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Hybridmaterialien

Die Entwicklung von Hybridstrukturen aus Biomakromolekiilen

Angewandte

Aus dem Inhalt

und organischen Polymeren, die iiber kovalente Bindungen mitein-

ander verkniipft sind, ist ein intensiv bearbeitetes Gebiet. Wiihrend die
Kombination von Proteinen/Peptiden mit synthetischen Makromole-

kiilen bereits umfassend untersucht worden ist, sind bisher weit we-

niger Beispiele fiir Nucleinsiure-Polymer-Hybride bekannt. In diesem

Aufsatz stellen wir ausgewdhlte Beispiele dieser interessanten Mate-

rialklasse vor, deren Vertreter lineare Blockcopolymere, Seitenketten-
polymere oder vernetzte Strukturen sein konnen. Der Schwerpunkt
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liegt auf der Herstellung derartiger Materialien sowie auf moglichen
Anwendungen in der Nanowissenschaft, Diagnostik und Biomedizin.

1. Einleitung

Die Bildung von Makromolekiilen mit definierter Mo-
nomersequenz und Dispersitét, die sich zur gleichen Zeit
durch komplexe Funktionen auszeichnen, ist eines der inter-
essantesten Ziele der chemischen Synthese. Die Polymer-
chemie ermdglicht die wirtschaftliche Produktion syntheti-
scher Makromolekiile. Uber anionische Polymerisation sind
hochmolekulare Produkte mit sehr geringen Dispersitidten
zuganglich; diese Technik erfordert jedoch den strikten
Ausschluss von Verunreinigungen und das Arbeiten unter
Inertgasbedingungen. Eine Alternative ist die kontrollierte
lebende radikalische Polymerisation,“] die Makromolekiile
mit vergleichbaren Dispersitédten liefert und einen leichten
Zugang zu Blockcopolymeren eréffnet, wodurch die Auswahl
an funktionalen Monomeren erweitert wird.’”) Makromole-
kiile mit hoherer Strukturgenauigkeit und vielfdltigeren
funktionellen Gruppen sind Dendrimere, die eine verzweigte
makromolekulare Architektur aufweisen.”* Ausgehend von
einem multivalenten Kernmolekiil wurden durch iterative
Synthese, bei der sich Wachstums- und Entschiitzungsschritte
abwechseln, baumartige Strukturen erzeugt. In den Kern
dieser Strukturen wurde eine Vielzahl an funktionellen
Gruppen eingefiihrt,”” ebenso in das verzweigte Grundgeriist
und auch in die Peripherie.*”’ Um Polymere mit einer noch
groBeren Vielfalt an funktionellen Gruppen zu erhalten, muss
man auf eine iterative Synthese zuriickgreifen, bei der das
Makromolekiil auf einem festen Trager aufgebaut wird.
Merrifield hat diese Methode fiir die Synthese von Oligo- und
Polypeptiden eingefiihrt.®! Mit dieser bahnbrechenden Syn-
thesemethode ist es moglich, eine Vielzahl an Peptiden mit
50-70 Aminoséduren unter vollstdndiger Kontrolle iiber die
Monomersequenz aufzubauen.”) Mehrere Kupplungsstrate-
gien wurden ausgearbeitet, um noch grof3ere Proteinstruktu-
ren zu erreichen und diese Bausteine kovalent miteinander
iiber native Peptidbindungen zu verkniipfen.!"""* Das Prinzip
der Festphasensynthese wurde spidter zum Aufbau anderer
Biomakromolekiile wie Nucleinsiuren!*® und Kohlenhy-
drate weiterentwickelt.'7") Uber Festphasensynthese ist es
einfach, nichtnatiirliche Analoga™® wie Peptidnucleinsiduren
(PNAs)?-1 und fixierte Nucleinsiuren (locked nucleic acids,
LNAs)?*> zy synthetisieren und zusitzlich zu den natiirli-
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chen Monomeren einzufiihren, um die

funktionelle Diversitdt zu erhohen.

Mittlerweile gibt es immer mehr Be-
strebungen, unter Verwendung fester Trdger und automati-
sierter Synthesapparaturen Makromolekiile aufzubauen, die
nur eine geringe Strukturverwandtschaft mit ihren natiirli-
chen Gegenstiicken aufweisen.”®*” Heute konkurrieren diese
chemischen Synthesewege zu definierten funktionellen Ma-
kromolekiilen mit Techniken der Molekularbiologie. Protein-
Engineering ist eine leistungsfahige Methode zur Expression
natiirlicher und de novo entworfener Peptidsequenzen.”®! Es
ist sogar moglich, dem Satz der 20 natiirlichen Aminosduren
nichtnatiirliche Monomere zuzufiigen.>>! Dies gilt auch fiir
Polynucleinsiuren.® Insbesondere zur Sequenzierung
wurden viele Farbstoff-funktionalisierte Nucleotide in DNA
eingebaut. Infolge der rasanten Entwicklungen auf dem
Gebiet der rekombinanten DNA-Technik ist heute eine
Vielzahl enzymatischer Methoden verfiigbar, um DNA zu
modifizieren und zu vervielféltigen. Die wichtigsten Enzyme
dazu sind Kinasen, Ligasen, Nucleasen und Polymerasen. Mit
diesem Satz an Enzymen kann in Kombination mit der che-
mischen DNA-Synthese fast jede gewiinschte Polynuclein-
sdure synthetisiert werden. Maf3gebliche Methoden sind in
diesem Zusammenhang die Polymerasekettenreaktion (po-
lymerase chain reaction, PCR) und die Produktion von
Plasmid-DNA in rekombinanten Bakterien. Ein eindrucks-
volles Beispiel ist der Aufbau eines vollstdndigen infektidsen
viralen Genoms (5386 bp) aus chemisch synthetisierten Oli-
godesoxynucleotiden (ODNs) mithilfe der oben angespro-
chenen molekularbiologischen Methoden.®!

Forscher haben nicht nur die Synthesemethoden verbes-
sert, um die GroBe und funktionelle Komplexitét eines be-
stimmten Makromolekiiltyps zu erhohen, sondern haben
auch Strategien entwickelt, um unterschiedliche Klassen von
Biomakromolekiilen miteinander zu kombinieren. Dazu ge-
horen die posttranslationalen Proteinmodifizierungen, z.B.
die Synthese glycosylierter Peptidstrukturen.®*3! Peptide

[*] M. Kwak, Prof. Dr. A. Herrmann
Department of Polymer Chemistry, Zernike Institute for Advanced
Materials, University of Groningen
Nijenborgh 4, 9747 AG Groningen (Niederlande)
Fax: (+31) 50-363-4400
E-Mail: a.herrmann@rug.nl
Homepage: http://trim/pcberug

Online-Ausgabe unter
wileyonlinelibrary.com

Chemie

8755



Aufsitze

8756

wurden auch kovalent an ODNs gekniipft.”® Diese Verbin-
dungen werden gewohnlich als Peptid-Oligonucleotid-Kon-
jugate (POCs)P3! oder Oligonucleotid-Peptid-Konjugate
(OPCs) bezeichnet.™ In der Natur kommen nur wenige
dieser kovalenten Nucleopeptide vor.*”) Die Mehrzahl der
POCs wurde synthetisiert, um die pharmakokinetischen Ei-
genschaften therapeutisch nutzbarer ODNs zu verbessern.
Biomakromolekiile wurden auch mit organischen Poly-
meren kovalent verkniipft. Die verschiedenen Strukturen
unterscheiden sich darin, wie die biologischen Reste an die
synthetischen Makromolekiile gebunden sind. Beide Bau-
steine konnen alternierend angeordnet werden, was zu li-
nearen Blockcopolymer-Topologien fiithrt (Abbildung 1a).
Alternativ konnen mehrere Peptid- oder Nucleinsdurereste
entlang eines Polymerriickgrats angekniipft werden, wodurch
Seitenketten-Polymerstrukturen erhalten werden (Abbil-
dung 1b). Der umgekehrte Fall, die Anheftung mehrerer
synthetischer Polymere an ein Biomakromolekiil-Riickgrat,
kommt selten vor (Abbildung 1c).*!! Schon Mitte der 1970er
Jahre wurden Peptide mit organischen Polymeren kombi-
niert.“>*! Viele ausgezeichnete Ubersichtsartikel behandeln

2) 1 Biopolymer |__synthetisches Polymer ‘
b) %) g g dpoo
c) c%

Abbildung 1. Kovalent gebundene Bio- (griine Kreise) und synthetische
Polymere (gelbe Rauten). a) Lineares Blockcopolymer aus Biopolymer-
und synthetischen Polymerblocks. b) Auf ein synthetisches Polymer-
riickgrat aufgepfropfte Biomakromolekiile. c) Synthetische Polymersei-
tenketten auf einem Biomakromolekiilriickgrat.
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die Synthese™?! und supramolekulare Organisation~°
dieser Hybridmaterialien.

Viel weniger Aufmerksamkeit erhielten bioorganische
Hybride aus Nucleinsiuren und synthetischen Polymeren.P”!
Anders als bei den Peptid-Polymer-Hybriden datieren die
ersten Berichte iiber DNA-Polymer-Konjugate erst aus den
spiten 1980er Jahren: Auf ein Riickgrat aus Poly(L-lysin)
(PLL) wurden Antisense-ODNs aufgepfropft. Diese Nucle-
insdure-Polymer-Konjugate wurden als antivirale Agentien
eingesetzt, um die Synthese vesikuldrer Stomatitis-Virus-
Proteine zu inhibieren.”**" Seither wurden — zusitzlich zum
Gen- oder ODN-Transport — zahlreiche Anwendungen dieser
Materialien entwickelt, von der Isolierung von Biomateriali-
en bis hin zur DNA-Erkennung. In den letzten Jahren wurden
anstelle hydrophiler Polymere wie PLL und Poly(ethylen-
glycol) (PEG) hydrophobe Polymere an ODNs gebunden, um
makromolekulare Amphiphile herzustellen. Wegen Mikro-
phasentrennung tendieren diese zur Selbstorganisation zu
nanoskaligen Micellsystemen und sind daher vielverspre-
chende Materialien fiir Anwendungen in der Bionanotech-
nologie und Nanomedizin. Dieser Aufsatz behandelt die
Synthese und mogliche Anwendungen von DNA-Blockco-
polymeren (DBCs). Verschiedene Synthesestrategien zur
Herstellung linearer DBCs oder DNA-Seitenketten-Archi-
tekturen und DNA-Polymer-Hybridnetzwerke werden im
Detail besprochen; gleichzeitig werden die unterschiedlichen
Verwendungen dieser DBC-Strukturen aufgezeigt. Dies um-
schlief3t hauptséchlich ihre Verwendung in biologischem und
biomedizinischem Zusammenhang, aber auch ihren Einsatz
in den Nanowissenschaften. Die DBCs werden in diesem
Aufsatz in der Reihenfolge steigender struktureller Komple-
xitdt besprochen: Zunichst werden lineare DBCs beschrie-
ben und nachfolgend solche mit Seitenketten- und vernetzten
Strukturen.

2. Lineare DNA-Blockcopolymere
2.1. Synthese

Vorhandene Methoden zur Synthese linearer DBCs er-
moglichen eine systematische Variation der Linge und Se-
quenzabfolge des Nucleinsiureteils sowie der Beschaffenheit
des organischen Polymerblocks. Pfropfreaktionen haben sich
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hier als besonders erfolgreich erwiesen. Dabei werden vor-
gefertigte biologische und organische Polymerbausteine iiber
komplementire terminale Gruppen miteinander verkniipft.
Es gibt zwei Synthesestrategien: Die Nucleinsdurebausteine
konnen entweder in Losung oder auf einer festen Phase an
die organischen Polymersegmente gekuppelt werden.

Zur Anheftung in wissriger Phase sind drei unterschied-
liche Kupplungsreaktionen verwendet worden (Schema 1).
Beim ersten Verfahren werden Amino-funktionalisierte
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Schema 1. Kupplungsmethoden fiir DNA-Blockcopolymere in Lésung.
a) Polymer mit endstindiger Carboxygruppe, gekuppelt mit Amino-
funktionalisiertem ODN. b) Disulfidbildung zwischen Polymer und

ODN-Thiolen. c) Michael-Addition von Polymer-gebundenem Maleimid
und Thiol-modifiziertem ODN.

ODNs mit Carbonsiure-terminierten Polymeren wie
PEG,%  Poly(N-isopropylacrylamid) ~ (PNIPAM),[*>64
Poly(p,L-milchsiure-co-glycolsiure)®! und Poly(p-phenylen-
ethinylen)®®! umgesetzt, um eine Amidbindung zu erhalten
(Schema 1a). Die zweite Variante ist die Disulfidbildung
(Schema 1b).7 Dafiir muss das ODN mit einer endstindigen
Sulthydrylgruppe ausgestattet werden, wahrend das PEG-
Molekiil an einem Ende mit einer 2-Pyridyldisulfidgruppe
funktionalisiert wird. Die dritte Ligationsmethode schlie8lich
beruht auf der Michael-Addition (Schema 1c). Auch in
diesem Fall werden Thiol-modifizierte ODNs verwendet, die
PEG-Molekiile werden jedoch mit einem terminalen Male-
imid- oder Acrylsiurerest funktionalisiert.*® Alle beschrie-
benen Kupplungsstrategien eignen sich sehr gut zur Herstel-
lung von DBCs mit wasserloslichen organischen Polymer-
einheiten. Zudem sind Thiol- und Amino-modifizierte ODNs
kéuflich erhiltlich, sodass die Blockpolymerstrukturen in
einem herkommlichen Chemielabor ohne teure DNA-Syn-
thesizer-Apparatur hergestellt werden konnen.

Amphiphile DBC-Strukturen mit hydrophoben Polyme-
ren lassen sich nur recht schwer durch Kupplung in Losung
aufbauen, was auf die unterschiedliche Loslichkeit der ein-
zelnen Komponenten zuriickzufithren ist. Daher wurden
Pfropfstrategien auf einer Festphase entwickelt (Schema 2).
Wenn das ODN auf dem Harz vorgelegt wird, sind die Nu-
cleotide noch — vor allem an den Phosphatgruppen — ge-
schiitzt, sodass es in organischen Losungsmitteln 16slich ist, in
denen auch das organische Polymer gelost werden kann. Wie
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Schema 2. Kupplungsreaktionen, die DNA-Blockcopolymere ergeben.
a) Ein hydroxyliertes Polymer wird in ein Phosphoramidit tiberfiihrt
und im letzen Schritt der DNA-Synthese mit der 5'-OH-Gruppe einer
DNA verkniipft. DMT = Dimethoxytrityl. b) Zu einer Carbons&ure-modi-
fizierten DNA auf einem festen Triger wird ein Amin-modifiziertes Po-
lymer gegeben. c) Pd-katalysierte Sonogashira-Hagihara-Kupplung
eines mt-konjugierten Polymers mit endstindiger Dreifachbindung und
einer 5-loduracil-Nucleobase in der Festphase (Wiedergabe aus

Lit. [73]).

im Fall der Fliissigphasenkupplung sind wieder unterschied-
liche Reaktionen fiir die Anheftung des organischen Poly-
mers an das ODN eingefiihrt worden. Der einfachste Ansatz
ist die Uberfiihrung des hydrophoben Polymers in ein Phos-
phoramiditpolymer durch Reaktion einer endstédndigen Hy-
droxygruppe mit einem Phosphoramiditchlorid (Schema 2 a).
Die aktivierten Makromolekiile werden anschlieSend an die
detritylierte 5'-OH-Gruppe des ODN-Molekiils geheftet.
Nach Inkubation mit konzentriertem Ammoniak zum Ent-
schiitzen und Ablosen vom festen Trdger werden einzel-
striangige (single stranded, ss-)DNA-Diblockcopolymere, z. B.
DNA-b-Polystyrol (PS)®! und DNA-b-Poly(propylenoxid)
(PPO),™ erhalten. Werden beide Enden des organischen
Polymers als Phosphoramidit aktiviert, sind auch Triblockar-
chitekturen vom Typ DNA-b-PEG-b-DNA zuginglich.™"
Alternativ wird die Bildung von Amidbindungen genutzt, um
Poly(butadien) (PB) mit einer terminalen Aminogruppe auf
immobilisierte Carboxy-modifizierte DNA aufzupfropfen
(Schema 2b).? Zur Anheftung von Poly(p-phenylenethiny-
len) (PPE) wird eine endstidndige Ethinylgruppe mit einem
Todsubstituenten an der Base des letzten Nucleotids am 5'-
Ende in einer Palladium-katalysierten Sonogashira-Hagiha-
ra-Kupplung umgesetzt (Schema 2¢).["”!

Ublicherweise liefern alle Syntheserouten zu DBCs Nu-
cleinsduresegmente von nicht mehr als 50 Nucleotiden Linge.
Wie kann diese Synthesegrenze iiberwunden werden? Die
Antwort liegt in der Kombination von chemischer DBC-
Synthese mit molekularbiologischen Methoden. Dazu werden
ssDBCs, wie oben gezeigt, als Primer in einer Polymerase-
kettenreaktion (PCR) verwendet (Abbildung 2)."¥ Die Ver-
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Abbildung 2. Molekularbiologische PCR-Strategien zur Herstellung
eines Di- und Triblockcopolymers mit langerer DNA. Strategie 1: DNA-
Blockcopolymer (Vorwirts-Primer) und DNA (Ruckwarts-Primer) lie-
fern PEG-b-dsDNA. Strategie 2: Zwei PEG-b-DNA-Primer ergeben das
Triblockcopolymer PEG-b-dsDNA-b-PEG (Wiedergabe aus Lit. [74]).

wendung eines ssDBC und eines herkommlichen ODN-Pri-
mers ergibt Doppelstrang(ds)-DNA-Diblockcopolymere mit
ausgedehnten Nucleinsdureblocks vom Typ A-b-dsDNA
(Abbildung 2, Strategie 1), wobei A ein organisches Polymer
kennzeichnet. Die Verwendung zweier ssDBCs mit dem
gleichen organischen Block als Vorwirts- und Riickwérts-
Primer liefert Doppelstrang-Triblock-Architekturen vom Typ
A-b-dsDNA-b-A (Abbildung 2, Strategie 2). Erwédhnenswert
ist, dass der PCR-Prozess nicht nur mit hydrophilen Poly-
meren wie PEG kompatibel ist, sondern auch mit hydro-
phoben Polymeren wie PPO und PS und thermoresponsiven
Polymeren wie PNIPAM. Als Erweiterung dieser Methode
fithren zwei Primer-DBCs mit unterschiedlichen organischen
Blocken zu Triblockstrukturen mit einer A-b-dsDNA-b-B-
Topologie, wobei A und B unterschiedliche Polymere be-
zeichnen. Komplexere Strukturen werden durch Verwendung
einer Kombination von ssDNA-b-A-b-ssDNA und ssDNA-b-
X-Primer (X: A- oder B-Polymer) innerhalb der PCR er-
halten; dies fiihrt zu Pentablockstrukturen X-b-dsDNA-b-A-
b-dsDNA-b-X. Die Nucleinsiduresegmente erreichen leicht
Molekulargewichte iiber 1000000 gmol ' und sind wegen des
Templat-gesteuerten Polymerisationsmechanismus
dispers. Die Verwendung von ssDBCs in der PCR erméglicht
es also, die Grenzen bei der Blockcopolymer-Synthese hin-
sichtlich Molekulargewicht und Strukturgenauigkeit nach
oben zu verschieben.

mono-

2.2. Supramolekulare Strukturen

Im Zeitalter der Nanowissenschaften sind die Anordnung
von Strukturen im Nanobereich und das Auftreten mehrerer
Organisationsebenen wichtige Kriterien fiir die Synthese von
Funktionsmaterialien. Im letzten Jahrzehnt beschrieben
Seeman und Rothemund bis dahin beispiellose, gezielte
Selbstorganisationsvorginge von DNA.71 Ausgehend von
diesen bahnbrechenden Arbeiten entwickelte sich ein ganzes
Arbeitsgebiet, das sich mit Nucleinsdure-Nanostrukturen
befasst.®7! Nanostrukturen aus DBCs bieten in dieser Hin-
sicht einige einzigartige Moglichkeiten. Das Aggregations-
verhalten dieser bioorganischen Hybridstrukturen kann
durch Erkennung des Nucleinséureteils, durch die Wechsel-
wirkungen der organischen Polymereinheiten oder durch
Kombinationen davon gesteuert werden.
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Supramolekulare Polymere haben in den letzten Jahren
wegen ihrer dynamischen Eigenschaften, die aus der Rever-
sibilitdt der Bindungen der Polymerkette resultieren, immer
mehr Beachtung gefunden.®! DBCs sind ein ausgezeichnetes
Beispiel fiir diesen Materialtyp. Aus ssDBC-Baueinheiten
konnten gut definierte Blockstrukturen gebildet werden
(Abbildung 3). Ein Beispiel war der Aufbau von Triblock-
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Abbildung 3. Synthese von Multiblockstrukturen durch DNA-Hybridi-
sierung und ein charakteristisches Analysegel. a) Hybridisierung zweier
komplementirer DNA-Blockcopolymere liefert eine Triblockarchitektur.
b) Eine Pentablockarchitektur bestehend aus Triblock- und Diblock-
DBCs. c) Eindimensionale Polymeranordnungen aus zwei komplemen-
téren Triblockcopolymeren. d) Polyacrylamidgel von Tri- und Penta-
blockcopolymeren (gezeigt in (b)). Bahn 1: ssDNA-b-PEG-b-ssDNA,
Bahn 2: dsDNA-b-PEG-b-dsDNA, Bahn 3: PEG(5 kDa)-b-dsDNA-b-PEG-
b-dsDNA-b-PEG (5 kDa), Bahn 4: PEG (20kDa)-b-dsDNA-b-PEG-b-
dsDNA-b-PEG(20kDa). ) MALDI-TOF-MS eines Pentablockcopoly-
mers mit 5-kDa-PEGs, wie es in Bahn 3 des Gels gezeigt ist (Wiederga-
be aus Lit. [71]).

strukturen aus zwei ssDBCs mit komplementédren Sequenzen
durch Hybridisierung und somit Duplexbildung (Abbil-
dung 3a)."Y Die Ausweitung dieses Konzepts fiihrte zu
Pentablockstrukturen durch Zusammenfiigen einer ss-Tri-
blockstruktur vom Typ DNA-b-PEG-b-DNA mit zwei
Aquivalenten einer ss-Diblockstruktur vom Typ DNA-b-
PEG (Abbildung 3b). Die Charakterisierung solcher Struk-
turen erfolgte durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE; Abbildung3d) und MALDI-TOF-MS (Abbil-
dung 3e). Noch lidngere eindimensionale Polymeranordnun-
gen wurden durch Verwendung zweier einzelstrangiger
selbstkomplementérer Triblockstrukturen mit DNA-Spacer-
DNA-Topologie erhalten (Abbildung 3¢).*Y) Die Polymer-
bildung wurde durch erhohte Viskositdt im Vergleich mit
Losungen nichtpolymerisierender Analoga nachgewiesen.
Durch Variation der Verhéltnisse der DNA-Hybridmono-
mere konnten die Molekulargewichte einfach gesteuert
werden, da iiberschiissige Monomere als effiziente , Ketten-
abbrecher” fungierten.

Nicht nur die Nucleinsdureeinheiten, sondern auch die
organischen Polymersegmente sind gut geeignet, um die
Uberstrukturbildung einzuleiten. Dies gilt besonders fiir hy-
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drophobe Polymersegmente, weil sie in wissrigem Medium
zur Mikrophasentrennung neigen. Amphiphile DBCs bilden
micellare Aggregate aus einem hydrophoben Polymerkern
und einer Korona aus ssDNA. Im Fall von ssDNA-b-PS
wurden diese Micellen mithilfe eines Cosolvens gebildet, und
die mittleren Durchmesser der Aggregate wurden eingestellt,
indem man die Linge der Nucleinsiureeinheiten variierte.!
Die Herstellung von Micellen aus DNA-b-PPO war noch
unkomplizierter, weil das Polymer eine niedrige Glasiiber-
gangstemperatur (7;=—70°C) aufweist, die eine Micellbil-
dung durch einfaches Erhitzen und Abkiihlen erméglicht. Die
Bildung solcher DNA-Polymer-Hybridnanopartikel ist expe-
rimentell weit weniger anspruchsvoll als die Erzeugung
komplexer, ausschlieBlich aus Nucleinsduren bestehender
Nanostrukturen, 5]

Die Struktureigenschaften der sphirischen DBC-Aggre-
gate konnten durch Hybridisierung verdndert werden. Wih-
rend die Hybridisierung von DBC-Micellen mit kurzen, zur
Korona komplementdren ODNs ihre kugelformige Gestalt
nicht veridnderte (Abbildung 4a), induzierte Watson-Crick-

Abbildung 4. Darstellung und Rasterkraftmikroskopie(AFM)-Bilder von
PPO-b-DNA-Aggregaten. a) Hybridisierung der spharischen ssDNA-Mi-
celle (blau) mit komplementirer DNA (rot) erzeugt eine dsDNA-b-
PPO-Nanostruktur. b) Hybridisierung der sphirischen ssDNA-Micelle
mit einem langen Templat ergibt stabchenférmige Aggregate. Maf3-
stabsbalken: 200 nm (Wiedergabe aus Lit. [84]).

Basenpaarung mit langen Templaten die Bildung stébchen-
formiger Aggregate (Abbildung 4b). Die Sequenzzusam-
mensetzung der Template war dabei so gewihlt, dass der zur
DNA-Micellkorona komplementére Bereich vielfach codiert
war. Wihrend der Hybridisierung wurde eine Doppelhelix
gebildet, von der alle 22 Nucleotide ein PPO-Teil herausragte.
Dies fiihrte zu einer parallelen Anordnung zweier Doppel-
helices, die durch die hydrophoben Wechselwirkungen der
organischen Polymereinheiten ,,zusammengeklebt* wurden.
Die Lange der stibchenformigen Aggregate konnte durch die
Lange der Templatmolekiile gesteuert werden.

AuBer fiir kleine micellare Strukturen mit Durchmessern
bis 45 nm® wurden DBCs auch zur Bildung groBerer Ob-
jekte eingesetzt. Wenn 12-mere ODNs an PB geheftet
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wurden, fand man Vesikel mit einem mittleren Durchmesser
von 80 nm sowie hoher geordnete Vesikel mit einer ge-
schlossenen DBC-Doppelschichtmembran.? Diese Struktu-
ren wurden zur Herstellung ODN-modifizierter Oberflachen
verwendet, auf denen bakterielle Biofilmbildung untersucht
wurde.®!

2.3. Anwendungen und Funktionen
2.3.1. Nanowissenschaften

Lineare DBCs eignen sich nicht nur zur Konstruktion
supramolekularer und nanoskaliger Strukturen; dank der
Selbsterkennungseigenschaften und der biologischen Funk-
tion von DNA konnen die entstandenen Aggregate auch
leicht mit zusétzlichen Funktionen ausgestattet werden. Ein
Beispiel, das die Tatsache nutzt, dass DBCs informationstra-
gende Makromolekiile sind, sind DNA-gestiitzte Reaktio-
nen® in DBC-Micellen (Abbildung5). Zu diesem Zweck

Abbildung 5. DNA-gestiitzte Reaktionen a) auf der Oberfliche der
PPO-b-DNA-Micelle und b) im Innern der Micelle. Rote und griine
Kugeln kennzeichnen Reaktanten, und gelbe Stibchen stehen fur resul-
tierende kovalente Bindungen zwischen den beiden funktionellen
Gruppen (Wiedergabe aus Lit. [70]).

wurden ssDBC-Aggregate mit Reaktant-DNA, die funktio-
nelle Gruppen enthielt, hybridisiert. Wegen der engen
Nachbarschaft dieser Gruppen in der micellaren Umgebung
konnten einige organische Reaktionen wie die Michael-Ad-
dition oder Amidbindungsbildung sequenzspezifisch inner-
halb des programmierbaren Nanoreaktors durchgefiihrt
werden. Es war sogar moglich, den Ort der Umsetzungen
festzulegen, sodass sie entweder an der Oberfliche der Mi-
cellen (Abbildung 5a) oder — abgeschirmt von der Umgebung
— im Innern der bioorganischen Partikel abliefen (Abbil-
dung 5b). Der Reaktionsort wurde durch Anheften der Re-
aktanten an das 5'- oder 3'-Ende festgelegt.

DBC-Micellen kénnen auch als Gerdiiste fiir enzymatische
Umwandlungen dienen. Im Unterschied zu den thermosta-
bilen Polymerasen, die in Abschnitt 2.1 zur Herstellung von
dsDBCs beschrieben wurden, benotigt die Polymerase mit
dem Namen terminale Desoxynucleotidyl-Transferase
(TDTase) kein Templat, um eines der vier Nucleosidtriphos-
phate (dNTPs) anzufiigen. DBC-Micellen wurden bei 37°C
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mit diesem Enzym und dTTP inkubiert. Mit zunehmender
Reaktionszeit nahm die Grof3e der DNA-Nanopartikel durch
Ankniipfung von polyT-Segmenten an das DBC zu. Der
Durchmesser der Nanoobjekte konnte innerhalb einer Re-
aktionszeit von 16 h schrittweise von 10 auf 23 nm eingestellt
werden. Dabei wurde zum ersten Mal gezeigt, dass die Grofle
von Nanopartikeln mithilfe eines Enzyms vergroiert werden
konnte.®!

In einem anderen Beispiel wurden DBCs verwendet, um
organisch-anorganische Partikelnetzwerke zu erzeugen.
DNA-b-PS-Micellen wurden mit DNA-modifizierten Gold-
nanopartikeln, die eine komplementdre Sequenz auf der
Oberflache aufweisen, hybridisiert.[ﬁg] Die resultierenden
Komposite beweisen, dass DBCs durch sequenzspezifische
Hybridisierung mit anderen DNA-modifizierten Nanomate-
rialien hoher geordnete Strukturen bilden konnen. Uberdies
wurden bei ihrer Dehybridisierung scharfe Schmelztempera-
turen beobachtet, was durch ein kooperatives Modell des
Schmelzvorgangs erklédrt wurde.

Die Watson-Crick-Basenpaarung von DBCs ist nicht auf
die Bildung nanoskaliger Systeme begrenzt; die Doppelhe-
lixbildung wurde auch zur Herstellung von Mikrokapseln
eingesetzt. Auf Siliciumtemplaten wurden alternierende
Schichten von T;-b-PNIPAM und A;,-b-PNIPAM angeord-
net. Nach Auflosung des Kerns und Funktionalisierung der
Oberflache mit PEG wurden stabile Mikrokapseln erhalten,
die zum Transport von small interfering RNA (siRNA) und
Tumortherapeutika genutzt werden konnten.®!

2.3.2. Diagnostik

Zum DNA-Nachweis mithilfe linearer DNA-Blockcopo-
lymere wurden die Nucleinsdureeinheiten an emittierende
Oligomere oder Polymere gekuppelt. Ein Sondenstrukturtyp
bestand aus einer zentralen Fluorenemittereinheit, an die
zwei identische ODNs angekniipft wurden (twin probe; Ab-
bildung 6a). Dieses Konjugat wurde in homogenen Assays
zum Nachweis von DNA verwendet. Uber einen Mechanis-
mus, der auf der Aufhebung der Fluoreszenzloschung (De-
quenching) durch Hybridisierung beruht, konnten komple-
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Abbildung 6. DNA-Nachweisverfahren auf DBC-Basis. a) Twin-Probe-
Reporter mit Fluorenemitter in der Mitte. b) Molecular Beacon mit
lichtemittierendem Polymer. c) Beacon mit zwei Stamm-Schleifen-
DNAs an beiden Enden des Polymers. Q = Fluoreszenzldscher.
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mentédre Zielsequenzen sowie Einzelnucleotidpolymorphis-
men (SNPs) detektiert werden. Die Selektivitit dieses Son-
denpaarsystems war bemerkenswert, da es nur eine einzige
emittierende Spezies enthilt und keine doppelte Markierung
bendtigte. Der DNA-Nachweis erfolgte im Konzentrations-
bereich von 10~ bis 10 M.

Andere DBC-Sondenstrukturen setzen hingegen auf die
Markierung mit mehreren emittierenden Einheiten. Ein sehr
gutes Beispiel fiir diesen Strukturtyp ist ein Molecular
Beacon, das auf einem konjugierten Polymer beruht. Es be-
steht aus einer ssDNA-FEinheit, die an einem Ende mit ne-
gativ geladenem, stark emittierendem PPE funktionalisiert
ist, wihrend das andere Ende an einen Fluoreszenzldscher
gebunden ist (Abbildung 6b).[*! Die DNA-Sequenz ist dabei
so gewihlt, dass sie eine Stamm-Schleifenstruktur bildet. In
dieser Konfiguration befindet sich das konjugierte Polymer in
enger Nachbarschaft zum Fluoreszenzloscher, sodass die
Emission des konjugierten Polymers durch einen als ,,Super-
quenching® bezeichneten Effekt vollstindig unterdriickt
wird.®! Ist eine komplementire Zielsequenz vorhanden,
fithrt die Hybridisierung zu einer rdumlichen Trennung von
Polymer und Fluoreszenzloscher und damit zur Lichtemission
des konjugierten Emitters. Leider ist diese vielversprechende
Sonde noch nicht auf ihre Empfindlichkeit und Selektivitét
gepriift worden. Eine Kombination aus einer Twin-Sonde und
dem beschriebenen Molecular Beacon gelang, indem zwei
Stamm-Schleifenstrukturen mit terminalen Fluoreszenzlo-
schern an beiden Enden eines negativ geladenen PPE-Poly-
mers angeheftet wurden (Abbildung 6¢). Bei Konzentratio-
nen des Zielmolekiils von 4 x 107°M war das Fluoreszenzsi-
gnal des konjugierten Polymers um zwei Grofienordnungen
stiarker als das Signal, das mit einer nichtkomplementéren
Sequenz erhalten wurde. Mit einer solchen Sonde war auch
ein SNP-Nachweis moglich.!

2.3.3. Biomedizin

AuBer in der Diagnostik wurden lineare DBCs auch in der
Biomedizin eingesetzt. Oligonucleotide (hauptsichlich Ap-
tamere, Antisense-ODNSs und siRNA) werden derzeit wegen
ihrer sehr hohen Selektivitit bei der Erkennung von Ziel-
molekiilen intensiv als neue Wirkstoffkandidaten erforscht.
Sie alle haben jedoch kurze Halbwertszeiten in vivo wegen
ihrer geringen Stabilitdt gegen Nucleasen im Plasma und
Zellinneren oder werden wegen ihres relativ geringen Mole-
kulargewichts rasch ausgeschieden. Uberdies verhindert ihre
negative Ladung eine ziigige Aufnahme in Zellen. Eine
Moglichkeit zur Umgehung dieser Schwierigkeiten ist die
Funktionalisierung pharmazeutisch aktiver Nucleinsduren
mit PEG.”” Eine direkte Ankniipfung von PEG™ oder die
Bindung iiber ein Linker-Molekiil®! fiihren durch Maskieren
der negativen Ladungen von ODNs zu erhohter Stabilitét
gegen enzymatischen Abbau, verldngerter Plasmabestindig-
keit und einer besseren Zellpenetration. Ein schon 2004
kommerzialisierter DBC-Wirkstoff ist ein PEG-funktionali-
siertes, 28-meres Aptamer — PEG-Aptanib —, das von der US-
amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zur
Behandlung einer altersbedingten Makuladegeneration der
Retina zugelassen wurde. Dieses DBC-Medikament besteht
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aus einem verzweigten PEG von 40 kDa, das iiber einen
Pentylamino-Linker mit dem ODN verbunden ist.’?

Um Antisense-DNA wirksam zu verabreichen, wurden
ODNs ebenfalls mit PEG konjugiert; fiir einen erfolgreichen
Transport wurden sie jedoch mit positiv geladenen Polyelek-
trolyten komplexiert. Es wurden Polyionkomplex-Micel-
lenl®”-%1 oder (synonym) Polyelektrolytkomplex-Micellen!®*4
mit einer Kern-Schale-Struktur erhalten. Die Nucleinsdure-
einheit und der positiv geladene Polyelektrolyt bildeten dabei
durch ionische Wechselwirkungen den Kern und die PEG-
Ketten die Schale. Zum effizienten Transport in HuH-7-
Zellen wurden DBCs mit einer Disulfidbriicke zwischen
ODN und PEG entwickelt. Mit diesem Linker wurde bessere
Antisense-Wirkung erzielt als bei Verwendung eines durch
Sdure abspaltbaren Verbindungselements. Der Polyelektro-
Iyt-Typ ist ein weiterer wichtiger Parameter. Poly(L-lysin)
enthaltende Micellen erwiesen sich als weniger wirksam als
Poly(ethylenimin) (PEI), was darauf hindeutete, dass durch
die Pufferwirkung von PEI das DNA-b-PEG erfolgreich vom
endosomalen Kompartiment in das Cytoplasma transportiert
wurde und dass — als Antwort auf die hohen Glutathion-
spiegel im cytoplasmatischen Kompartiment — durch Spaltung
der Disulfidbriicke Hunderte aktiver Antisense-ODNSs ins
Zellinnere freigesetzt wurden."”) In einer #hnlichen Reihe
von Experimenten wurde die Aufnahme der Polyionkomplex-
Micellen in HuH-7-Zellen durch die Bindung einer Lactose-
einheit am anderen Ende des PEG-Blocks (gegeniiberliegend
zum ODN) gefordert; diese Modifizierung fiihrte zu erhohter
Antisense-Aktivitit.[!

AuBler zum Transport von Antisense-DNA in vitro
wurden Polyelektrolytkomplex-Micellen auch eingesetzt, um
in Versuchstieren Onkogene zu unterdriicken. Eine c-raf-
Antisense-ODN-Formulierung, die Nacktméusen mit huma-
nen Lungenkrebstumoren intravenos verabreicht wurde, wies
deutliche Antitumoraktivitidt auf. Zudem zeigten DBC-hal-
tige Micellen stdrkere Anreicherung in der festen Tumorre-
gion als das nicht polymermodifizierte ODN.I!l Dieselbe
Arbeitsgruppe hatte in vorhergehenden Experimenten eine
signifikante Verringerung des Tumorwachstums beobachtet,
wenn Polyelektrolytkomplex-Micellen mit einem c-raf-Anti-
sense-ODN-Kern direkt in die Tumorregion injiziert worden
waren. ™!

Kiirzlich wurden die gleichen elektrostatisch induzierten
DBC-Aggregate zur therapeutischen Verabreichung von
siRNA genutzt.**) Im Zusammenhang mit einer anti-an-
giogenen Gentherapie wurde gezeigt, dass PEG-konjugierte,
gegen den vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor
(VEGEF) gerichtete siRNA, die mit PEI komplexiert war, die
Expression von VEGF im Tumorgewebe inhibierte und das
Tumorwachstum in einem Tiertumormodell ohne erkennbare
Entziindungsreaktion unterdriickte.” Die Micellen wurden
Miusen intravends und intratumoral verabreicht. Nach der
intravendsen Injektion wurde eine erhohte Anreicherung der
nanometergrolen DBC-Partikel in der Tumorregion nach-
gewiesen. Diese Studie belegte, dass sich DBC-Micellen als
Tréager fiir therapeutische siRNA zur lokalen und systemi-
schen Behandlung von Krebs eignen konnten.

Wie DBC-Nanopartikel, die sich iiber elektrostatische
Wechselwirkungen organisieren, wurden auch amphiphile

Angew. Chem. 2010, 122, 8754 — 8768

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

DBCs, die durch Mikrophasentrennung Nanopartikel bilden,
fiir den Wirkstofftransport verwendet. In diesem Fall hatte
die DNA keine biologische Funktion, ermoglichte aber eine
duBerst einfache Bildung multifunktioneller Teilchen. Diese
Nanoobjekte wurden mit Einheiten ausgestattet, die spezi-
fisch Rezeptoren an der Zelloberfldche von Caco-2-Zellen,
einer Krebszelllinie, erkennen (Abbildung 7). Folsdure wurde

Abbildung 7. Auf DNA-Blockcopolymer-Micellen basierendes Wirkstoff-
transportsystem. a) Die Micelle aus DNA-Einzelstrangen wird mit Fol-
sdure-konjugierter, komplementirer DNA (rote Kugel, blauer Strang)
zur spezifischen Rezeptorerkennung hybridisiert. b) Das hydrophobe
Tumortherapeutikum Doxorubicin (griine Kugel) wird im PPO-Kern der
Micelle angereichert. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [96]. Co-
pyright 2007, WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.

an eine zur Micellenkorona komplementire Sequenz gekup-
pelt, wodurch die Einfithrung dieser Gruppen durch einen
einfachen Hybridisierungsvorgang moglich wurde (Abbil-
dung 7a). In einem zweiten Schritt wurde der hydrophobe
Kern der DBC-Micellen mit einem hydrophoben Tumorthe-
rapeutikum, Doxorubicin, beladen (Abbildung 7b). Durch
Zusammenwirken der beiden Komponenten wurden die
Krebszellen wirksam zerstort.”! Vor dem Wirkstofftransport-
Experiment wurde gezeigt, dass eine zunehmende Zahl an
Rezeptor erkennenden Einheiten auf der Micelloberfldche
die Aufnahme der DBC-Nanoteilchen durch rezeptorver-
mittelte Endocytose erleichtert. Sind dagegen die Folsdure-
reste in das Innere der nanometergrof3en Objekte gerichtet,
werden sie durch die Zellen nicht erkannt. Der Aufnahme-
vorgang wurde mithilfe der konfokalen Laser-Scanning-
Fluoreszenzmikroskopie mit DBC-Partikeln verfolgt, die
iiber den gleichen Hybridisierungsvorgang wie bei der Ein-
fithrung der Rezeptor erkennenden Einheiten fluoreszenz-
markiert wurden. Wegen der unkomplizierten Funktionali-
sierung der DBC-Micellen eignen sich diese Materialien als
kombinatorische Plattform zur Priifung und zum Hoch-
durchsatz-Screening von Wirkstofftransportern.

Die ungerichtete Aufnahme von DBC-Systemen (d.h.
ohne externe Erkennungseinheiten) wurde ebenfalls unter-
sucht. Man befasste sich besonders mit der Frage, ob die Form
der Nanoobjekte die Aufnahme in die Zelle beeinflusst. Zu
diesem Zweck wurden Caco-2-Zellen mit sphérischen ss- und
dsDBC-Partikeln sowie mit den schon in Abschnitt 2.2 be-
schriebenen, stibchenférmigen Partikeln inkubiert (Abbil-
dung 4). Man stellte fest, dass die stibchenfoérmigen Struk-
turen, obwohl alle Partikel aus den gleichen DBC-Materia-
lien zusammengesetzt waren, um eine Grofenordnung
schneller in die Zelle aufgenommen wurden als die kugel-
formigen.””! Solche Experimente sind von Bedeutung, weil
sie darauf schlieBen lassen, dass die Form eines Nanopartikels
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eine weitere wichtige Einflussgrole bei der Planung von
Wirkstofftransportern sein konnte.

3. DNA-Seitenkettenpolymere

Wie in der Einleitung erw#hnt, sind zwei Klassen von
DNA-Seitenkettenpolymeren bekannt. Die Strukturen, die
zuerst besprochen werden sollen, bestehen aus einem
dsDNA-Riickgrat, auf das organische Polymere aufgepfropft
sind. Die erste Struktur mit einem solchen Aufbau wurde aus
DNA des Bacteriophagen T4 (166 kbp) oder des A-Phagen
(48.5 kbp) gebildet, an die Polyacrylamid oder PNIPAM an-
gehingt war.’®*”! Die Verbindung zwischen DNA und Poly-
mer wurde durch einen Intercalator, ein Acrylsdure-funktio-
nalisiertes Phenaziniumderivat, hergestellt. Die Pfropfstruk-
tur wurde anschlieend durch Polymerisation von Acrylamid
oder N-Isopropylacrylamid mit dem polymerisierbaren In-
tercalator als Comonomer in Gegenwart der DNA erhalten.
Diese Strategie fiihrte jedoch nicht zur kovalenten Ver-
kniipfung der biologischen und organischen Segmente. Aus
diesem Grund wandte man sich Psoralen zu; dieser Interca-
lator reagiert mit Nucleobasen durch Cycloaddition. Wurde
ein Psoralen-haltiges Vinylmonomer unter den gleichen ex-
perimentellen Bedingungen wie oben eingesetzt, erfolgte bei
Bestrahlung mit UV-Licht eine kovalente Verkniipfung der
Acrylsaurepolymere mit der DNA 1% Spster wurde diese
Synthesestrategie etwas weiterentwickelt: Statt zahlreiche
intercalierende Reste entlang der Hauptkette der syntheti-
schen Polymereinheit einzubauen, wurden semitelechele
PNIPAM-Molekiile, die mit einer Psoralengruppe terminiert
waren, synthetisiert. Dies ermoglichte die Vorfertigung des
organischen Polymerbausteins und die anschlieende, durch
UV-Licht vermittelte Pfropfung auf die dsDNA.[%!

Wie im Fall der linearen DNA-b-PNIPAM-Polymere!'"!]
wurden diese Pfropfstrukturen zur Hitzeféllung verwendet
(Abbildung 8). Dabei fungierte das DNA-Riickgrat als
Erkennungseinheit, wihrend die PNIPAM-Seitenketten die
temperaturempfindlichen Eigenschaften bewirkten. FEin
Konjugat wurde zum Abfangen von Ethidium genutzt: Aus
einer hoch verdiinnten Losung (3 ppm) konnten so iiber 95 %
dieses DNA bindenden Gentoxins abgetrennt werden. Aul3er

TATA-Box

* Rk
AL .-'m{."" X%

Abbildung 8. Affinitatsfillung und Trennung des DNA bindenden Pro-
teins TBP unter Verwendung eines thermoresponsiven Polymers. Nach
Bindung von TBP an die TATA-Box wird die Lésung erhitzt, um das
infolge des thermisch induzierten Phaseniibergangs von PNIPAM-Sei-
tenketten gebildete Aggregat zu fillen (Wiedergabe aus Lit. [41]).
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zur thermisch induzierten Affinitdtstrennung kleiner Mole-
kiile wurden solche Pfropfarchitekturen auch zur Isolierung
von DNA bindenden Proteinen eingesetzt. Hind III, eine
Endonuclease, konnte durch Zugabe von Glycerin, das die
untere kritische Entmischungstemperatur (7} sr) herabsetzt,
als DNA-PNIPAM-Konjugat mitgefillt werden.” Dieses
Experiment wurde in einem Mg**-freien Puffer durchgefiihrt.
In Abwesenheit dieses Cofaktors band Hind IIT DNA stark,
zeigte aber keine Nucleaseaktivitit. Eine noch wirksamere
DNA-PNIPAM-Struktur beruhte auf einer DNA-Block-
Biirste-Struktur (Abbildung 8)."! Diese Struktur bestand aus
einem Nucleinsduresegment mit PNIPAM-Seitenketten und
einem weiteren Segment aus unverdnderter dsDNA, die fiir
die TATA-Box codiert, die an der Initiation der Transkription
in Eukaryoten beteiligt ist. Wurde ein Gemisch aus TATA-
Box-bindendem Protein (TBP) und Rinderserumalbumin
(bovine serum albumin, BSA), das keine Affinitdt zu DNA
zeigt, mit solch einem Blockkonjugat inkubiert, dann wurde
durch Temperatureinstellung eine schnelle und selektive
Fallungstrennung von TBP erreicht. Das unter homogenen
Bedingungen gereinigte TBP wies eine Reinheit von mehr als
90 % (durch SDS-PAGE-Analyse ermittelt) auf.

Ein anderer DNA-Seitenkettenpolymertyp besteht aus
einem synthetischen Polymerriickgrat, auf das ODNs ge-
pfropft sind (Abbildung 9). Diese bioorganischen Hybrid-
strukturen sind tiber zwei Synthesestrategien zuginglich: Die
erste Strategie beruht auf der Funktionalisierung eines vor-
gefertigten synthetischen Polymerriickgrats mit ODNs (Ab-
bildung 9a), wihrend die zweite auf der Anheftung des ODN
an eine polymerisierbare Einheit basiert, die anschlieBend
durch Copolymerisation in die Polymerhauptkette eingebaut
wird (Abbildung 9b). Fiir die erste Variante wurden zahlrei-
che Syntheseverfahren ausgearbeitet, um das ODN an das
Polymerriickgrat zu binden. Unter Verwendung von 1-Ethyl-
3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) als Kupp-
lungsreagens konnte ein Copolymer der Polyacrylsdure
(PAA) durch Amidbildung mit Amino-terminierten ODNs
als Seitenketten modifiziert werden.'™ Fiir den Aufbau einer
stabilen Amidbriicke zwischen Polymerriickgrat und Nucle-
insdureeinheit wurden nach einer dhnlichen Methode Amino-
funktionalisierte ODNs mit einem Poly(N,N-dimethylacryl-
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Abbildung 9. Synthese von Seitenkettenpolymeren mit aufgepfropfter
DNA. a) DNAs werden an den funktionellen Gruppen entlang eines
Polymerriickgrats angekniipft. b) Copolymerisation von Monomer mit
Nucleinsduremonomer.
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amid)copolymer, das aktivierte Estergruppen enthielt, um-
gesetzt.!”! RNA-Einheiten konnten durch Bildung von N-
Morpholinringen an ein Poly(L-lysin)-Riickgrat gekuppelt
werden. Dazu wurde die Riboseeinheit am 3’-Ende mit Per-
iodsiure oxidiert und mit Cyanoborhydrid reduziert.*!

Zusitzlich zu den Methoden, die auf einer Kupplung
beider Segmente in Losung beruhen, wurden Syntheserouten
entwickelt, die von einer Pfropfung auf einem festen Triger
ausgehen. Zum Beispiel wurden die Nucleinsdureeinheiten
nach der ODN-Synthese auf der festen Phase belassen, und
die detritylierten 5-OH-Gruppen der ODNs wurden mit
einem organischen Polymer umgesetzt, das entlang der Kette
zahlreiche Phosphoramiditgruppen enthielt.'%!1  Diese
Methode erméglichte die Synthese von Block-Biirste-Copo-
lymeren, da die Hauptkette durch sequenzielle Ringoff-
nungsmetathese-Polymerisation (ROMP) verschieden funk-
tionalisierter Norbonenmonomere aufgebaut wurde.

Eine weitere Moglichkeit, um DNA-Seitenkettenpoly-
mere auf einem festen Trager zu erhalten, ist die Immobili-
sierung des synthetischen Polymerriickgrats auf Glasku-
geln.'® Die Hydroxygruppen auf der Oberfliche von pord-
sem Glas mit definierter PorengroBe (controlled pore glass)
wurden dabei mit alternierenden Copolymeren mit Malein-
sdureanhydrid-Einheiten umgesetzt, sodass sich eine kova-
lente Esterbindung zwischen dem Triager und dem Polymer
bildete. Die verbleibenden Anhydridstrukturen wurden ge-
nutzt, um durch Amidbildung ein 5'-Trityl-geschiitztes Mo-
nonucleotid mit Aminoalkyl-Spacer zu binden, das als In-
itiator der ODN-Synthese fungierte. Wegen der unter-
schiedlichen Stabilitit der Ester- und Amidbindungen konn-
ten die DNA-Seitenkettenpolymere nach beendeter DNA-
Synthese unter basischen Bedingungen selektiv vom festen
Tréager abgespalten werden.

Die beiden genannten Festphasenstrategien fithren zu
stark unterschiedlichen Pfropfungsdichten: Wird die Kniip-
fungsreaktion als letzter Schritt der Konjugatsynthese
durchgefiihrt, resultieren im Durchschnitt fiinf ODN-Ein-
heiten pro Polymerriickgrat,'"”! wihrend die DNA-Synthese
an immobilisierten Polymerinitiatoren bis zu 109 Nuclein-
siureeinheiten pro Polymerriickgrat ergibt.'””! Zu erwihnen
ist, dass diese Festphasenmethoden zu unterschiedlichen
Verkniipfungsstellen am ODN fiihren: Die erste Route liefert
Konjugate, in denen das ODN iiber das 5'-Ende an die Po-
lymerkette gebunden ist, wiahrend nach der zweiten Route
Hybride mit am 3'-Ende gebundenem ODN entstehen.

Ein konzeptionell anderer Zugang zu DNA-Polymer-
Hybriden mit ODNs als Seitenketten besteht in der Copoly-
merisation von ODN-Makromonomeren. Zu diesem Zweck
muss das ODN mit einer polymerisierbaren Gruppe funk-
tionalisiert werden. Dies kann entweder durch Kupplung
Amino-terminierter ODNs an Methacrylsiure in Losung!'%
geschehen oder durch Anlagerung eines Acrylamid-funktio-
nalisierten Phosphoramidits an die ODN-Sequenz auf der
festen Phase.''11?l Zahlreiche Vinyl-ODN-Makromonomere
wurden mit Acrylamid und N-Isopropylacrylamid radikalisch
polymerisiert, um die entsprechenden Seitenkettenpolymere
zu erhalten.">""% Uberdies wurde eine Vielzahl ODN-halti-
ger Seitenkettenpolymere fiir elektrochemische und optische
Sensoren synthetisiert. Diese Strukturen zeigten jedoch un-
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geniigende Loslichkeit und konnten daher strukturell nicht
gut charakterisiert werden.['1o12)

Die Anordnung mehrerer ODN-Einheiten entlang einer
einzelnen Polymerkette hat bedeutende Konsequenzen fiir
die Basenpaarungseigenschaften, wenn zwei dieser Struktu-
ren mit komplementédren Sequenzen hybridisiert werden. Es
zeigte sich, dass die Schmelzkurven schirfer sind als jene der
Hybridisierung komplementérer, nicht gebundener ODNs in
Losung. Zudem haben sich die Schmelztemperaturen zu ho-
heren Werten verschoben. Dieses charakteristische
Schmelzverhalten war Thema mehrerer physikalischer Stu-
dien.1??I Diese Eigenschaften, die aus der Multimerisie-
rung von ODNs entlang einer Polymerkette folgen, konnten
fiir hoch selektive Systeme zur Detektion von DNA genutzt
werden. Insbesondere ermoglichen die scharfen Schmelz-
kurven eine verbesserte Auflosung bei der Detektion von
einzelnen Basenfehlpaarungen in anderen Nanopartikelsys-
temen, z. B. in DNA-modifizierten Goldnanopartikeln.!?-1%!

Ein dhnliches System beruhte auf ssDNA-Seitenketten-
polymeren mit PNTPAM-Riickgrat.'*! Wurden die gelosten
Stoffe iiber T csr erhitzt, neigten sie zur Bildung von Kern-
Schale-Partikeln mit PNIPAM im Innern und den Nuclein-
sdureeinheiten in der duleren Zone. Wurden die Partikel mit
der komplementédren Sequenz hybridisiert, wurden die von
den Teilchen gebildeten Kolloide instabil, was bei definierten
Salzkonzentrationen zur Bildung von Teilchenaggregaten
fiilhrte (Abbildung 10a). Diese Aggregation wurde durch
Absorptionsmessung bei 500 nm verfolgt. Da hier die Teil-
chen nicht iiber verbriickende ODNs verbunden waren, un-
terschied sich ihr Aggregationsmechanismus von dem der
ODN-funktionalisierten Goldnanopartikel. Ein Nachteil des
DNA-PNIPAM-Seitenkettenpolymersystems ist die hohe
Nachweisgrenze im pMm-Bereich. Nachweissysteme, die auf
Block-Pfropfstrukturen mit einem Polynorbornenriickgrat
basieren, sind sehr viel empfindlicher.

Nicht nur ODN-, sondern auch Ferroceneinheiten wurden
an die Polymerhauptkette geheftet. Diese Konjugate wurden
in einer Sandwich-artigen elektrochemischen Drei-Kompo-
nenten-Nachweisstrategie eingesetzt (Abbildung 10b).1%7)
Nach Immobilisierung einer Sondensequenz wurde mit dem
elektroaktiven DNA-Seitenkettenpolymer und der Ziel-
DNA, die zu beiden Sequenzen komplementér ist, versetzt
und das Redoxsignal gemessen. Zielsequenzen konnten bis zu
einer Konzentration von 100 pm nachgewiesen werden.

In einem anderen Ansatz wurden nicht ein, sondern zwei
Seitenkettenpolymere in einem Sandwich-DNA-Nachweis-
Assay verwendet (Abbildung 10c). Ein DNA-Seitenketten-
polymer wurde als Fanger-ODN eingesetzt, und nach Zugabe
der Ziel-DNA wurde das zweite Seitenkettenpolymer als
Nachweispolymer genutzt. Die Fluoreszenzintensitidt einer
enzymkatalysierten Umwandlung eines fluorogenen Cuma-
rinderivats diente als Signal in der Untersuchung. Die Ver-
wendung von DNA-Seitenkettenarchitekturen erhoht die
Empfindlichkeit gegeniiber derjenigen nichtgebundener, un-
verdanderter Referenz-ODNs um das 50fache. Die Nach-
weisgrenze dieser Assay-Anordnungen liegt ungefidhr bei
0.1 pM.[127,128]

Zum Nachweis von DNA wurden auch DNA-Seitenket-
tenpolymere mit einem konjugierten Poly(oxadiazol-fluo-
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Abbildung 10. Beispiele fiir DNA-Nachweismethoden auf der Basis von
Polymeren und DNA-Polymer-Konjugaten. a) PNIPAM-dsDNA, vernetzt
durch Ziel-DNA. Nachweis der Partikelaggregation durch optische Ab-
sorption (Wiedergabe aus Lit. [126]). b) Elektrochemische Detektion
von DNA mit einem DNA-Ferrocen-Polymer (Wiedergabe aus

Lit. [107]). c) Sandwich-Methode mit ELOSA (enzyme-linked oligosor-
bent assay)-Testsystem. Die Enzymreaktion induziert das Fluoreszenz-
signal (Wiedergabe aus Lit. [127]). d) DNA-Nachweis unter Verwen-
dung eines lichtemittierenden Polymers, das an der Chipoberfliche im-
mobilisiert ist (Wiedergabe aus Lit. [117]).

ren)-Riickgrat verwendet.''” Dieser experimentelle Aufbau
war ungewohnlich, da das Riickgrat auf einer Glasoberfldche
immobilisiert wurde und die lichtgesteuerte Synthese der
Sonden-DNA direkt auf dem Chip durchgefiihrt wurde, d.h.
auf dem Uberzug aus konjugiertem Polymer (Abbil-
dung 10d). Wegen der harschen Bedingungen der DNA-
Synthese wurde beim Entwurf des konjugierten Polymers
besonders auf die Stabilitdt des Materials geachtet. Fiir den
DNA-Nachweis-Assay wurde ein Farbstoff-markiertes Ziel-
molekiil auf dem Chip hybridisiert. Der Fluoreszenzenergie-
transfer vom konjugierten Polymer zum Farbstoff diente
dabei als Messwert. Die Nachweisgrenze dieser Chips liegt
bei 100 pMm.
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DNA-Seitenkettenpolymere werden in gro3em Ausmaf}
als Antisense-Reagentien eingesetzt. Der Vorteil einer
Kupplung von ODNSs an ein positiv geladenes PLL-Riickgrat
besteht in einer besseren Zellgiangigkeit als bei unverdnderter
DNA. Eine 15-mere ODN-PLL-Seitenkettenarchitektur, die
komplementdr zur Initiationsregion der mRNA fiir das N-
Protein des vesikuldren Stomatitis-Virus (VSV) war, inhi-
bierte spezifisch die Expression von VSV-Proteinen. Aufler-
dem wurde antivirale Aktivitdt beobachtet, wenn das DNA-
Seitenkettenpolymer in Dosen von 100 nm zum Zellkultur-
medium gegeben wurde.”® Nach einer dhnlichen Methode
wurde die antivirale Aktivitdt gegen das humane Immunde-
fizienzvirus Typ 1 (HIV-1) bewertet."” Es wurden zwei Re-
gionen der viralen RNA als Ziele fiir Antisense-ODNs aus-
gewdhlt und in Seitenkettenarchitekturen eingebaut. Mit
diesen Experimenten wurde gezeigt, dass der erste Schritt der
viralen Infektion, die reverse Transkription und die Synthese
proviraler DNA, in Zellkulturen verhindert werden kann.

Die Verwendung von PNIPAM als synthetisches Poly-
merriickgrat der DNA-Seitenketten-Polymerstrukturen an-
stelle von PLL ermoglichte es, die Antisense-Aktivitit sol-
cher Konjugate iiber die Temperatur zu steuern. In ersten
Experimenten wurde nachgewiesen, dass DNA-PNIPAM-
Seitenkettenpolymere die komplementdre RNA-Sequenz
spezifisch bei 27°C — diese Temperatur liegt unterhalb ihrer
T cst (33°C) —binden. Bei 37°C dagegen, was noch unter der
ODN-Schmelztemperatur liegt, war die Bindung an die
komplementidren Sequenzen deutlich verringert, vielleicht
wegen der eingeschrénkten raumlichen Zuginglichkeit der
ODN:s, die durch den Ubergang vom Kniuel zur Kugel be-
wirkt wurde."™) Dieses charakteristische Erkennungsverhal-
ten des ODN-Seitenkettenpolymers wurde in einem In-vitro-
Transkriptions/Translations-System zur Stimulus-responsiven
Regulation der Genexpression genutzt. Bei 27°C waren die
Expressionsgrade signifikant herabgesetzt, dhnlich wie bei
der Verwendung unveridnderter Antisense-ODN. Oberhalb
der T\ s hatte die Gegenwart von Antisense-DNA-Seiten-
kettenpolymer keinen Einfluss auf den Expressionsgrad,
wogegen die Kontroll-ODN einen erheblichen Antisense-
Effekt induzierte.'" Zudem wurde nachgewiesen, dass die
Antisense-Aktivitit des DNA-PNIPAM-Konjugats als Re-
sultat der Konformationsdnderung des PNIPAM-Riickgrats
schnell reguliert wird. Der Kugelzustand des DNA-Seiten-
kettenpolymers erhoht die Stabilitdt gegen Nucleasen. Bei
37°C wurde vollige Resistenz gegen Nuclease S1 beobach-
tet.l"

4. DNA-Polymer-Netzwerke

DNA-Seitenkettenpolymere konnen nach zwei Methoden
in vernetzte Strukturen umgewandelt werden: 1) Wenn zwei
derartige Konjugate mit komplementidren Sequenzen hybri-
disiert werden, konnen Netzwerke erhalten werden.'™
2) Die zweite Strategie beruht auf vernetzender DNA; dazu
wird ein DNA-Seitenkettenpolymer mit einem ODN ge-
mischt, das die komplementidre Sequenz des Nucleinsdure-
Polymer-Hybrids zweimal codiert."™ Warum sind solche
Netzwerke wichtig? In den letzten Jahren haben Hydrogele
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betrichtliche Aufmerksamkeit erlangt, da sie die Fahigkeit
haben, auf Anderungen ihrer Umgebung zu reagieren. Diese
Reizantwort, die bei Polymeren primir mit Quellung und
Entquellung des Materials verbunden ist, kann durch Wechsel
der Temperatur, des pH-Werts oder des Photonenflusses
ausgelost werden. Im Fall der DNA-Hydrogele wurden ther-
moreversible Materialien erhalten: Wihrend bei niedrigen
Temperaturen stark quellfihige Netzwerke produziert
wurden, disaggregierten die Netzwerke bei erhohten Tem-
peraturen und losten sich auf.'® In anderen Hydrogelsyste-
men wurden reizinduzierte Phaseniiberginge z.B. zur kon-
trollierten Wirkstoff-Freisetzung aus nanometergroBen™!
und makroskopischen Netzwerken genutzt.*"! Ein spezifi-
scherer Ausloser fiir Anderungen in den physikochemischen
Eigenschaften der Hydrogele ist die Erkennung von Biomo-
lekiilen. Polymernetzwerke mit einem kovalent eingebauten
Antikorper-Fab-Fragment zeigten nach Inkubation mit dem
Antigen Fluorescein reversible Volumeninderungen.* Bei
Verwendung eines anderen Antikorper-haltigen Hydrogels
als Membran fand eine pulsformige Permeation eines ma-
kromolekularen Modellwirkstoffs als Reaktion auf die
schrittweise Anderung der Antigenkonzentration statt.']
Ahnlich zur spezifischen Erkennung von Antikérpern und
Antigenen reagieren DNA-Hydrogele auf die Basenpaarung
komplementidrer Sequenzen. Durch Zugabe eines ODN
wurde sowohl ein Schrumpfen als auch ein Aufquellen von
DNA-Hybridnetzwerken erreicht. Molecular Beacons liefer-
ten Maeda und Murakami die Anregung, Stamm-Schleifen-
strukturen als Vernetzungsstellen in eine Polyacrylamidma-
trix einzubauen. Sowohl die 3'- als auch die 5-Enden wurden
dabei an das synthetische Polymer gebunden.!'* Wurden
diese Netzwerke mit zur Stamm-Schleifenstruktur komple-
mentdren DNA-Sequenzen hybridisiert, dehnten sich die
Hydrogele aus. Diese Volumenzunahme kann durch die
konzertierte Auflosung der Stamm-Schleifenstruktur wih-
rend des Hybridisierungsvorgangs und die damit verbundene,
longitudinale Dehnung der Vernetzungen erklart werden.
Wenn dagegen die in das Hydrogel eingelagerte Sequenz so
konstruiert wurde, dass sie keine Sekundirstruktur bildete,
filhrte die Zugabe der komplementdren DNA-Sequenz zu
einer Kontraktion des Hydrogels. Dieser Schrumpfprozess
erfolgt, weil dsDNA im Allgemeinen kiirzer ist als ssDNA.
Bemerkenswert ist dabei, dass die Sequenz dieser Netzwerke
schon auf einzelne Basenfehlpaarungen empfindlich reagiert.
In einem #hnlichen Ansatz demonstrierte dieselbe Arbeits-
gruppe das Schrumpfen semi-interpenetrierender DNA-Po-
lymer-Hybridnetzwerke.['*]

Diese Volumeninderungen sind irreversibel, es konnen
allerdings auch DNA-Hydrogele hergestellt werden, deren
mechanische Zustdnde sich durch Hybridisierung hin- und
herschalten lassen. Dieser Schaltvorgang beruht auf DNA-
Sequenzen, die im Zusammenhang mit DNA-betriebenen
Maschinen entwickelt wurden.**1¥ Ubertragen auf Poly-
mernetzwerke wurden die DNA-Seitenkettenpolymere mit
einem Vernetzungsstrang hybridisiert (Abbildung 11). Ein
besonderes Merkmal dieser Vernetzungssequenz ist, dass sie
nicht nur fiir das Gegenstiick der DNA-Polymer-Hybride
codiert, sondern eine zusétzliche Sequenz enthélt. Im Verlauf
der Vernetzung durch Hybridisierung wurde ein Uberhang
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Abbildung 11. Ein Polyacrylamidhydrogel mit reversiblen DNA-Vernet-

zungen. Der Uberhang der vernetzenden DNA erméglicht die reversi-

ble Auflésung des Netzwerks durch Hybridisierung des Verdringungs-
strangs, der in voller Linge komplementdr zum Vernetzungsstrang ist
(Wiedergabe aus Lit. [112]).

oder ,toehold” erzeugt. Wird nun das vollstdndige Gegen-
stiick zum Vernetzungsstrang inklusive Uberhang — der Ver-
driangungsstrang (removal strand) — zugegeben, werden die
Vernetzungspunkte gelost."? Dies ist ein bedeutender Fort-
schritt auf dem Gebiet der reizempfindlichen Hydrogele, da
die Umkehrung der Vernetzung einfach durch Zugabe von
DNA induziert wird, ohne externe Parameter wie Tempera-
tur, pH-Wert oder Salzgehalt 4ndern zu miissen. Da ein der-
artig milder Stimulus sehr interessant fiir den Wirkstoff-
transport ist, bewiesen Simmel et al. mithilfe der Einzelmo-
lekiil-Fluoreszenzmikroskopie und Fluoreszenz-Korrela-
tions-Spektroskopie das kontrollierte Einfangen und Frei-
setzen von Quantenpunkten in diesen DNA-Hydrogel-
Systemen. %!

FEine dhnliche Hybridisierungsstrategie wurde eingesetzt,
um die mechanischen FEigenschaften eines DNA-Hybrid-
Netzwerks zu verdndern, ohne das Gel vollstindig aufzul6-
sen. In diesem Fall wurden nicht zwei, sondern drei unver-
anderte DNA-Striange benotigt. Zunidchst wurde eine ver-
netzende DNA von groBerer Lange (80 Basen) als im vorigen
Beispiel zum DNA-Seitenkettenpolymer (20-mere ODN-
Pfropfungen an beiden Enden) gegeben, um das Netzwerk zu
bilden. AnschlieBend wurde ein ,Treibstoff“-Strang (fuel
strand) von 50 Basen Linge eingefiihrt, der die mittlere ss-
Region des vernetzenden Strangs in dsDNA iiberfiihrte und
gleichzeitig einen Uberhang von zehn Basen erzeugte. Durch
die Hybridisierung wurde die Vernetzungsstelle versteift, und
es wurden Druckkrifte erzeugt, die zu Spannungen in den
Polymerketten fithrten. Nach Zugabe des Verdrangungs-
strangs hybridisierte dieser — beginnend am einzelstringigen
Uberhang — vollstandig mit dem ,, Treibstoff*-Strang, und das
Gel kehrte ohne Auflosung der Netzwerkstruktur in seinen
Ausgangszustand zuriick. Auf diese Weise wurden Anderun-
gen der Steifigkeit um mehr als den Faktor drei bewirkt.!!

Solche Hybridnetzwerke sind nicht die einzigen bekann-
ten DNA-haltigen Hydrogele — es wurden auch Netzwerke
hergestellt, die nur aus DNA bestehen. Dies wurde durch
chemische Vernetzung von Lachs-Testes-DNA erreicht. Als
vernetzendes Agens wurde Ethylenglycoldiglycidylether
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eingesetzt."®! Charakteristisch fiir diese Gele war eine dis-
kontinuierliche Volumenidnderung bei Zugabe von Aceton
zum wissrigen DNA-Hydrogel. Bei einem Acetongehalt von
63 % wurde eine 15fache Schrumpfung des Materials gegen-
iiber dem Anfangsvolumen beobachtet.'*” Die Abhingigkeit
des Volumeniibergangs solcher Hydrogele von Natrium- und
Calciumionen wurde untersucht. Bei hohen Na*- und nied-
rigen Ca**-Konzentrationen verringerte sich das Gelvolumen
mit zunehmender Ca**-Aufnahme.['*!

PCR ist eine alternative Methode zur Erzeugung ver-
netzter DNA-Netzwerke. In einem zweistufigen Prozess
wurden zwei Y-formige Trisoligonucleotide zusammen mit
einem ds-Templat in Hydrogele umgewandelt, die Segment-
langen zwischen den Verzweigungspunkten lagen im Bereich
von 70 bis 1062 Nucleotiden !

Eine weitere Methode zur Synthese reiner DNA-Hydro-
gele nutzt auch einen enzymkatalysierten Aufbau.*? Die
Bausteine dieses Hydrogeltyps waren verzweigte DNA-Mo-
lekiile, die aus drei oder vier sich gegenseitig durchdringen-
den Nucleinsdurestrangen bestanden und komplementére
tiberhdngende Enden (sticky ends) enthielten. Die X-, Y- und
T-formigen Einheiten wurden hybridisiert und nachfolgend
mithilfe der T4-DNA-Ligase iiber kovalente Phosphodies-
terbindungen miteinander verkniipft. Wihrend der Gelbil-
dung, die unter physiologischen Bedingungen ablief, wurden
Wirkstoffe und sogar lebende Sdugetierzellen eingeschlossen.
Mogliche Anwendungen, die fiir diese Hydrogele vorge-
schlagen wurden, umfassen den kontrollierten Wirkstoff-
transport, Gewebeziichtung, 3D-Zellkultur und Zelltrans-
plantation. In Fortsetzung dieser Arbeit wurden Netzwerke
erhalten, in denen ein ganzes Gen die DNA-Verzweigungs-
punkte iiberbriickt. Mit einem In-vitro-Transkriptions/Trans-
lations-System wurden in den DNA-Hydrogelen funktionale
Proteine synthetisiert. Die Syntheseeffizienz war 300-mal
hoher als in gebriuchlichen losungsbasierten Ansitzen.'

Wegen der symmetrischen C;-Struktur und der geringen
Zahl an Bestandteilen (drei ODNs) wurden Y-formige Bau-
steine zur Bildung responsiver DNA-basierter Hydrogele
weiterentwickelt.'*" Eine modifizierte dreiarmige DNA-
Struktur konnte durch einfache pH-Anderung, die ein In-
einandergreifen terminaler Cytosin-reicher DNA-Sequenzen
bewirkte, schnell und reversibel ein Hydrogel bilden.

5. Schlussfolgerungen

Die gezielte Einstellung von Struktur, Molekulargewicht
und chemischer Funktion ist seit langem ein Hauptziel der
chemischen Synthese in der organischen Chemie und den
Materialwissenschaften. Blockcopolymere, besonders solche
mit Biomakromolekiilen, sind ein wichtiger Schritt, um dieses
Ziel zu erreichen. Hybride aus Peptid und organischem Po-
lymer sind fiir diese Zwecke schon umfangreich untersucht
worden, aber die relativ neue Entwicklung der DNA-Block-
copolymer-Materialien ist vielversprechender. Die DNA
selbst zdhlt zu den am umfassendsten untersuchten Bioma-
kromolekiilen, und ein breites Spektrum an biologischen und
chemischen Methoden ermoglicht die Synthese monodisper-
ser DNA-Segmente nahezu jeder Liange und Sequenzabfolge.
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Wie in diesem Aufsatz ausgefiihrt, gibt es zahlreiche Metho-
den, um dieses Molekiil an hydrophile oder hydrophobe Po-
lymere zu kniipfen, sowohl in Losung als auch auf der festen
Phase. Die einzigartigen Selbsterkennungseigenschaften der
DNA ermoglichen eine direkte Anwendung, beispielsweise
fiir den Antisense-RNA-Transport oder empfindlichen DNA-
Nachweis sowie eine spezifische und einfache Funktionali-
sierung fiir DNA-gestiitzte Reaktionen oder Teilchenerken-
nung. Die DNA-Hybridisierung kann auch -eingesetzt
werden, um kompliziertere Strukturen zu bilden, von Multi-
blockcopolymeren bis hin zu mehrschichtigen Vesikeln und
reversiblen Hydrogelen. Ohne Frage sind die moglichen
Anwendungen fiir diese interessante Materialklasse duflerst
vielféltig, ob zum Wirkstofftransport oder zum Aufbau gut
definierter Nanostrukturen. Dies erfordert jedoch viele wei-
tere Studien. Uberdies sollten zusitzliche Synthesestrategien
erforscht werden, um das Spektrum zuginglicher Hybride
und Strukturvarianten zu erweitern. Angesichts der bedeu-
tenden Fortschritte, die in der letzten Dekade erzielt wurden,
diirften schon bald praktische Anwendungen fiir diese Ma-
terialien zu erwarten sein.
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