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Eine der bedeutendsten Entwicklungen in der supramoleku-
laren Chemie ist der Fortschritt von allgemeingiiltigen Prin-
zipien molekularer Erkennung und Selbstorganisation hin zu
Anwendungen in der Medizin und den Materialwissenschaf-
ten. Die Behandlung von genetischen Defekten durch die
Gentherapie ist eine wichtige Herausforderung in der mo-
dernen Medizin. So wurden beispielsweise kationische Am-
phiphile,! Polymere® und Dendrimere® in der Form von
»Lipoplexen“ und ,Polyplexen“ auf ihre Eigenschaft hin
untersucht, DNA und RNA zu transfizieren. Es wurden be-
reits zahlreiche Ansdtze beschrieben, die verschiedenste
Transfektionssysteme mit einem Freisetzungsmechanismus
beinhalteten. Zu diesen gehoren die pH-abhéngige Freiset-
zung,! die reduktive Spaltung von Disulfiden und auch die
lichtinduzierte Dissoziation kovalenter Bindungen.!

Die lichtgesteuerte Freisetzung von DNA und RNA aus
einem Transportersystem ist der eleganteste Weg, um Effizi-
enz, milde Bedingungen und einen Verzicht auf Additive zu
kombinieren. So konnen photolabile Ester durch Bestrahlung
mit Licht einer Wellenldnge von 350 nm leicht abgebaut
werden.®”! Es ist weiterhin bekannt, dass nichtkovalente
Komplexe ebenfalls lichtempfindlich sein kénnen. Die Azo-
benzole stellen eine Klasse bekannter lichtresponsiver Mo-
lekiile dar, die sich durch eine reversible Isomerisierung von
trans nach cis durch Licht einer Wellenldnge von 350 nm
auszeichnen. Die Isomerisierung von cis nach trans erfolgt bei
einer Wellenldnge von 455 nm. Weiterhin sind auch die mit
Cyclodextrinen gebildeten Einschlusskomplexe lichtrespon-
siv: Die lineare Struktur des apolaren trans-Azobenzols bildet
stabile Einschlusskomplexe mit a- und B-Cyclodextrinen,
wihrend die gewinkelte cis-Konformation wegen ihres gro-
Beren Raumbedarfs und ihrer hoheren Polaritédt keinen sta-
bilen Komplex mit Cyclodextrinen (CD) bilden kann. Die
lichtkontrollierte molekulare Erkennung von Cyclodextrinen
durch Azobenzole wurde bereits fiir lichtresponsive Hydro-
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gele,”® molekulare Shuttles,””! Micellen und Vesikel," Ober-
flichen" und Wirkstofftransporter!'” verwendet.

Hier beschreiben wir die Selbstorganisation eines terni-
ren Systems auf der Basis einer lichtgesteuerten Cyclodex-
trin-Azobenzol-Wechselwirkung, das DNA reversibel binden
und freisetzen kann. Die Hauptinnovation dieses nichtkova-
lenten Komplexes ist der lichtinduzierte Ubergang zwischen
einem multivalenten Bindungsmodus mit hoher Affinitdt und
einem monovalenten Bindungsmodus mit geringer Affinitéat.
Das terndre System basiert auf den bekannten Doppel-
schichtmembranvesikeln aus amphiphilen Cyclodextrinen
und der molekularen Erkennung von Gastmolekiilen an der
Oberfliche dieser Vesikel.' Der Einschluss von funktionel-
len Gastmolekiilen bietet eine elegante Alternative gegen-
iber der aufwindigen Synthese von CD-Polymeren und
kationischen Amphiphilen, die bereits Anwendungsméglich-
keiten als Gentransporter zeigen konnten.['*]

Vor kurzem haben wir ein bindres supramolekulares
System bestehend aus einem divalenten Azobenzollinker und
den bekannten Cyclodextrinvesikeln vorgestellt. Die lichtin-
duzierte trans-cis-Isomerisierung wurde in diesem Fall ver-
wendet, um eine reversible Aggregation der Vesikel zu in-
duzieren. Durch verschiedenste Methoden konnten die Ag-
gregation bei Licht einer Wellenlédnge von 455 nm und die
Desaggregation bei 350 nm nachgewiesen werden.™™ Hier
beschreiben wir die lichtgesteuerte Bildung und Auflosung
eines terndren Komplexes aus Vesikeln bestehend aus dem
Amphiphil 1, dem Azobenzol-Spermin-Konjugat 2 und DNA.
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Das Azobenzol-Spermin-Konjugat 2 bindet an die Cyclo-
dextrinvesikel durch die Bildung von Einschlusskomplexen
mit der hydrophoben trans-Azobenzolgruppe und durch
elektrostatische Wechselwirkungen des Sperminrests mit dem
anionischen Polyphosphatriickgrat von DNA. Die Oberfliche
der mit trans-2 dekorierten Cyclodextrinvesikel weist eine
Vielzahl protonierter Spermingruppen auf und hat somit eine
hohe Affinitét fiir die multivalente Anbindung von DNA. Es
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wird somit ein terndrer Komplex (,,supramolekularer Lipo-
plex“) zwischen den Cyclodextrinvesikel, trans-2 und der
DNA gebildet. Unter UV-Bestrahlung isomerisiert trans-2 zu
cis-2, das von der Vesikeloberflache freigesetzt wird. Als
Konsequenz wird die multivalente Sperminkorona auf der
Vesikeloberfliche unterbrochen, was zu einem Verlust an
multivalenter Wechselwirkung zwischen den Spermingrup-
pen und der DNA fiithrt Das so erhaltene monovalente
Spermin wird aufgrund seiner geringen Affinitét gegeniiber
der DNA von dieser freigesetzt. Insgesamt kommt es zu einer
Auflosung des supramolekularen Komplexes, und die DNA
wird effektiv durch UV-Bestrahlung freigesetzt. Weiterhin
wird durch Bestrahlung mit sichtbarem Licht, aufgrund der
Reisomerisierung von cis-2 zu trans-2, eine Neubildung des
terndren Komplexes beobachtet. Das lichtgesteuerte ternére
System ist schematisch in Abbildung 1 gezeigt.

Amphiphile a-CD 1a und $-CD 1b wurden wie bereits
berichtet synthetisiert.'**<! Unilamellare CD-Doppelschicht-
membranvesikel mit einem Durchmesser von 100-150 nm
wurden durch Extrusion einer wéssrigen gepufferten Losung
(pH 7.2) aus multilamellaren Vesikeln erhalten." Die Syn-
these von Konjugat 2 ist in den Hintergrundinformationen
beschrieben, und die Reversibilitdt der Photoisomerisierung
von 2 ist in Abbildung S1 und S2 gezeigt. Durch isotherme
Titrationskalorimetrie (ITC) von trans-2 mit a-CD und $-CD
konnte die Wechselwirkung der hydrophoben Azobenzol-
Einheit mit den Cyclodextrin-Hohlrdumen belegt werden.
trans-2 bildet Einschlusskomplexe mit a-CD mit einer Asso-
ziationskonstante K, ~6x10*M™' sowie auch mit B-CD (K,
~4x10°m71). Die erhaltenen thermodynamischen Parameter
sind in Tabelle S1 zu finden.

Das ternére supramolekulare System aus a-CD 1a, Kon-
jugat trans-2 und einem DNA-Einzelstrang (ssDNA) wurde
im Folgenden im Detail untersucht. Die optische Dichte
(OD600) einer 30 um Losung von Vesikeln aus a-CD 1a ist
niedriger als 0.05. Durch Zugabe von trans-2 ist keine signi-
fikante Anderung der OD600 und des Vesikeldurchmessers
zu beobachten (Abbildung 2 A und 3 A). Lediglich das C-Po-
tential steigt von —26 mV fiir die freien Vesikel auf + 11 mV
durch die Zugabe von trans-2 (Abbildung 3 C)." Dies zeigt
deutlich die Anlagerung von trans-2 an die Cyclodextr-
invesikel und weist auf eine hohe Oberfldchendichte an po-
sitiv geladenen Spermingruppen hin. Durch Zugabe der 50-
mer-ssDNA zu diesem bindren System aus Vesikeln aus a-CD
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Abbildung 2. Bildung eines ternaren Komplexes aus Vesikeln beste-
hend aus a-CD 1a, trans-2 und 50-mer-ssDNA. A) Zeitabhingige Mes-
sung der OD600. B) Maximale OD600 gegen die Konzentration von
trans-2 und P/N-Ladungsverhiltnis. Konzentrationen: [1a]=30 pm und
[ssDNA]=1.6 um in wissrigem Puffer (2 mm HEPES und 10 pm EDTA
bei pH 7.2).

1a und dem Konjugat frans-2 wird eine Zunahme der opti-
schen Dichte (OD600) von 0.05 auf 0.9 innerhalb von 30 min
beobachtet (Abbildung 2A). Der Durchmesser der Struktu-
ren in Losung wichst von etwa 100 auf mehr als 1000 nm
(Abbildung 3A), was auf eine schnelle Aggregation der
Vesikel in diesem ternédren System hindeutet. In jeder ande-
ren Kombination (z. B. ohne Vesikel aus 1a, ohne Konjugat 2
und/oder ohne ssDNA) wird keine Aggregation beobachtet
(Abbildung S4). Weiterhin ist das T-Potential dieses ternéren
Komplexes mit +0.4 mV als neutral zu bezeichnen; dies
deutet auf die Ladungsneutralisierung zwischen der positiven

Abbildung 1. Lichtgesteuerte Bildung und Aufldsung eines terniren Komplexes aus Vesikeln aus Cyclodextrinen (a-CD 1a oder 3-CD 1b), Azoben-
zol-Spermin-Konjugat trans-2 und DNA (einem 50-mer-DNA-Einzelstrang (ssDNA) oder Lachshoden-DNA mit 2000 Basenpaaren (dsDNA)).
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Abbildung 3. Lichtgesteuerte Bildung eines ternaren Komplexes a-CD
1a (30 pum), Konjugat trans-2 (30 um) und 50-mer-ssDNA (0.7 um).

A) Lichtabhingige GréRenverteilung ermittelt durch DLS. B) Zeitab-
hangige Ab-und Zunahme der OD600 unter wechselnder Bestrahlung
mit UV-Licht (350 nm) und sichtbarem Licht (455 nm). Der Ausschnitt
zeigt die reversible Bildung des terndren Komplexes iiber 2 Zyklen.

Q) T-Potential. Alle Messungen wurden in wissriger Pufferlsung
durchgefiihrt (2 mm HEPES und 10 um EDTA bei pH 7.2).

Oberfliche der Spermin-dekorierten Vesikel und dem nega-
tiven Polyphosphatriickgrat der DNA hin (Abbildung 3 C).
Die Bildung des ternidren Komplexes ist in der Tat abhéngig
von der Oberfldchendichte an positiv geladenen Spermin-
gruppen an der Vesikeloberfldche. Je weniger trans-2 zu den
Vesikeln aus 1a gegeben wird, desto langsamer wird ein
Maximum an OD600 beobachtet (Abbildung 2 A). Die ma-
ximale optische Dichte wurde gegen die Konzentration an
trans-2 sowie gegen das Verhiltnis von positiver (P) zu ne-
gativer (N) Ladung aufgetragen. Dieses P/N Verhiltnis wurde
unter folgender Annahme berechnet: 3 positive Ladungen je
Spermin und 50 negative Ladungen je 50-mer-ssDNA. Wie in
Abbildung 2B ersichtlich, liegt die Schwelle fiir die Aggre-
gation bei einem P/N-Verhéltnis von etwa 1.0.
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Die Bedeutung der Ladungsneutralisierung wurde durch
die Zugabe eines Uberschusses an Spermin-4 HCI (50 mm)
bestétigt, da es unverziiglich zu einer vollstandigen Auflosung
des terndren Komplexes kommt (Abbildung S5). Auch die
Zugabe des Enzyms DNasel (30 Uml™") fiihrt zu einer
langsamen Auflgsung des terndren Komplexes (Abbil-
dung S5). Diese Beobachtung kann durch die enzymatische
Hydrolyse der gebundenen DNA erklirt werden.

Bei der UV-Bestrahlung des terndren Komplexes aus o-
CD 1a, Konjugat trans-2 und 50-mer-ssDNA bei 350 nm fiir
40 min wird eine Abnahme der OD600 von 0.52 auf 0.12
beobachtet. Auch die durchschnittliche Partikelgroe sinkt
von tiber 1000 auf ca. 200 nm (Abbildung 3 A,B). Das C-Po-
tential der erhaltenen Partikel fillt von etwa 0.4 auf
—20.6 mV (Abbildung 3C). Die Bestrahlung mit UV-Licht
induziert die Photoisomerisierung von trans-2 zu cis-2 (Ab-
bildung S1 und S2), und durch OD600-, DLS- und C-Poten-
tial-Messungen wurde bestitigt, dass das ternidre System
unter UV-Bestrahlung in seine Komponenten dissoziiert
(CD-Vesikel, cis-2 und ssDNA). Wie aus Abbildung 3B er-
sichtlich, ist die Dissoziation innerhalb von etwa 20 Minuten
abgeschlossen. Das negative T-Potential ist mit der Freiset-
zung der Spermineinheiten von der Vesikeloberfldche zu er-
kliren, da lediglich trans-2 stabile Einschlusskomplexe mit o-
CD bildet. Somit liegt das Spermin-Konjugat 2 nicht mehr in
einer multivalenten Anordnung vor und wird von der DNA
freigesetzt, da die monovalente Anbindung bei den verwen-
deten Konzentrationen zu vernachlissigen ist.!'! Die negativ
geladenen Vesikel binden aufgrund elektrostatischer Absto-
Bung nicht an die negativ geladene ssDNA. Somit ist zu
schlussfolgern, dass die ssDNA von der Vesikeloberfldche
durch UV-Bestrahlung aus diesem ternédren System freige-
setzt werden kann.

Abbildung 4. Kryo-TEM-Bilder von A) Vesikel aus a-CD 1a. B,C) Terni-
rer Komplex von Vesikeln aus 1a, trans-2 und dsDNA, D) Vesikel aus
B-CD 1b. E,F) Ternidrer Komplex von Vesikeln aus 1b, trans-2 und
dsDNA. Die schwarzen Pfeile zeigen DNA-Stringe.

AnschlieBend wurde das ternire System aus a-CD 1a, cis-
2 und ssDNA mit sichtbarem Licht einer Wellenldnge von
455 nm fiir 40 min bestrahlt, um wieder trans-2 zu erhalten. Es
konnte eine Zunahme der OD600 von 0.14 auf ca. 0.53 be-
obachtet werden sowie auch eine Zunahme der Partikelgroe
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von 200 auf 1000 nm (Abbildung 3 A,B). Das C-Potential
steigt signifikant von —20.6 auf —4.4 mV (Abbildung 3 C).
Sowohl die OD600- als auch die DLS- und C-Potential-Mes-
sungen sind konsistent mit der erneuten Bildung des ternédren
Komplexes aus Vesikeln aus 1a, trans-2 und ssDNA unter
Bestrahlung mit sichtbarem Licht. Somit erméglicht es die
lichtinduzierte Bildung und Auflosung des terndren Kom-
plexes, Oligonukleotide geringen Molekiilgewichts zu binden
und wieder freizusetzen. Die Reversibilitdt der lichtindu-
zierten Bildung des terndren Komplexes ist quantitativ tiber
zwei Zyklen unter der Voraussetzung, dass die Bestrah-
lungszeit ausreichend ist (40 min bei 350 nm und 40 min bei
455 nm), die Vesikelkonzentration auf 30 um beschrankt ist
(max. OD600=0.5) und die Konzentration an ssDNA nicht
hoher als ca. 2.0 um ist.

In derselben Weise wurden auch die Experimente mit
Vesikeln aus 3-CD 1b (anstelle von a-CD 1a) durchgefiihrt.
Die Stabilitit der Einschlusskomplexe von trans-2 mit a- oder
B-CD sind vergleichbar (siehe Tabelle S1), und die Zugabe
von Konjugat trans-2 und 50-mer-ssDNA fiihrt ebenfalls zur
Bildung eines lichtresponsiven ternédren supramolekularen
Komplexes (Abbildung S6). Auch in diesem Fall fiihrt die
Ladungsneutralisierung (P/N=1.0) zu einer spontanen Ag-
gregation. Die lichtinduzierte Bildung und Auflosung des
terndren Komplexes ist quantitativ reversibel und erméglicht
somit die lichtgesteuerte Bindung und Freisetzung von DNA.

Auch die Wechselwirkung von CD-Vesikeln (aus a-CD 1a
oder $-CD 1b), Konjugat trans-2 und einem DNA-Doppel-
strang mit 2000 Basenpaaren (dsDNA; anstelle der 50-mer-
ssDNA) fiihrt zur Bildung eines terndren Komplexes (Ab-
bildung S7 und S8). Die durchschnittliche PartikelgroBe steigt
auf mehr als 1000 nm. Auch in diesem Fall hat die Kom-
plexbildung eine Schwelle bei einem P/N-Verhiltnis von 1.0
unter der Annahme, dass je trans-2 3 positive und je dsDNA
4000 negative Ladungen vorhanden sind. Das T-Potential des
terndren Komplexes ist nahezu neutral, und die Bildung
wurde mithilfe von Kryo-TEM nachgewiesen (Abbil-
dung 4 A). Aus Abbildung 4 A,D ist ersichtlich, dass in Ab-
wesenheit von frans-2 sphérische unilamellare Vesikel mit
einem Durchmesser von etwa 100 nm vorhanden sind. Durch
die Zugabe von trans-2 und dsDNA zu den Cyclodex-
trinvesikeln, kommt es zur Bildung grofler Aggregate von
(multilamellaren) Vesikeln und dsDNA basierend auf multi-
valenten nichtkovalenten Wechselwirkungen mit trans-2. Die
Vesikel bilden ausgedehnte Kontaktareale, die von langen
Strangen aus dsDNA umbhiillt sind (Abbildung 4B,C,E F).
Offensichtlich dient die DNA als elektrostatischer Klebstoff,
der eine starke Adhédsion, Abflachung und Stapelung der
Cyclodextrinvesikeln bewirkt, sodass dichte mulitlamellare
Komplexe entstehen. Elektrostatische Komplexierung
konnte zu einer erheblichen Dehydratation der Vesikelober-
flache fiihren.

Anders als das lichtresponsive System, das fiir die Frei-
setzung von ssDNA beschrieben wurde, zeigt die UV-Be-
strahlung des terndren Komplexes aus CD Vesikeln (a-CD 1a
oder §-CD 1b), Konjugat trans-2 und dsDNA keinerlei Ein-
fluss auf die optische Dichte (OD600; konstant bei 0.4) und
die PartikelgroBe (bleibt bei etwa 1000 nm). UV-Bestrahlung
des terndren Komplexes fiihrt zu einer Abnahme des ¢-Po-
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tentials von —0.42 auf —15.4 mV, was mit einer partiellen
Freisetzung der positiven geladenen Spermineinheiten (cis-2)
von der Vesikeloberfliche zu erkldren ist. Dennoch konnte
durch OD600-, DLS- und C-Potential-Messungen gezeigt
werden, dass trotz UV-Bestrahlung der terndre Komplex er-
halten bleibt. Wir nehmen an, dass der ternire Komplex aus
Vesikeln, trans-2 und dsDNA aufgrund gesteigerter Multi-
valenz und kinetischer Stabilitét robuster ist. Zuriickzufiihren
ist dieser Effekt auf die grofere Liange der dsDNA im Ver-
gleich zur ssDNA.'! Dieser Komplex bildet sich nicht re-
versibel und ist fiir die lichtgesteuerte Bindung und Freiset-
zung von dsDNA ungeeignet.

AbschlieBend ist zu sagen, dass ein lichtresponsiver ter-
ndrer Komplex durch spontane Selbstorganisation dreier
Komponenten gebildet wurde: Vesikel aus amphiphilen Cy-
clodextrinen 1a und 1b, Azobenzol-Spermin-Konjugat trans-
2 und 50-mer-ssDNA. Die Photoisomerisierung des Azo-
benzols fiihrt zu einer lichtinduzierten Bindung und Freiset-
zung von ssDNA. Die Hauptinnovation in diesem terndren
Systems ist die lichtinduzierte Schaltbarkeit zwischen einer
hochaffinen multivalenten Anordnung und einem schwachen
monovalenten Bindungsmodus. Die Anlagerung zielspezifi-
scher Liganden zusammen mit lichtresponsiven Konjugaten
auf der Vesikeloberfliche!"**¢! konnte zu einem vielseitigen
Transportersystem fiir die Bindung und Freisetzung von DNA
und RNA fithren und somit Anwendungsmoglichkeiten in der
Gentherapie eroffnen.
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Durch UV-Bestrahlung wird ein photostationdrer Zustand mit
etwa 20% verbleibenden trans-2 erhalten (siehe die Hinter-
grundinformationen). Es kann somit angenommen werden, dass
in einem ladungsneutralen Komplex, bestehend aus ssDNA, nur
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derte von trans-2 an der DNA, was fiir eine multivalente
Wechselwirkung vollkommen ausreicht.
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