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Wirkstofftrager

Stimuliresponsive DNA-funktionalisierte Nano- und Mikrocontainer,
die aus mesoporosen SiO,-Nanopartikeln (SiO,-NPs), Mikrokapseln
oder Micellen/Vesikeln bestehen, fungieren als Triger zur Freisetzung
von Wirkstoffen. Die in den DNA-Sequenzen gespeicherte Informa-
tion liefert den Code fiir die Ver- und Entriegelung der wirkstoffbe-
ladenen Poren mesoporoser SiO,-NPs, fiir den Auf- und Abbau von
Mikrokapseln oder Lipid-DNA-Micellen bzw. Lipid-DNA-Vesikeln
und fiir den gezielten Transport von Nano- und Mikrocontainern zu
Krebszellen. Es werden verschiedene Trigger eingesetzt, um die in den
Nano- und Mikrocontainern enthaltenen Wirkstoffe durch Entriege-
lung der Poren der mesopordsen SiO,-NPs oder durch Abbau der
Container freizusetzen. Hierzu gehoren schaltbare DNA-Nanostruk-
turen (Nukleinsiure-Haarnadeln, i-Motive, G-Quadruplexe) und die
Anwendung chemischer, thermischer oder photonischer Stimuli. Au-
Perdem werden durch DNAzyme oder Enzyme stimulierte katalyti-
sche Prozesse genutzt, um die Wirkstoffe aus den Nano- und Mikro-
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containern freizusetzen.

1. Einfiihrung

Die Basensequenz von Oligonukleotiden (DNA) codiert
strukturelle und funktionelle Information in ein Biopolymer.
Neben den etablierten Basenpaarungen A-Tund G-C, die zur
Bildung doppelstriangiger Nukleinsduren fiihren, ldauft eine
basendirigierte Selbstorganisation der Nukleinsduren zu un-
terschiedlichen Nanostrukturen ab (Abbildung 1 A)."! DNA-
Stringe, die Selbstkomplementaritdt aufweisen, erzeugen
Haarnadelstrukturen, Cytosin(C)-reiche Stringe aggregieren
unter geeigneten pH-Bedingungen zu i-Motiv-Strukturen,?
und Guanosin(G)-reiche Sequenzen aggregieren in Gegen-
wart von K*- oder NH,*-Ionen durch Selbstorganisation zu
G-Quadruplex-Nanostrukturen.”!  AuBerdem ermoglichen
geeignete Basendoménen, wie T-A-Toder C-G-C, die Bildung
von dreistrangigen DNA-Strukturen.”! In #hnlicher Weise
iiberbriicken Metallionen Nukleotidbasen, wodurch T-Hg?'-
T-Komplexe oder C-Ag"-C-Komplexe gebildet werden, und
verschiedene Interkalatoren binden an DNA-Doppelstrin-
ge.*! Durch diese Komplexe erfolgt eine kooperative Sta-
bilisierung von DNA-Doppelstrangen oder anderen Nukle-
insdure-Nanostrukturen. Die unterschiedlichen Oligonukle-
otid-Nanostrukturen konnen unter geeigneten Bedingungen
aufgetrennt werden: Bei doppelstrangiger DNA findet eine
Strangverdridngung unter Bildung energetisch stabilisierter
Strukturen statt,’! Haarnadel-Nukleinsduren 6ffnen sich nach
Hybridisierung der Nukleinsdure mit der Schleifenregion der
Haarnadeln,” i-Motiv-Strukturen zerfallen bei neutralem
pH-Wert zu Zufallsknidueln, dreistrangige DNA-Aggregate
werden bei unterschiedlichen pH-Werten getrennt, und G-
Quadruplexe oder durch Metallionen iiberbriickte Doppel-
stringe werden durch ligandeninduzierte Abspaltung der die
Strukturen stabilisierenden Tonen aufgetrennt.”!% In #hnli-
cher Weise zeigen photoisomerisierbare Einheiten schaltbare
Bindungseigenschaften an Doppelstrang-DNA, was zu einer
schaltbaren kooperativen Stabilisierung von doppelstrangi-
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gen DNA-Nanostrukturen fiihrt. Beispielsweise interkalieren
trans-Azobenzol-Einheiten in doppelstrangige DNA und
stabilisieren so die Doppelstrangstrukturen. Die Photoiso-
merisierung der trans-Azobenzol-Stellen zu cis-Azobenzol-
Einheiten, denen die Interkalationsaffinitdt zu doppelstrian-
giger DNA fehlt, hat eine Schwichung und schliellich die
Auftrennung der doppelstringigen Strukturen zur Folge.!"!
Oligonukleotide konnen auch Eigenschaften der spezifischen
Erkennung zeigen. Sequenzspezifische Nukleinsduren, die
hochaffin an niedermolekulare Substrate, Makromolekiile
(z.B. Proteine) und selbst an Zellen binden, sind verfiigbar
(Aptamere)'” und konnen mit der Methode der systemati-
schen Evolution von Liganden durch exponentielle Anrei-
cherung (SELEX, systematic evolution of ligands by expo-
nential enrichment) erzeugt werden.["” AuBerdem sind viele
sequenzspezifische Nukleinsduren bekannt, die katalytische
Eigenschaften aufweisen (DNAzyme), z.B. Metallionen-un-
abhingige DNAzyme!'¥! oder das Meerrettichperoxidase
imitierende Hamin/G-Quadruplex-DNAzym.['*! Verschiede-
ne Enzyme reagieren mit DNA (Abbildung 1B). Polymerase
repliziert in Gegenwart des ANTP-Gemischs eine mit einem
DNA-Geriist hybridisierte Primer-Nukleinsiure,'® sequenz-
spezifische Endonukleasen spalten doppelstriangige DNA-
Strukturen,'” sequenzspezifische Nicking-Enzyme spalten
ein Einzelstrang-Target in Doppelstrang-DNA-Strukturen
auf,"® DNase baut DNA-Striinge ab, und Exonukleasen, wie
Exonuklease IIT (Exo III), bauen das 3'-Ende eines DNA-
Doppelstrangs hydrolytisch ab.!"!

Die Moglichkeit, Strukturwechsel von DNA-Nanostruk-
turen mittels Stimuli aus der Umgebung oder katalytischer
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Abbildung 1. A) Selbstorganisation von DNA-Nanostrukturen und
DNA-Komplexen durch Stimuli aus der Umgebung oder durch mitan-
gelagerte Liganden oder lonen. B) Beispiele biokatalysierter Umwand-
lungen, die an DNA-Nanostrukturen stattfinden.
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Umwandlungen auszulosen, fiihrt zu einem reichhaltigen
Arsenal an Werkzeugen zur Beeinflussung der DNA. Die
Rekonfiguration von DNA-Nanostrukturen durch Stimuli
aus der Umgebung,™ die Erkennungseigenschaften von
Aptameren,'? die katalytischen Funktionen von DNAzymen
und die biokatalytischen Reaktionen an Nukleinsdurestruk-
turen!"**! haben einen enormen Einfluss auf die Entwicklung
verschiedener Themenfelder auf dem sich schnell entwi-
ckelnden Gebiet der DNA-Nanotechnologie. Bei der Ent-
wicklung von DNA-Schaltsystemen,”” DNA-Maschinen,"
Sensorik-Plattformen mit amplifizierter DNAP>?! und bei
der Anwendung von DNA als Funktionsmaterial fiir den
Betrieb von Logikgatter- und Rechnerschaltkreisen* %!
werden diese besonderen Eigenschaften der DNA genutzt.
Der vorliegende Aufsatz erortert die Verwendung von DNA-
Hybridsystemen als stimuliresponsive Trager zur kontrollier-
ten Freisetzung von Frachten. Speziell werden stimuli-
responsive DNA-funktionalisierte mesopordse Nanopartikel
(NPs), Mikro- und Nanokapseln auf DNA-Basis sowie Mi-
cellen und Vesikel, die aus Lipid-Nukleinsdure-Konjugaten
bestehen, behandelt. Die Methoden zum Aufbau der stimu-
liresponsiven Container auf DNA-Basis, die Mechanismen
fiir das Auslosen der Entriegelung dieser Mikro- und Nano-
reservoire und der Freisetzung von Frachten sowie die zu-
kiinftigen Anwendungen dieser Systeme zur Erkennung und
zur gezielten und kontrollierten Wirkstofffreisetzung in der
Nanomedizin werden dargestellt.

2. Mesoporése Nanopartikel mit DNA-Verschliissen

Mesoporose Partikel werden definiert als Nanopartikel,
die Poren mit einem Durchmesser zwischen 2 nm und 50 nm
enthalten. Viele unterschiedliche anorganische Materialien
wie Kohlenstoff, TiO,, SiO, und andere wurden in Form von
mesopordsen Mikro- oder Nanopartikeln hergestellt.’?7
Diese starren mesopordsen Partikel weisen wichtige Eigen-
schaften auf, wie groe Oberfldiche und hohe Beladungska-
pazitidt, Biokompatibilitdt, chemische Bestdndigkeit und
Oberflachenfunktionalititen, die die chemische Modifizie-
rung der Oberfldchen und die Aufnahme der Partikel in die
Zellen ermdoglichen. Viele verschiedenartige Anwendungen
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von substratbeladenen mesopordsen Partikeln wurden vor-
geschlagen, darunter Sensorik,® Wirkstofffreisetzung,””
Bildgebung®”! und Katalyse.F!!

Fiir biomedizinische Anwendungen miissen mesoporose
NPs, speziell mesoporose SiO,-Nanopartikel (SiO,-NPs), als
Vehikel zur Wirkstofffreisetzung verschiedene Vorausset-
zungen erfiillen: 1) Die Poren miissen mit der Wirkstofffracht
(oder einem Modellanalogon) beladen und mit funktionellen
Einheiten, die eine unkontrollierte Freisetzung verhindern
oder minimieren, verschlossen werden. 2) Die porenver-
schlieBenden Einheiten sollten durch externe Trigger oder
Trigger aus der Umgebung entriegelt werden, wodurch die
kontrollierte Freisetzung der Frachten ermoglicht wird.
3) Oberflichenmodifikatoren der NPs sollten den gezielten
Transport der NPs zu spezifischen Zellen ermoglichen und die
zelluldire Endozytose unterstiitzen. Die Entriegelung der
Poren durch spezifische intrazellulire Biomarker oder che-
mische Stoffe ist von Vorteil fiir die gezielte und kontrollierte
Freisetzung. Tatsdchlich wurden erhebliche Forschungs-
anstrengungen darauf gerichtet, stimuliresponsive verschlos-
sene mesoporose SiO,-NPs zu entwickeln. Diese umfassen die
Entriegelung der Verschliisse durch pH-Trigger,*” chemische
Stimuli® (z.B. Glucose), die Einfiihrung von redoxaktiven
Verschliissen™*! (z.B. Disulfid- oder Chinon-Verschliisse),
die Anwendung photonischer Signale zur Entriegelung der
Poren,® die Nutzung thermischer® oder magnetischer
Felder®! als porenentriegelnde Trigger und den Einsatz von
Enzymen als Katalysatoren fiir den Abbau von Verschliis-
sen.” Die Freisetzung verschiedener Wirkstoffe wie Insu-
1in™! oder von Chemotherapeutika*!! wurde demonstriert. In
einigen hervorragenden Ubersichtsartikeln wurden die ak-
tuellen Fortschritte bei Anwendungen von durch Stimuli ge-
steuerten mesopordsen NPs zur kontrollierten Wirkstofffrei-
setzung erortert.[*”)

Nukleinsédure-funktionalisierte mesopordse NPs weisen
attraktive Merkmale fiir die getriggerte Wirkstofffreisetzung
auf: 1) Voluminose DNA-Nanostrukturen, die durch iiber-
briickte Doppelstrange gebildet werden, polymerisierte
DNA-Ketten (mittels Hybridisierungskettenreaktion oder
polymeraseinduzierter Replikation), der Aufbau von zwei-
oder dreidimensionalen DNA-Strukturen oder die Bildung
von Aptamer-Ligand-Komplexen liefern wirksame Nano-
strukturen zum VerschlieBen der Poren. 2) Verschiedene
Trigger, darunter Strangverdriangung,!”! pH-Wert,”! Ligan-
den" oder thermische Stimuli,*! konnen eine Rekonfigu-
ration der Verschlusseinheiten bewirken, die zur Entriege-
lung der Poren und zur Freisetzung der eingeschlossenen
Substrate fiihrt. 3) Die enzymatische oder DNAzym-kataly-
sierte Spaltung von DNA-Verschliissen stellt moglicherweise
einen Weg dar, die Verschliisse zu entriegeln und die in den
Poren eingeschlossenen Frachten freizusetzen. 4) Sequenz-
spezifische Aptamere, die spezifisch an Zellen, z.B. Krebs-
zellen, binden, oder mit Zellen verbundene Rezeptor-Bio-
marker, sind bekannt. Durch Modifizierung mesoporoser NPs
mit derartigen Aptameren konnen die wirkstoffbeladenen
NPs gezielt zu spezifischen Zellen transportiert und deren
Endozytose und die gezielte Freisetzung des Wirkstoffs er-
moglicht werden. Dieser Abschnitt befasst sich mit der Ver-
wendung DNA-modifizierter mesoporoser NPs als funktio-

Ang.gﬁfmie

nale stimuliresponsive Hybride zur kontrollierten Wirkstoff-
freisetzung.

Voluminose stimuliresponsive DNA-Nanostrukturen
wurden weitgehend angewendet, um Substrate in den Poren
mesopordser NPs einzuschlieBen und die in den Poren ein-
geschlossenen Stoffe in Gegenwart geeigneter Entriegelungs-
Trigger freizusetzen. So wurden beispielsweise doppelstrén-
gige DNA-Strukturen als porenverschlieBende Einheiten
eingesetzt, und ihre Spaltung durch verschiedene Trigger
wurde beschrieben.*! Abbildung 2 A veranschaulicht die
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Abbildung 2. A) RhB-beladene, mit doppelstringiger DNA verschlosse-
ne mesopordse SiO,-NPs als stimuliresponsives Material zur Bela-
dung/Freisetzung. Die Entriegelung der Poren erfolgt durch die thermi-
sche Spaltung der Verschlusseinheiten oder den hydrolytischen Abbau
der Verschliisse durch DNase I. B) Zeitabhangige, thermisch stimulier-
te Freisetzung der RhB-Fracht. C) Zeitabhingige Freisetzung der RhB-
Fracht in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen an DNase I:

a) ohne Enzym; b) T0 UmL™'; ¢) 20 UmL . D) Lebensfihigkeit von
HepG2-Krebszellen in Gegenwart CPT-beladener mesoporéser SiO,-
NPs, die verschlossen sind mit doppelstringiger DNA, die durch intra-
zellulare Enzyme entriegelt wird. Die Zellen werden mit unterschiedli-
chen Konzentrationen des Wirkstoffs CPT behandelt und mit verschie-
denen Kontrollsystemen verglichen. Abdruck mit Genehmigung aus
Lit. [44]. Copyright 2011 Wiley-VCH.

Entriegelung von mit doppelstriangiger DNA verschlossenen
mesopordsen SiO,-NPs, die mit Rhodamin B (RhB) als
Wirkstoffmodell beladen sind, unter Anwendung von Tem-
peratur oder enzymatischem Abbau der Verschliisse als
Entriegelungs-Trigger. Azid-funktionalisierte mesopordse
SiO,-NPs wurden mit RhB beladen, und die Poren wurden
durch Reaktion der NPs mit dem selbstkomplementédren
Doppelstrang der Alkin-modifizierten Nukleinsdure 1/1 mit-
tels Klick-Chemie verriegelt. Durch die thermische Spaltung
der doppelstringigen DNA-Verschlusseinheiten oder den
enzymatischen Abbau der Einheiten in Gegenwart von
DNase I wurden die Poren entriegelt, wodurch die Freiset-
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zung der fluoreszierenden Fracht ausgelost wurde, wie in
Abbildung 2B bzw. C dargestellt. In dhnlicher Weise wurden
die mesopordsen SiO,-NPs mit den Tumortherapeutika
Camptothecin (CPT) oder Floxuridin (FUDR) beladen und
mit doppelstrangiger DNA verschlossen. In-vitro-Experi-
mente (menschliche Leberkrebszellen; HepG2) zeigten, dass
eine wirksame Aufnahme der CPT-beladenen mesopordsen
SiO,-NPs durch die Krebszellen erfolgte. Dazu wurde der
fluoreszierende Wirkstoff CPT (1=423 nm) in die Poren
gefiillt, und die Oberfliche der NPs wurde mit Fluoresceini-
sothiocyanat als Fluoreszenzmarker (4 =519 nm) modifiziert.
Die Fluoreszenz des Wirkstoffs und des Markers ermoglichte
die Verfolgung des Ablaufs der Endozytose und der Wirk-
stofffreisetzung. Es wurde festgestellt, dass die mit DNA
verschlossenen, CPT-beladenen mesoporosen SiO,-NPs gut
in die Krebszellen eingebracht wurden. Die in den Zellen
vorhandenen Endonukleasen 16sten daraufhin die Entriege-
lung und die Freisetzung des Wirkstoffs aus, was zu einer
wirksamen Abtotung der Zellen fiihrte (Abbildung 2D). In
einer dhnlichen Studie wurden andere Enzyme, wie Exo III
oder das Nicking-Enzym Nb.BbvCI, genutzt, um substratbe-
ladene mesopordse SiO,-NPs, die mit doppelstriangigen
DNA-Einheiten verschlossen waren, zu entriegeln.*”! Diese
Systeme verkorpern potenzielle Nanopartikeleinheiten zur
Erkennung und Behandlung, da durch entsprechenden
Aufbau der Haarnadeln ein defektes, krankheitsverursa-
chendes Gen die Freisetzung eines Wirkstoffs (z.B. eines
Chemotherapeutikums gegen Krebs) auslosen konnte.

Die Entriegelung mesoporoser SiO,-NPs durch Rekonfi-
guration von DNA-Verschliissen iiber die Bildung eines Ap-
tamer-Ligand-Komplexes und durch den anschlieBenden
biokatalytischen, Exonuklease-stimulierten Abbau des ge-
bildeten Aptamer-Komplexes wurde fiir die kontrollierte
Freisetzung des Tumortherapeutikums CPT in Brustkrebs-
zellen vollzogen (Abbildung 3A)."! Bei diesem System
wurde die Tatsache genutzt, dass in Krebszellen eine Uber-
produktion von ATP erfolgt und dass EndoGI, ein Nicking-
Enzym vom Exonuklease-Typ, in Krebszellen vorhanden
ist.[*l Demzufolge wurden die mesopordsen SiO,-NPs mit der
DNA-Haarnadelstruktur 6 funktionalisiert, die die anti-ATP-
Aptamer-Sequenz (Domine I) enthilt. Der thermische Zer-
fall der Haarnadelstruktur zu einem Zufallsknduel ermog-
lichte das Beladen der Poren mit CPT und dessen Einschluss
durch Kiihlen des Systems und VerschlieBen der Poren mit
den volumindsen Haarnadeleinheiten. In Gegenwart von
ATP erfolgte die Rekonfiguration der Haarnadel-Ver-
schlusseinheit zur Struktur eines ATP-Aptamer-Komplexes,
der eine aktive Doméne am 3'-Ende des Doppelstrangs ent-
hielt, die durch das Enzym EndoGI erkannt wurde. Durch
Spaltung der Doppelstrang-Doméne wurde der ATP-Ligand-
Komplex aufgetrennt, der Biomarker ATP fiir die weitere
Rekonfiguration der Haarnadeleinheiten regeneriert und
schlieBlich die Freisetzung von CPT bewirkt. Die CPT-bela-
denen mesopordsen SiO,-NPs wurden in Brustkrebszellen
MDA-MB-231 und in normale Brustzellen MCF-10A einge-
bracht. Die Auswirkungen der CPT-beladenen NPs auf die
zwei Zellarten sind in Abbildung 3B bzw. C dargestellt.
Wihrend sich die Lebensfdhigkeit der Brustkrebszellen nach
Behandlung der Zellen mit den wirkstoffbeladenen mesopo-
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Abbildung 3. A) Untersuchung der Lebensfihigkeit von Brustkrebszel-
len MDA-MB-231 und von normalen Brustzellen MCF-10a, die CPT-be-
ladenen mesoporésen SiO,-NPs, die mit Haarnadel-DNA-Nanostruktu-
ren verschlossen sind, ausgesetzt werden. Die Haarnadeln enthalten in
der Domine | die ATP-Aptamer-Sequenz. In Gegenwart von ATP, das
in Krebszellen tiberexprimiert wird, und EndoGl, einem in Krebszellen
vorhandenen Enzym vom Exonuklease-Typ, erfolgt die Rekonfiguration
der Haarnadel-Verschliisse zu den ATP-Aptamer-Komplex-Einheiten,
die durch EndoGl abgebaut werden, was zur Freisetzung von CPT
fiihrt. B) Zellviabilitat von Brustkrebszellen MDA-MB-231 und C) Zell-
viabilitit von normalen Brustzellen MCF-10A nach einer Zeitspanne
von 24 h (grau dargestellt) und 48 h (schwarz dargestellt): a) unbehan-
delte Zellen; (b) mit CPT-beladenen mesoporésen SiO,-NPs behandel-
te Zellen; c) mit freiem CPT behandelte Zellen; d) mit Oligomycin be-
handelte Zellen (zur Hemmung der ATP-Produktion), in Gegenwart
CPT-beladener mesoporéser SiO,-NPs. Abdruck mit Genehmigung aus
Lit. [45]. Copyright 2013 American Chemical Society.

rosen SiO,-NPs iiber eine Zeitspanne von 48 h um 65 % ver-
ringerte, sank die Lebensfihigkeit der normalen Zellen nach
Behandlung mit den wirkstoffbeladenen mesoporosen SiO,-
NPs unter dhnlichen Bedingungen nur um 20%. Diese Er-
gebnisse gehen konform mit der Uberproduktion von ATP in
den Krebszellen, die zu einer erhohten Freisetzung des
Wirkstoffs in den Krebszellen fiihrt. Die Funktion von ATP
bei der Entriegelung der Poren wurde weiter gestiitzt durch
Behandlung der Zellen, die die CPT-beladenen mesopordsen
SiO,-NPs enthielten, mit Oligomycin, einem Hemmer der
ATP-Bildung in Zellen.*” Unter diesen Bedingungen ging die
Zellviabilitdt nur auf 50 % zuriick, im Einklang mit der ge-
ringeren ATP-gesteuerten Wirkstofffreisetzung. Auflerdem
wurde festgestellt, dass die CPT-beladenen mesopordsen
SiO,-NPs, im Vergleich zu mit freiem CPT behandelten
Zellen, einen hoheren Effekt auf das Absterben von Krebs-
zellen zeigten, vermutlich aufgrund der wirksamen Endozy-
tose der mesopordsen SiO,-NPs in die Krebszellen.

Bei einer anderen Methode zum Verriegeln und Entrie-
geln mesoporodser SiO,-NPs mittels doppelstriangiger DNA-
Strukturen wurde ein 9-Acridinamin-Interkalator als funk-
tionelle Einheit zum Verschlieen der Poren und zum Aus-
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Abbildung 4. Herstellung von Calcein-beladenen mesoporésen SiO,-
NPs, die verschlossen wurden mit oberflichenmodifizierten 9-Acridin-
amindisulfid-Einheiten, die in die doppelstringige DNA-Struktur inter-
kalieren. Die Entriegelung der Poren und die Freisetzung der Frachten
werden durch die Spaltung der Verschliisse aus Interkalator/Doppel-
strang-DNA stimuliert: Weg (a) tiber den Abbau der doppelstringigen
DNA durch DNase |; Weg (b) tiber die thermische Trennung der dop-
pelstrangigen DNA; Weg (c) lber die Thiol-vermittelte Spaltung der
Disulfidbriicken, die die Interkalatoreinheiten mit den NPs verknuipfen.
Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [48]. Copyright 2013 Wiley-VCH.

l6sen ihrer Entriegelung eingesetzt (Abbildung 4).1! Das 9-
Acridinamin-Derivat wurde kovalent an mesoporose SiO,-
NPs gebunden. Es enthielt die Acridinamin-Interkalator-
Stelle, die an doppelstrdngige DNA bindet, und eine spalt-
bare Disulfidbindung. Die mit 9-Acridinamindisulfid modi-
fizierten mesopordsen SiO,-NPs wurden mit Calcein beladen,
und die Poren wurden mit den doppelstriangigen DNA-Ein-
heiten iiber die supramolekulare Bindung der Interkalator-
einheiten an die Doppelstrang-DNA verschlossen. Die Ent-
riegelung der Poren und die Freisetzung von eingeschlosse-
nem Calcein wurden danach durch drei unterschiedliche
Trigger stimuliert. Nach dem einen Mechanismus fiihrte die
Behandlung des Systems mit DNase I zur digestiven Spaltung
des Doppelstrangs, wodurch die Verschliisse gespalten
wurden und die Calcein-Fracht freigesetzt wurde, Weg (a).
Bei einem anderen Mechanismus, Weg (b), wurde die ther-
mische Spaltung der doppelstriangigen Verschlusseinheiten
zur Freisetzung der Fracht angewendet. Ein dritter Mecha-
nismus, die chemisch stimulierte Porenentriegelung, umfasste
die Reaktion der mit Interkalator/Doppelstrang-DNA ver-
schlossenen mesopordsen SiO,-NPs mit Dithiothreitol (DTT)
oder biologisch aktivem Glutathion (GSH). Die Thiole 16sen
die reduktive Spaltung der Disulfidbriicken aus, die zur
Spaltung der Verschliisse aus Interkalator/Doppelstrang-
DNA und zur Freisetzung von Calcein fiihrt, Weg (c). Andere
Methoden zum VerschlieBen mesopordser SiO,-NPs mit
Nukleinsduren beinhalten die elektrostatische Adsorption
von einzelstrangiger DNA an positiv geladene aminfunktio-
nalisierte NPs und die Entfernung der verriegelnden DNA-
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Verschliisse durch Bildung energetisch stabilisierter Doppel-
stringe.*

Mit DNA verschlossene Fe;O,@Au-NPs mit einer meso-
porosen SiO,-Schicht, die mit dem Tumortherapeutikum
Doxorubicin (DOX) beladen waren, wurden als stimuli-
responsives Nanomaterial eingesetzt, das die Lebensfahigkeit
und das Wachstum von Krebszellen beeintrichtigt (Abbil-
dung 5).°"" Au-NPs wurden auf magnetischen oktaedrischen
Fe;O0,-NPs abgeschieden, und die Kern@Hiille-Fe;O0,@Au-
NPs wurden mit einer SiO,-Schicht iiberzogen, die mit einer
Aminopropyltriethoxysilan-Schicht weiter modifiziert wurde
(Abbildung 5A). Die gebildeten Nanopartikel wurden zu-
sétzlich mit einer Maleinimid-Schicht funktionalisiert. DOX
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Abbildung 5. A) Herstellung und Anwendung von Fe;O,@Au-
Kern@Hiille-Nanopartikeln, die mit einer mesoporésen SiO,-Schicht
tiberzogen, mit DOX beladen und mit einer Thiol-modifizierten dop-
pelstrangigen DNA verschlossen wurden, zur magnetischen Lokalisati-
on und thermischen Behandlung von Krebszellen oder HeLa-Tumoren
bei Miusen. Die magnetischen Fe;O,-NPs stellen ein Hilfsmittel dar,
um die wirkstofftragenden NPs mittels eines dufleren Magnetfeldes zu
lenken und zu lokalisieren. Die Au-Beschichtung der NPs bildet eine
plasmonische Schicht zur thermischen Spaltung der doppelstrangigen
DNA-Verschlusseinheiten und zur Freisetzung des Wirkstoffs. B) Le-
bensfahigkeit von HelLa-Zellen nach einer Zeitspanne von 24 h, die fol-
gendermaflen untersucht wurde: a) Zellen ohne Zusatz; b) Zellen, die
nur mit Laserbestrahlung behandelt wurden (10 min, A =808 nm, La-
serleistung: 3 Wcm™); c) Zellen in Gegenwart DOX-beladener NPs
ohne Bestrahlung oder dueres Magnetfeld; d) Zellen in Gegenwart
unbeladener NPs unter Bestrahlung; e) Zellen in Gegenwart DOX-bela-
dener NPs unter Bestrahlung; f) Zellen in Gegenwart unbeladener NPs
unter Bestrahlung und einem 4uReren Magnetfeld; g) Zellen in Gegen-
wart DOX-beladener NPs unter Bestrahlung und einem dufderen Ma-
gnetfeld; h) Zellen in Gegenwart von freiem DOX (18.2 pm). C) Verfol-
gung des zeitabhidngigen Wachstums von HelLa-Tumoren bei Mausen:
a) in Gegenwart unbeladener NPs und unter einem dufleren Magnet-
feld; b) Tumorbehandlung mit PBS-Puffer; c) Tumorbehandlung mit
PBS-Puffer und Laserbestrahlung (30 min, 1 =808 nm, Laserleistung:

3 Wem™?); d) in Gegenwart DOX-beladener NPs und unter einem &u-
Reren Magnetfeld; e) in Gegenwart von freiem DOX; f) in Gegenwart
DOX-beladener NPs unter Bestrahlung; g) in Gegenwart unbeladener
NPs unter Bestrahlung und einem dufleren Magnetfeld; h) in Gegen-
wart DOX-beladener NPs unter Bestrahlung und einem Zufderen Ma-
gnetfeld (eine Dosis DOX); i) in Gegenwart DOX-beladener NPs unter
Bestrahlung und einem dufleren Magnetfeld (zwei Dosen DOX, der
Pfeil zeigt den Zeitpunkt der Injektion der zweiten Dosis). Abdruck mit
Genehmigung aus Lit. [50]. Copyright 2014 American Chemical Society.
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wurde in die Poren der mesopordsen SiO,-Schicht gefiillt, und
der Wirkstoff wurde durch die kovalente Bindung einer
thiolierten doppelstriangigen Nukleinsdurestruktur an die
Maleinimid-Funktionalitdten in den Poren eingeschlossen.
Die resultierenden wirkstoffbeladenen NPs wurden in HeLa-
Krebszellen eingebracht, und die modifizierten NPs wirkten
als thermosensitive Tréger fiir die Freisetzung des Wirkstoffs.
Die Bestrahlung der HeLa-Zellen, die die NPs enthielten, mit
einem Laser (1 =808 nm) hatte eine lokalisierte Erwdrmung
der NPs zur Folge, die zur Spaltung der doppelstrigigen
DNA-Verschlusseinheiten, Entriegelung der Poren und
Freisetzung des Wirkstoffs fiithrte. Die magnetische Lokali-
sation der funktionalisierten NPs und die lichtinduzierte
thermische Wirkstofffreisetzung fiithrten zu einer verblei-
benden Zellvianilitdt von ca. 34 % nach zwei Stunden ma-
gnetischer Anziehung und anschlieBender Laserbestrahlung
iiber zehn Minuten, wihrend Kontrollexperimente eine we-
sentlich hohere Zelllebensfihigkeit zeigten (Abbildung 5B).
In dhnlicher Weise wurden mit HeLa-Tumoren infizierte
Nacktmiduse einer intravendsen (i.v.) Injektion von DOX-
beladenen, funktionalisierten NPs unterzogen. Thermo-
responsive, wirkstoffbeladene NPs wurden durch einen &du-
Beren Magneten zur Tumorstelle angezogen (iiber 30 min),
danach erfolgte die Bestrahlung des Tumors (4 =808 nm,
Laserleistung: 3 Wem ™2, 30 min). AnschlieBend wurde die
Auswirkung der thermischen Wirkstofffreisetzung auf das
Wachstum des Tumors physikalisch verfolgt. Es wurde nach-
gewiesen, dass das Tumorwachstum durch die wirkstoffbela-
denen NPs, die durch das Magnetfeld bzw. thermisch aktiviert
wurden, im Vergleich zu Kontrollsystemen, die keinen
Wirkstoff freisetzten, erheblich gehemmt wurde (Abbil-
dung 5C). Es wurde auBerdem gezeigt, dass die Dosis der i.v.
injizierten funktionalisierten NPs das Ausmaf} der Hemmung
des Tumorwachstums beeinflusst.

Die Bildung der stimuliresponsiven supramolekularen
basenspezifischen DNA-Nanostrukturen stellt ein vielseitiges
Instrument zum VerschlieBen und Freisetzen der in meso-
porosen SiO,-NPs eingeschlossenen Frachten dar. Cytosin-
reiche einzelstrangige Nukleinsdure aggregiert durch Selbst-
organisation bei sauren pH-Werten zur i-Motiv-Struktur.
Demzufolge wurden mesopordse SiO,-NPs mit der C-reichen
Nukleinsdure 7 funktionalisiert, und die Poren wurden bei
neutralem pH-Wert mit RhB beladen. Indem die beladenen
NPs einem pH von 5.0 ausgesetzt wurden, wurden die volu-
mindsen i-Motiv-Strukturen aufgebaut, die die Poren ver-
schlossen (Abbildung 6 A).”"! Durch Behandlung der NPs bei
pH 8.0 wurden die die Verschliisse bildenden i-Motiv-Struk-
turen in Zufallsknéduel aufgetrennt, was zur Freisetzung von
RhB aus den Poren fiihrte (Abbildung 6B). Durch periodi-
schen Wechsel des pH zwischen 8.0 und 5.0 wurde die An/
Aus-Schaltung der Freisetzung von RhB aus den Poren de-
monstriert (Abbildung 6B, Einschub). In einer dhnlichen
Studiel wurden mesoporose SiO,-NPs mit der Nukleinsiure
8 funktionalisiert. Au-NPs wurden mit der C-reichen Nukle-
insdure 9 modifiziert, die teilweise komplementéir zu 8 ist.
RhB wurde in die mit 8 funktionalisierten mesoporosen SiO,-
NPs gefiillt, und die Hybridisierung der mit 9 modifizierten
Au-NPs mit dem Strang 8 ergab doppelstringige Strukturen,
wobei die Au-NPs die Poren verschlossen. Unter sauren Be-

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

I. Willner und C. H. Lu

A) i-Motiv
ol &

»*
»*
»*

SE

o
(=]

*
S *

S

Freisetzung/%
353 B D
{3 =}

090 180270 360 450 540
eit/min a

BN

0 240 480 720 960 1200 1440
Zeit/min

)

Intensitét
Intensitit

500 1000 1500 2000
Zeit/s
L oy

500 1000 1500 2000 2500 3000
Zeit/s

Abbildung 6. pH-Stimulierte Freisetzung von Frachten aus mesopord-
sen SiO,-NPs, die mit pH-empfindlicher DNA verschlossen wurden:
mit i-Motiv-Einheiten verriegelte, farbstoffbeladene mesoporése SiO,-
NPs, die durch Aufspaltung der die Verschliisse bildenden i-Motiv-
Strukturen bei pH 8.0 entriegelt werden. B) Zeitabhingige Fluoreszenz-
dnderung nach pH-stimulierter Entriegelung der Poren und Freiset-
zung der RhB-Fracht: a) Bei pH 5.0 werden die Poren durch die i-
Motiv-Einheiten verriegelt. (b) Bei pH 8.0 werden die Poren entriegelt.
Einschub: Schaltbare Verriegelung/Entriegelung der Poren und kontrol-
lierte Freisetzung des Farbstoffs bei pH 5.0 bzw. 8.0. Abdruck mit Ge-
nehmigung aus Lit. [51]. Copyright 2011 Oxford University Press.

C) Verwendung pH-responsiver doppelstrangiger DNA-Nanostruktu-
ren, die mit Au-NPs funktionalisiert wurden, als Verschlusseinheiten
fiir den Einschluss von RhB-Frachten in mesoporése SiO,-NPs. Die
pH-stimulierte Entriegelung der Poren und die Freisetzung von RhB
werden durch die Abtrennung der mit i-Motiv funktionalisierten Au-
NPs von den Verschlusseinheiten (pH 5.0) stimuliert. D) Zeitabhingi-
ge Freisetzung des Farbstoffs, wobei: a) die Poren bei pH 8.0 mit den
doppelstringigen DNA-Nanostrukturen, die mit Au-NPs funktionali-
siert sind, verriegelt werden; b) die Poren bei pH 5.0 entriegelt werden.
Einschub: Schaltbare Verriegelung/Entriegelung der Poren. Abdruck
mit Genehmigung aus Lit. [52]. Copyright 2011 Royal Society of Che-
mistry.

dingungen erfolgte die Rekonfiguration des Strangs 9 zur i-
Motiv-Struktur, was zur Abtrennung der Au-NP-Verschliisse
und zur Freisetzung von RhB aus den Poren fiihrte (Abbil-
dung 6C und D). Durch das zyklische Schalten des pH des
Systems zwischen 5.0 und 8.0 wurde das System zwischen An-
und Aus-Zustand der Freisetzung geschaltet (Abbildung 6D,
Einschub). Die pH-stimulierte Freisetzung der Frachten aus
mesopordsen SiO,-NPs ist von grofler Bedeutung, da Krebs-
zellen gegeniiber normalen Zellen einen sauren pH-Wert
aufweisen. Dementsprechend kann die gezielte und kontrol-
lierte Freisetzung von Chemotherapeutika in Krebszellen ins
Auge gefasst werden.

G-Quadruplex-Strukturen stellen eine weitere supramo-
lekulare Anordnung von Nukleinsdurestrdngen dar. Die G-
Quadruplexe werden durch K*-Ionen stabilisiert, und K-
stabilisierte G-Quadruplexe liefern volumindse Nanostruk-
turen zum FEinschlieBen von Frachten in mesoporosen SiO,-
NPs. Abbildung 7 A veranschaulicht die Verwendung eines G-
Quadruplexes als stimuliresponsiven Verschluss zur kontrol-
lierten Freisetzung der RhB-Fracht.’¥ Die mesopordsen
SiO,-NPs wurden mit der thiolierten G-reichen Nukleinsdure
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Abbildung 7. A) Herstellung von RhB-beladenen mesoporésen SiO,-
NPs, die durch K*-stabilisierte G-Quadruplex-Einheiten verschlossen
werden. Die Entriegelung der Poren und die Freisetzung von RhB
werden Uber die durch Kryptofix[2.2.2] induzierte Aufspaltung der G-
Quadruplexe, tiber die Abspaltung der K*-lonen, bewirkt. Die Freiset-
zung von RhB wird durch die zyklische Behandlung der NPs mit Kryp-
tofix[2.2.2] bzw. K*-lonen zwischen An- und Aus-Zustand geschaltet.
B) Fluoreszenzspektren von RhB, das aus den mesoporésen SiO,-NPs
freigesetzt wurde (nach einer festgelegten Zeitspanne von 1 h), nach
Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen an Kryptofix[2.2.2]:
a) 0 mm; b) 0,5 mm; ¢) T mm; d) 5 mm; e) 10 mm; f) 50 mm.

C) Schaltbare und zyklische Freisetzung von RhB aus den mit G-Qua-
druplexen verschlossenen Poren nach Behandlung mit: a) Kryptofix-
[2.2.2]; b) K*-lonen. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [53]. Copyright
2014 Wiley-VCH.

10 modifiziert und danach mit RhB beladen. In Gegenwart
von K*-Tonen erfolgte die Rekonfiguration der Stringe 10
zum K'-stabilisierten G-Quadruplex, der die Poren ver-
schloss. In Gegenwart von Kryptofix[2.2.2] wurden die sta-
bilisierenden K*-Ionen aus den G-Quadruplex-Einheiten
abgespalten, wodurch die Freisetzung der RhB-Fracht er-
folgte (Abbildung 7B). Durch stufenweise Behandlung des
Systems mit K*-Ionen und Kryptofix[2.2.2] wurden die NPs
jeweils zwischen dem verriegelten und entriegelten Zustand
geschaltet (Abbildung 7 C). Viele andere Nukleinsdurestrin-
ge bilden in Gegenwart geeigneter Liganden K*-stabilisierte
Aptamer-Ligand-Komplexe in Form von G-Quadruplexen,
z.B. den Aptamer-Thrombin-Komplex. Diese Komplexe
wurden als Verriegelungen von mesoporosen SiO,-NPs ein-
gesetzt, und sie wurden ebenso durch die Zugabe von Kryp-
tofix[2.2.2] entriegelt. Eine andere Methode zur Entriegelung
der Poren mittels G-Quadruplex-Einheiten ist in Abbil-
dung 8 A veranschaulicht. Die mesopordsen SiO,-NPs
wurden mit der Nukleinsdure 11 funktionalisiert, mit unter-
schiedlichen Gastsubstraten beladen und durch die als Ver-
schliisse fungierenden Hybrid-Doppelstrange von 11 und 12
in den Poren eingeschlossen. Die Nukleinsdure 12 wurde so
aufgebaut, dass sie eine G-reiche Sequenz enthilt, die in den
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Abbildung 8. A) Herstellung von DOX-beladenen mesoporssen SiO,-
NPs, die durch die doppelstringige Nukleinsaurestruktur 11/12 ver-
schlossen werden, wobei der Strang 12 eine ,eingeschlossene* G-
reiche Sequenz enthilt, die zur Bildung eines G-Quadruplexes imstan-
de ist. In Gegenwart von K*-lonen wird der Strang 12 durch die Bil-
dung eines K*-stabilisierten G-Quadruplex abgetrennt, was zur Freiset-
zung von DOX fiihrt. B) Fluoreszenzspektren von freigesetztem DOX
nach Behandlung der DOX-beladenen mesopordsen SiO,-NPs, iiber
eine festgelegte Zeitspanne von 1 h, mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen an K*-lonen: a) 0 mm; b) 0,5 mm; ¢) 1 mm; d) 5 mm;

e) 10 mm; f) 50 mm. C) Zeitabhingige Fluoreszenzinderungen nach
der Freisetzung von DOX aus den Poren: a) in Gegenwart von K*-
lonen, 10 mwm; b) in Abwesenheit von K'-lonen. D) Lebensfahigkeit
von Brustkrebszellen MDA-MB-231 und von normalen Brustzellen
MCF-10A, nach Wechselwirkung mit den mit 11/12 verriegelten, DOX-
beladenen NPs iiber eine Zeitspanne von 18 h. Abdruck mit Genehmi-
gung aus Lit. [53]. Copyright 2014 Wiley-VCH.

Doppelstrangstrukturen eingeschlossen ist. In Gegenwart von
K*-Tonen wird der Doppelstrang durch die Bildung des K*-
stabilisierten G-Quadruplexes getrennt, was zur Freisetzung
der Fracht fiihrt.”¥ Speziell wurde das Chemotherapeutikum
Doxorubicin (DOX) in NPs gefiillt, die mit dem 11/12-Dop-
pelstrang verschlossen wurden, und anschlieBend durch die
K*-ausgeloste Aufspaltung der G-Quadruplexe aus den
Poren freigesetzt (Abbildung 8B und C). Die Zytotoxizitit
der DOX-beladenen NPs gegen normale Brustepithelzellen
(MCF-10A) und Brustkrebszellen (MDA-MB-231) wurde
mit den intrazelluliren Mengen an K*-Ionen als Entriege-
lungs-Trigger untersucht. Es wurde gefunden, dass nach einer
Inkubationszeit von 18 h nur ca. 40% der normalen Zellen
abgetotet wurden, wihrend unter dhnlichen Bedingungen ein
Absterben von 70% der Krebszellen beobachtet wurde
(Abbildung 8D). Die hohere zytotoxische Wirkung der
DOX-beladenen NPs auf die Krebszellen wurde auf eine er-
hohte Endozytose der NPs in diese Zellen zuriickgefiihrt.!

Eine weitere supramolekulare DNA-Nanostruktur, die
als stimuliresponsiver Verschluss zur kontrollierten Freiset-
zung von Chemotherapeutika aus mesopordsen SiO,-NPs
verwendet wurde, sind mit einem Interkalator stabilisierte
Adenosin-Quadruplexe.” Dies wurde demonstriert durch
die Beladung der NPs mit Indocyaningriin (ICG), einem im
Nahinfrarotbereich (NIR) ansprechenden Chromophor, und
mit dem Alkaloid Coralyn, das fiir seine chemotherapeuti-
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Abbildung 9. A) Herstellung von mit Coralyn und Indocyaningriin
(ICG) beladenen mesopordsen SiO,-NPs, die mit Coralyn/Poly(A)-Ver-
schlusseinheiten verschlossen werden, sowie chemothermische Frei-
setzung des Wirkstoffs Coralyn durch eine Umgebung mit saurem pH-
Wert und thermische Spaltung der Verschlusseinheiten durch Bestrah-
lung des Farbstoffs ICG, mit einem hohen Wirkungsgrad der Umwand-
lung von NIR-Licht in Warme. Das Schema zeigt die Auswirkung des
intrazelluldren sauren pH-Wertes in Krebszellen und der Bestrahlung
mit einem NIR-Laser auf die Freisetzung des Wirkstoffs Coralyn aus
den NPs. B) Zeitabhingige Absorptionsinderung von freigesetztem
Coralyn, nach Behandlung der mit Coralyn/Poly(A) verschlossenen me-
sopordsen SiO,-NPs in unterschiedlichen pH-Umgebungen: a) pH 4.0;
b) pH 5.0; ¢) pH 6.0; d) pH 7.0. C) Schaltbare zeitabhingige Absorpti-
onsanderungen entsprechend der Freisetzung von Coralyn nach Entrie-
gelung der mit Coralyn/Poly(A) verschlossenen NPs in zwei unter-
schiedlichen pH-Umgebungen: a) pH 5.0; b) pH 7.0. Die grauen
Balken entsprechen den Zeitspannen, in denen eine kooperative ther-
mische Entriegelung des Systems durch die Bestrahlung mit einem
NIR-Laser (A =780 nm, Laserleistung: 2 Wcm™?) erfolgt. Abdruck mit
Genehmigung aus Lit. [54]. Copyright 2014 Royal Society of Chemistry.

sche Wirkung bekannt ist. Die Poren wurden durch die wei-
tere Interkalation von Coralyn-Einheiten in die mit Poly(A)
assoziierten Adenosin-Quadruplex-Einheiten verschlossen.
Durch lokalisierte Erwdrmung der Verschliisse mittels NIR-
Anregung von ICG oder durch pH-stimulierte Aufspaltung
der A-Quadruplexe wurde der Wirkstoff Coralyn freigesetzt
(Abbildung 9 A). Die Freisetzungsraten von Coralyn bei un-
terschiedlichen pH-Werten und nach Erwédrmung der NPs
durch NIR-Anregung sind in Abbildung 9B und C darge-
stellt. Die potenzielle therapeutische Anwendung dieser
chemothermischen, NIR-responsiven NPs wurde durch das
Einbringen der NPs in Krebszellen HepG2 demonstriert. Es
wurde beschrieben, dass eine Zellkultur, die 10 min mit einem
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NIR-Laser bestrahlt wurde (780 nm, 2 Wcm?), eine Zell-
viabilitdt von nur 23.8% nach einer Zeitspanne von 48 h
aufwies, wihrend die nicht bestrahlte Zellkultur nach dieser
Zeitspanne eine Zellviabilitidt von ca. 60 % ergab. Die wirk-
same chemothermische Freisetzung von Coralyn deutet
darauf hin, dass durch lokale Bestrahlung des NIR-Chromo-
phors die Freisetzung von Coralyn gezielt auf Tumoren ge-
lenkt werden konnte.

Aptamer-modifizierte mesoporose SiO,-NPs wurden ge-
nutzt, um iiber die Bildung von Aptamer-Ligand-Komplexen
die Frachten in mesoporosen SiO,-NPs einzuschlieBen und
die Entriegelung der Poren auszuldsen.® So wurden bei-
spielsweise mesoporose SiO,-NPs mit den Nukleinsdauren 13
und 14 funktionalisiert, die teilweise komplementar zur ATP-
Aptamer-Sequenz 15 sind (Abbildung 10 A). Die mesoporo-
sen SiO,-NPs wurden mit dem Farbstoff Ru"-Tris(bipyridin)
beladen und mit dem 13 + 14/15-Doppelstrang verschlossen.
In Gegenwart von ATP als Trigger wurde das energetisch
stabilisierte ATP-Aptamer gebildet, was zur Entriegelung der
Poren und Freisetzung der fluoreszierenden Fracht fiihrte.
Bei einer dhnliche Methode wurden mit den anti-Adenosin-
Aptamer- oder den ATP-Aptamer-Einheiten modifizierte
Au-Nanopartikel als Verschlusseinheiten der Poren einge-
setzt.’ In Gegenwart von Adenosin oder ATP wurden durch
die selektive ATP-ausgeloste Bildung des ATP-Aptamer-
Komplexes die Poren entriegelt, wodurch die in den Poren
eingeschlossenen Frachten freigesetzt wurden. So veran-
schaulicht Abbildung 10B die Entriegelung mesopordser
SiO,-NPs, die mit RhB als Fluorophor beladen sind, unter
Anwendung der Bildung des Adenosin-Aptamer-Komplexes
als porenoffnenden Mechanismus.’® Die NPs wurden mit
der Nukleinsdure 16 funktionalisiert und mit RhB beladen.
Anschlieend wurden die Poren durch die Hybridisierung der
mit 17 modifizierten Au-NPs unter Bildung der doppel-
strangigen 16/17-Verschlusseinheiten verschlossen. Die Nu-
kleinsdure 17 enthélt die anti-Adenosin-Aptamer-Sequenz,
und diese war teilweise in der Doppelstrangstruktur ,.einge-
schlossen“. In Gegenwart von Adenosin wurden die Poren
durch die Abspaltung der eingeschlossenen Aptamersequenz,
iber die Bildung des Adenosin-Aptamer-Komplexes, entrie-
gelt, was zur Freisetzung von RhB fiihrte (Abbildung 10C).
In dhnlicher Weise wurde die strukturelle Rekonfiguration
von Haarnadelstrukturen unter VerschlieBen der Poren durch
die Bildung eines ATP-Aptamer-Komplexes als funktionelles
Motiv zur Entriegelung der Poren genutzt.[*)

Eine Methode zur gezielten Freisetzung von Tumorthe-
rapeutika in Krebszellen ist mit der Anwendung eines spezi-
fischen Aptamers gegen Krebs verbunden, mit dem die
Wirkstoffe in den pordsen Materialien eingeschlossen und die
Poren durch die Bildung des spezifischen Aptamer-Ligand-
Komplexes entriegelt werden.””! Mesoporose SiO,-NPs
wurden mit DOX beladen und mit der einen G-Quadruplex
enthaltenden DNA 18 verschlossen. DNA 18 bildet doppel-
stringige Hybridisierungsverschliisse mit den Stringen der
Nukleinsdure 19, die mit den NPs assoziiert sind. Die G-
Quadruplex-Doméne I von 18 entspricht der Aptamerse-
quenz, die an die AS1411-Rezeptorstellen bindet, die sich an
Krebszellen befinden, wihrend die Doméne II komplemen-
tdar zu miR-21, einem Biomarker fiir die Krebszelle, ist. Die
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Abbildung 10. A) Herstellung von Ru(bpy)s**-beladenen mesoporésen
SiO,-NPs, die mit dem ATP-Aptamer-Strang 15 verschlossen werden,
der die Nukleinsduregeriiste 13 und 14 miteinander verbindet. In Ge-
genwart von ATP werden die Verschlusseinheiten, durch Bildung des
ATP-Aptamer-Komplexes, aufgespalten, was zur Freisetzung von Ru-
(bpy);** filhrt. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [55]. Copyright 2012
American Chemical Society. B) Herstellung von RhB-beladenen meso-
porésen SiO,-NPs, die mit doppelstringigen DNA-Nanostrukturen ver-
schlossen werden, die aufgebaut sind aus der an die SiO,-NPs gebun-
denen Nukleinsiure 16 und den mit der Nukleinsdure 17 funktionali-
sierten Au-NPs. Der Strang 17 enthilt die Adenosin-Aptamer-Sequenz.
In Gegenwart von Adenosin spaltet sich der Adenosin/Au-NP-funktio-
nalisierte Aptamer-Komplex, wodurch die Entriegelung der Poren und
die Freisetzung von RhB erfolgen. C) Zeitabhingige Fluoreszenzinde-
rung nach der Freisetzung von RhB aus den mesoporésen SiO,-NPs in
Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen an Adenosin: a) 0;
b) 5 mm; c) 10 mm; d) 20 mm. Abdruck mit Genehmigung aus
Lit. [56a]. Copyright 2011 Royal Society of Chemistry.

0 5

Aptamerstelle stellt das Zielelement fiir die Assoziation und
das Einbringen der NPs in die Krebszellen dar. Durch nach-
gelagerte Strangverdrdangung in den Verschliissen durch miR-
21, die in der Zelle ablduft, wurden die Poren entriegelt,
wodurch der Wirkstoff freigesetzt wurde (Abbildung 11 A).
Die Freisetzung des Wirkstoffs wurde durch die Konzentra-
tion des Biomarkers miR-21 gesteuert (Abbildung 11B). In
einem dhnlichen System wurde Strontiumhydroxyapatit als
poroses Material zur Wirkstofffreisetzung und Bildgebung
von Krebszellen angewendet.™ In diesem System wurde
DOX in die Poren von Strontiumhydroxyapatit gefiillt, und
die Poren wurden mit den anti-AS1411-Rezeptor-Aptamer-
Einheiten verschlossen. Das gebildete, mit dem Hybrid ver-
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Abbildung 11. A) Herstellung von DOX-beladenen mesoporésen SiO,-
NPs, die mit dem Aptamer AS1411 zum gezielten Transport zu Krebs-
zellen verschlossen werden. Die Aptamer-Domine | wird mit den
Striangen |l verlingert, die Komplementaritit zu den mit den NPs as-
soziierten Strangen 19 und eine verbesserte Komplementaritat zu miR-
21 als Biomarker fiir Krebszellen aufweisen. Das Schema veranschau-
licht den ,,smarten“ Mechanismus fiir die Freisetzung von DOX in
Krebszellen, wobei das Aptamer AS1411 gezielt die Krebszellen ansteu-
ert und die Endozytose der NPs in die Zellen, die intrazellulire Entrie-
gelung der Poren und die Freisetzung des Wirkstoffs in Gegenwart von
miR-21 erméglicht. B) Zeitabhangige Fluoreszenzidnderungen nach der
In-vitro-Freisetzung von DOX aus den mesoporésen SiO,-NPs, die mit
dem Aptamer AS1411 verschlossen sind, in Gegenwart unterschiedli-
cher Verhiltnisse von miR-21 zum Komplex 18/19: a) ohne miR-21;

b) 1:1; ¢) 2:1; d) 3:1. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [57]. Copy-
right 2014 Wiley-VCH.

schlossene Material wurde gezielt zu den Krebszellen (MCF-
7) transportiert, und durch Entriegelung der Poren durch
Assoziation des Aptamers an die Rezeptorstellen wurde der
Wirkstoff freigesetzt.

Katalytisch wirkende Nukleinsduren, DNAzyme, wurden
zur Verriegelung und Entriegelung substratbeladener meso-
poroser SiO,-NPs eingesetzt. Abbildung 12 A veranschaulicht
das VerschlieBen substratbeladener mesoporoser SiO,-NPs
mit sequenzspezifischen Metallionen-abhidngigen DNAzy-
men und die selektive Freisetzung des eingeschlossenen
Substrats tiber die Aktivierung der DNAzyme, in Gegenwart
der entsprechenden Tonen.”” Die mesoporosen SiO,-NPs
wurden mit der Ribonukleobase enthaltenden Nukleinséure
20 modifiziert, die als Substrat entweder fiir das Mg”™- oder
das Zn*"-abhingige DNAzym fungiert. Eine Gruppe von NPs
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Abbildung 12. A) Beladung mesoporéser SiO,-NPs mit Mb" oder Th'
und Verschlieflen der Poren mit den entsprechenden Sequenzen des
Metallionen-abhingigen DNAzyms und des Substrats, wobei die me-
tallabhingigen DNAzyme Mg?"- oder Zn**-abhingige DNAzyme sind
und die jeweiligen Substrate kovalent an die NPs gebunden sind. Die
Entriegelung der Poren verlauft tiber die Aktivierung der DNAzyme
durch die entsprechenden lonen, was zur Spaltung der Substrate und
zur Ablésung der Verschlusseinheiten fiihrt. B) Zeitabhingige Ande-
rungen der Fluoreszenz nach Mg**-ausgeldster Freisetzung von Mb™"
aus mesopordsen SiO,-NPs, die mit dem Mg®"-abhingigen DNAzym
und dem Substrat verschlossen sind: a) mit Mg®", 10 mm; b) in Abwe-
senheit von Mg®"-lonen. C) Zeitabhingige Fluoreszenzanderung nach
Zn*"-ausgeloster Freisetzung von Th' aus mesoporésen SiO,-NPs, die
mit dem Zn*"-abhingigen DNAzym und dem Substrat verschlossen
sind: a) mit Zn®", 5 mm; b) in Abwesenheit von Zn**-lonen. D) Ergeb-
nisse, die die selektive Freisetzung von Mb" aus mesoporésen SiO,-
NPs, die mit dem Mg?"-abhingigen DNAzym und dem Substrat ver-
schlossen sind, in Gegenwart von Mg®*-lonen demonstrieren. Abdruck
mit Genehmigung aus Lit. [59]. Copyright 2013 American Chemical So-
ciety.

wurde mit Methylenblau (Mb") beladen und mit der Mg*'-
abhidngigen DNAzym-Sequenz 21 verschlossen. Die zweite
Gruppe von NPs wurde mit Thionin (Th*) beladen und mit
der Zn>"-abhingigen DNAzym-Sequenz 22 verschlossen. In
Gegenwart von Mg?'- oder Zn”*"-Ionen wurde das jeweilige
System der mit dem DNAzym verschlossenen, beladenen NPs
aktiviert, was zur Freisetzung von Mb* (Abbildung 12 B) oder
Th* (Abbildung 12 C) fithrte. Die Selektivitit hinsichtlich der
Entriegelung der Poren durch die spezifischen, als Kofaktor
wirkenden Ionen, die das DNAzym aktivieren, wurde de-
monstriert. Abbildung 12D zeigt die Ionenselektivitdt der
Mg*"-abhingigen DNAzym-Sequenz fiir die Freisetzung von
Mb™ in Gegenwart hinzugegebener Mg*~-Ionen. In dhnlicher
Weise wurden durch die Behandlung eines Gemischs der NPs
mit Mg*- und Zn’"-Ionen beide Arten der NPs entriegelt,
was die Freisetzung von Mb* und Th* zur Folge hatte. Die
DNAzym-stimulierte Entriegelung substratbeladener meso-
poroser SiO,-NPs wurde auf die Entwicklung pH-program-
mierbarer stimuliresponsiver NPs erweitert, die durch unter-
schiedliche ~ Metallionen  aktiviert ~werden  (Abbil-
dung 13 A).1*) Das Mg**-abhiingige DNAzym zeigt eine hohe
Aktivitdt bei pH 7.2 und ist inaktiv bei pH 5.2. Demgegen-
iiber ist das UO,*"-abhingige DNAzym bei pH 7.2 inaktiv,
weist aber bei pH 5.2 eine hohe Aktivitdt auf. Bei pH 6.0
zeigen beide DNAzyme eine mittlere Aktivitit. Dement-
sprechend wurden zwei Klassen von mit DNAzym ver-
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Abbildung 13. A) pH-Programmierte Freisetzung von Frachten (Mb*
oder Th*) aus mesopordsen SiO,-NPs, die mit dem Metallionen-ab-
hangigen DNAzym und dem Substrat verschlossen sind (Metallionen
= Mg”" und/oder UO,*"). Bei pH 7.2 wird das Mg’"-abhingige
DNAzym ausgeldst, was zur Freisetzung von Mb" fiihrt, das UO,*'-
abhingige DNAzym ist jedoch inaktiv. Bei pH 5.2 ist nur das UO,*"-
abhingige DNAzym aktiv, was die Freisetzung von Th* zur Folge hat.
Bei pH 6.0 zeigen das Mg?'- und das UO,*"-abhingige DNAzym eine
partielle Aktivitat, wodurch beide Arten der mesoporésen SiO,-NPs
entriegelt werden. B) Zeitabhingige Fluoreszenzinderungen nach Akti-
vierung mesopordser SiO,-NPs, die mit dem Mg?'-abhingigen
DNAzym und dem Substrat verschlossen sind, bei pH 7.2 und nach
Freisetzung der Mb*-Frachten: a) in Gegenwart von Mg?*, 20 mwm;

b) ohne Mg”*-Zusatz. C) Zeitabhingige Fluoreszenzinderungen nach
Aktivierung mesoporéser SiO,-NPs, die mit dem UO,*"-abhangigen
DNAzym und dem Substrat verschlossen sind, bei pH 5.2 und nach
Freisetzung der Th'-Frachten: a) in Gegenwart von UO,*", 5 um;

b) ohne UO,*"-Zusatz. D) pH-Programmierte logische Aktivierung des
Gemischs von mesoporésen SiO,-NPs, die mit Mb" oder Th* beladen
und mit der Einheit aus dem Mg?’- oder UO,*"-abhingigen DNAzym
und dem Substrat verschlossen wurden. Abdruck mit Genehmigung
aus Lit. [60]. Copyright 2014 Royal Society of Chemistry.

schlossenen mesopordsen SiO,-NPs hergestellt. Mesoporose
SiO,-NPs wurden mit der Ribonukleinsdure 23 funktionali-
siert, die als Substrat fiir das Mg?'- oder das UO,*"-abhiingige
DNAzym diente. Eine Klasse von mesopordsen SiO,-NPs
(Klasse 1) wurde mit Mb* beladen und mit der Mg*"-abhin-
gigen DNAzym-Sequenz 24 verschlossen. Die zweite Klasse
von mesoporosen SiO,-NPs (Klasse IT) wurde mit Th* bela-
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den und mit der UO,*"-abhingigen DNAzym-Sequenz 25
verschlossen (Abbildung 13 A). Bei pH 7.2 und in Gegenwart
von Mg*"-Ionen wurde das Mg*"-abhiingige DNAzym akti-
viert, und die mesoporosen SiO,-NPs der Klasse I wurden
entriegelt, wodurch Mb™" freigesetzt wurde (Abbildung 13 B).
Im Gegenzug fiihrte die Behandlung der mesopordsen SiO,-
NPs der Klasse II mit UO,*" bei pH 5.2 zur selektiven Ent-
riegelung der NPs der Klasse II und zur Freisetzung von Th*
(Abbildung 13C). Nachdem die zwei Klassen von NPs ge-
mischt worden waren und das Gemisch den Mg**- und UO,*"-
Ionen ausgesetzt wurde, erfolgte die Freisetzung beider
Frachten (Mb" und Th*). Die unterschiedliche pH-Abhén-
gigkeit des Mg”*- und UO,**-abhiingigen DNAzyms ermog-
lichte die pH-programmierte Freisetzung der Frachten (Ab-
bildung 13D). Bei pH 7.2 wurden nur das Mg”*-abhiingige
DNAzym und die Freisetzung von Mb™" aktiviert, wiahrend bei
pH 5.2 nur das UO,*"-abhiingige DNAzym aktiviert wurde
und die Freisetzung von Th* erfolgte. Demgegeniiber wurden
bei pH 6.0 beide DNAzyme aktiviert, und die Freisetzung von
Mb" und Th" lief ab. Die programmierte Freisetzung der
Frachten aus den Nukleinsdure-funktionalisierten mesopo-
rosen NPs folgt den grundlegenden Konzepten von Logik-
gatter-Systemen. Tatséchlich befassten sich neuere Berichte
mit dem Wechselspiel zwischen stimuliresponsiven, Nukle-
insdure-funktionalisierten mesoporosen SiO,-NPs als Trager
fiir die Beladung und als Funktionsbausteine fiir Operationen
von Logikgattern.[*"

Die katalytischen Eigenschaften von Metallionen-abhén-
gigen DNAzymen wurden mit den Funktionen der spezifi-
schen Erkennung von Aptameren kombiniert, um stimuli-
responsive verschlossene NPs zu erhalten, die als funktionaler
Wirkstofftriger zur Erkennung und Behandlung fungieren.
Es wurde beschrieben, dass die Auftrennung von zwei me-
tallabhéngigen Untereinheiten durch zweifachen Nuklein-
sdureeinschub in Gegenwart des entsprechenden Metallions
als Kofaktor die katalytischen Funktionen des DNAzyms
deaktiviert, vermutlich aufgrund der Flexibilitdt der Schleife,
die die Stabilisierung der DNAzym-Struktur verhindert. Es
wurde jedoch festgestellt, dass durch Verfestigung des flexi-
blen Einschubstrangs, z.B. durch Bildung eines Aptamer-
Ligand-Komplexes, die steife Struktur der DNAzym-Schleife
wiederhergestellt wird, womit die Reaktivierung der kataly-
tischen Eigenschaften des DNAzyms erméglicht wird (Ab-
bildung 14 A).”” Die allosterische Aktivierung eines DNA-
zyms durch einen Aptamer-Ligand-Komplex wurde demon-
striert durch das Beladen der mit 20 modifizierten mesopo-
rosen SiO,-NPs mit dem Modellbeladungsubstrat Mb" oder
dem Tunortherapeutikum DOX und das VerschlieBen der
Poren mit der Mg*"-abhiingigen DNAzym-Sequenz 26, die
das anti-ATP-Aptamer als funktionelle Einschubsequenz
enthielt. In Gegenwart von Mg*'-lonen wurde die Freiset-
zung der Frachten verhindert, aufgrund der inaktiven Kon-
formation der DNAzym-Sequenz. In Gegenwart von Mg*'-
Ionen und ATP wurde die aktive Schleifenstruktur des Mg?'-
abhidngigen DNAzyms durch Bildung des ATP-Aptamer-
Komplexes verfestigt, was zur Freisetzung der Frachten
fiihrte. Abbildung 14B veranschaulicht die erhohte Freiset-
zung von DOX in Gegenwart von Mg*"™-Ionen und ATP als
Stimuli. Die Tatsache, dass ATP in Krebszellen aufgrund
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Abbildung 14. A) Herstellung von Mb"- oder DOX-beladenen mesopo-
résen SiO,-NPs, die mit Verschlusseinheiten aus dem mit einem ATP-
Aptamer modifizierten Mg?"-abhingigen DNAzym und dem Substrat
verriegelt werden. Die Entriegelung der Poren und die Freisetzung der
Frachten werden durch die kooperative Aktivierung des DNAzyms in
Gegenwart von Mg?*-lonen und ATP ausgelést. B) Fluoreszenzspek-
tren entsprechend dem freigesetzten DOX, nach einer festgelegten
Zeitspanne von 1 h: a) ohne Zusatz von Mg*'-lonen und ATP; b) nach
Behandlung der NPs mit ATP, 100 um; c) nach Behandlung der NPs
mit Mg?*, 20 mm; d) nach Behandlung der NPs mit Mg®", 20 mm, und
ATP, 100 um. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [59]. Copyright 2013
American Chemical Society.
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ihres erhohten Stoffwechsels tiberexprimiert wird, legt nahe,
dass die ATP-Aptamer/DNAzym-Verschlusseinheiten einen
»smarten“ Entriegelungsmechanismus zur gezielten Freiset-
zung des Wirkstoffs in Krebszellen ermoglichen. Das heifit,
der Biomarker ATP wird durch die Tragernanopartikel er-
kannt, und er aktiviert bevorzugt die Freisetzung des Wirk-
stoffs in den Krebszellen.

Die metallabhéngigen DNAzyme sind erfolgverspre-
chende Verriegelungen fiir die kontrollierte Wirkstofffrei-
setzung aus den NPs. Verschiedene Metallionen, z. B. Cu*,
werden in Krebszellen iiberexprimiert.l” Folglich konnten
diese Ionen als Biomarker zur Aktivierung von DNAzymen
und zur Wirkstofffreisetzung dienen. Da Krebszellen im
Vergleich zu normalen Zellen eine erhohte Aciditét aufwei-
sen,®! konnte auBerdem die pH-Programmierung metallab-
hiangiger DNAzyme, zur Entriegelung der Poren, einen Me-
chanismus zur gezielten Wirkstofffreisetzung in Krebszellen
liefern.

Die optisch (photonisch) ausgeloste Entriegelung der mit
DNA verschlossenen mesopordsen SiO,-NPs stellt eine wei-
tere Moglichkeit dar, die kontrollierte Freisetzung von
Frachten aus den NPs zu stimulieren./””! So wurde in einem
Fall der Einsatz von photoisomerisierbaren Interkalatoren als
Hilfsmittel zur Steuerung der Stabilitdt von doppelstringigen
DNA-Verschlusseinheiten genutzt (Abbildung 15A). Es ist
bekannt, dass trans-Azobenzol-Einheiten in Doppelstrang-
DNA-Strukturen interkalieren und diese stabilisieren. Die
Photoisomerisierung der trans-Azobenzol-Einheiten (UV-
Licht) fiihrt zur Bildung der cis-Azobenzol-Einheiten, denen
die Bindungsaffinitdt zu doppelstrangiger DNA fehlt. Im
Gegenzug werden durch die entgegengesetzte Photoisome-
risierung von Azobenzol von der cis- in die trans-Konfigura-
tion (sichtbares Licht) die energetisch stabilisierten Doppel-
strangstrukturen  wiederhergestellt. Dementsprechend
wurden mesoporose SiO,-NPs mit den Nukleinsdurestrdngen
27 funktionalisiert und mit Rhodamin 6G (Rh6G) beladen.
Danach wurden die beladenen NPs mit der trans-Azobenzol-
modifizierten Nukleinsdure 28, die eine partielle Basenkom-
plementaritédt zu 27 aufweist, verkniipft. Die Hybridisierung
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Abbildung 15. A) Herstellung von Rh6G-beladenen mesoporésen SiO,-
NPs, die mit photoresponsiver Azobenzol-modifizierter DNA ver-
schlossen werden. Durch Photoisomerisierung der Verschliisse werden
die Poren entriegelt. B) Zeitabhingige Freisetzung von Rh6G aus den
mesopordsen SiO,-NPs, die mit doppelstrangiger DNA mit trans-Azo-
benzol-Einheiten verschlossen sind: a) nach Photoisomerisierung der
trans-Azobenzol-Einheiten zu cis-Azobenzol; b) nicht bestrahlte meso-
porése SiO,-NPs. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [64]. Copyright
2012 American Chemical Society. C) Herstellung RhB-beladener meso-
pordser SiO,-NPs, die mit photoresponsiver Haarnadel-DNA ver-
schlossen werden. Es erfolgt eine kooperative Stabilisierung der Haar-
nadel-Verschlusseinheiten durch die trans-Azobenzol-Interkalatoreinhei-
ten. Durch Photoisomerisierung der trans-Azobenzol-Einheiten zu cis-
Azobenzol werden die Haarnadeleinheiten getrennt, was zur Entriege-
lung der Poren und zur Freisetzung von RhB fiihrt. Uber die reversible
Photoisomerisierung der Azobenzol-Einheiten zwischen trans-Azoben-
zol und cis-Azobenzol lauft das zyklische VerschlieRen und Offnen der
Poren ab. D) Zeitabhingige Anderungen der Fluoreszenz, beobachtet:
a) nach Photoisomerisierung der RhB-beladenen mesoporésen SiO,-
NPs, die mit durch trans-Azobenzol stabilisierter Haarnadel-DNA ver-
schlossen sind (UV-Licht); b) bei nicht bestrahlten NPs. E) Schaltbare
Freisetzung (An/Aus) von RhB aus den mit Haarnadel-DNA verriegel-
ten, RhB-beladenen NPs, nach der zyklischen durch UV-Licht stimulier-
ten Bildung von cis-Azobenzol-Einheiten bzw. durch sichtbares Licht in-
duzierten Bildung von trans-Azobenzol-Einheiten. Abdruck mit Geneh-
migung aus Lit. [65]. Copyright 2012 Royal Society of Chemistry.

von 28 mit den Einheiten 27 und die kooperative Stabilisie-
rung der doppelstriangigen Einheiten durch die trans-Azo-
benzol-Einheiten fiihrten zum VerschlieBen der Poren. Durch
anschlieBende Photoisomerisierung der trans-Azobenzol-
Einheiten zu cis-Azobenzol wurden die doppelstringigen
Verschlusseinheiten destabilisiert, wodurch die Entriegelung
der Poren und die Freisetzung von Rh6G erfolgten. In Ab-
bildung 15B ist die photonisch ausgeloste Freisetzung von
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Rh6G, nach Photoisomerisierung der trans-Azobenzol-Ein-
heiten zu cis-Azobenzol-Einheiten, dargestellt. In einem
dhnlichen System wurden mesopordse SiO,-NPs angewendet,
die mit der trans-Azobenzol-modifizierten Nukleinsdure 29
funktionalisiert und mit Au-NPs verkniipft wurden.® Die
Nukleinsdure 29 weist interne Selbstkomplementaritit auf,
wodurch eine kooperative Stabilisierung einer Haarnadel-
struktur in Gegenwart der frans-Azobenzol-Einheiten erfolgt
und die mit Haarnadel-DNA funktionalisierten Au-NPs die
Poren verriegeln. Um die mesopordsen SiO,-NPs zu beladen
und die photonisch aktivierten NPs zu erhalten, wurden die
NPs erwédrmt, wodurch die Haarnadelstruktur aufgetrennt
und die offene Struktur der Poren erzielt wurde (Abbil-
dung 15C). AnschlieBend wurden die NPs mit RhB beladen,
und nach Abkiihlen erfolgte die Rekonfiguration der Zu-
fallsknduelstruktur von 29 zu der energetisch stabilisierten
Struktur mit Poren, die durch trans-Azobenzol-funktionali-
sierte Haarnadel-DNA und Au-NPs verriegelt wurden. Durch
Bestrahlung der NPs mit UV-Licht wurden die in die Strénge
interkalierten trans-Azobenzol-Einheiten in das cis-Photo-
isomer von Azobenzol iiberfiihrt, dem die Affinitit zur
Doppelstrang-Domine fehlte. Die Entfernung der stabilisie-
renden trans-Azobenzol-Einheiten aus der Haarnadelstrang-
Doméne fithrte zur Schwichung der Haarnadelstruktur, wo-
durch die Poren entriegelt und RhB freigesetzt wurde (Ab-
bildung 15D). Durch zyklische Photoisomerisierung der
Verschliisse aus der trans-Azobenzol-funktionalisierten
Haarnadel-Nukleinsdure 29 und aus Au-NPs zwischen der cis-
Konfiguration (UV-Licht) und trans-Konfiguration (sichtba-
res Licht) wurde die Freisetzung von RhB aus den Poren
zwischen An- und Aus-Zustand geschaltet (Abbildung 15E).
Bei einer anderen Methode zum photonischen Auslosen
der kontrollierten Freisetzung von in mesopordsen SiO,-NPs
eingeschlossenen Frachten wurden die lichtinduzierte hete-
rolytische Spaltung von Malachitgriincarbinol (MGCB) und
die damit einhergehenden pH-Anderungen des wissrigen
Mediums als Instrument zur Beeinflussung der pH-gesteuer-
ten Verriegelung/Entriegelung funktionaler DNA-Ver-
schliisse genutzt (Abbildung 16 A).l Mesopordse SiO,-NPs
wurden mit der cytosinreichen Nukleinsdure 30 modifiziert,
mit Ru"-Tris(bipyridin) beladen und durch Ansiuern des
Systems (pH 5.0), iiber die Bildung der aus volumindsen i-
Motiv-Strukturen bestehenden Verschliisse, verriegelt. Die
Losung enthielt Malachitgriin als lichtaktives Substrat, und
die Bestrahlung des Systems fiihrte zur heterolytischen
Spaltung der lichtaktiven Verbindung unter Bildung von
OH ™. Durch Neutralisation des Systems wurden die i-Motiv-
Verschliisse aufgespalten, wodurch das in den Poren einge-
schlossene Substrat freigesetzt wurde (Abbildung 16B).
Fine andere Methode zum photonischen Auslosen der
Freisetzung von Frachten aus mesoporosen SiO,-NPs beruhte
auf dem Effekt photochemisch erzeugter Sauerstoffzwi-
schenstufen auf die Entriegelung der Poren (Abbil-
dung 17 A).1"! Mesoporése SiO,-NPs wurden mit der G-rei-
chen Nukleinsdure 31 und Folsdure-Einheiten funktionali-
siert. Die Poren der NPs wurden mit RhB oder dem Tumor-
therapeutikum DOX beladen und durch die Selbstorganisa-
tion der G-reichen Stringe zu G-Quadruplexen verriegelt.
Als Photosensibilisator zur Bildung reaktiver Sauerstoffspe-
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Abbildung 16. A) Photostimulierte, pH-induzierte Freisetzung von Ru-
(bpy);*"-beladenen mesoporssen SiO,-NPs, die mit i-Motiv-DNA-Ein-
heiten verschlossen sind. Die Poren werden mit Ru(bpy);*" und Mala-
chitgriincarbinol (MGCB) als lichtsensitive Verbindung beladen. Durch
UV-Bestrahlung von Malachitgriin erfolgt die heterolytische Spaltung
des Photosensibilisators, die zur Neutralisation des Systems, Aufspal-
tung der i-Motiv-Verschliisse und Freisetzung von Ru(bpy)s*" fuhrt.
B) Zeitabhingige Fluoreszenzinderungen von freigesetztem Ru-
(bpy);**: a) nach UV-Bestrahlung der mit Ru(bpy);*" und Malachit-
griincarbinol beladenen mesoporésen SiO,-NPs, die mit den i-Motiv-
Einheiten verschlossen sind; b) bei nicht bestrahlten NPs. Abdruck mit
Genehmigung aus Lit. [66]. Copyright 2012 Wiley-VCH.

zies (ROS, reactive oxygen species) unter Bestrahlung fun-
gierte meso-Tetra(N-methyl-4-pyridinium)porphyrin. Die mit
den NPs verbundenen Folsdurereste ermoglichten den ge-
zielten Transport der NPs zu Krebszellen und deren Endo-
zytose. Die durch den Photosensibilisator stimulierte ROS-
Bildung fiihrte zum Abbau der G-reichen Strénge, wodurch
die Entriegelung der Poren erfolgte. In Abbildung 17 B ist die
Freisetzung von RhB aus den Poren nach Einwirkung von
Licht auf die NPs dargestellt. Danach wurden die DOX-be-
ladenen mesopordsen SiO,-NPs in HepG2-Zellen einge-
bracht, und die Zellviabilitdt nach Bestrahlung der Zellen in
Gegenwart der porphyrinmodifizierten mesoporosen SiO,-
NPs und in Abwesenheit oder Gegenwart von DOX wurde
untersucht (Abbildung 17 C). Wihrend in Abwesenheit von
DOX die photosensibilisierte Bildung von ROS-Produkten
zum Zelltod fiihrte, hatte die photosensibilisierte Entriege-
lung der DOX-beladenen NPs eine beeindruckende koope-
rative Wirkung bei der Forderung des Zelltodes. So zeigten
beispielsweise die Zellen, die mit 20 ugmL ™' unbeladenen
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Abbildung 17. A) Herstellung von RhB- oder DOX-beladenen mesopo-
résen SiO,-NPs, die mit G-Quadruplex-Einheiten und dem Photosensi-
bilisator meso-Tetra(N-methyl-4-pyridinium)porphyrin (TMPyP**) ver-
schlossen werden. Die Oberfliche der mesoporésen SiO,-NPs wird
mit Folsdure-Einheiten modifiziert, die als Liganden zur gezielten An-
steuerung von Folsdurerezeptoren, die sich an Krebszellen befinden,
dienen. Der Entriegelungsmechanismus umfasst die durch den Photo-
sensibilisator induzierte Bildung von '0,, wodurch die G-Quadruplex-
Verschliisse abgebaut werden, was zur Freisetzung der Frachten fiihrt.
B) Zeitabhingige Absorptionsianderungen infolge der Freisetzung von
RhB nach der photosensibilisierten Bildung von 'O, (die Pfeile zeigen
die Vorginge des lichtinduzierten Triggerns an, durch die 'O, erzeugt
wird). C) Lebensfihigkeit von HepG2-Krebszellen in Gegenwart unter-
schiedlicher Konzentrationen an DOX-beladenen, Folsdure-funktionali-
sierten mesoporésen SiO,-NPs, die mit TMPyP*"/G-Quadruplex-Ein-
heiten verschlossen sind. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [67]. Co-
pyright 2013 Wiley-VCH.

SiO,-NPs behandelt wurden, nach 120s Bestrahlung eine
Zellviabilitdt von 52 %, wihrend die DOX-beladenen NPs
unter dhnlichen Bedingungen eine Zellviabilitit von 29 %
ergaben.

Ein weiteres Verfahren zur lichtinduzierten Freisetzung
von Frachten aus mesoporosen SiO,-NPs beinhaltet die Er-
wirmung pordser NPs durch plasmonische Goldnanostéb-
chen (GNR) mittels Bestrahlung mit einem NIR-Laser.!
Mesoporose SiO,-NPs wurden auf Goldnanostidbchen aufge-
bracht, und die Nanopartikel wurden mit der Nukleinsdure 32
modifiziert, die als Matrix fiir die Hybridisierung mit dem
guaninreichen, tumortherapeutischen Aptamer AS1411 33
diente (Abbildung 18 A). Die mit 32 funktionalisierten me-
soporosen SiO,-NPs, die auf die Goldnanostibchen aufge-
bracht waren, wurden mit Fluorescein (Flu) als Modellfracht
oder mit DOX als Tumortherapeutikum beladen. Danach
wurden die Poren durch Hybridisierung des Aptamers
AS1411 33 verschlossen, das durch Striange verldngert wurde,
die komplementir zu der an die NPs gebundenen Nuklein-
sdurematrix 32 waren. Die Bestrahlung der NPs mit einem
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Abbildung 18. A) Thermisch ausgeldste Entriegelung von auf Gold-
nanostidbchen aufgebrachten mesoporésen SiO,-NPs, die mit einem
Fluoreszenzfarbstoff oder DOX beladen und mit dem Aptamer AS1411
gegen Krebszellen verschlossen sind. Die Entriegelung der Poren wird
durch die Bestrahlung der plasmonischen Nanostibchen mit einem
NIR-Laser erreicht, die zur lokalisierten Erwdrmung der NPs fiihrt.

B) Zeitabhingige Fluoreszenzinderungen nach Freisetzung der Fluo-
rescein-Fracht durch Bestrahlung der NPs mit unterschiedlicher Leis-
tung des NIR-Lasers (808 nm): a) 1.2 Wcm 2; b) 0.6 Wem 2 C) Zell-
viabilitdt von menschlichen Brustkrebszellen MCF-7, die behandelt
wurden mit unterschiedlichen Dosen an DOX-beladenen mesoporésen
SiO,-NPs, die auf Goldnanostibchen aufgebracht und mit dem Apta-
mer AS1411 verschlossen waren. Die Freisetzung von DOX wird durch
die Bestrahlung der mit den Nanopartikeln funktionalisierten Zellen
mit einem NIR-Laser (808 nm) tiber eine Zeitspanne von 10 min aus-
geldst. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [68]. Copyright 2012 Wiley-
VCH.

NIR-Laser (808 nm) fiihrte zur plasmonischen Erwdrmung
der NPs, zur Aufspaltung der Einheiten des Aptamers
AS1411 und zur Freisetzung der Frachten. In Abbildung 18B
ist die zeitabhdngige Freisetzung der Fluorescein-Modell-
fracht nach Bestrahlung der NPs mit unterschiedlicher Leis-
tung der Laserlichtquelle dargestellt. AnschlieBend wurden
die DOX-beladenen und mit dem Aptamer AS1411 ver-
schlossenen NPs in menschliche Brustkrebszellen MCF-7
eingebracht. Die tumortherapeutischen Einheiten des Apta-
mers AS1411 steuerten die NPs gezielt zu den Krebszellen
und ermoglichten ihre Endozytose. Die Bestrahlung der NPs
mit einem Laser (808 nm) fiithrte zur plasmonischen thermi-
schen Entriegelung der Poren und zur Freisetzung von DOX.
Es wurde eine beeindruckende Zytotoxizitit gegen die
Krebszellen beobachtet (Abbildung 18 C). So hatte die ther-
mische, durch einen NIR-Laser stimulierte Freisetzung von
DOX (Laserleistung: 1.2 Wem ™, Bestrahlung iiber 10 min)
eine Zellviabilitdt von <10% zur Folge, wihrend der Zel-
lassay mit erwdrmten, nicht mit DOX beladenen NPs oder
nicht erwdarmten, DOX-beladenen NPs eine Zellviabilitidt von
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>60% aufwies. Andere Nukleinsdurestrukturen wurden in
dhnlicher Weise eingesetzt, um Frachten in mesopordsen
SiO,-NPs, die auf Goldnanostdbchen aufgebracht waren, zu
verriegeln. Die erhaltenen Nanotrdager wurden danach durch
die Erwarmung der Aggregate mittels Bestrahlung mit einem
NIR-Laser entriegelt.*”

3. Stimuliresponsive Mikrokapseln

Kapseln im Nano- oder MikrometergrofSenbereich bieten
ein interessantes System fiir den Einschluss von Frachten."!
Verschiedene Anwendungen substratbeladener Kapseln
wurden vorgeschlagen, darunter Transport und Freisetzung
von Wirkstoffen,!! Bildgebung’? oder Abtastung™ und ihr
Einsatz als Systeme zur Erkennung und Behandlung oder
als Katalysatortriger.™ Es wurden unterschiedliche Verfah-
ren zur Herstellung von Mikro- und Nanokapseln vorge-
schlagen."® Diese umfassen gewohnlich die Verwendung von
kolloidalen Partikeln als Kerntemplat fiir die Abscheidung
von Schichten oder Filmen (z.B. Polystyrol, CaCO;, SiO,).
Durch affinitdtsbindende Wechselwirkungen zwischen den
abgeschiedenen Schichten” oder Ausbildung von Briicken
mit kovalenten Bindungen zwischen den abgeschiedenen
Schichten werden die Hiillen der Kapseln erzeugt,™ an-
schlieBend erhélt man durch Auflosung des Kerntemplats die
Kapseln. Durch die Koimmobilisierung von Gastmolekiilen
mit dem Kernmaterial werden die erhaltenen Kapseln mit der
Gastverbindung beladen. Die Art der Hiillenmaterialien, die
Anzahl der abgeschiedenen Schichten und die am Hiillen-
aufbau beteiligten Wechselwirkungen oder Bindungen be-
einflussen die Grofe, Festigkeit, Durchldssigkeit und Be-
stindigkeit der Kapseln.” So wurde die schichtweise Ab-
scheidung (layer-by-layer) von Polyelektrolyten,® z.B. Po-
lystyrolsulfonat/Polyallylaminhydrochlorid, oder von disul-
fidverbriickten mehrlagigen Schichten®! genutzt, um Kapseln
aufzubauen. Verschiedene stimuliresponsive Hiillen, die den
Abbau der Kapselhiillen und die Freisetzung der Frachten
ermoglichen, wurden beschrieben.®” Diese umfassen den
enzymatischen Abbau von Poly(L-lysin)/Poly(L-glutaminsiu-
re),®! den biologischen Abbau von disulfidverbriickten Hiil-
lenschichten iiber die Spaltung der Bindungen mit Thiolen®!
oder die Entwicklung pH-responsiver Hiillen.™ AuBerdem
ermoglicht das Einbringen von Metallnanopartikeln, z.B.
Goldnanostidbchen, oder magnetischen Nanopartikeln in die
Kapseln die thermische Aufspaltung der Kapseln durch Be-
strahlung mit einem NIR-Laser.* Stimuliresponsive Mikro-
kapseln wurden tatsdchlich als Trager fiir die kontrollierte
Wirkstofffreisetzung eingesetzt, wie von Insulin® oder dem
Tumortherapeutikum DOX.®™ Einige neuere Ubersichtsar-
tikel haben sich mit den aktuellen Fortschritten bei der Her-
stellung und den Anwendungen von Mikro- und Nanokapseln
befasst.[*)

Aufgrund ihrer Fahigkeit zur spezifischen Erkennung
sowie der Moglichkeit zur elektrischen Aufladung erweisen
sich Biomaterialien als ideale Komponenten fiir den Aufbau
von Mikrokapseln. Tatsdchlich wurden Rezeptor-Ligand-
Komplexe!™! oder die elektrostatische Bindung mit negativ
geladener DNA als Polyelektrolyt angewendet, um Mikro-
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kapseln aufzubauen.” AuBerdem kann die in DNA-Stringen
codierte Information genutzt werden, um stimuliresponsive
Mikrokapseln zu entwickeln, die als Mikrotrager von Frach-
ten dienen, die nach getriggerter Aufspaltung der Kapseln
freigesetzt werden. So wurden in den letzten Jahren ver-
schiedene Verfahren zur Aufspaltung von Mikrokapseln auf
DNA-Basis und zur Freisetzung der Frachten veroffentlicht.

Die Synthese abbaubarer, vollstindig aus DNA beste-
hender Mikrokapseln ist in Abbildung 19A veranschau-
licht.” Mit positiv geladenem Amin funktionalisierte SiO,-
Mikropartikel wurden mit dem Poly-Ts,-Oligonukleotid be-
schichtet, und diese Basisschichten wurden mit dem Triblock-
Oligonukleotid A;5X;sG;s hybridisiert, das als Matrix fiir die
anschliefende Hybridisierung mit dem Triblock-Oligonukle-
otid T;5X;5C;s diente. Durch die folgende abwechselnde stu-
fenweise Wechselwirkung der beiden Triblock-Oligonukleo-
tide A5X;5G;5s und T,5X,5C;s wurde ein schrittweiser Aufbau
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Abbildung 19. A) Herstellung von vollstindig aus DNA bestehenden
Kapseln, die aus vernetzten Nukleinsdureschichten bestehen. Durch
Spaltung der Vernetzungseinheiten durch ein Nicking-Enzym werden
die Kapseln aufgespalten. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [92]. Co-
pyright 2009 Wiley-VCH. B) Aufbau von Kapseln auf DNA-Basis durch
schichtweise Abscheidung von Polyethylenimin/DNA-Polyelektrolyt-
Schichten und anschlieRende Auflésung des CaCO;-Kerns (mit EDTA).
Die Kapseln wurden mit FITC-markiertem BSA beladen, und die Frei-
setzung der Fracht wurde durch T7-Exonuklease, pH 10.7 oder NaCl
(1™ oder 0.5 m) ausgelost. C) Zeitabhingige Freisetzung von FITC-
markiertem BSA aus den Kapseln nach Behandlung: a) mit dem
Enzym T7-Exonuklease; b) bei pH 10.1; ¢) mit 1 m NaCl; d) mit 0.5m
NaCl; e) mit PBS-Puffer. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [93]. Co-
pyright 2014 Royal Society of Chemistry.
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von DNA-Ketten auf den Kernmikropartikeln bewirkt. Die
anschliefende Vernetzung der Ketten durch das Triblock-
Oligonukleotid X';sX';sX';s fithrte zur Bildung des aus
Schichten aufgebauten, mit den Hybrid-Doméinen X/X' ver-
netzten DNA-Films. Durch Auflésung der aus SiO, beste-
henden Kernmikropartikel (2m HF + 8m NH,F, pH 5.0)
wurden die hohlen DNA-Kapseln erhalten. Die Doméinen X/
X" waren so aufgebaut, dass sie die spezifische Sequenz ent-
hielten, die durch die Endonuklease EcoRI gespalten werden
sollte. Demzufolge wurden die so hergestellten Mikrokapseln
in Gegenwart der Endonuklease abgebaut. In einer dhnlichen
Studie wurden CaCO;-Mikropartikel als Kernmaterial zur
Erzeugung von Mikrokapseln durch das schrittweise Be-
schichten der Kerne mit negativ geladener DNA als Poly-
elektrolyt und mit positiv geladenem Polyethylenimin (PEI)
eingesetzt.” Durch die nachfolgende Verfestigung der
mehrlagigen Struktur mit Genipin und die anschlieende
EDTA-stimulierte Auflosung der Kernpartikel wurden die
hohlen Mikrokapseln gebildet, die mit FITC-markiertem
Rinderserumalbumin (FITC-BSA; FITC =Fluoresceiniso-
thiocyanat) beladen wurden (Abbildung 19B). Die die Mi-
krokapsel stabilisierende Hiille konnte danach durch enzy-
matischen Verdau der DNA-Komponente mit T7-Exonu-
klease abgebaut werden, indem die Kapseln einem pH 10.1
ausgesetzt wurden, wodurch die positiven Ladungen aus den
PEI-Einheiten entfernt wurden, oder indem eine hohe Salz-
konzentration (Im NaCl) angewendet wurde, die die elek-
trostatische Bindung zwischen den Polyelektrolytschichten
schwiéchte. Die unterschiedlichen Trigger, durch die die Mi-
krokapseln abgebaut wurden, fithrten zur Freisetzung von
FITC-BSA (Abbildung 19 C). Diese Methode wurde dadurch
weiterentwickelt, dass hybridisierte Peptid-Nukleinsduren
schichtweise als DNA-Hiillen von Mikrokapseln aufgebaut
und die Hiillen durch Anwendung einer Nuklease oder Pro-
tease als Katalysator fiir den Abbau der Hiillen aufgespalten
wurden.

Eine andere Methode zur Entriegelung DNA-funktiona-
lisierter Mikrokapseln umfasste den Einschluss eines se-
quenzspezifischen Aptamers in den Mikrokapseln und die
Offnung der Kapseln durch die Bildung von Aptamer-
Ligand-Komplexen (Abbildung 20).”*! CaCO,-Mikropartikel
wurden mit dem anti-Sulforhodamin-B-Aptamer beschichtet
und dienten so als Kerne fiir die schichtweise Abscheidung
der beiden Polyelektrolyte Polydiallyldimethylammonium-
chlorid (PDDA) und Polystyrolsulfonat (PSS). Die Auflgsung
der Kerne mit EDTA fiihrte zur Bildung der Aptamer-bela-
denen Mikrokapseln. Die Diffusion von Sulforhodamin B
(SRB) in die Hiille hatte die Bildung des entsprechenden
Aptamer-Ligand-Komplexes zur Folge, der die Mikrokap-
selstruktur aufsprengte, wodurch der SRB-Aptamer-Kom-
plex freigesetzt wurde.

Ein anderes Beispiel zur Bildung von vollstindig aus
DNA bestehenden Kapseln beinhaltete den Aufbau einer
lichtempfindlichen DNA-Einheit mit der Form eines dreiza-
ckigen Sterns, die durch Selbstorganisation zu einer (fuller-
enartigen) Polyederstruktur aggregierte, die als lichtrespon-
sive Nanokapsel diente (Abbildung21A).”! Ein DNA-
Gertist L wurde mit den zwei trans-Azobenzol-modifizierten
Strangen S und M hybridisiert, wodurch eine Nanostruktur
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Abbildung 20. Einschluss von Aptamer-Frachten in Mikrokapseln, die
durch einen Prozess der schichtweisen Abscheidung negativ und posi-
tiv geladener Polyelektrolytschichten aufgebaut wurden. Die Kapseln
werden durch die Bildung von Aptamer-Ligand-Komplexen aufgespal-
ten. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [95]. Copyright 2013 American
Chemical Society.

mit der Form eines dreizackigen Sterns erhalten wurde, die an
jedem Arm einzelstrangige Verkniipfungspunkte enthielt, die
sich an den Striangen S und M befanden, die Selbstkomple-
mentaritdt aufwiesen. Das Tempern der Sterne fiihrte zu den
durch trans-Azobenzol stabilisierten Polyedern als Folge der
Hybridisierung zwischen den Stern-Untereinheiten. Die
lichtinduzierte Isomerisierung von trans-Azobenzol zu cis-
Azobenzol, dem die Affinitit zu den doppelstrangigen DNA-
Briicken fehlt, zog die Destabilisierung der Verkniipfungs-
einheiten zwischen den Sternen nach sich, wodurch die Na-
nokapseln aufgespalten wurden (Abbildung 21B).

Eine weitere Methode zum Aufbau photoresponsiver,
vollstdandig aus DNA bestehender Nanokapseln umfasste den
Aufbau programmierter quadratisch-bipyramidaler DNA-
Nanokapseln mit einer DNA-Origami-Struktur (Abbil-
dung 22 A).”"! Es wurde eine aus den kondensierten Unter-
einheiten A und B zusammengesetzte quadratisch-bipyrami-
dale Origami-Struktur aufgebaut. Eine der Kanten der
beiden quadratischen Origami-Flachen der Einheiten A und
B wurden mit den komplementdren Nukleinsduren y und y’
modifiziert, die die Einheiten A und B miteinander konden-
sieren. Die anderen drei Kanten der quadratischen Origami-
Flachen der quadratisch-bipyramidalen Einheiten A und B
wurden jeweils mit den trans-Azobenzol-funktionalisierten
Nukleinsduren X und X' modifiziert. Nach Tempern der Na-
nostruktureinheiten A und B wurde eine geschlossene qua-
dratisch-bipyramidale Nanostruktur gebildet, die stabilisiert
wurde durch die kooperative Hybridisierung zum Doppel-
strang y/y’ und zu den durch trans-Azobenzol stabilisierten
Doppelstrangen X/X' auf den anderen drei Kanten der
Grundfldche. Durch Photoisomerisierung der trans-Azoben-
zol-Einheiten zu cis-Azobenzol (UV-Bestrahlung) wurden
die Hybride X/X' geschwicht, was zu ihrer Auftrennung und
zur Entriegelung (Offnung) der quadratisch-bipyramidalen
Struktur fiihrte. Die geschlossenen und gedffneten Bipyra-
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Abbildung 21. A) Selbstorganisation zu einer vollstindig aus DNA auf-
gebauten (fullerenartigen) Polyeder-Nanostruktur mittels trans-Azoben-
zol-funktionalisierter Nukleinsdure-Verkniipfungseinheiten, die auf Y-
férmigen DNA-Bausteinen mit der Form eines dreizackigen Sterns ba-
siert. Durch die photoisomerisierbaren trans-Azobenzol-Einheiten er-
folgt eine kooperative Stabilisierung der Vernetzung der Y-férmigen
Sterne. Die Kapseln werden aufgespalten durch lichtinduzierte Isomeri-
sierung der trans-Azobenzol-Einheiten zu cis-Azobenzol. B) AFM-Auf-
nahmen nach unterschiedlicher Zeitdauer der Photoisomerisierung der
trans—Einheiten zu cis—Einheiten: Tafel 1: vor UV-Bestrahlung; Tafel 2:
30 s nach UV-Bestrahlung; Tafel 3: 1 min 6 s nach UV-Bestrahlung;
Tafel 4: 2 min 12 s nach UV-Bestrahlung; Tafel 5: 5 min nach UV-Be-
strahlung; Tafel 6: 9 min 58 s nach UV-Bestrahlung. Unten: Quer-
schnittsanalyse der Kapseln: a) vor Photoisomerisierung; b) nach Pho-
toisomerisierung. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [96]. Copyright
2010 American Chemical Society.

midenstrukturen wurden mittels AFM abgebildet (Abbil-
dung 22B, Tafeln (I) und (II)). Des Weiteren wurde der
untere Teils der Origami-Struktur mit der hervorstehenden
Nukleinsdure Z' modifiziert, woraufhin durch die Hybridi-
sierung mit Z' zu Z/Z'-Doppelstrangbriicken mit der Nukle-
insdure Z modifizierte Au-Nanopartikel in die gedffnete cis-
Azobenzol-Bipyramidenstruktur eingebaut wurden (Abbil-
dung 22 C). Danach fiihrte die Photoisomerisierung der cis-
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Abbildung 22. A) Herstellung photoresponsiver quadratisch-bipyramidaler DNA-Nanokapseln mit einer
DNA-Origami-Struktur sowie zyklisches Offnen und SchlieRen der Bipyramidenstruktur durch zyklische
Photoisomerisierung der trans-Azobenzol-Einheiten zu cis-Azobenzol-Einheiten und zuriick. B) AFM-Auf-
nahmen der ,geschlossenen* bipyramidalen Nanostrukturen (links) und der photostimulierten, cis-Azo-
benzol-funktionalisierten , gesffneten® bipyramidalen Nanostrukturen (rechts). C) Beladung der bipyrami-

dalen Kapseln mit Au-NPs sowie photostimulierte Freisetzung der Au-NPs durch Photoisomerisierung
der trans-Azobenzol-Einheiten zu cis-Azobenzol-Einheiten und durch Strangverdriangung bei den in den
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entweder als Einheiten zum ge-
zielten Transport zu Zellen
dienen oder als funktionelle
Einheiten zur Entriegelung der
Hiillen. Verschiedene DNA-
Lipid-Blockcopolymere wurden
synthetisiert und die gebildeten
micellaren Strukturen charakte-
risiert.'®1°U So wurde beispiels-
weise das DNA-b-Polypropy-
lenoxid  34-b-PPO  syntheti-
siert!” (Abbildung 23 A). Die
einzelstrangigen Micellen
wiesen einen Radius von 5.6+
0.5 nm auf, und die Hybridisie-
rung der hydrophilen Nukleotid-
Stringe mit der komplementi-
ren Nukleinsdure 35 hatte nur
eine geringe Auswirkung auf die

Kapseln eingebundenen Au-Nanopartikeln. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [97]. Copyright 2014

Wiley-VCH.

Azobenzol-Einheiten zu trans-Azobenzol-Einheiten zum
VerschlieBen des Systems in die quadratisch-bipyramidale
Struktur. Nach Einwirkung von UV-Licht auf die mit Au-NPs
beladene quadratisch-bipyramidale Struktur 6ffnete sich das
System aufgrund der Schwichung der drei Kanten mit licht-
aktiver Nukleinsdure, die durch die cis-Azobenzol-Funktio-
nalititen bewirkt wird. Durch Behandlung der geoffneten
Bipyramidenstruktur mit der Nukleinsdure Z,, wurden die
mit Z funktionalisierten Au-NPs verdringt, iiber die Bildung
des energetisch stabilisierten Z'/Z“-Doppelstrangs, was zur
Freisetzung der mit Z funktionalisierten Au-NPs aus der Bi-
pyramidenstruktur fithrte. AFM-Messungen zeigten, dass der
Strangverdridngungsprozess und die Freisetzung der Au-NPs
aus der geoffneten quadratisch-bipyramidalen Struktur we-
sentlich effektiver sind als bei der geschlossenen, mit Au-NPs
beladenen Nanostruktur. Vermutlich werden die NPs durch
die photonische Offnung der quadratischen Bipyramide dem
Strangverdrdangungsprozess ausgesetzt, wodurch ihre effekti-
ve Freisetzung bewirkt wird.

4. Stimuliresponsive Micellen und Vesikel als funk-
tionelle Triger

Lipid-modifizierte Oligonukleotide liefern Blockcopoly-
mere, die in wissrigem Medium zu Micellen oder Vesikel-
strukturen aggregieren konnen.”™ Der hydrophobe Kern der
micellaren Polymer-DNA-Strukturen kann als Reservoir fiir
hydrophobe Gastmolekiile dienen, wihrend die hydrophile
Nukleinsdure-Hiille Einheiten zur gezielten Ansteuerung von
Zellen oder stimuliresponsive Einheiten zur Freisetzung der
micellaren Frachten aufnehmen konnte. Ebenso konnen
DNA-Lipid-Komponenten in die hydrophobe Hiille von
Vesikeln eingebunden werden.”” Das Innere der Vesikel
kann als Reservoir fiir die hydrophile Fracht fungieren, und
die in die Vesikelhiillen eingebauten DNA-Einheiten konnen

Angew. Chem. 2015, 127, 12380 —12405

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

GroBe der gebildeten Micellen,
deren  Radius 53+£0.5nm
betrug. Dagegen fiihrte die Be-
handlung der -einzelstrédngigen
Micellen mit dem langen DNA-Templat (35),, das aus iden-
tischen Wiederholungseinheiten aufgebaut war, die komple-
mentdr zu den mit den Micellen assoziierten Nukleotid-
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Abbildung 23. A) Selbstorganisation von 34-b-PPO-Micellen und Hy-
bridisierung der komplementiren Nukleinsdure 35 mit den Micellen.
Die Hybridisierung der mit 34 funktionalisierten PPO-Micellen mit aus
Wiederholungseinheiten von 35 aufgebauten DNA-Ketten fiihrt zu
stabférmigen Micellen. B) AFM-Aufnahmen der gebildeten stabférmi-
gen Micellen (a—d), Querschnittsanalyse der stabfsrmigen Micellen (e)
und Sdulendiagramm der Héhe der Micellen (f). Abdruck mit Geneh-
migung aus Lit. [101]. Copyright 2007 Wiley-VCH.
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Stréangen waren, zu stabformigen Micellen mit einer Hohe
von 1.95+0.1 nm und einer Linge von 29.1 6.5 nm (Ab-
bildung 23B). Die Internalisierung der verschiedenen Poly-
merpartikel in Zellen wurde untersucht, und es wurde fest-
gestellt, dass die Partikel nichttoxisch sind und dass die
stabformigen Partikel wirksamer als die sphérischen Micellen
in Zellen eindringen.'” Die Strukturen der DNA-Lipid-
Blockcopolymere konnen iiber die Lange der hydrophilen
Nukleotid-Strange gesteuert werden, und die Micellen
konnten durch Polymerisation der 3'-Enden der Nukleotid-
Stringe mit der terminalen Desoxynukleotidyltransferase
(TdT) in Gegenwart des dNTP-Gemischs und eines geeig-
neten Primers vergrofert werden.['”]

Die in der Nukleinsduresequenz der DNA/Polymer-Mi-
cellen codierte Information wurde genutzt, um die Trager-
micellen gezielt in Zellen zu transportieren, wodurch die
Freisetzung der im Kern der Micellen eingebetteten Wirk-
stofffrachten ermdglicht wurde. So wurden Micellen herge-
stellt, die aus AS1411-modifizierter Pluronsdure F-127 und (3-
Cyclodextrin-funktionalisiertem Poly(ethylenglykol)-b-Poly-
lactid aufgebaut waren, und das Tumortherapeutikum DOX
wurde in den hydrophoben Kern der Micellen eingebun-
den."™ Das Aptamer AS1411 lenkt die Micellen zu den
Nukleolin-Rezeptorstellen, die sich an Krebszellen befinden,
was zur Nukleolin-vermittelten Endozytose der Micellen in
MCF-7-Tumorzellen und zur intrazelluldren Freisetzung von
DOX fiihrt (Abbildung 24 A). Die Auswirkung der DOX-
beladenen, Aptamer-funktionalisierten Micellen auf das
Wachstum von MCF-7-Tumoren bei Méusen wurde unter-
sucht (Abbildung 24 B). Es wurde gefunden, dass die mit den
DOX-beladenen Aptamer-Micellen behandelten Tumoren
innerhalb einer Zeitspanne von 27 Tagen ein Tumorwachstum
von ca. 50 % aufwiesen, wihrend unbehandelte Tumore um
ca. 660 % wuchsen. AuBBerdem wuchsen Tumore, die nur mit
DOX oder mit DOX-beladenen zufilligen Nukleinsdure-
Micellen behandelt wurden, innerhalb dieses Zeitintervalls
um ca. 240 %. Diese Ergebnisse belegen die bessere Wirkung
der DOX-beladenen, mit dem Aptamer AS1411 funktiona-
lisierten Micellen auf die Tumorwachstumshemmung auf-
grund der effektiven Nukleolin-vermittelten Endozytose der
wirkstoffbeladenen Micellen in die Krebszellen, die eine ef-
fiziente und gezielte Wirkstofffreisetzung zur Folge hatte.

Mit Fluorophor markierte DNA/Polymer-Micellen
wurden in Zellen eingebracht und als Nanosensoren fiir die
Untersuchung von intrazelluliren Bestandteilen (z.B.
ATP)!"%lund als funktionelle Markierung zur Bildgebung von
Zellen vorgeschlagen."! Funktionelle DNA/Polymer-Micel-
len konnen auch als aktive Nanostruktur zur Beeinflussung
der Zellproliferation dienen und so einen Mechanismus zur
Wachstumshemmung von Krebszellen liefern.'"”” Das ist in
Abbildung 25 A am Beispiel der Selbstorganisation von
DNA-Lipid-Einheiten veranschaulicht, die aus der DNA-
Haarnadel 36 bestehen, die, unter Ausbildung einer Micel-
lenstruktur, an eine hydrophobe Kette eines Diacyllipids ge-
bunden ist. Die Haarnadeleinheiten enthielten die Erken-
nungssequenz fiir ein Segment der c-Raf-I-mRNA von Lun-
genkrebszellen A549. Werden die Micellen in die Zellen
eingebracht, fiihrt dies zur Bindung der mRNA an die
Haarnadelstruktur, und dieser Vorgang zieht die Unterdrii-
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Abbildung 24. A) Einbringen von DOX-beladenen Micellen aus Pluron-
sdure F-127, B-CD-PELA und Aptamer AS1411 in Méuse, die MCF-7-
Tumoren in sich tragen, und pH-stimulierte In-vivo-Freisetzung von
DOX. B) Zeitabhingige Tumorgréfen nach intravenéser Injektion der
mit Tumoren infizierten Mause: a) Tumor ohne Zusatz; b) mit freiem
DOX behandelter Tumor; c) mit DOX-beladenen, mit einer Aptamer-
mutante modifizierten Micellen behandelter Tumor; d) mit DOX-bela-
denen, Aptamer-modifizierten Micellen behandelter Tumor. Abdruck
mit Genehmigung aus Lit. [104] Copyright 2015, Elsevier.

ckung des Zellwachstums nach sich. In Abbildung 25B ist die
Zytotoxizitit der Haarnadel-DNA/Polymer-Micellen gegen
die A549-Zellen dargestellt, im Vergleich zur Wirkung einer
zufilligen DNA/Polymer-Nanostruktur auf diese Zellen. Of-
fensichtlich bewirken die Haarnadel-DNA/Polymer-Micellen
einen beachtlichen Zelltod, infolge der Bindung der mRNA,
welche die Genexpression verhindert.!"”!

Der Aufbau von DNA/Polymer-Micellen hoherer Kom-
plexitit ermoglicht die Beladung und Freisetzung eines Tu-
mortherapeutikums durch die Micellen und den gezielten
Transport der Micellen zu Krebszellen. Das ist in Abbil-
dung 26 A anhand der Synthese von Lipid-DNA-Polymeren
veranschaulicht, die aus der hydrophilen, an Polypropylen-
oxid gebundenen Nukleinsiure 37 aufgebaut sind."®! Durch
Hybridisierung der Folsdure-modifizierten Nukleinsdure 38
mit den DNA-Striangen der Micellen werden die Folsdure-
funktionalisierten Nanostrukturen gebildet, die die Micellen
gezielt zu den an den Krebszellen befindlichen Folsdure-
rezeptoren transportieren. AnschlieBend wurde das Tumor-
therapeutikum DOX in den Kern der Micellen eingebettet
(Abbildung 26 A). Danach wurden die wirkstoffbeladenen,
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Abbildung 25. A) Herstellung von mit Haarnadel-DNA funktionalisier-
ten Diacyllipid-Micellen sowie intrazellulidrer Abbau der Micellen durch
Offnung der Haarnadeln durch die mRNA und anschlieRende Spaltung
der mit der mRNA gebildeten doppelstringigen Strukturen. B) Viabili-
tit von A549-Zellen, die mit unterschiedlichen Konzentrationen der auf
mRNA ansprechenden Haarnadel-DNA/Lipid-Micellen (a, schwarz dar-
gestellt) und mit Kontrollsystemen (b, grau dargestellt) behandelt
wurden. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [107]. Copyright 2013
Wiley-VCH.
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Abbildung 26. A) Herstellung von DOX-beladenen DNA-b-PPO-Micel-
len, die mit Folsdure-modifizierten Nukleinsduren zum gezielten Trans-
port zu Krebszellen funktionalisiert werden. B) Viabilitat menschlicher
Kolon-Adenokarzinom-Zellen (Caco-2-Zellen) nach Behandlung mit:

a) DOX-beladenen Micellen, die mit Folsdure-Einheiten zur gezielten
Ansteuerung funktionalisiert waren; b) DOX-beladenen Micellen und
freier Folsdure; c) DOX-beladenen Micellen; d) unbeladenen Micellen,
die mit Folsiure funktionalisiert waren. Abdruck mit Genehmigung aus
Lit. [108]. Copyright 2008 Wiley-VCH.

Folsdure-modifizierten Micellen in menschliche Kolon-Ade-
nokarzinom-Zellen (Caco-2-Zellen) eingebracht, und die
Auswirkung der Hybridmicellen-Nanostruktur auf die Le-
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bensfahigkeit von Krebszellen wurde im Vergleich zu ver-
schiedenen Kontrollsystemen untersucht (Abbildung 26B).
Eindeutig wurde mit den DOX-beladenen, Folsdure-funk-
tionalisierten Nanostrukturen ein erheblicher Zelltod beob-
achtet, was darauf schlieBen lésst, dass der gezielte Transport
und die wirksame Freisetzung des Wirkstoffs in den Zellen
einen ausgeprigten Effekt auf die Lebensfahigkeit der Zellen
hat.

Lichtempfindliche DNA-Lipid-Blockcopolymer-Vesikel
wurden hergestellt und als stimuliresponsive Nanotréiger zur
kontrollierten Freisetzung von Frachten verwendet.'" Die
aus 1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin aufgebau-
ten Vesikel wurden mit Calcein beladen, und die Lipid-DNA
wurde, in Form von 39-b-Polypropylenoxid (DNA-b-PPO), in
die Vesikel eingebaut (Abbildung 27 A). Die mit dem Pho-
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Abbildung 27. A) Herstellung von Calcein-beladenen Lipid-DNA-Vesi-
keln, die mit dem Photosensibilisator BODIPY funktionalisiert werden.
Die durch den Photosensibilisator stimulierte Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies fiihrt zum Abbau der Vesikel und zur Freisetzung der
Frachten. B) Zeitabhingige Freisetzung der Calcein-Fracht nach Be-
strahlung der Vesikel tiber: a) 104 min; b) 164 min. Abdruck mit Ge-
nehmigung aus Lit. [109]. Copyright 2013 Wiley-VCH. C) Aufbau von
mit cis-Platin beladenen, AS1411-funktionalisierten Lipid-DNA-Liposo-
men. D) Viabilitat von MCF-7-Zellen bzw. Kontrollsystemen bei Be-
handlung: a) mit cis-Platin-beladenen, AS1411-funktionalisierten Lipo-
somen; b) mit Kontrollsystem mit cis-Platin, aber ohne das Aptamer
AS1411 zur gezielten Ansteuerung; c) mit unbeladenen, AS1411-funk-
tionalisierten Liposomen; d) von normalen Zellen mit cis-Platin-belade-
nen, AS1411- funktionalisierten Liposomen. Die Zellviabilitit der ver-
schiedenen Systeme wurde am Tag 2 und Tag 4 der Behandlung er-
fasst. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [110]. Copyright 2009 Wiley-
VCH.

tosensibilisator Iod-BODIPY funktionalisierte Nukleinsdure
40 wurde mit den auf der Oberfliche befindlichen DNA-
Stréangen hybridisiert, wodurch die mit dem Photosensibili-
sator modifizierten Vesikel erhalten wurden. Durch Be-
strahlung des Systems bei 530 nm in Luft wurden Singulett-
Sauerstoff und andere reaktive Sauerstoffspezies gebildet,
was zum Abbau der Vesikelhiillen und zur Freisetzung der
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Calcein-Fracht fiihrte (Abbildung 27 B). Wenn die Zeitspan-
ne der Bestrahlung verldngert wird, resultiert eine wirksa-
mere Freisetzung der Fracht. In dhnlicher Weise wurden Li-
posomen, die aus Phosphatidylcholin, Cholesterin und mit
Methoxypoly(ethylenglykol)  derivatisiertem Distearoyl-
phosphatidylethanolamin aufgebaut waren, mit dem Tumor-
therapeutikum cis-Platin beladen."') Das Cholesterin-funk-
tionalisierte Aptamer AS1411 wurde in die Liposomenhiille
eingebaut, wodurch das Aptamer-modifizierte, wirkstoffbe-
ladene Liposom erhalten wurde (Abbildung 27 C). Die Ap-
tamer-Einheiten fungierten als Elemente zur gezielten An-
steuerung, die zur Bindung der Liposomen an Krebszellen
fithren und ihr Eindringen in die Krebszellen und die an-
schlieBende Wirkstofffreisetzung erméglichen. Die mit cis-
Platin- beladenen, Aptamer-funktionalisierten Liposomen
wurden in MCF-7-Krebszellen eingebracht, und ihre Aus-
wirkung auf die Zellviabilitdit wurde mit verschiedenen
Kontrollsystemen verglichen, darunter Liposomen, bei denen
die Aptamer-Einheiten zur gezielten Ansteuerung von Zellen
fehlten, oder unbeladenen Aptamer-modifizierten Liposo-
men (Abbildung 27D). Nach einer Zeitspanne der Einwir-
kung der wirkstoffbeladenen Aptamer-funktionalisierten Li-
posomen auf die Krebszellen von vier Tagen wurde ein er-
heblicher Zelltod (ca. 60%) beobachtet, wihrend bei den
Kontrollsystemen eine Zellviabilitdt von nahezu 100 % fest-
gestellt wurde."!"

5. Zusammenfassung und Ausblick

Erhebliche Forschungsanstrengungen richten sich derzeit
auf den Einsatz von Nanomaterialien fiir die medizinische
Anwendung (Nanomedizin)."'Y Der vorliegende Aufsatz
behandelt verschiedene DNA-funktionalisierte Container im
Nano- und MikromaBstab als stimuliresponsive Systeme zur
kontrollierten Freisetzung von Frachten. Speziell wurden die
Verwendung von mesopordsen SiO,-NPs, die Anwendung
von Mikrokapseln auf DNA-Basis und der Einsatz von Nu-
kleinsdure-funktionalisierten Micellen und Vesikeln als
Tréager diskutiert. Das gemeinsame dominierende Element in
all diesen Systemen ist die Einbindung von DNA in die ver-
schiedenen Tréger, wodurch die stimuliresponsiven Hybride
zur kontrollierten Freisetzung der Frachten erhalten werden.
In diesem Zusammenhang wurde aufgezeigt, dass die co-
dierten Basensequenzen in den DNA-Einheiten die wichtige
Information liefern, um durch externe Stimuli oder Stimuli
aus der Umgebung die kontrollierte Freisetzung von Frachten
aus den verschiedenen Containern auszuldsen.

Stimuliresponsive DNA-modifizierte mesoporose SiO,-
NPs wurden als Tragermatrix zur kontrollierten Freisetzung
eingehend untersucht. Thre Nanometerabmessungen, grof3en
Oberfliachen, Porenfiillungskapazititen, ihre geringe Zytoto-
xizitét, ihre effektive Endozytose und die einfache Modifi-
zierung der Nanopartikel durch Antikorper, Aptamere oder
Zellliganden zur gezielten Ansteuerung von Zellen machen
SiO,-NPs zu idealen Wirkstofftragern. Tatsdchlich wurden
wesentliche Fortschritte demonstriert, und viele unter-
schiedliche Tréger auf Basis stimuliresponsiver, mit DNA
verschlossener mesoporoser SiO,-NPs wurden beschrieben.
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Die Entriegelung der Poren durch externe Trigger und die
Freisetzung der Frachten wurde mit verschiedenen Mecha-
nismen dargestellt. AuSerdem wurden die Endozytose von
mit Tumortherapeutika beladenen Partikeln, die getriggerte
intrazellulédre Freisetzung der Wirkstoffe und die Auswirkung
der freigesetzten Wirkstoffe auf die Lebensfdhigkeit der
Zellen erortert. Entscheidende und herausfordernde Aspekte
bei der Anwendung von mesopordsen SiO,-NPs als Wirk-
stofftrager liegen noch vor uns: 1) Das grundlegende Ver-
standnis der Endozytosemechanismen der NPs ist notwendig.
AuBerdem sind weitere Methoden erforderlich, um die Se-
lektivitdt der Endozytose (z.B. Krebszellen gegeniiber nor-
malen Zellen) und den gezielten Transport der NPs in spe-
zifische Zellen zu verbessern. 2) Gegenwértig wird mit den
meisten Systemen die stimulikontrollierte Freisetzung von
fluoreszierenden Tumortherapeutika (z.B. DOX, CPT) oder
Fluoreszenzfarbstoffen als Modelle zur Wirkstofffreisetzung
demonstriert. Das ist vor allem auf die leichte quantitative
Verfolgung der In-vitro-Freisetzungsraten der Frachten zu-
riickzufithren. Die Einfiihrung anderer Analyseverfahren,
z.B. HPLC, zur Untersuchung der Freisetzung nicht fluores-
zierender Wirkstoffe wiirde das Spektrum potenzieller me-
dizinischer Anwendungen erweitern. 3) Die systematische
therapeutische In-vivo-Untersuchung der stimuliresponsiven,
DNA-funktionalisierten mesoporosen SiO,-NPs an Lebewe-
sen wie Maus, Ratte, Schwein wire ein wesentlicher Schritt
hin zu einer praktischen und rationalen Anwendung dieser
Hybride in der zukiinftigen Nanomedizin. 4) Die Immuno-
genitdt der verschiedenen DNA-modifizierten Nanostruktu-
ren ist ein weiterer wichtiger Punkt, der zu priifen ist.
Mikrokapseln auf DNA-Basis bilden eine interessante
Klasse von Nano- und Mikrocontainern. Wihrend die Her-
stellung und Aufspaltung allgemeiner supramolekularer
Kapseln gut erforscht ist, sind die Fortschritte bei der Her-
stellung von funktionellen beladenen Mikro- und Nanokap-
seln auf DNA-Basis und ihrer Offnung zur Freisetzung der
Frachten begrenzt. Die Verwendung von Nukleinsduren als
negativ geladener Polyelektrolyt wurde aufgezeigt, und der
enzymatische Abbau dieser Kapseln durch hydrolytische
Spaltung der Biopolymere wurde beschrieben. In diesen
Studien wurde jedoch nicht von den Moglichkeiten Gebrauch
gemacht, Information in die DNA der Umbhiillung der Mi-
krokapseln zu codieren. Speziell konnte die Einfiihrung von
Erkennungsfunktionen und katalytischen Funktionen in die
DNA-Hiillen neue Moglichkeiten und Herausforderungen
auf dem Gebiet der DNA-Nanotechnologie bieten. Eine Idee
wiren z. B. vollstandig aus DNA bestehende Hiillen, die aus
programmierten, durch Aptamere vernetzten DNA-Schich-
ten oder aus Schichten von Metallionen-abhdngigen DNA-
zymen zusammengesetzt sind. Die ausgeloste Spaltung der
Kapseln iiber Aptamer-Ligand-Komplexe oder durch die
katalytische, durch Metallionen-abhéngige DNAzyme sti-
mulierte Aufspaltung der Hiillen konnten wichtige Konzepte
sein, die es zu erforschen gilt. In dhnlicher Weise konnten die
ionengestiitzte Vernetzung der Nukleinsdureschichten (z.B.
iiber T-Hg**-T- oder C-Ag'-C-Briicken) und die anschlie-
Bende Abspaltung der die Hiillen stabilisierenden Ionen
durch geeignete Liganden (z.B. Cystamin) einen generellen
Weg zur Bildung und Aufspaltung der Kapseln darstellen.
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Alternativ konnte der Einsatz von photoisomerisierbaren
Interkalatoren, z. B. Azobenzol-Einheiten, die Stabilisierung
von Hiillen aus vernetzter DNA und die nachfolgende Auf-
spaltung durch Licht ermoglichen. Auflerdem konnte der
schrittweise Aufbau der DNA-Hiillen den programmierten
Einbau von Aptamer-Strangen in die duBeren Hiillenschich-
ten ermoglichen, womit die Kapseln gezielt zu spezifischen
Zellen transportiert werden konnten. Auch die Fortschritte
beim Aufbau zweidimensionaler? oder dreidimensionaler
DNA-Origami-Nanostrukturen® eroffnen neue Moglich-
keiten, um eine mehrschichtige Polymerhiille auf einem
Kernpartikel-Templat unter anschlieBender Auflosung des
Kerns aufzubauen. Durch die entsprechende Anordnung von
hervorstehenden Nukleinsdure-Strangen an den DNA-Ori-
gami-Gertiisten konnen der Einbau stimuliresponsiver Ein-
heiten in die Nanostrukturen'¥ und die programmierte As-
soziation von Frachten bewirkt werden. Beispielsweise wurde
eine kapselféormige stimuliresponsive DNA-Nanostruktur
realisiert, die als Robotersystem dient.""”) Zwei Verschliisse
der Origami-Einheiten wurden mit hervorstehenden Nukle-
insduren modifiziert und als funktionelle Komponenten ver-
wendet, um ein Reservoir zur Einbindung molekularer Be-
ladungen auszubilden und das Reservoir durch Paarung
komplementédrer Basen zu verriegeln. Mit der entsprechen-
den Ausfithrung der DNA-Verschlusseinheiten, damit sie als
spezifische Aptamere zelluliren Biomarkern entgegenwir-
ken, wurden die programmierte Entriegelung des DNA-
funktionalisierten Containers und die Freisetzung von
Frachten demonstriert.

Die Anwendung stimuliresponsiver Micellen und Vesikel
als funktionelle Nanotridger zur kontrollierten Freisetzung
von Frachten ist ein weiterer interessanter Weg, der verfolgt
wird. Obwohl die grundlegenden Funktionen dieser Tréger
aufgezeigt wurden, miissen in Zukunft noch wichtige Fragen
geklart werden. So sind die Mechanismen, die mit der En-
dozytose von Lipid-DNA-Micellen bzw. Lipid-DNA-Vesi-
kelnn verbunden sind, der Aufbau von auf DNA basierenden
Micellen bzw. Vesikeln hoherer Komplexitit, z. B. von pho-
toresponsiven Systemen, und die In-vivo-Anwendung dieser
Systeme anspruchsvolle Themen, die angegangen werden
miissen.

Bei den im vorliegenden Aufsatz erorterten Anwendun-
gen der verschiedenen stimuliresponsiven Container wurde
die Verwendung von Trigern zur kontrollierten Wirkstoff-
freisetzung hervorgehoben. Obwohl zu erwarten ist, dass sich
der Einsatz dieser funktionellen DNA-Hybridsysteme auf das
sich entwickelnde Gebiet der Nanomedizin auswirken wird,
konnen auch andere Anwendungen der programmierten
Freisetzung von Frachten ins Auge gefasst werden. Ein Bei-
spiel ist die programmierte Freisetzung von molekularen oder
biomolekularen Beladungen aus einem Triger als ein inno-
vativer Weg fiir die programmierte Synthese, die Aktivierung
von Enzymkaskaden!"'® und die Nutzung der Systeme fiir
Operationen von Logikgattern.""”) Dariiber hinaus haben
andere stimuliresponsive Materialien auf DNA-Basis, wie
Hydrogele, erhebliche Forschungsanstrengungen auf sich
gezogen."™ Es ist damit zu rechnen, dass die Miniaturisie-
rung dieser Materialien in Form von Nano- und Mikrohy-
drogelen neue Dimensionen im Bereich der Wirkstofffrei-
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setzung erschlieen wird. Somit ist abschlieend festzustellen,
dass stimuliresponsive Hybrid-Nanomaterialien auf DNA-
Basis vor einer erfolgreichen Zukunft in der Nanomedizin
stehen.

Unsere Forschungen zu stimuliresponsiven Nanopartikeln und
Nanomaterialien werden von NanoSensoMach ERC Advan-
ced Grant No. 267574 unter dem Programm EC FP7/2007-
2013 unterstiitzt.
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