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DNA-Nanogele als Falle fir Karzinogene: ein bioinspiriertes,
generisches Konzept mit hoher Effizienz
Fuat Topuz*,* Smriti Singh®, Krystyna Albrecht, Martin Moller und Jiirgen Groll*

Abstract:  Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe
(PAHs) sind allgegenwiirtige Schadstoffe in der Umwelt und
insbesondere im Trinkwasser. Nach Kontakt von PAHs mit
DNA bilden sich als erster Schritt der toxischen Wirkung
schnell stabile PAH-DNA-Zusammenlagerungen. In dieser
Arbeit wurden hydrophile DNA-Nanogele hergestellt, um den
Komplexierungsprozess als eine biomimetische Reinigungs-
methode zu nutzen. Der Ansatz ist dabei nicht auf die Ad-
sorption an der Nanogeloberfliche beschrinkt, sondern beruht
auf der Wechselwirkung zwischen PAHs mit der gesamten
Netzwerkstruktur der mit Wasser gequollenen Hydrogelnetz-
werke. Die Aufnahme von bis zu 720 ug PAH pro Gramm
DNA belegt eine Reinigungskapazitit von 1 mg DNA pro
Liter Wasser mit einer kritischen, potentiell krebsauslosenden
PAH-Konzentration von 600 ngL~". Aufgrund der kurzen
Diffusionswege erfolgt die schnelle Aufnahme von PAHs mit
einer 50 %igen Beladung nach 15 min. Daneben konnten
DNA-Nanogele fiir die allgemeine Entgiftung von Trinkwasser
hilfreich sein, da die meisten bekannten Molekiile, die starke
Wechselwirkungen mit DNA zeigen, Mutagene sind.

-rrotz ihrer hydrophoben Eigenschaften sind PAHs zu einem
gewissen Maf} in Wasser 16slich und kénnen etwa im Ober-
flaichenwasser als einer Trinkwasserquelle in Konzentrationen
bis zu 830 ngL~! nachgewiesen werden.['! PAHs werden zu
Epoxiden metabolisiert,”! die zwischen die Nukleotid-Basen
interkalieren und dann kovalent gebunden werden. Dies fiihrt
zu einer allgemeinen Fehlkodierung,®* und eine Reihe von
Krebsarten wird direkt mit der Bildung von PAH-DNA-Ad-
dukten in Verbindung gebracht.””) Dementsprechend erhoht
eine langzeitige PAH-Exposition das Risiko fiir Lungenkrebs
beim Menschen® mit einer kritischen Konzentration im
Trinkwasser von 600 ngL."".") Bis heute existieren verschie-
dene Reinigungskonzepte fiir PAHs (Tabelle S1 in den Hin-
tergrundinformationen), beispielsweise unter Verwendung
von Cyclophanen,!” Cyclodextrinen,'!! Butyl-Elastomeren!*!
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und neuerdings auch photoschaltbaren, wasserloslichen Na-
nopartikeln, die nach Bestrahlung mit PAH aggregieren.!"”
Die Ansidtze nutzen vorzugsweise die Grenzflachenadsorpti-
on von PAHs an hydrophoben Materialien.

Initial erfolgt die PAH-Interkalation in DNA tiiber phy-
sikalische Wechselwirkungen der planaren PAH-Molekiile in
den hydrophoben Zwischenrdumen der benachbarten Ba-
senpaare der DNA-Stringe.'*'* Diese Anbindung ist gene-
risch und funktioniert besser fiir DNA als etwa fiir Cyclo-
dextrine.'”’ Daneben konnte kiirzlich gezeigt werden, dass
DNA auch eine ganze Reihe anderer, hydrophober aroma-
tischer Molekiile binden kann.!"®!

Chemisch vernetzte DNA-Hydrogele stellen eine inter-
essante neue Materialklasse dar,*!! deren Anwendung etwa
als Wirkstofftransportsysteme kiirzlich gezeigt werden
konnte.”>?! Im Gegensatz zur bisher verwendeten Grenz-
flaichenadsorption zur Abtrennung von PAHs bieten hoch-
gequollene DNA-Netzwerke den Vorteil, das mechanistisch
das gesamte Volumen des Gels fiir die Komplexierung von
PAHs zur Verfiigung steht. Speziell kolloidale Systeme er-
scheinen hierbei als vorteilhaft, da die Diffusionswege kurz
sind und so eine hohe Aufnahmekapazitit mit einer schnellen
Abtrennung verbunden werden kann. Die intrinsische Hy-
drophilie solcher Systeme wiirde zusétzlich die vollstdndige
Benetzung und Quellung mit wissrigen Losungen ermogli-
chen. Zudem sind DNA-basierte Materialien biokompatibel
und biologisch abbaubar.

In dieser Arbeit wurde von uns dieses bioinspirierte
Konzept der PAH-Abtrennung verfolgt. DNA-Nanogele
wurden aus doppel- (ds) und einstringigen (ss) DNA-Mole-
kiilen tiber die Technik der inversen Mikroemulsion herge-
stellt. Die chemische Vernetzung wurde durch das Diepoxid
Poly(ethylenoxid)diglycidylether (PEG-DGE) als Vernetzer
mit Zusatz von Tetramethylethylendiamin (TEMED) als
Katalysator (Abbildung 1) unter Variation der Konzentration
und Zusammensetzung erreicht (Tabelle S2). Nach Herstel-
lung und Waschen wurden die Nanogele zur Aufreinigung
gegen 4 mMm NaBr-Losung dialysiert, um die Konformation
der DNA-Strénge in den Nanogelen zu schiitzen. TEM- und
cryo-FE-REM-Untersuchungen (Abbildung 1b,c) zeigten die
sphirische Form der Gele ohne die Bildung von Agglome-
raten. UV/Vis-Messungen bei 260 nm (DNA-Absorptions-
bande) an Nanogel-Dispersionen im Vergleich zu DNA-LG-
sungen ergaben eine Ausbeute an DNA-beladenem Nanogel
im Bereich von 50-70 % . Die Messungen verdeutlichten auch
einen linearen Zusammenhang zwischen der Konzentration
der zur Herstellung der Nanogele verwendeten DNA-L6-
sungen und der DNA-Konzentration im Nanogel (Abbil-
dung 1d, Einschub).
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Abbildung 1. Syntheseweg und Charakterisierung von DNA-Nanogelen.
a) Schema der DNA-Nanogel-Herstellung tber eine inverse Mikro-
emulsion. b) Cryo-REM- und c) TEM-Bilder der DNA-Nanogele aus ds-
DNA-Molekiilen. d) UV/Vis-Spektren von ds-DNA-Nanogeldispersio-
nen bei ansteigender Nanogelkonzentration mit der zugehérigen Ab-
sorptionsdnderung bei 260 nm (Einschub).

DNA-Nanogele wurden mit hydrodynamischen Durch-
messern im Bereich von 150 nm bis 650 nm und Polydisper-
sitdtsindizes (PDI) von 0.2-0.5 erhalten, abhéngig von der
verwendeten Konzentration an DNA und Quervernetzer
(Abbildung S4). Eine Erhohung des PEG-DGE/DNA-Ver-
héltnisses fiihrte zur Abnahme der Grofie durch eine stérkere
Quervernetzung, wobei ab einer kritischen PEG-DGE-Kon-
zentration die GroBe der Nanogelpartikel konstant blieb.
Dieses Verhalten kann einem antagonistischen Effekt der
PEGDGE-TEMED-Paarbildung zugeordnet werden (eine
detaillierte Diskussion findet sich in den Hintergrundinfor-
mationen). Unterstiitzende Messungen des Zeta-Potentials
(Abbildung S3) sowie Untersuchungen zum Circulardichro-
ismus (CD) (Abbildung S4d) zeigen den Erhalt der nativen,
rechtshindigen B-Form der DNA-Doppelhelix in den ds-
DNA-Gelen. Dagegen fiihrt eine starke Quervernetzung der
Gele zur Konformationsdnderung der a-Helix zu einer Spi-
ralstruktur (Abbildung S4d, Einschub).

Die Kapazitit zur PAH-Abtrennung durch die DNA-
Nanogele wurde durch Auslagerung in Losungen von Phen-
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anthren, Anthracen, Coronen und Perylen mit anschlieen-
der fluoreszenzspektroskopischer Messung nach Filtration
bestimmt. Wenn nicht anders indiziert, wurden jeweils Na-
nogelproben mit der Kodierung dsDNA1-1 und ssDNA1-1 in
der Studie benutzt. Die initiale Konzentration von Phenan-
thren (0.871 pg/mL) wurde durch die ds-DNA-Nanogele auf
0.304 pg/mL und durch ss-DNA-Nanogele auf 0.451 pg/mL
nach 170 min Einwirkzeit reduziert (Abbildung2a). Die
Einbindung von Phenanthren in die ssDNA-Stringe kann
dabei auch auf die Wechselwirkung gestapelter, aromatischen
Ringsysteme mit den Nukleobasen sowie die partielle Inter-
kalation in ds-Bereiche im Gel zuriickgefiihrt werden (fiir
eine detaillierte Diskussion siehe die Hintergrundinforma-
tionen). Zeitaufgeloste Untersuchungen (Abbildung2b)
zeigten eine quantitative Sattigung innerhalb von Stunden.
Allerdings konnte bereits nach nur 15 min eine 50 %ige Be-
ladung der ds-DNA-Nanogele erreicht werden. Diese Er-
gebnisse konnten durch UV/Vis-Spektren (320 bis 380 nm) in
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Abbildung 2. PAH-Abtrennungseigenschaften der DNA-Nanogele.

a) Fluoreszenzspektren einer Phenanthrenlésung vor und nach Be-
handlung mit dsDNA- (dsDNA1-1) und ssDNA-Nanogelen (ssDNA1-
1) fir 170 min. b) Phenanthrenkonzentration nach Behandlung mit
dsDNA- und ssDNA-Nanogelen als Funktion der Zeit. c) Zeitaufgel6ste
UV/Vis-Spektren der ds-DNA-Nanogele nach Phenanthren-Exposition.
Alle 2 Minuten wurde jeweils ein Spektrum tber den gesamten Wellen-
langenbereich aufgenommen.

www.angewandte.de

An dte

Chemie

12399


http://www.angewandte.de

An dte

Chemie

GDCh

N L Zuschriften

12400 www.angewandte.de

destilliertem Wasser bei 25°C bestdtigt werden (Abbil-
dung 2c¢). Weiterhin zeigten unsere Daten, dass mit 1 mg
DNA-Nanogel 1 L Wasser mit einer potentiell krebsauslo-
senden, kritischen PAH-Konzentration von 600 ngL™" auf-
gereinigt werden konnte.”!

Die Effizienz der PAH-Abtrennung wurde auch mit An-
thracen, Coronen und Perylen anhand von Fluoreszenzmes-
sungen bei der jeweiligen Anregungs- und Emissionswellen-
lange tiberpriift. Abbildung 3 zeigt die Fluoreszenzspektren
von PAH-Losungen vor und nach 10-miniitiger Einwirkung
der DNA-Nanogele. Fiir alle PAH-Losungen zeigten die
Nanogele eine gute Aufreinigung bei gleichzeitig kurzer Re-
aktionsdauer. Die Sorptionskinetik von Phenanthren zu den
DNA-Striangen stimmt dabei gut mit einer Kinetik pseudo-
zweiter Ordnung tiberein (¢/q, versus t), mit jeweiligen Bin-
dungskonstanten (k,) zwischen 0.39-0.45 (gmg 'min") in
Abhingigkeit der DNA-Konformation in den Nanogelen
(Abbildung S6 und Tabelle S3). Der signifikante Abfall der
Fluoreszenz war fiir die Perylenlosungen nach 10-miniitiger
Einwirkung der DNA-Nanogele auch visuell zu beobachten
(Abbildung S5). Die vollstindige Entfernung des Phenanth-
rens wurde bei Erhohung der DNA-Nanogelkonzentration
auf das Doppelte erreicht (Abbildung S7).

CD-Spektren der ds- und ss-DNA-Nanogele (ds- bzw. ss-
DNA 1-1, siche Tabelle S2) mit bzw. ohne Gegenwart von
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Phenanthren wurden zur Untersuchung des Abtrennungs-
mechanismus aufgenommen (Abbildung 4). Das CD-Spek-
trum der DNA-Nanogele zeigte eine positive Bande bei
277 nm aufgrund der stapelartigen Anordung der Nukleoba-
sen (,,Basenstapelung“), was auf den Erhalt der nativen,
rechthdndigen B-Form der DNA schlie3en ldsst. Nach Zusatz
von Phenanthren steigt die Intensitit der positiven Bande bei
277 nm ohne Wellenldngenédnderung an, was durch eine Zu-
nahme der Basenstapelung erkldrt werden kann. Im Ver-
gleich zeigt reines Phenanthren einen positiven Peak geringer
Intensitét bei etwa 260 nm aufgrund der stapelartigen Aren-
anordnung, ohne dass sich die Peakintensitdt mit steigender
Konzentration erhoht (Abbildung S8). Die Ergebnisse stiit-
zen die These der Interkalation als zugrundeliegenden Me-
chanismus der PAH-Sorption durch DNA-Nanogele.
Zusammengefasst fiihrt diese Studie eine neue, bioinspi-
rierte und generische Strategie zur PAH-Abtrennung durch
DNA-Interkalation mithilfe hydrophiler DNA-Nanogele ein.
Im Gegensatz zu bereits bestehenden Strategien beruht unser
biomimetischer Ansatz auf einer volumenbasierten Wech-
selwirkung von PAHs und dem in Wasser gequollenen, na-
nogelbildenden Netzwerk. Dieser unspezifische, aber auch
allgemeingiiltige Prozess ist effizient und aufgrund der kurzen
Diffusionsstrecken in den Nanopartikeln schnell, mit dem
Vorteil, dass die verwendeten Nanogele hydrophil, biologisch
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Abbildung 3. Fluoreszenzspektren von PAHs in Konzentrationen von pgL™' vor und nach Behandlung mit DNA-Nanogelen fiir 10 min: a) Perylen:
1.0x 1072 um; b) Coronen: 4.6x10~* um; c) Anthracen: 2.5x 107" um; d) Phenanthren: 5.6 um.
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Abbildung 4. CD-Spektren von a) ds-DNA- und b) ss-DNA-Nanogelen
vor und nach Einwirkung von Phenanthren. Die Phenanthrenkonzen-
trationen sind: a) 1, 3 und 5 pm fuir die Auslagerung mit dsDNA-Na-
nogelen und b) 5 um fiir die Auslagerung mit ssDNA-Nanogelen. Das
untere Spektrum représentiert die reinen DNA-Nanogele vor der Inku-
bation mit Phenanthren.

abbaubar und zytokompatibel sind. Abseits der Anbindung
von PAHs haben kiirzlich erschienene Studien auch die
Moglichkeit zur Entfernung hydrophober Toxine durch DNA
vorgeschlagen, die aufgrund der Wechselwirkung mit DNA
normalerweise toxisch im Organismus wirken wiirden.'® Da
DNA in der natiirlichen Umgebung weitldufig existent ist und
auch aus Abfillen wie Fischmilch und den Gonaden von
Muscheln gewonnen werden kann, und da wir keinen domi-
nierenden Einfluss der Partikelgroe oder der Dispersitit fiir
Proben mit gleichem DNA Gehalt und Konformation ge-
funden haben (% ssDNA-Anteil), konnen die Partikel aus
billigen Rohstoffquellen mithilfe einfacher und technologisch
etablierter Prozesse gewonnen werden. DNA-Nanogele oder
DNA-Mikrogele konnten dementsprechend zukiinftig niitz-
lich sein, etwa als immobilisierende Matrix in Filtern oder
zwischen Membranen, wobei nicht nur die Entfernung von
PAHs, sondern ganz allgemein eine Aufreinigung von Trink-
wasser von genotoxischen Substanzen denkbar ist.
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