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Auf biochemischem Wege lassen sich prézise dimensionier-
te Molekiilstrukturen von 1 nm bis 10 cm Lénge erhalten.
Dagegen ist die Synthese exakt definierter kiinstlicher
Molekiilarchitekturen, die grofler als 25 nm sind, wegen der
eingeschrankten Loslichkeit, des unzureichenden Material-
durchsatzes und der Schwierigkeiten bei der Charaktersie-
rung oft nicht erreichbar.l'l Angesichts steigender Anforde-
rungen von seiten der Nanotechnologie konnten Synthesen
auf Selbstorganisationsstrategien zuriickgreifen, bei denen
natiirliche Geriiste als Schablonen fiir den Aufbau syntheti-
scher Nanostrukturen genutzt werden.”l DNA ist als ein
Geriist auf molekularer Ebene besonders geeignet wegen
ihrer reguldren Struktur, ihrer Féahigkeit, sich reversibel durch
H-Briicken zu organisieren, und da es recht leicht ist,
Materialen mit Partikelgrofen deutlich oberhalb von 25 nm
zu erhalten. Die meisten Arbeiten iiber DNA-Selbstorganisa-
tion haben sich bisher auf Duplex-Wechselwirkungen zwi-
schen komplementiren DNA-Stringen, auf die kovalente
Ankniipfung synthetischer Einheiten an spezifische Nucleo-
tide oder auf Intercalationsstrategien konzentriert. Es gibt
nur wenige Studien zum Aufbau von Materialien durch
elektrostatische Wechselwirkungen mit den Phosphatgruppen
des DNA-Riickgrates.’! Unser Ziel war es, iiber diese negativ
geladenen Gruppen kationische Molekiile entlang der Au-
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Benseite einer DNA-Schablone moglichst in einem Schritt zu
organisieren. Die Analyse groBler, nanostrukturierter Mate-
rialien ist oft miihselig. Eine bemerkenswerte Ausnahme
bilden Kohlenstoff-Nanorohren, bei denen durch Transmis-
sions-Elektronenmikroskopie (TEM) kontrastreiche Abbil-
dungen erhalten werden konnen, und zwar ohne Schwer-
metall-Beschichtung oder Anfirbung (wodurch die Auflo-
sung deutlich verringert wiirde).[! Aus diesem Grund wurden
Fulleren-DerivateP’! als DNA-komplexierenden Agentien ge-
wihlt. Wir berichten hier iiber einen neuen und einfachen
Zugang zu aus DNA/Fulleren-Hybriden aufgebauten Nano-
strukturen, die unmittelbar durch TEM untersucht werden
konnen.

Fiir die Komplexierung mit DNA wurde Cq-N,N-Dime-
thylpyrrolidinium-iodid 1 synthetisiert (Schema 1).[! Molecu-

Schema 1. Die Komplexierung der DNA gelingt durch Kationenaustausch
von 1 mit der DNA.

lar-Modeling-Rechnungen ergaben, daf3 die Komplexierung
von 1’ (das iodfreie Fulleren) an aufeinanderfolgende Phos-
phatreste eines DNA-Riickgrates sterisch erlaubt ist (Abb. 1)
und daf} die Dicke des Doppelstrang-DNA/1’-Komplexes bei
5—-6 nm liegt. DNA/1’-Komplexe wurden durch Mischen der
DNA-Losung mit einer Losung von 1 in Dimethylsulfoxid
erhalten. Die DNA/Fulleren-Nanoarchitekturen konnten tat-
sachlich in einfacher Weise durch TEM und ohne Schwer-
metall erhalten werden. Abbildung 2 zeigt eine Aufnahme mit
hervorragendem Kontrast zwischen der komplexierten DNA
und dem vom Kohlenstoffilm hervorgerufenen Hintergrund.

Anfinglich gelang es uns wegen des betrédchtlichen Um-
fangs an Aggregation (und moglicher Superspiralisierung)
nicht, Langen und Durchmesser der einzelnen Plasmide zu
messen. Wir vermuteten, dafl die erhohte Aggregation teil-
weise von van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den
hydrophoben Teilen der Fullerene herriihrte, die zur Wirkung
kamen, sobald die Komplexe auf Wasser gegeben wurden.
Wir untersuchten daraufhin eine Reihe von Tensiden hin-
sichtlich ihrer Fahigkeit, die anziehenden Wechselwirkungen
der Fullerene in den DNA/I’-Komplexen abzuschwichen.
Dabei wurden Tenside gewihlt, die keinen Kation-Austausch
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Abb. 1. Blick auf ein Kalottenmodell des Duplex-CG-Hexamers der DNA
im Komplex mit 1’ entlang der Helixachse. Die Molecular-Modeling-
Rechnungen wurden auf einem Silicon-Graphics-Power-Indigo2-Rechner
mit dem Programm MacroModel 4.5 sowohl fiir die Darstellung der
Struktur als auch fiir die Energieminimierung durchgefiihrt. Die Energie-
minimimierungen wurden mit dem MM2*-Kraftfeld (1, DNA/1’-Komplex)
und mit dem AMBER#*-Kraftfeld (Oligonucleotide) durchgefiihrt. Alle
Energien wurden iiber eine groBle Zahl von Iterationsschritten bis zur
Konvergenz an lokalen Minima, die den Energien der Ausgangsverbin-
dungen am nichsten lagen, minimiert.

Abb. 2. Die Plasmid-DNA-Losung (¢X174 RFII, ein verbreiteter Elek-
tronenmikroskopie-Standard, zuvor entspiralisiertes Plasmid, 5386 Basen-
paare (bp), 10 pygmL~!, 10mm Tris(hydroxymethyl)aminomethan(Tris)-
HCI, pH8.5) wurde mit Cg-N,N-Dimethylpyrrolidinium-iodid-Losung
(5mm in Dimethylsulfoxid, 150 Aquiv. 1 pro Base) durch vorsichtiges
Schiitteln gemischt. Nach 4 h wurden 10 L. der DNA/1’-Komplex-Losung
auf einen Objekttrager gegeben, der sich in einer Petrischale mit de-
stilliertem Wasser befand, worauthin sich die Losung auf der Wasserober-
flache verteilte. Ein Kohlenstoffilm-beschichtetes TEM-Trédgernetz wurde
dann streifend tiber das Wasser gefiihrt und die DNA/1’-Komplexe so
absorbiert. Das Tragernetz wurde mit Filterpapier trocken getupft, 1 h bei
30°C im Vakuum getrocknet und mit einem Hitachi-H-8000-Elektronen-
mikroskop bei 100 keV Beschleunigungsspannung abgebildet.
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mit den DNA/1’-Komplexen eingehen wiirden, beispielsweise
anionische, neutrale oder zwitterionische Tenside. Die Ten-
side wurden zuerst auf die Wasseroberfliche aufgetragen.
Dann wurden 10 pL einer DNA/1’-Komplex-Losung zugege-
ben. Das neutrale Tensid Tween 207 (ein trihydroxy-termi-
nierter Oligoether) verursachte keine Anderung der zuvor
beobachteten Struktur der DNA/1'-Komplexe im TEM-Bild;
diese blieben also demgemil stark aggregiert. Mit Coco-
Betain ((Me;SiO),MeSiO(CH,CH,0),H) lagen die DNA/T'-
Komplexe voneinander getrennt vor, blieben aber jeweils
kondensiert (verkndult) und stark superspiralisiert. Die
besten Ergebnisse wurden mit Zonyl (CF;(CF,);CO,Na),
Admox 12 (CH;3(CH,);;N(CH;),0) und  Admox 14

(CH;(CH,)3N(CH;),0) erhalten. Jedes dieser Tenside fiihrte
zu getrennt vorliegenden Komplexen. Anstatt vollig aggre-
giert zu sein (wie in Abb. 2), blieben die Komplexe in einer
kondensierten (und damit kompakten) Form, in der die
Plasmide stark verkndult sind (Abb. 3). Interessanterweise
lagen die gemessenen Strangdicken der in Abbildung 3
gezeigten Plasmide zwischen 15 -30 nm. Wihrend die Durch-

Abb. 3. Abbildung der verkndulten Plasmid-DNA (die auch fiir Abb.2
benutzt wurde). Die daneben auftretenden Gebilde konnten Salze wie
Tensid-Aggregate mit 1 oder Tris-HCI sein.

messer der DNA/I’-Ringe in Abbildung 3 zwischen 100-
150 nm variierten, sollten die Durchmesser der zuvor entspi-
ralisierten Plasmid-DNA ohne Verkndulung 580 nm betra-
gen;®l der gemessene Durchmesser deutet mit 1/4—1/6 des
erwarteten Wertes auf eine deutlich kompaktere Struktur.
Bakterielle DNA enthilt keine Histone, und darum ist dieser
verknidulte Zustand bemerkenswert, denn er erinnert an die
durch Histone hervorgerufene DNA-Packung in Chromatin,
in dem das Solenid einen typischen Durchmesser von 30 nm
aufweist.’l Der gleiche Effekt trat auf, als lineare DNA/1-
Komplexe den Tensiden ausgesetzt wurden; wiederum lag ein
verkniulter linearer Kompex vor (Abb. 4). Die Linge des
linearen DNA/1’-Komplexes wurde zu ca. 0.88 pm bestimmt,
seine erwartete Liange liegt bei 1.93 um. Die Verknéulung ist
wahrscheinlich eine Folge intramolekularer Anziehungskraf-
te zwischen den Fullereneinheiten. Vermutlich 146t das Tensid
gut voneinander getrennte DNA/1’-Strukturen auf Wasser zu,
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100 nm

Abb. 4. Abbildung der verkniulten Plasmid-DNA (5686 bp, Linge der B-
DNA 1.93 pm), die in Gegenwart von Admox 14 (10 um) aufgetragen
wurde.

weshalb iiberwiegend die nichtaggregierte Verbindung vor-
handen ist.

In Kontrollexperimenten war es uns nicht moglich, Mi-
schungen der DNA mit Tensiden ohne 1 abzubilden. Die
Tenside komplexieren die DNA also entweder nicht, oder sie
verfiigen iiber keine ausreichende FElektronendichte, um
durch TEM abgebildet zu werden. Auch der Einsatz von 1
(oder 1 und Tensid) ohne DNA fiihrte nicht zum kontrol-
lierten Aufbau von Nanostrukturen.

Obwohl die Komplexierung aller Phosphatgruppen sterisch
erlaubt ist (siche oben), konnte der tatsidchliche Substitu-
tionsgrad nicht bestimmt werden. Eine erschopfende Substi-
tution erscheint unwahrscheinlich, aber die erhebliche Ver-
kndulung sorgt fiir eine ausreichende Fulleren-Dichte, um die
Struktur im Detail abbilden zu kénnen.

Mit einem von Ferrocen abgeleiteten Ammoniumsalz!'”]
statt 1 erhdlt man einen schlechteren Bildkontrast als bei
den DNA/T’-Komplexen. Die Fullerenderivate waren den
Ferrocensalzen somit trotz des Fehlens von Metallatomen als
Kontrastmittel iiberlegen.

DNA kann als Templat fiir die Organisation von Fulleren-
Materialien durch elektrostatische Wechselwirkungen mit
den Phosphatresten des DNA-Riickgrates genutzt werden.
Da die erschopfende Substitution aller Phosphatgruppen
nicht verifiziert werden konnte, ist die genaue Struktur der
hier beschriebenen DNA/Fulleren-Komplexe nicht gesichert.
Jedoch bietet diese Methode einen schnellen einstufigen
Zugang zu Hybrid-Nanoarchitekturen in Grofenbereichen,

die mit traditionellen Synthesemethoden nicht erreichbar
sind; diese und analoge Wege iiber DNA-Template sind also
enorm niitzlich. Durch die Komplexierung anderer kationi-
scher Verbindungen mit Fullereneinheiten, die fiir den
notwendigen Bildkontrast in der TEM-Analyse sorgen,
sollten ebenfalls wohlgeordnete Nanostrukturen erhalten
werden konnen. Durch intramolekulare Vernetzung der
Fullerene entlang des DNA-Riickgrates sollten starrere Poly-
fullerene zugénglich sein.

Eingegangen am 10. November 1997,
verdnderte Fassung am 12. Februar 1998 [Z11137]
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