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DNA -gestiitzte Synthese in drei Dimensionen:
Einfiihrung eines micellaren Templats fiir
organische Reaktionen**

Fikri E. Alemdaroglu, Ke Ding, Riidiger Berger und
Andreas Herrmann*

Eine Vielzahl von organischen Reaktionen ldsst sich mitt-
lerweile in einem Nucleinsdure-Templat-gestiitzten Format
durchfiihren.™ Darauf aufbauend konnten bereits Anwen-
dungen realisiert werden, die die Detektion von Nucleinsiu-
ren,®1%M die sequenzspezifische Modifizierung von
DNA > das Screening von Bibliotheken synthetischer
Molekiile>!®! und die Entdeckung neuer Reaktionen
umfassen.'”! Diese Beispiele basieren auf drei Nucleinsiu-
rearchitekturen, dem A+ B+ A'B’-, dem A +BB’A’- und
dem A+ A’-Templat. A/B und A’/B’ bezeichnen komple-
mentdre Oligonucleotide (ODNs), ,,+“ zeigt unter-
schiedliche Molekiile an. Dieser Basissatz von Templaten
wurde durch die so genannten - und T-Architekturen
erginzt, die einen effizienten, DNA-gestiitzten Ablauf von
distanzabhingigen Reaktionen sowie von Transformationen
mit drei funktionellen Gruppen erméoglichen.™ AuBer diesen
einzelstrangigen (ss-)Templaten wurde auch die DNA-Dop-
pelhelix selbst als Reaktionsgeriist genutzt, in dem die grof3e
oder kleine Furche als Motiv fiir die Ausrichtung der Reak-
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tanten fungiert."”?! Sowohl die ss- als auch die doppel-
stringigen (ds-)Template reprisentieren eindimensionale
Objekte, wogegen die so genannten Y-formigen Template, die
die Kupplung von drei unterschiedlichen ODNs mit einem
Tris-Linker-Molekiil katalysieren, als zweidimensionales
Geriist betrachtet werden konnen.”"!

Hier wird eine neue Templatarchitektur prasentiert, die
die Durchfithrung DNA-gestiitzter organischer Reaktionen
in drei Dimensionen erméglicht. Das Templat besteht dabei
aus amphiphilen DNA-Blockcopolymermicellen mit einem
hydrophoben Kern und einer ssDNA-Schale. Anstatt durch
Watson-Crick-Basenpaarung wird die DNA der Korona
durch die Aggregation der hydrophoben Polymerblocke
ausgerichtet, sodass die DNA als Templat fiir organische
Reaktionen fungiert. Die ssDNA der Korona wird mit ODNs
hybridisiert, die mit unterschiedlichen Reaktanten funk-
tionalisiert sind. Abhéngig von der Funktionalisierung, ent-
weder des 5- oder des 3'-Endes, laufen organische Reak-
tionen sequenzspezifisch auf der Oberflache der Micellen (5)
oder an der hydrophob/hydrophilen Grenzflache (3") ab. Die
dreidimensionale Templatarchitektur ist fir die Weiter-
entwicklung Nucleinsdure-vermittelter Synthesen von grof3er
Bedeutung, da so moglicherweise DNA-gestiitzte Reaktionen
abgeschirmt von der wissrigen Umgebung durchgefiihrt
werden konnen.

In verdiinnter wéssriger Losung bilden Polyelektrolyt-
Blockcopolymere dreidimensionale sphérische Micellen, die
aus einer geladenen Korona und einem hydrophoben Kern
bestehen.” Solche Nanobehilter aus amphiphilen Blockco-
polymeren, in deren hydrophobem Innenbereich lipophile
Arzneistoffe eingelagert und spéter wieder freigesetzt werden
konnen, haben als Vehikel fiir den Wirkstofftransport
Bedeutung erlangt.” Kiirzlich wurden micellare Systeme
hergestellt, die aus einer ssDNA-Korona und Poly(D,L-
milchsidureglycolester) (PLGA) oder Polystyrol (PS) als
hydrophobem Kern bestehen.**?! Diese Micellen werden fiir
den Transport von Antisense-ODNsP! und fiir die selektive
Hybridisierung mit DNA-beschichteten Gold-Nanopartikeln
eingesetzt.””! Beide organischen Polymerblocke, PLGA und
PS, weisen relativ hohe Glasiibergangstemperaturen (7) auf
(T(PS)=90°C, T4(PLGS)=30°C). Dies verhindert das
spontane Losen in wissriger Losung®®! und schrinkt die
Untersuchung der micellaren Eigenschaften ein, da die
»eingefrorenen“ Micellen das thermodynamische Gleich-
gewicht nur schwer erreichen.’” In der hier vorgestellten
Studie wurden DNA-b-Polypropylenoxid(PPO)-Polymere
mit T(PPO) = —70°C hergestellt (Schema 1), um die ange-
sprochenen Hindernisse zu iiberwinden sowie um ein Poly-
mer Dbereitzustellen, das eine nachgewiesene Bio-
vertraglichkeit gegeniiber verschiedenen Zelltypen aufweist,
wenn es Bestandteil amphiphiler Blockcopolymermicellen
ist.”7

Angeregt durch die Synthesestrategie von Mirkin und
Mitarbeitern™! wurden Hydroxy-terminierte PPOs 1 mit
Phosphoramiditchlorid 2 zur Reaktion gebracht, um die ent-
sprechenden Phosphoramidit-funktionalisierten PPO-Deri-
vate 3 zu erhalten. Diese aktivierten PPOs 3 wurden
anschlieSend mithilfe eines DN A-Synthesizers an das 5'-Ende
des ODN 4 (22 mer, Sequenz: 5-CCTCGCTCTGCTA-
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Schema 1. Synthese der unterschiedlich hochmolekularen DNA-b-PPOs
5a und 5b. B(prot.) = geschiitzte Nucleobase, R=CH;(CH,);0.

ATCCTGTTA-3") auf der festen Phase gekniipft. Nach
Abspaltung vom Trégermaterial, Entfernen der Schutz-
gruppen und Reinigung durch Polyacrylamid-Gelelek-
trophorese (PAGE) wurden die DNA-b-PPOs 5 erhalten. Die
Kupplungseffizienz der grofSen Polymerblocke war bemer-
kenswert hoch: Die Ausbeuten lagen bei 41 und 32 % fiir
PPO-Polymere mit Molekulargewichten von 1000 bzw.
6800 gmol~!. Die Verwendung eines DNA-Synthesizers ist
einer Pfropfung (grafting onto) in Losung?! oder einer
manuellen Kupplung®®! iiberlegen, da die Automatisierung
eine hohe Reproduzierbarkeit und eine effiziente Exposition
des Phosphoramidit-Polymers an der festen Phase garantiert.

Fiir Polyelektrolyt-Blockcopolymere ist bekannt, dass die
Polyelektrolytketten in der Korona der Micelle hoch geord-
net und nahezu komplett gestreckt vorliegen,” weshalb
angenommen wurde, dass diese bio-organischen Nanoparti-
kel als supramolekulares Geriist fiir DNA-gestiitzte Reak-
tionen fungieren konnten. Zunéchst wurden Reaktionen auf
der Oberfldche der Micellen untersucht (Schema 2a). DNA-
b-PPO 5b wurde in einer Pufferlosung gelost und mit dqui-
molaren Mengen des ODN (22 mer, Sequenz: 5-TAA-
CAGGATTAGCAGAGCGAGG-3') hybridisiert, das mit
verschiedenen Reaktanten am 5'-Ende ausgestattet war. Als
funktionelle Gruppen wurden dabei Sulfanyl-, Amino-, Car-
bonsdure- und Maleinimidgruppen gewidhlt. Mit diesen
Reaktanten wurden drei unterschiedliche Reaktionen
durchgefiihrt (Schema 3).

Zuerst wurde eine trimolekulare Reaktion zwischen
einem ss-Thiol, einem ss-Amin und freiem Phthalaldehyd
durchgefiihrt, um ein fluoreszentes Isoindol®*! auf der
Micelloberfliche zu generieren. Das gewiinschte Produkt

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Schema 2. DNA-gestiitzte Synthese unter Verwendung von DNA-Block-
copolymeren. Die Micellen, die sich aus dieser Polymerarchitektur
bilden, bestehen aus einem hydrophoben Kern und einer Schale aus
DNA. Einzelstrangige Micellen kénnen mit Oligonucleotiden hybridi-
siert werden, die mit Reaktanten (hellgraue und dunkelgraue Kugeln)
am 5'- und 3’-Ende ausgestattet sind. Die anschlieRende chemische
Reaktion (Balken: gebildete Bindung) findet auf der Oberfliche der
Micelle (a) bzw. an der hydrophob/hydrophilen Grenzfliche (b) statt.

0 5-ODN
a)  ODN-SH + ODN-NH, + ©¢H — ©i<N—oDN
H I~
o 41 % (83 %)
EDC, o
Sulfo-NHS ;
b) ODN-COOH + ODN-NH, L»ODN*I}I*(E*ODN
H
72 % (61 %)
0 o
c) oDN-N || + ODN-SH —— ODN-N
_ODN
s
o o

74 % (59 %)

Schema 3. DNA-gestiitzte Reaktionen, die entweder auf der Oberfliche
oder im Inneren von DNA-Blockcopolymermicellen ablaufen: a) Iso-
indolbildung, b) Amidbindungskniipfung und c) Michael-Addition. Die
Zahlen in Klammern zeigen die Ausbeuten an, die bei Reaktion inner-
halb der Micellen erreicht wurden. EDC = 1-[3-(Dimethylamino) propyl]-
3-ethylcarbodiimid, Sulfo-NHS = N-Hydroxysulfosuccinimid.

wurde durch PAGE (Abbildung 1a, Bande 1) und Fluores-
zenzmessungen (charakteristische Emissionsmaxima bei 440
und 460 nm) nachgewiesen. Diese neue, fluorogene DNA-
gestiitzte Reaktion erwies sich als hochst probates Mittel zur
Optimierung von Reaktionsbedingungen und zur Verfolgung
der Kontrollreaktionen, die zum Nachweis der Eignung und
Effizienz der Methode erforderlich waren. In den Kontroll-
experimenten wurde dhnlich verfahren wie oben beschrieben,
allerdings mit den in der Legende von Abbildung 1 auf-
gefilhrten Anderungen. Fiir all diese Kontrollreaktionen
konnte kein Fluoreszenzsignal und keine dem Reaktions-
produkt im Gel entsprechende Bande detektiert werden.
Diese Ergebnisse demonstrieren eindrucksvoll die Leis-
tungsfahigkeit des micellaren Templats. Durch die Hybridi-
sierung der Reaktanten in den DNA-Blockcopolymermi-
cellen werden die Molaritdten der Reaktionspartner erhoht,
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Abbildung 1. Analyse der DNA-gestiitzten Isoindolbildung unter Ver-
wendung des micellaren Templats durch PAGE: a) an der Oberfliche
der Micellen und b) an der Grenzfliche zwischen biologischem und
organischem Polymersegment. Bande 1 tritt bei vollstandig passenden
Reaktionsbedingungen auf, aus denen Produktbildung resultiert. Die
Produktbande hat eine geringere elektrophoretische Beweglichkeit.
Banden 2-9 resultieren aus Kontrollexperimenten mit modifizierten
Reaktionsbedingungen. Banden 2/3: Verwendung komplementirer
Sequenzen in Bezug auf das Templat, aber ohne terminale Amino-
bzw. Sulfanylgruppen; Banden 4/5: Verwendung nicht komplementérer
ODNs in Bezug auf das Templat mit Amino- und Sulfanylgruppen;
Bande 6: Reaktion ohne Phthalaldehyd; Bande 7: Reaktion ohne Micel-
len; Bande 8: Umwandlung mit der Templatsequenz, aber ohne PPO-
Verkniipfung; Bande 9: Verwendung des DNA-Blockcopolymers 5b als
Templat unterhalb der kritischen Micellbildungskonzentration.

wodurch die chemische Umwandlung beschleunigt wird.
Interessanterweise war die Ausbeute fiir die Bildung des
Fluorophors auf dem micellaren Geriist mit 41 % hoher, als
wenn das A+B+ A'B’-, das A+BB’A’- und das A+ A’-
Templat fiir die gleiche Reaktion verwendet wurden (siche
Hintergrundinformationen).

Als zweite DNA-b-PPO-Micellen-vermittelte Umwand-
lung wurde die Bildung einer Amidbindung auf der Ober-
fliche der Micellen untersucht. Dazu wurde das drei-
dimensionale Templat mit carboxy- und aminofunk-
tionalisierten ODNs hybridisiert, und es wurden sowohl EDC
als auch Sulfo-NHS als Aktivierungsreagentien zugegeben.
Die Ausbeute in Bezug auf die gebildete Peptidbindung
betrug 72 %. Dies ist vergleichbar mit Befunden zur Amid-
bildung unter Verwendung eines A + A’-Templats, die von
Liu et al. erhalten wurden.”

Zuletzt wurde eine Michael-Addition mit einem thiol-
und einem maleinimidmodifizierten ODN durchgefiihrt, um
so die allgemeine Anwendbarkeit des DNA-Blockcopolymer-
Templats fiir sequenzspezifische Reaktionen an der Ober-
fliche zu belegen. Die hohe Ausbeute fiir diese Reaktion
(74 %) war wiederum vergleichbar mit Befunden, die zuvor
mit A+BB'A’- und A+ A’-Templaten erhalten worden
waren.! Fiir die Amidbindung und die Michael-Addition
wurden die gleichen Kontrollexperimente durchgefiihrt wie
fir die fluorogene Reaktion, und auch hier wurde keine
Produktbildung festgestellt, was durch PAGE bestétigt wurde
(siehe Hintergrundinformationen).

In einer weiteren Reihe von Experimenten wurden
Reaktionen an der Nahtstelle des hydrophoben Kerns und
der hydrophilen Korona untersucht, wobei die gleichen
Reaktionen wie oben Verwendung fanden. Fiir diese Expe-
rimente war eine einfache Modifizierung hin zu 3'-modifi-
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zierten ODNs erforderlich (Schema 2b). Nach Hybridisie-
rung der Micellen mit den entsprechend funktionalisierten
ODNs wurden auch hier die Isoindolbildung (Abbildung-
enlb und 2), die Kniipfung der Amidbindung und die
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Abbildung 2. Fluoreszenzspektroskopische Analyse der Isoindolbildung
an der hydrophob/hydrophilen Grenzfliche der Micellen. Ein Fluores-
zenzsignal wurde nur unter vollstindig passenden Reaktions-
bedingungen erhalten (1), die Kontrollexperimente 2-9 (Bedingungen
siehe Legende zu Abbildung 1) ergaben dagegen niedrige Emissions-
intensititen. Die Anregungswellenlidnge betrug 350 nm.

Michael-Addition mithilfe von Fluoreszenz und/oder PAGE
detektiert. Die Reaktionen liefen mit Ausbeuten von 83, 61
bzw. 59 % sequenzselektiv ab, was durch Vergleiche mit ent-
sprechenden Kontrollexperimenten demonstriert wurde. Es
ist bemerkenswert, dass sich das Isoindol an der hydrophob/
hydrophilen Grenzflache effizienter bildet als auf der Micel-
loberflache. Eine Erkldrung dafiir ist, dass sich der Phthal-
aldehyd innerhalb des hydrophoben Kerns anreichert.

Die effiziente Katalyse DNA-vermittelter organischer
Reaktionen durch das DNA-Blockcopolymer 5b veranlasste
uns, die Struktureigenschaften dieser Micellen ndher zu
beleuchten. Micellen von 5b mit einer ssDNA-Korona hatten
einen Durchmesser von (11.3 £2) nm, wie durch dynamische
Lichtstreuung (DLS) detektiert wurde. Um zu untersuchen,
ob die Hybridisierung und die Bildung der chemischen Bin-
dungen die Struktureigenschaften der Micellen beeinflussen,
wurden diese mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM) vor und
nach der Amidbindungskniipfung visualisiert. Die AFM-
Aufnahme vor der DNA-gestiitzten Reaktion zeigt sphé-
rische Micellen, die im Soft-Tapping-Modus im Reaktions-
puffer auf einer Glimmeroberflache sichtbar gemacht wurden
(Abbildung 3a). Die Untersuchung der Micellen mittels
AFM nach Zugabe der Aktivierungsreagentien resultierte in
sehr dhnlichen Abbildungen (Daten nicht gezeigt). Ebenso
wurden Histogramme der Hohenverteilung vor und nach der
Reaktion ausgewertet (Abbildung 3b und c). Die Hohe der
Micellen variierte von 6 bis 18 nm, mit einer Durchschnitts-
hohe von (10.4+1.8)nm vor der Reaktion und (11.0+
2.0) nm nach der Bildung der Amidbindung. Es wurden also
keine signifikanten Anderungen in der Hohenverteilung
wegen der chemischen Reaktion detektiert. Dies bedeutet,
dass die Bildung von chemischen Bindungen die Struktur-
eigenschaften der Micellen nur sehr wenig beeinflusst. Eine
detaillierte Studie dariiber, wie die Struktureigenschaften von
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Abbildung 3. Untersuchung der Struktureigenschaften der DNA-Block-
copolymermicellen durch Rasterkraftmikroskopie: a) AFM-topogra-
phisches Bild von doppelstringigen Micellen aus 5b, hybridisiert mit
amino- und carboxymodifizierten ODNs, vor der Bildung der Amidbin-
dung. Die Hohe wird durch eine Farbskala auf der linken Seite ange-
zeigt. Die z-Skala in diesem Bild betragt 30 nm. Die Héhe h der Micel-
len wurde in Histogrammen vor (b) und nach (c) der chemischen
Reaktion bestimmt.

DNA-Blockcopolymermicellen durch molekulare Parameter
(z.B. Polymerisationsgrad der einzelnen Segmente, Block-
lingenverhéltnisse) und durch Hybridisierung mit unter-
schiedlichen Sequenzen beeinflusst werden, wird Thema
zukiinftiger Studien sein.

Vernetzungsreaktionen innerhalb von Micellen, entweder
in der KoronaP4 oder im Kern,”” sind bekannt und
werden hauptsichlich genutzt, um die sphérische Micell-
struktur zu stabilisieren. Nachteilig bei konventionellen Ver-
netzungsstellen ist, dass sie wihrend der Synthese von
Blockcopolymeren eingebaut werden miissen und die
anschlieBende Umwandlung normalerweise nicht sehr defi-
niert ablduft. Der hier beschriebene Ansatz bietet eine
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Alternative zu diesen Verfahren und ist ein signifikanter
Fortschritt hinsichtlich der chemischen Reaktionen, die sich
in Micellen durchfiihren lassen. Aggregate von amphiphilen
DNA-Blockcopolymeren sind eine neue, hoch modulare
Plattform aus programmierbaren Objekten, die die nach-
tragliche Funktionalisierung von Micellen mit nahezu allen
funktionellen Gruppen iiber eine DNA-Hybridisierung sowie
die Durchfithrung chemischer Reaktionen innerhalb vor-
bestimmter submicellarer Kompartimente erméglicht.

Hier wurde ein bisher unbekannter Typ von DNA-
Blockcopolymeren vorgestellt, der iiber eine neue Syn-
thesevariante synthetisiert wurde. Das amphiphile, bio-orga-
nische Hybridmaterial wurde voll automatisiert in einem
einzigen Prozess mithilfe eines DNA-Synthesizers in hohen
Ausbeuten hergestellt. In wéssriger Losung bilden die DNA-
b-PPO-Polymere sphérische Micellen mit einen hydrophoben
Kern und einer ssDNA-Polyelektrolytschale, wie durch
Lichtstreuung und AFM gefunden wurde. Es wurde zum
ersten Mal gezeigt, dass chemische Reaktionen in einer per-
fekt kontrollierbaren und programmierbaren Weise innerhalb
des Micellvolumens durchgefiihrt werden konnen.

Die DNA-Striange innerhalb der Korona wurden durch
hydrophobe Wechselwirkungen der organischen Poly-
mersegmente so organisiert, dass verschiedene DNA-ver-
mittelte organische Reaktionen sequenzspezifisch entweder
an der Micelloberfliche oder an der Grenzfliche zwischen
biologischem und organischem Polymerblock ablaufen. Die
Reaktionsausbeuten waren mit den micellaren Templaten
mindestens ebenso hoch wie mit herkommlichen Templatar-
chitekturen. Ferner konnen hydrophobe Reaktanten auch im
Micellkern akkumulieren, was hohere Ausbeuten als mit
konventionellen Templaten ermoglicht. SchlieSlich wurde
mithilfe einer neuartigen, fluorogenen, DNA-gestiitzten
Reaktion die Produktbildung durch Fluores-
zenzspektroskopie detektiert, was die leichte Optimierung
von Reaktionsbedingungen fiir neue Templatarchitekturen
ermoglicht.

In Zukunft soll die Anwendung der fluorogenen Reak-
tionen fiir die DNA-Detektion {iiberpriift werden, insbe-
sondere im Hinblick auf die Identifizierung von
Einzelnucleotidpolymorphismen. Das micellare Templat wird
weiterhin auf seine Eignung untersucht, innerhalb der
hydrophoben Umgebung des Kerns DNA-gestiitzte Reak-
tionen ablaufen zu lassen, die in wissrigem Medium nicht
moglich sind. Auch bieten sich DNA-Blockcopolymermi-
cellen fiir die Durchfiihrung von Synthesen in lebenden
Zellen an, da die Reaktionen dann abgeschirmt von der zel-
luldiren Umgebung stattfinden konnten.

Experimentelles
Details zur Synthese von Phosphoramidit-funktionalisierten Poly-
meren, DNA-PPO-Diblockcopolymeren und den entsprechenden
Micellen finden sich in den Hintergrundinformationen.
DNA-gestiitzte Synthesen: Die DNA-PPO-Diblockcopoly-
mermicellen aus Sb wurden mit dquimolaren Mengen der Reak-
tanten-funktionalisierten ODNs gemischt. Die funktionellen Grup-
pen wurden auf ein Verhéltnis von 1:1 eingestellt. Im Falle der Iso-
indolbildung wurde der Phthalaldehyd in doppeltem Uberschuss
eingesetzt. Konzentrationen des micellaren Templats betrugen 250-
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550 nm in einem Reaktionspuffer, der 80 mm 3-(N-Morpholino)-
propansulfonsdure (MOPS; pH 7.5) und 100-500 mm NaCl enthielt.
Die folgenden Sequenzen wurden verwendet und sind in 5'-3'-Rich-
tung angegeben: Sb: CCTCGCTCTGCTAATCCTGTTA, komple-
mentire Reaktanten: TAACAGGATTAGCAGAGCGAGG, nicht
komplementidre Reaktanten: GCAGATTCTTGGAACTATGCTT
und AAAACACAGTGACGGCCTAGCC.

Die Reaktionen wurden durch PAGE unter denaturierenden
Bedingungen und anschlieBendes Anfdarben mit Ethidiumbromid
oder SYBR-Safe (Molecular Probes) analysiert. Die Ausbeuten
wurden durch eine CCD-basierte (CCD =ladungsgekoppeltes Bau-
teil) densiometrische Bestimmung der Produkt- und Templatbande
quantifiziert. Fiir die Isoindolbildung wurden als zusétzlicher Struk-
turbeweis Fluoreszenzspektren des Produktes auf einem Fluores-
zenz-Plate-Reader (SpectraMax M2, Molecular Devices) auf-
genommen.
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Stichworter: Biologisch-organische Hybridmaterialien -
Blockcopolymere - DNA - Nanostrukturen - Selbstorganisation
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