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DNA -Polymer-Nanostrukturen durch RAFT-Polymerisation und
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Abstract: Wir prisentieren hier eine neuartige Plattformtech-
nologie fiir die Herstellung von DNA-Polymer-Nanostruktu-
ren mit verschiedenen Formen, indem wir uns die Methode der
polymerisationsinduzierten Selbstassemblierung (PISA) fiir
die Polymerisation einzelstringiger DNA (ssDNA) zunutze
machen. Es wurde ein Grafting-from-Verfahren fiir die ther-
mische RAFT-Polymerisation von ssDNA unter Umgebungs-
bedingungen entwickelt und fiir die Synthese von funktionalen
DNA-Blockcopolymeren sowie von DNA-Diblockcopolyme-
ren verwendet, die von Acrylaten und Acrylamiden abgeleitet
wurden. Mit diesem Verfahren konnte PISA fiir die Herstel-
lung von isotropen und anisotropen DNA-Polymer-Nano-
strukturen angewendet werden, indem die Kettenlinge des
Polymerblocks variiert wurde. Die resultierenden Nanostruk-
turen wurden ferner mit einer komplementiren ssDNA funk-
tionalisiert, die mit einem Farbstoff markiert war. PISA bietet
damit eine effiziente Route zur Herstellung intrinsisch funk-
tionaler DNA-Polymer-Nanostrukturen.

Die Polymerisation direkt ausgehend von Biomolekiilen
ermoglicht die Herstellung komplexer Biokonjugate mit an-
passbaren Polymerkettenlingen und -bestandteilen.!"! Diese
Polymerisationen miissen wegen der Gegenwart von Biomo-
lekiilen iiblicherweise unter wéssrigen und milden Bedin-
gungen erfolgen. Moderne radikalische Polymerisations-
techniken, die im letzten Jahrzehnt stark weiterentwickelt
wurden, erfiillen diese Anforderungen optimal.’! Die Poly-
merisation von Biomolekiilen wie Peptiden,m Proteinen,
DNA/RNAP! oder Zellen hat zur Herstellung verschie-
denster funktionaler Biomolekiil-Polymer-Konjugate gefiihrt,
die facheriibergreifend von Relevanz sind.”

Die Kombination von Oligonukleotiden mit syntheti-
schen Polymeren fiihrte zu einer Reihe von Hybridmateria-
lien mit attraktiven Eigenschaften, die sich z. B. als Sensoren®
oder Hydrogele fiir den Wirkstofftransport? eignen. Hierbei
haben die amphiphilen DNA-Blockcopolymere, bei denen
ein hydrophobes Polymer direkt an die DNA gebunden ist,
wegen ihres Selbstassemblierungsverhaltens grofle Auf-
merksamkeit erregt.'”! Derartige supramolekulare Struktu-
ren wurden fiir das Steuern von chemischen Reaktionen!
und den Wirkstofftransport™? untersucht. Des Weiteren er-
moglichte DNA-Origami die Herstellung komplexerer zwei-
und dreidimensionaler DNA-Nanostrukturen,!'™ die als
Template fiir die Organisation einzelner Polymerketten!™
oder fiir das kontrollierte Wachstum von Polymeren in defi-
nierten Mustern genutzt wurden.'”! Oft schrinkt jedoch die
unzureichende Konjugation der DNA an die synthetischen
Polymere ihr volles Potenzial ein.['¥!

Daher denken wir, dass ein Grafting-from-Ansatz nicht
nur die DNA-Polymer-Kupplung verbessern, sondern auch
den Zugang zu Nanostrukturen durch Nutzung der polyme-
risationsinduzierten Selbstassemblierung (PISA) ermogli-
chen wird."""! Die Durchfiihrung von PISA direkt an DNA
wurde bisher nicht beschrieben, da die Kombination von
DNA mit den fiir ein Polymerwachstum benétigten Polyme-
risationsbedingungen (sehr geringe Reaktionsvolumina, hohe
Ionenstiarken usw.) nur schwierig umsetzbar ist. Die Eigen-
schaften der DNA wiirden jedoch einzigartige Moglichkeiten
fiir PISA bieten, da der DNA-Block intrinsisch funktional ist
und durch Hybridisierung weiter funktionalisiert werden
kann. Die bevorzugte Polymerisationstechnik fiir PISA ist die
RAFT-Polymerisation. Die erste RAFT-Polymerisation von
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DNA in Losung konnte zwar durchgefiihrt werden, jedoch
war ihre Robustheit eingeschriankt, da sie bei sehr geringen
Volumina nach wie vor auf eine konventionelle Methode der
Entgasung zuriickgreifen musste.”” Wir verwenden hier
deshalb die enzymatische Entgasung, die sich in den letzten
Jahren als alternative Entgasungsmethode etabliert hat, um
die RAFT-Polymerisation von DNA auf geringe Volumina
und Radikalkonzentrationen unter Umgebungsbedingungen
zu iibertragen.?!-?

Auf diesem Weg konnten DNA-Diblockcopolymere des
Typs DNA-A-B (A und B stehen fiir verschiedene Polymer-
blocke) sowie zufillige DNA-Blockcopolymere synthetisiert
werden (Abbildung 1). AuBerdem ermoglichte PISA erstmals
die Herstellung intrinsisch funktionaler DNA-Polymer-Na-
nostrukturen. Nanostrukturen wie Mizellen, Wiirmer oder
vesikelartige Strukturen konnten durch RAFT-Polymerisati-
on ausgehend von ssDNA und den wachsenden Polymerket-
ten hergestellt werden. Wir demonstrieren weiterhin, dass die
wurmartige DNA-Polymer-Nanostruktur durch DNA-Hy-
bridisierung funktionalisiert werden kann, was die einmaligen
Eigenschaften der Oligonukleotidsequenz nochmals unter-
streicht. Der Grafting-from-Ansatz ermoglicht damit die
Herstellung funktionaler polymerer Nanomaterialien mit
komplexen Formen.

Fiir die Synthese der DNA-Polymer-Konjugate wurde die
enzymatische Entgasung, wie zuvor berichtet,”"?! unabhin-
gig vom Polymerisationsprozess vorgenommen, und die fi-
nalen Konzentrationen wurden auf [Glucose] =100 mm und
[Glucose-Oxidase] =1 um eingestellt. Die Polymerisationen
wurden in 40 pL direkt in einem Thermocycler durchgefiihrt
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Abbildung 1. Thermische RAFT-Polymerisation ausgehend von ssDNA.
Enzymatische Entgasung erméglicht die Polymerisation von DNA
unter Umgebungsbedingungen. Eine ssDNA mit BTPA-Funktionalitat
wirkt als Transferagens in der RAFT-Polymerisation von DNA zur Her-
stellung diverser DNA-Blockcopolymere. Des Weiteren wurden DNA-
Polymer-Nanostrukturen verschiedener Formen durch die polymerisati-
onsinduzierte Selbstassemblierung von ssDNA hergestellt, wodurch
eine neue Plattformtechnologie zum Aufbau funktionaler DNA-Poly-
mer-Nanostrukturen entwickelt wurde. GOx= Glucose-Oxidase.
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(Abbildung S1 der Hintergrundinformationen), wobei der
thermische Initiator 2,2’-Azobis[2-(2-imidazolin-2-yl)pro-
pan]dihydrochlorid (VA-044) genutzt wurde. Ein entschei-
dender Nachteil der enzymatischen Entgasung ist, dass Sau-
erstoff zu H,O, umgesetzt wird, das mit Dithiobenzoaten und
Trithiocarbonaten reagieren kann.?! Ahnlich der ATRP der
Matyjaszewski-Gruppe!®! fiigten wir Natriumpyruvat hinzu,
um die Auswirkungen von H,0, wihrend der RAFT-Poly-
merisationen zu minimieren.

Die optimierten Bedingungen wurden auf die Polymeri-
sation einer 19-meren ssDNA  (3'-ATCATCCAC
CAT CTCTTTT-5) mit einer BTPA-Funktionalitat (BTPA =
2-(n-Butyltrithiocarbonat)propionsdure) am 5'-Terminus
(BTPA-DNA) iibertragen, die wie bereits beschrieben syn-
thetisiert wurde (Abbildung S2).) Die Polymerisationen von
BTPA-DNA mit verschiedenen Monomeren (N,N-Dime-
thylacrylamid (DMA), 2-Hydroxyethylacrylat (HEA), 4-
Acryloylmorpholin  (NAM), Oligoethylenglycol-Methyl-
etheracrylat(OEGA)) und verschieden eingestellten Ketten-
langen zeigten enge bis moderate Molekulargewichtsvertei-
lungen (P =1.14-1.41; Tabelle S1), die durch Gelpermea-
tionschromatographie(GPC)-Messungen bestimmt wurden
(Abbildungen 2a und S3a,b). Die Polymerlingen (M, ,,,=
12.0-36.8 kDa) konnten problemlos eingestellt werden,
indem das Verhiéltnis zwischen Monomer und BTPA-DNA
verdndert wurde. Die Polymerisationen wurden zusitzlich
durch native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) cha-
rakterisiert, um ihre Effizienz zu bestimmen (Abbildun-
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Abbildung 2. a) GPC-Kurven von BTPA-DNA (schwarze Linie) und den
DNA-Polymer-Konjugaten P1-P6 (farbige Linien), die durch DMF-GPC
mit Polymethylmethacrylat(PMMA)-Kalibrierungsstandards bestimmt
wurden. b) Untersuchung von BTPA-DNA und den DNA-Polymer-Kon-
jugaten P1-P6 mit nativem 20-proz. PAGE; L: DNA-Leiter, Linie 1:
BTPA-DNA, Linien 2-7: P1-P6 (von links nach rechts).
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gen 2b und S3¢). Hierbei war zu erkennen, dass die BTPA-
Bande auch nach den Polymerisationen mit sehr geringer
Intensitét sichtbar war. Dies lie3 darauf schlie3en, dass einige
Endgruppen — 3-20% je nach Monomerfamilie — keine Re-
aktionen initiiert hatten. Eine detaillierte Hochleistungsfliis-
sigkeitschromatographie(HPLC)-Studie der BTPA-Stabilitét
ergab, dass Natriumpyruvat mit einer Konzentration von
mindestens 50 mM notig war, um eine Endgruppenstabilitét
von iiber 90 % wihrend der Polymerisation zu erzielen (Ab-
bildung S4a,b). Sollte allerdings eine lingere Polymerisati-
onszeit benotigt werden, muss die Menge an Natriumpyruvat
weiter erhoht werden, um eine ausreichende Endgruppen-
stabilitdt zu gewihrleisten (Abbildung S4c).

Durch unabhingige HPLC- und PAGE-Studien wurde
zusitzlich bewiesen, dass der DNA-Block wihrend der Po-
lymerisation intakt blieb (Abbildungen S5 und S6). Die
Funktionalitdt der DNA beziiglich ihrer Hybridisierungsei-
genschaften wurde mittels Fluoreszenzkorrelationsspektro-
skopie (FCS)? untersucht, wozu ein komplementirer DNA-
Strang mit einer Rhodamin-6G-Funktionalitit (3'-
GAGATGGTG GATGATTTTT-5") genutzt wurde (Abbil-
dung S3d). Mit PAGE wurde eine Reihe von zusitzlichen
Kontrollexperimenten durchgefiihrt, um eine unspezifische
Adsorption der DNA und des synthetischen Polymers aus-
zuschlieBen (Abbildung S7). Ferner wurde HEA mit einem
von Rhodamin B abgeleiteten Acrylat copolymerisiert,

a 3-ATCATCCACC b
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sodass das resultierende DNA-Polymer-Konjugat FP1 auch
den Rhodamin-B-Farbstoff enthielt. Der Einbau von Rho-
damin B in den Polymerblock wurde mittels FCS bestitigt
(Abbildung 3b), und die Copolymerisation verlief mit guter
Kontrolle (P =1.27, Tabelle S4 und Abbildung S8). Die
Komplementaritdt und Spezifitdit des DNA-Blocks wurde
mittels Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) nachge-
wiesen. Dafiir wurde FP1 mit einem komplementidren 19-
meren DNA-Strang (3'-GAGATGGTGGATGATTTTT-
5') hybridisiert, der Cy5 am 3'-Terminus trug (Abbildung 3 a).
Als Kontrolle wurde ein nicht-komplementérer DNA-Strang
verwendet. Die Akzeptoremission des Cy5-Farbstoffs zeigte
ein ausgeprigtes FRET-Signal, das signifikant intensiver als
jenes der nicht-komplementdren DNA-Sequenz war (Abbil-
dung 3¢, Abbildung S9). Die Methode wurde erweitert,
indem die erste Blockcopolymerisation von DNA mittels des
Grafting-from-Ansatzes realisiert wurde. Es wurden Poly-
merisationen von BTPA-DNA mit zundchst DMA und
danach NAM durchgefiihrt. Hierfiir musste die zugefligte
Losung nicht nur mit NAM, sondern auch mit dem enzyma-
tischen Entgasungssystem versetzt werden, da die Polymeri-
sation des zweiten Polymerblocks ansonsten bei niedrigen
Umsitzen stoppte (Tabelle S5 und Abbildung S5a,b). Die
GPC-Kurven zeigten eindeutige Verschiebungen zu héheren
Molekulargewichten, wobei enge Molekulargewichtsvertei-
lungen mit hoher Endgruppentreue erhalten blieben (Abbil-
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Abbildung 3. a) Synthese eines Rhodamin B enthaltenden DNA-Polymer-Konjugats (FP1) und anschlieRende Markierung mit einer komplementa-
ren DNA-Sequenz, die Cy5 an ihrem 3'-Terminus trigt. b) Normierte FCS-Autokorrelationskurven durch Messung des Rhodamin-B-Acrylats (rote
Symbole) und des DNA-Polymer-Konjugats FP1 (schwarze Symbole) in wissriger Lésung. Die Linien zeigen die entsprechende Angleichung mit
Gleichung S1, durch die der hydrodynamische Radius des Rhodamin-B-Acrylats (R;=0.55 nm) und des Konjugats FP1 (R, =3.4 nm) errechnet
wurde. c) Emissionsspektren von FP1 (schwarze Linie), Cy5-DNA (blaue Linie) und FP1, nachdem es mit der Cy5-DNA hybridisiert wurde (rote
Linie), nach Anregung mit einem Anregungsfilter bei 2 =485/20 nm. d) Untersuchung der Blockcopolymerisation von DNA mit nativem 20-proz.
PAGE; L: DNA-Leiter, Linie 1: BTPA-DNA, Linie 2: DNA-b-PDMA, Linie 3: DNA-b-PDMA-b-PNAM. e) GPC-Kurven von BTPA-DNA (schwarze Linie),
DNA-b-PDMA (rote Linie) und DNA-b-PDMA-b-PNAM (blaue Linie), die durch DMF-GPC mit PMMA-Kalibrierungsstandards bestimmt wurden.

RhB =Rhodamin B.
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dungen 3e und S10). Das Wachstum jedes Polymerblocks
wurde zusidtzlich durch PAGE charakterisiert (Abbil-
dung 3d), wodurch die erfolgreiche Synthese von ssDNA-
Diblockcopolymeren des Typs ssDNA-b-A-b-B mithilfe des
Grafting-from-Ansatzes bestitigt wurde.

Die Herstellung komplexer Assemblierungen aus am-
phiphilen Blockcopolymeren durch PISA und RAFT-Poly-
merisation hat in letzter Zeit an Bedeutung gewonnen.['!*]
Diese Strukturen ordnen sich typischerweise mit steigender
Kettenldnge des Polymerblocks zugunsten des thermodyna-
misch giinstigsten Zustandes an, wodurch die gebildeten
Strukturen durch das Einstellen der Polymerkettenldnge ge-
steuert werden konnen (Abbildung 4a). N,N-Dimethylacryl-
amid (DMA) und Diacetonacrylamid (DAAm) wurden fiir
die PISA von DNA ausgewihlt, da diese Monomerkombi-
nation aus Systemen, die ausschlieBlich auf synthetischen
Polymeren beruhen, gut bekannt war.””) Hier wurde ein
konstantes 80:20-Verhéltnis von [DAAm]/[DMA] verwendet,
und verschiedene Kettenldngen (DP, =50, 100, 200 und 250)
wurden anvisiert. Die Polymerisationen wurden in Dulbeccos
Phosphatpuffer (DPBS) mit Umsétzen >90% durchgefiihrt
(Tabelle S6). Die GPC-Analyse in einem nicht-selektiven
Losungsmittel (DMF) belegte, dass eine gute Kontrolle iiber
die Polymerisationen wihrend des PISA-Prozesses erhalten
blieb (Abbildung S11).

Die resultierenden Nanostrukturen wurden bei einer
Konzentration von 4 pum durch Rasterkraftmikroskopie
(AFM) aus einem Mg**-haltigen 1x TRIS-Acetat-EDTA-
(TAE)-Puffer visualisiert.”® Bei der Einstellung eines gerin-
gen Polymerisationsgrades von DP, =50 wurden sphérische,
mizellenartige Strukturen mit einer durchschnittlichen Hohe
von 12 nm gebildet (Abbildungen 4c, S12 und S16a). Wurde
die Kettenldnge von DP, =50 auf 100 erhoht, verdnderte sich
die Morphologie der Strukturen von Mizellen zu wurmartigen
Strukturen (Abbildungen 4d und S13). Letztgenannte zeigten
dhnliche durchschnittliche Hohen wie die mizellaren Struk-
turen (14 nm; Abbildung S16b), wobei ihre Liange zwischen
100 nm und 1 pm variierte. Bei hoheren Polymerisationsgra-
den (DP,=200 und 250) fiihrte die erhohte Polymerliange
dazu, dass sich die wurmartigen Strukturen in groflere Na-
nostrukturen mit variablen seitlichen Lingen von bis zu
mehreren hundert Nanometern reorganisierten (Abbildun-
gen 4ef, S14 und S15). Diese Strukturen wiesen stattdessen
charakteristisch homogene Durchschnittshohen von etwa
18 nm auf (Abbildung S16¢,d). Weitere Analysen wurden bei
einer Konzentration von 10 umM mittels dynamischer Licht-
streuung (DLS) durchgefiihrt, wobei GroBenverteilungen
beobachtet wurden, die den Mizellen (16.5+ 1.5 nm), Wiir-
mern (27.3 £ 0.6 nm) und scheibenartigen Aggregaten (53.7 =
0.9 nm) entsprachen (Abbildung S17).

Des Weiteren wurden Kryo-Transmissionselektronenmi-
kroskopie(TEM)-Messungen an ausgewihlten vitrifizierten
DNA-Polymer-Dispersionen durchgefiihrt, um die Partikel-
strukturen in Losung bei hoheren Konzentrationen zu be-
werten. Bei solchen Konzentrationen wurden grofere sub-
strukturierte Partikel der DNA-Polymer-Nanostrukturen
beobachtet, die stark an inverse Morphologien erinnerten.”
So zeigten die wurmartigen Strukturen (DP, =100) bei einer
Konzentration von 80 um die Gegenwart von Multikompar-
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timent-Partikeln mit einer Linge von bis zu 300 nm (Abbil-
dung 4g,i). Diese Partikel bestanden hochstwahrscheinlich
aus Schichten von Zylindern, die in abwechselnden, um 90°
gedrehten Lagen gepackt waren. Die Schichten, die in einer
Ebene mit der Abbildungsebene waren, erschienen als dunkle
Linien und hatten einen Abstand von etwa 20 nm (Abbil-
dung 4j). Der Interstitialraum war mit Zylindern senkrecht
zur Abbildungsebene unterstrukturiert. Die Probe, die im
AFM als scheibenartig (DP,=200) identifiziert wurde, bil-
dete bei hoheren Konzentrationen (¢ =400 um) Multikom-
partiment-Partikel, die aus wurmartigen Nanostrukturen be-
standen (Abbildung 4h). Die Beobachtung dieser verschie-
denen Morphologien ist plausibel, wenn man bedenkt, dass
solche inversen Morphologien typischerweise bei niedriger
Loslichkeit, d.h. in Gegenwart kurzer DNA-Blocke und
hoher Ionenstirke, auftreten. Die verschiedenen Morpholo-
gien, die in AFM und Kryo-TEM gefunden wurden, unter-
strichen den wichtigen Einfluss des DNA-Blocks auf die
Assemblierungen bei unterschiedlichen Konzentrationen.

Basierend auf den wurmartigen Nanostrukturen unter-
suchten wir exemplarisch, ob die gebildeten Strukturen durch
DNA-Hybridisierung funktionalisiert werden konnen. Eine
komplementidre DNA, die mit Rhodamin 6G markiert war,
wurde an die wurmartigen DNA-Polymer-Nanostrukturen
hybridisiert und mittels DLS, AFM und FCS charakterisiert.
Nach der Hybridisierung erfolgte gemidfl DLS keine Gro-
Bendnderung der wurmartigen Assemblierungen gegeniiber
der Kontrolle (Abbildung S18). FCS, das die Rhodamin-
DNA verfolgte, zeigte eindeutig, dass der DNA-Block hy-
bridisiert wurde, da sich der hydrodynamische Radius von 1.6
auf 115 nm erhohte (Abbildung 4b), was auf die Anbindung
der komplementdren DNA schliefen lie. Eine Zweikom-
ponenten-Angleichung der Autokorrelationsfunktion deutete
darauf hin, dass knapp 20% der komplementidren DNA hy-
bridisiert wurden, wenn ein molares Verhéiltnis zwischen der
Rhodamin-6G-DNA und den DNA-Polymer-Konjugaten von
1:10 genutzt wurde. Die Visualisierung der hybridisierten
wurmartigen Assemblierungen mittels AFM lie3 auf eine
moderate Deformation der Strukturen schlieBen, wobei nach
wie vor ldngliche Strukturen erhalten blieben (Abbil-
dung S19).

Zusammenfassend wurde die erste losungsbasierte ther-
mische RAFT-Polymerisation von DNA unter Umgebungs-
bedingungen eingefiihrt, die auf der enzymatischen Entga-
sung mit Glucose, Glucose-Oxidase und Natriumpyruvat be-
ruhte. Eine Reihe von DNA-Polymer-Konjugaten und DNA-
Diblockcopolymeren wurde durch Polymerisation von
Acrylamiden (DMA, NAM) und Acrylaten (HEA, OEGA)
hergestellt. Diese wiesen enge Molekulargewichtsverteilun-
gen und variable Langen auf. Wir konnten erstmals PISA mit
der RAFT-Polymerisation von DNA durchfiihren, wodurch
eine praktische Route fiir die Herstellung komplexer DNA-
Polymer-Architekturen wie Mizellen oder Wiirmer aufge-
zeigt wurde. Die enormen Fortschritte in der PISA von
Blockcopolymeren, die nur auf synthetischen Polymeren
beruht, legen nahe, dass die Kombination von PISA mit DNA
ganzlich neue Moglichkeiten fiir die DNA-Nanotechnologie
und die Synthese polymerer Nanostrukturen bieten kann.
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Abbildung 4. a) PISA-Prozess ausgehend von DNA mit DMA und DAAm zur DNA-Kettenverlangerung. Die resultierenden DNA-Polymer-Nano-
strukturen kénnen weiter funktionalisiert werden, indem ein funktionaler, komplementirer DNA-Strang zu den verfiigbaren DNA-Enden der Nano-
strukturen hybridisiert wird. b) Normierte FCS-Autokorrelationskurven durch Messung der Rhodamin-6G-DNA (blaue Symbole) und der wurmarti-
gen DNA-Polymer-Strukturen, nachdem sie mit der Rhodamin-6G-DNA hybridisiert wurden (rote Symbole), in wéssriger Lésung. Die Linien zeigen
die entsprechende Angleichung mit Gleichung S1, durch die der hydrodynamische Radius der Rhodamin-6G-DNA (R =1.6 nm) und der funktio-
nalisierten, wurmartigen DNA-Polymer-Strukturen (R; =115 nm) erhalten wurde. c—f) AFM-Bilder nach wissriger RAFT-Dispersionspolymerisation
von BTPA-DNA mit [DAAm]/[DMA] 80:20. Verschiedene Polymerisationsgrade wurden anvisiert: DP, =50 (c), 100 (d), 200 (e), 250 (f). Die vergro-
Rerten Bildausschnitte sind um das 2.5-Fache gegeniiber dem Originalbild vergréfert. g) Kryo-TEM-Bilder der wurmartigen DNA-Polymer-Nano-
struktur (DP,=100) bei 80 um. h) Kryo-TEM-Bilder der scheibenartigen DNA-Polymer-Struktur (DP,=200) bei 400 um. i,j) Graustufenanalyse der
wurmartigen DNA-Polymer-Nanostrukturen (DP,=100) bei 80 pum. Der Einschub zeigt die schnelle Fourier-Transformation der stark geordneten
Struktur. Die Auftragung der Graustufenanalyse entlang der lingeren Achse (visualisiert durch den Pfeil) zeigt die Periodizitit der Strukturmerk-
male und ihre Abstinde voneinander.
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