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Zuschriften

In der Zuschrift von F. C. Simmel et al. auf den Folgeseiten wird eine
molekulare Maschine vorgestellt, die auf einem DNA-Aptamer basiert
und die angewiesen werden kann, ein Protein wiederholt zu binden und
freizulassen.
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DNA-Strukturen

Eine DNA-basierte Maschine, die Thrombin
abwechselnd binden und wieder freigeben kann**

Wendy U. Dittmer, Andreas Reuter und
Friedrich C. Simmel*

Molekulare Maschinen k�nnen kontrollierte nanoskopische
Bewegungen erzeugen.[1] Besonders die einzigartigen mole-
kularen Erkennungseigenschaften von DNA wurden bereits
mehrfach dazu verwendet, nanomechanische Strukturen zu
erzeugen, die reversibel zwischen verschiedenen Konforma-

tionen umgeschaltet werden k�nnen.[2] Obwohl diese Struk-
turen viele rotatorische oder dehnungsartige Bewegungen
vollziehen,[3, 4] erf*llten sie bislang keine spezielle Funktion.
DNA-Strukturen mit Funktionalit,t hingegen findet man bei
DNA-Aptameren, kurzen Abschnitte einzelstr,ngiger DNA,
die aus einem Zufallspool von DNA-Sequenzen wegen ihrer
Bindungsst,rke zu Proteinen oder kleinen Molek*len ausge-
w,hlt wurden.[5] Hier berichten wir *ber die Konstruktion
einer proteinbindendenmolekularenMaschine, die auf einem
DNA-Aptamer basiert. Sie kann angewiesen werden, abh,n-
gig von einer DNA-Steuersequenz den menschlichen Blut-
gerinnungsfaktor a-Thrombin (TB) zu greifen oder wieder
loszulassen. Beim Betrieb dieser DNA-Nanomaschine wird
das TB-bindende DNA-Aptamer mechanisch zwischen einer

bindenden und einer nichtbindenden Form umgeschaltet. Die
Funktion dieser „molekularen Hand“ wird in Gelelektro-
phorese-Experimenten sowie mit Fluoreszenzresonanz-Ener-
gietransfer-(FRET) und Fluoreszenzanisotropie-Messungen
demonstriert.

Die Maschine basiert auf der 15-Basen-DNA-Sequenz 5’-
GGTTGGTGTGGTTGG-3’, die mit einer Dissoziationskon-
stante von 3–450 nm[7] stark an a-TB bindet.[6] In Gegenwart
von Kaliumionen nimmt dieses Aptamer eine Konformation
ein, die durch zwei aufeinander gestapelte Guanin-Quadru-
plexstrukturen charakterisiert ist (Abbildung 1). Um die
Maschine zu konstruieren, wurde dem Aptamer am 5’-Ende

Abbildung 1. Operationszyklus der aptamerbasierten molekularen Maschine in Gegenwart von TB. Die Sequenzen der fluoreszenzmarkierten
Str!nge AP3, Q5 und R sind angegeben.
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eine zw�lf Basen lange „Haltepunkt“-Sektion hinzugef*gt,
mit der die Maschine angesteuert werden kann. Das 5’-Ende
wurde gew,hlt, um nicht mit TB-Bindungsstellen in Konflikt
zu geraten.[8] Durch Schmelzkurvenexperimente, in denen der
Temperaturverlauf der Absorption gemessen wurde, wurde
*berpr*ft, dass die Aptamermaschine (AP) in Gegenwart von
Kaliumionen tats,chlich ihre G-Quartettstruktur annimmt.[9]

Der Arbeitszyklus der Maschine ist in Abbildung 1 darge-
stellt. Nach Zugabe von TB bindet Strang AP an das Protein
((I) in Abbildung 1). Durch Zugabe eines „�ffnenden“
Stranges Q streckt sich die DNA-Maschine zur Duplex-
Struktur AP-Q (III) aus, die TB nicht mehr binden kann. Q ist
komplement,r zur Haltepunktsektion sowie den ersten 10
Basen der Aptamersequenz und hat zus,tzlich eine 8 Basen
lange Sequenz am 3’-Ende, die als Angriffspunkt f*r den
vollst,ndig komplement,ren „Entfernungsstrang“ R dient.
Dies ist das fundamentale Operationsprinzip, nach dem
DNA-Maschinen ihre unterschiedlichen Konformationen
durchlaufen.[4] Q wurde nicht vollst,ndig komplement,r zu
AP gew,hlt, da R sonst die gesamte Aptamersequenz
enthalten w*rde und selbst TB binden k�nnte. Die Abl�sung
von Q durch R versetzt die Maschine in ihre Ausgangskon-
formation (I) zur*ck, in der sie erneut TB bindet.

Der Arbeitszyklus der Maschine wurde in einem elek-
trophoretischen Bandenverschiebungsexperiment beobach-
tet (Abbildung 2). Aus der Bindung von AP (Spalte a) an TB

resultiert eine deutlich h�hermolekulare korrespondierende
Bande (Spalte b). Bei Zugabe von Q wird TB von AP
freigegeben und eine Bande erscheint f*r den Doppelstrang
AP-Q (Spalte c). Nach Zugabe von R wird AP freigesetzt und
kann TB erneut binden (Spalte g). Das kann aus dem
Wiederauftauchen der Bande AP-TB und einer zweiten
Bande aus dem „Abfallprodukt“ Q-R geschlossen werden.
Die Spalten b und g enthalten eine zus,tzliche, schwache
Bande direkt unter der AP-TB-Bande, deren Intensit,t von
einer TB-Probe zur anderen variiert und mit dem Alter der
TB-Proben zunimmt. Wir f*hren die Bande auf eine Verun-

reinigung der TB-L�sung oder ein TB-Zerfallsprodukt
zur*ck, an das das Aptamer ebenfalls binden kann. In
Spalte h setzt weitere Zugabe von Q erneut TB frei und
zwei nahe beieinander liegende Banden erscheinen f*r den
Doppelstrang AP-Q und das Abfallprodukt aus dem vor-
angegangenen Schritt. Die Gelexperimente zeigen, dass die
Aptamermaschine mehrfach zwischen ihren zwei Konforma-
tionen hin- und hergeschaltet werden kann und zyklisch TB
bindet und freigibt.

Um das Funktionieren der Aptamermaschine in Echtzeit
zu verfolgen, wurden FRET-Experimente durchgef*hrt.
FRET ist der strahlungslose Transfer der Anregungsenergie
von einem „Donor“-Fluorophor auf ein „Acceptor“-Chro-
mophor, dessen Absorptionsspektrum mit dem Emissions-
spektrum des Donors *berlappt. Die Effizienz dieses Pro-
zesses h,ngt stark vom Abstand zwischen den beiden Farb-
stoffen ab, daher kann die r,umliche N,he entsprechend
markierter Molek*le bestimmt werden.[10] Unter Nutzung
von FRETwurden bereits einige Sensoren auf der Grundlage
von Aptameren konstruiert.[7, 11] Wir setzten FRET ein, um
die Konformations,nderungen der DNA-Maschine zu ver-
folgen, die beim Binden und der Freigabe von TB stattfinden.
In Abbildung 3 sind Ergebnisse von FRET-Experimenten

dargestellt, in denen die Str,nge AP3, Q5 (3’- und 5’-Enden
entsprechend fluoreszenzmarkiert, siehe Abbildung 1) und R
in Abwesenheit (Abbildung 3a) und in Gegenwart (Abbil-
dung 3b) von TB eingesetzt wurden. Nach Binden von Q5 an
AP3 wird die Fluoreszenz des Farbstoffs an AP3 durch den
FRET-Acceptor an Q5 unterdr*ckt. Die Fluoreszenz ist
bereits teilweise geschw,cht, wenn Q5 an die Haltepunktse-
quenz bindet (vgl. (II) in Abbildung 1), nach dem voll-
st,ndigen Binden von Q5 an AP3 erreicht sie ihr Minimum.
Abbildung 3 zeigt, dass die Maschine in Abwesenheit von TB
wesentlich schneller von der G-Quartett- in die Doppel-
strangstruktur geschaltet werden kann. Der Abl�seschritt ist
hingegen unabh,ngig von TB und folgt einer Kinetik zweiter

Abbildung 2. Gelnachweis der Funktion der DNA-Maschine. Die Spal-
ten enthalten: a) AP, b) AP+TB, c) (AP+TB)+Q, d) Q, e) Q+R, f) R,
g) ((AP+TB)+Q)+R, h) (((AP+TB)+Q)+R)+Q. Die Paare in
Klammern wurden 1 h inkubiert, bevor die n!chste Komponente zuge-
geben wurde. In den Hybridisierungsreaktionen hat jedes Oligonucleo-
tid eine Konzentration von 1 mm. Humanes a-TB (Fluka) wurde im Ver-
h!ltnis 10 Protein:1 Aptamer zugegeben. Wegen der hAheren Fluores-
zenzintensit!t des Gelf!rbemittels bei der Bindung an DNA-Doppel-
str!nge wurde die Gesamtmenge an DNA, die auf die Bahnen c, e, g
und h gegeben wurde, angepasst, um eine gleichm!ßige Intensit!t der
Banden ohne starke Verbreiterung oder Verschmieren zu erhalten. Auf
Bahn g wurde nur 60% der Menge an Strang A wie auf Bahn b gege-
ben, was die geringere Intensit!t des Aptamer-TB-Komplexes in dieser
Bahn erkl!rt.

Abbildung 3. Normierte Fluoreszenzintensit!t I/I0 w!hrend des
Betriebs der DNA-Maschine, a) ohne TB, b) mit TB. Die Fluoreszenz-
niveaus entsprechen den unterschiedlichen Konformationen, die durch
die Symbole angezeigt werden.
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Ordnung mit ungef,hr derselben Zeitkonstante f*r beide
Situationen (t= 220–240 s ohne TB, t= 290–350 s mit TB).

Die Kinetik der Maschine wird in hohem Maße vom
Haltepunktabschnitt beeinflusst, der an die Aptamersequenz
angeh,ngt ist. Um diesen Effekt weiter aufzukl,ren, wurde
ein k*rzerer Iffnungsstrang (Q5-S) konstruiert, der zu der
urspr*nglichen, 15 Basen langen Aptamersequenz komple-
ment,r ist, aber das Komplement des Haltepunktes nicht
enth,lt. Ohne TB geht die Maschine nach Zugabe von Q5
oder Q5-S schnell in die Duplexform *ber. Das Endniveau
der Fluoreszenz ist dabei bei der AP3-Q5-S Struktur gering-
f*gig niedriger, da sich die Farbstoffe n,her kommen als beim
AP3-Q5 Komplex. In beiden F,llen sind die Halbwertszeiten
f*r die Jberg,nge in der Gr�ßenordnung von t= 5 s. Die
Situation ist in Gegenwart von TB v�llig ver,ndert. Die durch
Q5 induzierte Fluoreszenz,nderung kann hier gut durch
Jberlagerung eines Prozesses zweiter Ordnung (t= 24 s) und
eines Prozesses erster Ordnung (t= 960 s) beschrieben
werden. Die schnelle Komponente resultiert wahrscheinlich
aus der Reaktion von Q5 mit TB-freien AP-Str,ngen sowie
aus dem Bindungsgleichgewicht zwischen Q5 und der Halte-
punktsequenz ((II) in Abbildung 1). Der langsame Schritt
entspricht der Freigabe von Protein aus dem Q-AP-TB
Komplex. Im Fall des Q5-S Stranges, der nicht an die
Haltepunktsektion bindet, wird ein viel langsamerer Schritt
erster Ordnung mit einer Halbwertszeit von t= 1740 s beob-
achtet. Die kinetischen Messungen zeigen, dass der Halte-
punkt die Freisetzungsgeschwindigkeit in etwa verdoppelt
(Abbildung 4).

Um das Binden und Freigeben von TB durch die
Maschine direkt zu beobachten, wurden Messungen der
Fluoreszenzanisotropie r durchgef*hrt (siehe Experimentel-
les), die empfindlich von der Umgebung eines Fluorophors
abh,ngt.[12] In Abbildung 5 ist r f*r einige Betriebszyklen der
Maschine dargestellt. Bei diesen Experimenten wurde nur
der Aptamerstrang AP3 fluoreszenzmarkiert. Ein gebunde-
nes Proteins schr,nkt den rotatorischen Freiheitsgrad des
Farbstoffs ein und erh�ht dadurch die Anisotropie. Die
Knderung von r entspricht folglich der Proteinbindung oder
-freigabe. Der Iffnungsschritt best,tigt die Kinetik erster
Ordnung mit einer Halbwertszeit von etwa 600 s, der
Bindungsschritt ist eine Reaktion zweiter Ordnung mit t=

230 s. Eine genaue Untersuchung der Kinetik wird derzeit
durchgef*hrt.

Wir haben eine molekulare Maschine konstruiert, die auf
einem DNA-Aptamer basiert und ein Protein wiederholt
binden und freigeben kann. Im wesentlichen erf*llt die
Maschine also die Funktion, die Konzentration des frei in
L�sung befindlichen Proteins TB zwischen einem verarmten
und einem angereicherten Zustand pr,zise zu steuern. Die
Kombination des Operationssprinzips von DNA-basierten
nanomechanischen Strukturen mit den Bindungseigenschaf-
ten von DNA-Aptameren erweitert bedeutend den Spiel-
raum f*r die Konstruktion weiterer funktionaler DNA-
Nanostrukturen. Aptamere lassen sich f*r die Bindung an
eine Vielzahl beliebiger Verbindungen konstruieren. Ausge-
hend von der beschriebenen Maschine sollten daher weitere
DNA-basierte Nanomaschinen konstruiert werden k�nnen,
die andere Molek*le als TB tragen, binden und wieder
freigeben.

Experimentelles
Die DNA Sequenzen f*r AP3, Q5 und R sind in Abbildung 1 gezeigt:
Das 3’-Label von AP3 ist Oregon Green 488 (Molecular Probes,
Oregon, USA). Das 5’-Label von Q5 ist TAMRA (5(6)-Carboxy-
tetramethylrhodamin). Strang AP ist derselbe wie AP3 nur ohne den
Thyminspacer und das Label am 3’-Ende. Unmarkiertes Q hat
dieselbe Sequenz wie Q5. Kurzes Q5-S ist 5’-TAMRA CCAACCA-
CACCAACC-3’; R ist 5’-CAACGCCGTAAGTTCATCTC-
GGTTGGTGTG-3’. Alle Oligonucleotide wurden von biomers.net,
Ulm, synthetisiert. Wenn nicht anders angegeben, wurden Chemika-
lien von Sigma-Aldrich bezogen und unver,ndert eingesetzt. Soweit
nicht anders angegeben, wurde in den Experimenten ein modifizier-
ter physiologischer Puffer verwendet (20 mm Tris/HCl, 140 mm NaCl,
10 mm MgCl2, 10 mm KCl, pH 8.5).

Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde in einem nativen Gel
(15%) in einem Puffer (89 mm Tris/HCl, 89 mm Bors,ure) mit 10 mm

KCl durchgef*hrt (1.5 h, 10 Vcm�1, 20 8C). Die Gele wurden mit dem
nucleins,uref,rbenden Farbstoff SYBR-Gold (Molecular Probes)
gef,rbt. TB fluoresziert nicht und wird vom Farbstoff nicht gef,rbt.

Bei den FRET-Experimenten wurde die Fluoreszenz mit einem
Argonionenlaser (l= 488 nm) angeregt und mit einer Si-Photodiode
durch einen 10 nm Bandpassfilter mit Zentrumswellenl,nge 514.5 nm
mittels Lock-In-Technik detektiert. Die Temperatur wurde mit einem
Thermostat konstant bei 25 8C gehalten. Die Konzentration von
Strang A war in allen F,llen 1 mm, andere Str,nge wurden st�chio-

Abbildung 4. Fluoreszenzabfall nach Zugabe von Q in Gegenwart von
TB (Kreise) oder ohne TB (Rechtecke). Jeder 50. Datenpunkt ist darge-
stellt. Die durchgezogenen Linien sind an die Messpunkte angegli-
chene Kurven.

Abbildung 5. Fluoreszenzanisotropie r w!hrend des Betriebs der Apta-
mermaschine in Gegenwart von TB. Die Signal!nderung ist von der
Bindung der Maschine an das Protein abh!ngig und zeigt daher direkt
das Binden und Freigeben von TB. Die durchgezogenen Linien sind an
die Messpunkte angeglichene Kurven.
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metrisch hinzugef*gt. TB wurde in f*nffachem Jberschuss zu A
zugegeben.

In den Anisotropieexperimenten wurde Fluoreszenz durch einen
Glan-Thompson(GT)-Polarisator angeregt. Die parallele und die
senkrechte Komponente Ik, I? der Fluoreszenzintensit,t wurden
durch zwei GT-Analysatoren im T-Format bestimmt. Die Anisotropie
ist definiert als r= (Ik�I?)/(Ik+ 2 I?).
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