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Lateral mikrostrukturierte Arrays aus
DNA-[1] oder Proteinsonden[2–4] haben
sich in den letzten Jahren als �ußerst
n�tzliche Werkzeuge f�r Hochdurch-
satzversuche in der biomedizinischen
Forschung erwiesen. Solche Mikroar-
rays haben den Vorteil der r�umlichen
Adressierbarkeit der Sonden und erfor-
dern nur geringe Probenmengen. Die
Entwicklung von Protein-Mikroarrays
ist nach wie vor schwierig, da wegen
der intrinsischen Instabilit�t vieler Pro-
teine h�ufig ihre Funktion bei der auto-
matisierten Immobilisierung an che-
misch aktivierten Oberfl�chen beein-
tr�chtigt wird. Die Anwendung von
DNA-Mikroarrays ist dagegen fast Rou-
tine, weil sie chemisch stabil und h�ufig
bereits serienm�ßig von akademischen
und kommerziellen Anbietern erh�lt-
lich sind. Demzufolge ist die Verwen-
dung der DNA-Mikroarrays f�r die Un-
tersuchung der Genexpression durch die
Quantifizierung der mRNA-Menge un-
ter unterschiedlichen Umgebungsbedin-

gungen mittlerweile ein gut etablierter
Ansatz in Grundlagen- und Industrie-
forschung.[5] Zus�tzlich zu diesen
Hauptanwendungsgebieten der DNA-
Arrays in der Genomforschung zeich-
nen sich zurzeit weitere Einsatzgebiete
ab, in denen solche Mikroarrays als
Werkzeuge zur Decodierung kombina-
torischer Bibliotheken in Chemie und
chemischer Biologie verwendet werden.

DNA-Arrays k�nnen z. B. als pro-
grammierte Matrix f�r die ortsspezifi-
sche Immobilisierung DNA-markierter
Proteine und Wirkstoffe eingesetzt wer-
den (Abbildung 1). Diese Vorgehens-
weise, die als DNA-vermittelte Immo-
bilisierung (DDI, DNA-directed immo-
bilization) bezeichnet wird, ist eine che-
misch milde Methode f�r die hochgradig
parallele, ortsspezifische und reversible
Anbindung von Proteinbibliotheken an
Festphasen.[6] Als besonderer Vorteil
gilt die Erhaltung der Proteinaktivit�t,
da diese �ber eine kurze Doppelstrang-
DNA-Br�cke an die Oberfl�che binden
und nicht �ber mehrere kovalente und/
oder nichtkovalente Kontakte fixiert
sind, die ihre konformative Freiheit ein-
schr�nken und zur (partiellen) Denatu-
rierung der Terti�rstruktur f�hren k�n-
nen.[6b] Die Vorteile einer Herstellung
von Protein-Mikroarrays durch die
DDI-Methode wurden f�r Antik�r-

per,[6c,f,g] Rezeptoren[6d] und Enzyme[6b,i]

demonstriert.
Winssinger et al. verwendeten das

Prinzip der Nucleins�uren-vermittelten
Immobilisierung f�r die Durchmuste-
rung von Wirkstoffbibliotheken nach
Molek�len, die an die Zielproteine bin-
den.[7–10] Die Technik basiert auf Peptid-
nucleins�ure(PNA)-codierten Wirk-
stoffsonden, die �ber kombinatorische
Festphasensynthese erh�ltlich sind (Ab-
bildung 2). Der Wirkstoffbereich des
Sondenmolek�ls ist so aufgebaut, dass
er mechanismusabh�ngig spezifisch an
die Proteine bindet und so zwischen
aktiven und inaktiven Proteinen unter-
scheidet. Der PNA-Anteil der Sonde
fungiert als Code f�r die pr�parative
Herkunft des Wirkstoffanteils und er-
m�glicht so die Entschl�sselung der
Sonden durch Hybridisierung auf dem
Oligonucleotid-Mikroarray. Durch die
Array-basierte Entschl�sselung kann ei-
ne Vielzahl von Sonden simultan in
miniaturisierter Form untersucht wer-
den (bis zu 400000 Sonden in weniger
als 300 mL Reaktionsl�sung). Die Vali-
dierung dieser Methode wurde zun�chst
anhand spezifischer Inhibitorsonden
durchgef�hrt, die auf der Peptidsub-
strat-Spezifit�t bekannter Proteasen
wie Cathepsine[7] und Caspasen[8] beru-
hen.

Abbildung 1. DNA-vermittelte Immobilisierung von DNA-Protein-Konjugaten mithilfe oberfl�-
chengebundener F�ngeroligomere auf einem DNA-Mikroarray.
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Vor kurzem f�hrte diese Methode
zur Entdeckung neuer proteolytischer
Aktivit�ten im Extrakt der Hausstaub-
milbe.[10] Hausstaubmilben verursachen
h�ufig Allergien und tragen damit zum
Anstieg der Zahl allergischer Krankhei-
ten wie des Bronchialasthmas bei. Eini-
ge dieser Allergene zeigen proteaseen-
zymatische Aktivit�t, die, wie schon
l�nger bekannt, allergische Reaktion
hervorrufen kann. Zur Aufkl�rung der
zellul�ren Mechanismen, in die solche
Allergene bei der Entstehung von Al-
lergien eingreifen, muss man die pro-
teolytische Aktivit�t der beteiligten
Proteasen erfassen.

Hierf�r wurde durch kombinatori-
sche Split-und-mix-Synthese eine PNA-
codierte Tetrapeptidinhibitor-Biblio-
thek mit 4000 Substanzen hergestellt,
deren Zielmolek�le Cysteinproteasen
sind (Abbildung 2). Diese Bibliothek
wurde zun�chst mit dem Lysat der
Hausstaubmilbe inkubiert und die nicht
gebundenen Sonden anschließend �ber
Filtration durch einen 30-kDa-Cutoff-
Filter abgetrennt. Die zur�ckgehaltenen

Proben mit den proteingebundenen
Sonden wurden auf einem Oligonucle-
otid-Mikroarray hybridisiert, das die
F�ngeroligonucleotide f�r alle Substan-
zen der PNA-codierten Inhibitorbiblio-
thek enthielt. Durch Fluoreszenz-Ima-
ging konnten die Tetrapeptide identifi-
ziert werden, die tats�chlich an die
Zielproteasen gebunden hatten. Die Er-
gebnisse zeigten, dass Inhibitoren mit
Lysin oder Norleucin an Position P1 und
Alanin an Position P2 aktiv waren (Ab-
bildung 2). Die P3- und P4-Positionen
des Inhibitors schienen weniger wichtig
f�r die Bindung; Inhibitoren mit Histi-
din, Phenylalanin oder Prolin an Positi-
on P3 wiesen �berhaupt keine Aktivit�t
auf. Die Sonde mit der h�chsten Inten-
sit�t auf dem Mikroarray hatte die Inhi-
bitorsequenz Nle-Val-Ala-Lys (P1–P4).
Diese Sonde (Verbindung 1 in Abbil-
dung 2) wurde anschließend mit einem
biotinylierten Linker neu synthetisiert,
um die wechselwirkenden Proteine zu
isolieren und zu identifizieren. Nach der
Inkubation von 1 mit dem Lysat der
Hausstaubmilbe wurden die Sonden

und die an sie gekuppelten Proteine an
Streptavidin gebunden und die Proteine
massenspektrometrisch sequenziert.

Zwei Hauptproteine, Derp 1 und
Derp 10, wurden identifiziert: Derp 1
ist ein 25-kDa-Protein und homolog zur
Papainfamilie der Cysteinproteasen;
Derp 10 ist ein zu Tropomyosin homo-
loges 33-kDa-Protein. Der p1 wurde aus
den Exkrementen der Hausstaubmilbe
mittels Immunaffinit�ts-Chromatogra-
phie an immobilisierten monoklonalen
Antik�rpern isoliert und seine Substrat-
spezifit�t mit der Tetrapeptidsubstrat-
Bibliothek im „positional scanning for-
mat“ getestet. Das Ergebnis best�tigte,
dass der bestimmende Faktor f�r die
Hauptsubstratspezifit�t von Der p1 das
Vorliegen von Alanin in der Position P2
des Tetrapeptids ist. Dar�ber hinaus
wurde f�r Der p1 eine geringe Bevorzu-
gung basischer Aminos�uren an P1 und
P3 sowie aliphatischer Aminos�uren wie
Isoleucin, Prolin, Valin, Leucin und
Norleucin an P4 beobachtet. Schließlich
wurde die ph�notypische Relevanz der
Der-p-1-Funktion f�r die Entwicklung

Abbildung 2. Synthese und Decodierung einer PNA-codierten Bibliothek. �bernommen aus Lit. [10]. Die an alle Substanzen der Bibliothek gebun-
dene Fluoresceinisothiocyanat(FITC)-Einheit erm�glicht es, die Anbindung an das r�umlich codierende DNA-Array durch Fluoreszenzmessungen
zu detektieren. Mtt = 4-Methyltrityl, Fmoc= 9-Fluorenylmethoxycarbonyl.
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von Allergien dadurch nachgewiesen,
dass der Tetrapeptidinhibitor 1a in der
Lage war, die Abspaltung von CD25 (a-
Kette des Interleukin-2-Zelloberfl�-
chenrezeptors) von T-Zellen zu inhibie-
ren.[9]

In einer konzeptionell �hnlichen
Studie haben Melkko et al. DNA-co-
dierte selbstorganisierte chemische
(ESAC) Bibliotheken f�r eine einfache
Identifizierung von Wirkstoffen einge-
setzt, die an makromolekulare Zielmo-
lek�le binden.[11] Die Bibliotheken der
organischen Molek�le, verkn�pft mit
einzelnen DNA-Oligomeren, wurden
durch DNA-Str�nge mit komplement�-
ren Sequenzen positioniert und lieferten
so die Codes der einzelnen organischen
Gruppen. Nach der Inkubation der
ESAC-Bibliotheken mit Festphasen-im-
mobilisierten zu untersuchenden Protei-
nen und dem Entfernen des ungebun-
denen Materials wurden die codieren-
den Sequenzen der ausgesuchten Ver-
bindungen mit einem DNA-Mikroarray
analysiert. Die Wiederholung des Selek-
tionszyklus f�hrte zur Affinit�tsanrei-
cherung von Substanzen, die an huma-
nes Serum-Albumin und Rinder-Car-
boanhydrase im nanomolaren Bereich
binden.[11] Diese Beispiele belegen ein-
drucksvoll das Potenzial von DNA-Mi-
kroarrays bei der Decodierung von
Nucleins�ure-codierten Wirkstoffbiblio-
theken.

Vor kurzem wurden DNA-Mikroar-
rays von Hu et al. zum Hochdurchsatz-
Screening von Bibliotheken exprimier-
ter Enzyme eingesetzt (Abbildung 3).[12]

Die als „Expressions-Display“ bezeich-
nete Strategie beruht auf dem „Ribo-
som-Display“, das eine In-vitro-Prote-
inexpression in zellfreien Translations-
reaktionen erm�glicht und dabei zur
Markierung der Polypeptide mit deren
eigenen codierenden mRNAs f�hrt.[13]

Die Proteine wurden ausgehend von
einer cDNA-Bibliothek mit 384 unter-
schiedlichen offenen Leserahmen
(ORFs, open reading frames) der Hefe,
von denen vier ORFs bekannte Protein-
Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) codierten,
durch In-vitro-Transkription und -Trans-
lation exprimiert. (Schritte 1 und 2 in
Abbildung 3). Die resultierende Biblio-
thek von Ribosomenkomplexen wurde
mit der an Streptavidin-Magnetparti-
keln immobilisierten, aktivit�tsabh�ngi-
gen Sonde 2 inkubiert, die spezifisch
und irreversibel an PTPs bindet
(Schritt 3). Anschließend wurden die
mRNAs eluiert und revers transkribiert
(Schritte 4 und 5), um die entsprechende
fluoreszenzmarkierte cDNA zu generie-
ren. Die so entstandene cDNA-Biblio-
thek wurde schließlich zur parallelen
Identifizierung der funktionalen PTPs
auf einem decodierenden DNA-Mikro-
array (mit 384 cDNAs) hybridisiert
(Schritt 6). Aktive PTPs wurden �ber
die Lage der Fluoreszenzsignale auf
dem Array identifiziert (Abbildung 3).
Die Mikroarrayanalyse ergab, dass die
vier PTPs in der Bibliothek, die auch
ORFs f�r andere Enzymklassen (Prote-
asen, Kinasen, Oxidoreduktasen) und
nichtenzymatische Proteine enthielt, se-
lektiv detektiert wurden – somit konnte

in dieser Untersuchung gezeigt werden,
dass durch die Kombination von aktivi-
t�tsabh�ngigen Sonden mit arraybasier-
ter Hochdurchsatz-Identifizierung prin-
zipiell Tausende von Proteinen in einer
einzigen Reaktion durchgemustert wer-
den k�nnen, ohne dass paralleles Klo-
nen, Expression, Aufreinigung und Cha-
rakterisierung der einzelnen Proteine
erforderlich sind.[12]

DNA-Mikroarrays wurden k�rzlich
auch in der pr�parativen organischen
Chemie als Selektionswerkzeug zum
Auffinden einer neuen chemischen Re-
aktion eingesetzt, n�mlich einer Pd-ka-
talysierten C-C-Verkn�pfungsreaktion,
die zur Bildung eines Enons aus einem
Alken und einem Alkin f�hrte (Abbil-
dung 4).[14] Zu diesem Zweck hatte die
Arbeitsgruppe von Liu, deren Arbeiten
sich mit der Entwicklung der DNA-
Templatsynthese befassen,[15] zwei Bi-
bliotheken von DNA-verkn�pften Sub-
straten synthetisiert, von denen jede
zw�lf unterschiedliche, potenziell reak-
tive funktionelle Gruppen enthielt, die
entweder mit dem 5’- (Bibliothek A)
oder dem 3’-Ende (Bibliothek B) der
Oligonucleotide verkn�pft waren. Die
Oligomere der Gruppe A enthielten ei-
nen „codierenden Bereich“ zur eindeu-
tigen Identifizierung der Substrate und
einen von zw�lf unterschiedlichen „Bin-
dungsbereichen“ f�r die Substrate der
Bibliothek B. Die Oligomere der Grup-
pe B enthielten ebenfalls einen „codie-
renden Bereich“ f�r die Substratcodie-
rung sowie eine Sequenz, die zu einem
der zw�lf Bindungsbereiche der Grup-

Abbildung 3. Expressions-Display einer Enzymbibliothek (RT= Reverse Transkription). Ebenfalls gezeigt ist die Struktur der f�r Protein-Tyrosin-
Phosphatasen (PTPs) spezifischen aktivit�tsabh�ngigen Sonde 2. �bernommen aus Lit. [12].
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pe-A-Oligomere komplement�r war
(Abbildung 4a).

Vereinigt man die Bibliotheken A
und B in einer w�ssrigen L�sung in
nanomolaren Konzentrationen, werden
die Substanzen durch die Watson-Crick-
Basenpaarung zu 12 � 12 separaten Sub-
stanzpaaren angeordnet, deren effektive
Konzentration im millimolaren Bereich
liegt. Dagegen liegen Substrate, die mit
nichtkomplement�ren Oligomeren ver-
kn�pft sind, in nanomolaren Konzentra-
tionen vor und reagieren deshalb nicht
in signifikanter Ausbeute miteinander.
Um die Trennung der reaktiven Paare
zu erm�glichen, wurde jedes Substrat
der Bibliothek B �ber einen Linker, der
eine Biotingruppe und eine spaltbare
Disulfidbindung enthielt, kovalent mit
seinem entsprechenden Oligomer ver-

kn�pft (Abbildung 4b). Nach der Inku-
bation unter verschiedenen ausgew�hl-
ten Reaktionsbedingungen wurden die
Disulfidbindungen gespalten, sodass der
Biotinrest nur dann kovalent an die
Substanzen der Gruppe A gebunden
blieb, wenn eine Bindungsbildung zwi-
schen den Substraten aus den Bibliothe-
ken A und B stattgefunden hatte. Zur
Trennung der biotinylierten von den
nichtbiotinylierten Komponenten wur-
de die Avidinaffinit�t der Produkte ge-
nutzt. Anschließend wurden die reakti-
ven Substratpaare �ber die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. We-
gen der besonders hohen Empfindlich-
keit der PCR-Amplifikation konnte die
gesamte Reaktionsfindung mit Sub-
stanzmengen im Femtomolbereich
durchgef�hrt werden.

Da beide Gruppen jeweils zw�lf
Substrate enthielten, wurden 144 unter-
schiedliche DNA-verkn�pfte Substrate
der Bibliothek A hergestellt, die f�r alle
kreuzreaktiven Kombinationen codier-
ten. Zus�tzlich wurden auch DNA-ver-
kn�pfte Substrate synthetisiert, die f�r
die Homokupplung jedes der 24 Sub-
strate codierten, was die Gesamtzahl der
einzelnen Substratkombinationen auf
168 erh�hte. Somit erfordert diese Her-
angehensweise zwar die Herstellung ei-
ner großen Zahl DNA-verkn�pfter Sub-
strate – da diese aber typischerweise im
Nanomolmaßstab synthetisiert werden,
ist gen�gend Material f�r mehr als 1000
Reaktionsfindungsprozesse vorhanden.

F�r eine halbquantitative Analyse
der Effizienz der Bindungsbildung wur-
de zun�chst die Mischung der Biblio-

Abbildung 4. Suche nach neuartigen chemischen Reaktionen mithilfe von DNA-Templatreaktionen. Mit freundlicher Genehmigung �bernommen
aus Lit. [14].
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theken A und B zweimal mittels PCR
amplifiziert. Vor der Bindungsbildung
und der Selektion wurde die PCR mit
Cy5-markierten Primern durchgef�hrt,
und nach der Selektion wurde die Mi-
schung mit Cy3-markierten Primern
amplifiziert. Gleiche Mengen der zwei
PCR-Produkte wurden gemischt und
auf einem DNA-Array immobilisiert,
das alle m�glichen Sequenzkombinatio-
nen enthielt. Das Verh�ltnis der Cy3-
(gr�n) zur Cy5-Fluoreszenz (rot) wurde
f�r alle Positionen auf dem Array er-
mittelt, und die Signale mit einem Gr�n/
Rot-Fluoreszenzverh�ltnis von gr�ßer
als 1.5:1 wurden als positiv betrachtet.
Ein vorab quantifizierter interner Stan-
dard (rechte untere Ecke auf dem Array
in Abbildung 4c) wurde als Positivkon-
trolle und als Referenz zum Vergleich
verschiedener Arrays genutzt.

Zur Anfangsvalidierung der Metho-
de wurde die bekannte Reaktion eines
Alkins (A5) mit einem Azid (B9) in
Gegenwart von CuI eingesetzt. Das
Auftreten eines einzelnen gr�nen Si-
gnals (Gr�n/Rot-Verh�ltnis 8.5) best�-
tigte die Eignung dieser Methode zur
Reaktionsfindung (unteres Array in Ab-
bildung 4 c). Zu einem �hnlichen Ergeb-
nis f�hrte auch die Selektion der Bin-
dungsbildung nach Behandlung der Bi-
bliotheken mit EDC/NHS (EDC = 1-
Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbo-
diimid, NHS = N-Hxdroxysuccinimid),
die zum Auftreten eines einzelnen posi-
tiven Signals f�hrte, das die Reaktion
zwischen dem Amin (B12) und der
Carbons�ure (A10) anzeigte (Gr�n/
Rot-Verh�ltnis 15.6:1). Nach der erfolg-
reichen Wiederfindung von bekannten
bindungsbildenden Reaktionen wurde
von den Autoren die Reaktivit�t der
Bibliotheken in Gegenwart von PdII

untersucht. Die erste Reaktion, durch-
gef�hrt �ber eine Stunde bei 37 8C,
ergab f�nf stark positive Signale (A7 +

B3, A5 + B3, A4 + B8, A5 + B5 und A5-
Homokupplung) und f�nf schw�cher
positive Signale (A9 + B3, A8 + B3,
A8 + B8, A5 + B8 und A5 + B9, oberes
Array in Abbildung 4c). Diese zehn
wahrscheinlich bindungsbildenden Re-
aktionen wurden in gesonderten DNA-
Templatreaktionen untersucht, und die
gelelektrophoretische Auswertung deu-
tete darauf hin, dass alle f�nf stark
positiven und drei der schwach positiven
Signale tats�chlich von den authenti-

schen DNA-Templatreaktionen her-
r�hrten. F�r die zwei schwach positiven
Signale A9 + B3 und A5 + B9 wurde nur
wenig oder keine Produktbildung beob-
achtet.

Eine Wiederholung des Selektions-
experiments unter stringenteren Bedin-
gungen (20 min bei 25 8C) reduzierte die
Zahl der positiven Signale – dies ist ein
Hinweis darauf, dass die PdII-vermittelte
C-C-Verkn�pfung zwischen dem termi-
nalen Alkin (A5) und dem terminalen
Alken (B5) unter Bildung des Enonpro-
duktes tats�chlich effizient verl�uft. F�r
eine detaillierte Untersuchung dieser
Reaktion unter Nicht-DNA-Templat-
Bedingungen wurde das Substrat 3 syn-
thetisiert und seine intramolekulare
Cyclisierung zum Enon 4 in Gegenwart
von PdII untersucht. Diese Makrocycli-
sierung verlief in Milligramm-Mengen
mit 5% Na2PdCl4, einem Mol�quivalent
CuCl2 und verschiedenen L�sungsmit-
teln in Ausbeuten von mehr als 90 %.
Die Entdeckung dieser Alkin-Alken-
Kupplungsreaktion belegt den Nutzen
der Untersuchung einer großen Zahl
von Substratkombinationen bei der Su-
che nach unerwarteten Reaktionen.

Die in diesem Highlight vorgestell-
ten Beispiele demonstrieren die Vielsei-
tigkeit von DNA-Mikroarrays als Werk-
zeugen zur Decodierung komplexer Bi-
bliotheken DNA-gekuppelter Wirk-
stoffmolek�le[16] und anderer biomole-
kularer Verbindungen. Diese An-
wendungen sind allerdings nur dank
der außerordentlichen Stabilit�t der
Nucleins�uren, ihrer leichten Zug�ng-
lichkeit durch die Festphasensynthese
sowie dem stetigen Fortschritt der
DNA-Array-Technik in den letzten
15 Jahren m�glich geworden. Zwar sind
DNA-Chips inzwischen zu Routine-
werkzeugen geworden, jedoch m�ssen
noch viele Probleme gel�st werden – so
ist z.B. eine genaue Vorhersagbarkeit
und Quantifizierung der Hybridisie-
rungseffizienz einzelner Sonden w�n-
schenswert. Eine noch schwierigere
Aufgabe aber ist die �bertragung von
Anwendungen wie den hier beschriebe-
nen auf Protein-Mikroarrays. Solche
Protein-Mikroarrays d�rften einen noch
tieferen Einblick in biologische Systeme
auf der Proteom-Ebene geben. Aller-
dings wird diese faszinierende Aufgabe
wegen der außerordentlich komplexen
und oft empfindlichen Architektur die-

ser „Universalwerkzeuge der Natur“ die
Forschung im Bereich der chemischen
Biologie sicher noch einige Zeit be-
sch�ftigen.
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