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1. Einleitung

Mitte der 90er Jahre wurde entdeckt, dass bestimmte
DNA-Polymerasen die F�higkeit haben, einen kurzen DNA-
Strang (Primer), der an eine kleine ringf%rmige ssDNA-Ma-
trize gebunden ist, kontinuierlich zu verl�ngern.[1a–g] Der
Prozess ist heute als Rolling-Circle-Amplifikation (RCA)

bekannt (Abbildung 1A).[1h,i] Ge-
w%hnlich k%nnen die ringf%rmigen
DNA-Matrizen zwischen 13 und 240
Nucleotide (nts) enthalten. In einem
typischen RCA-Prozess repliziert die
DNA-Polymerase die ringf%rmige
Matrize hunderte bis tausende Male,
sodass als Endprodukte einer RCA-
Reaktion extrem lange ssDNA-Mole-
k6le mit repetitiven Sequenzeinheiten

entstehen, die zur ringf%rmigen DNA-Matrize komplement�r
sind (Abbildung 1B). Die DNA-Produkte enthalten dann
gew%hnlich hunderttausende Nucleotide und erreichen L�n-
gen zwischen hunderten von Nanometern bis einigen Mi-
krometern.

In der Folgezeit begann man rasch, die RCA als Methode
zur DNA-Amplifikation und vor allem als Technik f6r die
ultraempfindliche DNA-, RNA- und Proteindetektion in der
diagnostischen Genomik und Proteomik nutzbar zu ma-
chen.[2] Verbreitete Anwendung fand die RCA vor allem in
der DNA-Analyse mithilfe so genannter Padlock-Son-
den.[2a–c,3] Die Methode verwendet eine lineare DNA-Sonde,
deren beide Enden durch die spezifische Hybridisierung an
eine DNA- oder RNA-Zielsequenz in unmittelbare N�he
gebracht werden. Die beiden Enden der DNA-Sonde werden
durch eine DNA-Ligase verbunden, und der entstehende
DNA-Ring fungiert als Matrize f6r eine RCA-Reaktion mit
einer geeigneten DNA-Polymerase (z.B. Phi29-DNA-Poly-
merase)[4] und dNTPs (dATP, dCTP, dTTP und dGTP). Das

Die Rolling-Circle-Amplifikation (RCA) ist ein isothermer enzy-
matischer Prozess, der durch bestimmte DNA-Polymerasen vermittelt
wird. Bei der RCA werden lange einzelstr*ngige (ss) DNA-Molek+le
mithilfe eines einzelnen DNA-Primers an einer kurzen ringf,rmigen
ssDNA-Matrize synthetisiert. Die RCA hat sich als eine Standard-
amplifikationsmethode f+r die ultraempfindliche DNA-Detektion in
der Genomik und Diagnostik bew*hrt. Neuerdings ist es gelungen, die
RCA als Verfahren f+r die Erzeugung von DNA-Matrizen im großen
Maßstab nutzbar zu machen. Die so erzeugten Matrizen k,nnen zur
Herstellung von periodischen Nanoanordnungen eingesetzt werden.
Dar+ber hinaus wurden verschiedene RCA-Strategien entwickelt, um
repetitive Sequenzen von DNA-Aptameren und DNAzymen herzu-
stellen, die als Detektionsplattformen f+r kleine Molek+le und Pro-
teine fungieren. Diese neuen Verfahren machen die RCA zu einer
h,chst vielseitigen Methode f+r die Vervielf*ltigung von DNA, die
breite Anwendungsm,glichkeiten in der Genomik, Proteomik, Dia-
gnostik, Biosensorik, Wirkstoffentwicklung und Nanotechnologie
finden wird.
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RCA-Produkt kann nach Hybridisierung mit komplement�-
ren DNA-Oligonucleotiden, die mit einem Fluorophor mar-
kiert sind, im Konfokalmikroskop sichtbar gemacht werden.[5]

Außerdem besteht die M%glichkeit, den RCA-Prozess mit-
hilfe molekularer Leuchtfeuer (Beacons),[6] molekularer
Reißverschl6sse[7] oder fluorogener Farbstoffe[8] in Echtzeit
zu verfolgen. Die RCA wurde auch zur Signalverst�rkung in
Mikroarray-Immunassays f6r Proteomikanwendungen ver-
wendet.[2e,9] Nach Kupplung des RCA-Primers an den De-
tektionsantik%rper f6hrt die Antigen-Antik%rper-Bindung
zur Immobilisierung des Primers auf der Mikroarrayoberfl�-
che. Der Primer wird anschließend genutzt, um eine RCA-
Reaktion zu starten, die ein langes ssDNA-Molek6l ergibt,
das durch Hybridisierung mit einer fluoreszierenden DNA-
Sonde direkt sichtbar gemacht werden kann.

Die RCA zeichnet sich durch mehrere attraktive Eigen-
schaften aus: 1) Ein Vorteil gegen6ber der Polymeraseket-
tenreaktion (PCR) – der am h�ufigsten verwendeten Me-
thode zur DNA-Amplifikation – ist das isotherme Verhalten
der Phi29-DNA-Polymerase (die die DNA-Polymerisation
bei einer konstanten Temperatur (30 8C oder sogar Raum-
temperatur) katalysiert), sodass man keine thermisch stabile
DNA-Polymerase ben%tigt, ebensowenig wie eine kompli-
zierte Instrumentierung. 2) RCA-basierte Assays bieten so-
wohl hohe Empfindlichkeiten als auch hohe Spezifit�ten. Als
Methode zur Signalverst�rkung (entweder durch lineare
Verst�rkung oder durch exponentielles Wachstum)[3b,11] (zur
Erl�uterung des exponentiellen Wachstums siehe die Hinter-
grundinformationen) ergibt die RCA typische Verst�rkungs-
faktoren von ca. 1000 (lineare Verst�rkung) bis 10000. Zudem
ist die Z�hlung einzelner Molek6le m%glich, da das Signal
(tausende von Fluorophoren) auf einem einzelnen Molek6l
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Abbildung 1. A) Prinzip des RCA-Prozesses. Ein kurzer DNA-Primer
(blaue Kurve) hybridisiert zun"chst mit einer ringfCrmigen ssDNA-Ma-
trize (grDner Ring). Eine DNA-Polymerase (orangefarbener Stern) fDgt
dann fortw"hrend Nucleotide an den Primer an und kopiert dabei die
ringfCrmige Matrize. Da die Bildung kleiner ringfCrmiger DNA-Doppel-
str"nge geometrischen Beschr"nkungen unterliegt, wird angenommen,
dass sich die ssDNA w"hrend der Polymerasereplikation spontan und
selbstt"tig von der ringfCrmigen DNA-Matrize abwickelt (anstatt von
der Polymerase verdr"ngt zu werden).[1i,g, 2b,f ] Die L"nge der neu synthe-
tisierten Ketten ist haupts"chlich durch die endliche Prozessivit"t der
Polymerase begrenzt: Hoch prozessive DNA-Polymerasen (z.B. Phi29-
DNA-Polymerase) bleiben l"nger an die ringfCrmige DNA-Matrize ge-
bunden (und produzieren deshalb l"ngere RCA-Produkte) als geringer
prozessive Polymerasen.[2f ] B) Ein typisches Rasterkraftmikroskopie-
(AFM)-Bild zeigt, dass die durch RCA produzierten ssDNA-MolekDle
L"ngen zwischen einigen hundert Nanometern bis mehrere Mikrome-
ter erreichen kCnnen. Die Skalierung entspricht 500 nm. Wiedergabe
nach Lit. [10] mit Genehmigung.
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(oder als einzelner Fleck auf dem festen Substrat) lokalisiert
ist.[3b,12] Die hohe Spezifit�t r6hrt daher, dass eine RCA-Re-
aktion nur nach der spezifischen Hybridisierung zwischen
einem Primer und der passenden ringf%rmigen DNA-Matrize
gestartet werden kann. Im Fall der Padlock-Sonden[3] ist au-
ßerdem eine spezifische ligasevermittelte Reaktion erfor-
derlich, um die ringf%rmige Matrize zu erzeugen. Dies macht
RCA-basierte Assays zu hoch spezifischen und außeror-
dentlich n6tzlichen Verfahren f6r die Analyse von Ein-
zelnucleotidpolymorphismen (SNPs).[2a–c,3, 13] 3) Die RCA
kann leicht f6r eine Vielzahl von Detektionssystemen adap-
tiert werden (z.B. f6r Mikroarrays) und ist f6r die parallele
und die Hochdurchsatzanalyse geeignet.[2e,3b,9a–d] Tats�chlich
sind in den letzten zehn Jahren ausf6hrliche Studien zur
Anwendung der RCA als Amplifikationsmethode insbeson-
dere f6r die Nucleis�urediagnostik unternommen worden,
und man hat große Erfolge erzielt. Mehrere ausgezeichnete
Gbersichten wurden ver%ffentlicht, die einen allgemeinen
Gberblick 6ber die Grundlagen der RCA, Padlock-Sonden
und RCA-basierte Proteinmikroarrays geben.[2]

Einige spannende neue Entwicklungen wurden in j6nge-
rer Zeit bei Anwendungen der RCA in der Nanotechnologie
und in Bioassays mit funktionellen Nucleins�uren erzielt. Aus
Sicht der Materialwissenschaft sind die repetitiven DNA-Se-
quenzen innerhalb der RCA-Produkte �ußerst n6tzlich und
erm%glichen es, solche Molek6le als Matrizen f6r den Aufbau
von periodischen Nanoanordnungen zu verwenden.[10,14,15]

Noch wichtiger ist die Tatsache, dass man die Eigenschaften
der Matrize fein abstimmen kann, einfach indem man die
L�nge und Sequenzinformation der f6r eine gegebene RCA-
Reaktion verwendeten, ringf%rmigen Matrize vorgibt. Wegen
ihrer relativ großen Abmessungen k%nnen RCA-Produkte
zur Verbr6ckung von Nanoanordnungen und zur Herstellung
von mikro- oder gar makroskaligen Materialien dienen.[16]

Dar6ber hinaus ist die RCA geeignet, um strukturelle DNA-
Motive wie Nanokreuzungen (Nanojunctions)[17] und DNA-
zyme[18,19] zu amplifizieren. In Kombination mit funktionellen
Nucleins�uren (z.B. DNA-Aptameren und DNAzymen)[20]

kann die Anwendung von RCA-basierten Assays von der
Nucleins�uredetektion hin zur sensorischen Erkennung di-
verser Zielanalyte (wie Proteine[8,21] und kleine Metaboli-
te[22]) ausgeweitet werden. Schließlich kann die Anwendung
der RCA zur Herstellung enzymatischer DNA-Produkte zu
weiteren Verbesserungen der Detektionsempfindlichkeit
f6hren.[18,19] In diesem Kurzaufsatz befassen wir uns in erster
Linie mit der Anwendung der RCA zur Herstellung von
Nanoanordnungen, zur Synthese von wohldefinierten Nano-
strukturen und in der Biosensorik mit funktionellen Nuc-
leins�uren.

2. RCA in der Nanotechnologie

2.1. Matrizen f�r periodische Anordnungen

In einer RCA-Reaktion f6gt eine DNA-Polymerase
fortw�hrend Nucleotide an den Primer an und erzeugt so eine
neue DNA-Kette, indem es die gleiche ringf%rmige DNA-
Matrize Runde f6r Runde kopiert. Dieser Prozess f6hrt zur

Bildung von langen ssDNA-Produkten, die Tandemwieder-
holungen von DNA-Sequenzen enthalten. Ihre repetitive
Stuktur macht die RCA-Produkte zu exzellenten Matrizen
f6r den Aufbau von eindimensionalen periodischen Nano-
anordnungen (Abbildung 2A).

Die Forschungsgruppen um Mao und Simmel haben die
Anwendung von RCA-Produkten als Matrizen f6r die An-
ordnung von mit komplement�ren DNA-Oligonucleotiden
modifizierten Gold-Nanopartikeln (AuNPs) beschrieben
(Abbildung 2B).[10,14] Wir haben k6rzlich untersucht, ob
RCA-Reaktionen direkt an Nanopartikeloberfl�chen ausge-
f6hrt werden k%nnen, und wir fanden, dass eine solche Re-
aktion ein dreidimensionales Ger6st zug�nglich macht, an das
Nanospezies, die mit einem komplement�ren Oligonucleotid

Abbildung 2. A) Bildung einer 1D-Nanoanordnung an ssDNA-Matri-
zen, die durch RCA-Reaktion hergestellt wurden. B) Transmissionelek-
tronenmikroskopie(TEM)-Bilder von 1D-Anordnungen von Gold-Nano-
partikeln (AuNPs), die an einem RCA-Produkt gebildet wurden. IV und
V sind vergrCßerte Ausschnitte der Anordnungen in I und II. Die Ska-
lierungen entsprechen 200 nm. Wiedergabe nach Lit. [14] mit Geneh-
migung. C) Die Herstellung einer DNA-AuNP-Struktur durch RCA-Re-
aktion an einem AuNP-Kern.[15] Thiolmodifizierte DNA-Primer, die an
den AuNPs angebracht wurden, werden durch DNA-Polymerase mithil-
fe einer ringfCrmigen DNA-Matrize verl"ngert. D) Eine Struktur beste-
hend aus multiplen RCA-Produkten an einem AuNP kann als GerDst
fDr grCßere periodische Nanoanordnungen dienen. Wiedergabe nach
Lit. [15].
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versehen sind, periodisch angebracht werden k%nnen (Ab-
bildung 2C,D).[15] Willner und Mitarbeiter konnten zeigen,
dass RCA-Produkte als Matrize f6r die Bildung von kom-
plexen Proteinnanostrukturen dienen k%nnen. In dieser Stu-
die (Abbildung 3) enthielt die ringf%rmige DNA-Matrize, die

f6r die RCA-Reaktion eingesetzt wurde, die Antisense-Se-
quenz f6r zwei unterschiedliche Aptamere (zur Erkennung
von Thrombin bzw. Lysozym).[23] Die Autoren zeigten, dass
die langen RCA-Produkte zur Anordnung von Thrombin
und/oder Lysozym durch Aptamer-Protein-Bindung genutzt
werden k%nnen. Die Komplexit�t der Anordnungen konnte
durch Einf6hrung von AuNPs (durch chemische Konjugati-
on) weiter erh%ht werden.[23]

Die Verwendung von RCA-Produkten als Matrizen zum
Aufbau von Nanoanordnungen hat mehrere Vorteile: 1) Da
die Wiederholungseinheiten in einem RCA-Produkt die
gleiche L�nge haben wie die ringf%rmige Matrize, kann man
den Abstand zwischen angef6gten Nanospezies leicht vorge-
ben, indem man die L�nge der ringf%rmigen Matrize einstellt
(wenngleich es praktische Einschr�nkungen bez6glich der

verf6gbaren Gr%ßen gibt; siehe Lit. [1a]). 2) Die Sequenz der
Wiederholungseinheiten in einem RCA-Produkt ist in der
ringf%rmigen Matrize codiert (bzw. zu dieser komplement�r).
Dadurch hat man relativ freie Hand beim Entwurf von Na-
nokonstrukten. 3) Wegen der relativ großen Abmessungen
der RCA-Produkte kann die Bildung der Nanoanordungen
6ber gr%ßere L�ngenskalen (Mikro- oder Makroskala) er-
folgen. Dies k%nnte zum Aufbau von mikro- oder makro-
skopischen Bauelementen genutzt werden.[16] Ein großes
Problem ist jedoch, dass zwischen den RCA-Produktmole-
k6len eine unspezifische Vernetzung auftreten kann, wenn
die angef6gten Nanospezies mehrere Oligonucleotide ent-
halten.[10,14] Eine L%sung hierf6r ist die Verwendung von
monofunktionalisierten DNA-Nanospezies.[24] Ein weiterer,
offensichtlicher Nachteil bei der Anwendung der RCA zur
Herstellung von Matrizen f6r Nanoanordnungen liegt darin,
dass keine variablen Bindungsstellen f6r die Immobilisierung
von Nanospezies erzeugt werden k%nnen, da die RCA nur
Concatemere mit identischen Sequenzeinheiten erzeugt
(wenngleich Willner und Mitarbeiter die gleichzeitige An-
ordnung von zwei Arten von Nanospezies beschrieben ha-
ben).[23] Eine L%sung f6r dieses Problem k%nnte ein Ger6st
bestehend aus einer Reihe von RCA-Produkten mit unter-
schiedlichen Sequenzen sein.

2.2. Synthese von Nanostrukturen

Der RCA-Prozess kann auch zur Herstellung interessan-
ter DNA-Nanostrukturen verwendet werden. Wichtig ist da-
bei, dass man die Sequenz des Produkts durch Codierung der
komplement�ren Sequenz in der ringf%rmigen Matrize genau
festlegen kann. Erste Beispiele hierf6r stammen von Kool
und Mitarbeitern, die die Anwendung der RCA zur Her-
stellung von k6nstlichen humanen Telomeren mithilfe einer
ringf%rmigen Matrize mit komplement�rer Hexamersequenz
beschrieben.[25] Diese synthetischen Telomere sind von großer
Bedeutung f6r die Untersuchung von In-vivo-Systemen.[25]

Wegen der hohen Prozessivit�t der Phi29-DNA-Polyme-
rase und ihrer F�higkeit, doppelstr�ngige (ds) DNA zu ver-
dr�ngen,[4] ist eine RCA auch dann effektiv, wenn die ring-
f%rmige Matrize topologischen Randbedingungen unterliegt
(d.h. eine Sekund�rstruktur aufweist).[26] Dadurch ist man in
der Lage, DNA-Produkte mit diversen Sekund�rstrukturen
zu erzeugen (wie Doppelstr�nge, Haarnadeln und Kreu-
zungsmotive), die wichtige Bestandteile von funktionellen
Nucleins�uren und in der DNA-Nanotechnologie sind.[27] Yan
und Mitarbeitern gelang es k6rzlich, mithilfe einer RCA-
Methode eine DNA-Vierwegekreuzung zu amplifizieren.
Damit steht eine neuartige Strategie zur Herstellung großer
Mengen verzweigter DNA-Kreuzungen zur Verf6gung (Ab-
bildung 4).[17a] Eine wichtige Methode, die in dieser Studie
angewendet wurde, ist der enzymatische Verdau der RCA-
Produkte mithilfe von Restriktionsenzymen (z.B. PstI), der
monomere DNA-Nanokreuzungen ergibt.[17a] Wir haben au-
ßerdem gefunden, dass man durch sorgf�ltiges Abstimmen
der Reaktionsbedingungen (z.B. der Reaktionszeit) f6r den
enzymatischen Verdau die L�nge der Spaltprodukte festlegen
kann (d.h. Monomere, Dimere, Trimere usw.).[12a,15] Diese

Abbildung 3. Protein- und AuNP-Nanostrukturen, die durch Verwen-
dung von RCA-Produkten als Matrizen hergestellt wurden. Die RCA-
Produkte in (A–C) sind ssDNA-MolekDle mit repetitiven Aptamerse-
quenzen fDr die Thrombin- und Lysozym-Erkennung. Das RCA-Produkt
in (D) tr"gt ausschließlich Thrombin-bindende Aptamersequenzen. Die
Strukturen in (A–C) sind mithilfe von RCA-Matrizen hergestellte An-
ordnungen von fluorophormodifiziertem Thrombin, fluorophormodifi-
ziertem Lysozym bzw. beiden. Die Struktur in (D) ist eine mithilfe ei-
ner RCA-Matrize hergestellte AuNP-modifizierte ThrombinDberstruktur.
Wiedergabe nach Lit. [23].
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k%nnen dann abgetrennt und durch Gelelektrophorese iso-
liert werden. Yan und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass
auch komplexere, mehrfach 6berkreuzte DNA-Nanostruk-
turen durch RCA amplifiziert werden k%nnen. Diese Studie
zeigte einen Weg auf, um virale DNA in Zellen zu klonie-
ren.[17b] Die Synthese von DNAzymen mit hoch konservierten
Sekund�rstrukturen wurde ebenfalls vorgestellt (siehe Ab-
schnitt 3).[18,19]

Diese ersten Erfolge deuten stark darauf hin, dass sich die
RCA-Technik als eine leistungsf�hige Methode zur Herstel-
lung von DNA-Str�ngen mit gew6nschter L�nge, Sequenz
und Struktur etablieren k%nnte. So erzeugte DNA-Molek6le,
die mit anderen Methoden nur schwer zug�nglich sind,
k%nnten dann durch gut verf6gbare, leistungsf�hige enzyma-
tische Reaktionen wie enzymatischen Verdau und Ligierung
weiter umgesetzt werden, je nach ihrer spezifischen Ver-
wendung in der Nano- und Biotechnologie.[27]

3. RCA in Bioassays mit funktionellen Nuclein-
s�uren

Die Anwendung der RCA als eine Methode zur Signal-
verst�rkung wurde mit großem Erfolg in der Nucleins�ure-
diagnostik vorgef6hrt.[3] In einem repr�sentativen Beispiel
wurden ringf%rmige DNA-Matrizen – bezeichnet als Padlock-

Sonden – mit der betreffenden Nucleins�uresequenz (oft als
Primer bezeichnet) hybridisiert, und dieses Einzelbindungs-
ereignis wurde anschließend mehrere tausend Male durch
den RCA-Prozess amplifiziert.[3] Diese Art von Assay wurde
erfolgreich zur Genotypisierung von DNA-Sequenzen und
zur SNP-Analyse angewendet. Vor kurzem wurden auch
Sandwich-Immunassays zur Detektion von Proteinen und
anderen Antigenen auf der Grundlage von Antik%rper-An-
tigen-Wechselwirkungen entwickelt.[2e,9] In einem typischen
Chip-basierten Sandwich-Immunassay wird ein Ziel-Analyt
durch einen spezifischen Antik%rper, der an einen Chip
konjugiert ist, gebunden. Ein zweiter Antik%rper bindet dann
an den konjugierten Analyten. Anschließend wird ein dritter,
universeller Antik%rper, an den der RCA-Primer angebracht
ist, an den zweiten Antik%rper konjugiert, der dann der RCA-
Amplifizierung unterzogen wird.[2e] Seit der ersten Beschrei-
bung im Jahr 2000[9c] wurden RCA-amplifizierte Antik%r-
perchips in zunehmendem Maße zur Mehrkanal-Proteinpro-
filierung in der Krankheitsdiagnostik und im Wirkstoff-
Screening eingesetzt. Die Verwendung dieser Assays d6rfte
jedoch durch die inh�renten Nachteile von Antik%rpern ein-
geschr�nkt sein (schwierige Herstellung, relativ geringe Sta-
bilit�t usw.).[2e,9] Zudem sind zus�tzliche Konjugationsschritte
n%tig, um den RCA-Primer am Antik%rper anzubringen.[9]

Neueste Studien haben gezeigt, dass durch Anwendung
der RCA in Kombination mit funktionellen Nucleins�uren[20]

(Aptameren und Aptazymen) eine deutlich gr%ßere Band-
breite von Zielstrukturen als in gew%hnlichen RCA-basierten
Assays detektiert werden kann. DNA- oder RNA-Aptame-
re,[28] die Nucleins�ure�quivalente von Antik%rpern, spielen
eine besondere Rolle in der Biodetektion, Wirkstoffent-
wicklung und Nanotechnologie.[20,27d] Aptamere, die durch
einfache, aber leistungsf�hige In-vitro-Selektion erhalten
werden k%nnen, sind Nucleins�uresequenzen, die spezifisch
an ihre Zielstruktur binden.[28] Die Entwicklung von Strate-
gien der In-vitro-Selektion hat dazu gef6hrt, dass man Ap-
tamere rasch als eine vielversprechende Klasse von Molek6-
len erkannt hat, die in der Diagnostik eine �hnlich wichtige
Rolle spielen k%nnten wie die Antik%rper.[20] Tats�chlich ha-
ben Aptamere in bestimmten F�llen Vorteile gegen6ber
Antik%rpern:[20c] 1) Aptamere werden durch In-vitro-Selek-
tion erzeugt, sodass, anders als bei der Herstellung von An-
tik%rpern, keine Tierzellen ben%tigt werden. Dar6ber hinaus
lassen sich die Bedingungen einer In-vitro-Selektion leicht
steuern, sodass Aptamere mit gew6nschten Eigenschaften
erhalten werden k%nnen. 2) Einmal identifiziert, k%nnen
Aptamere durch relativ einfache chemische Methoden mit
ausgezeichneter Genauigkeit und Reproduzierbarkeit syn-
thetisiert werden. W�hrend der chemischen Synthese ist es
außerdem leicht, Modifikationen, z.B. Fluorophore, in die
Aptamerstr�nge einzuf6hren. 3) Aptamere sind stabiler ge-
gen Denaturierung (z.B. durch hohe Temperaturen). Diese
Eigenschaften machen Aptamere zu vielversprechenden
Spezies f6r diagnostische Assays, f6r die bisher haupts�chlich
Antik%rper eingesetzt wurden.

Die Kombination von Aptamer-Bindung und DNA-Am-
plifikation wurde erstmals in umgebungsabh�ngigen Assays
zur Proteindetektion genutzt. Landegren und Mitarbeiter
entwickelten PDGF-Sensorassays (PDGF = Blutpl�ttchen-

Abbildung 4. Amplifizierung einer DNA-Vierwegekreuzung durch
RCA.[17] Eine ligierte DNA-Vierwegekreuzung (blau; bezeichnet als Sen-
se(+)-Strang) dient als Matrize fDr eine RCA-Reaktion. Das RCA-Pro-
dukt, das komplement"r zur ringfCrmigen Matrize ist (bezeichnet als
Antisense(�)-Strang) wird durch ein Restriktionsenzym (PstI) in mo-
nomere Wiederholungseinheiten (rot) gespalten. Es folgt eine weitere
RCA-Reaktion an der ligierten ringfCrmigen Antisense(�)-Matrize mit
anschließendem Verdau mit dem gleichen Restriktionsenzym, wobei
eine große Zahl von Sense-Str"ngen erzeugt wird. Wiedergabe nach
Lit. [17a].
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Wachstumsfaktor), bei denen die simultane Bindung von
PDGF durch zwei Aptamere die Ligation dieser beiden Ap-
tamere vermittelte und die ligierten DNA-Molek6le an-
schließend durch PCR amplifiziert wurden.[29] In weiteren
Arbeiten 6ber solche Ligationssysteme wurde RCA als Er-
satz von PCR genutzt.[30]

Basierend auf der Isolierung zweier thrombinbindender
DNA-Aptamere, die die Eigenschaft haben, Thrombin an
unterschiedlichen Orten zu erkennen, entwickelten King und
Mitarbeiter folgende Strategie f6r die Thrombin-Detektion:
Zun�chst wurde eines der Aptamere in die ringf%rmige Form
6berf6hrt, das andere jedoch in der linearen Form belassen.
Hierbei wurden die Sequenzen beider Aptamere in der Weise
modifiziert, dass mindestens sechs Nucleotide am Ende der
linearen Aptamerkette einen kurzen (und deshalb extrem
schwachen) Doppelstrang mit dem ringf%rmigen Aptamer
bilden k%nnen. In Abwesenheit von Thrombin wurde kein
Doppelstrang gebildet, da die Wechselwirkungen in diesem
Fall zu schwach sind. Sobald dagegen Thrombin vorgelegt
wird, binden beide Aptamere dasselbe Thrombinmolek6l,
wodurch der DNA-Doppelstrang gebildet und somit der
RCA-Prozess gestartet wird (das lineare Aptamer fungierte
als der Primer, das ringf%rmige Aptamer als die Matrize;
siehe Abbildung 5A).[8] Der RCA-Prozess wurde mithilfe
von Fluoreszenzfarbstoffen in Echtzeit verfolgt. In einer
weiteren Studie entwarfen Ellington und Mitarbeiter ein
RCA-basiertes Sensorsystem f6r die PDGF-Detektion mit-
hilfe eines DNA-Aptamers, das einen analytinduzierten
Konformationswechsel eingehen kann,[31] der die beiden En-
den des DNA-Aptamers in unmittelbare N�he bringt und so
f6r eine Ligationsreaktion vorbereitet (Abbildung 5B).[21]

Der ligierte DNA-Ring kann als Matrize f6r die nachfolgende

RCA-Reaktion dienen. Die gleiche Arbeitsgruppe entwi-
ckelte auch eine Anwendung der RCA zur Detektion einer
niedermolekularen Verbindung, ATP.[22] Die funktionelle
Nucleins�ure, die in dieser Studie eingesetzt wurde, war ein
Aptazym, dessen katalytische Aktivit�t durch ATP moduliert
wird. Wie in Abbildung 6 gezeigt wird, agiert das Aptazym in
Gegenwart von ATP wie eine DNA-Ligase und erzeugt die
ringf%rmige Matrize f6r die nachfolgende RCA-Reaktion.

Die Assays k%nnen homogen in L%sung oder heterogen
auf Mikroarraytr�gern ausgef6hrt werden.[22] Der RCA-Pro-
zess l�sst sich mithilfe molekularer Beacons oder Fluores-
zenzsonden in Echtzeit verfolgen.[8,21,22] Die Kombination von
funktionellen Nucleins�uren mit dem RCA-Prozess bietet
mehrere Vorteile: 1) Gegen6ber den konventionellen RCA-
basierten Assays, die in erster Linie zur Detektion von Nuc-
leins�uren genutzt werden, erm%glicht die Verwendung von
Aptameren den Entwurf RCA-basierter Assays, die eine viel
breitere Spanne von Analyten erfassen k%nnen (Proteine,
Metabolite, niedermolekulare Verbindungen, Metallionen
und sogar lebende Zellen). Im Prinzip ist es m%glich, durch
In-vitro-Selektion ein Aptamer f6r jede spezifische Ziel-
struktur zu erhalten.[28] 2) Durch Verwendung eines Apta-
mers k%nnen einige der bei Antik%rper-basierten RCA-Im-
munassays erforderlichen Schritte eingespart werden (z.B.
die chemische Konjugation des RCA-Primers mit dem Anti-
k%rper). 3) Wie schon erw�hnt, sind DNA-Aptamere stabiler
und in der Synthese kosteng6nstiger als Antik%rper.[20c,32]

Dar6ber hinaus k%nnen funktionelle Gruppen (Fluorophore,
Biotin, Thiolgruppen usw.) einfach und in genauen Positionen
in Aptamersequenzen eingef6gt werden, sodass es relativ
leicht ist, RCA-basierte Assays auf Basis funktioneller Nuc-
leins�uren an unterschiedlichste Detektionssysteme anzu-
passen.[20c,32]

Abbildung 5. A) Umgebungsabh"ngiger Assay fDr die Thrombin-Detek-
tion mit Aptameren als Erkennungselementen und RCA als Amplifikati-
onsmethode (nach Lit. [8]). Die gleichzeitige Bindung eines Thrombin-
molekDls durch ein lineares Aptamer (das zugleich als der RCA-Primer
dient) und ein ringfCrmiges Aptamer (das als RCA-Matrize dient) er-
mCglicht eine RCA-Reaktion. B) Der Entwurf eines Assay fDr die PDGF-
Detektion mithilfe eines strukturschaltenden Aptamers und RCA (nach
Lit. [21a]). Die Bindung von PDGF an das Aptamer verursacht eine
Konformations"nderung im Aptamer, die zur Bildung einer Ligations-
stelle fDhrt. Nach Ligation durch eine DNA-Ligase dient das zirkulari-
sierte Aptamer als ringfCrmige Matrize fDr die RCA. In beiden Assays
lCst eine einzelne Protein-Aptamer-Bindung die RCA-Reaktion aus, die
das Signal tausendfach verst"rkt.

Abbildung 6. A) Sequenzentwurf eines Aptazyms, das auf die Bindung
von ATP hin eine DNA-Ligation katalysiert. Schwarz: DNA-Ligase, rot:
ATP-bindende Aptamerdom"ne, blau: Padlock-Sonde. B) Prinzip der
Aptazym-vermittelten RCA-Reaktion in einem Mikroarray-Format. Zu-
erst wird das Aptazym an einen Glastr"ger gebunden (durch Streptavi-
din-Biotin-Wechselwirkung). Das Aptazym wird durch ATP aktiviert und
ligiert die Padlock-Sonde, die sodann die RCA-Reaktion bewirken kann.
Das RCA-Produkt kann mithilfe von Fluoreszenzsonden sichtbar ge-
macht werden. Wiedergabe nach Lit. [22].
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Noch wichtiger ist vielleicht, dass mit diesen Assays hohe
Empfindlichkeiten erreicht werden k%nnen, da ein einzelnes
biomolekulares Erkennungsereignis durch den RCA-Prozess
tausendfach verst�rkt wird. J6ngste Studien der Arbeits-
gruppen um Willner und Mao haben gezeigt, dass die Emp-
findlichkeit weiter gesteigert werden kann, wenn DNAzyme
(DNA-Sequenzen, die chemische Reaktionen katalysieren
k%nnen)[33] als RCA-Produkte resultieren (Abbildung 7).[18,19]

In diesen Experimenten erzeugte der RCA-Prozess tausende
von DNAzymen, die auf die Bindung von H�min hin die
Funktion der Peroxidase nachahmen. Das DNAzym kataly-
siert die Oxidation von 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-
6-sulfons�ure) (ABTS) zu ABTSC+ (oder von ABTS2� zu
ABTS) durch H2O2; die Reaktion kann durch Messung der
optischen Absorption verfolgt werden.[34] Da die enzymati-
sche Reaktion mehrere Turnover ausf6hrt (jedes DNAzym
kann mehrere Produkte erzeugen), wird das Signal auf zwei
Ebenen verst�rkt, sodass eine sehr viel h%here Empfindlich-
keit resultiert. Die erfolgreiche Anwendung dieses Assays zur
DNA-Detektion wurde k6rzlich beschrieben. [18,19]

4. Zusammenfassung und Ausblick

J6ngste Fortschritt bei der Rolling-Circle-Amplifikation
haben ergeben, dass die RCA-Methode ein 6beraus wirksa-
mes Vervielf�ltigungsverfahren zur Herstellung von funktio-
nellen Nanostrukturen und von Matrizen f6r nanoskopische
Anordnungen ist und ein großes Potenzial f6r den Aufbau
von Nanofunktionseinheiten aufweist. Der Anordnungspro-
zess beruht auf spezifischen DNA-Hybridisierungen (oder
der Aptamer-Analyt-Erkennung),[35] was die genaue Positio-
nierung der Nanospezies sicherstellt. Ihre repetitive Struktur
macht die RCA-Produkte zu perfekten Matrizen f6r peri-
odische Nanoanordnungen. Von Bedeutung ist, dass die
RCA-Produkte leicht mit gew6nschter Sequenz erzeugt
werden k%nnen, indem man die Gegensequenz in die ring-

f%rmige Matrize eincodiert. Der Abstand zwischen angeord-
neten Nanospezies l�sst sich 6ber die L�nge der ringf%rmigen
Matrize ebenfalls leicht steuern. Die großen Abmessungen
(oder hohen Molekulargewichte) der RCA-Produkte bieten
eine weitere attraktive Eigenschaft: Sie k%nnen als Br6-
ckenelemente dienen, um die Nanospezies zu gr%ßeren
Strukturen zu verkn6pfen, oder auch als Bestandteile hier-
archischer Anordnungen auf mikro- oder makroskopischer
Ebene fungieren. Dies ist außerordentlich n6tzlich f6r den
Aufbau von Mikro- oder Makrofunktionseinheiten.

Dar6ber hinaus kann das RCA-Produkt selbst zu wohl-
definierten Nanostrukturen falten. Mithilfe von 6ber 200
kurzen Oligonucleotid-„Stapelstr�ngen“ gelang es Rothe-
mund, lange ssDNA-Molek6le (7 kb) in diverse Nanostruk-
turen mit pr�zise festgelegten Formen und Mustern zu fal-
ten.[36] Es ist denkbar, dass lange RCA-Produkte mit sorg-
f�ltig entworfenen Sequenzen auf �hnliche Weise falten
k%nnen, eventuell sogar ohne Unterst6tzung durch Stapel-
str�nge. Diese Annahme gr6ndet darauf, dass diese DNA-
Molek6le Tandemwiederholungen enthalten und dass die
Sequenz, die f6r die Bildung wohldefinierter Formen und
Muster durch spezifische intra- oder intermolekulare DNA-
Hybridisierung ben%tigt wird, durch Eincodieren der Se-
quenzinformation in die ringf%rmige Matrize erzeugt werden
kann. Somit ist es gut m%glich, dass die RCA-Technik noch
viele Anwendungen auf dem Gebiet der DNA-Nanotechno-
logie finden wird.[27b–e]

Der RCA-Prozess kann auch eine Vielzahl funktioneller
Nanostrukturen zug�nglich machen, z.B. Nanokreuzungen,
Aptamere und DNAzyme, die in der Nanotechnologie und
Biosensorik von Nutzen sein k%nnen. Durch Verwendung von
funktionellen Nucleins�uren wie Aptameren und Aptazymen
in RCA-basierten Assays kann die Bandbreite an detektier-
baren Analyten stark ausgedehnt werden. Zudem sind solche
Verfahren noch wesentlich empfindlicher als gew%hnliche
RCA-basierte Assays. Da es m%glich ist, praktisch jedes ge-
w6nschte Aptamer durch In-vitro-Selektion zu erhalten,
k%nnten RCA-basierte Assays mit Aptameren als Erken-
nungselementen zur Detektion von fast jedem denkbaren
Analyten (Nucleins�uren, Proteine, Metabolite, Metallionen
und sogar lebende Zellen) verwendet werden. Dar6ber hin-
aus spielen einige der mit Antik%rpern verbundenen Nach-
teile bei Aptameren keine Rolle, sodass Aptamer-basierte
Sandwich-Assays, die RCA als Amplifikationsmethode ver-
wenden, ein großes Potenzial f6r zuk6nftige Immunassays
haben.

Trotz aller Fortschritte befinden sich die Studien zur RCA
und ihre Anwendungen in der Nanotechnologie und Biode-
tektion noch in den Anf�ngen, insbesondere was die Kom-
bination mit funktionellen Nucleins�uren betrifft. So sind
vielz�hlige nat6rliche und synthetische DNA-Aptamere und
-Enzyme f6r einen breiten Bereich von Anwendungen ver-
f6gbar,[20,27d,37] bislang sind aber nur einige wenige DNA-
Aptamere und DNA-Enzyme in RCA-basierten Assays ein-
gesetzt worden. Dar6ber hinaus wurde zwar prinzipiell
nachgewiesen, dass RCA-basierte Assays mit funktionellen
Nucleins�uren in der Diagnostik angewendet werden k%nnen,
eine weite Verbreitung, insbesondere in einer kommerziali-
sierten Form, steht aber noch aus. Hieraus ergeben sich

Abbildung 7. RCA-Prozess zur Erzeugung zahlreicher Kopien von DNA-
zymen, die die Funktion von Peroxidase nachahmen und die Oxidation
von ABTS katalysieren. Das Signal wird zweimal verst"rkt – zuerst
durch RCA, dann durch das DNAzym –, sodass eine ultraempfindliche
Detektion resultiert. Wiedergabe nach Lit. [18].
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enorme Perspektiven f6r die Erforschung von funktionellen
Nucleins�uren f6r Anwendungen in RCA-basierten Diagno-
sesystemen, insbesondere in Bereichen, in denen Aptamere
Vorteile gegen6ber Antik%rpern bieten. Wir glauben daher,
dass die Verwendung funktioneller Nucleins�uren dazu bei-
tragen wird, die RCA als eine leistungsf�hige Methode in
vielf�ltigen Anwendungsgebieten wie der Biosensorik, Dia-
gnostik, Wirkstoffentwicklung und Nanotechnologie zu eta-
blieren.
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