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1. Einleitung

Die Evolution hat eine immense Vielfalt an hochspezia-
lisierten Nanomaschinen aus Proteinen, Nucleins�uren und
anderen (Makro-)Molek�len f�r die zahlreichen anspruchs-
vollen Aufgaben innerhalb und außerhalb der lebenden Zelle
hervorgebracht. Viele dieser faszinierenden Nanomaschinen
entstehen durch Selbstorganisation verschiedenster Protein-
und Nucleins�urekomponenten.[1] So bildet sich beispiels-
weise das Ribosom spontan aus mindestens drei Nuclein-
s�uren und �ber 50 Proteinbausteinen. Diese Selbstorgani-
sation wird durch verschiedene nichtkovalente Wechselwir-
kungen zwischen den Aminos�uren der beteiligten Proteine
mit ausgew�hlten Nucleotiden und dem Phosphatr�ckgrat
der ribosomalen RNA angetrieben und gesteuert.[2] Solche
erstaunlichen Beispiele der Selbstorganisation nativer Syste-
me f�hrten zu einer intensiven Erforschung biomimetischer
Bottom-up-Strategien f�r die Herstellung k�nstlicher Syste-
me in der Gr�ßenordnung von 5–100 nm, einem Bereich, der
mit herk�mmlichen mikrostrukturtechnischen oder chemi-
schen Herangehensweisen nur schwer zug�nglich ist.[3] Aus
den ersten Vorschl�gen zur Herstellung k�nstlicher Objekte
im Nanometerbereich ausgehend von biomolekularen Bau-
steinen (z. B. Proteinen und Nucleins�uren)[4,5] ist mittler-
weile ein eigenst�ndiges Forschungsgebiet hervorgegangen,
das h�ufig als Nanobiotechnologie bezeichnet wird.[6,7]

Bei der Bottom-up-Konstruktion nanoskaliger Objekte
haben sich synthetische DNA-Oligonucleotide als besonders
n�tzlich erwiesen.[8–11] Dank der hoch spezifischen Watson-
Crick-Basenpaarung ist es m�glich, k�nstliche Rezeptoren zu
entwerfen, die auf der Bildung von Wasserstoffbr�cken zwi-
schen Adenin und Thymin sowie von Guanin und Cytosin auf
komplement�ren Nucleins�urestr�ngen beruhen. DNA-Mo-
lek�le lassen sich leicht synthetisieren und weisen eine hohe
physikochemische Stabilit�t auf. Kurze DNA-Doppelhelices

zeigen eine hohe mechanische Starr-
heit, und dar�ber hinaus liefert die
Natur eine Vielzahl an hochspezifi-
schen DNA modifizierenden Enzy-
men, wie die Ligasen und die Nuclea-
sen, mit deren Hilfe DNA auf atoma-
rer Ebene pr�zise manipulierbar ist.
Daher l�sst sich DNA ausgezeichnet
f�r die molekulare Nanokonstruktion
einsetzen.

Durch die Herstellung halbsynthetischer DNA-Protein-
Konjugate werden die einzigartigen strukturgebenden Ei-
genschaften der DNA mit der enormen Funktionsvielfalt von
Proteinen verkn�pft. Diese wurden �ber Milliarden von
Jahren durch die Evolution f�r hochspezifische Funktionalit�t
optimiert, z. B. f�r die chemische Katalyse, die Energieum-
wandlung und die Translokation anderer Komponenten durch
Membranen. Dieser Aufsatz fasst die aktuellen Methoden zur
Herstellung von DNA-Protein-Konjugaten zusammen und
beschreibt wichtige Anwendungen dieser Hybridmolk�le in
der Bioanalytik und den Nanowissenschaften.

2. Synthese von DNA-Protein-Konjugaten

F�r die chemische Kupplung von synthetischen DNA-
Oligomeren und Proteinen sind verschiedenste Methoden
bekannt, die auf kovalenten wie auch nichtkovalenten Bin-
dungen beruhen. Da wichtige Fortschritte in diesem Gebiet
bereits in anderen �bersichtsartikeln zusammengefasst
wurden,[12] sollen im Folgenden in erster Linie die neuesten
Entwicklungen beleuchtet werden.

Durch Konjugation mit artifiziellen Nucleins�uren lassen sich Pro-
teine mit einem leicht herstellbaren, robusten Etikett versehen. Dieses
Anh�ngsel ist durch hochspezifische, molekulare Erkennungsmecha-
nismen wie die Watson-Crick-Basenpaarung selektiv adressierbar.
Solche DNA-Protein-Konjugate mit kombinierten Eigenschaften ha-
ben vielf�ltige Verwendungsm�glichkeiten, z. B. in hochempfindlichen
biomedizinischen Analyseverfahren, der Grundlagenforschung zur
molekularen Erkennung oder dem Aufbau von DNA-Nanostruktu-
ren. Dieser Aufsatz fasst die aktuellen Methoden zur Synthese dieser
Konjugate zusammen und pr�sentiert den aktuellen Stand ihrer An-
wendungen. So wurden DNA-Protein-Konjugate zu Modellsystemen
zusammengesetzt, die die Untersuchung von katalytischen Kaska-
denreaktionen oder von Lichtsammelkomplexen erm�glichen. Au-
ßerdem finden diese Hybridkonjugate Verwendung bei der Biofunk-
tionalisierung planarer Oberfl�chen bei Mikro- und Nanoarrays oder
zur Funktionalisierung anorganischer Nanopartikel. Entsprechend
finden sich m�gliche Anwendungen im Bereich der Detektion, der
Materialwissenschaften und der Katalyse.

Aus dem Inhalt

1. Einleitung 1221

2. Synthese von DNA-Protein-
Konjugaten 1221

3. Anwendungen 1226

4. Zusammenfassung und Ausblick 1234

[*] Prof. Dr. C. M. Niemeyer
Technische Universit�t Dortmund, Fakult�t Chemie,
Biologisch-Chemische Mikrostrukturtechnik
Otto-Hahn Straße 6, 44227 Dortmund (Deutschland)
Fax: (+ 49)231-755-7082
E-Mail: christof.niemeyer@tu-dortmund.de

DNA-Protein-Konjugate
Angewandte

Chemie

1221Angew. Chem. 2010, 122, 1220 – 1238 � 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim



2.1. Nichtkovalente Kupplungen
2.1.1. Die Biotin-(Strept-)Avidin-Wechselwirkung

Ein h�ufig verwendetes und einfaches Verfahren zur
Synthese von DNA-Protein-Konjugaten beruht auf der be-
sonders effektiven Wechselwirkung von d-Biotin (Vit-
amin H) mit den homotetrameren Proteinen Avidin und
Streptavidin (STV). Dank der außergew�hnlich hohen Affi-
nit�tskonstante dieser Wechselwirkung (ca. 1014 dm3 mol�1),
der hohen chemischen und thermischen Stabilit�t von STV
sowie der Verf�gbarkeit einer Vielzahl von Biotinderivaten
und schonenden Biotinylierungsmethoden bilden Biotin-
STV-Konjugate die Basis f�r viele diagnostische und analy-
tische Verfahren.[13,14] Biotinylierte Oligonucleotide lassen
sich leicht mithilfe automatisierter Phosphoramidit-Festpha-
sensynthese herstellen und sind kommerziell erh�ltlich. Das
Mischen von biotinylierter DNA und dem Zielprotein
(Schema 1a), das chemisch oder gentechnisch mit (Strept-)
Avidin gekuppelt wurde, f�hrt direkt zu den gew�nschten
DNA-Protein-Konjugaten. Diese Methode wurde bereits
h�ufig f�r die Herstellung von Reagentien f�r bioanalytische
Assays verwendet (siehe Abschnitt 3.1.1) und eignet sich f�r
den Aufbau von Nanostrukturen, wie an einigen Beispielen
gezeigt wurde (siehe Abschnitt 3.2.1). Wegen der hohen Af-
finit�t von (Strept-)Avidin f�r Biotin spielt die Dissoziation
der Konjugate normalerweise keine Rolle, allerdings ist die
tetramere Struktur von (Strept-)Avidin ein Problem f�r
solche DNA-Protein-Konjugate, denn sie macht es schwer,
wenn nicht sogar unm�glich, die St�chiometrie der DNA-
Protein-Konjugate zu kontrollieren und ist damit ein we-
sentliches Hindernis auf dem Weg zu definierten Nano-
strukturen. Zwar kann monobiotinyliertes POI mithilfe mo-
lekularbiologischer Techniken erzeugt werden,[15] allerdings
wird auch die gentechnische Konjugation des POI mit STV
durch den tetrameren Aufbau von STV erschwert. Die Ver-
wendung eines relativ großen Verbindungsproteins wie STV
kann ebenfalls Schwierigkeiten verursachen.

2.1.2. Die Ni-NTA-Hexahistidin-Wechselwirkung

Um die Schwierigkeiten einer Konjugation mithilfe von
(Strept-)Avidin zu umgehen, wurde k�rzlich eine alternative
Methode zur Herstellung von DNA-Protein-Konjugaten
entwickelt. Diese Methode nutzt die spezifische Wechselwir-

kung zwischen einem Oligohistidin-haltigen Peptid und
einem Nickel(II)-Ion, das durch Nitrilotriessigs�ure (NTA)
komplexiert ist, f�r die Konjugation (Schema 1b).[16–19] Dabei
vermittelt das Nickel(II)-Ion eine Wechselwirkung zwischen
NTA und einem POI, das eine Hexahistidinmarkierung (His6-
Tag) tr�gt. Zwei dieser Histidinreste k�nnen zusammen mit
einem NTA-Molek�l alle sechs Koordinationsstellen des Ni-
ckel(II)-Ions besetzen. Ein His6-Tag wird h�ufig gentechnisch
am N- oder C-Terminus eines rekombinanten Proteins an-
gef�gt, sodass das Protein anschließend einfach durch Affi-
nit�tschromatographie �ber eine NTA-Matrix mit immobili-
siertem Nickel(II) aufgereinigt werden kann.[20, 21] Vor kurzem
stellten Turberfield et al. ein DNA-Protein-Konjugat vor, das
auf dieser Wechselwirkung zwischen Ni2+-NTA und His6-Tag
beruht.[18] Ausgehend von kommerziell erh�ltlichen, amino-
modifizierten DNA-Oligonucleotiden stellten sie zuerst Oli-
gonucleotide her, die eine, zwei oder drei NTA-Gruppen
enthielten (Abbildung 1). Es war bekannt, dass die r�umliche

Konzentration mehrerer NTA-Gruppen zu einer Verst�rkung
der Wechselwirkung mit His6-markierten Proteinen f�hrt.[22]

Auch Turberfield und Mitarbeiter beobachteten eine erh�hte
Stabilit�t in Abh�ngigkeit von der Zahl an NTA-Liganden
pro Oligonucleotid bei DNA-Protein-Konjugaten, die das
gr�n fluoreszierende Protein (GFP) als POI enthielten. So
wurden Dissoziationskonstanten (KD) von 120 bzw. 6 nm f�r
Bis(NTA)- und Tris(NTA)-DNA gefunden. Diese ortsspezi-
fische Verbindung kann durch die Zugabe eines Nickelche-
lators wie Ethylendiamintetraacetat oder durch Imidazol
einfach wieder aufgel�st werden. Um die grunds�tzliche
Anwendbarkeit dieser DNA-Protein-Konjugationsmethode
zu demonstrieren, wurden verschiedene DNA-Nanostruktu-
ren mit dem His6-markierten GFP modifiziert.[18]

2.1.3. Antik�rper-Hapten-Wechselwirkung

Außer Biotin und NTA als Liganden k�nnen DNA-Oli-
gonucleotiden auch weitere Affinit�tsmarkierungen durch
Festphasensynthese angef�gt werden. So kann der Chromo-
phor Fluorescein (Fsc) als Hapten verwendet werden, an das
anti-Fsc-Immunoglobulin-G(IgG)-Antik�rper spezifisch
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am Max-Planck-Institut f�r Kohlenforschung
in M�lheim/Ruhr bei Manfred T. Reetz.
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Eigenschaften und Anwendungen von Bio-
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mera Biotec, die diagnostische Anwendungen von DNA-Protein-Konjugaten
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Abbildung 1. Tris(NTA)-modifizierte DNA. Die Oligonucleotideinheit
wurde weggelassen.
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binden k�nnen.[23] Es gibt bereits eine Vielzahl an Publika-
tionen zur Verwendung Fsc-modifizierter DNA-Oligonucle-
otide, die mithilfe von anti-Fsc-IgG mit einem Chromophor,

Fluorophor oder Reporterprotein verbunden sind, als Sonden
f�r die In-vitro-Detektion von komplement�ren Nucleins�u-
resequenzen.[24] �blicherweise wird die Fsc-IgG-Bindung in

Schema 1. Strategien f�r die Konjugation von DNA mit einem Zielprotein (protein of interest, POI). a) Biotin-(Strept-)Avidin-Kupplung; b) Ni-
NTA-His6-Konjugation; c) Kofaktor-Rekonstitution von Apoenzymen, die genutzt werden kann, um die enzymatische Aktivit�t d) an- und e) auszu-
schalten; kovalente Konjugate werden h�ufig unter Verwendung von heterodispezifischen Vernetzungsreagentien erzeugt (f; gezeigt: sulfoSMCC).
Eine andere M�glichkeit ist die Herstellung als Fusionsprotein mit einem Intein (g), die enzymatische Modifizierug durch Protein-Farnesyl-Trans-
ferase (h) oder Verwendung der O6-Alkylguanin-DNA-Aalkyltransferase (SNAP-Tag) (i) als reaktiver Teil der gentechnischen Fusion mit dem POI.
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analytischen Ans�tzen weder auf molekularer Ebene cha-
rakterisiert noch f�r weitergehende pr�parative Aufbau-
schritte genutzt. Unl�ngst haben Mao und Mitarbeiter Fsc-
modifizierte Oligonucleotide genutzt, um ein Hapten-modi-
fiziertes DNA-Nanoarray zu konstruieren. Dieses Array
diente anschließend als Templat f�r die Erzeugung einer sehr
dicht gepackten Anordnung des entsprechenden anti-Fsc-
Antik�rpers. Der Abstand zwischen den Antik�rpern betrug
dabei lediglich 20 nm.[25] Andere h�ufig verwendete Hapten-
Antik�rper-Paare, die bereits in verschiedenen diagnosti-
schen Methoden Anwendung gefunden haben,[26] sind IgGs
gegen Biotin, Dinitrophenol, Digoxigenin oder kurze Peptide
wie der FLAG-Tag.[27]

2.1.4. Aptamere

F�r die Konjugation von Nucleins�uren und Proteinen
k�nnen auch Affinit�tsmarker verwendet werden, die durch
die Nucleins�ure selbst gebildet werden. Aptamere sind Nu-
cleins�uresequenzen, die dreidimensionale Strukturen bilden,
die mit hoher Affinit�t an eine Zielstruktur binden.[28, 29] Diese
Aptamersequenzen k�nnen einfach w�hrend der Festpha-
sensynthese an das gew�nschte Oligonucleotid angef�gt
werden. Zwar gibt es bis heute nur eine begrenzte Zahl an
Aptameren gegen spezifische Proteine, weshalb die meisten
Studien mit dem gut erforschten anti-Thrombin-Aptamer[30]

als Modell durchgef�hrt wurden, es konnte aber gezeigt
werden, dass diese Methode der Konjugation grunds�tzlich
f�r Anwendungen in der Bioanalytik und Nanostrukturtech-
nik einsetzbar ist (siehe Abschnitt 3.2.2).

2.1.5. Rekonstitution von Apoenzymen

Ein halbsynthetischer Ansatz wurde f�r Enzyme entwi-
ckelt, die einen nicht diffusionsf�higen organischen Kofaktor
enthalten, der oft auch als prosthetische Gruppe bezeichnet
wird. Diese Gruppe befindet sich im aktiven Zentrum und ist
f�r die katalytische Aktivit�t essenziell. Bekannte Beispiele
f�r prosthetische Gruppen sind Porphyrin- und Flavinderi-
vate. Diese Kofaktoren k�nnen h�ufig aus dem Protein ent-
fernt werden, wodurch das so genannte Apoenzym entsteht,
das anschließend mit einem artifiziellen Analogon des nati-
ven Kofaktors rekonstituiert werden kann. Diese Rekonsti-
tution wird im Bereich der strukturellen Enzymologie und
Biotechnologie h�ufiger eingesetzt.[31] Die Rekonstitution ist
auch eine Methode zur Herstellung von hybriden DNA-
Enzym-Konjugaten, da eine entsprechende Nucleins�ure
chemisch mit dem Kofaktor konjugiert und das Apoenzym
nachfolgend mit diesem Kofaktor zum Holoenzym rekonsti-
tuiert werden kann (Schema 1c). Die Praktikabilit�t dieses
Konzepts wurde von Fruk et al. nachgewiesen, die daf�r
chemische Konjugate aus DNA und H�m (Protoporphy-
rin IX) herstellten, die zur Rekonstitution von Apomyoglo-
bin[32] oder Apomeerrettichperoxidase[33] verwendet wurden.
Die entstandenen halbsynthetischen DNA-Enzym-Konjugate
waren wieder voll funktionell, konnten durch ihren DNA-Teil
an eine komplement�re, auf einer Oberfl�che immobilisierte
Nucleins�ure binden und so zu Detektionszwecken[34, 35] und
f�r die Katalyse eingesetzt werden (siehe Abschnitt 3.2.3).

Ein �hnliches Konzept verfolgten Simon et al., die Apo-
flavinreduktase mit einem Flavin-Oligonucleotid-Konjugat
rekonstituierten (Schema 1 d).[36] Die Hybridisierung des
DNA-Protein-Hybrids mit einem komplement�ren Oligonu-
cleotid f�hrt zu einer Dissoziation des Kofaktors, sodass das
Enzym inaktiviert wird. Auf diese Weise war es anschließend
m�glich, eine spezifische Ziel-DNA zu detektieren. Ghadiri
und Mitarbeiter stellten chemische Konjugate aus einer Pro-
tease und DNA-Oligonucleotiden her,[37] die am anderen
Ende ein Inhibitormolek�l enthielten (Schema 1e). Dieser
Inhibitor blockiert das aktive Zentrum des Enzyms solange
die DNA einzelstr�ngig ist, sodass keine katalytische Akti-
vit�t detektierbar ist. Durch Hybridisierung mit einer kom-
plement�ren Ziel-DNA bildet sich eine rigide Doppelstrang-
DNA, sodass der Inhibitor aus dem aktiven Zentrum entfernt
wird und die katalytische Aktivit�t des Enzyms wiederher-
gestellt ist. Diese DNA-abh�ngige allosterische Aktivierung
wurde bereits f�r den Nachweis von Ziel-DNA[37] und die
Konstruktion von molekularen logischen Elementen einge-
setzt.[38]

2.2. Kovalente Kupplung

Zur Umgehung der problematischen Dissoziation nicht-
kovalenter reversibler Wechselwirkungen sowie zur einfa-
cheren Charakterisierung der DNA-Protein-Konjugate bietet
es sich an, DNA und Protein kovalent miteinander zu ver-
kn�pfen. Die ersten Arbeiten auf diesem Gebiet nutzen die
statistische Kupplung von Nucleins�uren und Proteinen
durch homodifunktionelle Vernetzungsreagentien wie Glu-
tardialdehyd[39] oder durch UV-induzierte Konjugation,[40] um
Sonden f�r Nucleins�ure-Hybridisierungsassays herzustellen.
Allerdings f�hren diese Ans�tze normalerweise nicht zu
Konjugaten mit definierter St�chiometrie.

2.2.1. Disulfid- und Maleins�ureimidkupplung

Die Herstellung von DNA-Protein-Konjugaten gelingt
unter Einsatz von Thiolchemie zur Kupplung von Oligonu-
cleotid und Protein. So ist es z. B. m�glich, Cysteinreste gen-
technisch in rekombinante Proteine einzuf�gen und diese
nachfolgend zur Herstellung von DNA-Konjugaten mit defi-
nierter St�chiometrie und Regioselektivit�t bez�glich des
Kupplungsortes zu nutzen. In einer richtungweisenden Arbeit
erzeugten Corey und Schultz[41] ein halbsynthetisches DNA-
Protein-Konjugat, indem sie ein Alkylthiol-modifiziertes
DNA-Oligonucleotid �ber eine Disulfidbindung mit einem
Cystein im Protein Staphylococcus-Nuclease (SN) kuppelten.
Das Oligonucleotid-SN-Konjugat wurde so zu einer synthe-
tischen sequenzspezifischen Nuclease, da der DNA-Einzel-
strang mit komplement�ren Bereichen auf einer Plasmid-
DNA eine Dreifachhelix bilden kann und so nur noch orts-
spezifisch das DNA-R�ckgrat schneidet. Sp�tere Arbeiten
zeigten, dass DNA-SN-Konjugate mit einer erh�hten Ge-
schwindigkeitskonstanten an komplement�re Doppelstrang-
DNA (dsDNA) hybridisieren, was vermutlich auf Coulomb-
Wechselwirkung zwischen der basischen SN und der Ziel-
DNA zur�ckzuf�hren ist, wodurch die effektive Konzentra-
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tion des Konjugats im Bereich der Zielsequenz erh�ht
wird.[42,43] Die ortsspezifische Kupplung von Thiol-modifi-
zierten Oligonucleotiden mit Proteinen wurde verwendet, um
definierte DNA-Protein-Konjugate herzustellen, in denen ein
einzelnes DNA-Oligonucleotid kovalent im Lumen einer a-
H�molysin-Pore fixiert ist. Diese auch „DNA-Nanoporen“
genannten Konjugate eignen sich als neuartige Sensoren
(3.2.5).[44, 45]

Bei Verwendung eines entsprechenden, rekombinanten
STV k�nnen mithilfe ortsspezifischer Disulfidbr�ckenbildung
DNA-Konjugate hergestellt werden,[46] die eine Alternative
zur statistischen Kupplung mithilfe heterodispezifischer Ver-
netzungsreagentien bieten. Die gebildete Disulfidbr�cke
kann unter reduktiven Bedingungen reversibel gespalten
werden; eine irreversible Kupplung ist dagegen mit Vernet-
zungsreagentien wie sulfoSMCC m�glich, die eine Mal-
eins�ureimidgruppe enthalten (Schema 1 f). Dieses Molek�l
ist ein repr�sentatives Beispiel f�r die große Gruppe der he-
terodispezifischen Vernetzungsreagentien, die �blicherweise
zuerst mit dem Protein gekuppelt werden, sodass auf der
Proteinoberfl�che Thiol-reaktive Maleins�ureimidgruppen
entstehen. Anschließend wird das aktivierte Protein aufge-
reinigt und mit Thiol-modifizierten Oligonucleotiden gekup-
pelt.[47–49] Ist eine ortsspezifische Kupplung erw�nscht und
enth�lt das POI zug�ngliche Cysteinreste, kann die Kupp-
lungsreihenfolge durch die Verwendung von Amino-modifi-
zierten Oligonucleotiden auch invertiert werden.[50] Die Me-
thode ist vielseitig einsetzbar, da die verwendeten Proteine
nicht unbedingt gentechnisch modifiziert werden m�ssen und
auch lange DNA-Fragmente gekuppelt werden k�nnen, die
durch Polymerasekettenreaktion (PCR) mit Thiol-modifi-
zierten Primern synthetisiert werden k�nnen. Allerdings ist es
bei dieser Methode notwendig, nach jeder Kupplung �ber-
sch�ssiges Oligonucleotid und Protein vom Konjugat zu
trennen.

2.2.2. Bioorthogonale Chemie

Nicht immer ist ein einzelner Cysteinrest auf der Ober-
fl�che des POI adressierbar. Daher wurden andere Kupp-
lungsmethoden entwickelt, deren Chemie orthogonal zu jener
der vielf�ltigen chemischen Gruppen in nativen Proteinen ist.
Ein repr�sentatives Beispiel ist die Ligation exprimierter
Proteine (expressed protein ligation, EPL),[51, 52] bei der re-
kombinante Proteine, die C-terminal einen Thioester ent-
halten, spontan, selektiv und unter milden Reaktionsbedin-
gungen mit N-terminalen Cysteinkonjugaten von Nuclein-
s�uren reagieren.[53] Wie in Schema 1g gezeigt, wird bei dieser
Methode das POI gentechnisch mit einer Inteindom�ne fu-
sioniert. Das Fusionsprotein wird anschließend in E. coli
�berexprimiert und an eine Affinit�tss�ulenmatrix gebunden.
Durch die Zugabe einer niedermolekularen Thiolkompo-
nente wie Mercaptoethansulfons�ure wird das POI durch
eine Reaktion des Inteins von der S�ulenmatrix getrennt,
wodurch gleichzeitig ein C-terminaler Thioester am POI
entsteht, der spezifisch mit einem Cystein-Nucleins�ure-
Konjugat reagieren kann. Da die EPL-Methode sowohl
Peptidnucleins�ure(PNA)- als auch DNA-Protein-Konjugate
mit definierter, st�chiometrischer Zusammensetzung und

ortsspezifischer Verkn�pfung erm�glicht, ist sie vielen kon-
ventionellen Kupplungstechniken �berlegen.[53–55]

Die aktuelle Forschung besch�ftigt sich besonders mit der
Entwicklung bioorthogonaler Ans�tze zur selektiven chemi-
schen Kupplung von Proteinen in vitro und in lebenden
Zellen.[56] Die wohl bekanntesten Methoden sind dabei die
Staudinger-Ligation von Azid- und Phosphin-modifizierten
Komponenten[57] sowie die Kupfer(I)-katalysierte 1,3-dipola-
re Huisgen-Cycloaddition von Aziden und Alkinen
(CuAAC).[58] Erst seit kurzem sind die photoinduzierbare 1,3-
dipolare Cycloaddition, die durch Molek�lspannung indu-
zierte Azid-Alkin-Cycloaddition, die Kreuzmetathese von
Allylsulfiden sowie die Diels-Alder-Reaktion von Tetrazin
und trans-Cycloocten als Alternativen verf�gbar.[59] Die
Staudinger-Ligation und die Huisgen-Cycloaddition wurden
bereits h�ufig in der chemischen Biologie eingesetzt, um
Biomolek�le zu markieren, die f�r die anschließende Unter-
suchung im lebenden System[60] oder in der In-vitro-Bioana-
lytik eingesetzt wurden.[61] Diese beiden Methoden wurden
auch k�rzlich verwendet, um DNA-Protein-Konjugate zu
synthetisieren. So wurden Glycoproteine auf der Oberfl�che
von HEK-Zellen �ber den Zuckermetabolismus mit Azido-
gruppen ausgestattet, die anschließend selektiv mit Phosphin-
derivatisierten Oligonucleotiden modifiziert werden konnten
(Abbildung 2).[62, 63] Die so mit DNA funktionalisierten Zellen

wurden anschließend mithilfe DNA-vermittelter Immobili-
sierung (DNA-directed immobilization, DDI) im Mikrome-
termaßstab angeordnet[62,63] oder mithilfe eines Rasterkraft-
mikroskops (atomic force microscope, AFM) hinsichtlich der
Zelladh�sion und der Strukturierung auf Oberfl�chen unter-
sucht.[64] Vor kurzem pr�sentierte dieselbe Gruppe die inter-
essante M�glichkeit, native Proteine auf der Zelloberfl�che
direkt mit durch N-Hydroxysuccinimid (NHS) aktivierten
DNA-Oligonucleotiden zu kuppeln.[65] Dabei erfolgt die
Konjugation zwar unspezifisch, jedoch ist die Methode of-
fensichtlich schnell, effizient und sehr umfassend einsetzbar,
da so nahezu jede S�ugerzelle mit DNA-Oligonucleotiden
modifizierbar ist. Die St�rken dieser Methode konnten be-
reits im Zusammenhang mit der DNA-vermittelten Bindung
und anschließenden elektrochemischen Analyse des Meta-
bolismus einer einzelnen S�ugerzelle auf einem Mikroelek-
trodenarray[66] und durch den programmierten Aufbau drei-
dimensionaler Mikrogewebe mit definierten Zell-Zell-Kon-
takten direkt in L�sung demonstriert werden.[67]

Die CuAAC wurde bereits zur Modifizierung syntheti-
scher DNA-Oligonucleotide genutzt,[68] und dar�ber hinaus

Abbildung 2. Phosphin-modifiziertes Oligonucleotid zur Synthese von
DNA-Protein-Konjugaten durch Reaktion mit Azido-funktionalisierten
Glycoproteinen.
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sind heute auch Methoden verf�gbar, die ohne Kupfer aus-
kommen.[69] Distefano und Mitarbeiter zeigten k�rzlich, dass
sich die Kupfer-katalysierte Cycloaddition im Zusammen-
spiel mit enzymvermittelter Proteinmodifizierung f�r die
Herstellung von DNA-Protein-Konjugaten eignet (Sche-
ma 1h).[70] Dabei nutzten sie das Enzym Protein-Farnesyl-
Transferase (PFTase), um ein Azid-modifiziertes Isoprenoid
spezifisch an eine kurze Erkennungssequenz zu binden, die
dem POI gentechnisch angef�gt wurde. Nach der Markierung
durch die PFTase wurden die Azidogruppen mit Alkin-mo-
difizierten Oligonucleotiden gekuppelt und DNA-Konjugate
von fluoreszierenden Proteinen erhalten. In diesem Zusam-
menhang soll auch auf das große Potenzial des ortsspezifi-
schen Einbaus nichtnat�rlicher Aminos�uren mit chemisch
adressierbarer Alkin- oder Azidfunktion in rekombinante
Proteine[71, 72] f�r die Herstellung definierter DNA-Protein-
Konjugate hingewiesen werden. Diesem Konzept folgend,
wurde bereits ein DNA-Oligonucleotid durch spezifische
Photovernetzung mit einem Protein gekuppelt, das die
nichtnat�rliche Aminos�ure p-Benzoyl-l-phenylalanin ent-
hielt. p-Benzoyl-l-phenylalanin wurde dabei durch ein arti-
fizielles, orthogonales tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetase-
Paar, das f�r ein Ambercodon decodiert, gentechnisch ins
Protein eingef�gt.[73]

Die spezifische Kupplung von Proteinen und DNA ist
auch auf rein enzymatischem Wege m�glich. Tominga et al.
verwendeten hierf�r die mikrobielle Transglutaminase
(MTG) aus Streptomyces mobaraensis, die einen Acyltransfer
zwischen einem prim�ren Amin und der g-Carboxyamid-
gruppe einer Gln-Seitenkette in einem Peptid oder Protein
katalysiert.[74] Diese Reaktion verl�uft mit guten Ausbeuten,
wenn dem POI gentechnisch eine kurze, zus�tzliche Peptid-
sequenz (Met-Lys-His-Lys-Gly-Ser) angef�gt wird, die den
Acylakzeptor Lys enth�lt. Als Acyldonor wirkt ein Oligonu-
cleotid, das mit N-Carbobenzyloxyglutaminylglycin (Z-QG)
modifiziert ist. So hergestellte DNA-Konjugate von eGFP
(enhanced green fluorescent protein) und alkalischer Phos-
phatase wurden in DDI-Experimenten eingesetzt.[74]

Ein weiterer vielversprechender Ansatz ist die Verwen-
dung einer spezifischen enzymatischen Aktivit�t, die zu einer
autokatalytischen Kupplung des Proteins selbst mit DNA-
Oligonucleotiden f�hrt. In einer fr�hen Arbeit gelang es
Smith et al. , mehrere Proteine auf einem linearen dsDNA-
Fragment anzuordnen, indem sie die spezifische Bindung von
DNA-(Cytosin-5)-Methyltransferasen an ihre Erkennungs-
sequenzen innerhalb der dsDNA nutzten.[75] Wird das syn-
thetische Analogon 5-Fluorcytosin (FC) anstelle von Cytosin
in die Erkennungssequenz eingebaut, bildet sich eine kova-
lente Bindung zwischen der Transferase und der DNA. Durch
Verwendung der beiden Methyltransferasen M.HhaI und
M.MspI und ihrer jeweiligen Erkennungssequenz GFCGC
bzw. FCCGG konnten unterschiedliche, aber definierte Be-
reiche der linearen DNA adressiert werden. Da die Methyl-
transferasen gentechnisch mit anderen Bindungsdom�nen
oder POIs fusioniert werden k�nnen, sollten sich so auch
Multiproteinkomplexe anordnen und aufbauen lassen.[75, 76]

Ein weiteres Protein, das sich autokatalytisch kovalent
mit seinem Substrat verbindet, ist die humane O6-Alkylgua-
nin-DNA-Alkyltransferase (hAGT), die unter dem Namen

„SNAP-Tag“ von Johnsson und Mitarbeitern f�r Proteinfu-
sionen entwickelt wurde.[77,78] Die hAGT kann gentechnisch
mit einem POI fusioniert und dann mit Benzylguanin-modi-
fizierten DNA-Oligonucleotiden umgesetzt werden (Sche-
ma 1 i). Besonders interessant ist bei dieser Methode, dass
keine Aufreinigung des POI-SNAP-Tag-Konjugats vor der
Kupplung mit der DNA n�tig ist, wie durch die Herstellung
verschiedener Einzelstrang-DNA(ssDNA)-Protein-Konjuga-
te belegt werden konnte.[79]

3. Anwendungen

Die Bioanalytik und die Herstellung biomolekularer Na-
nostrukturen sind die zwei Hauptanwendungsgebiete von
DNA-Protein-Konjugaten in der aktuellen Forschung.

3.1. Bioanalytik
3.1.1. Sonden f�r die Nucleins�ure- und Proteindetektion

Da DNA-Protein-Konjugate aus zwei verschiedenen
Makromolek�len bestehen, eignen sie sich f�r die Analyse
von Nucleins�uren wie auch von Proteinen (Abbildung 3).

Die ersten Anwendungen dieser Hybridmolek�le konzen-
trierten sich auf den Einsatz in nicht radioaktiven Hybridi-
sierungsassays (Abbildung 3a). Dabei wurden Nucleins�uren
nachgewiesen, und zur katalytischen Amplifikation des Si-
gnals wurden alkalische Phosphatase (AP),[80] Meerrettich-
peroxidase (HRP),[81] b-Galactosidase,[82] Lipasen[83] oder
Esterasen[84] eingesetzt. Sano et al. beschrieben 1992 einen
vollkommen neuartigen Assay, die Immuno-PCR (IPCR),[85]

die durch die Verwendung von DNA-Protein-Konjugaten den
hoch empfindlichen Nachweis von Proteinen und anderen
Antigenen erm�glicht. Wie in Abbildung 3b zu sehen, han-
delt es sich bei der IPCR um eine Abwandlung des Standard-
ELISA-Nachweisverfahrens (ELISA = enzyme-linked im-
munosorbent assay). Allerdings wird bei der IPCR als Signal
die Nucleins�ure des DNA-Protein-Konjugats durch PCR
amplifiziert, wodurch das Signal nahezu exponentiell ver-

Abbildung 3. Verwendung von DNA-Protein-Konjugaten in analytischen
Systemen. Sowohl der Nucleins�ure- als auch der Proteinanteil k�nnen
genutzt werden: a) Ein Sandwich-Hybridisierungsassay, bei dem das
im Konjugat vorhandene Protein ein Enzym ist und direkt als Reporter
fungiert; b) eine Immunpolymerasekettenreaktion (IPCR), bei der das
Protein ein Antik�rper ist. Die daran gebundene DNA wird �ber PCR-
Amplifikation detektiert.
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st�rkt wird, was die IPCR 1000- bis 10 000-mal empfindlicher
macht als ein analoges ELISA-System. Dementsprechend ist
dieser Immunassay sehr interessant f�r Anwendungen in der
klinischen Diagnostik und f�r die biomedizinische For-
schung.[48, 86–88] K�rzlich wurde von Landegren und Mitarbei-
tern eine verwandte Methode entwickelt: die Proximity-Li-
gation, die ebenfalls auf DNA-Antik�rper-Konjugaten
beruht.[89] Dabei werden Oligonucleotide, die an zwei ver-
schiedenen Antik�rpern befestigt sind, miteinander ligiert,
falls ein bestimmtes Zielprotein vorliegt, das die beiden
DNA-Antik�rper-Konjugate in r�umliche N�he bringt. Das
ligierte DNA-Molek�l kann anschließend per PCR oder
Rolling-Circle-Amplifikation vervielf�ltigt werden. Diese
Methode eignet sich auch f�r die Detektion von Protein-
Protein-Wechselwirkungen in Zellen. Grunds�tzlich ist f�r
alle diese Immunassays eine effiziente Verkn�pfung von
DNA-Marker und Antik�rper essenziell. Zwar wurde auch
eine kovalente Konjugation mithilfe einer Maleins�ureimid-
kupplung beschrieben,[48] allerdings werden die signalgeben-
den Konjugate h�ufig in situ durch die Wechselwirkung von
(Strept-)Avidin und Biotin generiert.[88]

3.1.2. Biochips

Dank der Verf�gbarkeit und hohen physikochemischen
Stabilit�t von Nucleins�uremolek�len lassen sich DNA-
Mikroarrays mittlerweile industriell herstellen und finden
vielf�ltige Anwendungen in der Genom- und Biomedizin-
forschung.[90, 91] Schwierig ist hingegen die Herstellung von
Mikroarrays empfindlicher Proteine (wie Rezeptoren und
regulatorische Proteine) durch Immobilisierung auf chemisch
aktivierten Oberfl�chen, da die Proteine bei diesem Prozess
leicht denaturieren k�nnen.[61] Die DNA-vermittelte Immo-
bilisierung (DDI) von DNA-Protein-Konjugaten an DNA-
Mikroarrays bietet hier eine milde Methode zur parallelen
Positionierung mehrerer empfindlicher Proteine an einer
Oberfl�che (Abbildung 4).[12, 47] Die DDI-Methode nutzt
dabei die hohe Spezifit�t der Watson-Crick-Basenpaarung
komplement�rer Oligonucleotide, wobei eines als Marker am
zu immobilisierenden Protein gebunden ist, w�hrend das
andere an der Oberfl�che fixiert ist und so als spezifisches
F�ngermolek�l wirkt. Bei DDI-Anwendungen erfolgt die
laterale Oberfl�chenstrukturierung auf Grundlage stabiler
Nucleins�uren, sodass die resultierenden DNA-Mikroarrays
fast unbegrenzt haltbar sind. Erst unmittelbar vor der Ver-
wendung werden die Mikroarrays mit den DNA-Protein-
Konjugaten funktionalisiert, um z. B. als Biochip in einem
Immunassay eingesetzt zu werden.[55, 92–95] Ein besonderer
Vorteil der DDI liegt darin, dass die Proteine ihre biologische
Aktivit�t behalten, da sie durch eine kurze dsDNA-Br�cke
und nicht durch kovalente oder nichtkovalente Kontakte
direkt mit der Oberfl�che verbunden sind, wodurch sie kon-
formativ eingeschr�nkt sein und (teilweise) denaturiert
werden k�nnen. Nach der Verwendung kann ein DDI-ba-
siertes Array sogar durch alkalische Denaturierung der
dsDNA-Helix regeneriert werden.[35, 96, 97]

Gegen�ber der heterogenen Immunsorption an Festpha-
sen ist die Verwendung DDI-basierter Mikroarrays bei der
Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen vor-

teilhaft, da die intermolekulare Bindung zwischen Zielanti-
gen und Antik�rper auch in L�sung erfolgen kann und damit
wesentlich effizienter ist. Die so gebildeten Immunkomplexe
werden anschließend durch Nucleins�urehybridisierung
ortsspezifisch auf dem Mikroarray immobilisiert.[55, 92] Das
DDI-Prinzip wurde auch im Bereich der funktionellen Pro-
teomforschung angewendet, um Bindeereignisse zwischen
einer Bibliothek niedermolekularer organischer Verbindun-
gen und Proteinen zu detektieren.[98–103] Dazu wurden die
Molek�le mit PNA-Oligomeren konjugiert. Das Molek�l
kann in Abh�ngigkeit vom Reaktionsmechanismus an das
Protein binden und so zwischen aktivem und inaktivem Pro-
tein unterscheiden. Anhand der Sequenz des PNA-Teils, die
durch Hybridisierung an einen Oligonucleotid-Mikroarray
ausgelesen werden kann, l�sst sich das jeweils angeh�ngte
Molek�l identifizieren. Die grunds�tzliche Anwendbarkeit
des Systems wurde mithilfe spezifischer Inhibitoren der Cat-
hepsine[98] und der Caspase[99] getestet. Anschließend konnten
auf diesem Wege neue proteolytische Aktivit�ten in Extrak-
ten aus Hausmilben identifiziert werden.[101]

Die DDI-Methode hat auch im Bereich der In-vitro-
Evolution von Proteinen Anwendungen gefunden. Zwei
Forschungsgruppen haben daf�r Nucleins�uren in situ kova-
lent mit Proteinen gekuppelt, z. B. mit Einzelketten-Anti-
k�rperfragmenten.[104, 105] Das Prinzip beruht auf der In-vitro-
Translation von mRNA, die an ihrem 3’-Ende kovalent mit
Puromycin modifiziert ist. Durch das Peptidylakzeptor-An-
tibiotikum Puromycin wird die mRNA am Ribosom mit der
Polypeptidkette verkn�pft. Dadurch wird die genetische In-
formation (mRNA) mit ihrem Produkt (Polypeptid) kovalent
zu einem Hybridkonjugat verkn�pft. Dieser Ansatz eignet
sich sowohl f�r Hochdurchsatzanalysen von Peptid- und
Proteinbibliotheken als auch f�r die Herstellung von Prote-
inmikroarrays.[106] In einem �hnlichen Ansatz wurde auch das
SNAP-Tag-System eingesetzt, um mithilfe einer kovalenten
Genotyp-Ph�notyp-Kupplung die Selektion von Proteinen,
die von einer DNA-Bibliothek exprimiert wurden, zu er-
m�glichen.[107]

Weitere aktuelle DDI-Anwendungen zur Herstellung von
Bioarrays mit lebenden Zellen,[62–64, 108, 109] sowie zahlreiche
Studien, in denen Nichtproteinkomponenten immobilisiert
wurden, belegen die vielz�hligen Verwendungsm�glichkeiten
dieser Methode.[110]

3.2. Nanofabrikation
3.2.1. Statistische Bildung von Streptavidin-Netzwerken

Einen einfachen Zugang zu funktionellen DNA-Protein-
Nanostrukturen bietet die Selbstassemblierung von STV und
doppelt biotinylierten dsDNA-Fragmenten.[111] Diese zwei-
bindigen dsDNA-Oligomere k�nnen vierbindige STV-Mole-
k�le miteinander verkn�pfen und so ein Netzwerk bilden.
AFM zeigt, dass in solchen Netzwerken die STV-Molek�le
haupts�chlich mit zwei dsDNA-Molek�len verkn�pft sind
(Abbildung 5a). Da drei- und vierfach verkn�pfte STV-Mo-
lek�le wesentlich seltener vorkommen, haben diese Nano-
strukturen noch eine große verbleibende Biotinbindef�hig-
keit, die eine weitere Funktionalisierung mit anderen bio-
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tinylierten Komponenten erm�glicht. So lassen sich z. B.
durch die Zugabe von biotinylierten Antik�rpern funktio-
nelle Komplexe erzeugen, die sich sehr gut f�r IPCR-An-
wendungen eignen.[87,88, 111] Da diese oligomeren Netzwerke in
ihrer Gr�ße, Konnektivit�t und Topographie DNA-ver-
kn�pften Netzwerken aus Nanopartikeln �hneln,[112] eignen

sie sich auch als Modellsysteme f�r die Entwicklung grund-
legender Techniken zur Immobilisierung und Charakterisie-
rung solcher Partikel.[113] Zum Beispiel lassen sich die DNA-
Fragmente in diesen Netzwerken durch die Gegenwart von
Ionen beeinflussen. Damit ließen sich schaltbare Aggregate
aus Nanopartikeln entwickeln (Abbildung 5a),[113] die als

Abbildung 4. DDI von Proteinen auf Oberfl�chen. a) Schematische Darstellung und b)–e) Anwendung der DDI in der Serum-Immundiagnostik
mithilfe einer Anordnung aus ssDNA-haltigen Feldern, die durch Nanopropfen hergestellt wurde.[94] Die topografischen AFM-Aufnahmen und die
zugeh�rigen H�henprofile wurden erhalten von ssDNA-Feldern aus drei verschiedenen Oligonucleotiden (rote Linie in b), nach Inkubation mit
einer L�sung von ssDNA-STV- (komplement�r zu Feld B) und ssDNA-Gox-Konjugaten (komplement�r zu Feld C; schwarze Linie in c) und an-
schließender Inkubation mit Humanserum, das Antik�rper gegen STV (blaue Linie in d) und GOx (gr�ne Linie in e) enthielt. Die H�henzunahme
zeigt die spezifische Immobilisierung der Komponenten in allen Bindungsschritten an. Wiedergabe aus Lit. [94] mit Genehmigung.
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Abbildung 5. DNA-STV-Nanostrukturen. a) Statistische Bildung von dsDNA-STV-Konjugat-Netzwerken aus 5’,5’-bisbiotinylierter DNA und STV;
b =Biotin. Die Struktur ist vereinfacht dargestellt, da ein Teil der STV-Molek�le als drei- oder vierbindige Br�cke zwischen benachbarten dsDNA-
Fragmenten wirkt (siehe AFM-Aufnahme A). Die dsDNA-STV-Netzwerke k�nnen durch thermische Behandlung in dsDNA-STV-Nanoringe umge-
wandelt werden (siehe AFM-Aufnahme B);[114] Die AFM-Aufnahmen links im Bild zeigen die Strukturver�nderungen von DNA3-STV3-Elementen bei
steigender Ionenst�rke.[113] Dabei verringert sich der relative Abstand der Proteinpartikel durch superhelicale Verdrillung der DNA-Br�cken. Die
Zust�nde I, II und III wurden bei niedriger, mittlerer bzw. hoher Salzkonzentration beobachtet. b) Zweidimensionales Nanoarray von oligomeren
4 � 4-DNA-Kacheln mit Biotineinheiten f�r die Bindung von STV (blaues Tetramer). Wiedergabe aus Lit. [120] mit Genehmigung. c) Bindung ein-
zelner STV-Molek�le auf finiten Nanoarrays aus neun 4 � 4-Kacheln. Die AFM-Aufnahmen zeigen die spezifische Bindung der Proteine an die
erwarteten Kacheln. In der Kontrollreaktion wurden die Arrays mit biotinylierten Zielmolek�len inkubiert, die zu keiner Kachel komplement�r
waren. Wiedergabe aus Lit. [123] mit Genehmigung. Weitere mithilfe der Origamitechnik aufgebaute, STV-modifizierte DNA-�berstrukturen sind
in (d)[131] und (e)[133] gezeigt.
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Modellsysteme f�r funktionelle Nanomaterialien mit kon-
trollierbaren Partikelabst�nden oder Zugangsm�glichkeiten
f�r Enzyme dienen.

Diese auf zuf�llige Weise gebildeten dsDNA-STV-Netz-
werke k�nnen außerdem problemlos durch Erhitzen und ra-
sches Abk�hlen in definierte supramolekulare DNA-STV-
Nanoringe (Abbildung 5a) umgewandelt werden.[114] Da
diese Nanostrukturen einfach zu bilden sind und �ber eine
definierte St�chiometrie und Struktur verf�gen, k�nnen sie
nach der Funktionalisierung mit biotinylierten Haptenen als
Reagentien in der kompetitiven IPCR eingesetzt werden.
Solche IPCR-Assays zeigen eine tausendmal niedrigere
Nachweisgrenze als herk�mmliche ELISA-Methoden.[115]

Dar�ber hinaus k�nnen STV-Molek�le mit kovalent gekup-
pelter ssDNA in diese Netzwerke integriert werden, wodurch
sich weitere Funktionsmolek�le durch spezifische Hybridi-
sierung einbauen lassen.[12] dsDNA-STV-Nanostrukturen
k�nnten auch als biomolekulare Metallisierungstemplate ge-
nutzt werden. Bei dieser von Braun und Mitarbeitern entwi-
ckelten Methode werden die elektrostatischen und topogra-
phischen Eigenschaften von supramolekularen DNA-Prote-
in-Komplexen f�r das Wachstum metallischer Nanostruktu-
ren genutzt.[116, 117] Weiterhin k�nnen dsDNA-STV-Nano-
strukturen als Standards f�r die AFM-Untersuchung der
Topographie weicher Materialien dienen,[118] da die beiden
Biopolymere DNA und Protein in sehr charakteristischer,
definierter, supramolekularer Struktur vorliegen. Damit ist es
z. B. m�glich, die Deformationseigenschaften der Biopoly-
mere in Abh�ngigkeit vom Detektionsmodus der AFM-Un-
tersuchung zu bestimmen.[118]

3.2.2. Rational entworfene DNA-Nanoarrays

Dank der bahnbrechenden Arbeiten Seemans[5] ist der
Aufbau von DNA-�berstrukturen mit definierten Struktur-
eigenschaften im Nanometerbereich heutzutage gut eta-
bliert.[8–11] Um die Verwendungsm�glichkeiten und die An-
wendbarkeit solcher DNA-Nanoarrays zu erweitern, wird
intensiv daran gearbeitet, solche selbstorganisierten DNA-
�berstrukturen durch die Einbindung von Proteinen mit zu-
s�tzlichen Funktionen auszustatten. W�hrend der Aufbau li-
nearer, eindimensionaler DNA-Protein-Konjugate bereits in
den 1990er Jahren demonstriert wurde,[47,119] gelang die Mo-
difizierung zweidimensionaler Arrays mit Proteinen erst vor
kurzem. In einer der ersten Untersuchungen zeigten Yan
et al., dass sich ausgehend von so genannten 4 � 4-DNA-Ka-
cheln ausgedehnte zweidimensionale biotinmodifizierte
Gitter herstellen lassen, die in STV-Arrays �berf�hrt werden
k�nnen (Abbildung 5b).[120] Die Kupplung mithilfe von
Biotin wurde auch in weiteren Arbeiten genutzt, um Arrays
aus STV und STV-modifizierten Nanopartikeln[121, 122] oder
sogar finite Nanoarrays herzustellen. Auf den letztgenannten
k�nnen individuelle Proteine wie auf einer molekularen
Stecktafel positioniert werden (Abbildung 5 c).[123, 124] Da STV
allerdings außer seiner hohen Affinit�t f�r Biotin keine wei-
tere Funktion hat, dienten diese Arbeiten haupts�chlich der
grundlegenden Untersuchung der Umsetzbarkeit rationaler
Konstruktionskonzepte im Bereich der DNA-Nanotechno-
logie.

Um die Anwendungsm�glichkeiten der Nanoarrays auf
den Bereich der Biosensorik zu erweitern, verwendeten Yan
und Mitarbeiter �hnliche Strategien zum Aufbau von Nano-
arrays mit Aptamermotiven. Diese Arrays waren so in der
Lage, selektiv Zielproteine zu binden.[125–128] Durch diesen
Ansatz wurde es auch m�glich, Nanoarrays mit mehreren
unterschiedlichen Proteinen, z.B. Thrombin und Wachs-
tumsfaktoren, herzustellen.[128] Durch die Einf�hrung von
niedermolekularen Erkennungsgruppen wie Haptenen (siehe
Abschnitt 2.1.3)[25] oder Peptiden[129] konnte auch die Bin-
dung von Antik�rpern an DNA-Nanostrukturen untersucht
werden. Dieser Ansatz beruhte auf der ortsspezifischen Hy-
bridisierung von DNA-Peptid-Konjugaten an definierte
ssDNA-Bereiche innerhalb der Nanoarrays. Die entstandene
Struktur konnte anschließend f�r die Untersuchung von
Protein-Protein-Wechselwirkungen genutzt werden.[129]

DNA-Ger�ste, die mit der so genannten DNA-Origami-
methode von Rothemund[130] aufgebaut werden, bieten wei-
tere M�glichkeiten f�r die Herstellung von Protein-Nanoar-
rays. So nutzen Kuzuya et al. die Origamitechnik, um ge-
lochte DNA-Nanofolien herzustellen, die definiert angeord-
nete Vertiefungen von 7 � 12 � 2 nm enthielten. Durch zwei
Biotineinheiten innerhalb dieser Vertiefungen konnten dort
einzelne STV-Molek�le immobilisiert werden (Abbil-
dung 5d).[131] Die Origamitechnik erm�glicht eine deutlich
bessere Kontrolle �ber die Fixierung[131] als fr�here Metho-
den, bei denen STV in den Vertiefungen linearer Arrays aus
so genannten Neun-Helix-DNA-Kacheln immobilisiert
wurde.[132] In weiteren aktuellen Beispielen wurden Origa-
minanostrukturen mit integrierten NTA-Gruppen genutzt,
um Oligohistidin-markierte, fluoreszierende Proteine zu
binden[19] oder mehrere STV-Molek�le definiert an einem
Origamielement anzuordnen, das 24 biotinylierte Stapel-
str�nge enthielt (Abbildung 5e).[133] Auch konnte gezeigt
werden, dass sich biotinmodifizierte Polyamide sequenzspe-
zifisch an DNA-Nanoarrays anlagern k�nnen und so zur Po-
sitionierung von STV-Molek�len an vorbestimmten Stellen
des Arrays verwendet werden k�nnen.[134,135] Diese Vorge-
hensweise sollte auch f�r DNA-Nanostrukturen anwendbar
sein, die mithilfe der Origamitechnik aufgebaut wurden.

Es lassen sich aber nicht nur DNA-Nanostrukturen als
Template f�r die Positionierung von Proteinen einsetzen –
umgekehrt k�nnen auch Proteine genutzt werden, um gege-
bene DNA-Nanostrukturen zu modifizieren. Dieser Ansatz
er�ffnet faszinierende M�glichkeiten: Außer dem Sch�tzen
der DNA vor Metallabscheidung (siehe Abschnitt 3.2.1)[117]

l�sst sich z. B. auch eine nanomechanische Einheit konstru-
ieren, die auf die Gegenwart des Proteins E. coli integration
host factor (IHF) als Stimulus reagiert, wie Seeman et al
zeigten. Der IHF beeinflusst die Topologie der DNA, und
folglich �ndert die entsprechende Nanostruktur in der Ge-
genwart von IHF ihre Form.[136] Eine weitere eindrucksvolle
Arbeit stammt von Turberfield et al. , die das Protein RuvA
nutzten, um bestimmte Konformationsisomere in DNA-Na-
noarrays zu induzieren und zu stabilisieren.[137] RuvA ist ein
Protein, das die vierstr�ngigen DNA-Strukturen der so ge-
nannten Holliday-Strukturen (Holliday junctions) bindet. Die
Holliday-Struktur ist ein wichtiges Intermediat der geneti-
schen Rekombination. Turberfield und Mitarbeiter konnten
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durch Transmissionselektronenmikroskopie zeigen, dass die
Zugabe von RuvA w�hrend der Selbstorganisation von
zweidimensionalen Nanokristallen sowohl deren Gittersym-
metrie als auch die Verkn�pfung der Elemente deutlich be-
einflusst.

3.2.3. Adressierung und Kaskadierung von Enzymen

DNA-Nanoarchitekturen fanden auch Verwendung zur
Modulierung der Proteinfunktion und der Zug�nglichkeit von
Proteinen. So konstruierten Turberfield und Mitarbeiter
einen stabilen tetraedrischen DNA-K�fig, der ein einzelnes
Cytochrom-c-Molek�l enth�lt.[138] Zu diesem Zweck wurde
das Protein kovalent mit einem der vier Oligonucleotide
verkn�pft, aus denen der DNA-K�fig aufgebaut ist. Die Au-
toren konnten zeigen, dass der Erfolg der Einkapselung des
Proteins von seinem Verkn�pfungspunkt entlang einer Te-
traederkante abh�ngt (Abbildung 6). Dieses Ph�nomen
konnte durch die Analyse der elektrophoretischen Mobilit�t
eindeutig demonstriert werden und deckt sich mit der er-
warteten, helical ver�nderten Position der Anbindung des
Proteins an die Tetraederkante. Nach Meinung der Autoren
k�nnten DNA-K�fige, deren Seiten sich ausdehnen oder de-
finiert ge�ffnet werden k�nnen, genutzt werden, um die

Funktion des eingeschlossenen Proteins zu steuern. So ließen
sich m�glicherweise apoptotische Proteasekaskaden initiie-
ren.[138]

Am Beispiel von DNA-Protein-Konjugaten, die durch
Kofaktor-Rekonstitution hergestellt wurden, zeigt sich deut-
lich, wie die Enzymfunktion durch die Kupplung mit DNA
ver�ndert werden kann (siehe Abschnitt 2.1.5). Solche Hy-
bridmolek�le, die aus Myoglobin (Mb)[32] oder Meerrettich-
peroxidase (HRP)[33] hergestellt wurden, zeigen eine deutlich
ver�nderte katalytische Aktivit�t gegen�ber jener der nativen
Proteine. Im Fall von Mb erh�ht das recht sperrige und stark
geladene Oligonuclotid in direkter Nachbarschaft zum akti-
ven Zentrum die katalytischen Eigenschaften des Proteins
deutlich.[33] Interessanterweise h�ngt dieser Effekt stark von
der Sequenz des verwendeten Oligonucleotids ab, wodurch
ein genaues Einstellen der Enzymeigenschaften eines solchen
Hybridmolek�ls m�glich wird.[139] Erst k�rzlich wurde Mb
außerdem mit einem synthetischen H�mderivat rekonstitu-
iert, das ein Oligonucleotid und ein photoaktivierbares Ru3+-
Fragment enthielt.[140] Das entstandene Hybridenzym zeigte
eine lichtabh�ngige Peroxidaseaktivit�t und spezifische Nu-
cleins�urehybridisierung. Somit war es m�glich, den Kataly-
sator durch selektive Hybridisierung an einer festen Phase zu
immobilisieren und damit aus der Reaktionsl�sung wieder-
zugewinnen.

Die DNA-vermittelte Organisation von Enzymen kann
außerdem verwendet werden, um artifizielle Multienzym-
konstrukte mit einem hohen Maß an Kontrolle �ber die
r�umliche Anordnung der Einzelkomponenten herzustellen.
In biologischen Systemen wurde f�r Multienzymkomplexe
ein mechanistischer Vorteil bei �ber mehrere Stufen verlau-
fenden katalytischen Transformationen gefunden, der aus der
Tatsache herr�hrt, dass Reaktionen, bei denen die Substrat-
diffusion der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist, durch
die direkte Nachbarschaft der katalytischen Zentren be-
schleunigt werden. Außerdem verhindert das so genannte
Substrat-Channeling von Intermediaten das Auftreten von
unerw�nschten Nebenreaktionen. In einer fr�hen Arbeit zu
Multienzymkomplexen wurden Oligonucleotid-modifizierte
Hybride verwendet, deren Proteinteil aus einer Luciferase
und einer Oxidoreduktase besteht.[141] Die Oxidoreduktase
katalysierte die Reduktion von Flavinmononucleotid, das von
der Luciferase genutzt wird, um ein optisch auslesbares Signal
zu produzieren. Die Konjugate wurden mithilfe von kom-
plement�rer DNA zu einem Dienzymsystem vereint (Abbil-
dung 7a). Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Ge-
samtenzymaktivit�t von der absoluten wie auch der relativen
r�umlichen Orientierung der beiden Enzyme abh�ngt. Vor
kurzem wurden Oligonucleotidkonjugate der Glucose-Oxid-
ase (GOx) und von HRP verwendet, um Dienzymkomplexe
mit verschiedenen r�umlichen Anordnungen der Proteine zu
realisieren.[142] Kinetische Analysen der gekoppelten Reakti-
on von Glucoseoxidation und Peroxidation des fluorogenen
Farbstoffs Amplex Red zeigten einen signifikanten Anstieg
der Reaktivit�t der Komplexe, in denen GOx und HRP in
direkter Nachbarschaft auf einem Tr�ger-DNA-Oligonucle-
otid immobilisiert wurden.

Willner und Mitarbeiter untersuchten ebenfalls den
Effekt der DNA-Organisation auf das Dienzymsystem aus

Abbildung 6. Einkapselung eines einzelnen-Cytochrom-c-Proteins in
einen tetraedrischen DNA-K�fig. a) Vier Oligonucleotide wurden f�r
den Aufbau des Tetraeders genutzt; b) das Molek�lmodell zeigt, dass
im Tetraeder gen�gend Platz f�r ein Cytochrom-c-Protein ist; c) gele-
lektrophoretische Analyse der Einkapselungseffizienz. Das im K�fig lie-
gende Protein bewirkt eine h�here elektrophoretische Mobilit�t. Wie-
dergabe aus Lit. [138] mit Genehmigung.
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GOx und HRP.[143,144] In einer dieser Studien waren die
Enzyme auf einer linearen Tr�ger-DNA immobilisiert, die
durch Rolling-Circle-Amplifikation (RCA) hergestellt
worden war. Dabei war keine Aktivierung der Enzymkaskade
bei Fehlen des n�tigen DNA-Templats oder in Gegenwart
einer fremden DNA m�glich.[144] In einer anderen Studie
wurden die Enzyme an die Gelenkregionen eines zweidi-
mensionalen DNA-Ger�stes gekuppelt, das aus DNA-Strei-
fen mit zwei oder vier Sechseckstrukturen bestand (Abbil-
dung 7b).[143] Die Enzymkaskade lief nur in Gegenwart des
DNA-Templats effektiv ab. In diffusionskontrollierter, ho-
mogener L�sung derselben Komponenten konnte keine
Kaskadenreaktion detektiert werden, ebenso wenn nicht-
komplement�re DNA aus Kalbs-Thymusgewebe zugegeben
wurde. Schon l�nger ist akzeptiert, dass Untersuchungen von
Enzymkaskaden nicht nur f�r die Erforschung von Ab-
standseffekten auf biochemische Reaktionen wichtig sind,
sondern auch die Entwicklung neuer Katalysatoren f�r die
enzymbasierte Prozesstechnologie erm�glichen k�nnten.[12]

Die j�ngsten Entwicklungen lassen hoffen, dass die Ver-
kn�pfung der Adressierbarkeit von DNA-Strukturen mit der
Funktionsvielfalt von Proteinbibliotheken zur Entwicklung
von dynamischen und funktionellen biomolekularen Netz-
werken f�hren wird, die auf Selbstorganisation beruhen.[145]

3.2.4. Funktionalisierung von Nanopartikeln

Im Zusammenhang mit synthetischen Nanosystemen und
den Materialwissenschaften haben die Fortschritte bei der
DNA-vermittelten Organisation von Halbleiter- und Metall-
nanopartikeln[3, 112, 146–148] dazu gef�hrt, dass DNA-Protein-
Konjugate zunehmend f�r die Modifizierung und Einf�hrung
von funktionellen Gruppierungen auf Partikeloberfl�chen
angewendet werden. So wurden z. B. ssDNA-STV-Konjugate
an biotinylierte Goldcluster gebunden, wodurch diese hier-
archisch in supramolekulare, bio-metallische Nanostrukturen
organisiert werden konnten (Abbildung 8a).[119] Dank des
modularen Aufbaus dieser Systeme k�nnen funktionelle
Proteine, wie Immunglobuline, einfach in diese Nanostruk-
turen integriert werden. So k�nnen dann wiederum die
komplement�ren Antigene gebunden werden.[119] Mithilfe
der DNA-vermittelten Immobilisierung von ssDNA-mar-
kierten Antik�rpern auf DNA-modifizierten Goldnanopar-
tikeln (DNA-AuNPs) konnten auf diese Weise auch Rea-

gentien f�r Immunassays hergestellt
werden.[149, 150] In solchen Hybridpartikeln (Ab-
bildung 8 b) sind die Proteine durch eine stark
hydratisierte Schicht aus dsDNA von der Metall-
oberfl�che getrennt. Dies minimiert die Gefahr
der (teilweisen) Proteindenaturierung, die be-
sonders im direkten Kontakt mit Oberfl�chen zu
beobachten ist. Dar�ber hinaus erm�glicht es der
modulare, nichtkovalente Aufbau solcher Parti-
kel, ssDNA-STV-Konjugate als universelle Ad-
apter f�r beliebige biotinylierte Proteine zu inte-
grieren. Bindungsereignisse lassen sich einfach
visualisieren, da das Goldpartikel eine reduktive

Abbildung 7. Aufeinander folgende Enzymkatalyseschritte bei einem DNA-Protein-
Komplex. a) Oberfl�chenimmobilisiertes Zwei-Enzym-System, wie mit Oxidoredukta-
se/Luciferase[141] oder GOx/HRP[142] untersucht; b) die direkte Organisation des GOx/
HRP-Systems auf zweidimensionalen, hexagonalen DNA-�berstrukturen[143] zeigt
deutlich h�here Effekte durch die Nachbarschaft der Enzyme als in (a). Wiedergabe
aus Lit. [145] mit Genehmigung.

Abbildung 8. Funktionalisierung von Nanopartikeln mit DNA-Protein-
Konjugaten: a) Hierarchischer Aufbau von bio-metallischen Nanostruk-
turen aus biotinylierten 1.4-nm-Goldnanopartikeln (AuNPs). AuNPs
wurden mit kovalenten ssDNA-STV-Konjugaten gekuppelt und diese
AuNP-beladenen Proteine zu den endg�ltigen Nanostrukturen organi-
siert.[119] Das darunter abgebildete Konstrukt enth�lt einen biotinylier-
ten Antik�rper, der die spezifische Bindung an ein Antigen erm�glicht.
b) DNA-vermittelte Immobilisierung von ssDNA-Antik�rper-Konjuga-
ten auf kolloidalen DNA-modifizierten Goldnanopartikeln (DNA-
AuNPs).[149] Die ssDNA-STV-Konjugate erm�glichen in diesem Beispiel
eine maximale Flexibilit�t im modularen Aufbau der Reagentien f�r Im-
munassays.[95] c) Ein auf DNA-Protein-Konjugaten basierendes FRET-
System mit drei Chromophoren. Nach der Bindung des ssDNA-EYFP-
Konjugats an Halbleiterkolloide durch elektrostatische Wechselwirkun-
gen wurde ein Farbstoff-modifiziertes, komplement�res Oligonucleotid
durch DNA-Hybridisierung immobilisiert.[157] Der Einfachheit halber ist
lediglich ein DNA-Fragment als Zylinder abgebildet. Dieser illustriert,
dass der Donor-Akzeptor-Abstand durch die Helizit�t der DNA gesteu-
ert werden kann.
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Silberabscheidung katalysiert.[149, 150] Damit lassen sich sehr
geringe Mengen immobilisierter Antik�rper auf Chipober-
fl�chen ortsaufgel�st detektieren.[95]

F�r eine reversible Immobilisierung von DNA-Protein-
Konjugaten auf DNA-AuNPs[151] wurde die oben beschrie-
bene Strategie f�r die Oberfl�chenmodifizierung der Partikel
mit dem Konzept der Strangverdr�ngung kombiniert, das
urspr�nglich zur Herstellung von nanomechanischen DNA-
Anordnungen entwickelt worden war.[152,153] Um die DNA-
vermittelte Bindung und das Abl�sen der Konjugate von der
Partikeloberfl�che zu detektieren, wurden Konjugate aus
ssDNA und dem fluoreszierenden Protein EYFP verwen-
det.[151] Beide Prozesse k�nnen problemlos �ber die Fluores-
zenzemission von EYFP verfolgt werden, da diese bei der
Bindung an die Goldnanopartikel gel�scht wird. In diesem
Zusammenhang sollte erw�hnt werden, dass DNA-Konjugate
von fluoreszierenden Proteinen (FPs) als Bausteine zur
Herstellung von lichtadressierbaren Funktionseinheiten in
Betracht kommen. Solche Modellsysteme eignen sich m�gli-
cherweise sogar zur Nachbildung und Untersuchung grund-
legender Bestandteile der Photosynthesemaschinerie leben-
der Zellen. Dank der raschen Fortschritte in der Molekular-
und Zellbiologie ist heute eine breite Palette an FPs verf�g-
bar, deren spektroskopische Eigenschaften das gesamte
Spektrum des sichtbaren Lichts abdecken.[154] Konjugate der
FPs mit DNA-Oligonucleotiden k�nnen daher auch als
Bausteine f�r den rationalen Aufbau supramolekularer
Komplexe mit mehreren (biologischen) Chromophoren
dienen. Die DNA-vermittelte Organisation dieser Chromo-
phore erm�glicht deren r�umlich pr�zise Ausrichtung, sodass
Systeme entstehen, in denen ein F�rster-Resonanzenergie-
transfer (FRET) m�glich ist. Dieser kann durch zeitaufge-
l�ste Fluoreszenzspektroskopie und Einzelmolek�lspektro-
skopie analysiert werden.[50,155] Weiterhin wurden FPs einge-
setzt, um lumineszierende Halbleiternanopartikel zu funk-
tionalisieren. So entstanden aus den oft auch als Quanten-
punkte (quantum dots, QDs) bezeichneten Partikeln FRET-
Systeme, die als photonische Komplexe oder bei der Erfor-
schung grundlegender spektroskopischer Ph�nomene Ver-
wendung finden.[156,157] Ein Beispiel f�r die Nutzung von
DNA-Protein-Konjugaten bei der Untersuchung von QD-FP-
FRET-Systemen ist in Abbildung 8c dargestellt. In diesem
Fall wurde das ssDNA-EYFP-Konjugat durch elektrostati-
sche Wechselwirkungen an CdSe/ZnS-QDs immobilisiert.[157]

Durch Hybridisierung eines mit einem organischen Farbstoff
modifizierten komplement�ren Oligonucleotids entstand ein
FRET-System aus drei Chromophoren, in dem der Donor-
Akzeptor-Abstand durch die helicale Form der DNA pr�zise
definiert ist. Damit war es m�glich, die FRET-Prozesse im
Detail durch station�re und zeitaufgel�ste Photolumines-
zenzmessungen zu untersuchen. Hierbei wurde festgestellt,
dass die supramolekularen FP-QD-Komplexe einen sehr
guten Donor darstellen, der die Vorteile von QDs (hohe
Absorption �ber einen breiten Wellenl�ngenbereich) und von
EYFP (hohe Quantenausbeute) in sich vereint; so werden
auch FRET-Prozesse �ber eine Distanz von bis zu 13 nm
m�glich.[157] Die hier erw�hnten Systeme mit DNA-modifi-
zierten FPs k�nnen daher als erste Beispiele f�r photonische
Komplexe betrachtet werden.

3.2.5. Sonstiges

In den Nanowissenschaften gibt es weitere Anwendungen
f�r DNA-Protein-Konjugate �ber die bisher beschriebenen
Bereiche hinaus. Wie bereits in Abschnitt 2.2.1 erw�hnt,
k�nnen DNA-Oligonucleotide als funktionelle Bausteine in
einer Protein-Nanopore verwendet werden, um eine nano-
skalige Funktionseinheit f�r die DNA-Analytik zu generieren
(Abbildung 9).[44, 45] Dieses Biokonjugat kann in Lipid-Dop-

pelschichtmembranen eingebaut werden, wodurch die Iden-
tifizierung von individuellen Basen auf einzelnen DNA-
Str�ngen mithilfe der Patch-Clamp-Technik m�glich wird.[45]

Reagentien im Nanometermaßstab f�r die Detektion von
Proteinen wurden durch die Erzeugung von DNA-modifi-
zierten niedermolekularen Verbindungen in einem kombi-
natorischen Screening realisiert.[158, 159] Dieses Vorgehen
f�hrte zur Identifizierung von Liganden f�r Proteine, die
aufgrund von polyvalenten Wechselwirkungen eine sehr hohe
Affinit�t zeigten. Zusammen mit den Anwendungen der
DNA-Antik�rper-Konjugate (3.1.1) unterstreicht dieses Bei-
spiel noch einmal einen entscheidenden Vorteil solcher su-
pramolekularen Konstrukte, deren DNA-Ger�st die r�umli-
che Anordnung von Bindungsstellen erm�glicht: So kann

Abbildung 9. Die in (a) dargestellte DNA-modifizierte a-H�molysin-
Nanopore kann zur Detektion von Nucleins�urehybridisierungen ge-
nutzt werden (b). Ein positives Spannungspotential treibt negativ gela-
dene Molek�le von der cis- auf die trans-Seite der Lipid-Doppelschicht.
Negative Abweichungen in der Stromst�rke (b) weisen auf eine Bin-
dung an das komplement�re Oligonucleotid (gr�n) hin, w�hrend die
lediglich kurzen, negativen Spitzen auf die Translokation eines nicht-
komplement�ren Oligonucleotids (rot) hinweisen. Wiedergabe aus
Lit. [45] mit Genehmigung.
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eine spezifische Erkennung der Zieltopologie gew�hrleistet
werden, auch wenn die individuellen Epitope nicht in r�um-
licher N�he liegen oder die Antik�rper-Antigen-Wechsel-
wirkung nur schwach ist. Ein weiterer großer Vorteil nano-
skaliger DNA-Rezeptor-Konstrukte besteht darin, dass das
Ger�st selbst enzymatisch modifiziert und detektiert werden
kann. Durch den �ußerst empfindlichen Nachweis mithilfe
der PCR-Methode sind die supramolekularen Konstrukte
auch noch bei sehr geringen Konzentrationen und in relativ
komplexen Umgebungen eindeutig detektierbar.[88]

DNA-Protein-Konjugate wurden außerdem verwendet,
um neue Strategien f�r die Molek�lbewegung auf festen
Oberfl�chen umzusetzen. Stojanovic und Mitarbeiter be-
schrieben z.B. polykatalytische „Spinnenmolek�le“, die aus
STV und biotinylierten, katalytisch aktiven Nucleins�ureoli-
gomeren bestehen.[160] Die darin enthaltenen Desoxyribozy-
me zeigen eine Phosphodiesteraseaktivit�t. Mithilfe der
Oberfl�chenplasmonenresonanz konnte die Gruppe zeigen,
dass diese Konjugate durch eine Hydrogelmatrix diffundieren
k�nnen, die Oligonucleotidsubstrate enth�lt. Dabei werden
die Substrate mit �hnlicher Reaktionsgeschwindigkeit wie in
L�sung gespalten. Der Verlust an Spinnenmolek�len durch
Diffusion aus dem Gel heraus ist vernachl�ssigbar gering. Da
die laterale Diffusionsgeschwindigkeit durch Variation der
Erkennungseinheiten und der Zahl der katalytischen „Beine“
gesteuert werden kann, nehmen die Autoren an, dass diese
Strategie f�r die gezielte Wirkstoff-Freisetzung genutzt
werden k�nnte.[160] Hiyama et al. ver�ffentlichten k�rzlich
eine Arbeit, in der DNA-Oligomere an Mikrotubuli(MT)-
Proteine gekuppelt wurden. Diese k�nnen auf dem Motor-
protein Kinesin gleiten, das wiederum auf einer Glasober-
fl�che immobilisiert ist (Abbildung 10).[161] Wenn die MTs
eine Beladungsstelle erreichen, nehmen sie die DNA-modi-
fizierte Ladung auf und geben sie in entsprechenden Entla-
destellen durch Strangverdr�ngung wieder ab. Dieses inter-
essante Konzept wird allerdings durch unspezifische Wech-
selwirkungen zwischen der Ladung (Avidin-modifizierte Po-

lystyroltr�ger mit 1 mm Durchmesser), den MTs und der
Glasoberfl�che beeintr�chtigt. Außerdem erfolgt die Bewe-
gung der biologischen Motorproteine auf der Oberfl�che
statistisch, weshalb noch kein gerichteter Transport m�glich
ist. Dennoch ist dieses Konzept faszinierend, da es zeigt, wie
die individuellen Eigenschaften von Nucleins�uren und Pro-
teinen synergistisch kombiniert werden k�nnen, um v�llig
neuartige, autonome Nanosysteme zu schaffen.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Dieser Aufsatz fasst Arbeiten zusammen, deren gemein-
sames Thema die artifizielle Kombination von Mitgliedern
zweier großer Familien der Biopolymere – der Nucleins�uren
und der Proteine – ist. Die Chemie ist die Schl�sseldisziplin
bei der Entwicklung von Techniken zur kovalenten wie auch
nichtkovalenten Biokonjugation. Es ist absehbar, dass die
fortschreitende Weiter- und Neuentwicklung von Methoden
zur Kupplung von synthetischer DNA und POIs in Zukunft
immer besser auf die Bed�rfnisse einzelner POIs zuge-
schnitten sein wird. Besonderes Augenmerk liegt hierbei auf
einer pr�zisen Steuerung der St�chiometrie und der Regio-
selektivit�t der Kupplung. Dank der Funktionsvielfalt der
Einzelkomponenten, besonders der evolution�r optimierten
Proteine, sind die Anwendungsm�glichkeiten von Nuclein-
s�ure-Protein-Hybriden �ußerst breit. Diese Vielfalt macht es
aber auch zu einer anspruchsvollen Aufgabe, eine gew�nschte
Funktion zu identifizieren, das entsprechende native Protein
mithilfe moderner Methoden der Molekularbiologie und der
Enzymprozesstechnik bereitzustellen und chemisch zu kup-
peln und das Konjugat anschließend einzusetzen, ohne dass
die intrinsische Aktivit�t verloren geht. Eine weitere H�rde
besteht in der Herstellung und Verwendung von DNA-Pro-
tein-Konjugaten in lebenden Systemen. DNA-Protein-Kon-
jugate k�nnen im Bereich der Sensorik, der Fabrikation von
Funktionseinheiten und der Nanokonstruktion Anwendung
finden. Dank der Herstellung immer komplexerer DNA-
Gebilde (z. B. dreidimensionaler und/oder dynamischer
DNA-Ger�ste) sowie der Implementierung DNA-modifi-
zierter Nanopartikel mit ihren gr�ßenabh�ngigen Material-
eigenschaften wird sich das Anwendungsspektrum derartiger
Konjugate immer weiter verbreitern. Die Zukunft dieser
Klasse von Hybridmolek�len ist daher vielversprechend und
sicher nicht auf die Herstellung artifizieller Multienzyme,
synthetischer Antennen und Lichtsammelkomplexe oder
oligospezifischer Rezeptorkonstrukte beschr�nkt. Vielmehr
ist zu erwarten, dass das Potenzial dieses Forschungsgebiets
lediglich durch die Kreativit�t und das Vorstellungsverm�gen
der Forscher begrenzt wird, die auf diesem Grenzgebiet
zwischen Chemie, Biologie und Materialwissenschaften t�tig
sind.

Ich danke meinen Mitarbeitern f�r ihre enthusiastischen Bei-
tr�ge zur Forschung. Unsere Arbeit wird von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft, dem Bundesministerium f�r Bildung
und Forschung, der Alexander von Humboldt-Stiftung, der
Europ�ischen Union und der Max-Planck-Gesellschaft durch
ein Fellowship am Max-Planck-Institut f�r molekulare Phy-

Abbildung 10. DNA-vermitteltes, autonomes Beladen (a,b), Transpor-
tieren (c) und Entladen (d) von molekularen Lasten auf/von ssDNA-
modifizierten Mikrotubuli-Proteinen (MT), die sich auf Kinesin-be-
schichteten Glasoberfl�chen bewegen. Die Lasten A (blau) und B (rot)
enthalten ssDNA, die komplement�r bzw. nichtkomplement�r zur MT-
gebundenen ssDNA ist. Wiedergabe aus Lit. [161] mit Genehmigung.
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siologie (Dortmund) unterst�tzt. Ich danke Petra Alhorn und
Kersten Rabe f�r die Hilfe beim Erstellen der Grafiken.
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