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Abkürzungsverzeichnis

AFM engl. atomic force microscope
APTES 3-Aminopropyltriethoxysilan
ATP Adenosintriphosphat
bp Basenpaar(-e)
BSA engl. bovine serum albumine
bzw. beziehungsweise
ca. zirka
d. h. das heißt
DMF Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA engl. desoxyribonucleic acid
DPN engl. dip-pen nanolithographie
EDC N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
HOMO engl. highest occupied molecular orbital
inkl. inklusive
isoelektr. isoelektrisch
K Kelvin
Konz. Konzentration
LUMO engl. lowest unoccupied molecular orbital
MCS engl. multiple cloning site
min Minute
NHS N-Hydroxysuccinimid
PBS engl. phosphate buffered saline
R Rest (chemische Gruppe)
RE-Wasser Reinstwasser
rel. relativ
RNA engl. ribonucleic acid
rpm engl. revolutions per minute
SNOM engl. scanning nearfield optical microscope
STM engl. scanning tunneling microscope
u. und
u. a. unter anderem
unspez. unspezifisch
vergl. vergleiche
z. B. zum Beispiel
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1 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war der Aufbau einer auf DNA basierenden Nanostruktur. DNA ist

der wohl geeignetste Baustein, um biologische Strukturen mit molekularen Abmaßen

aufzubauen. Der Vier-Buchstaben-Code der DNA ermöglicht es, selektiv adressier-

bare Bindungen auf molekularer Ebene einzugehen.

Die DNA-Nanostruktur ist durch Aufspannen der DNA-Stränge zwischen definier-

ten Fixpunkten konstruiert worden. Diese Fixpunkte wurden mit Hilfe eines Raster-

kraftmikroskops (AFM) erzeugt. Dazu wurde eine zu einem
”
Stift“ umfunktionierte

Rasterkraftmikroskopspitze so mit der aufzutragenden
”
Tinte“ beladen, dass das

Absetzen von Funktionsmolekülen im unteren Mikrometermaßstab möglich ist. Die

Grundlagen zum Tintenauftrag mit dem AFM und die Prämisse, mindestens zwei

Adress-Molekül-Spezies absetzen und immobilisieren zu können, stehen im Fokus der

in dieser Arbeit entwickelten Methode. Sie ermöglicht das ortsaufgelöste Immobili-

sieren von verschiedenen Funktionsmolekülen, wie z. B. Oligonukleotide, und bildet

damit die Grundvoraussetzung um DNA zwischen zwei Punkten aufzuspannen.

Die Immobilisierung erfolgte unter Verwendung verschiedener Oberflächen-

funktionalisierungstechniken. Der erste Schritt ist die Silanisierung. Der zweite

Schritt ist die Biotinylierung und ist Kernpunkt eines sogenannten
”
Sandwichauf-

baus“, der sich aus dem oberflächengebundenen Biotin, darauf abgesetztem Neutra-

vidin und abschließend dem die Funktions- bzw. Adressmoleküle tragenden zweiten

Biotin zusammensetzt.

Als DNA kam das 7250 Basenpaare große M13-Plasmid zum Einsatz. Es wurde

so weit modifiziert, dass es linear vorliegt und an seinen beiden Enden zwei un-

terschiedliche Einzelstrangüberhänge besitzt. Diese wurden komplementär zu den

zuvor immobilisierten Adressmolekülen, den Oligonukleotiden, präpariert, so dass

durch ihre spontan stattfindende Hybridisierung eine Verbindung zur funktionali-

sierten Oberfläche hergestellt wurde. Entsprechend der Geometrie der Fixpunkte

und den oligonukleotidvermittelten Adressen wurde damit die Ausbildung einer de-

finierten DNA-Struktur erreicht.

Der Nachweis, dass auch wesentlich komplexere Strukturen aufgebaut und weitere
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molekulare Funktionalisierungen an dieser Nanostruktur realisiert werden können,

wurde an der Interaktion mit PNA (peptide nucleic acid) demonstriert. Diese bindet

mit einer Auflösung im Basenpaarabstand (0,34 nm), also subnanometergenau, an die

DNA. Sie wird in dieser Arbeit als Schlüsselelement für weitaus komplexere Aufgaben

verstanden.

Somit wurde ein universelles Werkzeug für den Aufbau von nanoskaligen Syste-

men entwickelt, welches mit geringem Aufwand in bestehende Forschungsvorhaben,

bzw. aktuelle Fragestellungen, eingebunden werden kann. Die hier vorgestellte Me-

thode zur ortsaufgelösten Immobilisierung von Biomolekülen beweist ihr Potential

nicht nur mit dem Aufbau von Nanostrukturen, sondern sie kann auch jegliche bio-

tinylierbare Spezies, sei es DNA, Antikörper, Enzyme oder gar ganze Zellen, gezielt

immobilisieren.
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2 Motivation

2.1 Bedeutung von Nanostrukturen

Warum ist es interessant, sich mit Nanostrukturen, oder mit der zielgerichteten Her-

stellung selbiger, zu beschäftigen? Ist der Einsatz von nanostrukturierten Systemen

nur eine interessante Idee oder gehen mit diesem neuen Technologiezweig handfeste

Anwendungen und Lösungskonzepte einher?

Um Objekte im Mikro- und Nanometermaßstab zu finden, muss man nicht lange

suchen: So hat das menschliche Haar beispielsweise einen Durchmesser von rund

100 µm [1], humane Leberzellen einen Durchmesser von 20 – 30 µm [2] und humane

Erythrozyten eine Größe von rund 7,5×2 µm [3]. Geht man einen Schritt weiter und

betrachtet biologische Membranen, welche aus einer 6 nm dicken Lipiddoppelschicht

aufgebaut sind [4], befindet man sich bereits auf der molekularen Ebene. Um genau

diese Größenordnung geht es.

In der breiten Öffentlichkeit werden mit dem Begriff der Nanotechnologie vor al-

lem Oberflächenbeschichtungen und schmutzabweisende Materialien, (vergl.
”
Lotus-

effekt“) in Verbindung gebracht. Tatsächlich ist der Einsatz von Nanostrukturen

weitaus vielschichtiger und nur unter Einbezug aller klassischen wissenschaftlichen

Disziplinen erklärbar.

Zur Schärfung des Blickes für die Thematik rund um den Begriff
”
Nano“ soll hier

ein einleitender Exkurs in die Zukunft der Medizin, der Technik und der Biologie

folgen.

Als mögliches Anwendungs-Szenario in der Medizin sind Nanomaschinen mit in-

telligenten Entscheidungsfunktionen für Diagnose und Therapie [5] ebenso denkbar,

wie artifizielle Systeme zur Aufklärung bislang unzugänglicher Wirkmechanismen.

Mittels der Simulation biologischer Systeme unter Einbeziehung einer realen Patien-

tenprobe ließen sich so z. B. personalisierte Therapieansätze oder auch individuelle

Medikamente maßschneiden. Ebenso könnten nanoverkapselte Wirkstoffe [6] z. B.

durch ein Triggersignal genau an festgelegten Zielstrukturen freigesetzt werden oder

in einem anderen Anwendungsfall gezielt die Blut-Hirn-Schranke, bedingt durch ihre
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2.1 Bedeutung von Nanostrukturen

speziell angepasste Größe bzw. der genau designten Oberfläche, überwinden.

Anwendungs-Szenario in der Technik: Nanostrukturierte Materialien, welche

Antireflex- [7] oder Antibeschlageigenschaften [8, 9] haben, markieren den Anfang

derzeitiger Entwicklungen, hin zu intelligenten Materialien mit möglicherweise schalt-

baren Eigenschaften. In der Mikroelektronik könnten bald auf Kohlenstoffnanoröhren

(carbon nanotubes) [10,11] basierende elektrische Schaltkreise, von der Nanotechno-

logie profitieren. Und ebenso erweitert die Nanotechnologie das Spektrum der von

Biosensoren erfassbaren Einsatzgebiete [12].

Anwendungs-Szenario in der Biologie: Nanostrukturierte Materialien rücken immer

mehr in den Fokus, wenn es um die labelfreie Detektion von Biomolekülen geht

[13,14]. Die Einzelzellanalyse [15], wie auch der gezielte Aufbau Neuronaler Netzwerke

[16], sind längst keine Fiktion mehr und spiegeln die Bandbreite an praktischen

Anwendungen der Nanotechnologie wider.

Aus dem Grundgedanken heraus, eine Nanostruktur mit biologischen Methoden

aufzubauen, fällt die Wahl schnell auf DNA als Grundbaustein. Neben den geringen

Abmaßen dieses Makromoleküls — der Durchmesser beträgt ca. 2 nm — und der se-

quenzbasierten Codierbarkeit, welche basenpaargenau, d. h. im Raster von 0,34 nm

erfolgt, sind es vor allem die folgenden Eigenschaften, welche die DNA als Nanobau-

stein prädestinieren:

Die DNA ist leicht verfügbar und kann mittels der Polymerase-Kettenreaktion

(polymerase chain reaction, PCR) mit relativ geringem Aufwand vervielfältigt wer-

den. Die vollautomatische Festphasensynthese bietet darüber hinaus inzwischen die

Möglichkeit, nahezu jede beliebige DNA-Sequenz synthetisch herstellen zu lassen und

sie gegebenenfalls chemisch zu modifizieren bzw. mit einem fluoreszierenden Marker

oder Kopplungselement zu versehen. Durch Hybridisierungen geeigneter Bindungs-

partner bzw. Oligonukleotide können, wie in 3.1 auf Seite 20 dargestellt werden

wird, komplexere Strukturen aufgebaut werden. Bereits in der Basensequenz ist die

Sekundärstruktur codiert, was die Natur mit den Kleeblattstrukturen von RNA de-

monstriert.

Die umfangreichen Techniken, welche die Molekularbiologie zur Bearbeitung von

DNA bereitstellt, wie z. B. das enzymatische Schneiden und Ligieren von DNA-

Sequenzen, oder das Markieren und Selektieren von DNA-Abschnitten, lassen sich

ebenso für die Nanostrukturierungsaufgaben verwenden. Ergänzend kommen auch

alle klassischen Analyseverfahren wie die Gelelektrophorese, Fluoreszenzanalyse und

Amplifikations-, Selektions- und Syntheseverfahren der Molekularbiologie zum Ein-

satz.
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Zur Einordnung der vorliegenden Arbeit in die aktuelle Forschung sei auf themen-

verwandte Publikationen hingewiesen, welche zeitgleich zu dieser Arbeit erschienen:

Der Aufbau von selbstorganisierten DNA-Nanostrukturen mit PNA (peptide nucleic

acid) als Verbindungsglied von DNA-Abschnitten, wurde wegen der Fähigkeiten der

PNA, mit DNA wechselwirken zu können, in [17] untersucht. In [18] wurde das DNA-

Parallelogramm als Prinzip der molekularen Selbstorganisation aufgegriffen und in

Betracht gezogen, dies als Basis komplexerer Strukturen zu nutzen. In [19] wird

ein ganz anderer Weg zur Nanostrukturierung beschrieben: Durch das Adressieren

von funktionalisierten Nanopartikeln mit Oligonukleotiden können sich diese bestim-

mungsgemäß aneinanderreihen und einem Bauplan folgend, komplexere Nanostruk-

turen ausbilden. Auch Kohlenstoffnanoröhren eignen sich, in Verbindung mit DNA

als Adressmolekül, als nanoskaliges Strukturelement [20].

Abbildung 2.1: Strukturvorschlag einer aus Polynukleotiden bestehenden Nanostruktur
(Bildquelle [21])

Die Abbildung 2.1 illustriert das in [21] vorgeschlagene Lösungskonzept zum vek-

toriellen Immobilisieren von DNA und lieferte den gedanklichen Ausgangspunkt für

die vorliegende Arbeit.

2.2 Problembeschreibung

Stets kommt es auf die richtige Frage an. Und so soll in dieser Arbeit nicht der Frage

nachgegangen werden, ob, sondern wie, bzw. unter Zuhilfenahme welcher Strategie

und Werkzeuge, es möglich ist, das Biomolekül DNA zwischen zwei Punkten auf einer

Oberfläche aufzuspannen. Die Idee ist, DNA mittels AFM zwischen zwei Punkten

aufzuspannen, ohne auf die Gold-Thiol-Chemie angewiesen zu sein.
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2.3 Lösungsansatz

Bisher gelang die ortsaufgelöste Nanostrukturierung von Biomolekülen vornehm-

lich im Kontext der Oberflächenstrukturierung [22–24] oder des Aufbaus von drei-

dimensionalen Nanostrukturen ohne feste Ortszuweisung, welche sich beispielsweise

durch verzweigende Hybridisierungen erzeugen lassen [25–27]. In dieser Arbeit sollte

eine kostengünstige und vor allem leicht auf andere Anwendungsgebiete übertragbare

Methode zur biomolekularen Nanostrukturierung auf Oberflächen entwickelt werden.

Der Unterschied zu den bereits existierenden Nanostrukturierungsmethoden, wel-

che die Immobilisierung von mehreren Biomolekülen zum Ziel haben [28–30], besteht

darin, dass die hier erarbeitete Methode mit nahezu jedem Rasterkraftmikroskop

ausgeführt werden kann und nicht Goldoberflächen, sondern kommerzielle Glasob-

jektträger als Substrat zum Einsatz kommen sollen.

Zeitgleich mit der Formulierung der Aufgabenstellung erwächst die Frage nach

der Anwendung und dem Nutzen der erarbeiteten Lösung. Anwendungen die solcher

Lösungen bedürfen gibt es bereits: In den letzten Jahren hat sich der Wunsch nach

der Analyse von Einzelmolekülen, aber auch der Bedarf an Einzelzellanalytik heraus-

gebildet. Erst mit der Fähigkeit, einzelne Moleküle zu handhaben, ist es möglich, ihr

Wirken genauer zu studieren. So können mit dem Werkzeug der Nanostrukturierung

tiefere Einblicke in die Interaktion einzelner Biomoleküle gewonnen werden.

Auch auf Nanostrukturen basierende Biosensoren oder biologische Rechnerstruk-

turen wie das
”

DNA computing“ [31] profitieren eindeutig vom Werkzeug der Na-

nostrukturierung. Sie stehen alle am Anfang einer spannenden Entwicklung, zu der

diese Arbeit ihren Beitrag leisten soll.

2.3 Lösungsansatz

Warum wird gerade DNA bevorzugt als Baustein von Nanostrukturen eingesetzt?

Die DNA ist ein leicht verfügbares Biomolekül mit einer großen Bandbreite an

durchführbaren chemischen Modifikationen. Die Synthese individueller Oligonukleo-

tide ist kommerziell ausgereift und zu einem festen Bestandteil der Biowissenschaf-

ten geworden. Der Vier-Buchstaben-Code erlaubt eindeutige Adressierungen und

eröffnet den Weg zum gesteuerten Selbst-Zusammenbau (self-assembly) komplexe-

rer Strukturen. Zudem ist DNA ein mechanisch relativ stabiles Biomolekül. In der

Wissenschaftsdisziplin Molekularbiologie steht ein ganzes Arsenal etablierter Werk-

zeuge zur Bearbeitung, Modifikation und Analyse von DNA zur Verfügung. Erfol-

ge im Metallisieren von DNA und der damit verbundene Aufbau von elektronen-

leitenden DNA-Strukturen, beispielsweise mittels UV-Licht induzierter Reduktion
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von an der DNA angelagerten Platin-Ionen [32] oder der Reduktion von Silber-

Ionen [33], stellen neue Wege in der Herstellung nanoskaliger Strukturen dar. Einzel-

molekülpositionierungsverfahren bilden die Grundlage der Einzelmolekülanalyse und

werden in [34–36] dargestellt.

Folgende Vorüberlegungen sind mit dem Aufbau der in der vorliegenden Arbeit

angestrebten DNA-Nanostruktur verbunden:

Zum Aufspannen eines DNA-Fadens ist es notwendig, definierte und mit einer

eindeutigen Adress-Sequenz versehene Ankerpunkte zu schaffen. Idealerweise sollten

diese Ankerpunkte nur wenige Mikrometer auseinanderliegen und entsprechend klein

sein. Eine weitere Notwendigkeit besteht darin, mindestens zwei unabhängig vonein-

ander adressierbare Ankerpunkte zu erzeugen, um an ihnen die DNA aufspannen zu

können.

Das Rasterkraftmikroskop bietet, bedingt durch seine Aktuatoren, die Möglichkeit

zur Mikro- und Nanomanipulation. Das Rasterkraftmikroskop soll hier nicht als bild-

gebendes Verfahren, sondern als gestaltendes Werkzeug bzw. Mittel vorgestellt wer-

den. Die Zweckentfremdung der Rasterkraftmikroskop-Spitze als Schreibfeder ist in

der Literatur (siehe Kapitel 3.1) gut beschrieben, hat jedoch grundsätzlich den Nach-

teil, dass nur eine Substanz je Spitze abgesetzt werden kann. Ein Reinigen und Neu-

beladen der Spitze birgt die Gefahr der Kontamination. Ein Austausch der Spitze ist

unter Beibehalt der Position nicht möglich. Der Einsatz mehrerer Spitzen in Form

eines Kammes oder Feldes [37–39] wie er von der Firma Nanoink Inc. angeboten

wird [40,41], ist mechanisch höchst anspruchsvoll und kostenintensiv.

Aus diesen Überlegungen wurde hier ein Verfahren entwickelt (siehe Kapitel 5.2),

welches dazu in der Lage ist, durch Applikation einer einzelnen, mehrarmigen Sub-

stanz, mehrere verschiedene Funktionsmoleküle sequenziell zu immobilisieren. Die

Vorteile der hier entwickelten Herangehensweise sind:

• Optimieren des Spottens nur für eine Substanz notwendig

• keine Reinigung und kein Austauschen der Spitze erforderlich

• lange und zuverlässige Oberflächenaktivität

• hohe Kopplungsgeschwindigkeit der Funktionsmoleküle

• geringe Kosten (sofern ein AFM vorhanden ist)

Sobald es möglich ist, verschiedene Funktionsmoleküle gezielt zu immobilisieren,

kann der Aufbau der eigentlichen DNA-Nanostruktur erfolgen. Als Funktionsmo-
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2.3 Lösungsansatz

leküle sollen Oligonukleotide zum Einsatz kommen. Durch ihren eindeutigen Basen-

code sind sie nicht nur gezielt im Nanometermaßstab ansprechbar, sondern auch dazu

in der Lage, größere, zu ihnen komplementäre Einheiten aus einer Lösung auszulesen.

Um dies verwirklichen zu können, bietet es sich an, ein Plasmid so zu präparieren,

dass es als Doppelstrang mit zwei unterschiedlichen, einzelsträngigen Enden vorliegt

und sich entsprechend der immobilisierten, zu den Plasmidenden komplementären

Oligonukleotiden ausrichtet.
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3 Stand der Technik

3.1 Nanotechnologie

Das Bestreben zur Erforschung von immer kleineren Strukturen bis hin zu na-

nostrukturierten Molekülverbänden spiegelt sich in der Bandbreite der bislang

veröffentlichten und auch kommerziell verfügbaren Methoden und Verfahren auf dem

Gebiet der Nanotechnologie wieder. Sie lassen sich in zwei Kategorien einteilen, den

top-down- und den bottom-up-Ansatz. Beim top-down-Ansatz wird die Verkleinerung

durch apparative bzw. mechanisch-technologische Lösungen angestrebt, der bottom-

up-Ansatz nutzt dagegen die Nanostrukturierung auf molekularem Wege. Die bedeu-

tendsten Verfahren zur Nanostrukturierung sollen auf den nächsten Seiten vorgestellt

werden.

Abbildung 3.1: Klassischer Dip-Pen Versuch. Das an der AFM-Spitze physisorbierte Al-
kanthiol diffundiert beim Oberflächenkontakt zur Substratoberfläche und bildet eine lokal
begrenzte Alkanthiol-Funktionalisierung. (Bildquelle verändert [42]).

Die Dip-Pen Nanolithographie (DPN), welche von Mirkin et al. 1999 entwickelt

wurde [42–45], ist das wohl bekannteste aller nanoskaligen Lithographieverfahren

(im vorliegenden Zusammenhang wird Lithographie im Sinne des Schreibens auf eine

Oberfläche verwendet). Ausgangspunkt ist eine mit der zu deponierenden Substanz

beladene AFM-Spitze, mit welcher in Analogie zur tintenbeladenen Schreibfeder auf

eine Oberfläche geschrieben wird. Das System ist für Goldoberflächen und Tinten auf
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3.1 Nanotechnologie

Thiolbasis etabliert, aber auch für SiOX-Oberflächen geeignet und beschrieben [46].

In der Literatur ist der Begriff der Dip-Pen Nanolithographie sehr weit gefasst. So

wird unter DPN allgemein das Absetzen einer chemischen Substanz mit Hilfe einer

AFM-Spitze, auf einen festen Träger verstanden. Das schließt auch das elektrochemi-

sche Abscheiden von Metallen aus ihren Salzlösungen [47,48] oder das Immobilisieren

von histidinmarkierten Proteinen auf einer Nickeloberfläche [49] ein. Der klassische

Ansatz beschränkt sich jedoch auf die Erzeugung von Mustern aus Monoschichten

an Alkanthiolen auf Goldsubstraten [43], gefolgt von weiteren Funktionalisierungen.

Mit der DPN können gegenwärtig Auflösungen um die 50 nm erreicht werden

[50, 51]. Sobald sich die AFM-Spitze der Oberfläche nähert, bildet sich zwischen

Spitze und Oberfläche ein Wassermeniskus aus [52]. Dieser beeinflusst die Diffu-

sion von der substanzbeladenen Spitze zur Oberfläche (siehe Abbildung 3.1). Der

Einfluss des Wassermeniskus auf den Tintentransport wurde in der Fachliteratur

(Exkurs in [41]) kontrovers diskutiert, da er im Widerspruch zu der hydrophoben

Tinte (z. B. Octadecanthiol [42] oder Mercaptohexadecansäure [45]) steht. In [53]

wurden Untersuchungen zum Tintentransport (am Beispiel von Octadecanthiol) bei

verschieden hohen rel. Luftfeuchtewerten durchgeführt, unter anderem bei 0 %. Es

stellte sich heraus, dass zwischen dem Tintentransport und dem luftfeuchtebeeinflus-

sten Wassermeniskus kein unmittelbarer Zusammenhang besteht. Inzwischen wur-

de zwar das Vorhandensein des Wassermeniskus und seine Größenabhängigkeit als

Funktion der rel. Luftfeuchte eindeutig in [54] nachgewiesen, der Form und Größe

des Wassermeniskus, sowie der Hydrophobizität und Form der Spitze werden jedoch

beim Substanztransport eine wesentlich größere Bedeutung zugeschrieben [55] als

der rel. Luftfeuchte allein. Daraus erwächst das Bedürfnis, die DPN unter klimatisch

definierten Bedingungen durchzuführen [28,56].

Obwohl der apparative Aufwand relativ gering ist, sind die physikalischen Me-

chanismen noch nicht vollständig verstanden und aufgeklärt [44]. Eine sehr große

Herausforderung bleibt nach wie vor das Spotten mehrerer verschiedener Substanzen

mittels DPN-Technik.

Weitere Möglichkeiten zur Nanostrukturierung von Oberflächen bestehen in der

Anwendung von Probenoxidation [57], Fotomasken [58], nanoskaligen Stempeln [59]

oder der weiter unten beschriebenen Nanopipette. Bei der Probenoxidationstechnik

wird auf elektrochemischem Wege ein Metall (Pt aus PtCl6 in [47] und Au aus AuCl4

in [48]) auf einer häufig aus Silizium bestehenden Oberfläche abgeschieden. Gern

wird auf die Quelle [60] hingewiesen, wo der gesamte Arbeitsablauf von der Proben-

präparation und elektrochemischen Nanofunktionalisierung, auch das Koppeln eines

18



Gold-Nanopartikels an die präparierte Oberflächenstruktur beschrieben wird.

Eine weitere Möglichkeit ist das konventionelle Drucken auf einer flexiblen, stark

gedehnten Stempeloberfläche, welche nach dem eigentlichen Stempelvorgang wieder

entspannt wird. In der bezeichneten Art kann ein Microarray abgebildet werden,

welches um ein Vielfaches kleiner ist als das als Matrize dienende, zuvor erzeugte

Feld [61]. Dabei konnten Spotdurchmesser von 15 – 25 µm erreicht werden.

Eine technologisch sehr anspruchsvolle Variante zur ortsaufgelösten Abgabe win-

zigster Substanzmengen im Bereich von wenigen Zeptolitern (erreichter Spotdurch-

messer: 200 – 300 nm) bietet die Nanofountain-Mikrokanalspitze [62–64]. Der Aufbau

dieser Spitze ist in Abbildung 3.2 zu sehen. In der Arbeitsgruppe Espinosa et al.,

in der diese technologische Lösung vorangetrieben wurde, entstanden, aufbauend auf

diesem Konzept, ganze Spitzen-Arrays zur parallelen Erzeugung zweidimensionaler

Nanoarrays. Und so verwundert es nicht, dass diese Technik bis in die kommerzielle

Anwendung überführt wurde.

Abbildung 3.2: Nanofountain-Spitze — eine AFM-Spitze mit Tintenreservoir und Mikro-
kanal ermöglicht das kontinuierliche Spotten — Größe des eingeblendeten Maßstabs: 2 µm
(Bildquelle [64])

Besonders in Hinblick auf das Aufbringen von Reagenzien bzw. Funktionsmo-

lekülen in biologischen Proben sei auf die Nanopipette [65–67] hingewiesen. Eine

zweigeteilte Glaskapillare (siehe Abbildung 3.3), welche so fein ausgezogen ist, dass

ihr Eingangsdurchmesser 100 – 125 nm beträgt, wird mit der abzuladenden Substanz

und einer Elektrolytlösung gefüllt. Sobald die Spitze beschickt ist, bildet sich an ih-

rem Ende ein Tropfen. Dieser verbindet beide Teilkammern und bei Anlegen einer

Spannung kann ein Stromfluss einsetzen. Der geringe Querschnitt limitiert die Io-

nenwanderung und somit den Widerstandswert, welcher typischerweise bei 100 MΩ

liegt [66]. Nähert sich die gefüllte Spitze der Oberfläche an, bildet sich ein Meniskus.

Entsprechend der Oberflächentopographie verändert sich der Querschnitt und folglich
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3.1 Nanotechnologie

der Widerstand. Ein elektronischer Regelkreis in Verbindung mit einem piezokerami-

schen Stellelement hält die Nanopipette auf einer konstanten Höhe von 75 – 125 nm.

Zum Absetzen der Zielsubstanz wird exemplarisch fluoreszenzmarkiertes Immunglo-

bulin durch einen elektroosmotischen Strom transportiert. Die Menge an abzuset-

zender Substanz kann über die angelegte Spannung, sowie über die Verweildauer der

Nanopipette über der Zielstelle eingestellt werden. Der Vorgang findet in einer Elek-

trolytlösung, bzw. einem physiologischen Puffer statt, weswegen die Untergrenze des

Spotdurchmessers dieser Methode diffusionsbedingt etwa bei 800 nm liegt.

Abbildung 3.3: Nanopipette — der Stromfluss durch den zweigeteilten Pipettenkanal
wird als Parameter für die Höhenregelung genutzt — das Deponieren von Substanz auf die
Oberfläche erfolgt spannungsgetrieben (Bildquelle verändert [67])

Zum bottom-up Ansatz zählen unter anderem all die Methoden, bei denen die

Fähigkeit der DNA, sich selbst zu organisieren und zu strukturieren, ausgenutzt wird.

Der Einsatz von DNA als Nanostrukturelement ergibt sich aus ihren physikalischen,

chemischen und biologischen Eigenschaften: Der Basenabstand beträgt 0,34 nm und

der Durchmesser der DNA-Doppelhelix ca. 2 nm (nähere Details in Kapitel 3.1 auf

Seite 27). Der genetische Vier-Buchstaben-Code ermöglicht einen Adressraum von

4n Kombinationen (4 Bausteine; n Elemente) anzusprechen.

Die Hybridisierungspartner können, wenn sie durch eine chemische Funktionsgrup-

pe wie z. B. einem Fluoreszenzfarbstoff ergänzt wurden, ganz spezifische Aufgaben

erfüllen. Mittels Einführen von chemischen Gruppen, welche als End- bzw. Startgrup-

pe chemischer Kopplungsgruppen dienen, können Biomoleküle und DNA miteinander

kombiniert werden.

Die Molekularbiologie stellt zahlreiche Werkzeuge zur zielgerichteten Bearbeitung
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von DNA zur Verfügung. Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen (siehe Kapi-

tel 4.1.2.1 auf Seite 46) kann ein DNA-Strang sequenzspezifisch und basengenau

geschnitten werden. Das enzymatische Ligieren, also Verbinden, nahezu jeder belie-

bigen Sequenz kann über klebrige, d.h. einzelsträngige Überhänge (sticky ends), aber

auch über stumpfe Enden (blunt ends) erfolgen.

Abbildung 3.4: An homologen DNA-Sequenzen kann es unter Ausbildung einer Holliday-
Struktur zum Strangaustausch kommen — dieser ist für die genetische Variabilität verant-
wortlich.

Ausgangspunkt des Einsatzes von DNA als nanostrukturellem Bauelement waren

die 1964 von Holliday diskutierten Erkenntnisse über das Verhalten von homologer

DNA während der Meiose. Die Abbildung 3.4 stellt die in diesem Zusammenhang ste-

hende Rekombination von DNA dar. Die nach ihrem Entdecker Holliday benannte

Holliday-Struktur (siehe Abbildung 3.4c) kann dann auftreten, wenn sich zwei homo-

loge DNA-Stränge gegenüberliegen. Sie kann über den gesamten homologen Bereich
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3.2 Das Rasterkraftmikroskop

wandern und schließlich wieder zerbrechen. Je nach Richtung des Strangbruches kann

es so zu einer Rekombination des genetischen Materials kommen.

In den frühen achtziger Jahren veröffentlichte Seeman einen Artikel [68] über die

Ausbildung von DNA-Knoten und DNA-Gittern und zeigte auf, dass es möglich war,

DNA-Stränge so zu konstruieren, dass bei hinreichend kleiner homologer Sequenz

die gleitende Wanderung ausbleibt und der entstehende Knoten fixiert ist. Folglich

postulierte Seeman bereits 1982 den Aufbau von weitreichenden DNA-Netzwerken.

(a) DNA-Verzweigung (Bildquelle [25]) (b) DNA-Flechtwerk (Bildquelle [69])

Abbildung 3.5: Darstellung der Möglichkeit, DNA zu verketten, um DNA-Nanostrukturen
zu generieren.

Da insbesondere mit der Entdeckung der Holliday-Struktur die Linearität der DNA

als alleiniges Strukturmerkmal widerlegt worden war, gelang der Aufbau vielfältiger

DNA- [69], wie auch RNA-Strukturen [70]. Ihnen allen ist gemein, dass sie aus ei-

nem Multihelix-Flechtwerk bestehen und aus Oktaedern, Tetraedern oder flächigen

Grundgerüsten beispielsweise Röhren, Gitter oder sphärische Körper bilden können

[71,72]. Die Abbildung 3.5 zeigt entsprechende Beispiele dieses Konzepts.

3.2 Das Rasterkraftmikroskop

Wenn vom Rasterkraftmikroskop (Atomic Force Microscope, AFM) die Rede ist, so

fällt in diesem Zusammenhang fast immer auch der Begriff des Rastertunnelmikro-

skops (Scanning Tunneling Microscope, STM). Tatsächlich besteht zwischen beiden

Mikroskopen ein enger Zusammenhang.

Im IBM-Forschungslabor (Zürich) wurde um 1981/1982 von Gerd Binning und

Heinrich Rohrer das Rastertunnelmikroskop [73] entwickelt wofür beide 1986

den Nobelpreis erhielten. Das Funktionsprinzip beruht darauf, dass eine elektrisch

leitfähige Spitze über eine elektrisch leitende Probenoberfläche gerastert wird. Ab
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einem nur wenige Nanometer großen Abstand zwischen der im Idealfall atomar aus-

laufenden Metallspitze (Platin/Iridium oder Wolfram) und der zu scannenden Ober-

fläche fließt bei einer angelegten Messspannung ein messbarer Tunnelstrom. Die-

ser kommt dadurch zustande, dass sich die Elektronenwolken der Messspitze und

Probenoberfläche ab einem Abstand von 1 – 2 nm zu überlappen beginnen und es

den Elektronen möglich ist, zwischen diesen Atomen
”
durchzutunneln“ [74]. Zwi-

schen dem Tunnelstrom und dem Abstand zur Oberfläche besteht eine exponenti-

elle Abhängigkeit. Der gemessene Tunnelstrom liefert die für eine dreidimensionale

Rekonstruktion der Oberflächentopografie nötige Höheninformation. Das dreidimen-

sionale Bild entsteht aus der Ortsinformation der über die Oberfläche im Raster

geführten Messspitze und der Höheninformation, welche aus dem Tunnelstrom ge-

wonnen wird.

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips eines AFM — die me-
chanische Auslenkung der Balkenfeder wird mit Hilfe eines Laserstrahls und seiner Position
auf einem Fotodetektor registriert — die Umlenkspiegel dienen der Strahlausrichtung und
Nullstellung.

Nur wenige Jahre später, im Jahre 1986, wurde von Gerd Binning, Calvin

Quate und Christoph Gerber [75] das Rasterkraftmikroskop vorgestellt. Es ar-

beitet im Grunde ähnlich wie ein Rastertunnelmikroskop: Piezostellelemente dienen

dazu, die Probe Punkt für Punkt zu vermessen, und das Höhensignal wird in ein

räumliches Bild am Computer übertragen. Der wesentliche Unterschied besteht je-

doch darin, dass eine an einer Balkenfeder befestigte Spitze als Sonde die Oberfläche

abfährt und die entsprechend der Topografie ausgelenkte Balkenfederverbiegung re-

gistriert wird. Die gängigste Methode zur Ermittlung der Balkenfederauslenkung ist
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3.2 Das Rasterkraftmikroskop

in Abbildung 3.6 dargestellt. Ein auf die spiegelnde Rückseite der Balkenfeder ausge-

richteter Laserstrahl wird von der Balkenfeder reflektiert und auf einen segmentierten

Fotodetektor gelenkt. Dieser Fotodetektor kann Licht mit einer örtlichen Auflösung

von 1 nm detektieren [76]. Durch die Entfernung zur Balkenfeder erlaubt dies eine

Auflösung im sub-nm-Bereich. Verglichen werden kann dieses Messprinzip mit einem

Lichtzeiger.

Der technische Vorteil des Rasterkraftmikroskops besteht in der mikroskopischen

Zugänglichkeit elektrisch nicht leitfähiger Proben. Die Mikroskopie konnte daher auf

biologische Proben, unter Verzicht der aufwendigen Präparation, erweitert werden.

Die Balkenfeder besitzt je nach Dicke und Materialart eine Federkonstante um

0, 1 − 1N
m und besteht aus Silizium oder Siliziumnitrid. Sie ist auf die zu untersu-

chende Probe und Messmethode abgestimmt. An der Unterseite der Balkenfeder be-

findet sich die eigentliche Messsonde, bzw. Spitze. Sie wird durch anisotropes Ätzen

hergestellt.

Abbildung 3.7: Lennard-Jones-Potential — Kraft-Abstands-Kurve, wie sie bei der
Annäherung zweier Teilchen auftritt — hervorgehoben ist der Bereich für den Kontakt-
und Nicht-Kontakt-Modus

Bei der Rasterkraftmikroskopie wird zwischen zwei grundlegenden Modi unter-

schieden: Dem Kontakt-Modus und dem Nicht-Kontakt-Modus (vergl. Abbildung

3.7). Beim Kontakt-Modus berührt die AFM-Spitze die Probe. Die Balkenfeder hat

dafür eine geringe Federkonstante, ist also eher weich. In diesem Modus kann sowohl

eine konstante Höhe der Spitze zur Oberfläche vorgegeben werden als auch auf eine

konstante Krafteinwirkung auf die Spitze geregelt werden. Wird auf eine konstante

Höhe geregelt, entfällt die aufwendige Nachführung und ermöglicht bei atomar fla-

chen Oberflächen atomare Auflösungen. Die auf die AFM-Spitze wirkende Kraft liegt

typischerweise im nN- und µN-Bereich. Wenn das AFM mit einem viersegmentier-
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ten Fotodetektor ausgestattet ist, kann jede Aufnahme um den Lateralkraftmodus

(Lateral Force Microscopy, LFM) ergänzt werden. Bei dieser Form wird die laterale

Verdrehung der Spitze während der Spitzenbewegung über der Oberfläche ausgewer-

tet und gestattet Rückschlüsse auf den Reibungskoeffizienten der aktuell gescannten

Stelle. Die Abbildungen 3.8 und 3.9 illustrieren die Funktionsweise.

Abbildung 3.8: Darstellung des Lateralkraftmodus (LFM) — Erfolgt die Scanrichtung
rechtwinklig zur Hauptachse der Balkenfeder, so kann sich diese infolge verschiedener Rei-
bungskoeffizienten der Oberfläche verdrehen, es wirkt eine laterale Kraft.

Abbildung 3.9: Messen der Spitzentorsion im Lateralkraftmodus (LFM) — Die Torsion
der Balkenfeder äußert sich in einer Schräglage der Lichtspur vom Laserstrahl und kann mit
Hilfe einer viersegmentierten Fotodiode detektiert werden (Bildquelle nach [76]).

Im Nicht-Kontakt-Modus besteht, wie der Name andeutet, kein oder nur ein sehr

geringer Kontakt zur Oberfläche. Dieser Modus ist für sehr empfindliche Proben ge-

eignet. Auf die Spitze wirkt nur eine sehr geringe Kraft von ca. 1 pN. Die Federkon-

stante der hier zum Einsatz kommenden Balkenfedern muss größer, d. h. die Federn

müssen steifer sein. Bei zu weichen Balkenfedern besteht die Gefahr, die Oberfläche

zu berühren oder an diese anzuschnappen. In diesem Modus wird die Balkenfeder

mit ihrer Resonanzfrequenz zur Schwingung angeregt. Typische Werte liegen im Be-

reich von 100 – 400 kHz. Die Auslenkung der Balkenfeder kann 1 – 10 nm betragen.

Die Oberflächenbeschaffenheit, d. h. das Wechselspiel von attraktiven und repulsiven

Kräften bewirkt ein Dämpfen der Resonanzfrequenz. Daraus leiten sich verschiedene

Varianten zur Messung ab. Das Spektrum reicht von einer einfachen Registrierung der

Amplitude der entsprechend schwingungsgedämpften Balkenfeder oder Nachregelung
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3.3 DNA als Nanobaustein

der Schwingung auf eine konstante Amplitude, bis hin zur Aufzeichnung der ober-

flächeninduzierten Phasenverschiebung zwischen dem anregenden Signal und dem

von der Balkenfeder kommenden Detektionssignal.

3.3 DNA als Nanobaustein

Die Desoxyribonucleinsäure (DNA) ist ein Biopolymer, welches aus Desoxyribonu-

kleotiden aufgebaut ist. Seit den drei grundlegenden Versuchen, der Entdeckung der

Transformation durch den britischen Mediziner Griffith (1928) [77], dem transfor-

mierenden Prinzip des Bakteriologen Avery (1944) [78] und dem 1952 in die Ge-

schichte eingegangenem Hershey-Chase-Experiment von Hershey und Chase [79],

gilt es als bewiesen, dass die DNA der Träger der genetischen Information ist. Sie wird

durch identische Replikation bei der Zellteilung an die Tochterzellen weitergegeben.

Im Jahre 1953 schlugen Watson und Crick [80] für die Struktur der DNA

eine Doppelhelix vor, welche aus zwei antiparallelen Polynukleotidsträngen be-

steht. Ein Polynukleotidstrang baut sich aus Mononukleotiden auf, welche über

3’,5’-Phosphodiesterbrücken verknüpft sind. Ein Mononukleotid — auch als Nukleo-

tid bekannt — setzt sich aus je einem Molekül Desoxyribose, einer Phosphatgruppe

und einer Base zusammen, welche sich von den aromatischen Heterocyclen Pyrimidin

oder Purin ableiten [4]. Die Purinbasen Adenin und Guanin sowie die Pyrimidinba-

sen Cytosin und Thymin sind N-glykosidisch an die 2-Desoxyribose gebunden (siehe

Abbildung 3.10 oder auch Abbildung 3.12 auf Seite 30) und liegen im Inneren der

Doppelhelix. Im Gegensatz zum Desoxyribose-Rückgrat, der Oberfläche des DNA-

Moleküls, ist dieser Bereich unpolar. Die Phosphat-Reste des Desoxyribose-Rückgrats

liegen außen und sind negativ geladen.

Wie in Abbildung 3.10 illustriert, steht immer einer Pyrimidinbase des einen

Strangs eine Purinbase des jeweils anderen Stranges gegenüber. Das besondere Merk-

mal der Basenpaarung besteht darin, dass sich zwischen dem Basenpaar Adenin und

Thymin zwei lineare und daher stabile Wasserstoffbrücken ausbilden (rot gekenn-

zeichnet) und das Basenpaar Guanin und Cytosin über drei lineare Wasserstoff-

brücken miteinander verbunden ist. Aufgrund dieser spezifischen Paarung entsteht

durch die Basenabfolge ein eindeutiger Code.

Bei der Ribonucleinsäure (RNA) ist der Zuckerbaustein durch eine Ribose und die

Pyrimidinbase Thymin durch Uracil ersetzt. Die 2’-OH-Gruppe der Ribose verhindert

sterisch die Ausbildung der von der DNA bekannten doppelhelikalen Struktur.

Das DNA-Molekül kann mehrere Konformationen einnehmen, welche in Tabel-
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Abbildung 3.10: Ausschnitt eines DNA-Stranges mit den Basen Adenin-Thymin und
Guanin-Cytosin (Bildquelle verändert [81])

le 3.1 gegenübergestellt sind. Die häufigste natürlich vorkommende, die der B-

Konformation, wird in Abbildung 3.11 gezeigt. In diesem Kalottenmodell ist die

Geometrie der kleinen und großen Furche herausgearbeitet. Sie spielen beispiels-

weise für DNA-bindende Farbstoffe eine große Rolle und ermöglichen eine Un-

terscheidung zwischen doppelsträngiger (double stranded DNA, dsDNA) und einzel-

strängiger DNA (single stranded DNA, ssDNA), und grenzen sie von der RNA ab.

So bindet SYBR-Green-I bevorzugt an der kleinen Furche [82] und dient als hoch-

empfindlicher und selektiver Farbstoff für doppelsträngige DNA.

Tabelle 3.1: Vergleich der drei Typen der DNA-Doppelhelix

B-DNA A-DNA Z-DNA

Drehsinn der Helix: rechts rechts links

Durchmesser der Helix: 2,37 nm 2,55 nm 1,84 nm

Höhe pro Basenpaar: 0,34 nm 0,29 nm G→C 0,35 nm

C→G 0,41 nm

Reste je Windung: 10,4 10,9 12,0

Länge einer Helixwindung: 3,4 nm 3,2 nm 4,5 nm

Basenneigung zur Helixachse: -2,0◦±4, 6◦ 13,0◦±1, 9◦ 8,8◦±0, 7◦

Die Konformationen der DNA stehen im dynamischen Gleichgewicht. Welche der

Konformation vorherrscht, hängt insbesondere von folgenden Faktoren ab: Der Nu-
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3.3 DNA als Nanobaustein

kleotidsequenz, der Ionenstärke, der Umgebung und der Gegenwart von Proteinen,

wie z. B. Histonen und anderen DNA-bindende Proteine.

Die A-Konformation wird in wasserarmen Lösungen beobachtet. Die Z-Konforma-

tion konnte bisher nur in vitro nachgewiesen werden, und zwar nur dann, wenn die

DNA aus einer periodischen Kette von abwechselnd Guanin und Cytosin besteht.

Abbildung 3.11: Karlottenmodell der DNA mit Darstellung der großen und kleinen Furche
(Bildquelle verändert [83])

Eine wichtige Eigenschaft, welche Anwendung in der Gentechnik findet, ist das Auf-

trennen der DNA-Doppelhelix. Aufgrund dessen, dass die DNA-Doppelhelix lediglich

über Wasserstoffbrückenbindungen zusammengehalten wird, ist es relativ leicht, sie

mittels Erhitzen oder Inkubation in alkalischer Lösung aufzutrennen. Als Maß wird

der Schmelzpunkt Tm herangezogen. Der Schmelzpunkt ist diejenige Temperatur, bei

der 50 % der DNA zur einzelsträngigen Form denaturiert ist. Er ist von verschiedenen

Faktoren [84] abhängig: a) Oligonukleotidkonzentration: Bei hohen Oligonukleotid-

konzentrationen bevorzugt die DNA die Duplexform, was Tm erhöht. b) Salzkonzen-

tration: Mit steigender Ionenstärke steigt auch Tm. Vor allem einwertige Kationen

(z. B. Na+) binden an die Duplexform und stabilisieren diese. c) Oligonukleotidse-

quenz: Sequenzen mit einem höheren GC-Anteil haben einen höheren Schmelzpunkt

als solche, in denen Adenin und Thymin vorherrschen.

Die Formel 3.1 erlaubt ein Abschätzen des Schmelzpunktes für Oligonukleotidse-
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quenzen [85], wobei w, x, y und z stellvertretend für die Anzahl der Basen stehen.

Die Formel setzt einen pH-Wert von 7,0 und eine Oligonukleotidkonzentration von

rund 50 nM voraus.

Tm( ◦C) = 100, 5 + 41, 0 ·

(
yG+ zC − 16, 4

wA+ xT + yG+ zC

)

−

(
820, 0

wA+ xT + yG+ zC

)
+ 16, 6 · log([Na+]) (3.1)

Die Adressierbarkeit und die Abmessungen im unteren Nanometermaßstab der

DNA machen sie zu einem idealen Kandidaten für biomolekulare Nanostrukturie-

rungen. Zudem sind Oligonukleotidsequenzen durch moderne Festphasensynthesever-

fahren in nahezu jedem beliebigen Maßstab und chemischer Modifikation darstellbar

und kommerziell erhältlich. Bemerkenswert ist auch der Umstand, dass sie auf das

ca. 1,7-fache gestreckt werden kann, bevor sie ab einer auf sie einwirkenden Kraft

von ca. 65 pN, auseinanderreißt [86,87].

3.4 PNA und ihre Funktion als Bindeglied

Bei der Peptidnucleotidsäure (PNA) handelt es sich um ein DNA-Analogon, welches

um 1980 vom Organochemiker Ole Buchardt in Kopenhagen gemeinsam mit dem

Biochemiker Peter Nielsen entwickelt wurde [88].

Im Vergleich zur DNA ist bei PNA das Desoxyribose-Phosphodiester-Rückgrat

durch ein pseudo-Peptid-Rückgrat ersetzt. Hier sind N-(2-Aminoethyl)-glycin-

Einheiten mit einem Amin verknüpft. Der Name Peptid-Nucleinsäure stellt den Be-

zug zur Festphasensynthese, dem eigentlichen Herstellungsverfahren der PNA her.

Dabei sei jedoch angemerkt, dass es sich im engeren Sinne weder um ein Peptid,

noch um eine Nucleinsäure handelt [89].

Was den strukturellen Vergleich zur DNA betrifft, so sind analog zur DNA, Purin-

und Pyrimidin-Basen über Methylen-Carbonyl-Verbindungen an ein Grundgerüst

gebunden. Dieses Grundgerüst enthält jedoch keine Pentose oder Phosphatgruppen,

weswegen die PNA im Gegensatz zur DNA ungeladen ist. Die PNA besitzt eine

außerordentliche thermische Stabilität und ist im Gegensatz zu DNA säurestabil,

wohingegen DNA unter starker Säureeinwirkung depuriniert [90].

Laut Konvention erfolgt die Nomenklatur entsprechend der von Proteinen: Der
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3.4 PNA und ihre Funktion als Bindeglied
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Abbildung 3.12: Ausschnitt der Strukturformel von DNA
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Abbildung 3.13: Ausschnitt der Strukturformel von PNA

N-Terminus steht links, der C-Terminus rechts.

Die Besonderheit dieses artifiziellen Biomoleküls besteht darin, dass seine Basen-

abstände sehr gut mit denen der DNA übereinstimmen, die PNA jedoch sowohl

parallel, als auch antiparallel an die DNA binden kann. Die antiparallele Orientie-

rung wird jedoch stark bevorzugt. Im Prinzip ahmt die PNA die DNA nach und ist

stärker als die DNA dazu in der Lage, sich dem Bindungspartner anzupassen. Dabei

widersteht eine einzelne PNA-DNA-Bindung Kräften von 60 pN [91] und kann als

irreversibel betrachtet werden.

Die elektrische Neutralität der PNA hat als Konsequenz, dass aufgrund der feh-

lenden Ladungsabstoßung gleichnamig geladener Teilchen, insbesondere bei gerin-

gen Ionenstärken, diese um ein Vielfaches besser an DNA binden kann als DNA

an komplementäre DNA. Der Schmelzpunkt Tm ist weitgehend unabhängig von der

Salzkonzentration. Die entsprechende Formel ist in Gleichung 3.2 gegeben [92].

Tm = 20, 79 ◦C + 0, 83 ·TmDNA
− 26, 16 · fPyrimidinanteil + 0, 44 · bp (3.2)

Ein weiteres auffälliges Merkmal der PNA ist ihre besondere Strenge in der Diskri-

minierung zwischen passenden und nicht passenden Basen zum Gegenstrang. So sinkt

Tm bei der Bindung von DNA-DNA bei einer Basenfehlpaarung um 4 K, bei PNA-

DNA um 8 K [89] (in [90] bei einem 15-mer um 10 K). Bei steigender Ionenstärke

diskriminiert sie noch stärker, soweit, dass es zu keinen Fehlpaarungen mehr kommt.

Eine Schwierigkeit in der Handhabung von PNA besteht in der geringen Was-
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serlöslichkeit. Ab Längen größer als 12 bp macht sich dies störend bemerkbar. Für

Abhilfe können hier Ethylenglycol-Linker, aber auch Lysinreste sorgen, welche die

Wasserlöslichkeit verbessern. Erschwerend kommt hinzu, dass die PNA nur im sauren

Milieu löslich ist, was jedoch durch Austausch aller Cytosinbasen durch Pseudoiso-

cytosin, der J-Base, (entspricht einem am N3-protonierten Cytosin, siehe Abbildung

3.14) umgangen werden kann.

N

R

NH2

N

O

Cytosin

R

N

NH2

N
H

O

Pseudoisocytosin

Abbildung 3.14: Strukturformeln von Cytosin und dem Analogon Pseudoisocytosin,
J-Base (R = H)

Besondere Aufmerksamkeit erlangte die PNA jedoch wegen ihres Vermögens, an die

DNA-Doppelhelix zu binden. Es treten die in der Abbildung 3.15 dargestellten PNA-

Bindungs-Komplexe auf. Die Triplex-Invasion ist auf homopurinreiche Ziel-DNA be-

schränkt, denn sie beruht auf der Ausbildung der
”
third-strand“ Hoogsteen-Bindung

(vergl. Abbildung 3.16). Die Duplex-Invasion tritt z. B. bei Homopyrimidin-PNA an

Homopurin-DNA auf. Die Double-Duplex-Invasion stellt einen Spezialfall dar [93].

Hier sind Adenin und Thymin durch Diaminopurin und Thiouracil ersetzt und nur

bei Verwendung von Nichtstandard-Nucleobasen möglich.

Abbildung 3.15: Schematische Darstellung der bei der Interaktion von PNA und DNA
auftretenden Komplexe (Bildquelle [92])

Folgende Aussagen lassen sich über die Stabilität von PNA-DNA-Dimeren tref-

fen: Pyrimidinreiche Dimere sind nur wenig beständig, wohingegen purinreiche
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3.5 Das Bindungspaar Biotin-Neutravidin

Abbildung 3.16: Purin- und Pyrimidin-Bindungsmotive der Triplex-Struktur — mittig
die DNA (Bildquelle verändert [94])

PNA-DNA-Dimere stabiler sind als die korrespondierenden DNA-DNA-Paare. Bei

homopyrimidin-PNA tritt jedoch eine Besonderheit auf: Sie bilden einen äußerst wi-

derstandsfähigen PNA-DNA-Triplex.

Homopyrimidin-PNA bindet sequenzspezifisch und mit großer Effizienz an dsDNA,

indem sie einen Strangaustausch-Komplex bildet (siehe Abbildung 3.17). Das Ergeb-

nis ist eine Duplex-Invasion und es entstehen eine PNA2-DNA-Triplex und ein einzel-

strängiges DNA-Stück [95]. Die Möglichkeit zur Ausbildung der Watson-Crick- und

Hoogsteen-Wasserstoffbrücken ist in Abbildung 3.16 illustriert und in Abbildung 3.17

am konkreten Fall der in dieser Arbeit verwendeten M13-Vektor-DNA dargestellt.

3.5 Das Bindungspaar Biotin-Neutravidin

Der in allen Zellen als natürlicher Wachstumsfaktor vorkommende Cofaktor Biotin

wurde bereits 1927 von Boas und 1940 von du Vigneaud entdeckt [96]. Aufgefallen

war er, als bei übermäßigem Verzehr von rohen Eiern, Biotin-Mangelerscheinungen

auftraten. Diese betreffen eine Funktionseinschränkung der biotinabhängigen Carb-
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Abbildung 3.17: Darstellung eines PNA-DNA Komplexes am Beispiel der Triplex-
Invasion, welches sich zwischen einem Homopyrimidin-PNA-Strang und einer Homopurin-
DNA-Zielsequenz ausbilden kann.

oxylasen und beeinflussen den Kohlenhydrat-, Eiweiß- und Fettstoffwechsel. Das in

Eiern enthaltende Protein Avidin bindet das Biotin und entzieht es somit dem Or-

ganismus ähnlich einer Maskierung, so dass es für Stoffwechselvorgänge nicht mehr

zur Verfügung steht.
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Abbildung 3.18: Strukturformel von D-Biotin

Die Interaktion zwischen Biotin und Avidin gehört mit einer Assoziationskonstan-

te von Ka = 1015M−1 mit zu den stärksten bekannten, nichtkovalenten Bindun-

gen [97]. Mit Hilfe rasterkraftspektroskopischer Untersuchungen wurde in [98] eine

Bindungskraft zwischen Avidin und Biotin von 160 ±20 pN ermittelt. Zum Vergleich:

Die Größenordnung der Van-der-Waals-Kraft bzw. der während eines AFM-Scans im

Kontakt-Modus auf die AFM-Spitze wirkenden Kraft beträgt ca. 1 pN. Diese sehr ho-

he Affinität erlaubt den Einsatz von Biotin und Avidin bei einer Vielzahl präparativer

und bioanalytischer Methoden. Wenngleich bekannt ist, dass aus Medien komplexer

Zusammensetzung eine hochselektive Isolation von Zielmolekülen möglich ist, muss

man berücksichtigen, dass ein Aufbrechen dieser Bindung nur unter extremen Be-

dingungen wie in der Gegenwart von 6 – 8 M Guanidin bei einem pH-Wert von 1,5

realisierbar ist. Die Durchführung der Kopplung einer Zielsubstanz wird in Kapi-

tel 4.1.1.2 auf Seite 43 näher betrachtet. Avidin besteht aus vier Untereinheiten und
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3.6 Fluoreszenz als Nachweismethode

ermöglicht das Binden von vier Biotinmolekülen.

Aufgrund der am Avidin gebundenen Zucker und des hohen isoelektrischen Punkts

neigt Avidin zur Ausbildung unerwünschter, unspezifischer Bindungen. Mit dem bak-

teriellen Avidin aus Streptomyces avidinii oder der deglykosilierten Form, dem Neu-

travidin, kann dies leicht umgangen werden. Tabelle 3.2 bietet eine Übersicht.

Tabelle 3.2: Vergleich biotinbindender Proteine (Quelle: [99, 100])

Avidin Streptavidin Neutravidin

Herkunft: Glykoprotein aus
Hühnerei

bakterielles Avidin
aus Streptomyces

avidinii

deglykosilierte
Form von Avidin

Größe: 67 kDa 53 kDa 60 kDa

Zucker: Mannose, N-
Acetylglucosamin

— —

isoelektr. Punkt: 10 6,8 – 7,5 6,3

Ka zu Biotin: 1015M−1 1015M−1 1015M−1

Spezifität: + ++ +++

unspez. Bindung: +++ ++ +

3.6 Fluoreszenz als Nachweismethode

Um die Natur der Fluoreszenz besser zu verstehen, muss einleitend darauf einge-

gangen werden, warum eine Substanz als farbig wahrgenommen wird. Das mensch-

liche Auge nimmt elektromagnetische Strahlung in einem Spektralbereich von

380 – 780 nm wahr. Die wahrgenommene Farbe einer Substanz setzt sich aus dem

reflektierten und z. B. durch Fluoreszenz emittierten Licht zusammen. Eine Sub-

stanz erscheint schwarz, wenn sie die Strahlung im sichtbaren Bereich absorbiert und

keinerlei Fluoreszenz vorliegt.

Das sichtbare Licht bewirkt die Anregung des Elektronensystems von Mo-

lekülen. Dabei werden Elektronen aus einem besetzten in ein unbesetztes Mo-

lekülorbital angehoben (vergl. Abb. 3.19). Bei gesättigten Verbindungen, bei

denen nur σ-Verbindungen vorhanden sind, ist die dazu notwendige Energie

sehr hoch (Anregung nur im UV-Bereich; λ > 200 nm). Substanzen mit

einfachen π-Elektronensystemen, wie z. B. Benzol, lassen sich bei 200 – 400 nm an-

regen [101]. Erst ab dem Vorhandensein eines ausgedehnten π-Elektronensystems ist

der Energieunterschied zwischen dem niedrigsten unbesetzten Molekülorbital (Lowest
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Unoccupied Molecular Orbital, LUMO) und dem höchsten besetzten Molekülorbital

(Highest Occupied Molecular Orbital, HOMO) so gering, dass sichtbares Licht zur

Anregung ausreicht.

Abbildung 3.19: Elektronenspins für den Singulett- und Triplettzustand. Highest Occupied
Molecular Orbital (HOMO) — Lowest Unoccupied Molecular Orbital (LUMO)

Wie das Jablonski-Diagramm in Abbildung 3.20 zeigt, kann das Elektronensystem

von Molekülen durch Energieaufnahme, d.h. hinreichende Absorption elektromagne-

tischer Strahlung, in einen angeregten Singulett-Zustand überführt werden. Dieser

Vorgang ist sehr schnell und findet binnen 10−15 Sekunden statt [102]. Befindet sich

das Elektron in einem höheren elektronischen Zustand als dem untersten angereg-

ten Zustand, kann es durch Schwingungsrelaxation strahlungslos Energie abgeben,

um den untersten angeregten Zustand zu erreichen. Bei Überlappen zweier Elektro-

nenniveaus (z. B. S1 und S2) findet dann eine interne Umwandlung statt, wenn die

Schwingungszustände des unteren Niveaus mit denen der höheren Niveaus angeregt

werden können.

Die Fluoreszenz ist ein Vorgang des Übergangs vom untersten Niveau des ange-

regten Zustands in einen der Schwingungszustände des Grundzustands. Dabei wird

elektromagnetische Strahlung in Form von Licht abgestrahlt. Dieser Vorgang ist nach

10−8 – 10−6 Sekunden abgeschlossen. Die Wellenlänge des dabei abgestrahlten Lichts

ist zumeist größer, d.h. energieärmer, als das absorbierte Anregungslicht, mit dem

die Elektronen auf die höheren Energieniveaus gebracht worden sind (Stokesverschie-

bung). Diese Stokesverschiebung bildet die Grundlage für fluoreszenzmikroskopische

Untersuchungen.

Zur Abgrenzung der Fluoreszenz von der Phosphoreszenz sei erwähnt, dass die

Phosphoreszenz ihren Ursprung im Intersystem Crossing, beim Übergang von T1 nach

S0 hat [103]. Übergänge bei denen Phosphoreszenz beobachtet werden kann, dauern

in der Regel 10−3 – 10 Sekunden. Diese Leuchterscheinung ist somit im Gegensatz

zur Fluoreszenz auch noch lange nach einer Anregung beobachtbar.

Die Elektronen liegen im Grundzustand spingepaart (antiparallel) als Singulett
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3.6 Fluoreszenz als Nachweismethode

Abbildung 3.20: Jablonski-Diagramm. Dargestellt sind die Absorptions- und Emissions-
vorgänge im Molekül. Es kann zwischen den Singulettzuständen (S0, S1, S2) und den Tri-
plettzuständen (T1) unterschieden werden.

vor, im angeregten Triplett sind die Elektronenspins parallel ausgerichtet (siehe Abb.

3.19). Es gibt jedoch keinen Triplett-Grundzustand T0. Die Elektronen wären dann

parallelen Spins. Da aber gemäß dem Pauli-Prinzip nie zwei Elektronen in allen

Quantenzahlen (Haupt-, Neben-, Spin- und magnetische Quantenzahl) identisch sein

können, müssten sich diese Elektronen bei gleichem Spin in zwei verschiedenen Or-

bitalen befinden [104].

Abbildung 3.21: Absorptions- und Emissionsspektrum von SYBR-Green-I wenn es an
dsDNA gebunden ist — Anregungsmaximum 494 nm; Emissionsmaximum 521 nm (Rohda-
ten aus: [105])

36



Die Fluoreszenzmikroskopie macht sich die Stokesverschiebung zunutze. Durch ge-

schickte Wahl einer Filterpaarkombination ist es möglich, das Anregungslicht vom

Emissionslicht des Farbstoffs zu trennen (vergl. Abbildung 3.21). In der Regel ist

dies sehr gut durchführbar, wenn Absorptions- und Emissionsmaxima des jeweiligen

Fluoreszenzfarbstoffes genügend weit auseinanderliegen. Die Abbildung 3.22 veran-

schaulicht die Funktionsweise: Der fluoreszierende Stoff wird beispielsweise mit ener-

giereichem blauen Licht, realisiert durch das erste Sperrfilter, angeregt. Das zweite

Sperrfilter lässt nur den Wellenlängenbereich der Fluoreszenz passieren. Beobachtet

wird in diesem Beispiel rotes, energieärmeres Licht.

Abbildung 3.22: Schematische Darstellung des Prinzips der Fluoreszenzmikroskopie
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4 Material und Methoden

4.1 Methoden

Der Methodenteil soll alle für die Herstellung der Nanostrukturen notwendigen und

bekannten Arbeitsschritte, vor allem aber das Konzept des jeweiligen Versuchs-

bausteins, darstellen. Jeder Arbeitskomplex wird mit einer kurzen theoretischen

Einführung in das Thema eingeleitet und endet mit der hier erarbeiteten Versuchs-

vorschrift. Eine Übersicht der Einzelschritte bietet die Grafik in Abbildung 4.1. auf

der nächsten Seite.

Neue Methoden, wie sie hier erstmals erarbeitet wurden, werden im Ergebnisteil

ab Seite 60 dargestellt und diskutiert.

4.1.1 Funktionalisieren der Oberfläche

4.1.1.1 Silanisieren

Die Silanisierung ist eine Methode zur zielgerichteten Funktionalisierung von Ober-

flächen. Im vorliegenden Fall soll die Funktionalisierung eines Glasobjektträgers mit

Aminogruppen beschrieben werden.

Die allgemeine Summenformel von oberflächenmodifizierenden Silanen lautet

R(4−n)SiXn (n = 1, 2, 3). Sie tragen eine aliphatische Gruppe R, welche eine für

die jeweilige Anwendung spezifische Funktionsgruppe trägt. In Gegenwart von Was-

ser hydrolysieren Silane zu Silanolen R(4−n)Si(OH)n, welche thermisch sehr instabil

sind und zu Polysiloxanen kondensieren. Diese Silanolgruppen können mit den Hy-

droxylgruppen der Glasoberfläche in Wechselwirkung treten, wobei sie in einer Kon-

densationsreaktion, d. h. unter Abspaltung von Wasser, Siloxanbrücken ausbilden.

Ein allgemeines Reaktionsschema zur Silanisierung kann der Abbildung 4.2 auf

Seite 41 entnommen werden.

Für den hier vorgeschlagenen Weg bietet sich die Funktionalisierung der Glasober-

fläche mit Aminogruppen an. Die Abbildung 4.3 zeigt die Formel des hierfür zum Ein-

satz kommenden Silans APTES (3-Aminopropyltriethoxysilan). Die Abbildung 4.4
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Silanisieren

Biotinylieren

Blocken

Funktionalisieren
der Oberfläche

Plasmidpräparation
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Adapterstücke

Funktionsnachweis
der Konstrukte

Herstellen der
DNA-Konstrukte

Sequentielles Spotten

Aufbau der DNA-Nanostruktur

Nachweis der DNA-Nanostruktur
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DNA-Nanostruktur

mit PNA
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Abbildung 4.1: Versuchsablauf — auf bekannte Methoden beruhende Schritte in grün —
im Rahmen dieser Arbeit erarbeitete, neue Methoden in rot
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4.1.1 Funktionalisieren der Oberfläche

beschreibt die entsprechende Reaktionsgleichung des Silans mit einer Glasoberfläche.

Als Ergebnis dieser Reaktion erhält man kovalent an die Glasoberfläche gebundene

Aminogruppen als Funktionseinheiten. Diese stehen für weitere selektive Kopplungs-

reaktionen zur Verfügung.
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Abbildung 4.2: allgemeines Reaktionsschema zur Silanisierung einer Glasoberfläche
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Abbildung 4.3: Strukturformel von APTES (3-Aminopropyltriethoxysilan)
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Abbildung 4.4: Reaktionsgleichung von APTES (3-Aminopropyltriethoxysilan) mit Glas

Durchführung: Für die Silanisierung ist es dringend notwendig, dass die zu si-

lanisierende Glasoberfläche gründlich gereinigt wird. Bei den hier zum Einsatz kom-

menden Glasobjektträgern (Kalknatronglas) hat sich folgende Reinigungsprozedur

bewährt: In eine Teflonhalterung wurden fünf Glasobjektträger eingespannt und in

ein mit Aceton gefülltes Becherglas gestellt. Die Reinigung erfolgte für 15 Minuten

im Ultraschallbad. Danach schloss sich der Reinigungsschritt mit Ethanol an. Dann

wurden die Objektträger mit RE-Wasser gewaschen und für 60 Sekunden mit einer

10 M Natronlauge behandelt. Die gereinigten Objektträger wurden gründlich unter

fließendem RE-Wasser abgespült und in einer Zentrifuge getrocknet (60 Sekunden

bei rund 20×g).

Die Silanisierung der gereinigten und getrockneten Objektträger erfolgte in einem

1 l fassenden Becherglas, wobei 10 µl APTES auf den Boden einer im Becherglas

befindlichen Glaspetrischale gegeben wurde. Als Schutzgas kam Argon zum Einsatz.

Das mit den Objektträgern beschickte Becherglas wurde mit Aluminiumfolie ver-

schlossen. Die Silanisierung der Objektträger erfolgte für 60 Minuten bei 120 ◦C im

Heizschrank.

Bei diesem Verfahren handelt es sich um eine sogenannte Gasphasensilanisierung.

Anders als bei der ethanolischen oder wässrigen Silanisierung, bei der das Silan in

Ethanol bzw. Wasser vorliegt, kommt die zu silanisierende Glasoberfläche nicht mit
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4.1.1 Funktionalisieren der Oberfläche

dem silanhaltigen Lösungsmittel in Kontakt. Der Grad einer möglichen Verunreini-

gung der Oberfläche ist somit gering. Der größte Vorteil der Gasphasensilanisierung

ist die homogene Ausbildung der reaktiven Silanschicht. Bei den genannten Alterna-

tivmethoden besteht die Gefahr der Ausbildung eines unerwünschten Silanschicht-

gradientens.

4.1.1.2 Biotinylierung

Aufgrund dessen, dass die spezifische Interaktion zwischen Avidin und seinen Analoga

Streptavidin und Neutravidin zu D-Biotin ausschließlich vom bizyklischen Ringsy-

stem des D-Biotins abhängt, eignet sich die aliphatische Seitenkette des Biotins mit

seiner Carboxylgruppe sehr gut für chemische Verknüpfungen zu anderen Molekülen.

So reagiert D-Biotin in Gegenwart von EDC (N-Ethyl-N’-(3-dimethylamino-

propyl)carbodiimid) mit primären Aminen unter Ausbildung einer Amidbindung.

Der NHS-Ester (N-Hydroxysuccinimid) des D-Biotins (vergl. Abbildung 4.5) rea-

giert sogar spontan mit Aminen (siehe hierzu Abbildung 4.6). Das NHS-Biotin stellt

somit, als Biotinylierungs-Reagenz, die einfachste Art dar, andere Biomoleküle mit

Aminogruppen zu modifizieren. Die Schwierigkeit in der Handhabung des NHS-

Biotins besteht in seiner geringen Wasserlöslichkeit, weswegen dem Ansatz organische

Lösungsmittel wie DMF (Dimethylformamid) oder DMSO (Dimethylsulfoxid) beizu-

mischen sind. Als Alternative bietet sich Sulfo-NHS-Biotin an. Dieses Reagenz ist gut

wasserlöslich und ermöglicht den Verzicht auf DMF oder DMSO (siehe Abbildung

4.5b). Sulfo-NHS-Biotin ist ein Analogon des NHS-Biotins, welches eine zusätzliche,

negativ geladene Sulfonat-Gruppe am NHS-Ester trägt und somit eine erhöhte Was-

serlöslichkeit des Biotins bewirkt.

Die Biotinylierung von Oberflächen ist in der Literatur wenig bekannt. Die Men-

gen an einzusetzenden Reagenzien können jedoch aus folgender Überlegung ab-

geleitet werden: Aus den Untersuchungen von William et al. [106] geht hervor,

dass der Abstand zweier benachbarter Aminogruppen ca. 0,4 – 0,8 nm beträgt.

Wenn von einem mittleren Abstand von 0,5 nm ausgegangen wird, ergibt dies ei-

ne Dichte von rund 4 · 1018 Aminogruppen je Quadratmeter, was einem Konzentra-

tionsäquivalent von 6,6 µmol/m2 entspricht. Bei bekanntem Objektträgermaß von

75 mm × 25 mm · 2 Seiten und gegebener molarer Masse des einzusetzenden Sulfo-

NHS-Biotin von 443 g/mol ergibt dies rund 11 µg Sulfo-NHS-Biotin je Objektträger.

Dies gilt, wenn davon ausgegangen wird, dass jede oberflächengebundene Aminogrup-

43



4.1 Methoden

pe mit einem Sulfo-NHS-Biotin in idealer 1:1 Stöchiometrie und vollständigem Stoff-

umsatz reagiert. In [96] wird zur Biotinylierung eines Proteins ein 12 bis 20-facher

molekularer Überschuss an Biotinylierungsreagenz vorgeschlagen. Im Gegensatz zu

Proteinen sind die hier angesprochenen Aminogruppen zwar nicht beweglich, was

die Reaktionsgeschwindigkeit reduziert, jedoch sehr gut zugänglich und endständig.

Daher wurde hier im ca. 3,6-fachen Überschuss gearbeitet. Das Sulfo-NHS-Biotin

ist zwar wasserlöslich, neigt jedoch bei Anwesenheit von Wasser zur Hydrolyse. Der

in Wasser gelöste NHS-Ester ist aus diesem Grunde nicht lange haltbar und muss

rasch verwendet werden. Zur besseren Handhabung wurde die Stammlösung nicht

wie üblich in Wasser, sondern in DMSO angesetzt. Die Hydrolyse ist in DMSO aus-

geschlossen und das Reagenz kann als Lösung abgemessen zur Reaktion gebracht wer-

den. Die Konzentration an Sulfo-NHS-Biotin in der Stammlösung betrug 20 mg/ml.

Durchführung: Direkt nach dem Silanisieren wurden die Glasobjektträger bioti-

nyliert und anschließend zum Abkühlen in eine Corning-Versandbox gegeben. Diese

diente gleichzeitig als Reaktionskammer zur Biotinylierung. In dieses Reaktionsgefäß
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wurden 21 ml Biotinpuffer (siehe Tabelle .5 auf Seite 96), 5 µl Biotin-Stammlösung

(20 mg/ml Sulfo-NHS-Biotin in DMSO) und eine kleine Spatelspitze EDC gegeben.

Das Reaktionsgefäß wurde anschließend verschlossen und mit Parafilm abgedichtet.

Die Inkubationszeit betrug bei Raumtemperatur drei Stunden und wurde durch Wa-

schen mit PBS-Puffer beendet.

4.1.1.3 Blocken

Die Oberfläche des Glasobjektträgers wurde biotinyliert. Durch Blocken wird er-

reicht, dass nur noch die auf der Oberfläche immobilisierten Biotinmoleküle mit

potentiellen Bindungspartnern in Wechselwirkung treten können. Unerwünschte un-

spezifische Bindungen zwischen der DNA und Oberfläche beruhen zum einen auf

elektrostatischen Wechselwirkungen und zum anderen, vor allem im konkreten Fall,

auf den nicht abreagierten Aminogruppen der silanisierten Oberfläche. Diese Ami-

nogruppen tragen in wässriger Lösung als sogenannte Lewis-Base, durch Anlagerung

eines Protons, eine positive Ladung und wechselwirken somit mit der negativ gela-

denen DNA.

Zum Zwecke des Blockens stehen drei prinzipielle Verfahren zur Auswahl: a) die

kovalente Kopplung, d.h. Binden eines Reaktionspartners ohne weiteres Wechselwir-

kungspotential. Sie kann um eine Ladungsumkehr ergänzt werden und so z. B. durch

eine negative Ladung das negativ geladene DNA-Rückgrat abstoßen; b) elektrostati-

sche Wechselwirkung — unter anderem Abschirmen positiver Ladungen mit Tensiden

und c) die Passivierung durch hydrophobe Wechselwirkung — z. B. durch Adsorption

größerer unpolarer Moleküle wie Casein.

Durchführung: Zunächst wurde eine 0,1 % (w/v) Blockierungs-Lösung

(Blocking-Reagenz CA — Passivierung durch hydrophobe Wechselwirkung) in

100 mM Tris-Cl-Puffer frisch angesetzt. Zum Auflösen des Blockierungs-Reagenz

wurde die Lösung unter Rühren auf ca. 60 ◦C erhitzt. Nachdem sich die Blockierungs-

Lösung auf Raumtemperatur abgekühlt hatte, wurden die biotinylierten Glasobjekt-

träger für 60 Minuten in dieser Lösung inkubiert. Danach konnten die geblockten

Objektträger mit 100 mM Tris-Cl-Puffer und anschließend VE-Wasser abgespült und

im Stickstoff-Strom getrocknet werden. Eine besondere Lagerung oder Einschweißen

war nicht erforderlich.
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4.1.2 DNA als Konstruktionselement

4.1.2.1 Herstellung der DNA-Konstrukte

Als Ausgangsmaterial für das DNA-Konstrukt dient das Plasmid M13mp18. Es ist

ein doppelsträngiger, kovalent geschlossener zirkulärer Vektor aus 7250 Basenpaaren.

Ab der Position 6217 befindet sich eine 100 bp lange Sequenz, die sogenannte multiple

cloning site (MCS, auch Polylinker). Sie besteht aus einer Reihe von designten, na-

he beieinanderliegenden Erkennungssequenzen, welche ein einmaliges Schneiden des

Plasmids ermöglicht.

Bei Restriktionsendonukleasen handelt es sich um Enzyme, welche als Teil des bak-

teriellen Abwehrsystems gegen eingedrungene Bakteriophagen DNA erkennen und

spalten können. Sie lassen sich in drei Typen gliedern, wobei Typ II eine besondere

technologische Bedeutung zukommt. Dieser Typ schneidet innerhalb einer 4 – 8 Nu-

kleotide umfassenden, palindromischen Basensequenz, wohingegen Typ I 1000 und

Typ III 5 – 20 Nukleotid-Bausteine von der Erkennungssequenz entfernt schneiden.

Durch das Schneiden entstehen, abhängig vom verwendeten Restriktionsenzym, ent-

weder glatte oder kohäsive 5’- bzw. 3’-Enden.

Ligasen kommen dann zum Einsatz, wenn zwei DNA-Enden miteinander verbun-

den werden sollen. Die aus dem Phagen T4 gewonnene Ligase vermag glatte als auch

stumpfe DNA-Enden doppelsträngiger DNA zu verbinden, wenn dabei eine Doppel-

helix gebildet werden kann. Voraussetzung für die Ligation ist eine freie OH-Gruppe

am 3’-Ende der einen DNA-Kette und eine Phosphatgruppe am 5’-Ende der anderen.

Für die Verknüpfungsreaktion ist Energie in Form von ATP erforderlich.

Durchführung: Der erste Schritt besteht darin, die zukünftigen Adapterstücke

zu generieren. Hierfür wurden die Oligonukleotide M13-LF5, M13-LcF5, M13-

M2-F11, M13-M2-cF11, M13-RF6, M13-RcF6, M13-M1-F10 und M13-M1-cF10 in

Tris-Cl so zusammengegeben, dass ihre jeweils resultierende Konzentration 5 µM

betrug. Aus der gewählten Nomenklatur der Oligonukleotide geht hervor, welche

Oligonukleotide jeweils ein Paar bilden und hybridisieren: So gehört M13-LF5 zu

M13-LcF5, um M13-L5 zu bilden. Die Abbildung 4.7 zeigt den vollständigen Ablauf

der Synthese. Ihr kann die Oligonukleotidpaarung entnommen werden. Die Hybri-

disierung wurde mit dem Aufheizen der gepaarten Oligonukleotide auf 90 ◦C für

5 Minuten eingeleitet. Das langsame Abkühlen bis auf Raumtemperatur erfolgte

mit einer Abkühlrate von 1 K/min. Eine Basenfehlpaarung der vollständig kom-

plementären Oligonukleotide kann des Aufheizens und langsamen Abkühlens wegen

nahezu ausgeschlossen werden.
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4.1.2 DNA als Konstruktionselement

Abbildung 4.7: Syntheseweg zur Herstellung eines 5 µm langen DNA-Konstrukts, welches
an seinen Enden je ein einzelsträngiges Adapterstück trägt — Punkte 1 – 4: Hybridisieren
der Endstücken; Punkt 5: Erzeugen zweier unterschiedlicher Enden durch Herausschnei-
den eines kleinen DNA-Stücks; Punkte 6 u. 7: Ligation der Adapterstücken an die DNA;
Punkt 8: Hybridisierung beider DNA-Teilstücke zu einem 5 µm langen Gesamtkonstrukt
(Größenverhältnisse nicht berücksichtigt) (publiziert in [107])
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MCS des M13mp18:

     6231              6244    6250               6267   6270  6274
     │                 │       │                     │   │     │
5'­acg aat tcg agc tcg gta ccc ggg gat cct cta gag tcg acc tgc agg cat gca agc ttg­3' ─┐
3'­tgc tta agc tcg agc cat ggg ccc cta gga gat ctc agc tgg acg tcc gta cgt tcg aac­5' ─┴─ M13­mp18
                            └───────────22 bp────────────┘

RE­ACC65I:            RE­PstI:

5'­g gtacc............ctgca g­3'
3'­ccatg g............g acgtc­5'

Seite A (links ­ Acc65I):

     6244
     │     ┌────────────F9────────────┐┌────────────F5─────────────┐
5'­P­gta ccg tgg aaa gtg gca atc gtg aag gtc cgg tca taa agc gat aag­3'            M13­LF5  ─┐
       3'­gc acc ttt cac cgt tag cac tt­5'                                         M13­LcF5 ─┴─ M13­L5
                                    3'­c cag gcc agt att tcg cta ttc­Biotin­5'     LcF5
           └───────────cF9────────────┘└───────────cF5─────────────┘

Seite B (rechts ­ PstI):

          ┌────────────cF6────────────┐┌───────────cF9─────────────┐
5'­Biotin­ca atg aaa cac tag gcg agg ac­3'                                         RcF6
                                    5'­t tca cga ttg cca ctt tcc acc tgc a­3'      M13­RcF6 ─┐
       3'­gt tac ttt gtg atc cgc tcc tga agt gct aac ggt gaa agg tgg­P­5'          M13­RF6  ─┴─ M13­R6
          └─────────────F6────────────┘└────────────F9─────────────┘     │
                                                                         6274

Mitte (F10+F11):

                                   ┌──────────F11───────┐
                               5'­P­cac gca agg tct gct tga ttt gga ggc tgc a­3'   M13­M2­F11  ─┐
          ┌───────────F10'────────┐        3'­c aga cga act aaa cct ccg­P­5'       M13­M2­cF11 ─┴─ M13­M2
5'­P­gt acc gga cga ata caa agg cta­3'        └─────cF11'──────┘                   M13­M1­F10  ─┐
       3'­g cct gct tat gtt tcc gat gtg cgt tc­P­5'                                M13­M1­cF10 ─┴─ M13­M1
          └───────────cF10──────────────┘

Abbildung 4.8: Sequenzschema zur Herstellung des DNA-Konstrukts. — MCS des
M13mp18: Ausschnitt des M13mp18-Plasmids mit den Restriktionsschnittstellen. Seite A
(Acc65I): Adapterstück für Seite A mit passender Ankersequenz zu Biotin. Seite B (PstI):
Adapterstück für Seite B mit passender Ankersequenz zu Biotin. Mitte (F10+F11): Adap-
terstücke zum Verbinden zweier Teilstücke. Grau hinterlegt: Teilstück A (vergl. Schritt 6 in
Abb. 4.7) — gelb hinterlegt: Teilstück B (vergl. Schritt 7 in Abb. 4.7) (publiziert in [107])

Parallel dazu konnte das M13mp18-Plasmid geschnitten werden. Es entstand ein

DNA-Strang mit zwei verschiedenen Endstücken. Dadurch war gewährleistet, dass

der DNA-Strang um zwei verschiedene, aus den oben genannten Oligonukleotiden

hybridisierte Adapterstücke, ergänzt werden konnte. So wurde mit dem Restrikti-

onsenzym Acc65I an der Position 6244 und mit PstI an Position 6274 geschnitten.

Der Restriktionsansatz für ca. 10 µg Plasmid setzte sich wie folgt zusammen: 100 µl
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M13mp18-Vektor, 12 µl NEB-Puffer-3, 4 µl Wasser, 1,2 µl BSA, 1 µl PstI, 1 µl Acc65I

und 1 µl BamHI. Das zusätzliche Restriktionsenzym BamHI dient dazu, das kleine

Stück von 30 bp in der Mitte zu zerteilen, um es zum einen im Reinigungsschritt noch

wirksamer vom großen DNA-Strang abtrennen zu können, und zum anderen, um es

so zu zerstören, dass es für den Fall des unvollständigen Entfernens in Testversuchen

kein falsch positives Ergebnis liefert. Der Restriktionsverdau fand für 2 Stunden bei

37 ◦C statt und wurde durch Hitzeinaktivierung der Enzyme bei 80 ◦C beendet. Das

Abtrennen des unerwünschten DNA-Stücks und das gleichzeitige Entfernen der Re-

striktionsenzyme geschah mit dem von der Firma Bioline angebotenen Reinigungs-

system
”
SureClean“. Eine Kontrollmessung vor und nach dem Reinigungsschritt mit

dem Nanodrop-Photometer erlaubt eine Aussage über den Reinigungserfolg bzw. zur

Ausbeute. Die aufgereinigte DNA wurde in 100 µl TE-III-Puffer resuspendiert und

in zwei gleich große Teile aufgeteilt.

Die Ligation fand, wie in den Schritten 6 und 7 in Abbildung 4.7 dargestellt, in zwei

Ansätzen A (links) und B (rechts) statt. In 50 µl des zuvor im Restriktionsverdau ge-

schnittenen Ansatzes A wurden je 8 µl M13-L5 und M13-M2 gegeben. In den Ansatz

B wurde die gleiche Menge an M13-R6 und M13-M1 hinzugefügt. Zur Unterstützung

der Hybridisierung der Endstücke wurden beide Ansätze für 30 Minuten bei 40 ◦C,

30 Minuten bei 30 ◦C und anschließend 10 Minuten bei 20 ◦C inkubiert. Bevor die

Ansätze A und B für gut 5 Minuten zum Abkühlen in den Kühlschrank (4 ◦C) kamen,

wurden sie mit je 7,3 µl zehnfach konzentriertem Ligase-Puffer ergänzt. Anschließend

wurden die Lösungen in je 6 kleinere Portionen, auf Eis stehend, aufgeteilt und zu

jeder Portion je 1 µl T4-Ligase gegeben. Die Ligation erfolgte bei 4 ◦C über Nacht.

Aufgrund der angenommenen Fragilität der erhaltenen Konstrukte wurde die Li-

gation nicht mittels Erhitzen, sondern durch Entzug der Ligase und der nötigen

Puffersalze aus der Lösung beendet. Die Aufreinigung fand mit dem Reinigungssy-

stem SureClean von Bioline nach Protokoll statt. Das Produkt (Konstrukt A und B)

wurde in je 60 µl TE-III-Puffer aufgenommen, aliquotiert und bei -20 ◦C gelagert.

4.1.2.2 Gelelektrophorese

Die negative Ladung des Phosphat-Zucker-Rückgrats der DNA kann bei der Gel-

elektrophorese zur Auftrennung verschieden großer DNA-Fragmente genutzt werden.

Verallgemeinernd lässt sich sagen, dass die negativ geladenen Anionen zur positiv

geladenen Anode und die positiv geladenen Kationen zur negativ geladenen Katho-

de wandern werden, wenn eine elektrische Spannung zwischen Anode und Kathode
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anliegt. Dabei wandern kleinere, geladene Moleküle schneller als größere. Um die

DNA, welche in diesem Fall als Anion betrachtet werden kann, sinnvoll aufzutren-

nen, wird sie in ihrer Wanderungsgeschwindigkeit gehindert, indem man sie durch

eine Gel-Matrix laufen lässt. Agarosegele sind äußerst einfach in der Handhabung

und erlauben das Einstellen der Maschenweite des Gels über die Agarosekonzentrati-

on. Hochprozentige Agarosegele eignen sich somit für relativ kurze DNA-Fragmente,

und niederprozentige Gele für entsprechend größere.

Die optische Auswertung des Gels erfolgt mit Hilfe der Fluoreszenzanregung des

in die DNA interkalierenden Farbstoffs Ethidiumbromid. Dabei handelt es sich um

ein planares Molekül mit aromatischem Ringsystem, welches sich zwischen die in der

DNA gestapelten Basenpaare einlagert.

Durchführung: Für die hier vorkommenden DNA-Längen eignet sich ein

0,5 %-iges Agarosegel: Dazu wurde 0,15 g Agarose in 30 ml TBE-Puffer kochend

in der Mikrowelle aufgelöst, ein Tropfen Ethidiumbromid in die heiße Lösung ge-

tropft und die noch heiße Lösung in die Gelkammer eingebracht. Optimale Ergebnis-

se wurden erzielt, wenn zum Aushärten des Gels dieses bereits am Vortag angesetzt

wurde. Die Beladung des Gels erfolgte gemäß der Anleitung zum Größenstandard.

Bei 10 V/cm (hier 70 V) war die Auftrennung der DNA nach zwei Stunden soweit ab-

geschlossen, dass der hier interessante Bereich um die 14 kbp gut auswertbar gewesen

ist.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Funktionalisieren von Glasoberflächen

Die Grundvoraussetzung zur biomolekularen Nanostrukturierung auf Oberflächen ist

die ortsaufgelöste Immobilisierung von Biomolekülen, welche die Funktionsbasis der

aufzubauenden Struktur darstellen. Im vorliegenden Abschnitt werden die Ergebnisse

und Schlussfolgerungen der Versuchsreihen dargestellt, die darauf abzielen, funktio-

nale Ankergruppen auf einen festen Träger durch Immobilisierung anzuordnen.

5.1.1 Epoxygruppen basierende Kopplung

Zu Beginn der Experimente fand die etablierte Dip-Pen Nanolithographie Anwen-

dung (siehe Abschnitt 3.1). Ihr Grundgedanke wurde für die Aufgabenstellung ange-

passt.

Die Abbildung 5.1a zeigt eine AFM-Aufnahme eines 3×3 Arrays, welches unter

Anwendung der Dip-Pen Nanolithographie entstand. Dafür wurde die AFM-Spitze

mit einem in DMSO gelösten aminogruppenmodifizierten Oligonukleotid beladen.

Die Glasoberfläche wurde mit Epoxygruppen funktionalisiert, so dass sich zwischen

den Aminogruppen der Oligonukleotide und den Epoxygruppen der Oberfläche eine

kovalente Bindung ausbildete. An diese wurden die zur Hybridisierung befähigten

Oligonukleotide immobilisiert. Die Kontaktzeit für jeden Spot betrug hier je 2 Minu-

ten (Reihenfolge der Auftragung in Leserichtung — Anfang: obere Reihe, linker Spot;

Ende: untere Reihe, rechter Spot). Die Abbildung 5.1b zeigt die Erweiterung des Ver-

suches, indem ein solches Array nach dem Deponieren mit einem komplementären

Cy3 markierten Gegenstrang hybridisiert und fluoreszenzmikroskopisch untersucht

wurde. Auch hier ist eine schrittweise Abnahme des Fluoreszenzsignals von Spot

zu Spot erkennbar. Die Abbildung 5.2 zeigt die graphische Auswertung der relati-

ven Fluoreszenzsignale der Spots dieser Abbildung und deutet auf eine Abnahme

der abgegebenen bzw. immobilisierten Substanzmenge hin. Insgesamt schwankt die

abgesetzte Substanzmenge sehr stark.

51



5.1 Funktionalisieren von Glasoberflächen

(a) Rasterkraftmikroskopische Aufnahme der in
DMSO vorgelegten aminogruppenmodifizierten Oli-
gonukleotide.

(b) Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme nach Cy3-Gegenstrang-
hybridisierung

Abbildung 5.1: Klassischer Dip-Pen-Versuch eines 3×3 Arrays mit DMSO als Tintenbasis.
Benutzt wurden Corning-Glasobjektträger mit Epoxidgruppenfunktionalisierung (abgebil-
det sind zwei verschiedene Proben).

Wie vorangegangene Untersuchungen zeigten [108], kann die Abnahme des Spot-

durchmessers über eine angepasste Oberflächen-Kontaktzeit in gewissem Maße kom-

pensiert werden. Bei einer minimal notwendigen Kontaktzeit von 2 Minuten für den

ersten Spot wüchse der Zeitbedarf für ein einzelnes aus einer Substanz bestehen-

den Array rapide an und würde für 9 Spots 41 Minuten in Anspruch nehmen. Der

Zeitbedarf wächst bei einem Spotgrößenausgleich über die Kontaktzeit exponentiell

an.

Neben der eingangs formulierten Schwierigkeit, Mehrkomponenten-Arrays mit der

Abbildung 5.2: Auftragung der relativen Fluoreszenzsignale der Spots aus Abbildung 5.1b
— Punktnummer 1 befindet sich links oben, Nummerierung in Leserichtung des Arrays
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DPN herzustellen, konnte ferner die Rolle des Salzgehaltes in der Tintenlösung nicht

eindeutig geklärt werden. In Abbildung 5.3 ist exemplarisch ein Versuchsergebnis

dargestellt. Bei Anwesenheit von MgCl2 in der abzusetzenden Tintenlösung kommt

es unter Beibehalt aller Parameter, insbesondere der Kontaktzeit, nicht nur zu einer

deutlich vermehrten Substanzabgabe und somit Spotfläche bei konstanter Kontakt-

zeit, sondern auch zu nicht zuordenbaren Störungen des im Anschluss gewonnenen

topographischen Signals der Oberfläche.

(a) 3×3 Array ohne MgCl2 (b) 3×3 Array mit 10 mM MgCl2

Abbildung 5.3: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen des Dip-Pen-Versuches auf Glas
ohne und mit MgCl2 in der auf DMSO basierenden Tinte

Die Notwendigkeit zur Erarbeitung eines neuen Verfahrens zur biomolekularen

Nanostrukturierung ergibt sich aus dem mit der DPN einhergehenden apparativen

Aufwand zur Immobilisierung mehrerer Substanzen. Hinzu kommt die aufwendi-

ge Oberflächenbehandlung und die erforderliche Einhaltung enger Klimaparameter.

Zusätzlich besteht ein Bedarf an einer kostengünstigen Lösung für die Nanostruktu-

rierung.

Das zu erarbeitende Verfahren sollte darüber hinaus dazu in der Lage sein, mit

relativ geringem Aufwand, mehrere beliebige Biomoleküle im unteren Mikrometer-

maßstab zu positionieren und zu immobilisieren. Dabei wurde größtes Augenmerk auf

die Reproduzierbarkeit gelegt, da dieses Verfahren dem eigentlichen Hauptversuch,

DNA gerichtet aufzuspannen, stets vorausgehen wird. Es besteht bis zum letzten

Schritt in der Prozesskette keine Möglichkeit, den erfolgreichen Aufbau des Arrays

zu kontrollieren.

Schließlich stellte sich die Frage, ob es erforderlich ist, Substanzen im Nanometer-

maßstab abzusetzen, wenn das primäre Ziel die ortsaufgelöste Immobilisierung von
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DNA ist. Überdies sollte das Verfahren so robust sein, dass es bei Einhaltung ei-

ner überschaubaren Anzahl an kontrollierbaren Parametern zuverlässig arbeitet und

vorhersagbare Ergebnisse liefert. Die nachgeschalteten Versuchsreihen sind hinsicht-

lich ihrer Reaktionsbedingungen limitiert und der Parameterraum für erfolgreiches

Deponieren darf nicht zum einengenden Faktor der nachfolgenden Untersuchungen

werden.

5.1.2 Biotin-Neutravidin basierende Kopplung

Zur Überwindung der in Kapitel 2.3 auf Seite 15 vorgestellten Problematik wurde

die in 4.1.1.2 auf Seite 43 dargestellte Methode zur Funktionalisierung der Glasober-

fläche mit Biotin erarbeitet. Eine praktikable Testreihe zur Überprüfung des Bioti-

nylierungsvorgangs kann mit einem Biotin-Neutravidin-Biotin-Sandwichassay durch-

geführt werden. Damit lässt sich eine Aussage darüber treffen, ob sich Neutravidin

als mehrarmiges Bindeglied für die Problemlösung eignet.

Hierzu wurden Lösungen an fluoreszenzmarkiertem Biotin zu Neutravidin, in ver-

schiedenen Mengenverhältnissen, auf Mikroarrays hergestellt und das resultierende

Fluoreszenzsignal mit einem Microarrayscanner ausgelesen. Dabei tritt Neutravidin,

wie in Abbildung 5.4 gezeigt, als Bindeglied zwischen der Oberfläche und dem Fluo-

rophor auf. Die Menge an Neutravidin ist so gewählt, dass u. a. auch Lösungen

aufgetragen werden, bei denen alle vier Bindungsstellen des Neutravidins mit Biotin

abgesättigt sind und das Neutravidin nicht dazu in der Lage ist, an die biotinylierte

Oberfläche des funktionalisierten Trägers zu binden. Um die optimale Neutravidin-

Konzentration zu ermitteln, wurde zu den Lösungen biotinilierten Fluoreszenzfarb-

stoffs gleicher Konzentration eine variable Menge Neutravidin gegeben.

Abbildung 5.4: Veranschaulichung des Biotin-Neutravidin-Bindungstests

Die Tabelle 5.1 listet die Varianten des in Abbildung 5.4 dargestellten Tests auf.

Die Vorgehensweise unter Variante a stellt sich wie folgt dar: Als Erstes werden mit
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5.1.2 Biotin-Neutravidin basierende Kopplung

APTES Aminogruppen kovalent an die Oberfläche gebunden, gefolgt vom Biotiny-

lieren mit NHS-Biotin, welches über die Aminogruppen eine Amidbindung ausbildet.

Daran schließt sich das Abblocken unerwünschter Bindungen an.

Das Ergebnis ist in Abbildung 5.5a zu sehen. Bei einer Neutravidinkonzentration

ab 100 µg/ml kommt es zu einer Sättigung, was der berechneten Absättigung aller

vier Bindungsstellen des Neutravidins entspricht. Bei diesem Punkt lagen 100 µl einer

500 nM Biotin-Lösung und 7,5 µl einer 100 µg/ml Neutravidin-Lösung vor.

Beim Vorgehen nach Variante b, bei der auf das Blocken verzichtet wurde, lässt sich

gemäß Abbildung 5.5b feststellen, dass es neben der gewünschten Bindung zwischen

Biotin und Neutravidin zu unspezifischen Bindungsereignissen kommt — erkennbar

am durchgängig hohen Fluoreszenzsignal.

Die Ergebnisse bei alleiniger Silanisierung, d. h. ganz ohne weitere Funktionali-

sierung und ohne Blocken (Variante c), sind in Abbildung 5.5c dargestellt. Dabei

zeigt sich durchgehend ein hohes Fluoreszenzsignal (man beachte die Einteilung der

Ordinate im Diagramm der Abbildung 5.5c). Das bedeutet, dass es zu einer starken

unspezifischen Bindung an die Oberfläche kommt.

Bei Variante d wurde nach dem Silanisieren geblockt, das Signal ist niedriger als oh-

ne Blocken, zeigt jedoch keine einheitliche Tendenz. Wenn wie in Variante e die Bioti-

nylierung ohne vorherige Silanisierung durchgeführt wird, so erhält man durchgängig

keine Fluoreszenzsignale und ein Diagramm mit Werten auf der Basislinie (Diagramm

nicht dargestellt).

Die Varianten f und g werden in der Tabelle 5.1 nur der Vollständigkeit halber

aufgelistet. Ihr Beitrag zur Beantwortung der Frage, nach dem Funktionieren des

Assays bzw. dem Sandwich-Aufbaus wäre nicht signifikant.

Aus dem Versuch kann geschlussfolgert werden, dass die Biotinylierung gemäß

Tabelle 5.1: Biotin-Neutravidin Bindungstest

Variante APTES Blocken 1 Biotin Blocken 2

a + - + +

b + - + -

c + - - -

d + + - -

e - - + -

f + + + -

g + + + +
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5.1 Funktionalisieren von Glasoberflächen

dem Protokoll (siehe Seite 43) funktioniert und das resultierende Fluoreszenzsignal

auf der Bindung von Biotin und Neutravidin beruht. Es handelt sich demnach um

ein Biotin-Neutravidin-Biotin Sandwichassay, bei dem Neutravidin als sogenannter

”
Linker“ fungiert. Das in Variante a beobachtete Fluoreszenzsignal ist somit auf das

kombinierte Binden der oberflächengebundenen Biotinmoleküle und den biotinylier-

ten Farbstoffmolekülen zurückzuführen.

(a) Variante a (b) Variante b

(c) Variante c (d) Variante d

Abbildung 5.5: Fluoreszenzsignale des Biotin-Neutravidin Bindungstests — siehe
Tabelle 5.1 und Erläuterungen im Text (M = Marker)

5.1.3 AFM-gestütztes Deponieren von Neutravidin

Im vorangegangenen Abschnitt wurde experimentell nachgewiesen, dass Neutravi-

din als Verbindungsglied zweier verschiedener Spezies eingesetzt werden kann. Die

darin erarbeiteten Kenntnisse sollen jetzt, mit dem Ziel der ortsaufgelösten Immo-

bilisierung von Biomolekülen, auf das Rasterkraftmikroskop übertragen werden. Ziel

ist es, einen biotinylierten Fluoreszenzfarbstoff nach dem rasterkraftmikroskopisch

gestützten Deponieren von Neutravidin auf eine funktionalisierte Oberfläche zu im-

mobilisieren.
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5.1.3 AFM-gestütztes Deponieren von Neutravidin

Abbildung 5.6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines 9×9 Array auf einem Glas-
objektträger — zu sehen ist der fluoreszenzangeregte Farbstoff DY-547-Biotin — Filter ii
(publiziert in [109])

Die Abbildung 5.6 zeigt ein 9×9 Array. Darin wurde auf einer biotinylierten Glas-

oberfläche und einer neutravidinhaltigen Tinte auf Glycerin-Basis, Neutravidin in

einem Durchgang abgesetzt (siehe Durchführung in 5.2 auf Seite 60). Anschlie-

ßend wurde der biotinmarkierte Fluoreszenzfarbstoff DY-547-Biotin auf das erzeugte

Feld aufgetragen, inkubiert und anschließend mit PBS-Puffer gewaschen. Der Mit-

telpunktabstand der Spots beträgt 9 µm.

In der Mikroelektronik wird Silizium in Form von polierten Wafern als Basisma-

terial von integrierten Schaltkreisen benutzt. Chemisch gesehen besteht praktisch

zwischen der Oberfläche des langsam durch Luftsauerstoff oxidierten Siliziums und

Glas kein Unterschied. Durch thermische Oxidation oberhalb von 900 – 1100 ◦C kann

die durch Diffusion limitierte Oxidation stark beschleunigt und unter Laborbedingun-

gen zum definierten Oxidschichtaufbau an der Siliziumoberfläche genutzt werden. Die

Abbildung 5.7 zeigt das Ergebnis eines Spottingversuches auf einem Siliziumwafer,

welcher thermisch oxidiert und anschließend wie unter 4.1.1.2 auf Seite 43 beschrie-

ben in gleicher Weise, analog zu einem Glasobjektträger, mit Biotin funktionalisiert

wurde.

Obwohl polierte Siliziumwafer extrem glatt und nahezu frei von Störungen sind,

und dadurch die Gefahr von unspezifischen Bindungen auf ein Minimum reduziert

wäre, konnte das vielversprechende Ergebnis aus Abbildung 5.7 nicht auf die Ver-

wendung von DNA ausgeweitet werden. Es ließ sich nach einer Hybridisierung keine

DNA nachweisen. Der hier verwendete Wafer ist mit Phosphor n-dotiert und somit
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5.1 Funktionalisieren von Glasoberflächen

Abbildung 5.7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Serie von 3×3 Arrays auf
einem mit n-dotierten Silizium-Wafer (angeregter DY-547-Biotin Farbstoff — Filter ii)

wie die DNA selbst negativ geladen. Es wird jedoch angezweifelt, dass der hier vor-

liegende Dotierungsgrad von rund einem Donator je 107 Si-Atomen ausreichend ist,

um einen effektiv wirksamen Abstoßungseffekt zwischen dem n-Silizium (welches zu-

dem eine mehrere Mikrometer dicke Oxidschicht aufweist) und der DNA auszuüben.

Trotz des Nichtfunktionierens mit DNA erscheint die Möglichkeit, Biomoleküle auch

auf reinem Silizium zu immobilisieren interessant genug, um es an dieser Stelle der

Arbeit zu erwähnen, zumal es experimentell bestätigt werden konnte.

5.1.4 Blocken der Oberfläche

Beim Blocken der Oberfläche handelt es sich um einen Arbeitsschritt, durch den

gewährleistet ist, dass möglichst keine anderen als die gewünschten Bindungen zwi-

schen den Funktionsgliedern eingegangen werden.

Prinzipiell wird immer dann geblockt, wenn eine unerwünschte Bindung unter-

drückt werden soll, oder ein ungenügend abreagierter Bindungspartner, unschädlich

gemacht werden soll (Näheres siehe Kapitel 4.1.1.3 auf Seite 45).

Zunächst stellte sich die Frage, an welcher Stelle des Arbeitsablaufes das Blocken zu

erfolgen hat. Es kann direkt nach der Biotinylierung stattfinden, aber auch nach dem

Auftragen des Neutravidins, vor oder nach jeder Inkubation des zu immobilisierenden

Adressmoleküls, oder erst vor dem Auftragen des DNA-Konstrukts. Das Blocken

direkt nach der Biotinylierung stellte sich dabei als günstig heraus.

Da für die Passgenauigkeit während des späteren Deponierens und Adressierens

ein schonender Umgang mit der Oberfläche vorausgesetzt wird, ist dies auch aus

praktischen Gründen vorteilhaft.
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5.1.5 Kontaktwinkelmessung

Getestet wurden eine 0,1 % (w/v) CA-Applichem-Lösung in 100 mM Tris-Cl, eine

1× Rotiblock-Lösung, eine 1 % (w/v) BSA-Lösung mit 0,1 % SDS (Natriumdodecyl-

sulfat) und eine 1 % (w/v) Blocking-Lösung der Firma Rosch. Die Ergebnisse sind

in Abbildung 5.8 zu sehen und untermauern die Entscheidung zugunsten des auf

Casein basierenden Blocking-Reagenz von Applichem (siehe Durchführung in 4.1.1.3

auf Seite 45).

(a) Applichem CA (b) Rotiblock (c) BSA-SDS (d) Block-Rosch

Abbildung 5.8: Vergleich verschiedener Blocking-Substanzen auf biotinylierten Glasob-
jektträgern — das Blocken erfolgte vor dem Absetzen von Neutravidin — Die Bilder sind in
ihrer unbearbeiteten Rohfassung dargestellt, um sie untereinander vergleichen zu können.

5.1.5 Kontaktwinkelmessung

Oberflächenmodifizierungen können unter anderem mit Hilfe des Kontaktwinkels mit

Wasser verfolgt werden. Die Abbildung 5.9 gibt die Veränderung des gemessenen

Kontaktwinkels nach den jeweiligen Stationen der Oberflächenbehandlung wieder.

Abbildung 5.9: Kontaktwinkel der funktionalisierten Glasoberfläche an den verschiedenen
Prozessstationen — gemessen mit Wasser (direkt nach der Reinigung war der Kontaktwinkel
derart gering, dass er nicht bestimmbar war und auf ca. 5◦ geschätzt wurde)
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5.2 Sequenzielles Deponieren mit dem AFM

5.2 Sequenzielles Deponieren mit dem AFM

Mit dem sequenziellen Deponieren wird ein neuer Weg in der Benutzung des Raster-

kraftmikroskops, insbesondere in Hinblick auf Mikro- und Nanofunktionalisierungen,

ermöglicht. Im Grunde sollte es möglich sein, die in dieser Arbeit beschriebene Tech-

nik mit jedem gängigen AFM auszuführen. Eine automatisierbare quelltextbasierte

Ansteuerung des AFMs ist hierbei von Vorteil. Ferner bietet die Methode die Voraus-

setzung, jegliche biotinylierbare Substanz, sei es ein Biomolekül, oder ein komplexeres

Arrangement, ortsaufgelöst zu deponieren. Eine Anpassung an die jeweilige Aufga-

benstellung bzw. Substanz entfällt, da stets nur das als Verbindungsglied dienende

Neutravidin abzusetzen ist.

Das Rasterkraftmikroskop kann mit seinen piezoelektrischen Stellelementen auch

als hochgenaues Positioniersystem verwendet werden. Wenn die AFM-Spitze zusam-

men mit einer zu applizierenden Substanz als Schreibfeder benutzt wird und diese

von einem Computerprogramm angesteuert und positioniert werden kann, entsteht

ein System, welches dazu in der Lage ist, Substanzmengen im Attoliter-Bereich ab-

zugeben. Die hierbei erreichbare Auflösung ist vorrangig von der Beschaffenheit der

abzusetzenden Substanz abhängig.

Der Vorgang wurde auf das Auftragen von Neutravidin reduziert und läßt sich so-

mit kontrolliert durchführen. Als Tintenmatrix kommt Glycerin zum Einsatz. Glyce-

rin selbst bleibt im vorliegenden Zusammenhang chemisch inaktiv und dient lediglich

als schwer verdunstbares Lösungsmittel für Neutravidin.

Als AFM-Spitzen eignen sich prinzipiell alle Kontakt-Modus-Typen. Besonders

erwähnenswert ist die von der Firma NanoAndMore GmbH vertriebene Spitze

”
DT-CONTR-SPL“, welche mit einer Diamantbeschichtung ausgerüstet ist und auf-

grund der damit einhergehenden Oberflächenvergrößerung, davon ausgegangen wer-

den kann, dass sie besonders viel Tintensubstanz aufnehmen kann. Ebenfalls geeignet

ist die SNOM-Spitze der Firma Nascatec. Ihr eigentlicher Einsatzzweck ist die op-

tische Rasternahfeldmikroskopie. Das ca. 50 nm große Loch an ihrem Spitzenende

macht sie zu einem zuverlässigen Deponier-Werkzeug. Es besteht eine Parallele zum

Modell des Federkiels.

Erarbeitete Durchführung: Vom biotinylierten Glasobjektträger wurde im er-

sten Schritt ein ca. 1 – 1,5 cm breites Stück abgebrochen, um es auf dem X-Y-Tisch

des AFM zu installieren. Zur Erleichterung der Fokussierung mit dem Hilfsmikro-

skop am AFM, als auch zum leichterten Wiederauffinden der bearbeiteten Region

unter dem Fluoreszenzmikroskop, empfiehlt es sich mit dem Diamantstift ein feines,
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durchgängiges Kreuz in die Glasoberfläche zu ritzen.

Die Beladung der AFM-Spitze (bevorzugt Nascatec) erfolgte mittels Eintauchen

selbiger in einem von einer Mikrokapillare geformten Lösungstropfen. Eine geeigne-

te Zusammensetzung dieser Lösung bestand aus 20 µl Neutravidin (1 mg/ml) mit

5 µl Glycerin. Sobald nach einer optischen Kontrolle manuell gesetzter Testspots der

Deponiervorgang zuverlässig funktionierte, konnte das Skript zum programmgesteu-

erten Absetzen der Spots gestartet werden. Begonnen wurde mit dem ersten Feld —

siehe schematische Darstellung in Abbildung 5.10a (Quelltext 1 zur Steuerung auf

Seite 97). Nachdem der Deponierdurchgang beendet wurde, folgte eine vierminütige

Inkubation. Im Anschluss daran wurden 6 µl der Adress-Lösung A (1 µM RcF6 in

TE-III) auf die bearbeitete Stelle aufgetragen und wieder für vier Minuten inkubiert.

Das Entfernen dieser Lösung erfolgte mittels Waschen mit 80 µl PBS und danach

mit 80 µl RE-Wasser. Es ist von großer Bedeutung, dass die Oberfläche während

dieser Schritte nicht verschoben wird, um die Passgenauigkeit der Einzelarrays zu

gewährleisten. Mit der Adress-Lösung B (1 µM LcF5 in TE-III; Quelltext 2 auf Seite

101) wird in gleicher Weise verfahren. Es schließt sich die dritte Adress-Lösung an,

welche wie in Abbildung 5.10c ein biotinylierter Farbstoff (1 µM DY-547) sein kann.

Eine Übersicht über den Vorgang des additiven Deponierens bietet Abbildung 5.11

auf Seite 63.

Das Ergebnis dieses Vorgangs ist ein strukturiertes und kompaktes Microarray.

Dieses stellt, bedingt durch die am Neutravidin gekoppelten Oligonukleotide, Adres-

sen für weitere selbstorganisierende Strukturen bereit.

(a) 1. Array – RcF6 adressiert (b) 2. Array – LcF5 adressiert (c) 3. Array – nur Farbstoff

Abbildung 5.10: Spottingschema und Aufbau der Arraystruktur — Im ersten Durchgang
wird das 1. Array (a) deponiert und adressiert. Es folgt das 2. Array (b), welches das erste
ergänzt. Das dritte Array (c) rahmt das Gesamtarray ein und wird mit einem gut detek-
tierbaren Farbstoff adressiert. Es dient dem Wiederauffinden und Vorfokussieren (publiziert
in [107]).
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5.2 Sequenzielles Deponieren mit dem AFM

5.2.1 Array mit immobilisiertem Farbstoff

Die ersten Untersuchungen fanden mit biotinylierten Fluoreszenzfarbstoffen statt.

Die Abbildung 5.12 zeigt das Ergebnis des Vorgangs: Auf der biotinylierten und ge-

blockten Glasoberfläche wurde Neutravidin deponiert. Im ersten Durchgang nur an

den Positionen der Abbildung 5.12a. Nach dem Waschen der strukturierten Ober-

fläche wurde der biotinylierte Fluoreszenzfarbstoff DY-547 aufgetragen, so dass er an

die Neutravidin-Spots binden konnte. Es folgte das erneute Deponieren von Neutra-

vidin mit dem Ziel, das soeben erzeugte Feld zu dem in Abbildung 5.12c gezeigten

Gesamtarray zu ergänzen. Nun wurde zum zweiten Mal ein biotinylierter Fluores-

zenzfarbstoff aufgetragen: DY-647.

Im Ergebnis erhält man ein aus zwei Teilarrays bestehendes Feld wie in Abbildung

5.12c. Die Mikroskopkamera liefert ein Schwarz-Weiß-Bild. Bei geeigneter Filterpaar-

kombination lässt sich die unerwünschte Anregung von mehreren Farbstoffen verhin-

dern, so dass wie in den Abbildungen 5.12a und 5.12b zu sehen, nur der gewünschte,

diskrete Farbstoff detektiert wird. Für die Abbildung 5.12c wurden beide Teilbilder

eingefärbt und gemäß einer logischen ODER-Verknüpfung übereinandergelegt. Der

Durchmesser der Spots beträgt rund 2 µm und der Abstand der Spotmittelpunkte

wurde auf 9 µm festgelegt.

5.2.2 Array aus hybridisierten Oligonukleotiden

Mit den Ergebnissen des vorangegangenen Abschnitts konnte eindeutig festgestellt

werden, dass die Methode der sequenziellen Immobilisierung das zu leisten vermag,

was eingangs hinsichtlich der Anforderungen zur ortsaufgelösten Funktionalisierung

besprochen und gefordert wurde.

Die logische Fortsetzung der Untersuchungen bestand in der Erweiterung der Me-

thode auf die Hybridisierung von sequenzcodiert-fluoreszenzmarkierten Oligonukleo-

tiden. Hier wurde anstelle eines biotinylierten Farbstoffes ein biotinyliertes Oligonu-

kleotid verwendet und auf diese Weise der Spot mit Hilfe der Basenabfolge adres-

sierbar gemacht. In Abbildung 5.13 sind die zueinander passenden und verwendeten

Oligonukleotide symbolisch dargestellt.

Die Abbildung 5.14 zeigt die analog zu Abbildung 5.12 aufbereiteten Ergebnisse.

Das erzeugte Feld wurde wie in 5.2.1 beschrieben, etappenweise aus Neutravidin auf-

gebaut und nach jedem Spotdurchgang zuerst mit dem biotinylierten Oligonukleotid

LcF5, dann mit RcF6 und schließlich mit RcF2 (siehe Abbildung 5.13) adressiert. Da-

nach konnte die Probe mit einer alle Gegenstränge beinhaltenden Hybridisierlösung
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5.2.2 Array aus hybridisierten Oligonukleotiden

Abbildung 5.11: Schematischer Ablauf des sequenziellen Deponierens — lediglich das als
Verbindungsglied fungierende Neutravidin wird deponiert und anschließend gemäß Funktion
adressiert (publiziert in [109]).

63



5.2 Sequenzielles Deponieren mit dem AFM

(a) Anregung des Farbstoffes
DY-547-Btn im Grünkanal (ii)

(b) Anregung des Farbstoffes
DY-647-Btn im Rotkanal (iii)

(c) ODER-verknüpfte Über-
lagerung der Teilbilder a) u. b)

Abbildung 5.12: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines 5×5 Arrays — Teilarray a)
und b) wurden sequenziell aufgebaut und in c) eingefärbt dargestellt (publiziert in [109])

Abbildung 5.13: Paarung der fluoreszenzmarkierten Oligonukleotide (farbcodiert)

behandelt und mit der Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden.

Die Abbildung 5.14 zeigt die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines 5×5 Ar-

rays mit einem Spotmittelpunktabstand von 9 µm und einen durchschnittlichen Spot-

durchmesser von ca. 2 µm. Das Gesamtfeld setzt sich aus drei Teilarrays zusammen.

Abbildung 5.14d stellt das Gesamtarray in den entsprechenden Falschfarben dar.

Die Möglichkeit der oligonukleotidbasierten Adressierung von Ankerpunkten auf

einer Oberfläche ist Basis und Grundvoraussetzung des in dieser Arbeit verfolgten

Ziels: Das ortsaufgelöste Aufspannen von DNA.

5.2.2.1 Kontamination während des Spottens

Bei dieser Methode stellt sich automatisch die Frage, wie sauber, d.h. wie frei von

anderen immobilisierten Substanzen, jede einzelne Spotspezies ist. Sieht man sich

das Schema der Abbildung 5.11 auf der vorherigen Seite an, fällt auf, dass jede Spot-

tingstufe der Funktionalisierung denen der darauffolgenden Schritte ausgesetzt ist.

Es besteht demnach die potenzielle Gefahr der Kontamination der jeweiligen Funkti-

onsglieder. Zur Beantwortung dieser Frage wurden die passenden farbstoffbeladenen

Fluoreszenzsignalintensitäten und die der Fremdpositionen bei allen drei Farbstoff-
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5.2.2 Array aus hybridisierten Oligonukleotiden

(a) Anregung des Cy3 markierten Oligo-
nukleotids im Grünkanal — Filter ii

(b) Anregung des Cy5 markierten Oligo-
nukleotids im Rotkanal — Filter iii

(c) Anregung des Atto495 markierten Oligo-
nukleotids im Blaukanal — Filter i

(d) ODER-verknüpfte und eingefärbte
Überlagerung der Teilbilder a), b) und c)

Abbildung 5.14: Aufnahme eines 5×5 Arrays, bestehend aus drei fluoreszenzmarkier-
ten Oligonukleotiden — Teilarray a), b) und c) wurden sequenziell aufgebaut und in d)
eingefärbt übereinandergelegt (publiziert in [109]).
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5.2 Sequenzielles Deponieren mit dem AFM

Filterpaarkombinationen vermessen. Im Cy5-Kanal wurde beispielsweise an den Stel-

len der Cy3-Spots das Cy5-Signal gemessen. In den Diagrammen der Abbildung 5.15

wird die Auswertung der Rohdaten der Abbildungen 5.14a bis 5.14c gezeigt.

Die Reinheiten der Spots sind sehr gut. Im Cy5-Kanal (Anregung von Cy5) las-

sen sich neben den LcF5-Spots (rot) auch RcF6-Spots (grün) ausmachen, welche

mit dem Cy3-Farbstoff markiert sind. Die in den RcF6-Spots gemessene Intensität

beträgt jedoch nur 2,5 % der Intensität der LcF5-Spots. Daraus kann geschlussfol-

gert werden, dass die RcF6-Spots (grün) mit äußerst wenig LcF5-Oligonukleotiden

verunreinigt sind. Die Verunreinigung ist methodisch bedingt und kann durch die In-

kubation mit der Funktionslösungen selbst, aber auch durch unzureichendes Waschen

herbeigeführt worden sein.

(a) Signale im Cy5-Kanal (b) Signale im Cy3-Kanal (c) Signale im Atto-495-Kanal

Abbildung 5.15: Im Rohdatenbild der Abbildung 5.14 gemessene Fluoreszenzsignalinten-
sitäten (publiziert in [109])

Der Grund für die geringe Kontamination mit den jeweils nachfolgenden Spot-

tinglösungen könnte darin liegen, dass die hohe Affinität des Biotins zum Neu-

travidin für ein nahezu vollständiges Absättigen aller verfügbaren Bindungsstellen

sorgt. An dieser Stelle sei unterstützend das erste Array gezeigt, welches mit die-

ser hier beschriebenen Methode entstanden ist: Die Abbildung 5.16 zeigt ein 3×3

Array (Punktabstände 9 µm), welches technisch der Abbildung 5.12 entspricht. Es

zeigt aber deutlich erkennbare Aussparungen (siehe Abbildung 5.16b) an den kom-

plementären Spots, was ein Indiz dafür ist, dass die Spots des ersten Durchlaufs

(Abbildung 5.16a) während der Adressierung durch diese selbst passiviert worden

sind.
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5.2.2 Array aus hybridisierten Oligonukleotiden

(a) Spots im DY-647-Kanal (b) Spots im DY-547-Kanal (c) ODER-verknüpfte Teilbilder

Abbildung 5.16: Erster Versuch des sequentiellen Spottens mit dem AFM — an b) ist die
Eigenschaft des sich selbst blockenden Systems gut nachvollziehbar (a = 1. Durchlauf, b =
2. Durchlauf)

Die Tests zur Ermittlung der Verunreinigung der hier eingesetzten Farbstoffe

ergaben einen Kontrast zwischen den Farbstoffsignalen, welcher in der gleichen

Größenordnung lag wie in Abbildung 5.15. Ob die geringen Signale von den Fil-

tern bzw. den Seitenarmen der Fluoreszenzanregung oder einer spektralen Präferenz

der verwendeten Kamera herrühren wurde nicht vertiefend untersucht.

Die Kreuzkontamination der drei Spotspezies darf als sehr gering eingestuft wer-

den. Anhand dreier Farbstoffe konnte exemplarisch gezeigt werden, dass mindestens

drei biotinylierbare Biomoleküle ortsaufgelöst immobilisiert werden können. Die dar-

gebotenen Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass auch eine größere Anzahl erreicht

werden kann.

5.2.2.2 Mechanische Abweichungen

Bei genauerem Betrachten der Abbildung 5.14d wird man zwischen den Teilarrays

einen Versatz feststellen. In Abbildung 5.17 sind die mittleren Abstände aller Spots

in x- und y-Richtung a) im Einkomponentenfeld der Abbildung 5.6, b) im Zweikom-

ponentenfeld der Abbildung 5.12 und c) im Dreikomponentenfeld der Abbildung 5.14

aufgetragen. Zwar mitteln sich die Spotabstände heraus, aber für die Diskussion der

hier direkt sichtbaren Abweichung genügt die vereinfachte Betrachtung der sich erge-

benden Standardabweichung. Diese ist insbesondere im Feld der Abbildung 5.14 für

die y-Richtung mit ±1,2 µm verglichen zum Spotdurchmesser von ca. 2 µm relativ

groß.

Die Ursache dieser Abweichungen liegt auf der Hand. Der nach jedem Spotten
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5.3 DNA-Konstruktherstellung

erforderliche Waschschritt, welcher nach Möglichkeit berührungsfrei bzw. unter ver-

minderter mechanischer Belastung der Probenoberfläche, erfolgen muss, wurde von

Hand am AFM durchgeführt. Diese manuellen Tätigkeiten fanden in y-Richtung der

Probe statt und stellen eine Fehlerquelle dar. Des Weiteren kommt es während des

Hochfahrens des AFM-Kopfes für die eben beschriebenen Schritte infolge von me-

chanischen Toleranzen am Gerät selbst zu einem unvermeidbaren Versatz des AFM-

Kopfes. Dies spielt während des normalen AFM-Betriebs keine nennenswerte Rolle.

Abbildung 5.17: Mittlere Spotmittelpunktabstände und ihre Abweichungen — a: Abbil-
dung 5.6, b: Abbildung 5.12, c: Abbildung 5.14

5.3 DNA-Konstruktherstellung

In Kapitel 4.1.2.1 auf Seite 46 findet sich eine ausführliche Darstellung der Herstellung

der DNA-Konstrukte. Die Überprüfung deren Funktionstüchtigkeit soll Gegenstand

des nun folgenden Abschnitts sein.

5.3.1 Test des Konstrukt-Mittelstücks

Eine erste Aussage über den Erfolg der Konstruktherstellung erhält man nach Auftra-

gung und Auswertung der DNA-Halbbrücken (Einzelelemente A und B, siehe Schritte

6 und 7 der Abbildung 4.7), sowie deren ligiertem Gesamtkonstrukt auf einem Gel.

Die Länge der einzelnen Halbbrücken beträgt nach Ergänzung um die Adapterstücke

7269 bp. Für das ligierte Gesamtkonstrukt wird die doppelte Länge erwartet.

Das erhaltene Gel in Abbildung 5.18 steht in Einklang mit den Erwartungen. Für

die beiden Halbbrücken, so wie sie in den später folgenden Versuchsreihen eingesetzt
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5.3.2 Test der Konstrukt-Ankerelemente

werden, lässt sich eine Größe von ca. 7.000 bp ablesen. Das ligierte Gesamtkonstrukt

reiht sich bei einem Wert um die 14.000 bp ein und ist ein Indiz dafür, dass zumindest

das Verbindungsadapterstück (Sequenzen F10 und F11) planmäßig eingebaut wurde

und beide Halbbrücken passend miteinander verbunden werden können.

Abbildung 5.18: 0,5%-iges Agarosegel (2 h Laufzeit in TBE-Puffer); M = Größen-Marker;
A = Konstrukt A; B = Konstrukt B; A+B = ligierte linke und rechte Halbbrücke

5.3.2 Test der Konstrukt-Ankerelemente

An dieser Stelle erfolgt der Funktionstest der äußeren Adapterstücke der DNA-

Halbbrücken sowie der Nachweis der Adressierbarkeit der sequenziell gesetzten Spots.

Der experimentelle Ablauf ist in Abbildung 5.19 dargestellt. Im ersten Test (5.19a)

wird auf das vollständige Array nur das Konstrukt A gegeben. Aufgrund der Adap-

terstücken bindet dieses Konstrukt nur an den Spots mit der zu A komplementären

Adresse. Wenn das Array mit dem DNA-anzeigenden Farbstoff SYBR-Green-I inku-

biert wurde, sollten ausschließlich die A-Spots leuchten, da nur an ihnen das Kon-

strukt A binden kann. Die Abbildung 5.20a zeigt das Ergebnis. Zu sehen sind die

A-Spots mit der angefärbten DNA. Die B-Spots blieben unbeeinflusst. Mit dem Kon-

strukt B wurde, wie die Abbildungen 5.19b und 5.20b zeigen, in gleicher Weise ver-

fahren.

Es ist eine deutliche Zuordnung der DNA-Halbbrücken A und B zu den jeweiligen

Spots für die Spots A und B zu erkennen, weswegen konstatiert werden darf, dass

die DNA-Konstrukte wie gewünscht ihre Funktion wahrnehmen. Die konsequente

Fortsetzung des Tests ist in Abbildung 5.19c dargestellt und mündet im Aufbau der

angestrebten DNA-Vollbrücke.
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5.3 DNA-Konstruktherstellung

(a) Inkubation der linken DNA-Halbbrücke A

(b) Inkubation der rechten DNA-Halbbrücke B

(c) Die Inkubation beider DNA-Halbbrücken sollte im Ergebnis die Vollbrücke ergeben

Abbildung 5.19: Durch Inkubation nur einer DNA-Halbbrücke auf das voll ausgebildete
und mit LcF5-Btn und RcF6-Btn adressierte Array wird nur eine der beiden sequenzrichti-
gen Seiten bedient.

(a) Anteil der A-Spots sichtbar
(vergl. Abb. 5.19a)

(b) Anteil der B-Spots sichtbar
(vergl. Abb. 5.19b)

Abbildung 5.20: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von SYBR-green-I angefärbter
DNA zweier identisch aufgebauter, jedoch verschieden, d.h. nur mit einer der beiden Halb-
brücken, inkubierten Arrays — Filter i
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5.3.3 Test der Konstruktausrichtung

5.3.3 Test der Konstruktausrichtung

Hier wird das DNA-Doppelkonstrukt hinsichtlich seiner Orientierung überprüft.

Darüber hinaus wird das DNA-Doppelkonstrukt, bestehend aus seinen Halb-

brückenelementen A und B, in seiner Gesamtheit auf Funktionstüchtigkeit getestet.

Gleich zu Anfang der Überlegungen sei auf die Abbildung 5.21 hingewiesen. Wenn

vor dem Auftragen der beiden Konstrukte A und B der Marker Cy5-cF6 (F2)

dem Ansatz zum Hybridisieren hinzugegeben wurde, dann ist die Konstruktseite

B mit ihm belegt. Demnach steht nur die Seite A für die folgenden Bindungen zur

Verfügung. Wird diese Zusammenstellung auf einem Mikroarray-Test gegeben, auf

dem außerdem komplementäre Bindungspartner für die Seiten A und B angeboten

werden (LcF5-Btn für A und RcF6-Btn für B), so sollten die vorinkubierten Kon-

struktteile überwiegend an die Spots der Klasse A binden. Der Marker F2 generiert

dann ein entsprechendes Fluoreszenzsignal, welches, wie in Abbildung 5.22 gezeigt,

ausgewertet werden kann.

(a) Ansatz A — mit Cy5-cF6 als die Kon-
struktseite B belegende Sonde und LcF5-Btn
als Anker

(b) Ansatz B — mit Cy3-cF5 als die Kon-
struktseite A belegende Sonde und RcF6-Btn
als Anker

Abbildung 5.21: Schema des DNA-Konstrukttests — Zu einer sowohl das DNA-Konstrukt
A als auch B enthaltenden Lösung wird in Ansatz A Cy5-cF6 gegeben. Folglich ist
die Konstruktseite B belegt und nicht mehr dazu in der Lage, z. B. an einen ober-
flächenimmobilisierten Bindungspartner (passende Sequenz wäre RcF6-Btn) zu hybridi-
sieren. Die Seite A bleibt frei und kann an die aus LcF5-Btn bestehenden Spots (Spot-
tingschema und Zusammensetzung siehe 5.32 auf Seite 84) binden. Wenn sich nun beide
Halbbrückenelemente zur DNA-Vollbrücke durch Hybridisierung verbinden, so wird auf-
grund der die Konstruktseite B belegenden Cy5-cF6-Sonde, an allen LcF5-Btn-Spots ein
Fluoreszenzsignal erwartet. — Durchführung in zwei getrennten Ansätzen in konventionel-
ler Mikroarray-Technik.

Das Ergebnis des Konstruktorientierungstests ist in Abbildung 5.22a zu sehen. Die

LcF5-Btn-Spots weisen ein höheres Fluoreszenzsignal als die mit RcF6-Btn auf. Der

analoge Fall ist für den Ansatz B, bei dem Cy3-cF5 als belegende Sonde eingesetzt

wurde, zu beobachten (siehe Abbildung 5.22b).

Eine qualitative Aussage ist in diesem Fall ausreichend, da ein Unterschied in
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5.4 DNA-Nanostruktur

den Fluoreszenzsignalen — hier um den Faktor zwei — erst dann zustande kommen

kann, wenn eine Konstruktseite mit der fluoreszierenden Sonde blockiert ist, beide

Halbbrücken korrekt verbunden sind und die freie, verbleibende Konstruktseite an

den korrespondierenden Bindungspartner des Spots gebunden ist. Die Ergebnisse in

Abbildung 5.22 lassen den Schluss zu, dass die Konstrukte korrekt aufgebaut sind,

was mit den Ergebnissen aus 5.3.1 und 5.3.2 korrespondiert.

Demnach kann festgehalten werden, dass sich das DNA-Brückenkonstrukt, wel-

ches sich aus zwei DNA-Halbbrücken zusammensetzt, mit den hier dargestellten Me-

thoden herstellen und nachweisen lässt. Ferner ist es möglich, die Orientierung des

Konstruktes festzulegen.

(a) nach Ansatz A — d.h. Seite B
ist mit Cy5-cF6 blockiert

(b) nach Ansatz B — d.h. Seite A
ist mit Cy3-cF5 blockiert

Abbildung 5.22: Das Ergebnis des DNA-Konstrukttests erlaubt auch eine Aussage über
die Orientierung des Gesamtkonstrukts (publiziert in [107]).

5.4 DNA-Nanostruktur

Die drei vorangegangenen Schritte, namentlich die Funktionalisierung von Ober-

flächen, das sequenzielle Spotten mit dem AFM, sowie die Herstellung der DNA-

Konstrukte, münden an dieser Stelle im Aufbau der DNA-Nanostruktur.

Zur Veranschaulichung, wie der Aufbau der DNA-Nanostruktur aussehen soll, sei

das Augenmerk auf die Abbildung 5.23 gerichtet. Zwischen zwei Ankergruppen, den

biotinylierten Oligonukleotiden LcF5 und RcF6, wird sich durch das Prinzip des

gerichteten Selbstzusammenbaus (self assembly), ein DNA-Doppelstrang aufspan-
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nen. Aufgrund der relativ großen zu überbrückenden Distanz von 4,9 µm wurde

der in 4.1.2.1 auf Seite 46 dargestellte Weg zur Gewinnung des Brückenkonstruktes

gewählt. Beide DNA-Halbbrückenelemente A und B, werden gemeinsam auf das Feld

gegeben. Sie ordnen sich im von den Ankergruppen vorgegebenen Raster an und bil-

den im Idealfall schließlich eine DNA-Brücke, wie sie in Abbildung 5.23 vorgestellt

wird.

Abbildung 5.23: Modell der DNA-Brücke als Nanostruktur

5.4.1 Aufbau der DNA-Nanostruktur

Die im vorangegangenen Abschnitt unter 5.2 auf Seite 60 beschriebenen Mikroarrays

bilden die Basis für den Aufbau der im folgenden beschriebenen DNA-Nanostruktur.

Erarbeitete Durchführung: Beim letzten Waschschritt wurde, nach dem Ge-

nerieren des letzten Teilarrays, Wasser durch PBS-Puffer ersetzt. Es wurde so ge-

waschen, dass ein Rest von ca. 10 µl PBS-Puffer auf der Objektträgeroberfläche

verblieb. Die bearbeitete Region muss von diesem Flüssigkeitstropfen bedeckt blei-

ben, damit die DNA nicht unspezifisch an den sonst ausfallenden Puffersalzen adsor-

biert. Dann wurden je 2 µl der in 4.1.2.1 auf Seite 46 hergestellten DNA-Konstrukte

(Teilstücke A und B) 1:30 in TE-III-Puffer verdünnt auf diese Stelle pipettiert. Die

Hybridisierung fand in diesem 14 µl großen Reaktionsraum statt. Geeignete DNA-

Konzentrationen wurden im Vorversuch ermittelt. Hier bestehen für die Zukunft noch

Optimierungsmöglichkeiten.

An dieser Stelle wird das Potenzial deutlich, das diese Methode hinsichtlich

ressourcen- und materialsparender Arbeitsweise bietet. Der Materialverbrauch ist

gering und das Array hochintegriert.

Um zu gewährleisten, dass der winzige Flüssigkeitstropfen (hier Reaktionsraum)

während der einstündigen Hybridisierung bei 35 ◦C nicht verdunstet, wurde die Probe

73
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im Klimaschrank bei 85 % relativer Luftfeuchte gelagert. Die Hybridisierung erfolgte

unter Lichtausschluss.

Gewaschen wurde das fertig hybridisierte Array durch mehrmaliges Eintauchen in

eine PBS-Tween-Lösung und anschließend PBS-Puffer. Jetzt erfolgte das Anfärben

der DNA der Probe mit SYBR-Green-I. Dazu wurde 1 µl einer SYBR-Green-I-

Lösung (10× in DMSO) in die Mitte des Glasobjektträgers gegeben und mit ei-

nem Deckgläschen abgedeckt. Das Deckglas bewirkt zusammen mit dem geringen

Volumen eine effektive Durchmischung und das SYBR-Green-I bindet an die DNA

(Inkubation für ca. vier Minuten). Die Probe wurde dann fluoreszenzmikroskopisch

untersucht.

Es ist zu beachten, dass die Oberfläche während der letzten Schritte, vom Mo-

ment des Auftragens der DNA-Konstrukte auf die Probenoberfläche an, zu keinem

Zeitpunkt trocken war. Das verminderte die Gefahr unspezifischer Wechselwirkungen

der DNA mit der Probenoberfläche, da das Phänomen des
”
Anbackens“ von DNA

an eingetrockneten Oberflächen von vornherein vermieden wurde.

5.4.2 Nachweis der DNA-Nanostruktur

Die Herausforderung besteht darin, dass das Array (kleiner als z. B. eine humane

Leberzelle) nur ein Mal je Probe vorhanden ist und der die DNA anfärbende SYBR-

Green-I-Farbstoff bei Fluoreszenzanregung, insbesondere bei großen mikroskopischen

Vergrößerungen, sehr rasch ausbleicht. Bei Verwendung des 40× Objektivs und der

100 W Quecksilberdampflampe ist bei dem gegebenen Aufbau eine Aufnahme von

100 – 200 ms mit der Kamera vier bis sechs Mal möglich. Unter Verwendung des

100× Objektivs und Immersionsöl sinkt die insgesamt mögliche Belichtungszahl bis

zum Ausbleichen nochmals.

Um die angefärbte DNA-Struktur nicht unnötig zu belichten und um das Wieder-

auffinden zu erleichtern, wurde ein die Struktur umrahmendes Hilfsarray eingeführt.

Dieses Hilfsarray enthällt den Fluoreszenzfarbstoff DY-547 (Anregungsmaximum

557 nm; Emissionsmaximum 574 nm). Die Anregungswellenlänge des SYBR-Green-

I-Farbstoffes (Anregungsmaximum 494 nm; Emissionsmaximum 521 nm), welcher

die DNA anfärbt, liegt weit außerhalb der grünen Hilfsarray-Anregung und bleibt

hiervon unbeeinflusst. Somit ist es nicht nur möglich, das Array schadlos aufzusu-

chen und einzupassen, sondern auch auf die gewünschte Ebene zu fokussieren und

die Anzahl der notwendigen Aufnahmen zu reduzieren. Ohne Hilfsarray würde die

angefärbte DNA-Nanostruktur bereits während der Suche auf der Probe ausbleichen.
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Ferner besteht die Option, verbrauchte, d.h. ausgeblichene SYBR-Green-I-

Farbstoffmoleküle durch Diffusion auszutauschen, wenn die Untersuchung in Lösung

durchgeführt wird und diese einen Vorrat an SYBR-Green-I vorhält. Dies birgt zwar

den Nachteil eines leicht erhöhten Hintergrundsignals, eröffnet jedoch im Gegenzug

dazu die Möglichkeit, eine ausgeblichene DNA-Struktur zu einem späteren Zeitpunkt

wieder sichtbar zu machen.

Erarbeitete Durchführung: Der Nachweis und die Untersuchung der DNA-

Nanostruktur erfolgte fluoreszenzmikroskopisch (Olympus BX51). Das Array wurde

anhand des Hilfsarrays und seines Farbstoffs DY-547 erkannt und ausgerichtet. Die

gewählte Filterpaarkombination erlaubte die Anregung bei 545 nm (±25 nm) und

die Detektion ab 605 nm. Als Lichtquelle diente eine 100 W Quecksilberdampflampe.

Ein von der Mikroskopsoftware angesteuerter Lamellenverschluss gab den Lichtstrahl

der Beleuchtungsquelle immer nur exakt während einer Aufnahme frei. Somit war

gewährleistet, dass die Probe nicht unnötig dem Anregungslicht ausgesetzt war.

Danach wurde das Filterpaar gewechselt, um den die DNA anfärbenden SYBR-

Green-I-Farbstoff sichtbar zu machen. Die verfügbaren Filter ermöglichten die Anre-

gung bei 460 nm und die Detektion bei 510 – 550 nm.

(a) Übersichtsaufnahme des Feldes (b) Detailaufnahme aus 5.24a

Abbildung 5.24: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von SYBR-Green-I angefärbter
DNA — die Spots wurden im Raster von 5,8 µm gesetzt — es sind deutliche Verbindungs-
linien zu erkennen — Filter i (publiziert in [107])

Da eine vollkommen gestreckte DNA sehr unwahrscheinlich ist und sich der Spot-

durchmesser im Bereich von 2 – 3 µm bewegt, wurden die Spots in einem Ra-

ster von 5,8 µm gesetzt (Abstände der Spotmittelpunkte 5,8 µm). Die kürzeste,

zu überbrückende Distanz beträgt somit 2,8 – 3,8 µm. Die Gesamtlänge des DNA-
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Konstrukts, d.h. die maximal zu erwartende DNA-Länge beträgt 4,9 µm.

Der schematische Array-Aufbau kann den Abbildungen 5.25a und 5.25b entnom-

men werden. Nachdem das aus RcF6-Btn und LcF5-Btn bestehende Hauptarray

erstellt wurde, musste es zur vereinfachten Wiederauffindung und des Vorfokus-

sierens wegen mit einem Fluoreszenzfarbstoff (DY-547) eingerahmt werden. Dieser

zusätzliche Arbeitsschritt hatte den Vorteil, dass das Hauptarray zweifelsfrei unter

dem Fluoreszenzmikroskop aufgefunden und identifiziert werden konnte. Des Wei-

teren ermöglicht es, den Fokus sowie die richtige Positionierung des anvisierten Be-

reiches zu justieren, ohne das sehr rasch ausbleichende SYBR-Green-I unnötig zu

belichten.

(a) Fluoreszenzaufnahme
des Rahmens

(b) Spottingschema mit
Rahmen

(c) Beschriftung zum Detail
in Abbildung 5.24b

Abbildung 5.25: Details zum Aufbau des DNA-Nanoarrays

Die Abbildung 5.24 zeigt das Ergebnis. Die mit SYBR-Green-I angefärbte DNA ist

deutlich zwischen den Spots zu erkennen. In der Detailvergrößerung der Abbildung

5.24b kann die
”
DNA-Brücke“ in Form von aufgespannter DNA gut nachvollzogen

werden.

Die Abbildung 5.25c zeigt die um eine Beschriftung ergänzte Vergrößerung aus

Abbildung 5.24b. Es wird nicht davon ausgegangen, dass es sich bei der gezeigten

DNA-Nanostruktur zwangsläufig um einzelne DNA-Stränge handelt. Bei den Ver-

bindungslinien handelt es sich wahrscheinlich um mehrere DNA-Stränge. Zur Beant-

wortung der Frage, wie viele DNA-Stränge im vorliegenden Fall an der Nanostruktur

beteiligt sind, wurde versucht, die Probe mit dem AFM zu untersuchen.

Die Analyse mit dem AFM blieb erfolglos. Zum Einen gestaltete sich das Auffinden

der Struktur als äußerst schwierig, da sie zum Einen mit gut 20 µm Kantenlänge z. B.

die Größe einer einzelnen Eukaryotenzelle aufweist und zum Anderen keine praktika-

blen Hilfs- oder Orientierungsstrukturen zur Verfügung standen. Dennoch gelang es

76



5.4.3 Ansatzpunkte zum Systemausbau

in Einzelfällen die Struktur mit dem AFM einzuscannen. Jedoch waren die gewon-

nenen Bilder nicht auswertbar, da die zum Aufbau der Nanostruktur erforderlichen

Puffersalze das topographische Signal im AFM-Scan dominierten. Vom AFM werden

lediglich die obersten Schichten einer topographisch aktiven Substanz registriert. Ein

mögliches Höhensignal der DNA ist aufgrund des geringen DNA-Durchmessers im

stark verrauschten Hintergrund nicht detektierbar.

Beim Betrachten der Abbildung 5.24 erkennt man deutlich, dass die DNA genau

zwischen den Spots aufgespannt ist. Es bleibt jedoch die Frage, ob es sich hierbei

um eine zufällige
”
Verknotung“ der korrespondierenden DNA-Stränge handelt. Eine

nicht auf einer Hybridisierung basierenden Verbindung ist jedoch recht unwahrschein-

lich, da sich die negativ geladenen DNA-Stränge zum Einen abstoßen würden und

zum Anderen die Waschschritte und das Auflegen des zur Mikroskopie notwendigen

Deckglases eine lose Verbindung zwischen den DNA-Konstrukten A und B leicht

lösen würde. Insbesondere das Auflegen des Deckgläschens, bei dem relativ große

Scherkräfte zu erwarten sind, könnte der Grund dafür sein, dass einige DNA-Brücken

wieder zerstört wurden.

Wenn an der einseitig befestigten DNA keine Kraft angreift, so nimmt sie eine

zufällige, auch unter
”

random coil“ bekannte Konformation ein [110], was sich in der

Abbildung 5.24 im Vorhandensein der Spots äußert.

5.4.3 Ansatzpunkte zum Systemausbau

Das in dieser Arbeit dargestellte System zur biomolekularen Nanostrukturierung

auf Oberflächen setzt sich aus einer Vielzahl manuell durchgeführter Arbeitsschrit-

te zusammen. Anhand der Abbildung 5.26 soll die Notwendigkeit einer zumindest

teilautomatisierten Durchführung erörtert werden.

Wie am Feld in der Abbildung 5.26a zu sehen ist, unterscheiden sich die erzeugten

Spots erheblich voneinander. Das Feld setzt sich wie unter 5.10 auf Seite 61 dargestellt

aus zwei sich ergänzenden Arrays zusammen. Der erste Spot des ersten Sub-Arrays

befindet sich in der obersten Zeile, links außen. In Leserichtung wurde der nächste

Spot gesetzt. Es folgten die nächsten Zeilen, bis der letzte Spot in der letzten Zeile,

rechts außen, gesetzt wurde. Das zweite Sub-Array ergänzt das bereits erzeugte Feld.

Zwischen dem Generieren beider Arrays wurde gemäß dem erarbeiteten Protokoll

inkubiert und gewaschen. Eine erneute Beladung der AFM-Spitze mit Tintenlösung

erfolgte nicht, da die von der AFM-Spitze aufgenommene Tintenmenge während

des Beladens nicht kontrolliert werden kann und ein übermäßiges Beladen zu einer
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unerwünschten Substanzabgabe führte. Ein zerstörtes Array wäre die Folge.

Glycerin, der Hauptbestandteil der hier benutzten Tinte, verdunstet erfahrungs-

gemäß nicht. Es konnte jedoch erstens ein Eintrocknen der AFM-Spitze und zweitens

ein Verschwinden der winzigen abgesetzten Spots beobachtet werden. Wenn es nun

zu einer Reduktion der an der AFM-Spitze haftenden Tintenmenge kommt, dann

muss es zwangsläufig zu einer Konzentrationserhöhung der nicht flüchtigen Kompo-

nenten — hier Neutravidin — kommen. Tatsächlich kann in Abbildung 5.26a eine

spotweise und somit zeitlich abhängige Signalerhöhung beobachtet werden. Die hier

postulierte Konzentrationserhöhung bewirkt eine veränderte Abgabe der reaktiven

Spezies und führt zu einer uneinheitlichen Belegungsdichte der Spots.

(a) Übersichtsaufnahme des Feldes (b) Detailaufnahme aus 5.26a

Abbildung 5.26: Mit SYBR-Green I angefärbte DNA-Nanostruktur (rechts unten) mit
erheblichen Unterschieden zwischen den generierten Spots — Filter i

Wie der eben geschilderte Zusammenhang verdeutlicht, erfolgt das Absetzen der

Spots nicht immer in idealer Weise, auch wenn diese einfach hanzuhabende Methode

das suggerieren mag. Die Abbildung 5.27 zeigt ein Feld, welches in der Durchführung

dem Feld in den Abbildungen 5.24 auf Seite 75 und 5.26 entspricht.

Auffällig ist, dass hier keine homogenen Spots, sondern kreisförmige Strukturen

erzeugt wurden. Diese Erscheinung ist auch unter
”
Donut-Effekt“ bekannt. In nicht

ganz so starker Ausprägung wird Vergleichbares auch in der Mikroarray-Technologie

beobachtet und lässt sich mit der Entstehung von
”
Kaffeeflecken“ vergleichen [111].

Die Randregion der Spots verdunsten rascher. Die Folge ist ein vom Spotzentrum

zum Spotrand gerichteter Flüssigkeitsnachtransport. Es entsteht ein zum Rand hin

gerichteter Gradient [112] an Spotsubstanz.

Die in der Abbildung 5.27 gezeigten Kreisringe lassen sich mit den in [113] un-
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5.4.3 Ansatzpunkte zum Systemausbau

Abbildung 5.27: Feld mit auffälliger Donuts-Ausprägung der gesetzten Spots
(Durchführung gemäß Protokoll — Anfärbung der DNA mit SYBR-Green I — Filter i)

tersuchten Modellen erklären. Ein wichtiger Aspekt ist hierbei, dass drei Bindungs-

schritte erforderlich sind, um das hier gezeigte Signal der DNA zu generieren: Das

Binden des mit dem AFM aufgetragenen Neutravidins als erstem Schritt, gefolgt

vom Inkubieren der biotinylierten Adressoligonukleotide als zweitem und dem Hy-

bridisieren der DNA-Konstruktelemente als drittem Schritt. Allen drei ist gemein-

sam, dass sie statisch, d.h. diffusionslimitiert sind. Es fand keine aktive Durchmi-

schung der inkubierten Lösungen statt. Die in [113] dargestellten Modellrechnungen

lassen sich auf die hier beobachteten Ergebnissen anwenden: Der Donut-Effekt ist

um so stärker ausgeprägt, je größer die Bindungswahrscheinlichkeit ist und je fla-

cher der über dem Spot stehende Flüssigkeitsfilm ist. Bedingt durch das mit dünnen

Flüssigkeitsfilmen einhergehende geringe Volumen (direkt über dem Spot), kommen

die Bindungspartner vermehrt von der Randregion. Bei rasch erfolgender Bindung

lagern sich die Bindungspartner somit vermehrt am Spotrand an und bilden das

typische Donut-Spotbild. Einheitlichere Spots werden dagegen erreicht, wenn die in-

kubierten Bindungspartner, bedingt durch geringere Bindungswahrscheinlichkeiten,

mehrere Anläufe für ein erfolgreiches Binden benötigen und daher auch das Spotzen-

trum erreichen können.

In der angegebenen Literatur wird vermutet, dass der Donut-Effekt bei sehr klei-

nen Spotdurchmessern (in der Größenordnung der Donut-Rand-Breite; wenige Mikro-

meter [113]) wieder abnehmen sollte, was anhand der hier vorgestellten Ergebnisse

jedoch nicht bestätigt werden kann. Es gilt aber zu beachten, dass hier drei auf-

einander aufbauende und somit verkettete Bindungsereignisse den Effekt verstärken
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5.5 PNA-Funktionalisierung der DNA-Nanostruktur

und eine Eins-zu-eins-Übertragung nicht möglich ist. Andererseits spricht gegen die

Anwendbarkeit der
”
Donut-Theorie“, dass beim zweiten und dritten Schritt, dem

Adressieren mit den Oligonukleotiden und dem Binden der DNA-Konstrukte, der

Spotdurchmesser um ein Vielfaches kleiner ist als die Höhe der darüber stehenden

Lösung.

Denkbar ist auch, dass die mechanische Belastung der Probenoberfläche durch

das Annähern der AFM-Spitze den Probenunterbau, bestehend aus dem Silan mit

Seitenkette und Biotin mit Seitenkette, beschädigt. Die Folge wäre eine Fehlstelle im

Spotzentrum. Für eine abschließende Klärung wären weitere Untersuchungen nötig.

In Hinblick auf das Aufbauen von Nanostrukturen könnte sich die Erzeugung von

Kreisringen anstelle von flächigen Spots dahingehend als vorteilhaft erweisen, als dass

sich der Ort der immobilisierten Ankerelemente vorzugsweise auf der Kreislinie befin-

det und somit räumlich wesentlich schärfer definiert wäre. Die gezielte Reproduktion

dieser geometrischen Strukturen ist jedoch aufgrund der momentan manuellen Bela-

dung der AFM-Spitze nur eingeschränkt möglich.

5.5 PNA-Funktionalisierung der DNA-Nanostruktur

Die Fähigkeit der PNA an dsDNA binden zu können, wurde in Kapitel 3.4 auf

Seite 29 erörtert. Hier wird dargestellt, wie dies technisch, mit dem Ziel die DNA-

Nanostruktur gezielt und basengenau zu funktionalisieren, umgesetzt werden kann.

Wenn die PNA gebunden ist, ergeben sich vielfältige Möglichkeiten der weiteren

Vorgehensweise. Um ein möglichst allgemeingültiges und frei adressierbares System

zu erhalten, wurde der in Abbildung 5.28 dargestellte Aufbau gewählt. Die an die

DNA bindende PNA-Sequenz wurde so verlängert, dass diese wie ein Fähnchen aus

dem Bindungskomplex herausragt und ermöglicht damit einem Oligonukleodid zu

binden. Da das in der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme zu erwartende Signal

sehr gering sein würde, wurde das die PNA bindende DNA-Oligonukleotid erweitert.

Die fünf repetetiven Einheiten zur Bindung des fluoreszenzmarkierten Oligonukleo-

tids dienen der Signalverstärkung (vergleiche hierzu die Abbildung 5.28).

5.5.1 Verdünnung und Binden der PNA

Die Ausbildung der PNA-DNA-Triplex (siehe Kapitel 3.4 auf Seite 32) erfolgt nur

unter geringen Ionenstärken und Abwesenheit von zweiwertigen Ionen. Der PNA-

Triplex-Puffer setzt sich aus 10 mM Tris-Cl und 1 mM EDTA (pH 7,4) zusammen. Bei
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5.5.2 PNA-Bindungsnachweis

erfolgter Bindung kann in den gewünschten Zielpuffer mit anderer Zusammensetzung

gewechselt werden.

Erarbeitete Durchführung: Die von Peter Nielsen synthetisierte PNA-3927

wies nach dem Resuspensieren einen Absorptionswert von 1,367 (λ = 260 nm; d =

10 mm) auf. Mit dem gegebenen Extinktionskoeffizienten von ε = 248400M−1cm−1

ergibt sich eine Konzentration der PNA-Stammlösung von 55 µM. Zum Binden der

PNA an die Konstrukte A und B wurde 2 µl der PNA-Stammlösung mit 50 µl PNA-

Triplex-Puffer verdünnt und dies im letzten Reinigungsschritt der DNA-Konstrukt-

Herstellung zum Resuspensieren des präzipitierten DNA-Konstrukts benutzt und für

zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Diese beiden Ansätze wurden anschlie-

ßend erneut mit SureClean aufgereinigt und in 100 µl TE-III Puffer resuspensiert.

Der zusätzliche Reinigungsschritt stellte sicher, dass die nicht gebundene und im

Überschuss vorgelegte PNA aus den Ansätzen entfernt wurde.

Abbildung 5.28: Prinzipskizze der an der DNA durch Triplexinvasion gebundenen PNA
— mit Adapterelement aus DNA mit fünf identischen Erkennungssequenzen zur Bindung
von fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden

5.5.2 PNA-Bindungsnachweis

Die dsDNA-bindenden Eigenschaften der PNA (siehe Kapitel 3.4 auf Seite 29)

ermöglichen es, die aufgespannte DNA-Brücke um weitere Bindungselemente, ent-

sprechend mit definierten Bindungsmotiven, zu ergänzen. Ziel des im Folgenden dar-

gestellten Versuches war es, den Nachweis des Bindens der in dieser Arbeit designten

PNA zu erbringen.

Zunächst musste untersucht werden, ob und wenn ja unter welchen bevorzugten

Bedingungen die PNA an das DNA-Konstrukt bindet. Die Abbildung 5.29 stellt alle

wesentlichen Elemente des Versuches dar. Im sich daran anschließenden Versuch wird

das zuvor erhaltene Ergebnis auf die DNA-Nanostruktur übertragen, um das Postulat

zur PNA-DNA-Nanofunktionalisierung zu bestätigen.
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5.5 PNA-Funktionalisierung der DNA-Nanostruktur

Der Nachweis über das Binden und Adressieren der PNA wird über Fluoreszenz-

marker geführt. Wie in Abbildung 5.29 dargestellt, bindet der Fluoreszenzmarker 647

(F1) als fluoreszenzmarkiertes Oligonukleodid an den PNA-Adapter. Dieser PNA-

Adapter bindet wiederum an das nicht zur Triplexformation beitragende, herausra-

gende Fähnchen der PNA und zeigt die PNA an.

Um diesen Test möglichst einfach zu halten, wurde er mit der herkömmlichen

Mikroarray-Technik durchgeführt. Die Oberfläche wurde biotinyliert und flächig mit

Neutravidin beladen. Aufgetragen wurden die in Abbildung 5.29 dargestellten Be-

standteile: Die DNA-Konstrukte A und B, die PNA, der PNA-Adapter und ein am

PNA-Adapter bindender Marker (vergl. Tabelle 5.2).

Die Bedingungen, unter denen die PNA an die DNA unter Ausbildung der PNA-

DNA-Triplex bindet, wurden in 5.5.1 auf Seite 80 dargestellt. So wurde an den Stel-

len, an denen die PNA gemeinsam mit der DNA auftritt, die erstere unter geringen

Ionenstärken an die DNA-Konstrukte gebunden und später durch einen Pufferaus-

tausch in den gewünschten Hybridisierungspuffer (z. B. TE-Puffer III) überführt.

Abbildung 5.29: Nachweis des PNA-Bindungsereignisses über einen PNA bindenden Ad-
apter mit Marker als Sonde. Auf der mit Neutravidin beschichteten Glasoberfläche wird
das DNA-Doppelkonstrukt immobilisiert. In der Mitte befindet sich die homologe Verbin-
dungsstelle, mit der beide Teilstücke verbunden sind. In Rot ist die PNA dargestellt — sie
findet an jedem Teilstück des Doppelkonstrukts eine singuläre Bindestelle. Der Marker F1
(blau) kann mittels Adapteroligonukleotid (orange) mit der PNA verbunden werden. Am
Ende des DNA-Doppelkonstukts befindet sich ein weiterer Marker F2 (lila). Dieser Marker
kann nur an eine der beiden endständigen Seiten binden (publiziert in [107]).

Aus den Abbildungen 5.29 und 5.30 kann abgeleitet werden, dass erst im Zusam-

menspiel aller Komponenten, wie dem DNA-Konstrukt, der PNA und dem DNA-

Adapter mit seiner Sonde, ein Fluoreszenzsignal zustande kommen kann. Das Ergeb-

nis in Abbildung 5.30 zeigt an, dass sich beim Fehlen der PNA (Variation 2), Fehlen
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5.5.2 PNA-Bindungsnachweis

Tabelle 5.2: Zusammensetzung der gespotteten Lösungen

PNA PNA-Adapter

Variation 1: + +

Variation 2: - +

Variation 3: + -

Variation 4: - -

des PNA-Adapters (Variation 3) oder von beidem (Variation 4), ein bedeutend ge-

ringeres Fluoreszenzsignal ergibt, als wenn der Aufbau vollständig, wie in Abbildung

5.29 gezeigt, erfolgt.

Die Signalverstärkung durch die fünf repetetiven Bindungsstellen des PNA-

Adapters kann gut nachvollzogen werden. Das Fluoreszenzsignal der korrekt zusam-

mengesetzten Variation 1 ist größer als das des Eckpunktmarkers (Mischung aus

DY547-Btn und DY657-Btn). Letzterer ist der in der Praxis häufig hervortretende

Orientierungspunkt eines Arrays.

Dies lässt den Schluss zu, dass die homopyrimidin-PNA durch Triplex-Invasion an

das DNA-Konstrukt bindet. Es kann keine Aussage darüber getroffen werden, ob die

PNA an genau der für sie vorgesehenen Bindestelle (siehe Abbildung 5.31 auf der

nächsten Seite) gebunden hat.

(a) LcF5-Btn als Anker und Marker-647 am
PNA-Adapter

(b) RcF6-Btn als Anker und Marker-547 am
PNA-Adapter

Abbildung 5.30: Die aus dem PNA-Bindungsversuch hervorgehenden Signale. Die Zahlen
der Rubrikenachse entsprechen den Variationen der Tabelle 5.2 (M = Eckpunktmarker
DY547-Btn und DY657-Btn) (publiziert in [107]).

Erarbeitete Durchführung: Der Versuch fand auf silanisierten Glasobjekt-

trägern statt. Diese wurden biotinyliert und mit dem Blocking Reagenz CA geblockt
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5.5 PNA-Funktionalisierung der DNA-Nanostruktur

Abbildung 5.31: Schematische, sequenzrichtige Darstellung aller an der PNA-DNA-
Triplexstruktur beteiligten Komponenten (publiziert in [107]).

(1 h in 0,1 %-iger (w/v) Blocking-Lösung). Gemäß dem Spottingmuster in Abbildung

5.32 wurden die in der Tabelle 5.3 aufgeführten Lösungen aufgetragen. Als Eckpunkt-

marker (M) kam eine Mischung aus je 500 nM DY547 und DY647 zum Einsatz. Als

Nullprobe (P) wurde TE-III-Puffer verwendet. Nach dem Spotten der Chips wur-

den sie für eine Stunde bei 25 ◦C und 85 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Anschließend

wurde Cy5-cF6 mit und ohne Marker-547 bzw. Cy3-RS5 mit und ohne Marker-647

(jeweils 1 µM) aufgetragen und für eine Stunde bei 35 ◦C und 85 % Luftfeuchtig-

keit hybridisiert. Nach dem Waschen mit PBS-Puffer und kurzem Nachspülen mit

entmineralisiertem Wasser fand die Auswertung mit dem Axon-Scanner statt.

Abbildung 5.32: Spottingschema zum PNA-Funktionstest. L und R stehen für die DNA-
Seite, welche immobilisiert werden soll. Die Zahlen 1 – 4 sind stellvertretend für eine der
Lösungszusammensetzungen. Der Eckpunktmarker ist mit

”
M“, der Puffer mit

”
P“ gekenn-

zeichnet.
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5.5.3 Integration der PNA in das DNA-Nanoarray

Tabelle 5.3: Zusammensetzung der zu spottenden Lösungen (A = Verankerung für die
Konstruktseite A; B = Verankerung für die Konstruktseite B; 1..4 = Probenvariation)

L R

1:

2,7 µl A-Konstrukt mit PNA 2,7 µl A-Konstrukt mit PNA

2,7 µl B-Konstrukt mit PNA 2,7 µl B-Konstrukt mit PNA

2,7 µl PNA-Adapter 1 µM 2,7 µl PNA-Adapter 1 µM

2,7 µl LcF5-Btn 1 µM 2,7 µl RcF6-Btn 1 µM

2:

2,7 µl A-Konstrukt ohne PNA 2,7 µl A-Konstrukt ohne PNA

2,7 µl B-Konstrukt ohne PNA 2,7 µl B-Konstrukt ohne PNA

2,7 µl PNA-Adapter 1 µM 2,7 µl PNA-Adapter 1 µM

2,7 µl LcF5-Btn 1 µM 2,7 µl RcF6-Btn 1 µM

3:

2,7 µl A-Konstrukt mit PNA 2,7 µl A-Konstrukt mit PNA

2,7 µl B-Konstrukt mit PNA 2,7 µl B-Konstrukt mit PNA

2,7 µl TE-III Puffer 1x 2,7 µl TE-III Puffer 1x

2,7 µl LcF5-Btn 1 µM 2,7 µl RcF6-Btn 1 µM

4:

2,7 µl A-Konstrukt ohne PNA 2,7 µl A-Konstrukt ohne PNA

2,7 µl B-Konstrukt ohne PNA 2,7 µl B-Konstrukt ohne PNA

2,7 µl TE-III Puffer 1x 2,7 µl TE-III Puffer 1x

2,7 µl LcF5-Btn 1 µM 2,7 µl RcF6-Btn 1 µM

5.5.3 Integration der PNA in das DNA-Nanoarray

Aus den vorangegangenen Entwicklungsstufen heraus erwächst die experimentel-

le Kombination des DNA-Nanoarrays mit der PNA als Funktionselement. Die

Grundvoraussetzungen sind der sichere und reproduzierbare Aufbau der DNA-

Nanostruktur und das Einhalten der Bedingungen, unter denen die gewünschten

Bindungsereignisse erfolgen. Die Abbildung 5.33 ist die konsequente Fortsetzung des

in Abbildung 5.23 auf Seite 73 dargestellten Modells.

Das Bindungsmotiv der PNA, welche am prozessierten M13mp18-Plasmid an der

Position 2668 binden kann, ist in Abbildung 5.31 im Detail dargestellt. An dieser

Stelle wird noch einmal betont, dass die Diskriminierung der PNA zur Ausbildung

der PNA-Triplex außerordentlich hoch ist und es praktisch zu keinen Basenfehlpaa-

rungen kommt. Wie in der Abbildung 5.33 dargestellt, setzt sich die DNA-Brücke

aus zwei identischen Teilen zusammen. Daher wird es bei beiden DNA-Konstrukten

A und B an der Position 2668 zur Ausbildung der PNA-Triplex kommen, was zum

Bereitstellen einer neuen Ankersequenz direkt an den DNA-Strängen führt. Dieser

neue Ankerpunkt wird hier mit einer fluoreszenzmarkierten Sonde nachgewiesen (sie-
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5.5 PNA-Funktionalisierung der DNA-Nanostruktur

he Abbildung 5.33). Der Abstand der neu eingeführten Bindungsstellen beträgt unter

der Annahme, dass der DNA-Strang vollständig gestreckt ist, 2,44 µm (7223 bp).

Abbildung 5.33: Modell und Dimension der PNA-funktionalisierten DNA-Brücke (Posi-
tionsangabe auf dem Plasmid in bp) (publiziert in [107])

Erarbeitete Durchführung: Die Grundlage bilden die Techniken, welche un-

ter 5.2 auf Seite 60 und 5.4.1 auf Seite 73 beschrieben wurden. Die einzusetzenden

DNA-Konstrukte tragen bereits die PNA, welche durch Austausch des Puffersystems,

zweistündiges Inkubieren im PNA-Triplex-Puffer und einem zwischengeschalteten

Reinigungsschritt, eingefügt worden sind (siehe hierzu 5.5.1 auf Seite 80). Nach-

dem das Array mit den Adresslösungen A (1 µM RcF6 in TE-III) und B (1 µM

LcF5 in TE-III) erzeugt wurde, fand die Inkubation der beiden DNA-Konstrukte

mit gebundener PNA im Klimaschrank bei 35 ◦C und 85 % Luftfeuchtigkeit statt.

Die hierbei direkt auf das generierte Array aufgetragene Lösung setzte sich aus je

2 µl Konstrukt A und B inkl. PNA (1:28 mit TE-III-Puffer verdünnt), 1 µl PNA-

Adapter (1 µM), 1 µl Marker-647 (1 µM) sowie 5 µl TE-III-Puffer zusammen. Das

Waschen des Objektträgers, auf dem die Nanostruktur aufgebaut wurde, erfolgte in

gleicher Weise wie unter 5.4.1 beschrieben: Durch wiederholtes Eintauchen in eine

PBS-Tween-Lösung und schließlich PBS-Puffer. Der einzige Unterschied zum reinen

Aufbau der DNA-Nanostruktur samt Nachweisführung bestand darin, dass hier auf

SYBR-Green-I verzichtet werden musste.

Fügt man experimentell die gesamte Vorarbeit und die Schritte zur PNA-

Nanofunktionalisierung zusammen, so erhält man die in der Abbildung 5.34 und 5.35

gezeigten Ergebnisse. Die Durchführung gleicht im Wesentlichen der zur Herstellung
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5.5.3 Integration der PNA in das DNA-Nanoarray

des DNA-Nanoarrays in Kapitel 5.4 auf Seite 72, jedoch mit dem Unterschied, dass

die DNA-Konstrukte A und B zuvor mit der PNA vorinkubiert worden sind.

In der Abbildung 5.34a fallen zunächst die vier roten Spots auf (Filter ii). Dabei

handelt es sich um die gleichen Spots, wie sie in den Abbildungen 5.26 und 5.27 zu

sehen sind, nur dass hier die DNA nicht mit SYBR-Green-I angefärbt wurde. Die

Anfärbung dieser Spots stammt von der Erzeugung des äußeren Rahmens (siehe Ab-

bildung 5.25a auf Seite 76). Die unter 5.2.2.1 auf Seite 64 beschriebene Kontamination

der Spots bewirkt in diesem Fall die unbeabsichtigte Markierung der Spots, was hier

zur Orientierung innerhalb des erzeugten Feldes ausgenutzt wurde. In diesem Fall

wurde von der zwar äußerst geringen, aber dennoch detektierbaren Verunreinigung

der Spots mit dem Eckpunktmarker profitiert. Das simultane Anfärben der DNA

blieb erfolglos. Die grün eingefärbten und mit Pfeilen hervorgehobenen Punkte sind

die am PNA-Adapter hybridisierten Marker (Filter iii). In Abbildung 5.34b sind die

Abstände der zwischen den Spots befindlichen PNA-Markierungen eingetragen. Sie

stimmen mit den in Abbildung 5.33 vorhergesagten Abständen überein.

(a) Fluoreszenzbild (zwei Kanäle) (b) Dimensionen der Struktur

Abbildung 5.34: Falschfarbendarstellung der PNA-funktionalisierten DNA-Nanostruktur
— Filter ii: Spot — Filter iii: PNA (publiziert in [107])

Die Abbildung 5.35 zeigt ein ähnliches Feld, bei dem zwischen den beiden unteren,

kreisförmigen Spots zwei fluoreszierende PNA-Sonden zu sehen sind. Ihr Abstand

beträgt rund 800 nm.

Wünschenswert wäre das Anfärben der DNA mit SYBR-Green-I (Filter i), par-

allel zum Fluoreszenzsignal der PNA, gewesen. Zur Interpretation der Abbildungen

5.34 und 5.35 können jedoch die vorangegangenen Ergebnisse hinzugezogen werden:

Ausgehend von den aufgebauten DNA-Nanostrukturen in Kapitel 5.4.1 auf Seite 73

und dem geführten Nachweis zur Bindung von PNA an die immobilisierten DNA-
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5.5 PNA-Funktionalisierung der DNA-Nanostruktur

Konstrukte in Kapitel 5.5.2 auf Seite 81 darf an dieser Stelle der Schluss gezogen

werden, dass es sich bei den diskreten Punkten zwischen den hier gezeigten Spots

um die Marker an der PNA handelt, die an der DNA-Nanostruktur gebunden ist.

Der Umstand, dass hier keine flächigen Spots, sondern kreisförmige Gebilde als

Ankerbereiche generiert wurden, ist für die Detektion der schwachen, auf Einzel-

molekülniveau beruhenden PNA-Elemente vorteilhaft, da bei flächigen Spots das

Erkennen einzelner PNA-Funktionselemente sehr schwer wäre. Ein relativ homogen

verteilter Spot böte in seiner Fläche vielen DNA-Konstrukten und Teilkonstrukten

die Möglichkeit, gebunden zu werden. Jedes DNA-Teilkonstrukt trägt jedoch die

eingeführte PNA-Funktion und würde zu einem Fluoreszenzbild führen, in dem die

Spots ein PNA-Signal generieren. Führt man sich die Abbildung 5.34a vor Augen

und stellt sich vor, dass die Spots intensiv grün leuchten würden, dann ist leicht

nachvollziehbar, dass die Signale zwischen den Spots kaum auszumachen wären.

An dieser Stelle kann festgehalten werden, dass die DNA-Nanostruktur um das

Funktionselement der PNA erweitert werden konnte. Dies erlaubt den Schluss, dass

die Adressierung mit Hilfe von PNA-Bindungsmotiven ein präzises Werkzeug dar-

stellt, welches unter Verwendung der DNA-Arrays als Grundgerüst einen Struk-

turaufbau im Nanometerbereich erlaubt.

Abbildung 5.35: PNA-funktionalisierte DNA-Nanostruktur — Zwischen den beiden un-
teren Spots ist der fluoreszenzmarkierte PNA-Marker, grün eingefärbt, zu sehen. Der ge-
messene Abstand beider Punkte beträgt ca. 800 nm. (Filter ii: Spot — Filter iii: PNA)
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6 Ausblick

Die Bedeutung der hier erarbeiteten Methode liegt vor allem in der Möglichkeit zur

Analyse von Einzelmolekülen. Es konnte gezeigt werden, dass auch ohne Spezial- und

Sonderausrüstung, d.h. ausschließlich unter Verwendung kommerziell verfügbarer

Materialien, der Aufbau einer auf DNA basierenden Nanostruktur mit anschließender

Nanofunktionalisierung realisierbar ist.

Bislang beruhen zahlreiche Erkenntnisse in den Lebenswissenschaften auf dem

Mittelwert vieler miteinander interagierenden Moleküle. Bei Untersuchungen auf

Einzelmolekülniveau würde dieser methodische Nachteil entfallen und gäbe einen

weitaus tieferen Einblick in die Materie. Beispielsweise könnte man bei DNA-

Interaktionsstudien unter Verwendung der DNA-Arrays als Grundgerüst den Mo-

lekülen direkt bei ihrem Wirken
”
zusehen“ und das Verständnis einiger Mechanismen

erweitern.

Durch die Zugänglichkeit dieser neuen Methode ist auch ein Einsatz an DNA-

walkers und ein Aufbau von Nanomaschinen denkbar. Auch Biosensoren mit artifizi-

ellen, nanostrukturierten Enzymkaskaden oder DNA-basierende Rechnerstrukturen,

kombiniert mit einer Integration in die leistungsfähige Mikroelektronik, sind vorstell-

bar. Ganz bewusst wurde daher die Variante zur ortsaufgelösten Immobilisierung von

Biomolekülen auf einen Siliziumwafer im Kapitel 5.1.3 untersucht.

Ein sehr spannendes Feld böte die Untersuchung der mRNA von Einzelzellen.

Die Analyse dieser Boten- und Schlüsselsubstanz ist bisher nicht an einzelnen Zellen

möglich. Zwar hat die Mikroarraytechnologie große Fortschritte, insbesondere in Hin-

blick auf Nachweisgrenzen und die für die Analyse notwendige Gesamtsubstanzmenge

gemacht, drang aber nicht bis zur Bearbeitung einzelner Moleküle vor. Die Hand-

habung einzelner Moleküle könnte mit Hilfe der Nanotechnologie, insbesondere mit

den gut handhabbaren DNA-Nanostrukturen gelingen und bald zu einem wertvollen

Werkzeug in der Biotechnologie werden.

Das Potenzial der in dieser Arbeit vorgestellten Methode liegt vor allem in den ge-

ringen Kosten. Die notwendigen Oberflächenfunktionalisierungen lassen sich in jedem

nasschemisch arbeitendem Labor realisieren. Die Oberflächenstrukturierung sollte
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5.5 PNA-Funktionalisierung der DNA-Nanostruktur

mit jedem Rasterkraftmikroskop möglich sein, wobei ein Übertragen der sequenziel-

len Deponier-Methode auf ein mechanisches Stempeln relativ leicht sein sollte und

somit auch auf das Rasterkraftmikroskop verzichtet werden könnte. Generell kann

die Vorgehensweise zum sequenziellen Spotten auf andere Immobilisierungsaufgaben

übertragen werden.

Die Funktionalisierung der DNA-Nanostruktur mit PNA nimmt eine

Schlüsselposition in Hinblick auf die Weiterentwicklung von Nanofunktionalisierun-

gen ein. Der Einsatz der PNA, welche dazu im Stande ist, an eine doppelsträngige

DNA durch Ausbildung einer Triplexstruktur zu binden, beschränkte sich hier auf

fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden. Eine ganze Reihe anderer Moleküle oder idea-

lerweise vorbereiteter Molekülverbände könnten die einfache DNA-Sonde ersetzen

und zum Aufbau hochkomplexer Nanostrukturen und Nanonetzwerke führen.
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Anhang

Geräte

Tabelle .1: Geräteliste

Gerät Bezeichnung Firma

AFM-Spitzen DT-CONTR-SPL, 0.2 N/m NanoAndMore GmbH,

AFM-Spitzen 50 nm Snom-Spitze Nascatec

Alufolie 0,030 ×500 mm, 100 m/Rolle LABOR

Feinwaage ME235S Satorius

Filterwürfel-Atto495 (i) Ex BP 460 – 495, Dm 505, Olympus

Em LP 510 – 550

Filterwürfel-Cy3 (ii) Ex BP 545/25, Dm 565, Olympus

Em LP 605/70

Filterwürfel-Cy5 (iii) Ex BP 620/60, Dm 660, Olympus

Em BP 700/75

Gel-Dokumentation biostep Gelsystem 8 Biostep GmbH Meinersdorfer Str.

47A, 09387 Jahnsdorf

Gelkammer Modell: 40-0708 7 cm× 8,5 cm Peqlab Biotechnologie GmbH

Glasobjektträger Kalknatronglas Menzel GmbH & Co. KG,

38116 Braunschweig

Glaspetrischalen diverse

Heizblock peqlab - Thriller Clemens GmbH Dachdeckerstraße

5, 97297 Waldbüttelbrunn

Heizschrank Typ T 6030 Heraeus Instruments,

6450 Hanau

Hg-Lampe USH-102D; 100 W OSRAM, GmbH, 81543 München

Kamera 1376×1032 Pixel, 12 bit F-View II

Klimaschrank Art.-Nr. 9020-0093 Binder, 78532 Tuttlingen

Kontaktwinkelmeßgerät OCA30 Dataphysics

Laborschüttler Vortex-Genie 2 – No. G-560E Scientific Industries Bohemia,

N.Y., 11716, USA

Laborschüttler Grant – Boekel - BFR25 Grant Instruments Ltd.

Barrington, England

Lichtmikroskop A BX51 Olympus

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Tabelle .1 – Fortsetzung – Geräteliste

Gerät Bezeichnung Firma

Microarrayscanner GenePIx 4200A Axon Instruments

Microarrayspotter TopSpot BioFluidiX GmbH,

79110 Freiburg

Mikrowelle NN-E203WB Panasonic

Objektiv UPlanFL N; 40×/0.75 Olympus

Objektiv UPlanFL N; 100x/1.30 Oil Olympus

pH-Meter inoLab pH 730 WTH 82362 Weilheim

Photometer NanoDrop

Pipetten Eppendorf

Rasterkraftmikroskop CP-II Veeco, Santa Barbara CA,

93117 USA

Strahlunterbrecher VS24 Shutter Uniblitz – Bincent Associates

Spannungsquelle E143 Consort

Teflonhalterung Fraunhofer – IBMT

Ultraschallbad Sonorex RK 510 H (840 W) Bandelin Electronic Heinrich-

straße 3 – 4, 12207 Berlin

Waage LE6202P Sartorius

Zentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus Instruments,

6450 Hanau

Zentrifuge Centrifuge 5415 R Eppendorf

Tabelle .2: Filterwürfel

Filter Extinktion Spiegel Emission

Filter i 460 – 495 nm 505 nm 510 – 550 nm

Filter ii 532 – 558 nm 565 nm 570 – 640 nm

Filter iii 590 – 650 nm 660 nm 662 – 737 nm
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Chemikalien

Chemikalien

Tabelle .3: Liste der verwendeten Oligonukleotide

Name 5’-Ende Sequenz Lot Synthese

M13-LF5 Phosphat 5’-gta ccg tgg aaa gtg gca atc gtg aag

gtc cgg tca taa agc gat aag-3’

586673 20.04.2009

M13-RF6 Phosphat 5’-ggt gga aag tgg caa tcg tga agt cct

cgc cta gtg ttt cat tg-3’

586674 20.04.2009

M13-LcF5 – 5’-ttc acg att gcc act ttc cac g-3’ 586678 20.04.2009

M13-RcF6 – 5’-ttc acg att gcc act ttc cac ctg

ca-3’

586679 20.04.2009

M13-M1-F10 Phosphat 5’-gta ccg gac gaa tac aaa ggc ta-3’ 661640 05.11.2009

M13-M1-cF10 Phosphat 5’-ctt gcg tgt agc ctt tgt att cgt

ccg-3’

661641 05.11.2009

M13-M2-F11 Phosphat 5’-cac gca agg tct gct tga ttt gga ggc

tgc a-3’

661638 05.11.2009

M13-M2-cF11 Phosphat 5’-gcc tcc aaa tca agc aga-3’ 661639 05.11.2009

LcF5 Biotin 5’-ctt atc gct tta tga ccg gac c-3’ 586675 20.04.2009

RcF6 Biotin 5’-caa tga aac act agg cga gga c-3’ 586676 20.04.2009

RcF2 Biotin 5’-gtc ggt tct aag aaa atg gcg g-3’ 586677 20.04.2009

Cy5-LF5 Cy5 5’-ggt ccg gtc ata aag cga taa g-3’ 586680 20.04.2009

Cy5-cF6 Cy5 5’-caa tga aac act agg cga gga c-3’ 586681 20.04.2009

Cy3-RF6 Cy3 5’-gtc ctc gcc tag tgt ttc att g-3’ 586682 20.04.2009

Atto495-EF2 Atto495 5’-ccg cca ttt tct tag aac cga c-3’ 586683 20.04.2009

Cy3-cF5 Cy3 5’-ctt atc gct tta tga ccg gac c-3’ 467870 28.04.2008

Marker-547 DY547 5’-atc cac agc ca-3’ 821138 16.11.2010

Marker-647 DY647 5’-atc cac agc ca-3’ 821137 16.11.2010

PNA-Adapter – 5’-cat cca cag ggg taa (tgg ctg tgg

at)5-3’

821136 16.11.2010

PNA-3927 – C-Lys-jjt tjj jtj-(Lys-Aha)2-Lys ctc

cct tcc-(EG)3-gta ggt gtc ccc att-H

3927 14.03.2011
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fü
r

M
o
le

k
u
la

rb
io

lo
g
ie

H
1
-1

0
8

I

G
e
n
e
R

u
le

r
1
k
b

P
lu

s
D

N
A

L
a
d
d
e
r

F
e
rm

e
n
ta

s
fü
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sä

u
re

6
0
,0

5
g
/
m

o
l

A
p
p
li
C

h
e
m

re
in

st
P

h
.

E
u
r.

6
P

0
0
2
3
0
4

S
ch

w
e
fe

ls
ä
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Tabelle .5: Zusammensetzung der verwendeten Pufferlösungen

Name pH-Wert Konz. Zusammensetzung

Biotinpuffer 7,4 1× 100 mM Na2HPO4 Dinatriumhydrogen-

phosphat

150 mM NaCl Natriumchlorid

Natriumcarbonatpuffer 7,4 1× 50 mM NaHCO3 Natriumcarbonat

100 mM NaCl Natriumchlorid

TE-Puffer I 8,0 2× 20 mM TRIS Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan

2 mM EDTA Ethylendiamintetra-

essigsäure

TE-Puffer II 8,0 2× 100 mM TRIS Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan

200 mM NaCl Natriumchlorid

2 mM EDTA Ethylendiamintetra-

essigsäure

TE-Puffer III 8,0 2× 100 mM TRIS Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan

200 mM NaCl Natriumchlorid

Tris-Cl 7,4 2× 200 mM TRIS Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan

1200 mM NaCl Natriumchlorid

TBE-Puffer 10× 890 mM TRIS Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan

890 mM Borsäure

20 mM EDTA Ethylendiamintetra-

essigsäure

PBS-Tween 7,4 10 mM Na2HPO4 Dinatriumhydrogen-

phosphat

2,7 mM KCl Kaliumchlorid

140 mM NaCl Natriumchlorid

0,05 % Tween 20

300 mM NaCitrat Natriumcitrat

300 mM NaCitrat Natriumcitrat

0,2 % C15H29NO3 N-Lauroylsarcosin 20%

200 mM NaH2PO4 Natriumdihydrogen-

phosphat

20 mM EDTA Ethylendiamintetra-

essigsäure

PNA-Triplex-Puffer 7,4 10 mM TRIS Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan

1 mM EDTA Ethylendiamintetra-

essigsäure
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Quelltexte

Quelltext 1: 25Punkte A 9my 4s.in

0 ;=========================================================

;

;Funktion: - es werden 13 Punkte gesetzt

; - Abstände: 9 Mikrometer

; - Kontaktzeit: 4 Sekunden

5 ;

; 1 3

; 5

; 7 9

;

10 ;=========================================================

;--- Variablendefinition

let kontakt_on = 3.4000 ;Kraft für den Kontakt [nN]

let kontakt_off = -4.0000 ;Kraft für keinen Kontakt [nN]

15

sync 4900

;=========================================================

;--- Initialisierung

20

scanneron on

dac ZDAC_WAVE 0 DACHALF

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on ;Initial -SP

25 xservo -gain 0.40 -ratio 0.80 on

yservo -gain 0.40 -ratio 0.80 on

zservo -gain 1.5 on

;=========================================================

30

;--------- POINT1 ---------------------

sxy -x -18.0000 -y 18.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

35 sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

40 zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

;---------- POINT3 ---------------------

sxy -x 0.0000 -y 18.0000 -speed 22.0000

45 sync 1100

approach
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sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

50 sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

55 ;---------- POINT5 ---------------------

sxy -x 18.0000 -y 18.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

sync 3900

60

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

65 sync 9100

;---------- POINT7 ---------------------

sxy -x -9.0000 -y 9.0000 -speed 22.0000

sync 1100

70 approach

sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

75

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

;---------- POINT9 ---------------------

80 sxy -x 9.0000 -y 9.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

sync 3900

85 esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

90

;---------- POINT11 ---------------------

sxy -x -18.0000 -y 0.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

95 sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000
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100 zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

;---------- POINT13 ---------------------

sxy -x 0.0000 -y 0.0000 -speed 22.0000

105 sync 1100

approach

sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

110 sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

115 ;---------- POINT15 ---------------------

sxy -x 18.0000 -y 0.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

sync 3900

120

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

125 sync 9100

;---------- POINT17 ---------------------

sxy -x -9.0000 -y -9.0000 -speed 22.0000

sync 1100

130 approach

sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

135

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

;---------- POINT19 ---------------------

140 sxy -x 9.0000 -y -9.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

sync 3900

145 esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

150

;---------- POINT21 ---------------------

sxy -x -18.0000 -y -18.0000 -speed 22.0000
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sync 1100

approach

155 sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

160 zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

;---------- POINT23 ---------------------

sxy -x 0.0000 -y -18.0000 -speed 22.0000

165 sync 1100

approach

sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

170 sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

175 ;---------- POINT25 ---------------------

sxy -x 18.0000 -y -18.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

sync 3900

180

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

185 sync 9100

;---------- ENDE ---------------------

dac ZDAC_WAVE 0 DACHALF

xservo off

190 yservo off

zservo off

esig off

scanneron off

quit
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Quelltext 2: 25Punkte B 9my 4s.in

0 ;=========================================================

;

;Funktion: - es werden 12 Punkte gesetzt

; - Abstände: 9 Mikrometer

; - Kontaktzeit: 4 Sekunden

5 ;

; 2

; 4 6

; 8

;

10 ;=========================================================

;--- Variablendefinition

let kontakt_on = 3.4000 ;Kraft für den Kontakt [nN]

let kontakt_off = -4.0000 ;Kraft für keinen Kontakt [nN]

15

sync 4900

;=========================================================

;--- Initialisierung

20

scanneron on

dac ZDAC_WAVE 0 DACHALF

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on ;Initial -SP

25 xservo -gain 0.40 -ratio 0.80 on

yservo -gain 0.40 -ratio 0.80 on

zservo -gain 1.5 on

;=========================================================

30

;--------- POINT2 ---------------------

sxy -x -9.0000 -y 18.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

35 sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

40 zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

;---------- POINT4 ---------------------

sxy -x 9.0000 -y 18.0000 -speed 22.0000

45 sync 1100

approach

sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

50 sync 4000
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zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

55 ;---------- POINT6 ---------------------

sxy -x -18.0000 -y 9.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

sync 3900

60

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

65 sync 9100

;---------- POINT8 ---------------------

sxy -x 0.0000 -y 9.0000 -speed 22.0000

sync 1100

70 approach

sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

75

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

;---------- POINT10 ---------------------

80 sxy -x 18.0000 -y 9.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

sync 3900

85 esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

90

;---------- POINT12 ---------------------

sxy -x -9.0000 -y 0.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

95 sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

100 zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

;---------- POINT14 ---------------------

sxy -x 9.0000 -y 0.0000 -speed 22.0000
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105 sync 1100

approach

sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

110 sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

115 ;---------- POINT16 ---------------------

sxy -x -18.0000 -y -9.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

sync 3900

120

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

125 sync 9100

;---------- POINT18 ---------------------

sxy -x 0.0000 -y -9.0000 -speed 22.0000

sync 1100

130 approach

sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

135

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

;---------- POINT20 ---------------------

140 sxy -x 18.0000 -y -9.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

sync 3900

145 esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

150

;---------- POINT22 ---------------------

sxy -x -9.0000 -y -18.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

155 sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on
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sync 4000

160 zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

;---------- POINT24 ---------------------

sxy -x 9.0000 -y -18.0000 -speed 22.0000

165 sync 1100

approach

sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

170 sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

175 ;---------- ENDE ---------------------

dac ZDAC_WAVE 0 DACHALF

xservo off

yservo off

zservo off

180 esig off

scanneron off

quit
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Quelltext 3: 25Punkte Z Ecken 4s.in

0 ;=========================================================

;

;Funktion: - es werden 8 Punkte gesetzt

; - Abstände: 60 Mikrometer

; - Kontaktzeit: 4 Sekunden

5 ;

; 1 2 3

; 4 6

; 7 8 9

;

10 ;=========================================================

;--- Variablendefinition

let kontakt_on = 3.4000 ;Kraft für den Kontakt [nN]

let kontakt_off = -4.0000 ;Kraft für keinen Kontakt [nN]

15

sync 4900

;=========================================================

;--- Initialisierung

20

scanneron on

dac ZDAC_WAVE 0 DACHALF

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on ;Initial -SP

25 xservo -gain 0.40 -ratio 0.80 on

yservo -gain 0.40 -ratio 0.80 on

zservo -gain 1.5 on

;=========================================================

30

;--------- POINT1 ---------------------

sxy -x -60.0000 -y 60.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

35 sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

40 zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

;---------- POINT2 ---------------------

sxy -x 60.0000 -y 60.0000 -speed 22.0000

45 sync 1100

approach

sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

50 sync 4000
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zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

55 ;---------- POINT3 ---------------------

sxy -x 60.0000 -y -60.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

sync 3900

60

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

65 sync 9100

;---------- POINT4 ---------------------

sxy -x -60.0000 -y -60.0000 -speed 22.0000

sync 1100

70 approach

sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

75

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

;---------- POINT5 ---------------------

80 sxy -x 0.0000 -y 60.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

sync 3900

85 esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

90

;---------- POINT6 ---------------------

sxy -x 60.0000 -y 0.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

95 sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

100 zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

;---------- POINT7 ---------------------

sxy -x 0.0000 -y -60.0000 -speed 22.0000
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105 sync 1100

approach

sync 3900

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

110 sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

sync 9100

115 ;---------- POINT8 ---------------------

sxy -x -60.0000 -y 0.0000 -speed 22.0000

sync 1100

approach

sync 3900

120

esig -set NANO_NEWTON kontakt_on on

sync 4000

zHead -speed 7.0000 -dist 60.0000 -abs

125 sync 9100

;---------- ENDE ---------------------

dac ZDAC_WAVE 0 DACHALF

xservo off

130 yservo off

zservo off

esig off

scanneron off

quit
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Ganz herzlich möchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Peter E. Nielsen für die aus-

gezeichnete Zusammenarbeit und Synthese der PNA bedanken. Er schaffte es, das

von mir ersonnene, komplizierte PNA-Molekül in idealer Weise zu synthetisieren und
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Michaela Schellhase mein ganz spezieller Dank. Bei der Betrachtung meiner zahlrei-

chen
”
Suchbilder“, auf denen immer wieder die heiß begehrten Strukturen zu finden

sein sollten, hatten wir zuweilen einen Riesenspaß.

Bei Frau Dr. Eva Ehrentreich-Förster fand ich stets ein offenes Ohr und hatte

immer die Gelegenheit zur objektiven Betrachtung der sich während des Arbeitens

ergebenden Fragestellungen.

Die Arbeit in der AG Molekularbiologie unter der Leitung von Herrn Dr. Markus

von Nickisch-Rosenegk war zielorientiert und sehr angenehm. Und so möchte ich mich
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