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Abkürzungsverzeichnis

AML akute myeloische Leukämie

ATR abgeschwächte Totalreflexion, engl. attenuated total reflection
bp Basenpaar

CCD ladungsgekoppeltes Bauelement, engl. charge-coupled device
dA 2’-Desoxyadenosin

ddCTP Didesoxyadenosintriphosphat

ddUTP Didesoxyuridintriphosphat

DNA Desoxyribonucleinsäure, engl. deoxyribonucleic acid
dT 2’-Desoxythymidin

EGNAS Nucleinbasen-Sequenzentwurf-Algorithmus,

engl. exhaustive generation of nucleic acid sequences
IUPAC engl. International Union of Pure and Applied Chemistry
MCH 6-Mercapto-1-hexanol

MCU 11-Mercapto-1-undecanol

µCP Mikrokontaktdrucken, engl. microcontact printing
ODN Oligodesoxynucleotid

PCR Polymerase-Kettenreaktion, engl. polymerase chain reaction
poly(dA) Homopolynucleotid mit dA-Bausteinen

poly(dT) Homopolynucleotid mit dT-Bausteinen

PT Phosphorothioat

RNA Ribonucleinsäure, engl. ribonucleic acid
SAM Selbstorganisierende Monoschicht, engl. self assembled monolayer
SBE Einzelbasenverlängerung, engl. single-base extension
SNP Einzelbasenpolymorphie, engl. single-nucleotide polymorphism
SPR Oberflächenplasmonenresonanz, engl. surface plasmon resonance
XPS Röntgenphotoelektronenspektroskopie, engl. X-ray photoemission spectroscopy





Einleitung

Biosensoren zur sequenzspezifischen Detektion der Nucleinsäuren, insbesondere
der Desoxyribonucleinsäure (DNA(1)), werden als DNA-Chips bezeichnet. Diese
Sensoren besitzen eine hohe Anzahl unterschiedlicher Sondenorte mit einzelsträn-
giger DNA definierter Sequenzen. Informationen über Sequenzen und Gehalt
der Nucleinsäuren in einem Genom sind in der Molekularbiologie sehr hilfreich
und notwendig. Die Anwendungsfelder, in denen DNA-Chips eingesetzt werden
können, erstrecken sich von der medizinischen Diagnostik über die Lebensmit-
telindustrie bis zur Forensik. Daraus ergeben sich bestimmte Anforderungen an
die Analytik mittels der DNA-Chips. Einerseits soll die schnelle und parallele
Durchführung vieler Nachweise mit einem geringen Probenvolumen einen hohen
Durchsatz ermöglichen. Andererseits sind eine einfache Bedienbarkeit und der
Einsatz der Sensoren vor Ort wünschenswert.
Zur Analyse genomischer Nucleinsäuresequenzen aus biologischen Proben wer-
den Zellen entnommen, aus denen das genetische Material isoliert wird. Mittels
molekularbiologischer Methoden können anschließend bestimmte Abschnitte eines
Genoms vervielfältigt und auf unterschiedliche Weise markiert werden. Die Verviel-
fältigung erfolgt sehr häufig durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR(2)). Da die
einfache PCR doppelsträngige DNA ergibt, werden unterschiedliche Techniken zur
Schaffung einzelsträngiger DNA-Abschnitte angewendet. Dementsprechend ange-
passte PCR-Produkte werden auf die Sensoroberfläche eines DNA-Chips gegeben.
In diesem Fall beruht die molekulare Erkennung auf dem Prinzip komplementärer
Basenpaarungen, der Hybridisierung, zwischen den Sonden und den PCR-Produk-
ten. Zum Nachweis der Hybridisierung werden sehr häufig Fluoreszenzfarbstoffe
eingesetzt. Die entsprechenden Fluoreszenzsignale werden ausgewertet und den
Sondenorten bestimmter Sequenzen zugeordnet. DNA-Chips zur Untersuchung

(1) engl. deoxyribonucleic acid
(2) engl. polymerase chain reaction



2 Einleitung

der Hybridisierung mittels Fluoreszenz haben den Vorteil einer hohen Dichte der
Sondenorte (Spot-Dichte). Darüber hinaus kann die Fluoreszenz sehr empfindlich
detektiert werden. Von Nachteil ist jedoch, dass DNA-Modifikationen mit Fluo-
reszenzfarbstoffen die Hybridisierung beeinflussen können. In der Regel sind nur
die Fluoreszenzsignale vor und nach einer Hybridisierung erhältlich. Die Kinetik
ist mit den etablierten Methoden ohne weiteren Aufwand meist nicht zugänglich.
Zusätzlich entstehen Kosten für die Fluoreszenzfarbstoffe und für deren kova-
lente Anbindung an die DNA. Neue sensitive, spezifische und markierungsfreie
Methoden sind daher von wachsendem Interesse. Aus diesem Grund behandelt
die vorliegende Arbeit den Aufbau der DNA-Chips, welche auf Oberflächenplas-
monenresonanz (SPR(3)) basieren. Die SPR wird an Metallen beobachtet, wenn
Licht einer gegebenen Wellenlänge auf die Metalloberfläche in einem bestimmten
Winkel trifft. Im Winkelspektrum der Intensität des reflektierten Lichts tritt ein
Minimum beim Winkel der sogenannten Plasmonenresonanz auf. Eine Änderung
des Brechungsindex im Medium der an das Metall grenzenden Schicht hat eine
Verschiebung des SPR-Minimums zur Folge. Die Bindung bzw. Adsorption der
Moleküle an der Metalloberfläche führen zur Änderung des Brechungsindex und
können dadurch sehr sensitiv mittels eines SPR-Spektrometers verfolgt werden. Das
Prinzip der SPR erfordert somit keine Markierungen der Analyten und ermöglicht
Echtzeitmessungen biomolekularer Wechselwirkungen.
In der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung einer Plattformtechnologie zur
Detektion genetischer Eigenschaften mittels SPR beschrieben. Diese genetischen
Eigenschaften können Mutationen im menschlichen Erbgut oder Variationen im
Genom unterschiedlicher Mikroorganismen sein. Wenn die gesuchten Sequenzen
bekannt sind, werden PCR-Primer(4) eingesetzt, an welche eine TAG-Sequenz ge-
bunden ist. Ein TAG ist ein DNA-Abschnitt, welcher als Einzelstrangüberhang
eines doppelsträngigen PCR-Produkts mit einer einzelsträngigen DNA-Sonde hy-
bridisieren kann. Diese Sonde enthält die zum TAG komplementäre Anti-TAG-
Sequenz und ist auf dem DNA-Chip immobilisiert. Wenn in der PCR ein Produkt
gebildet wird, kann dieses anhand des entsprechenden TAGs nachgewiesen wer-
den, anderenfalls werden die Primer-TAG-Paare aus dem Reaktionsgemisch bei
der Reinigung entfernt. Demzufolge kann jedem TAG eine genetische Eigenschaft
zugeordnet werden. Ein TAG/Anti-TAG-System entkoppelt somit die Detektion

(3) engl. surface plasmon resonance
(4) engl. primer, einzelstängige Nucleinsäuren als Startmoleküle in der PCR
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auf dem Mikroarray von den spezifischen Hybridisierungen zwischen den Primern
und dem genetischen Material in der PCR.
Die beschriebene SPR-Plattformtechnologie beinhaltet ein neuartiges SPR-Spektro-
meter, welches ein Array streifenförmiger Bereiche der Sensoroberfläche ausliest.
Daher sind die optimalen Spots parallele Streifen mit homogener Sondendichte,
entlang derer die SPR-Signale gemittelt werden. Die Aufgabe besteht also darin,
die Sondenlösungen in Linien auf die Sensoroberfläche zu bringen.
Dabei sind die chemischen und physikalischen Bedingungen zur Kontrolle der
Sondendichte zu beachten, was in Teil I der vorliegenden Dissertation behandelt
wird. Es werden DNA-Sonden mit Thiolmodifikationen oder mit Phosphorothioat-
gruppen verwendet, um DNA-Mikroarrays auf Goldoberflächen der SPR-Chips
aufzubauen. Eine wichtige Rolle spielt dabei das Blocken der Sensoroberfläche
gegen unspezifische Adsorptionen, da diese eine sequenzspezifische Detektion
verhindern können.
Weiterhin sind die Hybridisierungsbedingungen entscheidend für den erfolgrei-
chen Einsatz der DNA-Chips. Die Sequenzabhängigkeit der Hybridisierung muss
berücksichtigt werden und kann durch einen gezielten Entwurf der TAG- und Anti-
TAG-Sequenzen beeinflusst werden. Rückfaltungen der Sonden müssen verhindert
werden, da diese die Hybridisierungseffizienz deutlich senken. Die TAG- und Anti-
TAG-Sequenzen können wirkungsvoll durch ein rechnergestütztes Verfahren konzi-
piert werden. Daher wird in Teil II ein Nucleobasen-Sequenzentwurf-Algorithmus
vorgestellt. Dieser Algorithmus wird in einem Computerprogramm zur Generie-
rung optimierter, einzigartiger Sequenzen verwendet. Wesentliche Anforderungen
an das Programm sind zum einen die Vermeidung komplementärer Subsequenzen
bestimmter Längen innerhalb ein und derselben Sondensequenz, zum anderen müs-
sen die Sequenzen möglichst einzigartig sein, damit keine Kreuzhybridisierungen
auftreten.





Teil I

DNA-Mikroarrays





Kapitel 1

Grundlagen

In diesem Kapitel werden die grundlegenden Prinzipien der DNA-Biosensoren
betrachtet. Es wird auf den Stand der Forschung und die Entwicklung auf dem
Gebiet der DNA-Biosensoren, die auf der Oberflächenplasmonenresonanzspektro-
skopie basieren, eingegangen. Insbesondere wird der Aufbau der DNA-Mikroarrays
auf Goldoberflächen beschrieben, was eine Voraussetzung für die Nutzung der
Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie zum markierungsfreien Nachweis
biomolekularer Wechselwirkungen darstellt. Es werden Methoden und Strategien
zur Beschichtung der Goldsubstrate vorgestellt. Außerdem werden Möglichkeiten
für die schnelle und spezifische Detektion der DNA-Hybridisierungen gezeigt.

1.1 DNA-Biosensoren

Nach der Definition der IUPAC(5) ist ein chemischer Sensor eine Anordnung,
welche chemische Information in ein analytisches Signal umwandelt [1]. Diese In-
formation kann die Konzentration eines spezifischen Bestandteils oder die Zusam-
mensetzung einer Probe sein. Eine essentielle Komponente chemischer Sensoren
ist das chemische Erkennungssystem. Ein entsprechendes Erkennungselement er-
möglicht eine stoffspezifische Wechselwirkung, welche die Stofferkennung erlaubt.
Das dadurch erzeugte Signal muss durch einen Transducer(6) an eine in der Regel
elektronische Vorrichtung weitergeleitet werden. Elektronische Vorrichtungen kön-
nen zum Beispiel Messverstärker oder Analog-Digital-Wandler sein.
Biosensoren sind eine Untergruppe der Chemosensoren, bei denen das Erkennungs-

(5) engl. International Union of Pure and Applied Chemistry
(6) engl. transducer, Signalwandler
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system auf biochemischen Mechanismen beruht. Die Nutzung biomolekularer Er-
kennungselemente hat den Vorteil einer hohen Spezifität. Es werden insbesondere
Enzyme, Antikörper, Proteine oder Nucleinsäuren genutzt. Im Vergleich zu Che-
mosensoren sind Biosensoren sehr selektiv für die zu messenden Analyten. Jedoch
ist ihre Lebensdauer oft durch Stabilitätsprobleme der biologichen Bestandteile
eingeschränkt.
Biosensoren können nach der Art des Transducers oder nach der Art des biologi-
schen Erkennungsmechanismus klassifiziert werden. Die Klassifikation nach Art
des Transducers beinhaltet elektrochemische, elektrische, optische, magnetische,
massensensitive und thermische Messgrößen. Wenn das Erkennungselement, die
Sonde, im Vordergrund steht, unterscheidet man zwischen Biosensoren mit bioka-
talytischen Erkennungselementen(7) oder mit Erkennungselementen auf Grundlage
der Bioaffinitäten(8).
Mikroarrays sind flache Trägermaterialien mit einer hohen Anzahl unterschied-
licher Sondenorte pro Flächeneinheit. Auf den Sondenorten, die auch als Spots
bezeichnet werden, sind Biomoleküle gebunden, welche für spezifische bzw. se-
lektive Wechselwirkungen mit den Analytmolekülen verantwortlich sind. Je mehr
Sondenorte mit unterschiedlichen molekularen Erkennungselementen auf der Sen-
soroberfläche angeordnet sind, umso mehr Informationen über die untersuchte
Probe sind zugänglich. Man spricht auch von der Informationsdichte oder der
Komplexität eines Chips. Die Sondenorte werden im definierten Abstand, dem
sogenannten Pitch, zueinander angeordnet. Der typische Pitch liegt in der Größen-
ordnung von 50 bis 500 µm. Eine weitere Schlüsselgröße ist die Oberflächenkonzen-
tration der Sonden, die Sondendichte. Die Sondendichte verhält sich also reziprok
zum Sondenabstand. In Abbildung 1.1 ist das Schema eines Mikroarray mit den
charakteristischen Größen gezeigt. Weil die Mikroarrays meist die Größe von weni-
gen Quadratzentimetern besitzen, ist auch die zur Analyse benötigte Menge der
biologischen Probe gering. Damit ist eine schnelle, einfache und kostengünstige
Detektion biomolekularer Wechselwirkungen möglich.
DNA-Mikroarrays beinhalten immobilisierte DNA-Sonden. Die ersten Mikroarrays
wurden durch photolithographische Verfahren hergestellt. Dieses Verfahren nutzt
man zur Herstellung der Computerchips. Daher werden DNA-Mikroarrays auch
als DNA-Chips bezeichnet [2, 3]. Die Immobilisierung der Sonden ist ein kriti-

(7) Gewebe, ganze Zellen; Zellorganelle oder deren Bestandteile; Enzyme
(8) Antigen-Antikörper-Wechselwirkung, Rezeptor/Antagonist/Agonist, Aptamere und komple-

mentäre Nucleinsäuren
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Draufsicht

a

Spot

b

Pitch

Seitenansicht

Γa < Γb
da > db

Sonde
a

da

b

db

Spot-Durchmesser

Abbildung 1.1: Charakteristische Größen eines Mikroarrays. Die Sondenorte (Spots) sind
im definierten Abstand (Pitch) von einander angeordnet. Die Sonden innerhalb der Spots a
bzw. b befinden sich im Abstand von da bzw. db. Die entsprechenden Oberflächenkonzen-
trationen der Sonden, Γa bzw. Γb, verhalten sich reziprok zu den Sondenabständen.

scher Punkt der DNA-Sensoren. Unterschiedliche Techniken zur kovalenten und
nichtkovalenten Anbindung sind bekannt. Oligonucleotide werden häufig kovalent
oder über Thiol-Metall-Wechselwirkung (Chemisorption) an die Sensoroberfläche
gebunden. Dafür ist entscheidend, dass eine geeignete Sondendiche und gute
Zugänglichkeit für die Hybridisierung gegeben sind. Außerdem muss die unspezi-
fische Adsorption nichtkomplementärer DNA unterdrückt werden. Die Detektion
der Hybridisierung kann mit unterschiedlichen physikalischen Messmethoden
analysiert werden. Darunter sind optische, elektrochemische und gravimetrische
Methoden. Zu diesen Themen bieten Seassolas et al. in ihrem Übersichtsartikel
eine Zusammenfassung über die Entwicklung der DNA-Biosensoren und Mikroar-
rays bis zum Jahr 2007 [4].
Aufgrund ihrer Eignung zur parallelen Bearbeitung vieler sequenzbezogener Fra-
gestellungen werden DNA-Chips zur Genotypisierung [5] und zur Untersuchung
der Genexpression [6] eingesetzt. Entsprechende Mikroarrays können mehrere
hunderttausend Sondenorte enthalten. Das ist mittels Photolithographie möglich.
Dabei werden die Sonden auf dem Chip in situ synthetisiert [7].
DNA-Mikroarrays können auch für andere Anwendungen genutzt werden. Eine
schnelle Detektion bestimmter Mikroorganismen, Viren und genetischer Mutatio-
nen kann auf speziell entworfenen Sonden-Arrays vorgenommen werden. Dafür
ist die Auswahl der bekannten und spezifischen Sequenzen entscheidend. Syntheti-
sche Oligonucleotide mit den geeigneten Sequenzen können dann immobilisiert
werden. Von der Hybridisierung der Ziel-DNA oder -RNA kann beispielsweise auf
Mikroorganismen, Viren oder genetische bzw. mutationsbedingte Erkrankungen
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geschlossen werden.
Die Hybridisierungen auf Mikroarrays werden zumeist durch die Messung der
Fluoreszenz detektiert. Damit sind Kosten für die Fluorophore und deren kovalente
Anbindung an die DNA verbunden. Jedoch beeinflussen diese Modifikationen der
DNA die Hybridisierung, wobei die Stabilität der sich bildenden DNA-Doppelsträn-
ge erhöht werden kann [8]. Trotz hoher Spot-Dichten und der hohen Sensitivität
der Fluoreszenzdetektion, sind meist nur Signale am Ende einer Hybridisierung zu-
gänglich und nicht ihre Kinetik. Die Methode der Oberflächenplasmonenresonanz
(SPR(3)) bietet eine markierungsfreie Alternative zur Fluoreszenz [9]. Darauf basie-
rend werden Biosensoren zur Detektion der Nucleinsäuren entwickelt, wodurch
bakterielle Pathogene in Lebensmitteln nachgewiesen werden können [10].

1.2 Forschungsbedarf an SPR-Sensoren

In Abbildung 1.2 ist die Entwicklung der Anzahl an wissenschaftlichen Publikatio-
nen der Jahre 1990 bis 2012 zum Thema SPR dargestellt. Im Jahr 2012 wurden etwa
3500 Arbeiten publiziert, die sich direkt oder indirekt mit der SPR beschäftigen. Mit
bisher mehr als 29000 Veröffentlichungen(9) zeigt sich ein zunehmendes Interesse
an dieser physikalischen Messmethode. Aus Abbildung 1.3 wird ersichtlich, dass
nur in etwa 11 % (3152 Treffer) dieser Literaturstellen Nucleinsäuren(10) erwähnt
werden. Es besteht ein steigender Bedarf an markierungsfreien Detektionsmöglich-
keiten und demnach auch an SPR-Sensoren für die biochemische Forschung, aber
auch auf den Gebieten der Biophysik und der Nanotechnologie (Abbildung 1.4).

1.3 SPR-basierte Mikroarrays

Die SPR ist eine hoch sensitive Methode für die markierungsfreie Detektion bio-
molekularer Wechselwirkungen [11]. Sie ist ein optisches Phänomen, das an Me-
tallen auftritt, wenn Licht einer gegebenen Wellenlänge auf die Metalloberfläche
im bestimmten Winkel trifft. In der vorliegenden Arbeit ist es eine 50 nm dicke
Goldschicht auf einem TOPAS®-Chip mit integrierter Optik. Die Intensität des
reflektierten Lichts zeigt ein Minimum beim Winkel der Plasmonenresonanz. Die-
ser Winkel hängt vom Brechungsindex des Mediums innerhalb einer etwa 200 nm

(9) Einträge in Web of Science®, http://www.isiknowledge.com, 29060 Treffer, 18. März 2013

(10) DNA, RNA, Oligo- und Polynucleotide

http://www.isiknowledge.com
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Abbildung 1.2: Anzahl der Publikationen zum Thema SPR in den Jahren 1990 bis 2012,
mit dem Stand vom 18. März 2013 in der Datenbank Web of Science®. Suchoptionen:
Topic=(“surface plasmon*”). Insgesamt 29060 Treffer.
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Abbildung 1.3: Anzahl der Publikationen zum Thema SPR und Nucleinsäuren in den
Jahren 1990 bis 2012, mit dem Stand vom 18. März 2013 in der Datenbank Web of Science®.
Suchoptionen: Topic=((DNA OR RNA OR *poly*nucleotid* OR *oligo*nucleotid* OR
“*nucleic* acid*” OR *aptamer*) AND “surface plasmon*”). Insgesamt 3152 Treffer.
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nach Web-of-Science®-Kategorien. Einträge vom 18. März 2013, Suchoptionen wie in
Abbildung 1.3.
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dicken Grenzschicht am Metall ab. Eine Änderung des Brechungsindex hat eine
Verschiebung des SPR-Minimums zur Folge. Daher können nicht nur Adsorp-
tionen und die Bindung der Moleküle die SPR-Messung beeinflussen, sondern
auch Schwankungen der Temperatur und der Zusammensetzung im angrenzenden
Medium der Sensoroberfläche. In der vorliegenden Arbeit wird ein SPR-Spektrome-
ter als quantitativer Adsorptionssensor verwendet. Andere chipbasierte Systeme,
die das sogenannte SPR-Imaging (SPRi) nutzen, sind in ihrem Einsatz für die
Quantifizierung eingeschränkt. Der Grund dafür ist die Nichtlinearität des SPR-
Signals, was dadurch zustande kommt, dass bei einem festen Winkel die Intensität
des reflektierten Lichts gemessen wird [12]. Ein linearer Zusammenhang zwischen
Intensität und der Adsorption gilt näherungsweise nur in einem eingeschränkten
Winkelbereich um einen Wendepunkt im SPR-Spektrum. Für die Messungen in
der vorliegenden Arbeit wurde jedoch das winkelabhängige SPR-Spektrum ausge-
wertet und die Verschiebung des SPR-Minimums aufgezeichnet, um eine bessere
Quantifizierung zu ermöglichen.
Es gibt Untersuchungen über DNA-Arrays mittels SPRi, bei denen die Immobi-
lisierung der Sonden in mikrofluidischen Kanälen durchgeführt wird [13]. Diese
Methode sehr aufwändig, wenn eine hohe Anzahl an Sondenorten pro Chip ge-
fordert sind. In der vorliegenden Arbeit wird daher ein Mikropipettiersystem
verwendet, welches die Sondenlösungen tropfenweise abgibt und die Sensorober-
fläche nicht berührt. DNA-Mikroarrays auf Gold sind noch wenig untersucht. In
der Literatur existiert bisher ein Bericht zu einer Methode, bei der Stahlnadeln zum
Aufbau der DNA-Arrays verwendet werden, wobei thiolmodifizierte Sonden-DNA
durch ein Kontaktverfahren direkt auf Gold für SPRi-Untersuchungen aufgebracht
wird [14].
Das SPR-Spektrometer, welches in der vorliegenden Dissertation verwendet wird,
erlaubt eine Referenzierung der Signale auf ein und demselben Chip. Dadurch kön-
nen spezifische Bindungsereignisse von der unspezifischen Adsorption sowie von
Schwankungen der Temperatur und der Lösungszusammensetzung unterschieden
werden. Die dazugehörigen SPR-Chips werden in Kombination mit einer Mikroflui-
dik eingesetzt [15]. Die Mikrofluidik trägt wesentlich zur schnellen Detektion der
DNA-Hybridisierungen bei und benötigt nur kleine Mengen der Ziel-DNA. Es
wird gezeigt, dass solche Nachweise innerhalb weniger Minuten, in einem Volumen
kleiner als 100 µl, erfolgen können.
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1.4 TAG/Anti-TAG-System

In der vorliegenden Arbeit soll die Plattformtechnologie zur Detektion zuvor spezi-
fisch vervielfältigter DNA eingesetzt werden [16]. Diese Vervielfältigung erfolgt
durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR(2)). Die PCR ist eine sehr gut beschrie-
bene und etablierte Methode der Molekularbiologie [17, 18]. Deshalb soll hier nicht
näher auf ihre Mechanismen eingegangen werden.
In der einfachen PCR entsteht doppelsträngige DNA. Um deren Hybridisierung
mit den Sonden zu ermöglichen, müssen einzelsträngige DNA-Abschnitte der PCR-
Produkte geschaffen werden. Dazu existieren unterschiedliche Techniken. Eine
Möglichkeit besteht darin, die wässrige Lösung der Nucleinsäuren bis zu 100 °C
zu erhitzen und anschließend rasch auf Eis abzukühlen [19]. Dadurch trennen
sich die Nucleinsäurestränge bei hohen Temperaturen und können bei schneller
Temperatursenkung nicht wieder fehlerfrei stabile Basenpaarungen eingehen. Teile
der Nucleinsäuren bleiben einzelsträngig und können auf DNA-Chips mit den Son-
den hybridisieren. Andere Techniken nutzen eine Biotin-Streptavidin-Reinigung,
um den einen Strang an einem magnetischen Partikel zu immobilisieren und den
anderen Strang durch denaturierende Zusätze abzutrennen [20]. Außerdem werden
Methoden beschrieben, bei denen eine sogenannte asymetrische PCR durchgeführt
wird. Dabei können bereits während der PCR einzelsträngige DNA-Stränge syn-
thetisiert werden [21].
In der vorliegenden Arbeit werden die PCR-Produkte den Sonden auf dem Mikroar-
ray durch ein TAG/Anti-TAG-System zugeordnet. In der PCR werden Primer(4)

verwendet, deren Sequenzen komplementär zu den spezifisch nachzuweisenden
Eigenschaften im genetischen Materials sind. Eine Primer-Sequenz ist an eine
einzigartige TAG-Sequenz gebunden. Der Primer und sein TAG sind über einen
Hexaethylenglycolblock verknüpft. Unterschiedliche Sequenzen des zweiten Pri-
mers führen in der PCR zu Produkte verschiedener Längen. Diese PCR-Produkte
besitzen einen einzelsträngigen Überhang mit der TAG-Sequenz, welche komple-
mentär zur Anti-TAG-Sequenz einer immobilisierten Sonde des DNA-Mikroarrays
auf dem SPR-Chip ist (Abbildung 1.5). Die Detektion der Hybridisierung zwischen
einem TAG und seinem Anti-TAG ist von der spezifischen Hybridisierung der Pri-
mer mit dem genetischen Material in der PCR entkoppelt. Wenn ein PCR-Produkt
gebildet wird, kann der entsprechende TAG nachgewiesen werden. Dabei sind die
TAG- und Anti-TAG-Sequenzen prinzipiell frei wählbar. Es dürfen jedoch keine
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Abbildung 1.5: Prinzip der Detektion der PCR-Produkte mittels SPR bei der Hybridisierung
mit immobilisierten DNA-Sonden. Das TAG/Anti-TAG-Sequenzen dienen als molekulare
Adressierung zwischen den PCR-Produkten und den Sonden. Das PCR-Produkt resultiert
aus einer PCR mit zwei Primern, von denen einer die TAG-Sequenz trägt. Die TAG-Sequenz
ist komplementär zur Anti-TAG-Sequenz der Sonde. Bei der Hybridisierung der PCR-
Produkte findet eine Verschiebung des Minimums im Winkelspektrum der vom Gold
reflektierten Intensität, I(α), statt.

störenden Wechselwirkungen der TAG-Sequenzen mit dem genetischen Material
in der PCR auftreten. Weitere Sequenzeigenschaften für eine optimale Detektion
werden in Kapitel 3.7 beschrieben. Ein möglicher Algorithmus und die Entwicklung
einer Software zur Generierung theoretisch optimierter Sequenzen werden in Teil II
vorgestellt.
Das SPR-Spektrometer erlaubt die simultane Detektion der Hybridisierung auf
allen Spots. Daher können unterschiedliche PCR-Produkte mit einzigartigen TAG-
Sequenzen in ein und derselben Lösung innerhalb weniger Minuten identifiziert
werden. Durch die Verwendung mehrerer Primer-Paare ist eine Multiplex-PCR
denkbar, bei der unterschiedliche PCR-Produkte ähnlicher Länge nachgewiesen
werden können. Dies ist möglich, weil im Gegensatz zu üblichen Elektrophorese-
Methoden nicht nach Größe getrennt wird, sondern eine Adressierung der PCR-
Produkte auf dem Mikroarray durch das TAG/Anti-TAG-System erfolgt.
Die Länge der PCR-Produkte ist oft sehr variabel, daher ist es wichtig eine für die
PCR geeignete Länge zu finden, welche in guter Ausbeute synthetisiert werden
kann und eine hohe Sensitivität gewährleistet. Daher werden PCR-Produkte der
Länge von 60, 100 oder 300 Basenpaaren (bp) getestet. Weiterhin sind die SPR-
Signale und die Hybridisierungskinetik von der PCR-Produktkonzentration abhän-
gig. Es werden Hybridisierungen auf DNA-Mikroarrays untersucht, die bis zu 180

Sondenorte verschiedener Anti-TAG-Sequenzen enthalten. Außerdem kann der Ein-
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fluss möglicher Haarnadelstrukturen der Sonden auf die Hybridisierungseffizienz
parallel im Vergleich zu anderen Sonden untersucht werden. Haarnadelstrukturen
beeinflussen die Hybridisierungskinetik und die Signalhöhe. Eine Anti-TAG-Se-
quenz wird daher so gewählt, dass eine 8 Nucleotide lange Schleifen- und eine 5

Nucleotide lange Armsequenz möglich sind. Die zwei Armsequenzen sind komple-
mentär zu einander und bilden eine 5 bp lange Stammsequenz. Die entsprechende
DNA-Sonde ist somit in der Lage, eine Haarnadelstruktur auszubilden. Eine an-
dere Sonde ohne Haarnadelstrukturen wird vergleichend zur Untersuchung der
Hybridisierungseigenschaften immobilisiert. Haarnadelstrukturen senken deutlich
die SPR-Signale und die Bindungsrate während der Hybridisierung.
Die Sondendichte ist entscheidend für die Sensitivität der DNA-Biosensoren. Eine
sehr stabile Oberflächenchemie auf Gold beruht auf der Schwefel-Gold-Wechsel-
wirkung. Daher sollen thiolmodifizierte DNA-Sonden und solche mit Phosphoro-
thioatgruppen direkt auf Gold oder über eine reaktive Beschichtung des Substrats
immobilisiert werden. Außerdem ist die unspezifische Adsorption auf der Sensor-
oberfläche zu verhindern.
In der vorliegenden Arbeit wird eine Methode zur Immobilisierung der Sonden-
DNA entwickelt, mit der ein hohe Anzahl der Sondenorte pro Chip erreichbar ist.
Hierfür wird ein Mikropipettiersystem eingesetzt. Dabei spielt die Morphologie
der Flüssigkeitstropfen im Pico- und Nanoliterbereich eine grundlegende Rolle.
Es soll eine Möglichkeit gefunden werden, die es gestattet streifenförmige, hydro-
phile Oberflächenbereiche, durch das Absetzten von 50-pl-Tropfen homogen zu
beschichten.

1.5 Oberflächenplasmonenresonanz

Die erste Beobachtung der Oberflächenplasmonen wurde 1902 von Wood aufge-
zeichnet [22]. Er stellte Anomalien im Spektrum des Lichts fest, welches an einem
metallischen Gitter gebeugt wurde. Fano gelang 1941 der Nachweis, dass diese
Anomalien mit der Anregung der elektromagnetischen Oberflächenwellen des Me-
tallgitters zusammenhingen [23]. Die Anregung der Oberflächenplasmonen führt
zu einem Abfall der Reflektivität bei der abgeschwächten Totalreflexion (ATR(11)).
Diesen Zusammenhang beschrieb Otto 1968 in Silberschichten [24]. Kretschmann

und Raether nutzten eine andere Anordnung zur Anregung der Oberflächenplas-

(11) engl. attenuated total reflection
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Abbildung 1.6: SPR-Anordnungen nach Otto (A) sowie nach Kretschmann und Raether

(B). Ein optisches Prisma (P) wird auf eine Glasplatte (G) mit geeignetem Brechungsindex
aufgesetzt. Nach Otto (A) ist die Ag-Schicht durch Abstandshalter (S) von der Glasplatte
getrennt.

monen durch die ATR [25, 26]. In Abbildung 1.6 sind die SPR-Anordnungen nach
Otto sowie Kretschmann und Raether dargestellt. Die komplexen Permittivität
des Dielektrikums, εd, und des Metalls, εm, können durch folgende Beziehung
ausgedrückt werden:

εj = ε
′
j + iε

′′
j . (1.1)

Der Index j ist entweder d für das Dielektrikum oder m für das Metall. Damit sind
ε
′
j und ε

′′
j die Real- bzw. Imaginärteile der εj. Die imaginäre Einheit ist i =

√
−1.

Die Analyse der Maxwell-Gleichungen mit den geeigneten Randbedingungen
zeigt, dass nur eine Mode erlaubt wird. Diese transversale magnetische Mode
(TM) entspricht dem Oberflächenplasmon. Der dazugehörige Intensitätsvektor des
magnetischen Felds liegt in der Ebene der Metall-Dielektrikum-Grenzfläche und
ist senkrecht zur Ausbreitungsrichtung. Im kartesischen Koordinatensystem kann
der Vektor der magnetischen Intensität, ~H, mit

~Hj =

 0
Hy

0


j

=

 0
1
0

 Ae−
√

β2−(ω
c )

2εjz+i(βx−ωt) (1.2)

ausgedrückt werden. Hier steht ω für die Kreisfrequenz des Lichts, t für die Zeit
und β für die Propagationskonstante. Das Metall liegt in der x-y-Ebene und die
Ausbreitungsrichtung der Oberflächenplasmonen erfolgt entlang der x-Achse. Der
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Index j ist entweder d für das Dielektrikum oder m für das Metall.
Die Propagationskonstante der Oberflächenplasmonen an der Grenzfläche zwi-
schen dem Metall und dem Dielektrikum kann beschrieben werden durch:

βSP =
ω

c

√
εdεm

εd + εm
=

2π

λ

√
εdεm

εd + εm
. (1.3)

In diesen Gleichungen ist c die Geschwindigkeit des Lichts im Vakuum und λ

seine Wellenlänge. Wenn keine Verluste auftreten (ε
′′
m = ε

′′
d = 0) stellt Gleichung (1.3)

nur dann eine geführte Mode dar, wenn für die Permittivitäten ε
′
m < −ε

′
d gilt. Weil

die Permittivitäten dielektrischer Stoffe meist positiv sind, muss der Realteil der
Permittivität des Metalls negativ sein. Dies wird zum Beispiel von Gold, Silber und
Aluminium im sichtbaren und infraroten Bereich erfüllt.
Eine Lichtwelle kann an ein Oberflächenplasmon an der Grenzfläche zwischen dem
Metall und dem Dielektrikum koppeln, wenn die zu ihr parallelen Komponenten
des Wellenvektors des Lichts zur Propagationskonstante des Oberflächenplasmons
passen:

2π

λ
npsin(θ) = Re{βSP}. (1.4)

Der Realteil der Propagationskonstante wird hier mit Re{βSP} bezeichnet und der
Einfallswinkels mit θ. Die Brechzahl des Prismas sei np.
Weil die Propagationskonstante des Oberflächenplasmons an der Metall-Dielek-
trikum-Grenzfläche größer als die Wellenzahl der Lichtwelle im Dielektrikum
ist, können die Oberflächenplasmonen nicht direkt durch Licht angeregt werden,
welches auf eine glatte Metalloberfläche fällt. Jedoch kann der Wellenvektor des
Lichts durch die ATR oder Beugung vergrößert werden. Dies kann mittels optischer
Prismen, Wellenleiter oder Gitter erfolgen. Am häufigsten werden dazu Prismen
im Kretschmann-Aufbau verwendet. Dabei fällt das Licht durch ein Prisma einer
hohen Brechzahl und wird an einem Metallfilm gegenüber der Grundfläche des
Prismas totalreflektiert. Dabei entsteht eine evaneszente Welle, die sich durch einen
dünnen Metallfilm fortpflanzt. Die Propagationskonstante kann durch Kontrolle
des Einfallswinkels θ angepasst werden, damit Gleichung 1.4 erfüllt wird und die
evaneszente Welle an das Oberflächenplasmon koppelt.
Ein modifizierter Kretschmann-Aufbau wird auch in der vorliegenden Arbeit
verwendet. Als Lichtquelle dient eine LED, die Licht mit einer Wellenlänge von
etwa 810 nm bei einer spektralen Halbwertsbreite von 30 nm liefert. Dieses Licht
wird zunächst kollimiert und polarisiert. Dann wird es durch eine zylindrische
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Linse auf die Goldoberfläche geworfen und dort reflektiert. Eine zylindrische, opti-
sche Detektionseinheit projiziert das eindimensionale Array auf die Spalten eines
CCD-Chips einer Kamera. Die Winkelauflösung entlang der Reihen des CCD-Chips
wird durch eine andere integrierte, zylindrische Linse im SPR-Chip erhalten. Die
Brennweite dieser Linse entspricht dem Abstand zwischen der Goldoberfläche
und dem CCD-Chip. Das reflektierte Licht wird somit winkelabhängig auf ent-
sprechende Pixel einer CCD-Chip-Reihe geworfen (Abbildung 1.7) [27]. Bei einem
bestimmten Winkel tritt die Plasmonenresonanz auf und das Winkelspektrum des
reflektierten Lichts weist ein Minimum auf, welches den Pixeln auf dem CCD-Chip
zugeordnet werden kann. Ein mathematischer Algorithmus der Gerätesoftware
bestimmt die entsprechenden Pixel und das SPR-Signal kann als Verschiebung des
Minimums in Pixel angegeben werden.

1.6 Funktionalisierung auf Goldsubstraten

1.6.1 Thiole auf Goldoberflächen

Seit der Entdeckung in den 1980er-Jahren, dass organische Disulfide und Alkanthio-
le auf Gold selbstorganisierende Monoschichten (SAM(12)) bilden können [28–30],
wurden zahlreiche Untersuchungen der Eigenschaften und Mechanismen der SAM-
Strukturbildung aus Organoschwefelverbindungen auf Gold, aber auch anderen
Substraten durchgeführt und in Übersichtsartikeln beschrieben [31–34]. Außer
Gold können auch Metalle wie Silber, Kupfer [35, 36], Palladium, Platin [37, 38]
oder Nickel [39] für den SAM-Aufbau verwendet werden. Auch auf Halbleitern
wie Galliumarsenid [40, 41] und Indiumphosphid [42, 43] ist die Beschichtung mit
Thiolen möglich.
Alkanthiole adsorbieren als SAM sowohl durch Physisorption aufgrund von van-
der-Waals-Wechselwirkungen als auch durch Chemisorption beruhend auf der
Schwefel-Gold-Bindung. Nuzzo et al. berichteten über eine Adsorptionsenergie von
117 kJ/mol (28 kcal/mol) des Dimethyldisulfids auf Gold [29]. Auf der Grundlage
der Bindungsenergien zu S−H, H

2
und S−Au (87, 104 bzw. 40 kcal/mol) [44, 45],

ergibt sich mit -5 kcal/mol eine exotherme Adsorption der Alkanthiole auf Gold.

(12) engl. self-assembled monolayer
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Abbildung 1.7: Aufbau des in der vorliegenden Arbeit verwendeten SPR-Sensors. Prinzip
mit einer LED. Seitenansicht und Draufsicht angepasst nach Hoffmann und Danz [27].
In der Draufsicht sind die Lichteinfall- und Lichtausfallseite in koaxialer Ausrichtung
hochgeschwenkt. a - LED; b - Kollimatorlinse; c - Wellenlängenfilter; d - Polarisationsfilter;
e, h, i - Zylinderlinsen; f - SPR-Chip; g - Goldfilm; j - CCD-Chip.
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Diese Energie bezieht sich auf die folgende Reaktionsgleichung:

R−S−H + Au −→ R−S−Au + 1
2 H2. (1.5)

In dieser Gleichung steht R für den Kohlenwasserstoff-Rest eines Thiols. Schlenoff

berechnete einen Wert von -5,5 kcal/mol mit Hilfe elektrochemischer Daten [46].
Lavrich el al. untersuchten die Adsorption der Alkanthiole und Alkylsulfide
mittels thermischer Desorptionsspektroskopie [47]. Sie fanden eine Enthalpie der
Chemisorption von 126 kJ/mol (30 kcal/mol) unabhängig von der Kettenlänge
der Alkanthiole. Zusätzlich wurde die Enthalpie der Physisorption zu 6,1 kJ/mol
(1,46 kcal/mol) pro Methylengruppe einer Alkanthiolkette bestimmt. Dies gilt unter
der Annahme, dass die Moleküle parallel zur Metalloberfläche liegen, denn die
Desorptionsenergien steigen linear mit der Anzahl der Methylengruppen (CH

2
-

Gruppen) pro Molekül sowohl bei Alkanthiolen als auch bei Alkanen. Durch den
Vergleich der Adsorptionsdaten für Alkanthiole und Alkane auf der Goldoberfläche
Au(111) konnten Lavrich el al. für die SH-Gruppe einen Beitrag von 33,5 kJ/mol
bzw. 24,1 kJ/mol allein für den Schwefel dieser Gruppe bestimmen. Damit konnte
für die Physisorption der Alkanthiole die folgende Gleichung aufgestellt werden:

∆Hdesorp
Au = 6, 1

kJ
mol

NCH2
+ 43, 5

kJ
mol

. (1.6)

Dabei ist NCH2
die Anzahl der Methylengruppen pro Molekül. Gleichung (1.6)

erlaubt eine gute Vorhersage der Desorptionsenergie aus dem Zustand der Physi-
sorption (∆Hdesorp

Au ) der Alkanthiole auf Gold mit einem Fehler, der kleiner als 10 %
im Vergleich zu experimentellen Daten ist. Man erkennt auch, dass bei langket-
tigen Thiolen ab NCH2

= 14 die Desorptionsenthalpie (129 kJ/mol) größer als die
Enthalpie der Chemisorption (126 kJ/mol) wird. Dies bedeutet, dass beispielsweise
Hexadecanthiol (NCH2

= 16) an der Goldoberfläche bei Temperaturen adsorbiert
vorliegen kann, bei denen die S–Au-Bindung bereits gespalten ist und kürzerkettige
Thiole desorbieren.
SAM aus Thiolen können aus der Gasphase und aus Lösungen mit verschiedenen
Lösungsmitteln abgeschieden werden. Es sind Konzentrationen von etwa 10 µM
bis 10 mM der Thiole, Dithiole und Dialkyldisulfide üblich. Die Adsorptionszeiten
variieren zwischen einigen Stunden bis zu 24 h und hängen von den verwendeten
Molekülen bzw. ihrer Kettenlänge und ihren Endgruppen ab.
Der Prozess der Ausbildung dieser SAM beginnt mit der Physisorption der Thiole
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auf Gold. Anschließend kommt es zur Chemisorption der Schwefelgruppe, was
einige Minuten beansprucht [48]. Dabei wird das Wasserstoffatom abgespalten.
Die am häufigsten akzeptierte Hypothese ist, dass sich anschließend molekularer
Wasserstoff, H

2
, bildet. Eine Ausnahme ist Methanthiol, welches bei Temperaturen

unter 220 K auf Au(111) ohne Spaltung der S–H-Bindung adsorbiert [49]. Jedoch
kann an den Defektstellen der Goldoberfläche eine Chemisorption beobachtet
werden. An diesen Stellen wird die Desorption erst ab einer Temperatur von 300 K
beobachtet und die Desorption geringer Mengen des Dimethyldisulfids findet bei
410 K statt. Was darauf hindeutet, dass sich die S–H-Bindung an den Defektstellen
spaltet und die Dimerisierung zu Dimethyldisulfid an der Goldoberfläche ermög-
licht wird.
An solchen Defektstellen beginnt die Physisorption der Thiole parallel zur Oberflä-
che. Wenn die Oberfläche auf diese Weise belegt ist, ordnen sich die Moleküle in
einer aufrechten Postion auf der Oberfläche an. Die Schwefelgruppe bindet an das
Gold und die Kohlenwasserstoffketten zeigen von der Oberfläche weg und lagern
sich zusammen, um eine SAM zu bilden bis die Oberfläche gesättigt ist.
Für die Struktur der SAM auf wohl definierten Goldoberflächen können unter ande-
rem auch Neigungswinkel der Kohlenwasserstoffketten gegenüber der Oberfläche
festgestellt werden. Diese Winkel werden durch Kettenlänge und unterschiedliche
Endgruppen (z.B. –CH

3
, –OH, –COOH) beeinflusst [32].

Eine wichtige Rolle bei der Ausbildung der SAM spielen demnach nicht nur die
starke Bindung zwischen dem Substrat und der Schwefelgruppe, sondern auch
die van-der-Waals-Kräfte der Kohlenwasserstoffkette, die Dipol-Dipol-Wechselwir-
kungen und Wasserstoffbrücken der Endgruppen. Diese Endgruppen haben den
entscheidenden Einfluss auf die chemischen und physikalischen Eigenschaften
der Oberfläche. Es können unterschiedliche funktionelle Gruppen zur kovalen-
ten Anbindung weiterer Moleküle eingeführt werden. Durch die richtige Wahl
der Endgruppen können außerdem hydrophile und hydrophobe Oberflächen mit
bestimmten Benetzungs- und Adsorptionseigenschaften geschaffen werden. Die
Adsorption der Alkanthiole mit gleichen Endgruppen auf Kupfer, Silber oder
Gold ergeben SAM mit ähnlichen Benetzungseigenschaften, trotz unterschiedlicher
Kettenlängen [50].
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Abbildung 1.8: Mesomere Grenzstrukturen eines Phosphorothioatbausteins der PT-DNA.
NB steht für eine Nucleobase.

1.6.2 Immobilisierung der DNA-Sonden

Thiol-DNA-Sonden Für den Aufbau der DNA-Mikroarrays auf Goldoberflächen
werden in der vorliegenden Arbeit thiolmodifizierte Oligodesoxyribonucleotide
(ODN-SH) verwendet. Diese wechselwirken mit Goldoberflächen nicht nur über
die Schwefel-Gold-Bindung, sondern adsorbieren auch über ihre Nucleobasen
[51–58]. Um diese Adsorption zu vermeiden, wird die freie Goldoberfläche mit
Mercaptoalkoholen behandelt. So bildet sich eine SAM, die zusätzlich die sterische
Zugänglichkeit der Ziel-DNA zur Sonden-DNA während der Hybridisierung
verbessert [59–64]. Vergleicht man die Immobilisierung thiolmodifizierter DNA-
Sonden mit der Immobilisierung nichtmodifizierter ODN in Abhängigkeit von ihrer
Länge, so stellt man fest, dass die Thiolgruppe die Adsorption der Sonden stark
erhöht. Für kürzere Sonden ist dieser Effekt deutlicher ausgeprägt als für längere
DNA-Einzelstränge. Bis zu einer Länge von 24 Basen sinkt die Sondendichte mit
steigender Länge nur wenig. Die Sonden können sich dicht auf der Oberfläche in
einer SAM packen. Sind die Sonden jedoch länger als 24 Basen, sinkt die Anzahl
der Sonden pro Flächeneinheit beträchtlich. Es muss daher eine geringere Ordnung
der langen Sonden ausgebildet sein [65].

Phosphorothioat-DNA-Sonden Phosphorothioat-DNA (PT-DNA) besteht aus
Nucleinsäurebausteinen, bei denen ein nichtverbrückendes Sauerstoffatom einer
Phosphatgruppe durch ein Schwefelatom ersetzt ist [66, 67]. Die Struktur dieser
Analoga der Desoxyribonucleotide ist in Abbildung 1.8 gezeigt. Phosphorothioate
sind stabiler gegenüber dem enzymatischen Abbau, bilden keine Disulfidbrücken
und die Phosphorothioatgruppe kann in beliebiger Position innerhalb des moleku-
laren Rückgrats während der Synthese eingebaut werden. PT-DNA ist kostengüns-
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tiger verglichen mit entsprechend thiolmodifizierter DNA.
Es wird die direkte Wechselwirkung thiolmodifizierter DNA und der PT-DNA
mit der Goldoberfläche untersucht. Es kann gezeigt werden, dass PT-DNA eine
geringere Affinität zur Goldoberfläche hat als thiolmodifizierte DNA. Trotzdem
sind DNA-Hybridisierungen mit PT-DNA, welche auf diese Weise immobilisierter
ist, nachweisbar, obwohl die Signale deutlich geringer im Vergleich zu Thiol-DNA-
Mikroarrays sind. In der Literatur existieren dagegen widersprüchliche Berichte
zur unmittelbaren Immobilisierung der PT-DNA auf Goldoberflächen. Folglich
wird in der vorliegenden Arbeit ein Beitrag zur Klärung dieser Widersprüche
geleistet. Der Einfluss der Sondenstruktur auf die Detektionssignale wird gezeigt.
Berichte, in denen Adenin eine stärkere Adsorption auf Gold aufweist als Thymin,
stimmen mit den SPR-Messungen zur Hybridisierung überein. So wird in der
vorliegenden Dissertation gezeigt, dass Sonden, welche acht aufeinanderfolgende
Adeninbasen enthalten, zu höheren SPR-Signalen bei der Hybridisierung führen
als Sonden mit acht aufeinanderfolgenden Thyminbasen. Den entscheidenden
Einfluss auf die Signale hat jedoch die Größe der Sondenmoleküle. Je größer der
rechnerisch geschätzte Gyrationsradius ist, desto geringer sind die theoretischen
Sondendichten und die gemessenen Signale.
Die Immobilisierung der PT-DNA kann durch eine Beschichtung mit Iodalkyl-
gruppen verbessert werden. Dazu wird eine selbstorganisierende Monoschicht des
11-Mercapto-1-undecanols (MCU) mit 3-(Iodpropyl)trimethoxysilan behandelt. Ein
ähnlicher Schichtaufbau ist in der Literatur beschrieben. Dort werden Kupfer und
Eisen zunächst mit MCU beschichtetet. Anschließend werden Trichlorsilane auf
MCU/Kupfer-Schichten [68, 69] oder Ethoxysilane auf MCU/Eisen-Schichten auf-
gebracht [70]. Die so erhaltenen Metalloberflächen haben eine höhere Beständigkeit
gegenüber der Korrosion. Der Schwefel der Thiol- und Phosphorothioatgruppen ist
nucleophil und substituiert das Iod der silanisierten Oberfläche. Die dazugehörige
Reaktionsgleichung ist in Abbildung 1.10 gezeigt. Die Hybridisierungssignale auf
solchen Sensoroberflächen zeigen keine signifikante Abhängigkeit von der Größe
der Sondenmoleküle. Dies deutet darauf hin, dass die Ausbildung einer kovalenten
Bindung zur Oberfläche eine größere Rolle spielt als die physikalische Adsorption
der DNA.
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Abbildung 1.9: Reaktionen bei der Beschichtung von Goldsubstraten mit einer MCU-SAM
und bei der anschließenden Silanisierung mit 3-(Iodpropyl)trimethoxysilan.
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Abbildung 1.10: Nucleophile Substitution am Iodoalkyl-Rest durch eine Phosphorothioat-
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stehen für organische Molekülreste.
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1.7 Röntgenphotoelektronenspektroskopie

Die Röntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS(13)) ist eine Methode zur Bestim-
mung der Bindungsenergie, EB, der Elektronen in der Elektronenhülle der Atome.
Dabei werden durch Röntgenstrahlung, also durch ionisierende Photonen, Rumpf-
elektronen aus dem Material entfernt. Die kinetische Energie, der herausgeschlage-
nen Elektronen, Ekin, wird gemessen. Weil die Energie der verwendeten Photonen,
hν, bekannt ist, kann daraus die zur Ionisierung nötige Energie berechnet werden
und man erhält:

EB = hν− Ekin. (1.7)

Hier ist h das plancksche Wirkungsquantum und ν die Frequenz der Strahlung.
Die Bindungsenergien der Rumpfelektronen geben Aufschluss über die Art der
Atome, ihre chemische Umgebung und über das Mengenverhältnis der Elemente
in der untersuchten Schicht. Für die Beschreibung organischer SAM auf Gold
sind die Bindungsenergien der Elektronen in Kohlenstoff, Schwefel und Stickstoff
von Interesse [59, 71, 72]. Je nach chemischer Umgebung sind es bei Kohlenstoff
die 1s-Elektronen mit EB, C 1s ≈ 285 eV, bei Stickstoff mit EB, N 1s ≈ 400 eV und bei
Schwefel die 2p-Elektronen mit EB, S 2p ≈ 163 eV. Die XPS wird in dieser Arbeit
verwendet, um die Zusammensetzung der SAM auf zu untersuchen. Dabei wird
die Abhängigkeit der DNA-Sondendichte von der Salzkonzentration gezeigt (siehe
Kapitel 3.1).

1.8 Mikrokontaktdrucken

Das Mikrokontaktdrucken (µCP(14)) ist eine vielseitig anwendbare Methode zur
Oberflächenstrukturierung. [73–76]. Beim µCP wird ein Stempel bestehend aus
einem Elastomer verwendet, welches in der Regel Polydimethylsiloxan (PDMS) ist.
Durch das Abgießen auf einem geeigneten Formstück, dem sogenannten Master,
können viele Kopien eines Stempels hergestellt werden. Der Stempel ist dann ein
negatives Abbild des Masters. Zur Herstellung eines Masters kann die Photolitho-
graphie verwendet werden (Kapitel 2.10.1). Der Stempel wird mit einer Lösung der
SAM-ausbildenden Substanz beladen. Für die Strukturierung der Goldoberfläche
werden Thiole verwendet. Der Stempel wird in der Regel für weniger als eine

(13) engl. X-ray photoemission spectroscopy
(14) engl. microcontact printing
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Minute in Kontakt mit der Oberfläche gebracht, um die gewünschte Substanz zu
übertragen. In weiteren Schritten können weitere Thiole mit unterschiedlichen
Benetzungseigenschaften und funktionellen Gruppen eingesetzt werden, um die
verbleibenden Bereiche zu beschichten. Andererseits kann die frei gebliebene Gold-
oberfläche beispielsweise durch chemisches Ätzen entfernt werden. Dabei schützen
die zuvor strukturiert übertragenen SAM die Goldoberfläche vor dem Angriff
durch das Ätzmittel [73].

1.9 Flüssigkeitsmorphologien auf Oberflächen

Beim Aufbau der Mikroarrays aus kleinen Flüssigkeitstropfen in der Größen-
ordnung von Pikolitern bis zu wenigen Mikrolitern ist eine genaue und siche-
re Positionierung der Spots von entscheidender Bedeutung. Daher ist nicht nur
die Positioniergenauigkeit des Mikropipettiersystems wichtig, sondern auch die
Steuerung der Dynamik der Flüssigkeiten auf der Sensoroberfläche. Dies kann
durch Additive in den entsprechenden Lösungen erreicht werden, wodurch die
Oberflächenspannung und Viskosität der Flüssigkeiten angepasst werden können.
Weiterhin können die Benetzungseigenschaften der Sensoroberfläche verändert
werden, um die freien Oberflächenenergien zu verändern bzw. die Kontaktdurch-
messer der Tropfen zu kontrollieren.
Young beschrieb bereits 1805 den Zustand der Flüssigkeiten auf festen Oberflächen
[77]. Dieser Zustand kann mit der Young-Gleichung beschrieben werden:

γSG − γSF

γFG
= cos θ. (1.8)

Dabei ist γSG die Grenzflächenspannung zwischen Substrat und Gasphase, γSF die
zwischen Substrat und Flüssigkeit und γFG die zwischen Flüssigkeit und Gasphase.
Der Kontaktwinkel θ ergibt sich als Konsequenz aus dem Gleichgewichtszustand,
bei dem sich alle Kräfte aufheben (Abbildung 1.11).
In einer Arbeit von Chaudhury und Whitesides ist beschrieben, wie ein Gradient
der freien Oberflächenenergie dazu führt, dass ein Wassertropfen (etwa 1 µl) nach
dem Absetzen auf dem 15

◦ zur Horizontalen schräg gestellten Substrat sich entge-
gen der Schwerkraft zur hydrophilen Seite bewegt. Der Gradient wurde geschaffen,
indem eine Lösung des Decyltrichlorsilans (CH3(CH2)9SiCl3) in der Nähe der
Seite eines Silicium-Substrats abgesetzt wurde. Dadurch fand eine Diffusion des
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Abbildung 1.11: Kontaktwinkel θ eines Tropfens auf einer Oberfläche.

Silans in der Gasphase statt und die Hydrophobie der Substratoberfläche nahm mit
steigendem Abstand zur Silanlösung ab [78]. Die Bewegung der Tropfen findet in
Richtung niedrigerer Oberflächenenergien statt. Die treibende Kraft ergibt sich aus
unterschiedlichen Grenzflächenspannungen ein und desselben Tropfens auf dem
Substrat. Der durch den chemischen Gradienten auf der Oberfläche entstehenden
Kraft wirken Reibungskräfte entgegen, die auf der Viskosität der Flüssigkeiten
beruhen und die Bewegung der Tropfen beeinflussen [79].
Die Organisation kleiner Tropfen kann sehr gut auf hydrophil bzw. hydrophob
strukturierten Substraten durchgeführt werden. Dadurch können Sondenorte auf
Mikroarrays durch scharfe Abgrenzungen sicher angeordnet und getrennt werden.
Das gezielte Benetzen und Befüllen hydrophiler Bereiche mit wässrigen Lösungen
ist dafür entscheidend. Kumar und Whitesides untersuchten die Kondensations-
muster auf Goldoberflächen die durch µCP strukturiert wurden [75]. Es wurden
Streumuster eines Laserlichtstrahls an der Oberfläche gemessen, während Wasser
auf der strukturierten Oberfläche kondensierte. Auf solchen Substraten beginnt
die Kondensation mit der Abscheidung kleiner, unterschiedlich großer Tropfen auf
den hydrophilen Bereichen. Danach bilden sich gleichförmige Tropfen auf allen
hydrophilen Oberflächen. Wird eine bestimmte Größe der Tropfen überschritten,
kommt es zur Überbrückung zwischen benachbarten Tropfen. Die fortschreitende
Kondensation bewirkt die Bedeckung der gesamten Substratoberfläche mit einem
Flüssigkeitsfilm. Das Volumen der Tropfen, die aufgenommen werden können,
wird durch die Form und Größe der hydrophilen Oberflächenbereiche bestimmt.
Die Oberflächenstruktur der Substrate und das Volumen der Flüssigkeiten müs-
sen berücksichtigt werden, wenn die Lage der Flüssigkeiten kontrolliert werden
soll. Zusätzlich kann dadurch die Morphologie der Flüssigkeiten beeinflusst wer-
den [80–82]. Entlang streifenförmiger hydrophiler Oberflächenbereiche, die durch
hydrophobe Streifen abgegrenzt werden, kommt es zum Zusammenfließen (Koales-
zenz) der Tropfen bis die Flüssigkeitsgrenzen entlang der Streifenkanten verlaufen.
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Werden die Bereiche weiter mit Flüssigkeit gefüllt kommt es zur Aufwölbung der
Flüssigkeit bis zur Überbrückung zwischen zwei hydrophilen Streifenbereichen.
Ein Mikropipettiersystem kann verwendet werden, um die beschriebenen Bereiche
tropfenweise zu füllen. Dazu werden Flüssigkeitstropfen zunächst separat auf die
Oberfläche abgesetzt. Durch weitere Tropfen kann das Flüssigkeitsvolumen auf
dem Substrat erhöht werden. Trifft ein Tropfen auf die Grenze zwischen zwei
Streifen, bewegt er sich auf den hydrophilen Bereich zu. Liegt der Tropfen je-
doch auf mehreren Bereichen nach seinem Auftreffen auf die Oberfläche, kann er
in mehrere kleinere Tropfen zerfallen, welche sich auf die hydrophilen Streifen
verteilen. Wenn das Volumen des Tropfens groß genug ist bzw. der hydrophobe
Streifen schmal ist, kann es zur Überbrückung des hydrophoben Bereichs führen.
Solche Tropfendynamik wurde durch Chang et al. rechnerisch simuliert [83]. Die
anisotrope Tropfenform auf chemisch strukturierten Oberflächen mit hydrophoben
und hydrophilen Mustern konnten ebenfalls rechnerisch simuliert werden [84].
Eine Bewegung der Tropfen kann auch erreicht werden, wenn zwei verschiedene
Steifenmuster benachbart angeordnet werden. Es kommt zu einer Verschiebung der
Tropfen in Richtung desjenigen Bereiches, bei dem der hydrophile Flächenanteil
größer ist [85, 86]. Dieses Phänomen kann dazu genutzt werden, um die Positio-
nierung der Tropfen zu verbessern, indem die Tropfen auf die gewünschten Orte
gelenkt werden. Somit werden mögliche Abweichungen des Mikropipettiersystems
korrigiert [87].

1.10 DNA-Hybridisierung in freier Lösung

Die Desoxyribonucleinsäure (DNA(1)) besteht aus aufeinanderfolgenden Nucleoti-
den, die über Phosphodiesterbindungen verbunden sind. Ein Nucleotid der DNA
besteht aus der Desoxyribose, an welcher eine Nucleobase und ein Phosphat gebun-
den sind. Dabei bildet sich das Zucker-Phosphat-Rückgrat, in dem die Phosphat-
gruppe am 5’-Kohlenstoffatom und die Hydroxylgruppe am 3’-Kohlenstoffatom
sind. Diese Nucleobasen sind die Purine Adenin (A) und Guanin (G), sowie die
Pyrimidine Cytosin (C) und Thymin (T).
Watson und Crick klärten 1953 die Struktur der DNA auf [88]. Sie konnten zeigen,
dass die DNA in Form einer Doppelhelix zweier antiparalleler Einzelstränge vor-
liegt. In wässrigen Lösungen ist die Doppelhelix 2 nm breit. Eine Windung ist etwa
3,6 nm lang und beinhaltet durchschnittlich 10,5 Basen. Die Basen sind im Inneren
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Abbildung 1.12: Wasserstoffbrücken der Paarungen Adenin-Thymin und Guanin-Cytosin.
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der Doppelhelix übereinander gestapelt. Zwischen den benachbarten Strängen
bilden sich dabei zwei Wasserstoffbrücken zwischen Adenin und Thymin sowie
drei Wasserstoffbrücken zwischen Guanin und Cytosin aus (Abbildung 1.12). Die
Gleichgewichtsreaktion in freier Lösung kann Beschrieben werden durch:

Sl + Zl
−⇀↽− Dl. (1.9)

Dabei ist Sl die Sonde, Zl die Ziel-DNA und Dl die Doppelhelix nach der Hybridi-
sierung. Die dazugehörige thermodynamische Stabilität der hybridisierten DNA
kann mit der molaren freien Enthalpie, ∆G

◦
D, beschrieben werden:

∆G
◦
D = −RT ln K

◦
D. (1.10)

Hier bezeichnet R die Gaskonstante, T die absolute Temperatur und K
◦
D ist die

Gleichgewichtskonstante der Hybridisierung in freier Lösung. Die Stabilität der
DNA kann mit ihrem GC-Gehalt in Verbindung gebracht werden. Marmur und
Doty stellen in ihrer Arbeit fest, dass je höher der GC-Gehalt ist, desto größer ist
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auch die Stabilität der DNA-Doppelhelix [89]. Zur Quantifizierung dieser Stabilität
betrachten die Autoren die Schmelztemperatur der DNA. Als Schmelztemperatur
der DNA, Tm, wird die Temperatur bezeichnet, bei der die Hälfte der Nucleobasen
ungepaart vorliegen. Bei der Messung der UV-Absorption der DNA bei einer
Wellenlänge von 260 nm in wässriger Lösung entspricht dies der Temperatur
bei der halben Änderung der relativen Absorption. Es kann ein näherungsweise
linearer Zusammenhang zwischen Tm und dem GC-Gehalt beobachtet werden.
Nach Marmur und Doty kann Tm bei einer Na+-Konzentration von 0,2 M mit
folgender Gleichung abgeschätzt werden [90]:

Tm = (69, 3 + 41xGC)
◦C. (1.11)

Dabei bezeichnet xGC den gemeinsamen Stoffmengenanteil des Guanins und Cy-
tosins. Gleichung (1.11) ist auf natürlich vorkommende DNA aus Zellen und
Viren anwendbar, welche Hunderte bis Millionen Basen lange Doppelstränge ent-
halten. Bei genauerer Untersuchung werden die Schmelztemperaturen kürzerer
Oligonucleotide durch ihre Sequenz bestimmt. Wenn Tm als Funktion der DNA-
Konzentration beschrieben wird, können die molaren Enthalpien, Entropien und
∆G

◦
D ermittelt werden. Die Stabilität der DNA wird nicht nur durch die Wasser-

stoffbrücken bestimmt, sondern zum großen Teil durch die Wechselwirkungen
zwischen den direkt benachbarten Basen. Diese Wechselwirkungen zwischen den
aromatischen π-Systemen der Nucleobasen sind hydrophober Natur. Die Beiträge
der 10 unterschiedlichen Paare können als thermodynamische Parameter ermittelt
werden. Die Berechnung der Größen G

◦
D bzw. K

◦
D kann dann nach dem „Modell

nächster Nachbarn“ erfolgen [91, 92]:

∆G
◦
D = ∆Ginit + ∆Gsym + ∆G5’-T +

10

∑
i=1

ni∆Gi. (1.12)

In dieser Gleichung steht ni für die Anzahl eines bestimmten nächsten Nachbarn
in einer Sequenz und ∆Gi ist der entsprechende Beitrat zu ∆G

◦
D. Die Parameter zur

Berechnung des ∆G
◦
D nach SantaLucia et al. sind in Tabelle 1.1 dargestellt und

sind aus 4 bis 16 bp langen Strängen ermittelt.
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Tabelle 1.1: Parameter zur Berechnung der molaren freien Enthalpie der Hybridisierung
bei 37 °C und 1 M NaCl, ∆Gi, nach SantaLucia et al. [92].

Nächste Nachbarn ∆Gi

5’→3’/3’→5’
[

kcal
mol

]
AA/TT -1,02 ± 0,04

AT/TA -0,73 ± 0,05

TA/AT -0,60 ± 0,05

CA/GT -1,38 ± 0,06

GT/CA -1,43 ± 0,05

CT/GA -1,16 ± 0,07

GA/CT -1,46 ± 0,05

CG/GC -2,09 ± 0,07

GC/CG -2,28 ± 0,08

GG/CC -1,77 ± 0,06

G/C a
1,82 ± 0,24

A/T b
2,8 ± 1

Symmetrie-Korrektur c
0,4

5’-T d
0,4

a ∆Ginit bei mindestens einem G-C-Paar
b ∆Ginit bei ausschließlich A-T-Paaren
c ∆Gsym bei Selbstkomplementarität
d ∆G5’-T bei 5’-T- oder 3’-A-Enden
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Thiol
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Abbildung 1.13: Das Prinzip des Blockens der freien Goldoberfläche bei der Herstel-
lung eines DNA-Mikroarrays. Nach der Anbindung der Sonden-DNA werden die freien
Bindungsstellen auf der Goldoberfläche durch Thiole geblockt und die Sonden werden
aufgerichtet.

1.11 DNA-Hybridisierung auf Mikroarrays

Wenn die DNA-Hybridisierung an Oberflächen stattfindet, müssen im Vergleich
zur freien Lösung zusätzliche Randbedingungen berücksichtigt werden [93]. Bei
Untersuchungen der DNA-Hybridisierung mittels SPR wird ein diffusionslimi-
tiertes Langmuir-Modell verwendet, um die Hybridisierung auf der Oberfläche
zu beschreiben [94]. Die Zugänglichkeit der Sonden wird durch das Blocken der
Sensoroberfläche mit einem Thiol (Mercaptohexanol) erreicht. Dadurch wurde die
unspezifische Adsorption der Ziel-DNA minimiert und die Sonden aufgerichtet
(Abbildung 1.13) [59, 60]. Peterson et al. konnten ebenfalls auf einem SPR-Sensor
zeigen, dass die Sondendichte ein entscheidender Faktor für die Signalhöhe und
die Kinetik der Hybridisierung ist. Gleiche Sondendichten führen zu reproduzier-
barer Kinetik und Hybridisierungseffizienz. Die Hybridisierungseffizienz ist das
Verhältnis von hybridisierten Sonden zu den insgesamt immobilisierten Sonden.
Eine geringe Sondendichte erlaubt eine schnelle Hybridisierung mit einer hohen
Hybridisierungseffizienz. Eine sehr hohe Sondendichte bewirkt eine niedrigere
Hybridisierungseffizienz [95].
Es gibt verschiedene Ansätze zur Beschreibung der Hybridisierung an Oberflächen.
Nach einem Modell von Chan et al. gibt es zwei unterschiedliche Mechanismen
für die Hybridisierung zwischen der Ziel-DNA in der Lösung mit den komplemen-
tären Sonden auf einer Oberfläche [96]. Die Ziel-DNA kann direkt aus der Lösung
hybridisieren oder nach unspezifischer Adsorption und anschließender Diffusion
zur Sonde. Demnach kann diese Oberflächendiffusion die Hybridisierung deutlich
beschleunigen. Es existiert eine optimale Sondendichte, bei der die Oberflächendif-
fusion stattfindet. Hohe Hybridisierungsraten können, im Vergleich zur maximal
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möglichen Sondendichte, auch mit geringeren Sondendichten erreicht werden.
Beim Planen der Experimente auf DNA-Chips ist die Betrachtung des Gleichge-
wichts, welches die Hybridisierung auf der Sensoroberfläche beschreibt, wichtig:

So + Zl
ka−⇀↽−
kd

Do. (1.13)

Dabei steht So für die Sonden an der Oberfläche, Zl für die Ziel-DNA in freier Lö-
sung und Do für die hybridisierte Duplex-DNA an der Oberfläche. Dabei ist ka die
Geschwindigkeitskonstante der Assoziation bzw. der Hybridisierung und kd die
der Dissoziation bzw. der Dehybridisierung. Wenn xeq der Anteil der im Gleichge-
wicht hybridisierten Sonden ist, dann ergibt sich die Gleichgewichtskonzentration
der hybridisierten Sonden an der Oberfläche, cDo , zu

cDo = xeqcmax
So

(1.14)

und cmax
So

symbolisiert die maximale Konzentration freier Sonden an der Oberfläche.
Für die verbleibende Konzentration der freien Sonden an der Oberfläche, cSo , gilt
somit:

cSo = cmax
So
− cDo . (1.15)

Man kann nun die Gleichgewichtskonstante, KD, bezogen auf die Reaktionsglei-
chung (1.13) ausdrücken:

cZKD =
cDo

cSo

=
cDo

cmax
So
− cDo

=
xeqcmax

So

cmax
So
− xeqcmax

So

, (1.16)

wobei cZ die Konzentration der Ziel-DNA in freier Lösung ist. Dies ist eine Lang-
muir-Adsorptionsisotherme, die als einfacher Ansatz sehr häufig zur Beschreibung
der Hybridisierungen an Oberflächen verwendet wird:

cZKD =
xeq

1− xeq
=

ka
kd

. (1.17)

Es sind Modifikationen dieser Isotherme entwickelt worden, die kompetitive Hybri-
disierung in freier Lösung und auf der Oberfläche berücksichtigen. Unter anderem
werden Interaktionen zwischen den Sonden, aber auch der Einfluss der Sequenzlän-
gen betrachtet [97, 98]. Diese Modifikationen können Korrekturfaktoren beinhalten:
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cZKD f (xeq) = cZK
◦
DK′D f (xeq) =

xeq

1− xeq
. (1.18)

Mit f (xeq), welches von der Sondendichte abhängt, können Wechselwirkungen zwi-
schen den Sonden berücksichtigt werden. Eine Näherung für KD ist K

◦
D, welche sich

aus der Gleichung (1.10) ergibt und die Verhältnisse der Hybridisierung in freier
Lösung beschreibt. Im Gegensatz zu K

◦
D ist K′D in Gleichung (1.18) unabhängig von

der Sondensequenz, wird jedoch durch die Länge der Ziel- und der Sondensequenz
bestimmt. Die Hybridisierung auf Oberflächen ist in der Regel stark unterdrückt
im Vergleich zur freien Lösung. Ausnahmen können jedoch auftreten, wenn die
Bindung an die Oberfläche dadurch begünstigt wird, dass hohe lokale Sondendich-
ten auftreten, die in der freien Lösung nicht zu finden sind. Dies tritt zum Beispiel
auf, wenn Mikropartikel, welche mit DNA-Sonden beschichtet wurden, eingesetzt
werden. Stevens et al. verwendeten 22 Basen lange Oligonucleotide als Sonden
bzw. Zielsequenzen. Beim Vergleich der Dissoziationskonstanten, der Rückreaktion
der Hybridisierung, auf Partikeln und in der freien Lösung konnte beobachtet
werden, dass bei höheren Temperaturen von über 60 °C die Hybridisierung auf den
Partikeln bevorzugt war [99]. Das heißt, dass sehr hohe Sondendichten vorteilhaft
sein können, wenn bei höheren Temperaturen hybridisiert wird.
Ein weiterer Einflussfaktor auf die Hybridisierung ist eine mögliche Faltung der
DNA-Moleküle. DNA-Stränge können Sekundärstrukturen ausbilden, wenn intra-
molekulare Basenpaarungen durch komplementäre Sequenzabschnitte auftreten.
Sekundärstrukturen verringern die Hybridisierungsgeschwindigkeit sowohl in
freier Lösung als auch auf der Oberfläche. Bereits das Auftreten dreier intramoleku-
larer Basenpaare halbiert die Geschwindigkeit der Hybridisierung. Auf Oberflächen
sind die Geschwindigkeiten nochmals um den Faktor 20 bis 40 verlangsamt [100].
Hybridisierungen an Oberflächen können auch einen positiven Effekt auf die
Spezifität haben. Poulsen et al. beschreiben, dass definierte Sequenzen an unter-
schiedlichen Stellen innerhalb der 60 Basen langen Sonden angeordnet werden
können. Befindet sich die entsprechende Sequenz näher an der Sensoroberfläche,
kann die Ziel-DNA, trotz geringerer Signalstärken, mit höherer Spezifität nachge-
wiesen werden [101].
Die DNA-Sequenz bestimmt auch die Schmelztemperatur der Dopppelhelix (Ab-
schnitt 1.10). Die Schmelztemperaturen der verschiedenen Sonden auf einem Chip
sollten in einem möglichst engen Bereich liegen, damit die Hybridisierung auf



1.12 Mikrofluidik 37

allen Sondenorten bei gleicher Temperatur mit gleicher Effizienz zwischen den
komplementären DNA-Strängen stattfinden kann [102, 103]. Die Auswahl der
Sondensequenzen hat daher einen großen Einfluss auf die Detektion der Hybridi-
sierungen der Ziel-DNA.
Außerdem ist die Zusammensetzung der Hybridisierungslösung ein wichtiger
Parameter. Kationen stabilisieren die DNA-Doppelhelix und erhöhen dadurch die
Hybridisierungssignale [104]. Auf Oberflächen ist dieser Effekt besonders deutlich.
Dabei sind zweiwertige Kationen effektiver als einwertige Kationen. Mit 15 mM
Mg2+ wurden signifikant höhere Hybridisierungssignale beobachtet als mit 1 M
Na+ [105].

1.12 Mikrofluidik

Trotz der gehinderten Hybridisierung an Oberflächen, können Detektionen auf
DNA-Mikroarrays durchgeführt werden. Überschichtet man jedoch einen Sensor
mit einer Lösung, die den entsprechenden Analyt enthält, so findet die spezifische
Anbindung nur sehr langsam statt. Der Transport des Analyten ist von der Diffusi-
on abhängig.
Es wurden daher Möglichkeiten entwickelt, die es erlauben kleinste Flüssigkeits-
mengen in Mikrokanälen zur Sensoroberfläche zu bringen. Die Höhe solcher Kanäle
liegt im Bereich einiger 10 bis 100 µm. Daher können nur laminare Strömungen in
den Kanälen beobachtet werden [106]. Jedoch kann der Transport eines Analyten
in kleinen Mengen über die Oberfläche gepumpt werden, um die Konzentrati-
on der Ziel-Moleküle in der Nähe der Oberflächen konstant zu halten bzw. den
Massentransport zu verbessern [107]. Durch das Erhöhen der Flussrate kann die
Diffusionsschichtdicke verkleinert werden. Die Signale können durch das Verwen-
den kleiner Kanalhöhen und hoher Flussraten deutlich gesteigert werden [108].
Dadurch kann auch die Detektionszeit stark verkürzt werden.
Um einen schnellen Transport kleiner Probenmengen zur Sensoroberfläche zu
gewährleisten, kann ein zweiter mikrofluidischer Fluss oberhalb der Oberfläche
eingesetzt werden. Diese laminare Strömung des Lösungsmittels hält die Strömung
mit dem Analyten in einer dünnen Schicht an der Oberfläche, erhöht die Flussrate
und verringert die Detektionszeit [109].





Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 XPS-Untersuchungen zur Sondendichte

Für die Untersuchung der Abhängigkeit der Sondendichte von der Magnesiumchlo-
ridkonzentration in der Immobilisierungslösung wurden Proben mit gemischten
SAM aus Mercaptohexanol und thiolmodifizierten ODN vorbereitet. Silicium-Wafer
wurden 5 min in Aceton im Ultraschallbad gereinigt, mit Ethanol gespült und im
Stickstoffstrom getrocknet. Danach wurde eine 100 nm dicke Goldschicht auf eine
3 nm dicke Chromschicht aufgedampft. Sofort nach der Bedampfung wurden die
1 µM ODN-Lösungen mit 0, 2, 20 und 120 mM MgCl

2
für 1,5 h auf die Goldoberflä-

chen gegeben. Das bei diesen Experimenten verwendete ODN (Biozym Scientific
GmbH) war thiolmodifiziert und hatte die folgende Sequenz: 5’-HS−(CH

2
)
6
−PO

4
-

TTTTTTTTTCATTTCTTATCACAGGCTCAAACCAGTCC-3’. Anschließend wur-
den die Substrate mit entionisiertem Wasser gespült, im Stickstoffstrom getrocknet
und mit einer wässrigen 1 mM Mercaptohexanol-Lösung für 1 h überschichtet. Wei-
terhin wurden die Substrate mit entionisiertem Wasser gespült und im Stickstoff-
strom getrocknet. Die beschichteten Substrate wurden mittels XPS untersucht. Die
XPS-Messungen und die dazugehörige Datenanalyse wurde von Dr. Kurt Kummer

(Institut für Festkörperphysik, Technische Universität Dresden) durchgeführt. Die
Messungen erfolgten am Berliner Elektronenspeicherring für Synchrotronstrahlung
(BESSY) unter Nutzung des Strahlrohrs des Russisch-Deutschen Labors.
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Abbildung 2.1: Links: SPR-Einheit, entwickelt von Fraunhofer IOF [27]. Rechts: Mikrofluidi-
scher Kanal (PDMS, 120 µm hoch und 3 mm breit), TOPAS®-Chip (76 mm × 26 mm × 4 mm)
mit integrierter Optik und Goldschicht.

Messkanal 3

Messkanal 2

Messkanal 1

Abbildung 2.2: Horizontale, optische Messkanäle und senkrechte, linienförmige Sondenorte
auf der Goldoberfläche eines SPR-Chips.

2.2 SPR-Chip und SPR-Spektrometer

TOPAS®-Chips (76 mm × 26 mm × 4 mm) mit integrierter Optik und einer 50 nm
dicken Goldschicht (Fläche: 3 mm × 12 mm) werden für die Messungen verwendet
(Abbildung 2.1, links) [27]. Die TOPAS®-Chips wurden durch KDS Radeberger
Präzisions-Formen- und Werkzeugbau GmbH im Spritzgussverfahren hergestellt.
Die Beschichtung mit Gold erfolgte durch das Fraunhofer-Institut für Angewandte
Optik und Feinmechanik IOF, Jena. Der Goldfilm des SPR-Chips wird durch drei
Leuchtdioden (LEDs, Wellenlänge: 810 nm) angestrahlt. Diese drei LEDs beleuchten
drei unterschiedliche Bereiche (1 mm × 10 mm) der Goldoberfläche, die im Wei-
teren als Messkanäle bezeichnet werden (Abbildung 2.2). Das SPR-Signal stellt
eine Mittelung der Spektren über die Breite eines Messkanals dar. Das reflektierte
Licht dieser Bereiche wird durch eine CCD(15)-Kamera detektiert, deren örtliche
Auflösung 1280 Pixel beträgt. Ein Pixel der 1280 Reihen entspricht 7,3 µm. Die win-
kelabhängige Intensitätsverteilung wird innerhalb der 960 Spalten dargestellt. Ein

(15) engl. charge-coupled device, ladungsgekoppeltes Bauelement



2.3 Mikrofluidik 41

mathematischer Algorithmus (Centroid-Algorithmus) bestimmt die Winkelposition
des Intensitätsminimums im SPR-Spektrum für alle 1280 Pixel der CCD-Kamera.
Die Verschiebung der Minima innerhalb der Pixelspalten wird als SPR-Signal in
Pixel angegeben.

2.3 Mikrofluidik

Eine Diffusionslimitierung der PCR-Produkte zur Sensoroberfläche kann durch
Nutzung eines mikrofluidischen Kanals minimiert werden (Abbildung 2.1, rechts
oben). Deshalb wird die Mikrofluidik mit einer Spritzenpumpe genutzt. Eine
Anschlussplatte aus Aluminium wird auf einem Chip, mit Hilfe der Vakuuman-
schlüsse befestigt. Die Anschlussplatte mit dem Mikrokanal wurden durch das
Fraunhofer-Institut für Werkstoff- und Strahltechnik IWS und die GeSiM mbH
entwickelt und bereitgestellt. In ihr befinden sich eine Polydimetylsiloxan (PDMS)-
Flusszelle, ein Wärmetauscher und Vakuum- sowie fluidische Anschlüsse. Der Mi-
krokanal der Flusszelle ist 120 µm hoch und 3 mm breit. Die Temperatur wird durch
ein Wasserbad (JULABO® F32-HD, Temperaturstabilität: ± 0,01 K) reguliert und
mit einem Thermoelement Typ-T gemessen. Die Flüssigkeiten werden mittels einer
500 µl Spritzenpumpe durch die Flusszelle und Polytetrafluorethylen-Schläuche
gedrückt bzw. gezogen.

2.4 Synthese der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden von der Biotype Diagnostic GmbH zur Verfügung
gestellt. Durch die Verwendung bestimmter Primer-Paare (Biomers) werden diese
PCR-Produkte mit überhängenden ssDNA-TAGs synthetisiert. Einer der Primer ist
5’-modifiziert mit dem TAG getrennt durch einen Hexaethylenglycolblock (HEG):
5’-TAG-HEG-AGCCTGAATGGCGAATGG-3’. Für den zweiten Primer werden
unterschiedliche Sequenzen benutzt, um die Synthese der PCR-Produkte mit defi-
nierter Länge zu ermöglichen (Tabelle 2.1). Als Templat diente der pUC19 Vektor
(Invitrogen). Anschließend wurden die PCR-Produkte gereinigt (Reinigungskit,
Qiagen) und mittels UV-Absorption quantifiziert (BioPhotometer, Eppendorf).



42 2 Material und Methoden

Tabelle 2.1: Primer-Sequenzen zur Synthese definierter PCR-Produkte. Der pUC19-Vektor
dient als Templat.

Länge der PCR-Produkte Primer-Sequenz (5’→ 3’)

60 bp AATACCGCACAGATGCGTAAG

100 bp CAGAGCAGATTGTACTGAGAGTG

300 bp GACATTAACCTATAAAACTAGGCGTATCA

2.5 Linearität und Empfindlichkeit des SPR-Sensors

Eine Konzentrationsreihe wässriger MgCl
2
-Lösungen von 0 bis 120 mM in 10 mM

Intervallen wurde bei 25 °C über die Sensoroberfläche gepumpt und die Signalän-
derungen wurden nach dem Stoppen des Flusses jeweils über etwa 100 s (mindes-
tens 30 Werte) aufgezeichnet und zuerst zeitlich und danach räumlich über alle
1280 Pixelreihen der CCD-Kamera gemittelt. Nach der Messung mit der höchs-
ten Konzentration wurde wiederholt ohne MgCl

2
gemessen. Die Differenzen der

Verschiebung der SPR-Minima wurden auf die erste Messung mit entionisiertem
Wasser bezogen.

2.6 Vorversuche: DNA-Mikroarrays auf SPR-Chips

2.6.1 Blocken und unspezifische Adsorption

Nach dem Auftragen der Sondenlösungen wird das DNA-Mikroarray direkt mit
einer ethanolischen Lösung des 11-Mercapto-1-undecanols (MCU) einer Konzen-
tration von 10 mM für 1 h behandelt. Anschließend wird der SPR-Chip in das
SPR-Spektrometer eingesetzt. Danach wird mit 0,1 M Na2EDTA, 0,1 M NaOH und
10 mM MCH bei 40 °C gespült. Nach jedem dieser Spülschritte wird mit entioni-
siertem Wasser gespült.

2.6.2 Aufbau der DNA-Mikroarrays auf SPR-Chips

Der Aufbau der Mikroarray erfolgt mittels eines Mikropipettiersystems auf zwei
Arten. Zum einen das Auftragen der Lösungen direkt auf eine unbehandelte
Goldoberfläche, zum anderen auf eine zuvor, mittels Mikrokontaktdrucken (siehe
Abschnitt 2.10), hydrophil/hydrophob strukturierte Goldoberfläche. Um linienför-
mige Spots auf einer homogenen Goldoberfläche zu erhalten, werden die Tropfen
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1. Durchgang

Ps

Pl

2. Durchgang

Abbildung 2.3: Aufbau linienförmiger Sondenorte durch die Tropfenabgabe in zwei Durch-
gängen. Der Pitch innerhalb einer Linie, Pl , wird in beiden Durchgängen verwendet. Nach
dem Verdunsten im ersten Durchgang werden die Tropfen im zweiten Durchgang in die
Zwischenräume abgegeben, indem ein Versatz um den halben Pitch entlang der Linie
erfolgt. Der Pitch zwischen den Sondenorten, Ps, wird etwa doppelt so groß wie Pl gewählt.

in zwei Durchgängen abgesetzt. Nach dem Verdunsten, das innerhalb einer Zeit
von weniger als einer Minute abgeschlossen ist, wird im zweiten Durchgang die
Sondenlösung zwischen die Tropfenpositionen des ersten Durchgangs aufgetra-
gen (Abbildung 2.3). Die Sequenzen der in der vorliegenden Arbeit verwendeten
DNA-Sonden sind in Tabelle 2.2 aufgelistet. Außerdem sind dort komplementäre
Teilsequenzen hervorgehoben, welche die Ausbildung von Haarnadelstrukturen
ermöglichen. Für den Aufbau der Mikroarrays wurden die SPR-Chips zunächst
mit Ethanol (reinst, Merck) und entionisiertem Wasser gespült. Danach wurden
die Chips im Stickstoffstrom getrocknet. Die Immobilisierungslösungen wurden
mittels des Mikropipettiersystems Nano Plotter 2.1 (GeSiM mbH) in Linien auf
die Goldoberfläche aufgetragen (Abbildung 2.4). Diese Lösungen enthielten 10 µM
Sonden-DNA, 20 mM MgCl

2
und 5 % Glycerin in wässriger Lösung. Es werden

Tropfen mit einem Volumen von etwa 50 pl im Abstand von 72 µm abgesetzt. Im
zweiten Durchgang wird um 36 µm entlang der Linien versetzt. Somit beträgt
der Pitch innerhalb einer Linie 36 µm und der Pitch zwischen den Linien 140 µm.
Es wurden Arrays aus 60 parallelen Linien auf die Goldoberflächen aufgetragen.
Dabei reichte jede Linie über alle drei Messkanäle, so dass insgesamt 180 Spots
ausgewertet wurden. Die relative Luftfeuchte wurde während des Aufbaus des
Arrays auf 80 % bei 23 °C gehalten. Bei den Experimenten zur Optimierung der
Glycerinkonzentration wurde der Pitch innerhalb der Linien auf 50 µm gesetzt und
der Pitch zwischen den Linien auf 100 µm. Die Glycerinkonzentration wurden von
0 % bis 5 % variiert. Nach dem Auftragen der Immobilisierungslösungen werden
die Goldoberflächen mit entionisiertem Wasser gespült und 30 min mit einer 1 mM
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Tabelle 2.2: TAG- und Kontroll-Sequenzen. Haarnadelstrukturen sind unterstrichen.

Name Sequenz (5’→3’)

TAG1 ATTGCGTGCACTTGCTTCGGTAGGA

TAG2 TCGGTATGAGATGCCGCCAATTCGA

TAG3 GAACGGACGTCGGTTAGCAACAACA

TAG4 ATGCGTACGTGTTGGAGGACGTAAC

TAG5 TGCACTATGACTGAATGTGCGGTGT

TAG6 GCCGCTTCGACCGTATCTGGATAAT

TAG7 TATTCGGTTGAGCCATGTCGACTGT

TAG8 AACACAATCGAACACATCAGTCGGC

TAG9 TTGACGAGGAATGCGGTAGACTAGG

TAG10 CCGTGCGAATACAGAGCTTACGATG

TAG11 CGCGTTCTATAATCGGATCTGCGAC

TAG12 AATGGTACTCAACATACGCCGTAGC

TAG13 GGTGTCTAGCCGTACATCGATCAAG

TAG14 CCAAGTAGTTAACAACGCGAGCATG

TAG15 AGCATCACGAGAGTAGGATCTACCT

TAG16 GGCAACACACTCTAGCGATAATTGG

TAG17 CGAGACCTTATTCTGGAGAGCCTAT

TAG18 GAGCGTCCGTGTTGTGTAGTGATAA

TAG19 AACAGAAGACACCGAGCATAGATAC

TAG20 GCGTAGAGTTTATTTAGGTGGACAA

TAG21 ATCTCATCTGTAGCGTAGGTGTAGC

TAG22 AACGGAAAGCAGTAATCGGTCTAAC

Kontrolle 1 ACCGTGAATGGTTGCAGTCCAACCA

TTTTTTTT-(CH
2
)
3
−SH

Kontrolle 2 CTTATCTAACGTCGTTACTCTGGCC

TTTTTTTT-(CH
2
)
3
−SH

Kontrolle 3 CTATCTAGCATGCCTATCAGCGTTG

TTTTTTTT-(CH
2
)
3
−SH

Kontrolle 4 TAGGTGGTACGTCTATTCCTGGTCC

TTTTTTTT-(CH
2
)
3
−SH
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Abbildung 2.4: Aufbau der Mikroarrays mittels Nano Plotter 2.1 (GeSiM mbH). Oben links:
Rückstände nach dem Auftragen der Immobilisierungslösungen.

Lösung des Mercaptohexanols in 100 mM Tris und 10 mM EDTA bei pH = 10

geblockt. Abschließend werden die DNA-Mikroarrays mit entionisiertem Wasser
gespült, im Stickstoffstrom getrocknet und bei 4 °C gelagert.
Die Anti-TAG-Sequenzen der thiolmodifizierten Sonden sind komplementär zu
den 17 TAG-Sequenzen der PCR-Produkte. Diese 3’-Modifikation enthält acht
aufeinanderfolgende Thyminbasen. Zusätzlich werden drei nichtkomplementäre
Kontrollsequenzen verwendet (Tabelle 2.2).

2.6.3 Hybridisierung 17 verschiedener Anti-TAGs

Der Mikrokanal wurde mit einer wässrigen Lösung von 120 mM MgCl
2

gespült. Da-
nach wurden 90 µl der Hybridisierungslösung bestehend aus 5 ng/µl PCR-Produkt
in 120 mM MgCl

2
über die Sensoroberfläche 10 min lang vor und zurück gepumpt.

Die Flussrate betrug etwa 6 µl/s. Die Hybridisierungstemperatur wurde auf 40 °C
eingestellt. Nach der Hybridisierung wurden das System mit 500 µl der 120 mM
MgCl

2
-Lösung gespült. Diese Prozedur wurde in aufsteigender Reihenfolge von

TAG1 bis TAG17 durchgeführt.

2.7 Optimierung der Immobilisierung

Für die Optimierung der Immobilisierung der Sonden werden zwei verschiedene
Anti-TAG-Sequenzen gewählt (Tabelle 2.3). Unterschiedliche Zusammensetzun-
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Tabelle 2.3: Verwendete Anti-TAG-Sequenzen bei der Optimierung der Immobilisierungs-
parameter.

Name Sequenz 5’→3’-TTTTTTTT-(CH
2
)
3
−SH

Anti-TAG16 CCAATTATCGCTAGAGTGTGTTGCC

Anti-TAG17 ATAGGCTCTCCAGAATAAGGTCTCG

gen der Sondenlösungen werden getestet. Es werden die Sondenkonzentration
(c(Sonde)) und die MgCl

2
-Konzentration (c(MgCl

2
)) variiert. DMSO und Gycerin

werden als Additive getestet (Tabelle 2.4). Die Goldoberfläche wird mit Ethanol
(reinst, Merck) und entionisiertem Wasser gespült und im N

2
-Strom getrocknet.

Mittels Nano Plotter 2.1 (GeSiM mbH) wurden etwa 50-pl-Tropfen bei 80 % relativer
Luftfeuchte und 23 °C) aufgetragen. Diese Lösungen wurden linienförmig und
parallel im Abstand von 180 µm aufgetragen. Innerhalb der Linien wurden die
Tropfen im Abstand von 50 µm abgesetzt. Nach dem Auftragen der Sondenlösun-
gen wurden die Chips mit entionisiertem Wasser gespült und die Goldoberfläche
mindestens 30 min mit 1 mM Mercaptohexanol (MCH, Sigma) behandelt. Abschlie-
ßend wurden die Chips mit entionisiertem Wasser gespült, im N2-Strom getrocknet
und bei 4 °C gelagert. Nachdem die Flusszelle mit dem Chip verbunden und in
das SPR-Spektrometer eingesetzt ist, wird mit 120 mM MgCl

2
gespült. Danach

wird 90 µl entsprechender PCR-Produkte (5 ng/µl) auf die Goldoberfläche gezo-
gen und 15 min (für Optimierungsversuche mit TAG13 oder TAG14) bzw. 6 min
lang über das DNA-Mikroarray vor und zurück gepumpt (30 µl/s, 40 °C). Danach
wird erneut gespült. Die Bindung der PCR-Produkte und ihre Verteilung auf der
Goldoberfläche wird durch Anfärbung des DNA-Mikroarrays mit YOYO®-1-iodid
(Invitrogen, Y3601) (0,1 µM in 10 mM Tris, 1 mM Na2EDTA, pH = 7) und anschlie-
ßender Untersuchung mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200M, Carl Zeiss)
sichtbar gemacht.
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Tabelle 2.4: Spots des Mikroarray auf dem SPR-Chip zur Optimierung der Immobilisierungs-
lösungen. Die Sondenkonzentration und MgCl

2
-Konzentration werden variiert. DMSO

und Gycerin wurden als Additive getestet. Wenn nicht anders angegeben wird Glycerin
als Additiv eingesetzt. Die Sonden werden entsprechend der aufsteigenden Spot-Nr. von
links nach rechts immobilisiert. Die Sonden tragen eine Anti-TAG16- (Kontrolle) oder Anti-
TAG17-Sequenz.

Spot-Nr.a Sondenkonzentration [µM] MgCl
2
-Konzentration [mM]

1; 16; 31 10 20

2; 17; 32 10 20
b

3; 18; 33 10 20
c

4; 19; 34 10 20
d

5; 20; 35 0,625 20

6; 21; 36 1,25 20

7; 22; 37 2,5 20

8; 23; 38 5 20

9; 24; 39 20 20

10; 25; 40 40 20

11; 26; 41 10 0

12; 27; 42 10 10

13; 28; 43 10 40

14; 29; 44 10 80

15; 30; 45 10 0
d

a Sondenlösungen entweder als einzelne Tropfen mit einfachem Pitch bzw.
als möglichst zusammenhängende Linie mit halbem Pitch aufgetragen.
Sondenorte aus 30 bzw. 60 Tropfen über alle drei Messkanäle im Abstand
von 100 bzw. 50 µm. Abstand der Sondenorte: 180 µm, Spots 1 bis 15 mit
einfachem Pitch, alle anderen mit halbem Pitch.

b Anti-TAG16 als Kontrolle
c

5 % DMSO statt 5 % Glycerin
d weder Glycerin noch DMSO
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Tabelle 2.5: Sondensequenzen zur Untersuchung des Einflusses der Konzentration, Länge
und Struktur der PCR-Produkte. Die unterstrichenen Basen im Anti-TAG4 ermöglichen
eine Haarnadelstruktur mit einer 8 Basen langen Schleife und 5 bp langen Armsequenzen.

Name Sequenz (5’→3’-TTTTTTTT-(CH2)3-SH)

Anti-TAG4 GTTACGTCCTCCAACACGTACGCAT

Anti-TAG17 ATAGGCTCTCCAGAATAAGGTCTCG

Kontrolle 3 CTATCTAGCATGCCTATCAGCGTTG

2.8 Einfluss der Konzentration, Länge und Struktur

der PCR-Produkte

2.8.1 Immobilisierung der Anti-TAG- und Kontrollsonden

Thiolmodifizierte Sonden-DNA (biomers.net) mit Anti-TAG-Sequenzen wurde mit
einer Konzentration von 10 µM in einer wässrigen 20 mM MgCl

2
-Lösung (J. T. Ba-

ker) verwendet. Es wurden die zuvor optimierten Immobilisierungsparameter ge-
wählt [16]. Es wurden Sonden mit drei verschiedenen Sequenzen verwendet: Anti-
TAG4, Anti-TAG17 und eine nichtkomplementäre Kontrollsequenz (Kontrolle 3).
Bei Anti-TAG4 ist die Ausbildung einer Haarnadelstruktur möglich (Tabelle 2.5).
Die Goldoberfläche der SPR-Chips wurde durch Spülen mit Ethanol (reinst, Merck)
und entionisiertem Wasser gereinigt. Danach wurden die Chips im Stickstoffstrom
getrocknet. Die Sondenlösungen wurden linienförmig auf die Goldoberfläche auf-
getragen. Dazu wurde das Mikropipettiersystem Nano Plotter 2.1 (GeSiM mbH)
verwendet. Die Tropfen mit einem Volumen von etwa 50 pl wurden mit einem
Pitch von 36 µm abgesetzt. Der Pitch zwischen der Linien (Spots) betrug 200 µm. Es
wurden 90 Spots pro Chip erzeugt. Für alle drei Messkanäle wurden die Sonden
in der folgenden Reihenfolge von links nach rechts mit 10-facher Wiederholung
aufgetragen: Anti-TAG4, Anti-TAG17, Kontrolle 3. Die relative Luftfeuchte beim
Aufbau des Arrays betrug 80 % bei 23 °C. Nach dem Auftragen der Sondenlösungen
wurde die Goldoberfläche mit entionisiertem Wasser gespült und 30 min mit einer
wässrigen Mercaptohexanol-Lösung (MCH, Sigma) der Konzentration von 1 mM
geblockt. Abschließend wurden die DNA-Mikroarrays mit entionisiertem Wasser
gespült, im Stickstoffstrom getrocknet und bei 4 °C gelagert.
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2.8.2 Hybridisierungsparameter

Bei der Untersuchung des Einflusses der PCR-Produktlänge auf die SPR-Signale
wurde eine Konzentration von 5 ng/µl gewählt. Zwischen den Hybrdisierun-
gen wurden Dehybridisierungen durchgeführt, indem in folgender Reihenfol-
ge mit 500 µl wässriger Lösungen gespült wurde: entionisiertes Wasser, 0,1 M
Na2EDTA (Sigma), entionisiertes Wasser, 0,1 M NaOH, entionisiertes Wasser und
120 mM MgCl

2
. Zur Bestimmung der Abhängigkeit der SPR-Signale von der PCR-

Produktkonzentration wurde die Konzentration schrittweise erhöht (0,1; 0,5; 1,0;
2,5; 5,0; 10,0 ng/µl). Die Hybridisierung wurde in den ersten 10 min ausgewertet.
Nach jeder Hybridisierung mit einer anderen Konzentration wurden mit 500 µl
120 mM MgCl

2
gespült.

2.8.3 Auswertung der SPR-Signale

Für die Bestimmung der SPR-Signaländerungen wurden die Werte über 120 s ge-
mittelt, um daraus die Differenzen zu berechnen. Dafür wurden die Werte vor der
Hybridisierung von denen nach der Hybridisierung und dem Spülen mit 120 mM
MgCl

2
subtrahiert. Die Verschiebung der SPR-Minima wurde referenziert. Dazu

wurden die Signale auf Flächen des Mikroarrays verwendet, die nur mit Mer-
captohexanol geblockt wurden und auf denen keine Sonden-DNA immobilisiert
wurde. Die Kinetik und die Signaländerungen wurden anhand entsprechender
Messsignale der Orte der Peakmaxima und der Mitte der Kontrollsonden-Spots
ausgewertet.

2.9 Fluoreszenzmikroskopie

Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie wurde untersucht, wie die PCR-Produkte auf
jedem Spot räumlich verteilt gebunden haben. Dazu wurden die DNA-Mikroarrays
mit 20 µl einer 2 µM YOYO®-1-iodid-Lösung (Invitrogen, Y3601) in 10 mM Tris und
1 mM EDTA über 2 h im Dunklen bei Raumtemperatur angefärbt. Es wurde das
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M (Carl Zeiss) verwendet.
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2.10 Strukturierung durch µCP

Für die Experimente zur Strukturierung der Goldoberflächen in hydrophile und
hydrophobe Bereiche wurden verschiedene Master aus Silicium angefertigt. Der
Prozess ist in Abbildung 2.5 schematisch dargestellt. Eine ausführliche Beschrei-
bung der Schritte zur Herstellung aller auf den SPR-Chips getesteten Master ist in
der Diplomarbeit von Frank Götze zu finden [87]. Für die vorliegende Arbeit wur-
den nur streifenförmig strukturierte Stempel verwendet. Die Stege der Strukturen
waren 7 µm breit und durch 15 µm breite Streifenbereiche getrennt.

2.10.1 Herstellung des Masters

Die Herstellung der Master soll hier kurz beschrieben werden. Die ausführliche
Beschreibung ist der Diplomarbeit von Frank Götze zu entnehmen [87]. Der
Master wurde mittels Laserlithographie hergestellt. Dazu wurde ein Siliciumwafer
gereinigt und mit einem Haftvermittler (TI-Prime, Micro Chemicals) beschichtet.
Danach wurde ein Positivlack (AZ®

1514, Micro Chemicals) aufgetragen und vorge-
backen. Anschließend wurde der Lack mittels eines Lithographielasers (Heidelberg
Instruments DWL 66Fs) strukturiert. Danach wurde erneut erhitzt, um eine Ver-
netzung der unbelichteten Bereiche zu erzielen. Der verbleibende belichtete Lack
wurde mit dem Entwickler (AZ®

351B, Micro Chemicals) entfernt. Das Ätzen wurde
bis zu einer Tiefe von 10 µm durch die GeSIM mbH durchgeführt.

2.10.2 Herstellung der PDMS-Stempel

Die Silicium-Master wurden als Positiv-Strukturen hergestellt, das heißt in der
Form der Stempel. Nach der Reinigung der Silicium-Master wurden diese im
Luftplasma behandelt, um eine SiO

2
-Schicht zu erhalten. Danach erfolgte eine

Beschichtung mit Trichloro(1H,1H,2H,2H-perfluorooctyl)silan (Sigma Aldrich) aus
der Gasphase, um das Ablösen des PDMS nach der Abformung zu ermöglichen.
Nach dem Abgießen und Vernetzen des PDMS (SYLGARD®

184 KIT, Dow Corning)
wurden die PDMS-Master entnommen. In analoger Weise wie mit den Silicium-
Mastern wurde mit den PDMS-Mastern verfahren. Die beim letzten Schritt er-
haltenen PDMS-Stempel wurden für das µCP verwendet (Abbildung 2.5). Dieses
Vorgehen erlaubt das Schonen der Silicium-Master und eine Vervielfältigung der
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Herstellung der Stempel

PDMS-Stempel

PDMS-Master

PDMS-Master

Silicium-Master

Mikrokontaktdrucken

HS−(CH
2
)
17
−CH

3
in Ethanol

Au
SAM

PDMS-Stempel

PDMS-Stempel

Au

PDMS-Stempel

Abbildung 2.5: Herstellung der PDMS-Stempel und schematischer Ablauf des µCP. Aus-
gehend von einem Silicium-Master wird zunächst ein PDMS-Master erzeugt. Der PDMS-
Master dient zum Abformen der PDMS-Stempel. Ein Stempel wird mit einer ethanolischen
Lösung des Octadecylmercaptans, HS−(CH

2
)
17
−CH

3
, überschichtet. Nach dem entfer-

nen der überschüssigen Lösung wird das HS−(CH
2
)
17
−CH

3
in Form einer SAM auf ein

Goldsubstrat strukturiert übertragen.

PDMS-Master, um eine größere Anzahl der Stempel parallel abformen und ver-
wenden zu können.

2.10.3 Mikrokontaktdrucken

Für das Mikrokontaktdrucken wurde der PDMS-Stempel 2 min mit 20 mM Octade-
cylmercaptanlösung in reinst Ethanol überschichtet. Danach wurde die überschüssi-
ge Lösung vom Stempel durch kurzes Abblasen im Stickstoffstrom entfernt. Direkt
im Anschluss wurde der Stempel für 15 s mit der Goldoberfläche des SPR-Chips in
Kontakt gebracht (Abbildung 2.5). Nach dem vorsichtigen Ablösen des Stempels
wurden die verbleibenden hydrophilen Streifenbereiche auf dem SPR-Chip mit
thiolmodifizierten DNA-Sonden funktionalisiert.
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2.10.4 Beschichtung hydrophiler Oberfläche mit Sonden-DNA

Thiolmodifizierte Sonden-DNA mit der Sequenz des Anti-TAG17 (50 µM, 100 mM
MgCl

2
, 5 % Glycerin) wurde mittels des Mikropipettiersystems Nano Plotter 2.1

(GeSiM mbH) linienförmig, für die drei optischen Bereiche (Abbildung 2.2) immo-
bilisiert. Dazu wurden 50 pl-Tropfen abgesetzt. Das Blocken gegen unspezifische
Adsorption erfolgt durch 30 min mit 10 mM ethanolischer Mercaptoundecanollö-
sung und anschließend 60 min mit 10 mM wässriger Mercaptohexanollösung.

Um die Funktionsfähigkeit der DNA-Sonden zu prüfen, wurde eine Hybridi-
sierung mit 5 ng/µl des 300 bp langen TAG17-PCR-Produktes in 120 mM MgCl

2

durchgeführt. Zusätzlich wurde das PCR-Produkt auf dem Mikroarray nach der
Hybridisierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff YOYO®-1-iodid markiert und unter
dem Fluoreszenzmikroskop untersucht.

2.11 Phosphorothioat-DNA-Sonden

In diesem Experiment werden Phosphorothioat-DNA und thiolmodifizierte DNA
immobilisiert. Die Immobilisierungslösungen enthalten 50 µM Sonden-DNA, 5 %
Glycerin und 100 mM MgCl

2
. Das Mikroarray wird, wie in Abschnitt 2.8.1 be-

schrieben, mit Hilfe des Mikropipettiersystems aufgebaut. Die Sequenzen und
Modifikationen der verwendeten Sonden sind in Tabelle 2.6 gezeigt. Die Immo-
bilisierung der Phosphorothioat-DNA wurden in Mitarbeit von Kathia Lorena

Jiménez-Monroy durchgeführt und in Form einer Master-Arbeit beschrieben [110].
Die Sonden werden entweder direkt auf die Goldoberfläche der SPR-Chips aufge-
tragen oder auf eine zuvor funktionalisierte Oberfläche. Diese Funktionalisierung
der Sensoroberfläche erfolgt durch die Beschichtung der Goldoberfläche mit 1 mM
11-Mercapto-1-undecanol für 2 h. Anschließend wird mit reinst Ethanol gespült und
im N

2
-Strom getrocknet. Danach wird der so gebildete SAM mit 10 % 3-(Iodpro-

pyl)trimethoxysilan in Ethanol (95 % mit 5 % H
2
O) für 2 h überschichtet. Nach dem

Spülen mit reinst Ethanol und Wasser wird der SPR-Chip im N
2
-Strom getrocknet

und für die Immobilisierung der DNA-Sonden verwendet. Das Blocken der Ober-
flächen nach der Immobilisierung der Sonden wird mit 1 mM Mercaptohexanol für
30 min durchgeführt. Auf den SPR-Chips mit Sonden, welche direkt an das Gold
gebunden sind, erfolgt die Hybridisierung bei 25 °C, 120 mM MgCl

2
und 5 ng/µl

TAG17-PCR-Produkt mit der Länge von 300 bp. Auf SPR-Chips mit Sonden, die
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Tabelle 2.6: Sequenzen und Modifikationen der Phosphorothioat-DNA-Sonden im Vergleich
zu den thiolmodifizierten DNA-Sonden.

Name Sequenz (5’→3’) 3’-Modifikationen

Anti-TAG17 ATAGGCTCTCCAGAATAAGGTCTCG

hp GATCGATCGATC

Anti-TAG17-SH Anti-TAG17 -(CH
2
)
3
−SH

Anti-TAG17-T8-SH Anti-TAG17 -TTTTTTTT-(CH
2
)
3
−SH

Anti-TAG17-A8-SH Anti-TAG17 -AAAAAAAA-(CH
2
)
3
−SH

Anti-TAG17-T8-PT Anti-TAG17 -TTT*T*T*T*T*T
Anti-TAG17-A8-PT Anti-TAG17 -AAA*A*A*A*A*A
Anti-TAG17-HP-PT Anti-TAG17 -hp*G*T*A*A*hp

Kontrolle 4 TAGGTGGTACGTCTATTCCTGGTCC -TTTTTTTT-(CH
2
)
3
−SH

* - Phosphorothioatgruppe

über das Iodsilan immobilisiert sind, erfolgt die Hybridisierung bei 25 °C, 60 mM
MgCl

2
und 2,5 ng/µl TAG17-PCR-Produkt mit der Länge von 300 bp.





Kapitel 3

Ergebnisse und Diskussion

Eine ausreichende Sondendichte ist entscheidend für hohe Signale auf DNA-Chips
[95]. Um eine spezifische Hybridisierung zu erzielen, muss die freie Goldoberfläche
auf den SPR-Chips geblockt werden. Andernfalls führen Wechselwirkungen der
Nucleobasen mit der Goldoberfläche zur unspezifischen Adsorption der DNA
auf der Sensoroberfläche und eine sequenzspezifische Aussage ist nicht mehr
möglich [51, 53, 54]. Um die spezifische Hybridisierung der Ziel-DNA (z.B. PCR-
Produkte) mit den Sonden zu ermöglichen, wird die freie Goldoberfläche durch
die Beschichtung mit Mercaptoalkoholen (z.B. Mercaptohexanol) geblockt. Das
Mercaptohexanol (MCH) bildet eine selbstorganisierende Monoschicht (SAM) [111].
Außerdem verdrängt es die unspezifisch adsorbierte DNA von der Goldoberfläche
und verbessert die Zugänglichkeit der Ziel-DNA zur Sonde [59]. Die Sondendichte
kann durch den Zusatz des MgCl

2
zur Immobilisierungslösung kontrolliert werden.

Dabei wird die elektrostatische Abstoßung des Phosphatrückgrats reduziert [72,
112]. Aus dem gleichen Grund wird MgCl

2
zur Hybridisierungslösung gegeben.

Bei der Hybridisierung zwischen einem TAG und seinem Anti-TAG wird dadurch
die Stabilität der entstehenden DNA-Doppelhelix erhöht. Dies ermöglicht eine
dichtere Packung der PCR-Produkte auf den Spots der Sonden-DNA.

3.1 XPS-Untersuchungen zur Sondendichte

Die Abhängigkeit der Sondendichte von der Magnesiumchloridkonzentration in
der Immobilisierungslösung wurde mittels XPS untersucht. Dazu wurde 1 µM
eines thiolmodifizierten ODN bei 0, 2, 20 und 120 mM MgCl

2
auf goldbedampf-

ten Silicium-Wafern immobilisiert. Danach wurde 1 mM Mercaptohexanol für die
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Abbildung 3.1: Steigerung der Sondendichte durch Zugabe des MgCl
2
, dargestellt als

Abnahme des Intensitätsverhältnisses der Photoelektronenemission des Schwefels (S 2p) zu
der des Stickstoffs (N 1s). Der umrandete Bereich zeigt die Intensitätsbeiträge in den S 2p-
und N 1s-Spektren, welche mittels der Methode der kleinsten Quadrate ermittelt sind [72].

Ausbildung eines gemischten SAMs verwendet. Es wurde das Verhältnis von
Mercaptohexanol zur DNA auf dem Goldsubstrat als Funktion der MgCl

2
-Kon-

zentration untersucht. Die mit Mercaptohexanol bedeckte Fläche und damit auch
das Mercaptohexanol/DNA-Verhältnis verkleinert sich mit steigender DNA-Bele-
gungsdichte. XPS wurde für die chemische Analyse verwendet. Dazu erfolgte die
Bestimmung des Intensitätsverhältnisses λ zwischen den Schwefelsignalen (S 2p)
und den Stickstoffsignalen (N 1s) der Photoemission. Photonen der Energie von
510 eV dienten der Anregung dieser Emission. Das Stickstoffsignal stammt aus-
schließlich von den Nucleobasen der DNA, wobei das Schwefelsignal sowohl vom
Mercaptohexanol als auch von der Thiolmodifikation der ODN-Moleküle stammt.
Unter der Annahme, dass die Anzahl immobilisierter Mercaptohexanolmoleküle
immer deutlich höher ist als die der ODN-Moleküle und bei Berücksichtigung,
dass pro Schwefelatom 119 Stickstoffatome im ODN vorhanden sind kann λ zur
direkten Bestimmung des molekularen Mercaptohexanol/ODN-Verhältnisses ge-
nutzt werden. Die in Abbildung 3.1 dargestellten Ergebnisse zeigen die Erhöhung
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der DNA-Belegungsdichte mit steigender MgCl
2
-Konzentration von 0 bis 20 mM

MgCl
2
. Durch die Steigerung der MgCl

2
-Konzentration von 20 mM auf 120 mM

ändert sich λ kaum. DNA ist ein negativ geladener Polyelektrolyt. Die Assoziation
der Kationen verringert die elektrostatische Abstoßung zwischen den Phosphat-
gruppen der ODN. In Abhängigkeit von der Konzentration und Art der Kationen
finden Konformationsänderungen der DNA-Stränge statt [113–116]. Ein Grund
dafür ist die Maskierung der negativen Ladung am Phosphatrückgrat der DNA.
Damit verbunden ist die Verkleinerung des Gyrationsradius, Rg, der Knäuelkonfi-
guration einzelsträngiger DNA. Dies ermöglicht eine höhere ODN-Dichte auf der
Oberfläche, welche proportional zu R−2

g ist [65, 117]. Es ist bekannt, dass Na+- und
K+-Konzentrationen im molaren Bereich zur Steigerung der Belegungsdichte sowie
der Immobilisierungs- und Hybridisierungsrate führen [59, 95]. Bei vergleichbaren
Konzentrationen sind die Ca2+- und Mg2+-Effekte sogar deutlich größer. Untersu-
chungen mit Mg2+-Konzentrationen von 5 mM [118, 119], 20 mM [120, 121] und
100 mM [71] konnten zeigen, dass bereits millimolare Konzentrationen die Dichte
der DNA-SAM beträchtlich erhöhen. Petrovykh et al. verglichen CaCl

2
, MgCl

2
,

KH
2
PO

4
, K

2
HPO

4
, KCl und NaCl als Zusätze bei der Immobilisierung des ODN

5’-HS-(dT)
25

-3’ mittels XPS und Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie. Unter
allen getesteten Ionen zeigte der Mg2+-Zusatz mit einer Konzentration von 100 mM
den größten Effekt auf die ODN-Belegungsdichte [71]. In der vorliegenden Arbeit
werden systematische Daten für die Abhängigkeit der Sondendichte von der Mg2+-
Konzentration präsentiert [72]. Auf dieser Grundlage werden die Immobilisierungs-
parameter für den Aufbau der DNA-Mikroarrays gewählt.

3.2 Linearität und Empfindlichkeit des SPR-Sensors

Um die Linearität und Empfindlichkeit des SPR-Sensors zu testen, wurde die
Abhängigkeit der SPR-Signale von der Konzentration wässriger MgCl

2
-Lösungen

bei einer Temperatur von 25 °C untersucht (Abbildung 3.2). Es zeigt sich eine sehr
gute Linearität des SPR-Signals (Bestimmtheitsmaß R2 = 0,9986) und es wurde
kein signifikanter Unterschied zwischen den drei unterschiedlichen Messkanälen
beobachtet. Die Stabilität des Systems wurde dadurch bestätigt, dass bei der
Messung mit reinem Wasser vor und nach der Konzentrationsreihe die Signale
reproduzierbar waren. Diese Signale variierten um etwa 1 Pixel. Es wurde damit
ein linearer Zusammenhang zwischen der Analytkonzentration und dem SPR-
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Abbildung 3.2: Abhängigkeit der SPR-Signale von der MgCl
2
-Konzentration. Mittelwerte

und Standardabweichungen der SPR-Signale über 1280 Pixel pro Messkanal. Der erste Wert
für reines Wasser wurde zur Referenzierung von allen anderen subtrahiert. Der Wert einer
Kontrollmessung am Ende der Konzentrationsreihe bezieht sich auf reines Wasser. Das
Bestimmtheitsmaß R2 und die lineare Regression sind für die Messwerte aller Messkanäle
zusammen angegeben.
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Signal gezeigt, was eine Voraussetzung für die Auswertung weiterer Experimente
darstellt.

3.3 Vorversuche: DNA-Mikroarrays auf SPR-Chips

3.3.1 Blocken und unspezifische Adsorption

Die Notwendigkeit des Blockens der freien Goldoberfläche auf dem SPR-Sensor
konnte durch Experimente gezeigt werden, bei denen die Beschichtung mit Mercap-
tohexanol mittels SPR verfolgt wurde. Nach dem Auftragen der Sondenlösungen
wurde dazu ein DNA-Mikroarray direkt mit einer ethanolischen Lösung des 11-
Mercapto-1-undecanols (MCU) bei einer Konzentration von 10 mM für 1 h behan-
delt. Dabei wurde die freie Goldoberfläche durch einen SAM aus MCU geblockt.
Auf den Sondenorten mit den Rückständen wurde die Sonden-DNA ausgefällt,
weil sie nicht in Ethanol löslich ist. Dadurch konnte MCU die unspezifisch ad-
sorbierte DNA nicht ersetzen und die entsprechende Goldoberfläche wurde nicht
geblockt. Der Chip wurde danach mit entionisiertem Wasser gespült und für die
SPR-Messung, bei einer Temperatur von 40 °C, in das Spektrometer eingebaut. Als
Referenz dienten Flächen, die nur mit MCU behandelt wurden. Danach wurde mit
0,1 M Na2EDTA, 0,1 M NaOH und 10 mM MCH gespült. Während der gesamten
Messung verschieben sich die SPR-Minima der Referenz um etwa ± 5 Pixel. Aus
Abbildung 3.3 kann entnommen werden, dass die Signale auf den Spots, die mit
Sonden-DNA funktionalisiert sind, sinken. Es kann somit geschlussfolgert wer-
den, dass eine Desorption der unspezifisch adsorbierten DNA-Sonden stattfindet.
Zunächst werden Magnesiumionen, die an der Sonden-DNA sein können, durch
EDTA komplexiert. Dadurch werden mögliche doppelsträngige und elektrosta-
tisch adsorbierte DNA-Strukturen [122] destabilisiert, weil die elektrostatische
Abstoßung der DNA-Einzelstränge nicht mehr durch Mg2+ kompensiert wird.
Als Konsequenz sinkt das SPR-Signal um etwa 5 Pixel. Ein ähnlicher Effekt kann
beobachtet werden, wenn anschließend mit NaOH gespült wird. Der hohe pH-Wert
führt dazu, dass Wasserstoffbrücken zwischen den Nucleinbasen aufgelöst werden
und weitere unspezifisch adsorbierte DNA entfernt wird. Folglich sinkt das Signal
um weitere 7 Pixel. Eine deutlich größere Desorption wird beim Spülen mit MCH
beobachtet. Das SPR-Minimum verschiebt sich um etwa 24 Pixel zu niedrigeren
Werten, da das im Wasser gelöste MCH eine Schwefel-Gold-Bindung ausbildet,
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und Standardabweichungen der SPR-Signals dreier Messkanäle. Der erste Wert für reines
Wasser wurde zur Referenzierung aller anderen Werte subtrahiert.
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Abbildung 3.4: Mikroskopische Aufnahme der Rückstände nach dem Auftragen der Im-
mobilisierungslösungen ohne Gylcerin (links) und mit 5 % Glycerin (rechts). Der Pitch
zwischen den Spots (Ps) beträgt 100 µm. Beim zweiten Pipettierdurchgang wird um 50 µm
entlang der Linien versetzt.

welche stabiler ist als die adsorptive Bindung der Nucleobasen auf Gold. Die
Sonden-DNA wird aufgerichtet, die unspezifische Adsorption wird verhindert
und die spezifische Hybridisierung mit komplementärer Ziel-DNA ermöglicht. Bei
Wiederholung der Spülvorgänge kommt es zur weiteren Desorption, welche ein
Sinken des SPR-Signals um etwa 6 Pixel zur Folge hat. Danach stabilisiert sich
das SPR-Signal. Das Blocken ist daher essentiell für die Anwendung der DNA-
Mikroarrays auf Gold.

3.3.2 Glycerin als Additiv zur Immobilisierungslösung

Verschiedene Glycerinkonzentrationen werden getestet, um die Immobilisierung
mittels eines Mikropipettiersystems zu optimieren. Glycerin verbessert als ein vis-
koser Zusatz die Stabilität der Linienform der Sondenorte und fixiert die Tropfen
auf der Goldoberfläche. Der Zusatz von 5 % Glycerin in der Immobilisierungslö-
sung hat einen deutlichen Effekt sowohl auf die Morphologie als auch auf die
Homogenität der linienförmigen Sondenorte (Abbildung 3.4). Mit der optimierten
Glycerinkonzentration haben die Tropfen einen Kontaktdurchmesser von etwa
70 µm. Dies ermöglicht einen Pitch von 100 µm.

3.3.3 Einfluss der TAG/Anti-TAG-Sequenzen auf SPR-Signale

Des Weiteren wurde untersucht, welcher Zusammenhang zwischen der Signal-
stäke und den TAG/Anti-TAG-Sequenzen bei der Detektion der Hybridisierung
besteht. Auf den Spots mit den Anti-TAGs 4, 5, 12 und 15 sind die SPR-Signale



62 3 Ergebnisse und Diskussion

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 K1 K2

SP
R

-S
ig

na
l[

Pi
xe

l]

Sonde mit Anti-TAG-Nr.

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 K1 K2

SP
R

-S
ig

na
l[

Pi
xe

l]

Sonde mit Anti-TAG-Nr.

Maximale Signale mit Haarnadelstukturen

Abbildung 3.5: Einfluss der TAG/Anti-TAG-Sequenzen auf die Signalstärke. SPR-Signale
nach 10 min Hybridisierung mit PCR-Produkten einer Konzentration von 5 ng/µl auf
einem Mikroarray. Mittelwerte und Standardabweichungen auf je 9 Spots eines Chips.
Unter der gestrichelten Linie liegen auffällig niedrige Signale. Referenziert gegen Spots mit
nichtkomplementärer Kontrollsonde (Kontrolle 3). Die Signale auf den Sondenorten mit
Kontrolle 1 (K1) und Kontrolle 2 (K2) sind gezeigt.

deutlich niedriger (< 29 Pixel) im Vergleich zu den anderen Sonden des Arrays
(Abbildung 3.5). Analysiert man die Sequenzen der Anti-TAGs, so stellt man fest,
dass bei den Anti-TAGs 4, 5, 12 und 15 Haarnadelstrukturen möglich sind, wel-
che mit der Hybridisierung der PCR-Produkte konkurrieren (Tabelle 2.2). Dieses
Experiment zeigt, dass weitere Untersuchungen zur Sequenzabhängigkeit der Hy-
bridisierungseffizienz bzw. der SPR-Signale notwendig sind. Trotzdem kann man
im Fluoreszenzbild deutlich die Form der Sondenorte erkennen, auf denen die
PCR-Produkte spezifisch gebunden haben. Auf den Sondenorten mit den nichtkom-
plementären Kontrollsequenzen ist entsprechend kaum ein Fluoreszenzsignal zu
erkennen (Abbildung 3.6). Die SPR-Signale wurden gegen Sondenorte referenziert,
auf denen keine spezifische Hybridisierung stattfinden kann. Signalschwankungen,
die aus Druck- und Temperaturänderungen resultieren, werden dadurch minimiert.
Es finden spezifische Hybridisierungen auf den erwarteten Sondenorten statt. Die
Spots sind deutlich voneinander getrennt aufgebracht. Es können keine Kreuzhy-
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Abbildung 3.6: Zusammenstellung der Fluoreszenzbilder auf einem DNA-Mikroarray nach
der Hybridisierung und Einfärbung mit YOYO®-1-iodid. Nur die Spots mit den spezifisch
gebundenen PCR-Produkten fluoreszieren hell. Die Kontroll-Spots mit nichtkomplemen-
tären Sonden bleiben dunkel. Die Reihenfolge der Spots ist von links nach rechts eine
dreifache Wiederholung der Sonden: Kontrolle 1, Anti-TAG1 bis 17, Kontrolle 2 und 3.
Nur ein Drittel gezeigt. Die Bildhöhe entspricht etwa 770 µm und der Pitch zwischen den
linienförmigen Sondenorten etwa 140 µm.

bridisierungen mit Signalstärken größer als 5 Pixel beobachtet werden. Die hier
gefundenen Parameter der Immobilisierung bilden die Basis für die nachfolgenden
Experimente der vorliegenden Arbeit.

3.4 Optimierung der Immobilisierungslösung

Weiterführend wurden Experimente zur Hybridisierung auf Mikroarrays durchge-
führt, auf welchen unterschiedliche Konzentrationen des MgCl

2
und Sonden-DNA

verwendet wurden. Außerdem wurden Glycerin und DMSO als Additive getestet,
um homogene, streifenförmige Sondenorte zu erzielen [16, 112]. Einen entschei-
denden Einfluss auf die SPR-Signalhöhe und die Hybridisierungskinetik hat die
Oberflächenkonzentration der Sonden-DNA, wodurch auch die Nachweisgrenze
bei der Detektion komplementärer Ziel-DNA bestimmt wird [95]. In Abbildung 3.7
ist die Optimierung der Zusammensetzung der Sondenlösung bezüglich der MgCl

2
-

Konzentration und des Pitch innerhalb der Spot-Linien, Pl, dargestellt (siehe Kapi-
tel 2.6.2). Darin bestätigt sich der gleiche Trend, der auch in den XPS-Experimenten
beobachtet wurde (Kapitel 3.1). Durch MgCl

2
in der Immobilisierungslösung lässt

sich die Sondendichte steigern, was zu einer höheren Dichte des an der Oberfläche
hybridisierten PCR-Produkts führt. In Übereinstimmung mit den XPS-Experimen-
ten (siehe Abbildung 3.1) ist diese Steigerung bis zu 20 mM MgCl

2
deutlich, so dass
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Abbildung 3.7: Abhängigkeit der Hybridisierungssignale von der MgCl
2
-Konzentration in

der Immobilisierungslösung und vom Pitch innerhalb der Spot-Linien, Pl .

eine weitere Erhöhung der Salzkonzentration keine signifikante Steigerung der
SPR-Signale zur Folge hat. Damit zeigt sich die Schlüsselrolle der Sondendichte für
hohe SPR-Signale bei der Detektion der Hybridisierungen auf SPR-Chips. Dieser
Zusammenhang wird ebenfalls deutlich aus Abbildung 3.8 zur Abhängigkeit der
SPR-Signale von der Sondenkonzentration in der Immobilisierungslösung und
beim Vergleich des Pl. Höhere SPR-Signale sind auf Sondenorten zu registrieren,
auf denen die Immobilisierung mit höherer Sondenkonzentraion durchgeführt
wurde. Eine Sättigung konnte in diesen Experimenten nicht beobachtet werden.
Daher ist hier anzunehmen, dass die Sondendichte auf der Sensoroberfläche der
limitierende Faktor ist. Weiterhin wird deutlich, dass auf Sondenorten mit halbem
Pl etwa doppelt so hohe Signale erreicht werden. Dieses Ergebnis ist zu erwarten,
weil bei halbem Pl die doppelte Menge an Sonden-DNA pro Messkanal gebunden
werden kann und damit ein doppelt so großes Signal bei der Hybridisierung re-
sultiert. Das gleiche ist der Abbildung 3.9 zur Untersuchung der Glycerin- bzw.
der DMSO-Zusätze in der Immobilisierungslösung zu entnehmen. Hier kann zu-
sätzlich gezeigt werden, dass durch Glycerin bzw. DMSO das schnelle Eintrocknen
verhindert wird und durch die höhere Viskosität sowie bessere Benetzung im Ver-
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Abbildung 3.8: Abhängigkeit der Hybridisierungssignale von der Sondenkonzentration in
der Immobilisierungslösung und vom Pitch innerhalb der Spot-Linien, Pl .

gleich zu rein wässrigen Lösungen eine homogenere Funktionalisierung möglich
ist. Der Aufbau der Mikroarrays wird dadurch erleichtert, dass die Haftung der
Tropfen verbessert wird und eine Kontamination mit benachbarten Sonden durch
das Zusammenlaufen verhindert wird. Dies ist in Abbildung 3.10 dargestellt. Auf
dem Sondeonort, auf dem die Immobilisierungslösung kein Glycerin enthält, sind
die Tropfen paarweise ineinander geflossen.

3.5 Einfluss der PCR-Produktkonzentration auf SPR-

Signale

Es werden Hybridisierungen mit aufsteigender PCR-Produktkonzentration und
300 bp langen PCR-Produkten durchgeführt. Die SPR-Signale steigen mit steigen-
der PCR-Produktkonzentration (Abbildung 3.11). Eine lineare Regression wurde
mit den Signalen für die PCR-Produktkonzentrationen bis 2,5 ng/µl durchgeführt.
Die Regressionsgerade wurde durch den Koordinatenursprung gelegt. Die Be-
stimmtheitsmaße (R2) sind in beiden Fällen 0,99. Diese Daten deuten auf einen
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Abbildung 3.9: Abhängigkeit der Hybridisierungssignale von den Additiven in der Immobi-
lisierungslösung und vom Pitch innerhalb der Spot-Linien, Pl . Referenziert gegen eine
geblockte Goldoberfläche. Das Signal auf dem Sondenort mit Anti-TAG13 als Kontrolle ist
gezeigt.

Abbildung 3.10: Fluoreszenzbild zur Untersuchung des Glycerins als Zusatz auf zwei Spots
funktionalisiert mit 10 µM einer thiolmodifizierten Sonde ohne Zusätze (links) und mit 5 %
Glycerin sowie 20 mM MgCl

2
(rechts). Der Pitch innerhalb der Linien, Pl , beträgt auf beiden

Sondenorten 50 µm. Auf dem linken Sondenort sind die Tropfen paarweise ineinander
geflossen.
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Abbildung 3.11: SPR-Signale nach Hybridisierungen mit steigenden Konzentration der
300 bp langen PCR-Produkte. Die schwarzen Linien repräsentieren lineare Regressionen
mit dem Schnittpunkt im Koordinatenursprung und den PCR-Produktkonzentrationen bis
2,5 ng/µl. Standardabweichungen und Mittelwerte aus 30 Spots.
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Abbildung 3.12: Örtliche Auflösung der SPR-Signale auf vier ausgewählten Sondenorten ei-
nes DNA-Mikroarrays. Die Peaks entstehen nach der Hybridisierung mit unterschiedlichen
Konzentrationen der 300 bp langen PCR-Produkte.

linearen Zusammenhang zwischen der PCR-Produktkonzentration und den SPR-
Signalen hin, wenn die Konzentration unter 2,5 ng/µl liegt. Sondenorte mit dem
Anti-TAG4 zeigen Signale, die um das Drei- bis Fünffache niedriger sind als auf
den Sondenorten des Anti-TAG17. Auf den Spots der Kontrollsonde ist keine
Kreuzhybridisierung feststellbar. Die örtliche Auflösung der Spots auf der Sen-
soroberfläche ist durch die Peaks erkennbar, die durch die Hybridisierung auf
den komplementären Sondenorten entstehen. In Abbildung 3.12 ist die örtliche
Verteilung der Hybridisierungssignale über vier Spots des Mikroarrays gezeigt.
Eine Überlappung der Peaks tritt nicht auf. Die Untersuchung einer 10 min langen
Hybridisierung, bei unterschiedlichen PCR-Produktkonzentrationen, ergibt eine
Nachweisgrenze von 0,5 ng/µl (2,6 nM) des PCR-Produkts. Die Annahme eines
linearen Zusammenhangs zwischen der PCR-Produktkonzentration und den SPR-
Signalen ist für Konzentrationen bis 2,5 ng/µl wird durch R2 = 0,99 unterstützt.
Dies kann unter folgenden Voraussetzungen:

• Die Hybridisierung hat ein Gleichgewicht erreicht.

• Die Hybridisierungsisothermen können durch eine einfache Langmuir-Ad-
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sorptionsisotherme beschrieben werden.

• Die unspezifische Adsorption kann vernachlässigt werden.

• Die Konzentration des PCR-Produkts in der Lösung ist nicht zu hoch vergli-
chen mit der Konzentration, bei der die Hälfte der Sonden hybridisiert ist
[97, 123].

Nur in einigen der Experimente mit 300 bp langen PCR-Produkten wurde das
Gleichgewicht nicht voll erreicht. Die restlichen drei Bedingungen sind immer
erfüllt. Daher kann angenommen werden, dass das SPR-Signal in erster Näherung
proportional zur hybridisierten Menge im Gleichgewicht an der Sensoroberfläche
ist. Nach einer geeigneten Kalibrierung kann eine quantitative Auswertung der
Hybridisierung zur Bestimmung der PCR-Produktkonzentration vorgenommen
werden. Diese Methode hat gegenüber einer Messung der UV-Absorption oder
einer Elektrophorese den Vorteil, dass Mischungen verschiedener PCR-Produkte
mit ähnlichen oder gleichen Längen nebeneinander quantifiziert werden können.

3.6 Einfluss der PCR-Produktlänge auf SPR-Signale

Der Einfluss der PCR-Produktlänge wurde durch die Hybridisierung mit 60, 100

oder 300 bp langen PCR-Produkten untersucht (Abbildung 3.13). In Abbildung 3.14

sind die SPR-Signale relativ zum Maximum der erreichten Signale nach 10 min
Hybridisierung auf den jeweiligen Spots dargestellt. Längere PCR-Produkte zeigen
eine geringere Hybridisierungsrate als kürzere. Jedoch sind die absoluten Signale
mit längeren PCR-Produkten höher als mit kürzeren PCR-Produkten. Dies tritt auf
den Anti-TAG4-Sondenorten nach 5 min und auf den Anti-TAG17-Sondenorten
nach 2 min ein. Die Verschiebung der SPR-Minima auf den Spots mit Anti-TAG4

sind drei- bis vierfach geringer als auf Spots mit Anti-TAG17. Es konnte wieder
keine Kreuzhybridisierung auf Spots mit der nichtkomplementären Kontrollsonde
detektiert werden (0,1 ± 0,1 Pixel). Die PCR-Produkte mit 300, 100 oder 60 bp bei
5 ng/µl entsprechen den Stoffmengenkonzentrationen von 26, 72 bzw. 112 nM.
Eine schnellere Hybridisierung der kürzeren PCR-Produkte zu Beginn ist auf ihre
höhere molare Konzentration zurückzuführen (Abbildung 3.14). Außerdem ist
der höhere Diffusionskoeffizient kleinerer Moleküle die mögliche Ursache für die
schnellere Gleichgewichtseinstellung bei der Hybridisierung. Trotzdem führen
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Abbildung 3.13: SPR-Signale nach der Hybridisierung mit 60, 100 oder 300 bp langen
PCR-Produkten. Mittelwerte und Standardabweichungen auf 30 Spots. Keine Kreuzhybridi-
sierung auf Spots mit der nichtkomplementären Kontrollsonde: 0,1 ± 0,1 Pixel. Mittelwert
und Standardabweichung aus 90 Einzelwerten.
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Abbildung 3.14: Kinetik der relativen SPR-Signale bei der Hybridisierung mit 60, 100

oder 300 bp langen PCR-Produkten auf Spots mit Anti-TAG4 (A) und Anti-TAG17 (B).
Anti-TAG4 ermöglicht die Bildung der Haarnadelstrukturen. Die SPR-Signale nach 10 min
Hybridisierung wurden auf 1 gesetzt.
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längere PCR-Produkte zur dichteren Packung der DNA auf der Oberfläche, was
eine höhere Änderung des Brechungsindex bzw. der SPR-Signale zur Folge hat
(Abbildung 3.13). Folglich kann eine niedrigere Nachweisgrenze erreicht werden,
wenn längere PCR-Produkte verwendet werden.

3.7 Einfluss der Haarnadelstrukturen auf SPR-Signale

Die geringeren Hybridisierungsgeschwindigkeiten und niedrigere SPR-Signale
auf Spots mit der Anti-TAG4-Sonde im Vergleich zur Anti-TAG17-Sonde (Abbil-
dung 3.14) stimmen mit Berichten überein, die sich mit sogenannten Molecular
Beacons(16) beschäftigen [124–126]. Die Bildung der Haarnadelstrukturen in DNA-
Sonden durch die intramolekulare Faltung komplementärer Bereiche der DNA-
Einzelstränge steht im Gleichgewicht zum Entfalten und zur Hybridisierung mit
der komplementären Ziel-DNA. Trotz höherer Selektivität der Haarnadelstrukturen
gegenüber ihren komplementären Sequenzen, sind Sekundärstrukturen bei Sonden
nicht erwünscht, wenn schnelle Hybridisierungen auf DNA-Mikroarrays detektiert
werden sollen. Daher gibt es theoretische Arbeiten zum Entwurf der Sonden mit
ähnlichen Schmelztemperaturen bzw. mit ähnlichem GC-Gehalt, mit möglichst
wenigen Kreuzhybridisierungen und Sekundärstrukturen [127, 128]. Nur wenn
diese Kriterien beim Entwurf der DNA-Sequenzen berücksichtigt werden, kann
ein Mikroarray mit zufriedenstellender Qualität und guter Vergleichbarkeit aller
Spots hergestellt werden.

3.8 Spezifität des TAG/Anti-TAG-Systems

Die SPR-Signale jeder der 135 Spots wurden in Echtzeit aufgezeichnet und ana-
lysiert. In Abbildung 3.15 sind die Endwerte der Hybridisierung nach 6 min bei
einer Flussrate von 20,6 mm/s (7,4 µl/s) gezeigt. Die Spots, welche nur mit Mer-
captohexanol beschichtet sind, werden als Referenz verwendet. Folglich können
die unspezifische Adsorption und die Kreuzhybridisierung unterschieden werden,
wenn das Blocken entsprechend durchgeführt wurde und die PCR-Produkte nur
mit den Sonden wechselwirken und nicht mit der geblockten Oberfläche. Bereits
6 min nach Beginn der Hybridisierung können deutliche SPR-Signale ausgewertet

(16) engl. für „molekulare Leuchtfeuer“, spezielle DNA-Haarnadelstrukturen als Fluoreszenzsonden
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Abbildung 3.15: Test auf Kreuzhybridisierungen. SPR-Signale auf dem Mikroarray eines
TAG/Anti-TAG-Systems nach der Hybridisierung mit PCR-Produkten. Nach jeder der
sechs Hybridisierungen (6 min mit 1 ng/µl PCR-Produkt) wird dehybridisiert. Kontrolle 3

(K3) ist nicht komplementär zu allen TAGs. Kontrolle 4 (K4) zeigt eine Kreuzhybridisierung
mit TAG22. Die Mittelwerte der Signale auf den Spots, die nur mit Mercaptohexanol
beschichtet sind, dienen als Referenz und werden von allen anderen Signalen subtrahiert.
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Tabelle 3.1: TAG/Anti-TAG-System mit Kreuzhybridisierungen. Identische Sequenzen der
Länge von 7 Basen. Die komplementären Teile sind unterstrichen. Eine Kreuzhybridisierung
wurde zwischen TAG22 und Kontrolle 4 beobachtet, jedoch nicht zwischen TAG21 und
Anti-TAG20 (Kleinbuchstaben).

Name Sequenz

5’→3’

TAG17 CGAGACCTTATTCTGGAGAGCCTAT

TAG18 GAGCGTCCGTGTTGTGTAGTGATAA

TAG19 AACAGAAGACACCGAGCATAGATAC

TAG20 GCGTAGAGTTTATTTAGGTGGACAA

TAG21 ATCTCATCTGTagcgtagGTGTAGC

TAG22 AACGGAAAGCAGTAATCGGTCTAAC

5’→3’-TTTTTTT-(CH2)3-SH

Anti-TAG17 ATAGGCTCTCCAGAATAAGGTCTCGT

Anti-TAG18 TTATCACTACACAACACGGACGCTCT

Anti-TAG19 GTATCTATGCTCGGTGTCTTCTGTTT

Anti-TAG20 TTGTCCACCTAAATAAACTctacgct

Anti-TAG21 GCTACACctacgctACAGATGAGATT

Anti-TAG22 GTTAGACCGATTACTGCTTTCCGTTT

Kontrolle 3 CTATCTAGCATGCCTATCAGCGTTGT

Kontrolle 4 TCACACCGATTCTCATAGTAACGCCT

werden. Der Fokus in diesen Untersuchungen liegt auf der Spezifität des TAG/Anti-
TAG-Systems. Es treten keine unerwarteten Kreuzhybridisierungen auf. Nur die
Kontrolle 4 zeigt eine Kreuzhybridisierung mit dem TAG22-PCR-Produkt. Dies
lässt sich auf ihre 7 Basen langen, komplementären Sequenzen zurückführen (Tabel-
le 3.1). Es fällt jedoch auf, dass keine Kreuzhybridisierung zwischen TAG21-PCR-
Produkt und Anti-TAG20-Sonde beobachtet wird, obwohl bei den entsprechenden
Sequenzen auch 7 Basen lange komplementäre Bereiche auftreten. Der Unterschied
liegt hier in der Position der komplementären Sequenz. Bei Anti-TAG21 liegt diese
Sequenz näher an der Sensoroberfläche, als es bei Kontrolle 4 der Fall ist. Die
Hybridisierung an der Oberfläche ist in diesem Fall wahrscheinlich so stark sterisch
gehindert, dass keine Bindung des TAG21-PCR-Produktes mit der Anti-TAG20-
Sonde detektiert werden kann [93, 98, 100, 101, 129]. Eine Kreuzhybridisierung
zwischen TAG20-PCR-Produkt und Anti-TAG21 wird ebenfalls nicht beobachten,
weil in diesem Fall der analoge Sequenzbereich nur aus 6 Basen besteht. Die unter-
schiedlichen Signalhöhen auf den verschiedenen Spots sind möglicherweise auf
Unsicherheiten bei der Bestimmung der PCR-Produktkonzentration zurückzufüh-
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ren, da nur kleine Mengen der PCR-Produkte zur Verfügung standen und die
Endkonzentration mit 1 ng/µl relativ gering war.

3.9 Hybridisierungskinetik und Massentransport

Es wird angestrebt, möglichst hohe Signale mit einer minimalen Probenmenge
zu erreichen. Dazu muss die Mikrofluidik den Diffusionsweg bzw. die Trans-
portlimitation des Analyten zu den immobilisierten Sonden minimieren. Eine
analytische Behandlung dieser Phänomene auf SPR-Biosensoren wird in einer
Arbeit durch Christensen beschrieben. In Bezug auf SPR-Biosensoren wird die-
ser Effekt am Beispiel der Protein-Ligand-Wechselwirkungen in mikrofluidischen
Kanälen theoretisch beschrieben [130]. Die Höhe der Diffusionsschicht, in wel-
cher der Transport des Analyten nur durch Diffusion stattfindet, hängt von der
Flussrate über der Sensoroberfläche ab. Eine niedrige Flussrate bewirkt eine Trans-
portlimitation, die durch eine hohe Diffusionsschicht bedingt wird. Daher ist das
Pumpen der Hybridisierungslösung essentiell, um den diffusionslimitierten Trans-
port der Ziel-DNA zur Oberfläche zu überwinden und eine schnelle Detektion zu
ermöglichen [102, 107, 108]. Dieser Zusammenhang für die Hybridisierung mit
PCR-Produkten wird in Abbildung 3.16 verdeutlicht. Nach der ersten Injektion des
komplementären PCR-Produktes steigt das SPR-Signal bis zu dem Zeitpunkt, bei
dem der Fluss im Mikrokanal gestoppt wird. Dies hat eine drastische Reduzierung
der Hybridisierungsrate zur Folge. Ausgehend vom sehr geringen Anstieg (7,8 ±
1,1 Pixel/h) des SPR-Signals kann keine Hybridisierung während dieser Zeit detek-
tiert werden. Führt man die Hybridisierung bei geeignetem Fluss über etwa 90 min
durch, steigen die SPR-Signale bis etwa 90 Pixel (Abbildung 3.17). Dies kann durch
eine schnelle Bindung der PCR-Produkte aus der Lösung zu den immobilisierten,
komplementären Sonden erklärt werden. Jedoch reicht die Diffusion innerhalb
des Mikrokanals nicht aus, um die beobachtete Bindungsrate beim Pumpen zu
erreichen. Bestätigt wird diese Schlussfolgerung durch den zweiten Pumpschritt in
Abbildung 3.16. Obwohl die Flussrate im Vergleich zum ersten Pumpschritt erhöht
wird, verkleinert sich der Signalanstieg. Versetzt man den Anfang des zweiten
Pumpschrittes im Diagramm an den Zeitpunkt als der erste Pumpschritt beendet
wurde, ergibt sich eine kontinuierliche Bindungskinetik (versetzte Werte in Ab-
bildung 3.16). Eine weitere Steigerung der Flussrate erhöht unter den gegebenen
Bedingungen die Hybridisierungsrate nicht. Daher kann angenommen werden,



76 3 Ergebnisse und Diskussion

-5

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

-4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

SP
R

-S
ig

na
l[

Pi
xe

l]

Zeit [min]

Injektion

Pumpe gestoppt

Pumpe gestartet

Pumpe gestoppt

Anti-TAG17, versetzt
Anti-TAG17

Kontrolle 2

Abbildung 3.16: Hybridisierungskinetik in Abhängigkeit vom mikrofluidischen Fluss auf
Spots der Sonden Anti-TAG17 und Kontrolle 2. Injektion von 60 µl des PCR-Produkts
(1 ng/µl) mit 20,6 mm/s (7,4 µl/s) innerhalb von 8 s. Die versetzten Datenpunkte sind SPR-
Signale, die ausschließlich beim Pumpen aufgezeichnet wurden.
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Abbildung 3.17: Endwerte der Hybridisierung nach etwa 90 min im Fluss auf Spots der
Sonden Anti-TAG17 und Kontrolle 2 (K2). Injektion von 60 µl des PCR-Prodktes (1 ng/µl)
mit 20,6 mm/s (7,4 µl/s).
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Abbildung 3.18: Hybridisierungskinetik in Abhängigkeit vom mikrofluidischen Fluss auf
Spots der Sonden Anti-TAG17 und Kontrolle 2. Injektion von 60 µl des PCR-Prodktes
(1 ng/µl) mit 20,6 mm/s (7,4 µl/s) innerhalb von 8 s. Gestrichelte Linien sind jeweils lineare
Regressionen der Werte bei gestoppter Pumpe. Die versetzten Datenpunkte sind SPR-
Signale, die ausschließlich beim Pumpen aufgezeichnet wird.

dass sich der Massentransport nicht mehr limitierend auf die Bindungskinetik
auswirkt.
In Abbildung 3.18 sind die SPR-Signale über längere Zeit in Abhängigkeit vom
Fluss dargestellt. In der Zeitspanne von 90 min bis 140 min, bei gestoppter Pum-
pe, sinkt das SPR-Signal um -3,28 ± 0,06 Pixel/h. Das bedeutet, dass ein Teil der
TAGs dehybridisiert. Wird in der Mikrofluidik wieder ein Fluss eingestellt, kann
weiteres PCR-Produkt gebunden werden. Dies kann dadurch erklärt werden, dass
die Stabilität der DNA-Doppelhelices im Fluss höher ist als im ruhenden Medium
[131, 132].

3.10 Strukturierung der Sensoroberflächen durch µCP

Die Sonden-DNA liegt in wässriger Lösung vor. Deshalb können hydrophob/hy-
drophile Streifenbereiche auf der Sensoroberflächen zur gezielten Beeinflussung



3.10 Strukturierung der Sensoroberflächen durch µCP 79

Abbildung 3.19: Mikroskopbild der Rückstände einzelner 50-pl-Tropfen auf hydrophob/hy-
drophil strukturierter Goldoberfläche eines Si-Wafers. Flächig gedrucktes Octadecylmer-
captan im linken Bildteil. Streifenbreite: 7 µm (hydrophob) und 15 µm (hydrophil).

der Morphologie und Mobilität solcher Flüssigkeit eingesetzt werden [83]. Al-
kanthiole, wie das Octadecylmercaptan, können mittels Mikrokontaktdrucken
(µCP(14)) als SAM als Steifen auf Goldoberflächen strukturiert aufgebracht werden.
Es wird eine Breite von 7 µm für diese Streifen gewählt, was knapp unterhalb
der Auflösung der CCD-Kamera im SPR-Spektrometer, von 7,3 µm je Pixel, liegt.
Die verbleibenden Goldflächen zwischen der hydrophoben Streifen sind 15 µm
breit und hydrophil. Auf diesen hydrophilen Steifen werden die DNA-Sonden
immobilisiert [133]. Die wässrige Immobilisierungslösung benetzt bevorzugt die
hydrophilen Steifen. Auf hydrophoben Bereichen ist die Benetzung deutlich schlech-
ter und die Tropfen sind nach dem Absetzen mobiler (Abbildung 3.19). Durch
das Erhöhen des abgesetzten Volumens können die hydrophilen Streifenbereiche
vollständig gefüllt werden. Beim Überschreiten eines kritischen Volumens kommt
es zur Überbrückung hydrophober Bereiche (Abbildung 3.20) [80]. Durch Optimie-
rung der Abstände zwischen den abgesetzten Tropfen und durch Modifizierung
der Benetzungseigenschaften der Immobilisierungslösungen können hochdichte
Streifenarrays erzeugt werden (Abbildung 3.21). Der minimale Pitch wird durch
den maximalen Kontaktdurchmesser (90–110 µm) beim Auftreffen der 50-pl-Trop-
fen bestimmt. Mit der verwendeten Streifenstruktur ist daher ein Pitch von 140 µm
(ohne Strukturierung, Abbildung 3.21, Mitte) und 110 µm (mit Strukturierung,
Abbildung 3.21, rechts) möglich. Durch die Markierung des PCR-Produkts auf dem
Mikroarray mit dem Fluoreszenzfarbstoff YOYO®-1-iodid, können die Verteilung
doppelsträngiger DNA innerhalb eines Sondenortes und die SPR-Signale vergli-
chen werden (Abbildung 3.22). Die Fluoreszenzsignale bestätigen die SPR-Signale,
welche durch Mittelung über die Streifenarrays erhalten werden.
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Abbildung 3.20: Mikroskopische Aufnahme der überbrückter, hydrophober Bereiche (Ober-
fläche wie in Abbildung 3.19).

Abbildung 3.21: Mikroskopische Aufnahme der Rückstände auf hydrophob/hydrophil
strukturierter SPR-Chipoberfläche. 5 % Glycerin in der Immobilisierungslösung. Streifen-
breite: 7 µm (hydrophob) und 15 µm (hydrophil).
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Abbildung 3.22: SPR-Signale (oben) und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (unten)
nach der Hybridisierung auf hydrophob/hydrophil strukturiertem SPR-Chip analog zu
Abbildungen 3.19 und 3.21.
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Abbildung 3.23: SPR-Signale nach 30 min Hybridisierung mit dem TAG17-PCR-Produkt
der Länge von 300 bp auf einem SPR-Chip mit Anti-TAG17-Sonden (Tabelle 2.6), welche
über Thiol- und Phosphorothioatgruppen direkt an die Goldoberfläche gebunden sind.
Referenziert gegen eine geblockte Goldoberfläche. Das Signal auf dem Sondenort mit
Kontrolle 4 (K4) ist gezeigt.

3.11 Phosphorothioat-DNA-Sonden

Phosphorothioat-DNA auf Gold Die Wechselwirkung des Schwefels der PT-
DNA mit Goldnanopartikeln wurde bereits von mehren Arbeitsgruppen unter-
sucht [134–138]. Die entsprechenden Berichte deuten darauf hin, dass die Bin-
dungseffizienz der PT-DNA stark von der Inkubationszeit, Struktur und den
Konzentrationen abhängt. Daneben gibt es Veröffentlichungen, in denen die Immo-
bilisierung der PT-DNA auf planaren Goldsubstraten beschrieben wird [139, 140].
Davon ausgehend wird in der vorliegenden Arbeit die PT-DNA direkt an die
Goldoberfläche gebunden und als Sonde für die Detektion der Hybridisierungen
verwendet. Die Hybridisierung eines 300 bp langen PCR-Produkts mit verschieden
strukturierten Anti-TAG-Sonden (Tabelle 2.6) wurde untersucht. Die dazugehö-
rigen Messwerte sind in Abbildung 3.23 dargestellt. Diese Daten zeigen höhere
Signale für lineare Sonden mit Thiolmodifizierung als für die gleichen Sequenzen
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mit PT-Modifizierung. Außerdem werden auf Spots mit Sonden, welche am 3’-
Ende acht aufeinanderfolgende Adeninbasen enthalten, Anti-TAG17-A8-, höhere
Signale beobachtet als mit analogen Sonden der Struktur, Anti-TAG17-T8-, mit
acht aufeinanderfolgenden Thyminbasen. Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass
Adenin eine stärkere Affinität zu Gold hat als Thymin. Wolf et al. berichten über
eine größere Belegungsdichte durch ODN der Struktur von 5’-(dA)

25
-3’ als durch

5’-(dT)
25

-3’. Jedoch wird eine geringere Sondendichte der thiolmodifizierten ODN
HS−(CH

2
)
6
-5’-(dA)

25
-3’ beobachtet als für HS−(CH

2
)
6
-5’-(dT)

25
-3’. Dies gilt aber

nur für Adsorptionszeiten von mehreren Minuten. Die anfängliche Adsorption des
HS−(CH

2
)
6
-5’-(dA)

25
-3’ ist etwas schneller als die des HS−(CH

2
)
6
-5’-(dT)

25
-3’. Die

Verdrängung der unspezifisch adsorbierten Nucleobasen durch die Thiolgruppen
setzt erst nach einigen Minuten der Immobilisierung in wässriger Lösung ein.
Daher wird über eine höhere Belegungsdichte durch HS−(CH

2
)
6
-5’-(dT)

25
-3’ im

Verglich zu HS−(CH
2
)
6
-5’-(dA)

25
-3’ erst nach längerer Zeit berichtet [53]. Weil in

der vorliegenden Arbeit die Immobilisierung in Form kleiner Tropfen der Sonden-
lösungen erfolgt, verdunsten diese Lösungen in weniger als einer Minute und der
Effekt der höheren Affinität des Adenins zu Gold überwiegt. Diese Beobachtungen
stehen in Übereinstimmung mit den Untersuchungen von Kimura-Suda et al., bei
denen poly(dA) stärker auf Gold adsorbieren als poly(dT), poly(dC) oder poly(dG).
Die Adsorption des Adenins auf Gold ist so stark, dass A-T-Basenpaare einer DNA-
Doppelhelix aufschmelzen und die Thyminbasen durch Adeninbasen von der
Oberfläche verdrängt werden [51]. Molekülbausteine aus poly(dA) können daher
als Platzhalter bei der Immobilisierung von DNA auf Goldoberflächen eingesetzt
werden [56, 58].
Ein weiterer Aspekt, welcher bei der Hybridisierung betrachtet wird, ist die Fä-
higkeit der Sonden zur Ausbildung der Haarnadelstrukturen. Während Haarna-
delstukturen in der Erkennungssequenz der TAGs und Anti-TAGs die Hybridisie-
rungseffizienz senken, kann die thermodynamische Stabilität des TAG/Anti-TAG-
Doppelstrangs erhöht werden, wenn eine Haarnadelstruktur zur Immobilisierung
genutzt wird, welche sich benachbart zur Anti-TAG-Sequenz befindet [141]. Jedoch
kann dieser Effekt in Abbildung 3.23 nicht beobachtet werden. Dies kann damit
erklärt werden, dass innerhalb der kurzen Zeit der Immobilisierung, bis ein 50-pl-
Tropfen verdampft, keine dichte Packung und Ausrichtung der Sonden erfolgen
kann. Stattdessen überwiegt die Physisorption, bei der die Nucleobasen Adsorbie-
ren und noch nicht durch stabilere Schwefel-Gold-Bindungen ersetzt werden. In
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Tabelle 3.2: Theoretischer Gyrationsradius der Sonden und deren Einfluss auf die SPR-
Signale.

Anti-TAG17 N Rg Relative Relatives SPR-
Sonde [Basen] [nm] Sondenlänge [%] Signal [%]

-SH 25 1,9 100 100 ± 7

-T8-SH 33 2,2 76 85 ± 11

-A8-SH 33 2,2 76 105± 7

-T8-PT 33 2,2 100 100 ± 2

-A8-PT 33 2,2 100 109 ± 5

-HP-PT 53 2,8 62 73 ± 4

dieser Phase der Adsorption ist die molekulare Größe der Sonden ausschlagge-
bend für die Belegungsdichte. Die molekulare Größe einer Sonde kann mit ihrem
Gyrationsradius beschrieben werden. Der Gyrationsradius, Rg, einer Sonden der
Länge von N Basen, wurde mit Hilfe der Gleichung:

Rg = (0, 38 nm)
√

N (3.1)

nach Tinland et al. abgeschätzt [117]. Für die maximale Oberflächenkonzentration,
die Sondendichte Γmax, gilt somit die Proportionalität Γmax ∼ R−2

g oder Γmax ∼ N−1.
Mit steigendem Rg verringert sich Γmax. Das SPR-Signal, S, kann als proportio-
nal zur Bedeckung der Sensoroberfläche mit dem hybridisierten PCR-Produkt
betrachtet werden. Daher kann diese Proportionalität auch zwischen Γmax und S
angenommen werden. Somit kann die Beziehung:

N0

Ni
≈ Si

S0
=

Γmax,i

Γmax,0
(3.2)

für die relative Sondenlänge aufgestellt werden. Der Index i der Gleichung (3.2)
bezieht sich auf eine ausgewählte Sonde und der Index 0 auf diejenige Sonde, für
welche Γ = 100 % gesetzt wird und S0 einem relativen Signal von 100 % entspricht.
Unter diesen Voraussetzungen und mit den SPR-Signalen aus Abbildung 3.23 kann
der Einfluss der Sondenlänge auf die Detektion der Hybridisierung abgeschätzt
werden. Dazu werden in Tabelle 3.2 Sonden verglichen, welche untereinander die
gleichen chemischen Bindungen zur Sensoroberfläche aufweisen. Die Tendenz der
SPR-Signale in Abhängigkeit von der Sondenlänge kann durch die Abschätzung auf
Grundlage der Gleichung 3.2 erfolgen. Man erkennt auch den Einfluss der höheren
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Affinität der Nucleobase Adenin im Vergleich zum Thymin. Diese Ergebnisse
zeigen, dass sowohl thiolmodifizierte DNA als auch PT-DNA direkt auf Gold
immobilisiert werden kann und zur Detektion von Hybridisierungen geeignet
ist. Auf Spots mit PT-DNA sind die Hybridisierungssignale deutlich niedriger.
Dies deutet darauf hin, dass die entsprechende Sondendichte geringer ist als die
auf Spots mit thiolmodifizierter DNA. Ein sensitiver Sensor mit Sonden aus PT-
DNA kann hergestellt werden, wenn die Immobilisierung über die PT-Gruppen
verbessert wird. Dies konnte durch die Beschichtung der Goldoberfläche mit
elektrophilen Gruppen erreichte werden. Der Schwefel der PT-Gruppen bindet
durch nucleophile Substitution effektiv an die elektrophile Iodalkyl-Oberfläche.

Phosphorothioat-DNA auf einer Iodalkyl-Oberfläche In Abbildung 3.24 sind
die Echtzeitdaten der Hybridisierung auf einem SPR-Chip dargestellt, der mit
11-Mercapto-1-undecanol und 3-(Iodpropyl)trimethoxysilan funktionalisiert ist.
Auf diesem Chip kann PT-DNA besser anbinden, was an den hohen und spezi-
fischen Signalen bei der Hybridisierung zu erkennen ist. Thiole sind zwar gute
Nucleophile, werden jedoch inaktiv, wenn sie oxidieren und Disulfide bilden. Dies
kann eine mögliche Erklärung dafür sein, dass auf dem Spot der T8-SH-Sonde
deutlich geringere Signale erreicht werden als auf dem Spot der A8-SH-Sonde.
Weil nicht unter Ausschluss des Luftsauerstoffs gearbeitete werden konnte, ist die
Bildung der Disulfide nicht auszuschließen. Daher ist beim Arbeiten mit thiol-
modifizierten Sonden darauf zu achten, dass die Sonden möglichst lyophilisiert
aufbewahrt werden und sofort nach dem Lösen in der Immobilisierungslösung
auf die Sensoroberfläche aufgebracht werden. Dagegen sind die Signale auf Spots
mit Phosphorothioat-DNA sehr ähnlich. Die Stabilität der Phosphorothioatgruppe
gegenüber der Oxidation und Disulfidbildung erlaubt einen reproduzierbaren
Aufbau der DNA-Mikroarrays.

3.12 SPR-Chips zur Mutationsanalyse der akuten my-

eloischen Leukämie

Auf der Grundlage der Experimente zum Aufbau der SPR-Chips und zur Hybridi-
sierung in der Mikrofluidik wird eine Arbeitsanweisung formuliert, die es erlaubt
einen SPR-basierten Nachweis genetischer Mutationen durchzuführen:
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Abbildung 3.24: Kinetik der Hybridisierung des TAG17-PCR-Produktes der Länge von
300 bp auf einem SPR-Chip, welcher mit 11-Mercapto-1-undecanol und 3-(Iodpropyl)tri-
methoxysilan funktionalisiert ist. Die Anti-TAG17-Sonden (Tabelle 2.6) sind über Thiol-
und Phosphorothioatgruppen an das Silan gebunden. Referenziert gegen eine geblockte
Oberfläche. Das Signal auf dem Sondenort mit Kontrolle 4 (K4) ist gezeigt.
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Thiolmodifizierte Sonden werden mit der Konzentration von 50 µM,
5 % Glycerin und 100 mM MgCl

2
in wässriger Lösung verwendet. Die

Immoblisierung der Sonden erfolgt durch das Aufbringen der Immobil-
lisierungslösung in 50-pl-Tropfen mittels eines Mikropipettiersystems.
Danach wird 30 min eine ethanolische Lösung mit 10 mM MCU zum
Blocken verwendet. Dadurch wird die Goldoberfläche zwischen den
Spots mit einer stabilen SAM bedeckt. Da DNA in Ethanol nicht löslich
ist, wird keine Sonden-DNA unter den unterschiedlichen Sondenorten
verteilt und eine Kreuzkontamination findet nicht statt. Anschließend
wird 60 min mit 10 mM wässriger MCH-Lösung geblockt, um auch auf
den Spots freie Bindungsstellen des Goldes zu belegen und die spätere
Hybridisierung mit den Sonden zu ermöglichen (siehe Kapitel 1.11). Die
Hybridisierung erfolgt im mikrofluidischen Kanal mit PCR-Produkten
und 120 mM MgCl

2
in einer wässrigen Lösung bei 40 °C.

Diese Vorgehensweise wird zur Detektion zweier Mutationen der akuten myelo-
ischen Leukämie (AML) verwendet. Dabei handelt es sich um Chromosomenmuta-
tionen. Die eine Mutation ist die Translokation t(8;21)(q22;q22)(17) mit dem Fusions-
gen AML1(18)-ETO(19) [142], die andere Mutation ist die Inversion inv(16)(p13q22)(20)

mit dem Fusionsgen CBFB(21)-MYH11(22) Typ D [143]. Für diese Experimente wur-
den PCR-Produkte durch die Biotype Diagnostic GmbH hergestellt. Dazu wird
RNA(23) aus Patientenproben isoliert und eine cDNA(24) synthetisiert. Im Anschluss
wird eine Muliplex-PCR durchgeführt. Die vier eingesetzten Primer sind spezifisch
für die Bruchstellen der entsprechenden Chromosomen. Zwei dieser Primer tragen
je eine TAG-Sequenz. Dazu komplementäre Sonden sind auf dem SPR-Chip immo-
bilisiert. Zusätzlich werden Kontrollsonden verwendet, um einerseits die Spezifität
der Hybridisierung zu testen und andererseits die Funktionsfähigkeit des Chips zu
prüfen. Hierfür wird zu jeder Hybridisierung ein Modell-PCR-Produkt gegeben,
welches spezifisch mit einer der Kontrollsonden hybridisiert und hohe SPR-Signale

(17) Das Chromosom 8 fusioniert mit dem Chromosom 21 nach Brüchen an den Stellen q22.
(18) engl. acute myleoid leukemia 1
(19) engl. eight twenty one
(20) Nach einem Doppelstrangburch des Chromosoms 16, an den Stellen p13 und q22, wird dieses

Fragment, um 180° gedreht, wieder eingebaut.
(21) engl. core binding factor β
(22) engl. myosin heavy chain 11
(23) Ribonucleinsäure, engl. ribonucleic acid
(24) engl. copy-DNA, enzymatisch mit der reversen Transkriptase an einem RNA-Templat sythetisiert
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liefert.
Mit diesem Verfahren detektierte die Biotype Diagnostic GmbH spezifische SPR-
Signale von 50 bis 60 Pixel, wobei die Kreuzhybridisierung kleiner als 10 Pixel war.
Die oben erwähnten Chromosomenmutationen wurden aus einem Multiplex-PCR-
Ansatz erfolgreich mittels eines DNA-Mikroarrays auf einem SPR-Chip analysiert.



Kapitel 4

Zusammenfassung und Ausblick

Die Immobilisierung thiolmodifizierter DNA konnte auf Grundlage der XPS-Ex-
perimente verbessert werden. Eine genügend hohe Sondendichte kann durch den
MgCl

2
-Zusatz von 20 bis 120 mM erreicht werden. Durch das Blocken der freien

Flächen mit Mercaptoalkoholen kann die unspezifische Adsorption verhindert
werden. Um das Auftragen der Sondenlösungen mit Hilfe eines Mikropipettier-
systems zu ermöglichen, wird Glycerin mit einer Konzentration von 5 % zugesetzt.
Dadurch können bis zu 180 linienförmige Sondenorte auf der Goldoberfläche eines
SPR-Chips aufgebaut werden.
Die Hybridisierung auf den DNA-Mikroarrays konnte mittels SPR detektiert wer-
den. Die Nachweisgrenze für 300 bp lange PCR-Produkte liegt bei etwa 0,5 ng/µl
(2,6 nM). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass es einen linearen Bereich für eine
mögliche Quantifizierung der PCR-Produkte gibt. Dieser Bereich ist für Konzen-
trationen unter 2,5 ng/µl zu erwarten. Daher sollte eine separate Quantifizierung
der PCR-Produkte ähnlicher oder gleicher Länge in einer Hybridisierungslösung
möglich sein. Die Untersuchung unterschiedlicher Längen der PCR-Produkte zeigt,
dass längere PCR-Produkte günstig für hohe SPR-Signale mit einer akzeptablen
Kinetik sind. Haarnadelstrukturen senken die Nachweisgrenze und sollten auf
DNA-Mikroarrays vermieden werden, wenn eine Quantifizierung auf Sondenorten
mit unterschiedlichen Sequenzen notwendig ist. Bei einer geeigneten Wahl der
TAG- und Anti-TAG-Sequenzen treten kaum Kreuzhybridisierungen auf und die
Detektion kann innerhalb der ersten 10 min erfolgen.
Die Geschwindigkeit der Hybridisierung an der Sensoroberfläche ist durch die
Diffusion der Ziel-DNA zur Sonden-DNA limitiert. Ein mikrofluidischer Fluss
ist für eine schnelle Detektion entscheidend. Außerdem wirkt die Strömung im
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Mikrokanal stabilisierend auf die DNA-Doppelhelix und fördert die Anbindung
der Ziel-DNA an die komplementären Sonden.
Neben thiolmodifizierter DNA wurde DNA mit Phosphorothioatgruppen auf der
Goldoberfläche der SPR-Chips immobilisiert. Bei direkter Anbindung an das Gold
ist die Größe der Sonden bestimmend für die Sondendichte und die resultierenden
Hybridisierungssignale. Thiole binden stärker an die Goldoberfläche als Phospho-
rothioate. Zusätzlich kann eine höhere Affinität des Adenin zu Gold im Vergleich
zum Thymin beobachtet werden. Die Erhöhung der Oberflächenkonzentration
der PT-DNA-Sonden kann über eine geeignete Beschichtung der Goldoberfläche
erreicht werden. Dazu wird eine SAM aus 11-Mercapto-1-undecanol mit 3-(Iodpro-
pyl)trimethoxysilan aufgebaut. Die Iodalkylgruppen können dann zur nucleophilen
Substitution mit den Phosphorothioatgruppen dienen. Bei dieser Oberflächenche-
mie ist die Sondendichte nicht vorrangig von der Molekülgröße abhängig.
Durch µCP des Octadecylmercaptans kann die Goldoberfläche des SPR-Sensors
in hydrophile und hydrophobe Streifenbereiche (Streifenbreiten 15 µm bzw. 7 µm)
unterteilt werden. Dadurch wird die Morphologie der Flüssigkeitstropfen in diesen
Bereichen kontrolliert und die Integrationsdichte des DNA-Mikroarrays erhöht. Es
können 15 µm breite Sondenorte mit dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten
SPR-Spektrometer ausgewertet werden.
Zukünftige Untersuchungen auf den SPR-Chips können auf die Stabilität und
Geschwindigkeit der DNA-Hybridisierungen in Abhängigkeit von Temperatur
und Flussrate beinhalten. Die Quantifizierung von PCR-Produkten auf SPR-Chips
kann weiter entwickelt werden, wenn die Effekte der TAG/Anti-TAG-Sequenzen
berücksichtigt werden. Weiterhin kann die Morphologie der Flüssigkeitstropfen
auf hydrophil/hydrophob strukturierten Oberflächen optimiert werden, um ein si-
cheres Befüllen der Sondenorte eines Mikroarrays zu ermöglichen. Die verwendete
Plattformtechnologie kann in der medizinischen Diagnostik angewendet werden.
Die Detektion der Hybridisierung basierend auf einem TAG/Anti-TAG-System ist
zum Nachweis der in einer Muliplex-PCR synthetisierten Produkte geeignet und
wurde erfolgreich anhand der Mutationsanalyse der Fusionsgene AML1-ETO und
CBFB-MYH11 bei der akuten myeloischen Leukämie bestätigt.



Teil II

Nucleobasen-Sequenzentwurf





Kapitel 5

Ein erschöpfender Algorithmus

DNA hat die bemerkenswerte Fähigkeit zur spezifischen molekularen Erkennung,
welche durch die Sequenz der Nucleinbasen Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G)
und Cytosin (C) bestimmt wird. Diese Sequenzerkennung basiert hauptsächlich
auf der Watson-Crick-Basenpaarung der komplementären Basen A-T und G-C
[88]. Jedoch ist die eindeutige Hybridisierung verschiedener DNA-Stränge in einer
Mischung zahlreicher Sequenzen in der Lösung oder an Oberflächen entscheidend
für die meisten Anwendungen in der Genetik, der DNA-Nanobiotechnologie und
für das DNA-Computing [128, 144, 145]. Daher müssen Kreuzhybridisierungen
minimiert werden, indem die Einzigartigkeit aller möglichen Subsequenzen des
verwendeten Satzes kontrolliert wird. Zusätzlich muss auf Sekundärstrukturen
geachtet werden, die durch Faltung bei Intrastrang-Wechselwirkungen auftreten.
Haarnadelstrukturen reduzieren die Hybridisierungseffizienz und die Bindungsra-
ten auf DNA-Mikroarrays (siehe Kapitel 3.3.3) [146].
Der erschöpfende Nucleinbasen-Sequenzentwurf-Algorithmus EGNAS(25) ist in der
Programmiersprache C++ formuliert und wird als ausführbare Datei zur Verfügung
gestellt [147]. Damit können Sequenzen mit kontrollierten Intra- und Interstrang-
Eigenschaften generiert werden. Die EGNAS-Software wird mit bisher erhältli-
chen rechnergestützten Werkzeugen verglichen. Dazu werden Daten ausgewählter
Publikationen mittels EGNAS neu analysiert, um die Tauglichkeit des neuen Algo-
rithmus zu belegen.
Die in diesem Teil der vorliegenden Arbeit beschriebene Entwicklung eines Nucleo-
basen-Sequenzentwurf-Algorithmus und dessen Umsetzung in Form der Software
EGNAS ist in der Zeitschrift BMC Bioinformatics publiziert [147]. Die Formulierung

(25) engl. exhaustive generation of nucleic acid sequences
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des Algorithmus in der Programmiersprache C++ wurde durch Martin Bönsch

(Professur für Physikalische Chemie, Mess- und Sensortechnik, Technische Univer-
sität Dresden) durchgeführt. Eine Anleitung zur Verwendung der EGNAS-Software
befindet sich in Anhang A.

5.1 Bisherige Software und Algorithmen

In der Literatur werden zahlreiche Strategien des DNA-Sequenzentwurfs beschrie-
ben [148–167]. In der vorliegenden Arbeit sollen nicht alle Algorithmen untersucht
werden. Dennoch werden die Ergebnisse mit zuvor publizierten Daten verglichen.
Brenneman und Codon gaben einen kurzen thematischen Überblick zum Ent-
wurf der DNA-Stränge [168]. Nach bestem Wissen gibt es bisher keine erhältliche
Software, welche die Möglichkeit bietet, Nucleobasen-Sequenzen mit geeigneter
Berücksichtigung der Intra- und Interstrang-Wechselwirkungen zu generieren.
Außerdem ist eine maximale Größe des Sequenzsatzes generierter Sequenzen er-
wünscht, wenn Mikroarrays aufgebaut werden sollen oder wenn DNA-Stränge
zum Adressieren einer hohen Anzahl unterschiedlicher Zielmoleküle gebraucht
werden.
Es können Sequenzsätze definierter Eigenschaften mit Seifferts et al. Software
Seed [164, 165] wie auch mit Feldkamps et al. DNASequenceGenerator und CA-
NADA [154, 159, 161, 167] generiert werden. Diese Programme sind frei erhältlich,
arbeiten effizient, liefern befriedigende Satzgrößen und erfüllen zuvor bestimm-
te Interstrang-Eigenschaften innerhalb eines Sequenzsatzes. Mit den erwähnten
Programmen ist es aufwendig, große Sequenzmengen zu erreichen und dabei
gleichzeitig die Intrastrang-Eigenschaften zu kontrollieren. So können selbstkom-
plementäre Subsequenzen, Haarnadelstrukturen und Wiederholungen innerhalb
ein und desselben Strangs nur vermeiden, wenn nach einer Sequenzgenerierung ge-
eignete Sequenzen für einen weiteren Programmdurchlauf ausgewählt werden. Das
heißt, dass ein iteratives Vorgehen notwendig ist und maximal mögliche Satzgrößen
nicht garantiert werden können. Das liegt daran, dass bei diesen Algorithmen die
Intrastrang-Eigenschaften nicht unabhängig von den Interstrang-Eigenschaften
definiert werden können.
Sowohl Seiffert als auch Feldkamp nutzen das durch Seeman [148, 149] einge-
führte Criton-Konzept. Critons sind alle überlappenden Teile eines Sequenzstrangs
mit einer bestimmten Länge Lc, deren Komplemente als Anti-Critons bezeichnet
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werden. Unter Berücksichtigung der Criton-Regeln werden Stränge generiert, die
aus einzigartigen Basissequenzen bestehen. Es gibt 4

Lc Critons und Anti-Critons.
Diese Tatsache limitiert die pro Sequenzsatz maximal mögliche Anzahl an Se-
quenzen, Ns, der Länge Ls. Jede Sequenz besteht aus (Ls − Lc + 1) überlappenden
Segmenten. Um den Criton-Regeln zu genügen, wird jede Basissequenz höchstens
einmal pro Satz verwendet und das entsprechende Komplement ist nicht erlaubt.
Für ungerade Lc ist die eine Hälfte aller möglichen Sequenzen komplementär zur
anderen Hälfte und Ns kann mit

Ns =
4Lc

2(Ls − Lc + 1)
(5.1)

bestimmt werden. Für gerade Lc ist die Satzgröße durch

Ns =
4Lc − 4

Lc
2

2(Ls − Lc + 1)
(5.2)

gegeben, weil es 4

Lc
2 selbstkomplementäre Basissequenzen gibt, die verboten sind.

Weitere Limitierungen resultieren aus Einschränkungen im Hinblick auf den Gua-
nin-Cytosin-Gehalt (GC-Gehalt) und die durch den Benutzer verbotenen Sequen-
zen.

5.2 Kriterien und Optionen des EGNAS-Algorithmus

Der Sequenzentwurf-Algorithmus EGNAS bietet dem Benutzer verschiedene Op-
tionen, damit die erzeugten Sequenzen bestimmte Kriterien erfüllen:

1. Sequenzlänge Ls.

2. Länge der Basissequenzen (Criton-Länge Lc).

3. Genauer GC-Gehalt oder sein Bereich.

4. Kein terminales Adenin oder Thymin im Strang. / Geforderte GC-Enden.

5. Verbotene Sequenzen. / Einbezogene Sequenzen.

6. Länge der verbotenen selbstkomplementären Subsequenzen Lsc.

7. Verbotene Stammlänge der Haarnadelstrukturen Lhp.
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8. Länge der Subsequenzen, die innerhalb ein und derselben Sequenz nicht
wiederholt werden dürfen (Gleiten, Lsl).

9. Verbotene Länge der Subsequenzen, die komplementär zu Nachbarsequenzen
sind Lni.

Die EGNAS-Software bietet die Option, die molare freie Enthalpie für die Bildung
eines DNA-Doppelstrangs zu berechnen. Diese Berechnung basiert auf dem „Mo-
dell nächster Nachbarn“(26) [91] mit Parametern nach SantaLucia et al. [92]. Marky

et al. untersuchten den Helix-Knäuel-Übergang und beschrieben das „Ausfransen“
eines DNA-Strangs an terminalen T-A-Basenpaaren [169]. Im „Modell nächster
Nachbarn“ haben SantaLucia et al. einen Strafwert von 0,4 kcal/mol für Stränge
mit einem 5’-T-Ende zugewiesen [92]. Mit EGNAS ist es möglich, Sequenzen zu
generieren, die kein terminales Adenin oder Thymin enthalten. So kann das Risiko
des „Ausfransens“ in den entworfenen DNA-Strängen reduziert werden, indem
nur Guanin oder Cytosin an den Strangenden erlaubt sind. In solchen Fällen soll
diese Option als „geforderte GC-Enden“ bezeichnet werden.
Guaninreiche DNA-Motive können parallele, viersträngige Komplexe bilden [170].
Weiterhin ist bekannt, dass Telomere, die Enden eukaryotischer Chromosomen,
guaninreiche Überhänge besitzen sowie intra- und intermolekulare Strukturen
bilden [171]. Daher werden die Subsequenzen GGG oder folglich CCC oftmals
beim Entwurf der DNA-Stränge verboten, um die Bildung der Guanin-Tetraden(27)

zwischen sich formenden Haarnadelstrukturen zu umgehen.
Homopolymere Sequenzabschnitte mit Wiederholungen des Adenins oder Thy-
mins sind unerwünscht für bestimmte Anwendungen, die den Einsatz der DNA-
Polymerasen benötigen. Diese Prozesse sind abhängig von der Genauigkeit der
DNA-Polymerasen, die wiederum durch die Sequenz der zu replizierenden DNA-
Stränge beeinflusst wird. Die Wiederholung ein und derselben Base in der Sequenz
kann zu ihrer fehlerhaften Replikation führen, weil dort ein Templat-Primer-Gleiten
möglich ist [172]. Deswegen werden beim Sequenzentwurf vorzugsweise Motive
verboten, die vier und mehr aufeinanderfolgende Adenin- oder Thyminbasen ent-
halten. Verbotene Sequenzen bzw. Motive verbotener Subsequenzen sollen einzeln
in einer Menge aufgelistet werden, die im Folgenden in geschweiften Klammern
angegeben wird. Wenn beispielsweise die Subsequenzen GGG und CCC verboten
sind, wird {GGG; CCC} die Menge der verbotenen Elemente sein.
(26) engl. nearest-neighbor model
(27) auch G-Quadruplex, G-Tetraplex oder G-Quartett genannt
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5.3 Intrastrang-Eigenschaften

Im Vergleich zur Software, die in Abschnitt 5.1 beschrieben ist, bietet EGNAS
neue Optionen bezüglich der Intrastrang-Eigenschaften. Diese sind entscheidende
Voraussetzungen, um Sekundärstrukturen zu vermeiden, die auf selbstkomplemen-
täre Sequenzen und die Bildung der Haarnadelstrukturen zurückzuführen sind,
was in Kapitel 3.3.3 experimentell gezeigt ist. Im Gegensatz zum Criton-Konzept
[148, 149], wie es von Seiffert [164, 165] und Feldkamp [154, 159, 161] angewen-
det wird, behandelt der neue Algorithmus Intrastrang-Eigenschaften getrennt. Es
ist damit möglich, eine Sequenz zu generieren, in der sich Critons wiederholen
und Anti-Critons vorkommen. Dennoch wird es zwischen zwei oder mehreren
Sequenzsträngen desselben Satzes keine Wiederholungen der Critons der Länge
von Lc Basen geben. Darüber hinaus werden dazugehörige, komplementäre Anti-
Critons nicht vorkommen.

5.3.1 Haarnadelstrukturen und Selbstkomplementarität

Haarnadelstrukturen werden auch als Haarnadelschleifen bezeichnet. Sie bestehen
aus zwei komplementären Arm-Sequenzen und der Schleife. Die Arm-Sequen-
zen sind in der Lage, den doppelsträngigen Stamm zu bilden, während sie mit
der einzelsträngigen Schleifen-Struktur verbunden sind. Selbstkomplementarität
wird als Sonderfall einer Haarnadelstruktur behandelt, bei dem die Schleifenlänge
null beträgt. Deshalb besitzt eine selbstkomplementäre Sequenz immer eine ge-
rade Anzahl an Basen. Sind Haarnadelstrukturen mit einem Lhp langen Stamm
verboten, kommen folgerichtig keine 2 Lhp Basen langen selbstkomplementären
Subsequenzen vor.

5.3.2 Gleiten

Der Begriff „Gleiten“ wird hier für eine Intrastrang-Eigenschaft verwendet. Er
bedeutet, dass eine Subsequenz mehrmals an verschiedenen Stellen auf ein und
demselben Strang auftritt. Wenn ein komplementärer Strang daran hybridisiert,
stehen verschiedene Bindungsstellen neben der komplementären Gesamtsequenz
zur Verfügung. Ein Gleiten zwischen den hybridisierenden Strängen würde statt-
finden. Zum Beispiel erlaubt das Sequenzpaar in Abbildung 5.1 ein Gleiten, das
durch die Wiederholung einer 7 Basen langen Subsequenz verursacht wird.
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5’-ACGACGACGA-3’ 5’-ACGACGACGA-3’ 5’-ACGACGACGA-3’
||||||| |||||||||| |||||||

3’-TGCTGCTGCT-5’ 3’-TGCTGCTGCT-5’ 3’-TGCTGCTGCT-5’

Abbildung 5.1: Gleiten eines komplementären Sequenzpaares verursacht durch die Wieder-
holung einer 7 Basen langen Subsequenz.

5.3.3 Kontrolle der Intra- und Interstrang-Eigenschaften

EGNAS erlaubt die separate Kontrolle der Intra- und Interstrang-Eigenschaften.
Zur Demonstration dieser Möglichkeit soll ein kleiner Satz 10 Basen langer Sequen-
zen generiert werden. Alle unterschiedlichen Stränge sollen aus 3 Basen langen
einzigartigen Subsequenzen bestehen und es darf keine Kreuzhybridisierung zwi-
schen 3 Basen langen Abschnitten auftreten. Demzufolge werden die Interstrang-
Eigenschaften mit Lc = 3 kontrolliert. Intrastrang-Eigenschaften werden durch
die verbotene Länge des Gleitens und die Stammlänge der Haarnadelstruktu-
ren definiert. Aus diesem Grund wird die Länge des Gleitens für 4 Basen lange
Subsequenzen (Lsl = 4) ausgeschlossen. Haarnadelstrukturen werden mit einer
Stammlänge größer als 3 Basenpaare nicht erlaubt (Lhp = 4). Es sind somit keine
selbstkomplementären Sequenzen vorhanden, die länger als 6 Basen sind. Die
Ergebnisse dieser Sequenzgenerierung werden in Tabelle 5.1 gezeigt. Man kann
3 Basen lange Sequenzen finden, die sich innerhalb ein und desselben Strangs
wiederholen, weil das Gleiten für 4 Basen lange Subsequenzen verboten ist (Lsl = 4).
In Übereinstimmung mit Lhp = 4 gibt es Haarnadelstrukturen mit der maximalen
Stammlänge von 3 Basenpaaren und selbstkomplementäre Sequenzen, die maximal
6 Basen lang sind.
Mit Lc = 3 und der Gleichung (5.1) beträgt die maximale Satzgröße genau vier
Sequenzen, wenn Lc als globale Criton-Regel gilt. Weil aber die Intrastrang-Eigen-
schaften getrennt behandelt werden, können fünf Sequenzen generiert werden.
Demzufolge kann die Satzgröße durch das Ändern der Intrastrang-Eigenschaften
erhöht werden, ohne Kreuzhybridisierungen zu riskieren (Abschnitt 6.9).

5.3.4 Wechselwirkungen mit Nachbarsequenzen

Wenn Primer mit TAGs gepaart werden, können neue Kriterien für die TAG-Se-
quenzen auftreten. Dann kann die Rückfaltung der Primer ein Problem sein. So
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Tabelle 5.1: Satz 10 Basen langer Sequenzen mit Lc = 3, Lhp = 4, Lsc = 8, Lsl = 4. Die Schleifen
der Haarnadelstrukturen werden durch Kleinbuchstaben symbolisiert. Die Punkte stehen
für Basen ohne Bedeutung für die jeweils betrachtete Eigenschaft.

Sequenz Haarnadel- Selbst- Gleiten
struktur komplementarität

GGCGGCCTTG GGCgGCC... ...GGCC... GGCGGC....

GAGATTATTT ...ATTATT.

ACGACGTCCA ACGaCGT... ..GACGTC.. ACGACG....

AGTAGTGTAC .GTAgtgTAC ......GTAC .GTA..GTA.

AGTAGT....

TTCATGCTGA .TCAtgcTGA ..CATG....

verursachen Haarnadelstrukturen Einzelbasenverlängerungen (SBE(28)-Reaktionen,
siehe Abbildung 7.1), obwohl kein Templat vorhanden ist. In der Literatur werden
verschiedene Herangehensweisen zur Primer-TAG-Paarung beschrieben. Diese
Methoden arbeiten mit Sätzen zuvor gefundener TAG-Sequenzen. Hirschhorn

et al. schlagen dazu die Berechnung einer empirischen Zahl für die Rückfaltung
vor [128]. Wenn diese Zahl größer als ein bestimmter Grenzwert ist, wird versucht
den SBE-Primer mit einem anderen TAG zu paaren. Kaderali et al. verwendeten
einen Alignment-Algorithmus, welcher die Berechnung der Änderung der freien
Enthalpie als Kriterium für die Primer-TAG-Paarung verwendet [158].
EGNAS begrenzt die Wechselwirkung mit benachbarten Strängen bereits während
der Sequenzgenerierung. Daher werden alle möglichen Lni langen komplementären
Subsequenzen eines Nachbarstrangs für die Generierung der entsprechenden TAG-
Sequenz verboten. Dies gilt speziell für den Entwurf der Stränge, in denen ein
molekularer Abstandshalter, ein Spacer(29), zwischen der Nachbarsequenz und
dem TAG vorgesehen ist. Solch ein Spacer könnte zum Beispiel Hexaethylengly-
kol sein [146]. Überlappende Subsequenzen, die durch direkte Anknüpfung einer
Nachbarsequenz zum 3’- oder 5’-Ende eines TAGs entstehen, werden nicht berück-
sichtigt. Jedoch wird in Abschnitt 7 gezeigt, dass die Möglichkeiten zur Bildung
der Haarnadelstrukturen deutlich reduziert werden, obwohl TAGs direkt ohne
Spacer an Nachbarsequenzen angehängt werden.

(28) engl. single-base extension
(29) engl. spacer, chemische Modifikation als Abstandshalter oder Verlängerung in Molekülen
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5.4 Ablauf des erschöpfenden Algorithmus

Im folgenden Abschnitt wird beschrieben, wie die EGNAS-Software einen Satz
mit geeigneten Sequenzen erstellt. Ein vereinfachter Programmablaufplan dieser
Software, die auf dem EGNAS-Algorithmus beruht, ist in Abbildung 5.2 dargestellt.
Anfangs werden alle Lc Basen lange Subsequenzen in den einbezogenen Sequenzen
und Nachbarsequenzen ausgelesen und zusammen mit ihren Komplementen als
verbotene Sequenzen gespeichert. Die einbezogenen Sequenzen und Nachbarse-
quenzen werden zuvor vom Benutzer definiert. Das bedeutet, dass Lc Basen lange
Kreuzhybridisierungen zwischen diesen und den generierten Sequenzen nicht
auftreten dürfen. Anschließend werden alle möglichen Basissequenzen mit der
Länge von Lc Basen erzeugt, die den benutzerdefinierten Kriterien aus Abschnitt 5.2
genügen. Es wird schrittweise eine Zeichenkette von links nach rechts gebildet,
indem erlaubte Basissequenzen zufällig kombiniert werden. Nach jedem Schritt
wird die wachsende Sequenz gegen die Kriterien geprüft.
Nachdem alle noch vorhandenen Basissequenzen als Suffixe getestet wurden,
können Kombinationen vorkommen, die das Anhängen weiterer Basissequenzen
verhindern, weil die entstehende Zeichenkette mindestens einem notwendigen Kri-
terium nicht genügt. In einem solchen Fall wird diese Kombination als verbotene
Sequenz gespeichert. Ein Versuch, eine Sequenz erneut aufzubauen, würde also
die Basissequenzen auslassen, die zu verbotenen Sequenzen oder Subsequenzen
führen.
Eine Sequenz wird dann gespeichert, wenn sie die definierte Länge hat und alle
anderen Kriterien erfüllt. Jede Lc Basen lange Subsequenz und ihr Komplement
innerhalb dieses generierten Strangs werden verboten und aus der Liste der Basisse-
quenzen entfernt. Danach startet die nächste Sequenzgenerierung durch die analoge
Kombination der noch verbleibenden Basissequenzen. Wenn alle Basissequenzen
verboten sind oder es keine verwendbaren mehr gibt, wird die Sequenzgenerierung
beendet.
Weiterhin kann der Benutzer einen vollständigen Satz erzwingen. Damit existieren
keine zusätzlichen Sequenzen mit den gleichen benutzerdefinierten Einschränkun-
gen. Die Generierung eines vollständigen Sequenzsatzes erhöht die Rechenzeit. Die
Einschränkung der Satzgröße kann zur deutlichen Reduzierung der Rechenzeit
führen (Abschnitt 6.10, Tabelle 6.10).
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Kapitel 6

Softwarevergleich und Leistungstests

6.1 Programmierung und Computersystem

Der Sequenzentwurf-Algorithmus EGNAS ist in der Programmiersprache C++
umgesetzt. Es ist aktuell ein Kommandozeilenprogramm, das für die Betriebs-
systeme Linux, Mac OS X und Microsoft Windows kompiliert ist. EGNAS ist für
nicht kommerzielle Nutzung unter http://www.chm.tu-dresden.de/pc6/EGNAS

oder http://www.biomedcentral.com/1471-2105/13/138 frei erhältlich. Für den
Vergleich der Rechenzeiten wurde beim Erzeugen der Sequenzen ein und dasselbe
Computersystem mit Intel® Core™ i5 CPU 3,20 GHz und 4 GB RAM verwendet.
Als Betriebssystem wurde das 32-Bit Ubuntu 10.04 (Linux) genutzt. Intra- und
Interstrang-Eigenschaften werden durch die Analyseoption der Software Seed
[164, 165] überprüft.

6.2 Criton-Regeln und Intrastrang-Eigenschaften

Um die EGNAS-Software mit anderen Programmen zu vergleichen, ist es notwen-
dig, zwischen zwei verschiedenen Einstellungen der Optionen für die Sequenzgene-
rierung zu unterscheiden. Die in Abschnitt 5.3 festgelegten Criton-Regeln können
für den gesamten Satz generierter Sequenzen angewendet werden. Das gilt für
Seed [164, 165], CANADA [167] und DNASequenceGenerator [154, 159]. In diesen
Fällen soll sich auf „globale Criton-Regeln“ bezogen werden.
Für die Intrastrang-Eigenschaften (Lsc, Lsl und Lhp, Abschnitt 5.3) bedeutet das,
dass sie wie die Interstrang-Kriterien behandelt werden. Im Einzelnen werden Lsc

http://www.chm.tu-dresden.de/pc6/EGNAS
http://www.biomedcentral.com/1471-2105/13/138
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Basen lange selbstkomplementäre Subsequenzen verboten, wenn die Criton-Länge
Lc beträgt. Haarnadelstrukturen mit einer Stammlänge von Lhp und das Gleiten
Lsl Basen langer Subsequenzen werden ebenfalls ausgeschlossen. Dabei gelten die
folgenden Beziehungen:

1. Lc = Lsl = Lhp.

2. Für gerade Lc: Lsc = Lc.

3. Für ungerade Lc: Lsc = Lc + 1.

Mit EGNAS können Intrastrang-Eigenschaften unabhängig von den Criton-Regeln
bestimmt werden. Die Criton-Regeln kontrollieren dabei nur die Kreuzhybridisie-
rungen der unterschiedlichen Sequenzen untereinander, ohne Selbstkomplementa-
rität, Haarnadelstrukturen oder Gleiten zu berücksichtigen.

6.3 Einfluss des GC-Gehaltes und der GC-Enden auf

die Satzgröße

Der Einfluss des GC-Gehaltes und der GC-Enden wird untersucht, indem Sequenz-
sätze mit den globalen Criton-Regeln Lc = 4 (Abschnitt 6.2) generiert werden. Diese
Sätze werden für jeden möglichen GC-Gehalt der 10 Basen langen Sequenzen
erstellt.
Wie in Abbildung 6.1 gezeigt wird, kann die Einschränkung des GC-Gehaltes zu
reduzierten Satzgrößen führen. Während 50 % GC-Gehalt nicht notwendigerweise
die Sequenzmenge verkleinert, schränken extreme Werte des GC-Gehaltes die Satz-
größe deutlich ein. Bei einem GC-Gehalt von 30 % und 70 % beträgt die Satzgröße
etwa die Hälfte der Satzgrößen, die ohne Einschränkungen oder mit 50 % GC-
Gehalt erzielt wird.
Tabelle 6.1 zeigt, wie die Einschränkung des GC-Gehaltes und der GC-Enden die
Satzgrößen beeinflussen. Die Satzgröße wird deutlich gesenkt, wenn GC-Enden
gefordert werden und der GC-Gehalt auf exakt 50 % eingestellt wird. Jedoch ist
keine Verringerung der Satzgröße ersichtlich, wenn nur eine der beiden Einschrän-
kungen gilt.
Sätze mit der jeweils höchsten Anzahl an Sequenzen sind in Tabelle 6.2 dargestellt.
Nach Gleichung (5.2) ergibt sich 17 als maximale Satzgröße. Wenn keine Einschrän-
kungen gewählt sind oder nur der GC-Gehalt auf 50 % gesetzt wird, kann eine
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Abbildung 6.1: Satzgrößen bei eingeschränktem GC-Gehalt. Es werden Sätze 10 Basen
langer Sequenzen mit Lc = 4 für eine globale Criton-Regel generiert. Mittelwerte ± Stan-
dardabweichung aus 1000 Sätzen bei eingeschränktem GC-Gehalt und aus 10000 Sätzen
bei uneingeschränktem GC-Gehalt [0; 100]. Das theoretische Maximum N(max) = 17 nach
Gleichung (5.2) ist gezeigt.

Tabelle 6.1: Einfluss des GC-Gehaltes und der GC-Enden auf die Satzgröße. Mittelwerte ±
Standardabweichung aus 10000 Sätzen. Sätze 10 Basen langer Sequenzen mit Lc = 4 für
eine globale Criton-Regel.

GC-Enden Satzgröße

GC-Gehalt gefordert? Mittelwert Minimum Maximum

nicht eingeschränkt * nein 14,3 ± 0,6 12 16

eingeschränkt auf 50 % * nein 13,8 ± 0,7 11 16

nicht eingeschränkt ja 13,3 ± 0,6 11 15

eingeschränkt auf 50 % ja 10,0 ± 0,6 8 12

* siehe auch Abbildung 6.1
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Tabelle 6.2: Sätze 10 Basen langer Sequenzen mit Lc = 4 für eine globale Criton-Regel.
Unterschiedliche Einschränkungen werden getestet.

Nr. Keine GC-Gehalt GC-Enden GC-Gehalt
Einschrän- 50 % gefordert 50 %,

kungen GC-Enden
gefordert

5’→3’ 5’→3’ 5’→3’ 5’→3’

1 AGAAGTAGCA ATTCTGGTGC GCCTCCCCTG CACCAATACG

2 TACATTATCG GAACCGAGAT CGGCACGGAC CGACTTAGAC

3 TGGTGGCGGG CACAAAGACG CCCGAGTCAG CGAAATCGTC

4 ATCATCTAAA GACCTAATCG CACAGTAGAG CCCTGATAAC

5 AGTGACGAGC GGGCAGTTAT GCCCATCCAG GCCGTTTTAC

6 GCCTGGATTG GCTGTTGGAT CCTTGGCGTC GCTCATTCAC

7 GCTTTGAACG CGGGTAGTAA CAATCACCGC CTACAAGCAC

8 CCTATGCGAA TTGCTCAAGG GGCTTTTCTC CTGGAAGATG

9 TACCTTGTGC CGAAATACGG GGTCGTTATC GACCTATGTG

10 AGCGTATTCC CGTGTCACTT GTGGTAAACC CAACAGTGTC

11 GTGTCGGCAG GATAGCGGAA CGCAACATAC GAGAGTTCTG

12 ATGGGGACTG CCCTGATGTA GTGTCTTCGC CTCCTTTGAC

13 ACCCTCTTAC TATGGGGAGT GAACTTAGTG

14 GGGCTGTTGG TAAAACGCCG CTATTTGAGC

15 GGAGACCGTG AGTCGCATTG GGAATGCTGC

16 AAAACTCAGA ATGAAGCCAC

Ausbeute von 94 % (16 Sequenzen) erzielt werden. Dies sind hohe Satzgrößen im
Vergleich mit Rechnungen, die durch Feldkamp [161] durchgeführt wurden.

6.4 Satzgröße in Abhängigkeit von der Sequenz- und

Criton-Länge

Tabelle 6.3 zeigt die Abhängigkeit der Satzgröße von der Kombination der Sequenz-
und Criton-Länge. Für jede der 124 Kombinationen werden 10 Sätze mit Lc für eine
globale Criton-Regel erstellt. In Übereinstimmung mit den Gleichungen (5.1) und
(5.2) wächst die Satzgröße mit steigender Criton-Länge und sinkender Sequenz-
länge. Die Criton-Länge hat den höchsten Einfluss auf die Satzgröße, da Lc im
Exponenten der Gleichungen steht (Abschnitt 5.1). Feldkamp stellte eine analoge
Tabelle auf [161].
Im Mittel generierte Feldkamp 84,4 ± 4,3 % der jeweils maximal möglichen Anzahl
der Sequenzen pro Satz. EGNAS hat eine etwas höhere mittlere Ausbeute von 87,0
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Abbildung 6.2: Histogramm der Satzgrößen. Vergleich der Ergebnisse der EGNAS-Software
und der Software von Feldkamp [161]. 20 Basen lange Sequenzen mit Lc = 6 für eine
globale Criton-Regel. Relative Häufigkeiten der Satzgrößen. 10000 Sätze werden generiert.

± 4,6 %. Bei 120 der 124 unterschiedlichen Kombinationen aus Tabelle 6.3 konnten
mit EGNAS gleiche oder höhere Satzgrößen erzielt werden als mit Feldkamps

Software.

6.5 Schwankung der Sequenzgröße

Eine weitere interessante Eigenschaft der Sequenzsätze ist die Verteilung ihrer
Größen bei sonst gleichen Optionen der Sequenzgenerierung. In Abbildung 6.2
werden die Ergebnisse der EGNAS-Software und der Software von Feldkamp

[161] verglichen. Die Kombination 20 Basen langer Sequenzen mit Lc = 6 wird
für eine globale Criton-Regel gewählt. Feldkamp generierte 100 Sätze mit diesen
Einstellungen. Jedoch werden 10000 mit EGNAS erhaltene Sätze ausgewertet, um
eine höhere statistische Sicherheit zu erzielen.
Die meisten der von Feldkamp erstellten Sätze enthalten 112 Sequenzen, wobei
mit EGNAS die meisten Sätze 114 Sequenzen aufweisen. In beiden Fällen treten
diese Satzgrößen mit einer relativen Häufigkeiten von etwa 30 % auf.
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Tabelle 6.3: Satzgrößen in Abhängigkeit von der Sequenzlänge (Ls) und Criton-Länge
für globale Criton-Regeln. Mittelwerte ± Standardabweichung aus 10 Sätzen. Theoretisch
maximal mögliche Satzgröße in Klammern.

Criton-Länge

Ls 4 5 6 7

10 14,2 ± 0,6 (17) 73,8 ± 1,2 (85) 348,9 ± 2,4 (403) 1802,6 ± 7,6 (2048)
11 12,7 ± 0,7 (15) 63,8 ± 0,9 (73) 289,8 ± 2,8 (336) 1426,1 ± 8,7 (1638)
12 11,4 ± 0,5 (13) 54,4 ± 0,7 (64) 246,2 ± 3,2 (288) 1183,2 ± 4,0 (1365)
13 9,7 ± 0,5 (12) 48,8 ± 1,0 (56) 214,4 ± 3,0 (252) 1008,4 ± 4,9 (1170)
14 8,9 ± 0,6 (10) 43,9 ± 0,6 (51) 190,9 ± 1,9 (224) 876,8 ± 2,9 (1024)
15 8,1 ± 0,3 (10) 40,0 ± 0,5 (46) 172,1 ± 1,7 (201) 784,0 ± 1,9 (910)
16 7,7 ± 0,5 (9) 36,4 ± 1,0 (42) 155,6 ± 1,3 (183) 704,2 ± 3,7 (819)
17 7,0 ± 0,0 (8) 34,3 ± 0,8 (39) 142,5 ± 1,3 (168) 639,8 ± 3,3 (744)
18 6,4 ± 0,5 (8) 31,2 ± 0,4 (36) 131,2 ± 1,8 (155) 585,9 ± 3,6 (682)
19 5,9 ± 0,3 (7) 28,9 ± 0,6 (34) 122,5 ± 0,8 (144) 542,6 ± 4,2 (630)
20 5,9 ± 0,3 (7) 27,6 ± 0,8 (32) 113,8 ± 1,6 (134) 502,8 ± 2,3 (585)

21 5,6 ± 0,5 (6) 25,8 ± 0,4 (30) 106,5 ± 1,3 (126) 469,0 ± 2,9 (546)
22 5,0 ± 0,0 (6) 24,8 ± 0,6 (28) 100,1 ± 1,0 (118) 442,7 ± 2,9 (512)
23 5,0 ± 0,0 (6) 23,3 ± 0,5 (26) 94,9 ± 1,2 (112) 416,0 ± 1,9 (481)
24 4,6 ± 0,5 (5) 21,9 ± 0,6 (25) 89,6 ± 0,7 (106) 392,9 ± 2,1 (455)
25 4,1 ± 0,3 (5) 20,8 ± 0,4 (24) 84,8 ± 1,3 (100) 372,3 ± 1,3 (431)
26 4,0 ± 0,0 (5) 19,9 ± 0,3 (23) 80,8 ± 1,2 (96) 353,8 ± 1,5 (409)
27 4,0 ± 0,0 (5) 19,3 ± 0,5 (22) 77,2 ± 1,1 (91) 338,3 ± 1,6 (390)
28 4,0 ± 0,0 (4) 18,3 ± 0,5 (21) 73,8 ± 1,2 (87) 320,9 ± 1,5 (372)
29 4,0 ± 0,0 (4) 17,7 ± 0,5 (20) 70,7 ± 1,2 (84) 308,1 ± 1,7 (356)
30 3,9 ± 0,3 (4) 16,9 ± 0,6 (19) 68,4 ± 1,6 (80) 296,4 ± 1,8 (341)

31 3,1 ± 0,3 (4) 16,4 ± 0,5 (18) 65,3 ± 0,7 (77) 285,2 ± 2,2 (327)
32 3,0 ± 0,0 (4) 15,8 ± 0,4 (18) 63,5 ± 0,5 (74) 272,8 ± 2,0 (315)
33 3,0 ± 0,0 (4) 15,2 ± 0,4 (17) 60,6 ± 0,8 (72) 263,7 ± 1,6 (303)
34 3,0 ± 0,0 (3) 14,7 ± 0,5 (17) 58,7 ± 0,5 (69) 255,3 ± 1,6 (292)
35 3,0 ± 0,0 (3) 14,3 ± 0,5 (16) 56,6 ± 0,5 (67) 246,0 ± 1,5 (282)
36 3,0 ± 0,0 (3) 13,9 ± 0,3 (16) 54,7 ± 0,5 (65) 238,8 ± 1,5 (273)
37 3,0 ± 0,0 (3) 13,6 ± 0,5 (15) 53,3 ± 0,8 (63) 230,9 ± 1,2 (264)
38 3,0 ± 0,0 (3) 13,0 ± 0,0 (15) 51,7 ± 0,5 (61) 223,7 ± 0,9 (256)
39 3,0 ± 0,0 (3) 12,8 ± 0,4 (14) 50,1 ± 0,7 (59) 217,1 ± 2,0 (248)
40 3,0 ± 0,0 (3) 12,3 ± 0,5 (14) 48,8 ± 0,6 (57) 210,6 ± 1,7 (240)
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Abbildung 6.3: Lsl-Einfluss auf die Satzgröße. Mittelwerte ± Standardabweichung aus 10

Sätzen für jedes Lsl . Es werden Sequenzen der Länge von 20 Basen generiert. Die globalen
Criton-Regeln werden durch Lc = 6 bestimmt, wobei Lsl variiert wird.

6.6 Gleiten und dessen Einfluss auf die Satzgröße

Mit EGNAS ist es möglich, die Wiederholung der Subsequenzen einer bestimmten
Länge innerhalb ein und desselben Strangs zu kontrollieren. Folglich konnten
Sequenzsätze mit Lc = 6 für globale Criton-Regeln erzeugt werden. Lsl wird dabei
variiert. Die Ergebnisse dieser Rechnungen sind in Abbildung 6.3 gezeigt.
Bei Lsl = 6 gelten die globalen Criton-Regeln und es werden im Mittel 113,8 ±
1,1 Sequenzen generiert. Eine deutliche Reduzierung der Sequenzgröße auf 100,4
± 1,1 Sequenzen wird für Lsl = 3 beobachtet. Das ist dadurch bedingt, dass die
Verringerung der Lsl die Anzahl verwendbarer Basissequenzen reduziert. Eine
beträchtliche Steigerung der Satzgröße auf 142,7 ± 3,5 Sequenzen erhält man für
Lsl = 13. Hierbei ist Lsl für die Wiederholung einer ganzen Basissequenz groß
genug. Demzufolge werden für einen kompletten Strang weniger Basissequenzen
gebraucht und es bleiben mehr verwendbare Basissequenzen für die Generierung
weiterer Stränge.
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6.7 Steuerung der Intrastrang-Eigenschaften

Selbstkomplementarität und Haarnadelstrukturen sind die Hauptursachen für
die Ausbildung der Sekundärstrukturen. Die Entstehung solcher Strukturen steht
in Konkurrenz zur definierten Hybridisierung mit DNA-Strängen. Deshalb wird
eine schnelle und sensitive Detektion auf Mikroarrays durch Sekundärstrukturen
erschwert [100, 146]. Dementsprechend werden Sequenzen mit minimaler Criton-
Länge, Lc, für eine globale Criton-Regel generiert. Zusätzlich werden Selbstkomple-
mentarität und die Möglichkeit zur Bildung der Haarnadelstrukturen unterbunden.
Für die Abschätzung der Stabilitäten der Sekundärstrukturen wird der DINAMelt
Web Server(30) verwendet [173]. Diese Stabilitäten werden als molare freie Enthal-
pien, ∆G, der stabilsten Haarnadelstrukturen bei 37

◦C und 1 M Natriumionen
berechnet. Feldkamp et al. generierten 22 Basen lange Sequenzen mit der Einzigar-
tigkeit Lc = 5 und wählten daraus die Sequenzen mit den am wenigsten stabilen
Sekundärstrukturen [174]. In Tabelle 6.4 werden die von Feldkamp et al. und die
mit EGNAS generierten Sequenzen gegenübergestellt, um die theoretischen Stabili-
täten möglicher Sekundärstrukturen zu vergleichen.
Haarnadelstrukturen werden durch die Wahl Lhp = 2 vermieden. Trotz dieser
Einschränkung kann die gleiche Satzgröße wie bei Feldkamp et al. erreicht werden.
Feldkamps et al. Software ist jedoch nicht in der Lage, die Intrastrang-Eigenschaften
separat zu behandeln. Was zur Folge hat, dass bei Feldkamp et al. beispielsweise
eine Haarnadelstruktur mit der Stammlänge von 4 Basenpaaren in Sequenz Nr. 11

(5’-CAAGgtctgCTTG.........-3’) auftritt. Wenn kein Falten der Stränge beabsichtigt
wird, verbessert die Einschränkung des Parameters Lhp die Sequenzqualität be-
trächtlich. Andererseits führen kleinere Werte für Lhp zu kleineren Satzgrößen. Die-
ser Umstand wird in Tabelle 6.5 deutlich, wo Lhp variiert wird und Lc = Lsc = Lsl = 6

für 20 Basen lange Sequenzen gilt. Eine klare Verringerung der Satzgröße ergibt
sich für Lhp = 2. Für 3 < Lhp < 6 ist eine reduzierte Satzgröße nicht ersichtlich.
Weitere Beispiele für das Vermeiden der Haarnadelstrukturen sind in Tabelle 6.6,
Tabelle 6.7 und Tabelle 6.8 gegeben. Tanaka et al. [156] und Feldkamp et al. [159]
publizierten Sätze mit 20 Basen langen Sequenzen. Mit der EGNAS-Software konn-
ten entsprechende Sequenzen mit niedrigeren Stabilitäten der Haarnadelstrukturen
entworfen werden. Dabei konnte zusätzlich die Satzgröße von 14 auf 16 Sequenzen
gesteigert werden.

(30) http://mfold.rna.albany.edu/?q=DINAMelt/Two-state-folding, 18. März 2013

http://mfold.rna.albany.edu/?q=DINAMelt/Two-state-folding
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Tabelle 6.4: Vergleich 22 Basen langer Sequenzen, die von Feldkamp et al. [174] oder mit
EGNAS generierter sind. Die Subsequenzen {GGG; CCC} sind verboten. GC-Enden sind
gefordert. Molare freie Enthalpien der stabilsten Haarnadelstrukturen.

Nr. ∆G Feldkamp et al. ∆G EGNAS[
kcal
mol

]
5’→3’

[
kcal
mol

]
5’→3’

1 -0,3 CCTGCGTCGTTTAAGGAAGTAC * GCTCATTTTACACTCTCCACCG

2 0,6 CAGCCAAGATTCTTTTACCGCC * CACACGGAGGCACAGAATAAAC

3 0,4 CCATCATGTGTGCCGAGATATG * GAACAGCGAAGAGATAGGAAGG

4 0,3 CTTCTCCTAACTGCACGGAATG * CCTTACTCGCCTTTCACATTCC

5 -0,3 GGTCCGGTCATAAAGCGATAAG * CAACTCACGCCACTACATCAAC

6 0,7 GTCCTCGCCTAGTGTTTCATTG 2,4 CAAGCCGTCAATAGTCCAAGTC

7 0,2 GGATCTGGCGCATAGACAATTC 2,1 CTGCTGAACCTGATACCGAAAC

8 -0,1 CACGTCACTGTTAATCCGAAGC 1,8 CAGTATTTCCAGTCAGTTCCGC

9 -0,1 GTGGAAAGTGGCAATCGTGAAG 1,8 CCTGTCGTTTTCTATGCTCCTG

10 0,6 GGACGAATACAAAGGCTACACG 1,8 CCTGCCGATGACCTACTTTTTG

11 -2,4 CAAGGTCTGCTTGATTTGGAGG 1,6 CCGTTCTTTGTCCTTGCTTCTC

12 -0,9 GTTTTGAACGTAGTAGAGCCGG 1,5 GTGATTGGCTGGTGTTGGTTTG

13 -0,2 GTAGGTGTCGGTGCGAAATTAG 1,3 GCTCGTGGTCTTGTTATGTCTG

14 -0,1 CTAGAACCGTTACGAGTTTGCG 1,1 GTAGATTTGAGGTGCGTTGTGG

Lc 5 5

Lhp 5 2

Lsc 6 4

Lsl 5 5

* keine Haarnadelstruktur möglich

Tabelle 6.5: Lhp-Einfluss auf die Satzgröße bei 20 Basen langen Sequenzen. Lc = 6 für eine
globale Criton-Länge, abgesehen von unterschiedlichen Werten für Lhp. Mittelwerte ±
Standardabweichung aus 10 Sätzen, die für jeden getesteten Lhp-Wert generiert werden.

Verbotene Satzgröße
Stammlänge

2 61,8 ± 1,2
3 111,6 ± 1,3
4 113,7 ± 1,5
5 113,6 ±1,2
6 113,8 ±1,5
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6.8 Rechnungen mit einbezogenen Sequenzen

Eine andere hilfreiche Option eines Sequenzentwurf-Algorithmus ist die Möglich-
keit bereits existierende Sequenzen in die Rechnungen einzubeziehen. Folglich
ist die Kreuzhybridisierung der neu generierten Sequenzen mit einbezogenen
Strängen kontrollierbar. Der EGNAS-Benutzer kann beliebige Sequenzen einbe-
ziehen. Diese können Sequenzen natürlich vorkommender, genomischer DNA
sein. Denkbar sind auch Sequenzen der Plasmide, Klonierungsvektoren, Primer
oder zuvor entworfener Sätze mit bestimmten Eigenschaften. Als Beispiel ist in
Tabelle 6.7 eine schrittweise Generierung der Sequenzen gezeigt. Die Sequenzen,
welche von Arita et al. [152] und Feldkamp et al. [159] vorgeschlagen werden,
sind neben denen mittels EGNAS generierten dargestellt. Im ersten Schritt werden
neun Sequenzen der Länge von 15 Basen gefunden. Diese Sequenzen werden
in die zweite Sequenzgenerierung einbezogen, um weitere vier 20 Basen lange
Sequenzen zu entwerfen. Im Vergleich zu Sequenzen, die von Arita et al. [152] und
Feldkamp et al. [159] vorgeschlagen werden, kann mit EGNAS eine zusätzliche
Sequenz mit der Länge von 20 Basen gefunden werden. Dies ist trotz der zusätzlich
geforderten GC-Enden und der stark eingeschränkten Sekundärstrukturen möglich.
Alle theoretisch möglichen Sekundärstrukturen konnten in diesen Rechnungen
eliminiert werden.
Die Optimierung der Sequenzen ist auch mit einer schrittweisen Strategie reali-
sierbar. Dabei wird zuerst mit starken Einschränkungen der Sequenzeigenschaften
begonnen. In den nächsten Generierungen werden diese Einschränkungen solange
abgeschwächt, bis die gewünschte Satzgröße erreicht ist.
Beispielhaft werden zuerst die Intrastrang-Eigenschaften durch die Wahl Lhp = 2

kontrolliert. Mit dieser Einschränkung konnte eine Satzgröße von maximal 14

Sequenzen erreicht werden. Für die nächsten Sequenzen werden schließlich Haar-
nadelstrukturen mit der Stammlänge 2 erlaubt, indem Lhp = 3 gesetzt wird. Zusätz-
lich wird Guanin verboten. Durch die Lhp-Erhöhung ist die Sequenzgenerierung
variabler. Das Verbieten des Guanins ermöglicht aber nur Haarnadelstrukturen
mit maximal zwei aufeinanderfolgenden Adenin/Thymin-Basenpaaren und keine
Guanin/Cytosin-Basenpaare. Solche Haarnadelstrukturen sind weniger stabil als
jene mit Guanin/Cytosin-Basenpaaren. Demnach stellen andere Autoren Entwurf-
Algorithmen vor, die nur {A; T; C} für die Sequenzgenerierung verwenden, um
Haarnadelstrukturen zu vermeiden [153, 175]. Luminex® bietet ein TAG/Anti-
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TAG-System mit diesem Konzept an [176]. Die 14 zuvor generierten Sequenzen
werden beim Sequenzentwurf einbezogen, um den Sequenzsatz zu erweitern. In-
folgedessen konnten 6 weitere Sequenzen generiert werden. Das Ergebnis dieser
Herangehensweise ist in Tabelle 6.8 gezeigt. Es sind 15 Basen lange Sequenzen
gegenübergestellt, die von Faulhammer et al. [153], Feldkamp et al. [159] und
mit EGNAS generiert werden. EGNAS bietet bessere Sequenzen in Bezug auf
Sekundärstrukturen, weil die minimalen molaren freien Enthalpien der stabilsten
Haarnadelstrukturen der durch Feldkamp et al., Faulhammer et al. und EGNAS
generierten Sätze -0,7 kcal/mol, 0,1 kcal/mol und 1,8 kcal/mol betragen. Beim
Vergleich der Criton-Länge Lc = 5 und des GC-Gehaltes von 40 % gibt es keine
Verbesserung zu Feldkamps Sequenzen. Dennoch wird eine bedeutende Reduktion
der Stabilität der Sekundärstrukturen erreicht, denn die verbotene Stammlänge
wird von Lhp = 5 auf Lhp = 3 herabgesetzt. Im Gegensatz zu Feldkamps Sequenzen
werden GC-Enden gefordert. Es wird dennoch die gleiche Satzgröße erreicht.

6.9 Abwägen der Intra- und Interstrang-Eigenschaften

Weitere Vorteile der Unterscheidung globaler Criton-Regeln und Intrastrang-Eigen-
schaften werden untersucht. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 6.9 zusammengefasst.
Die mittels EGNAS generierten Sequenzen werden mit denen von Shin et al. [155]
und von Feldkamp et al. [159] verglichen. Es sind nur sieben 20 Basen lange Se-
quenzen in einem Satz. Es wird gezeigt, dass der EGNAS-Benutzer Intra- und
Interstrang-Eigenschaften gegeneinander abwägen kann, um die erforderliche Satz-
größe zu erreichen.
Weil mit Lc = 5, Lhp = 2 und Lsl = 5 die Satzgrößen von 7 Sequenzen deutlich
überschritten werden, kann das Gleiten auf Lsl = 3 verkleinert werden. Für den
ersten Satz werden GC-Enden gefordert und für den zweiten werden Lsl von 3

auf 6 Basen sowie Lhp von 2 auf 3 Basenpaare erhöht. Lc wird von 5 auf 4 Basen
gesenkt. Folglich wird ein Gleiten 5 Basen langer Subsequenzen akzeptiert. Au-
ßerdem wird Adenin und Thymin als terminale Basen erlaubt, um insgesamt 7

Sequenzen generieren zu können. Das verstößt gegen die globalen Criton-Regeln
mit Lc = 5. Dennoch würde keine Kreuzhybridisierung zwischen verschiedenen
Strängen mit 4 Basen langen Subsequenzen stattfinden. In beiden mittels EGNAS
generierten Sätzen ist die Stabilität der Haarnadelstrukturen geringer im Vergleich
zu den Sätzen von Shin et al. [155] bzw. Feldkamp et al. [159].
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Tabelle 6.8: Vergleich der molare freie Enthalpien (∆G) der stabilsten Haarnadelstrukturen
zwischen Sätzen 15 Basen langer Sequenzen, die durch Faulhammer et al. [153], Feldkamp

et al. [159] und EGNAS erstellt sind.

Nr. ∆G Faulhammer et al. ∆G Feldkamp et al. ∆G EGNAS[
kcal
mol

]
5’→3’

[
kcal
mol

] [
kcal
mol

]
5’→3’

1
* ATCCTCCACTTCACA * CTTCTCTCACCTATA * CCTACAAATCAACTC

2
* CTATTTCTCCACACC * GGCAAGAGGAATAAT * CTAAACACATCCAAC

3
* CACCCTTTCTCCTCT 2,0 GCGAAAATTAACTCC * GCAGAACAAGATAAG

4
* TCCTCACATTACTTA 1,9 GATCCGGTTACTAAA * CCTTCACTTACATTC

5
* ACTTCCTTTATATCC 1,9 ACCTGACTCGTAATA * CTCTCACAATCTAAC

6
* TCCACCAACTACCTA 1,6 TAAGTATATCGTGCC * CAATTTAACCTCCTC

7 2,6 AACTCTCAAATTCAA 1,6 GTCTGAGCTGATAAA * CTTCCATATACACTC

8 2,6 ACCTTACTTTCCATA 1,5 GTACCGTTGAATTGT * CCACACCTTAATATC

9 2,1 CTCTTACTCAATTCT 1,2 TGCGACTATGTTATG * CTATAATTCTCCACC

10 2,1 GTACATTCTCCCTAC 1,1 TTACAGCGTTTTACC 2,8 CGTTGTCTCTATTTC

11 1,8 TTATAACAAACATCC 1,0 AAAGCCGTCAAATAC 2,6 GTTCAGTATTCGTTC

12 1,8 TTTTAAATTTCACAA 1,0 TACCTTTTTGTCTCG 2,5 GTAGCGAAGAAAATG

13 1,6 ATAATCACATACTTC 0,8 ACAGGCGTATCTAAT 2,5 GGTTGCGTTTTATTG

14 1,6 CATTCCTTATCCCAC 0,4 AGTGACACTAGCATT 2,5 CATCGTCAAGTAAAG

15 1,4 CATATCAACATCTTA 0,4 ATGAGGCAGTCTTTA 2,5 CTTTGGTCTGTTATG

16 1,4 TTAAAATCTTCCCTC 0,2 AAGCTATTGATTGGC 2,2 GTCTTTTTGCTTTCG

17 1,3 CTAACCTTTACTTCA 0,1 CACTTGAGTACAACA 2,2 GCAGTTTCATAGTTC

18 1,2 GCTTCAAACAATTCC 0,1 GGATGTCCTTGTTTA 2,0 CTTCTACTACCTATC

19 1,2 ACATAACCCTCTTCA -0,3 ACCAAACCATGATGA 1,9 GATTAGTGGTTTGAG

20 0,1 CATAATCTTATATTC -0,7 TGGTAGGCCATTTAA 1,8 CTCATCATTACCATC

# #

GC-Enden gefordert
Lc 8 5 5

Lhp 5 5 3

Lsc 8 6 6

Lsl 5 5 5

* keine Haarnadelstruktur möglich
# ohne {GGG; CCC}
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Tabelle 6.9: Vergleich der 20 Basen langen Sequenzen, die von Shin et al. [155], Feldkamp

et al. [159] und mit EGNAS generiert werden. Molare freie Enthalpien der stabilsten
Haarnadelstrukturen.

Nr. ∆G Shin et al. ∆G Feldkamp et al.[
kcal
mol

]
5’→3’

[
kcal
mol

]
5’→3’

1 0,8 AGGCGAGTATGGGGTATATC 1,0 TAGTCGCGTGATTTGGAAGG

2 0,8 TTATGATTCCACTGGCGCTC 0,6 TTACACTTGAAGCTGGCTCG

3 0,3 CTTCGCTGCTGATAACCTCA 0,3 CTTCGTGTCGGCCATCATAT

4 0,2 CGCTCCATCCTTGATCGTTT -0,2 AAAGCCGTCGTTTAAGGAGC

5 0,1 ATCGTACTCATGGTCCCTAC -0,3 GGTTCTTACGCTCTACTGCA

6 -0,3 GAGTTAGATGTCACGTCACG -0,6 TACGTCTCGAACTGATAGCG

7 -2,3 CCTGTCAACATTGACGCTCA -2,4 TCATGTTGGCACCGTATGCA

#

Lc 6 5

Lhp 6 4

Lsc 6 6

Lsl 7 4

Nr. ∆G EGNAS ∆G EGNAS[
kcal
mol

]
Erster Satz

[
kcal
mol

]
Zweiter Satz

5’→3’ 5’→3’

1
* CAAAGAACCGACATAGCCAC * CCAACCAAACCACCAATCTC

2
* GAACGGCAGGAGACAAATAC 1,4 CTGTCGTCGTGTCTTCTTCA

3
* CATAAGAGGAAACAGCACGG 1,3 GCAGGCAGGTCAAGGTAAAT

4 2,1 GTTCGTCCTATTGCTCTGTG 1,0 ATCCGCCATAATAAGTCCGC

5 1,5 GTCGTGTTGCCTTTCTATCC 0,9 CTTTCGGCTCCTAACATTCG

6 1,3 GGTTTATTCTCGGCTTGTGG 0,7 GAGTGAGTTCCAGAGTATCG

7 1,3 GGCTCGTTTGGTGTATCTTC 0,5 TTGTAGCATCATCAGCGAGG

GC-Enden gefordert
# #

Lc 5 4

Lhp 2 3

Lsc 4 4

Lsl 3 6

* keine Haarnadelstruktur möglich
# ohne {GGG; CCC; AAAA; TTTT}
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Tabelle 6.10: Rechenzeit in Abhängigkeit von der maximal geforderten Satzgröße. Lc = 6

für eine globale Criton-Regel. Mittelwerte ± Standardabweichung aus 10 Sätzen.

Satzgröße Rechenzeit [s]

100 3,6 ± 1,5
101 6,3 ± 2,8
102 3,4 ± 1,3
103 7,0 ± 2,9
104 5,3 ± 2,5
105 7,6 ± 3,3
106 7,9 ± 2,6
107 6,8 ± 2,7
108 5,9 ± 3,7
109 8,9 ± 3,7

Vollständig:
113,3 ± 1,3 56,2 ± 12,9

6.10 Rechenzeit

In diesem Abschnitt soll demonstriert werden, dass die Sequenzgenerierung nur
wenige Sekunden dauern kann, wenn der Benutzer die Satzgröße sinnvoll begrenzt.
In Tabelle 6.10 sind die Rechenzeiten ausgewertet, die für die Generierung der
20 Basen langen Sequenzen und Lc = 6 für eine globale Criton-Regel benötigt
werden. Es wird die maximale Anzahl an Sequenzen variiert, die für jeden Satz
generiert werden soll. Aus Untersuchungen zur Verteilung der Satzgrößen ist
bekannt, dass mindesten 109 Sequenzen in einem vollständigen Satz enthalten
sind (siehe Abschnitt 6.5). Daher wird die maximal geforderte Satzgröße auf
109 Sequenzen gesetzt. Nachdem die zuvor bestimmte Satzgröße erreicht wird,
stoppt die Sequenzgenerierung und die Rechenzeit wird gespeichert. Wird die
Vollständigkeit eines Satzes erzwungen, kann es zur beträchtlichen Steigerung der
Rechenzeit von wenigen Sekunden bis zu etwa einer Minute führen. Für einen
vollständigen Satz ist es dennoch eine akzeptable Rechenzeit. Tatsächlich steigt die
Rechenzeit stark mit Lc an. Die Generierung eines vollständigen Satzes mit Lc > 8

kann mehrere Stunden dauern, da die Anzahl der Basissequenzen exponentiell mit
Lc wächst (siehe Gleichungen (5.1) und (5.2)).



Kapitel 7

TAG-Primer-Paarung

Einzelbasenverlängerungen, SBE(28)-Reaktionen, können zur Genotypisierung der
Einzelbasenpolymorphien (SNP(31)) eingesetzt werden. Diese Technik, wie sie von
Fan et al. beschrieben wird, benötigt SBE-TAG-Primer (Abbildung 7.1) [177]. Für die
Amplifikation der SNP-enthaltenden Bereiche werden marker-spezifische Primer
bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR(2)) gebraucht. Danach werden die PCR-
Produkte als Template für die SBE-Reaktion mit SBE-TAG-Primern genutzt. Die
3’-Enden dieser Primer sind komplementär zu spezifisch flankierenden Bereichen
der SNP-Orte und die 5’-Enden sind komplementär zu spezifischen Sonden auf
einem Array. Die Generierung geeigneter SBE-TAGs wird mittels EGNAS durchge-
führt. Die TAG-Sequenzen sollen minimale Wechselwirkungen mit benachbarten,
SNP-flankierenden Sequenzen aufweisen. Daher sind keine 3 Basen langen Sub-
sequenzen komplementär zwischen einer SNP-flankierenden Sequenz und seiner
zugehörigen TAG-Sequenz (Lni = 3). Die Primer und SNP-flankierenden Sequenzen
werden aus einer Arbeit der Autoren Fan et al. [177] entnommen, um 148 TAGs mit
einer Länge von 20 Basen, Lc = 8, Lsl = 8, Lhp = 2 und einem GC-Gehalt von 50 %
zu generieren. Die Subsequenzen {GGG; CCC; AAAAA; TTTTT} werden verboten
und nur GC-Enden sind erlaubt. Einbezogene Sequenzen waren die Primer und
flankierenden Bereiche der SNP. Daher treten keine Kreuzhybridisierungen mit 8

Basen langen Subsequenzen unter den TAGs und den einbezogenen Sequenzen
auf. Sekundärstrukturen innerhalb der TAGs werden vermieden. Rückfaltungen
aufgrund der Wechselwirkungen mit SNP-flankierenden Sequenzen werden redu-
ziert.
Mit Hilfe der EGNAS-Software können TAGs ohne stabile Haarnadelstrukturen

(31) engl. single-nucleotide polymorphism
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A/A-Genotyp

Anti-TAG

A/G-Genotyp G/G-Genotyp

Hybridisierung auf einem
Anti-TAG-Array und De-
tektion der Fluoreszenz

TAG
SBE-Primer

TAG
SBE-Primer

SBE-
Reaktion

ddUTP

ddCTP Didesoxynucleosidtriphosphate
markiert mit unterschied-

lichen Fluorophoren

PCR-Produkt

TAG
SBE-Primer

PCR

A/G
Genomische DNA

PCR-Primer

PCR-Primer

Abbildung 7.1: Prinzip der TAG-SBE-Genotypisierung zur Detektion einer A/G-SNP. Die
TAG-Sequenzen werden mittels EGNAS entworfen und mit den Primern gepaart.
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Tabelle 7.1: Vergleich der von Fan et al. [177] verwendeten TAGs mit denen durch EGNAS
generierten. Intra- und Interstrang-Eigenschaften. Molare freie Enthalpien (∆G, kcal/mol)
der stabilsten Haarnadelstrukturen. Mittelwerte ± Standardabweichung aus 148 Sequenzen.

TAGs

Fan et al. EGNAS *

∆G, Mittelwert -0,3 ± 0,9 1,6 ± 0,5
∆G, Minimum -2,7 0,4

GC-Gehalt 45%–50% 50%
Lc 11 8

Lhp 4 2

Lsc 6 4

Lsl 7 8

Lni 7 3

* GC-Enden gefordert; ohne {GGG; CCC;
AAAAA; TTTTT}

Tabelle 7.2: Vergleich der von Fan et al. [177] verwendeten SBE-TAGs mit den durch EGNAS
generierten. Molare freie Enthalpien (∆G, kcal/mol) der stabilsten Haarnadelstrukturen.
Mittelwerte ± Standardabweichung aus 148 Sequenzen.

Flankierende TAG-Primer-Paare

Sequenzen Fan et al. EGNAS

∆G, Mittelwert -0,7 ± 1,2 -2,8 ± 1,4 -1,2 ± 1,1
∆G, Minimum -4,3 -9,0 -4,3

generiert werden (Lhp = 2, ∆G > > 0,4 kcal/mol). Im Gegensatz dazu zeigen die
von Fan et al. vorgeschlagenen TAGs eine sehr stabile Haarnadelstruktur mit einer
Stammlänge von 3 Basenpaaren (Lhp = 4, ∆G = -2,7 kcal/mol). Darüber hinaus
ist die TAG-Primer-Paarung mittels EGNAS in Bezug auf Rückfaltungen besser
(Lni = 3) als das durch die Autoren Fan et al. beschriebene Verfahren für 148 SBE-
TAG-Primer (Lni = 7) [177]. Der Vorteil der EGNAS-Software ist auch beim Ver-
gleich der Einzigartigkeit der TAG-Sequenzen ersichtlich. Fan et al. verwenden
TAGs mit Lc = 11, hingegen generiert EGNAS TAGs mit Lc = 8. Die Qualität
der TAGs kann somit durch Lhp, Lni und Lc bewertet werden, wenn Haarnadel-
strukturen, TAG-Primer-Paarung und Kreuzhybridisierung entsprechend im Fokus
stehen. Die erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 7.1 und Tabelle 7.2 gezeigt. Alle
TAGs und Primer-Sequenzen mit ihren molaren freien Enthalpien der stabilsten
Haarnadelstrukturen sind in einer Liste auf einer CD-ROM der Arbeit beigefügt.





Kapitel 8

TAGs und Anti-TAGs für DNA-
Origami

Selbstorganisierende Strukturen sind fundamental im Bereich der Nanotechnologie.
Die DNA erlaubt eine Organisation programmierbarer Bausteine. Eine vielverspre-
chende Methode zur Kontrolle und Anordnung funktioneller Materialien basiert
auf DNA-Origami [178]. Das grundlegende Konzept benötigt einen präzisen Ent-
wurf der DNA-Sequenzen. Eine räumlich exakte Funktionalisierung ist erreichbar,
indem die einzigartige Adressierbarkeit des DNA-Origami im Nanometerbereich
genutzt wird. Das DNA-Gerüst ist ein langer DNA-Einzelstrang, welcher durch
hunderte kurzer, synthetischer Oligonucleotide, als Faltungsstränge bezeichnet,
gefaltet wird. Die Faltungsstränge werden entworfen, um an mehrere definierte
Teile des Gerüsts zu binden und damit sonst voneinander entfernte Punkte des
langen DNA-Einzelstrangs miteinander zu verknüpfen. Rothemund zeigt eine
Vielfalt unterschiedlicher Formen, die auf diesem Konzept beruhen [144].
Für den Entwurf dreidimensionaler DNA-Strukturen (3D-DNA-Origami) ist das
Programm caDNAno geeignet [179]. Hier kann gezeigt werden, dass EGNAS ein
nützliches Werkzeug für die Suche nach geeigneten Sequenzen sein kann, wenn Fal-
tungsstränge mit Einzelstrangüberhängen (Anti-TAGs) modifiziert werden müssen.
Diese Anti-TAGs werden für die Anbindung DNA-modifizierter Nanopartikel oder
Peptid-DNA-Konjugate verwendet, wobei die DNA-Modifizierungen der Partikel
und Konjugate als TAGs bezeichnet werden und komplementär zu den Anti-TAGs
sind. Im Folgenden werden zwei Beispiele betrachtet, bei denen einzelsträngige
und ringförmige DNA des Phagen M13mp18 als Gerüst dient. Die entsprechende
Sequenz [180] werden in die Berechnungen einbezogen.
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Goldnanopartikel modifiziert mit TAGs

S5a S5b S10S10S15 S15

Hybridisierung

Anti-TAGs an Faltungs-
strängen im DNA-Origami

Abbildung 8.1: Anordnen der Goldnanopartikel auf einem dreiecksförmigen DNA-Origami.
Die Faltungsstränge sind mit Einzelstrangüberhängen, Anti-TAGs, modifiziert.

8.1 TAGs für ein dreiecksförmiges DNA-Origami

Ding et al. verwenden in ihrer Arbeit dreiecksförmiges DNA-Origami für die
Anordnung der sechs Goldnanopartikel, die durch DNA-Hybridisierung gebunden
werden (Abbildung 8.1) [181]. Die Partikel haben drei unterschiedliche Größen: 5,
10 und 15 nm. Jedes Partikel wird durch drei TAG/Anti-TAG-Paare auf dem DNA-
Origami gebunden, wobei die M13mp18-DNA als Gerüst dient. Zu diesem Zweck
werden 18 Faltungsstränge mit Anti-TAGs modifiziert, welche 24 Basen lang sind.
Ding et al. entwarfen vier Sequenzen, um die 10 und 15 nm großen Partikel mit je
einer Sequenz zu markieren und um zwei unterschiedlich modifizierte 5 nm große
Partikel zu nutzen.
Es werden theoretisch mögliche Kreuzhybridisierungen der TAGs mit den Fal-
tungssträngen und dem Gerüststrang analysiert. Im Ergebnis wird festgestellt, dass
die 9 Basen lange Sequenz 5’-GAATCCTGA-3’ identisch im Faltungsstrang „C28“
und im TAG „S5a“ der 5 nm großen Goldnanopartikel ist. Dies kann eine Kreuzhy-
bridisierung der drei modifizierten Faltungsstränge mit dem nicht modifizierten
„C28“-Strang ermöglichen. Es gibt zahlreiche 8 und 9 Basen lange Sequenzen,
die zu Kreuzhybridisierungen mit dem Gerüststrang führen können. Zusätzlich
konnten mögliche Haarnadelstrukturen mit der Stammlänge von 4 bp (5’-AGTC-3’)
gefunden werden, die in den Sequenzen Anti-TAG „S5b“ und dem entsprechenden
TAG vorkommen. Haarnadelstrukturen senken die Hybridisierungseffizienz der
TAGs mit den Anti-TAGs. Dies könnte eine mögliche Erklärung für fehlende 5 nm
Partikel auf dem DNA-Origami sein. So beschreiben Ding et al. dieses Problem,
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Tabelle 8.1: Vergleich der Sequenzen, die mit EGNAS erzeugt wurden, mit denen, die von
Ding et al. zur Modifikation der Faltungsstränge verwendet werden [181]. Molare freie
Enthalpien (∆G, kcal/mol) der stabilsten Haarnadelstrukturen. Mittelwerte ± Standardab-
weichung aus 18 Sequenzen.

nicht modifizierte modifizierte Faltungsstränge

Faltungsstränge Ding et al. EGNAS

∆G, Mittelwert -1,5 ± 1,4 -3,2 ± 1,7 -2,2 ± 1,3
∆G, Minimum -5,2 -6,8 -5,2

wenn nur zwei TAGs pro Partikel verwendet werden [181].
Die TAG- und Anti-TAG-Sequenzen werden mit EGNAS generiert. Die Sequenzen
des Gerüststrangs und aller Faltungsstränge werden in die Berechnungen einbezo-
gen. Im Einzelnen wird Lc = 8 gewählt und somit Kreuzhybridisierungen mit mehr
als 7 aufeinanderfolgenden Basenpaaren vermieden, die durch Hybridisierung
der TAGs mit den modifizierten und nicht modifizierten Faltungssträngen oder
mit dem Gerüststrang auftreten. Indem Lhp = 2 gesetzt wird, werden Sekundär-
strukturen umgangen. Die Anti-TAGs werden schrittweise generiert, indem die
vorher entworfenen Sequenzen der modifizierten Faltungsstränge in die nächste
Generierung einbezogen werden. Weiterhin werden bei der aktuellen Generierung
der Anti-TAGs alle 4 Basen langen Sequenzen verboten (Lni = 4), die teilweise
komplementär zu den benachbarten Faltungssträngen sind. Das Risiko der Rück-
faltungen wird mit diesem Vorgehen verkleinert.
Im Vergleich zu Sequenzen, die mit EGNAS erzeugt werden, zeigen die Sequenzen,
welche Ding et al. zur Modifikation der Faltungsstränge verwenden [181], die Mög-
lichkeiten stabilerer Kreuzhybridisierungen und Sekundärstrukturen (Tabelle 8.1).
Die Sequenzen der Faltungsstränge vor und nach ihrer Modifikation und ihre
molaren freien Enthalpien der stabilsten Haarnadelstrukturen sind in einer Liste
auf einer CD-ROM der Arbeit beigefügt.

8.2 TAGs für Sechs-Helixbündel-Nanoröhren

Stearns et al. ordnen Peptid-DNA-Konjugate auf einem DNA-Origami an (Abbil-
dung 8.2) [182]. Dieses DNA-Origami lag in Form der Sechs-Helixbündel-Nano-
röhren vor. Das A3-Peptid wird für eine In-situ-Keimbildung und das Wachstum
der Goldnanopartikel verwendet, weil das A3-Peptid Goldoberflächen erkennt
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Peptid-DNA-Konjugate (TAGs)

Sechs-Helixbündel-Nanoröhre

Einzelstrangüberhänge an
Faltungssträngen (Anti-TAGs)

Sechs-Helixbündel-Nanoröhre
Hybridisierung

In-situ-Wachstum der Goldnanopartikel

Sechs-Helixbündel-Nanoröhre

AuCl–
4

Abbildung 8.2: Prinzip der In-situ-Keimbildung und des Wachstums der Goldnanopartikel
auf einer Sechs-Helixbündel-Nanoröhre.

und gelöste Goldionen reduzieren kann. Zehn Faltungsstränge werden mit nur
einer Sequenz für einen Einzelstrangüberhang (Anti-TAG) modifiziert. Als Gerüst
dient die M13mp18-DNA. Es werden wieder die möglichen Kreuzhybridisierun-
gen des TAGs mit den Faltungssträngen und dem Gerüststrang untersucht. Es
kann nur eine mögliche Kreuzhybridisierung mit 8 aufeinanderfolgenden Basen
gefunden werden. Dabei handelt es sich um die Sequenz 5’-GCCGTTGA-3’ des Fal-
tungsstrangs „70“, welche mit dem TAG des Peptid-DNA-Konjugats hybridisieren
könnte. Es sind Haarnadelstrukturen mit der Stammlänge von 5 bp (5’-CGTTG-3’)
in der Sequenz des Anti-TAGs möglich. Außerdem ist das Risiko der Rückfaltun-
gen gegeben, weil eine 5 Basen lange Subsequenz (5’-AACGG-3’) des Anti-TAGs
komplementär zum Faltungsstrang „122“ ist.
Mit Hilfe der EGNAS-Software werden die TAG- und Anti-TAG-Sequenzen opti-
miert. Dabei werden die gleichen Parameter wie in Abschnitt 8.1 für das dreiecks-
förmige DNA-Origami verwendet. Sofern Sekundärstrukturen in den modifizierten
Einzelstrangüberhängen und den TAGs vermieden werden sollen, liefert EGNAS
besser geeignete Sequenzen(32) als diejenigen, welche Stearns et al. für die Modi-
fizierung der Faltungsstränge verwenden, um Peptid-DNA-Konjugate zu binden
(Tabelle 8.2).
Wahrscheinlich sind die Bildung der Haarnadelstrukturen sowie Rückfaltung die
Gründe für eine geringe Anzahl der Nanopartikel auf dem DNA-Origami. Dar-
über hinaus berichten Stearns et al. über Partikel, die nicht in den beabsichtigten

(32) Die Sequenzen der Faltungsstränge vor und nach ihrer Modifikation sowie ihre molaren freien
Enthalpien der stabilsten Haarnadelstrukturen sind in einer Liste auf einer CD-ROM der Arbeit
beigefügt.
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Tabelle 8.2: Vergleich der Sequenzen, die mit EGNAS erzeugt wurden, mit denen, die
von Stearns et al. zur Modifikation der Faltungsstränge verwendet werden [182]. Mo-
lare freie Enthalpien (∆G, kcal/mol) der stabilsten Haarnadelstrukturen. Mittelwerte ±
Standardabweichung aus 10 Sequenzen.

nicht modifizierte modifizierte Faltungsstränge

Faltungsstränge Stearns et al. EGNAS

Mittelwert∆G -1,36 ± 1,1 -5,9 ± 1,3 -1,8 ± 1,4
Minimum ∆G -3,0 -8,0 -4,2

Abständen von 27 nm angeordnet sind. Das Peptid wird nicht effizient auf dem
DNA-Origami immobilisiert.





Kapitel 9

Zusammenfassung und Ausblick

Die Software EGNAS wird für den Entwurf einzigartiger Nucleobasen-Sequenzen
entwickelt. Innerhalb einer akzeptablen Rechenzeit können, mit einem handels-
üblichen PC, Sätze mit definierten Intra- und Interstrang-Eigenschaften generiert
werden. Es kann eine maximale Satzgröße mit gegebenen Einschränkungen er-
reicht werden. Der vorgestellte erschöpfende Algorithmus erlaubt die Generierung
größerer Sätze, als dies mit bisheriger Software bei gleichen Sequenzanforderungen
möglich war.
Aktuell ist das entwickelte Programm geeignet für die Generierung der Sequenzen
für DNA-TAGs, wobei Sekundärstrukturen und Kreuzhybridisierungen vermieden
werden können. Weiterhin können vordefinierte Sequenzen einbezogen werden.
Dies ist prinzipiell für Anwendungen von Nutzen, bei denen keine Wechselwir-
kungen der TAGs mit Templat-Strängen erwünscht sind. Die bereitgestellte Option
der TAG-Primer-Paarung im Hinblick auf mögliche Rückfaltung unterstützt die
Generierung der TAG-Sequenzen für Multiplex-Genotypisierung der Einzelba-
senpolymorphien. Diese Art der Genotypisierung kann mittels PCR und SBE-
Reaktionen auf Mikroarrays oder Partikeloberflächen durchgeführt werden. Wei-
terhin ermöglicht EGNAS den rechnergestützten Entwurf der Sequenzen für die
spezifische Anbindung der molekularen Konstrukte an DNA-Origami. In der zu-
künftigen Entwicklung kann der neue Algorithmus erweitert werden, um sehr
große Gensequenzen einzubeziehen.





Fazit

Die vorliegende Dissertation beschreibt die Erarbeitung anwendbarer Methoden
zum Aufbau SPR-basierter DNA-Mikroarrays. Es werden die Beziehungen zwi-
schen allen Teilschritten der Entwicklung eines DNA-Biosensors aufgezeigt.
Die Sondendichte auf der Sensoroberfläche ist entscheidend für die Leistungsfähig-
keit eines DNA-Chips. In dieser Arbeit werden thiolmodifizierte Sonden und solche
mit Phosphorothioatgruppen verwendet und verglichen. Die abstoßende Ladung
der DNA-Moleküle, die als Polyanionen angesehen werden können, wird durch
Mg2+ des zugesetzten MgCl

2
abgeschirmt, um die DNA-Sonden in ausreichender

Dichte zu immobilisieren. In Bezug darauf wird der Aufbau selbstorganisierender
Monoschichten, bestehend aus Mercaptoalkoholen und thiolmodifizierten DNA-
Einzelsträngen, mittels Röntgenphotoelektronenspektroskopie untersucht und der
Mg2+-Einfluss auf die Sondendichte bestätigt. Diese Beobachtung wird ebenso
durch SPR-Experimente bestätigt, bei denen die Hybridisierung der PCR-Produkte
detektiert wird und die Immobilisierung dazugehöriger Sonden bei unterschiedli-
chen MgCl

2
-Konzentration stattfindet. Während thiolmodifizierte DNA direkt an

eine Goldoberfläche gebunden werden kann, hat DNA mit Phosphorothioatgrup-
pen (PT-DNA) nur eine geringe Affinität zu Gold. Um PT-DNA in ausreichender
Dichte zu immobilisieren, wird die Sensoroberfläche mit Iodalkylgruppen beschich-
tet und ermöglicht die Immobilisierung durch nucleophile Substitution des Iods
durch den Schwefel der PT-DNA.
Das in der vorliegenden Arbeit verwendete SPR-Spektrometer ließt streifenförmige
Bereiche des Mikroarrays aus. Die Spots werden daher aus 50-pl-Tropfen mittels ei-
nes Mikropipettiersystems aufgebaut. Die Morphologie und Dynamik der Tropfen
auf der Goldoberfläche wird durch Zusatz des Glycerins verändert. Damit werden
bis zu 60 parallele, streifenförmige Spots auf einer 8 bis 9 mm breiten Goldober-
fläche aufgebracht. Es werden bis zu 180 Spots auf einem SPR-Chip in Echtzeit
analysiert. Eine weitere Erhöhung der Anzahl an Sondenorten pro Chip wird mit
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einer hydrophil/hydrophoben Strukturierung der Arrayoberfläche erreicht. Dies
erfolgt durch das Mikrokontaktdrucken mit Alkanthiolen.
Eine schnelle Detektion wird bei Hybridisierungen im mikrofluidischen Kanal in-
nerhalb weniger Minuten erzielt. Dazu werden Probenmengen kleiner als 100 µl ge-
braucht. Es zeigt sich, dass im mikrofluidischen Fluss die TAG/Anti-TAG-Bindung,
bei der Hybridisierung der PCR-Produkte mit den Sonden, zusätzlich stabilisiert
wird.
Die Hybridisierungseffizienz hängt stark von der Sodensequenz ab. SPR-Experi-
mente zeigen, dass die Ausbildung der Haarnadelstrukturen die Ursache dafür
ist. Ein Computerprogramm auf Grundlage eines neu entwickelten Nucleobasen-
Sequenzentwurf-Algorithmus, ermöglicht die Generierung vollständiger Sequenz-
sätze. Die Intra- und Interstrangeigenschaften dieser Sequenzen können kontrolliert
werden, um Haarnadelstrukturen und Kreuzhybridisierungen zu vermeiden. Da-
durch können optimierte Sequenzen für Anwendungen auf DNA-Chips oder in
der DNA-Nanobiotechnologie entworfen werden.
Im Ergebnis der vorliegenden Dissertation werden Methoden präsentiert, welche
für die Herstellung der SPR-basierten DNA-Chips angewendet werden können.
Diese bieten insbesondere die Vorteile einer schnellen, markierungsfreien Echtzeit-
analyse spezifischer Hybridisierungen. Die Anwendbarkeit dieser Methoden wurde
anhand der Mutationsanalyse der Fusionsgene AML1-ETO und CBFB-MYH11 bei
der akuten myeloischen Leukämie bestätigt. Aufbauend auf diesen Resultaten
können weiterführende Entwicklungen auf dem Gebiet der Protein-Mikroarrays
und aptamerbasierter Sensoren stattfinden.



Anhang A

Verwendung der EGNAS-Software

A.1 Ausführen des Programms

EGNAS ist in der Programmiersprache C++ geschrieben. Es ist ein Kommandozei-
lenprogramm, welches für die Betriebssysteme Linux, Mac OS X und Microsoft

Windows kompiliert wurde. Nach dem Entpacken der ZIP-Datei für das gewünsch-
te Betriebssystem, kann EGNAS durch das Aufrufen der ausführbaren Datei gest-
artet werden. Verbotene Subsequenzen können in einer Text-Datei mit dem Namen
forbidden.txt angegeben werden. Diese Datei und die Text-Dateien mit den ein-
bezogenen Sequenzen und Nachbarsequenzen müssen in dem Verzeichnis der
ausführbaren EGNAS-Datei gespeichert werden. Alle Sequenzen und Subsequen-
zen müssen durch einen Zeilenumbruch getrennt werden und aus den Zeichen
der Menge {A; T; C; G} bestehen. Zusätzlich wird eine Konfigurationsdatei ge-
braucht, in der die Kriterien und Optionen für den Sequenzentwurf festgelegt sind.
Wenn keine Konfigurationsdatei angegeben wurde und auch keine config.txt im
EGNAS-Verzeichnis existiert, wird EGNAS eine config.txt anlegen.

A.2 Sequenzentwurf-Kriterien und Optionen

EGNAS bietet dem Benutzer folgende Kriterien und Optionen zur Generierung
der Sequenzen:

1. Sequenzlänge Ls.

2. Länge der Basissequenzen (Criton-Länge Lc).
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3. Genauer GC-Gehalt oder sein Bereich.

4. Kein terminales Adenin oder Thymin im Strang./Geforderte GC-Enden.

5. Verbotene Sequenzen./Einbezogene Sequenzen.

6. Länge der verbotenen selbstkomplementären Subsequenzen Lsc.

7. Verbotene Stammlänge der Haarnadelstrukturen Lhp.

8. Länge der Subsequenzen, die innerhalb ein und derselben Sequenz nicht
wiederholt werden dürfen (Gleiten, Lsl).

9. Verbotene Länge der Subsequenzen, die mit komplementären Nachbarse-
quenzen wechselwirken könnten Lni.

Optional wird die molare freie Enthalpie für die Bildung eines DNA-Doppelstrangs
nach dem „Modell nächster Nachbarn“ berechnet [91, 92].

A.3 Konfigurationsdatei

Die Konfigurationsdatei enthält die Kriterien und Optionen für den Sequenzent-
wurf. Eine Beispieldatei ist unten gezeigt:

#Created with version: 1158

#Sequence length L_s.

L_s[bases]=24

#Length of basic sequences (criton length) 1 <= L_c <= 14.

L_c[bases]=5

#Forbidden stem length of hairpin structures L_hp (blank for any size).

L_hp[base pairs]=3

#Length of forbidden self-complementary subsequences L_sc (blank for any size).

L_sc[bases]=4

#Minimum number of G/C-bases per strand GC_min, minimum GC content (blank for

any number).

GC_min[bases]=11

#Maximum number of G/C-bases per strand GC_max, maximum GC content (blank for

any number).

GC_max[bases]=13

#Length of subsequences that are not allowed to be repeated within one and the
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same sequence (sliding) L_sl (blank for any size).

L_sl[bases]=5

#No terminal adenine or thymine in the strand?/Demand on GC ends? [y/n]

GC_ends=n

#Maximum number of sequences to be generated per set.

SeqMax=1250

#Maximum number of sets to be generated.

SetMax=2

#Maximum number of attempts to restart the generation of one sequence.

MaxAttempt=50

#Termination factor to limit the number of combination attempts with basic

sequences for the generation of one strand.

TerminationFactor=1

#Name of the file with sequences to be included (blank, if no file exist).

Included=

#Name of the file with neighboring sequences (blank, if no file exist).

Neighboring=

#Forbidden stem length of hairpin structures with neighboring sequences L_ni

(neighbor interaction).

L_ni[base pairs]=

#Calculate deltaG? [y/n]

deltaG=n

A.4 Ausgabe der Ergebnisse

Die Ausgabe der Ergebnisse wird in einem separaten Verzeichnis gespeichert. Der Verzeich-

nisname ist das aktuelle Datum und die aktuelle Systemzeit. Die Datei log.txt enthält

die Einstellungen und weitere Informationen zur Sequenzgenerierung. Jeder generierte

Sequenzsatz wird in einer eigenen txt-Datei gespeichert.
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