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Die ständig wachsende Zahl von diagnostisch relevanten Biomolekülen und das Verständnis 

ihrer Interaktionen miteinander führen zu einem stetig wachsenden Bedarf an 

Nachweissystemen für Biomoleküle. Diese Detektionssysteme sollen bei möglichst geringen 

Kosten eine Vielzahl von Molekülen mit hoher Sensitivität und Spezifität analysieren. 

Mikroarrays sind dabei eines der faszinierendsten neuen Nachweisverfahren, die in der 

Biologie und verwandten Fächern Anwendung finden. 

 

1.1 Was ist ein Mikroarray? 

Mikroarrays werden auch als Biochips, DNA-Chips oder Gen-Chips bezeichnet. Nach Schena 

(Schena 2003) muss ein chipbasiertes biologisches Assay vier Kriterien erfüllen, um als 

Mikroarray bezeichnet werden zu können: geordnet, mikroskopisch klein, planar und 

spezifisch. Eine geordnete Anordnung der einzelnen Proben auf einem Mikroarray ermöglicht 

eine automatisierte Produktion, Inkubation und Detektion der Chips. Die Sonden sollen dabei 

in einem definierten geometrischen Raster (Zeilen und Spalten), welches jedem einzelnen 

Spot auf dem Chip eine einzigartige definierte Position zuweist, auf dem Chip aufgebracht 

werden. Außerdem sollen alle Spots auf dem Chip die gleiche Größe besitzen. Die so auf der 

Oberfläche aufgebrachten Proben sollen möglichst nur einen kleinen Raum beanspruchen, 

also mikroskopisch klein sein. Nur so lässt sich einer der größten Vorteile von Mikroarrays 

realisieren: die parallele Analyse einer Vielzahl von Biomolekülen bei einem geringen 

Verbrauch von Ausgangsstoffen. Für eine räumlich definierte Anbindung von mikroskopisch 

kleinen Mengen der einzelnen Sondenmoleküle wird ein planares Substrat benötigt. Planar 

definiert eine feste ebene Oberfläche. Typische Oberflächen zur Herstellung von Mikroarrays 

sind Glas, Plastik und Silizium. Bei Nitrozellulose und Nylon, die auch zur Herstellung von 

biologischen Arrays (z. B. Southern, Western und Northern Blot) verwendet werden, handelt 

es sich zwar um feste, aber nicht um planare Oberflächen. Planare Oberflächen machen eine 

automatisierte Produktion und Detektion der Mikroarrays möglich. Außerdem sind sie für 

Flüssigkeiten undurchlässig und ermöglichen so den Einsatz kleinster Flüssigkeitsvolumen. 

Die auf einem Mikroarray immobilisierten Biomoleküle agieren in einer spezifischen 

Reaktion mit den in der Probenlösung befindlichen Molekülen. Dadurch ist eine spezifische 

und auch quantitative Bestimmung von Bindeereignissen auf einem Biochip möglich.  

Mikroarrays sind eine Weiterentwicklung des 1975 zum ersten Mal beschriebenen Southern 

Blots (Southern 1975), womit erstmals eine Festphasen-basierte Analyse von markierten 

Oligonukleotiden möglich war (Ramsay 1998). Eine rasche technologische Entwicklung 
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Anfang der 90-iger Jahre (Marshall 1998) führte 1994 zum ersten kommerziell erhältlichen 

DNA-Chip (HIV-Gene-Chip) der Firma Affymetrix. Eine Unterscheidung von Mikroarrays 

ist über die Art der immobilisierten Biomoleküle (Sonden) möglich. Als Sondenmoleküle 

werden DNA (Oligonukleotide, cDNA etc.), Proteine (MacBeath und Schreiber 2000), 

Peptide (Fodor et al. 1991) und ganze Zellen verwendet (Ziauddin und Sabatini 2001). Das in 

dieser Arbeit verwendete Mikroarrayformat entspricht einem DNA-Mikroarray (DNA-Chip). 

 

1.2 Herstellung von DNA-Chips 

Eine Vielzahl von Methoden steht heute Anwendern zur Herstellung von Mikroarrays zur 

Verfügung (Bowtell 1999, Cheung et al. 1999). Zur Anbindung von DNA werden 

unterschiedlichste chemische Oberflächenmodifikation vor allem auf der Basis von 

Organosilanen genutzt (Pirrung 2002). Fotolithografische Methoden, die für die Produktion 

von integrierten Schaltkreisen (Mikrochips) entwickelt wurden, wurden ebenfalls zur 

Herstellung der ersten Mikroarrays eingesetzt. Der Einsatz dieser zur Produktion von 

Computerchips üblichen Chiptechnologien trug maßgeblich zur Entwicklung des Begriffes 

DNA-Chip bei. 

Ein Hauptunterscheidungskriterium für DNA-Chips ist die Art der Positionierung der Fänger-

DNA auf dem Chip: Dabei stehen zwei grundsätzliche Verfahren zur Verfügung: 

ex situ Synthese 

Hierbei werden fertige synthetische Oligonukleotide auf einem Substrat immobilisiert. Zur 

räumlich definierten Anbindung der einzelnen Sondenmoleküle kommen dabei Spotter zum 

Einsatz. Diese ermöglichen ein automatisiertes und definiertes Aufbringen kleinster 

Flüssigkeitsmengen. Die Spotverfahren unterscheidet man in kontaktfreie Verfahren (z. B. 

Piezo (elektrisches) Spotten, Bubblejet Printing) und Kontaktverfahren (z. B. Contact Tip 

Deposition Printing, Micro Contact Printing) (Lorkowski et al. 2000). 

in situ Synthese 

Dabei werden die auf der Chipoberfläche immobilisierten Oligonukleotide schrittweise aus 

einzelnen Nukleotiden auf der Oberfläche synthetisiert. Dazu werden unter anderem 

fotolithographische Verfahren wie zur Herstellung von Computerchips (Lipshutz et al. 1999) 

und das Micro Wet Printing (Ermantraut et al. 1998) eingesetzt. 

1.3 Prinzip der DNA-Chip Analyse 

Grundvoraussetzung für ein Mikroarray ist eine spezifische Reaktion zwischen mindestens 

zwei Biomolekülen, von denen eins auf der Oberfläche immobilisiert ist. In Abbildung 1 sind 
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schematisch die Wirkungsweise eines DNA-Chips und die Analyse der Wechselwirkungen 

dargestellt. 

 
Abb. 1: Prinzip der chipbasierten DNA-Analyse. Ein Mikroarray mit immobilisierten Sondenmolekülen wird 

mit einer markierten Probe inkubiert. Die markierten Probenmoleküle binden spezifisch mit den 
komplementären Sondenmolekülen auf dem Chip. 

 

Die zwei für die Analyse von DNA-Chips wichtigen Reaktionspartner werden als Sonden- 

oder Fänger-DNA und Proben- oder Ziel-DNA bezeichnet. Die Sonden- bzw. Fänger-DNA 

(engl. probe- oder capture-DNA) ist die auf dem Substrat immobilisierte DNA-Sequenz 

(synthetisierte Oligonukleotide). Diese immobilisierten Biomoleküle besitzen eine bekannte 

Sequenz (z. B. speziesspezifische Gensonde eines Mikroorganismus). Die zu untersuchende 

Proben- oder Ziel-DNA (engl. target-DNA) sind Nukleinsäuren (PCR-Fragment der DNA des 

nachzuweisenden Mikroorganismus, DNA-Isolate oder Ähnliches), welche hochspezifisch an 

die immobilisierten Fängermoleküle binden. Durch eine eingefügte Markierung können Spots 

mit gebundener Ziel-DNA identifiziert werden. Da die Position der einzelnen 

Sondenmoleküle auf dem Chip bekannt ist, ist ein ortsaufgelöster Nachweis der 

Hybridisierung möglich (Bier und Furste 1997, Wang 2000). 

Durch die spezifische Wechselwirkung zwischen Fänger- und Ziel-DNA ist die Detektion 

einer bestimmten DNA-Sequenz realisierbar. Der Nachweis bestimmter speziesspezifischer 

DNA-Sequenzen ermöglicht die Identifikation von Mikroorganismen, Krankheiten etc. mit 

Hilfe von DNA-Chips. 

 

1.4 Markierung und Anwendung von DNA-Chips 

Zur Detektion und Auswertung von Mikroarrays ist eine Markierung der Proben-DNA oder 

des gebildeten Komplexes zwischen Fänger- und Ziel-DNA unbedingt erforderlich. Eine 
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Vielzahl von Methoden steht heute dem Anwender zur Markierung von Mikroarrays zur 

Verfügung. Die Wichtigsten sind in Tabelle 1 zusammengefasst. 

Markierung Prozess Detektion 

Fluoreszenzfarbstoffe 

(Fluorescin, Cy-5, Texas 

Red usw.) 

Einbau von 

Fluoreszenzfarbstoffen in die 

DNA, z.B. durch PCR 

Konfokale Laserscanner 

Fluoreszenz-Mikroskope 

Radioaktivität  

(32P, 33P, 35S) 

Einbau radioaktiv markierter 

Nukleinsäurebausteine in die 

DNA 

Röntgenfilme 

Autoradiographie-Imaging-

Systeme 

Chemilumineszenz 

(Digoxigenin) 

Markierung mit 

chemilumineszenten 

Molekülen 

Filme 

Lumineszenzreader-Systeme 

metallische Nanopartikel 

und Halbleiter 

Nanopartikel (Quantum 

Dots) 

 

Markierung mit 

Nanopartikeln, z.B. über 

Biotinmarkierungen und 

Anbindung von Streptavidin-

Nanopartikeln 

optisch 

gravimetrisch 

elektrochemisch 

elektrisch 

Redox-aktive Moleküle Anbindung an die DNA oder 

Einlagerung in den 

Doppelstrang 

elektrochemisch 

enzymatische Markierung 

(Peroxidasen) 

Anbindung eines 

Streptavidin-Peroxidase-

Konjugates über 

Biotinmodifizierung in der 

DNA 

optisch 

elektrochemisch 

elektrisch 

Tab. 1: Übersicht der wichtigsten heute verwendeten Markierungsmethoden zur Markierung von Mikroarrays 
 

Optische Verfahren sind die Grundlage des Großteils der heute zur Auswertung von 

Mikroarrays angewendeten Methoden. Die Markierung von Nukleinsäuren mittels 

radioaktiver Elemente ist wahrscheinlich eine der ältesten Markierungsmethoden in der DNA-

Analytik und ermöglicht eine nachfolgende optische Auswertung. Jedoch ist diese Art der 

Markierung nur in Speziallabors durchführbar und aufgrund ihrer Risiken nicht für den 

alltäglichen Gebrauch geeignet. Eine Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen hat sich in den 
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letzten Jahren als Standardmethode zur Markierung von Mikroarrays etabliert. Der Einsatz 

von Fluoreszenzmolekülen ermöglicht eine spezifische und sensitive Markierung von DNA-

Chips, jedoch gibt es auch einige Nachteile. Fluoreszenzfarbstoffe können ausbleichen. 

Dieses so genannte Bleaching führt zur Degenerierung der gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe 

auf dem DNA-Chip und somit zu einem schwächeren gemessenen Signal. Hauptursache für 

das Bleaching von Fluoreszenzsignalen ist die Veränderung der Farbstoffe durch zu hohe 

Intensitäten des Anregungslichts, jedoch ist auch der Einfluss der Ozonkonzentration der Luft 

als Faktor beschrieben (Fare et al. 2003). Die Signalstärke von Fluoreszenzfarbstoffen wird 

auch durch ihre Umgebung beeinflusst. Dabei kann es zur Verminderung der Intensität des 

abgegebenen Fluoreszenzsignales durch einen strahlungslosen Energietransfer kommen. 

Dieser Effekt wird als Quenching bezeichnet. Bleaching und Quenching erschweren die 

Analyse und Quantifizierung von fluoreszenzmarkierten Mikroarrays. Deshalb werden 

komplizierte Algorithmen zur Analyse benötigt. Außerdem sind zur Auswertung teure Geräte 

und geschultes Personal notwendig. Des Weiteren ist eine Miniaturisierung, wie sie für einen 

Point-of-Care Einsatz nötig wäre, nur schwer zu realisieren. Trotzdem kommen DNA-Chips 

mit Fluoreszenzmarkierung vor allem in der biologischen Forschung immer häufiger zum 

Einsatz, da derzeit praktikable Alternativen fehlen. 

Die Einsatzgebiete von Mikroarrays sind vielfältig. Mit Hilfe von DNA-Chips ist das 

gleichzeitige Screening einer Vielzahl von Genen möglich. Dadurch hatten Mikroarrays einen 

signifikanten Einfluss auf die Entwicklung von Genomstudien. DNA-Chips werden vor allem 

in der Genexpressionsanalyse (Lockhart und Winzeler 2000), Mutationsanalyse (Hacia 1999) 

und Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Analysen (Wang et al. 1998) eingesetzt. Aber 

auch in den Gebieten der Pharmacogenomics (Chakravarti 1999, Debouck und Goodfellow 

1999) und Toxicogenomics (Nuwaysir et al. 1999) steigt ihre Verwendung in den letzten 

Jahren stetig an. Relativ neu ist noch der Nachweis einzelner Mikroorganismen mittels 

speziesspezifischen Gensonden auf einem Chip. Dabei wurden sowohl die etablierte 

Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen (Kakinuma et al. 2003, Bodrossy und Sessitsch 2004, 

Bae et al. 2005) als auch neuartige Goldnanopartikelmarkierungen (Afanassiev et al. 2000, 

Günther 2004, Günther et al. 2005, Perreten et al. 2005) angewendet. Die Markierung mit 

Goldnanopartikeln ist eine relativ neue Markierungsform, auf die im nächsten Kapitel näher 

eingegangen wird. 
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1.5 Alternative Markierungs- und Detektionsverfahren für DNA-

Chips 

Die Markierung von Mikroarrays mit Goldnanopartikeln ermöglicht es, viele der 

beschriebenen Nachteile der Fluoreszenzmarkierung zu umgehen. Außerdem gestattet eine 

solche Markierung eine Vielzahl von verschiedenen Nachweismöglichkeiten.  

Um DNA mit Goldnanopartikeln zu markieren, gibt es zwei Verfahren. Zum einen kann die 

hohe Affinität von Thiolgruppen zu Goldatomen ausgenutzt werden. Dazu ist es notwendig, 

DNA mit Thiolgruppen zu modifizieren, da diese nicht natürlich in Nukleinsäuren auftreten 

(Alivisatos et al. 1996, Mirkin et al. 1996). Thiolgruppen während der 

Oligonukleotidsynthese zu integrieren, ist heute ein Standardprozess. Eine Vielzahl 

unterschiedlicher Thiollinker ist in den letzten Jahren entwickelt worden, um die Verbindung 

zwischen Gold und Thiol zu stärken (Fritzsche und Taton 2003). Zum anderen können aber 

auch Biotinmodifikationen in der DNA genutzt werden, um daran mit Streptavidin 

modifizierte Goldnanopartikel zu binden (He et al. 2000). 

Goldnanopartikel ermöglichen aufgrund ihrer interessanten Eigenschaften unterschiedlichste 

Nachweisverfahren. Ein optischer Nachweis stellt die einfachste Methode dar, die durch 

spezifische molekulare Erkennungsreaktionen gebildete DNA-Nanopartikel-Konjugate 

nachzuweisen. 

Metallische Nanopartikel besitzen Extinktionskoeffizienten zwischen 106 bis 1012 M-1 cm-1 

und übertreffen damit die Extinktionskoeffizienten vieler organischer Farbstoffe um mehrere 

Größenordnungen (Yguerabide und Yguerabide 1998a, b). Diese großen 

Extinktionskoeffizienten wie auch die leuchtenden Farben der Nanopartikellösungen werden 

durch die kollektiven Schwingungen der freien Ladungselektronen (Plasmonen) erklärt 

(Kreibig und Vollmer 1995, Yguerabide und Yguerabide 1998b). Wichtige Faktoren für das 

Absorptionsspektrum und die Intensität der Absorption von Nanopartikeln sind die 

Partikelform, deren Größe und Zusammensetzung (Kelly et al. 2003). Weiterhin kann die 

Plasmonresonanz durch den Abstand der Partikel zueinander oder ihre definierte Anordnung 

beeinflusst werden (Quinten 2001). Dieser Effekt wird ausgenutzt für eine einfache optische 

Detektion der Hybridisierung durch eine Farbveränderung einer Goldnanopartikellösung. 

Dazu werden jeweils zwei Goldnanopartikellösungen mit zwei komplementären 

Oligonukleotiden modifiziert. Werden beide Lösungen gemischt, kommt es zur 

Hybridisierung der beiden komplementären Oligonukleotide und damit zu einer Vernetzung 

der Partikel. Dadurch verändert sich der Abstand zwischen den Partikeln (Abb. 2). 

Goldnanopartikellösungen mit einem Partikelabstand größer als der durchschnittliche 
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Durchmesser der Partikel erscheinen rot. Eine Verringerung dieses Abstandes durch eine 

Hybridisierung führt zu einer Veränderung der Farbe von Rot zu Blau (Elghanian et al. 1997, 

Storhoff et al. 1998). Interessant ist außerdem, dass die mit Nanopartikeln markierten Proben 

charakteristische und ungewöhnlich scharfe Schmelzkurven im Vergleich zu 

farbstoffmarkierten oder nicht markierten Proben liefern. Der gleiche Effekt der spektralen 

Verschiebung kann auch auf Oberflächen genutzt werden. Dazu muss die Oberflächen mit 

nanoskaligen Metallinseln modifiziert werden. Die Bindung von Metallnanopartikeln durch 

biomolekulare Erkennungsreaktionen führt ebenfalls zu einer messbaren spektralen 

Verschiebung (Hütter und Pileni 2003). 

 
Abb. 2: Optische Detektion einer DNA-Hybridisierung durch die Farbveränderung einer Goldnanopartikel-

Lösung.   

 

Für eine Quantifizierung der Messergebnisse auf einem mit Nanopartikeln markierten Chip 

muss die Anzahl der gebundenen Partikeln auf einem Substrat bestimmt werden. Auf 

transparenten Chips kann die Anzahl gebundener Goldnanopartikel mittels der gemessenen 

Absorption genau quantifiziert werden (Grabar et al. 1995). Einzelne spezifisch gebundene 

Nanopartikel können auch mit dem Rasterkraftmikroskop oder dem Elektronenmikroskop 

nachgewiesen werden (Csaki et al. 2001b). Die Bestimmung der optischen Absorption eines 

Arrays mit gebundenen Goldnanopartikeln erlaubt Rückschlüsse auf die Zahl der gebundenen 

Partikel und die Konzentration der Ziel-DNA (Reichert et al. 2000). Dieser Nachweis wurde 

auf mikrostrukturierten Substraten durchgeführt. Dabei konnte eine spezifische Bindung der 

mit Oligonukleotiden modifizierten Goldnanopartikel an ihre komplementäre Sequenz bei 

einem geringen Hintergrundsignal nachgewiesen werden. Größere Strukturen (60 x 60 µm) 

auf diesen DNA-Chips, mit 30 nm Goldnanopartikelmarkierung, waren ohne technische 

Hilfsmittel sichtbar. Kleinere Strukturen bis zu 4 µm Seitenlänge konnten mit einem 

konventionellen Mikroskop mit digitaler Bildaufnahme und Messzeiten von wenigen 

Millisekunden nachgewiesen werden (Köhler et al. 2001).  
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Der direkte Nachweis von Nanopartikeln die über DNA-Hybridisierung auf einer Oberfläche 

gebundenen sind, ist mit diesem Verfahren jedoch nur bis zu nanomolaren DNA-

Konzentrationen möglich. Für praktische Anwendungen ist aber der Nachweis von DNA im 

pico- oder femtomolaren Bereich notwendig. Die Empfindlichkeit eines solchen Nachweises 

kann durch eine Metallabscheidung auf den gebundenen Partikeln deutlich verstärkt werden. 

Dabei werden in einer autokatalytischen Reaktion in der Lösung vorhandene Silberionen als 

Silber auf den Goldnanopartikeln abgeschieden. Diese Silberabscheidung wird ebenfalls bei 

der Markierung von Gewebsschnitten mit Goldnanopartikeln genutzt (Hacker et al. 1991). 

Dadurch werden einzelne Nanopartikel soweit vergrößert, dass sie anschließend optisch 

nachgewiesen werden können. Eine Silberabscheidung auf den gebundenen Nanopartikeln 

erhöht deren optische Absorption und somit ist auch der Nachweis deutlich geringerer DNA-

Konzentrationen (Taton et al. 2000) sowie einzelner Partikel möglich (Csaki et al. 2003). 

Durch die Integration von Fotodioden in den Chip ist die Konstruktion eines integrierten 

Auswertesystems möglich (Li et al. 2005). Mittels fotolithographischer Methoden wird bei 

diesem Chip unter jeden Spot eine Fotodiode integriert. Nach der Bindung der Nanopartikel 

und der Metallabscheidung kann durch einfache Beleuchtung des Chips die Bindung der 

Nanopartikel ausgewertet werden. Dabei wird die Veränderung der gemessenen 

Lichtintensität vor und nach der Silberabscheidung gemessen. Somit ist eine Integration der 

zur Auswertung nötigen Technik in diesem Aufbau realisiert. 

Neben ihrer Absorption kann aber auch die von metallischen Nanopartikeln verursachte 

Lichtstreuung zur Detektion auf Biochips eingesetzt werden. Das Spektrum des Streulichtes 

eines Nanopartikels ist dabei ebenfalls von der Plasmonresonanz, welche durch Größe, Form 

und Zusammensetzung des Partikels beeinflusst wird, abhängig (Yguerabide und Yguerabide 

1998a, b). Unterschiedliche Systeme sind in den letzten Jahren beschrieben worden, die die 

Lichtstreuung von spezifisch auf der Oberfläche gebundenen metallischen Nanopartikeln 

ausnutzen (Stimpson et al. 1995, Taton et al. 2001, Storhoff et al. 2004). Mit einem solchen 

System ist es möglich, Hybridisierung und Denaturierung von DNA-Strängen zu beobachten, 

und somit eine online Detektion der Bindeereignisse zu ermöglichen. Weiterhin ist ein 

Multilabelsystem durch die Wahl unterschiedlicher Nanopartikel mit spezifischen Spektren 

realisierbar. 

Durch eine Kombination von Goldnanopartikeln mit ramanaktiven Farbstoffen kann eine 

Vielzahl von spezifischen Markierungen für Mikroarrays geschaffen werden. Die so 

markierten Mikroarrays können dann mittels Ramanspektroskopie ausgewertet werden. 

Interessant ist dabei, die Möglichkeit einer Vielzahl von spezifischen Markierungen, da jeder 
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Farbstoff ein spezifisches Ramanspektrum besitzt (Cao et al. 2002). Der Effekt der 

Ramanstreuung konnte durch eine Silberabscheidung auf den gebundenen Goldnanopartikeln 

noch verstärkt werden. 

Oberflächen-Plasmonen-Resonanz-Imaging (Surface Plasmon Resonance Imaging (SPRi)) 

ermöglicht dem Benutzer die markerfreie Detektion von Binderereignissen auf Chips 

(Peterlinz et al. 1997, Thiel et al. 1997). Durch den Einsatz von Goldnanopartikeln als 

Markierung lässt sich die Empfindlichkeit solcher Systeme um drei Größenordnungen 

steigern (He et al. 2000). 

Alle hier beschriebenen Verfahren zum optischen Nachweis von gebundenen 

Goldnanopartikeln benötigen meist hoch entwickelte Geräte zur Signaldetektion und eine 

aufwändige Bildauswertung. Das macht die Verfahren teuer und eine Miniaturisierung der 

Systeme schwierig. Um robuste, transportable und kostengünstige Detektionssysteme für 

Point-of-Care Anwendungen zu konstruieren, werden auch andere Nachweisverfahren 

untersucht. 

Obwohl ein einzelner Goldnanopartikel nur eine sehr gering Masse besitzt (einige Attogramm 

für einen 10 nm Goldnanopartikel), ist die Detektion solch geringer Massen mit quartz-

crystal-microbalances ((QCMs) Schwingungquarz-Mikrowaage) oder schwingenden 

Mikrocantilevern möglich. Mit QCMs war sogar ein Nachweis einer DNA-Hybridisierung 

ohne Markierung realisierbar (Okahata et al. 1992, McKendry et al. 2002). Jedoch kann durch 

die Verwendung von Goldnanopartikeln die Sensitivität eines solches Systems um das 50-

fache gesteigert werden (Zhou et al. 2000). Eine weitere Empfindlichkeitssteigerung ist durch 

die Anbindung weiterer Nanopartikel oder die Abscheidung von Gold oder Silber auf den 

gebundenen Nanopartikeln möglich (Patolsky et al. 2000, Weizmann et al. 2001). Ähnliche 

Ergebnisse konnten ebenfalls mit dem Einsatz von Mikrocantilevern erzielt werden (Fritz et 

al. 2000, Hansen et al. 2001, Su et al. 2003). Beide gravimetrische Verfahren sind für einen 

in-situ Nachweis der DNA-Hybridisierung geeignet.  

An Oberflächen gebundene Goldnanopartikel lassen sich aber auch durch elektrochemische 

Verfahren nachweisen. Der DNA-Nachweis mit Hilfe elektrochemischer Verfahren ist für 

eine Vielzahl von redox-aktiven Markierungen beschrieben (Drummond et al. 2003). Diese 

redox-aktiven Moleküle können dabei auf unterschiedlichste Weise in die DNA integriert 

werden. Gebundene Goldnanopartikel werden vor allem durch verschiedene 

Voltammetrieverfahren nachgewiesen. Alle elektrochemischen Nachweise von gebundenen 

Nanopartikeln nutzen die große Anzahl von Atomen in jedem Nanopartikel (ein runder 

Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von 18 nm enthält ca. 1,7 x 105 Goldatome), die 
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oxidiert werden können. Zur elektrochemischen Detektion von gebundenen metallischen 

Nanopartikeln kommen besonders Differenz-Puls-Techniken (Ozsoz et al. 2003) und die 

Inversvoltammetrie (Authier et al. 2001, Wang et al. 2001) zum Einsatz. Ein Abscheiden von 

Gold vor der Detektion mittels Voltammetrie führt auch bei dieser Nachweismethode zu einer 

erheblichen Signalverstärkung. Durch den Einsatz von unterschiedlichen Metallnanopartikeln 

wurde ein Multilabel-Markierungssystem realisiert (Wang et al. 2003).  

Viele der Substrate der alternativen Detektionsverfahren entsprechen nicht in allen Punkten 

den oben genannten Voraussetzungen für ein Mikroarray, können allgemein aber als 

Biosensoren bezeichnet werden (Bier und Furste 1997, Wang 2000). Jedoch ermöglichen alle 

Nachweismethoden eine parallelisierte und festphasenbasierte Detektion von Biomolekülen. 

Ob eine ähnlich hohe Anzahl von Messpunkten mit den einzelnen Nachweisverfahren zu 

erreichen ist, wie bei DNA-Chips mit klassischer Detektion, wird sich erst mit der 

Weiterentwicklung der einzelnen Systeme zeigen. Der Begriff DNA-Chip kann auch deshalb 

für die eingesetzten Substrate verwendet werden, weil neben der Anbindung der Fänger-DNA 

auch zur Herstellung der Metallstrukturen auf den Chips oft Methoden eingesetzt werden, wie 

sie sonst zur Herstellung von Computerchips angewandt werden. 

 

1.6 Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit ist die methodische Entwicklung und Etablierung eines chipbasierten 

elektrischen DNA-Nachweises. Die Auswertung des Mikroarrays soll dabei über eine 

Widerstandsmessung erfolgen. Das zu entwickelnde Nachweissystem soll folgende Aspekte 

berücksichtigen: 

- einfache Auswertung eines DNA-Chips mittels Widerstandsmessung (resistiver 

Nachweis) 

- möglichst parallele Auswertung eines Chips mit mehren Messpunkten 

- geringe Kosten für die zur Auswertung benötigte Technik 

- die Chipauswertung mit einem robusten und transportablen Messsystem 

- erweiterungsfähiges Nachweissystem auch für andere Biomoleküle  

- Automatisierbarkeit des Nachweises 

Die Arbeit beinhaltet die Entwicklung eines resistiven DNA-Nachweises. In 

vorangegangenen Arbeiten konnte bereits demonstriert werden, dass Goldnanopartikel gezielt 

über biomolekulare Erkennungsreaktionen in metallischen Mikrostrukturen gebunden werden 

können. Eine anschließende Silberabscheidung auf den gebundenen Partikeln führte auch zum 
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Kurzschluss zwischen den Mikrostrukturen. Dieses Nachweisprinzip soll nun auf einen DNA-

Chip mit vielen Messpunkten (Elektrodenspalten) angepasst werden. Zusätzlich soll auch eine 

Sequenzspezifiztät eines solchen Nachweises demonstriert werden.  

Für den angestrebten resistiven DNA-Nachweis ist die Etablierung einer 

Goldnanopartikelmarkierung mit anschließender Silberabscheidung notwendig. Die 

Entwicklung und Optimierung eines solchen Nachweises soll aus Kostengründen parallel zu 

den Chips auf Glasobjektträgern mit einer einfachen optischen Detektion durchgeführt 

werden. Zur Markierung der Mikroarrays mit Goldnanopartikeln werden zwei Strategien 

eingesetzt und untersucht: die Modifikation von Goldnanopartikeln mit thiolmodifizierten 

Oligonukleotiden und die Anbindung von Streptavidin-Goldnanopartikeln an 

Biotinmodifikationen in der DNA. 

Für einen möglichst sensitiven DNA-Nachweis ist eine Passivierung der Oberfläche 

unerlässlich. Dazu werden unterschiedliche biologische, chemische und physikalische 

Methoden getestet, miteinander kombiniert und verglichen. Durch Mikrostrukturierung sollen 

Bindespots in den Blockierungsschichten für eine definierte Anbindung der Fänger-DNA 

geschaffen werden. Eine räumlich definierte Immobilisierung der Sonden-DNA im 

Elektrodenspalt ist für einen DNA-Chip mit elektrischer Auswertung zwingend erforderlich. 

Dazu werden unterschiedliche Strategien getestet: neben der Mikrostrukturierung der 

chemisch modifizierten Oberfläche auch unterschiedliche Verfahren zum Spotten der Fänger-

DNA auf dem Chip. 

Entscheidend für einen erfolgreichen elektrischen DNA-Nachweis mittels 

Widerstandsmessung ist die Metallabscheidung auf den spezifisch gebundenen 

Goldnanopartikeln. Deshalb sollen unterschiedliche Ansätze zur Metallabscheidung 

untersucht und miteinander verglichen werden. Alternativ dazu wird auch eine enzymatische 

Silberabscheidung auf ihre Eignung für den resistiven DNA-Nachweis getestet. 

Durch den Nachweis von PCR-Produkten aus unterschiedlichen Spezies der Actinomyceten-

Gattung Kitasatospora soll eine Detektion von Mikroorganismen über speziesspezifische 

Gensonden demonstriert werden. Damit soll gezeigt werden, dass der DNA-Chip mit 

elektrischer Auswertung vergleichbare Ergebnisse zu einem DNA-Chip mit optischer 

Auswertung erzielt. Mit einer Anpassung weiterer Nachweissysteme auf den resistiven 

Nachweis von Biomolekülen wird die breite Einsatzfähigkeit dieses Systems demonstriert. 



   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  Kapitel 2    Material und Methoden 
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2.1 Materialien 

2.1.1 Substrate 

Als Trägermaterial für den Aufbau von DNA-Arrays wurden Glas und Silizium verwendet. 

Glassubstrate 

Zur Herstellung eines goldnanopartikelbasierten optisch auswertbaren DNA-Chips wurden 

Objektträger (Karl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) als Trägermaterial 

verwendet. 

Die mittels Screen Printing von Heraeus (Heraeus Sensor Technology GmbH, Kleinostheim, 

Deutschland) hergestellten elektrisch auslesbaren DNA-Chips (ACED-Chip) wurden auf 

5 x 5 cm große Glasstücke gedruckt. 

Siliziumsubstrate 

Zur Herstellung der ACED-Chips wurden 4-Zoll-Siliziumwafer mit einer 1 µm dicken 

Siliziumdioxidschicht (SICO Wafer GmbH, Jena, Deutschland) als Trägermaterial eingesetzt. 

 

2.1.2 Chemikalien 

Eine Liste aller verwendeten Chemikalien befindet sich im Anhang. 

 

2.1.3 Biologische Proben 

Oligonukleotide: 

Zur biologischen Funktionalisierung der Substratoberflächen und Goldnanopartikel wurden 

Oligonukleotide immobilisiert. Für die Immobilisierung auf Goldoberflächen wurden 

Oligonukleotide mit Thiolmodifizierung verwendet. Um die Chipoberflächen biologisch zu 

funktionalisieren, wurden je nach späterer Anwendung und Oberflächenmodifikation 

entweder Thiol- oder Aminomodifizierungen zur Oligonukleotidanbindung genutzt. 

Das erste Kriterium bei der Auswahl der einzelnen Oligonukleotidsequenzen war ihre 

Komplementarität zu den auf dem Chip nachzuweisenden Biomolekülen. Außerdem wurden 

störende Strukturen, wie Duplexe und Hairpins mit dem Programm Vector NTI Suite 6 

(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) ermittelt.  
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Bezeichnung Länge Sequenz 5´ - 3´ Modifizierung 

S150  30 nt CAT AGA ATC AAG GAG CAC ATG CTG AAA AAA 5´-Thiol 

NS 150 30 nt TTT TTT CAG CAT GTG CTC CTT GAT TCT ATG 5´-Amino 

NS 151 30 nt TTT TTT CAG CAT GGG CTC CTT GAT TCT ATG 5´-Amino 

NS 153 30 nt TTT TTT CAG CAT TAT CTC CTT GAT TCT ATG 5´-Amino  

N 7 35 nt ACT GAC TGA CTG ACT GAC TGA CTG GGC GGC GAC CT 3´-Amino 

B 7 25 nt AGG TCG CCG CCC AGT CAG TCA GTC A 3´-Biotin 
F7 18 nt AGG TCG CCG CCC AGT CAG  3´-FITC 

B 150 30 nt CAT AGA ATC AAG GAG CAC ATG CTG AAA AAA 5´-Biotin 

F 150 24 nt CAT AGA ATC AAG GAG CAC ATG CTG 5´-FITC 

NS 150B 30 nt TTT TTT CAG CAT GTG CTC CTT GAT TCT ATG 3´-Biotin  
5´-Amino  

N 150B 30 nt AGA ATC AAG GAG CAC ATG CTG AAA AAA 3´-Biotin  
5´-Amino  

NS 150F 30 nt TTT TTT CAG CAT GTG CTC CTT GAT TCT ATG 3´-FITC  
5´-Amino 

phos 1 26 nt AGA CAG GGA CCG CTT GGT GTG TCG GG 5´-Amino  
phos 2 26 nt ATT CGG CAC ACA CGG TTG GGA TCT GC 5´-Amino  
set 1 26 nt GAA AGC GCT TCG TCT GGT CGT CGG GT 5´-Amino  
set 2 28 nt ATT CGG CAC GAT GAA CGA GAC GAG CGG T 5´-Amino  
coch 1 26 nt GGT CAC CAG CTT GGT GTG TCG GGC AC 5´-Amino  
coch 2 28 nt AATT CGG CAC ACT CGG TAG GGA TCA CTA G 5´-Amino  
kif 1 26 nt GAA AGC GTT TCT TGA GTC TGG TGT GT 5´-Amino  
kif 2 27 nt ATT CGG CAC ACT GGG TGA TGG TTC GTG 5´-Amino  
uni 1 27 nt GCT CAT GGG TGG AAC GTT GAC TAT TCG 5´-Amino  
uni 3 24 nt GCA CGT TGT TGG GTC CTG AGG GAA 5´-Amino  
M13 27 nt CCC CCA CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT 5´-Thiol 
SPM 25 nt CGT TTG ATT ACT GGC CTT GCG GAT C 5´-Thiol 
SPM1mut 35 nt CTT TTC TTT GGA TCC GCA AGG CCA GTA ATC AAA CG  
SPM1wt 35 nt CTT TTC TTT AGA TCC GCA AGG CCA GTA ATC AAA CG  
Telprimer 24 nt TTT TTT AAT CCG TCG AGC AGA GTT 5´-Thiol 
Telcomp 24 nt CCC TTA CCC TTA CCC TTA CCC TTA 5´-Thiol 

Tab. 2: Übersicht der in der Arbeit verwendete Oligonukleotide und deren Modifizierungen. Besondere 
mismatches sind durch Fettdruck hervorgehoben. 

 
Als Spacer zwischen der Thiol- oder Aminomodifizierung wurden Alkylketten eingesetzt. 

Obwohl in der Literatur Alkylkettenlängen von 40 Kohlenstoffeinheiten (Shchepinov et al. 

1997, Shchepinov et al. 1999) und noch länger (Afanassiev et al. 2000) als optimal 

beschrieben werden, wurden aus wirtschaftlichen Gründen die vom Hersteller zur Verfügung 
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gestellten Spacer verwendet. Am 5´-Ende wurde ein Spacer aus 6 Kohlenstoffeinheiten und 

am 3´-Ende aus 7 Kohlenstoffeinheiten eingesetzt. 

Die Oligonukleotide wurden entweder von Jena-BioScience (Jena, Deutschland) oder BioTeZ 

(Berlin, Deutschland) bezogen. Eine Liste aller Oligonukleotide, die zur Funktionalisierung 

von Oberflächen eingesetzt wurden, ist in Tabelle 2 aufgeführt. 

 

Polynukleotide: 

Bakteriophage M13 mp8 (Sigma Cemical Co., St Louis, MO, USA) isoliert aus Escherichia 

coli Stamm JM 101, 1080 µg/ml, gelöst in 10 mM Tris-HCl, pH 8,0, 1mM EDTA. 

Biotin modifizierte PCR-Produkte 

Zur Bestimmung einzelner Kitasatospora-Arten wurden biotinmarkierte PCR-Fragmente 

eingesetzt, die am Leibnitz-Institut für Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie e. V. 

Hans-Knöll-Institut Jena (HKI) synthetisiert wurden. 

Enzyme: 

Streptavidin–Peroxidase Polymer (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) 

1 mg/ml in 0,01 M Natriumphosphat, 0,15 M Natriumchlorid, 50 % Glycerol pH 7,4 

DNA Polymerase I, Klenow Fragment aus Escherichia coli (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen, Deutschland) 5000 units/ml in 50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 1 mM EDTA, 5 mM 

DTT, 50 % Glycerol 

Alle dNTPs, Biotin-dNTPs und benötigten Puffer wurden ebenfalls von Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH bezogen. 

Biologische Blockreagenzien: 

Salmon Sperm DNA-Lösung (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 10 mg/ml 

Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) 

 

2.1.4 Geräte 

Eine Liste aller verwendeten Geräte befindet sich im Anhang. 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Herstellung von Metallmikrostrukturen  

2.2.1.1 Fotolithografische Herstellung von Goldmikrostrukturen 

Alle auf Siliziumwafern erzeugten Mikrostrukturen wurden mittels fotolithografischer 

Prozesse hergestellt. Dazu wurde eine Schicht von 100 nm Gold auf einer 5 nm 

Titanhaftschicht mikrostrukturiert. Für die Fotolithografie und als Schutzschicht beim 

Vereinzeln der Chips wurde der Lack AZ 1514H (Clariant International Ltd., Muttenz, 

Schweiz) verwendet. Während der durchgeführten Arbeiten wurden unterschiedliche 

Chipdesigns zur elektrischen Auswertung getestet (Abb. 3). 

 
Abb. 3: Unterschiedliche Chipdesigns zur elektrischen Auswertung von DNA Chips:  

a) Einzelelektrodenchip, b) Chip mit 42 individuell auswertbaren Elektrodenpaaren (ACED-Chip). 
 

2.2.1.2 Alternative Strukturierung 

Neben ACED-Chips mit fotolithografisch erzeugten Mikrostrukturen kamen auch Chips mit 

alternativ hergestellten Mikrostrukturen zum Einsatz. Dabei waren die Metallstrukturen auf 

dem Chip durch Siebdruckverfahren (Screen Printing) erzeugt worden. Beim Screen Printing 

wird eine Metallpaste durch eine Maske mit Siebstruktur auf die Substrate gedruckt. Durch 

einen anschließenden Temperschritt kommt es zum Aushärten der Metallpaste und zum 

Verbinden mit der Chipoberfläche. Mittels Screen Printing erzeugte Platin- und 

Goldstrukturen kamen während dieser Arbeit zum Einsatz (Abb. 4). Die so hergestellten 

ACED-Chips besitzen leicht veränderte Strukturen. Da die Auflösungsgrenze beim Screen 

Printing bei ca. 50 µm liegt, wurden die Zuleitungen auf dem Chip verbreitert und der 

Elektrodenspalt auf 50 µm erweitert.  
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Abb. 4: Mittels Screen Printing hergestellte ACED-Chips mit a) Gold als Elektrodenmaterial und b) Platin als 

Elektrodenmaterial 
 

2.2.2 Funktionalisierung der Chipoberflächen 

Die hier beschriebenen Schritte zur Modifikation der Chipoberflächen können auf Glas- und 

Siliziumsubstraten durchgeführt werden. 

 

2.2.2.1 Reinigung und Aktivierung der Substrate 

Vor einer Funktionalisierung der Substrate wurden diese gründlich gereinigt. Dazu wurden sie 

jeweils 5 min unter Ultraschall in Azeton, Ethanol und dH2O gewaschen und anschließend 

unter Stickstoff getrocknet. Die so gereinigten Chips waren dann unter staubfreien 

Bedingungen für mehrere Wochen lagerbar. 

Zur Aktivierung der Substrate kamen mehrere Verfahren zum Einsatz. Eine nasschemische 

Aktivierung ist besonders für kleinere Mengen von Substraten ohne Mikrostrukturen 

geeignet. Dazu wurden die gereinigten Substrate in einem Gefäß mit einer 1:1:1 (v/v/v)-

Mischung von konz. HCl : H2O2 : H2O gegeben und für 10 min bei 20 °C inkubiert. 

Anschließend erfolgte eine gründliche Reinigung mit dH2O, um alle Reste der 

Aktivierungslösung zu entfernen. Die Proben wurden erst mit Stickstoff und abschließend im 

Trockenofen bei 80 – 100 °C für 5 min getrocknet. Die so aktivierten Substrate wurden 

unmittelbar zur Silanisierung weiterverwendet (Fritzsche et al. 2002). 

Neben der chemischen Aktivierung kamen auch physikalische Aktivierungsmethoden zum 

Einsatz. Größere Mengen an Glassubstraten ohne Mikrostrukturen wurden mit Hilfe eines 

Plasmastrippers bei 1 mbar bei 400 W für 30 min aktiviert. Mikrostrukturierte Chips wurden 

mittels Plasmaätzen in einem zweistufigen Prozess aktiviert. In einem ersten Schritt sollten 

dabei möglichst alle noch vorhandenen Reste von Metallen, die bei der Mikrostrukturierung 

nicht vollständig entfernt wurden, durch 30 sec im Argonplasma bei 50 W und 5 Pa entfernt 

werden. Die eigentliche Aktivierung erfolgt dann im Sauerstoffplasma bei 50 W und 5 Pa für 
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5 min. Bei allen Aktivierungen war es unbedingt notwendig, direkt nach der Aktivierung der 

Oberfläche die Silanisierung zu starten, da die durch die Aktivierung erzeugten freien 

Bindungsstellen sehr schnell wieder abgesättigt werden. 

 

2.2.2.2 Silanisierung der Substrate 

Die Oberflächen der unterschiedlichen Substrate wurden mit verschiedenen Organosilanen 

modifiziert. Dabei dienen die Silanschichten entweder zur Anbindung von Biomolekülen oder 

zur Passivierung der Substratoberflächen. 

Silanisierung mit 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES) 

Die gereinigten und aktivierten Proben wurden mit 1% APTES in Azeton für 1h bei 20 °C 

inkubiert. Nach fünffachem Waschen in Azeton für jeweils 5 min wurden die Proben für 

45 min bei 110 °C getrocknet. Anschließend erfolgte eine Modifizierung mit einem 

Crosslinker, welcher eine gezielte Anbindung von modifizierten Oligonukleotiden ermöglicht 

(Guo et al. 1994). 

C2H5OH
Si NH2O
O

O

Si NH2

EtO
EtO

EtO
OH +

 
Abb. 5: Reaktionsschema der Modifizierung der Substratoberfläche mit APTES 

 

Crosslinker: p-Phenylendiisothiocyanat (PDC) 

Aminomodifizierte Oligonukleotide können an APTES-Oberflächen gebunden werden, 

welche mit PDC modifiziert wurden. Die APTES-Proben wurden dazu für zwei Stunden in 

einer 2 %-igen PDC-Lösung in 10 % Pyridin/N,N-Dimethylformamid (DMF) bei 20 °C 

inkubiert. Danach wurden die Proben mit Methanol und Azeton gewaschen und unter 

Stickstoff getrocknet. Die so hergestellten Proben können dann im Exsikator über mehrere 

Wochen ohne Aktivitätsverlust gelagert werden. 
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Abb. 6: Reaktionsschema der Modifizierung einer APTES-Oberfläche mit PDC und anschließender 

Anbindung eines Oligonukleotides mit endständiger Aminomodifikation 
 

Crosslinker: N-Succinimidyl 3-maleimidopropionat 

An APTES-Oberflächen, welche mit N-Succinimidyl 3-maleimidopropionat modifiziert 

wurden, war eine Anbindung von thiolmodifizierten Oligonukleotiden möglich. Dafür wurden 

die APTES-Oberflächen mit einer frisch angesetzten 5 mg/ml Lösung in trockenem DMSO 

für 3 h inkubiert. DMSO wurde über Molsieb A4 getrocknet (Weizmann et al. 2003). 

Die Proben wurden mit DMSO gewaschen und unter Stickstoff getrocknet und direkt 

weiterverwendet. 
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Abb. 7: Reaktionsschema der Aktivierungsreaktion einer APTES-Oberfläche mit N-Succinimidyl 3-

maleimidopropionat und anschließender Anbindung eines thiolmodifizierten Oligonukleotids 
 

3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan (GOPS) 

Die gereinigten und aktivierten Proben wurden direkt in eine 10 mM Lösung GOPS in 

wasserfreiem Toluol gegeben. Toluol wurde im Rückfluss über Natrium gekocht und 

getrocknet. Nach einer Inkubation von 6 h bei 70 °C unter permanentem Rühren wurden die 

Substrate jeweils zweimal 5 min in Toluol, Ethanol und abschließend in Wasser gewaschen 

und danach mit Stickstoff getrocknet (Lamture et al. 1994). Die Proben wurden direkt für eine 

Anbindung von aminomodifizierten Oligonukleotiden weiterverwendet. 
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Abb. 8: Reaktionsschema der GOPS Modifizierung der Substratoberflächen und anschließender Ankopplung 
eines aminomodifizierten Oligonukleotids 
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Octadecyltrichlorsilan (ODTS) 

Diese Art der Silanisierung wurde eingesetzt, um eine unerwünschte unspezifische 

Adsorption von Biomolekülen auf den Substraten (Fritzsche et al. 1999) zu verhindern. Die 

gereinigten, aktivierten und getrockneten Substrate wurden für 2 h bei 40 °C unter Schutzgas 

(Argon) und permanentem Rühren in einer 1mM Lösung in trockenem Toluol inkubiert. Die 

Reaktion wurde dann über Nacht bei 20 °C fortgeführt. Diesem Prozess folgte ein fünfstufiger 

Waschprozess: dreimal in trockenem Toluol, einmal in Ethanol und abschließend einmal in 

Wasser. Danach wurden die Proben unter Stickstoff getrocknet. 

Eine Charakterisierung der Modifizierung erfolgte über die Benetzungseigenschaften der 

Substrate im wässrigen Medium oder durch Messung der Kontaktwinkel (Makkonen 2000). 

SiCl
Cl

Cl
OH +

SiO

O

O

 
Abb.  9: Reaktionsschema der Passivierungsreaktion mit ODTS auf Substratoberflächen 

 

1H, 1H, 2H, 2H – Perfluorodecyltrichlorsilan (PFDTS) 

Diese Silanisierung wurde nach dem gleichen Protokoll wie die Silanisierung mit ODTS 

durchgeführt und wurde ebenfalls zur Passivierung der Oberflächen eingesetzt. 

 

2.2.2.3 Anbindung von Oligonukleotiden an die Substratoberflächen 

Um die Oligonukleotide in der gewünschten Ordnung auf den Substraten anzubinden, wurden 

Tropfen der einzelnen Oligonukleotidlösungen im gewünschten Raster manuell aufgetragen. 

Eine genaue und reproduzierbare Platzierung von möglichst kleinen Flüssigkeitsmengen war 

mit einem Spotter möglich. Die für die Anbindung verwendeten Puffer und Protokolle 

variieren je nach der verwendeten Oberflächenmodifikation. 

GOPS 

Die Konzentrationen der aminomodifizierten Oligonukleotide lagen bei 5 – 50 µM in 0,1 M 

KOH. Alternativ können auch 3 x SSC oder 150 mM Phospatpuffer (PB) jeweils mit pH 8,5 

als Spotpuffer verwendet werden. Die Oligonukleotidlösungen wurden dann im gewünschten 
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Muster auf die Proben aufgetragen und anschließend für 3 h in einer Feuchtkammer bei 37 °C 

inkubiert. 

APTES-PDC 

Als Puffer für die Anbindung der aminomodifizierten Oligonukleotide wurde entweder 0,1 M 

NaHCO3 pH 8,5 oder 0,1 M Carbonatpuffer pH 8,0 verwendet und die Konzentration der 

Oligonukleotidlösung auf 20 µM eingestellt. Diese Lösungen wurden ebenfalls im 

gewünschten Muster aufgetragen und für mindestens 12 h bei 37 °C in einer Feuchtkammer 

inkubiert. 

APTES - N-Succinimidyl 3-maleimidopropionat 

Zur Anbindung von thiolmodifizierten Oligonukleotiden wurde die Konzentration der frisch 

abgespaltenen und aufgereinigten Oligonukleotide (siehe 2.2.3) auf ca. 2 OD in 0,4 M PB 

pH 7,4 eingestellt. Die so hergestellten Oligonukleotidlösungen wurden dann per Hand im 

gewünschten Muster auf den Chip aufgetragen. Danach wurden die Chips für 12 h bei 20 °C 

in einer Feuchtkammer inkubiert.  

 

2.2.2.4 Spotten der DNA-Lösung 

Beim Spotten werden mit Hilfe eines elektrisch gesteuerten Gerätes kleinste 

Flüssigkeitsmengen an vorher zu definierenden Koordinaten abgesetzt. Dabei kann die 

Lösung mit Hilfe von Metallnadeln (Nadelspotten) auf die Oberfläche gebracht werden oder 

über eine feine Glaskapillare (Piezospotten) auf die Oberfläche „geschossen“ werden. Beim 

Piezospotten kommt die Glaskapillare mit der Probenlösung nicht mit der Oberfläche des 

Chips in Berührung. Somit können mögliche Kontamination der Probenlösungen vermieden 

werden. 

Piezospotten 

Die Versuche zum Piezospotten wurden mit einem Autodrop System der Firma Microdrop 

(Norderstedt, Deutschland) durchgeführt. Zur Aufnahme der Probenlösungen wird eine feine 

Glaskapillare benutzt, die an beiden Enden stark verjüngt ist (Düsendurchmesser 20 – 100 

µm). An diese Glaskapillare ist ein Piezokristall gekoppelt, dessen gezielte Kontraktion die 

Abgabe definierter Flüssigkeitsmengen erlaubt. Dabei hat ein einzelner abgegebener Tropfen 

einer wässrigen Lösung ein Volumen von ca. 1 nl. Durch mehrere „Schüsse“ aus der 

Kapillare können genau definierte Volumina auf die Chipoberfläche aufgebracht werden.  

Nadelspotten 

Zum Spotten werden grundsätzlich zwei Nadeltypen verwendet: solid und split pins. Anders 

als bei den solid pins ist es mit den split pins möglich, mehrere Spots der gleichen 
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Probenlösung gleichzeitig hintereinander zu spotten, ohne neue Probenlösung aufnehmen zu 

müssen. Dafür sind die split pins mit einem schmalen Spalt versehen, in den Probenlösung 

analog eines Füllfederhalters aufgesaugt werden kann, die dann während des Spottens wieder 

abgegeben wird. In den durchgeführten Versuchen wurde nur mit split pins gearbeitet. 

Zum Spotten wurde der Spotter SpotBot der Firma ArrayIt (Sunnyvale, CA, USA) verwendet. 

Dieser kann maximal mit 4 Nadeln gleichzeitig spotten. Allerdings wurde zum Spotten der 

ACED-Chips nur eine Nadel genutzt. 

 

2.2.2.5 Passivierung der Silanoberflächen 

Nach Anbindung der Oligonukleotide auf den silanisierten Substratoberflächen mussten die 

Chips von nicht angebundenen Oligonukleotiden gereinigt werden. Um eine unspezifische 

Anbindung weiterer Biomoleküle zu verhindern, war es außerdem notwendig die noch 

reaktiven Gruppen der funktionalisierten Oberflächen zu blockieren. Dazu wurden die für 

eine Anbindung von aminomodifizierten Oligonukleotiden modifizierten Oberflächen mit 

Ethanolamin und die für die Anbindung von thiolmodifizierten Oligonukleotiden mit 

Mercaptohexanol geblockt.  

Passivierung nach Anbindung aminomodifizierter Oligonukleotide 

Die Substrate wurden 5 min in einer 0,1 %-igen wässrigen Triton X-100 Lösung gewaschen. 

Anschließend erfolgte eine Reinigung für 2 x 2 min in HCl pH 4,0 und 10 min in einer 

100 mM KCl Lösung. Vor der eigentlichen Blockreaktion wurden die Substrate kurz mit 

dH2O gewaschen. Zum Blocken wurden die Substrate dann für 15 min in eine 50 mM 

Ethanolaminlösung mit 0,1 % SDS in Tris pH 9,0 gegeben. Abschließend wurden die 

Substrate kurz mit dH2O gewaschen und unter Stickstoff getrocknet. 

Passivierung nach Anbindung thiolmodifizierter Oligonukleotide 

Um nicht gebundene Oligonukleotide von den Chips zu entfernen, wurden diese zweimal 

kurz in PB pH 7,4 gewaschen. Die Blockierung erfolgte durch eine einstündige Inkubation in 

einer 1 mM Mercaptohexanollösung in 0,1 M PB pH 7,4. Danach wurden die Chips kurz mit 

0,1 M PB gespült und unter Stickstoff getrocknet. 

 

2.2.3 Funktionalisierung von Goldnanopartikeln 

Aktivierung der Thiololigonukleotide 

Thiolgruppen reagieren sehr leicht mit Sauerstoff, deshalb wurden thiolmodifizierte 

Oligonukleotide in verschiedenen stabilisierten Varianten bestellt. Während dieser Arbeit 

wurde mit zwei Formen stabilisierter Thiololigonukleotide gearbeitet, die jeweils noch 
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spezifisch aufgearbeitet werden mussten. Oligonukleotide, welche auf einem Trägermaterial 

gebunden waren, wurden durch eine 16-stündige Inkubation in 50 mM Dithiothreitol (DTT) 

in Ammoniumhydroxid (28%) bei 55 °C und 600 rpm vom Trägermaterial abgespalten. Nach 

der Inkubation wurde der Reaktionsansatz kurz abzentrifugiert. 

Oligonukleotide, die eine Dithiolgruppe als Modifikation trugen, wurden in 0,01 M Tris 

pH 7,4 gelöst. Durch eine Inkubation mit einem 50-fachen Überschuss DTT unter 

Lichtausschluss über Nacht kam es zu einer Aktivierung der Thiolgruppen (Weizmann et al. 

2003). 

Aufreinigung der Thiololigonukleotide 

Nach der Aktivierung der Thiolgruppen war eine Reinigung von dem in der Lösung 

enthaltenen DTT nötig, da dieses eine Funktionalisierung der Goldnanopartikel und eine 

Modifizierung von Oberflächen unmöglich machte. Thiolmodifizierte Oligonukleotide 

wurden deshalb über NAP-10 Säulen (Pharmacia, Freiburg, Deutschland) aufgereinigt. Als 

Äquilibrierungslösung und Elutant wurde ddH2O verwendet, da auch minimale Salzreste die 

Modifikation von Goldnanopartikeln mit thiolmodifizierten Oligonukleotiden stören. Die 

Chromatografiefraktionen wurden entgast und sofort weiterverwendet oder eingefroren. Eine 

Konzentrationsbestimmung der einzelnen Fraktionen erfolgte fotometrisch. 

Herstellung von DNA-Goldnanopartikel-Komplexen 

Die frisch gereinigten oder aufgetauten thiolmodifizierten Oligonukleotide wurden im 6-

fachen Überschuss mit unbehandelten Goldnanopartikeln inkubiert. Nach einer 18-stündigen 

Reaktion bei 20 °C erfolgte ein schrittweises Einstellen der Lösung auf 0,1 M Natriumchlorid 

in 0,1 mM Phosphatpuffer unter ständigem Rühren. Der Ansatz wurde für weitere 48 h bei 

20 °C weiter inkubiert. Eine Aufreinigung des Reaktionsansatzes erfolgte durch eine 

Zentrifugation und Waschen mit 0,1 M Natriumchlorid/Natriumphosphatpuffer pH 7,0. Nach 

der Aufreinigung und dem abschließenden Zentrifugieren wurde das ölige Pellet stufenweise 

in Puffer aufgenommen (Storhoff et al. 1998). Die verwendete Zentrifugalkraft richtete sich 

dabei nach den verwendeten Partikeldurchmessern. Goldnanopartikel mit einem Durchmesser 

unter 15 nm konnten nicht zuverlässig mittels Zentrifugation getrennt werden. Deshalb wurde 

auf eine Modifikation dieser Partikel verzichtet. 

 

2.2.4 Hybridisierung und Polymerisation 

Zur Bestimmung der anzuwendenden Hybridisierungstemperaturen wurden die vom 

Hersteller der Oligonukleotide gelieferten Schmelztemperaturen (Tm) als Ausgangswerte 

verwendet. Außerdem wurden mit Vector NTI Suite 6 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 
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die Hybridisierungstemperaturen an die jeweiligen Salzkonzentrationen in den 

Hybridisierungspuffern angepasst. Diese Hybridisierungstemperaturen wurden dann in eine 

empirische Formel eingesetzt (Fotin et al. 1998), die besonders für die Hybridisierung auf 

Oberflächen optimiert ist. 

   Tchip = 1,2 Tm - 27,8 °C (Fotin et al. 1998) 

Eine weitere Optimierung der so erhaltenen Hybridisierungstemperaturen war oft notwendig. 

Durch Tests mit niedrigeren und höheren Temperaturen wurde die Spezifität und Sensitivität 

der gemessenen Signale verbessert. Bei mehrstufigen Hybridisierungsprozessen wurden die 

Salz- und Oligonukleotidkonzentration so gewählt, dass die aufeinander folgenden 

Prozessschritte jeweils mit einer niedrigeren Temperatur durchführbar waren. Dadurch sollte 

ein Destabilisieren der schon gebildeten DNA-Doppelstränge verhindert werden. 

Die Inkubation mit den einzelnen DNA-Lösungen erfolgte entweder als Tropfeninkubation 

auf den Chipsubstraten in einer Feuchtkammer im Hybridisierungsofen bei der benötigten 

Temperatur oder in den speziell gefertigten Hybridisierungskammern. Diese 

Kunstoffhalterungen mit einer PDMS-Fassung für die Chips waren so gefertigt, dass das 

Inkubationsvolumen für die Chips 50 µl und die Objektträger 100 µl betrug. Ein Vorteil 

dieses Inkubationstyps ist es, dass es nicht zu einem Herunterlaufen oder Eintrocknen der 

DNA-Lösung auf den Substraten kommen kann, wie es oft bei der Tropfenmethode in der 

Feuchtkammer der Fall war.  

 

2.2.4.1 Hybridisierung einzelsträngiger DNA 

Die einzelsträngige Proben-DNA wurde in 5 x SSC pH 7,0 / 0,1 % SDS aufgenommen und 

anschließend zur Hybridisierung auf die Chipoberfläche gegeben. Die Inkubation erfolgte 

dann für ein bis zwei Stunden bei der optimierten Hybridisierungstemperatur im 

Hybridisierungsofen. Danach wurden die Substrate jeweils 5 min in 2 x SSC / 0,1 % SDS; 

2 x SSC und 0,2 x SSC gewaschen, mit Stickstoff trocken geblasen und bei 4 °C im 

Kühlschrank gelagert. 

 

2.2.4.2 Hybridisierung biotinmarkierter PCR-Produkte 

Mittels PCR waren am HKI bestimmte Sequenzen der Kitasatospora Stämme amplifiziert 

worden. Durch die Verwendung von biotinylierten Primern waren diese PCR-Fragmente 

außerdem am 5´- Ende mit Biotin modifiziert. Dadurch war später eine Anbindung eines 

Streptavidinkonjugates möglich. 
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Nachdem die gewünschte Verdünnung der PCR-Produkte im Hybridisierungspuffer 

(6xSSPE / 0,1 SDS) hergestellt war, wurden diese denaturiert. Dazu wurden sie 5 min bei 

95 °C inkubiert und anschließend 2 min auf Eis gelagert. Danach wurden die Proben auf die 

Chips aufgebracht und für eine Stunde bei der benötigten Temperatur im Hybridisierungsofen 

inkubiert. 

Nach abgeschlossener Inkubation wurden die Chips jeweils 5 min mit 2 x SSC / 0,1 % SDS; 

2 x SSC und 0,2 x SSC gewaschen und mit einem Stickstoffstrom getrocknet. Eine Lagerung 

der Substrate erfolgte bei 4 °C unter Lichtausschluss. 

 

2.2.4.3 Hybridisierung von DNA-Goldnanopartikel-Komplexen 

DNA-Goldnanopartikel-Komplexe wurden in 0,1 M Natriumchlorid / Natriumphosphatpuffer 

pH 7,0 aufgenommen und dann auf die Chipoberfläche hybridisiert. Dabei musste darauf 

geachtet werden, dass die Hybridisierungstemperatur 60 °C nicht für längere Zeit überstieg, 

da Untersuchungen gezeigt hatten, dass es dadurch zu einer Dissoziation der Komplexe 

kommen kann (Letsinger et al. 2000, Li et al. 2002). Mit einem anschließenden stringenten 

Waschprozess sollte die Zahl der unspezifisch gebundenen Nanopartikel-Komplexe möglichst 

gering gehalten werden. Dazu wurden die Proben jeweils 5 min in SSC / 0,1 % SDS; 

0,1 x SSC / 0,1 % SDS; 0,1 x SSC und dH2O gewaschen. Abschließend wurden die Proben 

unter Stickstoff getrocknet und bei 4 °C unter Lichtausschluss gelagert. 

 

2.2.4.4 Polymerisation 

Nachdem an die auf der Oberfläche gebundenen Oligonukleotide die komplementären 

Zielsequenzen gebunden waren, erfolgte der Einbau von biotinmarkierten dUTP über eine 

Polymerisation. An diese kann in einer nachfolgenden Reaktion ein Streptavidinkonjugat zur 

späteren Silberabscheidung gebunden werden. 

Phage M13-Nachweis 

Der Chip wurde mit einem Tropfen des Polymerisationsmixes für 4 Stunden bei 20 °C 

inkubiert. Die Lösung für die Polymerisation enthielt Polymerase Klenow Fragment 

(0,1 units/µl) und alle 4 benötigten dNTPs (jeweils 0,2 mM) in dem vom Hersteller 

gelieferten Puffer. Neben dGTP, dATP und dCTP wurde noch biotinmarkiertes dUTP 

eingesetzt. Dieses ist zum einen günstiger als biotinmarkiertes dTTP und zum anderen ist die 

Effizienz des Einbaus bei der Polymerisation höher. Nach abgeschlossener Reaktion wurden 

die Substrate mit 0,1 M PB gewaschen und danach unter Stickstoff getrocknet (Willner et al. 

2001). 
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Single-Point-Mutation (SPM)-Nachweis 

Die Substrate wurden wie beim Phagen M13-Nachweis mit dem Polymerisationsmix 

inkubiert und anschließend gereinigt und getrocknet. Allerdings wurde anstatt aller dNTPs 

nur biotinmarkiertes dUTP (0,2 mM) eingesetzt (Willner et al. 2002). 

Telomeraseaktivitätsassay 

Eine Hybridisierung mit einer komplementären Ziel-DNA, die dann als Template für eine 

Polymerisation dient, ist bei der Verwendung von Telomerasen nicht notwendig, da diese zu 

einer de novo Synthese eines DNA-Stranges in der Lage sind. Die ACED-Chips wurden mit 

einem Reaktionsansatz für 8 Stunden bei 32 °C inkubiert. Diese Lösung besteht aus lysierten 

HeLa-Zellen, Telomerisationspuffer und dNTPs (jedes 0,2 mM). Für eine spätere Markierung 

mit einem Streptavidinkonjugat ist im dNTP-Mix biotinmarkiertes dUTP enthalten, wie oben 

beschrieben. Nach der Inkubation wurden die Chips mit dH2O gewaschen und anschließend 

mit Stickstoff getrocknet (Weizmann et al. 2004). 

 

2.2.5 Blockierung der Oberflächen 

Eine erste Passivierung der Oberflächen war direkt nach der kovalenten Anbindung der 

Oligonukleotide an die Chipoberfläche durch ein Abreagieren der noch freien funktionellen 

Gruppen durchgeführt worden. Jedoch waren weitere Passivierungen der Oberfläche 

notwendig, um ein möglichst niedriges Hintergrundsignal zu erhalten. Bei mehrstufigen 

Prozessen wurden unterschiedliche Blockierungsmethoden vor jedem Schritt angewendet. 

 

2.2.5.1 Biologische Blockreagenzien 

Durch eine Blockierung der Substratoberfläche mit biologischen Blockreagenzien wie BSA 

und salmon sperm DNA sollte die Chipoberfläche gegen eine unspezifische Anlagerung von 

DNA und Goldnanopartikeln geschützt werden.  

Bei einer Inkubation mit DNA-Goldnanopartikel-Komplexen erwies sich eine vorhergehende 

Passivierung der Substrate für 15 min mit einer 0,5 %-igen BSA Lösung in PBS pH 7,4 als 

besonders wirkungsvoll. Anschließend wurden die Chips noch für 3 min in PBS pH 7,4 

gewaschen und es konnte mit der Markierung mit DNA-Goldnanopartikel-Komplexen 

fortgefahren werden. 

Bei der Verwendung von Streptavidin-Goldnanopartikeln wurden mehrere 

Blockierungsschritte durchgeführt: einer vor der Hybridisierung mit der biotinmarkierten 

DNA und ein weiterer vor Anbindung der Streptavidin-Goldnanopartikel.  
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Vor der Inkubation mit biotinylierter DNA wurden die Substrate mit 50 µg/ml salmon sperm 

DNA Lösung in Blockpuffer für eine Stunde bei 37 °C und eine weitere Stunde bei 20 °C 

inkubiert und anschließend 2 x 2 min in PBS pH 7,4 gewaschen. Vor der Inkubation mit den 

Goldnanopartikeln erfolgte noch eine Passivierung für 15 min mit einer 0,5 %-igen BSA 

Lösung in PBS pH 7,4. Die Chips wurden abschließend für 2 min mit PBS pH 7,4 gewaschen. 

 

2.2.5.2 Chemische Blockierung 

Mercaptohexanol 

Neben der unspezifischen Anlagerung von Biomolekülen und Goldnanopartikeln führte auch 

die später durchgeführte Silberabscheidung zu einem erheblichen Hintergrundsignal. Davon 

waren besonders die Elektrodenflächen und Zuleitungen auf dem elektrisch auslesbaren 

DNA-Chip betroffen.  

Die Ausbildung von self assembled monolayer (SAM) ist ein in der Literatur beschriebenes 

Verfahren, um Goldoberflächen mit einer Monolage von Thiolalkanen zu modifizieren (Herne 

und Tarlov 1997, Levicky et al. 1998). Diese SAM sollen eine Reaktion der Metallionen mit 

der Goldoberfläche verhindern. Zur Passivierung der Goldoberflächen wurden die Chips vor 

der Anbindung der Goldnanopartikel für eine Stunde in einer 10 mM Mercaptohexanollösung 

in PBS pH 7,4 bei 20 °C inkubiert und anschließend gründlich mit PBS pH 7,4 gewaschen. 

Hydrophobe Organosilanschichten 

Eine Passivierung der Substratoberflächen mit Organosilanen sollte den gleichen Effekt 

erzielen wie die Blockierung der Oberflächen mit biologischen Blockreagenzien. Dazu 

wurden die Substrate mit ODTS oder PFDTS modifiziert, anschließend wurden mittels 

Fotolitografie und Sauerstoffplasmaätzen kontrolliert Öffnungen in die Silanschicht 

mikrostrukturiert. In die so erzeugten Fenster wurden dann mit einer APTES-PDC- oder 

GOPS-Modifikation aminomodifizierte Oligonukleotide gebunden. Neben einer möglichen 

Passivierung der Oberflächen war es mit diesem Verfahren auch möglich, ein Vermischen 

von unterschiedlichen Oligonukleotidlösungen während der Immobilisierung auf dem Chip zu 

verhindern. 

 

2.2.5.3 Physikalische Blockierung 

Neben biologischen und chemischen Passivierungsmethoden, die das Hintergrundsignal 

möglichst stark reduzieren sollten, wurde außerdem versucht, das Hintergrundsignal auf den 

ACED-Chips von der Signalgewinnung zu entkoppeln. Dazu wurde der gesamte Chip mit 

einer ca. 200 nm dicken Si3N4-Schicht mittels Chemical Vapor Deposition (CVD) 
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beschichtet. Mit fotolithografischen Methoden wurden dann „Fenster“ über den einzelnen 

Elektrodenspalten freigeätzt. Eine chemische und biologische Modifizierung der Chips konnte 

dann nur in diesen „ Fenstern“ vorgenommen werden. 

Si3N4 ist ein Isolator, deshalb kann Silber, welches auf der Si3N4-Schicht abgeschieden 

wurde, nicht zu einem elektrisch messbaren Hintergrundsignal führen. Da der 

Silberhintergrund und der größte Teil der Chipoberfläche durch die Isolatorschicht 

voneinander getrennt worden. Diese Passivierungsmethode muss jedoch direkt in den Prozess 

der Chipherstellung integriert werden.  

 

2.2.6 Anbindung von Reaktionskeimen zur Metallabscheidung 

Während bei der Verwendung von DNA-Goldnanopartikel-Komplexen die Anbindung der 

Goldnanopartikel gleichzeitig mit der DNA Hybridisierung geschah (2.2.4.3), war bei der 

Verwendung von biotinylierter DNA ein zusätzlicher Kopplungsschritt zur Immobilisierung 

der SGNP nötig. Neben Goldnanopartikeln war es auch möglich, andere 

Streptavidinkonjugate an die Biotinmarkierung der DNA zu koppeln und so alternative Keime 

zur Silberabscheidung an die Chipoberfläche zu binden. Als alternative Methode zur 

Silberabscheidung wurde eine enzymatische Silberabscheidung getestet. Dazu wurde ein 

Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (SAPK) an die Biotinmarkierung gekoppelt. 

 

2.2.6.1 Anbindung von Streptavidin-Goldnanopartikeln (SGNP) 

Für die Anbindung an die auf dem Chip immobilisierte biotinmarkierte DNA wurden die 

Nanopartikel je nach Größe 1:20 bis 1:100 in PBS pH 7,4 / 0,1 % BSA verdünnt. Allgemein 

kann gesagt werden: je größer der Partikeldurchmesser, umso geringer ist die mögliche 

Verdünnung, da mit zunehmendem Durchmesser auch die Zahl der Partikel pro Milliliter in 

den kommerziell erhältlichen Lösungen abnimmt. Die Substrate wurden dann mit der 

hergestellten Goldnanopartikellösung inkubiert. Dies geschah entweder als Tropfeninkubation 

in einer Feuchtkammer oder in den schon beschriebenen Hybridisierungskammern. Die Chips 

wurden eine Stunde bei 37 °C inkubiert und anschließend mit PBS pH 7,4 für 5 min 

gewaschen. Nachdem die Chips unter Stickstoff getrocknet wurden, war es problemlos 

möglich, diese staubfrei zu lagern. 

 

2.2.6.2 Anbindung des Streptavidin-Peroxidase-Konjugates (SAPK) 

Alternativ zur Markierung mit SGNP ist es auch möglich, SAPK für eine spätere 

Silberabscheidung an die biotinmarkierte DNA zu koppeln. Dazu wurden die Chips mit einer 
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1:1000 Verdünnung in PBS pH 7,4 / 0,05 % Tween 20 (finale Proteinkonzentration 1µg/ml) 

für eine Stunde bei 20 °C entweder in der Hybridisierungskammer oder als Tropfen auf dem 

Chip inkubiert. Danach wurden die Substrate 6 x 5 min mit PBS pH 7,4 / 0,05 % Tween 20 

gewaschen. Durch ein abschließendes Spülen der Arrays mit dH2O sollten möglichst alle 

Salzreste der Pufferlösung entfernt werden, da vor allem Chloridionen die Silberabscheidung 

stören. Die Chips wurden dann nur kurz mit Stickstoff getrocknet, um überschüssige 

Flüssigkeit von der Oberfläche zu entfernen. Anschließend mussten die Chips direkt mit dem 

EnzMet™ Kit zur Silberabscheidung behandelt werden. Eine Lagerung der getrockneten 

Chips ist nicht möglich, da dies zu einem Verlust der enzymatischen Aktivität der Peroxidase 

führt, welches eine spätere Silberabscheidung unmöglich macht. 

 

2.2.7 Metallabscheidungsreaktionen 

Zur Abscheidung von Metallen wurden unterschiedliche Verfahren getestet. Neben der 

autokatalytischen Abscheidung von Silber und Gold auf immobilisierten Goldnanopartikeln 

wurde auch eine enzymatische Reaktion zur Silberabscheidung genutzt. Die 

Metallabscheidung (besonders die Silberabscheidung) kann von einigen Ionen wie z.B. 

Halogeniden gestört werden. Deshalb ist es unbedingt erforderlich, alle Substrate vor der 

Metallverstärkung kurz mit dH2O zu spülen, um noch vorhandene Reste der Pufferlösung zu 

entfernen. 

 

2.2.7.1 Autokatalytische Silberabscheidung 

Die Lösung zur Silberabscheidung besteht aus einer Silbersalzlösung und einer Lösung mit 

einem Reduktionsmittel. Als Silbersalze werden z. B. Silbernitrat, -acetat und -lactat benutzt, 

während als Reduktionsmittel vor allem Hydrochinon und Natriumborohydrid zum Einsatz 

kommen. Neben den kommerziellen Lösungen zur Silberabscheidung, deren 

Zusammensetzung nicht eindeutig zu klären war, wurde während dieser Arbeit nur mit 

silbernitrat- und silberacetatbasierten Silberabscheidungen gearbeitet. Als Reduktionsmittel 

wurde ausschließlich Hydrochinon verwendet. 

Silbernitratbasierte Silberabscheidung 

Die Silberabscheidungslösung besteht aus zwei Komponenten, die unmittelbar vor der 

Reaktion gemischt und dann direkt auf die Substrate gegeben werden. Die Silbersalzlösung 

(Lsg. A) besitzt eine Konzentration von 290 mM, während die zweite Lösung (Lsg. B) eine 

Konzentration von 27 mM Hydrochinon und 14 mM Zitronensäure-Monohydrat enthält. Alle 

Lösungen wurden mit ddH2O und direkt vor dem Versuch hergestellt. Danach wurden die 
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Lsg. A und B im Verhältnis 1:10 miteinander gemischt und die Substrate darin unter 

Lichtausschluss inkubiert. Die Reaktion wurde spätestens alle 10 min gestoppt, um die 

Bildung eines unspezifischen Hintergrundes zu minimieren. Zum Stoppen der Reaktion 

wurden die Substrate aus der Lösung entfernt und gründlich mit dH2O gespült und getrocknet. 

Eine weitere Verstärkung der Signale ist mit frischer Silberabscheidungslösung anschließend 

möglich (Heidrich 2004). 

Silberacetatbasierte Silberabscheidung 

Die beiden Lösungen zur Silberabscheidung bestehen aus einer wässrigen Silberacetatlösung 

(Lsg. A) mit einer Konzentration von 12 mM und einer 45 mM Hydrochinonlösung in 

Citratpuffer pH 3,8 (Lsg. B). Zur Herstellung der verwendeten Lösung sollte ebenfalls nur 

ddH2O verwendet werden. Lsg. A und B wurden direkt vor der Reaktion hergestellt, im 

Verhältnis 1:1 gemischt und die Substrate lichtgeschützt in der Lösung inkubiert. Die 

Reaktion wurde ebenfalls nach spätestens 10 min durch gründliches Spülen mit dH2O 

gestoppt und wenn nötig, danach fortgesetzt, um bessere Signale zu erzielen (Hacker et al. 

1991). 

Kommerzielle Lösungen zur Silberabscheidung 

Alle verwendeten kommerziellen Kits (Sigma Silver Enhancement Kit; LI-Silberfärbungskit; 

R-Gent) enthalten ebenfalls zwei Lösungen, die direkt vor der Inkubation gemischt werden 

und zur Inkubation auf die Chips als Tropfen aufgeben werden. Anders als bei den im Labor 

hergestellten Lösungen waren die kommerziellen Lösungen lichtunempfindlich und konnten 

unter normaler Laborbeleuchtung angewendet werden. Das Stoppen der Verstärkungsreaktion 

erfolgte ebenfalls durch ein gründliches Spülen der Proben mit dH2O. 

 

2.2.7.2 Enzymatische Silberabscheidung 

Im Gegensatz zu der unter 2.2.7.1 beschriebenen autokatalytischen Silberabscheidung sind 

hier keine Goldstrukturen zur Metallabscheidung notwendig. Als Keim für die Reduktion der 

Silberionen dient dabei das vorher an die Chipoberfläche gekoppelte SAPK, wobei die 

enzymatische Aktivität der Peroxidase für die Silberablagerung verantwortlich ist (Hainfeld et 

al. 2002, Furuya et al. 2004). 

Zur Entwicklung der mit SAPK markierten Proben werden diese mit dem EnzMet™ Kit 

(Nanoprobes Inc., Yaphank, NY, USA) behandelt. Dazu wurden die Chips mit der im Kit 

enthaltenen Lösung A für 2 min vorinkubiert. Lösung A wurde dabei als Tropfen auf die zu 

entwickelnden Bereiche aufgegeben. Währenddessen wurden Lösung B und C zu gleichen 
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Teilen gemischt. Nach der Vorinkubation wurde der Mix auf den Chip gegeben und mit 

Lösung A vermischt. 

 
Abb. 10: Schema der beiden Markierungsmöglichkeiten mit SGNP oder SAPK und anschließender 

Silberabscheidung 
 

Nach einer Inkubation von 5 min wurde die Reaktion durch Waschen mit dH2O gestoppt und 

die Proben unter Stickstoff getrocknet. Eine weitere Verstärkung der Signale ist nur über die 

autokatalytische Silberabscheidung (2.2.7.1) auf den durch die enzymatische 

Silberabscheidung gebildeten Silberkeimen möglich, da eine Trocknung zu einem 

Aktivitätsverlust des Enzyms führt. 

Eine genaue Zusammensetzung des EnzMet™ Kit ist leider nicht bekannt. Grundsätzlich 

enthält das Kit eine Silbersalzlösung, einen sauren Puffer und H2O2 als Substrat für die 
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Peroxidase. Die Elektronen für die Reduzierung der Silberionen zu Silber werden durch die 

Oxidation des H2O2 geliefert. 

 

2.2.7.3 Goldabscheidung 

Zur Abscheidung von Gold auf immobilisierten Nanopartikeln wurden zwei Verfahren 

angewendet, die sich in ihrer Zusammensetzung, dem verwendeten Reduktionsmittel und 

auch in der Reaktionsgeschwindigkeit voneinander unterschieden. Für beide Reaktionen 

wurde eine 0,01 M Stammlösung von Tetrachlorogoldsäuretrihydrat in ddH2O präpariert.  

Für eine schnelle Abscheidungsreaktion, deren Ergebnis schon nach wenigen Minuten 

detektierbar ist, wurde Hydroxylamin als Reduktionsmittel eingesetzt. Dazu wurden gleiche 

Volumina einer 0,2 mM Goldsalzlösung und 0,2 mM Hydroxylamin in ddH2O miteinander 

gemischt und die Proben in der entstandenen Lösung im Dunkeln entwickelt. Die Reaktion 

wurde durch Waschen mit ddH2O gestoppt (Willner et al. 2002). 

Für eine deutlich langsamere Reaktion wurde NADH als Reduktionsmittel verwendet. Dazu 

wurden eine Lösung von NADH in ddH2O (100 µg/ml) und eine 0,1 M 

Cetyltrimethylammoniumbromidlösung (CTAB) in ddH2O hergestellt. Anschließend wurden 

7,5 ml CTAB mit 180 µl Goldlösung und 135 µl NADH Lösung gemischt und die Proben bei 

30 °C für mehrere Stunden darin inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Proben 

mehrfach gründlich mit ddH2O gewaschen und getrocknet (Pavlov et al. 2004). 

 

2.2.8 Charakterisierungsmethoden 

2.2.8.1 UV/VIS-Spektroskopie 

Als Standardmethode zur Konzentrationsbestimmung von DNA- und 

Goldnanopartikellösungen wurde UV/VIS-Spektroskopie eingesetzt. Dazu wurden das 

Spektrophotometer V-530 (Jasco, Maryland, MD, USA) und der Nanodrop ND-1000 

(NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, NC, USA) verwendet. Beim V-530 handelt es 

sich um ein Zweistrahlspektrophotometer, das mit konventionellen Küvetten arbeitet. 

Dadurch sind die verwendeten Probenvolumina relativ groß, was besonders bei der 

Bestimmung kleiner Volumina gering konzentrierter Proben ein Problem ist. Dagegen ist mit 

dem ND-1000 ein küvettenfreies Arbeiten mit einem Probenvolumen von nur 1 µl möglich. 

Zur Ermittlung der DNA-Konzentration in den verwendeten Lösungen und den DNA-

Goldnanopartikel-Komplexen wurde die Absorption bei einer Wellenlänge von 260 nm 

bestimmt. Als Referenz diente der jeweilige Puffer oder das verwendete Lösungsmittel. Zur 

Bestimmung der Anzahl von Goldnanopartikeln in der Lösung wurden die Lösungen bei 
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525 nm vermessen. Mit Hilfe von Herstellerangaben konnten diese Werte in Konzentrationen 

umgerechnet werden. Allerdings wurden größtenteils OD525-Werte benutzt. 

 

2.2.8.2 Kontaktwinkelmessung 

Eine Kontrolle der Oberflächenmodifizierung der Substrate mit Organosilanen wurde durch 

eine Kontaktwinkelmessung mit Wasser durchgeführt. Dabei werden die unterschiedlichen 

Benetzungseigenschaften von unbehandelten und modifizierten Proben ausgenutzt. Eine 

Messung des Randwinkels erfolgte an einem OSC 20 Randwinkelmessplatz (DataPhysics 

Instruments GmbH, Filderstadt, Deutschland). Eine Tabelle mit typischen gemessenen 

Randwinkeln für die einzelnen verwendeten Oberflächen und deren Modifizierung befindet 

sich im Anhang. 

 

2.2.8.3 Mikroskopie 

Optische Mikroskopie 

Die optischen Aufnahmen erfolgten mit einem Mikroskop vom Typ Axiotech (Zeiss, Jena, 

Deutschland) und einer CCD-Kamera vom Typ Sensicam (PCO, Kehlheim, Deutschland) im 

Auflicht- und Durchlichtverfahren. Die Auswertung der Aufnahmen und die Bestimmung der 

Grauwerte wurde mit der Software Image J 1.33 (http://rsb.info.nih.gov/ij/) durchgeführt. Zur 

Bestimmung der Grauwerte der einzelnen Spots auf den DNA-Arrays wurden jeweils 

passende Messfelder in Image J definiert und die Spots vermessen. Von den so erhaltenen 

Werten wurde anschließend der auf gleiche Weise bestimmte durchschnittliche Hintergrund 

abgezogen und so die hintergrundbereinigten Messsignale ermittelt. 

Rasterelektronenmikroskopie (REM) 

Immobilisierte Goldnanopartikel konnten mit dem REM untersucht werden. Dazu mussten 

die Proben je nach Substrat noch mit einer Goldschicht besputtert werden. Die Aufnahmen 

erfolgten mit einem Jeol JSM 6700 F (Jeol, Zaventem, Belgien). Die erhaltenen Daten wurden 

als Bilddateien exportiert und ausgewertet. 

Rasterkraftmikroskopie (AFM) 

Zur Charakterisierung der Oberflächen der Chipsubstrate, der gebundenen Goldnanopartikel 

und der Silberabscheidung wurde die Rasterkraftmikroskopie eingesetzt. Dazu wurde ein 

Nanoscope III mit einem Dimesion 3100 Messkopf (Digital Instruments, Santa Barbara, CA, 

USA) mit Si3N4 NCH-W Spitzen von Nanosensors (Neuchatel, Schweiz) verwendet. Alle 

Messungen erfolgten an zuvor getrockneten Proben im Tapping-Modus an Luft. Die Scanrate 

lag je nach Größe der zu untersuchenden Objekte und der Auflösung der Bilder zwischen 0,5 
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und 1,3 Hz. Die Wahl der Auflösung einer Aufnahme richtete sich nach dem jeweiligen 

Untersuchungsobjekt, erfolgte aber in der Regel mit der höchstmöglichen Auflösung (512 x 

512 Punkte). Zur Einstellung der durch die Spitze ausgeübten Kraft wurde diese über den 

Sollwertparameter der Amplitude reguliert. Da die gebundenen Nanopartikel leicht 

abzubilden waren, wurden nur Topografieaufnahmen durchgeführt. 

Die Auswertung der Scandaten erfolgte mit der Software Nanoscope SPM 5.12R2 (Digital 

Instruments, Santa Barbara, CA, USA). In einem ersten Schritt wurden die Aufnahmen 

geglättet. Zur Kontrolle, ob es sich bei den abgebildeten Partikeln wirklich um 

Goldnanopartikel handelt, wird die Höhe der zu untersuchenden Objekte bestimmt. 

Zur Ermittelung der Partikeldichten auf der Oberfläche konnte bei einer homogenen 

Verteilung die Partikelanalyse der Software benutzt werden. Bei einer inhomogenen 

Verteilung wurde eine manuelle Auszählung durchgeführt. Dazu wurde ein Mikrometerraster 

über das Bild gelegt und die durchschnittliche Anzahl von Partikeln pro µm2 ermittelt. 

 

2.2.8.4 Elektrische Auswertung 

Die Bestimmung der Widerstände auf den einzelnen Chips erfolgte entweder mit einem 

Keithley 2400 (Keithley Instruments, Inc., Cleveland, OH, USA) oder in späteren Versuchen 

mit einem am IPHT gebauten Auslesegerät. Für Messungen an den Einzelelektrodenchips 

wurde das Keithley verwendet. Dazu wurden entweder spezielle Nadeln auf die 

Kontaktflächen aufgesetzt oder Drähte direkt an die Kontaktflächen angelötet und die 

Lötstellen zur Stabilisierung mit Epoxidharzkleber überzogen. Zur Messung der Widerstände 

auf den Chips mit 42 Messpunkten wurde der am IPHT entwickelte Reader eingesetzt. Dieser 

ermöglichte eine semiparallele Auslese des Chips. Außerdem können die Messwerte im 

Reader gespeichert und für eine weitere Bearbeitung auf einen Rechner übertragen werden. 

Zur Auswertung und grafischen Darstellung der Messergebnisse wurde Microsoft Excel 

verwendet. 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  Kapitel 3    Ergebnisse 
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Die Kompatibilität der verwendeten Oberflächenmodifikationen mit dem angestrebten 

resistiven Nachweissystem (ACED-Chip) wurde getestet. Hierbei war von besonderem 

Interesse, ob es zu Reaktionen mit der Goldnanopartikelmarkierung oder der anschließenden 

Metallabscheidung der gebundenen Partikel kommt, die eine anschließende elektrische 

Detektion erschweren könnten. Außerdem wurden weitere Versuchsparameter optimiert, um 

reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. 

3.1 Entwicklung eines goldnanopartikelbasierten optischen 

auswertbaren DNA-Arrays auf Glasoberflächen 

Beim ACED-Chip handelt es sich um einen Siliziumchip mit Goldmikrostrukturen. Um die 

Kosten während der Testung von verschiedensten Parametern möglichst gering zu halten, 

wurde ein Testsystem auf Glas (Objektträgern) entwickelt. Dabei wurde ebenfalls eine 

Markierung mit Goldnanopartikeln und eine anschließende Silberabscheidung verwendet. Die 

Auswertung der Arrays erfolgt bei diesem System jedoch optisch. Somit kann auf eine 

aufwändige Mikrostrukturierung von Goldelektroden verzichtet werden. Ein weiterer Vorteil 

der Glassubstrate ist - neben ihrer kostengünstigen und einfachen Verfügbarkeit - auch die 

fast identische Oberflächenchemie auf Glasoberflächen und der Siliziumdioxidoberfläche der 

ACED-Chips. Somit konnten die auf Glasoberflächen gewonnenen Ergebnisse direkt auf die 

ACED-Chips übertragen werden. 

 

3.1.1 Oberflächenmodifikationen zur Anbindung von aminomodifizierter 
DNA 

Zwei verschiedene Oberflächenmodifikationen zur Anbindung von Oligonukleotiden wurden 

verwendet. Diese waren in vorangegangenen Arbeiten für die Anbindung aminomodifizierter 

Oligonukleotide getestet worden und werden im Folgenden eingeführt.  

3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan (GOPS) 

Nach Anbindung des Silans ist die Oberfläche mit Epoxygruppen funktionalisiert, an die das 

aminomodifizierte Oligonukleotid direkt als 2-Hydroxyamin gekoppelt wird. Für 

gleichmäßige und saubere Oberflächen war eine Silanisierung mit getrocknetem Toluol 

zwingend notwendig, da auch geringe Spuren von Wasser zur Hydrolyse des Silans und damit 

zu zum Teil starken Verunreinigungen der Substrate führten. Eine Detektion von gebundenen 

Goldnanopartikeln war mit dem AFM auf rauen Oberflächen nur schwer zu realisieren. 
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3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES) 

Eine Modifikation der Oberfläche mit APTES funktionalisiert diese mit Aminogruppen. Für 

die direkte Anbindung von aminomodifizierten Oligonukleotiden werden die Substrate 

zusätzlich mit bisfunktionalisierten Crosslinkern aktiviert. Danach können aminomodifizierte 

oder thiolmodifizierte Oligonukleotide angebunden werden.  

Für die Anbindung von aminomodifizierten Oligonukleotiden wurde die APTES-Oberfläche 

mit Phenylendiisothiocyanat (PDC) aktiviert. Die so hergestellten Substrate waren aber oft 

durch Ablagerungen von hydrolisiertem Silan verunreinigt. Eine AFM-Auswertung wurde 

dadurch erschwert oder unmöglich. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit auf den Einsatz 

der APTES-PDC-Oberflächenmodifikation zur Anbindung aminomodifizierter 

Oligonukleotide weitgehend verzichtet. 

APTES-modifizierte Oberflächen wurden aber auch zur Anbindung von thiolmodifizierten 

Oligonukleotiden auf Chipoberflächen verwendet. Dazu erfolgte eine Funktionalisierung der 

APTES-Oberfläche mit N-succinimidyl-3-maleimidopropionat. Anschließend konnte dann 

eine Immobilisierung der thiolmodifizierten Oligonukleotide auf der Chipoberfläche erfolgen. 

Diese Art der Oberflächenmodifikation wurde besonders dann eingesetzt, wenn eine 

definierte endständige Anbindung der Oligonukleotide erfolgen sollte. Da DNA zwar 

Aminogruppen aber keine Thiolgruppen enthält, kann so eine definierte Anbindung erreicht 

werden. Dies war besonders bei allen Nachweisen erforderlich, die noch einen zusätzlichen 

Polymerisationsschritt (SPM- und M13 Phagen Nachweis, Telomeraseaktivitätsassay) 

beinhalteten. Für eine erfolgreiche Verlängerung der auf der Chipoberfläche gebundenen 

DNA durch ein Enzym war eine definiert endständige Immobilisierung notwendig. Nur so 

konnte eine erfolgreiche Anbindung des Enzyms an die auf der Oberfläche immobilisierte 

DNA gewährleistet werden. 

 

3.1.2 Optimierung der Goldnanopartikelmarkierung 

Zur Markierung der DNA-Chips mit Goldnanopartikeln wurden zwei Verfahren verwendet 

(Abb. 11). Zum einem wurden Goldnanopartikel mit thiolmodifizierten Oligonukleotiden 

modifiziert. Dabei erfolgt erst die Markierung der DNA mit Goldnanopartikeln und 

anschließend wird die so markierte DNA mit ihrer komplementären Sequenz hybridisiert. 

Zum anderen besteht die Möglichkeit, Biotin in die Proben-DNA zu integrieren. Diese wird 

dann auf dem Chip hybridisiert und anschließend mit Streptavidin modifizierten 

Goldnanopartikeln markiert. Nach Anbindung der Goldnanopartikel folgt bei beiden 

Verfahren eine Silberabscheidung. 
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Abb. 11: Schematische Darstellung zweier Markierungsarten mit Goldnanopartikeln. a) Markierung mit DNA-
Nanopartikel-Komplexen. Auf die mit Fänger-DNA modifizierte Chipoberfläche (1) werden durch 
die Hybridisierung mit der Ziel-DNA direkt Goldnanopartikel gebunden (2), da diese mit Ziel-DNA 
modifiziert sind. Auf die spezifisch gebundenen Partikel wird anschließend zur Signalverstärkung 
Silber abgeschieden. b) Markierung mit Streptavidin-Goldnanopartikeln. Auf die mit Fänger-DNA 
modifizierte Chipoberfläche (1) wird durch die Hybridisierung biotinylierte Ziel-DNA gebunden (2). 
Anschließend erfolgt die Bindung der Goldnanopartikel über die Biotin-Streptavidin-Interaktion (3) 
und abschließend die eine Silberabscheidung auf den gebundenen Partikeln (4). 

 

Goldnanopartikel mit thiolmodifizierten Oligonukleotiden (DNA-Nanopartikel-

Komplexe) 

Die Präparation der DNA-Nanopartikel-Komplexe über eine Modifizierung von 

Goldnanopartikeln mit thiolmodifizierten Oligonukleotiden war mit einigen Nachteilen 

verbunden. Für eine erfolgreiche Anbindung der thiolmodifizierten Oligonukleotide an die 

Oberfläche der Goldnanopartikel war eine aktive Thiolgruppe erforderlich. Die Thiolgruppe 

oxidiert jedoch sehr leicht, wodurch keine Kopplungsreaktion mit den Goldnanopartikeln 

mehr möglich ist.  

Nach der Reinigung der thiolmodifizierten DNA vom DTT, der anschließenden Modifikation 

der Goldnanopartikel und der Reinigung der DNA-Nanopartikel-Komplexe konnten diese 

über mehrere Wochen bei 4 °C stabil gelagert werden. Eine 1:1 (v/v)-Mischung mit Glycerol 

ermöglicht eine längere Lagerung der DNA-Nanopartikel-Komplexe bei -20 °C. Vor der 

Hybridisierungsreaktion der DNA-Nanopartikel-Komplexe muss das Glycerol durch 

Zentrifugation wieder aus der Lösung entfernt werden. Ein großer Nachteil der DNA-

Nanopartikel-Komplexe war neben ihrer aufwändigen Präparation auch ihre Instabilität. Es 

konnte immer wieder beobachtet werden, dass die Nanopartikel nach einiger Zeit 

präzipitierten oder sich als rötlicher Film an der Wand der Gefäße anlagerten. Eine eindeutige 

Erklärung für diese beobachteten Phänomene konnte nicht gefunden werden. Durch 
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Veränderungen im Anbindungsprotokoll oder in der Lagerung der DNA-Nanopartikel-

Komplexe wurde keine weitere Stabilisierung erreicht. Außerdem waren die erzielten 

Ausbeuten der hergestellten DNA-Nanopartikel-Komplexe oft sehr gering. 

Ein weiterer Nachteil war die Ausbildung eines starken Hintergrundes bei der Markierung 

von Substraten mit DNA-Nanopartikel-Komplexen. Durch die nachfolgende 

Silberabscheidung auf den gebundenen DNA-Nanopartikel-Komplexen wurde dieser 

Hintergrund oft so stark, dass dieser die eigentlichen Signale überdeckte und somit eine 

Detektion der erfolgreichen Bindungsereignisse verhinderte. 

Um unterschiedliche DNA-Sequenzen auf dem Chip mit Hilfe von DNA-Nanopartikel-

Komplexen nachzuweisen, war die Präparation immer wieder neuer DNA-Nanopartikel-

Komplexe mit unterschiedlichen Sequenzen der thiolmodifizierten Oligonukleotide 

notwendig. 

Streptavidin-Goldnanopartikel (SGNP) 

Eine Alternative zur Markierung mit DNA-Nanopartikel-Komplexen stellen SGNP dar. 

Streptavidin bindet hochspezifisch das kleine Molekül Biotin, welches über eine Vielzahl von 

Reaktionen in die DNA eingebaut werden kann. 

Eine aufwändige Präparation der SGNP entfällt, da diese in konjugierter Form erhältlich sind. 

Außerdem sind sie sehr stabil und über mehrere Monate ohne Aktivitätsverlust im 

Kühlschrank lagerbar. Ein weiterer Vorteil gegenüber den DNA-Nanopartikel-Komplexen 

besteht darin, dass eine Markierung von unterschiedlichen biotinmarkierten DNA-Sequenzen 

mit nur einer Partikelspezies realisierbar ist. 

Die Markierung von DNA-Arrays mit SGNP verursacht ebenfalls oft einen starken 

Hintergrund. Dieser ist zwar schwächer als bei der Markierung mit DNA-Nanopartikel-

Komplexen, jedoch noch stark genug, um die Detektion von schwächeren Signalen zu 

erschweren. 

 

3.1.3 Passivierungsmethoden für die Markierung mit Goldnanopartikeln  

In Vorversuchen konnten zwei Hauptursachen für das Auftreten eines verstärkten 

Hintergrundes ausgemacht werden: unspezifisch gebundene Goldnanopartikel und 

unspezifisch gebundene biotinmodifizierte Proben-DNA. Durch den Einsatz von 

unterschiedlichen Blockreagenzien sollte dieser Hintergrund weitestgehend eliminiert werden.  

Nach dem Waschen der gespotteten Objektträger wurden diese entweder mit Ethanolamin 

(Anbindung von aminomodifizierten Oligonukleotiden) oder Mercaptohexanol (Anbindung 

von thiolmodifizierten Oligonukleotiden) geblockt. Dabei reagiert die funktionelle Gruppe 
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des Blockreagenz mit den noch auf der Oberfläche befindlichen reaktiven Gruppen und 

verhindert so eine ungewünschte Anbindung von weiteren Biomolekülen.  

Da so eine kovalente Bindung der zum Hintergrund führenden Moleküle minimiert war, 

handelt es sich bei dem beobachteten Hintergrund also um eine nichtkovalente unspezifische 

Bindung. Unspezifische Bindungen werden von einer Vielzahl von Effekten, wie z. B. 

elektrostatischen, van der Waals oder hydrophoben Wechselwirkungen, verursacht.  

Durch die Optimierung der Waschprotokolle konnte das Hintergrundsignal weiter reduziert 

werden. Eine Passivierung mit unterschiedlichen biologischen Blockreagenzien sollte zu einer 

weiteren Verbesserung des Hintergrundes führen. Dazu wurden besonders 

Rinderserumalbumin (BSA) sowie denaturierte und fragmentierte salmon sperm DNA 

eingesetzt. 

Die Bewertung der einzelnen Passivierungsprotokolle erfolgte mittels Durchlichtaufnahmen 

der mit Silber signalverstärkten Objektträger bei konstanter Beleuchtung und Belichtungszeit. 

Mittels Grauwertanalyse der Bilder der einzelnen Objektträger wurden Protokolle ausgewählt, 

die zum optimalen Signal-Rausch-Verhältnis führten. 

 

3.1.3.1 Passivierungsmethoden für die Markierung mit DNA-Nanopartikel-

Komplexen  

Als optimale Blockbedingungen wurde eine Inkubation der Objektträger für 15 min in einer 

0,5 %-igen BSA Lösung in PBS bei pH 7,4 ermittelt. Für salmon sperm DNA mussten die 

Substrate in einer 100 µg / ml salmon sperm DNA Lösung in Blockpuffer für eine Stunde bei 

37°C und eine Stunde bei 20 °C inkubieren um optimale Ergebnisse zu erhalten. Unabhängig 

vom Blockreagenz wurden die Objektträger anschließend für 3 min in PBS pH 7,4 gewaschen 

und es konnte mit der Markierung mit den DNA-Nanopartikel-Komplexen und der 

Silberabscheidung fortgefahren werden. 

 

3.1.3.2 Passivierungsmethoden für die Markierung mit SGNP 
Im Vergleich zu einer Markierung der Objektträger mit DNA-Nanopartikel-Komplexen ist bei 

einer SGNP-Markierung zu beachten, dass es zur Ausbildung eines Hintergrundes nicht nur 

durch die unspezifische Anlagerung von Goldnanopartikeln, sondern auch durch die 

unspezifische Anbindung der biotinmarkierten DNA an die Oberfläche kommen kann. 

Deshalb sind zwei Passivierungsschritte notwendig. Dagegen konnte mit nur einem 

Passivierungsschritt vor der Hybridisierung mit biotinmarkierter DNA bzw. nach der 
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Hybridisierung, direkt vor der Inkubation mit den SGNP der Hintergrund nur teilweise 

reduziert werden. 

Für die Passivierung vor der Hybridisierung mit biotinmarkierter DNA wurden die besten 

Ergebnisse mit einer Inkubation der Objektträger in einer 50 µg/ml salmon sperm DNA-

Lösung in Blockpuffer für eine Stunde bei 37°C und eine Stunde bei 20°C erzielt. Danach 

wurden die Substrate 2 x 2 min in PBS pH 7,4 gewaschen und mit der biotinmarkierten DNA 

inkubiert. Eine Blockierung mit einer 0,5%-igen BSA Lösung in PBS pH 7,4 für 15 min 

zeigte die besten Resultate, um die Oberflächen vor der Inkubation mit SGNP zu passivieren. 

Danach wurden die Objektträger 2 min in PBS pH 7,4 gewaschen und es erfolgte die 

Anbindung der SGNP. 

 

3.1.4 Ermittlung der optimalen Goldnanopartikelgröße 

Goldnanopartikel sind mit einem Durchmesser von 0,8 – 250 nm nasschemisch 

synthetisierbar. Mit wachsendem Durchmesser vergrößert sich die Oberfläche der 

Goldnanopartikel. Somit stehen mehr Bindungsplätze für eine Modifizierung mit entweder 

thiolmodifizierter DNA oder mit Proteinen zur Verfügung. Bei der Herstellung von DNA-

Goldnanopartikel-Komplexen erfolgt eine Aufreinigung der Goldnanopartikellösung über 

eine Zentrifugation. Bei einem Partikeldurchmesser von weniger als 15 nm war die Trennung 

der Goldnanopartikel von der umgebenden Lösung mittels Zentrifugation schwierig. Deshalb 

wurde auf eine Modifikation von kleineren Goldnanopartikeln mit thiolmodifizierter DNA 

verzichtet und nur mit Goldnanopartikeln mit einem Durchmesser von 15 und 30 nm 

gearbeitet. 

Bei den SGNP ist eine Vielzahl von unterschiedlichen Partikeldurchmessern von 1 – 20 nm 

kommerziell erhältlich. Somit konnten Partikel der Durchmesser 1, 5, 10 und 20 nm getestet 

werden. 

Ziel dieser Untersuchung war es, festzustellen, welche Partikelgröße am schnellsten zu einem 

optisch detektierbaren Ergebnis führte. Dazu wurde auf GOPS-modifizierten Objektträgern 

Fänger-DNA immobilisiert und anschließend entweder mit DNA-Goldnanopartikel-

Komplexen oder biotinmarkierter DNA und SGNP markiert. Darauf folgte eine 5-minütige 

Silberabscheidung und eine erste optische Auswertung der Objektträger, die mittels 

Grauwertbestimmung der detektierbaren DNA-Spots im Vergleich zum gebildeten 

Hintergrund erfolgte. Die Silberabscheidung wurde wiederholt, bis auf allen Objektträgern 

Signale detektiert werden konnten. 
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Abb. 12: AFM-Aufnahmen immobilisierter Goldnanopartikel unterschiedlicher Größe auf SiO2 Substraten. a) 
5 nm SGNP, b) 10 nm SGNP, c) 15 nm DNA-Goldnanoaprtikel-Komplex, d) 20 nm SGNP und e) 30 
nm DNA-Goldnanopartikel-Komplex. Eine genaue Abbildung der 1 nm SGNP war aufgrund der 
Rauhigkeit der Substratoberflächen mit dem AFM nicht möglich. 

 

DNA-Goldnanopartikel-Komplexe  

Bei den beiden verwendeten Goldnanopartikelgrößen 15 und 30 nm konnten keine 

Unterschiede hinsichtlich der detektierten Signale festgestellt werden. Beide Partikelgrößen 

verhielten sich im Versuch sehr ähnlich, und es konnte je nach eingesetzter 

Partikelkonzentration ein Signal nach 15 - 20 min Silberabscheidung detektiert werden. 

Streptavidin-Goldnanopartikel (SGNP) Die getesteten Partikelgrößen zeigten deutlich 

unterschiedliche Ergebnisse. Die stärksten Signale wurden bei einer Markierung mit 5 nm 

SGNP erreicht. Diese Signale waren im Allgemeinen nach einer 15-minütigen 

Silberabscheidung deutlich zu detektieren. Etwas schwächere Ergebnisse lieferte die 

Markierung mit den 10 nm Extravidin-Goldnanopartikeln. Eine Silberabscheidung von 

mindestens 20 min war erforderlich, um bei einer Markierung mit 1 oder  20 nm SGNP ein 

sichtbares Signal zu erhalten. Allerdings lieferten die 20 nm SGNP etwas stärkere Signale als 

die 1 nm Partikel. 

 
Abb. 13: Optimierung der verwendeten Goldnanopartikelgrößen. Die aufgetragenen Grauwerte sind 

hintergrundkorrigiert, deshalb kommt es nach 20 min zu einem Abfallen der Signale durch das stark 
anwachsende Hintergrundsignal. 

 

Mit zunehmendem Partikeldurchmesser nahm der Hintergrund auf den Objektträgern bei 

gleicher Signalverstärkungszeit zu. Offensichtlich kam es bei größeren Partikeldurchmessern 
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zu verstärkten unspezifischen Bindungen auf der Oberfläche. Deshalb wurde auf größere 

Partikel zur Markierung verzichtet. 

 

3.1.5 Chemische Strukturierung von Objektträgeroberflächen zur 
räumlich definierten Anbindung von Oligonukleotiden 

Bei der Herstellung von DNA-Chips ist eine räumlich geordnete Immobilisierung der 

einzelnen Oligonukleotide an definierten Koordinaten auf der Oberfläche zwingend 

erforderlich, um eine Auswertung des DNA-Chips zu ermöglichen. Zur definierten 

Immobilisierung von DNA stehen zwei Verfahren zur Verfügung: die Kopplung fertig 

synthetisierter Oligonukleotide auf der Oberfläche (ex situ Synthese) oder die Synthese von 

Oligonukleotide mit der gewünschten Sequenz direkt auf der Chipoberfläche (in situ 

Synthese). Beide Verfahren ermöglichen die Herstellung von DNA-Arrays. Allerdings sind 

die Kosten für die benötigten Geräte sehr hoch. Eine Alternative ist die Verwendung von 

vorstrukturierten Substraten, auf welchen dann die Oligonukleotidlösung in gesonderten 

Bindungsspots immobilisiert werden kann. Dazu können die unterschiedlichen 

Bindungseigenschaften und Benetzungseigenschaften von Silanmodifizierungen ausgenutzt 

werden (Reichert et al. 2000). 

 
Abb. 14: Schematische Darstellung der Herstellung von DNA-Spots auf einer hydrophoben Oberfläche. Die mit 

hydrophobem Silan und Resist beschichteten Substrate (1) werden mittels Fotolithografie 
mikrostrukturiert (2), anschließend wird das ungeschützte hydrophobe Silan durch Plasmaätzen entfernt 
(3). Die so freigewordenen Flächen auf der Substratoberfläche werden mit GOPS modifiziert (4), an das 
dann aminomodifizierte DNA gebunden werden kann. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein DNA-Array entwickelt, welches zur definierten 

Anbindung der einzelnen Oligonukleotidesonden auf die etablierten Methoden verzichtet. Zur 

Herstellung eines solchen DNA-Arrays werden ex situ Synthese und fotolithographische 

Methoden miteinander kombiniert. Dazu wird ein Objektträger vollständig mit einem 

hydrophoben Silan wie Octadecyltrichlorsilan oder 1H, 1H, 2H, 2H-

Perfluorodecyltrichlorsilan modifiziert. Anschließend werden in die hydrophobe Oberfläche 

des Objektträgers mit fotolithografischen Methoden und Sauerstoffplasma 1 mm2 große 
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Fenster geätzt. Die Glasoberfläche innerhalb dieser Fenster wird dann mit GOPS modifiziert. 

Das so hergestellte DNA-Array enthält 32 Bindespots mit einer Größe von 1 mm2, die 

voneinander durch eine stark hydrophobe Silanschicht getrennt sind (Abb. 15). Somit wird ein 

Vermischen der einzelnen Tropfen der unterschiedlichen Oligonukleotidlösungen verhindert. 

Mit dem so hergestellten vorgefertigten Array ist es möglich, bis zu 32 Proben 

unterschiedlicher Oligonukleotide auf einem Objektträger zu immobilisieren. Durch eine 

Veränderung der fotolithografischen Maske ist eine Vervielfachung der möglichen 

Bindespots zu erreichen. 

 
Abb. 15: Objektträger mit chemisch strukturierten Bindespots. Schema des verwendeten Layouts mit 4 x 8 1 mm2 

Bindespots (a). Objektträger nach 10- (b) und 15-minütiger (c)  Silberabscheidung. Die 1. Reihe von 
oben wurde mit NS153, die 2. mit NS151, die 3. mit NS150 und die 4. mit N7 modifiziert. Der 
Objektträger wurde komplett mit B 150 und SGNP inkubiert. 

 

3.1.6 Entwicklung einer beheizbaren Durchflusskammer zur Inkubation 
vorstrukturierter DNA-Arrays  

Um die Inkubation vorstrukturierten DNA-Arrays (3.1.5) möglichst zu standardisieren, wurde 

eine beheizbare Inkubationskammer für die Objektträger entwickelt. Wichtig war es dabei 

eine kostengünstige und einfache Lösung zu realisieren, die sowohl die Inkubation der 

Objektträger mit unterschiedlichen Lösungen gewährleistet als auch eine Temperierung der 

unterschiedlichen Lösungen ermöglicht. 

Der Grundköper dieser Inkubationskammer wurde aus Teflon hergestellt. Teflon ist einfach 

zu bearbeiten, äußerst hitzebeständig und zudem chemisch inert.  

Der Zu- und Abfluss der Flüssigkeiten wurde über einen in den Teflongrundkörper 

eingefassten Fluidik Slide realisiert. Der Fluidik Slide ist ein herkömmlicher Objektträger, in 

welchen 4 Öffnungen gebohrt und dann Fluidikanschlüsse geklebt wurden. 

Auf den Fluidik Slide wurde dann ein aus PDMS gegossener Ring aufgelegt. Dieser PDMS-

Ring ist zum einen eine Dichtung, um das Auslaufen der Flüssigkeiten zu verhindern, zum 

anderen definieren die Dicke und das Design des PDMS-Ringes das Kammervolumen und die 

Kammerform. Tests mit unterschiedlichen Designs für den PDMS-Ring zeigten, dass ein 

Design, bei dem der PDMS-Ring zwei Kammern (Zwei-Kammer-System) bildet, einem Ein-

Kammer-System vorzuziehen ist (Abb. 16 b). Bei dem Zwei-Kammer-System werden jeweils 
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zwei Array-Reihen von einer Kammer eingeschlossen. Durch diese Kammergeometrie ist ein 

blasenfreies Befüllen und nahezu rückstandloses Entleeren der Kammern möglich. Im 

Vergleich zum Ein-Kammer-System wird auch weniger Probenvolumen benötigt. Durch 

stärkere Seitenwände (wie sie bei dem Zwei-Kammer–System möglich sind) gewinnt der 

PDMS-Ring zusätzlich an Stabilität. Die beiden Kammern wurden in Reihe geschaltet und ein 

Befüllen der Kammern war über eine Pumpe innerhalb von 15 sec gewährleistet. 

Auf den PDMS-Ring wurde nun der Objektträger mit dem vorstrukturierten DNA-Array 

(Array Slide) aufgelegt und die Inkubationskammer mit einem Teflondeckel geschlossen. 

Dieser Deckel wurde durch Schraubverbindungen auf den darunter liegenden Aufbau gepresst 

und durch diesen Druck die Dichtheit des Systems gewährleistet.  

 
Abb. 16: a) Schematischer Aufbau der Inkubationskammer für Objektträger mit Temperaturregelung und 

Fluidikmanagement; b) PDMS-Ringes für das Zwei-Kammer-System; c) die fertigen 
Inkubationskammer mit offenem und d) mit geschlossenem Deckel 

 

Die Temperierung des Systems erfolgte über eine PTC-Element-Heizung mit 

Aluminiumplatte im Deckel der Inkubationskammer. Zur Temperaturregelung wurden ein 

Ni/CrNi-Thermoelement und ein PID-Regler eingesetzt. Um nicht das Metall der Heizplatte 

direkt auf den Array Slide zu pressen, wurde eine Wärmeleitfolie mittels Wärmeleitkleber auf 

die Heizplatte angebracht. Dadurch konnten mögliche Brüche des Array Slides durch 

eingeklemmte Partikel vermieden werden. 
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Anhand von Wärmebildern wurde die Temperaturverteilung über dem Array Slide untersucht. 

Dabei zeigte sich, dass bei einer Solltemperatur von 90 °C eine Temperatur von 88,9 °C im 

Zentrum des Array Slides gemessen wurde. Über den vorstrukturierten Arrays wurde 

ebenfalls eine durchschnittliche Temperatur von 89 °C gemessen. Die Oberflächentemperatur 

auf dem Array Slide wurde sowohl mit der Wärmebildkamera als auch mit Thermoelement 

und Wärmeleitpaste überprüft. 

Mit der entwickelten Inkubationskammer war es problemlos möglich, Array Slides mit DNA 

zu hybridisieren, und anschließend mit Goldnanopartikeln zu markieren. Dabei konnten alle 

Arbeitsschritte durchgeführt werden, ohne den Array Slide aus der Inkubationskammer zu 

entfernen. Auf eine Silberabscheidung auf den Array Slides in der Inkubationskammer wurde 

verzichtet, um eine Verunreinigung der Inkubationskammer durch unspezifisch 

abgeschiedenes Silber zu vermeiden. 
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3.2 Aufbau eines goldnanopartikelbasierten elektrischen DNA-

Nachweises 

Beim Aufbau eines goldnanopartikelbasierten DNA-Nachweises können neben den optischen 

Eigenschaften der Goldnanopartikel auch andere Eigenschaften zur Detektion von 

Bindeereignissen genutzt werden. Ziel war es, einen möglichst einfachen und kostengünstigen 

DNA-Chip, basierend auf einer Goldnanopartikel-Markierung, zu entwickeln.  

Goldnanopartikel leiten den elektrischen Strom; somit kann die Bindung von 

Goldnanopartikeln in einem Spalt zwischen zwei Elektroden durch eine Verringerung des 

gemessenen Widerstandes über den Spalt detektiert werden. Dieses Grundprinzip sollte im 

Rahmen dieser Arbeit zu einer praktisch nutzbaren Anwendung entwickelt werden. 

 

3.2.1 Entwicklung eines elektrischen DNA-Nachweises auf einem Chip 
mit einem einzelnem Elektrodenpaar 

Zur Testung des Grundprinzips wurden zuerst Chips mit einem einzelnem 

mikrostrukturiertem Elektrodenpaar untersucht. Dazu wurden 1 x 1 cm große Siliziumchips 

mit einem 1 µm breiten Elektrodenspalt verwendet, welche durch fotolithografische 

Methoden hergestellt wurden. Die großen Kontaktflächen zu beiden Seiten des 

Elektrodenspaltes ermöglichten ein einfaches Kontaktieren des Chips. 

Nach der Mikrostrukturierung und dem Vereinzeln der Chips wurden diese mit GOPS 

modifiziert. Anschließend wurden unterschiedliche aminomodifizierte Oligonukleotide auf 

den Chips immobilisiert. Dazu wurden 1 µl große Tropfen der aminomodifizierten 

Oligonukleotidlösung über dem Elektrodenspalt aufgetragen und die Chips inkubiert. 

Anschließend wurden die Chips gewaschen und waren damit für die Anbindung der DNA-

Goldnanopartikel-Komplexe vorbereitet. Diese erfolgte ebenfalls als Tropfeninkubation. Zur 

Silberabscheidung wurden Tropfen von ca. 100 µl der Silberabscheidungslösung auf den Chip 

gegeben und für eine bestimmte Zeit auf dem Chip inkubiert. Die Reaktion wurde durch 

gründliches Waschen mit ddH2O gestoppt und anschließend die Chips unter Stickstoff 

getrocknet. Dann erfolgte die Messung der Widerstände mit einem Keithley Sourcemeter 

2400. Wenn die detektierten Widerstände noch zu hoch waren (also niedriges Signal), wurde 

die Silberabscheidung wiederholt. 
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3.2.1.1 Nachweis der Sequenzspezifität der gemessenen Widerstände  

Die Unterscheidung von unterschiedlichen DNA-Sequenzen und möglichst einzelnen 

„mismatches“ ist Grundvoraussetzung für einen DNA-Chip. Zur Untersuchung der Spezifität 

des angestrebten Nachweissystems wurden 4 unterschiedliche aminomodifizierte 

Oligonukleotide auf den Chips immobilisiert: ein komplementäres Oligonukleotid (NS150), 

ein Oligonukleotid mit einem G – A mismatch (NS151), ein Oligonukleotid mit einem 

dreifachen mismatch (NS153) und ein nichtkomplementäres Kontrolloligonukleotid (N7). 

Außerdem wurden alle gemessenen Widerstände noch mit Negativkontrollchips ohne 

aminomodifiziertes Oligonukleotid verglichen, die auch mit DNA-Goldnanopartikel-

Komplexen und der Silberabscheidungslösung inkubiert wurden. 

Nach einer Inkubation aller Chips mit DNA-Goldnanopartikel-Komplexen mit einer 

Konzentration von 1 OD525 bei 50°C in einer Feuchtkammer und anschließender 

Silberabscheidung konnten die gemessenen Widerstände ausgewertet werden. Die 

Widerstände wurden dabei alle 2 min bestimmt, und anschließend die Silberabscheidung 

fortgesetzt. Vor und nach der Inkubation mit den DNA-Goldnanopartikel-Komplexen wurden 

die Widerstände aller Chips bestimmt. Es wurden alle Chips aussortiert, deren Widerstand 

unter 500 MΩ vor der ersten Silberabscheidung lag, da es hier schon zu einer von der 

Silberverstärkung unabhängigen Reduzierung des Widerstandes kam. 

Die erzielten Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt. Es war möglich, die einzelnen 

DNA-Sequenzen anhand der gemessenen Widerstände und der Dauer der Silberabscheidung 

voneinander zu unterscheiden. 

 
Abb. 17: Graphische Darstellung der gemessenen Widerstände in Abhängigkeit von der Dauer der 

Silberabscheidung und der auf der Chipoberfläche immobilisierten Sequenz 
 

Außerdem war ein gründliches Waschen der Chips nach der Inkubation mit den DNA-

Goldnanopartikel-Komplexen erforderlich. Andernfalls wird eine starke unspezifische 
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Bindung der DNA-Goldnanopartikel-Komplexe an die Oberfläche beobachtet, die eine 

Unterscheidung der einzelnen Sequenzen unmöglich macht. 

Die oben beschriebenen Ergebnisse konnten auch mit einem zu N7 komplementären DNA-

Goldnanopartikel-Komplex bestätigt werden. Dabei wurde festgestellt, dass es nur bei den mit 

N 7 modifizierten Chips zu einem schnellen Abfall des Widerstandes kam. Nach einer 

Verstärkungszeit von 14 min konnten Widerstandswerte um 30 Ω gemessen werden. Die mit 

NS 150, NS 151 und NS 153 modifizierten Chips benötigten eine Verstärkungszeit von 

26 min um, diese Widerstandswerte zu erreichen. Für die Negativkontrollchips konnten die 

Messergebnisse mit einer durchschnittlichen Verstärkungszeit von 22 min bestätigt werden.  

 

3.2.1.2 Abhängigkeit der Sequenzspezifität von der Hybridisierungstemperatur  

Um optimale Ergebnisse bei der Differenzierung der einzelnen DNA-Sequenzen zu erzielen, 

wurde auch der Einfluss der Hybridisierungstemperatur auf die Bindungsselektivität des 

elektrischen DNA-Nachweises untersucht. Dazu wurden die Chips, wie oben beschrieben, mit 

einer Lösung von DNA-Goldnanopartikel-Komplexen inkubiert und unterschiedlich 

temperiert. Die Schmelztemperatur Tm liegt für NS150 bei 62 °C. Nach der Formel von Fotin 

et al. für Oberflächen immobilisierte Oligonukleotide müsste die Schmelztemperatur bei 

47,4 °C liegen. Die Proben wurden bei Temperaturen von 40, 45, 50, 55, 60, 62, und 65 °C 

für 1 h in einer Feuchtkammer inkubiert und anschließend gewaschen, unter Stickstoff 

getrocknet und dann einer Silberabscheidung unterzogen. 

Die besten Ergebnisse konnten in dem durchgeführten Versuch mit einer 

Hybridisierungstemperatur von 50 °C erzielt werden. Damit war es möglich, anhand der 

gemessenen Widerstände deutlich zwischen der komplementären Sequenz (NS 150) und der 

der Sequenz mit einem mismatch (NS 151) zu differenzieren. Nach einer Silberabscheidung 

von 6 min war eine Reduzierung des Widerstandes von 500 MΩ auf 1 MΩ bei NS 150 zu 

messen. Bei NS 151 lag bei der gleichen Signalverstärkung der gemessene Widerstand bei 

200 MΩ und war somit um mehr als 2 Größenordnungen größer. Höhere 

Hybridisierungstemperaturen ermöglichten ebenfalls eine Differenzierung zwischen NS 150 

und NS 151, allerdings war es bei diesen Temperaturen auch notwendig, mindestens 10 min 

Silber auf den Proben abzuscheiden, um erste Signale zu detektieren. Bei 

Hybridisierungstemperaturen von 40 und 45 °C war es zwar möglich, ein Abfallen des 

Widerstandes schon nach z. T. 2 min Silberverstärkung zu messen, allerdings war eine 

Unterscheidung zwischen den Sequenzen NS 150, NS 151 und einer Sequenz mit drei 

mismatches (NS 153) kaum zu realisieren. 
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3.2.1.3 Abhängigkeit des gemessenen Widerstandes von der Konzentration der 

DNA-Goldnanopartikel-Komplexe 

Für die praktische Anwendung eines DNA-Chips ist es nicht nur notwendig, das 

Vorhandensein unterschiedlicher DNA-Sequenzen spezifisch nachzuweisen. Auch die 

Konzentration der nachgewiesenen DNA-Sequenz stellt eine weitere wichtige Information 

dar. Für den nanopartikelbasierten resistiven DNA-Nachweis musste somit eine Abhängigkeit 

zwischen der Dichte der gebundenen Nanopartikel, der Dauer der Silberabscheidung und dem 

gemessenen Widerstand nachgewiesen werden.  

Um diesen Sachverhalt zu klären, wurden zwei Versuche durchgeführt. Zum einen wurden 

DNA-Goldnanopartikel-Komplexe (30 nm) in unterschiedlichen Verdünnungen (ausgehend 

von 5 OD525) unspezifisch über Nacht auf Chips gebunden. In einem zweiten Versuch wurden 

DNA-Goldnanopartikel-Komplexe spezifisch auf mit NS 150 modifizierte Chips hybridisiert. 

Dazu wurden DNA-Nanopartikel-Komplexe in einer Konzentration von 1; 0,5; 0,1; 0,05 und 

0,02 OD525 eingesetzt. Anschließend folgte eine Silberabscheidung von 2, 8 oder 15 min, und 

die Chips wurden elektrisch vermessen. 

Verdünnung 1:50 1:20 1:10 1:5 1:1 

Partikel pro µm2  9 ± 3 20 ± 4 30 ± 6 66 ± 10 239 ± 11 

      

O.D. 0,02 0,05 0,1 0,5 1 

Partikel pro µm2  10 ± 2 19 ± 5 35 ± 5 143 ± 13 350 ± 19 

Tab. 3: Durchschnittliche Partikelanzahl pro µm2 nach einer unspezifischen Anbindung oder einer spezifischen 
Anbindung durch eine Hybridisierungsreaktion. 

 

In beiden Versuchen wurde die Dichte der auf der Oberfläche gebundenen Nanopartikel mit 

Hilfe des AFM überprüft. Dabei konnte festgestellt werden, dass mit zunehmender 

Verdünnung der Lösung der DNA-Goldnanopartikel-Komplexe die Zahl der auf der 

Oberfläche gebundenen Partikel abnahm.  

Beide Versuche zeigten wie erwartet ähnliche Ergebnisse (Abb. 18). Nur bei den jeweils 

höchsten gebundenen Partikeldichten war ein Abfallen des Widerstandes bereits nach einer 

Silberabscheidung von nur 2 min zu detektieren. Nach weiteren Verstärkungsschritten konnte 

auch bei den geringeren Partikeldichten nachfolgend eine Reduzierung des Widerstandes 

gemessen werden. Nur bei den Proben mit der geringsten Partikeldichte war auch nach einer 

Silberabscheidung von insgesamt 15 min noch kein Abfallen der gemessenen 

Widerstandswerte nachzuweisen. Es konnte außerdem festgestellt werden, dass es auch nach 

15 min Verstärkung noch möglich war, die einzelnen Partikeldichten aufgrund der 
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gemessenen Widerstände voneinander zu unterscheiden. Somit konnte gezeigt werden, dass 

ein direkter Zusammenhang zwischen der Dichte an gebundenen Goldnanopartikeln auf der 

Oberfläche, der Dauer der Silberabscheidung und den gemessenen elektrischen Widerständen 

besteht. Dieser Zusammenhang sollte eine quantitative elektrische Auslesung der DNA-Chips 

ermöglichen. 

Abb. 18: Versuche zur Abhängigkeit des gemessenen Widerstandes von der Konzentration an gebundenen 
Partikeln und der Dauer der Silberabscheidung. Sowohl bei einer unspezifischen (a) als auch bei 
einer spezifischen Anbindung (b) ist eine deutlich Korrelation zwischen der Dauer der 
Metallabscheidung und den gemessenen Widerständen sichtbar. Dadurch sind Rückschlüsse auf die 
Anzahl gebundener Partikel und somit auch auf die eingesetzte DNA-Konzentration möglich. 

 

3.2.2 Konstruktion eines elektrisch auslesbaren DNA-Chips mit 
mehreren Messpunkten (ACED-Chip) 

Klassische DNA-Chips, die optisch ausgewertet werden, ermöglichen durch ihre hohe Dichte 

an Probenspots eine parallelisierte und miniaturisierte Analyse bei geringem Verbrauch an 

Reagenzien. Für einen praktikablen DNA-Chip mit elektrischem Nachweis war ein Chip zu 

konstruieren, der ausreichend Messpunkte vereint und eine möglichst schnelle und 

individuelle Auswertung der einzelnen Messpunkte ermöglicht. Dabei wurde klar, dass mit 

dem elektrischen Nachweisprinzip eine ähnlich hohe Dichte an Probenspots wie bei 

hochintegrierten Fluoreszenz-DNA-Chips nicht realisierbar war, da Teile des Chips mit 

mikrostrukturierten Kontakten und Zuleitungen für die elektrische Auswertung belegt waren.  

 

3.2.2.1 Chiplayout 

Bei der Konstruktion eines elektrisch auswertbaren DNA-Chips mit mehreren Messpunkten 

wurde eine automatisierte Auswertung des Chips angestrebt, die in einem später zu bauenden 

Auswertegerät erfolgen sollte. Dazu sollte der Chip in eine dafür geeignete Halterung gelegt 
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werden, über welche die Kontaktierung des Chips erfolgt und eine automatisierte Auswertung 

ermöglicht. Um die Kosten bei der Konstruktion des Auswertegerätes gering zu halten, wurde 

ein handelsüblicher PLCC Test-Sockel (RS Components GmbH, Mörfelden-Walldorf, 

Deutschland) als Chiphalterung gewählt (Abb. 19 a). 

In den gewählten PLCC Test-Sockel passen Chips von einer Größe von 12,7 x 12,7 mm. Er 

besitzt insgesamt 48 Kontakte. Wenn jeweils zwei dieser Kontakte für die Auswertung von 

einem Elektrodenspalt genutzt würden, wäre somit eine maximale Anzahl von 24 

Messpunkten auf dem Chip möglich. Um die Anzahl von Messpunkten auf dem Chip zu 

erhöhen, wurde für eine bestimmte Anzahl von Kontakten ein gemeinsamer zweiter Kontakt 

geschaffen, damit wurden 42 Messpunkte auf einem Chip realisiert.  

Da eine Kontaktierung des Chips mit dem gewählten Chiphalter nur vom Rand des Chips 

möglich ist, werden große Teile des Chips von Zuleitungen für die Elektrodenspalte besetzt. 

Die gewählten 42 Elektrodenspalte (Messpunkte) stellen ein Optimum dar, um eine möglichst 

hohe Anzahl von Elektrodenspalten bei der Verwendung einer kostengünstigen und leicht 

verfügbaren Chiphalterung zu verwirklichen. 

Abb. 19: a) Foto des PLCC Test-Sockels mit dem die Fixierung und Kontaktierung des ACED-Chips während 
der Messung realisiert wird; b) Chiplayout mit Nummerierung der Kontaktpads für die einzelnen 
Elektrodenspalte; c) Bild eines mit Fotolithografie hergestellten ACED-Chips. 

 

3.2.2.2 Testung der Elektrodenspaltgröße 

Bei ersten Tests mit dem neu entwickelten ACED-Chip zeigte sich schnell, dass es bei einer 

Breite des Elektrodenspaltes von 1 µm häufig zu einem unspezifischen Überwachsen von 

einzelnen Elektrodenspalten kam. Dies führte zu verfälschten Messergebnissen und falsch-

positiven Ergebnissen. Deshalb wurde die Spaltgröße so verändert, dass ein unspezifisches 

Überwachsen der Elektrodenspalten auch bei einer längeren Silberabscheidung erschwert 
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wurde. Außerdem sollten die Elektrodespalte aber auch nicht zu groß werden, um die 

Sensitivität des Nachweissystems nicht zu schwächen.  

Deshalb wurden ACED-Chips mit einem Elektrodenspalt von 10 µm hergestellt. Diese Chips 

wurden anschließend mit einer Silberabscheidungslösung inkubiert. Die Reaktion wurde alle 

2 min gestoppt und die Widerstände der Elektrodenspalte kontrolliert. Dabei zeigte sich, dass 

bei Spaltgrößen von 10 µm die Chips mindestens 10 min mit der Silberabscheidungslösung 

inkubiert werden konnten ohne eine detektierbare Verringerung des elektrischen 

Widerstandes. Bei den Chips mit einer Spaltgröße von nur 1 µm war eine Reduktion des 

elektrischen Widerstandes oft schon nach 4 min messbar. Da in den oben beschriebenen 

Versuchen eine Verstärkungszeit von nur 2 – 4 min ausreichte, um Widerstandsänderungen 

nach der spezifischen Anbindung von Goldnanopartikeln zu messen, wurde auf eine weitere 

Vergrößerung des Elektrodenabstandes verzichtet.  

 

3.2.3 Konstruktion eines Auslesegerätes für ACED-Chips 

Zur schnellen, zuverlässigen und einfachen Messung der Widerstände der einzelnen 

Messpunkte auf dem ACED-Chip wurde ein spezielles Auslesegerät realisiert. 

Im Gegensatz zu anderen Nachweisverfahren für DNA-Chips ist der Aufbau eines 

Auslesegerätes für einen DNA-Chip mit einer Detektion über die Messung des elektrischen 

Widerstandes relativ einfach und vor allem kostengünstig zu bewerkstelligen. Auf 

aufwändige und kostenintensive optische Systeme kann dabei vollkommen verzichtet werden.  

Das Auslesegerät (Chipreader) ist um den Chiphalter gebaut. Dieser ermöglicht die 

gleichzeitige Kontaktierung aller Kontakte und Fixierung des ACED-Chips während der 

Messung (Abb. 20 b). Herzstück des Chipreaders ist ein “embedded“ PC, welcher ein 

Ohmmeter und einen Multiplexer kontrolliert. Damit ist es möglich, alle 42 Messpunkte in 

einem semiparallelen Verfahren zu vermessen. Somit können die Messzeiten für die Auslese 

eines Chips gering gehalten werden. Die gemessenen analogen Signale werden von einem 12 

bit AD Converter in digitale Signale gewandelt und im “embedded“ PC prozessiert. Die 

Messwerte werden dann über ein im Chipreader integriertes Display angezeigt und können im 

Gerät gespeichert werden. Für eine weitere Bearbeitung der Messdaten können diese über 

eine serielle Schnittstelle auf einen PC übertragen werden (Abb. 20 a). Die Speicherung von 

100 Messungen ist im Chipreader möglich. Zur einfachen Bedienung des Chipreaders erfolgt 

die Eingabe von Befehlen über zwei Tasten, mit denen aus den einzelnen im Display 

angezeigten Optionen ausgewählt werden kann. 
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Der konstruierte Chipreader ist aufgrund seiner Größe und seines geringen Gewichts von ca. 2 

kg ein transportables Messsystem und deswegen für den dezentralen Einsatz außerhalb des 

Labors sehr gut geeignet. Weiterhin sind die Kosten zum Bauen des Prototyps im Vergleich 

zu anderen Auswertesystemen mit 500 € Materialkosten sehr gering und könnten bei einer 

Produktion in Serie noch deutlich geringer ausfallen. 

Abb. 20: a) schematischer Aufbaues des Chipreaders; b) Bild des entwickelten Prototypen des DNA-
Chipreaders 

 

3.2.3.1 Programmierung des Chipreaders 

In der hergestellten Prototypversion des Chipreaders kann der Benutzer zwischen zwei 

Messprogrammen wählen. Für Forschung und Entwicklung werden dem Benutzer die 

gemessenen elektrischen Widerstände als Zahlenwerte im Display des Chipreaders angezeigt. 

Diese Art der Programmierung eignet sich besonders gut zur Untersuchung und Evalierung 

von noch unbekannten oder nicht vollständig bekannten Testsystemen. 

Die andere Möglichkeit der Auswertung der gemessenen elektrischen Widerstände ist 

dagegen vorrangig auf eine spezielle Anwendung zugeschnitten, bei der bekannte 

Schwellenwerte bestehen. Dabei werden vor der Messung vom Benutzer diese 

Schwellenwerte für den gemessenen Widerstand festgelegt und im Reader gespeichert. Beim 

Über- oder Unterschreiten dieser Schwellenwerte wird dem Benutzer pro Messpunkt nur noch 

negativ bzw. positiv im Display des Chipreaders angezeigt. Dieses Programm eignet sich zur 

Untersuchung bekannter Testsystemen bei denen z. B. eine Korrelation zwischen der DNA-

Konzentration und dem gemessenen elektrischen Widerstand besteht und bekannt ist. 
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3.2.4 Räumlich definierte Anbindung von Oligonukleotiden auf dem 
ACED-Chip 

Für verlässliche und reproduzierbare Messergebnisse ist es bei dem resistiven DNA-Nachweis 

erforderlich, dass die Anbindung der einzelnen Fänger-DNAs räumlich definiert durchgeführt 

werden kann. Aufgrund des Nachweisprinzips kann ein zweidimensionaler Versatz des Spots 

mit Fänger-DNA um 100 µm schon zu einem kompletten Signalverlust führen. Wenn der 

Spot mit Fänger-DNA nicht den Spalt zwischen den beiden Elektroden bedeckt, führt eine 

Bindung des komplementären DNA Stranges, der Goldnanopartikel und die anschließende 

Silberabscheidung auf den gebundenen Goldnanopartikeln nicht zum Abfallen des 

elektrischen Widerstandes. Deshalb ist eine topographisch genaue Immobilisierung der 

Fänger-DNA auf dem ACED-Chip unerlässlich. Für eine räumlich definierte Anbindung 

wurden unterschiedliche Methoden getestet. 

 

3.2.4.1 Spotten der DNA-Lösung 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Spottingverfahren in Bezug auf ihre Genauigkeit und 

Zuverlässigkeit miteinander verglichen.  

Piezospotten 

Zur genauen Positionierung der Kapillare bei der Probenabgabe und -aufnahme dient ein 

XYZ-Verfahrsystem. Damit ist eine sehr genaue und reproduzierbare Positionierung 

(Genauigkeit ca. 10 µm) der Kapillare möglich. Ein Vorteil gegenüber dem Nadelspotten ist 

die Regulierung der abgegebenen Flüssigkeitsmenge. 

Nach einigen Durchläufen zeigte sich allerdings die Fehleranfälligkeit dieses Systems. Durch 

Auskristallisieren von Pufferbestandteilen kam es häufig zur Blockierung der 

Kapillaröffnung, wodurch keine Probe mehr abgegeben werden konnte. Eine Reinigung der 

Kapillare war oft mit einem mehrstündigen aufwändigen Prozess verbunden. Schlimmer noch 

als der vollständige Verschluss der Kapillare wirkte sich jedoch ein teilweiser Verschluss aus. 

Dadurch kam es zu einer Ablenkung der Tropfen aus der Kapillare, so dass diese nicht mehr 

an den gewünschten Koordinaten auf der Oberfläche auftrafen. Da oft nur ein bis zwei Chips 

ohne Probleme gespottet werden konnten, wurde nach einem alternativen Spottingsystem 

gesucht, welches eine routinemäßige und möglichst fehlerarme Beladung der Chips möglich 

machte. 

Nadelspotten 

Anders als beim Piezospotten ist beim Nadelspotten ein Kontakt zwischen der die 

Probenflüssigkeit tragenden Nadel und der Chipoberfläche unbedingt für die Tropfenabgabe 
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erforderlich. Das auf der Oberfläche abgesetzte Flüssigkeitsvolumen ist beim Nadelspotten 

vor allem vom Nadeldurchmesser und den Benetzungseigenschaften der Oberfläche abhängig. 

Außerdem kann das abgesetzte Flüssigkeitsvolumen noch durch die Kontaktdauer der Nadeln 

auf der Oberfläche beeinflusst werden. 

Zum Beladen der ACED-Chips wurden SMP 8 Nadeln mit einem durchschnittlichen 

Spotdurchmesser von 265 µm und einem Flüssigkeitsvolumen von ca. 2,8 nl pro Spot 

(Herstellerangaben) sowie SMP 15 Nadeln mit einem durchschnittlichen Spotdurchmesser 

von 500 µm und einem Flüssigkeitsvolumen von ca. 7 nl pro Spot getestet. Es wurden 

möglichst große Nadeldurchmesser gewählt, um auch bei kleineren Verschiebungen noch 

eine beidseitige Bedeckung des jeweiligen Elektrodenspaltes zu realisieren. Nach ersten 

Versuchen zeigte sich schnell, dass eine zuverlässige Übertragung von Proben auf die 

Elektrodenspalte des ACED-Chips nur mit den SMP 15 Nadeln möglich war. Bei den SMP 8 

Nadeln führten schon geringste Verschiebungen in der Lage des Chips zum Verfehlen des 

Elektrodenspaltes. 

Die Positionierung der Nadeln erfolgte wie beim Piezospotten ebenfalls mit einem XYZ-

Verfahrsystem. Da in ersten Versuchen die zuverlässige Übertragung von Proben auf den 

ACED-Chip gezeigt werden konnte, wurde ein Chiphalter zum Spotten von 4 Chips in einem 

Prozess konstruiert.  

Auch bei den verwendeten Nadeln kam es zu Funktionsausfällen. Diese konnten aber durch 

ein Austauschen der Nadel oder deren kurzes Waschen behoben werden. Des Weiteren 

konnten eine große Varianz in der Spotgeometrie und in den Spotdurchmessern beobachtet 

werden. Allerdings war es mit dem Nadelspotter möglich, sehr zuverlässig ACED-Chips zu 

bespotten und dies auch in größeren Stückzahlen. Deshalb wurde für weitere Versuche nur 

noch der Nadelspotter zur Präparation der ACED-Chips genutzt. 

 

3.2.4.2 Chemische Modifizierung von ACED-Chipoberflächen zur räumlich 

definierten Immobilisierung von Oligonukleotiden 

Neben dem Spotten von Lösungen auf den ACED-Chip sollten auch andere Verfahren 

getestet werden, die eine räumlich definierte Immobilisierung ermöglichen oder beim Spotten 

unterstützend wirken. Dabei sollte vor allem das Ineinanderlaufen von Probentropfen 

verhindert werden, wenn größere Probenvolumina aufgetragen wurden. Außerdem sollte 

durch eine chemische Modifizierung der Oberfläche die unspezifische Bindung von 

Biomolekülen und Goldnanopartikeln minimiert werden. 
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Dazu wurden die ACED-Chips, wie unter 3.1.5 beschrieben, behandelt und mittels 

Fotolithografie mikrostrukturiert. Dabei wurden auf den einzelnen ACED-Chips Fenster 

unterschiedlicher Größe freigeätzt, welche anschließend mit GOPS modifiziert und in denen 

dann DNA immobilisiert werden konnte. 

In einem ersten Design wurde ein 250 x 250 µm großes Fenster über jedem Elektrodenpaar 

geöffnet (Abb. 21 a). Für eine Immobilisierung von Oligonukleotiden durch rein manuelles 

Aufbringen der Oligonukleotidlösung war dieses Design allerdings ungeeignet, da die Fenster 

zu klein waren und so eine zuverlässige Applikation der Oligonukleotidlösung fast unmöglich 

war. Die aufgebrachten Tropfen bedeckten meist mehrere Elektrodenspalte gleichzeitig, und 

trotz der hydrophoben Zwischenräume kam es oft zur Vermischung der einzelnen 

Oligonukleotidlösungen. Somit war dieses Design für ein vom Spotter unabhängiges 

Aufbringen der Oligonukleotidlösungen ungeeignet. 

Ein zweites Design sollte deshalb so gestaltet werden, dass ein einfaches und zuverlässiges 

Aufbringen der Oligonukleotidlösung ohne Hilfe eines Spotters möglich wird. Zudem sollten 

sich die einzelnen Tropfen während der Inkubation nicht miteinander vermischen. Dazu 

wurden auf dem ACED-Chip 4 größere Fenster geöffnet, welche jeweils 8 bzw. 9 

Elektrodenspalte bedecken (Abb. 21 c). Die hydrophoben Regionen zwischen den Fenstern 

wurden verbreitert, um zuverlässig ein Vermischen der Tropfen zu verhindern. 

Dieses Design ermöglichte ein schnelles und verlässliches Aufbringen von 

Oligonukleotidlösung auf den ACED-Chip. Das Vermischen der Tropfen während der 

Inkubation wurde unterbunden. Allerdings konnten so nur 4 unterschiedliche 

Oligonukleotidsequenzen auf dem ACED-Chip immobilisiert werden. Außerdem waren 8 

Elektrodenspalte nicht mehr für eine Messung verfügbar, da diese innerhalb der verbreiterten 

hydrophoben Regionen lagen. Ein weiterer Nachteil war das größere Volumen an 

Oligonukleotidlösung, um die gesamte Fläche des Fensters mit Lösung zu bedecken und 

somit eine gleichmäßige Anbindung von Oligonukleotiden über die gesamte Fläche zu 

gewährleisten. Dazu mussten mindestens 20 µl pro Fenster aufgetragen werden. 

Weitere Nachteile dieses Designs zeigten sich nach der Inkubation der ACED-Chips mit 

DNA-Goldnanopartikel-Komplexen oder mit biotinmarkierten Oligonukleotiden und 

Streptavidin-Goldnanopartikeln sowie einer anschließenden Silberabscheidung. Bei der 

nachfolgenden Bestimmung der elektrischen Widerstände zeigten alle Elektrodenspalte 

innerhalb eines Fensters identische elektrische Widerstände. Außerdem war eine 

Differenzierung der unterschiedlichen Oligonukleotide anhand der gemessenen elektrischen 

Widerstände kaum möglich. Auch die Kontrollproben zeigten ein deutlich schnelleres 
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Abfallen der gemessenen Widerstandswerte als nach den vorangegangen Versuchen erwartet 

wurde. Die Ursache für diesen Verlust an Spezifität des ACED-Chips war das verwendete 

Design. Durch die Inkubation mit über mehrere Elektrodenspalten reichende Tropfen kam es 

auch zu einer erhöhten Ablagerung von Oligonukleotiden und Goldnanopartikeln am Rand 

des Tropfens (Abb. 21 d). Diese Tropfenränder führten dann zu einem Kurzschluss zwischen 

den Zuleitungen zu den einzelnen Elektrodenspalten. Somit wurde nicht der Widerstand über 

die Elektrodenspalte gemessen, sondern der Widerstand zwischen den Zuleitungen. Bei der 

verwendeten Konstruktion des ACED-Chips war dadurch das Design mit größeren Fenstern 

auf dem Chip nicht praktikabel. 

 
Abb. 21: Schematische Darstellung der zwei möglichen Designs zur Strukturierung von hydrophoben 

Silanschichten. a) Fenster von 250x250 µm werden über jedem einzelnen Elektrodenspalt geöffnet. c) 
4 Fenster die jeweils mehrere Elektrodenfenster umfassen. Mikroskopische Aufnahme der kleinen (b) 
und großen Fenster (d) auf dem ACED-Chip. Durch den noch auf dem Chip vorhandenen Schutzlack 
werden die Fenster sichtbar (b). d) Nach einer Inkubation mit Goldnanopartikeln und anschließender 
Silberabscheidung, ist eine deutliche Randbildung  in einem großen Fenster zu erkennen. 
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3.2.4.3 Physikalische Modifizierung von ACED-Chipoberflächen zur räumlich 

definierten Immobilisierung von Oligonukleotiden 

 

Neben einer chemischen Modifizierung der ACED-Chipoberfläche wurden im Rahmen dieser 

Arbeit auch andere Modifikationen der Chipoberfläche getestet. In eine 200 nm dicke SiC- 

oder Si3N4-Schicht wurden dazu über jedem Elektrodenspalt ein 250 x 250 µm großes Fenster 

mit fotolithographischen Methoden freigeätzt. Auf ein zweites Design mit größeren Fenstern, 

wie bei der chemischen Modifizierung der Chipoberflächen mit hydrophoben Silanen, wurde 

aufgrund der dort gesammelten Erfahrungen verzichtet. 

Neben einer Verbesserung der Spot-Ergebnisse auf den ACED-Chips wurde außerdem eine 

Verringerung des Hintergrundniveaus durch diese Modifizierung (3.2.5.3) erreicht. Beide 

Materialien besitzen eine hohe mechanische Beständigkeit (Kratzfestigkeit), welche zu einer 

zusätzliche Stabilisierung der metallischen Mikrostrukturen auf dem ACED-Chip beiträgt. 

SiC und Si3N4wurden gewählt, da es im IPHT bereits Erfahrungen mit beiden Substanzen und 

ihrer Mikrostrukturierung gab. 

Abb. 22: Mikroskopische Aufnahmen (Dunkelfeld) von ACED-Chips mit strukturierter Si3N4-Schicht. a) 
unmodifizierter Chip, b) nach Oberflächenmodifikation und anschließender 
Goldnanopartikelmarkierung und Silberabscheidung. Deutlich zu erkennen, dass der Spot 
immobilisierter Fänger-DNA größer ist als das auf dem Chip vorhandene Fenster und eine Modifikation 
auch der Si3N4 Schicht möglich ist. c) Kontrollelektrode die mit nichtkomplementärem Oligonukleotid 
modifiziert war. Keine signifikante Abscheidung von Silber im Elektrodenspalt ist detektierbar. 

 

3.2.5 Blockierung der ACED-Chipoberfläche 

Bei einer Passivierung der Chipoberfläche der ACED-Chips sind die unterschiedlichen 

Materialen auf der Chipoberfläche zu berücksichtigen. Die SiO2-Flächen des Chips sollen vor 

allem gegen eine unspezifische Anbindung von DNA und Goldnanopartikeln geschützt 

werden. Bei den Goldelektroden sollte durch eine Passivierung verhindert werden, dass auch 

dort Silber abgeschieden wird.  
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3.2.5.1 Biologische Blockierung der ACED-Chips 

Als Blockreagenzien kamen wie bei der Passivierung der Objektträger vor allem BSA und 

salmon sperm DNA zum Einsatz. Wie bei der Markierung der Objektträger müssen auch bei 

den ACED-Chips je nach Art der gewählten Goldnanopartikelmarkierung ein oder zwei 

Blockierungsschritte durchgeführt werden. Ziel war eine weitere Minimierung des 

Hintergrunds auf den ACED-Chips und somit eine Erhöhung der Sensitivität des Systems.  

Durch die Passivierung sollten die unspezifische Silberabscheidung auf den ACED-Chips 

möglichst vollständig unterbunden werden. Unspezifische Silberabscheidungen verhinderten 

längere Zeiten zur Signalverstärkung (über 10 min), und verringerten somit die Sensitivität 

des Messsystems. Längere Signalverstärkungszeiten sollten auch den Nachweis geringerer 

DNA-Konzentrationen mit dem elektrischen Nachweis ermöglichen. 

Zur Beurteilung der einzelnen getesteten Passivierungsprotokolle wurde jeweils 2 min Silber 

auf den ACED-Chips abgeschieden und mittels zweier Methoden untersucht. Da die 

unspezifische Silberabscheidung meist nach längeren Verstärkungszeiten deutlich (als 

silbergrauer Film) auf den Chips sichtbar war, erfolgte zunächst eine optische Bewertung der 

verschiedenen Passivierungen. Außerdem wurden die Messwerte der Kontrollelektroden auf 

den Chips miteinander verglichen. Dabei wurden möglichst lange Verstärkungszeiten 

angestrebt, bevor es zum Abfall des elektrischen Widerstandes an den freien oder den mit 

nichtkomplementärem Oligonukleotid modifizierten Elektrodenspalten kam. Darüber hinaus 

sollte der Zeitabstand zwischen dem Abfallen des elektrischen Widerstandes an den positiven 

Spots und Kontrollen möglichst groß sein.  

Die an den Objektträgern gesammelten Erfahrungen beim Blockieren von Oberflächen gegen 

unspezifische Silberabscheidung konnten auch auf die ACED-Chips übertragen werden. Nach 

der Testung einiger unterschiedlicher Passivierungsprotokolle, bei denen die Zeit der 

Blockreaktion, die Konzentration der Blockreagenzien und die verwendeten Puffer variiert 

wurden, zeigte sich, dass die für die Blockierung der Objektträger als optimal gefundenen 

Blockierungsbedingungen auch die besten Ergebnisse auf den ACED-Chips lieferten. 

Durch den Einsatz dieser Passivierungsschritte konnte die Reproduzierbarkeit der erzielten 

Ergebnisse deutlich verbessert werden. Ohne die Blockierung waren ganze Messreihen durch 

ein starkes Hintergrundsignal nicht auswertbar. 

Die Sensitivität konnte dadurch ebenfalls verbessert werden. Ohne Passivierung konnte nur 

eine 100 pM Lösung mit biotinmodifiziertem Oligonukleotid und SGNP-Markierung 

nachgewiesen werden, war mit Passivierung die Detektion einer 5 pM Lösung des gleichen 

Systems möglich. 
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Jedoch war durch die biologische Blockierung der ACED-Chips die Abscheidung von Silber 

auf den mikrostrukturierten Goldelektroden nicht zu minimieren. Hierzu wurden separate 

Versuche durchgeführt. 

 

3.2.5.2 Chemische Blockierung 

Durch den Einsatz von chemischen Passivierungen sollte sowohl die SiO2-Chipoberfläche als 

auch die Goldelektroden der ACED-Chips blockiert werden.  

Mercaptohexanol 

Die Silberabscheidung auf den Goldelektroden hat vor allem zwei Nachteile. Zum einem 

kann ein starkes Abscheiden von Silber zum Anwachsen der Goldelektroden und damit zu 

einem unspezifischen Überwachsen des Elektrodenspaltes auf dem ACED-Chip führen, 

welches als falsch-positives Signal detektiert würde. Außerdem werden der 

Verstärkungslösung Silberionen entzogen, die dann nicht mehr für eine Silberabscheidung auf 

den Goldnanopartikeln zur Verfügung stehen und die Reaktionszeitenszeit dadurch 

verlängern. Zudem können sich Silberkeime, die sich auf den Elektroden gebildet haben, 

lösen und sich auf der Chipoberfläche festsetzen und so zu einem verstärkten 

Hintergrundsignal führen. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Passivierung mit Mercaptohexanol untersucht. Dazu 

wurden unterschiedlichste Protokolle getestet und mittels Mikroskopie und REM ausgewertet. 

Die besten Ergebnisse wurden mit dem unter 2.2.5.2 beschriebenen Protokoll erzielt. 

Allerdings war nur eine Reduktion der Silberabscheidung um ca. 75 % möglich (Abb. 23), 

und die resultierende Passivierung konnte leicht durch Kratzer auf den Goldflächen 

beschädigt werden. 

Durch eine Blockierung der Goldelektroden mit Mercaptohexanol konnte eine deutliche 

Verringerung der Silberabscheidung auf den Goldelektroden erreicht werden. Um eine 

Abscheidung von Silber auf den Elektrodenflächen effektiv zu verhindern, wäre jedoch eine 

alternative Methode der Metallabscheidung notwendig.  
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Abb. 23: REM-Aufnahmen von Goldelektroden ohne (a; c) und mit (b; d) Mercaptohexanol Blockierung. 
Oben auf Silbernitrat und unten auf Silberacetat basierende Silberabscheidung, deutlich zu erkennen, 
dass es trotz Blockierung noch zu einer Silberabscheidung auf den Elektroden kommt. 

 

Hydrophobe Organosilanschichten 

Durch die chemische Modifizierung der Chipoberfläche mit hydrophoben Silanen und 

anschließender Mikrostrukturierung (3.2.4.2) kam es nicht zur weiteren Reduzierung des 

unspezifischen Hintergrundes. Somit musste nach alternativen Methoden gesucht werden. 

 

3.2.5.3 Physikalische Blockierung 

Der optisch detektierte Hintergrund konnte durch Aufbringen einer mikrostukturierten SiC- 

oder Si3N4-Schutzschicht kaum reduziert werden. Die aufgebrachte Schicht ist ein Isolator. 

Unspezifisch gebundene Goldnanopartikel und unspezifische Abscheidung von Silber können 

somit außerhalb der mikrostrukturierten Fenster nicht mehr zu unerwünschten Kurzschlüssen 

führen, da es durch die zusätzliche Passivierungsschicht zu einer Entkoppelung des 

Hintergrundes von den Zuleitungen auf dem ACED-Chip kommt. Durch die Verwendung 

einer solchen Schutzschicht war die Detektion einer 5 pM Lösung mit biotinmodifiziertem 
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Oligonukleotid und SGNP möglich. Diese Sensitivität konnte auch durch eine biologische 

Blockierung erreicht werden. 

 

3.2.6 Methoden zur Metallabscheidung auf gebundenen Nanopartikeln 

Für den hier beschriebenen resistiven DNA-Nachweis ist es notwendig, dass die Abscheidung 

von elektrisch leitendem Material auf die an der Oberfläche gebundenen Goldnanopartikel 

stattfindet. Durch die Metallabscheidung wachsen die Goldnanopartikel, kommen miteinander 

in Kontakt und es entsteht ein elektrisch leitfähiger Film über dem Elektrodenspalt, welcher 

zu einem starken Abfallen des gemessenen elektrischen Widerstandes führt. Neben 

unterschiedlichen Verfahren zur Abscheidung von Silber auf den gebundenen 

Goldnanopartikeln durch eine Reduktion von Silberionen aus der umgebenden Lösung sind 

auch andere Verfahren zur Abscheidung von anderen Metallen wie z. B. Gold oder anderen 

leitfähigen Materialien in der Literatur beschrieben (Paul et al. 1985, Hacker et al. 1988, 

Willner et al. 2002). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vor allem Verfahren zur Silberabscheidung untersucht. 

Außerdem wurden auch Tests zur Abscheidung von Gold durchgeführt. 

 

3.2.6.1 Autokatalytische Silberabscheidung 

Gebundene Goldnanopartikel durch die Abscheidung von Silber zu vergrößern und dadurch 

ihre Detektion zu vereinfachen, ist schon seit einigen Jahren aus der Mikroskopie bekannt. 

Dabei werden bestimmte Strukturen in Gewebeschnitten spezifisch mit Goldnanopartikeln 

markiert. Dieses vereinfacht die Analyse solcher Gewebeschnitte, da eine Auswertung am 

optischen Mikroskop erfolgen kann (Hacker et al. 1985, Hacker et al. 1991). 

Unterschiedliche Zusammensetzungen von Lösungen zur SilberAbscheidung sind in der 

Literatur beschrieben. Hauptbestandteile sind dabei ein Silbersalz, z. B. Silberacetat, –nitrat, 

-lactat oder –bromid und ein Reduktionsmittel, wie z. B. Hydrochinon.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche Lösungen zur Signalverstärkung durch 

eine Silberabscheidung getestet; neben der selbst präparierten wurden auch mehrere 

kommerzielle Lösungen untersucht. Die Silberabscheidung wurde auf ihre Spezifität und auch 

auf ihre Geschwindigkeit getestet. Von besonderem Interesse war dabei eine schnelle 

spezifische Silberabscheidung mit möglichst geringer Hintergrundbildung. Zur Beurteilung 

der einzelnen Verstärkungslösungen wurden im AFM Aufnahmen der gebundenen und 

vergrößerten Partikel aufgenommen und ihre durchschnittliche Höhe ermittelt. Aus der 

Zunahme der Höhe konnte auf die Geschwindigkeit der Silberabscheidung geschlossen 
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werden. Außerdem erfolgten eine optische Kontrolle der Chips und eine elektrische 

Vermessung zur Charakterisierung des Hintergrundes. 

Beim Vergleich der im Labor hergestellten Verstärkungslösungen zeigte sich, dass die auf 

Silberacetat basierende Silberabscheidung zwar zu einem langsameren Wachstum der 

Goldnanopartikel führte, jedoch auch wesentlich weniger Hintergrund verursachte als die auf 

Silbernitrat basierende Verstärkung. Allerdings konnte dieser Hintergrund auch kaum durch 

die vorher beschriebenen Blockierungsschritte reduziert werden. Ursache für diesen 

Hintergrund ist wahrscheinlich eine Sedimentation von in der Verstärkungslösung 

entstandenen Silberpartikeln. Dadurch verfärbte sich die Silbernitratlösung auch nach 20 min 

von Farblos nach Grau. 

Die getesteten kommerziellen Verstärkungslösungen von British BioCell, Sigma und Aurion 

bestanden aus zwei Komponenten, die direkt vor der Silberabscheidung miteinander gemischt 

wurden. Die so entstandenen Verstärkungslösungen konnten im Labor bei normaler 

Laborbeleuchtung verwendet werden. Ihre Verstärkungsgeschwindigkeiten unterschieden sich 

signifikant voneinander (Tab. 4). Die Hintergrundbildung war bei der Silberabscheidung von 

Sigma am stärksten und bei derjenigen von Aurion am geringsten. Auch hier bestätigte sich 

das vorher bei den im Labor hergestellten Verstärkungslösungen festgestellte Ergebnis: Je 

schneller die Silberabscheidung war, umso größer war auch der gebildete Hintergrund.  

Leider ist die Zusammensetzung der einzelnen kommerziellen Verstärkungslösungen nicht 

bekannt. Somit sind auch keine weiteren Rückschlüsse auf die Geschwindigkeit der 

Silberabscheidung und Zusammensetzung der Lösungen möglich. 

Aufgrund der erzielten Ergebnisse wurde die im Labor hergestellte auf Silberacetat basierende 

Silberabscheidung als Standardmethode gewählt. Neben der Spezifität und der 

Geschwindigkeit der Signalverstärkung waren auch die geringen Kosten für diese Art der 

Silberabscheidung ein Grund. 

 Agac AgNO3 BBcell Aurion Sigma 

4 min 11,5±6,5 20,5±7,5 25±7,3 5,1±1,4 23,3±4,7 

8 min 20,8±5,9 53,7±14,9 38±25,5  18,5±5,4 80±19,3 

12 min 39,0±7,8 100,6 ±35,6 53±19,6 44,9±6,6 135±23,3 

Tab. 4: Durchschnittliche Zuwächse der mit dem AFM gemessenen Partikelhöhen bei unterschiedlichen 
autokatalytischen Silberabscheidungen und verschiedenen Reaktionszeiten. Die ermittelten Werte 
wurden mit 15 nm Goldnanopartikeln erzielt. 
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3.2.6.2 Goldabscheidung 

Als Alternative zur Silberabscheidung auf den gebundenen Goldnanopartikeln wurden auch 

Experimente mit einer Goldabscheidung durchgeführt. Diese ist nach Literaturangaben 

hochspezifisch. 

Das Prinzip der Goldabscheidung ist analog der Silberabscheidung. Bei den getesteten 

Protokollen wurde nur die Art des Reduktionsmittels variiert. Dadurch ließ sich die 

Geschwindigkeit der Abscheidungsreaktion stark beeinflussen. 

Mit NH2OH verläuft die Reaktion sehr schnell; schon nach 5 min ist ein golden schimmernder 

Film aus verstärkten Goldnanopartikeln auf der Chipoberfläche erkennbar. Durch den Einsatz 

von CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) und NADH als Reduktionsmittel wird die 

Reaktionsgeschwindigkeit stark verringert und es dauert mindestens 6 h, bis ein 

vergleichbares Ergebnis wie beim Einsatz von NH2OH erzielt wird. 

Bei der elektrischen Auswertung der ACED-Chips konnten kaum verringerte elektrische 

Widerstände für Chips mit einem scheinbar durchgehenden Goldfilm gemessenen wurden. 

REM-Bilder der verstärkten Goldnanopartikel zeigten ein deutliches Partikelwachstum, aber 

nur geringe Kontakte zwischen den Partikeln, so dass kein elektrisch leitfähiger Film 

ausgebildet wurde (Abb. 24 b). Da vergleichbare Proben nach einer Silberabscheidung ein 

weniger kompaktes Wachstum auf den Goldnanopartikeln zeigten (Abb. 24 a), welches 

schneller zu einem elektrisch leitfähigen Film führte, wurde in den weiteren Versuchen 

ausschließlich mit einer Silberabscheidung gearbeitet. 

Außerdem wurde bei den mit einer Goldverstärkung behandelten ACED-Chips eine z. T. 

starke Beschädigung der einzelnen Elektroden festgestellt (Abb. 24 c). Da dies nur bei der 

Goldabscheidung der Fall war, sind diese Beschädigungen wahrscheinlich auf die 

Abscheidungsreaktion zurückzuführen. 

 
Abb. 24: REM-Bilder der Silber- und Goldabscheidung auf den gebundenen Goldnanopartikeln. Mittels 

Silberacetat verstärkte GNP nach 5 min Silberabscheidung (a). Nach einer Goldabscheidung von 5 min 
ist ein deutliches Partikelwachstum zu erkennen; allerdings ist kein durchgängiger Metallfilm wie bei 
der Silberabscheidung entstanden (b). Außerdem konnte bei der Goldverstärkung häufig eine 
Beschädigung der dünnen Elektrodenstrukturen festgestellt werden (c). 
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3.2.7 Enzymatische Silberabscheidung 

Die durch gebundene Goldnanopartikel katalysierte Silberabscheidung wird ebenfalls durch 

die mikrostrukturierten Goldelektroden katalysiert. Der dabei entstehende Hintergrund sollte 

durch eine alternative Metallabscheidung eliminiert werden. In der Literatur ist die 

Verwendung eines Enzyms (anstatt der Goldnanopartikel) als Katalysator für die 

Silberabscheidung beschrieben worden (Hainfeld et al. 2002, Furuya et al. 2004, Tubbs et al. 

2004). Dadurch ist es möglich, die Silberabscheidung von den Goldoberflächen zu entkoppeln 

und eine Silberabscheidung auf den Goldelektroden zu verhindern. 

Abb. 25: Vergleich zwischen autokatalytischer Silberabscheidung (a; b) und enzymatischer Silberabscheidung 
(c; d). In den REM-Aufnahmen ist deutlich zu erkennen, dass es durch die enzymatische 
Silberabscheidung zu einer wesentlich spezifischeren Verstärkung kommt. Dadurch wird der 
Hintergrund sowohl auf der Chipoberfläche als auch auf den Elektroden deutlich reduziert. 

 

Zur Verwendung dieser enzymatischen Silberabscheidung musste das bis dahin verwendete 

Protokoll nur leicht modifiziert werden. Nach der Hybridisierung der biotinmarkierten DNA 

auf dem ACED-Chip erfolgte nun eine Anbindung eines Streptavidin–Peroxidase–Konjugates 

(SAPK) an die auf dem Chip gebundene DNA. Danach erfolgte die Silberabscheidung mit 

einem speziellen Kit zur enzymatischen Silberabscheidung (EnzMetTM, Nanoprobes, USA).  
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Eine optische und elektronenmikroskopische Auswertung der Chips zeigte deutlich den 

verringerten Hintergrund sowohl auf den Elektroden wie auch auf der gesamten 

Chipoberfläche (Abb. 25). Durch diese hochspezifische und sensitive Art der 

Silberabscheidung wird Silber nur an gebundenen SAPK abgeschieden. Durch die oben 

beschriebenen Blockierungsmethoden und ein erweitertes Waschprotokoll konnte der 

Hintergrund auf ein Minimum reduziert werden.  

Durch die gesteigerte Sensitivität des Messsystems war es möglich, biotinmarkierte 

Oligonukleotide bis zu einer Konzentration von 500 fM nachzuweisen. Allerdings verlor das 

Enzym einen Großteil seiner Aktivität bei Trocknung der Chips, was aber für elektrische 

Kontrollmessungen unbedingt erforderlich ist. Wenn nötig, konnten die Signale jedoch mit 

einer herkömmlichen Silberabscheidung weiter verstärkt werden. Eine solche autokatalytische 

Silberabscheidung der durch die enzymatische Silberabscheidung geformten Silberpartikel 

hatte allerdings wiederum den Nachteil, dass es hierbei wieder zu einer Hintergrundbildung 

kam. Somit konnte das gesamte Potenzial der enzymatischen Silberabscheidung noch nicht 

ausgeschöpft werden. 

 

3.3 Anwendungsbeispiele für den chipbasierten resistiven DNA-

Nachweis 

Nach einer Optimierung der Inkubationsprotokolle sollte nun die Zweckmäßigkeit des DNA-

Nachweises durch Widerstandsmessung mit dem ACED-Chip gezeigt werden. Dazu wurden 

Tests mit dem oben beschriebenen Oligonukleotidsystem durchgeführt. Außerdem erfolgte 

eine Anpassung auf biologisch relevante Nachweissysteme. Dabei wurde gezeigt, dass das 

Nachweissystem neben der Detektion von Nukleinsäuren auch zum Nachweis von 

Telomerase geeignet ist. Ebenfalls wurde ein Proteinnachweis versucht, welcher aber bis zum 

Abschluss dieser Arbeit nur ansatzweise durchgeführt werden konnte. 

 

3.3.1 Nachweis unterschiedlicher Oligonukleotidsequenzen und 
-konzentrationen mit dem ACED-Chip 

Die auf den Einzelelektrodenchips nachgewiesene Sequenzspezifität wurde auf dem ACED-

Chip untersucht. Dazu wurden die 4 Oligonukleotide auf den Chips immobilisiert: 

komplementär (NS 150), mit einem mismatch (NS 151), mit drei mismatches (NS 153) und 

nichtkomplementär (N 7). Jeweils 10 Messpunkte wurden pro Chip mit einer 
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Oligonukleotidsequenz modifiziert, die Messpunkte 41 und 42 blieben unmodifiziert für eine 

Kontrolle des Hintergrundsignals. 

Die Chips wurden anschließend entweder mit einem zu NS 150 komplementären DNA-

Goldnanopartikel-Komplex oder mit einer biotinmodifizierten Oligonukleotidsequenz (B 150 

komplementär zu NS 150 oder B7 komplementär zu N7) inkubiert. Danach wurden entweder 

SGNP oder SAPK gebunden. Anschließend wurde Silber in Intervallen auf den Chips 

abgeschieden und elektrisch vermessen.  

 
Abb. 26: a) Graphische Darstellung einer Messung mit dem ACED-Chip. Anhand der gemessenen 

Widerstände  nach unterschiedlichen Verstärkungszeiten ist es möglich, die einzelnen 
Oligonukleotide voneinander zu unterscheiden. REM-Aufnahmen unterschiedlicher DNA-Spots auf 
dem ACED-Chip: b) komplementär (NS150), c) drei mismatches (NS153), d) nichtkomplementär 
(N7) und e) unmodifizierter Kontrollelektrodenspalt. 

 

Wie bei den Einzelelektrodenchips war auch bei den ACED-Chips eine klare Differenzierung 

der einzelnen Oligonukleotide möglich. Da sich das System eines elektrisch auswertbaren 

DNA-Chips somit als praktikabel erwies, sollten nun unterschiedliche Beispielsysteme auf 

dem Chip getestet werden. 

Neben dem Nachweis unterschiedlicher Oligonukleotide mit Hilfe der auf dem ACED-Chip 

gemessenen Widerstände sollte außerdem gezeigt werden, dass es möglich ist, aufgrund des 

zeitlichen Verlaufs der gemessenen Widerstände Rückschlüsse auf die DNA-Konzentration 

zu ziehen. Dazu wurden mehrere ACED-Chips identisch bespottet und anschließend mit 

unterschiedlichen Konzentrationen biotinmarkierter DNA inkubiert. Danach erfolgte eine 
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Anbindung eines Streptavidinkonjugates und die Silberabscheidung. Eine Auswertung der 

erhaltenen Messwerte zeigte, dass eine klare Differenzierung der DNA-Konzentration über 

die gemessenen Widerstandswerte für DNA-Konzentrationen unter 1 µM möglich ist. Bei 

einer Markierung mit 5 nm SGNP lag die Nachweisgrenze des ACED-Chips  für 

biotinmarkierte DNA (B150) bei ca. 5 pM. Durch die Verwendung der enzymatischen 

Silberabscheidung konnte die Nachweisgrenze auf ca. 500 fM verringert werden. 

 
Abb. 27: Graphische Darstellung einer Messung mit dem ACED-Chip zur Differenzierung unterschiedlicher 

DNA Konzentrationen durch den gemessenen Widerstand und der Dauer der Silberabscheidung. Dies 
ist nur für DNA-Konzentrationen unterhalb 1µM möglich, da höhere Konzentrationen ähnliche 
Messwerte ergeben. 

 

3.3.2 Kitasatospora-Nachweis 

Am Leibnitz-Institut für Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie e. V. Hans-Knöll-

Institut Jena (HKI) wurde im Rahmen einer Doktorarbeit ein DNA-Microarray zur 

Klassifizierung von Actinomyceten der Gattung Kitasatospora entwickelt (Günther 2004, 

Günther et al. 2005). Hierbei erfolgte die Detektion über eine Markierung mit SGNP und 

anschließender Silberabscheidung. Die Auswertung der so markierten DNA-Microarrays 

erfolgte allerdings optisch (ArrayTube, Clondiag Chip Technologies GmbH, Jena, 

Deutschland). Da die verwendete Markierung der Arrays identisch mit der auf den ACED-

Chips verwendeten Markierung ist, sollte eine Anpassung auf den elektrischen Nachweis 

unkompliziert möglich sein. 
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Die Sequenzen der auf dem ACED-Chip immobilisierten Fänger-DNA Sequenzen wurden 

vom HKI bereitgestellt und waren zuvor im ArrayTube validiert worden. Dabei handelte es 

sich um 24 - 28 bp lange, am 5´-Ende mit einer Aminogruppe modifizierte Oligonukleotide.  

Mit den bereitgestellten Gensonden sollten 4 Stämme (K. phosalacinea, K. setae, K. 

cochleata, K. kifunensis) identifiziert werden. Für jeden Stamm wurden jeweils 2 Gensonden 

gewählt. Außerdem wurden noch 2 universelle Gensonden für die Bestimmung der Gattung 

Kitasatospora verwendet. Auf den ACED-Chips wurden jeweils 4 Elektrodenspalte mit einer 

Gensonde modifiziert. Die zwei unmodifizierten Elektrodenspalte (Nr. 41, 42) dienten als 

Kontrolle für das Hintergrundsignal. 

Als Ziel-DNA wurden 250 – 350 bp PCR Produkte der 16S / 23S rDNA verwendet, welche 

am 5´-Ende mit Biotin modifiziert waren. Die Fragmente wurden im HKI hergestellt, 

aufgereinigt und zur Verfügung gestellt. 

Für die Hybridisierung auf den Chips und das anschließende Waschen wurden die 

Bedingungen aus den vorangegangenen Versuchen im ArrayTube übernommen. 

Hybridisierungstemperaturen zwischen 60 – 65 °C lieferten die besten Ergebnisse. Eine 

Markierung der ACED-Chips erfolgte ausschließlich mit SAPK.  

Alle vier verwendeten Stämme konnten mit dem ACED-Chip spezifisch nachgewiesen 

werden. Bei der Verwendung von reinen PCR-Produkten eines Stammes pro Chip wurden 

Widerstandsunterschiede von 3 - 4 Größenordnungen detektiert. Allerdings wurde im Laufe 

der Versuche festgestellt, dass die universelle Gensonde (uni 3) oft nur unzureichende 

Ergebnisse lieferte.  

Abb. 28: a) Graphische Auswertung einer Messung mit dem ACED-Chip zur Kitasatosporabestimmung, 
Mikroskopische Aufnahme eines ACED-Chips nach 5 min enzymatischer plus 4 min autokatalytischer 
Silberabscheidung. b) Die oberen beiden Reihen waren mit set1 und set2 modifiziert, die unterste Reihe 
mit uni1 modifiziert. Aufnahmen einzelner Spots im Dunkelfeld, set1 und set2 (c) und uni1 und uni3 
(d). Wie bei allen Tests liefert uni3 nur ein schwaches oder kein Signal. 
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In einem zweiten Schritt wurden unterschiedliche Verdünnungen von PCR-Produkten auf 

dem ACED-Chip getestet. Dabei konnten Verdünnungen bis 1:100 des PCR-Produktes in 

Hybridisierungspuffer nachgewiesen werden. Dies entspricht einer DNA-Konzentration von 

ca. 10 µg/ml. 

Nachdem der Nachweis von reinen PCR-Produkten gelungen war, sollte außerdem untersucht 

werden, ob es mit Hilfe des ACED-Chips möglich ist, eine Mischung aus unterschiedlichen 

Stämmen zu identifizieren. Für diese Experimente wurde von einer unhabhängigen Person 

eine Mischung aus PCR-Produkten hergestellt und anschließend mit ACED-Chips analysiert. 

Die erhaltenen Ergebnisse wurden dann mit den Daten der PCR-Mischung verglichen. Dabei 

zeigte sich, dass eine Identifikation von 2 der 4 verwendeten Stämme möglich war. Eine 

Differenzierung zwischen K. cochleata und K. phosalacinea bereitete allerdings Probleme 

und führte gelegentlich zu falsch-positiven Signalen.  

 

3.3.3 Nachweis von Phagen M13 

Bei diesem Nachweis sollte ebenfalls ein schon bestehendes System auf das ACED-Prinzip 

angepasst werden. Weizmann et al. modifizierten die Goldoberfläche eines Quarzkristalls mit 

einem thiolmodifizierten Oligonukleotid, welches komplementär zu einem Abschnitt auf der 

einzelsträngigen DNA-Sequenz des Phagen M13 war (Weizmann et al. 2001). Die 

einzelsträngige M13 Sequenz hybridisierte dann mit dem immobilisierten kurzen 

Oligonukleotid. Nach einer Zugabe von Klenowfragment und dNTPs diente der ausgebildete 

Doppelstrang als Primer für eine weitere Vervollständigung des Doppelstranges. Der dNTP-

Mix enthielt auch biotinmodifizierte dNTPs, die mit in den wachsenden Strang eingebaut 

wurden. An diesen erfolgte anschließend eine Bindung von Avidin-Goldnanopartikeln, die 

mittels Mikrogravemetrie detektiert werden konnten. Zur weiteren Sensibilisierung dieses 

Messaufbaus wurden die Signale zusätzlich noch durch eine Goldabscheidung verstärkt.  

Eine Anpassung des beschriebenen Messsystems auf die ACED-Chips erfolgte dadurch, dass 

das kurze Fänger-Oligonukleotid im Elektrodenspalt immobilisiert werden sollte. Nach einer 

Hybridisierung, Strangverlängerung und Anbindung von Avidin-Goldnanopartikeln sollten 

diese dann silberverstärkt werden, bis es zu einer leitfähigen Überbrückung des Spaltes 

kommt (Abb. 29). 
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Abb. 29: Schematische Darstellung des M13 Phagennachweises nach Willner et al.. Auf die mit dem Fänger-
Oligonukleotid modifizierte Substratoberfläche (1) wird die Phagen-DNA hybridisiert (2). Danach 
erfolgen mit Hilfe einer Polymerasereaktion eine Verlängerung des Doppelstranges und der Einbau 
biotinmarkierter Nukleotide (3). An diese kann anschließend ein Streptavidinkonjugat gebunden werden 
(4), welches durch eine Metallabscheidung verstärkt wird (5). 

 

Die Anbindung der Fängermoleküle erfolgte auf einer APTES-Oberfläche. Diese wurde mit 

N-succinimidyl-3-maleimidopropionat aktiviert und thiolmodifizierte Fänger-Oligonukleotide 

angebunden. Danach folgten die oben beschriebenen Schritte. Eine Markierung erfolgte mit 

10 nm Avidin – Goldnanopartikeln und anschließend wurden sowohl eine Gold- als auch eine 

Silberabscheidung getestet. Die Goldabscheidung führte jedoch zu keinem messbaren 

Ergebnis. Mit der Silberabscheidung war ein Nachweis einer 1 µM M13-Lösung möglich 

(Abb. 30).  

 
Abb. 30: Messwerte des M13 Phagennachweises. Während bei den beiden Kontrollen (K1 ohne M13 Phagen-

DNA; K2 ohne Goldnanopartikelmarkierung) nach der Metallabscheidung keine Reduzierung des 
Widerstandes zu messen ist, kommt es bei einer vollständigen Inkubation und anschließender 
Silberabscheidung (Ag) zu einem signifikanten Abfallen des Widerstandes. Hingegen ist bei einer 
Goldabscheidung (Au) nur ein geringer Effekt messbar. 
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3.3.4 SPM Nachweis 

Von Willner et al. wurde ein System für den Nachweis von Punktmutationen (Single Point 

Mutations = SPM) mittels Goldnanopartikelmarkierung und Mikrogravimetrie beschrieben 

(Willner et al. 2002). Dieses System sollte ebenfalls auf dem ACED-Chip getestet werden. 

Bei diesem System wird auch der Einbau von biotinmodifizierten Nukleotiden genutzt. 

Allerdings kommt es hierbei statt der Synthese eines komplementären Stranges nur zum 

Einbau eines einzelnen Nukleotides. Hierbei ist die Auswahl der eingesetzten immobilisierten 

Fängeroligonukleotide entscheidend. Nach der Hybridisierung mit der Ziel-DNA reicht der 

ausgebildete Doppelstrang genau bis vor die zu untersuchende Mutation. Da die anschließend 

auf den Chip gegebene Lösung nur Klenow-Fragment und biotinyliertes dUTP enthält (kein 

dCTP, dGTP, oder dATP), kann dieses nur eingebaut werden, wenn die Mutation (A) in der 

Ziel-DNA vorhanden ist (Abb. 31). Beim Wildtyp (G) kommt es zu keiner Reaktion; somit 

folgen kein Einbau von Biotin, keine Markierung mit Streptavidinkonjugat, keine 

Metallabscheidung und damit auch kein Abfallen des gemessenen Widerstandes. Die 

Anbindung der Fängeroligonukleotide für diesen Versuch erfolgte an mit N-succinimidyl-3-

maleimidopropionat aktivierten APTES-Oberflächen.  

Nach der Hybridisierung mit der Ziel-DNA und der anschließenden Reaktion mit der 

Polymerase wurden die ACED-Chips mit 10 nm Avidin – Goldnanopartikeln markiert und 

anschließend eine autokatalytische Silberabscheidung durchgeführt. 

Abb. 31: Schematische Darstellung des SPM-Nachweises nach Willner et al.. Auf die mit Fänger-
Oligonukleotid modifizierten Chips (1) wird die zu untersuchende DNA hybridisiert (2). Ein 
anschließender Einbau von biotinmarkiertem dUTP kann nur bei vorhandener Mutation stattfinden (3). 
Danach erfolgt eine Markierung mit Goldnanopartikeln (4) und die Metallverstärkung (5). 

 

Die Messwerte erlauben eine klare Differenzierung zwischen den einzelnen ACED-Chips. 

Nur eine Inkubation mit der mutierten Ziel-DNA erzeugte ein deutliches Abfallen des 
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gemessenen elektrischen Widerstandes. Bei einer Inkubation mit der Wildtyp-Ziel-DNA 

konnte keine signifikante Veränderung des elektrischen Widerstandes detektiert werden. 

Auch andere Kontrollexperimente, bei denen auf die Ziel-DNA, Goldnanopartikelmarkierung 

oder die Biotinmarkierung verzichtet wurde, zeigten keine Veränderung des Widerstandes. 

Mit dem ACED-Chip war der Nachweis einer SPM in einer 1 µM DNA-Lösung möglich. 

Allerdings konnte im Rahmen dieser Arbeit das System nicht auf dem Chip optimiert werden, 

wobei eine weitere Erhöhung der Sensitivität durchaus denkbar ist. 

 
Abb. 32: Messwerte des SPM-Nachweises. Während die Kontrollen (K1 ohne Ziel-DNA, K2 ohne 

Goldnanopartikelmarkierung, K3 ohne Biotinmodifizierung) und die Inkubation mit der Wildyp-Ziel-
DNA nach der Metallabscheidung keine Reduzierung des Widerstandes zeigen, kommt es bei einer 
Inkubation mit mutierter Ziel-DNA zu einem signifikanten Abfallen des Widerstandes.  

 

3.3.5 Telomeraseaktivitätsassay 

Im Unterschied zu allen vorher beschriebenen Anwendungsbeispielen zielt diese Anwendung 

nicht auf den Nachweis eines DNA-Moleküls sondern eines Enzyms. Dazu wurde wie bei 

3.3.4 eine einzelsträngige Oligonukleotidsequenz in den Elektrodenspalt gebunden. An diese 

Oligonukleotidsequenz kann dann die Telomerase binden und den Einzelstrang verlängern. 

Durch den Einsatz von biotinmodifizierten dNTPs kommt es zum Einbau von 

Bindungsstellen für Avidin-Goldnanopartikel (Weizmann et al. 2004). Nach der Anbindung 

der 10 nm Avidin-Goldnanopartikel wird auf den gebundenen Partikeln wieder Metall 

abgeschieden (Abb. 33), welches letztendlich zum Überwachsen des Elektrodenspaltes mit 

leitfähigem Material führt und damit zu einem messbaren Widerstandsabfall. 

Nach der Anbindung der einzelsträngigen Telomeraseerkennungssequenz wurden die ACED-

Chips mit Lysaten von HeLa-Zellen inkubiert. Dabei wurde die Anzahl von HeLa-Zellen 

zwischen den einzelnen Chips variiert, um so eine mögliche Konzentrationsabhängigkeit zu 

untersuchen. Anschließend wurden die Chips kurz gewaschen und mit dNTP-Mix inkubiert. 
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Danach wurden die Chips nochmals gewaschen und die Anbindung der Avidin-

Goldnanopartikel und die Silberabscheidung folgten. Abschließend wurden die Chips 

elektrisch ausgemessen. 

Wie bei dem M13 Phagennachweis war auch hier nach der Goldabscheidung kein Abfallen 

des elektrischen Widerstandes detektierbar. Elektronenmikroskopische Aufnahmen 

bestätigten die gewonnenen Ergebnisse, dass die Goldnanopartikel zwar gewachsen waren, es 

aber nicht zur Ausbildung eines leitfähigen Films zwischen den Elektroden kam. 

Abb. 33: Schematische Darstellung des chipbasierten Telomerasenachweises. Die mit 
Telomeraseerkennungssequenz modifizierte Oberfläche (1) wird mit einem Lysat von HeLa-Zellen und 
einem dNTP-Mix inkubiert. Bei der Strangverlängerung kommt es auch zum Einbau von biotinyliertem 
UTP (2), welches anschließend mit GNPs markiert wird (3). Abschließend erfolgt eine 
Silberabscheidung auf den gebundenen Partikeln (4). 

 

Mit Hilfe der Silberabscheidung war es möglich, anhand der gemessenen elektrischen 

Widerstände zwischen den unterschiedlichen Anzahlen von eingesetzten HeLa Zellen zu 

differenzieren. Bei dem mit dem Lysat von 50000 HeLa Zellen inkubierten Chip, kam es am 

schnellsten zu einer deutlichen Reduzierung des gemessenen elektrischen Widerstandes. 

Danach folgten die Chips, welche mit 30000 HeLa Zellen inkubiert wurden. Eine Inkubation 

mit 20000, 5000 und 1000 HeLa-Zellen zeigte zwar ein deutlich schwächeres Signal als die 

höheren Konzentrationen, allerdings war eine klare Differenzierung untereinander bei den 

drei niedrigsten eingesetzten Konzentrationen an HeLa-Zellen nicht möglich. Zur 

Verifizierung der gemessenen Ergebnisse wurden mehrere Kontrollexperimente durchgeführt. 

In unterschiedlichen Ansätzen wurde dabei jeweils auf biotinmodifizierte Nukleotide oder auf 

die Goldnanopartikelmarkierung verzichtet. Außerdem wurden die ACED-Chips zur 

Kontrolle mit einem HeLa-Zellen-Lysat inkubiert, welches vorher durch Hitze inaktiviert 

wurde. Alle durchgeführten Kontrollexperimente führten zu keinem bedeutsamen Signal. 
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Abb. 34: Graphische Darstellung von Messergebnissen zur Bestimmung der Telomeraseaktivität. Dargestellt 

sind die gemessenen Widerstände, die zu bestimmten Zeiten ermittelt wurden. Die Chips wurden mit 
unterschiedlichen HeLa-Zell-Lysaten inkubiert. Eine grobe Differenzierung nach der Anzahl von 
Zellen ist anhand des Widerstandes und der Verstärkungszeit möglich. Als Kontrolle sind die Chips 
mit entweder 0 HeLa-Zellen oder mit einem hitzeinaktivierten Zell-Lysat (50k Kontrolle) inkubiert 
wurden. Anzahl der Zellen pro Inkubation angegeben in Tausend. 

 

3.3.6 Testung alternativer ACED-Chips 

Bei den bisher verwendeten ACED-Chips handelt es sich um mikrostrukturierte Chips, die 

mittels Fotolithographie hergestellt werden. Diese Mikrostrukturierung macht die Produktion 

der ACED-Chips jedoch sehr kostenintensiv. Für eine spätere analytische Anwendung wären 

aber Chipkosten unter einem Euro wünschenswert. 

Bei der Suche nach alternativen Herstellungsverfahren wurde darauf geachtet, dass das 

Design der ACED-Chips mit möglichst geringen Veränderungen übernommen werden konnte 

und die hergestellten Chips mit der verwendeten Oberflächenchemie kompatibel sind. 

Außerdem sollte das verwendete Verfahren eine routinemäßige Produktion von hohen 

Chipzahlen ermöglichen. 

Ein Verfahren zur Produktion von hohen Stückzahlen ist das so genannte Screen Printing. 

Dabei wird wie beim Siebdruck eine Metallpaste auf den Chip gedruckt. Bei ersten Versuchen 

mit Testsubstraten von unterschiedlichen Herstellern zeigte sich, dass die verwendeten 

Teststrukturen nicht mit der verwendeten Oberflächenchemie kompatibel waren. Eine längere 

Inkubation in Toluol oder Aceton, wie sie für eine Modifizierung mit GOPS oder APTES 

nötig ist, führte zu Beschädigungen der Strukturen. Somit war eine Herstellung über ein 

Screen Printing-Verfahren ungeeignet.  

Die Firma Heraeus stellte speziell modifizierte Chips zur Verfügung, die auch mit der 

verwendeten Oberflächenchemie kompatibel waren. Diese Chips wurden auf Glassubstraten 

hergestellt. Mittels fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden wurde nachgewiesen, dass eine 
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spezifische Immobilisierung von aminomodifizierten Oligonukleotiden auch auf diesen 

Glassubstraten möglich war. Somit war eine Herstellung von ACED-Chips mittels Screen 

Printing möglich. Aufgrund der minimalen Strukturgrößen von 50 µm wurden die 

Elektrodenspalte auf 50 µm bzw. 100 µm vergrößert. Die Zuleitungen von den äußeren 

Kontakten zu den Elektrodenspalten mussten außerdem verbreitert werden. Nach einer 

Anpassung des Chipdesigns auf die Erfordernisse des Screen Printings konnten die so 

hergestellten Chips getestet werden. 

Die Elektrodenstrukturen wurden aus Platin und Gold hergestellt. Erste Untersuchungen der 

Chips zeigten, dass die Platinstrukturen deutlich flacher waren als die Goldstrukturen 

(Strukturhöhen Platin ca. 200 ± 20 nm; Gold ca. 12 ± 3 µm). Außerdem waren die mit Platin 

hergestellten Strukturen genauer. Ein Vergleich der beiden Metallstrukturen im 

Rasterelektronenmikroskop zeigte, dass die Platinstrukturen feiner und besser definiert waren. 

Die Ränder der Goldstrukturen waren nicht klar definiert und die Elektrodenfläche sehr rau 

und inhomogen (Abb. 36).  

Abb. 35: Vergleich unterschiedlicher ACED-Chips, links mit Fotolithografie hergestellter ACED-Chips neben 
mit Screen Printing hergestellten ACED-Chips mit Platin- (Mitte) und Goldstrukturen (rechts). 

 

Eine elektrische Charakterisierung der Elektroden zeigte, dass die gemessenen Widerstände 

der Metallstrukturen ähnlich denen auf den durch Fotolithographie hergestellten ACED-Chips 

waren. Nach anschließender Oberflächenmodifikation, DNA-Immobilisierung und 

-Hybridisierung, Markierung mit einem Streptavidinkonjugat und abschließender 

Silberabscheidung konnte gezeigt werden, dass die mittels Screen Printing hergestellten 

Chips auch für eine elektrische Auswertung geeignet sind. Dazu wurden Tests mit dem 

Oligonukleotidsystem (NS150) und dem Kitasatospora-Nachweis durchgeführt. Neben der 

elektrischen Detektion konnten die mit Screen Printing hergestellten ACED-Chips auch 

optisch ausgewertet werden, da die Strukturen auf Glas aufgebracht waren. 
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Weitere Tests zeigten bei der Verwendung von SAPK zur Silberabscheidung, dass es nicht 

möglich war, Unterschiede von 4-5 Größenordnungen im gemessenen Widerstand zwischen 

positiven und negativen Signalen zu erzielen. Die Signale waren aber deutlich als schwarze 

Spots auf dem Chip zu erkennen, was auf eine ausreichende Silberabscheidung hindeutete. 

Ursache für die relativ geringen Unterschiede von nur ein bis zwei Größenordnungen 

zwischen positiven und negativen Signalen waren wahrscheinlich Mikrorisse in den 

Elektrodenstrukturen. Da bei der Markierung mit SGNP und anschließender 

Silberabscheidung die für den ACED-Chip typischen großen Signalunterschiede detektiert 

wurden, bestand Grund zu der Annahme, dass die Mikrorisse durch die autokatalytische 

Silberabscheidung geschlossen wurden. Dies konnte auch an mit SAPK behandelten Chips 

gezeigt werden, die nach einer ersten enzymatischen Silberabscheidung anschließend für 2 

min einer autokatalytischen Silberabscheidung unterzogen wurden. Dieses Verfahren führte 

dann zu den gewohnten Verhältnissen zwischen positiven und negativen Signalen. 

Durch die Anpassung der ACED-Chips an die Herstellung mittels Screen Printings kommt es 

auch zu einer Verbreiterung des Elektrodenspaltes. Mögliche Effekte auf die Sensitivität des 

Nachweissystems durch diese Veränderung müssten in folgenden Arbeiten untersucht 

werden.  

Abb. 36: REM-Aufnahme eines Elektrodenspaltes mit Goldstrukturen (a) und mit Platinstrukturen (b). Deutlich 
zu erkennen sind die strukturellen Unterschiede beider Metallstrukturen. c) Screen Printing Chip nach 
Inkubation mit biotinyliertem Oligonukleotid und anschließender enzymatischer Silberabscheidung. 
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In der vorliegenden Arbeit wurde ein chipbasierter elektrischer DNA-Nachweis mittels 

Widerstandsmessung realisiert. Es konnte gezeigt werden, dass mit einer derartigen resistiven 

DNA-Detektion der spezifische Nachweis einzelner DNA-Sequenzen möglich ist. Darüber 

hinaus ermöglicht ein solcher Nachweis zudem eine Quantifizierung der nachgewiesenen 

DNA. 

Zur Realisierung eines DNA-Chips mit elektrischer Detektion waren verschiedenen 

Entwicklungen nötig. Eine stabile und zuverlässige Modifikation der Oberflächen zur 

Anbindung von Biomolekülen wurde etabliert. Außerdem erfolgte eine Optimierung der für 

den Nachweis nötigen Goldnanopartikelmarkierung und der anschließenden 

Silberabscheidung. Dies geschah aus Kostengründen parallel auf Glassubstraten. Tests zur 

Sequenzspezifität eines resistiven DNA-Nachweises wurden an Chips mit einem einzelnen 

Elektrodenpaar durchgeführt. Die dabei erzielten Ergebnisse erlaubten die Konstruktion eines 

Chips mit 42 Messpunkten und einem speziellen Auslesegerätes. Durch die Anpassung 

unterschiedlicher biologischer Testsysteme auf dem ACED-Chip wurde die Vielseitigkeit des 

elektrischen Nachweises demonstriert. 

4.1 Funktionalisierung von Chipoberflächen zur Anbindung von 

Biomolekülen 

Die verwendeten Glas- und Siliziumoxidsubstrate waren besonders für eine Modifizierung 

mit Organosilanen geeignet. Dabei wurden die Oberflächen der Substrate so funktionalisiert, 

dass eine spätere kovalente Anbindung von modifizierten Oligonukleotiden durchgeführt 

werden konnte. Für die Anbindung von am 3´- oder 5´-Ende aminomodifizierten 

Oligonukleotiden wurde entweder eine GOPS- oder APTES-PDC-

Oberflächenfunktionalisierung verwendet. Zur Anbindung von thiolmodifizierten 

Oligonukleotiden wurde eine APTES-Oberfläche mit N-Succinimidyl-3-maleimidopropionat 

modifiziert. 

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich, dass mit einer GOPS-Modifizierung verlässliche und 

reproduzierbare Ergebnisse bei der Funktionalisierung von Oberflächen und der 

anschließenden Anbindung von aminomodifizierten Oligonukleotiden erzielt werden konnten. 

Außerdem konnte gezeigt werden, dass mit GOPS-modifizierten Oberflächen auch mehrere 

Wochen nach ihrer Herstellung noch mit DNA zu funktionalisieren sind. Die Haltbarkeit von 

GOPS-Oberflächen kann durch entsprechende Lagerungsbedingungen positiv beeinflusst 

werden. Dabei ist es wichtig, die Substrate staubfrei und lichtgeschützt zu lagern. Ein Einfluss 

der Lagerungstemperatur konnte in den durchgeführten Tests nicht festgestellt werden. Eine 
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Erhöhung der Haltbarkeit der modifizierten Oberflächen durch eine Lagerung unter Stickstoff 

sollte in weiterführenden Experimenten noch untersucht werden. 

Für eine Auswertung der Proben mit dem AFM wurden möglichst glatte Oberflächen, die frei 

von Verunreinigungen waren, benötigt. Aufgrund der erhöhten Rauhigkeit, die eine 

verlässliche Detektion der Goldnanopartikel erschwerte, wurde auf die APTES-PDC-

Modifikation verzichtet. 

Die Immobilisierung der Fänger-DNA auf den Chipoberflächen erfolgte über eine Amino- 

oder Thiolmodifikation der Oligonukleotide. Die Anbindung von einzelsträngiger 

aminomodifizierter DNA hat allerdings den Nachteil, dass sowohl am Adenin, Guanin und 

Cytosin weitere Aminogruppen vorhanden sind, die ebenfalls an die Oberflächenmodifikation 

binden können (Fritzsche und Taton 2003). Somit ist eine endständige Anbindung, bei der das 

Oligonukleotid frei beweglich ist, nicht garantiert. Diese möglichen Effekte haben aber nur 

sehr geringe oder keine Wirkung auf die Hybridisierungseigenschaften der Oligonukleotide. 

So konnte eine spezifische Hybridisierung an den auf der Oberfläche immobilisierten 

Einzelsträngen mit verschiedenen Methoden (Fluoreszenzmarkierung, 

Goldnanopartikelmarkierung mit optischer oder elektrischer Auswertung) nachgewiesen 

werden. 

Zur definiert endständigen Anbindung der Oligonukleotide wurden thiolmodifizierte 

Oligonukleotide verwendet, da Thiolgruppen nicht natürlicherweise in der DNA vorkommen. 

Für die Anbindung von thiolmodifizierten Oligonukleotiden wurden APTES-Oberflächen 

verwendet, welche mit N-Succinimidyl-3-maleimidopropionat aktiviert wurden (Weizmann et 

al. 2003). Eine endständige Anbindung war vor allem für Versuche notwendig, welche eine 

weitere enzymatische Reaktion beinhalteten, die zu einer Strangverlängerung und zum Einbau 

von biotinmodifizierten Nukleotiden führte. Diese Reaktionen konnten nur auf Chips 

erfolgreich durchgeführt werden, an denen die Sondenmoleküle über eine Thiolmodifizierung 

gebunden waren. 

Neben der Funktionalisierung der Oberfläche mit Silanschichten zur Anbindung von DNA 

wurden Modifizierungen der Substratoberflächen zur Verbesserung der definierten 

Anbindung von Fänger-DNA verwendet. Dabei kam sowohl eine chemische Modifikation mit 

stark hydrophoben Silanen (ODTS oder PFDTS) (Reichert et al. 2000) als auch eine 

physikalische Modifikation mit SiC oder Si3N4 (Li et al. 2003) zum Einsatz. Durch eine 

fotolithografische Strukturierung dieser zusätzlich aufgebrachten Schichten wurden 

Bindespots geschaffen, an die eine räumlich definierte Anbindung von DNA an die 

Oberfläche erfolgen konnte. Eine Reduzierung des Hintergrundsignals konnte mit diesen 
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Modifikationen jedoch nur teilweise erreicht werden. Das Aufbringen von hydrophoben 

Schichten führte auf den Objektträgern zu einer deutlichen Verbesserung des Signal-

Hintergrund-Verhältnisses. Auf den ACED-Chips führte eine unspezifische 

Silberabscheidung auf den Goldelektrodenflächen weiter zu einem starken Hintergrundsignal, 

das durch den Einsatz strukturierter hydrophober Schichten nicht beseitigt werden konnte. 

Eine zusätzliche Behandlung mit Mercaptohexanol konnte diese Ursache für eine 

Hintergrundbildung stark reduzieren, jedoch nicht eliminieren. 

Neben dieser unzureichenden Reduktion des Hintergrundes waren die Chips mit einer 

zusätzlichen hydrophoben Silanschicht weiterhin sehr empfindlich gegen physikalische 

Beschädigungen, die zu Kratzern auf den Mikrostrukturen führten. Dies erschwerte das 

Arbeiten mit den Chips und machte eine Auswertung von zerkratzten Chips unmöglich. 

Durch Aufbringen einer 200 nm dicken strukturierten SiC- oder Si3N4- Schicht wurden die 

ACED-Chips gegen solche Beschädigungen geschützt. Diese physikalische Barriere führte 

außerdem zur elektrischen Entkoppelung des Hintergrundes von den Elektroden und der 

Chipoberfläche. Unspezifisch abgeschiedenes Metall kann somit nicht mehr zu 

unerwünschten Kurzschlüssen und falsch-positiven Signalen führen. Aufgrund des geringeren 

optisch detektierbaren Hintergrundsignals wurden Si3N4-Schichten als Standardschutzschicht 

auf den ACED-Chips verwendet. 

Der Aufbau eines einfachen DNA-Arrays mit optischer Auswertung auf Objektträgern mit 

strukturierter hydrophober Schicht konnte demonstriert werden (Zhang et al. 2004). Diese 

Arrays konnten per Hand beladen werden. Dadurch kann auf das aufwändige Spotten 

verzichtet werden. Eine genaue Anbindung der Fänger-DNA war durch die strukturierte 

hydrophobe Schicht gegeben, welche ein Verlaufen der einzelnen aufgebrachten Tropfen mit 

Fänger-DNA effektiv verhindert. Die relativ geringe Anzahl von 32 Bindespots kann durch 

eine Designveränderung bei gleich bleibender Fläche der Spots und Abstand zueinander auf 

160 erhöht werden. Eine Beladung per Hand könnte bei 160 Spots allerdings zu Problemen 

führen. Die Auswertung der DNA-Arrays mit Goldnanopartikelmarkierung und 

Silberabscheidung ermöglicht eine einfache und preiswerte Auswertung über eine 

Grauwertanalyse der Spots des Arrays. Der Einsatz einer speziellen Hybridisierungskammer 

ermöglicht den Prozess der Inkubation mit Ziel-DNA, die Markierung mit Goldnanopartikeln 

und alle nötigen Waschschritte zu automatisieren und so Fehler durch falsches Handling zu 

vermeiden. Ein solches Nachweissystem ist für Anwender interessant, die vor den hohen 

Kosten eines Fluoreszenzauslesesystems zurückschrecken und außerdem nur eine begrenzte 

Anzahl von Spots benötigen. 
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4.2 Markierung für Biochips 

Auf eine Markierung der Biochips mit Fluoreszenzmarkern wurde weitgehend verzichtet. 

Eine Fluoreszenzmarkierung wurde ausschließlich verwendet, um die angewendeten 

Verfahren und Oberflächenmodifikationen mit einer etablierten Methode auf ihre 

Anwendbarkeit zu testen. Zur Realisierung eines mittels Widerstandsmessung auswertbaren 

DNA-Chips war es notwendig, Goldnanopartikel und eine anschließende Silberabscheidung 

als Markierung zu verwenden. Alternativ wurde ein Verfahren getestet, welches eine 

enzymatische Reaktion nutzte, um Silber abzuscheiden. 

Goldnanopartikel stellen eine sehr interessante Alternative zu Fluoreszenzfarbstoffen für die 

Markierung von Biochips dar. Aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften ist die Detektion der 

gebundenen Nanopartikel mit Hilfe einer Vielzahl von Methoden möglich. Neben einer 

großen Zahl optischer Detektionsmöglichkeiten (Festag et al. in press) sind auch 

gravimetrische (Willner et al. 2002) und elektrische (Möller et al. 2001, Park et al. 2002, Li et 

al. 2003, Moreno-Hagelsieb 2004) sowie elektrochemische (Kerman et al. 2004) Verfahren 

zum Nachweis von gebundenen Goldnanopartikeln in der Literatur beschrieben worden.  

Nachweisprinzip Detektionsmethode Empfindlichkeit Quelle 
Absorption 50 fM  (Taton et al. 2000) optisch 
Streuung 1 pM (Taton et al. 2001) 
QCM´s 300 aM (Willner et al. 2002) gravimetrisch 
Microcantilever 50 pM (Su et al. 2003) 
Differenz-Puls-Voltammetrie 0,78 fmol (Ozsoz et al. 2003) elektrochemisch 
Inversvoltammetrie 13 fM (Wang et al. 2003) 
kapazitiv 200 pM (Moreno-Hagelsieb 

2004) 
elektrisch 

resitiv 500 fM (Park et al. 2002) 

Tab. 5: Übersicht verschiedener Nachweise zur Auswertung einer Goldnanopartikelmarkierungen auf Biochips 

 

Zwei Verfahren wurden getestet, um Goldnanopartikel als Markierung für DNA-Chips 

einzusetzen. Eine Grundvoraussetzung war der Erhalt der spezifischen Bindefähigkeit der 

Biomoleküle mit denen die Nanopartikel modifiziert wurden. Durch die hohe Affinität von 

Thiolen zu Goldoberflächen können Goldnanopartikel mit thiolmodifizierter DNA modifiziert 

werden (Alivisatos et al. 1996, Mirkin et al. 1996). Die so erzeugten DNA-Nanopartikel-

Komplexe können dann zur spezifischen Markierung von DNA-Chips genutzt werden. 

Allerdings ist die Herstellung solcher DNA-Nanopartikel-Komplexe mit ca. 4 Tagen zeit- und 

arbeitsintensiv. Außerdem war es während dieser Arbeit nicht möglich, reproduzierbar 

modifizierte Goldnanopartikel mit gleichen Eigenschaften herzustellen. Dies führte dazu, dass 
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einige modifizierte Goldnanopartikel oft schon nach wenigen Tagen koagulierten, was durch 

eine Farbänderung der Lösung von Rot zu Blau erkennbar war. In anderen Lösungen kam es 

zur irreversiblen Anlagerung der Goldnanopartikel an die Wand der Gefäße, in welchen sie 

gelagert wurden. Andere modifizierte Goldnanopartikellösungen waren dagegen über 6 

Monate ohne Aktivitätsverlust lagerbar. Diese Unsicherheit bei der Herstellung der DNA-

Nanopartikel-Komplexe war unerwartet, da DNA-Goldnanopartikel-Komplexe als stabil 

beschrieben werden (Elghanian et al. 1997, Csaki et al. 2001a, Pavlov et al. 2004). Mögliche 

Faktoren für die Instabilität der Komplexe können die Aktivität der Thiolmodifikation oder 

unbekannte Zusätze in den Goldnanopartikellösungen sein. In den Versuchen wurden 

ausschließlich kommerzielle Nanopartikellösungen verwendet. Diesen können Stabilisatoren 

zugesetzt sein, die eine Modifikation der Goldnanopartikel negativ beeinflussen. Zur 

Verbesserung der Anbindung von thiolmodifizierter DNA an die Goldnanopartikel können 

unterschiedlich chemische Modifikationen eingesetzt werden (Loweth et al. 1999, Zanchet et 

al. 2001, Daniel und Astruc 2004). Eine zusätzliche Modifikation mit Mercaptohexanol 

verändert die Konformation der auf den Goldnanopartikeln gebundenen Oligonukleotide. 

Eine solche Veränderung wirkt sich positiv auf die Hybridisierungseigenschaften der DNA-

Goldnanopartikel-Komplexe aus (Park et al. 2004). Alle diese Modifizierungen erhöhen aber 

zusätzlich den Zeit- und Kostenaufwand zur Herstellung der DNA-Goldnanopartikel-

Komplexe.  

Weiterhin ist es notwendig, für jede einzelne nachzuweisende DNA-Sequenz, einen eigenen 

DNA-Nanopartikel-Komplex mit der jeweiligen komplementären Sequenz herzustellen, was 

zum einen erheblichen Zeit- und Arbeitaufwand bedeutete, zum anderen aufgrund der 

Thiolmodifizierungen der Oligonukleotide sehr kostenintensiv ist. Eine mögliche Alternative 

zur Herstellung von vielen unterschiedlichen DNA-Nanopartikel-Komplexen ist die 

Verwendung von PCR-Produkten mit einer endständigen Poly A-Sequenz. Nach der 

Hybridisierung mit der Fänger-DNA auf dem Chip binden dann mit einem Poly T-Sequenz 

modifizierte Goldnanopartikel (Li et al. 2003). Allerdings verzichtet man dabei auf die 

interessante Eigenschaft von DNA-Nanopartikel-Komplexen, dass die Hybridisierung mit 

Proben-DNA unter weniger stringenten Temperatur- und Pufferbedingungen mit gleicher 

Spezifität möglich ist (Storhoff et al. 1998). Diese Ergebnisse konnten mit den durchgeführten 

Experimenten mit DNA-Nanopartikel-Komplexen sowohl mit optischer als auch elektrischer 

Auswertung bestätigt werden. 

Eine Alternative zur Verwendung der DNA-Goldnanopartikel-Komplexe war der Einsatz von 

Streptavidin-Goldnanopartikeln (SGNP) zur Markierung. Um diese bei der Markierung von 
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DNA-Chips einzusetzen, muss die Ziel-DNA mit Biotin modifiziert werden. Bei synthetisch 

hergestellten Oligonukleotiden ist dies einfach möglich. PCR-Produkte werden durch die 

Verwendung von biotinylierten Primern markiert, und genomische DNA kann mit Hilfe 

spezieller Biotinylierungskits markiert werden. Dadurch war der Einsatz von SGNP als 

Markierung für die verwendeten Biochips möglich. SGNP- und Antikörper-Goldnanopartikel-

Konjugate werden seit längerem zur Markierung von histologischen Schnitten genutzt 

(Hacker et al. 1985, Jackson et al. 1989, Morey et al. 1991). Deshalb ist eine große Anzahl 

von Partikelgrößen kommerziell erhältlich, die aufwändige Herstellungsverfahren entfallen 

lassen. Mittels optischer Auswertung konnte gezeigt werden, dass 5 nm große SGNP am 

schnellsten zu klar detektierbaren Signalen führen. 5 nm SGNP waren außerdem bei den 

durchgeführten Tests die preiswerteste Möglichkeit zur Markierung, da alle verwendeten 

SGNP-Lösungen den gleichen Volumenpreis haben, die Partikelkonzentration aber mit 

steigendem Durchmesser der Partikel abnimmt. Die 5 nm großen Partikel lieferten die besten 

Signale, während alle anderen Größen zu untereinander vergleichbaren Resultaten führten. 

Eine mögliche Erklärung für diese Ergebnisse ist ein Zusammenhang zwischen der 

Konzentration der Partikel, ihrer Größe und der notwendigen Verstärkung für ein optisch 

detektierbares Signal. Bei größeren Partikeln ist zwar eine geringere Verstärkung nötig als bei 

den kleineren Partikelgrößen, allerdings werden auch weniger Partikel, aufgrund der 

geringeren Konzentration in Lösung, gebunden. Bei den 1 nm Partikeln ist die Konzentration 

in Lösung zwar deutlich höher und somit auch der Anteil an gebundenen Partikeln. Diese sind 

aber so klein, dass eine verlängerte Verstärkungszeit notwendig ist, um ein detektierbares 

Signal zu erzielen. 5 nm SGNP stellen somit bei den getesteten Verdünnungen das Optimum 

an Partikelgröße und -konzentration dar. 

SGNP sind eine Alternative zu DNA-Nanopartikel-Komplexen zur Markierung von DNA-

Chips mit optischer und elektrischer Auswertung. Allerdings haben sie keinen Einfluss auf 

die Stringenz der Hybridisierungsreaktion. Jedoch konnte mit geeigneten 

Inkubationsbedingungen ebenfalls eine Unterscheidung zwischen perfect match und einem 

mismatch nachgewiesen werden. Für eine routinemäßige Untersuchung von einzelnen 

mismatches ist der beschriebene Single Point Mutation (SPM)-Nachweis geeigneter, da die 

Unterscheidung dabei nicht über die Hybridisierung, sondern über eine anschließende 

enzymatische Reaktion stattfindet. 

Mit dem AFM konnten einzelne gebundene Nanopartikel bis zu einem Durchmesser von 5 

nm auf geeigneten Oberflächen abgebildet werden. Allerdings ist ein solches Verfahren teuer 

und vor allem zeitaufwändig und somit für eine schnelle Auswertung von Biochips nicht 
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geeignet. Eine optische Auswertung ermöglicht eine schnelle Auswertung von mit 

Nanopartikeln markierten Chips. Die optische Detektion von DNA-Spots auf Chips ist bei 

einer hohen Dichte an gebundenen Nanopartikeln ohne weitere Modifizierung möglich 

(Köhler et al. 2001). Allerdings können diese hohen Bindedichten mit realen Proben nur 

selten erreicht werden, weshalb eine Signalverstärkung notwendig ist. Eine 

Metallabscheidung lässt die Partikel wachsen und ermöglicht eine einfache optische 

Detektion der markierten DNA-Spots. Dieses Prinzip konnte auf modifizierten Objektträgern 

und SiO2-Substraten nachgewiesen werden. Das Wachstum einzelner Partikel konnte mit dem 

AFM studiert werden. Somit war es möglich, Aussagen über die Geschwindigkeiten der 

einzelnen getesteten Metallabscheidungsreaktionen zu treffen. 

Die Silberabscheidung ermöglicht theoretisch sogar den Nachweis einzelner Nanopartikel, 

womit auch der Nachweis einzelner Moleküle auf der Oberfläche denkbar ist. Ein 

Einzelpartikelnachweis wird aber durch den infolge der Metallabscheidung entwickelten 

Hintergrund praktisch schwer realisierbar. Der entstandene Hintergrund hat zwei Ursachen. 

Zum einen können sich Keime für die Silberabscheidung schon auf der Oberfläche befinden. 

Dies können unspezifisch gebundene Goldnanopartikel, aber auch Spuren anderer Metalle 

sein, die zu einer Silberabscheidung führen. Zum anderen können durch Autonukleation in 

der Lösung gebildete Partikel auf die Oberfläche sedimentieren und dort zur 

Hintergrundbildung beitragen (Hacker et al. 1988).  

Die Untersuchung verschiedener Reaktionen zur Silberabscheidung zeigte deutlich 

unterschiedliche Ergebnisse. Allgemein kann gesagt werden, dass je höher die Rate der 

Silberabscheidung ist, desto stärker ist auch der unspezifisch abgeschiedene Hintergrund. 

Allerdings war die Hintergrundentwicklung der kommerziellen Silberabscheidungen meist 

geringer. Tests mit einer Goldabscheidung auf den gebundenen Partikeln zeigten ebenfalls ein 

deutliches Partikelwachstum, das aber nur zu optisch detektierbaren Signalen führte.  

Die Silberacetat-Methode wurde in der vorliegenden Arbeit als Standardmethode genutzt. 

Damit war es möglich, gebundene Partikel bei einer geringen Hintergrundentwicklung 

ausreichend für eine optische Detektion zu verstärken. Ein weiterer Vorteil war die im 

Vergleich zu den kommerziellen Lösungen zur Silberabscheidung und der Goldabscheidung 

geringen Kosten für eine Signalverstärkung. 

Auf unstrukturierten Glassubstraten konnte durch Blocken der Oberflächen die 

Hintergrundentwicklung zusätzlich reduziert werden. Allerdings waren 25 min meist das 

Maximum an möglicher Verstärkungszeit, da danach der entstehende Hintergrund zu einer 
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Verschlechterung des Signal-Rausch-Verhältnisses führte. Somit erschien eine weitere 

Verstärkung der Proben nicht sinnvoll. 

Mit der Kombination von Goldnanopartikelmarkierung und anschließender Silberabscheidung 

ist es möglich, sowohl Sequenz- als auch Konzentrationsunterschiede zu detektieren. Diese 

Art der Markierung eignet sich aber nicht nur für die optische Auswertung. Die Abscheidung 

von elektrisch leitfähigem Material ermöglicht ebenfalls eine elektrische Auswertung mittels 

Widerstandsmessung von DNA-Chips. 

Eine Alternative zur autokatalytischen Silberabscheidung wurde mit der enzymatischen 

Silberabscheidung getestet (Hainfeld et al. 2002, Furuya et al. 2004, Tubbs et al. 2004). Dabei 

erfolgt die Abscheidung von Silber nicht mehr auf gebundenen Goldnanopartikeln, sondern 

mit Hilfe einer Peroxidase. Diese wurde wie die SGNP über Biotin-Streptavidin an die DNA 

gebunden. Sowohl mit optischen als auch elektrischen Methoden konnte die Wirksamkeit 

dieser Silberabscheidung nachgewiesen werden. Auffällig war dabei der sehr geringe 

Hintergrund, der durch die enzymatische Silberabscheidung entstand. Diese hohe Spezifität 

kann zum einem dadurch erklärt werden, dass die Lösung der enzymatischen 

Silberabscheidung deutlich stabiler als bei der autokatalytischen Silberabscheidung ist. 

Dadurch kommt es zu keiner Autonukleation in der Lösung, die zu einem erhöhten 

Hintergrundsignal beiträgt. Zum anderen kann die autokatalytische Silberabscheidung von 

kleinsten Mengen unterschiedlicher Metalle initiiert werden, während bei der enzymatischen 

Silberabscheidung nur die Peroxidase die Silberabscheidung katalysieren kann. 

Ein Nachteil der enzymatischen Reaktion ist, dass mehrere Verstärkungsschritte nicht 

hintereinander durchgeführt werden können. Nachdem die Reaktion einmal unterbrochen war 

und der Chip gewaschen, getrocknet und vermessen wurde, konnte die Reaktion nicht erneut 

gestartet werden. Dies lag wahrscheinlich an einem durch die Trocknung der Substrate 

verursachten Aktivitätsverlust der Peroxidase. Ein ähnlicher Effekt trat auf, wenn die 

Substrate nach dem Anbinden der SAPK und anschließendem Waschen nicht direkt 

weiterbehandelt wurden. Eine trockene Lagerung von nur wenigen Minuten resultierte oft 

schon in einer erheblich geringeren Silberabscheidung oder einer vollständigen Inaktivierung. 

Außerdem kam es bei Inkubationen, die länger als 7 min dauerten, zu keiner weiteren 

Silberabscheidung. Eine mögliche Ursache könnte der Verbrauch der Ausgangsstoffe sein. 

Eine Zugabe frischer Reaktionslösung führte nicht zu einer weiteren Metallabscheidung. 

Wahrscheinlich wird das Enzym durch das abgeschiedene Silber mit zunehmender Zeit 

immer stärker blockiert, bis eine Reaktion zwischen der Lösung und dem Enzym vollkommen 

unmöglich gemacht wird. 
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Eine weitere Signalverstärkung der durch die enzymatische Silberabscheidung geformten 

Silberkeime ist aber realisierbar. Das abgeschiedene Silber kann als Keim für eine zusätzliche 

autokatalytische Silberabscheidung dienen. Schwache Signale der enzymatischen 

Silberabscheidung können durch die autokatalytische Silberabscheidung weiter verstärkt 

werden, allerdings mit den beschriebenen Nachteilen einer geringeren Spezifität und einem 

erhöhten Hintergrundsignal. Die Kombination beider Silberabscheidungsreaktionen führt zu 

einer Erhöhung der Empfindlichkeit sowohl beim optischen als auch beim elektrischen 

Nachweis. 

 

4.3 Elektrische Auswertung von Biochips 

Eine Vielzahl von elektrischen und elektrochemischen Detektionsmöglichkeiten für DNA-

Chips sind in den letzten Jahren in der Literatur beschrieben worden (Drummond et al. 2003, 

Kerman et al. 2004). Dabei werden oft unterschiedlichste Voltammetrieverfahren verwendet, 

um die Bindung verschiedener Markierungen zu detektieren. Als Markierung werden 

metallischen Nanopartikeln (Wang et al. 2001) und redox-aktive Reportermoleküle 

(Hashimoto et al. 1994, Kelley et al. 1997, Armistead und Thorp 2000, Umek et al. 2001) 

eingesetzt. Eine Reduktion oder Oxidation dieser Markierungen dient zur Auswertungen 

solcher Tests. Enzyme können ebenfalls als Markierung verwendet werden. Dabei wird die 

Oxidation bzw. Reduktion eines Produktes der enzymatischen Reaktion nachgewiesen 

(Campbell et al. 2002, Albers et al. 2003, Nebling et al. 2004). Eine weitere Möglichkeit zur 

elektrischen Auswertung von Biochips sind kapazitive Messungen (Moreno-Hagelsieb 2004). 

Dabei werden ebenfalls Goldnanopartikel als Markierung verwendet. Die in dieser Arbeit 

vorgestellte resistive Auswertung von Biochips ist im Vergleich zu anderen Verfahren 

hinsichtlich des technischen Aufwands eine der einfachsten Formen einer elektrischen 

Detektion. 

Ein resistiver Nachweis ermöglicht es, sowohl einen qualitativen als auch einen quantitativen 

DNA-Nachweis durchzuführen. Für einen quantitativen Nachweis ist das Verhältnis von 

gemessenem Widerstand und der Verstärkungszeit von entscheidender Bedeutung. Geringe 

DNA-Konzentrationen sind auch gleichbedeutend mit einer geringeren Anzahl von Keimen 

für eine anschließende Silberabscheidung. Die Anzahl von Keimen bedingt wiederum, wie 

schnell es zu einem detektierbaren Signal auf dem ACED-Chip kommt. Je dichter die Keime 

zur Silberabscheidung auf der Oberfläche gebunden sind, umso schneller ist eine 
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Verringerung des gemessenen Widerstandes detektierbar. Dieses konnte in mehreren 

Versuchen gezeigt werden.  

Ein Problem könnte allerdings auf dem Chip auftreten, wenn unterschiedliche 

Konzentrationen mehrerer DNA-Proben detektiert werden sollen, die untereinander nur 

geringe Sequenzunterschiede aufweisen. Ein schwaches Signal könnte hierbei auf eine 

geringe Konzentration von Ziel-DNA hinweisen; es könnte sich jedoch auch um eine Probe 

mit ähnlicher Sequenz handeln, die nur unvollständig an die Fänger-DNA bindet und so zu 

einem schwachen Signal führt. Für einen DNA-Chip ist also nicht nur die Sensitivität 

entscheidet sondern auch eine hohe Spezifität. Da oft zwischen mehreren Proben mit 

ähnlicher Sequenz unterschieden werden muss. Dieses Problem zeigte sich bei der 

Bestimmung mehrerer PCR-Produkte beim Kitasatospora-Nachweis. Dabei kam es vereinzelt 

zu Unterscheidungsproblemen zwischen zwei Stämmen (K .cochleata und K .phosalacinea), 

wenn die ACED-Chips mit Mischungen unterschiedlicher PCR-Produkte inkubiert wurden. 

Dies war unerwartet, da es bei vorhergehenden Tests mit einem PCR-Produkt von einem 

Stamm pro Chip keine Unspezifitäten gab. Außerdem waren die gewählten Fängersequenzen 

im Array Tube™ (Clondiag, Jena, Deutschland) getestet worden und zeigten dort eine hohe 

Spezifität und eine klare Unterscheidung einzelner Stämme, auch bei der Inkubation mit einer 

Mischung von PCR-Produkten. Die erwähnten Unspezifitäten könnten somit auf suboptimale 

Hybridisierungsbedingungen zurückzuführen sein.  

Eine bessere Unterscheidung und genauere Ergebnisse sind möglich, wenn mehrere Chips 

unter verschiedenen Bedingungen mit der gleichen Probe inkubiert werden. Dadurch ergibt 

sich ein besseres Bild zum Bindungsverhalten der Proben-DNA auf dem Chip. Faktoren, die 

hierbei variiert werden könnten, sind vor allem Hybridisierungstemperatur und die Stringenz 

der Hybridisierungs- und Waschpuffer. Aus Kostengründen wäre es allerdings 

wünschenswert, möglichst wenige Versuche für eine eindeutige Bestimmung durchzuführen. 

Deshalb sollten die Sequenzunterschiede der einzelnen Fänger-DNA-Moleküle auf einem 

Chip möglichst groß sein. Außerdem könnte in weiteren Versuchen die Entwicklung eines 

hierarchischen Systems untersucht werden. Zur Gewinnung verlässlicher Daten aus einem 

Mikroarrayexperiment sind allerdings mehrere parallele Messungen nötig, um mögliche 

Fehler in einem einzelnen Versuch auszugleichen (de Brevern et al. 2004, Marshall 2004). 

Die Untersuchung von realen Bodenproben (unter Umständen sogar ohne vorherige PCR), 

wie sie mit dem Array Tube demonstriert werden konnte (Günther 2004, Günther et al. 2005), 

sollte in weiterführenden Untersuchungen getestet werden. Da im Array Tube und auf dem 

ACED-Chip die gleichen Fänger-DNA-Moleküle verwendet werden und die Markierung bei 
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beiden Systemen auf dem gleichen Prinzip beruht, sollte ein solcher Nachweis auch mit dem 

ACED-Chip möglich sein. 

Während der Nachweis von DNA bei dem Oligonukleotidtestsystem (NS 150) und beim 

Kitasatospora-Nachweis auf der Hybridisierung zweier komplementärer DNA-Stränge und 

anschließender Markierung basiert, konnten auch alternative Ansätze für einen resistiven 

Nachweis von Biomolekülen demonstriert werden. Auch hierbei kam es zu einer 

Hybridisierung. Die Markierung erfolgte aber erst danach durch den enzymatischen Einbau 

von biotinylierten Nukleotiden. Dabei wurde der auf der Oberfläche gebundene DNA-

Einzelstrang verlängert und mit Biotin markiert. Durch den Einsatz der enzymatische 

Strangverlängerung (Phage M13 Nachweis) kommt es zum Einbau einer Vielzahl von 

Biotinmolekülen und damit möglicher Bindestellen für Streptavidinkonjugate zur 

anschließenden Silberabscheidung. Durch diese Vielfachmarkierung sollte eine weitere 

Empfindlichkeitssteigerung des ACED-Nachweises realisierbar sein. Mit einem 

elektrochemischen Nachweis gelang Willner et al. die Detektion von Phage M13 DNA im 

femtomolaren Bereich (Willner et al. 2001). 

Beim demonstrierten SPM-Nachweis kommt es zwar nicht zum Einbau mehrerer 

Biotinmoleküle in den verlängerten DNA-Einzelstrang, allerdings ist mit diesem System ein 

einfacher SPM-Nachweis möglich. Auch mit dem klassischen Hybridisierungsansatz konnte 

eine Unterscheidung zwischen einer komplementären und einer Probe mit einem mismatch 

durchgeführt werden. Dabei sind aber die gewählten Inkubationsbedingungen entscheidend 

für den Erfolg des Nachweises. Beim SPM-Nachweis erfolgt die Differenzierung jedoch nicht 

über die Hybridisierungsbedingungen, sondern über den anschließenden enzymatischen 

Einbau eines biotinylierten Nukleotids. Somit können weniger stringente Bedingungen für die 

Hybridisierung gewählt werden. In weiterführenden Experimenten sollte die Empfindlichkeit 

des SPM-Nachweises auf dem ACED-Chip getestet werden. Bei gleicher Durchführung des 

Nachweises mit einer gravimetrischen Auswertung wurden Ziel-DNA Konzentrationen bis 

300 aM nachgewiesen (Willner et al. 2002). Die Sensitivität des Nachweises hängt stark von 

der Effektivität des enzymatischen Einbaues der biotinylierten Nukleotide ab. Bei einer hohen 

Effizienz dieser Markierungsreaktion sind ähnliche Nachweisgrenzen wie bei dem klassischen 

Hybridisierungsansatz auf dem ACED-Chip zu erwarten. 

Mit einer Goldabscheidung war es nicht möglich, vergleichbare elektrische Messwerte wie 

mit der Silberabscheidung zu erzielen. Ursache dafür war wahrscheinlich das sehr kompakte 

Wachstum der Partikel, das zu keiner vollständigen Überbrückung des Elektrodenspaltes 

führte. Außerdem konnte eine Beschädigung der einzelnen Elektroden beobachtet werden. 
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Dies war ausschließlich bei der Goldverstärkung der Fall. Solche Beschädigungen können den 

Chip stark verändern und so eine elektrische Detektion erschweren.  

Neben dem DNA-Nachweis konnte mit dem ACED-System auch der Aktivitätsnachweis 

eines Enzyms demonstriert werden. Die Verlängerung des DNA-Einzelstranges und der 

Einbau von biotinmodifizierten Nukleotiden kann indirekt auch als Nachweis für die Aktivität 

einer Polymerase genutzt werden. Es wurde gezeigt, dass dieses Prinzip auch auf die 

Telomerasereaktion ausgeweitet werden kann. Mit einer unterschiedlichen Anzahl von 

lysierten HeLa-Zellen wurden unterschiedliche Aktivitäten der Telomerase simuliert.  

Die Nachweisgrenze für den ACED-Chip lag bei der Verwendung eines biotinylierten 

Oligonukleotides (B150) und anschließender Markierung mit SGNP bei einer DNA 

Konzentration von ca. 5 pM. Hierbei war aber die Passivierung der Chips von entscheidender 

Bedeutung, da der Hintergrund die Sensitivität der ACED-Chips limitiert. Dabei erwiesen 

sich zwei Möglichkeiten der Passivierung als besonders effektiv: entweder die biologische 

Blockierung mit salmon sperm DNA und BSA oder die Verwendung von Chips mit 

strukturierter Siliziumnitridschicht. Außerdem musste auf allen Chips noch eine Blockierung 

mit Mercaptohexanol vorgenommen werden. Interessanterweise führte eine Kombination von 

biologischer und physikalischer Blockierung zu keiner weiteren Sensitivitätssteigerung. Eine 

physikalische Blockierung ist zwar aufwändiger in der Herstellung und muss in den 

Produktionsprozess der Chips integriert sein, ermöglicht dann aber ein schnelleres Arbeiten, 

da auf die zeitintensiven biologischen Passivierungsmethoden verzichtet werden kann. 

Eine zusätzliche Blockierung der Oberfläche durch die Immobilisierung eines 

nichtkomplementären Oligonukleotids wurde beobachtet. Eine Reduzierung des Widerstandes 

durch eine unspezifische Silberabscheidung wurde auf unmodifizierten Elektrodenspalten 

schneller detektiert als auf den mit nichtkomplementären Oligonukleotid modifizierten 

Messpunkten. Die Anbindung eines nichtkomplementären Oligonukleotids scheint die 

Oberfläche, auch auf den ACED-Chips, gegen die unspezifische Bindung von DNA-

Goldnanopartikel-Komplexen zu schützen (Csaki et al. 2001b). 

Mit Hilfe der enzymatischen Silberabscheidung war eine weitere Erhöhung der Sensitivität 

möglich. So konnten biotinylierte Oligonukleotide bis zu einer Konzentration von 500 fM 

nachgewiesen werden. Eine weitere Steigerung der Sensitivität scheint möglich, da die 

enzymatische Verstärkung immer mit der reduktiven Silberabscheidung kombiniert werden 

musste. Dadurch kam es auch zu einer erhöhten unspezifischen Abscheidung von Silber, die 

eine weitere Auswertung der Chips oft erschwerte. 
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Zusätzlich kann eine Sensitivitätserhöhung eines DNA-Nachweises durch eine Anreicherung 

der nachzuweisenden Biomoleküle erreicht werden. Dazu werden unter anderem 

Magnetbeads eingesetzt (Uhlen 1989, Olsvik et al. 1994, Wang et al. 2002, Nam et al. 2003). 

Durch den Einsatz von so genannten Bio-Bar-Code Nanopartikeln ist eine weitere Steigerung 

der Sensitivität möglich. Damit ist es gelungen, Ziel-DNA in einer Probe bis zu einer 

Konzentration von 500 zM nachzuweisen (Nam et al. 2004). Somit ist es möglich, auf PCR-

Reaktionen zur Erhöhung der Konzentration der Ziel-DNA zu verzichten. Diese Systeme 

demonstrieren die Möglichkeiten chipbasierter Biomolekülnachweise. 

Die Testung von alternativ hergestellten ACED-Chips zeigte, dass die Ergebnisse von den 

fotolithografisch hergestellten Chips auf die durch Screen Printing hergestellten Chips 

übertragbar waren. Dabei wurden sowohl Tests mit dem Oligonukleotidsystem als auch mit 

dem Kitasatospora-Nachweis durchgeführt. Der erfolgreiche elektrische DNA-Nachweis auf 

den Screen Printing Chips demonstriert, dass Substrate deutlich preiswerter hergestellt 

werden können. Ob die Vergrößerung des Elektrodenspaltes zu einem 

Empfindlichkeitsverlust des Systems führt, muss in weiterführenden Versuchen untersucht 

werden. Mit einem 20 µm großen Elektrodenspalt ist ebenfalls der Nachweis einer 500 fM 

DNA-Lösung gelungen (Park et al. 2002). Wahrscheinlich sind nur geringe Veränderungen zu 

erwarten, da die Spotgröße mit immobilisierter Fänger-DNA auf allen Chips die gleiche war. 

Somit wird Silber auf dem gesamten Spot abgeschieden. Der gemessene elektrische 

Widerstand ist jedoch auch von der Messstrecke abhängig. Bei einer vergrößerten 

Messstrecke werden erhöhte Widerstände bei gleichen Inkubationsbedingungen erwartet. 

Mit beiden getesteten Metallstrukturen konnten gute Ergebnisse erzielt werden. Die 

Platinelektroden waren in der mikroskopischen Analyse jedoch feiner strukturiert. Außerdem 

war es mit Platin möglich, kleinere Strukturgrößen herzustellen. Die relativ grobe Struktur der 

Goldelektroden führte zu einer erschwerten Auswertung der Chips, da Mikrorisse in den 

feinen Elektrodenstrukturen auftreten können. Bei einer enzymatischen Silberabscheidung 

kann dadurch nicht die gewohnt starke Reduktion des Widerstandes erzielt werden. Diese 

Mikrorisse konnten aber durch eine autokatalytische Silberabscheidung überbrückt werden, 

was zu den von den fotolithografisch hergestellten ACED-Chips bekannten Messwerten 

führte. Dabei muss beachtet werden, dass auf ein Blocken der Elektrodenflächen mit 

Mercaptohexanol verzichtet werden muss, da in diesem Fall eine verstärkte 

Silberabscheidung auf den Elektrodenflächen erwünscht ist. 

Die mit Screen Printing produzierten Chips ermöglichen parallel zur elektrischen Auswertung 

auch eine optische Auswertung, da Glas als Chipsubstrat verwendet wird. Dies erleichtert es, 
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mögliche Defekte in den Elektrodenstrukturen der Chips zu detektieren, wenn ein klares 

optisches Signal wahrgenommen wird, die gemessenen Widerstände jedoch nicht dem 

optischen Ergebnis entsprechen. Somit ermöglichen die Chips eine doppelte Auswertung und 

damit eine zusätzliche Kontrolle der Ergebnisse. 

Ein Aufbringen einer strukturierten Schutzschicht aus SiC oder Si3N4 konnte bisher auf den 

Screen Printing Chips nicht getestet werden. Jedoch waren die Metallstrukturen auf den 

Chips deutlich stabiler als auf den fotolithografisch hergestellten Chips, weshalb nur eine 

Passivierung der Oberfläche nötig war. Zum Passivieren der Oberfläche konnten auch die 

beschriebenen biologischen Oberflächenblockierungen verwendet werden, die auch zu den 

erwarteten Resultaten führten. Es sollte aber realisierbar sein, die Chips mit einer zusätzlichen 

isolierenden und passivierenden Schutzschicht zu überziehen, die nur über den 

Elektrodenspalten geöffnet ist. Da sich die Screen Printing Chips in allen durchgeführten 

Tests zum elektrischen Nachweis von DNA als geeignet erwiesen, stellen sie eine preiswerte 

Alternative zu herkömmlichen ACED-Chips dar. 

 

4.4 Automatisierung 

Für eine Anwendung von diagnostischen Nachweissystemen, vor allem im medizinischen 

Bereich, ist eine standardisierte und jederzeit reproduzierbare Durchführung von 

Experimenten wünschenswert. Um Fehler in der Handhabung und Bearbeitung der Tests 

weitgehend zu eliminieren, geht der Trend deshalb zu vollautomatisierten Analysesystemen.  

Erste Schritte zu einer Automatisierung der Inkubation der DNA-Chips wurden auch in dieser 

Arbeit demonstriert. Mit der vorgestellten Hybridisierungskammer ist eine Kontrolle der 

Inkubationsbedingungen möglich. Dabei können sowohl die Inkubationstemperaturen als 

auch die verwendeten Waschpuffer und Waschschritte über die jeweilige Programmierung 

individuell gesteuert werden. Mit den vorstrukturierten DNA-Arrays auf Glasobjektträgern 

konnte die Anwendbarkeit der beheizbaren Durchflusskammer demonstriert werden. Durch 

das einfache Design der Durchflusskammer ist eine Anpassung auf andere Arraydesigns 

realisierbar. Dazu muss lediglich die Geometrie des PDMS-Ringes verändert werden. 

Auf eine Silberabscheidung auf den gebundenen Goldnanopartikeln in der 

Hybridisierungskammer wurde verzichtet, da zu befürchten ist, dass es nach einigen 

Verstärkungsschritten zu einer starken unspezifischen Silberabscheidung kommt, die die 

Kammer unbrauchbar machen würde. Mit der enzymatischen Silberabscheidung ist jedoch 

auch eine Verstärkung in der Durchflusskammer denkbar. Von Vorteil wäre dabei, dass 
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ständig neue Verstärkungslösung über die Arrays gepumpt wird. Dadurch ist die 

Konzentration der Ausgangsstoffe in der Kammer konstant hoch, was zu einer 

gleichmäßigeren und schnelleren Verstärkung führt. Eine Anpassung der 

Hybridisierungskammer auf die ACED-Chips sollte in nachfolgenden Arbeiten realisiert 

werden. Dies erfordert eine neue Konstruktion der Kammer. Erste Ansätze zur Entwicklung 

von kostengünstigen und vor allem portablen Lösungen zur Durchführung von Bioassays mit 

Goldnanopartikelmarkierung und deren Auswertung sind bereits beschrieben (Sia et al. 2004). 

Außerdem sollte eine solche neu konstruierte Inkubationskammer eine Bewegung des 

Hybridisierungsansatzes während der Reaktion auf dem Chip beinhalten. Untersuchungen 

zeigten, dass eine aktive Hybridisierung zu einer deutlichen Empfindlichkeitssteigerung und 

zur besseren Reproduzierbarkeit der Ergebnisse führt (Schaupp et al. 2005). 

Für eine vollständige Automatisierung sind aber nicht nur die Inkubation der Chips und deren 

Auswertung nötig, wie sie im Rahmen dieser Arbeit zu Teilen gezeigt werden konnte. Von 

entscheidender Bedeutung ist bei der Analyse von realen Proben vor allem die 

Probenaufarbeitung. Bei DNA-Analyse ist dies die DNA-Isolierung, PCR und Markierung. 

Dafür wäre der Aufbau eines modularen Systems denkbar, der es ermöglicht, je nach 

durchzuführendem Nachweis einzelne Module miteinander zu kombinieren (Lee und Lee 

2004, Vilkner et al. 2004). Gerade im Bereich miniaturisierte chipbasierte PCR gibt es einige 

Entwicklungen, die eine solche Integration denkbar machen (Schneegaß und Köhler 2001, 

Auroux et al. 2004).  
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5.1 Zusammenfassung 

Mit dem chipbasierten resistiven DNA-Nachweis wurde in der vorliegenden Arbeit ein 

einfaches und robustes Detektionssystem für Biomoleküle entwickelt. Herzstück dieses 

Systems ist der ACED-Chip mit 42 Messpunkten. Jeder Messpunkt auf dem Chip besteht aus 

einem Spalt zwischen zwei Elektroden. Nach einer spezifischen molekularen 

Erkennungsreaktion werden im Spalt Reaktionskeime für eine reduktive Silberabscheidung 

immobilisiert. Eine anschließende Silberabscheidung überbrückt den Elektrodenspalt mit 

leitfähigem Material und führt so zu einer drastischen Reduzierung des elektrischen 

Widerstandes. Die Auswertung des ACED-Chips erfolgt mit einem speziell dafür 

konstruierten DNA-Chip-Reader. Dieser ermöglicht die semiparallele Auslese aller 42 

Messpunkte. Dadurch dauert die Auswertung eines Chips nur wenige Sekunden. Aufgrund 

der Robustheit des Nachweises konnte ein transportables Nachweisgerät realisiert werden, 

welches auch für den Einsatz außerhalb eines spezialisierten Labors geeignet ist.  

Neben seiner Robustheit und Eignung für einen Point-of-Care Einsatz sind die 

vergleichsweise geringen Kosten des resistiven DNA-Nachweises ein weiterer Vorteil. Da bei 

der Auswertung der ACED-Chips auf optische Elemente, wie sie normalerweise zur Auslesen 

von DNA-Chips verwendet werden, vollständig verzichtet wurde, sind die Kosten für den 

DNA-Chip-Reader mit ca. 500 € gering. Die aufwändige und kostenintensive Herstellung der 

Metallmikrostrukturen auf den ACED-Chips mittels fotolithographischer Methoden ist durch 

ein alternatives Verfahren ersetzt worden. Dabei werden die Strukturen mit Screen Printing 

auf den Chips erzeugt. Dadurch wurden die Herstellungskosten für die ACED-Chips auf ca. 

zwei Euro pro Chip reduziert. 

Eine Modifizierung der Oberflächen mit Organosilanen ermöglicht eine gezielte biologische 

Funktionalisierung der ACED-Chips. Zur definierten Anbindung der einzelnen Fänger-DNA-

Sequenzen kamen verschiedene Spottingverfahren zum Einsatz. Zur Unterstützung einer 

gezielten DNA-Immobilisierung wurde die Chipoberfläche zusätzlich mit mikrostrukturierten 

hydrophoben Organosilanschichten oder Si3N4-Schichten modifiziert. Einen 

Passivierungseffekt und somit eine Verbesserung der erzielten Ergebnisse für die ACED-

Chips konnte nur mit Si3N4-Schichten nachgewiesen werden. Alternativ können zur 

Passivierung der Substratoberflächen auch biologische Blockreagenzien, wie salmon sperm 

DNA und BSA, eingesetzt werden. Eine biologische Passivierung ist jedoch zeitintensiver als 

die Passivierung der Chips mit einer Si3N4-Schicht. Durch den gezielten Einsatz 
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verschiedener Passivierungsmethoden konnten mit dem ACED-Chip biotinylierte 

Oligonukleotide bis zu einer Konzentration von 5 pM nachgewiesen werden. 

Die spezifische Abscheidung von leitfähigem Material ist eine Grundvoraussetzung für den 

resistiven DNA-Nachweis. Zur Abscheidung von leitfähigem Material im Elektrodenspalt auf 

den ACED-Chips wurden zwei Verfahren eingesetzt. Eine autokatalytische 

Metallabscheidung nutzte gebundene Goldnanopartikel als Keime für eine 

Metallabscheidung. Dieses Verfahren ist sehr empfindlich gegenüber Spuren anderer Metalle 

und Salzreste auf dem Chip. Dadurch kommt es häufig zu einem starken, die Detektion 

erschwerenden, Hintergrund. Die Reaktion einer gebundenen Peroxidase wurde bei der 

enzymatischen Silberabscheidung genutzt. Dadurch konnte die Metallabscheidung vollständig 

von den Metallstrukturen auf dem ACED-Chip entkoppelt werden. Dies führte zu einem stark 

verringerten Hintergrundniveau und einer Steigerung der Sensitivität des resistiven DNA-

Nachweises. Die Empfindlichkeit für den Nachweis von Mit der enzymatischen 

Silberabscheidung konnten biotinylierten Oligonukleotide bis zu einer Konzentration von 

500 fM nachgewiesen werden. 

Die Metallabscheidung ermöglichte auch einen einfachen optischen Nachweis für 

Bindeereignisse auf DNA-Chips. Diese optische Detektion wurde vor allem zur Etablierung 

und Optimierung der Nanopartikelanbindung, Passivierung und Metallabscheidung genutzt.  

Ein genaues Studium der gebundenen Goldnanopartikel vor und nach der Metallabscheidung 

wurde mit dem AFM und REM durchgeführt. Außerdem können mit dem AFM die 

Oberflächen der Chips vor und nach den einzelnen Modifikationsschritten genau 

charakterisiert werden. Mit Hilfe des AFM wurde die von gebundenen Goldnanopartikeln pro 

µm2 bestimmt. Für 30 nm Goldnanopartikel-DNA-Komplexe wurde eine maximale 

Bedeckung von ca. 350 Partikeln pro µm2 ermittelt. 

 

Mit dem resistiven Nachweis konnten verschiedene Nachweise von Biomolekülen umgesetzt 

werden. Zur Testung des Nachweisprinzips und Protokolloptimierung kam ein Testsystem mit 

verschiedenen Oligonukleotiden zum Einsatz. Damit konnte sogar der Nachweis einzelnen 

mismatches demonstriert werden Durch den spezifischen Nachweis von PCR-Produkte 

einzelner Kitasatospora-Stämme wurde gezeigt, dass andere chipbasierte DNA-Nachweise 

problemlos auf den ACED-Chip übertragen werden können. Der ACED-Chip ist somit auch 

zur Klassifikation und taxonomischen Einordnung von Mikroorganismen einsetzbar. Bis zu 

10 µg/ml biotinmodifiziertem PCR-Produkt waren mit dem elektrischen DNA-Nachweis noch 

detektierbar. 
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Mit dem Nachweis von Phagen M13 DNA konnte ein weiterer Nachweis auf den ACED-Chip 

angepasst werden. Dabei wurde die zirkuläre Gesamt-DNA des Phagen auf den Chip 

hybridisiert. Bei der anschließenden Synthese des komplementären Doppelstranges Biotin 

integriert, an welches in einer nachfolgenden Reaktion Streptavidin-Goldnanopartikel für eine 

Silberabscheidung gebunden wurden. Neben dem Nachweis eines einzelnen mismatches mit 

einem synthetischen Oligonukleotidsystem und einem klassischen Hybridsierungsansatz 

konnte dieser Nachweis auch mit einer enzymatischen Strangverlängerung erzielt werden. 

Der Nachweis von Telomerasemolekülen auf dem ACED-Chip demonstrierte, die 

verschiedenen Einsatzmöglichkeiten eines resistiven Nachweises von Biomolekülen. Ein 

Nachweis anderer Biomoleküle aufgrund spezifischer Molekül-Molekül-Interaktionen ist 

ebenfalls denkbar.  

 

5.2 Ausblick 

Die Nachfrage nach immer schnelleren und kostengünstigeren Nachweisen von Biomolekülen 

hat in den letzten Jahren zu einer Vielzahl von unterschiedlichen Nachweismethoden geführt, 

die für eine Point-of-Care Anwendung geeignet sind. Wichtige Kriterien für die Entwicklung 

solcher Nachweissysteme sind dabei: die Entwicklung eines robusten und transportablen 

Systems zum vor-Ort-Einsatz, die einfache Bedienung und möglichst weitgehende 

Automatisierung des Nachweises, damit dieser auch von weniger qualifiziertem Personal 

durchgeführt werden kann, sowie die Entwicklung eines rentablen und kostengünstigen 

Detektionssystems. Neben den schon im Labor etablierten optischen Nachweisen wird 

deshalb auch eine Vielzahl alternativer Möglichkeiten entwickelt, z. B. gravimetrische und 

elektrochemische Detektionsverfahren. 

Der resistive Nachweis von Biomolekülen ist eine interessante Möglichkeit für die 

Etablierung eines neuartigen Point-of-Care Detektionssystems. Die Auswertung der ACED-

Chips erfolgt mit einem robusten und transportablen System. Durch die Herstellung der 

benötigten metallischen Mikrostrukturen mit Screen Printing können die Chipkosten deutlich 

gesenkt werden. Dieses günstige Herstellungsverfahren vereinfacht auch die Integration von 

mehr Messpunkten auf dem Chip, da Veränderungen im Chipdesign leicht vorgenommen 

werden können.  

Für eine diagnostische Anwendung ist eine kontinuierliche Messung der Widerstandswerte 

auf dem Chip wünschenswert. Dieses konnte schon bei einem ähnlichen Nachweissystem 

demonstriert werden (Diessel et al. 2004). Dadurch ist eine online-Detektion der Ergebnisse 
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möglich, dies führt zu schnelleren und genaueren Resultaten. Ebenfalls muss die Entwicklung 

der Automatisierung weiter vorangetrieben werden, um Fehler des Benutzers bei der 

Inkubation der Chips zu vermeiden. Im optimalen Fall sollte der Benutzer nur noch die zu 

untersuchende Probe in das Gerät geben und die Aufarbeitung, Inkubation und Auswertung 

laufen vollständig automatisiert ab.  

Aufgrund seiner Robustheit und Einfachheit hat der resistive Nachweis von Biomolekülen ein 

enormes Potential für eine Kommerzialisierung als Point-of-Care Nachweissystem. 

Außerdem eröffnet sich eine Vielzahl neuer Anwendungsmöglichkeiten durch die Anpassung 

des Detektionsverfahrens auf andere Biomolekülklassen. Dadurch ist die Erschließung völlig 

neuer Anwendungsgebiete für eine chipbasierte Diagnostik möglich. Neben der 

medizinischen Diagnostik sind z. B. auch Anwendungen in der Überwachung der 

Kontamination mit pathogenen Mikroorganismen in Lebensmitteln, Wasser und Luft denkbar. 
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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

Abb.   Abbildung 

ACED-Chip elektrisch auswertbarer DNA-Chip (Affinity Chip with Electrical 

Detection) 

AFM Rasterkraftmikroskopie 

Agac   Silberacetat 

APTES  3-Aminopropyltriethoxysilan 

bp Basenpaare 

BSA   Rinderserumalbumin 

CCD charge coupled devise 

cDNA   complementary DNA 

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid 

CVD chemical vapor deposition 

ddH2O   doppelt destilliertes Wasser 

dH2O   destilliertes Wasser 

DMF   N,N-Dimethylforamid 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

dNTP   Desoxynukleosid-5´-triphosphat 

DTT 1,4-Dithiothreit 

E. coli   Escherichia coli 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

et al.   et alii: und andere 

GOPS   3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan 

Lsg. Lösung 

nt Nukleotid 

Nukleotidbasen A Adenin 

 G Guanin 

 C Cytosin 

 T Thymidin 

 U Uracil 

OD   Optische Dichte 

ODTS   Octadecyltrichlorsilan 
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PB   Phosphatpuffer 

PBS Phosphat Buffered Saline 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 

PDC   p-Phenylendiisothiocyanat 

PDMS Polydimethysiloxan 

PFDTS  1H, 1H, 2H, 2H – Perfluorodecyltrichlorsilan 

pH   pH-Wert 

QCM   Quartz Crystal Microbalance 

rDNA ribosomale DNA 

rpm Umdrehung pro Minute (rounds per minute) 

REM Rasterelektronenmikroskopie 

SAM self assembeled monolayer 

SAPK Streptavidin-Peroxidase-Konjugat 

SDS Natrium-Dodecyl-Sulfat 

SGNP Streptavidin-Goldnanopartikel 

SNP   Single Nucleotid Polymorphism 

SSC   Natriumcitratpuffer (sodium salt citrate) 

SSPE Sodium chloride, Sodium phosphate dibasic, 

Ethylenediaminetetraacetic acid, Dodecyl sodium sulfate 

Tm Schmelztemperatur 

Tab.   Tabelle 

TRIS 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 

Triton X Polyethylenglycol-tert-octylphenylether 

UV Ultraviolett 

v/v Volumen / Volumen 

z. B. zum Beispiel 

z. T.  zum Teil 
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TABELLEN 

Tab. 6: Chemikalienliste 

Name Reinheitsgrad Hersteller 
1,4 Dithiothreitol für Molekularbiologie Roth 
1-Aminopropan-2-ol, 
Dipropylenglycolmonomethylether, 
Isomerengemisch (Remover) 

 Clariant 

1H, 1H, 2H, 2H – Perfluorodecyltrichlorsilan  > 97 % Lancaster 
1-Mercaptohexanol reinst, > 97 % Merck 
3-Aminopropyltriethoxysilan reinst, ~ 96 % Fluka 
3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan  97% Fluka 
Azeton zur Analyse  Merck 
Ammoniak 25 % zur Analyse Sigma 
Benzophenon 99% Merck 
Borsäure für Molekularbiologie Merck 
Cetyltrimethylammoniumbromid reinst Aldrich 
Citronensäure- Monohydrat zur Analyse Roth 
di-Kaliumhydrogenphosphat wasserfrei, zur Analyse Aldrich 
Dimethylsulfoxid 99,7% Roth 
di-Natriumhydrogenphosphat zur Synthese, reinst Merck 
EDTA zur Analyse Merck 
EGTA für Molekularbiologie, 

> 99 % 
Fluka 

EnzMet (Silver enhancement)  Nanoprobes 
Essigsäure 100 % (Eisessig), reinst Sigma 
Ethanol 96 % reinst  Merck 
Ethanol für Molekularbiologie Merck 
Ethanolamin 99% Fluka 
Extravidin-Goldnanaopartikel 10 nm  Sigma 
Glycerin zur Analyse Merck 
Gold-Kolloid Lösung (unkonjugiert, 15, 30, 60 nm)  Plano 
Hydrochinon 99% Fluka 
Hydroxylaminhydrochlorid 99% Fluka 
Kaliumchlorid zur Synthese, reinst Roth 
Kaliumdihydrogenphosphat für Molekularbiologie Fluka 
Kaliumhydroxid 99% Roth 
LI-Silberfärbungs-Kit, SEKL 15  Plano 
Methanol zur Analyse  Merck 
Molekularsieb 4A  Roth 
N,N -Dimethylformamid reinst, > 99 % Aldrich 
NADH 98% Sigma 
Natriumdihydrogenphosphat zur Analyse Merck 
Natrium reinst Fluka 
Natriumacetat-Trihydrat reinst Merck 
Natriumchlorid für Molekularbiologie Merck 
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Natrium-Dodecylsulfat ultrapur 99,9 % Roth 
Natriumhydrogencarbonat zur Synthese, reinst Merck 
Natriumhydroxid 99% Merck 
N-Succinimidyl 3-maleimidopropionat 98% Fluka 
Octadecyltrichlorsilan reinst Fluka 
Phenol zur Synthese, reinst Aldrich 
p-Phenylendiisothiocyanat  reinst, > 98 % Fluka 
Pyridin reinst, > 99 % Aldrich 
R-Gent Silberverstärkung  Aurion 
Rotisol  Roth 
Salpetersäure 65 % zur Analyse Merck 
Salzsäure 37% zur Analyse Merck 
Schwefelsäure 96% Roth 
Silberacetat 99% Merck 
Silbernitrat 99,5% Merck 
Silicon Elastomer Sylgard 184  Dow 

Corning 
Silver Enhancer Kit  Sigma 
Streptavidin-Goldnanaopartikel 1, 5, 15, 20 nm  Plano 
Tetrachlorogoldsäuretrihydrat 99,9% Sigma 
Toluol zur Analyse   Roth 
tri- Natriumcitrat-Dihydrat für Molekularbiologie, 

> 99 % 
Merck 

tri-Natriumcitrat-Dihydrat 1 kg Roth 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan purissimum, >99,5 % Roth 
Triton X-100 zur Analyse Fluka 
Tween20 zur Analyse Fluka 
Wasserstoffperoxid 30 % zur Analyse Merck 
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Tab. 7: Mehrkomponentige Lösungen und Puffer 

Puffer Zusammensetzung Quelle 
0,1 M Natriumphosphat-
puffer pH 7,0 (PB) 

1 M Na2HPO4 (57,7 ml) / 1 M 
NaH2PO4 (42,3 ml) pro 1000 ml 

Sambrook et al. 1989 

0,1 M Natriumchlorid / 
Natriumphosphat-Puffer 

0,1 M Natriumchlorid, 10 mM 
Natriumphosphat-Puffer pH 7,0 

Storhoff et al. 1998 

20 x SSC-Puffer 3 M Natriumchlorid, 0,3 M 
Natriumcitrat, pH mit NaOH 
eingestellt 

Sambrook et al. 1989 

20 x SSPE-Puffer pH 7,4 175,3 g Natriumchlorid, 27,6 g 
Natriumdihydrogenphosphat, 7,4 
g EDTA, in 1000 ml dH2O mit 
NaOH pH 7,4 einstellen 

Sambrook et al. 1989 

TRIS-Hydrochlorid (pH 7,4 
/ 7,6 / 8,0) 

1 M TRIS, Salzsäure Sambrook et al. 1989 

10 x PBS pH 7,4 8 g Natrimchlorid, 0,2 g 
Kaliumchlorid, 1,44 g di-
Natriumhydrogenphosphat, 0,24 
g Kaliumhydrogenphosphat auf 
800 ml dH2O, mit HCl pH auf 
7,4 einstellen und auf 1000ml 
mit dH2O auffüllen 

Sambrook et al. 1989 

Waschpuffer 5 mM EDTA, 20 mM Tris HCl 
pH 8, 0,03 % Tween 20, 2 M 
NaCl 

 

Citratpuffer pH 3,8 23,5 g tri-Natriumcitrat-
Dihydrat, 25,5 g Citronensäure-
Monohydrat in 850 ml dH2O, pH 
3,8 mit Citronensäure einstellen 

Hacker et al. 1988 

10 x Telomerisationspuffer 200 mM Tris HCl pH 8,3, 100 
mM MgCl2, 10 mM EGTA, 0,5 
% Tween 20 

Willner et al. 2003 

10 x Polymerisationspuffer 200 mM Tris HCl pH 8,5, 15 
mM MgCl2, 6,3 mM KCl, 10 
mM EGTA, 0,5 % Tween 20 

Willner et al. 2001 

0,1 M Carbonatpuffer 0,1 M NaHCO3, 0,1 M Na2CO3  
50 x Denhardt´s Reagenz 1 % Ficoll 400, 1 % 

Polyvinylpyrrolidon, 1 % BSA 
in dH2O 

Sambrook et al. 1989 

Blockpuffer 5 x Denhardt´s / 10 mM 
Natriumphosphat pH 7,0 in 6 x 
SSC 
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Tab. 8: Geräte 

Probenbearbeitung - Plasmaätzen RIE 488-2M (Semtech Instruments GmbH, Berlin) 

- Plasmastripper Plasma System 200-G (Technics Plasma GmbH, 

München) 

- PECVD Plasmox 1 (Plasmo, München) 

- Thermomixer Comfort (Eppendorf GmbH, Köln) 

- Heizblock T15 

- Hybridisierungsofen HB-1000 (UVP Inc., Upland, CA, USA) 

- Spotter Autodrop System (Microdrop Technologies GmbH, 

Norderstedt) 

- Spotter SpotBot (TeleChem International Inc., Sunnyvale, CA, 

USA) 

Charakterisierung - Spektrophotometer Nanodrop ND-1000 (NanoDrop 

Technologies Inc., Wilmington, NC, USA) 

- Spectrophotometer V-530 (Jasco, Maryland, MD, USA) 

- Randwinkelmessplatz OSC 20 (DataPhysics Instruments 

GmbH, Filderstadt) 

- Jenatech Mikroskop (Carl Zeiss GmbH, Jena) 

- Axiotech 100 Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss GmbH, Jena) 

mit CCD Kamera Sensicam (PCO, Kehlheim) 

- Digital Scanning Mikroskop DCM 960 (Carl Zeiss GmbH, 

Jena) 

- Rasterelektronenmikroskop Jeol JSM 6700 F (Jeol Europe 

B.V., Zaventem, Belgien) 

- Rasterkraftmikroskop Nanoscope III Controller mit Messkopf 

Dimension 3100 (Digital Instruments, Santa Barbara, CA, 

USA) 

- Spannungsquelle SourceMeter 2400 (Keithley Instruments, 

Inc., Cleveland, OH, USA) 

- DNA-Chip-Reader (IPHT, Jena) 

Datenauswertung - Grauwertanalyse der optischen Aufnahmen Software Image J 

1.33 (http://rsb.info.nih.gov/ij/) 

- Steuerung, Datenaufnahme und Datenverwaltung vom 
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Nanoscope III: SPM 5.12R2 (Digital Instruments, Santa 

Barbara, CA, USA) 

- Steuerung, Datenaufnahme und Datenverwaltung vom 

Nanodrop ND-1000: NanoDrop 3.0.0 (Ocean Optics, Duiven, 

Niederlande) und Nanoscript 

 

 

Tab. 9: Übersicht gemessener Randwinkel auf unterschiedlichen Oberflächen 

Oberfläche Modifikation Randwinkel 

SiO2 gereinigt 19,5° ± 1,5°

SiO2  aktiviert (Plasmaätzen) 5,4° ± 3,1°

SiO2 GOPS 66,7 ± 4,1°

SiO2 APTES 56,2° ± 3,8°

SiO2 ODTS 102,3° ± 6,1°

SiO2 PFDTS 113,6° ± 4,3°

Si3N4 gereinigt 54,2° ± 1,8°

Si3N4 aktiviert (Plasmaätzen) 27,° ± 2,5°

Si3N4 GOPS 63,4° ± 1,9°

SiC gereinigt 75,5° ± 2,3°

SiC aktiviert (Plasmaätzen) 14,3° ± 0,4°

SiC GOPS 65,8° ± 4,8°
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