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Abbildung 4. Energieprofil der Gasphasenreaktion von Benzol mit C,Hy'
ausgehend von der m-Komplexbildung und dem folgenden Ubergangszu-
stand zum o-Komplex; E(Benzol +rBu")=Nullpunkt. Die obere Kurve
reprasentiert die Nullpunktenergien (=gute Nidherung an die relativen
Enthalpien); zusétzlich sind die potentiellen Energien angegeben.

Unsere Resultate sind in Ubereinstimmung mit jenen der
Gasphasen-EAS mit Alkylkationen, die auf der Basis massen-
spektrometrischer!''%l und radiolytischer Methoden!'”! erhal-
ten wurden. Holman und Gross zeigten, dass die o- und -
Komplexe als ineinander umwandelbare Spezies koexistieren
konnen, wobei die Existenz der n-Komplexe fiir Reaktionen
mit groBen Carbokationen wie Butyl- und Pentylkationen
eindeutig wird.l"*] Die betrichtliche n-Komplexstabilisierung
(hier etwa 10 kcalmol~!) hat auch Bedeutung fiir die Bildung
von Intermediaten in enzymatischen Reaktionen.! Fiir kon-
densierte Systeme ist anzumerken, dass tiber die Existenz der
n-Komplexe nur bedingt auf der Grundlage der Gasphasen-
chemie ionischer Elektrophile entschieden werden kann. Die
umfangreichen indirekten Beweise, die Olah® vorlegte, sind
aber ein bedeutender Hinweis fiir die Existenz von -
Komplexen auch in Losung, d.h., wir kénnen durchaus von
einer qualitativen Ahnlichkeit der Strukturbildung in der Ion-
Molekiilreaktion (Gas) und beim entsprechenden elektro-
philen Angriff in bestimmten Reaktionslosungen ausgehen.
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Ligandendesign und Biokonjugation
kolloidaler Gold-Nanopartikel**

Andrea Schroedter und Horst Weller*

Die Verkniipfung von anorganischen Nanopartikeln mit
biologischen Molekiilen hat in jlingster Zeit ein rasch
expandierendes Forschungsgebiet geschaffen, in dem zahlrei-
che Aspekte der Biosensorik, der medizinischen Diagnostik
und Wirkstoff-Freisetzung bis hin zu grundlegenden Unter-
suchungen im Bereich der sich selbstorganisierenden Nano-
elektronik behandelt werden.['l Als ein prominentes Beispiel
sei hier die Markierung biologischer Substrate mit Edel-
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metall-Nanopartikeln oder fluoreszierenden Halbleiterteil-
chen genannt.>? Entscheidend fiir die Herstellung solcher
Konjugate aus Nanopartikeln und Biomolekiilen ist die
Entwicklung einer Oberflichenchemie der Nanopartikel, bei
der die stabilisierenden Liganden fest mit dem Nanopartikel
verankert sind und endsténdige funktionelle Gruppen haben,
die selektiv fiir biochemische Kupplungen zur Verfiigung
stehen. Haufig geschieht die Anbindung an die Partikelober-
fldche iiber Thiolgruppen.*-%! Im Falle von Gold-Nanoparti-
keln lasst sich hier ein sehr einfacher Weg realisieren, indem
man thiolierte DNA quasi als Ligand verwendet.’'! In den
meisten Fillen reicht aber eine einfache Ligandenbindung an
der Teilchenoberfliche nicht aus, um eine dauerhafte Ver-
kniipfung zu bewerkstelligen. Vielmehr stellt sich ein Gleich-
gewicht ein, bei dem ein stetiger Ligandenaustausch erfolgt.
Um dies zu verhindern, wird héufig eine Schale aus Silicium-
dioxid iiber die Sol-Gel-Technik um das eigentliche Teilchen
aufgebaut,!''" und die nach auBen zeigenden Verkniipfungs-
gruppen werden als funktionalisierte Alkoxysilane wéahrend
des Polykondensationsprozesses aufgebracht.['>19 Man erhalt
dabei relativ kompakte Silicathiillen und eine dichte Bele-
gung der Oberfliche mit Kupplungsgruppen.

In einer ideal gestalteten Oberfldche sollte die Zahl der
Verkniipfungsgruppen einstellbar sein, und man sollte zusétz-
liche inerte funktionelle Gruppen einbauen, die die Loslich-
keit und das Oberflichenpotential der Teilchen bestimmen.
Die Ankergruppen der Liganden sollten auf der Kristallit-
oberfliche moglichst fest haften, und die Liganden sollten
untereinander kovalent vernetzt sein, um dadurch eine
Austauschdynamik vollstdndig zu unterdriicken. Die Kristal-
litoberfldche sollte zudem dicht belegt sein, damit alle freien
Valenzen terminiert sind. SchlieBlich ist es wiinschenswert,
dass die Dicke der gesamten, in sich vernetzten Ligandenhiille
gering ist, um den Masseanteil des eigentlichen Nanopartikels
moglichst hoch halten zu konnen.

Wir wollen im Folgenden einen Syntheseweg fiir eine derart
optimierte Ligandenhiille beschreiben und exemplarisch die
Kupplung an Biotin und die Konjugatbildung der biotinylierten
Teilchen mit Avidin darstellen. Aufgrund der hohen chemi-
schen Resistenz haben wir diese Synthese zunichst fiir Gold-
Nanopartikel entwickelt, erste Versuche zeigen jedoch, dass
dieser Weg auch auf Halbleiter-Nanopartikel tibertragbar ist.

Der schematische Aufbau der Ligandenhiille ist in Abbil-
dung 1 gezeigt. Zunéchst wurden Gold-Nanopartikel durch

1. Partikelsynthese 2. Aufbau der Ligandenhdille
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Abbildung 1. Aufbau der Ligandenhiille.
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Reduktion von KAuCl, mit NaBH, in Propanol in Gegenwart
des Liganden 3-Sulfanylpropyltrimethoxysilan 1 hergestellt.

OR OR OR OR OR
RO-$-OR  RO-Sj-OR  Me-SiMe  RO-S-OR  RO-Sj-OR
HS H,N H,N Me,N 4 MeP Oy _

1 2 3 a 5

Man erhiilt hierbei Partikel mit einem mittleren Durchmesser
von etwa 2.2 nm und einer Standardabweichung von 21 %.
Die Thiolgruppe des Liganden 1 bindet sehr fest an die
Teilchenoberfliche, und die Trimethoxysilyl-Gruppe erlaubt
weitere Funktionalisierung und Quervernetzung der Ligan-
den. Wurde die dazu nétige Polykondensation in Gegenwart
von tiberschiissigem Aminopropyltrimethoxysilan 2 durch-
gefiihrt, so erfolgte unter unseren Bedingungen eine relativ
rasche Koagulation. Dies ldsst darauf schlieBen, dass die
Trialkoxysilylgruppen der Liganden 1 und 2 ausgedehnte
interpartikuldre Netzwerke gebildet haben. Wir konnten
diesen Koagulationsschritt vermeiden, indem wir die Poly-
kondensation in Gegenwart von 3-Aminopropyldimethyl-
ethoxysilan 3 durchfiihrten. Ligand 3 hat nur eine konden-
sierbare Alkoxygruppe und wirkt somit im Polykonden-
sationsprozess terminierend. Als Ergebnis erhilt man einen
Niederschlag hydrophiler Kolloide, die sich in H,O 16sen
(klare Losung). Die Partikel konnen mit Propanol gewaschen
und wieder in H,O redispergiert werden. Abbildung 2 zeigt
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Abbildung 2. TEM-Aufnahme der silicatbeschichteten und aminofunk-
tionalisierten Gold-Nanokristalle und das zugehorige Histogramm.
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eine Transmissionselektronenmikroskopieaufnahme und das
dazugehorige Histogramm. Man erkennt kristalline gut von-
einander getrennte Partikel, der Mindestabstand zwischen
den Teilchen betrigt etwa 1.5 nm, was ziemlich genau der
Lénge von zweimal der Summe aus Ligand 1 und 3 entspricht.
Das bei Gold héufig auftretende Phinomen, dass auflen-
stindige Aminliganden an die Oberfliche eines zweiten
Teilchens binden und so zur Koagulation fiihren,'”! wird
offenbar durch die vernetzten Liganden verhindert. Hierfiir
spricht auch das Absorptionsspektrum (Abbildung 3), in dem
sich eine interpartikuldre Bindung durch eine zusitzliche
Bande bei 4> 600 nm zeigen wiirde. Das IR-Spektrum der
gereinigten Partikel zeigt alle erwarteten Schwingungen der
gekoppelten Ligandenhiille und ist mit den jeweiligen Zu-
ordnungen in den Hintergrundinformationen gezeigt.

Wir haben die Zahl der frei zugidnglichen Amingruppen an
der Oberfldche der Partikel mithilfe des Fluoreszenzindika-
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Abbildung 3. UV/Vis-Spektrum einer kolloidalen Losung der silicatbe-
schichteten und aminofunktionalisierten Gold-Nanopartikel in Wasser.

tors Fluorescamin bestimmt.'*""1 In Abbildung 4a ist die
Menge Amins — umgerechnet in Zahl pro Goldpartikel — als
Funktion der bei der Polykondensation zugegebenen Menge
des Liganden 3 gezeigt. Man erkennt, dass schon bei relativ
geringen Konzentrationen von 3 bereits 3-4 Aminoliganden
pro Teilchen nachweisbar sind und die Erhohung der Kon-
zentrationen von 3 nur zu einer geringen Zunahme der
detektierbaren Aminliganden fiihrt. Aufgrund des relativ
geringen Raumbedarfs der gewihlten Liganden ist eine
derartig kleine Zahl von Aminogruppen pro Teilchen schwer
verstandlich, vielmehr dréngt sich der Verdacht auf, dass die
Aminopropylgruppe bei der Polykondensation nicht nur so
eingebaut wird, dass die Aminogruppen nach aullen zeigen,
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Abbildung 4. Anzahl der mit Fluorescamin bestimmten Aminogruppen
pro Partikel (n,) a)in Abbhingikeit der wihrend des Kondensations-
schrittes eingesetzten Konzentration von 3 und b) in Abhéngigkeit von der
2-Sulfanylethanol-Konzentration. Diese Verbindung wurde als zusétzlicher
Ligand vor dem Kondensationsschritt mit 3 zugesetzt.
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sondern auch eine Riickbindung an die Teilchenoberfldche
erfolgt. Dies ist leicht verstdndlich, da die volumindsen
Trimethoxysilylendgruppen, des urspriinglich eingesetzten
Liganden 1, eine vollstindige Bedeckung der Goldpartikel
mit Thiolatgruppen verhindern. Aminogruppen, die riickge-
bunden an der Teilchenoberfliche fixiert sind, lassen sich
natiirlich nicht mit Fluorescamin nachweisen, da dieses
Molekiil nur mit freien priméren Aminen reagiert und kaum
bis an die Teilchenoberfldche gelangen kann.

Um den Aminoriickbindungsprozess zu untermauern und
gegebenenfalls zu verhindern, haben wir wihrend der Poly-
kondensation zusitzlich den kurzkettigen Liganden 2-Sulfa-
nylethanol zugegeben. Ziel war es, die vom Liganden 1 an der
Partikeloberfldche freigelassenen Koordinationsstellen zu
blockieren und somit die Aminoriickbindung zu verhindern.
In Abbildung 4b ist wiederum die Zahl der mit Fluorescamin
detektierbaren Aminogruppen, diesmal als Funktion der 2-
Sulfanylethanolkonzentrationen gezeigt. Man erkennt hier
sehr deutlich, dass die 2-Sulfanylethanol-Molekiile die Ami-
nogruppen sozusagen nach auflen zwingen.

Mit der bisher beschriebenen Synthese erhilt man wasser-
losliche Nanopartikel mit einer fest gebundenen Liganden-
hiille und nach auBlen zeigenden Aminogruppen, welche sich
hervorragend fiir Kupplungen mit biologischen Molekiilen
eignen. So ldsst sich z.B. die Aminogruppe mit dem akti-
vierten Ester des Biotins umsetzen,2*22 einem Molekiil, das
mit herausragender Selektivitdt und Spezifitit mit Avidin-
proteinen konjugiert. Die Biotin-Avidin-Kupplung stellt ein
lehrbuchhaftes Beispiel fiir das molekulare Schliissel-Schloss-
System bei Lebensprozessen dar. Bei den Nanopartikeln
ergibt sich allerdings mit zunehmendem Grad der Biotinylie-
rung das Problem, dass die zundchst durch Aminogruppen
hydrophile Partikeloberfliche immer stirker hydrophob wird
und die biotinylierten Teilchen in wésseriger Umgebung
allméhlich ausfallen. Wir haben dieses Problem dadurch
gelost, dass wir wihrend des Polykondensationsschrittes
auBer dem Liganden 3 noch den mit einer quartdren
Ammoniumgruppe funktionalisierten Liganden 4 beige-
mischt haben. Quartire Ammoniumgruppen lassen sich nicht
mit Biotin verkniipfen, sondern bewirken nur im gesamten
verfiigbaren pH-Bereich eine positive Oberflachenladung der
Partikel und sorgen so auch bei der Biotinylierung der
Aminoliganden fiir die gewiinschte Wasserloslichkeit der
Teilchen. Uber das Verhiltnis von Ligand 3 und 4 kann die
Zahl der Kupplungsgruppen an der Oberfliche eingestellt
werden.

Fiir eine mogliche Ankupplung negativ geladener Bio-
molekiile wie DNA lisst sich Ligand 4 gegen § austauschen,
wodurch die Oberflichenladung der Partikel insgesamt negativ
wird und eine Koagulation verhindert wird. Erste Experimente
mit DNA konnten erfolgreich durchgefithrt werden und
werden in einem kommenden Artikel beschrieben.

Um die Konjugatbildung der biotinylierten Partikel nach-
zuweisen, haben wir fluoreszenzmarkiertes Avidin mit unter-
schiedlichen Mengen an biotinylierten Partikeln versetzt. Die
sich bildenden Konjugate haben eine so grofe Molmasse, dass
sie leicht durch Zentrifugieren aus der Losung abgetrennt
werden kénnen. Die Fluoreszenzintensitit im Uberstand ist in
Abbildung 5 als Funktion der zugegebenen Menge biotiny-
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Abbildung 5. Abnahme der Fluoreszenz durch FITC-Avidin im Uberstand
nach dem Zentrifugieren der Mischungen von FITC-Avidin mit bio-
tinylierten und unbiotinylierten Partikeln als Funktion des molaren
Partikel/Avidin-Verhiltnisses.

lierter Partikel dargestellt. Auf der x-Achse ist das Verhéltnis
von biotinylierten Partikeln zu vorgelegtem Avidin angege-
ben. Man erkennt, dass bereits ab etwa 2 Goldpartikeln pro
Avidin die Fluoreszenzintensitit im Uberstand auf etwa 20 %
des urspriinglichen Wertes abgesunken ist, was auf eine
spezifische Ankupplung schlieen ldsst. Dass die Fluoreszenz-
intensitdt nicht gidnzlich zuriickgeht, ldsst vermuten, dass
entweder ein Teil des Avidins nicht kupplungsfihig ist, ein
gewisser Prozentsatz der Konjugate durch das Zentrifugieren
nicht abgetrennt werden konnte oder eine kleine Menge der
Fluoreszenzsondenmolekiile als Monomere und nicht an
Avidin angekuppelt vorliegen. Als Blindexperiment haben
wir einer identischen Avidinvorlage die entsprechende Menge
der nicht biotinylierten, aber ansonsten identischen Goldpar-
tikel zugesetzt. Man beobachtet eine schwache Abnahme der
Fluoreszenz nach dem Zentrifugieren, was wir durch einen
geringen Anteil unspezifischer Adsorption erkliren.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass wir erstmalig eine
Synthese fiir funktionalisierte Nanopartikel vorgestellt haben,
die es erlaubt, die Ligandenhiille bei minimaler Dicke
kovalent zu verkniipfen und somit statisch an die Teilchen-
oberfldche zu binden. Dariiber hinaus konnte die gesamte
Ligandenhiille endstdndig zur Losung mit einer frei wéhlba-
ren Anzahl von funktionellen Kupplungsgruppen versehen
werden und gleichzeitig Loslichkeit und Oberflichenladung
durch zusitzliche kovalent gebundene Hilfsliganden einge-
stellt werden. Sowohl vor wie nach der Biotinylierung waren
die derart oberflichenmodifizierten Partikel iiber Monate
stabil und zeigten keine Anzeichen von Koagulation. Die
hervorragende Eignung zur spezifischen Biokonjugatbildung
zeigte sich in der Biotin-Avidin-Kupplung.

Experimentelles

Alle genutzten Chemikalien waren vom hochsten verfiigbaren Reinheits-
grad und wurden von Merck, Sigma, Aldrich, Fluka und ABCR bezogen.
Das Millipore-Wasser wies einen spezifischen Widerstand von 18.2MQ cm
auf.

UV/Vis-Absorptionsspektren wurden mit einem Varian Cary 50 Einstrahl-
spektrometer aufgenommen. Fluoreszenzspektren wurden bei Raumtem-
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peratur mit einem FluoroMax-2 ISA Instruments Inc. Fluoreszenzspek-
trometer gemessen. Hochauflosende transmissionselektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen wurden mit einem Phillips CM 300 UT Mikroskop
angefertigt, das mit einer LaBg-Kathode bei 300 KV arbeitet und mit einem
EDX Detektor und einer CCD-Kamera Typ Gatan 694 ausgestattet ist.

Partikelsynthese: Fiir die Synthese der mit 1 stabilisierten Gold-Nanokris-
talle wurde KAuCl, in Gegenwart von 1 mit NaBH, reduziert. Dafiir wurde
1.5 mg KAuCl, erst in 80 uL H,O und dann in 20 mL 2-Propanol gelost und
unter Rithren 0.58 uL 1 und 0.2 mg NaBH, (in 240 pL H,O gelost)
zugegeben. Im nidchsten Schritt wurde die Oberfldche der entstandenen
2.2 nm groBen Gold-Kolloide in Anwesenheit verschiedener Alkoxysilane
kondensiert.

Fiir die Aminofunktionalisierung wurden jeweils zu einem 20 mL-Reak-
tionsansatz x pL. 3 (x uL (entspricht c¢(3) im Reaktionsansatz); 0.01 uL
(2.7 um); 0.1 pLL (27 um); 1 pL (270 pm); 10 pL (2.7 mm)) mit trockenem
DMF jeweils auf ein Volumen von 10 pL verdiinnt, 40 pL einer 50-proz.
Methanollosung von 4 und 1.5 mL 25-proz. NH;-Losung zugegeben und
16 h geriihrt. Der resultierende kolloidale Niederschlag wurde jeweils
dreimal in Propanol gewaschen und in 10 mL H,O redispergiert. Die
Anzahl der NH,-Gruppen wurde von derart gereinigten Solen bestimmt.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Oberfldche der Goldpartikel
vor dem Kondensationsschritt mit 2-Sulfanylethanol geschiitzt. Direkt
nach dem Reduktionsschritt wurde zu je 20 mL Kolloidlosung x puL 2-
Sulfanylethanol (x pL (entspricht ¢ im Reaktionsansatz); 0.14 uL (100 um);
0.42 pL (300 pum); 0.84 uL (600 pm); 1.26 pL (900 um)) zugefiigt und dann
mit 10 pL 3 und 1.5 mL 25-proz. NH;-Losung kondensiert. Die Kolloide
wurden wie oben gereinigt und in 10 mL H,O gelost.

In einem Vergleichsexperiment wurde den fertigen Kolloidlosungen nach
Préparation der Hiille entsprechende Mengen 2-Sulfanylethanol zugesetzt
und die Anzahl der NH,-Gruppen bestimmt. Es wurde keine Erhohung
festgestellt.

Nachweis der NH,-Gruppen mit Fluorescamin: Zu jeweils 600 uL der
gereinigten Kolloidlésungen wurden 400 pL H,O, 1 mL 50 mm Boratpuffer
(pPH9) und 100 pL einer Fluorescaminlosung (2.8 mg in 1 mL Aceton)
gegeben und 30 min geriihrt. Absorptionsspektren und Emissionsspektren
(Aex=390 nm) wurden von den auf 1/5 verdiinnten Losungen aufgenom-
men.

Die Synthese der negativ geladenen, aminofunktionalisierten Gold-Nano-
kristalle wurde in Methanol durchgefiihrt. Die Reduktion erfolgte mit
gleichen Mengen wie oben beschrieben. Danach wurde nacheinander unter
Riihren 45 pL einer 50-proz. Methanollésung von 5, 10 uL 3, 500 uL H,O
und 500 pL einer 50-proz. Methanollosung von Tetramethylammoniumhy-
droxid zugegeben und die Mischung 25 min unter Riickfluss gekocht. Die
abgekiihlte Losung wurde mit 26 uL Trimethylchlorosilan versetzt und
dann erneut 10 min unter Riickfluss gekocht. 5 mL der resultierenden
klaren Losung wurden mit 1.5 mL H,O am Rotationsverdampfer auf 1 mL
eingeengt und iiber eine Sephadex G-25-Siule gereinigt.

Biotinylierung: Die Kolloide aus einem 20-mL-Ansatz, die mit einer
Mischung aus 10 uLL 3 und 40 pL 4 kondensiert wurden, wurden in 3 mL
H,O gelost und intensiv gegen einen 5mwm K,HPO,-Puffer (pH 7)
dialysiert. 0.7 mg Succinimidyl-6-biotinamidohexanoat wurden unter
Schutzgas in 140 pL. trockenem DMF gelost und unter Rithren zum Sol
gegeben. Nach 14 Stunden wurde die klare Losung durch Dialyse gereinigt.
Die quantitative Bestimmung der NH,-Gruppen vor und nach der Bio-
tinylierung diente als Hinweis fiir die Biotinylierung und ergab einen
Belegung von durchschnittlich zwei Biotingruppen pro Partikel.
FITC-Avidin-Partikel-Konjugate: Fiir eine Experimentserie mit unter-
schiedlichen Partikel/Avidin-Verhiltnissen wurden x pL der gereinigten
Losung biotinylierter Kolloide (x pL (Partikel/Avidin-Verhiltnis); 7.5 pL
(0.25); 15 uL (0.5); 30 pL (1); 75 pL (2.5); 150 pL (5); 300 pL (10)) mit H,O
auf 300 pL aufgefiillt und 15 pL einer FITC-Avidin-Losung (0.15 mg
ProteinmL!) zugegeben und fiir 20 min geschiittelt.

Die Mischungen wurden jeweils mit H,O auf 3 mL aufgefiillt und 5 min bei
13000 rpm zentrifugiert. Von den Uberstinden wurden Emissionsspektren
bei einer Anregungswellenldnge von 495 nm aufgenommen.

Eine identische Experimentreihe wurde mit den gleichen jedoch unbio-
tinylierten Partikeln durchgefiihrt.

Eingegangen am 25. Januar 2002 [Z18961]

0044-8249/02/11417-3349 $ 20.00+.50/0 3349



ZUSCHRIFTEN

[1] C. M. Niemeyer, Angew. Chem. 2001, 113, 4254 - 4287; Angew. Chem.
Int. Ed. 2001, 113, 4128 -4158.

[2] M. Bruchez, Jr, M. Moronne, P. Gin, S. Weiss, A.P. Alivisatos,
Science 1998, 281, 2013 -2016.

[3] W. C. W. Chan, S. Nie, Science 1998, 281, 2016.

[4] M. Giersig, P. Mulvaney, Langmuir 1993, 9, 3408 —3413.

[5] M. Brust, J. Fink, D. Bethell, D. J. Schiffrin, C. Kiely, J. Chem. Soc.
Chem. Commun. 1995, 1655 -1656.

[6] T. H. Galow, A. K. Boal, V. M. Rotello, Adv. Mater. 2000, 12, 576 —
579.

[7] A.P. Alivisatos, K. P. Johnsson, X. Peng, T. E. Wilson, C. J. Loweth,
M. P. Bruchez Jr, P. G. Schultz, Nature 1996, 382, 609 -611.

[8] R. C.Mucic, J. J. Storhoff, C. A. Mirkin, R. L. Letsinger, J. Am. Chem.
Soc. 1998, 120, 12674-12675.

[9] C.J. Loweth, W. B. Caldwell, X. Peng, A. P. Alivisatos, P. G. Schultz,
Angew. Chem. 1999, 111,1925-1929; Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38,
1808 -1812.

[10] D. Zanchet, C. M. Micheel, W. J. Parak, D. Gerion, A. P. Alivisatos,
Nano Lett. 2001, 1, 32-35.

[11] W. Stéber, A. Fink, J. Bohn, J. Colloid Interface Sci. 1968, 26, 62.

[12] L. M. Liz-Marzan, M. Giersig, P. Mulvaney, Langmuir 1996, 12, 4329 —
4335.

[13] T. Ung, L. M. Liz-Marzén, P. Mulvaney, Langmuir 1998, 14, 3740 -
3748.

[14] FE. Caruso, Adv. Mater. 2001, 13, 11-22.

[15] P. A. Buining, B. M. Humbel, A. P. Philipse, A. J. Verkleij, Langmuir
1997, 13, 3921 -3926.

[16] D. Gerion, F. Pinaud, S. C. Williams, W. J. Parak, D. Zanchet, S. Weiss,
A. P. Alivisatos, J. Phys. Chem. B 2001, 105, 8861 —8871.

[17] S. L. Westcott, S.J. Oldenburg, T. R. Lee, N. J. Halas, Chem. Phys.
Lett. 1999, 300, 651 —655.

[18] M. Weigele, S.L. DeBernard, J. P. Tengi, W. Leimgruber, J. Am.
Chem. Soc. 1972, 94, 5927 —-5928.

[19] S. Udenfriend, S. Stein, P. Bohlen, W. Dairman, W. Leimgruber, M.
Weigele, Science 1972, 178, 871 -872.

[20] K. Hofmann, G. Titus, J. A. Montibeller, F. M. Finn, Biochemistry
1982, 21, 978 - 984.

[21] J.J. Leary, D. J. Brigati, D. C. Ward, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1983,
80, 4045 - 4049.

[22] M. Li, K. K. W. Wong, S. Mann, Chem. Mater. 1999, 11, 23 -26.

Ein weiterer Schritt in Richtung Einzelmolekiil-
Sequenzierung: Escherichia-coli-

Exonuclease III degradiert DNA mit
Fluoreszenzmarkierungen an jedem Basenpaar

Susanne Brakmann* und Sylvia Lébermann

Der internationale Wettlauf zur Sequenzierung des
menschlichen Genoms sowie der Genome verschiedener
Modellorganismen ermutigte Bestrebungen, eine ,,Sequen-

[*] Dr. S. Brakmann
Angewandte Molekulare Evolution
Institut fiir Zoologie
Universitit Leipzig
TalstraBe 33, 04103 Leipzig (Deutschland)
Fax: (+49)341-97-36848
E-mail: sbrakma@rz.uni-leipzig.de

S. Lobermann

Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie

Am FaBberg, 37077 Gottingen (Deutschland)
Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter

http://www.angewandte.de zu finden oder konnen beim Autor ange-
fordert werden.

3350 © 2002 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

zierung einzelner Molekiile“ zu realisieren. Diese Idee nihrt
die Hoffnung, die Sequenzanalyse von Genomen deutlich zu
beschleunigen, weil bis zu 50000 bp lange DNA-Fragmente
»lesbar“ wiren und dadurch die Sequenzinformation schnel-
ler zusammengesetzt werden konnte.'”] Die verschiedenen
Strategien zur Realisierung der Einzelmolekiil-Sequenzie-
rung basieren auf der Tatsache, dass einzelne fluoreszierende
Molekiile innerhalb von Millisekunden!® identifiziert werden
konnen, und sie kombinieren die sequentielle enzymatische
Hydrolyse individueller DNA-Molekiile mit einer sich un-
mittelbar anschlieBenden Detektion der freigesetzten Mono-
mere anhand ihrer Fluoreszenzcharakteristika wie Wellen-
lange, Fluoreszenzlebensdauer oder einer Kombination bei-
der Eigenschaften.>7!

Zwei ungewOhnliche enzymatische Aktivititen werden fiir
diese Technik benotigt, erstens die vollstdndige und sequenz-
treue Synthese von DNA-Kopien ausschlieBlich aus fluores-
zenzmarkierten Analoga der vier Nucleobasen (A, G, C und
T) sowie zweitens die exonucleolytische Hydrolyse der voll-
stindig markierten DNA. Kiirzlich haben wir bereits eine
Losung fiir das Problem der vollstindigen enzymatischen
Markierung présentiert, die durch das Klenow-Fragment
(KF) der E.-coli-DNA-Polymerase I moglich ist: Wir haben
dieses Enzym als die erste natiirliche Polymerase identifiziert,
die auch in alleiniger Gegenwart Rhodamin-markierter Des-
oxynucleosid-Triphosphate ihre volle Aktivitdt und Genauig-
keit beibehilt.’!l Wir haben ferner gezeigt, dass der voll-
standige Austausch aller Pyrimidinbasen eines Strangs, d.h.
die vollstindige Markierung aller Basenpaare, durch ein
fluoreszierendes Analogon mit KF in einer so genannten
Primer-Verldngerungsreaktion erreicht werden kann.l”!

Die Tatsache, dass eine natiirliche DNA-Polymerase in
Gegenwart sperriger, Rhodamin-markierter Substrate voll
funktionsfahig ist und dariiber hinaus auch das sterisch wie
elektronisch anspruchsvolle DNA-Zwischenprodukt weiter-
verarbeiten kann, ermutigte uns, eine Reihe natiirlicher
Exonucleasen auf Aktivitit gegeniiber Substrat-DNA zu
untersuchen, deren einer Strang ausschlielich fluoreszenz-
markierte Analoga der Pyrimidinbaasen enthielt (fluoreszie-
rende Nucleotide: Tetramethylrhodamin-dUTP und Rhoda-
mine-Green-dCTP). In ersten Experimenten untersuchten
wir deshalb die Substratakzeptanz durch die Exonuclease des
Bakteriophagen A, Schlangengift-Phosphodiesterase sowie
durch zwei DNA-Polymerasen mit bekannter 5-3'-Exonu-
cleaseaktivitidt, T7-DNA-Polymerase und KF, und verfolgten
deren Reaktionen online in einem Fluorimeter (LS-50;
Perkin-Elmer). Da hochgradig Rhodamin-markierte DNA
in der Regel nicht mehr fluoresziert (bis auf solche Sequen-
zen, die homopolymere A:T-(bzw. A:U)-Regionen enthal-
ten), erwarteten wir einen deutlichen Anstieg der Fluores-
zenzintensitit durch exonucleolytisch freigesetzte Nucleotide.
Das Fluoreszenzverhalten der Reaktionssysteme énderte sich
jedoch in keinem der untersuchten Fille, eine hydrolytische
Reaktion fand also nicht statt. Da hochgradig markierte DNA
in wissrigen Losungen eine starke Tendenz zur Bildung von
Aggregaten aufweist, untersuchten wir auch die Zugabe
verschiedener organischer Losungsmittel wie Acetonitril oder
DMSO (maximal 10 % v/v). Obwohl bekannt war, dass diese
Losungsmittel die Loslichkeit der markierten DNA deutlich
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