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Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die an spezifische
DNA-Sequenzen binden und auf diese Weise die Genex-
pression kontrollieren.!"! Sie sind natiirliche Biosensoren oder
Schalter, die chemische und physikalische Signale (Tempe-
raturdnderungen, Lichtbestrahlung, Konzentration an che-
mischen Substanzen, Redoxeigenschaften) durch Bindung an
ein Promotorelement oder die RNA-Polymerase fiir die
Genexpression iibersetzen. Da die Konzentration der Tran-
skriptionsfaktoren fundamentalen biologischen Prozessen
wie der DNA-Reparatur oder dem Zellzyklus unterliegt,
kann eine Verdnderung zu Krankheiten fithren oder auf diese
hinweisen. Mutationen des Transkriptionsfaktors p53 fithren
z.B. zu einem schnellen Wachstum von Krebszellen, und
aufgrund eines allgemeinen Auftretens (Mutationen von p53
treten in 50% aller menschlicher Tumoren auf) wird ein
entsprechender Nachweis als Biomarker fiir Krebs einge-
setzt.’!. Methoden, die Transkriptionsfaktoren mit hoher
Empfindlichkeit detektieren, liefern somit einerseits grund-
legende Informationen zur Genexpression und konnen an-
dererseits diagnostisch eingesetzt werden.
Transkriptionsfaktoren werden héufig mit gelelektro-
phoretischen Assays oder Western-Blots detektiert. Diese
Methoden sind zwar hilfreich fiir die Untersuchung von
Protein-DNA-Wechselwirkungen, sind aber miihsam, teuer,
rein qualitativ und benotigen grofle Probenmengen. Immu-
nologische Verfahren, wie ELISA (enzyme-linked immuno-
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sorbent assay), sind empfindlicher und ermdéglichen einen
hoheren Durchsatz, benétigen aber viele préparative Schritte
sowie eine Signalverstarkung zur Detektion von Proteinen
mit niedriger Konzentration. Eine dhnliche Verstdrkung ist
bei anderen Ligationsassays erforderlich,”! sodass keine
schnelle Diagnostik innerhalb weniger Minuten und keine
Detektion in lebenden Zellen moglich ist.

Ein weiterer Assay zur Detektion von Transkriptions-
faktoren beruht auf resonantem Fluoreszenzenergietransfer
(FRET) zwischen zwei doppelstriangigen DNA-Fragmenten,
die mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte komplementire
Einzelstrang-Uberhiéinge enthalten (molecular beacons).l*!
In Gegenwart des Transkriptionsfaktors werden beide DNA-
Fragmente hybridisiert, und ein FRET wird beobachtet.
Dieser Ansatz erfordert ebenfalls groBere Probenmengen
und kann keine Transkriptionsfaktoren in niedriger Konzen-
tration erfassen. Ferner miissen beide Fluoreszenzfarbstoffe
so nah zueinander positioniert werden, dass sie sich innerhalb
des dynamischen FRET-Bereiches (1-10 nm) befinden, wo-
durch sie der Protein-DNA-Wechselwirkung rdumlich sehr
nahe kommen und diese sterisch beeinflussen konnen.
Wiirden die Farbstoffe weit genug entfernt von der Bin-
dungsstelle des Proteins an der DNA (iiblicherweise 15 bis 30
Basenpaare lang) angebracht, konnte hingegen in den meis-
ten Fillen kein FRET mehr detektiert werden.

In der hier vorgestellten Arbeit setzen wir die Anregung
durch alternierende Laser (alternating-laser excitation,
ALEX)"¥ zur Detektion von Transkriptionsfaktoren und
niedermolekularen Verbindungen ein und erfassen dazu das
Koinzidenzsignal der fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmen-
te. Ahnlich zu den , molecular beacons® nutzt dieser schnelle
und verstidrkungsfreie Ansatz die durch die Bindung der
Transkriptionsfaktoren hervorgerufene Hybridisierung der
DNA - allerdings konnen pikomolare Konzentrationen de-
tektiert und kleine Probenmengen eingesetzt werden. Wegen
der Unabhingigkeit des FRET ist keine Optimierung der
Fluorophorpositionen oder genaue Kenntnis der Bindungs-
geometrie erforderlich, und dariiber hinaus wird die Protein-
DNA-Bindung nicht durch Farbstoffmolekiile gestort. Wir
demonstrieren, dass die ALEX-Spektroskopie die — auch
parallele — Detektion von Transkriptionsfaktoren und von
niedermolekularen Verbindungen ermoglicht und sich selbst
fiir komplexe biologische Proben eignet.

In unserem Assay (Abbildung 1a,b) teilen wir die DNA-
Bindungssequenz eines Transkriptionsfaktors in zwei Hélften
(siehe auch Lit. [5]): die linke Halbseite (H1) und die rechte
Halbseite (H2). Jede Halbseite enthélt auBer der halben
Bindungssequenz auch kurze, komplementire 3'-Uberhiinge.
Die Halbseite H1 ist mit einem ,,griinen“ Fluorophor (,,G*)
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Abbildung 1. Detektion von Transkriptionsfaktoren mit ALEX. a) In der
Abwesenheit des Transkriptionsfaktors diffundieren beide DNA-Halb-
seiten, von denen jede eine Hilfte der Bindungssequenz sowie einen
komplementiren 3'-Uberhang enthilt, unabhéngig voneinander
(oben); eine Hybridisierung findet nur kurzzeitig statt. Bindet ein Tran-
skriptionsfaktor, diffundiert ein ganzer Komplex (H1-TF-H2%, unten).
b) Die schematische Darstellung eines Stéchiometrie(S)-Histogramms
zeigt, dass der H1°-TF-H2"-Komplex als ,,griin-rote Spezies detektiert
wird und von den nur ,rot“ markierten Halbseiten unterschieden wird.
c) Detektion des Transkriptionsaktivators CAP. Oben: in Abwesenheit
von CAP wird keine ,,Griin-Rot“-Koinzidenz (d.h. DNA-Koinzidenz) be-
obachtet. Unten: In Gegenwart von CAP bilden die CAP-spezifischen
DNA-Halbseiten mit dem Protein einen Komplex und werden als Po-
pulation bei S~0.63 detektiert. (Graue Balken: Projektion der E*-S-
Daten auf die S-Achse, schwarze Linien: Gauf3-Anpassungskurven;
vollstindige E*-S-Histogramme fiir CAP finden sich in Abbil-

dung S1a,b der Hintergrundinformationen.)

markiert (H1°), H2 mit einem spektral unterschiedlichen
,roten“ Fluorophor (,,R*; H2F). In Abwesenheit des Tran-
skriptionsfaktors und bei DNA-Konzentrationen von 10-
100 pMm diffundieren H1 und H2 unabhéngig und assoziieren
nur kurzzeitig. In Gegenwart eines Transkriptionsfaktors, der
an die vollstindig zusammengefiigte DNA bindet, hybridi-
sieren H1 und H2 und diffundieren gemeinsam in Form eines
Komplexes (H1°-TF-H2®; Abbildung 1a, unten).

Nach der Bindung eines Transkriptionsfaktors detektie-
ren wir das gleichzeitig auftretende Fluoreszenzsignal mit-
hilfe der ALEX-Spektroskopie:™ Einzelne rote und griine
Fluorophore werden hierbei selektiv durch zwei alternieren-
de Laser angeregt. Auf diese Weise ermoglicht die ALEX-
Spektroskopie das Sortieren auf molekularer Ebene in zwei-
dimensionalen Histogrammen nach sowohl der FRET-Effi-
zienz E* (die den Abstand der Fluorophore abbildet) und
einer Stochiometrie S (zur Ermittlung von E* und S siehe die
Hintergrundinformationen). So wird beispielsweise die Suche
nach ,,rot*“ markierten Molekiilen (d.h. sowohl nach Mole-
kiilen, die nur mit einem roten Farbstoff markiert sind, als
auch nach Molekiilen, die mit einem roten und einem griinen
Farbstoff markiert sind) im Falle unabhingig diffundierender
Halbseiten nur eine einzige Population im S-Histogramm
aufzeigen (H2®; Abbildung 1b, oben). Sind allerdings beide
Halbseiten an einen Transkriptionsfaktor gebunden, wird
eine Population mit hoherem S-Wert detektiert (Abbil-
dung 1b, unten). Im vorliegenden Assay nutzen wir nur die
Sortierung nach S; dariiber hinaus konnte der Parameter E*
auch zusitzlich eingesetzt werden, um den Informationsge-
halt zu erhohen (siehe Lit. [7-9] sowie Abbildung S1 in den
Hintergrundinformationen fiir Beispiele mit E*-S-Histo-
grammen).
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Wir haben ALEX-Spektroskopie eingesetzt, um das
Protein CAP (catabolite activator protein) zu detektieren
(Abbildung 1c¢), das die Transkription von Genen in Bakte-
rien aktiviert, die zur Expression von Lactose abbauenden
Proteinen fiithren. In Gegenwart von cyclischem Adenosin-
3',5'-monophosphat (cAMP) bindet CAP an eine 22-Basen-
paar-Sequenz und weist eine Dissoziationskonstante von Ky,
~20pM auf'”! Nach Inkubation von 100 nm CAP-spezifi-
scher Halbseiten H1° und H2® mit einem Uberschuss an CAP
(200 nM) und anschlieBender Verdiinnung auf ca. 10 pm
(DNA) erscheinen zwei Populationen im S-Histogramm
(Abbildung 1c¢, unten), eine erste mit einer hohen Stochio-
metrie (S~0.63, HI°-CAP-H2®) und eine zweite mit einer
niedrigen Stéchiometrie (S~ 0.2, freies H2X). In einem Kon-
trollexperiment ohne CAP werden keine Molekiile mit ho-
herer Stochiometrie detektiert (Abbildung 1c, oben). Wir
haben &hnliche Ergebnisse fiir den lac-Repressor erhalten
(lacR; Abbildung S1c,d in den Hintergrundinformationen),
der das lac-Operon ausschaltet und dazu an einer anderen
Stelle als CAP bindet.'"'? Mit unterschiedlichen Konzen-
trationen der einzelnen Halbseiten konnten wir ferner das
CAP-Protein bis zu pikomolaren Konzentrationen erfassen
(Abbildung Sle in den Hintergrundinformationen).

Um quantitative Informationen zu erhalten, haben wir ein
Modell entwickelt, das die Bindung von CAP mithilfe zweier
gekoppelter Gleichgewichte beschreibt: eines fiir die Asso-
ziation der beiden Halbseiten und ein zweites fiir die Bindung
von CAP an H1°-H2® (mit entsprechenden Dissoziations-
konstanten Kp, und Kp,; siche Hintergrundinformationen).
Wir bestimmten den Zusammenhang der Konzentration an
CAP ([CAP]) mit dem Anteil gebundener Halbseiten Fy
(bestimmt mit ALEX-Spektroskopie), mit Ky, und K, sowie
der gesamten Konzentration H,, jeder Halbseite [Gl. (S7) in
den Hintergrundinformationen]. Anhand dieses Modells war
es moglich, einfache Ansdtze zur Verbesserung der Emp-
findlichkeit und des dynamischen Bereiches unseres Assays
zu entwickeln (Abbildung S2 in den Hintergrundinformatio-
nen): Liegt die GroBenordnung von H,, bei Ky, ist die Hy-
bridisierung der Halbseiten effizient, und Ky, kontrolliert die
Detektion von CAP; bei Transkriptionsfaktoren mit einem
niedrigen Kp,,-Wert ist der gebundene Anteil linear abhingig
von der Konzentration von CAP und ermoglicht dessen De-
tektion im Bereich von 0 bis H,, (Abbildung2b, oben).
Anders ist die Situation bei H < Kp;: Der Anteil der ge-
bundenen Fraktion steigt hyperbolisch, sodass der dynami-
sche Bereich verschoben und die Empfindlichkeit gesteigert
wird (Abbildung 2a). Auf diese Weise konnen die Empfind-
lichkeit und der dynamische Bereich durch Verdanderung von
H,, Kp, und Ky, beeinflusst werden (Abbildung S2 in den
Hintergrundinformationen): H,, kann leicht durch die Kon-
zentration der Halbseiten beeinflusst werden, K, durch eine
Modifikation der Linge der 3'-Uberhinge!'* 'Y und K, durch
leicht verdnderte Bindungssequenzen.

Zur quantitativen Charakterisierung unseres Assays
haben wir 1 und 100 nm DNA-Halbseiten mit 0400 nm CAP
titriert, auf 10 pm verdiinnt und das normierte Koinzidenz-
signal Fy gemessen (Abbildung 2a,b). Die Titration bei 1 nm
wurde mit dem Modell verglichen (Abbildung?2a, unten),
wobei in Gleichung S7 (Hintergrundinformationen) die
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Abbildung 2. Quantifizierung von Transkriptionsfaktoren und Liganden. a,b) Normierte DNA-Koinzidenz in Abhingigkeit von [CAP] bei a) 1 nm
und b) 100 nm DNA-Halbseiten. Oben: Modellrechnung in Abhingigkeit von Kp,. Unten: Eine Modellfunktion wurde an die ALEX-Daten ange-
passt (rote Kurve). Der Einschub in (a) zeigt vergréflert den dynamischen Bereich des Assays. Grauer Bereich: dynamischer Bereich der Messung
(Fehlerbalken aus Mittelwertsabweichungen). c) Detektion niedermolekularer Verbindungen, gezeigt fir IPTG (Dreiecke). Bei niedriger IPTG-Kon-
zentration und in Gegenwart von lacR wird DNA-Koinzidenz beobachtet (oben). Bei hoher Konzentration an IPTG dissoziiert lacR von der DNA,
es werden weniger Koinzidenzen beobachtet (unten). d) Eine Titration von H1%lacR-H2® mit IPTG zeigt abnehmende DNA-Koinzidenz mit stei-
gender IPTG-Konzentration. Bei einer Konzentration von ca. 5 um IPTG sind 50% der Proteine an DNA gebunden.

Werte H,,,=1nm und Kj; =300 nMm eingesetzt und Ky, an-
geglichen (bestimmt aus Ensemblemessungen; siche Hinter-
grundinformationen) wurde; in guter Ubereinstimmung mit
Lit. [10] wurde Kp,~10pm gefunden. Die Titration bei
100 nm DNA-Halbseiten (Abbildung 2b, unten) zeigte den
erwarteten linearen Anstieg von Fy mit [CAP] bis zu einer
Séttigungskonzentration von [CAP]~ H,,, wobei wir eine
hervorragende Ubereinstimmung zwischen unserem Experi-
ment und dem Modell bei Werten von Kp; =300nM und
Kp, =10 pM feststellten (Abbildung 2b, unten; rote Linie).

Eine niitzliche Erweiterung dieses Bioassays besteht in
der Detektion niedermolekularer Verbindungen. Da Tran-
skriptionsfaktoren als natiirliche Sensoren fiir solche Mole-
kiile agieren kénnen (so z.B. Zucker, Nucleotide, Metallio-
nen, Aminosiduren), haben wir die Eignung fiir deren Be-
stimmung iiberpriift. Als Modellbeispiel wéhlten wir Isopro-
pyl-B-p-thiogalactopyranosid (IPTG), ein Lactoseanalogon,
das an lacR bindet, in diesem eine Konformationsédnderung
hervorruft und seine Bindung an DNA um einen Faktor von
etwa 1000 schwiicht.'>!*l Bei Zugabe von 0-100 um IPTG zu
konstanten Konzentrationen an DNA-Halbseiten und lacR
traten bei niedriger IPTG-Konzentration wie erwartet viele
Koinzidenzen auf; wurde die Konzentration an IPTG erhoht,
filhrte die geringere Bindungsstdrke von lacR zu deutlich
weniger Koinzidenzen (Abbildung2d). Die genaue Be-
trachtung der durch IPTG verursachten Inhibition ergab eine
charakteristische Konzentration von 5 pM, die hervorragend
mit dem in einem dhnlichen Puffer bestimmten Wert von 3 pum
iibereinstimmt.!"”

Die Moglichkeit zur gleichzeitigen Detektion mehrerer
Analyte (Multiplexing), die oft in Mikroarrays realisiert
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wird,"® erhoht die Bedeutung eines diagnostischen Assays.
Fiir einen entsprechenden Test wollten wir parallel die
Transkriptionsfaktoren lacR und CAP detektieren (Abbil-
dung S3a,b in den Hintergrundinformationen), wobei die je-
weiligen DNA-Halbseiten so konstruiert wurden, dass sie
anhand des S-Wertes unterscheidbar sind (sieche Hinter-
grundinformationen). Ferner haben wir eine parallele De-
tektion mit 3-Farben-ALEX-Spektroskopie"! durchgefiihrt,
wobei die jeweiligen Halbseiten anhand unterschiedlicher
E*-Werte unterschieden wurden (Abbildung S3¢c,d in den
Hintergrundinformationen). Unsere Befunde bieten somit
eine Grundlage fiir die Entwicklung erweiterter Assays mit
hoher Empfindlichkeit, z. B. durch den Einsatz von mehreren
griinen und roten Fluorophoren zur Einstellung des S-Wertes.

Wihrend eine gleichzeitige Messung mehrerer Tran-
skriptionsfaktoren in Losung durch parallele Detektion
moglich sein mag, gestatten Messungen auf Oberflichen ein
wirkliches Hochdurchsatz-Screening von Hunderten von
Proteinen und niedermolekularen Verbindungen (z.B. in
Mikroarrays"®). Wir haben die Kompatibilitit unserer Me-
thode mit einer Oberflichenimmobilisierung getestet und
dazu die biotinylierte Halbseite H1° an eine Glasoberfliche
geheftet, mit lacR und H2® inkubiert und mit einer CCD-
Kamera abgebildet (Abbildung 3 a, links). In der Gegenwart
von lacR erscheinen griine und rote Farbstoffe kolokalisiert
(Abbildung 3 a, rechts), nicht hingegen in Abwesenheit von
lacR (Abbildung 3b). Konzentrationen an lacR bis zu 100 pm
konnten auf diese Weise detektiert werden (Abbildung 3c¢).
Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir CAP erhalten (Abbil-
dung S4 in den Hintergrundinformationen).
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Abbildung 3. Parallele Detektion. a,b) Detektion von Transkriptionsfak-
toren auf Oberflichen. a) Eine biotinylierte (B) Halbseite H1¢ wurde
ber Streptavidin (Str) an Glas geheftet und mit 1 nm lacR sowie 1 nm
H2® inkubiert; nach einem Waschschritt wurde die Oberfliche abgebil-
det. In der Gegenwart von lacR sind beugungsbegrenzte ,griine“ Spots
von griinen Farbstoffen und ,rote" Spots von roten Farbstoffen koloka-
lisiert. Einzelne ,griine“ Spots resultieren von einzelnen H1R-Halbsei-
ten oder von H1%lacR-H2%-Komplexen, in denen der rote Farbstoff ge-
bleicht wurde; einzelne ,rote" Spots resultieren von H1%-lacR-H2"-
Komplexen, in denen der griine Farbstoff gebleicht wurde, und unspe-
zifisch gebundenem H2". b) In der Abwesenheit von lacR werden nur
wenige ,rote“ Spots detektiert (verursacht durch unspezifische Bin-
dung von H2"). c) Detektion von Transkriptionsfaktoren mit hoher
Empfindlichkeit auf einer Oberfliche. Links: relative Molekiilhaufigkeit
in Abhingigkeit von der Stéchiometrie in der Gegenwart und Abwesen-
heit von 100 pm lacR. Rechts: Die gebundene Fraktion (bestimmt aus
der Zahl der kolokalisierten DNA-Halbseiten) wurde aus den S-Histo-
grammen mit S <0.87 (kolokalisierte DNA-Fragmente) und S >0.87
(einzelne ,,griine“ Spots) errechnet.

Fine entscheidende Voraussetzung fiir die praktische
Umsetzung der Genanalyse in der Diagnostik ist, dass die
verwendeten Biosensoren in ,biologischen Fliissigkeiten®
eingesetzt werden konnen, d.h. in Gegenwart von Nucleasen,
Proteasen und anderen Molekiilen, die die Detektion beein-
flussen und das Ergebnis verfélschen konnen. Wir haben die
Robustheit unseres Assays getestet, indem wir das CAP-
Protein mit CAP-spezifischen DNA-Halbseiten im Zell-
kernextrakt von HeLa-Zellen 10 min inkubiert, auf 50 pm
verdiinnt und mit ALEX-Spektroskopie detektiert haben. In
Abwesenheit von CAP (Abbildung 4 a, oben) traten nur sehr
wenige Koinzidenzsignale auf, wihrend in der Gegenwart von
CAP sehr viele detektiert werden konnten (Abbildung 4a,
unten).

Dariiber hinaus haben wir iiberpriift, ob wir Anderungen
der Genexpression in E.-coli-Lysaten verfolgen konnen.
Dazu wurden E. coli eingesetzt, die ein Plasmid mit dem fiir
CAP kodierenden Gen enthielten, und die Lysate vor der
Induktion und zu unterschiedlichen Zeitpunkten danach
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Abbildung 4. Detektion von Transkriptionsfaktoren in biologischen
Flissigkeiten. a) Detektion von 10 nm CAP im Zellkernextrakt von
HeLa-Zellen. In Abwesenheit von CAP (oben) werden nur wenige
DNA-Koinzidenzen beobachtet, in Gegenwart von CAP (unten) hinge-
gen sehr viele (Population bei S~0.7). b) Detektion der Genexpression
im Lysat von Bakterienzellen. Die Expression von CAP wurde induziert
und die Koinzidenz der DNA-Halbseiten tiber die Zeit gemessen

(100 nm Halbseiten; eine normierte DNA-Koinzidenz von 0.8 ent-
spricht ca. 80 nm aktivem CAP; Fehlerbalken wurden aus der Abwei-
chung vom Mittelwert bestimmt).

analysiert. Mit ALEX-Spektroskopie beobachteten wir einen
Anstieg der CAP-Konzentration ausgehend von einem nied-
rigen Wert vor der Induktion und eine Sittigung nach ca. 1 h
(Abbildung 4b). Unter Beriicksichtigung von Verdiinnungs-
effekten, die durch die Herstellung des Lysates verursacht
worden waren, bestimmten wir eine zum Séattigungszeitpunkt
aktive Konzentration an CAP von ca. 300 um (ca. 3 x10°
aktive CAP-Molekiile pro Zelle oder 20-30% der gesamten
Proteinmenge!™), die mit der Quantifizierung durch SDS-
PAGE gut iibereinstimmt (ca. 40% der gesamten Protein-
menge).

Mit dem hier prasentierten Ansatz haben wir eine viel-
seitige Methode zur Detektion von Transkriptionsfaktoren
und niedermolekularen Verbindungen vorgestellt. Der Assay
kann auf Oberflichen durchgefiihrt werden, sodass eine
parallele Detektion auf Mikroarrays mit spezifisch organi-
sierten Halbseiten denkbar ist. Der Assay ist ferner kompa-
tibel mit wichtigen eukaryotischen Transkriptionsfaktoren
mit mittlerer oder hoher Bindungsaffinitdt zu DNA, z.B. p53
(Kq~1.6 nM?"), NF-kB (K,~ 8 pM?") oder dem Ostrogen-
rezeptor (K;~1.8 nm®!). Da einige Transkriptionsfaktoren
innerhalb von 1-5 min von der DNA dissoziieren, ist eine
TIRF-Konfiguration (TIRF =totale interne Reflexion) zu
bevorzugen, da durch parallele Detektion von > 1000 Mole-
kiilen innerhalb weniger Sekunden eine geniigende Menge an
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Daten gesammelt werden kann, um sowohl die Konzentration
als auch die Dissoziationsgeschwindigkeit der Komplexe zu
bestimmen. Die Empfindlichkeit des Assays ermoglicht die
Detektion von Transkriptionsfaktoren in Zellkernextrakten
bis zu einer Konzentration von ca. 10 nm (dies entspricht ca.
10000 Molekiilen in einer ,,typischen* Sdugerzelle) und damit
einer Grofenordnung, die fiir die Detektion krankheitsrele-
vanter Transkriptionsfaktoren ausreicht (so treten in vielen
Krebszelllinien 30000-200000 p53-Molekiile auf®!).

Unser Assay ist dank seiner Robustheit in Zellextrakten
dariiber hinaus vielversprechend fiir die Detektion einzelner
Transkriptionsfaktoren in lebenden Zellen. Einzelne Fluo-
rophore sind in Bakterien detektiert worden;?Y bedenkt man
einerseits, dass eine Konzentration von 1nM etwa einem
Molekiil in einer E.-coli-Zelle entspricht, und andererseits,
dass unser Assay Transkriptionsfaktoren bis zu pm-Konzen-
trationen detektieren kann, sollte eine Ubertragung in le-
bende Zellen ohne Verstdrkungsschritt moglich sein. Die
dazu benotigten DNA-Halbseiten konnten durch Elektro-
poration in Bakterien eingefiihrt werden. Eine Vielfalt von
Techniken ermdglicht die Transfektion von DNA in Sduger-
zellen (z.B. Elektroporation, der Einsatz von Reagentien wie
Lipofektamin, liposomale Transfektion), und die Detektion
der Biomarker in Zellpopulationen mit nur wenigen krank-
haften Zellen ist denkbar. Eine Kombination dieses Assays
mit einem kompakten und tragbaren Instrument konnte so
eine schnelle Diagnostik vor Ort ermoglichen.

Eingegangen am 18. August 2009,
verdnderte Fassung am 3. November 2009
Online veroffentlicht am 13. Januar 2010
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