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1. Einleitung

Ein Femtoliter ist ein Volumen mit den Abmessungen von
1 mm3, was dem ungef�hren Volumen der bakteriellen Zelle
Escherichia coli entspricht.[1] Daher liegen fL-Gef�ße im
Gr�ßenbereich von lebenden Zellen, wobei sogar einzelne
Zellen als miniaturisierte Gef�ße zum Einsatz kommen.[2] Ein
freistehendes Tr�pfchen von einem fL w�rde an der Luft in-
nerhalb von 5 ms verdunsten.[3] Deshalb ist es notwendig, fL-
Volumina in Gef�ßen einzuschließen, um Verdunstung zu
verhindern. Neue Werkzeuge und Methoden sind f�r das
Design von fL- und sub-fL-Gef�ßen verf�gbar, die daraufhin
f�r die Durchf�hrung von analytischer Chemie in �ußerst
kleinen Volumina verwendet werden k�nnen.

Abschnitt 2 behandelt die Herstellung und analytische
Anwendungen von fL-Gef�ßen. Weil der Durchmesser von
fL-Gef�ßen nur wenige Mikrometer betr�gt, k�nnen tau-
sende von r�umlich angeordneten Gef�ßen Arrays mit sehr
hoher Dichte bilden.[4] Solche Arrays k�nnen mit einer
großen Zahl von Sonden gef�llt werden, die parallel abge-
fragt und somit f�r Mehrkanalmessungen verwendet werden
k�nnen.[5] Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine der emp-
findlichsten Techniken, um Analyte in �ußerst kleinen Re-
aktionsgef�ßen nachzuweisen. In den letzten Jahren haben
Fortschritte z.B. bei CCD- und CMOS-Detektoren (CCD:
charge-coupled device; CMOS: complementary metal-oxide
semiconductor) die schnelle und empfindliche Aufnahme von
hochaufgel�sten Fluoreszenzbildern erm�glicht. Analytische
Messungen im großen Maßstab sind eine Voraussetzung, um
große Datens�tze zu erfassen, wie etwa die gesamte DNA-
Sequenz des menschlichen Genoms. Diese Datens�tze bilden
beispielsweise die Grundlage f�r das neue Feld der System-
medizin, welche die mit den neuen analytischen Techniken
erfassten Informationen integriert. Das Ziel der System-
medizin besteht darin, die komplexen Ursachen von Krank-

heiten aufzudecken und diagnostische
Biomarker f�r Krankheiten zu
finden.[6]

Femtoliter-Gef�ße und -Arrays
sind besonders wichtig f�r die auf-
kommenden Arbeitsgebiete der Ein-
zelzell- und Einzelmolek�ldetektion,
die getrennt in den Abschnitten 3 und
4 er�rtert werden. Konventionelle
Ensemble- oder Massen-Experimente

k�nnen nur das durchschnittliche Verhalten einer Population,
aber nicht den Beitrag der individuellen Mitglieder analy-
sieren. Um die Unterschiede in einer Population zu beob-
achten, m�ssen Zellen oder Molek�le individuell analysiert
werden. Individuelle lebende Zellen k�nnen in Arrays ein-
sortiert werden, indem die Gef�ßgr�ße an die Gr�ße eines
gegebenen Zelltyps angepasst wird. Die direkte Einsortie-
rung individueller Molek�le eines Analyten in fL-Gef�ßen ist
dagegen nicht m�glich. Eine alternative Strategie besteht
darin, große Arrays aus fL-Gef�ßen zuf�llig mit einer ver-
d�nnten Analytl�sung zu f�llen. Die erwartete Zahl von
Molek�len in einem gegebenen Volumen bei einer be-

Die Kompartimentierung von Reaktionen in Femtoliter(fL)-Gef�ßen
und die Integration von fL-Gef�ßen in Arrays verst�rkt und be-
schleunigt nicht nur die chemische und biochemische Analyse, sondern
f�hrt auch zu neuen wissenschaftlichen Methoden und Erkenntnissen.
Dieser Aufsatz stellt die verschiedenen fL-Gef�ße und Array-Formate
vor und lotet ihre Anwendungen f�r den Nachweis und die Charak-
terisierung von biologisch bedeutsamen Analyten aus. Wenn fL-
Arrays mit Analyten, Sonden oder Zellen best�ckt werden, k�nnen
tausende analytischer Messungen parallel durchgef�hrt werden. Der
Einschluss einzelner Enzymmolek�le in fL-Arrays erm�glicht die
gleichzeitig Analyse einer Vielzahl individueller Enzymmolek�le.
Neue Nanofabrikationstechniken und immer empfindlichere Nach-
weismethoden sind die treibende Kraft auf dem Gebiet der analyti-
schen Chemie „im Femtoliter“. Unsere �bersicht befasst sich insbe-
sondere mit dem Fortschritt und den Herausforderungen auf dem
Gebiet der analytischen Chemie im fL mit Beispielen sowohl aus der
Grundlagenforschung als auch aus der angewandten Forschung.
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Tabelle 1: Erwartete Zahl von Molek�len in einem gegebenen Volumen
bei einer bestimmten Konzentration.

Volumen 1 mm 1 nm 1 pm

(1 mm)3 1 Mikroliter (mL) 10�6 L 6 � 1011 6 � 108 6 � 105

(100 mm)3 1 Nanoliter (nL) 10�9 L 6 � 108 6 � 105 6 � 102

(10 mm)3 1 Pikoliter (pL) 10�12 L 6 � 105 6 � 102 <1
(1 mm)3 1 Femtoliter (fL) 10�15 L 6 � 102 <1
(100 nm)3 1 Attoliter (aL) 10�18 L <1
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stimmten Konzentration ist in Tabelle 1 aufgef�hrt. Wenn das
Gef�ßvolumen auf 1 fL verkleinert wird, f�hrt dies zu weni-
ger als einem Molek�l pro Gef�ß bei einer Konzentration von
1 nm. Um sicherzustellen, dass maximal ein einzelnes Mole-
k�l pro Gef�ß vorliegt, werden noch niedrigere Konzentra-
tionen verwendet. Infolgedessen liegt statistisch weniger als
ein Molek�l pro fL-Gef�ß vor, und die meisten Gef�ße blei-
ben leer. Große Arrays aus fL-Gef�ßen erm�glichen es den-
noch, eine Vielzahl individueller Molek�le gleichzeitig mit
Fluoreszenzmikroskopie zu beobachten. In einer bahnbre-
chenden Arbeit von 1961 hat Rotman die Anreicherung eines
fluoreszierenden Produkts durch einzelne Enzymmlolek�le
in Wasser-in-�l-Tr�pfchen nachgewiesen.[7] Mit der Ent-
wicklung sehr homogener fL-Arrays und moderner CCD-
Detektoren ist es jetzt m�glich geworden, die Kinetik von
einzelnen Enzymmolek�len in Echtzeit zu analysieren.

2. Von fL-Gef�ßen zu fL-Arrays

Obwohl es verschiedene Methoden zum Einschluss von
fL- und sub-fL-Volumina gibt, lassen sich zwei generelle
Ans�tze zur Herstellung von �ußerst kleinen Gef�ßen un-
terscheiden. Der erste Ansatz (von unten nach oben, „bottom
up“) besteht in der Selbstorganisation miniaturisierter
Gef�ße, beispielsweise von Emulsionen, Vesikeln oder Vi-
ruspartikeln. Ein umfassender �berblick �ber selbstorgani-
sierte Nanogef�ße, einschließlich solcher Gef�ße, deren Vo-
lumen weit unterhalb von 1 fL liegt, w�rde den Rahmen
dieses Aufsatzes sprengen und kann woanders gefunden
werden.[8] Andererseits k�nnen ultrakleine Gef�ße durch
Oberfl�chenstrukturierung, wie beispielsweise �tztechniken
hergestellt werden (von oben nach unten, „top down“). Beide
Vorgehensweisen wurden f�r die Herstellung großer Arrays
verwendet. Die Oberfl�chenstrukturierung erm�glicht die
Herstellung von offenen Mikrokavit�ten, die wiederholt ge-
f�llt werden k�nnen. Dieser Abschnitt gibt eine Einf�hrung
in verschiedene fL-Gef�ße und -Arrays und er�rtert unter-
schiedliche Aspekte der analytischen Chemie im fL. Weitere
Gef�ßformate, die nur im Zusammenhang von Einzelzell-
und Einzelmolek�lstudien wichtig sind, werden in den Ab-
schnitten 3 und 4 beschrieben.

2.1. Durch Emulsionen definierte Gef�ße
2.1.1. Standardemulsionen

Ein einfacher Weg, um fL-Gef�ße herzustellen, ist die
Verwendung von Wasser-in-�l-Emulsionen. Standard-
methoden zur Emulsionsbildung bestehen darin, zwei un-
mischbare Fl�ssigkeiten, wie beispielsweise Wasser und �l, in
Gegenwart eines Detergens zu r�hren.[9] Die Gr�ße der
Wasser-in-�l-Tr�pfchen l�sst sich durch die Intensit�t des
R�hrens einstellen. Solche Standardmethoden erlauben
jedoch nur eine geringe Kontrolle �ber die Bildung indivi-
dueller Tr�pfchen, die normalerweise eine breite Gr�ßen-
verteilung aufweisen.[10]

Wasser-in-�l-Tr�pfchen dienten als Reaktionsgef�ße f�r
die Polymerasekettenreaktion (PCR), um DNA ausgehend
von sehr geringen Konzentrationen spezifisch zu vervielf�l-
tigen. Wenn sehr verd�nnte L�sungen von Ausgangs-DNA
�ber viele Tr�pfchen verteilt werden, dann ist die wahr-
scheinlichste Zahl von DNA-Molek�len pro Tr�pfchen null,
aber einige der Tr�pfchen enthalten eine einzelne Kopie des
DNA-Molek�ls. In Wasser-in-�l-Tr�pfchen mit einem
Durchmesser von 2 bis 10 mm ist es m�glich, die PCR mit nur
einer einzigen Kopie eines DNA-Ausgangsmolek�ls durch-
zuf�hren.[11] Die Vervielf�ltigung von komplexen Genbiblio-
theken durch PCR in emulgierten Tr�pfchen verhindert eine
Rekombination zwischen homologen oder teilweise homo-
logen Genfragmenten w�hrend der PCR, weil nur ein oder
h�chstens zwei DNA-Ausgangsmolek�le pro Tr�pfchen vor-
handen sind (Abbildung 1).[12] Auf diese Weise kann die
Synthese von kurzen, chim�ren PCR-Produkten und anderen
Artefakten verhindert werden. Eine Emulsions-PCR wurde
auch f�r die Festphasensequenzierung von DNA auf Mikro-
sph�ren verwendet.[13] Ein DNA-Ausgangsmolek�l wurde pro
Mikrosph�re gebunden, und die Mikrosph�ren wurden an-
schließend mit einer PCR-Reaktionsmischung in emulgierten
Tr�pfchen eingeschlossen. Weil die PCR-Reaktionsmischung
in jedem Tr�pfchen eingeschlossen war, wurden Millionen
identischer Kopien von einem DNA-Ausgangmolek�l auf den
einzelnen Mikrosph�ren synthetisiert. Anschließend wurde
die Emulsion aufgel�st und die Mikrosph�ren wurden auto-
matisch sequenziert. Wasser-in-�l-Tr�pfchen mit einem
mittleren Durchmesser von 2.6 mm (9 fL) wurden außerdem
f�r die In-vitro-Transkription und -Translation in einem Zell-
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�hnlichen Volumen verwendet. Die Tr�pfchen enthielten eine
Transkriptions-/Translations-Reaktionsmischung zur Expres-
sion einzelner HaeIII-Methyltransferase-Gene.[14] Vor
kurzem wurde das verst�rkt gr�n-fluoreszierende Protein
(eGFP) durch zellfreie Proteinexpression in Wasser-in-�l-
Tr�pchen mit einem Durchmesser von 1 bis 100 mm synthe-
tisiert.[15]

2.1.2. Durch Mikrofluidik hergestellte Tr�pfchen

Homogenere Wasser-in-�l-Tr�pfchen k�nnen mit mi-
krofluidischen Werkzeugen hergestellt werden. Die h�ufig-
sten mikrofluidischen Anordnungen zur Erzeugung von
Wasser-in-�l-Tr�pfchen sind Fluss-fokussierende Kan�le und
T-Kreuzungs-Kan�le.[16] In Fluss-fokussierenden Kan�len
fließt �l durch zwei �ußere Kan�le und eine w�ssrige L�sung
durch einen zentralen Kanal. Die vereinten Fl�ssigkeiten
werden durch eine enge D�se gepresst, um monodisperse
w�ssrige Tr�pfchen in �l zu bilden.[17] Auf diese Weise kann
eine große Zahl monodisperser pL-Tr�pfchen in Hexade-
can[16] oder Fluorkohlenstoff�len[18] hergestellt werden.
Durch Fluss-Fokussierung hergestellte Tr�pfchen mit einem
Volumen von 65 pL wurden als Reaktionsgef�ße f�r PCR
verwendet.[19] Vor kurzem wurden einzelne DNA-Ausgangs-
molek�le in 2-pL-Tr�pfchen durch isothermische DNA-Am-
plifikation am rollenden Kreis (rolling circle amplification)
vervielf�ltigt.[20] Eine andere mikrofluidische Anordnung sind
T-Kreuzungen, die aus einem Hauptkanal, der �l enth�lt, und
einem zweiten dazu senkrechten Kanal, der eine w�ssrige
L�sung in den �lstrom injiziert, bestehen. Monodisperse

Wasser-in-�l-Tr�pfchen entstehen durch die Scherkr�fte an
der T-Kreuzung.[21] Eine kombinierte Anordnung aus T-
Kreuzung und optischen Pinzetten erlaubt es, einzelne Mi-
krosph�ren, Zellen oder subzellul�ren Strukturen direkt in
Wasser-in-�l-Tr�pfchen mit einem Volumen von etwa 90 fL
einzuf�gen.[22] Die Partikel k�nnen mit optischen Pinzetten
von der w�ssrigen L�sung zu der Grenzfl�che zwischen
w�ssriger und �l-Phase an der mikrofluidischen T-Kreuzung
bewegt werden. Dann wird ein Druckimpuls auf die w�ssrige
Phase �bertragen, um ein Tr�pfchen mit einer einzelnen
Mikrosph�re aus Polystyrol, einer Zelle oder einem Mito-
chondrium abzuscheren. Alternativ kann die w�ssrige L�sung
durch eine enge M�ndung in eine nicht-mischbare Phase ge-
presst werden. Durch einen pl�tzlichen Sog l�st sich sodann
ein Tr�pfchen ab.[23] Tr�pfchen mit einem Volumen von we-
nigen fL wurden mithilfe von optischen Pinzetten ver-
schmolzen, um chemische Reaktionen einzuleiten. Optisch
gehaltene Tr�pfchen in �l konnten zudem verkleinert und
vergr�ßert werden.[24] Mit einer piezoelektrischen Vorrich-
tung wurden Tr�pfchen mit einem Durchmesser von 1 bis
2 mm (0.5–4 fL), die eGFP enthielten, in einer perfluorierten
nicht-mischbaren Phase hergestellt.[25] Diese Tr�pfchen
wurden anschließend mit einer optischen Pinzette an einem
konfokalen Mikroskop in den Brennpunkt des Anregungs-
lasers gehalten. In solch kleinen Volumina war das Photo-
bleichen einzelner GFP-Molek�le schrittweise zu beobach-
ten. Schließlich wurde ein gepulstes elektrisches Feld anstelle
von Druck angelegt, um fL- bis pL-Tr�pfchen in �l herzu-
stellen.[26]

2.1.3. Tr�pfchen in mikrofluidischen Kan�len

In mikrofluidischen Vorrichtungen k�nnen w�ssrige
Tr�pfchen durch Einf�hrung eines wechselnden Stroms aus
Wasser und einer zweiten nicht-mischbaren Fl�ssigkeit in
einem mikrofluidischen Kanal kompartimentiert werden.
�ber die Reaktionen in mikrofluidischen Tr�pfchen und ihre
Anwendungen gibt es bereits �bersichtsartikel.[27] Der
Transport von Tr�pfchen durch die Kan�le ist analog zu
einem Fl�ssigkeitsstrom, und das kleinste Volumen dieser
Tr�pfchen wird von dem minimalen Kanaldurchmesser vor-
gegeben, der noch einen effektiven mikrofluidischen Trans-
port erlaubt. Die Fließgeschwindigkeit durch einen Kanal ist
linear proportional zum Druckabfall (DP), der durch die
Hagen-Poiseuille-Gleichung (1) definiert ist:[28]

DP ¼ 128mVl
pd4

ð1Þ

m ist die Viskosit�t der Fl�ssigkeit, V die volumetrische
Fließgeschwindigkeit, l die L�nge und d der Durchmesser des
Kanals. Die Hagen-Poiseuille-Gleichung gilt f�r einphasige
Str�mung. Bei kleinen Tr�pfchen treten jedoch signifikante
Grenzfl�cheneffekte und mehrphasige Str�mungen auf, was
den Druckabfall weiter verst�rkt. Der Druckabfall h�ngt
haupts�chlich vom Kanaldurchmesser ab. Infolgedessen ist
der Durchmesser von mikrofluidischen Kan�len im Allge-
meinen breiter als 10 mm,[29] sodass Tr�pfchen in mikroflu-
idischen Kan�len den Gr�ßenbereich von fL �berragen.

Abbildung 1. Vervielf�ltigung von komplexen Genbibliotheken durch
konventionelle PCR und Emulsions-PCR. a) DNA-Fragmente werden
bei der konventionellen PCR (links) zusammen vervielf�ltigt, w�hrend
in emulgierten Wassertr�pfchen ein oder h�chstens ein paar DNA-Aus-
gangsmolek�le vorliegen (rechts). b) Ein identisches Verbindungsst�ck
(schwarz) ligiert mit den Ende jedes DNA-Molek�ls zur Vervielf�lti-
gung mit einem PCR-Primer. Bei der konventionellen PCR k�nnen zwei
DNA-Molek�le mit nicht homologen (grau, 1 und 2) und homologen
Regionen (weiß) rekombinieren, was zur Bildung von chim�ren Pro-
dukten f�hrt. Demgegen�ber verhindert die Trennung der DNA-Aus-
gangsmolek�le in emulgierten Tr�pfchen die Bildung chim�rer Produk-
te. c) Bei der konventionellen PCR werden die kurzen, chim�ren Pro-
dukte effizienter vervielf�ltigt als die DNA-Ausgangsmolek�le, weshalb
sich artifizielle DNA geh�uft bildet. Die artifizielle DNA entsteht
jedoch nicht bei der Emulsions-PCR. Wiedergabe in modifizierter Form
mit Genehmigung von Lit. [12].
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Tr�pfchen in mikrofluidischen Vorrichtungen haben An-
wendungen f�r PCR[30] oder In-vitro-Transkription und
-Translation von Proteinen[31] gefunden. Die In-vitro-Ex-
pression von GFP wurde in einer großen Zahl von mikro-
fluidischen Tr�pfchen mit pL-Volumen durchgef�hrt. Die
Tr�pfchen wurden in integrierten mikrofluidischen Bauteilen,
die �ber ein Reservoir von etwa 106 Tr�pfchen verf�gten,
hergestellt, inkubiert und durch Fluoreszenzmikroskopie
ausgelesen. Ein einzelnes DNA-Ausgangsmolek�l in den
mikrofluidischen Tr�pfchen reichte aus f�r die In-vitro-Ex-
pression von 30 000 GFP-Molek�len. Eine In-vitro-Expressi-
on von GFP wurde ebenfalls in fL-Tr�pfchen durchgef�hrt
(Abbildung 2).[32] Durch eine kurze Verengung in einem mi-
krofluidischen Kanal wurde der Durchmesser der Tr�pfchen
auf ungef�hr 5 mm (65 fL) verringert.

2.1.4. Im Fl�ssigkeitsstrahl hergestellte Tr�pfchen

Aerosole aus monodispersen fL-Wassertr�pfchen, einge-
h�llt in Oliven�l, k�nnen aus nicht-mischbaren Fl�ssigkeiten
durch elektrohydrodynamische Kr�fte im koaxialen Fl�ssig-
keitsstrahl erzeugt werden.[33] Der elektrifizierte Strahl zer-
f�llt und bildet ein Spray aus monodispersen Wassertr�pf-
chen, die von Oliven�l umh�llt sind. Sowohl die Fließge-
schwindigkeit der Fl�ssigkeiten als auch die angelegte Span-
nung erlauben eine genaue Kontrolle �ber das Volumen der
Wassertr�pfchen und die Dicke der �lh�lle. Die bekannteste
Anwendung f�r Elektrosprays ist die Massenspektrometrie,
bei der geladene Ionen von Biomolek�len in den Fl�ssig-
keitstr�pfchen enthalten sind.[34] F�r die Massenspektrome-
trie ist es jedoch unabdingbar, dass diese Tr�pfchen im
Vakuum verdunsten, w�hrend die Verdunstung bei den
meisten anderen analytischen Anwendungen verhindert
werden muss, sodass das Volumen der w�ssrigen Tr�pfchen
konstant bleibt.

2.2. Lipidvesikel

Anders als bei Emulsionen ist das Volumen von Lipid-
vesikeln oder Liposomen durch eine Lipiddoppelschicht be-
grenzt, sodass sowohl der Vesikelinhalt als auch die Umge-
bungsl�sung w�ssrig sind. Die Herstellungsmethoden und
Anwendungen von Lipidvesikeln sind bereits in �bersichts-
artikeln beschrieben.[35] Ein Lipidvesikel mit einem fL-Volu-
men und eine biologische Zelle sind beide durch eine �hnli-
che Gr�ße und eine Lipiddoppelschicht zur Begrenzung
charakterisiert. Aufgrund dieser Gemeinsamkeiten eignen
sich Lipidvesikel gut, um die Reaktionsdynamik von biolo-
gischen Molek�len zu untersuchen.

Um chemische Reaktionen in einer biomimetischen
Umgebung zu analysieren, wurden Lipidvesikel mit einem

Durchmesser von 1 bis 5 mm (0.5–65 fL)
mit einer optischen Pinzette aus einem
Infrarotlaser positioniert oder an einer
modifizierten Glasoberfl�che angehef-
tet.[36] Chemische Reaktionen in diesen
fL-Gef�ßen wurden fluoreszenzmikro-
skopisch untersucht. Die Reaktionen
wurden durch einen kurzen, intensiven
elektrischen Impuls, der �ber Ultrami-
kroelektroden angelegt wurde, einge-
leitet. Dieser Impuls bewirkte entweder
eine Elektroporation oder Elektrofusi-
on der Lipidvesikel. Die Elektroporati-
on f�hrte zu einem Zustrom von Pro-
tonen. Infolge des sinkenden pH-Werts
kam es in den Lipidvesikeln, die Fluo-
rescein enthielten, zu einer Fluores-
zenzl�schung. Durch Elektrofusion
zweier Vesikel ließen sich Reagentien
quantitativ mischen. Zwei ausgew�hlte
Vesikel, die jeweils einen anderen
Fluoreszenzfarbstoff enthielten, wurden
durch optische Pinzetten zusammenge-

f�hrt und elektrofusioniert. Zur Analyse wurde der gemischte
Inhalt des fusionierten Vesikels bei zwei unterschiedlichen
Wellenl�ngen angeregt.

In einem anderen Ansatz zur Immobilisierung wurden
biotinylierte Lipidvesikel an die Oberfl�che einer mit
Neutravidin beschichteten Glasplatte gebunden (Abbil-
dung 3).[37] Der Durchmesser der Lipidvesikel variierte zwi-
schen 1 und 10 mm (0.5–500 fL). Diese gr�ßeren fL-Reakti-
onsvesikel schlossen kleinere aL-Vesikel mit einem Durch-
messer von ca. 100 nm (0.5 aL) ein. Die Phasen�bergangs-
temperaturen der aL-Vesikelmembranen legten die Tempe-
ratur fest, bei der die aL-Vesikel ihren Inhalt in die fL-
Reaktionsvesikel abgaben. Unterschiedliche Reaktanten
wurden bei den jeweiligen Phasen�bergangstemperaturen
nacheinander in das fL-Reaktionsgef�ß entlassen. Durch die
aufeinander folgende Mischung von zwei nicht-fluoreszie-
renden Substraten mit einem Enzym in dem fL-Reaktions-
gef�ß bildeten sich verschiedene fluoreszierende Produkte,
was durch Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie beobachtet
wurde.

Abbildung 2. Wasser-in-�l-Tr�pfchen in einem mikrofluidischen Kanal. Die Komponenten f�r eine zellfreie
Expression von Proteinen werden zusammen mit GFP-codierender DNA eingeschlossen. DNA wird in vitro
exprimiert, w�hrend die Tr�pfchen durch den Kanal wandern. Nachdem sich in den Tr�pfchen der GFP-
Chromophor autokatalytisch gebildet hat, l�sst sich GFP durch Fluoreszenzspektroskopie nachweisen.
Wiedergabe mit Genehmigung von Lit. [32].
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Biotinylierte Lipidvesikel wurden auch zur Selbstorgani-
sation von Arrays aus oberfl�chengebundenen Gef�ßen mit
einem mittleren Durchmesser von 100 nm (0.5 aL) verwen-
det.[38] Die auf der Vesikeloberfl�che angebrachten Biotinli-
ganden banden spezifisch an definierte Areale eines Glas-
substrats, auf denen Streptavidin immobilisiert war. Diese
Oberfl�chenareale wurden von Arealen umgeben, die un-
spezifische Anheftung verhinderten, sodass die Selbstorga-
nisation des Arrays durch die gemusterte Oberfl�chenfunk-
tionalisierung gesteuert wurde. Der Array hatte eine Gr�ße
von 0.4 � 0.4 mm2 mit einer Dichte von ca. 106 mm�2. Die
Autoren dieser Studie haben vorgeschlagen, dass Arrays aus
Lipidvesikeln als Bibliotheken f�r das gleichzeitige Auslesen
von Millionen von Analyten oder molekularen Funktionen
verwendet werden k�nnten, f�r die man nur pL-Volumina an
Reagentien ben�tigen w�rde.

Lipidvesikel mit einem Durchmesser von 10 bis 20 mm
(520–4200 fL) wurden durch ein Netzwerk freih�ngender
Nanokan�le verbunden (ca. 100 nm Durchmesser und 20–
30 mm L�nge).[39] Diese nanofluidischen Schalter erlaubten es,
fL-Volumina in ausgew�hlte Vesikel zu pumpen, indem der
Energiezustand der Lipiddoppelschicht beeinflusst wurde.
Die nanometergroßen Netzwerke aus Detergentien wurden
f�r verschiedene Analysen verwendet, wie beispielsweise den
Transport einzelner Nanopartikel, einzelner DNA-Molek�le,
oder um Exocytose nachzuahmen.[40]

2.3. Nanofaser-Kreuzungen

Elektrogesponnene Polymer-Nanofasern,
die in einem rechtwinkligen Netz angeordnet
sind, lassen sich zur Herstellung von Arrays
mit fL- bis aL-Volumina verwenden (Abbil-
dung 4).[41] Nanofasern mit einem Durchmes-
ser von 200 nm wurden durch Erw�rmen oder
durch Einwirkung von L�sungsmitteld�mpfen
miteinander verschmolzen, sodass sich
Gef�ße mit einem Volumen von 5 aL an den
Faser-Kreuzungen bildeten. Durch die Fusion
zweier Arten von Nanofasern, die mit ver-
schiedenen fluorogenen Reaktanten beladen
waren, bildete sich ein fluoreszierendes Re-
aktionsprodukt in den aL-Gef�ßen, was durch
Fluroeszenzmikroskopie beobachtet werden
konnte. 1000 Fluorophormolek�le waren
ausreichend, um ein Signal in diesen aL-Ge-
f�ßen nachzuweisen. Nicht-fluoreszierende
Reaktionsprodukte wurden aus den Faser-
Kreuzungen extrahiert und anschließend
durch Massenspektrometrie analysiert.

2.4. Optische Faserb�ndel

Die gezielte Oberfl�chenstrukturierung
mithilfe von �tztechniken erlaubt es, eine

große Zahl von fL-Gef�ßen r�umlich anzuordnen. Diese
maßgeschneiderten fL-Gef�ße bilden einen Array, in dem
jedes einzelne fL-Gef�ß eine genau definierte Position hat.
Bei solchen Arrays stellen schwankende Gef�ßgr�ßen und
Verschiebungen von Gef�ßen kein Problem dar. Ein weiterer
Vorteil f�r analytische Anwendungen ist das offene Gef�ß-
format, weshalb die individuellen Gef�ße auch als Mikroka-
vit�ten bezeichnet werden. Die Mikrokavit�ten k�nnen mit
Analytl�sungen gef�llt werden, nachdem die Herstellung der

Abbildung 3. Aufeinander folgende Enzymreaktionen in einem oberfl�chengebundenen
Lipidvesikel. Alkalische Phosphatase (AP, Sternchen) wird zusammen mit zwei Arten von
kleineren Lipidvesikeln, die entweder mit Dichlordimethylacridinon(DDAO)-Phosphat
(dunkelrot) oder mit Fluoresceindiphosphat (FDP, dunkelgr�n) beladen sind, in ein gr�-
ßeres Vesikel eingebracht. Bei den Phasen�bergangstemperaturen werden die Substrate
in das Reaktionsvesikel abgeben, wo sie durch das Enzym in ihre fluoreszierenden Pro-
dukte DDAO (hellrot) oder Fluorescein (hellgr�n) umgewandelt werden. Wiedergabe mit
Genehmigung von Lit. [37].

Abbildung 4. Nanofaser-Kreuzungen. a) Polymere Nanofasern, die un-
terschiedliche Reagentien enthalten, werden in einem rechtwinkligen
Netz angeordnet. Die Reagentien werden durch ein Verschmelzen der
Nanofasern gemischt. An den Kreuzungen bilden sich aL-Gef�ße, in
denen weniger als 1000 Molek�le nachweisbar sind. Rasterelektronen-
mikroskopische (SEM) Aufnahme der Nanofasern vor (b,c) und nach
der Verschmelzung (d). Wiedergabe in modifizierter Form mit Geneh-
migung von Lit. [41].
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Arrays abgeschlossen ist. Zudem kann ein Array mehrfach
verwendet werden, indem die Mikrokavit�ten gesp�lt und
wieder bef�llt werden.

Unsere Gruppe hat bei der Verwendung von optischen
Faserb�ndeln zur Herstellung von Arrays mit einer hohen
Dichte richtungsweisende Arbeiten geleistet (Abbil-
dung 5).[42] Optische Faserb�ndel bestehen aus einigen 1000

bis 100 000 individuellen optischen Faserkernen mit Durch-
messern von 2 bis 20 mm, die in einem gemeinsamen Ma-
trixmaterial eingebettet sind, das einen geringeren Bre-
chungsindex aufweist als das Kernmaterial. Die Faserkern-
Wellenleiter �bertragen optische Signale durch totale interne
Reflexion �ber weite Entfernungen bei geringer Signalab-
schw�chung. Das Kernmaterial kann durch S�ure selektiv
ge�tzt werden, um einen Array aus gleichm�ßigen fL-Kavi-
t�ten mit einer Dichte von rund 25 000 mm�2 auf einem Ende
des optischen Faserb�ndels herzustellen. Die Mikrokavit�ten
werden mit Fluoreszenzsonden beladen. Das andere Ende
des B�ndels ist an ein Epifluoreszenzmikroskop angeschlos-
sen. Um die Kavit�ten auszulesen, wird Anregungslicht in
den gesamten Array gestrahlt. Das daraus resultierende
Emissionslicht wird durch die einzelnen Faserkerne einge-
fangen, die den Boden jeder Kammer bilden. Jeder Faserkern
leitet nur das Signal aus der Kavit�t weiter, mit der er ver-
bunden ist. Auf diese Weise k�nnen zehntausende Reakti-
onsgef�ße individuell ausgelesen werden. Das zur�ckkom-
mende Emissionslicht wird gefiltert, um Streulicht zu entfer-
nen, und dann durch eine CCD-Kamera aufgenommen.

Mikrosph�ren, deren Gr�ße den Mikrokavit�ten ange-
passt ist, ordnen sich durch Kapillarkr�fte in zuf�lliger Weise
in dem optischen Faserb�ndel an. Eine große Zahl von
Mikrosph�ren kann auf der Oberfl�che z.B. mit DNA oder
mit Antik�rpern modifiziert werden, bevor sie in den Array
aufgenommen werden. Zur DNA-Analyse wurden mehr als
1011 Mikrosph�ren pro Gramm homogen mit Oligonukleoti-
den funktionalisiert und anschließend sehr gut reproduzier-
bar zu hunderten bis tausenden Arrays zusammengesetzt.[43]

Die zuf�llige Anordnung solcher Arrays erfordert, dass jede
Mikrosph�re einen Erkennungscode zur Identifizierung ent-

halten muss, um die jeweiligen analytischen Elemente zu-
ordnen zu k�nnen.[44] Im einfachsten Fall k�nnen die Mikro-
sph�ren mit einem oder mehreren Fluoreszenzfarbstoffen
optisch codiert werden. Die relativen Konzentrationen der
fluoreszierenden Markierungen k�nnen zur weiteren Unter-
scheidung dienen, sodass weitere Codes aus einem Satz an
Fluoreszenzfarbstoffen abgeleitet werden k�nnen.[45] Die co-
dierenden Markierungen m�ssen sich von den Markierungen
unterscheiden, die f�r die analytische Messung gebraucht
werden. Eine direkte Fluoreszenz-Codierung ist begrenzt
durch die Zahl der Farbstoffe und die Konzentrationen, die
sich noch zuverl�ssig voneinander unterschieden lassen. Eine
alternative Codierungsstrategie wurde f�r Mikrosph�ren
entwickelt, die mit Oligonukleotiden funktionalisiert waren.
Die Nukleotidsequenz auf jeder Mikrosph�re wurde schritt-
weise durch einen kombinatorischen Fluoreszenz-Code ent-
schl�sselt, indem in aufeinander folgenden Hybridisierungs-
und Dehybridisierungs-Schritten komplement�re Oligonu-
kleotide verwendet wurden, die bei jedem Schritt unter-
schiedliche Fluorophore trugen.[46] Auf diese Weise l�sst sich
eine viel h�here Anzahl von Mikrosph�ren in zuf�lligen
Arrays verwenden. Dieses System zur Entschl�sselung Oli-
gonukleotid-funktionalisierter Mikrosph�ren sowohl in opti-
schen Faserb�ndeln als auch in planaren Siliciumsubstraten
wird von Illumina Inc. (San Diego, USA) kommerziell ein-
gesetzt, um Genexpression zu analysieren und den Genotyp
einzelner Nukleotidpolymorphismen (SNPs) im gesamten
Genom zu bestimmen.

Optisch codierte Mikrosph�ren in optischen Faserb�n-
deln wurden zum parallelen Nachweis von sechs biologischen
Kampfstoffen verwendet.[47] Mikrosph�ren wurden mit pa-
thogenspezifischer DNA funktionalisiert und in dem Faser-
b�ndel angeordnet. DNA autoklavierter bakterieller Patho-
gene wurde daraufhin isoliert und durch PCR mit fluores-
zenzmarkierten Primern vervielf�ltigt. Die DNA in biologi-
schen Kampfstoffen war innerhalb von 30 min mit einer
Nachweisgrenze von 10 fm nachweisbar. Ein Sandwich-Assay
wurde mit dem optischen Faserb�ndel-Array entwickelt, um
Nahrungsmittelvergiftung durch Salmonella spp. nachzuwei-
sen.[48] Bakterielle Ziel-DNA wurde mit F�nger-Oligonukle-
otiden auf codierten Mikrosph�ren hybridisiert. Eine zweite
fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidsonde wurde daraufhin
mit der Ziel-DNA hybridisiert. Der Nachweis von Ziel-DNA
in zwei aufeinander folgenden Erkennungsschritten erh�hte
die Spezifit�t des Tests. In Gegenwart eines weiteren Ente-
robakteriums, E. coli, das eine hohe DNA-Sequenz�hnlich-
keit aufweist, wurde ausschließlich Salmonella spp. nachge-
wiesen. In �hnlicher Weise wurden drei toxinproduzierende
Algenarten gleichzeitig mit einem Sandwich-Assay f�r ribo-
somale RNA (rRNA) nachgewiesen.[49] Von rRNA existieren
mehr als eine Millionen Kopien pro Zelle. Daher sind keine
Vervielf�ltigungsschritte notwendig, um eine Nachweisgrenze
von nur f�nf Algenzellen zu erreichen. Der Sandwich-Assay
ließ sich auch zum Proteinnachweis verwenden.[50] In diesem
Fall wurden Mikrosph�ren mit F�ngerantik�rpern funktio-
nalisiert, die spezifisch f�r Immunglobulin A (IgA) und
Lactoferrin waren. Ein zweiter fluoreszenzmarkierter Anti-
k�rper wurde zum Nachweis der Zielproteine mit geringer
Kreuzreaktivit�t eingesetzt.

Abbildung 5. Femtoliter-Array auf einem optischen Faserb�ndel. a) Mi-
kroskopische Abbildung des gesamten Faser-Arrays mit einem vergr�-
ßerten Ausschnitt. b) Die rasterkraftmikroskopische Aufnahme eines
Teils der ge�tzten Oberfl�che zeigt die homogenen Mikrokavit�ten, die
mit HCl ge�tzt wurden. Wiedergabe in modifizierter Form mit Geneh-
migung von Lit. [93].
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Schließlich wurden DNA- und Protein-Nachweis in einem
gemeinsamen Test kombiniert.[51] Mikrosph�ren wurden mit
Antik�rpern gegen die proinflammatorischen Zielproteine
IL-6 und IL-8 funktionalisiert. Dann band ein mit Biotin
markierter Sekund�rantik�rper an die Zielproteine. Bio-
tinylierte F�nger-Oligonukleotide wurden �ber Avidin mit
dem Sekund�rantik�rper verbunden. Das F�nger-Oligonu-
kleotid hybridisierte mit einer sogenannten „Padlock“-DNA.
Die Padlock-DNA ligierte an ein zirkul�res DNA-Molek�l
nur dann, wenn ein komplement�rer DNA-Strang vorhanden
war. Die zirkul�re DNA-Sonde wurden f�r eine DNA-Am-
plifikation am rollenden Kreis verwendet und die vervielf�l-
tigten Sequenzen wurden mit komplement�ren fluoreszenz-
markierten Oligonukleotiden hybridisiert. Eine Ziel-DNA
des Atemwegserregers Haemophilus influenzae wurde aus-
gew�hlt, die f�r das �ußere Membranprotein P6 codiert. Ein
starkes Fluoreszenzsignal entstand nur dann, wenn die pro-
inflammatorischen Proteine zusammen mit H. influenzae
vorhanden waren.

Mit einem anderen Sensorformat, der „k�nstlichen
Nase“, wurden die Prinzipien der Geruchswahrnehmung von
S�ugetieren nachgeahmt. Hierf�r wurden die Mikrokavit�ten
von optischen Faserb�ndeln mit kreuzreaktiven Sensor-
mikrosph�ren gef�llt,[52] die im Gegensatz zu spezifischen
Erkennungselementen auf mehrere Analyte ansprechen. Die
Mikrosph�ren bestanden aus verschiedenen Polymeren,
Oberfl�chenfunktionalit�ten und solvatochromen Fluores-
zenzfarbstoffen.[53] Jeder Typ von Mikrosph�ren erzeugte ein
einzigartiges Fluoreszenzmuster bei Kontakt mit einer be-
stimmten fl�chtigen Substanz. Die kombinierten Fluores-
zenzmuster verschiedener Mikrosph�ren in dem Array
wurden dann zum „Trainieren“ eines Mustererkennungsal-
gorithmus verwendet, der die jeweilige Substanz identifizie-
ren konnte, sogar in Gegenwart komplexer Dampfmischun-
gen.[54] Solche k�nstlichen Nasen waren in der Lage, sowohl
verschiedene Typen von Kaffeebohnen aufgrund des Geruchs
zu erkennen als auch explosive D�mpfe.[55] Vor kurzem wurde
eine tragbare k�nstliche Nase zum Nachweis von Brandstif-
tung am Tatort entwickelt.[56]

3. Einzelzellen in fL-Volumina

Lebende Zellen werden normalerweise in Mikrotiter-
platten untersucht, z. B. um die Wirksamkeit oder Toxizit�t
von Medikamenten zu testen, f�r zellul�re Sensorik oder f�r
zellbiologische Studien. W�hrend Assays in Mikrotiterplatten
nur die durchschnittliche Reaktion einer ganzen Zellpopu-
lation verfolgen k�nnen, lassen sich mit Einzelzellexperi-
menten die Reaktionen individueller Zellen beobachten. Es
gibt eine Vielzahl an Techniken, um Einzelzellen zu analy-
sieren. Hier werden drei grunds�tzliche Typen von Einzel-
zellexperimenten in fL-Volumina mit Beispielen aus der
neueren Literatur vorgestellt.

3.1. Zellsortierung in mikrofluidischen Tr�pfchen

Lebende Zellen k�nnen in mikrofluidischen Tr�pfchen
eingeschlossen werden. In einem 33-pL-Tr�pfchen waren
einzelne Hybridomazellen mehr als 6 h �berlebensf�hig und
sezernierten Antik�rper, die sich zu hohen Konzentrationen
anreicherten.[57] Nach Aufl�sung der Emulsion wurden die
Antik�rper durch ELISA-Verfahren (enzymgekoppelter
Immunadsorptionstest) nachgewiesen. Obwohl es m�glich
war, das Tr�pfchenvolumen auf 500 fL zu reduzieren, f�hrte
dieses kleine Zellkultivierungsvolumen zu einer schnell sin-
kenden N�hrstoffversorgung und einer steigenden Abfall-
menge, sodass das �berleben der Zellen beeintr�chtigt war.
Die Handhabung lebender Zellen in mikrofluidischen
Tr�pfchen erm�glichte eine miniaturisierte Art von Flusszy-
tometrie und fluoreszenzaktivierter Zellsortierung (FACS).
Eine weitere Voraussetzung f�r automatische Zellsortierung
mit mikrofluidischen Vorrichtungen ist der Nachweis von
fluoreszierenden Zellmarkern in einem Tr�pfchen. Zwei
St�mme von E. coli, die sich in der Expression von b-Galac-
tosidase unterschieden, wurden mit dem fluorogenen Sub-
strat Fluorescein-di-b-d-galactopyranosid in 12-pL-Tr�pfchen
eingeschlossen.[58] Die bakteriellen Zellen ließen sich auf-
grund ihrer enzymatischen Produktion von fluoreszierendem
Fluorescein sortieren. Eine �hnliche Vorgehensweise wurde
verwendet, um die Oberfl�chenproteine auf einzelnen
menschlichen Monozyten zu analysieren (Abbildung 6).[59]

Die Oberfl�chenproteine wurden mit Antik�rper-gekoppel-
ten Enzymen markiert. Die markierten Zellen wurden mit
Fluorescein-di-b-d-galactopyranosid in mikrofluidischen
Tr�pfchen mit einem Durchmesser von 40 mm (33 pL) ein-
geschlossen. Die Anwesenheit der Markierungen auf der
Zelloberfl�che wurde daraufhin durch die Ansammlung von
Fluorescein in individuellen Tr�pfchen sichtbar. Schließlich
wurden einzelne bakterielle Zellen in mikrofluidischen

Abbildung 6. Mikrofluidische Zellsortierung. Proteine auf der Zellober-
fl�che werden zun�chst sowohl mit einem Konjugat aus spezifischem
Antik�rper und b-Galactosidase als auch mit einem Lectin-markierten
Antik�rper markiert. Die Zellen werden daraufhin zusammen mit
einem spezifischen Farbcode und dem fluorogenen Substrat Fluores-
cein-di-b-d-galactopyranosid (FDG) in mikrofluidischen Tr�pfchen ein-
geschlossen. Die Anh�ufung von Fluorescein in jedem Tr�pfchen wird
nach einer bestimmten Inkubationszeit gemessen. Wiedergabe mit Ge-
nehmigung von Lit. [59].
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Tr�pfchen von 4 nL auf ihre Empfindlichkeit gegen�ber
Antibiotika untersucht.[60]

3.2. R�umlich angeordnete Zellabscheidung

Lebende Bakterien,[61] Hefe-[62] oder S�ugerzellen[63,64]

lassen sich durch Sedimentation einzeln in den Mikrokavit�-
ten eines optischen Faserb�ndels ansiedeln. Hierf�r muss die
Gr�ße der Mikrokavit�ten an die Gr�ße der jeweiligen
Zelltypen angepasst werden, indem Fasern mit unterschied-
lichen Durchmessern verwendet werden. S�ugerzellen sie-
deln sich in Mikrokavit�ten mit einem Durchmesser von 7 mm
und einer Tiefe von 3 mm (ca. 85 fL) an.[63] Mit einem N�hr-
stoffvorrat versehen waren S�ugerzellen mehr als 24 h in dem
Faserb�ndel-Array lebensf�hig. Zellen wurden mit lipophilen
Fluorophoren,[63] fluoreszenzmakierten Lectinen[65] oder ge-
netisch codierten fluoreszierenden Proteinen[61, 66] markiert,
um sie durch Fluoreszenzmikroskopie zu identifizieren. Auf
diese Weise ließen sich auf der Einzelzell-Ebene sowohl
biologisch aktive Substanzen auf m�gliche Funktionen in der
Zelle hin testen als auch zellul�re Ereignisse analysieren. In
praktisch allen F�llen fiel die Reaktion der Zellen individuell
unterschiedlich aus – sogar bei Zellen, die den gleichen Ge-
notyp aufwiesen, was die Bedeutung von Einzelzell-Messun-
gen noch einmal betont. Andere Arrays f�r Einzelzell-Ex-
perimente wurden indirekt durch Lithographie und Gieß-
techniken hergestellt. Die indirekte Herstellung hat den
Vorteil, dass mit einer Formvorlage viele Replikate produ-
ziert werden k�nnen. Ein großer Array mit �ber 30 000 Mi-
krokavit�ten mit 10 mm Durchmesser und 12 mm Tiefe (ca.
940 fL) wurde in Polystyrol gegossen, um einzelne Lympho-
zyten zu beherbergen.[67] Die Stimulation von B-Zellen im
Array durch ein Antigen f�hrte zu einer individuellen Ant-
wort jeder einzelnen Zelle. Die Aktivierung von Antigen-
spezifischen B-Zellen wurde durch den fluoreszierenden
Ca2+-Indikator Fluo-4 nachgewiesen. Die Antigen-spezifi-
schen B-Zellen wurden daraufhin mithilfe einer Mikropipette
aus dem Array zur�ckgewonnen.

Weichlithographie ist eine weitere indirekte Methode zur
Herstellung von Arrays mit fL-Kavit�ten, bei der eine Form
als Vorlage zum Gießen von komplement�ren Strukturen in
einem elastomeren Polymer, meistens Poly(dimethylsiloxan)
(PDMS), verwendet wird.[68] PDMS ist ungiftig und O2-
durchl�ssig. PDMS-Arrays mit ca. 10 000 Mikrokavit�ten
unterschiedlicher pL-Volumina wurden verwendet, um
sowohl adh�rente Fibroblasten als auch nicht-adh�rente
Leuk�miezellen einzuschließen.[69] Zum Fluoreszenznachweis
wurde Calcein AM, das die Zellw�nde durchqueren kann, zu
den Zellen in den Mikrokavit�ten gegeben. Esterasen im
Zytoplasma katalysieren die Reaktion von nicht-fluoreszie-
rendem Calcein AM zu einem fluoreszierenden Produkt.
Diese Reaktion ist spezifisch f�r lebende Zellen, weil tote
Zellen keine aktiven Esterasen mehr enthalten. PDMS-
Arrays aus ca. 20000 Mikrokavit�ten mit pL-Volumina
wurden zur Isolierung von einzelnen Pheochromcytomazel-
len aus Ratten verwendet.[70] Diese Zellen wurden einzeln in
den Mikrokavit�ten lysiert, um intrazellul�re Proteinkon-
zentrationen und Enzymaktivit�ten zu bestimmen. Zellen,

die das rekombinante Fusionsprotein FLAG-GST expri-
mierten, wurden in den PDMS-Gef�ßen in Gegenwart von
antik�rpermarkierten Mikrosph�ren lysiert. In diesem Sand-
wich-Assay banden die Antik�rper das freigesetzte FLAG-
GST. Anschließend wurde der PDMS-Array ge�ffnet, um
FLAG-GST auf den Mikrosph�ren durch einen fluoreszenz-
markierten Sekund�rantik�rper nachzuweisen. Zur Bestim-
mung von Enzymaktivit�ten der intrazellul�ren Proteasen
Calpain und Caspase3 wurden Zellen in Gegenwart der
entsprechenden fluorogenen Substrate lysiert. Anschließend
wurde der Substratumsatz durch die Bildung eines fluores-
zierenden Produkts beobachtet. Damit wurde gezeigt, dass
solche einfachen Arrays aus PDMS ohne komplexe mikro-
fluidische Vorrichtungen zur Untersuchung der biochemi-
schen Eigenschaften einzelner Zellen geeignet sind.

Durch Lithographie hergestellte Arryas aus Mikrokavi-
t�ten (50 mm Durchmesser, 10 mm Tiefe) wurden in einem
Polymer aus SU-8 hergestellt und durch einen mikrofluidi-
schen PDMS-Kanal abgedeckt, um Quorum sensing zu un-
tersuchen.[71] Das Quorum sensing hilft Bakterien, ihr Ver-
halten aufeinander abzustimmen, und wird aktiviert, wenn
ein chemisches Signal eine Schwellenkonzentration �ber-
schreitet. Dies geschieht unter nat�rlichen Umst�nden dann,
wenn Bakterien in einer hohen Dichte auftreten. Das
Quorum sensing in Pseudomonas aeruginosa wird durch das
Gen lasB kontrolliert, dessen Aktivit�t durch die rekombi-
nante Expression von GFP nachgewiesen wurde. Eine bak-
terielle Zellkultur einer geringen Dichte wurde durch den
PDMS-Kanal geleitet. Durch die anschließende Einleitung
von Luft wurden ein bis drei Bakterienzellen in 100-fL-
Tr�pfchen isoliert. In solch kleinen Volumina baute eine
einzelne bakterielle Zelle eine chemische Konzentration
schnell genug auf, um Quorum sensing auszul�sen.

3.3. Einzelzellen als Reaktionsgef�ße

Lebende Zellen k�nnen als fL-Reaktionsgef�ße angese-
hen werden.[2] Zellen werden durch eine Lipiddoppelschicht
begrenzt und sind in dieser Hinsicht �hnlich wie Lipidvesikel.
In lebenden Zellen kann das Verhalten einzelner Biomole-
k�le in ihrem physiologischen Zusammenhang studiert
werden. Diese Eigenschaft ist wichtig, weil biochemische
Reaktionen in der Zelle sich h�ufig nicht im Gleichgewicht
befinden und in komplexen Netzwerken interagieren. Ein-
zelmolek�lstudien in lebenden bakteriellen Zellen haben
neue Einblicke in Genregulation, Transkription, Translation
und Replikation erm�glicht.[72]

4. Einzelmolek�lnachweis in fL-Volumina

Das Aufkommen neuer Techniken und immer empfind-
licherer Detektionsmethoden zur Analyse von Enzymen und
anderen Biomolek�len auf der Einzelmolek�lebene hat unser
Verst�ndnis biochemischer Mechanismen, die vorher in En-
semble-Reaktionen verborgen waren, grundlegend erweitert.
F�r Einzelmolek�lexperimente muss das Detektionsvolumen
mit dem zu analysierenden Einzelmolek�l minimiert werden,
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sodass es mit einem hohen Vertrauensniveau lokalisiert
werden kann. Bei der Durchf�hrung von Einzelmolek�lstu-
dien zur Enzymkatalyse mittels Fluoreszenzmikroskopie
kommen zwei grundlegende Formate zum Einsatz. Einzelne
Enzymmolek�le k�nnen entweder auf einer Oberfl�che im-
mobilisiert oder in fL- und sub-fL-Gef�ßen kompartimentiert
werden, wie beispielsweise in emulgierten Tr�pfchen, Lipid-
vesikeln, Viruskapsiden oder in Oberfl�chen-ge�tzten fL-
Gef�ßen. Beide Einzelmolek�lformate lassen sich miteinan-
der kombinieren. Einzelne Enzymmolek�le k�nnen bei-
spielsweise auf der Oberfl�che oder am Boden von fL-Ge-
f�ßen immobilisiert werden.

Dieser Aufsatz schließt Techniken ein, bei denen Enzyme
auf der Oberfl�che ultrakleiner Gef�ße immobilisiert sind,
wohingegen andere Einzelmolek�lexperimente nur kurz ab-
gehandelt werden. Weil in Experimenten mit immobilisierten
Enzymmolek�len nur eine kleine Zahl von Fluorophormo-
lek�len beobachtet wird, muss das Anregungsvolumen klein
sein, um das Hintergrundsignal aufgrund von fluoreszieren-
den Unreinheiten und Raman-Streuung zu reduzieren. In
einem abnehmenden Anregungsvolumen bleibt das Signal
eines einzelnen Fluorophors konstant, w�hrend der Hinter-
grund linear sinkt.[73] Konfokale und Totale-Interne-Reflexi-
ons(TIRF)-Mikroskopie werden am h�ufigsten zur Reduzie-
rung des Anregungsvolumens eingesetzt. Individuelle Mole-
k�le der Meerrettichperoxidase, b-Galactosidase, l-Exonu-
klease und Lipase wurden jeweils auf einer Oberfl�che im-
mobilisiert.[74] Alternativ wurden Cholesteroloxidase in
einem Agarose-Gel[75] und GFP in einem Polyacrylamid-
Gel[76] immobilisiert, sodass sie nicht diffundieren konnten.
Einzelmolek�lexperimente mit immobilisierten Enzymen
erlauben es, aufeinander folgende katalytische Zyklen in
Echtzeit aufzunehmen und die Wartezeiten bis zur Beendi-
gung der jeweiligen Zyklen zu analysieren. W�hrend die in-
dividuellen Wartezeiten stochastische Ereignisse sind, werden
die statistischen Eigenschaften von dem zugrundeliegenden
katalytischen Mechanismus bestimmt. Solche Einzelmole-
k�lanalysen haben dynamische Schwankungen in aufeinan-
der folgenden katalytischen Zyklen enth�llt, die sich auf
Konformations�nderungen im Enzym zur�ckf�hren las-
sen.[75, 77]

Bei der zweiten Art von Einzelmolek�lexperimenten
werden Enzymmolek�le in Gef�ßen r�umlich kompartimen-
tiert, was den Vorteil hat, dass sterische Hinderung, partielle
Inaktivierung oder St�rung der Enzymstruktur aufgrund von
Oberfl�chenimmobilisierung vermieden werden.[78] Eine Re-
duzierung des Gef�ßvolumens f�hrt zu einer Grenze, bei der
statistisch gesehen ein Enzymmolek�l pro Gef�ß vorhanden
ist (Abbildung 7). F�r fL-Gef�ße liegt die Grenze zum Erhalt
einer Einzelmolek�l-Konzentration im pikomolaren Bereich.
Obwohl einzelne Enzymmolek�le nicht direkt in jedes fL-
Gef�ß abgelegt werden k�nnen, lassen sich große Arrays mit
fL-Gef�ßen zufallsbasiert mit einer verd�nnten Enzyml�sung
f�llen. Bei der Einzelmolek�l-Konzentrationsgrenze enth�lt
ein Gef�ß wegen statistischer Schwankungen allerdings nicht
unbedingt genau ein Enzymmolek�l. Die Poisson-Verteilung
beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass ein seltenes Ereignis
bei einer großen Zahl von Versuchswiederholungen eintritt.
Die Wahrscheinlichkeit Pm(x), dass ein Gef�ß genau x En-

zymmolek�le enth�lt, ist durch Gleichung (2) gegeben, in der
m die durchschnittliche Zahl der Enzymmolek�le pro Gef�ß
ist:

Pm xð Þ ¼ e�mmx

x!
ð2Þ

Die Poisson-Verteilung ist ein einfaches statistisches
Mittel, um zu bestimmen, wie die Zahl von fL-Gef�ßen mit
einem einzelnen Enzymmolek�l maximiert werden kann. Bei
einem 1:20-Verh�ltnis von Molek�len zu Gef�ßen sind z. B.
95% der Gef�ße leer, 5% enthalten ein einzelnes Molek�l
und nur 0.1% enthalten mehr als ein einzelnes Molek�l. Eine
weitere Konzentrationssenkung, um die Wahrscheinlichkeit
einer Mehrfachbelegung der Gef�ße zu verringern, geht
immer mit einer gr�ßeren Zahl von leeren Gef�ßen einher.
Daher ist dieser Ansatz nur sinnvoll, wenn Arrays mit einer
großen Zahl von fL-Gef�ßen zur Verf�gung stehen.

Ein fluorogenes Substrat kann einfach zusammen mit der
verd�nnten Enzyml�sung in dem Array eingeschlossen
werden. Die Substratkonzentration ist viel h�her als die En-
zymkonzentration, und der Ausdruck „Einzelmolek�lexpe-
riment“ bezieht sich daher nur auf das Enzym. Die Sub-
stratkonzentration kann variiert werden, um verschiedene
Reaktionsbedingungen zu untersuchen. W�hrend jedes fL-
Gef�ß die gleiche Substratmenge enth�lt, wird das fluores-
zierende Produkt nur in denjenigen Gef�ßen beobachtet, die
mit einem einzelnen Enzymmolek�l belegt sind. Weil die
Aktivit�t eines einzelnen Enzymmolek�ls beobachtet wird,
ist es nicht notwendig, die exakte Konzentration der En-
zyml�sung zu kennen, die in konventionellen Ensemble-Re-
aktionen ein kritischer Parameter f�r die genaue Berechnung
der Wechselzahl kcat ist. Beim Einzelmolek�l-Ansatz werden
ausschließlich aktive Enzyme beobachtet, sodass sich solche
Kompromisse wie die Angabe von Enzym-Units er�brigen.
Zudem ist es komfortabel, die Molarit�t der Substrat- und
Produktl�sung durch die Gesamtzahl der Molek�le im ein-
geschlossenen fL-Volumen anzugeben, um eine direktes Maß
f�r die Wechselzahl zu erhalten. Eine typische Substratkon-
zentration von 100 mm in einem fL-Volumen entspricht ein
paar Millionen Molek�len.

Abbildung 7. Die Einzelmolek�l-Konzentrationsgrenze. Die Konzentra-
tion (C), die im Durchschnitt ein Molek�l pro Gef�ß erzielt (durchge-
hende Linie), ist umgekehrt proportional zum Gef�ßvolumen (V). Die
tats�chliche Belegung mit Molek�len ist durch die Poisson-Verteilung
[Gl. (2)] gegeben. Ein 1:20-Verh�ltnis von Molek�len zu Gef�ßen (ge-
strichelte Linie) erzielt 95 % leere Gef�ße, 5% mit einem einzelnen
und nur 0.1% mit zwei oder mehr Molek�len.
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4.1. Durch Emulsionen definierte Tr�pfchen

Das erste Experiment mit einzelnen Enzymmolek�len
wurde 1961 von Rotman durchgef�hrt.[7] Eine L�sung des
Enzyms b-Galactosidase wurde zusammen mit dem fluoro-
genen Substrat 6-Hydroxyfluoran-b-d-galactopyranosid in
Silikon�l gespr�ht. Der Durchmesser der daraus resultieren-
den Wasser-in-�l-Tr�pfchen war breit verteilt zwischen 0.1
und 40 mm, aber es wurden nur Tr�pfchen mit einem Durch-
messer von 14 bis 15 mm (1400 fL) ausgew�hlt. Die Zahl der
Enzymmolek�le in den Tr�pfchen wurde mithilfe der Pois-
son-Verteilung berechnet. Die Reaktionsgeschwindigkeiten
in den emulgierten Tr�pfchen ergaben sich aus dem Vergleich
des angesammelten fluoreszierenden Produkts 6-Hydroxy-
fluoran mit gleichgroßen Tr�pfchen, die nur eine Standard-
konzentration von 6-Hydroxyfluoran enthielten. Diese Studie
zeigte, dass Inaktivierung durch Hitze zu eine Mischung aus
aktiven und inaktiven Enzymmolek�len f�hrte statt zu einer
Teilinaktivierung aller Enzymmolek�le – ein Ergebnis, das
bei vorherigen Ensemble-Experimenten verborgen geblieben
war. Zum damaligen Zeitpunkt dieser Experimente
schr�nkte die Empfindlichkeit der Methoden die zeitliche
Aufl�sung allerdings stark ein, sodass es nur m�glich war, die
Produktansammlung nach 15 h zu messen.

Die Verf�gbarkeit moderner CCD-Kameras erm�glichte
es, den Substratumsatz einzelner Chymotrypsinmolek�le in
Wasser-in-�l-Tr�pfchen parallel mit einer Zeitaufl�sung von
8 min zu messen.[79] Es wurde eine Konzentration verwendet,
die maximal ein Enzymmolek�l in einem Tr�pfchen mit 1 mm
Durchmesser erzielte. Weil die Tr�pfchengr�ße wieder breit
verteilt war, wurden gr�ßere Tr�pfchen von der Software
nicht ber�cksichtigt. Kleinere Tr�pfchen wurden dagegen
ausgewertet, da die Wahrscheinlichkeit, dass sie mehr als ein
Enzymmolek�l enthielten, noch geringer war. Chymotrypsin
setzt das fluorogene Substrat (sucAAPF)2-Rhodamin 110 zu
fluoreszierendem Rhodamin 110 um. Eine Einschr�nkung
dieses Substrats ist jedoch seine komplizierte Reaktionski-
netik, da jedes Substratmolek�l zwei Spaltungsstellen f�r
Chymotrypsin besitzt. Die Bildung von Rhodamin 110 in
Wasser-in-�l-Tr�pfchen war nicht konstant �ber den Ver-
suchsverlauf, sondern wies Unterschiede zwischen unter-
schiedlichen Chymotrypsinmolek�len auf.

4.2. Lipidvesikel

Biotinylierte Lipidvesikel mit 100 nm Durchmesser
(0.5 aL) und einer homogenen Gr�ßenverteilung wurden
�ber eine Avidin-Br�cke an die Oberfl�che von Glas, das mit
einer biotinylierten Lipiddoppelschicht bedeckt war, gebun-
den.[80] In diesen Lipidvesikeln wurden einzelne Molek�le der
Adenylatkinase, die mit Texas Red markiert war, oder des
Rinderserumalbumins (BSA), das mit Tetramethylrhodamin
markiert war, analysiert. Ein Photobleichen dieser Fluoro-
phormarkierungen erfolgte schrittweise, wodurch sich die
Proteinmolek�le in einem Vesikel z�hlen ließen. Nur dieje-
nigen Vesikel, bei denen das Photobleichen in einem einzigen
Schritt erfolgte, enthielten ein einzelnes Proteinmolek�l und
wurden f�r Einzelmolek�lexperimente verwendet. Durch

Polarisationsmikroskopie wurde gezeigt, dass Proteinmole-
k�le in den Lipidvesikeln und in L�sung �hnliche Bewe-
gungsfreiheit haben. Diese Einschlusstechnik in Vesikeln
wurde verwendet, um Konformationsschwankungen einzel-
ner Adenylatkinase-Molek�le durch resonanten Fluores-
zenzenergietransfer (FRET) zwischen zwei Markierungen in
der Kerndom�ne des Proteins in Echtzeit zu messen.[81] Die
�berg�nge bei der Faltung ließen sich als korrelierte Schritte
in der Donor- und Akzeptor-Intensit�t beobachten. Die
Gr�ße dieser Schritte und die Dauer der �berg�nge waren
breit verteilt.

Ein Austausch der L�sung in oberfl�chengebundenen
Vesikeln mit 200 nm Durchmesser erfolgte durch Membran-
perforierung mit dem bakteriellen Toxin a-H�molysin oder
durch Inkubation der Vesikel in der N�he der Phasen�ber-
gangstemperatur, um Defekte in der Lipiddoppelschicht zu
erzeugen.[82] Diese Technik wurde zur Untersuchung des
Proteins RecA aus E. coli verwendet, das einzelstr�ngige
DNA (ssDNA) stabilisiert. Beide Enden der ssDNA wurden
mit komplement�ren FRET-Donor- und -Akzeptorfarbstof-
fen markiert. RecA-Monomere lagern sich rund um die
ssDNA zu einem Filament zusammen, sodass ssDNA, die im
nat�rlichen Zustand gewunden ist, gestreckt wird und die
FRET-Farbstoffe auseinandergedr�ckt werden. Infolgedes-
sen sinkt die FRET-Effizienz. Die Konzentrationen wurden
so gew�hlt, dass im Durchschnitt ein ssDNA-Molek�l und
sieben RecA-Molek�le pro Vesikel vorhanden waren. Bei der
Dissoziation von RecA und ssDNA wird ATP hydrolysiert.
ATP wurde durch die Membranporen ausgetauscht, wohin-
gegen ssDNA und RecA nicht passieren konnten. Auf diese
Weise ließ sich wiederholt die Bindung und Dissoziation des
gleichen RecA-Filaments an einem ssDNA-Molek�l beob-
achten.

Mit optischen Pinzetten gehaltene Lipidvesikel mit 3.3 bis
11 mm Durchmesser (20–700 fL) wurden verwendet, um ein-
zelne Molek�le der alkalischen Phosphatase einzuschlie-
ßen.[83] Um nur Vesikel mit einem einzelnen Enzymmolek�l
auszuw�hlen, wurde alkalische Phosphatase mit einem Fluo-
reszenzfarbstoff markiert, sodass die eingeschlossenen En-
zymmolek�le in einem Vesikel gez�hlt werden konnten. Das
fluorogene Substrat Fluoresceindiphosphat wurde in einem
anderen Lipidvesikel eingeschlossen. Die Inhalte der unter-
schiedlichen Vesikel wurden daraufhin durch Elektrofusion
gemischt. Das Reaktionsprodukt Fluorescein wurde durch
Fluoreszenzmikroskopie gemessen, und die enzymatischen
Ums�tze wurden mit Flourescein-beladenen Vesikeln stan-
dardisiert. Individuelle Molek�le der alkalischen Phosphata-
se zeigten langlebige (1 h) und breit verteilte Aktivit�ten, die
auf unterschiedliche Konformationen zur�ckgef�hrt wurden.

4.3. Viruskapside

Ein weiteres biomimetisches Gef�ßformat f�r Einzelmo-
lek�lstudien ist das Viruskapsid (Abbildung 8).[84] Viele Viren
sind von einem ikosaedrischen Proteinkapsid mit Durch-
messern von 12 bis 500 nm bedeckt.[85] Das Kapsid des
Pflanzenvirus CCMV (cowpea chlorotic mottle virus) hat
einen inneren Durchmesser von 18 nm und legt dadurch ein
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Gef�ßvolumen von 3 zL fest. Einzelne Molek�le der Meer-
rettichperoxidase (HRP) ließen sich kompartimentieren,
indem die Kapsidproteine des CCMV um die HRP-Molek�le
ein selbstorganisiertes Gef�ß bildeten. Eingeschlossene
HRP-Molek�le oxidierten das fluorogene Substrat Dihydro-
rhodamin zum flureszierenden Produkt Rhodamin, das mit
Fluoreszenzmikroskopie detektiert wurde. Ein abgeschlosse-
nes Volumen von 3 zL mit einer 0.5 mm Substratkonzentration
w�rde nur ein einzelnes Substratmolek�l in jedem tausends-
ten Kapsid zu Folge haben. Daher sind Enzymreaktionen in
abgeschlossenen zL-Volumina nicht durchf�hrbar. Diese
Einschr�nkung von abgeschlossenen zL-Gef�ßen wurde da-
durch vermieden, dass die Durchl�ssigkeit der Proteinh�lle
gr�ßenabh�ngig war, sodass zwar das Enzym im Kapsid ein-
geschlossen war, aber Substrat und Produkt passieren konn-
ten. Außerdem war die Durchl�ssigkeit der Kapsidporen pH-
abh�ngig, wodurch sich der Zugang des Substrats zum Enzym
steuern ließ.

4.4. Kapillarelektrophorese

Kapillarelektrophorese l�sst sich ebenfalls f�r Einzelmo-
lek�lstudien verwenden. Im Unterschied zu anderen fL-Ge-
f�ßformaten begrenzt eine Kapillare ein Volumen nur in zwei
Richtungen, ist aber in Fließrichtung offen. Frei bewegliche
Einzelmolek�le der Lactatdehydrogenase,[86] alkalischen
Phosphatase[87] oder b-Galactosidase[88] wurden elektropho-
retisch entlang einer Kapillar mit 10 bis 20 mm Durchmesser,
die ein fluorogenes Substrat enthielt, getrennt. Der Abstand
der individuellen Enzymmolek�le wurde so eingestellt, dass
sich die Diffusionszonen des fluoreszierenden Produkts nicht
�berlappten. Nach einer bestimmten Zeit wurde das fluo-
reszierende Produkt durch Elektrophorese zu einem Fluo-
reszenzdetektor bewegt, wo das angesammelte Produkt jedes
einzelnen Enzymmolek�ls quantitativ bestimmt wurde.
Obwohl diese Endpunktbestimmung nicht die Kinetik indi-
vidueller Enzymmolek�le in Echtzeit verfolgen kann, haben
diese Experimente einen anderen Vorteil: Weil Produkt und
Enzym aufgrund unterschiedlicher elektrophoretischer Mo-
bilit�ten getrennt werden k�nnen, kann dasselbe Enzymmo-
lek�l noch einmal mit frischem Substrat oder einem anderen
Substrat inkubiert werden. W�hrend individuelle Enzymmo-

lek�le bei wiederholter Inkubation dieselbe Aktivit�t auf-
wiesen, unterschied sich die Aktivit�t zwischen den Enzym-
molek�len – im Fall der Lactatdehydrogenase um einen
Faktor 4. Diese Unterschiede wurden unterschiedlichen,
langlebigen Konformationen der Lactatdehydrogenase zu-
geschrieben. b-Galactosidase von E. coli wies ebenfalls eine
breite, zwanzigfache Aktivit�tsverteilung auf, wobei der
Großteil der Molek�le innerhalb einer vierfachen Verteilung
fiel. Kristallisierung von b-Galactosidase zur Reinigung be-
einflusste diese breite Aktivit�tsverteilung nicht, aber sie re-
duzierte die durchschnittliche Aktivit�t. Die Reaktionsge-
schwindigkeiten der alkalischen Phosphatase hingegen waren
nur bei Verwendung eines S�ugerenzyms heterogen, aber
homogen als das gut gereinigte bakterielle Enzym untersucht
wurde. Diese Ergebnisse wurden durch posttranslationale
Modifikationen erkl�rt (z.B. Glycosylierungen), die h�ufig
bei S�ugerenzymen auftreten, jedoch nicht bei Bakterien.

4.5. Lithographisch hergestellte Arrays

Homogene Arrays mit fL- und sub-fL-Gef�ßen k�nnen
durch lithographische Techniken direkt in Oberfl�chen her-
gestellt werden.[89] Arrays aus L�chern mit einem Durch-
messer von 50 nm wurden durch Elektronenstrahl-Lithogra-
phie in einem 100 nm dicken Metallfilm auf einem Deckglas
hergestellt.[90] Der Durchmesser der L�cher war kleiner als
die Wellenl�nge von Licht, sodass diese „Nullmodus“-Wel-
lenleiter Licht nicht weiterleiteten und Fluorophore nur im
evaneszenten Feld an der Grenzschicht von Glas und Metall
angeregt wurden. In diesen Nullmodus-Wellenleitern wurde
DNA-Polymerasen so immobilisiert, dass maximal ein Mo-
lek�l pro Wellenleiter vorlag. Um die enzymatische Synthese
doppelstr�ngiger DNA zu starten, wurden verschiedene
fluoreszenzmarkierte Nukleotidtriphosphate zugesetzt. Diese
Nukleotidanaloga ließen sich nacheinander bei jedem Bin-
dungschritt an die Polymerase nachweisen. Jedesmal wenn
ein fluoreszierendes Nukleotid in den DNA-Strang eingebaut
wurde, konnte f�r eine kurze Zeit ein starkes Fluoreszenz-
signal gemessen werden, bis der Fluoreszenzfarbstoff entwe-
der ausbleichte oder aus dem evaneszenten Feld diffundierte.
Weil das evaneszente Feld effektiv ein zL-Beobachtungsvo-
lumen definierte, wurde der Fluoreszenzhintergrund stark
verringert. Daher ließen sich relativ hohe mikromolare
Konzentrationen der fluoreszierenden Nukleotide verwen-
den, wie sie f�r eine effiziente Funktion der meisten Poly-
merasen erforderlich sind. Die L�cher im Metallfilm blieben
offen, sodass eine Substratersch�pfung in solch kleinen sub-
fL-Reaktionsvolumina vermieden wurde. Diese Technik
wurde von Pacific Biosciences Inc. (Menlo Park, USA) zur
DNA-Sequenzierung in Echtzeit kommerzialisiert.[91]

Arrays mit fL-Kavit�ten wurden durch Photolithographie
in der Oberfl�che von Quarzglas hergestellt.[92] Die halbrun-
den Kavit�ten mit 8 mm Durchmesser und 4 mm Tiefe besaßen
ein Volumen von 135 fL. Die Gef�ße wurden durch Anlegen
von Ultraschall und Vakuum gef�llt und mit einem Deckglas
verschlossen. Einzelne Molek�le der Lactatedehydrogenase
(LDH-1) in den Gef�ßen katalysierten die Redoxreaktion
von NAD+ und Lactat zu fluoreszierendem NADH und

Abbildung 8. Ein einzelnes HRP-Molek�l (E) eingeschlossen in einem
Viruskapsid. Das Substrat Dihydrorhodamin (S) diffundiert in das
Kapsid, wo es zum fluoreszierenden Produkt Rhodamin (P) umgesetzt
wird. Das fluoreszierende Produkt h�uft sich an, bevor es schließlich
durch die Kapsidporen hinausdiffundiert. Wiedergabe in modifizierter
Form mit Genehmigung von Lit. [84] und [103].
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Pyruvat. Diese enzymatische Reaktion wurde mit einer durch
Metallionen katalysierten Redoxreaktion verglichen. Ein-
zelne OsVIII-Ionen katalysierten die Redoxreaktion von CeIV

und AsIII zu fluoreszierendem CeIII und AsV. Beide Reaktio-
nen wurden durch Weitfeld-Mikroskopie verfolgt. Die Akti-
vit�ten individueller LDH-1-Molek�le unterschieden sich um
den Faktor 3, w�hrend die Reaktionsgeschwindigkeiten in-
dividueller Metallionen �hnlicher waren. Die breitere Akti-
vit�tsverteilung der Enzymmolek�le wurde durch unter-
schiedliche Konformationen erkl�rt, die bei individuellen
Metallionen nicht vorkommen.

4.6. Optische Faserb�ndel

Wir haben individuelle Molek�le der b-Galactosidase aus
E. coli in einem homogenen Array aus 46-fL-Gef�ßen, die in
die Oberfl�che von optischen Faserb�ndeln ge�tzt wurden,
eingeschlossen.[93] b-Galactosidase setzte das Substrat Re-
sorufin-b-d-galactopyranosid in einem einfachen hydrolyti-
schen Schritt zu stark fluoreszierendem Resorufin um (Ab-
bildung 9). Resorufin wurde �ber das Faserb�ndel durch
Weitfeld-Mikroskopie sowohl angeregt als auch gemessen.
Die genauen Reaktionsgeschwindigkeiten hunderter En-
zymmolek�le ließen sich individuell bestimmen. Die fL-
Gef�ße hatten die optimale Gr�ße, damit sich eine relativ

kleine Zahl von Produktmolek�len zu einer nachweisbaren
Konzentration aufbauen konnte, aber gleichzeitig eine aus-
reichende Zahl von Substratmolek�len vorhanden war, um
Substratersch�pfung zu vermeiden. Ein Photobleichen des
Produkts Resorufin ließ sich durch die Bestimmung der
Ausbleichgeschwindigkeit mit einer Standard-Resorufin-
l�sung korrigieren. Die Beobachtung einer großen Populati-
on individueller b-Galactosidase-Molek�le im optischen Fa-
serb�ndel offenbarte breite verteilte und langlebige Sub-
stratums�tze.[94] Diese statische Heterogenit�t ließ sich auf
unterschiedliche Konformationen der b-Galactosidase zu-
r�ckf�hren. Diese Ergebnisse best�tigten vorherige Einzel-
molek�lstudien und gingen �ber diese hinaus,[88, 92] weil die
Aktivit�tsverteilungen bei verschiedenen Substratkonzentra-
tionen gemessen wurden. Die normalisierte Geschwindig-
keitsverteilung war unabh�ngig von der Substratkonzentra-
tion. Daher konnten wir darauf schließen, dass Unterschiede
im katalytischen Schritt kcat die Ursache f�r die breite Akti-
vit�tsverteilung sind. W�hrend die Substratums�tze von b-
Galactosidase in den fL-Gef�ßen �hnlich wie in freier L�sung
waren, zeigte sich bei Meerrettichperoxidase (HRP) eine
zehnfach langsamere Produktbildung auf der Einzelmole-
k�lebene als in freier L�sung.[95] Diese Verlangsamung in den
fL-Gef�ßen l�sst sich durch den besonderen Redoxmecha-
nismus von HRP erkl�ren: Zuerst wird das fluorogene Sub-
strat Amplex Red durch den Transfer eines Elektrons zu
einem nicht-fluoreszierenden Amplex Red-Radikal oxidiert.
Danach dismutieren zwei Molek�le der radikalischen Zwi-
schenstufe unabh�ngig vom Enzym zum fluoreszierenden
Produkt Resorufin. Wenn HRP in einem fL-Gef�ß einge-
schlossen ist, dann ist die Dismutationsrate geringer und
weniger Produkt wird gebildet.

b-Galactosidase wurde zum ersten Mal verwendet, um
kompetitive Enzyminhibition auf der Einzelmolek�lebene zu
untersuchen (Abbildung 9).[96] Wenn der langsam bindende
Inhibitor d-Galactal zu der L�sung mit Enzym und Substrat
im optischen Faserb�ndel gegeben wurde, ließ sich der
Komplex aus Enzym und Inhibitor als Phase ohne Substrat-
umsatz identifizieren, wohingegen das freie Enzym durch
Substratumsatz gekennzeichnet war. In einem „pre-steady-
state“-Experiment wurde b-Galactosidase zun�chst mit einer
d-Galactal-Konzentration inkubiert, die wesentlich h�her
war als die Inhibitionskonstante Ki, anschließend stark ver-
d�nnt und in dem fL-Array eingeschlossen. Durch einen
zeitversetzten Beginn des Substratumsatzes in den fL-Gef�-
ßen wurden die stochastischen Ereignisse der Freisetzung von
d-Galactal sichtbar. Obwohl b-Galactosidase ein Tetramer
mit vier Untereinheiten ist, schalteten individuelle b-Galac-
tosidase-Molek�le bei der Aktivierung direkt von keiner auf
die h�chste Aktivit�t um. Diese Beobachtung kann durch
eine kooperative Freisetzung von d-Galactal von allen vier
Untereinheiten erkl�rt werden. Außerdem wurde die Inhibi-
tionskinetik unter Gleichgewichtsbedingungen („steady-
state“) untersucht, indem b-Galactosidase �ber einen l�nge-
ren Zeitraum mit einer d-Galactal-Konzentration inkubiert
wurde, die Ki entsprach. Dabei konnte beobachtet werden,
wie d-Galactal mehrmals an b-Galactosidase band und an-
schließend wieder freigesetzt wurde. Der Substratumsatz in-
dividueller Enzymmolek�le �nderte sich nach der Inhibitor-

Abbildung 9. Einzelmolek�lexperiment in einem optischen Faserb�n-
del-Array mit 50 000 Fasern. Gef�ße mit einem Volumen von 46 fL
werden gleichm�ßig in das distale Ende (d) der einzelnen Fasern
ge�tzt (Faserkern: weiß, Matrixmaterial: grau). Die Gef�ße werden mit
einer Silicondichtung (nicht gezeigt) verschlossen, und das Fortschrei-
ten der Reaktion wird durch das proximale Ende (p) des Faserb�ndels
mit Fluoreszenzmikroskopie beobachtet. Individuelle Enzymmolek�le
setzen das fluorogene Substrat Resorufin-b-d-galactopyranosid zu fluo-
reszierendem Resorufin (gelbe Gef�ße) um. Dieser Prozess wird inhi-
biert, sobald ein Inhibitor an das Enzym bindet. Wiedergabe mit Ge-
nehmigung von Lit. [96].
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freisetzung, was andeutete, dass die Bindung und Freisetzung
von d-Galactal mit Konformations�nderungen der katalyti-
schen Zentren einhergeht. Die Geschwindigkeitskonstanten,
die sich aus den stochastischen Ereignissen der Inhibitorbin-
dung und -freisetzung ableiten ließen, stimmten mit der ent-
sprechenden Ensemble-Reaktionskinetik �berein.

Schließlich wurden einzelne b-Galactosidase-Molek�le
als Reporter f�r verschiedene einzelne Analytmolek�le ver-
wendet, die an die Oberfl�che der fL-Gef�ße gebunden
waren. Hierbei wurde das Bindungsereignis eines einzelnen
Analytmolek�ls durch seine Enzymmarkierung, die zur Si-
gnalverst�rkung diente, nachgewiesen. Um das Prinzip dieser
Methode zu demonstrieren, wurden einzelne b-Galactosi-
dase-Molek�le, die mit Streptavidin markiert waren, auf einer
biotinylierten Gef�ßoberfl�che eingefangen.[97] Das Enzym
ließ sich nach dem Verschließen der fL-Gef�ße durch die
Ansammlung von fluoreszierendem Resorufin nachweisen.
Diese Technik wird von Quanterix Inc. (Cambridge, USA) f�r
diagnostische Anwendungen weiterentwickelt. Proteine aus
menschlichem Serum werden an die Gef�ßoberfl�che ge-
bunden und durch b-Galactosidase markiert. Die daraus fol-
gende hohe Empfindlichkeit ist wichtig, weil die Konzentra-
tion vieler Proteine unterhalb der Nachweisgrenze her-
k�mmlicher Nachweisverfahren liegt. Alternativ ließen sich
ssDNA-Molek�le auf der Gef�ßoberfl�che eines optischen
Faserb�ndels befestigen.[98] Die ssDNA hybridisierte mit
einem biotinylierten komplement�ren DNA-Strang, der dar-
aufhin Streptavidin-markierte b-Galactosidase band. Durch
die enzymatische Signalverst�rkung waren einzelne DNA-
Molek�le in femtomolaren Konzentrationen nachweisbar.

4.7. Arrays in PDMS

Identische PDMS-Folien mit Arrays aus 30-fL-Gef�ßen
wurden wiederholt mittels einer lithographisch hergestellten
Siliconvorlage gebildet.[99] Eine L�sung aus Enzym und Sub-
strat wurde zwischen dem PDMS-Array und einer Glasplatte
gef�llt. Gasblasen und �bersch�ssige L�sung wurden durch
mechanischen Druck aus den fL-Gef�ßen entfernt, und die
Adh�sion von PDMS an Glas war ausreichend, um die
Gef�ße zu verschließen. Einzelne b-Galactosidase-Molek�le
wurden untersucht, indem die Hydrolyse des Substrats
Fluorescein-di-b-d-galactopyranosid zum fluoreszierenden
Produkt Fluorescein mit Weitfeld-Mikroskopie beobachtet
wurde. Weil ein 1:1-Verh�ltnis zwischen Enzymmolek�len
und fL-Gef�ßen verwendet wurde, enthielten einige Gef�ße
mehr als ein einzelnes b-Galaktosidase-Molek�l. Die Ver-
teilung der Enzymaktivit�ten in den fL-Gef�ßen wurde der
unterschiedlichen Zahl von Enzymmolek�len zugeschrieben,
die in jedem Gef�ß vorhanden waren. Dieser Ansatz ver-
deckte jedoch die breiten Aktivit�tsunterschiede individuel-
ler b-Galactosidase-Molek�le, wie sie von anderen Gruppen
beobachtet wurden.[88, 92, 94] Ein fL-Array in PDMS wurde
sp�ter mit einer mikrofluidischen Vorrichtung kombiniert,
um Reaktanten innerhalb von etwa 100 ms zu mischen, bevor
sie mittels eines Deckglases in den fL-Gef�ßen eingeschlos-
sen wurden.[100] Die Aktivit�t einzelner b-Galactosidase-
Molek�le wurde durch die Hydrolyse von Resorufin-b-d-ga-

lactopyranosid zu fluoreszierendem Resorufin gemessen. Die
kurze Vorlaufzeit erm�glichte es, die Enzymkinetik einzelner
Enzymmolek�le sowohl zu einem fr�hen Zeitpunkt als auch
im Fließgleichgewicht zu beobachten. In einem anderen
PDMS-Array aus 4-fL-Gef�ßen wurden einzelne a-Chymo-
trypsin-Molek�le mit einem Fluorophor-Protein-Substrat,
dessen Fluoreszenz nach der enzymatischen Spaltung stark
anstieg, untersucht.[101]

F1-ATPase ist ein weitverbreitetes biologisches Motor-
enzym, dessen Drehung mechanochemisch an ATP-Hydro-
lyse oder -Synthese gekoppelt ist. Mit einer ausgefeilten
Kombination aus einem PDMS-Array mit 6-fL-Gef�ßen und
F1-ATP-Synthetase, die an einer Glasoberfl�che befestigt
war, wurde die ATP-Hydrolyse und -Synthese auf der Ein-
zelmolek�lebene untersucht (Abbildung 10).[102] F1-ATPase

wurde mit einer magnetischen Mikrosph�re markiert und an
die Oberfl�che einer Glasplatte gebunden. Daraufhin wurde
das Glas mit einem PDMS-Array so bedeckt, dass ein fL-
Gef�ß maximal ein einzelnes F1-ATPase-Molek�l enthielt.
Die magnetische Mikrosph�re auf der F1-ATPase wurde
mittels magnetischer Pinzetten im Uhrzeigersinn gedreht, um
gegen ein chemisches Potential ATP-Synthese in den fL-Ge-
f�ßen anzutreiben. Die Gef�ße waren groß genug, um eine

Abbildung 10. Einzelmolek�lexperiment mit F1-ATP-Synthase in einem
fL-Gef�ß. a) In der membranintegrierten F0F1-ATP-Synthase dreht F0,
das seinerseits durch Protonen angetrieben wird, F1 im Uhrzeigersinn
zur Synthese von ATP. b) Eine magnetische Mikrosph�re ist mit der
oberfl�chengebundenen F1-ATPase verbunden und wird mithilfe von
magnetischen Pinzetten gedreht, um ATP gegen ein chemisches Po-
tential zu synthetisieren. Der PDMS-Array bedeckt das Glas so, dass
nur ein einzelnes F1-ATPase-Molek�l in einem fL-Gef�ß vorhanden ist.
c) Sobald das Magnetfeld entfernt wird, dreht sich der molekulare
Motor entsprechend dem ATP-Gradienten gegen den Uhrzeigersinn
mit einer Geschwindigkeit, die proportional zur synthetisierten ATP-
Menge in einem Gef�ß ist. Wiedergabe mit Genehmigung von
Lit. [102].
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physikalische Behinderung der rotierenden Mikrosph�re zu
vermeiden. Als das Magnetfeld abgeschaltet wurde, drehte
sich der molekulare Motor mit dem chemischen Gradienten
gegen den Uhrzeigersinn. Die Geschwindigkeit war propor-
tional zur Menge des synthetisierten ATP. Dieses Einzelmo-
lek�lexperiment best�tigte eine sehr hohe mechanochemi-
sche Kopplung der F1-ATPase, da eine Umdrehung des mo-
lekularen Motors jeweils mit drei katalytischen Ereignissen
einherging.

5. Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Aufsatz haben wir die analytischen Anwen-
dungen verschiedener fL- und sub-fL-Gef�ßformate er�rtert.
Solche Gef�ße lassen sich entweder durch Selbstorganisation
bilden („von unten nach oben“) oder durch Oberfl�chen-
strukturierung, wie z. B. durch �tztechniken („von oben nach
unten“). Diese Unterscheidung ist jedoch nicht allumfassend,
denn Nanofaser-Kreuzungen fallen beispielsweise in keine
der beiden Gruppen. Gef�ße, die sich durch Selbstorganisa-
tion bilden, sind emulgierte Tr�pfchen, Lipidvesikel oder
Viruspartikel. Durch �tztechniken lassen sich offene fL-
Gef�ße (bzw. Kavit�ten) auf Oberfl�chen mithilfe von litho-
graphischen Masken herstellen oder auf optischen Faser-
b�ndeln, bei denen die Anordnung der fL-Kavit�ten durch
das Material definiert ist. Alternativ l�sst sich die ge�tzte
Oberfl�che als Vorlage f�r den Abdruck von fL-Kavit�ten in
PDMS verwenden. In eine Oberfl�che ge�tzte oder gegosse-
ne Kavit�ten k�nnen wiederholt mit Analyten, Sensoren oder
Zellen gef�llt werden. Wegen ihrer kleinen Abmessungen
k�nnen fL-Gef�ße Arrays mit einer sehr hohen Dichte
bilden. Arrays auf optischen Faserb�ndeln haben beispiels-
weise eine Dichte von rund 25 000 mm�2. Die f�r die parallele
Durchf�hrung tausender analytischer Messungen ben�tigte
Array-Fl�che ist somit kleiner als ein Stecknadelkopf.

Einzelmolek�lstudien mit Enzymen und anderen Bio-
molek�len sind wichtige Anwendungen f�r fL-Gef�ße. Ein-
zelmolek�lexperimente erm�glichen neue Sichtweisen auf
Enzymkinetik und Enzymmechanismen, die in Ensemble-
Experimenten verborgen bleiben. Das Einschließen einzelner
Enzymmolek�le in fL-Gef�ßen erfordert keine Oberfl�chen-
immobilisierung der Enzyme. Daher werden sterische Hin-
derung, partielle Inaktivierung oder St�rung der Enzym-
struktur vermieden. Femtoliter-Gef�ße haben eine ideale
Gr�ße f�r Einzelmolek�lstudien mit Enzymen, denn sie sind
klein genug f�r die Isolierung einzelner Enzymmolek�le und
h�ufen schnell eine hohe Produktkonzentration an, sind dabei
aber groß genug, um eine ausreichende Zahl von Substrat-
molek�len zu enthalten und Substratersch�pfung zu vermei-
den. Einzelmolek�lexperimente in fL-Gef�ßen beruhen auf
der Verf�gbarkeit von großen Arrays mit einer hohen Dichte,
weil man nur bei Verwendung eines Bruchteils der Gef�ße
ausschließen kann, dass ein gegebenes Gef�ß von mehr als
einem einzelnen Molek�l belegt wird. Trotz der sp�rlichen
Belegung der Gef�ße lassen sich in großen Arrays gleichzeitig
hunderte oder tausende individueller Enzymmolek�le beob-
achten.

Femtoliter-Arrays wurden sowohl f�r analytische Mes-
sungen als auch zur Grundlagenforschung in der Einzelmo-
lek�lkinetik verwendet. Diese beiden Felder fließen zusam-
men im Bereich der Einzelmolek�lsensorik, die ein digitales
Auslesen eines Analyten erm�glicht. Diese Techniken um-
fassen DNA-Sequenzierung mit einzelnen DNA-Polymerase-
Molek�len in Nullmodus-Wellenleitern[91] oder die Verst�r-
kung eines Einzelmolek�l-Bindungsereignisses durch eine
Enzymmarkierung in optischen Faserb�ndeln.[97] W�hrend
Standardinstrumente die Konzentration eines Analyten
analog messen, erh�lt man durch Einzelmolek�lmessungen
ein digitales Signal eines Analyten. Bei einem digitalen Signal
besteht die Perspektive, die Empfindlichkeit zu erh�hen, da
es wegen seiner bin�ren Natur resistent gegen Hintergrund-
rauschen ist.

Femtoliter-Arrays bieten die Aussicht, die analytische
Chemie in punkto Empfindlichkeit zum h�chsten Ziel zu
tragen: dem Einzelmolek�lnachweis. Neue Techniken zur
Herstellung von homogenen, ultrakleinen Gef�ßen verspre-
chen einen raschen Fortschritt der analytischen Chemie im
Femtoliter. Wir gehen davon aus, dass die analytische Chemie
im fL einige analytische Standardmethoden sowohl in For-
schungslaboratorien als auch in verschiedenen kommerziel-
len Anwendungen verdr�ngen wird.
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