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1. Prof. Dr. U. Gösele, MPI für Mikrostrukturphysik, Halle (Saale)
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1. Einleitung

In den letzten Jahren zeichnet sich insbesondere durch die Entwicklungen in der Nanotechno-
logie ab, daß verschiedene wissenschaftliche Gebiete, wie Chemie, Biologie, Physik und Werk-
stoffwissenschaften wieder enger miteinander verzahnt werden. So zieht ein Molekül wie die
DNA (Desoxyribonukleinsäure) nicht nur das Interesse der Biologen und Mediziner auf sich,
sondern wird auch für andere Wissensgebiete durch seine spezifischen Eigenschaften zunehmend
attraktiv. Hierbei spielt die genetische Information keine Rolle. Die wichtigste Eigenschaft der
DNA ist die Komplementarität: Zwei Einzelstränge werden spezifisch miteinander gebunden,
da nur jeweils zwei der vier möglichen Basen miteinander binden können. Für die volle Funk-
tionsfähigkeit der DNA in der Zelle sind aber eine Reihe von weiteren Molekülen, insbesondere
von Proteinen notwendig, die auch in künstlichem Umfeld genutzt werden können und damit als
,,Werkzeuge” zur Modifikation zur Verfügung stehen. Die abiologische Nutzung der DNA wurde
und wird durch die Möglichkeit, die DNA künstlich herzustellen [1, 2], wesentlich beschleunigt.
Künstlich bedeutet, daß die Reihenfolge der Basen, wie auch die Länge der Sequenz festgelegt
werden kann. Damit ergibt sich ein weiterer Vorteil: Mit einem geringem Aufwand lassen sich
viele unterschiedliche ,,Bausteine” herstellen, die sich in ihrer Sequenz und Länge voneinander
unterscheiden.

Die unterschiedlichen Anwendungen von DNA, die im folgenden vorgestellt werden, sind nicht
isoliert voneinander zu betrachten, sondern verbinden häufig verschiedene Aspekte miteinander.
So ist auch für die Zukunft zu erwarten, daß sich einige bisher isolierte Entwicklungen zu neuen
Anwendungen verknüpfen werden.

Die Erzeugung von zwei- und dreidimensionalen Strukturen [3, 4, 5, 6, 7], die ausschließlich aus
DNA bestehen, nutzt die künstlich hergestellten DNA-Sequenzen in besonderem Maße. Da-
bei werden nicht nur lineare Moleküle verwendet, sondern Sequenzen erzeugt, die mit mehr als
einem weiteren Molekül binden können und damit zu einer zwei- oder dreidimensionalen Vernet-
zung führen. Neben dieser Erzeugung von Strukturen aus DNA-Molekülen, werden künstliche
Sequenzen auch im so genannten ,,Biocomputing” verwendet: Die DNA wird für Rechenauf-
gaben eingesetzt. Die Idee, DNA dafür zu verwenden, bestand bereits, bevor die technischen
Möglichkeiten dies erlaubten. Letztendlich gelang es 1994 L. Adleman [8], das Problem des Ha-
milton’schen Weges, das mit dem Problem eines Handlungsreisenden verwandt und sehr schwer
mit herkömmlichen Computern zu lösen ist, mittels DNA zu lösen. Seitdem wurde dieses Gebiet
hinsichtlich Umsetzbarkeit und Funktionsweise weiter ausgebaut [9,10,11] und wird mittlerweile
auch von Firmen wie Intel aufgegriffen.
Ein weiteres Gebiet nutzt DNA eher indirekt als Vorlage, z.B. zur Herstellung und Organisation
von Nanopartikeln zu Stäbchen mit speziellen optischen Eigenschaften (CdSe [12]) oder z.B.
in elektronischen Anwendungen durch Wachstum von leitenden (Ag [13, 14], Cu [15] Pt [16]
Pd [17]) oder halbleitenden (CuS [18]) Clustern entlang der DNA. Besonderes Interesse gilt der
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Einleitung

Anordnung der DNA zwischen Elektroden [13,19]
DNA-Moleküle werden für ,,Nanomaschinen” ausprobiert, die als ,,Scheren”, ,,Motoren”, ,,Pin-
zetten”, wiederbeschreibbare Speicherbausteine oder ,,Getriebe” eingesetzt werden [20, 21, 22,
23, 24] oder sogar DNA-Stücke auf einer ,,DNA-Schiene” transportieren können [25]. Für die-
se Anwendungen werden auch andere Mechanismen oder Moleküle aus der Zelle adaptiert und
führen damit zu einer höheren Komplexität und Funktionsbreite.
Näher an der Biologie und Medizin sind im weitesten Sinne Sensoren auf Basis der DNA bzw.
DNA-Chips [26, 27, 28, 29, 30]. Eine zunehmende Rolle spielen DNA-vermittelte Selbst-Assemb-
lierungen, z.B. von Kohlenstoff-Nanoröhrchen [31, 32], Gold-Nanostäbchen [33] oder von Mo-
lekülen [34]. In der Biologie werden seit langem Goldpartikel mit einem Durchmesser von ca.
2 nm für Markierungszwecke in Geweben benutzt und so war es naheliegend, diese Goldpartikel
durch die DNA anzuordnen [35,36] oder die Struktur der DNA bzw. deren Anordnung als Vorlage
zur Organisation von Goldpartikeln zu nutzen [37]. Die optischen Eigenschaften der Goldkolloi-
de werden unter anderem von deren Abstand zueinander bzw. der Größe gebildeter Aggregate
bestimmt. So zeigten Mirkin et al. [35], daß sich die Farbe einer Lösung aus 13 nm Goldpartikeln
von rot nach bläulich-violett ändert, wenn diese Partikel durch die DNA miteinander verbunden
werden. Diese Veränderung, die sich sowohl mit dem bloßen Auge beobachten ließ (ein Novum
im Vergleich zu den anderen vorgestellten Beispielen!), als auch mittels UV/VIS-Spektroskopie
zu messen war, eröffnete einen weiteren Weg, DNA-basierte Sensoren zu bauen. Eine bisher
ungelöste Herausforderung, ein neues Thema, das sich nahtlos anschließt, ist die Frage, ob man
zukünftig Nanopartikel, ob aus Gold oder anderen Materialien und gleich welche Geometrie diese
haben, durch DNA gerichtet, also zu geordneten dreidimensionalen Strukturen verbinden kann,
ob von einer Unterlage ausgehend [38, 39] oder in Lösung. Die Nanopartikel oder -strukturen
stellen hier die Bausteine dar, die DNA das ,,Bindemittel”, den Klebstoff. Die vorliegende Arbeit
betrachtet die DNA aus dieser Perspektive als Klebstoff und untersucht grundlegende Aspekte,
die für eine erfolgreiche Nutzung unabdingbar sind.
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2. Problemstellung und Ziel der

Arbeit

Diese Arbeit beschäftigt sich mit Goldkolloiden, die durch DNA zu Partikelnetzwerken, den so
genannten DNA-Hybrid-Materialien verbunden werden. Es handelt sich dabei um eine DNA-
vermittelte Selbstorganisation der Partikel. Am Max-Planck-Institut für Mikrostrukturphysik
gibt es vielfältige Möglichkeiten zur Herstellung von Mikro- und Nanostrukturen aus unter-
schiedlichsten Materialien. Mit dieser Arbeit sollte ein für das Institut komplett neues Gebiet
erschlossen werden, das zukünftig bei geeigneten Materialien durch DNA-vermittelte Selbstor-
ganisation einen größeren und flexibler gestaltbaren Spielraum der Nutzung ermöglicht. Dabei
ist beispielsweise an eine Nutzung dieser Hybrid-Materialien in Optik und Sensorik zu denken.

Wichtig für eine Nutzung der DNA ist vor allem das Verständnis der Mechanismen zur Erzeu-
gung der Partikelnetzwerke einerseits und das Verständnis der Wechselwirkung zwischen DNA
und Partikel andererseits. Betrachtet man die Literatur, so zeigt sich, daß für die Erklärung
von Beobachtungen immer wieder die Hybridisierung bzw. deren Bedingungen herangezogen
werden. Die Hybridisierung stellt den Schlüssel zur Verbindung der Partikel dar, da hier die
Einzelstränge der DNA auf den Partikeln zum Doppelstrang binden und damit zur Verknüpfung
der Partikel führen. Allerdings kann man nicht immer unterscheiden, ob bestimmte Ergebnisse
ursächlich mit den Partikeln bzw. dem Partikelnetzwerk zusammenhängen oder ”nur“ die Hy-
bridisierung betreffen. Das Verständnis der Wechselwirkungen zwischen DNA und Partikel wird
durch diese Effektüberlagerung wesentlich beeinträchtigt und verhindert eine effiziente Erzeu-
gung der Hybrid-Materialien. Ein weiteres Problem besteht darin, daß für die Hybridisierung
nach Erfahrungen aus der Molekularbiologie Salzionen notwendig sind, die ungeschützten kol-
loidalen Partikel aber in diesen Salzlösungen irreversibel aggregieren. Der kritische Schritt ist
das Einsalzen. Dabei wird schrittweise die Salzkonzentration in der mit DNA funktionalisierten
Goldsole erhöht, um den nötigen Salzgehalt für die Hybridisierung zu erhalten. Sind die Parti-
kel nicht ausreichend geschützt, kommt es zum Aggregieren der Partikel, und die Proben sind
unbrauchbar.

Folglich wird die Effizienz, Partikel durch DNA zu verbinden, im wesentlichen durch zwei Fak-
toren limitiert: durch die Hybridisierungsrate und durch das Einsalzen. Das Ziel der Arbeit
bestand darin, eine Methode zu entwickeln, die nicht von diesen beiden Faktoren abhängig ist.
Die DNA-Partikel-Hybride werden unter einem neuen Blickwinkel untersucht und dafür speziell
Goldkolloide als Beispielmaterial verwendet. Die entwickelte Methode dient als Brückenschlag,
um die Erkenntnisse zu Mechanismen und Wechselwirkungen für eine effizientere Erzeugung von
DNA-Hybrid-Materialien zu nutzen.

5



Problemstellung und Ziel der Arbeit

Die Arbeit gliedert sich in folgende Teile: Zunächst werden in dem Kapitel Grundlagen die
wesentlichen Aspekte der beiden Komponenten, also der DNA auf der einen Seite und der
Partikel auf der anderen Seite, zusammengefasst. Neben biologischen Grundlagen zur DNA
werden kolloidchemische und optische Eigenschaften der Goldpartikel erläutert. Es folgt der
Methoden-Teil. Der sich anschließende Ergebnis-Teil untergliedert sich in zwei Kapitel. Im ersten
Kapitel steht die DNA als ,,Werkstoff” Klebstoff im Mittelpunkt. Dabei geht es um die Fragen:
Wie können die Partikel verbunden werden? Was ist das Resultat? Handelt es sich um eine
lösbare Verbindung? Demnach werden hier der Nachweis der Verbindung, die Morphologie der
Hybride und das Schmelzen der DNA in den DNA-Partikel-Hybriden untersucht. Das sind die
Voraussetzungen, um die DNA als Klebstoff zu nutzen, aber auch, um die Wechselwirkungen
zwischen DNA und Partikel zu untersuchen, womit sich das folgende Kapitel beschäftigt. In
diesem zweiten Teil geht es im wesentlichen um die eigentliche Ursache für die Notwendigkeit
von Salzionen zur Verknüpfung von Partikeln. Nachfolgend werden Schlußfolgerungen aus den
bisherigen Ergebnissen gezogen und auf den Vorschlag für die künftige Gestaltung der DNA
angewendet, sowie erste Ergebnisse zum DNA-vermittelten Verbinden von Nanostrukturen mit
Goldkolloiden vorgestellt.
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3. Grundlagen

Im vorliegenden Kapitel werden die beiden Komponenten der Hybrid-Materialien vorgestellt.
Der erste Abschnitt befaßt sich mit dem Aufbau der DNA, wichtigen Vorgängen, wie dem
Hybridisieren und Schmelzen der DNA und der Frage deren Verfügbarkeit. Es schließen sich
die Grundlagen zu den Goldkolloiden an, wobei hier zum einen kolloidchemische Eigenschaften
erläutert werden. Diese spielen für das Verständnis der Wechselwirkung zwischen DNA und
Partikel eine wichtige Rolle. Da die DNA-Partikel-Hybride im wesentlichen mittels UV/VIS-
Spektroskopie untersucht werden, ist zum anderen die Kenntnis der optischen Eigenschaften der
Partikel eine wichtige Vorraussetzung. Das Kapitel schließt mit dem Abschnitt, der sich mit den
bisherigen Kenntnissen zu DNA-Goldpartikel-Hybriden befaßt. Es wird besonderer Wert auf die
bisherigen Erkenntnisse und Untersuchungen zur Wechselwirkung zwischen DNA und Partikel
gelegt.

3.1 Desoxyribonukleinsäure (DNA)

Desoxyribonukleinsäure wird im Deutschen mit DNS abgekürzt. Doch hat sich international
in den letzten Jahren die Abkürzung DNA vom englischen deoxyribonucleic acid zunehmend
durchgesetzt, um Mehrfachbezeichnungen für die selbe Substanz zu vermeiden. In dieser Arbeit
werden Oligonucleotide verwendet, d. h. sehr kurze DNA-Sequenzen, die aus wenigen Nukleoti-
den bestehen.

Struktur der DNA Die Desoxyribonucleinsäure ist ein Polymer, das aus den so genannten
Nukleotiden besteht. Ein Nukleotid besteht aus einem Zucker, einem Phosphatrest und einer der
vier Basen Guanin (G), Cytosin (C), Adenin (A) oder Thymin (T). Die Nukleotide werden durch
den Phosphatrest über eine Phosphodiesterbindung miteinander verknüpft (siehe Abb. 3.1). Die
Verbindung zwischen zwei Nukleotiden entsteht dabei zwischen dem C5-Kohlenstoffatom der
Desoxyribose des einen Nukleotides und dem C3-Kohlenstoffatom des Zuckers des nächsten Nu-
kleotides. Durch den Phosphatrest trägt die DNA eine negative Ladung. Sie ist ein Polyanion.
Der Phosphatrest, der die Nukleotide miteinander verknüpft, wird auch als das Rückgrat der
DNA bezeichnet. Des weiteren bekommt der DNA-Strang durch die C3- bzw. C5-Verbindung
eine Richtung. Aus Gründen der Eindeutigkeit sagt man, ein DNA-Strang läuft vom 5’- zum
3’-Ende. Das 5’-Ende bedeutet, daß an dem Zucker das 5. Kohlenstoffatom (C5) frei ist, ent-
sprechend ist am 3’-Ende das C3-Atom frei. Wird die Sequenz eines DNA-Stranges aufgeschrie-
ben, so wird sie immer mit dem 5’-Ende beginnend notiert. Die DNA ist ein Doppelstrang.
Das heißt, zu einem Einzelstrang gibt es einen komplementären, gegenläufigen zweiten Ein-
zelstrang. Gegenläufig bzw. antiparallel heißt, daß dieser Strang vom 3’- zum 5’-Ende läuft.

7



Desoxyribonukleinsäure (DNA) Grundlagen

Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau der DNA. Links Darstellung der vier mit dem Zucker Desoxy-
ribose verknüpften Basen. Die Basen werden durch den Phosphatrest miteinander verbunden. Rechts
Komplementaritätsprinzip der Basen. Thymin (T) und Adenin (A) binden über zwei Wasserstoffbrücken,
Cytosin (C) und Guanin (G) über drei Wasserstoffbrücken. Markierungen: Zucker (blau), Pyrimidin-
Basen (rot) und Purin-Basen (gelb). Die gestrichelten Linien stellen die Wasserstoffbrücken dar.

Die Komplementarität hängt mit den Basen zusammen. Die Basen sind innerhalb eines Nukleo-
tides am C1 des Zuckers kovalent gebunden. Ein DNA-Doppelstrang entsteht durch Wasserstoff-
brücken-Bindungen zwischen den Basen. Komplementär zueinander sind nur die Basen Adenin
und Thymin, sowie Guanin und Cytosin (siehe Abb. 3.1). Zwischen Adenin und Thymin werden
zwei Wasserstoffbrücken ausgebildet, zwischen Guanin und Cytosin drei. Die Selbstorganisati-
on der DNA-Stränge aus zwei komplementären Einzelsträngen zu einem Doppelstrang wird als
Hybridisieren bezeichnet. Der Doppelstrang ist gewunden und wird daher als Doppelhelix be-
zeichnet. Da es einen gewissen Spielraum in der räumlichen Lage von Rückgrat und Basen gibt,
existieren verschiedene Konformationen der DNA, die mit Großbuchstaben bezeichnet werden.
In lebenden Organismen kommt überwiegend die B-DNA vor, bei der die Basenpaare auf der
Helixachse sitzen und im rechten Winkel zu ihr angeordnet sind.
Die Bezeichnung zur Länge einer DNA-Sequenz kann, z.B. für eine Sequenz aus 24 Basen, ent-
weder als 24mer DNA oder 24bp (engl. base pair) erfolgen.

Hybridisierung und Schmelzen von DNA Die Hybridisierung wird durch viele Faktoren
beeinflußt. Zum einen spielen Eigenschaften der DNA-Sequenz selbst eine Rolle, wie z.B. die
Sequenz-Länge oder die Basenkombination. Zum anderen wird sie aber auch von der Salzkon-
zentration und der Temperatur bei der Hybridisierung bestimmt. Während der Hybridisierung
kommt es zu zufälligen Kollisionen zwischen den Molekülen. Bei einem erfolgreichen Kontakt
erfolgt die korrekte Bindung zum Doppelstrang reißverschlußartig. Bisher gibt es aus der Mo-
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Desoxyribonukleinsäure (DNA) Grundlagen

lekularbiologie lediglich empirische Formeln zur Berechnung der Hybridisierungszeit für eine
gegebene Sequenzlänge unter bestimmten Umgebungsparametern. Diese Formeln dienen eher
einem Abschätzen der benötigten Zeit, müssen aber immer auf den jeweiligen Fall optimiert
werden. Die Hybridisierungshalbwertszeit t 1

2
in Sekunden bei einer Konzentration C von 0.4 -

1M einwertiger Ionen, einer Temperatur von mindestens 25◦C unter der Schmelztemperatur Tm

sowie einem pH-Wert zwischen 5 und 9 kann wie folgt abgeschätzt werden [40,41,42]:

t 1
2

=
Nln(2)

3, 5 · 105L
1
2C

(3.1)

Die Komplexität N ist die absolute Länge der Nukleotidsequenz und L die Länge der DNA-
Sequenz. Im Hinblick auf die hier verwendete Sequenz bestehend aus weniger als 30 Basen kann
die Hybridisierungsdauer auf wenige Sekunden abgeschätzt werden. In der Molekularbiologie
ist die Gegenwart von anorganischen Salzen von entscheidender Bedeutung. Ohne Verwendung
von NaCl oder MgCl2 ist eine Hybridisierung wie auch eine stabile Doppelhelix in Lösung nicht
möglich. Dennoch muß ausdrücklich darauf hingewiesen werden, daß die Erkenntnisse aus der
Molekularbiologie nicht unmittelbar in das hier beschriebene Gebiet übertragen werden sollten!
Molekularbiologie und Genetik beschäftigen sich zwar in der Regel nur mit Stücken eines Ge-
noms, doch sind diese Stücke in der Regel noch einige tausend Basen lang (kB = KiloBasen).
DNA, die zur Verbindung von Partikeln verwendet wird, ist jedoch deutlich kürzer als 100,
meist sogar weniger als 30 Basen lang. Diese kurzen Moleküle sind auch in destilliertem Wasser
stabil. Als Erfahrungswert gilt auch, daß so kurze DNA-Stränge in Wasser hybridisiert werden
können und keine Natrium-Puffer u.ä. notwendig sind. Dies ist eine sehr gute Voraussetzung,
um Metallkolloide mittels DNA zu verbinden.

Der Umkehrprozeß der Hybridisierung ist das Schmelzen bzw. Denaturieren der DNA [43, 44].
Mit dem Schmelzen ist eine Dissoziation des Doppelstranges in zwei Einzelstränge durch Tren-
nen der Wasserstoffbrücken-Bindung zwischen den Basen gemeint. Die Schmelztemperatur Tm

ist charakteristisch für eine gegebene DNA-Sequenz. Da zwischen Guanin und Cytosin drei Was-
serstoffbrücken-Bindungen ausgebildet werden, hat eine DNA-Sequenz mit höherem GC-Gehalt
auch eine höhere Schmelztemperatur. Das Schmelzen wird mittels UV/VIS-Spektroskopie bei
260 nm, dem Absorptionsmaximum der DNA, während der Temperaturerhöhung verfolgt (Abb.
3.2). Der Absorptionskoeffizient doppelsträngiger DNA ist kleiner als der einzelsträngiger DNA.
Auf Grund der sogenannten Basenstapelung (engl. base stacking) kommt es dann zu einer cha-
rakteristischen Erhöhung der Absorption, aus der die Schmelztemperatur Tm ermittelt werden
kann (Maximum der ersten Ableitung). Die Schmelztemperatur wird mit steigender Ionenkon-
zentration in der Lösung erhöht, d.h. die Schmelzkurve nach rechts verschoben. Der gesamte
Vorgang ist reversibel, d. h. unter entsprechenden Bedingungen bilden die Einzelstränge wieder
einen Doppelstrang aus. Dieser Vorgang wird auch als Renaturieren bezeichnet.

Mechanische Eigenschaften Für die Verwendung von DNA in der Nanotechnologie spie-
len die mechanischen Eigenschaften, im besonderen die Stabilität der DNA eine entscheidende
Rolle. Insbesondere in den letzten Jahren, in denen sich Einzelmolekül-orientierte rasterkraft-
spektroskopische und -mikroskopische Methoden stark entwickelt haben, ist die DNA vielfältig
untersucht worden [46]. Hierzu zählen zahlreiche Dehnungsexperimente, mit denen die Elasti-
zität untersucht wurde, z. B. durch Überstrecken der DNA [47, 48, 49], die sogar bis zu einem
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Desoxyribonukleinsäure (DNA) Grundlagen

Abbildung 3.2: Schema einer Schmelzkurve von DNA. Die Absorption bei 260 nm verändert sich mit
steigender Temperatur. Eine Sequenz aus Adenin und Thymin (schwarz) schmilzt bei geringeren Tem-
peraturen als eine Sequenz aus Guanin und Cytosin (blau). Die real vorkommenden Sequenzen sind ein
Gemisch aus allen vier Basen (rot). [45]

Schmelzen des Doppelstranges durch die Krafteinwirkung führen kann. Überstreckt wird die
DNA ab 65 pN, was zu einer Strukturänderung von der B-DNA zu S-DNA führt und mit ei-
ner Längenzunahme (Konturlänge) bis zu 70% einhergehen kann. Diese S-DNA ist in hohen
Salzkonzentrationen bis zu Kräften von 150 pN (beliebige Sequenz) bzw. 300 pN (PolyG/C Se-
quenz) stabil [50,51]. Oberhalb dieser Kräfte schmilzt die DNA. Wird die doppelsträngige DNA
reißverschlußartig auseinander gezogen, sind dafür Kräfte zwischen 12 pN und 13 pN notwen-
dig. Außerdem zeigt sich eine charakteristische, sägezahnartiger Kraft-Dehnungskurve, die mit
dem GC-Gehalt korrespondiert [52]. Dies hängt mit den drei Wasserstoffbrücken-Bindungen pro
GC-Paar zusammen.

Die Persistenzlänge ist eine Maß für das stabartige Verhalten eines Polymers. Die Persistenzlänge
P setzt sich aus einem elektrostatisch bestimmten Teil (Pe) und einem weiteren Teil (Pi) zu-
sammen. Erster hat mit elektrostatischen Wechselwirkungen innerhalb der Polymerkette zu tun,
während letztere mit den Effekten der Basenstapelung zusammenhängt. Demzufolge ändert sich
die Persistenzlänge mit der Ionenstärke [53, 54]. Die Persistenzlänge für einzelsträngige DNA
(ssDNA) liegt bei 1nm [55], die für doppelsträngige DNA (dsDNA) bei 50 nm [48]. Demzufolge
ist ssDNA flexibler.

Herstellung Die DNA kann künstlich, z.B. mit der Phosphoramid-Methode, hergestellt wer-
den. Damit ist derzeit jede Länge bis zu ca. 200 Nukleotiden und jede beliebige Basenfolge einer
Sequenz möglich. Auf die Herstellung haben sich mittlerweile zahlreiche Firmen spezialisiert.
Eingeschränkt wird die Sequenzabfolge nur dadurch, daß die Sequenz keine Sekundärstrukturen
enthalten darf. Das heißt, innerhalb der Sequenz dürfen keine zueinander komplementären Ba-
senabfolgen bestehen, da sonst eine Hybridisierung innerhalb des Stranges erfolgt, also z.B.
Schleifen (engl. loops) ausgebildet werden. Möglich und wünschenswert kann die Herstellung
von dsDNA mit sogenannten ”klebrigen Enden“ (engl. sticky ends) sein: Dann sind die mitein-
ander hybridisierten DNA-Stränge nicht gleich lang, so daß ein- oder beidseitig einzelsträngige

”überstehende“ Enden entstehen. Da hier eine Hybridisierung mit anderen komplementären
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DNA-Strängen besonders leicht erfolgt, werden diese Enden als klebrig bezeichnet.

Die Prozesse in der Zelle, wie z.B. Replikation (Vervielfältigung) der DNA, Reparaturmechanis-
men usw. sind ohne Enzyme (Proteine mit spezifischen Eigenschaften) nicht denkbar. Hier soll
insbesondere auf die Endonucleasen hingewiesen werden. Sie schneiden spezifisch DNA-Stränge,
indem sie bestimmte Basenabfolgen erkennen. Endonucleasen können Einzelstränge oder Dop-
pelstränge schneiden. Diese Enzyme sind inzwischen in großer Vielfalt kommerziell erhältlich. Im
Zusammenhang mit der DNA-Verknüpfung von Partikeln können Endonucleasen als selektive
Scheren eingesetzt werden [56].

3.2 Goldkolloide

3.2.1 Kolloidchemische Aspekte

Charakteristika kolloidaler Systeme In der vorliegenden Arbeit wurden Goldkolloide ver-
wendet. Bei einem kolloidalen System handelt sich um ein Stoffgemisch, indem ein oder meh-
rere Substanzen in einem zusammenhängenden Dispersionsmedium verteilt sind. Im Falle der
verwendeten Goldkolloide spricht man von einem kolloiddispersen System, da die Partikel zwi-
schen 1 nm und 1µm groß sind. Daneben unterscheidet man, je nach Größe auch noch zwischen
molekular- und grobdispersen Systemen. Die Kolloide können in hydrophile und hydrophobe
Systeme eingeteilt werden, womit das Verhalten der Partikel gegenüber dem Lösungsmittel cha-
rakterisiert wird [57]. Während die hydrophilen Kolloide von Wassermolekülen umhüllt und
damit stabilisiert werden, adsorbieren hydrophobe Kolloide Anionen oder Kationen, die in der
Lösung vorliegen. Zu Letzterem gehören auch die Metallsole, die sich meist mit Anionen umge-
ben und daher eine formal negative Ladung besitzen. Dies ist wichtig zu beachten, da die DNA
durch den Phosphatrest ebenso negativ geladen ist.

Hydrophobe Kolloide werden also durch die adsorbierten Ionen, die eine Schutzschicht bilden,
gegenseitig stabilisiert, da sie sich gegenseitig abstoßen. Damit sind sie aber auch gegen Zu-
gabe von Elektrolyten empfindlich, da diese Schutzschicht dann gestört wird und die Partikel
agglomerieren können. Es ist möglich, die Partikel durch eine hinreichend große Menge an Ge-
genionen umzuladen. Die kolloidalen Systeme können auch bezüglich ihrer thermodynamischen
und strukturellen Merkmale unterschieden werden [58]. Danach gehören die Metallkolloide zu
den Dispersionskolloiden, die thermodynamisch instabil oder metastabil sind.

Elektrische Doppelschicht Im Hinblick auf die Wechselwirkungen zwischen DNA-Molekül
und Goldkolloiden ist die Betrachtung der Ladungsverhältnisse um die Partikel von Bedeutung.
Ebenso wichtig sind diese aber auch für die Stabilität der Partikel. Um die Partikel bildet sich
eine elektrische Doppelschicht aus, die aus zwei Anteilen besteht [59]. Direkt an der Oberfläche
werden die Anionen adsorbiert und bilden die Helmholtz-Schicht (wobei diese sich genau genom-
men nochmals in eine innere und äußere Helmholtz-Schicht aufteilt). An diese Schicht schließt
sich die diffuse Doppelschicht an, die eine größere Ausdehnung hat und überwiegend Katio-
nen enthält (Abb. 3.3). Als diffus wird diese Schicht bezeichnet, weil durch thermische Stöße
ein großer Teil der Ionen aus ihrer Position nahe der Grenzschicht herausgeschlagen werden.
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Das elektrische Potential der diffusen Doppelschicht klingt exponentiell mit wachsendem Ab-
stand ab. Insgesamt sind die Partikel nach außen elektrisch neutral. Bei voll ausgebildeter
Helmholtz-Schicht überwiegen die abstoßenden Kräfte zwischen den Teilchen, und sie liegen
dispers vor. Eine Zugabe ionischer Substanzen bewirkt eine Schwächung der Helmholtz-Schicht,
da die Anionen teilweise verdrängt werden. Damit wird auch die diffuse Doppelschicht gerin-
ger, so daß der Einfluß der kurzreichweitigen anziehenden Kräfte zunimmt. Die Partikel können
agglomerieren. Ein Grenzfall ist der isoelektrische Punkt, an dem die Helmholtz-Schicht neu-
tral und die Doppelschicht auf ein Minimum geschrumpft ist. Insgesamt wird das Ausmaß der
elektrischen Doppelschicht von der Ionenstärke I

I =
1
2

n∑
i=0

ci0z
2
i , (3.2)

mit ci0 Konzentration in großer Entfernung vom Zentralion, hier in Entfernung von der Helmholtz-
Schicht, zi der Ladungszahl des Ions, bestimmt. Hohe Ionenstärken führen, ebenso wie sehr ge-
ringe, zu einer Destabilisierung. Bei Letzterem liegen zu wenige Ionen vor, um überhaupt eine
ausgeprägte Doppelschicht zu bilden [60].

Die Salzkonzentrationen, die zu einem Destabilisieren und Ausfallen der Kolloide führen, sind
bereits vor über 100 Jahren untersucht worden. Dabei zeigten sich bestimmte Regelmäßigkeiten.
So fallen die meisten Dispersionen bei einer Konzentration von 25 - 150 mM eines monovalenten
Salzes aus, bei einem zweiwertigen Ion sind nur noch Konzentrationen von 0.5 - 2mM und von
einem trivalenten nur noch Konzentrationen von 0.01 - 0.1 mM notwendig. Dies wird als Schulze-
Hardy-Regel bezeichnet [61,62,63,64,65]. Diese Regel kann umgekehrt auch dazu benutzt werden,
um kolloidale Dispersionen zu stabilisieren, indem das potentialbestimmende Ion eine höhere

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der elektrischen Doppelschicht um Metallpartikel. Die Me-
tallpartikel adsorbieren Anionen, die die Helmholtz-Schicht bilden (weiß). Daran schließt sich die dif-
fuse Doppelschicht an (grau). Zwischen den Partikeln befindet sich das Lösungsmittel. Darstellung frei
nach [60] und [59].
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Ladungszahl hat als das Gegenion. Damit werden die elektrostatischen Abstoßungskräfte erhöht,
indem die Ladungsdichte für die potentialbestimmenden Ionen erhöht und für die Gegenionen
erniedrigt wird [66].

DLVO-Theorie Die DLVO-Theorie [59, 60, 65] erklärt, warum die Kolloide koagulieren. Sie
wurde zeitgleich von Derjaguin und Landau sowie V erwey und Overbeck entwickelt und wur-
de daher mit deren Anfangsbuchstaben bezeichnet (Originalarbeiten: [67, 68, 69]). Die DLVO-
Theorie beschreibt die Wechselwirkung zwischen Teilchen durch ein Zusammenwirken anziehen-
der und abstoßender Kräfte. Die repulsiven Wechselwirkungsenergien tragen definitionsgemäß
ein positives Vorzeichen, da Energie aufgewendet werden muß, um die Teilchen anzunähern.
Umgekehrt tragen die attraktiven Energien ein negatives Vorzeichen, da Energie frei wird,
wenn sich die Teilchen annähern. Die Wechselwirkungskräfte zwischen den Teilchen summie-
ren sich aus den Einzelkräften, die in unterschiedlicher Art mit größer werdendem Abstand
abnehmen. Man unterscheidet Nahwirkungskräfte, die mit einer Abstandsfunktion von r−5 oder
r−6 abfallen, von Fernwirkungskräfte mit flacher abfallenden Funktionen (r−1). Zu den anziehen-
den Energien zählen Van der Waals-Energien, Grenzflächenenergien bei der Teilchenkoaleszenz
flüssig umhüllter Kolloidteilchen, elektrostatische Anziehung zwischen ungleichnamig geladenen
Teilchen, sowie die Energien der Physi- und Chemisorption. Die Abstoßungsenergien werden
hauptsächlich durch die elektrostatische Abstoßung gleichnamig geladener Teilchen bestimmt.

Die Beschreibung der Wechselwirkung zwischen zwei Teilchen kann durch die Auftragung ihrer
Wechselwirkungsenergien gegen den Abstand dargestellt werden (Abb. 3.4). Dabei können sich
zwei weit voneinander entfernte gleichnamig geladenen Teilchen gegenseitig anziehen, wenn lang-
reichweitige Van der Waals-Kräfte überwiegen. Sie gelangen dann in das sogenannte sekundäre
Minimum. Da eine weitere Annäherung mit einem Energieaufwand verbunden ist, verharren die

Abbildung 3.4: Wechselwirkungsenergie (dicke Linie) zweier Teilchen als Funktion des Abstandes (r)
voneinander, als Resultat der Addition einer elektrostatischen Abstoßungsenergie r−3, sowie zweier Kom-
ponenten Van der Waalscher Anziehung r−1 und r−6 (dünne Linien). Der Abstand rmin ist das sekundäre
Minimum. Entnommen [59]
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Teilchen in diesem Minimum. Bei noch weiterer Annäherung wirken starke Abstoßungskräfte, so
daß die Annäherung nur durch eine Überwindung der Energiebarriere durch äußere Kräfte erfol-
gen kann. Ist die Energiebarriere überwunden, aggregieren die Teilchen im primären Minimum,
da dann kurzreichweitige Van der Waals-Kräfte überwiegen. Zu beachten ist, daß die Wechsel-
wirkungsenergien in unterschiedlichem Maße milieuabhängig sind. Während z. B. die Van der
Waals-Wechselwirkungen davon unabhängig sind, hängen die elektrostatischen Wechselwirkun-
gen in starken Maße davon ab. Die Energiebarierre kann dadurch erniedrigt werden, wenn zum
Beispiel durch eine Änderung der Salzkonzentration in der Lösung die elektrostatischen Wech-
selwirkungen beeinflußt werden (Abb. 3.5). Dies wird durch folgendes verständlich: Gesucht ist,
wie sich das Potential ψ mit dem Abstand von einem Zentralion bzw. hier mit dem Abstand
von der Partikeloberfläche verändert. Der Ausgangspunkt dafür bildet die Poisson-Boltzmann-
Gleichung:

∇2ψ = − F

εε0

n∑
i=1

ci0zie
− zieψ

kT . (3.3)

Hierbei sind F die Faraday-Konstante, ε0 die elektrische Feldkonstante, ε die Dielektrizitäts-
konstante, c0i die Konzentration und zi die Ladungszahl der i-ten Ionensorte, k die Boltzmann-
Konstante und T die Temperatur. Die Lösung der partiellen Differentialgleichung lautet unter
den Bedingungen, daß nur eine Gegenionenart i vorhandenen sei, das Potential klein sei (zieψ <<
kT ) und Radialsymmetrie (ψ = ψ(r)) herrsche:

ψr =
zie

4πε0ε
e−κr. (3.4)

Das Potential wird also um den Faktor e−κr vermindert, wobei κ der Debye-Hückel-Parameter
ist:

κ =

√
2F 2I

ε0εNAkT
. (3.5)

In den Debye-Hückel-Parameter geht die Ionenstärke I (siehe Gleichung 3.2) ein. Mit steigender
Ionenstärke nimmt der Abschirmeffekt zu. Das heißt, ein gegebenes Oberflächenpotential fällt

Abbildung 3.5: Potentialverlauf in radialem Abstand von einem einwertigen Zentralion. Potential ohne
Berücksichtigung des Einflusses der Ionenwolke (gestrichelte Linie) sowie das durch Ionenwolken verschie-
dener Konzentrationen eines ein-ein-wertigen Salzes abgeschwächte Potential (durchgezogenen Linien).
Entnommen [59]
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mit steigender Ionenstärke schneller ab und damit sinkt die elektrostatische Abstoßung. Infolge
dessen wird die Energiebarriere geringer und die Wahrscheinlichkeit einer Näherung der Partikel
im primären Minimum größer.

3.2.2 Optische Aspekte

Die Untersuchungen der DNA-Partikel-Hybride werden in dieser Arbeit im wesentlichen mittels
UV/VIS-Spektroskopie durchgeführt. Voraussetzung für die erfolgreiche Nutzung der Methode
sind die optischen Eigenschaften der Goldkolloide. Die dispergierten Goldkolloide besitzen eine
rote Farbe, eine Eigenschaft, die bereits im Mittelalter zur Gestaltung von roten Teilen in Kir-
chenfenstern oder für die Rotfärbung von Weinkelchen verwendet wurde.

Quasistatische Näherung Zur Beschreibung [70] der optischen Eigenschaften von Goldkol-
loiden geht man zunächst von einer Kugel mit dem Radius r in einem homogenen elektrischen
Feld E aus. Deren Polarisation P ergibt sich dann mit:

P = α · E, (3.6)

wobei α:
α =

4
3
πr3

ε− εm
ε+ 2εm

. (3.7)

Dabei ist ε die komplexe Dielektrizitätskonstante des Kugelmaterials und εm die Dielektri-
zitätskonstante des umgebenden Mediums. Die quasistatische Näherung übernimmt diese in der
Elektrostatik gültige Lösung und überträgt sie auf sphärische Metallpartikel in einem elektro-
magnetischem Wechselfeld. Hierfür wird eine Wechselwirkung mit einem räumlich konstanten,
aber zeitlich veränderlichen Wechselfeld angenommen und deshalb ε durch ε(ω) und εm durch
εm(ω) ersetzt. Voraussetzung ist, daß das Teilchen klein gegen die Wellenlänge des eingestrahl-
ten Lichtes ist, zudem wird ein nichtabsorbierendes, umgebendes Medium angenommen. Als
Resonanzbedingung gilt:

[ε1(ω) + 2εm]2 + [ε2(ω)]2 = min, (3.8)

mit ε = ε1 + iε2. Die hier beschriebene Resonanz hat ihrer Ursache in der kollektiven Schwin-
gung der freien Elektronen gegen den positiven Ionenrumpf. Man bezeichnet die Schwingung als
Oberflächenplasmon, da die rücktreibende Kraft überwiegend durch die Oberflächenpolarisation
bestimmt wird. Ein Plasmon ist ein Plasmaschwingungsquant. Es ist zu beachten, daß in dieser
Arbeit überwiegend mit Goldkolloiden mit 20 nm Durchmesser gearbeitet wurde und für diese
Quanteneffekte auftreten [71]. Demzufolge gibt es kein kontinuierliches Leitungsband mehr, son-
dern gequantelte Energieniveaus, in denen sich die Elektronen befinden. Dies wirkt sich auf die
Resonanzbedingung aus.

Mie-Theorie 1908 veröffentlichte Gustav Mie [72] seine Arbeit zur Lichtstreuung an Kugeln
beliebiger Größe und aus beliebigem Material. Insbesondere galt sein Interesse den unterschiedli-
chen Farben von Suspensionen unterschiedlich großer Goldkolloide. Diese Arbeit gehört aufgrund
ihrer Aktualität und Anwendungsfähigkeit bis heute zu einer der meistzitierten Arbeiten in der
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Physik. Die Mie-Theorie stellt die Lösung der Maxwell-Gleichungen für eine Kugel mit dem Ra-
dius r aus einem Material mit dem komplexen Brechungsindex n0 dar. Die Kugel wird von einem
Medium mit dem Brechungsindex nm umgeben. Aufgrund der Geometrie des Streuers werden
Kugelkoordinaten verwendet. Mie löste die Maxwell-Gleichungen für eine aus dem unendlichen
kommende, ebene und linear polarisierte Welle und erhielt für den Extinktions-, Streu- bzw.
Absorptionsquerschnitt:

σExt(λ) =
2π
k2

∞∑
L=1

(2L+ 1)Re(aL + bL) (3.9)

σStreu(λ) =
2π
k2

∞∑
L=1

(2L+ 1)(|aL|2 + |bn|2) (3.10)

σAbs(λ) = σExt(λ)− σStr(λ), (3.11)

wobei k = 2πnm/λ. Dabei ist λ die Wellenlänge der eingestrahlten elektromagnetischen Wel-
le und εm die Dielektrizitätskonstante des die Kolloide umgebenden Mediums. Die gestreuten
Partialwellen, die von elektrischen und magnetischen Multipolschwingungen innerhalb des Teil-
chens verursacht werden, werden nach ihrer Ordnung durch den Index L numeriert (L=1 Dipol-
Anregung, L=2 Quadrupol-Anregung). Die Streukoeffizienten aL und bL geben den jeweiligen
Beitrag der L-ten elektrischen oder magnetischen Multipolschwingung an. Für kleine Teilchen
mit einem Radius sehr viel kleiner als die Wellenlänge gelten für aL und bL:

aL =
mΨL(mx)Ψ′

L(x)−ΨL(x)Ψ′
L(mx)

mΨL(mx)ξ′L(x)− ξL(x)Ψ′
L(mx)

(3.12)

bL =
ΨL(mx)Ψ′

L(x)−mΨL(x)Ψ′
L(mx)

Ψ(mx)ξ′L(x)−mξL(x)Ψ′
L(mx)

(3.13)

Hierbei bezeichnet m = n0/nm wobei n0 = n0(ω) den frequenzabhängigen Brechungsindex
des Kugelmaterials und nm den Brechungsindex des umgebenden Mediums darstellt. ΨL(z) und
ξL(z) sind Bessel-Ricatti Funktionen und x ist der Größenparameter, in den der Kugelradius und
die Wellenlänge eingehen. Aus der Kenntnis des Extinktionsquerschnittes und des Füllfaktors
f sowie des Volumens eines Partikel V0, läßt sich der Extinktionskoeffizient αExt = f · σExt/V0

berechnen. An dieser Stelle sei nochmals darauf hingewiesen, daß die Mie-Theorie nur für ein
sphärisches Teilchen gilt. Da dies nicht den realen Gegebenheiten entspricht, wird der Füllfaktor
f eingeführt. Der Einfluß des Füllfaktors auf die Extinktion ist in Abb. 3.8 dargestellt. In
Abb. 3.6 sind die Extinktions-Spektren für unterschiedliche Durchmesser von Goldkolloiden
entsprechend obigem Formalismus (Gleichungen 3.12, 3.13) berechnet worden, und Abb. 3.7
soll den Einfluß des umgebenden Mediums mit dem Brechungsindex nm auf die Extinktion bei
konstanter Partikelgröße und Füllfaktor veranschaulichen.
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Abbildung 3.6: Berechnung der Extinktion für unterschiedliche Durchmesser von Goldkolloiden bei
einem Füllfaktor f = 0.2 in Wasser.
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Abbildung 3.7: Berechnung der Extinktion von 20 nm Goldkolloiden, einem Füllfaktor f = 0.2 in Medien
mit unterschiedlichen Brechungsindices. Als Beispiel sind hier Wasser (nm=1,33) und Glas (nm=1,45)
im Vergleich zu Vakuum (nm=1) angegeben.
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Abbildung 3.8: Berechung der Extinktion für unterschiedliche Füllfaktoren. Betrachtet wurden 20 nm
Goldkolloide in Wasser.

3.3 DNA auf Goldoberflächen

Nach der kurzen Beschreibung der Eigenschaften der beiden einzelnen Komponenten DNA bzw.
Goldkolloid wird im folgenden und letzten Abschnitt diese Kapitels das bisherige Wissen zu den
DNA-Partikel-Hybriden vorgestellt.

3.3.1 DNA-erzeugte Partikelnetzwerke

Die beiden grundlegenden Arbeiten zur Verknüpfung von Goldnanopartikeln mit DNA erschie-
nen 1996 [35, 36]. Diese beschreiben die Kopplung der Partikel mittels kurzer Oligonucleotid-
sequenzen, welche durch eine Thiolgruppe auf der Oberfläche der Goldpartikel chemisorbiert
werden. Die Grundzüge der Methode sind schematisch in Abb. 3.9 dargestellt. Die Methode
besteht im wesentlichen aus zwei Schritten. Der ersten Schritt ist die kovalente Bindung der

thiolfunktionalisierten DNA auf der Goldoberfläche. Die Reaktion von Thiol-Gruppen mit Gold
und die Selbstorganisation dieser als Monoschichten ist in den letzten Jahren gut untersucht
worden [73,74,75,76,77,78]. Die Bindungsstärke zwischen dem Schwefel-Atom und Gold beträgt
ca. 28 kcal/mol. Für die Verbindung von Goldnanopartikeln mittels Hybridisierung der DNA
liegen zunächst zwei Fraktionen vor. Jede Fraktion von Partikeln ist mit einzelsträngiger DNA
funktionalisiert. Darauf folgt der zweite Schritt, die Hybridisierung der Partikel durch Mischen
der beiden Fraktionen. Bei erfolgreicher Hybridisierung entstehen Partikelnetzwerke. Von Mir-
kin et al. [35] werden die Partikel durch eine Abwandlung der Methode miteinander verbunden.
Dafür werden die Partikel in den beiden Fraktionen mit einzelsträngiger DNA funktionalisiert,
welche nicht komplementär zueinander ist. Bei Mischung beider Fraktionen entstehen erst dann
Partikelnetzwerke, wenn eine dritte DNA-Sequenz zugegeben wird, die zu beiden Sequenzen auf
den Partikeln komplementär ist.
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der konventionellen Methode zur Erzeugung DNA-
verknüpfter Nanopartikel. Im ersten Schritt wird einzelsträngige DNA (grün) auf der Oberfläche von
Goldkolloiden (rot) gebunden. Werden die beiden Fraktionen gemischt und die komplementären DNA-
Stränge hybridisiert, so entsteht das DNA-verknüpfte Partikelnetzwerk.

Unter welchen Bedingungen die Hybridisierung erfolgt, kann sehr unterschiedlich sein, sowohl
was die verwendeten Puffer betrifft, als auch die Temperatur, die konstant gehalten oder sogar
durch Einfrier- und Auftauschritte drastisch verändert werden kann [79,80,81]. Die Hybridisie-
rung kann mehrere Stunden (bis 24 Stunden) dauern. Die Verbindung der Partikel durch DNA
wird durch eine Rotverschiebung und Verbreiterung der Plasmonenbande dokumentiert. Da-
bei ist für die meist verwendeten 13 nm Goldpartikel eine Verschiebung von 524 nm auf 576 nm
dokumentiert [82]. Eine neue Untersuchung von 2004 von Park et al. [83] befaßt sich mit der
strukturellen Untersuchung der Partikelnetzwerke.

3.3.2 Eigenschaften der DNA auf Gold

Bei thiolfunktionalisierter DNA kommt es nicht zu einer spontanen Ordnung der DNA-
Moleküle auf der Oberfläche. Es zeigte sich, daß die Oligonucleotide abgeflacht auf der
Oberfläche aufliegen und ,je nach Bedeckungsgrad der Oberfläche, unterschiedlich viele Basen
ebenfalls mit der Oberfläche in Kontakt stehen [84, 77]. Zum Aufrichten werden kurze Alkyl-
thiole benutzt, die eine Neigung von 60◦ haben und die außerdem zu einer höheren Adsorption
von Oligonucleotiden führen [85]. Weiterhin wurde der Einfluß der Sequenzlänge auf die
Wechselwirkung mit der Oberfläche untersucht [86]. Dabei zeigte sich, daß kurze Sequenzen
(bis zu 24 Basen Länge) von der Oberfläche gerichtet abstehen, während es bei langen Sequenzen
zu elektrostatischen Wechselwirkungen des negativen Rückgrates der DNA mit der Oberfläche
kommt. Demnach wären bei kurzen DNA-Sequenzen keine Alkylthiole notwendig, um eine ge-
ordnete, ,,bürstenartige” Monoschicht auf der Partikeloberfläche zu erzeugen. Nachteilig ist,
daß Oligonucleotidsequenzen mit weniger als 20 Basen weniger stabil sind. Die Effizienz der
DNA-Immobilisierung auf der Goldoberfläche, d. h. die Verankerung der DNA auf dieser,
ist von der Valenz der Salzionen abhängig. Divalente Kationen führen zu einer größeren Immo-
bilisierungseffizienz als eine reine Verdopplung der Konzentration monovalenter Kationen [77].
Die Wirkungsmechanismen sind von mono-und divalenten Kationen unterschiedlich. Für MgCl2
geht man davon aus, daß es in Wechselwirkung mit dem Rückgrat der DNA, also der Phos-
phatgruppe tritt, nicht aber mit den Basen an sich [87]. Man geht bei der Adsorption der DNA
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auf Goldoberflächen von einer Langmuir-Kinetik aus: Auf einer homogenen Oberfläche wird
maximal eine monomolekulare Schicht adsorbiert, und es gibt keine Wechselwirkung zwischen
den adsorbierten Molekülen. Die Kinetik wird dabei wesentlich davon beeinflußt, ob die DNA
über eine Thiolgruppe chemisorbiert wird oder unspezifisch über ihre Basen bindet [88]. Auch
hier können zum Vergleich Untersuchungen mit Alkanthiolen herangezogen werden, etwa wenn
geladenen Thiole untersucht wurden [89]. Die Wechselwirkung einzelner Basen mit der Goldkol-
loidoberfläche ist von Storhoff et al. [90] untersucht worden. Dabei wurde ein Zusammenhang
zwischen der Base und der Stabilität der Partikel in Salzlösungen hergestellt. Es ist bekannt,
daß Goldkolloide, deren Oberfläche mit Oligonucleotiden belegt ist, in Salzlösungen stabilisiert
werden [35, 91]. Storhoff et al. postulieren, daß diese Stabilisierung mit einer unterschiedlichen
Oberflächenbedeckung in Abhängigkeit von der verwendeten Base abhängt. Eine PolyT-Sequenz,
also eine Sequenz, die ausschließlich die Base Thymin enthält, soll demnach eine höhere Be-
deckungsdichte aufweisen und damit die Partikel elektrostatisch und sterisch besser schützen.
Die unspezifische Bindung von einzel- und doppelsträngigen DNA-Sequenzen auf den
Partikeln ist ebenfalls untersucht worden. Hierfür werteten Sanström et al. [92,93] mit Gelelek-
trophorese und CD-Spektroskopie (engl. circular dichroism) erhaltene Daten aus und stellten
fest, daß sowohl einzelsträngige, als auch doppelsträngige DNA-Sequenzen unspezifisch auf den
Partikeln binden können (wenn keine Thiolgruppe vorhanden ist). Für die einzelsträngige DNA
geht man von einer Wechselwirkung der Basen mit der Goldoberfläche aus. Deshalb wurde auch
geprüft, ob doppelsträngige DNA (24mer) eventuell denaturiert und die dann entstehenden Ein-
zelstränge auf der Goldoberfläche binden. Dies kann für DNA-Sequenzen mit 24 Basen Länge
ausgeschlossen werden. Für die Wechselwirkung von dsDNA wird vorgeschlagen, daß die negativ
geladene Phosphatgruppe dipolinduzierend wirkt. Diese Wechselwirkung fällt mit r−4 ab. Mit
steigender Ionenstärke werden die elektrostatischen Abstoßungskräfte abgeschirmt und die An-
ziehungskräfte gewinnen an Bedeutung, so daß dadurch die dsDNA auf der Oberfläche binden
kann. Welches Ausmaß die unspezifische Bindung von DNA-Molekülen hat, hängt wahrschein-
lich auch mit der Oberflächenkrümmung der Partikel zusammen. Je größer diese ist, also je
kleiner der Partikel, um so geringer ist die Wechselwirkung anzunehmen. Dies kann ein Grund
sein, warum bei Zanchet et al. [94] bei 5 nm Partikeln und 100bp DNA Länge keine solche
unspezifischen Wechselwirkungen gemessen wurden, im Vergleich zu 13 nm Partikel und 24bp
in [92].

Die Dichte der Oberflächenbedeckung von planaren Goldoberflächen und sphärischen Par-
tikeln ist unterschiedlich [91]. Danach werden auf den Partikeln deutlich mehr DNA-Stränge
immobilisiert. Für 15 nm Goldpartikel kann man eine Bedeckung im Bereich von 160 thiolfunk-
tionalisierten Oligonucleotidsträngen erwarten. Allerdings führt die hohe Dichte auch zu einer
sehr geringen Hybridisierungsrate von lediglich 4%, die dadurch verbessert werden kann, daß
so genannte Spacer-Sequenzen zwischen Thiol und eigentlicher Sequenz eingeschoben werden,
die nur aus einer Base bestehen (z.B. PolyT)). Dann liegt die Hybridisierungsrate bei 44%. Die
geringe Hybridisierungsrate ohne Spacer-Sequenz wird mit sterischen Behinderungen begründet.
Es wird von Demers et al. [91] ausdrücklich darauf hingewiesen, daß zur Bindung der DNA auf
der Goldoberfläche diese zunächst in Wasser mit den Partikeln in Kontakt gebracht und dann
schrittweise die Salzkonzentration angehoben werden soll. Dieser Schritt wird als Einsalzen be-
zeichnet. Es wird vorgeschlagen, daß die DNA-Stränge zunächst auch auf der Oberfläche der
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Partikel aufliegen können und dann, mit der Erhöhung der Salzkonzentration, elektrostatische
Abstoßungen zwischen den DNA-Strängen (negative geladenes Rückgrat) minimiert werden.
Dadurch soll die Hybridisierungsrate der Stränge auf den Partikeln erhöht werden.

Weiterhin ist es möglich, nicht nur gleich große Partikel miteinander zu verbinden (Ein-Kompo-
nenten-Systeme), sondern auch Goldnanopartikel unterschiedlichen Durchmessers (Zwei-Kom-
ponenten-Systeme) [79, 95]. Ebenso können, von einem funktionalisierten Substrat ausgehend,
gleich große Partikel schichtweise aufgebaut werden [38].

In der Literatur finden sich Angaben, die entstandenen Strukturen reversibel zu schmelzen
(Schmelzen der DNA) [79, 96, 97, 98, 99]. Der Übergang von doppelsträngiger zu einzel-
strängiger DNA vollzieht sich in einem sehr schmalen Temperaturfenster (scharfer Übergang)
im Vergleich zum Schmelzen von ungebundenen DNA-Molekülen in Lösung. Bestimmt wurde
die Halbwertsbreite der Schmelzkurven (erste Ableitung) für beide Fälle. Für freie DNA beträgt
diese 12◦C und für die partikelgebundene DNA 4◦C (Heizrate von 1◦C/min), wobei die Angaben
hierüber schwanken. Es kommt nur zu einer unwesentlichen Verschiebung der Schmelztempera-
tur Tm. Elghanian et al. [96] weisen darauf hin, daß die Veränderungen der Extinktion im ganzen
Spektrum zu beobachten sind und nicht nur bei 260 nm, dem Absorptionsmaximum der DNA.
Sie gehen deshalb davon aus, daß der Einfluß der DNA, die auf den Partikeln gebunden ist, so
gering ist, daß man im Falle des ”Schmelzens“ der Partikelnetzwerke ohnehin nur den Beitrag der
Partikel an der Extinktion sieht. In einer späteren Publikation [100] wird dies wieder aufgegriffen
und begründet, daß bei dem ”Schmelzen“ nur der späte Teil der Partikeldissoziation beobachtet
werden kann, nicht aber frühe Schmelzvorgänge, die ausschließlich die DNA betreffen, da deren
Konzentration so gering und die Extinktionskoeffizienten (2.7·108 M−1cm−1 bei λ520 für 13 nm
Partikel und ∼106M−1cm−1 bei λ260 für ein 30 Basen langes Oligonucleotid) so unterschiedlich
sind, daß die DNA nicht detektiert werden könne. Keine Angaben werden dazu gemacht, warum
zwei solche Teilvorgänge existieren und wie sie sich unterscheiden. Weiterhin befassen sich Jin
et al. [100] mit den einzelnen Einflußfaktoren auf den Dissoziationsvorgang der Partikelnetz-
werke. Da diese Publikation als die derzeit ausführlichste zu diesem Thema betrachtet werden
kann und damit als Vergleich für die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse wichtig ist, werden
die Resultate dieser Publikation im folgenden geschildert. Die Dichte der Oberflächenbelegung

ist proportional zur Schmelztemperatur Tm. Eine verbesserte Hybridisierungsrate bei erhöhter
Oberflächenbelegung mit DNA-Molekülen wird in Erwägung gezogen. Die Bedeutung einer aus-
reichend hohen Oberflächenbelegung wird in einer Stabilisierung der Partikel gegen den für die
Hybridisierung notwendigen Salzgehalt der Lösung gesehen. Die Partikelgröße führt ebenfalls zu
einer veränderten Schmelztemperatur. Größere Partikel zeigen einer geringere Schmelztempera-
tur, da der Übergang schärfer wird. Der Durchmesser der Partikel, sowie deren unterschiedliche
Diffusionseigenschaften werden aber nicht als die eigentlichen Verursacher des Verhaltens gese-
hen, da Dendrimere [101] und Polymerpartikel im µm-Bereich [102] ein breites Schmelzverhalten
zeigen. Eine Begründung für das unterschiedliche Verhalten bei verschiedenen Partikeldurchmes-
sern wird nicht gegeben. Steigende Salzkonzentrationen führen zu einer Erhöhung der Schmelz-
temperatur. Das ist für freie DNA-Moleküle seit langem bekannt. DNA-verbundene Partikel wei-
sen lediglich höhere absolute Schmelztemperaturen auf. Höhere Salzkonzentrationen führen zur
Bildung von größeren Aggregaten, die wiederum zu einer größeren Änderung in der Extinktion
führen [103]. Von Jin et al. [100] wird das Verhalten damit begründet, daß eine höhere Salzkon-
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zentration zu geringeren elektrostatischen Abstoßungen zwischen den Partikeln und damit zu
einer höheren Hybridisierungsrate führt. Die Hybridisierungsrate wird als sehr stark abhängig
von der Salzkonzentration beschrieben, die zwischen 0.1M und 1M variiert wurde. Es wird dar-
auf hingewiesen, daß die freien DNA-Moleküle der selben Sequenz mit Salzkonzentrationen un-
ter 0.1M hybridisiert werden können, im Falle der DNA-modifizierten Partikel aber mindesten
0.5M NaCl vorliegen muß, um eine Hybridisierung auszulösen. Jin et al. erwägen, daß die elek-
trostatischen Wechselwirkungen zwischen den Partikeln ein Rolle für die Hybridisierung bzw.
Dissoziation spielen. Weiterhin wurde festgestellt, daß mit längerer DNA-Sequenzlänge (und
damit größerem Abstand der Partikel) die Schmelztemperatur steigt. Die Hybridisierungsrate,
wie auch die Aggregatgröße, werden als Ursachen ausgeschlossen. Geschlußfolgert wird, daß die
elektrostatische Abstoßung zwischen den Partikeln der dominierende Faktor ist. Den Abschluß
der Publikation bildet ein thermodynamisches Modell, das die Ergebnisse bestätigt, allerdings
elektrostatische Wechselwirkungen und Eigenschaften der Partikel nicht berücksichtigt. Insge-
samt werden die Ergebnisse zumeist unter dem Blickwinkel der Hybridisierung betrachtet und
interpretiert. Park and Stroud [104, 105, 106] haben das Schmelzverhalten der DNA-Partikel-
Hybride modelliert, welches die experimentellen Daten bzgl. des Unterschiedes zwischen freier
und in Partikelnetzwerken gebundener DNA und den dabei beobachteten schärferen Übergang
bestätigt.

Storhoff et al. [103] beschreiben, daß es bei nicht getemperten Aggregatlösungen kurz vor dem
Schmelzen / der Schmelztemperatur zu einem Verringern der Extinktion kommt. Diesen Effekt
bringen sie mit einer Ostwald-Reifung in Verbindung. Demnach wachsen die größeren Aggregate
mit steigender Temperatur auf Kosten der kleinen. Es wird vorgeschlagen, daß dieser Effekt mit
der Sequenzlänge zusammenhängt, jedoch nicht bei einer Länge von 24 Basen zu beobachten war,
sondern erst bei längeren Sequenzen. Beschrieben wird auch, daß beim Erhitzen DNA-Stränge
getrennt werden können, ohne daß die Partikel dispergiert werden. Als Konsequenz, daß nicht
das Schmelzen der DNA, sondern das Auflösen der Partikelnetzwerke beobachtet wird, weisen
die Autoren darauf hin, daß in diesem Fall keine ,,Schmelzkurve” gemessen werden kann.

3.3.3 Optische Eigenschaften der Partikelnetzwerke

Die optischen Eigenschaften der Partikelnetzwerke sind ebenfalls untersucht worden [103, 107,
108], ebenso von Goldpartikeln auf Substraten [109]. Die Streuung spielt für DNA-verbundene
Partikel eine größere Rolle als für dispergierte, einzelne Partikel (siehe Abb. 3.10). Im folgenden
werden die bisherigen Erkenntnisse zum UV/VIS-Spektrum DNA-verbundener Goldnanopartikel
zusammengefasst. Demnach wird das UV/VIS-Spektrum weitestgehend durch die Größe der Ag-
gregate (Anzahl der Partikel pro Aggregat) bestimmt und weniger durch den Abstand zwischen
den Nanopartikeln, der durch die DNA-Sequenzlänge bestimmt wird [103]. Die Sequenzlänge ist
umgekehrt proportional zum Ausmaß der Rotverschiebung der Plasmonenbande bei Kopplung
der Partikel bei Raumtemperatur. Die Unterschiede heben sich aber auf, wenn die Partikel-
netzwerke bis kurz unter die Schmelztemperatur getempert werden. Dann werden die optischen
Eigenschaften unabhängig von der DNA-Sequenzlänge. Das Tempern bewirkt ein Anwachsen
der Aggregatgröße. Demzufolge kann damit gezeigt werde, daß die gebildeten Aggregate die op-
tischen Eigenschaften bestimmen und nicht die Sequenzlänge. In Abbildung 3.11 sind die berech-
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Abbildung 3.10: Extinktionsspektrum für ein 300 nm Aggregat bestehend aus 13 nm spärischen Gold-
kolloiden in Wasser mit einem Volumenanteil von 0.2. Aus [107]

neten Veränderungen in den UV/VIS-Spektren zu sehen, wenn zum einen der Partikelabstand
konstant gelassen, aber die Aggregatgröße verändert wird (links). Im rechten Bild bleiben ande-
rerseits die beteiligten Partikel je Aggregat konstant, aber deren Abstand wird verändert [103].
Die Extinktion wird mit einer Veränderung der Aggregatgröße viel stärker verändert. Eine Ver-
dopplung des Gold-Volumenanteils führt dabei nur zu einer geringen Dämpfung und Rotver-
schiebung, während ein Anwachsen der Aggregatgröße durch mehr beteiligte Partikel zu einer
sehr starken Dämpfung und starken Rotverschiebung der Plasmonenbande führt. Die berechne-
ten Spektren lassen experimentell Aggregate von mehr als 1000 Partikeln pro Aggregat erwarten.
Anderenfalls sind die optischen Eigenschaften der doppelten Breite der Plasmonenbande sowie
eine starke Dämpfung der Extinktion nicht zu erwarten [107]. Die starke Dämpfung kann mit
einem Abschirmen der Partikel im Inneren der Aggregate zusammenhängen.

Abbildung 3.11: Simulation auf Basis einer angenommenen Sequenzlänge von 23 nm und einer BCC-
Struktur der Partikel, die real nicht gebildet wird. Links Änderung der Extinktion bei Änderung der
Aggregatgröße, aber konstantem Partikelabstand. Rechts Änderung der Extinktion bei verändertem
Partikelabstand, aber konstanter Partikelanzahl pro Aggregat. Aus [103]
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3.3.4 Anwendungen, Weiterentwicklungen

DNA-verbundene Nanopartikel werden überwiegend im Hinblick auf Bauelemente (heterogene
Oberflächenbelegung [110]) oder als Sensoren untersucht und in Betracht gezogen, wobei letz-
teres in der Literatur als hauptsächliches potentielles Anwendungsgebiet genannt wird [96, 97,
111,112,113] . Hier geht es vor allem um medizinische Fragestellungen der DNA-Diagnostik. Die
Goldpartikel werden mit einer ,,Anker-DNA” versehen, die aus einer Lösung mit unbekannten
DNA-Sequenzen die komplementären Sequenzen durch Hybridisierung detektieren soll. Unter-
sucht wird in diesem Zusammenhang, wie selektiv, d.h. wie genau die Hybridisierung ist und
ob geringste Fehler (engl. mismatches), z.B. eine einzelne Base betreffende Fehlpaarung erkannt
werden kann. [82]. Desweiteren wird versucht, nicht nur Goldnanopartikel, sondern auch Na-
nopartikel aus anderen Materialien mittels DNA und / oder Protein-Erkennung zu verknüpfen
(z. B.: Eisenoxid [114]). DNA-verbundene Partikelnetzwerke können mit Enzymen geschnit-
ten werden [56]. Untersucht wird auch, ob die DNA-verbundenen Metallpartikel in elektroni-
schen Anwendungen eingesetzt werden können und welche Eigenschaften die Netzwerke ha-
ben [115,116].
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Im vorliegenden Kapitel werden die in dieser Arbeit verwendeten Materialien und ihre Verar-
beitung vorgestellt. Zunächst werden einerseits die benutzten DNA-Sequenzen und andererseits
die Nanostrukturen, die mittels DNA verknüpft wurden, aufgeführt. Anschließend geht es um
die Verknüpfung sowie Untersuchungsmethoden der Partikelnetzwerke.

4.1 Ausgangsmaterial

DNA-Sequenzen Die DNA wurde von der Firma Thermo Electron GmbH, Ulm hergestellt
und bezogen. Die verwendeten Sequenzen sind unten aufgeführt (siehe Tab. 4.1 und Abb. 4.1).
Die Sequenzen waren mit verschiedenen Modifikationen (Thiolgruppe, Biotin) am 3’- und/ oder
5’-Ende versehen. Wurde doppelsträngige DNA verwendet, so wurden die Sequenzen entspre-
chend Tab. 4.2 zuvor hybridisiert. Aus der gelieferten DNA wurde eine Stammlösung mit einer
Konzentration von 100 pmol/µl hergestellt, anschließend aliqotiert und bei -20◦C gelagert.

Bezeichnung Sequenz- Sequenz Modifikation
länge

G 24 AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA 5’ Thiol

G’ 24 TCC TGT GTG AAA TTG TTA TCC GCT 5’ Thiol

G ohne Thiol 24 TCC TGT GTG AAA TTG TTA TCC GCT -

Biotin 24 AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA 5’ Biotin

Biotin’ 24 TCC TGT GTG AAA TTG TTA TCC GCT 5’ Biotin

ss2Biotin 24 AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA 5’ Biotin, 3’ Biotin

tBiotin 15 AGC GGA TTT CAC TCT 5’ Biotin

tBiotin’ 15 AGA GTG AAA TCC GCT 5’ Biotin

M1 8 AGT CGT TT 3’ Thiol

M2 8 GTT GCC AT 3’ Thiol

Mir 19 ATG GCA ACT ATC GCG CTA G -

Mir’ 19 AAA CGA CTC TAG CGC GAT A -

L 39 GAA TGG ATA TCT GCA GTG AAT

TCG GAT CCT TAG CAG TCG 5’ Thiol

L’ 39 CGA CTG CTA AGG ATC CGA ATT

CAC TGC AGA TAT CCA TTC 5’ Thiol

Tabelle 4.1: Verwendete DNA-Sequenzen, notiert in 5’ → 3’ Richtung.
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Charakteristikum hybridisierte Sequenzen Name

beidseitig thiolfunktionalisiert G und G’ dsG

einseitig thiolfunktionalisiert G und G ohne Thiol dsEsa

beidseitig Biotin-funktionalisiert Biotin und Biotin’ dsBiotin
lange Sequenz

beidseitig Biotin-funktionalisiert tBiotin und tBiotin’ dstBiotin
kurze Sequenz

dsDNA mit ,,klebrigen Enden” Mir und Mir’ dsMir

Tabelle 4.2: Darstellung der Zusammensetzung der dsDNA-Sequenzen aus Tab. 4.1, die vor den Expe-
rimenten hybridisiert worden waren.

Verwendete Goldkolloide und sonstige Strukturen Es wurden Goldkolloide von BBIn-
ternational, UK (Tab. 4.3) verwendet, die über Plano, Wetzlar bezogen wurden. Sofern nicht
anders angegeben, wurden Partikel mit einem Durchmesser von 20 nm verwendet. Des weiteren
wurden 20 nm Goldkolloide mit einer Streptavidin-Oberflächenbelegung von Sigma, Taufkirchen,
für die Kopplung der Partikel über die Biotin-Streptavidin-Bindung eingesetzt. Für die Ver-
knüpfung von Nanostrukturen unterschiedlicher Geometrien standen am MPI Halle hergestellte
Nanostrukturen zur Verfügung. Dabei handelte es sich zum einen um Goldnanostäbe in Lösung
mit einem Durchmesser von ca. 400 nm (Herstellung: Martin Steinhart). Diese können in geordne-
tem, porösem Aluminiumoxid mit Hilfe von einem Polymer und einem Goldprecusor durch Tem-
pern erzeugt werden. Durch anschließende Zerstörung des Aluminiumoxid-Templates werden
die Goldstäbchen freigesetzt. Zum anderen sind Siliziumstäbe mit einem Durchmesser von ca.
250 nm Durchmesser, die mittels MBE (Molekularstrahlepitaxie) erzeugt werden, benutzt wor-
den (Herstellung: Luise Schubert). Diese ,,pilzartigen” Strukturen tragen ein ,,Goldköpfchen”.

Durchmesser in nm Kolloide / ml

20 7·1011

50 4.5·1010

80 1.1·1010

Tabelle 4.3: Aufstellung der verwendeten Goldkolloide von BBInternational.

4.2 Generieren von Partikelnetzwerken

Partikelnetzwerke durch dsDNA Partikelnetzwerke aus Goldkolloiden mittels dsDNA (Abb.
4.1 Nr. 1) wurden wie folgt erzeugt: In der Regel wurden die Kolloide doppelt konzentriert ver-
wendet, d.h. 400 Mikroliter der Kolloid-Lösungen wurden zentrifugiert (Minispin von Eppendorf,
Hamburg), die überstehende Flüssigkeit abgenommen und die Partikel in 200 Mikroliter entio-
nisiertem Wasser resuspendiert. Dazu wurden 10µl der DNA Stammlösung gegeben und bei
Raumtemperatur für 24 Stunden inkubiert. Die DNA wurde immer weit im Überschuß zugege-
ben, um eine Sättigung der Partikeloberflächen sicherzustellen. Zur Verknüpfung der Partikel
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wurden diese wiederum 6min bei 9000 rpm zentrifugiert. Die überstehende Lösung wurde abge-
nommen und durch eine Lösung bestehend aus 6fach SSC (engl. Saline-sodium citrate buffer,
Sigma) und 0.1% SDS ( engl. Sodium dodecyl sulfate, Sigma), pH 7 ersetzt. Die Natrium-Ionen
Konzentration entspricht etwa 1M NaCl. Alternativ ist deshalb für die Untersuchung der Kon-
zentrationsabhängigkeit auch 1M NaCl Lösung und deren Verdünnungen verwendet worden.
Zum Verbinden von Goldkolloiden mit unterschiedlichem Durchmesser wurden diese im Volu-
menverhältnis (Lösungsmittel) 1:1 verwendet, sofern nichts anderes angegeben ist. Die kleineren
Partikel liegen dabei im Überschuß vor.

Die Verknüpfung der Partikel erfolgte auch über einen zweiten Weg, der ssDNA und eine dsDNA-
Sequenz verwendet [35] (Abb. 4.1 Nr.7): Es wurden, ebenso wie oben beschrieben, zwei Frak-
tionen an Partikeln vorbereitet. Statt der dsDNA, wie zuvor, wurde hier einer Fraktion M1,
der anderen M2 (siehe Tab. 4.1) zugegeben. Die Proben wurden wiederum 24 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert und anschließend mit MgCl2 auf eine Endkonzentration von 0.35mM
MgCl2 je Fraktion gebracht. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Fraktionen zentrifugiert, die
überstehende Flüssigkeit mit der überschüssigen DNA abgenommen und die Partikel in entio-
nisiertem Wasser resuspendiert. Dann wurden beide Fraktionen miteinander gemischt. Es ist zu
beachten, daß die DNA-Sequenzen auf den Partikeln nicht komplementär zu einander sind und
somit keine Kopplung der Partikel stattfinden kann. Daß DNA auf den Partikeln gebunden ist,
zeigt sich durch deren Stabilität gegenüber der Zugabe von MgCl2 (keine Änderung der Far-
be der Partikel-Suspension). Nun wurde der Probe die dsDNA-Sequenz dsMir zugegeben, die
zu den DNA-Sequenzen auf den Partikeln komplementär ist und damit zu einer Verknüpfung
der Partikel führen kann. Die Salzkonzentration der Partikel-Suspension wurde nochmals erhöht.
Die UV/VIS-spektroskopische Untersuchung erfolgte unmittelbar nach Zugabe der verbindenden
DNA-Sequenz und nach Kopplung der Partikel, die durch eine Farbänderung sichtbar wurde.

Partikelnetzwerke durch ssDNA Zur Verknüpfung mittels zueinander komplementärer
ssDNA wurden wiederum, wie oben beschrieben, zwei Partikel-Fraktionen vorbereitet und mit
je einer ssDNA-Sequenz (Sequenz L bzw. L’) inkubiert (Abb. 4.1 Nr. 3). Anschließend wurden
die beiden Fraktionen gemischt und nach einem Tag wie die dsDNA-Proben behandelt, d.h.
zentrifugiert und in 6fach SSC, 0.1% SDS resuspendiert.

Die koventionelle Methode (nach A.Taton [117] und AG Fritzsche, IPHT, Jena; verändert), die
ssDNA zur Verknüpfung der Partikel benutzt, wird im folgenden beschrieben. Die vorbereitete
DNA wird, ebenso wie bisher beschrieben, zu den Goldkolloiden gegeben und beides einen Tag in-
kubiert. Zum Einsalzen, d.h. schrittweisen Erhöhen der Salzkonzentration in den Kolloidlösungen
wird ein 1M Natriumchlorid/ 0.1 M Natriumphosphat-Puffer (pH 7,0) verwendet. Dabei werden
kleine Mengen des Puffers zugesetzt und die Proben zügig gemischt (Minishaker, IKA Labor-
technik, Staufen). Vor der nächsten Zugabe ruhen die Proben einige Minuten. Der Vorgang
wird mindestens dreimal durchgeführt bis eine Endkonzentration von 0.1 M Natriumchlorid /
10 mM Natriumphosphat-Puffer (Natriumphosphat-Puffer: Na2HPO4, NaH2PO4, beides Sigma,
Taufkirchen) erreicht ist. Danach ruhen die Proben weitere zwei Tage bei Raumtemperatur.
Überschüssige DNA, die nicht gebunden hatte, wurde anschließend durch wiederholte Wasch-
schritte in Natriumchlorid / Natriumphosphat-Puffer entfernt. Des weiteren wurden als Alter-
native zur thiolfunktionalisierten DNA, 20 nm Partikel mit Streptavidin-Oberflächenbelegung
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Generieren von Partikelnetzwerken Methoden

Abbildung 4.1: Veranschaulichung des Arbeitsprinzipes der verwendeten DNA. Links Schematische
Darstellung mit angedeuteten Partikeln (nicht maßstabsgerecht, beliebige DNA-Sequenz) Rechts Name
der in der vorliegenden Arbeit verwendeten DNA-Sequenzen. 1 Kopplung der Partikel mittels dsDNA 2
einseitig thiolfunktionalisierte DNA 3 Kopplung durch zueinander komplementäre ssDNA 4 Kopplung
durch beidseitig Biotin-funktionalisierte dsDNA 5 Biotin-funktionalisierte ssDNA 6 beidseitig Biotin-
funktionalisierte ssDNA 7 Prinzip nach [35]. Partikel mit nicht zueinander komplementärer ssDNA,
Kopplung durch dritte, verbindende DNA-Sequenz.
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(BBInternational) und dazu Biotin-funktionalisierte DNA (siehe Tab. 4.1 und Tab. 4.2) ver-
wendet. Die Partikel hatten ein Extinktionsmaximum von 525 nm und befanden sich in 0.01M
PBS, pH 7.2 (engl. Phosphate buffered saline). Die mit Streptavidin funktionalisierten Gold-
kolloide wurden 1:1 verdünnt. Die Biotin-funktionalisierte DNA wurde ebenso vorbereitet wie
die thiolfunktionalisierte, d.h. es wurde eine Stammlösung von 100 pmol/µl hergestellt und die
DNA wiederum im Überschuß zu den Partikeln gegeben und die Extinktion im weiteren Ver-
lauf zeitabhängig gemessen. Außerdem wurde die Biotin-funktionalisierte DNA auch mit den
standardmäßig verwendeten 20 nm Goldkolloiden ohne Oberflächenbelegung verwendet. Insge-
samt wurde die Biotin-funktionalisierte DNA sowohl einzel- als auch doppelsträngig und in zwei
verschiedenen Sequenzlängen eingesetzt.

Verbinden unterschiedlicher Geometrien Werden unterschiedliche Geometrien mittels
ssDNA miteinander verbunden, so müssen die beiden Komponenten zunächst getrennt vonein-
ander mit einzelsträngiger DNA funktionalisiert werden. Dies erfolgt analog der Beschreibung
für Kolloide, die mittels ssDNA verbunden wurden. Im Falle der Silizium-Wafer wurde an-
schließend die Kolloidflüssigkeit (80 nm Kolloiddurchmesser) auf das Probenstück (ca. 3x3 mm)
gegeben. Es ist wichtig darauf zu achten, daß die Flüssigkeit bei den verwendeten kleinen Volu-
mina von 100µl bzw. 200µl nicht verdampft. Um dies zu verhindern, wurden 96-Well-Platten
(LockWellTM Nunc, Wiesbaden) verwendet und diese immer mit Parafilm abgeklebt. Größere
Waferstücke wurden mit einem Flüssigkeitsvolumen von 500µl bzw. 1 ml in 4er-Well-Platten
(Multischalen, Nunc) auf dem Schüttler (IKA Labortechnik, Staufen) inkubiert.
Die Goldnanostäbe wurden mit 20 nm Goldkolloiden kombiniert. Zur Untersuchung wurde die
Lösung der mit den Goldkolloiden verknüpften Stäbe auf Silizium-Wafer getropft und getrock-
net.
Die Kontrollen erfolgten jeweils mit Nanostab-Arrays, Goldnanostäbchen und Kolloiden, die
nicht mit DNA funktionalisiert waren.

4.3 Untersuchungsmethoden

UV/VIS-Spektroskopie Die Kolloid-Lösungen und Partikelnetzwerke wurden überwiegend
mittels UV/VIS-Spektroskopie untersucht. Dafür stand ein küvettenfrei arbeitendes Gerät zur
Verfügung (ND-1000 von NanoDrop, Rockland, DE, USA), welches speziell für biologische An-
wendungen entwickelt wurde und mit einem Probenvolumen von 1µl arbeitet. Als Referenz
wurde Wasser verwendet. Die Kolloidlösungen konnten ohne spezielle Vorbereitungen direkt ge-
messen werden. Dabei wurden die Proben jeweils in einem Wellenlängenbereich i. d. R. von
250 nm bis 700 nm in dispergierter Form und als miteinander gekoppelte Partikel gemessen. Zu
Kontrollzwecken wurden auch die abgenommenen Lösungen nach dem Zentrifugieren gemessen,
die die nicht gebundene, überschüssige DNA enthielten. Die Auswertung der Daten erfolgte mit
dem Programm Igor.
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Rasterelektronen-Mikroskopie (REM) Die Aggregate wurden des weiteren mittels Raster-
elektronen-Mikroskopie (JSM 6300F, Jeol) untersucht. Dafür wurden die Partikel-Lösungen auf
gereinigte Silizum-Wafer Stücke mehrfach aufgetropft. Die Proben wurden in einem Kleinbrut-
schrank (Heraeus, Hanau) getrocknet. Um auskristallisiertes NaCl zu entfernen, können die
Proben zwei-, dreimal kurz in entionisiertes Wasser getaucht werden. Nach dem Trocknen sind
die Proben zur Untersuchung bereit.

Transmissionselektronen-Mikroskopie (TEM) Diese Untersuchungsmethode wurde ins-
besondere zur Charakterisierung der gebildeten Aggregate, also zur Bestimmung der Aggre-
gatgrößen-Verteilung bzw. der Aggregatgröße verwendet. Hierzu wurden schrittweise von der
Partikel-Lösung 1 - 2µl auf ein TEM-Grid (R1/4, Quantifoil, Jena) getropft. Um ein störendes
Auskristallisieren von NaCl zu verhindern, wurde von der Rückseite des Grids sofort die Flüssig-
keit mittels Filterpapier (Schleicher und Schnell, Dassel) abgezogen. Nach dem vollständigen
Abtrocknen standen die Proben zur Transmissionselektronen-Mikroskopie (JEM-1010, Beschleu-
nigungsspannung 110kV, Jeol) bereit.

Bildverarbeitung Die Auswertung der TEM-Bilder zur Erstellung der Statistiken erfolgte
mittels des kostenfreien Programms ImageJ (entwickelt am U.S. National Institutes of Health,
http:// rsb.info.nih.gov/nih-image/). Zunächst wurden die Bilder kalibriert und dann für die
Abstandsmessungen ein Linescan durch die jeweils betrachteten Partikel gelegt. Für die Angabe
des Abstandes in Nanometern mußte auch der Linescan kalibriert werden. Zur Bestimmung des
Partikelabstandes wurden Übersichtsbilder aufgenommen und ausgewertet. Für die Ermittlung
der Anzahl der Kolloide pro Aggregat wurde die Zählfunktion des Programmes genutzt. Die
Ergebnisse wurden jeweils in Gruppen zusammengefasst und aufgetragen. Für die Darstellung
der Bilder in dieser Arbeit wurden zur Bildbearbeitung die Programme CorelDraw 8 bzw. 10
sowie die zugehörigen Versionen von Corel Photo-Paint verwendet.

Berechnung der Extinktions-Spektren Die Berechnung der Extinktions-Spektren erfolgte
nach der Mie-Theorie (Gl. 3.12, 3.13). In jedem Falle wurden die Berechnungen für spährische
Goldpartikel mit einem Füllfaktor von 0.2 in Wasser durchgeführt, sofern nichts anderes ange-
geben ist.

4.4 Schmelzen der DNA

Das Schmelzen der DNA erfolgt durch eine Temperaturänderung mit konstanter Heizrate von
0.5◦C/min. Die Temperierung erfolgte in einem Thermostaten (ThermoStat plus, Eppendorf,
Hamburg). Dabei betrug die Starttemperatur 22◦C und die Endtemperatur 90◦C. Die Extinkti-
on wurde wiederum küvettenfrei, wie vorstehend beschrieben, gemessen. Im Temperaturbereich
fern des erwarteten Überganges von doppel- zu einzelsträngiger DNA wurde in der Regel alle
5◦C die Extinktion gemessen, im Übergangsbereich alle 1 bis 2◦C. Die Änderung der Extinktion
bei 260 nm wurde gegen die Temperatur aufgetragen. Der Wendepunkt gibt die charakteristische
Schmelztemperatur Tm an.
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Zuerst wurde dsDNA (dsG) in Wasser bzw. in 1M NaCl geschmolzen. Im nächsten Schritt wur-
den Partikel, die mit dsDNA funktionalisiert waren untersucht. Hierfür wurden Proben wie in
Abschnitt 4.2 mit einseitig thiolfunktionalisierter DNA (dsEsa) hergestellt. Ebenso wurde mit
beidseitig thiolfunktionalisierter DNA (dsG) verfahren, die zur Kopplung der Partikel und damit
zu den Partikelnetzwerken führt. Die Extinktion wurde jeweils über einen Wellenlängenbereich
von 250 nm bis 700 nm aufgenommen. Damit konnten gleichzeitig Veränderungen am Absorpti-
onsmaxium der DNA bei 260 nm und Veränderungen der Extinktion im Spektrum der Partikel
gemessen werden.
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5. DNA als Klebstoff

Das vorliegende Kapitel unterteilt sich in drei Abschnitte. Wie die Goldpartikel mittels DNA
verbunden werden können und wie man diese Verbindung eindeutig nachweisen kann, wird
im ersten Abschnitt behandelt. Der folgende Abschnitt befaßt sich mit der Morphologie der
entstehenden Partikelnetzwerke und mit der Interpretation der Extinktions-Spektren. Der letzte
Abschnitt geht der Frage nach, ob diese Partikelnetzwerke durch das Schmelzen der DNA wieder
getrennt werden können. Dieses Kapitel ist grundlegenden Fragestellungen gewidmet, um DNA
als Klebstoff verwenden zu können.

5.1 Nachweis der Verbindung

Die Kopplung von Nanopartikeln mittels DNA kann ohne die kritischen Schritte Hybridisierung
und Einsalzen ausgeführt werden, wenn von Beginn an mit doppelsträngiger DNA gearbeitet
wird. Da die Persistenzlänge von dsDNA größer ist als die von ssDNA, kann man mit einer
höheren Stabilität, und damit verbunden, mit geringeren Wechselwirkungen mit der Oberfläche
der Partikel rechnen. Die Reduzierung der notwendigen Schritte zur Kopplung führt auch zu
einer Reduzierung möglicher Einflußfaktoren und damit zu einer fokussierteren Untersuchung
der Hybride. Zunächst werden diese Vorteile mit dem Nachteil erkauft, keine spezifische, gerich-
tete Bindung mehr zwischen den DNA-funktionalisierten Partikeln zu haben. Allerdings können
dafür vergleichende Untersuchungen von ssDNA und dsDNA stattfinden, was den Gegeben-
heiten im System durch Verbinden (dsDNA) und Trennen (ssDNA) im Netzwerk vollkommen
entspricht. Die Wechselwirkungen können somit auch mit den heterogenen Basenfolgen statt-
finden, statt sich auf homogene PolyA- oder PolyT- Sequenzen beschränken zu müssen, die von
einer tatsächlichen, sinnvollen Anwendbarkeit weit entfernt sind.

Im folgenden wird die verwendete Methode kurz beschrieben (Abb. 5.1). Die Partikel, die mit-
einander gekoppelt werden sollen, befinden sich in einer Lösung. Es gibt nur eine Fraktion von
Partikeln (im Vergleich zur konventionellen Methode, siehe Abb. 3.9). Zu diesen wird die dop-
pelsträngige DNA gegeben und verbindet, durch die kovalente Bindung des Schwefels aus der
Thiol-Gruppe auf dem Gold, die Partikel miteinander. Die Kopplung geschieht in der Regel in
einer NaCl-Lösung. Nicht funktionalisierte Partikel sind in dieser Lösung instabil und agglome-
rieren irreversibel. Damit kann eine erfolgreiche Funktionalisierung der Partikel mit DNA bzw.
deren Kopplung sichtbar überprüft werden.

Für den Nachweis, daß die DNA die Partikel miteinander verbindet und selbst nur durch die
Thiolgruppe auf der Oberfläche gebunden wird, sind drei Schritte notwendig. Da die Kopp-
lung der Kolloide allein auf der kovalenten Bindung zwischen der thiol-funktionalisierten DNA
und der Goldoberfläche beruht, kann diese demnach durch das Vorhandensein bzw. Fehlen der
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Nachweis der Verbindung DNA als Klebstoff

Abbildung 5.1: Schema der in dieser Arbeit entwickelten und verwendeten Methode. Im ersten Schritt
werden die zu verknüpfenden Partikel gemischt. Anschließend wird doppelsträngige DNA dazugegeben.
Es ist kein Hybridisierungsschritt der DNA notwendig. Die Verknüpfung zum Partikelnetzwerk erfolgt in
der Regel in einer NaCl Lösung.

Thiolgruppe beeinflußt werden. Untersucht wird also, wie sich dsDNA mit zwei Thiolgruppen
im Vergleich zu einer Sequenz mit nur einer Thiolgruppe bzw. gänzlich ohne Thiolgruppe mit
Goldkolloiden verhält. Für den Nachweis wurden 20 nm Goldkolloide verwendet.

Zur Kopplung der Goldkolloide wird dsDNA verwendet, bei der beide Stränge am 5’-Ende thiol-
funktionalisiert sind. Aus der Literatur [35] ist bekannt, wie das UV/VIS-Spektrum gekoppelter
Partikel aussieht. Hier wurden 20 nm Goldkolloide gekoppelt, was zu einer Rotverschiebung von
525 nm zu 555 nm und einer deutlichen Verbreiterung der Plasmonenbande führt (Abb. 5.2). All-
gemein zeigt die Übereinstimmung des Ergebnisses mit der Literatur, daß die Kopplung mittels
doppelsträngiger DNA möglich ist.

Im nächsten Schritt wird eine Thiolgruppe eliminiert. Damit kann die DNA an ein Partikel
binden, aber es ist keine Verbindung zwischen zwei Partikeln möglich. Eine Netzwerkbildung ist
also ausgeschlossen. Wie zuvor beschrieben, sind nicht funktionalisierte Partikel in Salzlösungen
instabil. Wenn die DNA also auf den Partikeln bindet, sollten sie in Salzlösungen stabil sein und
es sollte keine Änderung in der Extinktion auftreten. Dieses Verhalten zeigte sich auch in den
Experimenten (Abb. 5.3). Zusammen mit dem Ergebnis der DNA mit zwei Thiolgruppen ist
damit eindeutig bewiesen, daß die DNA tatsächlich nur über die Thiolgruppe an der Oberfläche
angebunden wird und auch auf die erwartete Weise als Verbindungsstück und Abstandshalter
zwischen den Partikeln fungiert. Wäre die DNA über ihr Rückgrat unspezifisch auf dem Gold-
kolloid gebunden und würde dadurch die Partikel miteinander verbinden, würde auch im Falle
der DNA mit einer Thiolgruppe eine Veränderung der Extinktion zu messen sein.

Zur Kontrolle wurden Versuche mit doppelsträngiger DNA vorgenommen, die keine Thiolgruppe
besaßen. Damit konnte nochmals untermauert werden, daß nur eine thiolfunktionalisierte DNA
die Partikel in einer Salzlösung stabilisiert. Ist diese nicht vorhanden, so agglomerieren die Par-
tikel irreversibel und fallen aus. Die Signal-Intensität ist sehr gering, da sich riesige Agglomerate
bilden, so daß die Plasmonenbande sehr stark rotverschoben (über den Meßbereich hinaus) und
gedämpft ist (Abb. 5.4).

In diesem Abschnitt wurde die Kopplung von Goldkolloiden mittels doppelsträngiger DNA vor-
gestellt. Diese Methode erlaubt es, in Lösung und durch die UV/VIS-Spektroskopie den Nachweis

33



Nachweis der Verbindung DNA als Klebstoff

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

E
xt

in
kt

io
n 

/ b
. E

.

700600500400300
Wellenlänge / nm

Abbildung 5.2: Oben Schema der Verbindung von Partikeln durch beidseitig thiolfunktionalisierte
DNA und Unten zugehöriges UV/VIS-Spektrum DNA-gekoppelter 20 nm Goldkolloide. Die Kopplung
zeigt sich im UV/VIS-Spektrum durch eine Rotverschiebung und Verbreiterung der Plasmonenbande
(blau) im Vergleich zu dispers vorliegenden Partikeln zu Beginn (rot).
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Abbildung 5.3: Oben Schema der Anbindung von einseitig thiolfunktionalierter DNA auf Partikeln
und Unten zugehöriges UV/VIS-Spektrum für 20 nm Goldkolloide. Die Spektren sind identisch, da die
Partikel in der Salzlösung durch die DNA geschützt sind und weiterhin dispergiert vorliegen (blau), wie
zu Beginn (rote Kurve, die DNA ist bereits zugegeben). Die Extinktionsveränderung bei 260 nm kommt
durch den Lösungsmittelaustausch und damit einer Entfernung überschüssiger DNA zustande.
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Abbildung 5.4: Oben Schema der Partikel und der nicht thiolfunktionalisierten DNA, sowie Unten das
zugehörige UV/VIS-Spektrum für 20 nm Goldkolloide. In der Salzlösung kann keine Extinktion gemessen
werden (blau). Die Partikel sind in der Salzlösungen nicht geschützt, agglomerieren irreversibel und fallen
aus. Die Extinktion der in der Lösung dispergierten Partikel ist wiederum rot dargestellt.

zu erbringen, daß die Partikel durch die DNA als Abstandshalter miteinander verbunden werden.
Damit ist eine wesentliche Grundvoraussetzung zur Nutzung der DNA als Klebstoff erfüllt.

An den Nachweis der Verbindung schließt sich die Frage an, wie die Netzwerke, die durch die
Kopplung der Kolloide entstehen, aussehen. Dazu wurden TEM-Analysen durchgeführt, die im
nachfolgenden Abschnitt beschrieben werden. Zudem wurden auch weitere Experimente mit der
Kopplung verschieden großer Goldkolloide durchgeführt, die ebenfalls vorgestellt werden.

5.2 Morphologie der Hybride

Die verwendeten 20 nm Goldpartikel dienen als Standardgröße der Untersuchung des Systems.
Darüberhinaus interessiert aber im Hinblick auf die Erzeugung von Strukturen, ob auch größere
Partikel und unterschiedlich große Partikel miteinander verbunden werden können. Deshalb
gliedert sich der nachfolgende Abschnitt in die Beschreibung von sogenannten Einkomponenten-
Systemen, in denen Partikel gleicher Größe miteinander gekoppelt werden und in die von Mehr-
komponenten-Systemen, die eine Kopplung unterschiedlich großer Partikel ermöglichen.

5.2.1 Einkomponenten-Systeme

Es wurden Goldkolloide mit 20 nm, 50 nm und 80 nm Durchmesser durch doppelsträngige DNA
gekoppelt. In Abb. 5.5 ist sowohl die Extinktion der Partikel ohne DNA angegeben, als auch die
Veränderung der Extinktion für die drei Durchmesser (vorher - nachher). In jedem Falle führte
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die Kopplung zu einer sichtbaren Farbveränderung, doch unterscheiden sich die Extinktions-
Spektren der beiden größeren Partikeldurchmesser dadurch, daß hier keine so starke Rotver-
schiebung und Verbreiterung der Plasmonenbande auftritt. Stattdessen ist eine Zunahme der
Extinktion im längerwelligen Bereich um 600 nm zu beobachten. Zwangsläufig ergibt sich hier
die Frage, ob diese Unterschiede sich in Form und Größe der entstandenen Aggregate wiederspie-
geln. Deshalb werden nachfolgend die Ergebnisse der TEM-Analyse zu allen drei Durchmessern
präsentiert.

Ein Nachteil der TEM- oder REM Aufnahmen ist, daß die gebildeten Aggregate getrocknet
werden müssen. Damit gehen Veränderungen der gesamten Struktur einher, so daß die Ergebnisse
nur sinnvoll im Zusammenhang mit der UV/VIS-Spektroskopie sind. Es ist zu beachten, daß
eine UV/VIS-Spektroskopie an getrockneten Aggregaten auch andere Ergebnisse liefern würde,
als die Messung in Lösung, da dann die umgebenden Medien Glas und Luft sind und dies Einfluß
auf die Oberflächenplasmonen-Resonanz hat.

Bei den 20 nm Partikeln wurden drei Fälle anhand von TEM-Bildern verglichen: nicht funktio-
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Abbildung 5.5: Extinktions-Spektren von Goldkolloiden mit einem Durchmesser von 20 nm, 50 nm und
80 nm, verbunden durch 24mer dsDNA. Oben links Extinktion nicht funktionalisierter Goldpartikel mit
verschiedenen Durchmessern. Mit größer werdendem Durchmesser tritt eine Rotverschiebung der Plasmo-
nenbande auf, die Extinktion im Bereich von 260 nm nimmt ab. Oben rechts Extinktionsveränderung
von 20 nm Goldpartikeln vor der Kopplung (rot) und danach (blau). Durch die Kopplung tritt eine Ver-
breiterung der Plasmonenbande und eine Rotverschiebung von 525 nm nach 555 nm auf. Unten links
Extinktionsveränderung von 50 nm Goldpartikeln vor der Kopplung (rot) und danach (blau). Die Rot-
verschiebung fällt sehr gering aus. Dafür tritt eine Zunahme der Extinktion im Bereich von 650 nm auf.
Unten rechts Extinktionsveränderung von 80 nm Goldpartikeln vor der Kopplung (rot) und danach
(blau). Auch hier ist nur eine geringe Verschiebung, dafür aber im Bereich ab 600 nm eine starke Zunah-
me der Extinktion zu verzeichnen.
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nalisierte Goldkolloide (Abb. 5.6 A), Goldkolloide mit DNA funktionalisiert, aber ungekoppelt
(Abb. 5.6 B) und gekoppelte Partikel (Abb. 5.6 C). Für die mit DNA funktionalisierten Par-
tikel wurde beidseitig thiolfunktionalisierte DNA verwendet. Es zeigte sich, daß sich die nicht
funktionalisierten Goldpartikel beim Trocknen auf dem TEM-Grid zu sehr großen Aggregaten
von schätzungsweise über 300 Partikeln zusammenlagern. Es liegen kaum einzelne Partikel vor.
Dies ist aber der Fall, wenn die Partikel bereits in der DNA-Lösung inkubiert wurden, aber
noch nicht miteinander verbunden waren. Der mittlere Abstand zwischen den Partikeln beträgt
dann ca. 66 nm, sie sind also deutlich separiert. Ausgewertet wurden 211 Abstände zwischen
218 Partikeln. Knapp ein Viertel der Abstände ist kleiner als 8 nm. Partikel, die so dicht bei-
einander liegen, bilden sehr kleine Aggregate aus zwei bis maximal 5 beteiligten Partikeln. Es
ist festzuhalten, daß die DNA als Schutz vor einer Agglomeration der Partikel dient und daß
möglicherweise bereits einige Partikel durch die DNA miteinander verbunden werden. Werden
die 20 nm Goldkolloide miteinander verknüpft, so bilden sich Aggregate. Außerdem liegt ein Teil
der Partikel weiterhin einzeln vor. Es wurden die Abstände zwischen den Partikeln ermittelt.
Des weiteren wurde die Anzahl der Partikel pro Aggregat bestimmt, da die Größe des Aggre-
gates wesentlich die optischen Eigenschaften bestimmt. Welchen Einfluß die Aggregatgröße auf
die Extinktion hat, verdeutlicht die Abb. 5.7, in der die Extinktions-Spektren zweier Proben
unterlegt mit einem REM-Bild der entsprechenden Probe den Größenunterschied verdeutlichen.
Für den Partikelabstand wurden 93 Abstände zwischen 96 Partikeln ausgewertet. Der mittlere
Abstand besträgt 6 nm. Am häufigsten tritt ein Abstand zwischen 4 nm und 7 nm auf (Abb. 5.8).
Die DNA hat eine Länge von 8 nm. Daß der gemessene Abstand zwischen den Partikeln kürzer
ist, verwundert aus folgenden Gründen nicht: Die DNA ist nicht als gestrecktes Molekül anzu-
nehmen, sondern verkürzt sich, z.B. infolge des Salzgehaltes, oder aufgrund der Spiralisierung
der DNA. Das Trocknen der Probe kann ebenfalls ein Verändern der Struktur (Schrumpfen)
verursachen. Die Aggregate bilden sich in Lösung, sind also dreidimensional. Da der Aufnahme-
winkel der ausgewerteten TEM-Aufnahme immer 90◦ zur Unterlage beträgt, kann der Abstand
zwischen den Partikeln nicht zwangsläufig der maximale Abstand zwischen den Partikeln sein.
Das heißt, der Mittelwert der ermittelten Abstände muß geringer als 8 nm sein, um von einer

Abbildung 5.6: TEM-Aufnahme von 20 nm Goldkolloiden A unbehandelt B mit DNA funktionalisiert,
aber ungekoppelt und C gekoppelt.
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Abbildung 5.7: REM-Aufnahme und zur selben Probe gehörendes Extinktions-Spektrum verdeutlichen
den Zusammenhang von Aggregatgröße und Lage der Plasmonenbande - ein Beispiel. Die rote Kurve gibt
die Extinktion der dispergierten, die blaue die Extinktion der gekoppelten Partikel an. Links Eine starke
Rotverschiebung und Dämpfung der Plasmonenbande geht mit sehr großen Aggregaten einher. Rechts
Ist die Dämpfung und Rotverschiebung schwächer ausgeprägt, liegen in der Lösung kleinere Aggregate
vor.

Kopplung der Partikel durch die DNA zu sprechen. Um zu klären, wieviele Partikel typischer-
weise die Aggregate bilden, wurden 35 eben dieser ausgewertet. Diese 35 Aggregate waren aus
mehr als 1700 Partikeln zusammengesetzt. Die genauere Analyse ergab, daß zwei Drittel der Ag-
gregate zwischen 10 und 60 Partikel groß waren, wovon wiederum die meisten zwischen 30 und
50 Partikel umfassten. Ein weiteres knappes Viertel (23%) waren große Aggregate, die zwischen
100 und 150 Partikel umfassten. REM-Aufnahmen ließen bereits eine bestimmte Aggregatgröße
von durchschnittlich 40 Partikel erwarten, die durch die TEM-Analyse bestätigt wurden.

Nach der Bestimmung der Aggregatgrößen der gekoppelten 20 nm Goldkolloide wurden Aggre-
gate aus 50 nm Partikeln untersucht. Die Extinktion der gekoppelten Partikel zeigt zwar eine
starke Dämpfung, aber keine ausgeprägte Rotverschiebung oder Verbreiterung des Goldpeaks.
Die TEM-Analyse zeigte, daß viele kleinere Aggregate gebildet werden (Beispiele für die Aggre-
gate sind in Abb. 5.9 gezeigt). Der Partikelabstand beträgt wie oben im Mittel 6 nm (Häufung
zwischen 4 nm und 6 nm). Die Aggregate sind durchschnittlich 20 Partikel groß und damit nur

Abbildung 5.8: Verteilung der gemessenen Partikelabstände in den Aggregaten aus 20 nm Goldkolloiden.
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noch etwa halb so groß wie die der gekoppelten 20 nm Kolloide. Folglich ist hier auch die Aggre-
gatgrößen-Verteilung nicht so breit: ein knappes Drittel der Aggregate ist sehr klein und besteht
aus 5 bis 9 Partikeln. Mehr als die Hälfte der Aggregate umfaßt zwischen 10 und 29 Partikeln.
Der Rest verteilt sich auf große Aggregate, die aber in keinem Fall mehr als knapp 90 Kolloide
beinhalten. Um einen Anhaltspunkt über die Aggregatbildung insgesamt zu bekommen, wurde
eine Übersicht, bestehend aus 93 Partikeln, ausgewertet. Rund 80 % der Aggregate waren größer
als 5 Partikel. Insgesamt gingen in die TEM-Analyse 702 Partikel ein.

Weiterhin wurden auch 80 nm Partikel untersucht (Abb. 5.9). In 17 Aggregaten waren 294 Par-
tikel gebunden, womit sich eine durchschnittliche Aggregatgröße von 17 Partikeln ergibt. Die
auftretende Aggregatgrößen-Verteilung wird auch kleiner, da jetzt knapp dreiviertel der Aggre-
gate einen Größe zwischen 5 und 19 Partikel aufweisen.

Es kann festgestellt werden, daß mit zunehmendem Partikeldurchmesser die Anzahl der Parti-
kel, die in einem Aggregat gebunden sind, immer geringer wird. Zur Verdeutlichung sind die
Größenverteilungen der drei Partikeldurchmesser in Abb. 5.10 angegeben. Der beobachtete Ef-
fekt kann durch die geringere Diffusionskonstante mit größer werdendem Partikeldurchmesser
erklärt werden. Da eine Verbindung der Partikel miteinander dann zustande kommt, wenn sich
die Partikel treffen, muß folglich eine genügend hohe Trefferrate induziert werden. Für größere
Partikeldurchmesser ist die Trefferrate geringer, und deshalb sind auch die gebildeten Aggregate
kleiner. Der Einfluß der Aggregatgröße auf das Extinktionsverhalten wurde gezeigt und bestätigt.
Demzufolge bedeutet eine geringere Dämpfung und Rotverschiebung eine Bildung von kleineren
Aggregaten. Storhoff et al. [103] tempern die Lösungen mit den entstandenen Partikelnetzwer-
ken, welches zu einem Anwachsen der Aggregate zu riesigen Partikelansammlungen führt. Das
Erhöhen der Temperatur kann als weiterer Faktor zur Erhöhung der Trefferrate interpretiert
werden. Mit steigender Temperatur steigt auch die Partikelgeschwindigkeit in der Lösung und
folglich damit auch die Wahrscheinlichkeit für einen Zusammenstoß mit anderen Partikeln. Geht
man für ein Gedankenexperiment davon aus, daß die Aggregate, unabhängig bis zu welcher Größe
sie anwachsen, dispers in Lösung vorliegen und das Volumen der Lösung hinreichend groß ist,

Abbildung 5.9: TEM-Aufnahmen von Aggregaten gekoppelter 50 nm und 80 nm Goldkolloide. A und
C sind Beispiele für 80 nm Kolloide und B und D für Aggregate bestehend aus 50 nm Kolloiden.
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Abbildung 5.10: Aggregatgrößen-Verteilung für Goldkolloide mit einem Durchmesser von 20 nm, 50 nm
und 80 nm. Die größten Aggregate bilden sich bei der Kopplung von 20 nm Kolloiden. Gleichzeitig liegen
hier auch die größten Unterschiede in der möglichen Aggregatgröße vor. Mit steigendem Partikeldurch-
messer sinkt die Anzahl der gebundenen Partikel je Aggregat und die Verteilung wird schmaler.

kann man auch Überlegungen zur maximalen Aggregatgröße anstellen. Bei konstanter Tempe-
ratur ist das Aggregatwachstum dann beendet, wenn die Diffusion eines Aggregates so gering
geworden ist, daß sich keine Partikel bzw. Aggregate mehr treffen und verknüpfen können. Das
Aggregatwachstum wird durch die Diffusion der gebildeten Aggregate bestimmt (DLA engl.
diffusion limited aggregation). In dieser Arbeit wurde ein Natriumphosphat-Puffer verwendet,
der SDS enthielt. SDS erwies sich als stabilisierender Faktor, der ein Ausfallen der Aggrega-
te über längere Zeit (mindestens eine Woche) verhinderte. Im Gegensatz dazu fallen in reiner
NaCl Lösung verknüpfte Aggregate nach wenigen Stunden aus. Es ist vorstellbar, daß SDS das
Wachstum der Aggregate beeinflußt. Da SDS ein anionisches Detergenz ist, kann es, neben einer
sterischen Beeinflussung, die Aggregate auch durch elektrostatische Wechselwirkungen stabili-
sieren. Vorstellbar ist, daß die Moleküle auf der Oberfläche der Partikel binden und durch die
lange Kohlenstoffkette eine weitere Aggregation der Partikel sterisch verhindern. Des weiteren
ist auch eine direkte Wechselwirkung mit der DNA denkbar.

5.2.2 Mehrkomponenten-Systeme

Es können auch unterschiedlich große Partikel miteinander verknüpft werden. Dabei kann man
sowohl den Durchmesser als auch das Mengenverhältnis der Partikel variieren und untersuchen,
wie sich dies in der Extinktion auswirkt. Ein Beispiel für die mit bloßem Auge erkennbaren Un-
terschiede ist in Abb. 5.11 gegeben, in dem sowohl die Größe, als auch die Mengenverhältnisse
verändert wurden. Die rote Farbe der dispergierten Goldkolloide verändert sich durch die Kopp-
lung der Partikel in Richtung violett, pink, rosa. Neben geordneten Strukturen enstehen auch
größere ungeordnete Aggregate (Abb. 5.11, 2). Dies kann auch unter Verwendung von einzel-
strängiger DNA nicht verhindert werden, da es keine Unterscheidung oder Einschränkung zum
Eingehen der Verbindungen zwischen den Partikeln gibt. Im Rahmen dieser Arbeit wird ge-
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Abbildung 5.11: DNA-verbundene Goldkolloide mit unterschiedlichem Durchmesser. 1 Farb-
veränderung der Lösungen aus gekoppelten Goldkolloiden. A ungekoppelte Kolloide (20 nm) B 20 nm und
80 nm C 50 nm und 80 nm D 20 nm und 80 nm (anderes Verhältnis, kleine Partikel in großem Überschuß.
2 TEM-Aufnahmen gekoppelter 20 nm und 50 nm Partikel. Die Pfeile weisen exemplarisch auf Kolloide
hin, die nicht in der Ebene liegen, sondern an darüberliegenden Stellen des großen Kolloides angebunden
sind.

zeigt, daß Partikelnetzwerke aus unterschiedlich großen Partikeln durch doppelsträngige DNA
hergestellt und für Untersuchungen genutzt werden können. Das Extinktions-Spektrum für
miteinander gekoppelte 20 nm und 50 nm Partikel ist in Abb. 5.12 gezeigt. Das Spektrum ist
sehr stark gedämpft und verbreitert. Das Spektrum kann dahingehend interpretiert werden, daß
größere Aggregate entstehen, respektive an den Aggregaten mehr Partikel beteiligt sind, als bei
den 50 nm Kolloiden allein, aber gleichzeitig auch die Aggregatgrößen-Verteilung sehr breit ist,
wie bei den 20 nm Partikeln. Die 20 nm Kolloide liegen im Überschuß vor. Daher ist zu erwarten,
daß die Anzahl der Aggregate, an denen nur 20 nm Partikel beteilgt sind, überwiegt und damit
auch entsprechend die optischen Eigenschaften dominiert. Die Berechnung, aus welchen Anteilen

0.15

0.10

0.05

0.00

E
xt

in
kt

io
n 

/ b
. E

.

700600500400300
Wellenlänge/ nm

20nm und 50nm Au

Abbildung 5.12: Extinktions-Spektrum eines Zwei-Komponenten-Systems aus 20 nm und 50 nm Gold-
kolloiden: die miteinander gemischten, aber noch dispergierten Partikel (rot) und das Spektrum der
gekoppelten Partikel (blau).
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Abbildung 5.13: Extinktions-Spektrum für drei verschiedene Partikeldurchmesser, die DNA-verbunden
wurden. Extinktions-Spektrum dispers vorliegender 20 nm, 50 nm und 80 nm Partikel (rot) und der ver-
bundenen Partikel (blau).

sich das gemessene Spektrum zusammensetzt, ist im folgenden Abschnitt 5.2.3 in Abb. 5.19 dar-
gestellt. Die in dieser Arbeit verwendete Methode der Kopplung mittels doppelsträngiger DNA
erlaubt daneben auch eine gleichzeitige Kopplung von mehr als zwei Komponenten. Ein Beispiel
ist in Abb. 5.13 geben. Hier wurden 20 nm große Partikel mit 50 nm und 80 nm großen Par-
tikeln verknüpft wurden. Das dargestellte Extinktions-Spektrum der gekoppelten Partikel zeigt
eine starke Verbreiterung, die durch die sehr unterschiedlichen Aggregatzusammensetzungen und
-größen erklärt werden kann. Die Verbreiterung ist deshalb noch stärker als im Falle des zuvor
gezeigten Zwei-Komponenten-Systemes. So liegen Aggregate vor, die nur aus kleinen Partikeln
bestehen, solche die aus kleinen, mittleren und großen und wenige Aggregate, die nur aus großen
Partikeln bestehen. Im Abschnitt 5.2.3 sind Beispiele berechnet, wie man die Verbreiterung im
Extinktions-Spektrum von Mehrkomponenten Systemen durch die Überlagerung der Spektren
aus unterschiedlich großen Aggregaten erklären kann. Interessant kann diese Möglichkeit der
Kopplung werden, wenn eine effektive Sortierung durchgeführt werden kann. Dann kann sehr
schnell und parallel eine Reihe von Bauelementen aus Nanopartikeln hergestellt werden.

Zusammenfassend ist festzustellen, daß die Schutzfunktion der DNA gegen irreversible Agglo-
meration in Salzlösungen gezeigt werden kann. Des weiteren hängt die mittlere Aggregatgröße
von der Partikelgröße ab und zwar derart, daß mit zunehmendem Durchmesser der Partikel
die Aggregate immer weniger Partikel umfassen. Der Abstand zwischen gekoppelten Partikeln
ist erwartungsgemäß kleiner als die 8 nm Länge des DNA-Linkers. Auch unterschiedlich große
Partikel können miteinander verknüpft werden.

5.2.3 Simulation der Extinktions-Spektren

Mit Hilfe von Berechnungen können die in den vorstehenden Abschnitten präsentierten Ergeb-
nisse untermauert und ergänzt werden. Wird ein sphärisches Partikel angenommen und die
komplette Mie-Theorie zur Berechnung herangezogen, so können die in Lösung gemessenen
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Abbildung 5.14: Berechnete Extinktions-Spektren für sphärische Goldpartikel mit unterschiedlichem
Durchmesser. Der Quanteneffekt wurde für die 20 nm Partikel nicht beachtet.

Spektren gut abgebildet werden. Zunächst wird gezeigt, daß Quanteneffekte für Goldpartikel
mit einem Durchmesser von 20 nm oder kleiner zu beachten sind [118]. In Abb. 5.14 wurde dies
nicht berücksichtigt. Im Vergleich zu den gemessenen Spektren (siehe Abb. 5.5 oben links) führt
die Beachtung des Quanteneffekts (Abb. 5.15) zu einer Übereinstimmung, da das Verhältnis der
Intensitäten der unterschiedlichen Partikelgrößen den gemessenen entspricht.

Im weiteren wurde das Verhalten für die verwendeten 20 nm, 50 nm und 80 nm Goldpartikel
simuliert. Dabei wurde der Fall angenommen, daß sich jeweils zwei Partikel verbinden. Um
zu untersuchen, wie sich die Extinktion von dispergierten zu gekoppelten Partikeln verändert,
wurde die Extinktion zum einen für den jeweiligen einfachen und doppelten Partikeldurchmesser
berechnet. Das gebildete Aggregat wird als ein neues Teilchen mit der entsprechenden Größe
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Abbildung 5.15: Berechnete Extinktions-Spektren für sphärische Goldpartikel mit unterschiedlichem
Durchmesser. Der Quanteneffekt wurde für die 20 nm Partikel beachtet.
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Abbildung 5.16: Berechnete Extinktions-Spektren für 20 nm Goldpartikel und 40 nm Aggregate.

betrachtet. Im folgenden werden berechneten Ergebnisse für die entstehenden 40 nm, 100 nm
und 160 nm Partikel verglichen (siehe Abb. 5.16, Abb. 5.17 und Abb. 5.18). Je größer das
Teilchen, umso stärker die Rotverschiebung und Dämpfung der Plasmonenbande. Dabei fällt der
Unterschied zwischen Ausgangspartikel und gebildeten Partikeln umso stärker aus, je größer der
Durchmesser der Ausgangspartikel war. Die Berechnung des Spektrums für 160 nm Partikel zeigt,
daß die Plasmonenbande weit in den langwelligen Bereich hinein verschoben wird. Dies ist bei
der Interpretation der gemessenen Spektren zu beachten. Die hier berechneten Spektren stellen
zwar einen Sonderfall dar, der real nicht zutrifft, dennoch unterstützen sie die Interpretation der
gemessenen Spektren. In allen Fällen werden, wie in dem vorangegangenen Abschnitt gezeigt,
tatsächlich mehrere Partikel in einem Partikelnetzwerk gebunden. Wie in Abb. 5.5 gezeigt, gibt
es einen Unterschied zwischen den gekoppelten 20 nm Partikeln und den gekoppelten 50 nm
bzw. 80 nm Partikeln. Bei letzteren ist überwiegend eine Dämpfung zu beobachten.
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Abbildung 5.17: Berechnete Extinktions-Spektren für 50 nm Goldpartikel und 100 nm Aggregate.
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Abbildung 5.18: Berechnete Extinktions-Spektren für 80 nm Goldpartikel und 160 nm Aggregate.

Vergleicht man dies mit den berechneten Spektren und bedenkt, daß real mehr als zwei Partikel
verbunden sind, werden die gemessenen Spektren plausibel: Aufgrund der Größe der Partikel
kommt es zu einer Dämpfung und zu einer Rotverschiebung mit einem Maximum, daß jenseits
des hier meßbaren Bereiches liegt. Daneben ist für den Vergleich der berechneten und gemesse-
nen Spektren zu beachten, daß für die Berechnung die Ausgangsgröße der Partikel zu beachten
ist, also nicht vom Spektrum jeweils zweier miteinander verbundener 80 nm Partikel auf die Ex-
tinktion eines Aggregates aus 20 nm Partikeln mit der entsprechenden Größe (in diesem Beispiel
Aggregat aus 8 Partikeln) geschlossen werden kann. Weiterhin wurden innerhalb dieses Kapi-
tels Mehrkomponenten-Systeme untersucht. Zur Interpretation der gemessenen Spektren wurden
Partikel angenommen, die den Durchmesser möglicher Aggregate haben. Dabei wird wiederum
zur Berechnung der Extinktions-Spektren von Aggregaten aus zwei Partikeln ausgegangen. Das
gemessene Spektrum setzt sich aus den einzelnen Spektren der gebildeten Aggregate zusammen,
wobei die jeweiligen Anteile am Gesamten durch die Häufigkeit der jeweiligen Aggregatgröße
bestimmt wird. Ein Beispiel ist in Abb. 5.19 gezeigt. Hier wurden 20 nm Partikel mit 50 nm
Partikeln kombiniert, wie dies in den Abb. 5.11 (TEM-Aufnahmen) und 5.12 (Extinktions-
Spektrum) erfolgte. Es ist, je nach Wichtung der einzelnen Anteile, ein Maximum zwischen
500 nm und 600 nm zu erwarten, das bis ca. 800 nm abklingt. Im Vergleich zum gemessenen
Spektrum bestätigt sich dies, wobei bei diesem eine sehr starke Dämpfung auftritt. Des weiteren
wurden im vorangegangenen Abschnitt Partikelnetzwerke aus drei verschiedenen Partikeldurch-
messern gebildet (Abb. 5.13). Wie bereits dort beschrieben, kommt die starke Verbreiterung
der Plasmonenbande durch die Vielzahl möglicher Aggregatzusammensetzungen zustande. Die
Simulation der unterschiedlichen Aggregatgrößen ist in Abb. 5.20 dargestellt. Wiederum wurde
der Fall angenommen, daß sich jeweils zwei Partikel miteinander verbinden. Da hier größere Ag-
gregate gebildet werden können und diese anteilig einen stärkeren Einfluß haben (Verbindung
von zwei 50 nm Partikeln, von einem 50 nm und einem 80 nm Partikel bzw. Verbindung von zwei
80 nm Partikeln), ist eine starke Verbreiterung der Plasmonenbande über eine Wellenlänge von
800 nm hinaus zu erwarten, was auch der Messung entspricht.
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Abbildung 5.19: Berechnete Extinktions-Spektren für Goldpartikel mit einem Durchmesser von 20 nm
bzw. 50 nm und die möglichen Kombinationen aus diesen für Aggregate aus je zwei Partikeln.
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Abbildung 5.20: Berechnete Extinktions-Spektren für Goldpartikel mit einem Durchmesser von 20 nm,
50 nm und 80 nm und den möglichen Kombinationen aus diesen für Aggregate aus je zwei Partikeln.
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5.3 Umkehrbarkeit der Verbindung

Ein Vorteil der DNA besteht darin, daß sich die komplementären Einzelstränge der DNA nicht
nur spezifisch erkennen, sondern der Doppelstrang reversibel wieder in Einzelstränge getrennt
werden kann. Dies geschieht in der Regel durch eine Temperaturerhöhung. Für die Nutzung der
DNA als Klebstoff ist demzufolge nachzuweisen, daß auch in DNA-Partikel-Hybriden die DNA
geschmolzen werden kann. Aus der Literatur ist dazu einiges bekannt (siehe Abschnitt 3.3.2).
Die Verwendung doppelsträngiger DNA ermöglicht eine tiefergehende Untersuchung hinsicht-
lich des Einflusses der Partikel auf die Dissoziation der Partikelnetzwerke. Im folgenden wird
zunächst das temperaturabhängige Verhalten der Goldkolloide bzw. der freien DNA-Moleküle in
Wasser bzw. 1M NaCl (entsprechend den Bedingungen für die Bildung von Partikelnetzwerken)
untersucht. Anschließend kann der Einfluß der Goldkolloide auf das Schmelzen mit Hilfe von
einseitig- bzw. beidseitig thiolfunktionalisierter DNA untersucht werden.

Zunächst ist sicherzustellen, daß sich die Partikel selbst in keiner Weise durch die Temperatur-
erhöhung verändern. Die Stabilität der Partikel, die auf 100◦C erhitzt wurden, ist in Abb. 5.21
gezeigt. Es tritt keine Veränderung der Extinktion mit steigender Temperatur auf. Weiterhin muß
gewährleistet sein, daß ein Schmelzen der DNA im verwendeten System durchführbar ist. Dafür
wurde die doppelsträngige DNA in entionisiertem Wasser geschmolzen (Abb. 5.22). Die Schmelz-
temperatur Tm wurde mit 40◦C ermittelt. Der empirisch berechnete Wert lag bei Tm =56◦C. Die
Schmelzkurve hat den typischen sigmoidalen Verlauf, doch fällt die Änderung der Extinktion
insgesamt relativ gering aus. Die Schmelztemperatur erhöht sich, wenn die Ionenkonzentrati-
on erhöht wird. Hier verschiebt sich Tm auf 80◦C, wenn die DNA in einer 1M NaCl-Lösung
erwärmt wird. Das Schmelzen der DNA ist in Abbildung 5.23 unter den Bedingungen gezeigt,
wie sie zum Koppeln der Goldkolloide verwendet werden. Es ist außer der Schmelzkurve auch
ein Teil der zugehörigen Extinktions-Spektren zu sehen. Wichtig dabei ist zu ermitteln, welcher
Anteil später am Spektrum beim Schmelzen von DNA-Goldkolloid-Hybriden durch die DNA
verändert wird. Anhand der Spektren kann dieser Einfluß bei einer Wellenlänge größer 400 nm
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Abbildung 5.21: Extinktions-Spektren der unbehandelten Goldkolloide bei ansteigender Temperatur.
Es tritt keine Veränderung der Extinktion auf.
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Abbildung 5.22: Temperaturabhängige Änderung der Extinktion bei λ = 260nm von 24mer dsDNA in
Wasser.

als gering eingestuft werden. Im nächsten Schritt wird der Einfluß der Goldkolloide untersucht,
wenn sie mit doppelsträngiger DNA mit einer Thiolgruppe funktionalisiert sind. Die Schmelz-
temperatur erhöht sich leicht. Im Unterschied zu freien DNA-Molekülen in der Salzlösung wird
aber der Übergang schärfer, d.h. der Temperaturbereich, in dem die DNA schmilzt, wird klei-
ner (Abb. 5.24, mittleres Bild). Des weiteren zeigt sich, daß der gesamte Wellenlängenbereich
Veränderungen erfährt (Abb. 5.24, unteres Bild). Die Plasmonenbande wird dabei leicht ver-
breitert und rotverschoben, zudem erhöht sich die Intensität. Wenn die DNA auf beiden Seiten
an die Kolloide gebunden ist, d.h. die Kolloide gekoppelt sind, dann sind die Veränderungen
im Spektrum noch stärker ausgeprägt. Der Übergang ist wiederum sehr scharf, allerdings fällt
die Änderung der Extinktion bei 260 nm noch deutlich stärker aus. Die Plasmonenbande ist
durch die Kopplung der Partikel im Vergleich zu ungekoppelten Partikeln bereits verbreitert.
Infolge des Schmelzens kommt es zu einer weiteren Verbreiterung und damit verbunden zu einer
geringeren Extinktion (Abb. 5.25). Es ist zu beobachten, daß die Extinktion vor dem Schmel-
zen nicht konstant bleibt, sondern geringer wird. Mit diesem Experiment konnten Ergebnisse
zum Schmelzen der DNA-Partikel-Hybride aus der Literatur [96] bestätigt werden. Ebenso wie
bei Elghanian et al. [96] zeigt sich ein schärferer Übergang, wobei die Schmelztemperatur im
Vergleich zur freien DNA in Salzlösung nur unwesentlich erhöht ist. Im Vergleich zur Literatur
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, daß die Schärfe des Übergangs nicht zwangsläufig an ein
gebildetes Partikelnetzwerk geknüpft ist. Der scharfe Übergang kommt, wie bei Verwendung der
DNA mit einseitiger Thiolfunktionalisierung gezeigt, bereits dann zustande, wenn die Partikel
nur mit der DNA funktionalisiert sind, selbst aber noch dispergiert in der Lösung vorliegen.
Folglich kann eine Schmelzkurve in diesem Fall bei Betrachtung des Überganges auch als Nach-
weis für eine erfolgreiche Anbindung der DNA auf den Partikeln benutzt werden. Elghanian et
al. [96] diskutieren, daß auf den Partikeln zu wenig DNA gebunden ist, um eine Schmelzkur-
ve der DNA messen zu können. Sie argumentieren, daß man die Änderung der Extinktion der
dissoziierenden Partikel sieht, da sich das gesamte Spektrum ändert. Dennoch wird in dieser
Publikation die aufgenommene Schmelzkurve mit dem Schmelzen der freien DNA in Salzlösung
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verglichen. Würde man tatsächlich zwei unterschiedliche Dinge messen (einmal die DNA, ein-
mal die Partikel) könnte man die beiden Spektren auch nicht miteinander vergleichen. Es ist
jedoch auch eine andere Interpretation der Ergebnisse möglich: Das Schmelzen der DNA wird
gemessen, allerdings überlagern sich die Beiträge von DNA- und Partikel-Spektrum. Dies zeigt
sich im Falle der DNA mit einer Thiolgruppe. Die Partikel liegen dispergiert vor. Zuvor wurde
gezeigt, daß die Goldkolloide ihre optischen Eigenschaften durch Erhitzen nicht verändern (siehe
Abb. 5.21). Folglich müssen die gemessenen Veränderungen ursächlich mit der gebundenen DNA
zusammenhängen. Um die Überlagerung der Spektren deutlicher herauszuarbeiten, wurde die
Temperaturabhängigkeit für verschiedene Wellenlängen aufgetragen (Abb. 5.26). Mit größeren
Wellenlängen wird die Änderung der Extinktion immer geringer und verliert zunehmend den
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Abbildung 5.23: Schmelzkurve der DNA in 1M NaCl (ohne Goldkolloide). Oben Temperaturabhängige
Änderung der Extinktion bei λ = 260nm. Die Schmelztemperatur Tm verschiebt sich auf 80◦C (im
Vergleich zu Abb. 5.22). Die Daten wurden mit einer Sigmoidal-Funktion gefittet. Unten Zugehörige
Extinktions-Spektren für verschiedene Temperaturen. Die Veränderungen im Spektrum bei Erhöhung
der Temperatur betreffen einen Bereich bis zu einer Wellenlänge von λ = 400nm.
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Abbildung 5.24: Einfluß von Goldkolloiden auf das Schmelzen von dsDNA mit einer Thiolgruppe (Oben
Schema). Mitte Temperaturabhängige Änderung der Extinktion bei λ = 260nm. Die Schmelztemperatur
Tm beträgt 84◦C. Die Daten wurden mit einer Sigmoidal-Funktion gefittet. Der Übergang ist schärfer
als bei freier DNA in Salzlösung (Abb. 5.23). Unten Zugehörige Extinktions-Spektren bei verschiedenen
Temperaturen. Schmilzt die DNA, treten Veränderungen im gesamten Wellenlängenbereich auf.
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Abbildung 5.25: Schmelzen gekoppelter Goldkolloide (Oben Schema). Mitte Temperaturabhängige
Extinktion bei λ = 260nm. Die Daten wurden mit einer Sigmoidal-Funktion gefittet. Im Vergleich zu
(Abb. 5.24) ist die absolute Änderung der Extinktion größer. Unten Zugehörige Extinktions-Spektren
bei verschiedenen Temperaturen. Vor dem Übergang kommt es zu einem Verringern der Extinktion im
gesamten Spektrum.
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Abbildung 5.26: Temperaturabhängige Änderung der Extinktion bei verschiedenen Wellenlängen. Un-
tersucht wurden Goldkolloide mit einseitig thiolfunktionalisierter dsDNA. Die aufgetragenen Daten wur-
den geglättet. Je größer die Wellenlänge, um so geringer die Temperaturabhängigkeit. Die stärkste
Veränderung tritt bei λ = 260nm auf und nimmt bis zu λ = 400nm ab.

charakteristischen sigmoidalen Verlauf. Im Vergleich zu Abb. 5.23 zeigt sich, daß die Änderung
der Extinktion bei 260 nm am größten ist und im gleichen Zuge, wie die Extinktion der freien
DNA-Moleküle, mit größer werdender Wellenlänge abnimmt. Dadurch kann gezeigt werden, daß
das Schmelzen der DNA und damit eine Dissoziation des Partikelnetzwerkes mittels UV/VIS-
Spektroskopie beobachtet werden kann. Die insgesamt geringe Konzentration der DNA auf den
Partikeln ist kein Hinderungsgrund. Die in [96, 100] vertretene These kann nicht aufrecht er-
halten werden, denn dort geht man aufgrund der Methode immer von miteinander gekoppelten
Partikeln aus. Argumentiert man, daß in den Spektren nur Veränderungen an und durch die
Partikel selbst zu sehen sind, so müßte das Spektrum dissoziierter Partikel exakt dem der di-
spergierten Partikel entsprechen und zwar auch im kürzerwelligen Bereich. Da aber bereits im
Falle der einseitig thiolfunktionalisierten dsDNA auf den Goldkolloiden starke Veränderungen
beobachtet werden, obwohl die Partikel einzeln und ungebunden vorliegen, ist die Annahme von
Elghanian et al. eher unwahrscheinlich.

Auf das Schmelzen / Dissoziieren von DNA-funktionalisierten Partikeln hat die Heizrate einen
sehr entscheidenden Einfluß. Aus der Molekularbiologie sind im Zusammenhang mit der Stan-
dardmethode PCR (Polymerase-Kettenreaktion engl. polymerase chain reaction) sehr schnelle
Heizraten zwischen 2◦C/sec und 4◦C/sec bekannt. Dies kann nicht auf das vorliegende System
übertragen werden, da hier durch die Anbindung der DNA an die Partikel völlig neue Bedingun-
gen entstehen. Als Mechanismus wird folgendes vorgeschlagen: Es ergeben sich unterschiedliche
Schmelzverhalten bei der Betrachtung der selben DNA-Sequenz in Wasser, mit einem Strang
am Partikel gebunden oder beidseitig gebunden, da die DNA-Stränge in ihren Freiheitsgraden
durch die Bindung auf Gold eingeschränkt werden. Befinden sich die Moleküle frei in Lösung und
werden erwärmt, so können sie frei fluktuieren. Gemeint ist damit die Beweglichkeit der DNA-
Stränge, da das Schmelzen nicht zwangsläufig reißverschlußartig verläuft. Da Adenine mit Thy-
minen durch zwei Wasserstoffbrücken verbunden sind, werden diese Verbindungen eher getrennt
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und führen so zu einer Destabilisierung des Doppelstranges, der dann in Einzelstränge dissozi-
iert. Dies wird als kooperativer Effekt bezeichnet. Die Beweglichkeit eines oder beider Stränge
wird aber eingeschränkt, wenn ein oder beide Enden auf dem Partikel gebunden sind. Ein oder
beide Stränge werden steifer, und damit wird ein kooperatives Schmelzen behindert. Es ist folg-
lich vorstellbar, den scharfen Übergang beim Schmelzen / Dissoziieren DNA-funktionalisierter
Partikel dadurch zu erklären, daß der Doppelstrang erst dann schmilzt, wenn genügend Ener-
gie vorhanden ist, um sofort auch die Guanine von den Cytosinen zu trennen. Des weiteren ist
ein Einfluß durch die zunehmende Brownsche Bewegung der Goldkolloide in der heißen Lösung
vorstellbar. Dies kann zu mechanischem Stress in den Aggregaten führen, also auch zu einem
starken Strecken der DNA Moleküle, was wiederum Einfluß auf die Extinktion derselben hat.

Neben der Bewegungseinschränkung der DNA-Stränge und dem mechanischem Streß durch die
Partikel gibt es einen weiteren Faktor, der Einfluß auf das Schmelzverhalten haben kann: Je-
des Goldpartikel ist über mehrere DNA-Stränge mit anderen Partikeln verbunden, weshalb die
DNA-Stränge als nicht mehr unabhängig voneinander betrachtet werden können [100]. Eine
Auftrennung eines Aggregates durch Schmelzen der DNA im Partikelnetzwerk kann nur dann
zustande kommen, wenn mehrere benachbarte DNA Stränge gleichzeitig schmelzen. Dies kann
als eine Kopplung des Schmelzverhaltens im Aggregat betrachtet werden: Das Schmelzen einer
beidseitig gebundenen DNA-Sequenz ist nur dann tatsächlich möglich, wenn auch die benach-
barten Stränge schmelzen, da anderenfalls die Partikel und damit die DNA-Stränge weiter im
Aggregat gebunden sind. Hier spielt nun die Heizrate eine entscheidende Rolle. Es muß jeweils
ein Gleichgewichtszustand erreicht werden können. Wird die Temperatur zu schnell erhöht,
kann das System nicht folgen. In dieser Arbeit konnten die Schmelzkurven mit einer Heizrate
von 0.5◦C/min erreicht werden, was als obere Grenze gelten kann. Schnelleres Heizen führt nicht
zur Dissoziation des Doppelstranges.

Die Unterschiede in der relativen Änderung der Extinktion gehen im Falle einseitig thiolierter
DNA mit einem leichten Verringern, im Falle der beidseitig thiolfunktionalisierten DNA mit
einem deutlichen Verringern der Extinktion unmittelbar vor dem Schmelzen einher. Dies ist
von Storhoff et al. [103] und Jin et al. [100] als Anwachsen der Aggregate (Ostwald-Reifung)
durch die Temperaturerhöhung begründet worden. Demnach führen die größeren Aggregate zu
einer stärkeren Dämpfung der Extinktion, die dann durch die Dissoziation der Partikelnetzwerke
und das Schmelzen der DNA wieder mindestens kompensiert wird. Da im Falle der einseitig
gebundenen DNA keine Aggregate vorliegen, kann man hier lediglich vermuten, daß sich durch
die Erwärmung einige unspezifisch miteinander verbundene, kleine Aggregate bilden.

Im Rahmen dieser Arbeit war es unter den verwendeten Bedingungen nicht möglich, am Ende
des Schmelzens der DNA wieder dispergierte Partikel zu erhalten. Dieser Effekt wird auch in
der Literatur beschrieben [96]. Stattdessen fallen die Partikel nach einiger Zeit aus, sie sind
instabil geworden. Dieses Verhalten deutet sich bereits in den Spektren mit einer Verbreiterung
der Plasmonenbande an. Es ist wahrscheinlich, daß mit einem Trennen der DNA-Doppelstränge
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in Einzelstränge diese unter der hohen Salzkonzentration und Temperatur nicht igelartig von
der Partikeloberfläche abstehen, sondern teilweise auf dieser aufliegen bzw. unspezifisch mit
anderen Partikeln wechselwirken. Dadurch verändert sich die Extinktion. Die Goldkolloide sind
nicht mehr gegen die Salzionen geschützt, was zum Aggregieren und Ausfallen führt. Hier schließt
sich also unmittelbar die Frage nach den Wechselwirkungen zwischen DNA und Partikel an, die
im nächsten Kapitel untersucht werden.
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6. Wechselwirkungen DNA - Partikel

Das vorliegende Kapitel beschäftigt sich mit den Wechselwirkungen zwischen DNA und Na-
nopartikeln. Ausgangspunkt ist die gerichtete Kopplung von Partikeln mittels einzelsträngiger
DNA. Die Unterschiede zwischen einzel- und doppelsträngiger DNA werden insbesondere unter
Einfluß von Kationen deutlich, mit denen sich dieses Kapitel ausführlich beschäftigen wird.

6.1 Einzelsträngige DNA

Ziel einer Verknüpfung von Goldpartikeln mittels DNA besteht darin, die Partikel in gerichte-
ter Weise miteinander zu verbinden. Gerichtet heißt, daß zwei Partikel nur dann miteinander
verbunden werden können, wenn die DNA-Stränge zueinander komplementär sind. In diesem
Abschnitt sind die Ergebnisse dargestellt, die mit einzelsträngiger DNA mit zwei unterschiedli-
chen Sequenzlängen erzielt wurden.

DNA-Sequenzlänge von 24 Basen Ein Beispiel ist in Abb. 6.1 gegeben. Es konnte gezeigt
werden, dass die Partikel spezifisch durch die ssDNA und deren Hybridisierung zur dsDNA
miteinander verbunden werden können. Wurde nur eine Fraktion mit einzelsträngiger DNA
funktionalisiert, waren nur vereinzelt Partikel miteinder verbunden, da es hier zu unspezifischen
Wechselwirkungen zwischen der DNA und den Partikeln kommen kann. Als weitere Kontrolle
dienten nicht funktionalisierte Partikel, die nicht miteinander binden. Die Methode kann dahin-
gehend abgewandelt werden, daß beide Fraktionen mit einer einzelsträngigen 8mer DNA (Länge

Abbildung 6.1: REM-Aufnahmen der Kopplung von 20 nm und 50 nm Goldnanopartikeln mittels ein-
zelsträngiger DNA (24mer). A Beide Nanopartikel-Fraktionen wurden mit komplementärer DNA funk-
tionalisiert. Die Partikel sind miteinander gekoppelt. B Nur eine Fraktion ist mit DNA funktionalisiert.
Nur gelegentlich sind dadurch unspezifische Bindungen zwischen den Partikeln möglich. C Keine Fraktion
wurde mit DNA funktionalisiert, die Partikel liegen separiert vor.
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Abbildung 6.2: UV/VIS-Spektrum von 20 nm Partikeln gekoppelt nach Mirkin [35]. Die rote Kurve
zeigt die Extinktion der dispergiert vorliegenden Partikel. Die Partikel sind bereits funktionalisiert. Die
Linker-DNA ist in der Lösung enthalten. Die blaue Kurve wurde sechs Tage später gemessen. Die Partikel
sind gekoppelt. Es tritt eine Peakverbreiterung ein, sowie eine Peakverschiebung um 15 nm.

von 8 Basen) funktionalisiert werden, die zueinander nicht komplementär sind. Beide Fraktionen
können also miteinander vermischt werden, ohne daß die Partikel in Kontakt treten können. Erst
wenn eine zu beiden DNA-Sequenzen komplementäre DNA zugegeben wird, kommt es zur Ver-
bindung der Goldnanopartikel [35]. Hierbei besteht die Linker-DNA aus einem doppelsträngigem
Teil mit ”klebrigen Enden“, das heißt überstehenden einzelsträngigen Enden (siehe Kapitel 3.1).
Damit konnten ebenfalls Goldnanopartikel miteinander verbunden werden. In Abb. 6.2 ist ein
Beispiel für eine Extinktionsmessung angegeben, die eine Kopplung der Partikel anzeigt. Dabei
kommt es sowohl zu einer Verbreiterung der Plasmonenbande als auch zu einer Rotverschiebung
um mehrere Nanometer. Ein Effekt konnte nicht sofort, sondern erst Tage später beobachtet
werden.

DNA-Sequenzlänge von 39 Basen Es wurde untersucht, ob und inwiefern sich eine längere
DNA-Sequenz auf die Kopplung der Partikel auswirkt (Abb. 6.3). Ein Vergleich mit Abb. 5.5
(Kopplung mittels 24mer dsDNA) zeigt, daß die Grundtendenz erhalten bleibt: Das Spektrum
gekoppelter 20 nm Partikel unterscheidet sich von denen der 50 nm und 80 nm Partikel. Bei 20 nm
Partikeln tritt eine deutliche Verbreiterung und Rotverschiebung auf, die noch stärker als im Fall
der 24mer dsDNA ist. Bei den 50 nm und 80 nm Partikeln tritt wiederum eine starke Dämpfung
der Plasmonenbande und eine Zunahme der Extinktion im längerwelligen Bereich auf. Alle drei
Partikelgrößen, die durch Hybridisierung einer 39mer ssDNA miteinander verbunden wurden,
zeigen im Vergleich zu den 24mer dsDNA-gekoppelten Partikeln eine stärkere Dämpfung der
Extinktion.

Storhoff et al. [103] beschreiben, je länger die DNA-Sequenz, umso geringer die Dämpfung und
Verschiebung der Plasmonenbande (der gleichem Partikeldurchmesser und vor dem Tempern).
Neben den Messungen werden auch Simulationen zum Einfluß von Aggregatgröße bzw. Parti-
kelabstand auf die Extinktion vorgestellt (siehe Abb. 3.11). Sie stellen fest, daß die optischen
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Abbildung 6.3: UV/VIS-Spektren von 20 nm, 50 nm und 80 nm Goldkolloiden, gekoppelt durch die
Hybridisierung von 39mer ssDNA. Oben links UV/VIS-Spektrum aller drei Partikelgrößen, gekoppelt
1: 20 nm 2: 50 nm und 3: 80 nm Oben rechts UV/VIS-Spektrum 20 nm ungekoppelt (rot) und gekoppelt
(blau) Unten links UV/VIS-Spektrum 50 nm ungekoppelt (rot) und gekoppelt (blau) Unten rechts
UV/VIS-Spektrum 80 nm ungekoppelt (rot) und gekoppelt (blau)

Eigenschaften überwiegend durch die Aggregatgröße und weniger durch den Partikelabstand
bestimmt werden. Die Ergebnisse von Storhoff et al. sind dann dahingehend zu interpretieren,
daß die gebildeten Aggregate mit längerer DNA-Sequenz immer kleiner werden. In der vor-
liegenden Arbeit führt eine längere DNA-Sequenz, also ein größerer Partikelabstand, dagegen
zu einer stärkeren Dämpfung und im Falle der 20 nm Partikel auch zu einer stärkeren Rot-
verschiebung. Dieses Resultat kann dann zustande kommen, wenn die Anzahl der beteiligten
Partikel pro Aggregat konstant bleibt. Dann nimmt die Aggregatgröße zu, und es kommt zu
einer stärkeren Dämpfung und Rotverschiebung der Plasmonenbande. Wie bereits im Abschnitt
5.2.1 beschrieben, wird das Aggregatwachstum durch die Verwendung von SDS beeinflußt. Es
ist daher möglich, daß, anders als in der Literatur beschrieben, die Partikelanzahl pro Aggregat
in etwa konstant bleibt und die Messungen größere Aggregate durch einen größeren Abstand
der Partikel zueinander widerspiegeln. Es ist nicht klar zu trennen, welchen Einfluß die Hybri-
disierung auf die erzielten Resultate hat, da sich auch in diesem Punkt die Vorgehensweisen
unterscheiden. Da auch aus der Literatur keine umfassenden Daten vorliegen, sind zur Wir-
kung veränderter DNA-Sequenzlängen und der Beeinflußung des Aggregatwachstums weitere
Untersuchungen notwendig.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daß eine gerichtete Kopplung von Goldkolloiden
durch die Hybridisierung von komplementären DNA-Sequenzen möglich ist. Die Hybridisie-
rungsrate ist teilweise gering, was gleichzeitig zu einer zu geringen Kopplungsrate der Partikel
führt. Daraus ergibt sich, daß im Falle der Mirkinschen Methode [35] über eine dritte DNA-
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Sequenz als eigentliches Verbindungsstück die Kopplung der Partikel weiter erschwert wird,
da hier sogar zwei Hybridisierungsereignisse erfolgreich verlaufen müssen. Es ist teilweise nicht
eindeutig möglich, Einflüsse durch die Hybridisierung von denen anderer veränderter Faktoren
abzugrenzen. So ist im obigen Beispiel nicht klar, ob die Veränderungen im Spektrum durch den
veränderten Abstand der Partikel zueinander oder durch ein verändertes Hybridisierungsverhal-
ten zustande kommen. Daher ist es besonders wichtig, die Wechselwirkungen zwischen Partikel
und DNA und die Unterschiede zwischen einzel- und doppelsträngiger DNA zu untersuchen,
z. B. ob die Wechselwirkung zwischen ssDNA und Partikeln mit der geringen Hybridisierungs-
rate zusammenhängen kann.

6.2 Einfluß der Kationen

Salzionen sind notwendig, um DNA-Goldkolloid-Hybride zu erzeugen. Sie werden auch dann
benötigt, wenn mit dsDNA gearbeitet wird. Deshalb ist es von besonderer Bedeutung, den Ein-
fluß der Salzionen zu untersuchen. Im nachfolgenden Abschnitt wird dazu jeweils das Verhalten
von ssDNA und dsDNA in Natrium- bzw. Magnesiumchlorid Lösungen verglichen. Natrium- und
Magnesiumchlorid wurden gewählt, da diese am häufigsten in der Molekularbiologie verwendet
werden.

6.2.1 Monovalente Kationen: Natrium

Die Goldkolloide wurden in einer Natriumchlorid-Lösung durch dsDNA miteinander verbun-
den. Die zur Kopplung verwendete Lösung ist von einem in der Molekularbiologie verwendeten
Hybridisierungspuffer abgeleitet und enthält als weiteren Bestandteil SDS. Es wurde durch Mes-
sung bei verschiedenen SDS-Konzentrationen zwischen 0.1% und 1% sichergestellt, daß SDS zu
keiner Veränderung der Goldkolloid Extinktion führt. Mit SDS kann aber eine Stabilisierung
der Partikelnetzwerke erreicht werden, so daß diese über Wochen stabil in Lösung bleiben und
nicht ausfallen. Die Natriumchlorid-Konzentration wurde zwischen 0 und 1 M NaCl variiert und
die Änderung der Extinktion von dsDNA-verbundenen Partikelnetzwerken untersucht. Je höher
die Salzkonzentration, umso breiter wird die Plasmonenbande und desto stärker wird sie rotver-
schoben (Abb. 6.4). Eine besonders starke Änderung tritt zwischen 0.75 M NaCl und 1 M NaCl
auf.

Weiterhin wurde das Verhalten von Goldkolloiden, die mit 24mer ssDNA funktionalisiert waren,
untersucht. Die funktionalisierten Goldkolloide wurden unter den gleichen Experimentierbedin-
gungen untersucht, die bei der Kopplung von Partikeln mittels dsDNA verwendet wurden, d. h.
es wurde ein schneller Lösungsmittelaustausch vorgenommen. Da kein komplementärer DNA-
Strang vorliegt, kann es nicht zu einer Kopplung der Kolloide kommen und man erwartet, daß
sich die Extinktion nicht verändert, wenn die funktionalisierten Partikel in die Natriumchlorid-
Umgebung gebracht werden. In Abb. 6.5 ist zu sehen, daß sich dagegen die Extinktion in sehr
starkem Maße ändert. Die Plasmonenbande wird stark gedämpft und verschiebt sich bis zu ei-
nem Maximum bei 700 nm. Diese Extinktion bleibt aber nicht erhalten. Das System verändert
sich weiter. Innerhalb von 40 min verändert sich die Extinktion wieder nahezu zurück zum ur-
sprünglichem Spektrum dispergierter Partikel, d.h. es tritt dann eine Blauverschiebung und
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Abbildung 6.4: UV/VIS-Spektren von 20nm Goldkolloiden mit 24mer dsDNA in 0.1% SDS (1); 0.25M
NaCl, 0.1% SDS (2); 0.5M NaCl, 0.1% SDS (3); 0.75M NaCl, 0.1% SDS (4) und 1M NaCl, 0.1% SDS (5);
1M NaCl (6).

Intensivierung der Plasmonenbande auf. Interessant dabei ist, daß sich nicht nur die Lage des
Maximums verändert, sondern Veränderungen im gesamten Spektrum auftreten.

Die Veränderungen der Extinktion sowohl bei einer Wellenlänge von 260 nm als auch bei 535 nm
ist näher untersucht worden. Die Extinktionsveränderungen wurden über einen Zeitraum von
80 min verfolgt (Abb. 6.6). Dabei ist festzustellen, daß die Änderungen an beiden Maxima mit-
einander korrelieren. Entweder werden diese nur durch die Partikel hervorgerufen und korrelieren
folglich miteinander oder es werden sowohl Einflüsse der DNA als auch der Kolloide beobachtet,
die miteinander wechselwirken. Diese Frage wird im Abschnitt 6.2.4 diskutiert.
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Abbildung 6.5: UV/VIS-Spektrum von Goldkolloiden, funktionalisiert mit 24mer ssDNA. Spek-
trum der dispergiert vorliegenden Partikel (rot), Partikel in 0.1% SDS, 1M NaCl sofort nach dem
Lösungsmitteltausch (blau) und eine Stunde später (gelb).
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Abbildung 6.6: Zeitabhängigkeit der Extinktions-Veränderung bei λ = 260nm (rot) und λ = 535nm
(blau) von ssDNA-funktionalisierten 20 nm Goldkolloiden in 0.1% SDS, 1M NaCl. Die Daten wurden mit
einer Sigmoidal-Funktion gefittet.

6.2.2 Divalente Kationen: Magnesium

Neben Na+-Ionen, die in der Biologie eine sehr wichtige Rolle spielen, werden auch Mg2+-
Ionen in der Molekularbiologie, z.B. in Hybridisierungspuffern, eingesetzt. Während Na+-Ionen
überwiegend mit den Basen der DNA wechselwirken, geht man bei Mg2+-Ionen davon aus, daß
diese mehr mit dem Rückgrat der DNA, also dem Phosphatrest, wechselwirken. Zum Vergleich
wurden die unterschiedlichen MgCl2-Konzentrationen genauso wie im Falle von NaCl gewählt.
In Abb. 6.7 ist das Ergebnis dargestellt. Die Extinktions-Spektren unterscheiden sich bei den
verschiedenen Konzentrationen wenig. Es kommt zu einer starken Dämpfung und Verbreiterung,
die, im Vergleich zu gekoppelten Partikeln in Natriumchlorid, deutlich unterschiedlich ist (siehe
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Abbildung 6.7: UV/VIS-Spektrum von dsDNA-funktionalisierten 20 nm Goldkolloiden bei unterschied-
lichen MgCl2-Konzentrationen.
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Abb. 6.4). Weiterhin gibt es keinen Unterscheid zwischen ssDNA und dsDNA. Dies legt nahe, daß
die DNA nicht mehr im eigentlichen Sinne als Abstandshalter zwischen den Partikeln fungiert.

6.2.3 Unspezifische Aggregation von Partikeln

Die Ergebnisse aus dem vorangegangenen Abschnitt machen es erforderlich, sich mit einem
weiteren Aspekt zu beschäftigen: der unspezifischen Aggregation. Unspezifisch heißt in diesem
Zusammenhang, daß die DNA nicht als Abstandshalter fungiert und eine Verbindung der Partikel
nicht durch die kovalente Bindung der Thiolgruppen auf den Oberflächen der Goldkolloide oder
der Hybridisierung komplementärer DNA-Stränge zustande kommt.

Aus der Kolloidchemie ist die zunächst empirisch gefundene und später auch theoretisch be-
legte Schulze-Hardy-Regel bekannt. Demnach kann man die Konzentration eines zweiwertigen
Ions geringer wählen, um die selbe Wirksamkeit des einwertigen Ions zu erhalten. Zur Untersu-
chung unspezifischer Aggregation der Partikel wurde mit Magnesium-Konzentrationen zwischen
0 mM und 1,1 mM MgCl2 gearbeitet. Es wurden 20 nm Gold Partikel verwendet, die mit einem
8mer ssDNA-Strang funktionalisiert waren. Da kein komplementärer DNA-Strang zur Verfügung
stand, mußten zu beobachtende Extinktionsänderungen von einer unspezifischen Aggregation
der Partikel herrühren. Die unspezifische Aggregation wurde untersucht, indem entweder die
Salzkonzentration sehr schnell oder mit sehr großem zeitlichen Abstand erhöht wurde. Zunächst
werden die Ergebnisse der schnellen Änderung der Salzkonzentration besprochen. Sehr schnell
heißt, daß das gleiche Volumen der Salzlösung unmittelbar im Anschluß an das vorhergehende
der Kolloidlösung zugesetzt wurde. Damit geht eine Änderung des UV/VIS-Spektrums einher
(Abb. 6.8). Es kommt zu einer Dämpfung, die mit steigender Konzentration verstärkt wird und
zu einem Ansteigen der Extinktion im Bereich von 650 nm führt. Zu sehen ist weiterhin, daß
auch die Extinktion im Bereich von 260 nm abnimmt, ebenso wie bei 525 nm. Betrachtet man
die Extinktionsänderung an den markanten Punkten (260 nm, 525 nm und 626 nm) so zeigt sich,
daß sich die Extinktion bei 260 nm und 525 nm in etwa in gleichem Maße verringert, die Ex-
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Abbildung 6.8: UV/VIS-Spektrum ssDNA-funktionalisierter 20 nm Goldkolloide in MgCl2 nach unmit-
telbar aufeinanderfolgender Erhöhung der Konzentration von 0M auf 1,3mM MgCl2.
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Abbildung 6.9: Konzentrationsabhängige Änderung der Extinktion bei λ = 260nm (rot), λ = 525nm
(gelb) und λ = 626nm (blau) ssDNA-funktionalisierter 20 nm Goldkolloide in MgCl2.

tinktion bei 626 nm aber weniger stark zunimmt, als sie in den anderen Punkten des Spektrums
abnimmt (Abb. 6.9). Nach Beenden der Salzzugabe veränderte sich das Spektrum weiter (Abb.
6.10). Dann treten Veränderungen nicht mehr im gesamten Wellenlängenbereich auf. Stattdessen
kommt es zu einer weiteren Rotverschiebung der bei 626 nm gebildeten Schulter und zu einer
Zunahme der Extinktion bei einer Wellenlänge von 654 nm, deren zeitlicher Verlauf in Abb.
6.11 gezeigt ist. Die Veränderungen sind nach ca. 40min abgeschlossen und irreversibel. Die
Extinktion ändert sich nicht mehr.

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

0.00

E
xt

in
kt

io
n 

/ b
. E

.

700600500400300
Wellenlänge / nm

 0min  20min
 5min  25min
 10min  30min
 15min  35min

Abbildung 6.10: Veränderung des UV/VIS-Spektrums ssDNA-funktionalisierter 20 nm Goldkolloide in
1,3mM MgCl2 nach Beenden der Salzzugabe.
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Abbildung 6.11: Zeitliche Zunahme der Extinktion bei λ = 654nm ssDNA-funktionalisierter 20 nm
Goldkolloide in 1,3mM MgCl2 nach Beenden der Salzzugabe.

Als nächstes wurde die MgCl2-Konzentration in großem zeitlichen Abstand erhöht. Der Abstand
zwischen den einzelnen Salzzugaben betrug mindestens 24 Stunden. Bei dieser Vorgehensweise
ändert sich die Extinktion der Kolloidlösung nur geringfügig bei 260 nm beim ersten Schritt.
Ansonsten bleibt die Extinktion im wesentlichen konstant (Abb. 6.12). Es kommt zu keiner
Verschiebung, Verbreiterung oder Dämpfung der Plasmonenbande.
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Abbildung 6.12: UV/VIS-Spektrum ssDNA-funktionalisierter 20 nm Goldkolloide bei schrittweiser
Erhöhung der MgCl2-Konzentration von 0 M auf 1,1 mM jeweils im zeitlichen Abstand von mindestens
24 Stunden.

6.2.4 Wirkungsweise von Ionen

Bereits im Abschnitt 5.1 wurde deutlich, daß eine bestimmte Salzkonzentration auch dann not-
wendig ist, wenn die Partikel mittels doppelsträngiger DNA verbunden werden. Damit kann
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die Notwendigkeit der Ionen nicht mehr mit der Hybridisierung begründet werden. Die DNA
muß aber mit den Partikeln assoziiert sein, da man die Partikel zentrifugieren und in einer
neuen Lösung resuspendieren kann. Handelt es sich dabei um eine Salzlösung, sind die Partikel
dennoch stabil, wenn keine Kopplung wegen der fehlenden zweiten Thiolgrupe oder fehlendem
komplementären DNA-Strang möglich ist. Die Partikel aggregieren nicht, auch wenn die Salz-
konzentration sehr stark erhöht wird. Diese Beobachtung ist auch aus der Literatur bekannt [35].
Die hier vorgestellte Methode der Kopplung der Partikel durch dsDNA verzichtet auf den kri-
tischen Schritt des ”Einsalzens“ und hat damit eine höhere Effizienz, dennoch bleibt die Frage,
welche Rolle die Salzionen tatsächlich spielen. Es ist notwendig, wesentlich stärker als bisher in
der Literatur geschehen, ein Augenmerk auf die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
Partikeln untereinander und den Partikeln und der DNA zu legen. Nachfolgend werden die
Ergebnisse der vorangegangenen Abschnitte unter diesem Gesichtspunkt diskutiert.

Die Ergebnisse von DNA-funktionalisierten Goldkolloiden (ssDNA-funktionalisiert oder dsDNA-
funktionalisiert) in einer Natriumchlorid- bzw. Magnesiumchloridlösung unterscheiden sich von-
einander. In Natriumchlorid sind konzentrationsabhängige Änderungen der Extinktion im Falle
der dsDNA zu beobachten. Von Jin et al. [100] wurde erwähnt, daß für eine Hybridisierung von
DNA auf Goldkolloiden mindestens eine Konzentration von 0.5 M NaCl notwendig sei (siehe
Abschnitt 3.3). Hier wird nun beobachtet, daß insbesondere ab einer Konzentration von 0.75M
NaCl eine deutliche Rotverschiebung und Verbreiterung der Plasmonenbande auftritt. Man kann
davon ausgehen, daß die Ursache in beiden Fällen die gleiche ist. Da hier aber doppelsträngige
DNA verwendet wird, ist klar ersichtlich, daß dies nicht mit der Hybridisierung zusammenhängen
kann. Die Ergebnisse zeigen eine deutliche Änderung der Extinktion bei Konzentrationen über
0.75M NaCl. Man kann dies im Sinne einer Alles-oder-Nichts-Reaktion interpretieren, d.h. es
ist eine bestimmte Konzentration notwendig, um eine Verbindung der Partikel tatsächlich aus-
zulösen.

Wie in Abschnitt 3.2 ausgeführt, kann eine Kolloidlösung dadurch stabilisiert werden, daß die
Ladungsdichte des potentialbestimmenden Ions stärker erhöht wird, als die der Gegenionen.
Die DNA ist ein Polyanion und somit ist es vorstellbar, daß die stabilisierende Wirkung der
DNA nicht nur auf sterischen Gründen, sondern eben auf diesem Effekt der elektrostatischen
Stabilisierung beruht. Die Abstoßungskräfte zwischen den Partikeln werden durch das Polyan-
ion DNA erhöht, die diffuse Doppelschicht wird dicker. Folglich ist eine höhere Konzentration
von Gegenionen notwendig, um die Abstoßungskräfte zu überwinden. Deshalb sind die DNA-
funktionalisierten Partikel in einer Salzlösung stabil. Wenn dem so ist, hat dies aber auch Konse-
quenzen für die Kopplung der Partikel durch DNA. Dazu müssen sich die Partikel mindestens bis
auf die Länge der DNA-Sequenz annähern können, und dafür müssen wiederum die Abstoßungs-
kräfte zwischen den Partikeln minimiert werden - eine Zugabe einer ausreichenden Menge von
Gegenionen ist notwendig. Dies gilt sowohl im Falle der einzel- wie auch der doppelsträngigen
DNA. Im Fall der ssDNA kann eine Hybridisierung nur dann erfolgreich sein, wenn sich die
Partikel mindestens bis auf den entsprechenden Abstand nähern. Damit können die Beobach-
tung von Jin et al. [100] mit den hier gewonnenen Ergebnissen zum konzentrationsabhängigen
Verhalten von dsDNA-Partikel-Hybriden in Übereinstimmung gebracht werden. Die Schlußfolge-
rung ist, daß die Bildung der Partikelnetzwerke, gleich ob durch Hybridisierung von ssDNA oder
Kopplung durch dsDNA, durch die elektrostatischen Abstoßungskräfte zwischen den Partikeln
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als limitierendem Faktor bestimmt werden.

Ist die Konzentration der Ionen zu hoch, kommt es zu unspezifischen Aggregationen der Par-
tikel. Die DNA hat dann weder eine elektrostatische, noch eine sterisch schützende Funktion.
Sie tritt selbst mit der Oberfläche der Partikel in Wechselwirkung. Dieses Bild zeigt sich im Fall
von Magnesiumchlorid-Konzentrationen bis zu 1M. Unspezifisch ist die Aggregation der Par-
tikel, weil ssDNA und dsDNA das gleiche Bild zeigen. Man kann die Extinktion dahingehend
deuten, daß sich sehr große Aggregate in der Lösung bilden. Da bekannt ist, daß Magnesium
am negativ geladenen Rückgrat der DNA bindet, ist es vorstellbar, daß die DNA, ob ssDNA
oder dsDNA, über das Rückgrat gebunden auf der Oberfläche der Partikel aufliegt. Wird die
Konzenentration entsprechend der Schulze-Hardy-Regel verringert, treten diese unspezifischen
Aggregationen nicht mehr auf. Ein Beispiel ist in Abb. 6.2 gezeigt, wo Partikel durch Hybri-
disierung von ssDNA in 0.36mM MgCl2 gekoppelt wurden. Hier spielen die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen DNA und Partikel eine Rolle. Dies zeigt sich auch im Verhalten von
ssDNA in Natriumchlorid. Auch hier kann die zunächst sehr starke Veränderung der Extinkti-
on in der Salzlösung als unspezifische Aggregation der Partikel interpretiert werden. Allerdings
ist diese reversibel. Innerhalb einer Stunde lösen sich die Aggregate wieder auf. Erklärbar ist
dies, wenn man zunächst wiederum annimmt, daß die DNA-Stränge aufgrund elektrostatischer
Wechselwirkungen auf der Partikeloberfläche aufliegen und sich Schritt für Schritt wieder davon
lösen. Dann können sie auch wieder als sterische Abstandshalter dienen. Daß die Spektren der
dispergierten Partikel in Wasser mit dem der redispergierten in der Salzlösung nicht vollkommen
übereinstimmen (siehe Abb. 6.5) liegt daran, daß nicht alle Aggregate wieder aufgelöst werden
und aufgrund deren optischer Eigenschaften eine leichte Rotverschiebung bestehen bleibt.

Der Umstand, daß unspezifische Aggregationen einmal reversibel und einmal irreversibel sind,
ist hier untersucht worden. Wird die Salzkonzentration immerfort erhöht, bewirkt man damit
eine Aggregation der Partikel. Ab einem bestimmten Punkt ist der Prozeß der unspezifischen
Aggregatbildung nicht mehr reversibel. Möglicherweise ist dies mit einer bestimmten Aggregat-
größe verbunden, die nicht mehr aufgelöst werden kann und stattdessen als ,,Keim” für weiteres
Aggregatwachstum dient (daher auch die beobachteten Extinktionsveränderungen nach Been-
den der Salzzugabe). Strebt ein System dem thermodynamischen Minimum zu, ist dies wegun-
abhängig. Das heißt, das Resultat ist immer das gleiche, unabhängig davon, wie das System in
den Zustand kommt. Betrachtet man die vorliegenden Ergebnisse bei schneller oder langsamer
Erhöhung der Salzkonzentration, zeigt sich, daß die Resultate im Gegensatz dazu wegabhängig
sind. Das heißt, die Aggregatentstehung ist kinetisch kontrolliert. Die Problematik des Einsal-
zens rührt daher, daß dieser Weg eine Aggregatbildung fördert und leicht zu einem irreversiblen
Aggregieren führt. Daraus ist zu schlußfolgern, daß das schrittweise Erhöhen der Salzkonzentra-
tion als kritisch einzustufen ist. Um die Ausbeute an kopplungsfähigen DNA-funktionalisierten
Partikeln zu erhöhen, ist stattdessen eine einmalige Konzentrationsänderung mit höher konzen-
trierter Salzlösung vorzuziehen.

Betrachtet man unspezifisch gebundene DNA, d.h. DNA, die keine Thiolgruppe besitzt und
stattdessen mit ihren Basen oder dem Rückgrat auf der Oberfläche gebunden wird, so zeigt
sich, daß diese DNA keinen Schutz der Kolloide vor irreversiblem Aggregieren darstellt (sie-
he Abschnitt 5.1). Wird in einer solchen kolloidalen Lösung die Konzentration der Gegenionen
erhöht, so können sich diese sowohl an das negativ geladene Rückgrat der DNA anlagern, als
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auch die elektrische Doppelschicht der Partikel beeinflussen. Die Ladung von Teilchen und Par-
tikel werden ausgeglichen, so daß die DNA nicht mehr elektrostatisch gebunden ist. Dadurch
besteht zwischen den Partikeln weder eine elektrostatische Abstoßung, noch werden sie durch
Schutzmoleküle stabilisiert und aggregieren deshalb.

Abschließend wird diskutiert, ob bei den beobachteten Extinktionsveränderungen der ssDNA
in NaCl (siehe Abb. 6.6) eine Änderung der Extinktion bei 260 nm ursächlich mit der DNA
und eine Änderung der Extinktion bei 535 nm ursächlich mit den Partikel zusammenhängt.
Diese Frage wurde schon einmal im Zusammenhang mit dem Schmelzen der DNA diskutiert.
Dort ging es um die Frage, ob es überhaupt möglich sei, in einem DNA - Partikelnetzwerk
das Schmelzen der DNA / die Dissoziation der Netzwerke durch eine Extinktionsänderung bei
260 nm detektieren zu können, da der Beitrag der DNA zur Extinktion als sehr gering einzustufen
ist. In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, daß dies möglich ist, denn durch die starke
Zunahme der Extinktion der DNA in dissoziiertem Zustand steigt deren Beitrag und Einfluß
auf das Spektrum. Im Falle der ssDNA in NaCl kann man allerdings nicht ohne weiteres davon
ausgehen, hier an der charakteristischen Wellenlänge Eigenschaften der DNA widergespiegelt
zu bekommen. Die Tatsache, daß die Änderungen der Extinktion bei 260 nm und 535 nm in
gleichem Maße erfolgt, unterstützt eher die These, daß eine Netzwerkbildung nicht nur durch eine
Verbreiterung und Rotverschiebung der Plasmonenbande, sondern durch eine Einbeziehung des
gesamten Spektrums betrachtet werden muß. Die gebildeten Aggregate bestimmen die optischen
Eigenschaften.

6.3 Alternative: Protein - Protein - Bindung

Die elektrostatische Abstoßung zwischen den Partikeln spielt, wie aus den vorangegangenen
Abschnitten zu entnehmen ist, eine wichtige Rolle. Bei der Suche nach Alternativen, diese
anders als durch eine Änderung der Ionenkonzentration zu überwinden, stößt man auf die
Möglichkeit, anstelle einer Thiolgruppe und deren Bindung auf der Oberfläche auf Protein - Pro-
tein - Interaktionen zurückzugreifen. Bekanntes und vielfach benutztes Beispiel einer Schlüssel-
Schloß-Bindung zwischen zwei Proteinen ist der Komplex aus Streptavidin und Biotin. Strep-
tavidin ist ein relativ großes Moleküle mit ,,Abmessungen” von 4.5 x 4.5 x 5.8 nm und be-
steht aus vier Untereinheiten, die jeweils ein Biotin-Molekül binden können. Da die Protei-
ne durch ihre Größe zu einem zusätzlichen Abstand der Partikel voneinander und auch von
der DNA zur Partikeloberfläche führen, kann man geringere Wechselwirkungen zwischen DNA
und Oberfläche bzw. eine Überbrückung der elektrostatischen Abstoßung zwischen den Parti-
keln erwarten. Innerhalb dieser Arbeit wurden Goldkolloide wiederum mit einem Durchmes-
ser von 20 nm verwendet, deren Oberfläche mit Streptavidin belegt war. Die DNA war ein-
oder beidseitig mit Biotin anstelle der Thiolgruppe versehen. Damit das Protein in seiner nati-
ven Form auf den Kolloiden vorliegt, ist eine geringe Salzkonzentration notwendig, in der sich
die Kolloide bereits befinden. Anschließend wird die Biotin-funktionalisierte DNA zugegeben.
Die Extinktion ändert sich nur gering, es kommt zu einer schwachen Dämpfung der Plasmo-
nenbande. Eine Verbreiterung oder Verschiebung konnte nicht beobachtet werde. Proteine ha-
ben ihr Absorptionsmaximum bei einer Wellenlänge von 280 nm (siehe Abb. 6.13, rote Kurve).
Wird die DNA zugegeben, so kommt es durch die DNA zu einer leichten Blauverschiebung
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Abbildung 6.13: Oben Schema der Verbindung von Streptavidin-Partikeln durch beidseitig Biotin-
funktionalisierte dsDNA und Unten Extinktions-Spektren der dispergierten Partikel (rot) und nach
Zugabe der DNA (blau). Nach Zugabe der DNA kommt es zu einer leichten Dämpfung der Plasmonen-
bande.

in Richtung 260 nm (blaue Kurve in Abb. 6.13).

Geprüft wurde auch, ob eine Bindung mit einer beidseitig Biotin-funktionalisierten ssDNA er-
zeugt werden kann. Weiterhin ist zu beachten, daß durch die Größe des Streptavidin der Abstand
zwischen den Partikeln im Vergleich zur DNA-Sequenz gleicher Länge, aber über Thiolgruppe
gebunden, erheblich vergrößert wird. Um dies auszugleichen, wurde auch eine kürzere, beidseitig
Biotin-funktionalisierte dsDNA (15 Basen Länge) verwendet. In keinem Fall konnte eine Extink-
tionsänderung wie sie von der thiolfunktionalisierten DNA bei Kopplung der Partikel bekannt
war, beobachtet werden. Deshalb wurden anstelle der Streptavidin-Partikel wiederum die bis-
her verwendeten, nichtfunktionalisierten Goldkolloide eingesetzt. Eine unspezifische Bindung des
Proteins Biotin auf der Goldoberfläche war zu erwarten. Für diese Experimente wurden die Kol-
loide in der wässrigen Lösung belassen und keine Salzionen zugesetzt. Die Biotin-funktionalisierte
DNA wurde in zwei Varianten erprobt: Zum einen dsDNA, die beidseitig Biotin-funktionalisiert
war und zum andern ssDNA, die nur einseitig Biotin-funktionalisiert war.

Im Fall der dsDNA kommt es nach einigen Stunden zu einer Dämpfung der Extinktion im Wel-
lenlängenbereich von 260 nm und 525 nm sowie zu einer Extinktionszunahme im Bereich von
680 nm (Abb. 6.14). Die Veränderungen erfolgen über mehr als 24 Stunden. Wird ssDNA ver-
wendet, kommt es zu keinen Veränderungen im Spektrum (Abb. 6.15). Die Intensitätszunahme
bei 260 nm kommt durch die Zugabe der DNA zu den Kolloiden zustande.

Die Experimente mit nicht funktionalisierten Goldkolloiden zeigen eine Bindung von Biotin auf
der Oberfläche der Kolloide an. Da keine Veränderung der Extinktion bei der ssDNA zu de-
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Abbildung 6.14: Oben Schema der Verbindung von Goldkolloiden mit beidseitig Biotin-
funktionalisierter dsDNA und Unten Extinktions-Spektren nach unterschiedlichen Zeiten ab Zugabe
der DNA.

tektieren ist, können die Veränderungen bei der dsDNA als Verbindung zweier Kolloide durch
die Biotin-funktionalisierte DNA betrachtet werden. Aufgrund der Persistenzlänge der dsDNA
(siehe den folgenden Abschnitt 6.4) ist es als unwahrscheinlich anzunehmen, daß die beidsei-
tig Biotin-funktionalisierte DNA mit beiden Biotin-Molekülen auf ein und dem selben Partikel
bindet. Die Veränderungen im Spektrum über die Zeit ähneln denen der durch Salzzugabe aus-
gelösten unspezifischen Aggregation von Partikeln (Abschnitt 6.2.3). Hier erfolgt die Verbindung
der Kolloide in deionisiertem Wasser und ausschließlich durch die Bindung der Biotin-Moleküle
auf den Partikeloberflächen. Daraus wird ersichtlich, welch weitreichende Konsequenzen die Wahl
der Anbindung der DNA auf der Oberfläche für die Kopplung und Aggregatbildung der Partikel
hat. Eine Kopplung der Partikel über Streptavidin - Biotin konnte nicht beobachtet werden.
Möglicherweise ist dies auf die Größe der Partikel zurückzuführen oder die optischen Eigen-
schaften der Goldkolloide werden durch die Belegung mit dem Protein derart verändert, daß
eine Kopplung nicht wie bisher detektiert werden kann. In der Literatur [114] wurden für ein
ähnlich gelagertes Experiment zur Kopplung über Biotin - Streptavidin kleinere Partikel ver-
wendet, aber auch hier beträgt die Rotverschiebung lediglich 7 nm.
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Abbildung 6.15: Oben Schema der Anbindung von einseitig Biotin-funktionalisierter ssDNA auf Gold-
kolloiden und Unten Extinktions-Spektren der dispergierten Partikel (rot), bei Zugabe der DNA (gelb)
und zu unterschiedlichen Zeiten danach.

6.4 Die Persistenzlänge

Im folgenden Abschnitt werden zwei bereits vorgestellte Ergebnisse dieser Arbeit zusammen un-
ter einem anderen Blickwinkel betrachtet. Im ersten Kapitel im Abschnitt 5.1 wurde der Nach-
weis der Verbindung von Goldkolloiden mittels dsDNA erbracht. Hierfür wurde u. a. dsDNA
verwendet, die nur an einem Ende eine Thiolgruppe enthielt und somit nicht zur Erzeugung
von Partikelnetzwerken benutzt werden kann. Bringt man Partikel, deren Oberfläche mit dieser
DNA belegt ist, in eine Umgebung hoher Salzkonzentration, so ändert sich die Absorption nicht,
da erwartungsgemäß die Partikel in der Salzlösung vor dem Aggregieren geschützt sind und
damit weiterhin dispergiert vorliegen. Behandelt man dagegen mit ssDNA belegte Partikel in
der gleichen Weise, so ändert sich die Absorption. Die Partikel bilden zunächst Aggregate und
liegen erst nach einiger Zeit wieder dispergiert vor (Abschnitt 6.2.1). Beide Fälle unterschei-
den sich lediglich darin, daß einmal dsDNA und einmal ssDNA unter den selben Bedingungen
untersucht wird. Der Unterschied im Resultat kann auf die unterschiedlichen Persistenzlängen
zurückgeführt werden. Wie in den Grundlagen (siehe Abschnitt 3.1) bereits ausgeführt, beträgt
die Persistenzlänge von dsDNA ein Vielfaches der von ssDNA. Die ssDNA ist wesentlich flexibler
und kann daher leichter mit der Partikeloberfläche in Wechselwirkung treten. Obwohl die Se-
quenz mit 24 Basen sehr kurz ist, steht die ssDNA nicht igelartig von der Oberfläche ab, wie das
nach Steel et al. [86] zu erwarten wäre, sondern kann mit dem Partikel wechselwirken. Anders
sieht dies im Falle der dsDNA aus. Hier wurde Ähnliches wie bei der ssDNA nicht beobachtet. Ist
die dsDNA auf der Partikeloberfläche gebunden, so ist eine Wechselwirkung mit der Oberfläche
aufgrund der größeren Steifigkeit sehr unwahrscheinlich. Durch Vergleich des unterschiedlichen
Verhaltens von ssDNA und dsDNA kann gezeigt werden, daß die Persistenzlänge nicht nur im
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Zusammenhang mit den Partikeln nachgewiesen werden kann, sondern auch, daß sie Konsequen-
zen für die Erzeugung von Partikelnetzwerken hat. Deutlich wird damit, daß eine erfolgreiche
Hybridisierung durch diese Eigenschaft der ssDNA limitiert werden kann.
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7. Ausblick und Schlußfolgerungen

Im ersten Teil dieses Kapitels werden erste Ergebnisse zur Kombination von Goldnanopartikeln
mit anderen Geometrien präsentiert, die einen Ausblick auf die Kombinationsmöglichkeiten mit
Hilfe der DNA geben sollen. Des weiteren werden Schlußfolgerungen aus den Ergebnissen der
vorangegangenen Abschnitte gezogen, die sich für die Erzeugung von DNA-Partikel-Hybriden,
insbesondere die Struktur der DNA ergeben.

Zur Kombination sphärischer Nanopartikel mit eindimensionalen Nanostrukturen wurden zum
einen Goldnanostäbchen (in Lösung) und zum anderen Siliziumnanostäbchen mit Goldkolloiden
(Abb. 7.1) verbunden. Für die Bindung von 80 nm Goldpartikeln auf Siliziumnanostäbchen mit
einem Durchmesser von ca. 250 nm wurden REM-Aufnahmen ausgewertet. Diese ergaben, daß
47% der Partikel mit einem Stäbchen assoziiert waren und 40% der Stäbchen mit mindestens
einem Kolloid assoziiert sind. In Kontrollversuchen wurde gezeigt, daß ohne DNA keine Kolloide
auf dem Wafer oder den Stäbchen haften und komplett weggespült werden können. Im Quer-
schnittsbild zeigte sich, daß die Partikel allerdings nicht, wie erwartet, auf dem Goldköpfchen
der Stäbchen gebunden waren, sondern sich um deren ,,Fuß” gruppierten. Dies kann mit dem
Trocknen der Probe oder z.B. mit einem ungünstigen Verhältnis zwischen Partikelgröße und
Stabilität sowie ,,Tragfähigkeit” der DNA zu tun haben. Die Methode zur Anbindung von Kol-
loiden an andere Geometrien muß optimiert werden, doch sollen die nachfolgenden Abbildungen
(Abb. 7.2 A) eine Idee davon geben, was mit der DNA als Klebstoff in Zukunft realisiert werden
kann. Ein weiteres Beispiel ist die Kombination von Goldnanostäbchen mit 20 nm Goldkolloi-
den. In Abb. 7.2 B ist die Verknüpfung eines Goldnanostäbchens mit Goldkolloiden zu sehen.
Die Belegung mit den Kolloiden ist deutlich zu erkennen. Im Vergleich dazu konnte in einem
Kontrollexperiment, in dem keine DNA verwendet wurde, keine oder nur einzelne Kolloide auf
den Stäbchen beobachtet werden.

Abbildung 7.1: Schematische Darstellung zur Kombination unterschiedlicher Geometrien. Links Sili-
ziumnanostäbchen (grau) mit Gold,,köpfchen” (weiß) und daran gebundenen Goldkolloiden (schwarz).
Rechts Goldstäbchen (weiß) mit Goldkolloiden (schwarz). Die Goldstäbchen befinden sich in Lösung und
müssen für Untersuchungen auf einer Unterlage getrocknet werden.
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Abbildung 7.2: Kombination von Goldkolloiden mit Siliziumnanostäbchen und Goldnanostäbchen. A
Draufsicht auf Siliziumstäbchen mit einem Durchmesser von ca. 250 nm an die Goldkolloide mit einem
Durchmesser von 80 nm gebunden sind. Die Kolloide befinden sich am Fuß der Stäbchen, wie in den
Detailausschnitten gezeigt wird. B Goldnanostäbchen, auf dem 20 nm Goldkolloide gebunden sind. Die
Vergrößerung zeigt einen Ausschnitt des Stäbchens. REM-Aufnahmen

Abschließend werden die Ergebnisse dieser Arbeit unter dem Gesichtspunkt einer effektiven und
selektiven Verknüpfung von Nanostrukturen durch DNA weiterentwickelt. Das Fernziel ist, DNA
als Klebstoff für verschieden Nanostrukturen zu verwenden. Dabei sollen die DNA-Moleküle nicht
nur als einfaches Verbindungsmolekül dienen, vielmehr können die speziellen Eigenschaften der
DNA genutzt werden. In dieser Arbeit wurden die Partikel überwiegend mittels dsDNA verbun-
den. Es hat sich gezeigt, daß die Verknüpfung von Partikeln durch doppelsträngige DNA nicht
nur zur Erforschung der Hybride genutzt werden kann, sondern darüber hinaus auch nützliche
Vorteile besitzt. Dazu gehört die mechanische Steifigkeit und damit verbunden, die geringe Wech-
selwirkung mit der Oberfläche. Verwendet man auch zukünftig doppelsträngige DNA, kann auf
zusätzliche Moleküle (z. B. die bisher verwendeten Alkylthiole), die die ssDNA-Moleküle aufrich-
ten und stabilisieren sollen, verzichtet werden. Damit wird es auch überflüssig, einzelsträngige
PolyT oder PolyA-Sequenzen zu verwenden, da die Basen Adenin und Thymin weniger mit
der Oberfläche wechselwirken sollen. Auch wenn dies zutrifft, so besitzen diese Sequenzen doch
immer und weiterhin die geringe Persistenzlänge der ssDNA.

Um die selektive Bindung wieder einzuführen und damit die Komplementarität der DNA zu
nutzen, schließt sich an den doppelsträngigen Bereich ein kurzer einzelsträngiger Bereich an
(Abb. 7.3). Werden zum Beispiel 7 Basen verwendet, so ist bereits mit diesem kurzen Bereich
eine Vielzahl von ,,Bausteinen” möglich, die parallel eingesetzt werden können. Ein solcher
kurzer Bereich sollte ohne Schwierigkeiten hybridisieren. Er kann als ,,klebriges Ende” betrachtet
werden, von denen bekannt ist, daß sie problemlos und mit hoher Affinität zueinander binden.

Der Vorteil des hier vorgeschlagenen DNA-Strukturaufbaus besteht darin, daß nur ein Hybri-
disierungsereignis erfolgreich stattfinden muß. Zudem kann der Abstand zwischen den zu ver-
knüpfenden Nanopartikeln leicht eingestellt werden: Statt immer längere ssDNA-Sequenzen auf
den Partikeln zu binden, die mit zunehmender Länge leichter mit der Oberfläche wechselwirken,
wird hier der dsDNA-Bereich verlängert und der ssDNA-Bereich für die Hybridisierung konstant
gelassen. Die maximale Länge wird durch die Persistenzlänge der dsDNA unter den jeweiligen
Umständen vorgegeben. Als Grenze für den maximalen Abstand, wenn zwei Nanopartikel durch
einen linearen DNA-Linker miteinander verbunden werden, kann eine Länge von ca. 150 bp pro
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Partikel, also ein Abstand von insgesamt ca. 100 nm abgeschätzt werden. Derartige Abstände
können ausschließlich mit dsDNA erreicht werden. Des weiteren bietet diese Vorgehensweise
den Vorteil, daß mit längerer DNA-Sequenz die Hybridisierungsbedingungen konstant bleiben
und keine Komplikationen durch eine längere zu hybridisierende Sequenz auftreten. In diesem
Zusammenhang sei auch darauf verwiesen, daß eine kurze ,,Verbindungssequenz” gleichbedeu-
tend mit einer niedrigen Schmelztemperatur ist. Die in dieser Arbeit verwendeten 24 Basen
sind bereits zu lang, da unter den notwendigen Salzbedingungen die Schmelztemperatur zu zu
hohen Temperaturen verschoben wird. Werden jedoch nur 5 Basen als ,,Überlapp” zwischen
den jeweiligen Partikeln verwendet, so schmelzen diese bei relativ niedrigen Temperaturen. Da
das dsDNA-Stück deutlich länger gewählt wird, schmilzt dieses bei höheren Temperaturen. Das
Aufschmelzen an dem verbindenden, überlappenden Bereich (rote Markierung in Abb. 7.3) wird
begünstig, da das Rückgrat der DNA an diesen Stellen unterbrochen, also nicht verbunden
ist. Diese Instabilität fördert ein Aufschmelzen. Zudem kann dieser Vorgang noch dadurch un-
terstützt werden, daß das doppelsträngige Teilstück GC-reich gewählt wird und / oder das später
verbindende einzelsträngige Teilstück möglichst AT-reich. Eine andere Möglichkeit zur Disso-
ziation der Partikelnetzwerke ohne Schmelzen der DNA ist kürzlich von Hazarika et al. [119]
veröffentlicht worden. Dabei wird die Verbindung wie auch die Dissoziation des Partikelnetz-
werkes durch ,,Treibstoff”-DNA bewerkstelligt. Ausgenutzt wird dabei der Effekt, daß DNA mit
komplementären Sequenzen hybridisiert, auch wenn nur Teilbereiche der DNA-Stränge komple-
mentär zueinander sind. Wird eine weitere Sequenz zugegeben, die komplett komplementär zu
einem der beiden DNA-Stränge ist, so löst sich die alte Verbindung und die neu zugegebene Se-
quenz hybridisiert vollständig mit dem entsprechenden DNA-Strang. Dieses Prinzip ermöglicht
einen Kreislauf von Bindung und Dissoziation der Partikel und könnte zukünftig ebenso auf die
doppelsträngigen DNA-Verbindungsstücke angewendet werden.

Möchte man die Dichte der Kopplungs-DNA auf den Partikeln verringern, ohne deren Stabilität
gegen Salzionen zu verringern, ist folgendes denkbar: Zum einen wird die dsDNA hergestellt,
die die Nanopartikel später verbinden soll. Zum anderen wird eine zweite kürzere dsDNA oh-
ne überstehende ,,klebrige Enden” hergestellt. Diese beiden doppelsträngigen Sequenzen werden
vermischt und dann zu den Partikeln gegeben. Beide Sequenzen werden auf den Partikeln in glei-
chem Maße gebunden. Somit sind die Partikel gut geschützt und gleichzeitig ist die Kopplungs-
DNA, da sie weiter aus dem DNA-Film herausragt, leichter zugänglich. Es ist zu überlegen,
ob diese Vorgehensweise insgesamt vorzuziehen ist, um Partikel mit einer kontrollierten Anzahl
von Kopplungs-DNA-Sequenzen herzustellen. Denn wenn beispielsweise auf einem Kolloid nur
ein oder zwei DNA-Moleküle vorhanden sind, so kann man dann nach herkömmlicher Methode
nicht von einem Schutz der Partikel in einer Salzlösung durch die DNA-Moleküle ausgehen.

Untersucht wurde in dieser Arbeit auch, ob mittels Protein - Protein - Bindung die elektro-
statischen Wechselwirkungen überbrückt werden können und ein Arbeiten ohne Salz möglich
ist. Innerhalb dieser Arbeit konnte diese Verbindungsart nicht als Alternative zur kovalenten
Bindung identifiziert werden. Die Biotin - Streptavidin - Bindung erscheint zunächst durchaus
geeignet, da sie im Gegensatz zum typischen Verhalten von Proteinen sehr thermostabil ist (sind
die Proteine gebunden, sind sie bis 112◦C stabil und liegen nativ vor [120]). Ferner finden sich
auch in jüngster Zeit Beispiele für die Kopplung von Partikeln über diese Protein - Protein -
Bindung [114], doch wird auch dort nicht auf Natriumchlorid und das Einsalzen verzichtet.
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Abbildung 7.3: Vorschlag für den Aufbau einer robusten und selektiv bindenden DNA-Sequenz. Die
DNA besteht aus einem doppelsträngigen Stück und einem kurzen ssDNA Stück (,,klebriges Ende”).
Durch die Hybridisierung erfolgt eine selektive Verbindung der Nanopartikel. Der Abstand der Partikel
kann durch einen längeren dsDNA-Abschnitt realisiert werden.

Zusammenfassend wird vorgeschlagen, die DNA weiterhin kovalent auf der Oberfläche, z.B.
mittels Thiolgruppe zu binden, dann ein doppelsträngiges Teilstück zu verwenden (z.B. 20 Basen
lang), um ein stabiles und wechselwirkungsarmes Verbindungsstück zu erhalten und dann für
eine selektive Bindung einen kurzen DNA-Einzelstrang (z.B. 7 Basen) anzuschließen.

Zukünftig kann man aber auch an eine Nutzung von verzweigten, statt linearen DNA-Verbindungen
zwischen den Partikeln denken. Dies könnte man in einfacher Form, z.B. einer einfachen Ver-
zweigung tun. Oder man nutzt die auf anderem Gebiet sehr weitgediehenen Arbeiten, um aus
DNA-Molekülen 3D-Architekturen zu bilden [5, 121]. In abgewandelter Form könnten daraus
neue DNA-Sequenzen zur Kopplung hergestellt werden, die eine komplexere Gestaltung der
DNA-Partikel-Hybride, z. B. den gezielten Aufbau von 3D-Strukturen erlauben.
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8. Zusammenfassung

Diese Arbeit befaßte sich mit DNA-verbundenen Goldkolloiden. Die Hybride wurden über-
wiegend mittels doppelsträngiger DNA erzeugt. Diese Methode erlaubt es, auf die limitierenden
Schritte der Hybridisierung und des Einsalzens zu verzichten. Damit ist eine Untersuchung der
DNA-Partikel- Hybride und der Wechselwirkungen zwischen der DNA und den Partikeln wie
auch der Partikel untereinander unter einem neuen Blickwinkel möglich. Es wurde der Nachweis
erbracht, daß die DNA tatsächlich als Abstandshalter zwischen den Partikeln fungiert und eine
Verbindung der Partikel nur dann zustande kommen kann, wenn die DNA über die Thiolgruppen
auf den Goldoberflächen bindet. Unspezifische Bindungen über das Rückgrat der DNA führen
nicht zu einer Kopplung der Partikel. Durch die dsDNA wurden Partikel mit gleichem wie auch
mit unterschiedlichen Durchmessern miteinander verbunden. Die durch die Kopplung entstan-
denen Partikelnetzwerke wurden mittels UV/VIS-Spektroskopie und TEM-Analyse untersucht.
Je größer der Durchmesser der Kolloide war, umso weniger Partikel waren je Aggregat verei-
nigt. Insgesamt kann innerhalb dieser Arbeit bestätigt werden, daß die Größe der gebildeten
Aggregate wesentlich die optischen Eigenschaften bestimmt.

Die DNA, die auf den Partikeln gebunden ist, kann geschmolzen werden. Trotz der Dominanz
der optischen Eigenschaften der Partikel kann das Schmelzen mittels UV/VIS-Spektroskopie ver-
folgt werden. Durch die hier verwendete Methode kann die Ansicht, daß die Partikelnetzwerke
zu einem schärferen Übergang führen, widerlegt werden. Die Unterschiede, die sich im Vergleich
zum Schmelzen der freien DNA-Moleküle in Lösung ergeben, sind bereits dann zu beobachten,
wenn die DNA nur einseitig auf einer Partikeloberfläche gebunden ist. Der Übergang zwischen
doppelsträngiger und dissoziierter DNA findet in einem engeren Temperaturbereich statt, der
Übergang wird schärfer. Die Anbindung der DNA an die Oberfläche minimiert die Freiheitsgrade
der DNA und führt deshalb zu einem veränderten Schmelzverhalten. In einem Partikelnetzwerk
kommt zusätzlich noch mechanischer Streß hinzu, da sich die Partikel durch die Erwärmung
stärker bewegen. Zudem ist das Schmelzen der einzelnen DNA-Moleküle in einem Partikelnetz-
werk nicht mehr unabhängig voneinander, da an einem Partikel mehrere DNA-Stränge Kontakte
zu mehreren Partikeln herstellen. Bisher ist das Schmelzen und Hybridisieren nicht reversibel
möglich, da es zu starken Wechselwirkungen zwischen der ssDNA und den Partikeloberflächen
kommt.

Es zeigte sich, daß ohne Salzionen keine Kopplung der Partikel mittels DNA stattfinden kann.
Bisher wurde als Grund für die Notwendigkeit der Salzionen die Hybridisierung angesehen, was
hier aufgrund der verwendeten Methode widerlegt werden kann. Die DNA erhöht zunächst durch
ihre Eigenschaft als Polyanion die elektrostatischen Abstoßungskräfte zwischen den Partikeln.
Dies stärkt deren Stabilität gegenüber zugegebenen Salzionen. Für eine Kopplung müssen die
elektrostatischen Abstoßungskräfte durch Erhöhung der Kationenkonzentration wieder mini-
miert werden. Dafür ist eine ausreichend hohe Schwellenkonzentration an Kationen notwendig.
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Gezeigt hat sich auch, daß sich die Persistenzlänge in der stärkeren Wechselwirkung von einzel-
strängiger DNA mit der Partikeloberfläche widerspiegelt.

Kolloidale Dispersionen sind thermodynamisch metastabil. Dies zeigt sich durch unspezifische,
d.h. nicht DNA-erzeugte Aggregatbildung. Die unspezifische Aggregation der Partikel ist kine-
tisch kontrolliert.

Als Alternative zur Anbindung der DNA über eine Thiolgruppe auf der Partikeloberfläche wurde
eine Bindung über Streptavidin - Biotin bzw. nur über Biotin untersucht.

Erste Resultate für eine Verbindung von sphärischen mit eindimensionalen Nanostrukturen mit-
tels DNA wurden vorgestellt.

Aus den Resultaten dieser Arbeit wird für das zukünftige Verbinden von Nanopartikeln mit-
tels DNA ein Ansatz vorgeschlagen, bei denen die verwendeten DNA-Moleküle sowohl geringe
Wechselwirkungen mit der Oberfläche zeigen, als auch eine spezifische Erkennung der Moleküle
zur gerichteten Kopplung von Nanopartikeln erlauben.

76



Literaturverzeichnis

[1] M. H. Caruthers. Gene synthesis machines: DNA chemistry and its uses. Science, 230:281
– 285, 1985.

[2] P. Pancoska, Z. Moravek, and U. M. Moll. Rational design of DNA sequences for nano-
technology, microarrays and molecular computers using eulerian graphs. Nucleic Acids
Res., 32:4630 – 4645, 2004.

[3] J. Chen and N. C. Seeman. Synthesis from DNA of a molecule with the connectivity of a
cube. Nature, 350:631 – 633, 1991.

[4] E. Winfree, F. Liu, L. A. Wenzler, and N. C. Seeman. Design and self-assembly of two-
dimensional DNA crystals. Nature, 394:539 – 544, 1998.

[5] P. Sa-Ardyen, N. Jonoska, and N. C. Seeman. Self-assembly of irregular graphs whose
edges are DNA helix axes. J. Am. Chem. Soc., 126:6648 – 6657, 2004.

[6] P. J. Paukstelis, J. Nowakowski, J. J. Birktoft, and N. C. Seeman. Crystal structure of a
continuous three-dimensional DNA lattice. Chem. Biol., 11:1119 – 1126, 2004.

[7] R. P. Goodman, R. M. Berry, and A. J. Turberfield. The single-step synthesis of a DNA
tetrahedron. Chem. Commun., 12:1372 – 1373, 2004.

[8] L. M. Adleman. Molecular computation of solutions to combinatorial problems. Science,
266:1021 – 1024, 1994.

[9] Y. Benenson, T. Par-Elizur, R. Adar, E. Keinan, Z. Livneh, and E. Shapiro. Programmable
and autonomous computing machine made of biomolecules. Nature, 414:430 – 434, 2001.

[10] X. Su and L. M. Smith. Demonstration of a universal surface DNA computer. Nucleic
Acids Res., 32:3115 – 3123, 2004.

[11] N. Jonoska. Trends in computing with DNA. J. Comput. Sci & Technol., 19:98 – 113,
2004.

[12] M. Artemyev, D. Kisiel, S. Abmiotko, M. N. Antipina, G. B. Khomutov, V. V. Kislov, and
A. A. Rakhnyanskaya. Self-organized, highly luminescent CdSe nanorod-DNA complexes.
J. Am. Chem. Soc., 126:10594 – 10567, 2004.

[13] E. Braun, Y. Eichen, U. Sivan, and G. Ben-Yoseph. DNA-templated assembly and elec-
trode attachment of a conducting silver wire. Nature, 391:775 – 778, 1998.

[14] J. T. Petty, J. Zheng, N. V. Hud, and R. M. Dickson. DNA-templated Ag nanocluster
formation. J. Am Chem. Soc., 126:5207 – 5212, 2004.

[15] C. F. Monson and A. T. Wooley. DNA-templated construction of copper nanowires. Nano
Lett., 3(3):359 – 363, 2003.

I



LITERATURVERZEICHNIS LITERATURVERZEICHNIS

[16] M. Mertig, L. C. Ciacchi, R. Seidel, W. Pompe, and A. De Vita. DNA as a selective
metallization template. Nano Lett., 2:841 – 844, 2002.

[17] J. Richter, M. Mertig, and W. Pompe. Construction of highly conductive nanowires on a
DNA template. Appl. Phys. Lett., 78:536 – 538, 2001.

[18] W. U. Dittmer and F. C. Simmel. Chains of semiconductor nanoparticles templated on
DNA. Appl. Phys. Lett., 85:633 – 635, 2004.
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ermöglichte und mir mit großem Vertrauensvorschuß angenehm viel Entscheidungsraum und Entwick-
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