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Die Herstellung von Behiltern im Nano- und Mikrometer-
MaBstab findet seit einiger Zeit grofes Interesse. Solche
Behilter finden verschiedenste Anwendungen in der Bio-
chemie und Biophysik, besonders fiir die Nachahmung klei-
ner Reaktionsrdaume und deren Trennung voneinander, wie
sie in Zellen anzutreffen ist. Bislang sind hierfiir Emulsio-
nen!'! oder Nano-/Mikrobehilter aus Phospholipiden,” Lipi-
den® und Polymeren genutzt worden. Eine verbreitete
Methode, um Nano-/Mikrobehilter zu erzeugen, ist die
schichtweise (Layer-by-Layer-)Abscheidung von Polyelek-
trolyten.”! Typischerweise wurden Polyelektrolytkapseln mit
kolloidalen Templaten wie Polymerkugeln, Enzymkristallen,
Kristallen oder Partikeln organischer Substanzen sowie auf
Zellen erzeugt, wobei der Prozess in einer wéssrigen Phase
ablduft, was die Verkapselung nichtwasserloslicher Substan-
zen limitiert.!”! Niedermolekulare Substanzen kénnen an-
schlieend in die LbL-Behélter hineindiffundieren und Re-
aktionen in deren Inneren auslosen.”” Die Verkapselung
wasserloslicher Substanzen wurde durch die Entwicklung der
Umkehrphasen-LbL-Methode (reverse-phase LbL method,
,RP-LbL“) wesentlich vereinfacht.’! Die Anordnung und
Fixierung solcher Behilter und Kapseln auf Oberfldchen ist
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vielversprechend, um eine kontinuierliche Beobachtung ein-
zelner Behilter zu gewédhrleisten, besonders fiir die parallele
Beobachtung einer Vielzahl von Behiltern oder monomole-
kularer Experimente. Methoden zur Oberflichenanordnung
von Mikropartikeln sind in verschiedensten Ausfiihrungen
beschrieben worden.” Fiir die Anordnung von Mikrokapseln
wurde kiirzlich ein Verfahren vorgestellt.!'”

Hier berichten wir von der Herstellung oberflachenge-
bundener Mikrobehilter (OGMKs) mit einer GréBenvertei-
lung von 1 bis 20 um zum Einschluss wasserloslicher Biomo-
lekiile. Die Herstellung der OGMKs ausgehend von ge-
trocknetem Templatmaterial und deren Erscheinungsbild in
fluoreszenzmikroskopischen und konfokalmikroskopischen
Aufnahmen ist in Abbildung 1 dargestellt. Die Brownsche
Molekiilbewegung eingeschlossener DNA-Molekiile des
Bacteriophagen Lambda (A-DNA) kann beobachtet werden,
und die elektrophoretische Mobilitdt von Proteinen und
DNA lédsst sich durch Anlegen eines externen elektrischen
Feldes induzieren. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes
wird ein scharfer Konzentrationsgradient in den OGMKs
erzeugt, womit auch der effiziente Einschluss von Biomole-
kiilen belegt wird. Bei der Herstellung der OGMKs entsteht
eine semipermeable Membran, welche die Biomolekiile ein-
schliet, deren Biofunktionalitit erhalten bleibt. Die Per-
meabilitit fiir niedermolekulare Verbindungen wurde durch
Zugabe von Fluoresceinisothiocyanat(FITC)-Biotin zu
NeutrAvidin-gefiillten OGMKs demonstriert, wobei eine
Anreicherung von FITC-Biotin im Inneren nachgewiesen
werden konnte. Ein enzymatischer DNA-Verdau durch
DNase im Inneren der OGMKSs konnte gezielt durch Zugabe
von membranpermeablen Calcium- und Magnesiumionen
ausgelost werden. Dank ihrer beschriebenen Eigenschaften
konnten OGMKs Anwendung zur parallelen Untersuchung
einer grofen Zahl von biochemischen und biophysikalischen
Prozessen in Mikrobehiltern unterschiedlicher GroBe finden.

In OGMAKSs lassen sich Biomolekiile wie A-DNA, fluo-
reszenzmarkiertes BSA, NeutrAvidin, fluoreszenzmarkierte
Oligonucleotide und DNase einschlieBen. Die Visualisierung
der Brownschen Molekiilbewegung durch Fluoreszenzmi-
kroskopie ist in Abbildung 2 dargestellt, wobei die DNA in
Form hell erscheinender Partikel sichtbar ist. Das Erschei-
nungsbild der DNA ist durch die Knduelkonfiguration unter
den gegebenen Bedingungen erkldrbar. Ein Video hierzu ist
in den Hintergrundinformationen enthalten. Die hergestell-
ten OGMKs waren stabil, und die Verkapselung der DNA
erfolgte effizient, was durch eine geringe Rate (<10%) an
beschéddigten und DNA freisetzenden OGMKs demonstriert
wurde. Der Diffusionskoeffizient D von A-DNA und die
Viskositdat 7 in OGMKSs wurden unter Annahme eines Mo-
lekiilradius von 600 nm durch die Messung zuriickgelegter
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DNA. Videos zu diesen Elektrophoreseexperimenten
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Abbildung 1. a) Herstellungsprozess der OGMKs mithilfe der RP-LbL-Metho-
de. 1) Matrix aus Rinderserumalbumin (BSA) und Glucose, die Biomolekiile
enthilt; 2)-6) Schrittweise Abscheidung von Polymerschichten aus der organi-
schen Phase (Waschschritte zwischen aufeinander folgenden Schritten sind
nicht gezeigt). 7) Austausch des organischen Lésungsmittels gegen
Puffer, was zur Auflésung des Templatmaterials und der eingeschlosse-
nen Biomolekiile fihrt. Makromolekulare Molekiile werden in den

OGMKs zuriickgehalten, wogegen niedermolekulare Verbindungen
durch die Membran diffundieren kénnen. b) Experimentelle Anordnung
zum Pufferaustausch und zur Mikroskopie. c) Legende (nicht maf3-
stabsgetreu). d) OGMKs, die Alexa-Fluor-488-markierte Oligonucleotide
enthalten. e) OGMKs, die Texas-Red-markiertes BSA enthalten. f) Kon-
fokalmikroskopische Aufnahme von OGMKs, die eine sphirische Form
erkennen lassen.

Distanzen bestimmt: D =(1.3£0.1)x10 ®*m*s™ und =
(2.6 +:0.2) cP. Der Wert der Viskositit liegt zwischen denen
von Wasser und Blut.

Fiir den Nachweis eines effizienten Einschlusses von
Biomolekiilen in den OGMKs wurden A-DNA und FITC-
BSA durch Anlegen eines extern kontrollierten elektrischen
Feldes einer Elektrophorese unterzogen. Abbildung 3 a zeigt
eine Bildserie der elektrophoretischen Bewegung von A-
DNA-Molekiilen in einem Niederfrequenz-Wechselfeld
(0.1 Hz, 15 Vem™, Intervallfunktion). Negativ geladene \-
DNA-Molekiile akkumulieren immer in Richtung der Anode
entweder am oberen oder am unteren Ende der OGMKs (in
Abhingigkeit von der Feldausrichtung). Die A-DNA-Mole-
kiilverteilung kann dabei durch Schalten der Polaritdt um-
gekehrt werden. Abbildung 3b zeigt die elektrophoretische
Bewegung und Eingrenzung von FITC-BSA (isoelektrischer
Punkt (IP) bei pH 4.8) in OGMKs. Anders als bei den Ex-
perimenten mit A-DNA (ca. 32 MDa) tritt die Zufallsvertei-
lung von FITC-BSA (68 kDa) wesentlich schneller nach
Aufhebung des elektrischen Feldes ein. Die Einstellung des
Gleichgewichtes dauert ca. 1 s fiir FITC-BSA und ca. 5 s fiir A-
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sind in den Hintergrundinformationen enthalten.

In einem weiteren Experiment wurde nichtfluores-
zenzmarkiertes NeutrAvidin, ein Tetramer, das bis zu
vier Biotinmolekiile binden kann, zusammen mit Texas-
Red-markiertem BSA in die OGMKs eingeschlossen.
Diese OGMKs konnten, wie in Abbildung 4a gezeigt,
durch Einstrahlung der Anregungswellenlidnge des
Texas-Red-Farbstoffs, nicht aber jener des (noch nicht
enthaltenen) FITC fluoreszenzmikroskopisch visuali-
siert werden. Durch Zugabe von FITC-Biotin in einem
Verhéltnis von einem FITC-Biotin-Molekiil zu 40
NeutrAvidin-Bindungsstellen in den OGMKSs konnte
die Permeabilitit der OGMK-Membran fiir FITC-
Biotin (ca. 650 Da) demonstriert werden, da sich die
OGMKs nun unter Fluoresceinanregung visualisieren
lieBen (Abbildung4a). Unter Elektrophoresebedin-
gungen zeigen diese OGMKs eine Akkumulation von
NeutrAvidin-FITC-Biotin (IP bei pH 6.3) in Richtung
der Anode, wodurch ein spezifisches Binden von FITC-
Biotin an NeutrAvidin bestdtigt werden konnte.
OGMKs ohne NeutrAvidin zeigten keine signifikante
Fluoreszenz nach Zugabe von FITC-Biotin und dienten
zur Kontrolle (Abbildung 4b; siche Video in den Hin-
tergrundinformationen).

Zur Demonstration des gezielten Auslosens einer
Reaktion in OMGKs wurden Alexa-Fluor-488-mar-
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Abbildung 2. Brownsche Molekiilbewegung der A.-DNA im Inneren der
OGMK. a) Diffusionsspur eingeschlossener A-DNA-Molekiile im Laufe
von ca. 15 s. b) Rdumliche Verfolgung der Delokalisierung von A-DNA-
Molekiilen mit der Zeit. c) Die lineare Beziehung zwischen mittlerer
quadratischer Verschiebung (MQV) und Zeit spricht fiir eine diffusive
Bewegung.
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Abbildung 3. Sequenzen fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen,
welche die Verteilung von A-DNA and FITC-BSA in OGMKSs zeigen, die
einem langsam oszillierenden elektrischen Feld ausgesetzt sind. a) A-
DNA in OGMK ohne angelegtes elektrisches Feld (links), mit elektri-
schem Feld (Mitte) und nach Umkehr der Polaritit (rechts). b) FITC-

BSA in OGM ohne angelegtes elektrisches Feld (links), mit elektri-
schen Feld (Mitte) und nach Umkehr der Polaritit (rechts).

Abbildung 4. Anwendungen fir OGMKs, fluoreszenzmikroskopisch be-
obachtet. a) Markierung eingeschlossener NeutrAvidin-Molekiile durch
FITC-Biotin von auflen: 1) OGMKs mit eingeschlossenem, Texas-Red-
markiertem BSA und NeutrAvidin (Fluoreszenzanregung von Texas-
Red); 2) fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der gleichen Fliche vor
Zugabe von Biotin-FITC (Fluoreszenzanregung von FITC); 3) Aufnah-
me derselben Fliche 3 min nach Zugabe von Biotin-FITC (Fluoreszenz-
anregung von FITC). b) Kontrollexperiment ohne NeutrAvidin; gleiche
experimentelle Abfolge wie in (a). c) Enzymatischer DNA-Verdau:

1) Aufnahme von OGMKs, die Alexa-Fluor-488-markierte Oligonucleo-
tide, DNase | und Texas Red-BSA enthalten (Fluoreszenzanregung von
FITC); 2) 10 min nach Zugabe eines Mg”*- und Ca**-haltigen Puffers,
der die enzymatische Reaktion startet (Fluoreszenzanregung von
FITC); 4) Aufnahme derselben Fliche wie in (3) (Fluoreszenzanregung
von Texas-Red). d) Die gleiche experimentelle Abfolge wie in (c) ohne
DNase (Negativkontrolle).
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kierte DNA, Oligonucleotide mit einem Molekulargewicht
von 10 kDA und DNase I zusammen in OGMKs einge-
schlossen. Der Verdau der eingeschlossenen DNA durch
DNase kann gezielt durch Versetzen des umgebenden Puffers
mit den notwendigen Kofaktoren Ca®*" und Mg*" ausgelost
werden. Es wurde beobachtet, dass die Fluoreszenz der
OGMKs nach Zugabe eines TBE-Puffers [TBE: Tris(hydro-
xymethyl)aminomethan-Borat-Ethylendiamintetraacetat]
mit 5 mM MgCl, und 1 mm CacCl, bei 37°C (Gelelektropho-
rese bestitigte den DNA-Verdau unter diesen Bedingungen,
Daten nicht gezeigt) nach einiger Zeit deutlich abnahm
(Abbildung 4c¢). Dieser Befund kann durch das Herausdif-
fundieren der verdauten, fluoreszenzmarkierten DNA-Frag-
mente aus den OGMKSs erklart werden. Ein Kontrollexperi-
ment unter den gleichen Bedingungen, aber in Abwesenheit
von DNase I zeigte keine Abnahme der Fuoreszenzintensitat
und bestétigte damit, dass die Fluoreszenzabnahme durch
den DNA-Abbau hervorgerufen wurde (Abbildung 4 d).

Allgemein konnte gezeigt werden, dass die OGMKs we-
sentlich kleiner als die Fliche der zuvor aufgetragenen
Templatmaterialien waren. Dieser Befund kann durch
Trocknungsprozesse und durch die erhebliche Loslichkeit von
Glucose in Ethanol erkliart werden. Die Konzentration der
Biomolekiile in den OGMKSs war proportional zu deren
Konzentration in der Templatlosung. In einem abgewandel-
ten Verfahren wurde eine Emulsion der Templatmaterial/
Biomolekiil-Mischung zur Herstellung der OGMKs einge-
setzt, wodurch eine bessere Kontrolle der OGMK-Grof3en-
verteilung erreicht wurde. Ebenfalls kann eine kontrollierte
Freisetzung iiber die Einstellung des osmotischen Druckes
(der eine Funktion der Templatkonzentration ist) erzielt
werden. Informationen hierzu sind in den Hintergrundinfor-
mationen enthalten.

Mit einem einfachen RP-LbL-Verfahren wurden wasser-
l6sliche Biomolekiile in OGMKs mit einer GroBenverteilung
von 1-20 pm eingeschlossen. Die Funktionalitit der Biomo-
lekiile wird durch den Herstellungsprozess nicht beeinflusst.
Die erzeugte Membran ist fiir niedermolekulare Verbindun-
gen und Ionen permeabel. Enzymatische Reaktionen, wie
Mg- und Ca-vermittelter DNA-Verdau durch DNase, konnen
gezielt im Inneren der OGMs ausgelost werden. Durch
Elektrophoreseexperimente konnen scharfe Konzentrations-
gradienten im Inneren der OGMKSs kreiert und die groen-
abhingige Diffusionsgeschwindigkeit der Biomolekiile nach
Abschalten des elektrischen Feldes studiert werden. Dieses
kostengiinstige System kann daher in Zukunft zur parallelen
Echtzeituntersuchung von biochemischen und biophysikali-
schen Fragestellungen,!'*! z.B. auf dem Gebiet der Biomole-
kiilwechselwirkungen (wie in biologischen Systemen), ge-
nutzt werden.

Experimentelles

Glasbehandlung: Reinigung in 30 % NH,OH, 30% H,O, und entio-
nisiertem H,O (1:1:5). Templatmaterial: 60 uL Losung enthielten: A-
DNA (NEB, MA, USA), markiert mit YOYO-1 (Invitrogen, Singa-
pur): 0.5 mgmL™, 1 uL; Alexa-Fluor-488-markiertes Oligonucleotid
(IDT, 1A, USA): 1 mgmL!, 5uL; FITC-BSA (Sigma, Singapur):
10mgmL™', 10puL; Texas-Red-markiertes BSA (Invitrogen):
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1mgmL~', 85pL; NeutrAvidin (Thermo Scientific, MA, USA):
1mgmL~", 10 uL; DNase I (NEB): 2000 unitsmL™", 3.5 uL; BSA
(Sigma): 10 mgmL ', 10 uL fiir Proteinexperimente und 19 pL fiir
DNA-Experimente; Glucose: 200 mgmL ', 40 uL, in 1 x TBE-Puffer.

Zubereitung von Poly(diallyldimethylammoniumchlorid)
(PDADMA): 20-proz. PDADMA (Sigma) in H,O wurde bei 150°C
4h lang getrocknet und anschlieBend in heifem Ethanol gelost.
OGMK-Herstellung: OGMKs wurden durchgehend vor vollstandi-
ger Austrocknung bewahrt. Jeweils 1 uLL Templatmaterial wurde auf
die Glasoberfldche aufgebracht und in einem Ofen bei 45°C ca. 1 h
lang (oder fiir empfindliche Materialien im Vakuum bei geringerer
Temperatur) getrocknet. RP-LbL-Verkapselung wurde durch 20-
miniitiges Eintauchen des Glastrigers in eine PDADMA-Losung
(5 mgmL™) in Ethanol gestartet, gefolgt von Waschen durch fiinf-
maliges Eintauchen (jeweils 5 s unter leichtem Schiitteln) in reinem
Ethanol, um nichtgebundenes PDADMA zu entfernen. Um die
zweite Schicht abzuscheiden, wurde der Prozess mit einer Poly-
(methacrylsidure)(PMA)-Losung (5 mgmL™'; Polysciences) wieder-
holt. Durch Wiederholung konnen beliebig viele Schichten abge-
schieden werden (typischerweise sechs fiir DNA-Verdauexperimente,
zwei fiir alle anderen Experimente).

Pufferaustausch: Der Glastriger mit den OGMKs wurde sofort
mit einem Deckgldschen bedeckt, gefolgt von Zugabe von 1 x TBE
mit 150 mgmL ™' Dextran, das Ethanol substituierte. Aufnahmen
wurden mit einem invertierten Fluoreszenzmikroskop (Olympus,
Olimmersion, 100 x -Objektiv) oder einem Konfokalmikroskop
(Olympus, Wasserimmersion, 60 x -Objektiv) gemacht. Weitere An-
merkungen zum experimentellen Vorgehen finden sich in den Hin-
tergrundinformationen.

Eingegangen am 29. Dezember 2009,
verdnderte Fassung am 6. August 2010
Online veroffentlicht am 12. November 2010

Stichwérter: DNA - Immobilisierung - Kompartimentierung -
Mikrocontainer - Polyelektrolyte
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