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Elektronischer Nachweis

ie Entwicklung von dia

gnostischen Methoden
auf der Basis von Mikroarrays, be-
kannt als DANNDNA- oder Gen-
Chips, wird in Zukunft in vielen
Bereichen der Medizin neue Mog-
lichkeiten eroffnen. Es wird erwar-
tet, dass man damit schnell und
preiswert genetisch nachweisbare
Erkrankungen wie AIDS, Alzhei-
mer, Cystofibrosis sowie manche
Form von Krebs diagnostizieren
und auch den Verlauf von Thera-
pien begleiten kann. Bevor aber
diese Visionen Wirklichkeit wer-
den koénnen, mussen noch viele
technischen Probleme gelost wer-
den. Zurzeit basieren die meisten
DNA-Chips auf Fluoreszenzmar-
kierungen oder radioaktiver Mar-
kierung in Verbindung mit ent-
sprechenden Nachweismethoden.
In den letzten Jahren wurden
mehrere alternative Ansatze zum
DNA-Nachweis, die auf einen sol-
chen zusatzlichen Markierungs-
schritt verzichten kdnnen, disku-
tiert. Neben anderen oberflichen-
sensitiven Messmethoden wurde
der mdgliche Einsatz von elektro-
chemischen Widerstandsmessun-
gen und Feldeffektmessungen fur
die Detektierung der Biomolekiile
untersucht. Beide Methoden ma-
chen sich dabei eine nattrliche Ei-
genschaft der DNA zunutze: das
DNA-Molekl ist aufgrund seines
molekularen Aufbaus in einer
schwachen Salzlésung, wie sie
auch im Inneren einer lebenden
Zelle vorherrscht, leicht negativ
geladen. In der Folge wird bei An-
lagerung der Molekle an eine
Sensoroberfliche diese leicht ne-
gativ geladen. Kann man diese
Ladung nachweisen, so kann
DNA ohne zusétzlichen Markie-
rungsschritt nachgewiesen wer-
den. Unsere Arbeitsgruppe am
Forschungszentrum Jilich arbeitet
an einem Verfahren, die Anlage-
rung von DNA an eine Ober-
flaiche mit Hilfe von Halbleiter-
chips auf der Basis von Feldeffekt-
transistoren nachzuweisen. Diese
Methode erdffnet die Moglichkeit
einer direkten und markierungs-
freien Detektion von spezifischen
DNA-Sequenzen direkt im Elek-
trolyten. Im Vergleich zu klassi-
schen Nachweismethoden kén-
nen damit mehrere Aufberei-
tungsschritte eingespart werden.
Durch weitere Miniaturisierung

Sven Ingebrandt,
Andreas Offenhdusser,
Fahri Uslu

Markierungsfreies,

vollelektronisches DNA
Sensorsystem auf

der Basis von
Feldeffekt-Transistoren

von DNA Hybridisierung

der Sensorenchips steht zusatzlich
ein gewaltiges technisches Poten-
zial zur Verfligung.

Die Detektion von DNA-Mo-
lektlen in der Biotechnologie und
der medizinischen Diagnostik wird
weltweit in vielen verschiedenen
Forschergruppen vorangetrieben.
Dafiir hat die Molekularbiologie
schon vor Jahren die Grundlagen
geschaffen, die es erlauben, Kopi-
en von Nukleinsdure-Proben an-
zufertigen und nachzuweisen. Die
meisten der klassischen Methoden
benutzen zur DNA-Sequenzie-
rung, also zur Aufklarung der Ab-
folge der vier verschiedenen Ba-
sen Adenin (A), Thymin (T), Gua-
nin (G) und Cytosin (C) in einem
Einzelstrang, das Konzept der
DNA-Hybridisierung (Bild 1). Hier-
bei werden bekannte, synthetisch
hergestellte, einzelstrangige DNA-
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Bild 1: Schematischer Aufbau

der DNA Doppelhelix. Der so
genannte Phosphatriicken setzt
sich aus einer Abfolge von negativ
geladener Phosphatgruppe und
einem Zuckerring zusammen. An
diesem Ring befinden sich die vier
Basen Adenin, Cytosin, Guanin
und Thymin, die in der Doppel-
helix ins Zentrum gerichtet sind.

Molekule von definierter Lange
(meist 20 Basen pro Molekl (bp))
auf einer Oberflache verankert.
Dabei werden so genannte DNA-
Spotter eingesetzt. Sie sind in der
Lage, robotergetrieben viele ver-
schiedene DNA-Tropfchen auf ei-
ner Flache von wenigen Qua-
dratzentimetern (rund 2500 ver-
schiedene DNA-Proben auf einem
Quadratzentimeter ist aktueller
Standard) aufzubringen. Diese
Tropfchen auf einem DNA-Chip
haben einen Durchmesser von et-
wa 100 Mikrometer, wobei sich
durch eine geeignete Ober-
flichenchemie cirka 80 Millionen
DNA-Molekiile (20bp Einzelstran-
ge) auf dieser kleinen Flache im-
mobilisieren lassen. Fiir die DNA-

Analyse wird DNA aus einer Blut-
oder Speichelprobe gewonnen
und gereinigt, durch Aufkochen
Uber die kritische Schmelztempe-
ratur der DNA in Einzelstrange
aufgetrennt und durch Enzyme in
kleinere Molekile mit 20 bp Lan-
ge zurechtgeschnitten. In den
meisten Fallen wird die DNA am-
plifiziert, also durch das Konzept
der Polymerase-Kettenreaktion
vervielfdltigt. Dieser Schritt ist not-
wendig, um genligend DNA zur
Analyse zur Verfligung stellen zu
kdénnen. Die DNA-Probe wird
dann auf den DNA-Chip gege-
ben, wo die entsprechenden
DNA-Molektile aufgrund der star-
ken chemischen Wechselwirkung
sich an auf der Oberflache immo-
bilisierten, komplementéren Stran-
gen anlagert.

Bild 2: Im oberen Bild ist das
Layout der Oberflédche des Silizi-
umchips mit einem Feld von 4x4
einzeln adressierbaren Transistor-
strukturen im Abstand von 200
um zu sehen. Eine Vergrésserung
zeigt die planare Struktur eines
einzelnen Transistorgates (die
sensitive Fldche ist ein Teil des
kleinsten Rechtecks in der Bild-
mitte) mit typischen Gréssen von
1x16 oder 1.5x16 pm?2.

Die Hybridisierungsreaktion
auf der Oberfliche kann nun mit
einer Vielzahl von Methoden
nachgewiesen werden. Fir die
meisten dieser Detektierungsprin-
zipien ist jedoch ein Markierungs-
schritt (zum Beispiel mit einem
Fluoreszenzfarbstoff oder einem
radioaktiven Molekdl) des immo-
bilisierten oder des zu detektieren-
den DNA-Strangs zwingend not-
wendig. Techniken, die einen sol-
chen Markierungsschritt vermei-
den, basieren in der Regel auf
dem direkten Nachweis der natir-
lichen negativen Ladung des DNA
Molekdils (Bild 1). Wir setzen auch
dieses Nachweisprinzip ein, fir
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das wir als Sensoren Feldeffekt-
Transistoren verwenden. Feldef-
fekttransistoren (FET) sind Bauele-
mente, welche in der Informati-
onstechnologie als elektronische
Schalter eingesetzt werden. Der
FET hat 3 Anschliisse, Source (Zu-
fluss, Quelle), Gate (Steuertor)
und Drain (Abfluss). Durch ein
elektrisches Feld, hervorgerufen
durch eine Steuerspannung zwi-
schen Gate und Source, wird die
Leitfahigkeit des Source-Drain-Ka-
nals des Feldeffekt-Transistors be-
einflusst. Die Leitfahigkeit des
Source-Drain-Kanals kann auch
durch auf das Gate aufgebrachte
Ladungen beeinflusst werden. Der
Transistorenchip und das Layout
der Sensoroberfldche ist in Bild 2
dargestellt.

Lagern sich die negativ gela-
denen DNA Molekiile auf der Ga-
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Bild 3: Funktionsprinzip der elek-
tronischen DNA-Detektion: lagert
sich die negativ geladene DNA an
der Gateoberfldche einer Transi-
storstruktur an (links), so ver-
schiebt sich die elektrische Kenn-
linie des Transistors leicht. Diese
Verschiebung der Kennlinie wirkt
sich in einem etwas kleinerem
elektrischen Strom durch den
Transistor aus (vom Source- zum
Drainanschluss).

te-Oberfliche an, so verandert
sich die so genannte Flachband-
spannung des Transistors, was
sich wiederum in einer leicht ver-
schobenen Kennlinie bemerkbar
macht (Bild 3). Halt man die Steu-
erspannungen des Transistors fest,
so resultiert dies wiederum in ei-
nem etwas geringeren Strom
durch die Transistorstruktur. Damit
kann man auf die effektive Poten-
zialinderung am Gatekontakt zu-
rickrechnen. In zeitaufgelosten
Messungen, bei denen das Ober-
flachenpotential tber lange Zeit-
raume aufgezeichnet wird, kon-
nen die Immobilisierung und die
Hybridisierung von unmarkierter

DNA an der Oberflache nachver-
folgt werden.

Die Oberflache der Sensor-
chips wird firr die bessere Anlage-
rung der DNA-Strange chemisch
modifiziert. Durch diese Behand-
lung bildet sich eine diinne Schicht
von Aminosilan auf der Chipober-
flache, die durch die freien Ami-
nogruppen im Elektrolyten positv
geladen ist. Die elektrostatische
Wechselwirkung (Coulombkraft)
unterstiitzt die Immobilisierung
der DNA, sodass die Immobilisie-
rungssignale recht schnell (zwei
bis funf Minuten) im Vergleich zu
den Signalen der Hybridisierung
(> 1h) sind.

In Referenzmessungen mit ei-
nem Fluoreszenzmikroskop konn-
te eine gleichmaBige Belegung
der Chipoberflache nachgewiesen
werden (Bild 4). Zusétzlich wurde
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Bild 4: Adsorption einer mit

dem Fluoreszenzfarbstoff Cy-3
markierten DNA Probe auf einer
mit Aminosilan modifizierten
Sensoroberfldche. Die Fluoreszen-
zintensitédt hdngt vom Abstand
des Farbstoffes von der Siliziu-
moberfldche ab. Wegen der un-
terschiedlichen Dicken der Isolati-

onsschichten auf dem Chip kann
man das Layout des Sensors
wiedererkennen (vgl. Bild 2).

An Stellen mit gleicher Isolations-
schichtdicke erhélt man aber eine
gleichférmige Intensitét, was auf
eine gleichméllige Immobilisierung
der DNA-Proben schlielen lasst.
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eine Oberflachenbelegung von
4x1015 DNA (20-mer) pro Qua-
dratmeter auf den mit Aminosilan
modifizierten Sensoroberflachen
mittels radioaktiv markierter DNA
bestimmt, was vergleichbar mit in
der Literatur angegebenen Wer-
ten ist. Besonders interessant fallt
jedoch der Vergleich aus, der die
Detektionsflachen unserer Transi-
storflachen (ca. 8 - 30 pm?2) mit
den typischen Gréssen von DNA
Spots der Fluoreszenzchips (ca.
8000 pm?) berlicksichtigt: fur un-
sere Transistoren genligen cirka
100.000 DNA-Strange auf der
sensitiven Flache zur Signalgene-
rierung wéhrend bei den Fluores-
zenzchips rund 80 Millionen
DNA-Strange benétigt sind. Fur
die elektronische Detektion kann
dieser Wert weiter verringert wer-
den, da die Mikroelektronik noch

ein weit groBeres Miniaturisie-
rungspotential besitzt.

Der Einfluss des pH-Wertes
und der Kochsalzkonzentration in
der Elektrolytlosung auf die Gros-
se der FET-Signale wurde im Rah-
men dieses Projekts untersucht.
Die erfolgreichsten Messungen
wurden in der folgenden Pufferlo-
sung durchgefiihrt: 10 mM TRIS
((Hydroxymethyl-) Aminomet-
han), 1 mM EDTA, 1 mM NacCl
bei einem pH Wert von 8.

Die Signale, die man aus Ex-
perimenten mit komplementaren
Basenstrangen erhdlt, lassen sich
klar von Signalen unterscheiden,
bei denen die Basen der Halbst-
range nicht zueinander passen,
also komplett nicht komplementar
sind (Bild 5). Zur Detektierung
von Punktmutationen (eine Ba-
senpaarung in einem natirlichen
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Bild 5: Auf der linken Seite ist ei-
ne Messung eines erfolgreichen
Immobilisierungs- und Hybridisie-
rungsexperimentes gezeigt. Es
wurde eine 45bp PolyC Probe auf
der Oberfldche immobilisiert und
danach eine komplementére
45bp PolyG Probe in den Reakti-
onsraum eingebracht und ein kla-
res Hybridisierungssignal detek-
tiert. Auf der rechten Seite er-
kennt man, dass solche Signale
klar von Experimenten mit abso-
lut nicht passenden Proben (Po-
lyC mit PolyT) unterschieden
werden kdnnen.
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Bild 6: Detektion von Immobili-
sierungs- und Hybridisierungssig-
nalen der natiirlichen Sequenz
EpoR Rezeptors (Erythropoietin
(Epo) receptor (R): 5-GGACACC-
TAC-TTGGTATTGG-3 + compl.).
Die Signalstarke ist ca. -6 mV,
was sich klar vom Rauschunte

20bp DNA-Doppelstrang passt
nicht) muss die Sensitivitat des Sy-
stems jedoch noch weiter gestei-
gert werden. Ein System mit einer
solchen Empfindlichkeit ware
dann in den der Genanalyse ein-
setzbar. Grundséatzlich funktionier-
te aber in unseren Experimenten
die Detektierung von nattrlichen
Sequenzen besser als die Detek-
tierung von Polybasenproben
(Bild 6).
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Ein moglicher Ansatz zur Stei-
gerun% der Sensitivitat ist die
Durchfiihrung von so genannten
Differenzmessungen. Daflir muss
durch ein Spottingverfahren auf
die verschiedenen Gatebereiche
eines Chips eine unterschiedliche
DNA immobilisiert werden und
die Differenz der beiden Signal
bestimmt werden. Damit wird
man unabhdngig von Tempera-
tur- und Elektrolyteinfliissen. Das
wohl grofte Verbesserunigspoten-
tial steckt aber in der geplanten
Miniaturisierung des Transistors,
dessen Dimensionen sich dann im
Bereich von einzelnen DNA Mo-
lektlen bewegen wirdt. Mit die-
sen Ansatzen wird es in Zukunft
moglich sein, ein schnelles, zuver-
lassiges, markierungs- und PCR-
freies, vollelektronisches DNA De-
tektorsystem herzustellen. Diese

57

Methode wird ein sehr vielféltiges
System fiir eine breite Palette an
biologischen Fragestellungen zur
Verfuigung stellen.

Die Autoren mdchten sich bei Dr.
Simone. Bocker-Meffert, Dr. Dirk
Mayer und Dr. Holger Ecken (alle
ISG-2), sowie bei Dr. Margarate.
Odenthal, Institut fur Pathologie
an der Universitat Koln, fir die
tatkraftige Hilfe wéhrend des
Projekts bedanken.





