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1.1 MOTIVATION DER ARBEIT 1

1 Einleitung

1.1 Motivation der Arbeit

In der heutigen Zeit, der sogenannten Post-Genom Ara, befinden sich schier uniiberschaubare
Sequenzdaten in Datenbanken verschiedener Firmen und Projektkonsortien, die in
unterschiedlicher Form geordnet und klassifiziert sind. Krankheitsrelevante genetische
Auspragungen, Verbindungen zwischen phénotypischen Auspragungen und den zugehdrigen
Genen, Zielmolekiile fiir die pharmazeutische Wirkstoffforschung, Mutationsdatenbanken,
speziesiibergreifende Datenbanken etc. AuBlerdem finden immer mehr Sequenzinformationen
pathogener und anderer Keime FEingang in Offentliche Datenbanken (inzwischen etwa
50.000). Die entsprechende Umsetzung dieser Sequenzinformationen in forschungs- und
entwicklungsrelevante Daten erforderte im vergangenen Jahrzehnt die Entwicklung von
Techniken, die der riesigen Datenflut gewachsen war, sogenannten Hochdurchsatz-Methoden
(oder engl. HT=High Throughput). Daraus entwickelten sich Nachweismethoden, welche es
ermdglichten, sehr viele genetische Daten gleichzeitig zu erfassen und hierfiir die
vorhandenen Sequenzinformationen zu nutzen. Hierzu wurden viele Sequenzen zur
Hybridisierung auf planaren Tragern flir die Analytik verfiigbar gemacht. Diese sogenannte
Mikroarray-Technologie erfordert neben der genauen Sequenzauswahl auch eine Markierung
der verwendeten Proben mit Fluoreszenz oder Chemolumineszenz-Markern und daher eine
vorangestellte Probenvorbereitung. Diese erfolgt heute fast ausschlieBlich mittels Polymerase-
Kettenreaktion, englisch PCR.

Der breite Einsatz von Gensequenz-Informationen zur Analytik von Nahrungsmitteln und
Getrdanken oder die Kontrolle von Abwissern ist als potentielles Anwendungsgebiet aus
diesen Forschungen heraus mdoglich geworden. Allerdings sind die Systeme, die auf die
Analytik des menschlichen oder anderen Genomen abzielt nicht direkt geeignet, auch diese
Aufgaben zu erfiillen. Nicht zuletzt die Kosten fiir analytische Anwendungen in der Industrie,
die verglichen mit der Forschung im klinischen Bereich wesentlich geringer sein miissen,
fiihrt zur Notwendigkeit, neue Analysenverfahren zu entwickeln.

Das BMBF Verbundprojekt Gensensorik des BMBF hat es sich daher zur Aufgabe gemacht,
die zur Verfiigung stehenden Sequenzdaten (beispielsweise von Mikroorganismen) in
analytisch verwertbare Form zu bringen und sie der Analytik dadurch zugénglich zu machen.
Fin sogenannter "Gensensor" soll dabei die Aufgabe iibernehmen, ebenso in der

Lebensmittelindustrie fiir die Detektion pathogener Keime, als auch im Umweltanalytiklabor
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oder in der Forensik (meist DNA-Analyse zur Identifizierung) eingesetzt werden zu konnen.
Grundlage einer solchen Gensensor-Technologie sind sogenannte low-density Mikroarrays,
die nicht mehr als ca. 1000 Sequenzen zur Analytik bereithalten. Fiir die Umsetzung sind in
dem Projekt Arbeitsgruppen beschéftigt, die sich mit den molekularbiologischen Hintergrund,
die Datenverarbeitung und Auswertung und den technischen Rahmenbedingungen
auseinandersetzen. Ziel ist es, eine genomische Analyse von der Sequenzauswahl bis zum
quantitativen analytischen Ergebnis zu demonstrieren.

Das Teilprojekt, das Gegenstand dieser Arbeit ist, beschiftigt sich dabei mit der geeigneten
Detektionsmethode fiir die Gensensor-Technologie. Eine Hauptanforderung an einen solchen
Detektor ist dabei die markierungsfreie Detektion, da in der Regel mit Proben gearbeitet
werden muss, die direkt ohne weitere Umsetzung zur Analytik gebracht werden miissen. Der
Informationsgehalt einer solchen Gensensormessung wird durch viele Teilkomponenten des
Systems bestimmt, mal3geblich sind jedoch die Quantifizierung und Charakterisierung der
Wechselwirkungsdaten im Detektor. Die genannten Anforderungen an ein solches
Detektionssystem in Kombination mit hoher Parallelitdt und Automatisierbarkeit fiihrt zu der

Uberlegung, einen markierungsfreien, optischen Biosensor fiir diese Aufgabe einzusetzen.

1.2 Zielsetzung und Gliederung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Informationstiefe eines Biosensor-Experiments
beziiglich der genauen Charakterisierung einer biomolekularen Wechselwirkung mit einer
hohen Parallelitit zu verbinden. Im Hinblick auf die Ziele des Verbundprojektes Gensensorik
stand die Entwicklung von Mikroarrays zur Wechselwirkungsanalytik mittels eines
Biosensors im Mittelpunkt der Arbeit.

In zahlreichen vorangegangenen Arbeiten werden Mikroarray Experimente allein statisch, das
heifit durch Endpunktbestimmung einer Reaktion (Fluoreszenzintensitit, Chemolumineszenz)
durchgefiihrt. Die Biosensor-Technologie fehlt es dagegen nicht am Informationsgehalt der
Messung sondern vielmehr an Parallelitit. Am Markt befindliche kommerzielle Gerdte wie
z.B. das Biacore 3000' sind bisher z.B. auf maximal 8 Kanile beschrinkt. Auch dort sind
Bestrebungen im Gange, diese Einschrinkung zu {iberwinden und durch bildgebende
Verfahren eine hohere Parallelitit der Messungen zu erreichen.

Zur Erreichung des Ziels in dieser Arbeit war dagegen die Reflektometrische

Interferenzspektroskopie ~ (RIfS)  der  Ausgangspunkt.  Diese  direkt  optische

! http://www.biacore.com
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Biosensortechnologie eignet sich fiir eine Parallelisierung durch seine spezifischen
Eigenschaften besonders. Weiterhin konnte dies bereits in einem anderen BMBF-Verbund
(Librarian IT) auf einem Mikrotiterplatten-Aufbau gezeigt werden. In dieser Arbeit sollten nun
einerseits verschiedene Teilaspekte der Minaturisierung und Parallelisierung von optischen
Biosensorexperimenten anhand von RIfS untersucht und andererseits musste die
Biosensortechnologie selbst einen Schritt in Richtung Detektion auf Mikroarrays
vorangebracht werden. Im einzelnen fielen dabei die folgenden Teilaufgaben an, die im
Rahmen dieser Arbeit behandelt wurden.
Ein Laboraufbau eines Geriétes zur parallelen markierungsfreien Detektion sollte auf
die Anforderungen eines Mikroarray Experiments umgeriistet werden. Dabei waren
die Charakterisierung des optischen Aufbaus und das experimentelle Evaluieren der
Limitierungen dieses Aufbaus erforderlich.
AuBlerdem musste die Oberflichenchemie in Kombination mit einer Methode zur
ortsaufgelosten  Immobilisierung fir die  Tauglichkeit fiir Mikroarrays
weiterentwickelt und getestet werden. Hier standen vor allem die Charakterisierung
und Optimierung der Oberflichenchemie hinsichtlich ihrer Langzeitstabilitdt und
Bindungskapazitit im Vordergrund. Auch die Auswahl geeigneter Sonden und der
Vergleich mit DNA-Sonden wurde bearbeitet.
Die bisherigen Kapazititen der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie fiir die
Analyse von Hybridisierungsvorgéngen an Oberfldchen sollten erweitert werden, um
den hoheren Anforderungen von zeitaufgelosten und temperaturabhingigen
Hybridisierungsmessungen zu geniigen. Beispielhaft wurden dazu in dieser Arbeit
Verfahren iberpriift um Affinitdit und Kinetik von Bindungsvorgingen auch in
homogener Phase zu bestimmen. Eingesetzt wurden daflir als Modellsysteme
Oligonukleotide, die eine Rolle in der Antisense-Forschung spielen und dazu
bestimmten Modifikationen unterworfen wurden.
In der Gensensorik ist es notwendig, Hybridisierungsmessungen durch
Temperaturverdnderungen zu verifizieren. Hierzu sollte im Rahmen dieser Arbeit
durch Thermostatisierung der RIfS-Messzellen eine Losung erarbeitet werden.
Die Machbarkeit von Hybridisierungsexperimenten auf einem parallelen RIfS-
Aufbau und Erkennung der erforderlichen Maflnahmen zur Miniaturisierung des
Probentrigers wird schrittweise durch Vergleichsmessungen an bereits existierenden
Aufbauten gezeigt. Der miniaturisierte Aufbau wird durch Vergleichsmessungen mit

Antikorpern charakterisiert. Damit soll gleichzeitig auch eine Eignung der
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Mikroarray-Messungen fiir weiterfilhrende Anwendungen, wie Proteinarrays
demonstriert werden.

SchlieBlich sollen zeitaufgelost, auf dem umgebauten und charakterisierten RIfS-
Aufbau, Hybridisierungsvorginge auf einem DNA-Mikroarray detektiert werden, um
die Tauglichkeit dieses Aufbaus fiir den Einsatz in einem Gensensor-Experiment

nachzuweisen.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Das menschliche Genom

Die Entschliisselung des menschlichen Genoms, vor wenigen Jahren noch in weiter Ferne
vermutet, ist durch einen industriellen Ansatz der Sequenzierung schneller abgeschlossen
geworden, als vorhergesagt wurde. Zwei vorldufige Annotationen wurden im Februar 2001
zeitgleich von Nature und Science publiziert [The Genome International Sequencing
Consortium, 2001], [Venter et. al., 2001]. Nun steht die Forschung also vor der riesigen
Datenmenge der drei Milliarden Basenpaare umfassenden Sequenz des menschlichen Genoms
und damit trotzdem erst am Anfang der Nutzung dieses Wissens. Die Entschliisselung
weiterer Genome von Méusen, Affen und anderen Sdugetieren zeigt zunichst einmal auf, dass
grole Teile des menschlichen Genoms mit dem dieser Tiere iibereinstimmt. Eine zweite
ebenso fundamentale wie offensichtliche Erkenntnis besteht darin, dass nicht alle

menschlichen Genome gleich sind, es also interindividuelle Unterschiede gibt.

Die jetzt nachfolgende Nutzbarmachung der Genomdaten fiir die pharmazeutische und
medizinische Forschung wird der Medizin, in diesem Falle der molekularen Medizin, den
groBten Fortschritt bescheren, den es je gab. Allein die Sequenz des menschlichen Genoms,
bestehend aus ca. 3 Milliarden Basenpaaren, ldsst sich jedoch nicht direkt verwerten. Es
bedarf vielmehr einer funktionellen Zuordnung der annotierten Gene, einer Erkennung
individueller Unterschiede und einer Erforschung krankheitsrelevanter Teilbereiche des
Genoms. Beispielsweise existieren ca. bei jeder 1000. Base Unterschiede zwischen
Individuen, sogenannte Punkmutationen oder SNPs (single nucleotide polymorphisms),
insgesamt also ca. 3 Millionen. Von nur sehr wenigen bekannten Mutationen ist jedoch eine
phénoptypischer Bezug bekannt, also beispielsweise eine Krankheit. Ein Beispiel ist die
Mucoviszidose (cystische Fibrose), die nachweislich auf die Verdnderung nur einer einzigen
Base in einer Genregion des Genoms beruht. Jedoch lassen sich aus sogenannten konserviert
vererbten Teilbereichen des Genoms, den sogenannten Haplotypen, trotzdem Riickschliisse
auf einen Krankheitsbezug ziehen. In der Konsequenz dieser Erkenntnisse wird es in néchster
Zukunft verstirkt Studien geben, die versuchen werden, genomweit moglichst alle
Mutationen zu untersuchen, um mogliche Assoziationen zu Krankheiten oder bestimmten
phénotypischen Ausprigungen zu erkennen, um dann nicht zuletzt ein neues Zielmolekiil fiir

eine mogliche Therapie zu finden.



6 2 THEORETISCHER TEIL

2.2 Genomanalyse

Mit der Sequenzierung des menschlichen Genoms, sowie der Genome einiger anderer
Organismen wie Maus, Ratte, aber auch Modellorganismen wie Drosophila Melanogaster und
Saccaromyces Cervisiae, werden der Forschung Werkzeuge an die Hand gegeben, die eine
globale Analyse der Funktion von Genen erlauben [The Genome International Sequencing
Consortium, 2001], [Venter et. al., 2001]. Nun muss unter Nutzung modernster Methoden
eine Funktionsanalyse dieser Daten durchgefiihrt werden. Dies erfolgt meist durch eine
multiparallele Analyse der Genexpression, indem die Konzentrationswerte der mRNA in
bestimmten Geweben oder Zellen bestimmt und mit denjenigen anderer, beispielsweise
gesunder Zellen verglichen werden [Evans 2000], [Genome Prospecting, Science 1999],

[Schneider et al. 1996].

Diese Analysenmethode, vielfach subsummiert unter dem Begriff ,,Genomics®, betrachtet die
Gesamtheit aller Gene eines Gewebes bzw. einer Zelle zu folgenden Zwecken:

Erkennung oder Auffinden spezifischer Genexpressionsmuster zur Unterscheidung

von erkranktem und gesundem Gewebe, respektive der Auffindung

krankheitsassoziierter Gene.

Aufkliarung der Beteiligung bestimmter Gene an bestimmten Krankheitsverldufen

oder anderen Phénotypen

Unterscheidung von kranken und gesunden Geweben/ Zellen.

Zuordnung der interindividuellen Unterschiede der Menschen zu einem

Mutationsmuster (Genotyp-Phinotyp Assoziation).

Erkennung des jeweiligen Organismus anhand seines Genoms (Hefen, Pilze, HI-

Virus, pathogene Keime wie Legionellen, 0.4., in jiingerer Zeit auch von Pflanzen)
Als Ergebnis einer Genexpressionsanalyse erhdlt man i.d.R. Aussagen tber differenziell
exprimierte Gene, d.h. iiber unterschiedliche Konzentrationen an mRNA in den verglichenen
Proben. Diese Gene dienen dann als Grundlage fiir weitere Erforschung der zelluldren
Vorgéinge, oder werden zum Teil auch als Marker-Gene fiir die untersuchte Krankheit

eingesetzt.

2.2.1 DNA, Oligonukleotide

2.2.1.1 DNA-Struktur und Wechselwirkung

Die genomische DNA, die in den frithen zwanziger Jahren des 20. Jahrhunderts als Triager der

Erbinformation von Lebewesen, also als Baustoff der sog. Gene erkannt wurde, besteht aus
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einer langen Polymerkette, gebildet aus vier verschiedenen, chemisch &hnlichen
Untereinheiten, den sogenannten DNA-Basen. Watson und Crick schlossen 1953 aufgrund
von vorher publizierten Rontgenstrukturdaten und der damals schon bekannten Tatsache, dass
die DNA doppelstringig vorliegt, auf die heute allgemein anerkannte Struktur der DNA, einer
gegenldufigen Doppelhelix. Diese kommt in verschiedenen Auspridgungen, der A, B und Z-

Form vor, wobei die B-Form die bei weitem vorherrschende Struktur darstellt.

Abbildung1  B-Form der DNA. Die gegenliufige, doppelhelikale Struktur wurde 1953 durch Watson
und Crick auf der Basis von Vorarbeiten ausgearbeitet.
Chemisch gesehen besteht die DNA aus einer polymeren Kette von aneinandergereihten
Zuckerphosphatresten (Desoxyribose-Phosphat) an die jeweils entweder Purinbasen (Adenin,
Guanin) oder Pyrimidinbasen (Cytosin, Thymin) gebunden sind. Die Wechselwirkung
zwischen den gegenldufig verlaufenden Stringe beruht auf Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen diesen Basen. Dabei sind zwischen Adenin und Thymin zwei und zwischen Cytosin
und Guanin drei solcher Wasserstoffbriickenbindungen moglich. Letztere Wechselwirkung
trdgt deshalb einen etwa 50% groferen Anteil zur Stabilitdt der Doppelhelix (also der
sogenannten DNA-DNA Wechselwirkung) bei als die erstere [Alberts 1995, Mol. Biol. d.
Zelle]. Der Vorgang der Trennung von DNA-Doppelstringen wird im allgemeinen als
Schmelzen bezeichnet, was von der Analytik der Stirke der DNA-DNA-Wechselwirkung
herriihrt. Verschieden lange DNA-Fragmente haben unterschiedliche "Schmelztemperaturen"
aufgrund ihrer unterschiedlichen Affinitdt. Das Schmelzen ldsst sich im UV-Spektrometer
beobachten; man erkennt am ,,Schmelzpunkt® einen schlagartigen Anstieg der Extinktion.
Den umgekehrten Vorgang, das ,,Zusammengehen® zweier komplementirer DNA-Fragmente
zu einer Doppelhelix nennt man Hybridisierung. Die Stirke und Geschwindigkeit der

Hybridisierung ist von der Sequenz, der Lange der Teilstiicke der DNA sowie von dufleren
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Faktoren wie Temperatur und Salzkonzentration abhdngig. Dies alles muss bei Hybridi-
sierungsexperimenten mit DNA oder DNA-Oligonukleotiden zu analytischen Zwecken
beachtet werden.

Folgende Abbildung zeigt schematisch die Wechselwirkung zwischen den DNA-Basen.

Cytosin H Guanin

Grafik: Ralph Oliver Schunk

Abbildung 2 Basenpaarung in der DNA-Doppelhelix.”

In jlingerer Zeit konnten DNA-Fadenmolekiile sogar mit AFM auf Glimmeroberfldchen direkt
betrachtet werden. Siehe zum Beispiel [Yong-Ye 2000]. Auch heute noch beschéftigt die
Strukturvielfalt von DNA die Wissenschaftler und neueste Erkenntnisse zu Uberstrukturen
wir Triplexbildung oder auch Erkenntnisse zur Selbstorganisation bestimmter DNA-

Sequenzen zu komplexen Strukturen werden noch gewonnen [La Bean 2000].

2.2.1.2 Antisense Oligonukleotide

Fiir den Einsatz von DNA-Oligonukleotiden in der Krebstherapie werden verschiedene
Ansitze verfolgt, die auf der Wirkung der Oligonukleotide auf die Genexpression auf der
Ebene der mRNA beruhen. Die Hybridisierung des Oligonukleotids an den sog. sense-
Sequenz der mRNA gibt dem Ansatz den Namen ,Antisense-Technik®. Chemische
Forschungsansitze, welche diese Strategie unterstiitzen und die lokale Verfiigbarkeit des
Oligonukleotids in der Zelle erhdhen sollen dienen der Verbesserung/Optimierung der
Affinitdt zu Zielsequenz, der Verbesserung der Zellgéngigkeit und der Erhéhung der
metabolischen Stabilitdt der Oligonukleotide [Mateeva 1998], [Mizuta 1999].

? Beide Abbildungen von http:/www.drd.de/helmich/bio/gen/reihe2/ mit Herkunftsnachweis genehmigt.
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Fiir die Entstehung eines Proteins wird die DNA "abgelesen", d.h. transkribiert. Dabei wird
sie in mRNA umgeschrieben. Im darauffolgenden Schritt entsteht am Ribosom das
entsprechende Protein.

Zu bestimmten therapeutischen Zwecken soll auf der Ebene der Transkription und Translation
der DNA gezielt, d.h. sequenzspezifisch eingegriffen werden. Hierzu gibt es prinzipiell zwei
Moglichkeiten. Bei der sogenannten Antigen-Strategie wird die Transkription also das
Ablesen eines Gens durch die Bildung einer Tripelhelix verhindert [Thuong und Helene
1993]. Die Triplexbildung erfolgt dabei mit einem Oligonukleotid an der Doppelstrang-DNA
[Krebsmedizin, Spektrum d. Wissenschaft, 1996]. Bei der Antisense-Strategie gilt es dagegen,
die mRNA nach der Transkription durch Hybridisierung mit einem Oligonukleotid zu
blockieren und so deren Ubersetzung in ein Protein am Ribosom zu verhindern. Die
Konzentration dieses bestimmten Proteins in der Zelle soll dadurch gesenkt werden. Der
zusitzliche Effekt ist die Erkennung von freier, hybridisierter mRNA in der Zelle durch das
Enzym RNAse-H, die den Doppelstrang dann hydrolytisch spaltet. Erstmals wurde die
Therapie mit sogenannten Antisense-Oligonukleotiden von Stephenson und Zamenic bereits

vor iiber 20 Jahren getestet [Zamenic 1978]

Anfisense ofigonucizofids

,-"'L"‘rr
Sestl
ceta

504

T

L Aming acids

Ribosome Frotein

Abbildung 3 Das Antisense Prinzip (aus facts about life, lifescience.de)

Die Auswahl von Oligonukleotiden, die fiir eine Antisense Therapie in Frage kommen
unterliegt bestimmten Auswahlkriterien, die einerseits die molekulare Wechselwirkung in der
Zelle andererseits die Bioverfiigbarkeit des potentiellen Wirkstoffs betreffen.

Ersteres bestimmt hauptsdchlich die Sequenzauswahl, d.h. die mdglichst gezielte
Ausschaltung des entsprechenden Gens. Hierbei wird mindestens ein 17mer-Oligonukleotid
notwendig sein, um die Wahrscheinlichkeit einer Kreuzreaktivitit und damit einer
unerwiinschten Nebenwirkung so gering wie moglich zu halten. Statistisch gesehen kommt

eine Sequenz aus 17 Basen nur einmal im gesamten menschlichen Genom vor. Die
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Hybridisierung zur mRNA muss dabei optimal sein und kann moglicherweise durch
chemische Modifikation der eingesetzten Oligonukleotide noch verstirkt werden. Diese
chemischen Modifikationen sind daher Gegenstand intensiver Forschung und dokumentiert
beispielsweise durch [Uhlmann 1995].

Die Bioverfiigbarkeit des Antisense-Wirkstoffes wird durch zwei Faktoren bestimmt. Erstens
die Zellgingigkeit und zweitens die Abbaurate des Wirkstoffes in der Zelle. Beides kann
durch chemische Modifikation der eingesetzten Sequenzen beeinflusst werden. Wahrend die
Zellgéangigkeit z.B. durch hydrophobe 3'- oder 5'-Modifikationen verbessert werden kann,
wird der Nukleaseangriff z.B. durch eine Riickgrat-Modifikation zum Thioat oder Dithioat
entscheidend verhindert. Auch der Einsatz kiinstlicher DNA-Analoga, wie z.B. PNA (siche
Kapitel 2.2.1.3) ist hierbei erfolgversprechend.

Da Modifikationen gleich welcher Art sich auf die Hybridisierung des Antisense-Oligo-

nukleotids auswirken konnen, ist es notwendig, diese Einfliisse in-vitro zu testen.

2.2.1.3 PNA

Eine Peptid-Nukleinsdure, sog. PNA (peptide nucleic acid) ist ein DNA-analoges Molekiil, in
dem eine N-(2-aminoethyl)glycin-Struktur die normale Zucker-Phosphat-Struktur des
Riickgrats der DNA ersetzt. Dadurch erhilt sie einzigartige chemische und physikalisch-
chemische Eigenschaften, insbesondere eine hohe chemische und biologische Stabilitét bei
gleichzeitigem Erhalt der spezifischen Affinitit zu komplementiren Nukleinsduren. Diese
chimiren Molekiile wurden zu Beginn der 90er Jahre von Prof. Peter Nielsen erstmals
synthetisiert und in der Folge von der Firma Boston Probes kommerziell hergestellt und
vertrieben [Nielsen et. al, 1991 und Egholm et. al. 1993]. Die Synthese der PNA lisst sich
analog der Peptidsynthese an der festen Phase mit herkdmmlicher Fmoc- oder BoC-
Schutzgruppenchemie ausfithren und ist auch fiir Standard-Peptidsynthesizer geeignet.

Abbildung 4 zeigt die Struktur von PNA im Vergleich mit DNA.
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Abbildung 4 Struktur von Peptid-Nukleinsiiuren im Vergleich zu DNA. B steht fiir die Basen

Thymin, Adenin, Guanin und Cytosin.

PNA

Abbildung 5  Hybridisierung von PNA- und DNA-Einzelstringen zu einem Doppelstrang.

Die Eigenschaft zur Hybridisierung mit natiirlichen Nukleinsduresequenzen ist trotz vollig
verdandertem Riickgrat gegeben, wie dies in Abbildung 5 schematisch gezeigt ist. Die
gegeniiber DNA erhohte Affinitét bei der gleichen Anzahl von komplementiren Basenpaaren
ist auf die FEigenschaft des hoheren TM Wertes zuriickzufiihren. (Bei DNA-DNA
Hybridisierung wird hdufig nicht von einer Gleichgewichtsreaktion gesprochen, da durch die
Linge der Ketten natiirlicher Erbsubstanz die Gesamtreaktion nicht auf zwei einzelne
Molekiile, sondern nur auf ein einziges Makromolekiil zuriickgefiihrt werden kann. Dafiir
wird der Begriff des Schmelzpunktes, TM, eingefiihrt. Das ist die Temperatur, bei der sich die
Doppelstriange in Einzelstrdnge trennen, wenn die DNA erwirmt wird. Demgegentiber ist die

Betrachtungsweise der Hybridisierung als einer bimolekularen Reaktion bei kurzen
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Oligonukleotiden durchaus angemessen und deshalb auch die Einfiihrung einer Affinitét als
sinnvoll anzusehen.)

Die Figenschaften des ungeladenen Riickgrats der PNA, lassen diese auch fiir
Bindungsstudien mit Proteinen interessant erscheinen, da unspezifische Wechselwirkungen,
die nur auf elektrostatische Kréfte zuriickgehen und nicht auf eine "biomolekulare
Erkennung" solche Analysen insbesondere bei bestimmten, d.h. basischen, pH Werten
erschweren.

PNA besitzt neben der bereits erwdhnten erhohten Affinitdt zur Zielsequenz bei gleicher
Sequenzlidnge eine hohe Stabilitdt gegeniiber Nukleasen, da sie von diesen Enzymen héufig
erkannt wird [Schwarz et. al. 1999]. Die gegeniiber natiirlichen Oligonukleotiden verringerte
Loslichkeit in Wasser schldgt dabei allerdings bei der Strategieentwicklung fiir die
Immobilisierung zunichst als Nachteil zu Buche [Loakes 2001], [Lohse 1999].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden PNA-Oligonukleotide als Fangermolekiile auf Oberfldchen
immobilisiert und eingesetzt, um die jeweilige Stabilitdt und Spezifitéit dieser Oberflachen zu
optimieren. Die Verwendung der PNA als Sonde auf DNA (PNA) Mikroarrays wurde
erstmals von Hoheisel et. al. beschrieben und nutzt den Vorteil der PNA eine hohere Affinitét
(oder einen niedrigeren Tm) zu normalen DNA-Oligonukleotiden zu besitzen und damit die
Diskriminierung von Mutationen technisch zu vereinfachen. In Kombination mit in-situ
Synthese der PNA Oligonukleotide auf dem Array steht damit eine leistungsfahige
Alternative zu herkommlich erzeugten DNA-Arrays zur Verfligung. Nicht zuletzt sind
patentrechtliche Aspekte als Triebfeder dieser Entwicklungen dabei von nicht geringer
Bedeutung.

Der Einsatz von PNA-Sonden zur Antisense-Therapie ist dagegen weiterhin umstritten. Lost
die PNA das Problem der Bioverfiigbarkeit unter dem Aspekt der besseren Zellgangigkeit und
der besseren Stabilitdt gegen enzymatischen Abbau, so wird dieser positive Effekt durch die
sehr viel schlechtere Loslichkeit des Molekiils vermutlich {iberkompensiert. Ebenso wie mit
herkdmmlicher Antisense-Technologie sind daher auch mit PNA-Sonden noch keine durch-

schlagenden Therapieerfolge erzielt worden.
2.2.2 Analytik auf Mikroarrays

Vielfach unter dem Stichwort DNA-Chiptechnologie besprochen wird eine sich seit den 90er
Jahren rasant verbreitende Idee, oberflichengebundene analytische Tests auf planaren Trégern
in hoher Zahl gleichzeitig durchzufiihren. Letztlich handelt es sich, trotz des naheliegenden

Analogieschlusses zur Computerwelt aber bei den biochemischen Analysensystemen (noch)
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nicht um in diesem MaBe hochintegrierte Bauteile, wie es z.B. Transistoren in einem Intel-
Chip sind. Daher ist der Ausdruck Mikroarray, der eine gitterartige Anordnung von Sonden
auf einer Oberfldche beschreibt, in diesem Fall vorzuziehen.

Unter DNA-Mikroarraytechnologie versteht man die Anordnung von Sonden auf einer
Oberfliche zum Nachweis der Genaktivitit durch Hybridisierung mit Probenmaterial aus
Geweben. Aus der Anzahl von regulierten Genen beim Menschen von ca. 30.000 - 35.000
ergibt sich die Notwendigkeit fiir alle diese Gene (mindestens) eine Sonde bereitzustellen. Die
Dichte solcher Arrays liegt im Bereich von einigen wenigen bis etwa hundert Mikrometern
Abstand zwischen den Sonden, je nach Herstellungsverfahren (vergleiche die Dichte von
Transistoren auf einem Intel Pentium Chip von etwa 0,15 pm oder kleiner).

Die Moglichkeit, mit einem solchen Array die Gesamtheit aller Gene erfassen zu konnen,
beschleunigt die Arbeit heutiger Molekularbiologen um ein Vielfaches. Die seit Mitte der
neunziger Jahre laufenden Anstrengungen sind riickblickend in [Ramsay 1997] aufgefiihrt,
Aspekte der Kommerzialisierung der DNA-Mikroarray-Techologie sind in [Marshall 1998]
ibersichtlich zusammengefasst.

Trotzdem sind technische Limitierungen auch noch bei heutigen Mikroarray-Experimenten
nicht von der Hand zu weisen. Z.B. lassen sich die meisten regulativen und daher nur gering
exprimierten Gene nur dadurch nachweisen, dass die Proben-RNA vorher einer Amplifikation
durch PCR unterworfen wird. Die so gewonnenen Proben sind allerdings einer quantitative
Auswertung aufgrund der Charakteristik der PCR Amplifikation nur noch bedingt zugianglich
[Blohm 2000].

Auch detektionsseitig, wie spiter besprochen (2.3.2), sowie in der Datenauswertung, finden
sich in der heutigen Mikroarray-Technologie viele Limitierungen und Verbesserungs-
moglichkeiten. Eine vollig neue Disziplin der Biologie, die Bioinformatik, muss sich nun mit
den vorher nicht vorhandenen Problemen der groBen Probenzahlen und Messdaten widmen
[Mills 2001].

Der Probenaufgabe auf Mikroarrays wurde ebenfalls lingere Zeit wenig Beachtung
geschenkt, dabei ist die Hybridisierungseffizienz bei einem solchen Experiment davon sehr
stark abhédngig. Ansétze zur Kombination mit Mikrofluidik sind daher naheliegend, wie z.B.
in [Sanders and Manz 2000] ausgefiihrt wird.

Genomik-Experimente auf Mikroarrays haben sich aufgrund ihrer spezifischen Vorteile
schnell zu einem Quasi-Standard in der molekularbiologischen und klinischen Forschung
entwickelt. Im Einzelnen konnen diese durch folgende Vorteile charakterisiert werden:

Mikroarrays ermdglichen einen hohen Durchsatz bei relativ geringen Kosten pro Experiment,
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die Experimente sind zumindest teilweise und vergleichend quantifizierbar
(Genexpressionslevel von ca. 1:5), sie resultieren in einer sehr groen Informationsbreite
durch eine hohe Dichte der Probenpositionen auf den Arrays (z.B: alle Gene einer Spezies
reprisentiert auf einem Mikroarray) und durch Wiederholungs- und Vergleichsexperimente
auf einem Array erhdlt man auch eine groBe Informationstiefe. Weiterhin sind im Vergleich
mit zellbasierten Assays oder Gelelektrophorese mehr und qualitativ bessere Aussagen
moglich, wobei nicht zuletzt die kleinen Probenmengen, welche fiir ein Array-Experiment
bendtigt werden, eine Losung des verbreiteten Problems der begrenzten Probenmenge in der

klinischen Forschung bieten.
2.2.3 Anwendungen von DNA Mikroarrays

Die Vielfalt der Testverfahren auf Mikroarrays ist im Genombereich einteilbar in die
Kategorien = Sequenzierung, Genexpressionsanalyse und Mutationsanalyse.  Allen
Testverfahren ist gemeinsam, dass durch die groB3e Zahl verfiigbarer genomischer Information
eine hohe Parallelitidt der Analysen von entscheidender Bedeutung ist. Als Beispiel sei hier
eine Mutationsstudie angefiihrt, bei der 1000 Individuen moglichst genomweit auf ca.
200.000 Mutationen vergleichend untersucht werden sollen. Alleine diese Studie wiirde nach

heutigen Standards (ca. 50.000 SNPs pro Tag moglich) bereits mehrere Jahre dauern.

Im folgenden sind die wichtigsten Charakteristika der angefiihrten Untersuchungsmethoden
beschrieben:

Bei der Genidentifizierung/-sequenzierung geht es um die Entdeckung unbekannter Gene und
ihrer potentiellen Funktion und die Sequenzierung neuer Genome verschiedener Spezies.
Auch fiir die Identifikation von Geweben bzw. Spezies anhand ihrer genomischen
Sequenzinformation wird Sequenzierung teilweise eingesetzt [Stomakhin 2000], [Lindroos
2001].

Die Genexpressionsanalyse ermoglicht die Feststellung des Genexpressionsstatus einer Zelle
oder eines Gewebes auf mRNA Ebene. Die sogenannte differentielle Genexpressionsanalyse
vergleicht dabei krankes und gesundes Gewebe auf mRNA Ebene. Daraus lassen sich
krankheitsrelevante Gene erhalten, die zu einem besseren Verstindnis der Krankheit fiihren
oder eine Therapie ermdglichen kdnnen. Als Sonden fiir die Genexpressionsanalyse wurden
hiufig cDNAs verwendet, solange noch nicht alle Sequenzen des menschlichen Genoms
bekannt waren. AuBBerdem wurden diese als spezifischer im Vergleich zu kurzen, auf der

Oberfldache synthetisierten, Oligonukleotidsonden angesehen [Schena 1997]. Heute werden
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auch langere, synthetische Oligonukleotide bis zu 70 Basen als Féngermolekiile eingesetzt
[Lockard and Winzeler, 2000]. Eine der ersten riickblickenden Betrachtungen zum Einsatz
von Mikroarrays zur Genexpressionsanalyse wurde bereits 1996 von Schena vorgestellt
[Schena 1996]. Ein exemplarisches Beispiel zum Einsatz eines cDNA Mikroarrays fiir ca.
1000 Gene zur Entdeckung krankheitsbezogener Gene fiir entziindliche Erkrankungen findet
sich in [Heller et al. 1997].

Abbildung 6 veranschaulicht den allgemeinen Ablauf eines Mikroarray-Experiments zur
Genexpressionsanalyse. Die entsprechenden Sondensequenzen werden ausgewédhlt und auf
das Mikroarray gebracht (siche Kapitel 2.5.1). Die Proben-RNA wird aus dem
entsprechenden Gewebe isoliert und meist iiber einen RT-PCR-Schritt (RT=Reverse
Transkription, schreibt RNA in ¢cDNA um) markiert. Danach erfolgt die Hybridisierung auf

dem Mikroarray und die Auswertung, meist durch scannende Fluoreszenzdetektion.
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Abbildung 6 Schematischer Ablauf eines Mikroarray Experiments

Um herauszufinden, welche Gene in verschiedenen Geweben angeschaltet sind, bendtigt man
hochintegrierte Mikroarrays. Mit der Entwicklung von DNA-Mikroarrays wurde es erstmals
moglich, bis zu 30.000 Gene anhand von auf dem Mikroarray reprasentierten cDNA-
Bibliotheken bzw. Oligonukleotiden zu untersuchen. Dabei kommt isolierte und iiber RT-
PCR umgeschriebene mRNA zum Einsatz.

Heute ist die Firma Affymetrix der Marktfilhrer bei Mikroarrays zur differenziellen
Genexpressionsanalyse und Mutationsanalyse auf Mikroarrays. Allerdings stellen kleinere
Labore und Konsortien immer noch in groBem MaBstab fiir sie spezifische Mikroarrays selbst

her, da die Methode der in-situ Synthese von Oligonukleotidsonden an der Oberfldche der
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Affymetrix-Arrays eine schlechte Qualitdt nachgesagt wird. Dieser Markt wird mit

zahlreichen Herstellern von spezifischen Oberfldchen und Immobilisierungssystemen bedient.

Eine weitere verbreitete Anwendung von Mikroarrays ist die Mutationsanalyse, also die
Untersuchung von Punktmutationen, sogenannten SNPs (single nucleotide polymorphisms)
auf dem Genom. Diese machen die Unterschiede zwischen Individuen aus. Auf dem gesamten
Humangenom gibt es Mutationen in ca. jeder tausendsten Base. Damit geht man von etwa
drei Millionen SNPs aus [Gilles 1999], [Tillib 2001], [Dubiley 1999].

Bei der Analyse von Mutationen lassen sich drei Hauptanwendungen unterscheiden: Erstens
werden Mutationen in bestimmten Genen gesucht, um einen direkten Einfluss auf ein
bestimmtes Protein zu untersuchen, welches wiederum als Zielmolekiil fiir eine mdgliche
Therapie einer Krankheit dienen kann. Als Beispiel kann hier die bereits gefundene Mutation
dienen, welche die Erbkrankheit Korea Huntington ausldst. Zweitens werden sog. "Linkage
Studien" zur Erkennung von (moglicherweise krankhaften) polygenen Verdnderungen
durchgefiihrt. Diese ermdglichen die Verkniipfung gefundener Allelmuster (Muster von
Mutationen iiber einen bestimmten Bereich des Genoms) mit bekannten phénotypischen
Daten, z.B. einem bestimmten Krankheitsbild. Drittens sollen in Zukunft genomweite Studien
der Mutationen die Mdglichkeit zu weitergehenden Verkniipfungen von Genotyp zu Phénotyp
ermoglichen.

Auch die Untersuchung anderer Genotyp-Marker wie zum Beispiel der short tandem repeats
(STR) sind teilweise von den klassischen molekularbiologischen Untersuchungsmethoden auf
Mikroarrays tibertragen worden [Radtkey 2000].

Die Analyse von SNPs auf Mikroarrays steht heute in Konkurrenz zu homogenen
Testverfahren wie z.B. Real-Time-PCR (Roche, Applied Biosystems), die sich leicht
miniaturisieren, in hoher Parallelitdt bei niedrigen Kosten ausfiihren ldsst und den Vorteil der
genauen Quantifizierbarkeit besitzt. Die bisherigen Mikroarrays haben gerade hier
Schwichen, da durch die verwendeten Detektionsmethoden ein Nachweis ohne

vorangegangene PCR und damit eine genaue Quantifizierung bisher unmdglich ist.
2.2.4 Weitere Assayprinzipien basierend auf Mikroarrays

Wiéhrend in der vorliegenden Arbeit zundchst die Grundlagen fiir einen Einsatz
markierungsfreier Detektionsmethoden fiir genomische Testverfahren gelegt werden sollten
(weiteres zu Detektionsmethoden siehe Kapitel 2.3), ergeben sich aus weiterfiihrenden

Fragestellungen der Bioanalytik auch andere, weitergehende Einsatzgebiete fiir die
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markierungsfreie Mikroarray-Analytik. Diese sollen deshalb hier {iberblickartig angesprochen
werden.

Auf  DNA-Arrays lassen sich Dbeispielsweise auch spezifische DNA-Protein-
Wechselwirkungen, insbesondere von Transkriptionsfaktoren untersuchen [Bulyk 1999]. Die
Verwendung der DNA als ,,Affinitits-Anker* fiir andere mit komplementdrer DNA markierte
Molekiile, z.B. Proteine erlaubt sogenanntes DNA-gesteuertes Immobilisieren von
interessanten Biomolekiilen (DNA-directed Immobilisation) [Niemeyer et. al. 2001]. In
diesem Zusammenhang sind auch Oberflichen erwdhnenswert, welche spezifische Tag-
bindende Gruppen tragen, an die entsprechend getaggte Proteine direkt aus dem Uberstand
einer Zellkultur immobilisiert werden und dadurch der Analytik an einem DNA-Array
zuginglich gemacht werden kdnnen.

Auf sogenannten Antikérper-Arrays lasst sich die Optimierung monoklonaler Antikorper fiir
diagnostische und therapeutische Anwendungen durchfiihren. Weiterhin kénnen darauf
Antikorpern in hoher Parallelitit zum spezifischen Nachweis von Proteinen eingesetzt
werden. Ebenfalls moglich sind grundlegende Arbeiten, z.B. ein hochparalleles Epitop-
mapping.

Allgemein konnen auch Proteine auf sog. Protein-Arrays angeordnet werden, um damit z.B.
Proteinseparation durch Selektion iiber Affinitdten (auch mit Antikdrpern) zu ermoglichen.
Nachfolgend kann eine Proteinidentifizierung entweder durch den Einsatz von spezifischen
Antikorpern oder durch eine evtl. Kopplung mit weiteren Nachweismethoden wie MALDI-
MS, SELDI-MS etc. erfolgen. Auch unbekannter Bindemolekiile bzw. —proteine lassen sich
so identifizieren.

Nicht zuletzt konnen niedermolekulare Arrays also z.B. Arrays mit durch kombinatorische
Chemie erzeugten, niedermolekularen Liganden, als Werkzeug zur Wirkstoffsuche genutzt
werden. Die immobilisierten Liganden zum Hochdurchsatz-Screening kdnnen zusétzlich zur
kinetischen Charakterisierung der jeweils beobachteten Wechselwirkung herangezogen
werden.

Fiir einige der angesprochenen Testsysteme bzw. Anwendungen existieren bereits heute
kommerzielle Verwertungsstrategien, andere befinden sich noch auf dem Stand der
Grundlagenforschung. Allen ist aber gemeinsam, dass sie aus der Moglichkeit zur
markierungsfreien, kinetischen Messung entscheidende Vorteile ziehen konnen. Daher wird
gerade fir hochgenaue, funktionale Analysen im ,Post-Genom®“-Zeitalter die

markierungsfreie Detektion zu einem wichtigen Werkzeug werden.
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2.3 Detektionsmethoden
2.3.1 Optische Detektion

Unter optischer Detektion im Zusammenhang mit Mikroarrays versteht man den Spezialfall
der Erkennung von Wechselwirkungsereignissen an der Oberfliche des Arrays durch
Verianderung der optischen Eigenschaften. Im Gegensatz zur Spektroskopie, die i.d.R. daran
interessiert ist, die Eigenschaften von Materie selbst durch die Aufnahme optischer Spektren
(IR, UV-vis, Fluoreszenz, Raman etc.) aufzukliren, dienen hier die optischen Eigenschaften
gewissermallen als "Markierung" des eigentlich zu betrachtenden Molekiils, z.B. eines DNA-
Oligonukleotids. Ausnahmen bestehen z.B. in der Messung der intrinsischen Fluoreszenz bei

278 nm von Antikorpern zu deren Nachweis.

Eine erschopfende Aufzihlung aller optischen Detektionsmethoden wiirde den Rahmen dieser
Arbeit sprengen. Trotzdem sollen die gdngigsten Verfahren hier kurz dargestellt werden. Die
Detektion auf Mikroarrays zur Genomanalyse ist heute praktisch ausschlieBlich auf
Fluoreszenz- und in jiingerer Zeit Chemolumineszenzverfahren beschriankt. Neben den sehr
guten Nachweisgrenzen dieser Techniken, hat auch die einfache Handhabbarkeit der
Detektoren (heute hdufig CCD-Kameras oder Photomultiplier) zur ihrer weiten Verbreitung
gefiihrt.

Im Bereich optischer Biosensoren unterscheidet man zwischen direkt optischen
(markierungsfreien) und fluoreszenzbasierten Nachweisverfahren. Zu letzteren zihlt die
Wellenleitertechnik zur Anregung von Fluoreszenz durch das evanseszente Feld, z.B. zur
hochparallelen Detektion von Hybridisierung, [Budach 1999]. Sogar mit einem einfachen
Computer-Scanner auszulesende Mikroarrays mit Gold- bzw. Silberpartikeln kénnen zu den
optischen Detektionsmethoden gez&hlt werden [Taton 2000].

Auch Systeme, die eigentlich Fluoreszenz als Auslesemethode nutzen, konnen in der Lage
sein, unmarkierte DNA-Fragmente zu detektieren. Diese Moglichkeit kann beispielsweise
darauf beruhen, dass die spezifische Hybridisierung an einem fluoreszenzmarkierten Partikel
erfolgt und die ortliche Lage und das Vorhandensein des Partikels die analytische Information
liefert [Steemers 2000]. Jiingst im Arbeitskreis Prof. Gauglitz entwickelte Verfahren konnen
unmarkierte DNA-Fragmente detektieren, wenn sich der Fluoreszenzfarbstoff an der
immobilisierten Sonde befindet und so der eigentliche Analyt nicht markiert sein muss [Seidel
2003], [www.clondiag.de]. Allerdings sind solche Testsysteme hauptsidchlich auf genomische

Assays beschrénkt und nicht ohne weiteres z.B. auf Proteine iibertragbar.
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2.3.2 Biosensoren und markierungsfreie Detektionsmethoden

Ein entscheidender Vorteil von direkt-optischen Detektionsverfahren gegeniiber
fluoreszenzbasierten Systemen ist die Tatsache, dass sie einen Bindungspartner an der
Oberfliche ohne vorherige aufwiéndige Fluoreszenzmarkierung erkennen koénnen. Die
Detektion erfolgt dabei meist zeitaufgelost. Allerdings sind die Signale unspezifisch fiir die
jeweiligen Liganden, so dass bei der Oberflichenchemie erheblicher Aufwand zur
Unterdriickung aller nicht-gewiinschter Wechselwirkungen getrieben werden muss. Eine
Ubersicht iiber markierungsfreie optische Transducer findet sich auch in [Brecht et al. 1995].
Die bekannten markierungsfreien Methoden sind Surface Plasmon Resonance (SPR),
Gitterkoppler und Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS).

In den 90er Jahren wurden eine Vielzahl von Anwendungen fiir optische Biosensoren
publiziert. Nur iiberblicksartig soll daher im Folgenden die breite Anwendungspalette dieser
Technik, mit Schwerpunkt auf das in dieser Arbeit behandelten Thema der DNA-Detektion,
dargestellt werden.

Mit markierungsfreien, zeitaufgelosten MeBmethoden lassen sich kinetische und
thermodynamische Parameter biomolekularer Wechselwirkungen bestimmen [Haake et. al.
2000] und sie sind somit auch fiir ein Screening nach neuen Wirkstoffen interessant
[Markgren et. al. 1999]. Die Einsatzmoglichkeit optischer Biosensoren zur Detektion der
Hybridisierung auf Mikroarrays konnte von [Wang 2000] bereits gezeigt werden. Erstmalig
konnte von Sauer gezeigt werden, dass die Hybridisierung von Oligonukleotiden auch auf
RIfS-Transducern nachgewiesen werden kann [Sauer 1999]. Einer der ersten ausfiihrlichen
Artikel zur SPR-Detektion verschiedener DNA-Manipulationen wie Strangtrennung,
Hybridisierung, enzymatische Modifikation wurde von [Nilsson 1995] verdffentlicht.
Genauere Untersuchungen zur Hybridisierungskinetik von DNA-Oligonukleotiden mit SPR
finden sich in [Kukanskis 1999].

Ein Durchbruch der Biosensor-Entwicklung war auflerdem die Moglichkeit der Detektion
kleiner Molekiile und Wechselwirkungen mit niedriger Affinitdt, z.B. gezeigt mit dem Biacore
[Karlsson et al. 1995] oder mit RIfS [Piehler et al. 1997]. Die Nachweisgrenzen der Systeme
hingen allerdings aufler von der Masse auch wesentlich von der Beladungsdichte an der
Oberfldache ab, so dass dieser ein besonderer Augenmerk in der Optimierung zukommen
muss.

Gerade wegen des breiten Anwendungsfeldes in der Bioanalytik, das momentan nur durch
den niedrigen Durchsatz der existierenden Systeme eingeschrénkt ist, und den Vorteilen einer

markierungsfreien Detektion, zeichnen sich auch im Gebiet der SPR vermehrt Anstrengungen
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ab, die bisherige Beschrinkung auf wenige Auslesekandle zu iliberwinden. [Steiner 1999],
[Guedon 2000], [Nelson 2001], [Lee 2001]. Firmen wie beispielsweise Applied Biosystems
(in Kooperation mit HTS Biosystems) und auch BIAcore arbeiten verstérkt an Mikroarray-
kompatiblen Plattformen fiir SPR. All diese Systems basieren ebenso wie die nachfolgend
beschriebene, parallele RIfS-Detektion auf CCD-Kameras. Allerdings haben die
beschriebenen Detektoren alle den Nachteil von bewegten Teilen innerhalb der optischen
Detektionsachse.

Nicht unerwédhnt bleiben soll in diesem Abschnitt auch die Moglichkeit der
elektrochemischen Detektion auf DNA-Mikroarrays wie z.B. in [Pividori 2000] beschrieben.
Es handelt sich dabei zwar nur indirekt um optische Detektion (z.B. durch
Elektrolumineszenzanregung), meistens wird die Verdnderung der Leitfdhigkeit oder der
komplexen Kapazitidt gemessen. Diese Anordnungen entsprechen der eingangs besprochenen
Bezeichnung DNA-Chip noch am ehesten, da sie wie elektronische, integrierte Schaltkreise

aufgebaut werden konnen.
2.3.3 Reflektometrische Interferenzspektroskopie, RIfS

Die Nutzung der RIfS zur zeitaufgelosten Detektion von Wechselwirkungen an der
Oberfliche geht zuriick auf [Gauglitz et al. 1993]. Im Bereich optischer Chemo- und
Biosensoren bestand die RIfS sehr bald auch Vergleiche mit anderen etablierten Biosensor-
Techniken wie SPR, Gitterkoppler etc. [Gauglitz in Sensors Update, Bd. 1, 1996]. Hier soll
nur sehr kurz die Funktionsweise des Detektionsprinzips erldutert werden, da dies an anderer

Stelle bereits ausfiihrlich und mehrfach nachzulesen ist [Gauglitz et. al. 1997].

RIfS beruht auf der Mehrfachreflexion von Weilllicht an diinnen Schichten. Werden
kohédrente Lichtstrahlen an planparallelen Grenzflachen, deren Schichtdicke im Bereich der
Wellenldnge liegt, mehrfach reflektiert, so kommt es zur Interferenz der reflektierten
Teilstrahlen. Je nach Schichtdicke kommt es dabei zu einer Verstirkung oder Abschwichung
der Intensitdt (konstruktiver oder destruktiver Interferenz). Es wird bei senkrechtem
Lichteinfall auf einem transparenten Schichtsystem gemessen (Abbildung 7, Lichteinfall ist
fiir die bessere Darstellung schridg eingezeichnet), an dem sich teilweise reflektierte

Lichtstrahlen unter Bildung eines charakteristischen Interferenzmusters iiberlagern.
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Abbildung 7  RIfS-Transducer

Andert sich nun die optische Schichtdicke der Interferenzschicht auf dem RIfS-Transducer
z.B. durch Bindung eines Rezeptors an einen auf der Oberfldche immobilisierten Liganden, so
verschieben sich die Extrempunkte des Interferogramms (zur Berechnung der Extrema und
Auswertung der Interferogramme vgl. [Kraus 1992]). Diese Anderung wird bei der
Reflektometrischen Interferenzspektroskopie zeitaufgeldst gemessen. Die Auflosung bei der

Detektion der optischen Schichtdicke n;-d; betrdgt bisher etwa 1 pm [Schmitt et. al. 1997].

— nyd;=700nm
n,d, = 720nm

Igtensitéit
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Abbildung 8 Verschiebung des Interferenzmusters in Abhiingigkeit von der optischen Schichtdicke

Die optische Schichtdicke kann aus dem Interferogramm durch Polynomregression an den
Kurvenverlauf eines Extremwertes bekannter Ordnung berechnet werden. Die
Bindungskurven lassen sich dann als diese Verdnderung der scheinbaren optischen

Schichtdicke gegen die Zeit registrieren.

2.4 Affinitatsreaktionen an der Oberflache

Die Detektion einer Affinititsreaktion (hier eines Antikdrpers) an einer Grenzfliche beruht
auf einer Abfolge mehrerer Prozesse. Der Rezeptor in Losung bindet an den immobilisierten
Liganden. Durch die Bindung an den immobilisierten Liganden verarmt die Umgebung der

Grenzflache an freiem Rezeptor. Dieser wird durch Diffusion aus der Losung nachgeliefert.
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Die Geschwindigkeit des ersten Prozesses wird durch die Bindungskinetik, die des zweiten
durch die Diffusion bestimmt. In Abbildung 9 ist dies nochmals schematisch dargestellt.

Formal handelt es sich hierbei um eine Folgereaktion, deren geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt man letztendlich detektiert. Eine genaue Betrachtung dieser Umsténde findet sich in

[Gauglitz et. al. 1997], [Glaser 1993] und [Eddowes 1990].

0 homogene Phase

Diffusionsschicht

Diffusion :I
[t

Kass o
—
Kaiss 0

Grenzflache

Abbildung 9 Prozesse bei der Detektion von Ligand-Rezeptor Wechselwirkungen an einer Grenzfliche

Oberflichenmodifikation

im Durchflufi, d.h. mit konstanter Dicke der Diffusionsgrenzschicht.

Oligonukleotide:

Wie bereits oben beschrieben handelt es sich auch bei der Hybridisierung von
Oligonukleotiden um eine sogenannte Affinitdtsreaktion, das heifit, die Gesamtwechsel-
wirkung setzt sich aus mehreren schwécheren, nicht-kovalenten Wechselwirkungen
zusammen. Im Falle der DNA-Hybridisierung sind dies Wasserstoftbriickenbindungen. An
der Oberfldche eines RIfS-Transducers kann diese Wechselwirkung bestimmt werden, indem
ein Oligonukleotid immobilisiert und ein zweites, komplementédres Oligonukleotid zur
Bindung angeboten wird. Der Vorgang der Hybridisierung kann so wie beschrieben

zeitaufgelost durch RIfS verfolgt werden.
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Abbildung 10  Zeitaufgeloste Beobachtung von Hybridisierungsreaktionen an der Oberfléiche mit RIfS

2.4.1 Parallele Detektion mit RIfS

Bereits in einem Artikel von [Brecht 1996] wird die Moglichkeit angesprochen, durch ein
bildgebendes Verfahren und dem Einsatz einer Kamera die Anzahl der Messkanile der RIfS
Detektion zu erweitern, ohne komplizierte optische Multiplextechnik einsetzen zu miissen. In
dieser Zeit wurden auch erste hochauflosende CCD-Kameras und Rechner mit entsprechender
Speicherkapazitit verfiigbar, so dass diese Weiterentwicklung moglich wurde.

Ein Aufbau der parallelen RIfS-Technik zum Einsatz fiir biologische Testverfahren im
Pharmascreening wurde im Verbundprojekt Librarian des BMBF entwickelt und ist erstmals
in [Rothmund et al. 1997] beschrieben. Eine Weiterentwicklung im Rahmen dieses Projektes
fiihrte zu einem Labormuster, das in der Lage ist, 96 und 384-well Mikrotiterplatten
auszulesen und damit auch den Kompatibilititsanforderungen fiir das Pharmascreening zu
geniigen. Ausfiihrliche Anwendungsbeispiele hierzu finden sich in [Birkert, 2002].

In der folgenden Abbildung wird das allgemeine Funktionsprinzip der parallelen RIfS-
Detektion erldutert. Wéhrend beim beschriebenen Einkanalaufbau ein Monochromator die
Wellenldngen im Spektrometer selektiert, wobei alle gleichzeitig detektiert werden, ist dies
beim Parallelgerit nicht mehr moglich, da eine Flache statt eines Punktes ausgelesen werden
muss. Daher erfolgt die Wellenléngenselektion zeitlich seriell und fiir jede Wellenlédnge wird
ein Kamerabild aufgenommen. Der Dunkelstrom des Detektors, hier der Kamera, wird vor

jeder Messung bestimmt. Als Referenzintensitit wird ein reflektierter Strahl verwendet, der
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nicht der Interferenz an der diinnen Schicht unterworfen wurde. Das gemessene Gesamtsignal

bei jeder Wellenlidnge setzt sich also wie folgt zusammen:

I(/I)Pixelx - IO,PLvelx

Signal(A, Pixel x) =
I(/I)R,Pixely - IO,Pixely

mit  I(A) gemessene Intensitdt am jeweiligen Pixel der Kamera
Io gemessener Dunkelstrom

Pixel x und y sind die jeweils zusammengehorigen Mess- und Referenzpunkte

CCD-Kamerabild des Chips mPp Rekonstruktion eines Interferenz-
bei jeder WellenléingeI spektrums an jedem spot
Glassubstrat
as
© 11
s [/ @ o
Interferenzschicht S I
§’ i:L%‘I Eo% Q
. 0 | | 1 | | | |

Wellenlange [nm]

Filterrad: CCD-Kamera:
sequentielle Ausleuchtung Detektion des reflektierten

an bis zu 7 Wellenlingen  Lichts, Bild bei jeder
Wellenlidnge

Abbildung 11 Zusammensetzung eines Interferogramms aus Messungen bei verschiedenen
Wellenldngen (hier z.B. 4). Die Referenzierung erfolgt simultan fiir jede Probenposition
auf dem Probentriger.

Aus den wellenldngenabhingigen Einzelsignalen an jedem Messpunkt kann durch

parabolische Anpassung die optische Schichtdicke an diesem Punkt bestimmt werden. Das

von der Software bestimmte Signal fiir jede Probenposition setzt sich dabei nicht Pixelweise
aus einzelnen Signalen zusammen, vielmehr wird der Wert aller Pixel, die zuvor als zu einer

Probenposition zugehorig bestimmt worden sind, zu einer Gesamtintensitidt addiert. Die

Anzahl der ausgewerteten Pixel in Referenz- und Probenposition sowie der Dunkelmessung

miissen also gleich grof} sein, um sinnvolle Zahlenwerte zu erhalten. Die Signalintensitidt wird

zusiétzlich auf eine Wellenldnge normiert, da die absoluten Maximalintensitdten aufgrund der

unterschiedlichen Transmission der eingesetzten Interferenzfilter unterschiedlich sind. Im

Falle der sequenziellen Messung ist es hier sogar mdglich, die CCD-Kamera fiir jede

Wellenldnge mit unterschiedlicher Integrationszeit zu betreiben, um jeweils den ganzen

Dynamikbereich der Kamera nutzen zu kénnen.
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2.4.2 Strategien zur Miniaturisierung

Bei der Miniaturisierung von Detektionsmethoden und Testverfahren flir biochemische
Fragestellungen ist in den neunziger Jahren zusammen mit der Mikroarray-Technologie ein
wahrer Boom ausgebrochen. Die wesentlichen Randbedingungen einer Miniaturisierung ist
das verkleinerte Volumen bis in den Nanoliterbereich und damit die Moglichkeit, bei
gleichbleibender Probenmenge viel mehr Tests durchfiihren zu konnen. Bei der beschriebenen
Reflektometrischen Interferenzspektroskopie beispielsweise kann im parallelen Aufbau mit
derselben Probenmenge 384 Messungen statt nur einer im FEinkanalaufbau durchgefiihrt
werden.

Zur Erreichung der Miniaturisierung haben sich Systeme etabliert, mit denen sich kleinste
Fliissigkeitsmengen handhaben lassen, sogenannte Nanodispensersysteme [Yang 2001]. Das
Limit dieser Verkleinerung liegt bei DNA-Assays in der Anzahl der zur Verfiigung stehenden
DNA-Molekiile fiir eine Analyse. Will man beispielsweise eine Probe von 1 ng DNA fiir
einen hochparallelen Testverfahren auf ca. 30.000 Probenpositionen verteilen, kommen
rechnerisch nur noch 0,6 Molekiile DNA auf eine Probenposition, d.h. im Schnitt enthalten
4 von 10 Positionen kein Molekiil.

Die Probenhandhabungssysteme werden in jlingster Zeit immer wieder mit Chip-Plattformen
kombiniert, auf denen auch bereits eine Ausleseeinheit integriert ist [Hosokawa 1999]. Man
erhofft sich von den sogenannten Lab-on-a-Chip Systemen, die viele der obengenannten
Merkmale der Miniaturisierung in einer Plattform vereinigen auch direkte, von der reinen
Forschung unabhdngige Anwendungen, beispielsweise im diagnostischen Bereich. [Talary
1998], [Hodgson 1998]. Ein Modellbeispiel fiir eine solche erfolgreiche Integration sdmtlicher
Probenhandhabungsschritte auf einer Plattform ist z.B. in [Anderson 2000] beschrieben. Dort
ist sogar bereits ein Affymetrix-Mikroarray auf der Silizium-Plattform integriert (Abbildung

12%).

3 Die Beschriftungen stammen aus der Publikation und sollen hier nicht im Detail erldutert werden.
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Abbildung 12  Integriertes Analysensystem mit Mikroarray nach [Anderson 2000]. In der linken H:ilfte
erkennt man die Kaniile zur Amplifizierung durch PCR (R1-M1-S1 etc.), in der Mitte ein
DNA-Mikroarray (R6).

Weitere Ansédtze zur Miniaturisierung von Bioassays beruhen vielfach auf Partikeln oder

Nanopartikeln, die meist auf eine bestimmte Art kodiert oder markiert sind und die z.B. mit

gingigen Zellsortiersystemen ausgelesen werden konnen [Smith 2000].

2.5 Oberfldachen fiir Mikroarrays

Wiéhrend die Notwendigkeit zur Immobilisierung von Biomolekiilen wie DNA,
Oligonukleotide, Antikorper, Proteine fiir die Detektion von Wechselwirkungen an
Grenzfldchen zu einer riesigen Vielfalt an Losungsansétzen gefiihrt hat, haben sich fiir DNA-
Mikroarrays im Wesentlichen zwei Verfahren etabliert. Entweder werden die bendtigten
Biomolekiile in-situ auf der jeweilig verwendeten Fldche synthetisiert, wie es vom
Marktfithrer Affymetrix bei seinen Gene-Chips betrieben wird, oder sie werden off-line
synthetisiert und durch Spotting-Systeme auf die Oberfldche aufgebracht.

Die verwendeten Materialien fiir Mikroarrays sind vielfdltig und durchaus nicht auf Glas bzw.
SiO; beschriankt. Die Auswahl erstreckt sich von Siliziumschichten [Jansshoff 1998] tiber
komplexe Wellenleiter aus SiOyN,, Goldoberflidchen (meist fiir SPR) bis hin zu Membranen
aus Kunststoff oder Cellulose. Die geeignete Oberflichenchemie ist so meistens eine
optimierte und spezifische Losung fiir die gewéhlte Technik. Die hier gezeigten Strategien
orientieren sich im Wesentlichen an der Einsetzbarkeit fiir die in dieser Arbeit verwendete
RIfS Methode.

Die Oberfldchenrauhigkeit ist dabei ein wichtiges Qualitdtskriterium und kann beispielsweise

durch AFM-Untersuchungen bestimmt werden. Folgende Abbildung zeigt die
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AFM-Aufnahme einer ultraflachen SiO,-Oberfldche fiir den Einsatz fiir RIfS-Messungen im

Vergleich zu einer silanisierten und mit Polyethylenglycol behandelten Oberfldche.

Abbildung 13 AFM-Aufnahmen von der Modifikation einer ultraflachen SiO,-Oberfléiche (links) mit
einem Polymer (rechts).

Trotzdem letztere als besonders homogen angesehen wird, veridndert sich die beobachtete

Rauhigkeit um fast einen Faktor zehn. Die meisten schlecht reproduzierbaren Effekte auf

Oberflichen konnen daher vermutlich auf (Sub-)Strukturen im Nanometer-Bereich

zuriickgefiihrt werden. Eine entsprechende Charakterisierung der eingesetzten Oberfldchen ist

stets notwendig.
2.5.1 Kovalente Immobilisierung von Oligonukleotiden auf Mikroarrays

Die weitaus meisten Mikroarrays zur Genomanalytik basieren auf Glasschichten oder Nylon-
membranen. Demgegeniiber herrschen in der Biosensorik Goldoberfldchen (fiir SPR) vor. In
der Reflektometrie und vielen anderen Wellenleitertechniken kommt dagegen wieder eine
SiO, oder &dhnliche Schicht zum Einsatz, die vorab silanisiert wird, um cine dedizierte
funktionelle Gruppe an der Oberfldache in groer Homogenitéit zur Verfiigung zu stellen. In
Abbildung 14 ist eine allgemeine Strategie vorgestellt, wie im Prinzip auf allen diesen
Oberflachenarten eine kovalente Immobilisierung von Oligonukleotiden erreicht werden

kann.
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Abbildung 14  Allgemeine Strategien zur kovalenten Immobilisierung von DNA auf Mikrochips (aus

[Beier 1999])

Mikroarrays werden auf zwei Arten mit Oligonukleotiden oder cDNA belegt. Erstens konnen
sie direkt an der Oberfliche in-situ synthetisiert werden, wie dies von Affymetrix
(www.affymetrix.com), Clondiag (www.clondiag.com) oder auch Febit (www.febit.de)
realisiert wird. Werden dabei nasschemische Methoden verwendet, kann die Synthese-
ausbeute mit der einer off-line Synthese vergleichbar sein, wéhrend bei den von Affymetrix
eingesetzten photolithographischen Verfahren keine hohen Ausbeuten erzielt werden. Eine
besondere Variante der photolithographischen Synthese ist die von Febit eingesetzte Methode,
bei der die Mikroarrays zunichst nur aus einem mikrofluidischen Chip bestehen, auf den dann
vom Kunden in einem vollautomatisierten Syntheseprozess Oligonukleotide erzeugt werden.
Dies ist eines der schnellsten bekannten Systeme und kann bis zu 10.000 Oligonukleotide in
ca. zwei Stunden auf dem Mikroarray erzeugen.

Als zweite Moglichkeit konnen vorsynthetisierte Oligonukleotide auf die Oberfliche
aufgebracht werden. Hierzu muss diese zuvor aktiviert werden. Die gdngigste Methode zur
hierzu stellt die aus der Peptidchemie bekannte Kupplung einer mit Succinimid aktivierten
Carboxylgruppe mit einer Aminogruppe am Oligonukleotid dar. Eine ausfiihrliche
Gegentiberstellung der verschiedenen Methoden findet sich in [Beier 1999]. In dieser Arbeit
werden zur Immobilisierung vorsynthetisierte Oligonukleotide (20mere) mit Aminofunktion
verwendet.

Weitere Immobilisierungstechniken haben sich vor allem im Bereich der Biosensoren als
spezifische Losungen fiir bestimmte Detektionssysteme und Anwendungsfille herausgebildet.

Erwdhnenswert sind z.B. Ansitze, welche die Dichte an der Oberfliche durch
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selbstorganisierte Schichten optimieren. Einen Uberblick iiber diese Techniken gibt [Everhart
1999]. Beispielsweise ldsst sich Acrylamid zusammen mit Acrlyamid-funktionalisierten
Oligonukleotide direkt auf der Oberfliche zur Copolymerisation bringen [Rehmann 1999].
Silanisierte Oligonukleotide fiihren bereits zu einer Oligonukleotidbelegung wihrend des
Silanisierungsprozesses auf Glasoberflichen [Kumar 2000]. In dieselbe Richtung gehen auch
die Uberlegungen von [Pirrung 2000] oder [Cras 1999], denen es gelang, durch die Art der
Silanisierung die Oberflichendichte zu optimieren. Thiolmodifizierte Oligonukleotide kdnnen
direkt auf Goldoberflichen aufgebracht werden [Yang 1998]. Sie bilden dort selbst-
organisierende Monoschichten und lassen sich daher in groBer Dichte, zweidimensional
immobilisieren [Huang 2000].

Schon bald wurde allerdings fiir den Biosensor-Bereich erkannt, dass auBer der Qualitét der
Silanisierung der Einbau von Zwischenschichten positiven Einflul auf die unspezifische
Bindung hatte. So lieen sich z.B. Antikorperbindungen an Oberflichen fiir SPR-Systeme
optimieren [Toyoma 1998]. Insbesondere fiir die Arbeiten mit Proteinen erwies sich eine
Polyethylenglycol-Zwischenschicht als sehr gut geeignet [Piehler 2000].

Das Signal-zu-Rauschverhéltnis als der wichtigste Parameter in der Biosensoroptimierung
kann auBerdem noch durch eine moglicht grole Anzahl an spezifischen Bindungsstellen an
der Oberfldche begiinstigt werden, d.h. durch eine hohe Oberfldchenbeladung. Hierfiir eignen
sich Zwischenschichten gut, die eine Immobilisierung der Bindungsstellen im Volumen der
Schicht von wenigen bis zu einigen hundert Nanometern Dicke zulassen. Beispielsweise
konnen dafiir dendrimere Strukturen verwendet werden, wie in [Benters 2001]. Hier konnten
Bindungskapazititen von bis zu 600 pg/mm’ erreicht werden. In [Jung et. al. 2001] sind
Methoden zur Immobilisierung von Oligonukleotiden verglichen worden. Hierbei stellte sich
eine in dieser Arbeit verwendete Technik der Aufbringung von Oligonukleotiden auf
aktivierte Dextranschichten als besonders geeignet heraus.

Auch die Zuginglichkeit der immobilisierten Spezies flir die Reaktion ist ein wichtiges
Qualitétskriterium fiir eine Immobilisierungstechnik. Der Einsatz von Spacern schafft hier
oftmals positive Resultate [Riccelli 2001], [Zhao 2001].

Fiir die vorliegende Arbeit konnen diese Vorerfahrungen und Erkenntnisse positiv genutzt
werden, um daraus die fiir das RIfS-Mikroarray-System giinstigste Oberfldchenchemie zu

ermitteln. Vergleichende Untersuchungen hierzu sind in Kapitel 4.2 durchgefiihrt worden.
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2.5.2 Weitere Immobilisierungsmethoden

Die einfachste Moglichkeit Liganden oder Oligonukleotide an Oberflichen zu immobilisieren
ist die Ausnutzung von Affinitdtsreaktionen. Die wohl bekannteste und verbreitetste Methode
ist die Immobilisierung iiber das Biotin-Streptavidin System, welches eine sehr hohe Affinitét
von etwa 10"°M" besitzt. Auch kann es interessant sein, Proteine mit einem Histidin-Tag iiber
ihre Wechselwirkung mit Nickel-NTA zu immobilisieren. All diesen Verfahren ist gemein,
dass sie fiir mehrfache Regenerationen nur bedingt geeignet sind. AuBerdem steht die
Affinitdt der Immobilisierung immer mit der Affinitit der zu untersuchenden
Wechselwirkung in Konkurrenz, was zu verfélschten Resultaten fiihren kann.

Ein Spezialfall von Oligonukleotidoberfliachen ist die Moglichkeit, diese tiber die reine DNA-
Analytik hinaus als Anker filir selbstorganisierte Immobilisierung von Proteinen oder
Antikdrpern zu verwenden. Diese werden dazu an die entsprechenden komplementdren
Sequenzen kovalent gekoppelt. Dieses Prinzip bezeichnet man als DNA-directed
immobilization [Niemeyer 1999-2]. Hier dient das immobilisierte Oligonukleotid nur als eine
Art Hausnummer (= zip-code) und dirigiert den Analyten, automatisch die richtige Stelle auf
dem Array. Die Oberfliche dient dabei nur noch als Dekodierplattform. So lassen sich auch
hochkomplexe Arraystrukturen quasi selbstorganisiert herstellen und komplexe Testverfahren
nicht nur fiir die Bioanalytik, sondern auch fiir die Umweltanalytik etablieren [Niemeyer
1999]. Angewendet wurde dieses Prinzip z.B. fiir Pestizid-Immunoassays in [Kroger et. al.

2002].
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2.5.3 Immobilisierung von DNA-Oligonukleotiden auf RIfS-Mikroarrays
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Abbildung 15  Allgemeine Strategie zur kovalenten Immobilisierung von DNA-Oligonukleotiden auf
RIfS-Mikroarrays.
1. Silanisierung mit GOPTS und Aufbringung der Aminodextranschicht.
2. Reaktion von Glutaranhydrid mit verbleibenden Amino- und auch Hydroxylgruppen
des Dextrans.
3. Aktivierung der Carboxylgruppen mit N-Hydroxysuccinimid und anschlieBende

Reaktion mit dem aminofunktionalisierten Oligonukleotid.

2.5.4 Ortsaufgeléste Immobilisierung

Die Immobilisierung von Oligonukleotiden auf Mikroarrays bendtigt Methoden, die
automatisiert und reproduzierbar die Punkte auf der Oberflache modifizieren, an denen spéater

gemessen werden soll. Fiir diese Aufgabe wurden zunichst verschiedenste Geréte entwickelt,
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die auf dem Transfer von Fliissigkeit an einem Pin beruhen. Dieser Pin setzt die Fliissigkeit
auf der Mikroarray-Oberfldache ab und setzt so die Immobilisierung in Gang.

Eine weitere Moglichkeit zur ortsaufgelosten Immobilisierung sind sogenannte Freistrahl-
Dosierautomaten, die zumeist auf Piezotechnik zur Abgabe kleinster Fliissigkeitsmengen im
sub-Nanoliterbereich basieren. Diese wurden auch ausschlieflich in dieser Arbeit eingesetzt.
Uber die genauen Charakteristika der Methode kann man etwas in [Stemmler 1999] oder auch
[Jung 2001] in Erfahrung bringen. Da in dieser Arbeit zundchst die Detektionsseite der
parallelen RIfS-Hybridisierungsmessung entwickelt werden sollte, wurde auf Seiten der
Immobilisierung auf bekannte und vorhandene Technologie zuriickgegriften.

Trotzdem soll nicht unerwéhnt bleiben, dass auch technisch sehr simple Losungen, wie z.B.
sehr einfache mechanische Stempel, die in PDMS ausgeformt werden dazu benutzt werden
konnen, Antikorper auf eine aktivierte Oberfldche zu iiberfiihren und diese dort kovalent zu
immobilisieren [Martin et al.]. Selbst Proteinarrays kdnnen in beschranktem Masse bereits mit
solchen Stempeltechniken erzeugt werden. [Gaber 1999]. Fiir einen Einsatz in der
Gensensorik, die im Zentrum dieser Arbeit stand sind solche robusten, technologischen

Verfahren zur kommerziellen Herstellung von DNA-Arrays sicher von sehr groBem Interesse.

2.6 Kinetik, Thermodynamik
2.6.1 Statische Modelle

Theoretische Modelle zur Auswertung von Biosensordaten sind etwa seit 10 Jahren griindlich
untersucht worden. Die Hauptrolle bei den Betrachtungen spielen dabei grundsétzlich zwei
Parameter. Erstens der Einfluss der Diffusion zur Oberflédche des Biosensors und zweitens die
Zuginglichkeit und damit die oberflichenbeeinflusste Kinetik des Vorganges. Den gesamten
Bindungsvorgang in einem Biosensor kann man daher als Folgereaktion von Diffusion und
Bindungskinetik zur Oberfliche auffassen und beschreiben. Den genauen Einfluss der
Diffusion wurde bereits sehr friih von [Glaser et al. 1993] untersucht und dargestellt.
Weitergehende Untersuchungen, beispielsweise iiber den Einfluss einer polymeren Matrix an
der Biosensoroberfliche auf die gemessenen Kinetiken stellte unter anderem [Schuck et al.
1996] an. Einen guten Gesamtiiberblick, sowie eine genaue Beschreibung der
Vorgehensweisen bei der kinetischen oder thermodynamischen Auswertung von
Biosensordaten findet sich bereits bei [O'Shannesy 1994]. Mikrofluidische Systeme und die
Ausdehnung der Reaktionszeiten fiir aulergewdhnlich langsame Reaktionen gewinnen in der

jiingeren Entwicklung der Biosensortechnik ebenfalls an Bedeutung [ Abrantes 2001].
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Wendet man zur Beschreibung verschiedene Modelle der Anpassung empirischer
Bindungskurven an, ist man letztendlich in der Lage, auch die Reaktionsmolekularitit der
stattfindenden Oberflichenreaktion und daraus dann auch deren kinetische Konstanten
abzuleiten [Eddowes 1990], [Myszka 1997], [Edwards 1999]. Dabei muss die Umgebung und
Zuverldssigkeit der Biosensormessung kritisch mitberiicksichtigt werden, um keine Artefakte
in die Betrachtung mit einzubeziehen. Eine wesentliche Rolle dabei spielt insbesondere bei
unvorhersehbarer unspezifischer Bindung die Benutzung einer internen Referenz wie sie z.B.
bei [Ober et al.] beschrieben ist.

In der Regel werden biochemische Assays quantifiziert, indem nach dem Ablauf einer
spezifischen Reaktion, oft auch mit nachfolgender DNA-Amplifikation, ein Endsignal des
Assays, also z.B. eine bestimmte Fluoreszenzintensitit oder ein radioaktives Signal
ausgelesen wird. Damit koénnen durch Konzentrationsrethen und auch durch
Wiederholungsexperimente gute FErgebnisse im Sinne von reproduzierbaren, thermo-
dynamischen Daten von Interaktionen, oder eben Konzentrationsbestimmungen durchgefiihrt
werden. Wéhrend des Ablaufes der jeweiligen Reaktion hat man jedoch keine
Einflussmoglichkeit und auch keine Kontrollmoglichkeit durch schnelle, kontinuierliche
Messung. Bei Fluoreszenzfarbstoffen verhindert das hdufig auftretende Photobleaching eine
kontinuierliche Beobachtung. Ebenso kdnnen technische Parameter, z.B. bei Radioaktiv-
messungen die Dauer derselben, oder bei der Fluoreszenzdetektion von Mikrotiterplatten die
scannende Auslesetechnik, eine zeitaufgeloste Beobachtung verhindern.

Die Bestimmung von kinetischen Konstanten von Wechselwirkungen ist dabei einer der
wichtigsten Merkmale von Biosensormessungen wie sie in dieser Arbeit verwendet wurden.

Einen guten Uberblick iiber die damit verbundene Theorie gibt [Haake et al. 2000].

2.6.2 Kinetische Modelle fiir markierungsfreie Detektion

Auswertung kinetischer Biosensordaten hat seit der Einfiihrung der Technologie erhebliche
Fragen aufgeworfen. Anfangs wurden Ergebnisse aus solchen Messungen grundsitzlich
angezweifelt. Es besteht auch heute noch die Gefahr, dass ungepriift ibernommene Werte aus
automatischen Auswertungen falsch sind. Weitere ausfiihrliche Diskussion dieses
Themenkomplexes findet sich in [Blake 1999], [Hall 2001], [Crouch 2000], [Shank-Retzlaff
2000] oder [Wang 1998].

Die grundsitzlichen Untersuchungen zum Verhalten nicht-diffusionslimitierter Bindungen

und Verdriangungsreaktionen an Biosensoroberflichen sowie deren theoretische Ableitung
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von [Joos et al.] gaben der Methode des sog. "global fit" von Biosensordaten, also der
Einbeziehung aller Teile der Messung zur Auswertung, erstmals eine eindeutige theoretische
Untermauerung. Aullerdem wurde deutlich, dass mathematische Modelle und Parameter zur
Beschreibung der Biosensordaten zu erheblich sichereren Ergebnissen fiihrten. Diese
gesamten Untersuchungen gehen allerdings davon aus, dass das Vorhandensein einer
Diffusionlimitierung der Oberflichenreaktion ein Storfaktor fiir die Messung sei.
Nachfolgende Uberlegungen sollen dagegen zeigen, dass auch Kinetiken mit
Biosensoroberfldchen, unter Ausnutzung der Tatsache, dass die Diffusion an die Oberfldche
den Gesamtprozess limitiert, bestimmt werden kdnnen. Als Hilfsmittel wird dazu eine Fluidik
benétigt. Der Einsatz solcher komplexerer Probenhandhabungssysteme und die daraus
resultierenden Moglichkeiten einer Erweiterung der Biosensormessungen beispielsweise auf
Gleichgewichtstitrationen wurde von [Schuck et al. 1998] eingefiihrt.

Kinetische Untersuchungen biomolekularer Wechselwirkungen mit markierungsfreien
Methoden waren allerdings bisher auf die Untersuchung der Bindung an eine Oberfliche
beschriankt und werden durch Oberflacheneffekte, wie Riickbindung oder Zuganglichkeit der
oberflichengebundenen Reaktanden beeinflusst. Dadurch sind sie von der Immobilisierung
jedes einzelnen Analytmolekiils, d.h. von der Zugénglichkeit, also der Umgebung und dem
Solvatationsstatus der Oberfliche abhéngig. Dies reprisentiert fiir viele Reaktionen nicht die
Bedingungen, denen diese in der Realitit ausgesetzt sind (auBer den Ligand-Rezeptor-
Wechselwirkungen, die explizit an einer Oberfliche stattfinden, so wie z.B. die
Ligandbindung an membrangebundene Rezeptoren o0.d.). Meist finden Ligand-Rezeptor-
Wechselwirkungen in Losung statt, so dass auch die gingigen Untersuchungsmethoden wie
stopped-flow Fluoreszenz oder UV-Messungen Reaktionen in Losung untersuchen konnen.
Das Ziel dieser Arbeiten war deshalb die Entwicklung einer Methode und eines Testformats
zur Beobachtung der Kinetik einer Affinititsreaktion in Losung mit Reflektometrischer
Interferenzspektroskopie (RIfS) zur markierungsfreien Detektion. Weiterhin wurde ein
Probenhandhabungssystems  zur ~ Vermischung im  Durchfluss  bendtigt.  Die
Untersuchungsmethode, die im Folgenden beschrieben werden soll, kann kurz unter der

Bezeichnung KIA (engl. fiir Kinetic-Inhibition-Assay) zusammengefasst werden.

2.6.2.1 Modellbildung fiir die Auswertung homogener Kinetiken von Antigen-Antikérper

Reaktionen

Die grundlegenden Vorarbeiten zu den Untersuchungen iiber homogene Bindungskinetik

wurden in der Diplomarbeit von [Jung, 1997] unter Beriicksichtigung von enzymkinetischen
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Grundlagen nach [Bisswanger 1994] gemacht. Im Wesentlichen beruhen die gemachten
versuche auf Antigen-Antikdrper Wechselwirkungen, fiir die im Folgenden einmal die
Theorie allgemein hergeleitet werden soll.

Man betrachtet die Reaktion

—I_ ‘
Fir die Bildungsgeschwindigkeit des Antigen-Antikdrper-Komplexes gilt die normale
Differentialgleichung einer Reaktion zweiter Ordnung:
dc ou

dt = kass ) cAk : cAg - kdiss ) cAgAk

Deren Losung fiir einen dquimolaren Ansatz c lautet

2
C Agdk,GI C Agar GI (CO,Ag ~C gk 'CAgAk,Gz) kg

2 2 2 ass
(Co,Ag = C gtk Gl ) Co,4g (cAgAk,Gl ~C otk )

Fir zweiwertige Rezeptoren (Ak) muss der Spezialfall fiir statistische Besetzung der
Bindungsstellen beriicksichtigt werden. Detektiert werden nur die nicht besetzten und einfach

besetzten Antikorper, was in Abbildung 16 dargestellt ist.
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Abbildung 16  Zeitlicher Verlauf der Besetzung von Bindungsstellen des Antikérpers und gleichzeitige
Abnahme der bindungsfihigen (detektierbaren) Ak durch vollstéindige Inhibierung

Die Gesamtkonzentration an noch freien Bindungsstellen, also [ ] ist dabei zu
jedem Zeitpunkt gegeben durch:
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Durch formale Integration (beispielsweise in Maple), ergibt sich daraus eine Gleichung, die
sich direkt zur Anpassung der mit KIA erhaltenen Bindungskurven eignet. Dies ist flexibler
als die friither verwendete Methode der numerischen Integration, welche nur sehr statisch fiir
vorgegebene Werte die Konzentrationsverldufe berechnen konnte [Jung, Diplomarbeit 1998].
Das Modell ist insbesondere fiir gleiche Ausgangskonzentrationen wichtig, wahrend, wie
bereits friiher ebenda gezeigt werden konnte, ab einem Uberschuss eines Reaktanden von
mehr als 2,5-fach, der Unterschied zwischen dem Modell zweiter Ordnung und dem Modell
pseudo-erster Ordnung nicht mehr signifikant ist. Dadurch benétigt man fiir solche
Messungen nur noch ein "einfacheres" Modell der integrierten Differentialgleichung fiir
Reaktionen pseudo-erster Ordnung.

Simulationsrechnungen

In dieser Arbeit wurde mit dem Programm Maple in Zusammenhang mit einem C++
Programm (Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Dr. Weber in der Informatik) eine
Moglichkeit geschaffen, solche kinetischen Messungen zu simulieren und den simulierten
Konzentrationsverlauf den entsprechend gemessenen Kurven direkt anzupassen und
auszuwerten. Eine direkte Anwendung findet dieses Verfahren in nachfolgenden Projekten im

Arbeitskreis Prof. Gauglitz, auf die hier nicht ndher eingegangen werden soll.
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Abbildung 17 Auswertung der kinetischen Messung in homogener Phase (Kinetic Inhibition Assay

KIA)
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3 Material, Gerate und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und Biochemikalien

Standardchemikalien und -biochemikalien stammten von FLUKA, Neu-Ulm und SIGMA,
Deisenhofen, in anderen Féllen sind die Quellen angegeben.

DNA-Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech AG, Ebersberg, oder von IBA GmbH,
Gottingen bezogen. Die Substanzen waren mit HPLC gereinigt und zur Immobilisierung in
bidestilliertem Wasser gelost. Zur Hybridisierung wurde die Substanz in PBS-verdiinnt.
PNA-Oligonukleotide wurden freundlicherweise von der Firma Applied Biosystems,
Uberlingen/Foster City zur Verfiigung gestellt.

DNA aus Lachsspermien stammte von FLUKA, Neu-Ulm.
3-Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan (GOPTS) und Diisopropylcarboxydiimid (DIC)
wurden von der Fa. Fluka, Neu-Ulm bezogen.

Aminodextran (AMD) 260/10, hergestellt nach [Piehler 1996], wurde von Herrn Jochen
Mehne bereitgestellt.

Diamino-und Dicarboxy-Polyethylenglykol (DA- und DC-PEG) wurden von Rapp-
Polymere, Tiibingen erworben.
2-Chlor-6-Isopropylamio-1,3,5-Triazin-2-(6"-amino)hexansdure (Atrazincapronsiure,
ACA), hergestellt nach [117], wurde von Herrn Dr. Ivo Stemmler iiberlassen.

Der monoklonale Antikorper K4E7 wurde vom Arbeitskreis Hock, Fachbereich Botanik an
der TU Miinchen, zur Verfiigung gestellt.

3.1.2 Lésungen

Piranha-Losung

57,5 % (v/v) H2SO4

12 % (v/v) H202

(sofort nach dem Mischen verwendet)
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS)
150 mM NacCl

10 mM KH2PO4

Mit 2 M KOH wird auf pH 7,4 titriert.
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e Regenerationslosung fiir RIfS
500 mg Pepsin in 25 ml bidestilliertem Wasser (10% Losungsmittel) und 225 ml PBS
(90% Losungsmittel) gelost und mit 2 M HCI auf pH = 2 titriert. Die Lésungen wurden in
40 ml Portionen bei —18°C aufbewahrt.

e Aktivierungslosung
aus 100 mM NHS in DMF und 400 mM DIC in DMF. Zur Aktivierung wurden beide

Losungen frisch 1:1 zusammengemischt.

3.2 Geriate

3.2.1 Microdrop-Anlage

xyz-Positioniere:

Abbildung 18 Piezo-System zum Aufbringen von Proben an die Oberfliche. Eigenbau nach [Stemmler,
1999]

Das Inkjet System der Firma Microdrop (heute Packard) besteht aus einer Glaskapillare, die
konzentrisch in einen piezoelektrischen Aktuator eingebracht ist. Der Tropfen wird von einer
70 um weiten und 50 pm lange Diise geformt an die sich ein Reservoir von etwa 1 pl
anschlieft. Durch Anlegen von Rechteckspannungspulsen an den Piezoaktuator kdnnen
Tropfen bis zu einer Frequenz von 2 kHz aus der Diise ausgestoBen werden. Die Form und
GroBe der Tropfen kann durch die Variation der Spannung und Pulslidnge variiert werden. Die
gesamte Prozedur wird im gezeigten Aufbau durch eine CCD Kamera {iberwacht.

Mit dem gezeigten Aufbau kénnen sowohl Flichen bis zu 2 mm® homogen behandelt werden,
als auch einzelne Spots zur Herstellung von Arrays aufgebracht werden. Im ersten Fall
werden die einzelnen Tropfen eng nebeneinander und iiberlappend aufgebracht, was zu einer

sehr homogenen Oberflichenmodifikation fiihrt.
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3.2.2 Komponenten der RIfS Aufbauten

Fiir Standard Schichtdickenmessungen mit einem Kanal wurden verschiedene in der

Arbeitsgruppe vorhandene Aufbauten verwendet. Die Aufbauten mit FlieBinjektion sind in

fritheren Arbeiten beschrieben worden. Es wurde sowohl der Aufbau mit ASIA-

Schlauchpumpen mit ca. 1000 pl Probenvolumen, als auch derjenige mit Hamilton

Spritzenpumpen fiir ca. 100 pl Probenvolumen verwendet.

e Simultanspektralphotometer SPEKOL 1100, Fa. Zeiss, Jena, modifiziert nach [Schmitt et.
al., 1997], integrierte Lichtquelle: SW/10V Halogenlampe, Fa. Welch Allyn, New York.

Simultanspektrometer ~ LILIPUT in  Verbindung mit dem  integrierten

Diodenzeilenspektrometerbaustein MMS 256 der Firma Zeiss, Jena.

Lichtquelle: Halogenlampe 20W, Osram, eingebaut in eine optische Bank mit
Lichtleiteranschluss. Das Licht wird durch einen Hohlspiegel und eine Linse auf den

Lichtleiter fokussiert.

FIA-Anlage ASIA der Firma Ismatec, Wertheim. Der verwendete Standardaufbau besteht
aus einer Fixpumpe mit 20 Umdrehungen pro Minute und einer Variopumpe mit maximal.

50 Umin (variabel in 100 Schritten).

Als SIA-System wurde ein Microlab 541C Dilutor/Dispenser mit zwei Spritzen in

Kombination mit einem 6 aus 1 Ventil auf dem Ventilantriecb MVP der Firma Hamilton,

Darmstadt, verwendet. Das Volumen der Spritzen betrigt je 500 ul. Beide Geréte sind iiber

den Computer direkt ansteuerbar. Es wurden Schlduche mit dem Durchmesser 0,8 mm der

Firma Ismatec eingesetzt. Die Flussrate hidngt hier anders als bei dem FIA-System nicht

vom Pumpschlauchdurchmesser ab, sondern ausschlieBlich von der

Spritzengeschwindigkeit und der SpritzengroBe. Die maximale Flussrate betragt fiir

500 pl-Spritzen 125 pl/s (4 s fiir einen vollen Spritzenhub), die minimale 120 pl/min (250

s fiir einen vollen Spritzenhub). Die Auflésung der Spritzen betrégt 2000 Schritte.

e D263 Glas mit 10 nm und 330 nm SiO2 beschichtet, Firma Schott, Mainz. In 1.5 x 1.5 cm2
groBe Transducer geschnitten. Fiir den parallelen RIfS-Aufbau ,,Demonstrator Null*
wurden grossere Platten von 4x6 cm geschnitten. Der Mikroarray-RIfS-Aufbau wurde mit
anderen Transducern mit einer SiO2 Schicht von 500 nm und einer Ta205-Schicht von
20 nm betrieben.

e Polymerlichtleiter PMMA (Polymethacrylsdure-methacrylat) & 1 mm, Koppelelement 1x2

(50:50), NA 0.46, Firma microParts, Dortmund.
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3.2.3 RIfS-Aufbau fiir homogene, kinetische Messungen

Der Aufbau von fluidischen Komponenten fiir die Messungen von Kinetiken in homogener
Phase mit dem RIfS-Detektionsprinzip (nach [Jung 1998]) erfolgte mit Komponenten wie
Schlduchen (PCTFE), Fittings und Kupplungen der Firma Ismatec soweit dort erhéltlich. Der
wesentliche Unterschied in der Anordnung der Pumpen im Vergleich zum beschriebenen
Einkanal-Aufbau ist die Verwendung eines T-Stiicks zur Verbindung zweier vorgeschalteter
Probenschleifen, die von beiden Spritzen getrennt bedient werden. Dies ermdglicht ein
genaues, zeitgesteuertes Starten und Erfassen der Reaktion. Im Messverlauf, d.h. nach dem
Vermischen der Reaktionskomponenten arbeiten die beiden Spritzen im Gleichtakt, um die

Reaktionslosung durch die RIfS Flusszelle zu transportieren.

--------------- + Injektion
Antikorperlosung < Laden

(2) .
T-Stiick
(3) Probenschleife
(2)
> (@)
. Antigenlésung

Abfall

| Flukzelle (6)

Abfall
\6-Wege Ventil (5)

Probe Regeneration
Spritzenpumpen (1)
Abbildung 19  Aufbau fiir kinetische Messungen in homogener Phase, Fluidikkonzenpt

Vermischung der Antigen- und Antikérper-Losungen (2) in der Probenschleife (4) erfolgt
schnell (250 pl/s) tiber ein T-Stiick (3) durch Spritzenpumpen (1). Das Gemisch wird dann,
wihrend es reagiert, langsam (120 pl/min) durch die Flusszelle (6) gepumpt.
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3.2.4 Paralleler RIfS-Aufbau (,Demonstrator Null”)

Monochromator Lichtquelle

Probenplatte

| - i)
. N\ VA
CCD-Kamera

Abbildung 20 Erster Demonstrator zur RIfS Parallelisierung. Verwendung zum Nachweis der
Machbarkeit der Detektion von DNA-Arrays mit RIfS.
Der Demonstrator aus dem Librarian Projekt besitzt eine Detektionsfliche von der Fliche
einer viertel Mikrotiterplatte, auf der eine 64-Well Lochplatte aufgebracht ist. Er ermoglicht
Messungen an Punkten des Durchmessers 2 mm und wurde in dieser Arbeit zum Beweis der
Machbarkeit von Hybridisierungsmessungen auf parallelen RIfS-Gerdten herangezogen,
bevor das Mikroarray-System umgebaut wurde. Die gute Leistungsfahigkeit des Gerites und
die Trennung der Probenpositionen in einzelne Reaktionskavititen ermoglichte auch
Messungen unterschiedlicher Konzentrationen in einem Experiment. Die einzelnen
Komponenten des Aufbaus und seine Funktionsweise sind in [Rothmund 1999], [Schiitz

2000] sowie in [Rothmund et. al. 1997] beschrieben.

3.2.5 RIfS-Mikroarray-Aufbau

Die Messungen auf Mikroarrays wurden auf einem modifizierten RIfS Aufbau, dem sog.
Mikroarray-Aufbau  durchgefiihrt (Der gelegentlich ebenfalls verwendete Begriff
miniaturisierter RIfS-Aufbau ist irrefiihrend, da ja nicht der Aufbau selbst, sondern nur die
Detektionsfliche miniaturisiert wurde.). Dieser Laboraufbau besteht hauptsdchlich aus
Spindler & Hoyer Komponenten aufgebaut auf einer optischen Bank, ergénzt durch einige
Eigenkonstruktionen und ist in folgenden Abbildungen gezeigt. Die verwendeten
Komponenten sind bereits in [Sauer 1998] aufgefiihrt. Hier soll nur erwéhnt werden, dass das

Filterrad inkl. Ansteuerung von Carl Zeiss Jena zur Verfiigung gestellt wurde.
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o ' /

Abbildung 21 Umgebauter optischer Aufbau "Mini-RIfS". Das Zeiss-Filterrad und die PCO-Kamera

sind die wesentlichen Modifikationen.

Abbildung 22 Man erkennt die auf das Prisma aufgebrachte und mit Rindelschrauben angepresste
Probenaufnahme in Form einer rechteckigen Kiivette. Die Prismenhalterung kann in
dieser Konfiguration auch eine Durchflusszelle aufnehmen. Davon wurde in dieser Arbeit

aber noch kein Gebrauch gemacht.

3.2.5.1 Optischer Aufbau

Nachfolgende Abbildung gibt den fiir den Laboraufbau berechneten Strahlengang und
optische Parameter wieder. Diese Zeichnung wurde freundlicherweise von Carl Zeiss Jena
angefertigt und zur Verfiigung gestellt. Im Verlauf des Umbaus wurde das bisherige
Abbildungsverhiltnis von Probentriger zu Kamera von 2,6:1 auf 2,8:1 verdndert. Dies wurde
mit der Verkiirzung des Kameraabstandes und dem Einsatz eines stirkeren Achromaten auf
der Bildseite erreicht. Berechnet man das Abbildungsverhiltnis und die Kantenlédnge der
abgebildeten Transducerfliche bzw. der Blende im parallelen Primérstrahlengang von
I8 mmx 8,5 mm auf den CCD-Kamerachip mit 8,6 mmx 6,9 mm (friihere Kamera

4x4 mm?), so ergibt sich ein Abbildungsverhiltnis von 2.8:1. Horizontal bedeutet dies eine
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Kantenlédnge des Bildes von 6,4 mm und vertikal eine Kantenlinge von 6 mm, was einer
Flachenausnutzung des CCD-Chips von etwa 65% entspricht. Diese Anordnung kommt durch
die Notwendigkeit zustande, die Bilder von Referenz- und Messstrahlengang in der Software
nebeneinander darstellen zu kdnnen. Ein automatisiertes Drehen der Kamerabilder bereits bei
der Bilderfassung konnte hier noch eine Verbesserung der Bildausnutzung auf etwa 80%
ergeben. Beriicksichtigt man allerdings die mechanische Toleranz der Referenzstrahl-
erfassung, so sind ein bis zwei Millimeter Toleranz auf dem CCD-Chip eine hilfreiche
Reserve. Der Aufbau konnte durch die Mallnahmen insgesamt verkiirzt und stabilisiert
werden. Auflerdem konnte so das neue Seitenverhiltnis des Kamerachips von 1024x768 Pixel
nahezu optimal ausgeleuchtet werden, um so viele Pixel wie moglich zur Auswertung zur

Verfiigung zu haben.
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3.2.5.2 Kameraspezifikationen

Die Kamera, die statt der frither verwendeten 256x256 Pixel 8 Bit Kamera eingesetzt wurde,
ist eine PCO-Sensicam mit 1280x1024 Pixeln und einer aktiven CCD-Chipkiihlung. Die

Rahmendaten der Kamera sind in folgender Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 1 Daten der eingesetzten CCD Kamera PCO Sensicam.
Einheit Bezug Wert
Auflosung ixel Chip: 1360 x 1034
(hor. x ver.) P eff. 1280 x 1024
Pixelgrofe )
(hor x ver) pm 6.45 x 6.45
ChipgroBe mm” 8.6x6.9
Max. o .
Quanteneffizienz % bei 500 nm 62
Dynamischer Bereich .
AD bit 12
Ausleserauschen e rms bei gain high / 4-5/5-6
bei gain low
Bildfrequenz bei full frame /
Frame-Rate fps bei binning 2x2 10/19.8
Expositionszeit S 500ns..1000s
Horizontales Binning 1,2,4,8
Vertikales Binning 1,2,4,8,16,32
Optischer Eingang C-mount, Nikon adapter
Datenbus PCI local bus, Rev. 2.1
CCD Temperatur °C -12




3.3 METHODEN 47

3.3 Methoden
3.3.1 Assays, Protokolle

Vielen der in diesem Kapitel verwendeten Protokolle liegen bereits beschriebene Techniken
und Anweisungen aus folgenden Handbiichern zugrunde:

[Hermanson, 1992], [Hermanson et al., 1996], [Cass and Ligler, 1998], [Schena, 2000], [Lott-
speich, 1998]

3.3.1.1 Vorbereitung von RIfS-Transducern

Es wurden mit der im folgenden beschriebenen Methode RIfS-Transducer fiir Einkanal- und
Mehrkanal-Aufbauten gleichermaBBen beschichtet. Die Handhabung der groBlen RIfS-
Transducer fiir den ,,Demonstrator Null“ erfordert dabei etwas grofere Sorgfalt bei der
Reinigung, um ein homogenes Immobilisierungergebnis zu erzielen.

Fiir RIfS-Experimente im Einkanal-Aufbau wurden 12 x 12 x 1 mm Glastriger aus D263-
Glas, beschichtet mit 10 nm TA205 und 330 nm SiO2 verwendet. Im Falle Transducer des
RIfS-Mikroarray-Aufbaus betrug die Schichtdicke der Interferenzschicht 500 nm SiO,. Die
Transducer wurden in 6 M KOH fiir eine Minute gereinigt und anschlieend mit bidestillier-
tem Wasser abgespiilt. Danach wurden die reaktiven Si-OH-Gruppen an der Oberfliche durch
dreiBBigminiitige Inkubation mit frisch zubereiteter Piranha-Losung im Ultraschallbad oxidiert
(aktiviert). Es wurde nochmals mit bidestilliertem Wasser gespiilt und die Transducer im
Stickstoffstrom getrocknet. Die aktivierten Transducer wurden sofort weiterverarbeitet.

Die Silanisierung mit 3-Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan (GOPTS) erfolgt in einer
geschlossenen, wasserfreien Kammer fiir eine Stunde. Danach werden die Transducer
griindlich mit trockenem Aceton gespiilt, im Stickstoffstrom getrocknet und sofort

weiterverarbeitet.

a) Aminodextran-Oberflachen (AMD 260/10)

Eine gesittigte Losung von AMD 260/10 in bidestilliertem Wasser wird auf die silanisierten
Transducer gegeben und ein zweiter wird umgekehrt daraufgelegt, um eine gleichméfige
Verteilung der zadhfliissigen AMD-Losung zu gewihrleisten. Nach der Reaktion {iber Nacht
(oder 6-8 Stunden) in einer mit Wasserdampf gesittigten Kammer werden die Pléattchen mit
bidestilliertem Wasser griindlich abgespiilt und wiederum getrocknet. Auf diese Weise
hergestellte Transducer lassen sich bis zu ihrem Einsatz bei trockener Raumluft langere Zeit

aufbewahren.
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b) Polyethylenglykol-Oberflichen (Diamino-PEG, M = 2000 g/mol)

Eine | mM Losung von DA- bzw. DC-PEG in Dichlormethan wird auf die silanisierten SiO2-
Transducer gegeben. Nach Abdampfen des Losungsmittels reagieren die Oberflachen iiber
Nacht im Ofen bei 70 °C. Die Transducer werden direkt nach dem Herausnehmen mit

warmem, bidestilliertem Wasser (60 °C) abgespiilt und mit Stickstoff trockengeblasen.

3.3.1.2 Immobilisierung von Liganden

a) Kupplung von Atrazincapronsiure

Eine frisch hergestellte Losung von 0.3 M ACA und 1.1 M DIC in trockenem DMF
(Wassergehalt max. 0.1 %) wird auf einen mit AMD modifizierten RIfS-Transducer gegeben
und dieser wird mit einem zweiten abgedeckt. Nach Reaktion iiber Nacht in einer mit DMF-
Dampf gesittigten Kammer wird griindlich mit DMF und bidestilliertem Wasser abgespiilt
und getrocknet.

b) Kovalente Immobilisierung von DNA und PNA-Oligonukleotiden

Die modifizierten SiO2-Transducer werden mit einer Losung von 2 mg/ul
Glutarsdureanhydrid in DMF fiir 6 h in einer mit DMF-Dampf gesittigten Kammer zur
Reaktion gebracht und anschlieBend mit DMF und bidestilliertem Wasser gespiilt. Die jetzt
vorhandenen Carboxylgruppen an der Oberfliche werden mit einer Losung aus
1 M N-Hydroxysuccinimid und 1.5 M DCC in trockenem DMF in einer mit DMF-Dampf
gesdttigten Kammer fiir 4 h aktiviert.

c¢) Aufbringen von Spots auf die aktivierten Transducer

Nach dem Spiilen mit trockenem DMF und Trocknen im N2-Strom werden die DNA oder
PNA-Oligonukleotide mit dem Microdrop-System auf die Oberfldche getropft.

Fiir die Modifikation groBerer Flachen war aus Zeitersparnis auch eine direkte Betropfung der
aktivierten Oberfliche mit der Pipette (drei mal 1 pl pro Spot) moglich, wenn auch mit
geringfligigen Ausbeuteverlusten. PNA wurde im Gegensatz zu DNA aus einer Lésung mit
ca. 20% DMF getropft, wihrend DNA-Oligonukleotide mit einer Konzentration von 1 mg/ml
direkt aus Wasser immobilisiert werden konnen.

Wihrend des Tropfvorgangs wird die Oberfliche des Transducers auf 40 °C erwdrmt um die
Verdampfung des Losungsmittels zu beschleunigen und die Reaktionsgeschwindigkeit zu
erhohen. Mit dieser Methode lassen sich homogene Oberfldchen mit hoher Belegung erzielen
[Stemmler, 1999].

Bei der Immobilisierung von PNA ist auf ein gutes Abspiilen der Transducer mit DMF (PNA-

Oligonukleotide sind schlecht in Wasser 16slich!) zu achten, da sonst nicht-immobilisierte
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PNA an der Oberflaiche haften bleiben kann, was manchmal zu einer so hohen Schichtdicke
filhrt, dass kein auswertbares Interferenzspektrum mehr aufgenommen werden kann.

AuBerdem konnten Sonden bei der Messung an nicht-immobilisiertes Material binden.
3.3.2 Messablaufe, Software

Alle verwendeten Messprotokolle fiir den RIfS Einkanalaufbau sind bereits in friiheren
Publikationen wie [Schmitt 2000] oder [Jung 2001], die Standard-Messprotokolle fiir die
parallelen RIfS-Messungen in [Rothmund 1999], [Schiitz 2000] oder [Birkert 2001]
verdffentlicht und wurden fast ohne Modifikationen in dieser Arbeit angewandt. Es soll hier
nur auf die neuen Arbeitsabldufe und Methoden niher eingegangen werden, die direkt mit der
RIfS-Detektion auf Mikroarrays zusammenhingen. Groflere Abweichungen, die in diesem
Zusammenhang gefunden wurden, wie z.B. spezielle Leistungsdaten des Mikroarray-Autbaus

finden sich auch im Ergebnisteil dieser Arbeit.

3.3.2.1 Die Software "Screening”

Die von Carl-Zeiss Jena programmierte Software "Screening" gehorte urspriinglich zu den
Demonstrationsgeriten des Projektes Librarian II, ist aber durch Austausch einzelner Module
(im Wesentlichen Kameramodul und Filterrad) in der Lage, den Mikroarray-Aufbau fiir RIfS,
wie er oben beschrieben wurde, anzusteuern und die Messdaten zu erfassen. Dazu miissen die
Parameter des Aufbaus wie z.B. die Wellenldngen des Filterrades eingegeben werden.
Manuell konnen dann im Kamerakontrollfenster der Abstand zwischen Mess- und
Referenzstrahl eingegeben und Auswertebereiche (sogenannte Masken) festgelegt werden.
Abbildung 24 zeigt die Parameter, mit denen die RIfS-Mikroarray-Messungen durchgefiihrt
wurden. Hier werden die verwendeten Wellenldngen zur Auswertung festgelegt. Ausserdem
wird der Abstand zwischen Mess- und Referenzpunkt auf der CCD-Kamera durch einen x,y-

Offset festgelegt.



50 3 MATERIAL, GERATE UND METHODEN

X

Ingrumment [D: | Minirifs Tuebingsn
— Melkonstanten

™ Simultarreferenz- nstrument

Anzahl der benutzten Filter: I;f_ Referenz-Offzet »: |458

Teilung Filterrad: ls_ Refererz-Offset u: | g

Wwellenlgngen: 1820.0,555.0,894. 0.730.0,760.0,800.0,852.0
—Femsteverung——————— [~ Motorstewerung———————— Default I

COM: ICDMZ 'I COM: ICDM-] vI

B audFiat I1EI2DD I fusieeen |

audR ate: A
BaudR ate: ISEDD j EoEhen |
[~ Autostart

Status: QK Beenden |

Abbildung 24  Software "Screening" Parameterfenster. Durch die adaptierbare Programmierung
konnen hier die Daten des Mikroarray-Aufbaus leicht angepasst werden. Einzig die
technischen Komponenten (Kamera, Filterradelektronik, Shutter) miissen kompatibel

sein.

3.3.2.2 Dunkelstrommessung

Vor jeder Messung ist von der Software eine Dunkelstrommessung vorgesehen, die in die
Berechnung der Intensitét bei jeder Wellenldnge nach oben genannter Gleichung (Kapitel
2.4.1) eingeht. Dieser Wert kann im verwendeten Aufbau nur durch manuelles Unterbrechen
des Strahlenganges aufgenommen werden, da ein Shutter noch nicht eingebaut wurde. Der
gemessene Dunkelwert wird von der Software zur Auswertung wéhrend der gesamten

Messung herangezogen.

3.3.2.3 Integrationszeit

Zusétzlich zur Vorgabe an die Software, mit dem Aufnehmen des Bildes nach Drehung des
Filterrades ca. 1 s zu warten, um das Einschwingen des Systems abzuwarten, muss die
Integrationszeit der Kamera fiir die Messung bei jeder Wellenlédnge vor Beginn der Messung
festgelegt werden. Da die Filter eine unterschiedliche Transmission besitzen, kann so der
jeweils optimale Dynamikbereich der Kamera fiir jedes Filter ausgenutzt werden. Hierzu
nimmt die Kamera zu Beginn der Messung Bilder auf und bestimmt iiber deren mittlere
Helligkeit die einzustellende Integrationszeit. Gelegentlich, bei Messungen in Puffer oder
Wasser, muss dieser Prozess manuell beeinflusst werden, da Luftblasen 0.4. zu tibersteuerten
Stellen im Kamerabild fithren. Dann regelt die Automatik die Belichtungszeit bis auf den
Minimalwert herunter, was zu wesentlich verschlechterten Rauschverhiltnissen bei der

Messung fiihrt. Um dies zu vermeiden, muss die automatische Belichtungseinstellung in
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einem solchen Fall bei manuell gedimmter Lichtquelle erfolgen, wobei danach bei der

eigentlichen Messung die urspriingliche Lampenintensitit wieder eingestellt wird.

3.3.2.4 Messablauf

Eine Messung am Mikroarray-RIfS System wird wie in 3.3.2.1 und 3.3.2.2 beschrieben
vorbereitet. Vor dem Start der Messung muss lediglich der ungefédhre Zeitrahmen bedacht
werden, der dann in "Anzahl der Messungen" eingegeben werden kann. Unter den
vorliegenden Bedingungen dauert die Aufnahme eines Datenpunktes zwischen 10 und 14
Sekunden.

Sédmtliche Probenhandhabungsschritte am Mikroarray-System miissen bisher noch von Hand
vorgenommen werden. Hierzu wird Probenldsung in die Messkammer iiber dem Transducer
einpipettiert. Um grofle Signalschwankungen durch den Pipettiervorgang zu vermeiden, muss
am Rand der Kammer pipettiert werden. Grundsétzlich wird die Probenldsung zum Puffer
hinzupipettiert, um Luftblasen auszuschlieBen. Die Konzentrationsdnderung muss dabei
beriicksichtigt werden. Der verdnderte Fiillstand der Testkiivette hat dabei keinen Einfluss auf
die Messwerte.

Wihrend dieser Handhabungsvorgidnge nimmt die Software in regelmédfigem Abstand
Kamerabilder der jeweiligen Filterradposition auf. Ist jeweils eine volle Umdrehung des
Filterrades beendet, kann die Software aus der eingegebenen Maske und den 7 Kamerabildern
fiir jeden Messpunkt einen Wert fiir die optische Schichtdicke berechnen. Dieser wird von der
Software gegen die laufende Nummer der Messung aufgetragen, was die Online-Verfolgung

der Messung an jedem Punkt ermoglicht.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 RIfS-Entwicklung fiir Mikroarrays

Ausgehend von Arbeiten, in der die grundsitzliche Eignung der Reflektometrischen
Interferenzspektroskopie zum FEinsatz auf miniaturisierten Probentrdgern nachgewiesen
werden konnte [Sauer 1998], sollte in der vorliegenden Arbeit das Potential der RIfS fiir den
Einsatz auf miniaturisierten Arrayformaten ausgelotet werden. Anwendungsbeispiele ergaben
sich dabei aus der Beteiligung am BMBF Projekt "Gensensorik" in Zusammenarbeit mit
Arbeitsgruppen der Universitit Bremen. Das Ziel, einen integrierten Gensensor mit der RIfS-
Detektionstechnik auszustatten, sollte das Auslesen von (DNA)-Mikroarrays mittlerer Dichte
(von 96 bis 384 Probenpositionen) unter besonderen Bedingungen ermdoglichen. Erstens sollte
die Messung in Echtzeit moglich sein, zweitens temperaturabhingig und zudem im
Durchfluss gemessen werden konnen. Die Messungen sollten wiederholbar sein, das
Mikroarray also regenerierbar. Diese Eigenschaften konnten fiir einen RIfS Autbau mit CCD
Kamera, wie er prinzipiell in verschiedenen Arbeiten beschrieben worden ist, antizipiert
werden. Dadurch konnte die RIfS im Projekt als Detektionsmethode etabliert werden.
Hauptziel der Untersuchungen war es nachzuweisen, dass auf dem RIfS-Aufbau mit einer
Detektionsfliche von nur noch 12 x 18 mm® gleichzeitig an allen Probenpositionen
Hybridisierungen in Echtzeit detektiert werden konnen. Dabei wurde zunichst der bestehende
Aufbau modifiziert und angepasst und danach Charakterisierungen der Leistungsfahigkeit des
Aufbaus durchgefiihrt. Ein weiteres Ziel war der Nachweis einer Multiplex-Hybridisierung
am RIfS-Mikroarray Aufbau, also die parallele, zeitaufgeloste Messung an unterschiedlichen
Messpositionen eines Mikroarrays.

Der folgende Abschnitt untergliedert sich in eine Erlduterung der Funktionsweise des
parallelen RIfS-Aufbaus, einer Beschreibung der grundsitzlichen Fahigkeit zur Multiplex-
Hybridisierung an einem RIfS-Demonstrator sowie der ausfiihrlichen Beschreibung der
Arbeiten am miniaturisierten RIfS-System, sowie dem Nachweis des Multiplex-

Hybridisierung an diesem System.
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4.1.1 Technik des miniaturisierten RIfS-Auslesesystems

4.1.1.1 RIfS-Mikroarray Aufbau

Im Folgenden wird der Umbau und Ersatz technischer Komponenten wie Lichtquelle, Filter,
Probentréger, Software und Kamera, die fiir die Weiterentwicklung des Mikroarray-Aufbaus
notwendig waren, besprochen. Der grundsitzliche Aufbau, wie er in Kapitel 3.2.5 beschrieben
wird, besteht aus einer Lichtquelle, einem Filtersystem in einem Filterrad, einem
Probentriager-Halter und einer CCD-Kamera (Abbildung 25). Der Strahlengang ist so
gestaltet, dass der Lichtstrahl vor dem Probentrdger durch einen Strahlteiler in Referenz- und
Messstrahl geteilt und nebeneinander auf der CCD-Kamera detektiert werden. Da der
Referenzstrahl nicht vom Probentriger reflektiert wird, eignet sich dieser als Referenz nach

Kapitel 2.3.3.

|

Abbildung 25 Mikroarray-RIfS-Aufbau mit den verinderten Komponenten.

Die CCD-Kamera

Die bisher verwendete Dalsa-Kamera mit 8 Bit Auflésung wurde durch eine gekiihlte 12 Bit
Kamera von PCO ersetzt, die mit einem fehlerfreien CCD-Chip mit einer Aufldsung von
1280 x 1024 Pixel ausgestattet ist. Dies diente zwei Zielen, erstens der Erhéhung der
ausgewerteten Pixelzahl pro Messpunkt, was sich direkt auf das Signalrauschen auswirkt und
zweitens der Verringerung des Ausleserauschens und damit der Verbesserung des Signal zu
Rauschverhiltnisses. Zur Zeit der Experimente war diese CCD-Kamera das beste Modell
hinsichtlich ihres Ausleserauschens und ihrer Pixelzahl. AuBerdem waren bereits gute

Erfahrungen bei anderen Aufbauten mit dieser Kamera gemacht worden. Mit dieser
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MaBnahme sollte also das Signalrauschen des RIfS-Signals auf das Niveau der bisher
bekannten parallelen Aufbauten, insbesondere des in Kapitel 3.2.4 beschriebenen
Demonstrators gebracht oder noch verbessert werden.

Die im Vergleich zur Dalsa-Kamera gréfere Chipfliche der PCO-Kamera (mit einem
Seitenverhéltnis von 1,25) konnte durch eine Anpassung der Abbildungsoptik bestmdglich
ausgeleuchtet werden. Dazu wurde der Abstand von objektseitigem Spiegel zur Kamera
verkiirzt und ein stirkerer Achromat abbildungsseitig verwendet. Dies verbesserte ebenfalls
die Verwindungssteifigkeit des Aufbaus und machte ihn gleichzeitig kompakter. Die
Abbildung der reflektierten Chipfliche sowie der Referenzfliche auf den CCD Chip
entspricht dabei etwa einem Abbildungsverhéltnis von 2,8:1. Dies ergibt insgesamt eine
Verbesserung der Pixelanzahl, die pro Chipflache zur Auswertung zur Verfiigung steht um
den entsprechenden Faktor 4,3 und sollte bereits aufgrund der Pixelzahl eine Verbesserung
des Rauschens um einen Faktor zwei bewirken. AuBBerdem ist der Dynamikumfang der 12 Bit
PCO Kamera groBer, das Dunkelrauschen (durch die Kiihlung) niedriger, ndmlich im Bereich
von *+1 Elektron/Pixel, was den Signal-Rauschabstand bei niedrigen Lichtstirken verbessern

kann.

Die Lichtquelle

Die regelbare, stabilisierte Halogenlichtquelle aus dem vorigen Aufbau wurde beibehalten.
Sie findet sich in gleicher Form auch in den Demonstrationsaufbauten aus Librarian II und
erfiillt IThren Zweck in ausreichender Weise. Die abgegebene Wiarmestrahlung der Lichtquelle
wird beleuchtungsseitig durch ein Gelbfilter herausgefiltert. Die Ausleuchtung der Blende, die
genau einen Ausschnitt von 12 x 18 mm® aus dem Probentriger beleuchtet (Blende ist 18 x
8,5 mmz, der Einfallswinkel des Lichts auf die Deckfldache des Prismas betrdgt 45°), ist durch
den parallelen Strahlengang homogen. Die Intensitit der Beleuchtung spielt fiir den
Signal/Rauschabstand fiir die RIfS Detektion eine grof3e Rolle, da die Lichtintensitdt durch
die Reflexion um etwa 90% abgeschwicht wird. AuBerdem verliert das Licht an den
eingesetzten Interferenzfiltern ebenfalls nicht unerheblich an Intensitét. Entsprechend wird im
Referenzstrahlengang, der ja in diesem Aufbau nicht reflektiert, sondern durch einen
Strahlteiler abgetrennt wird, ein 90% Graufilter eingebracht, um die beiden Strahlengénge in
anndhrend gleicher Intensitit an der Kamera zu detektieren. Dies ermoglicht eine

bestmdgliche Ausnutzung des Dynamikbereiches der Kamera.
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Das Filterrad

Das Filterrad zur Wellenldngenselektion wurde durch ein mit der Zeiss-Software kompatibles
ersetzt und durch Adapter mit den bisherigen Filtern (620, 656, 694, 730, 760, 800 und
852 nm) ausgestattet. Der Wellenldngenbereich ist optimiert auf RIfS-Transducer mit 500 nm
physikalischer Schichtdicke. Dadurch ist es jetzt moglich, mit der Software ,,Screening® (der
Firma Carl Zeiss Jena AG) am Mikroarray-RifS-Aufbau Messungen durchzufiihren.
Grundsatzlich limitieren vor allem mechanische Details die Leistungsfiahigkeit einer solchen
Filteranordnung, speziell wenn wie im vorliegenden Fall mit einer Freistrahloptik in einem
offenen Gerdt gearbeitet wird. Daher wurde fiir Messungen stets das Umgebungslicht
abgeschaltet. Fiir die Minimierung von Falschlicht wurde durch speziell angefertigte Blenden
gesorgt. Auch die Geometrie des Einbaus der Interferenzfilter hat grolen qualitativen Einfluss
auf die Messungen; sie miissen exakt senkrecht zum Strahlengang ausgerichtet sein, um die
richtige Wellenldnge ebenso wie die optimale Strahlgeometrie sicherzustellen. Die im
Rahmen dieser Arbeiten vorgenommenen manuellen Optimierungen kdnnen daher nur ein
Schritt in Richtung einer professionellen Fertigung der optischen Komponenten im
Allgemeinen und der Filtereinrichtung im Besonderen sein. Erfolge professioneller Fertigung

konnten beispielsweise bereits im Librarian II Gerét fiir Mikrotiterplatten erzielt werden.

Die Software ,,Screening*

Die zuvor von [Sauer 1998] vorgenommenen Arbeiten, sowie die Vorarbeiten zu dieser
Arbeit am miniaturisierten RIfS Aufbau waren im Wesentlichen durch eine nicht vorhandene
integrierte Softwarelosung zur einfachen Erfassung und Auswertung der Messdaten erschwert
worden. Es konnte zwar mit manueller Maskenerstellung in Microsoft Excel an einigen Spots
die Funktionsfahigkeit nachgewiesen werden, allerdings eignete sich diese Losung nicht zur
gleichzeitigen Darstellung vieler Messungen am Bildschirm und damit nur sehr eingeschrinkt
zur Optimierung des Systems. Das Messen blieb so ein unbeobachteter Vorgang, der durch
nachgeschaltete Auswertung verifiziert werden musste [Sauer, Diplomarbeit 1999].

Fiir die vorliegende Arbeit wurden daher die Einzelkomponenten des miniaturisierten RIfS-
Autbaus, die einer Computersteuerung bediirfen, durch solche ersetzt, die mit der
vorhandenen Librarian II-Software ansteuerbar waren. Dies betraf das Filterrad bzw. dessen
Elektronik, sowie die CCD-Kamera. Ein ebenfalls ansteuerbarer Shutter wurde noch nicht
eingebaut.

Die Kameramodule fiir die PCO-Kamera waren bei Vorversuchen fiir das Projekt

Libararian II bereits ausprogrammiert worden und mussten fiir die vorliegende Arbeit nur in
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das Steuerprogramm Screening eincompiliert werden. Das so modifizierte Programm erfiillte
nun folgende Voraussetzungen fiir den Messablauf:

- Benutzergefiihrte Referenzpunktbestimmung

- Mausgesteuerte Maskenerstellung

- Automatische Maskenerstellung fiir 96er (8x12) und 384er (16x24) —Spotmuster

- Dunkelmessung vor jeder Messung (s.u.)

- Auswertung und Online-Darstellung aller relevanter Messparameter

- Protokollerstellung

- Speicherung von Messdaten, Masken und Protokollen
Die folgende Abbildung 26 zeigt eine Originalmessung mit dem Mikroarray-RIfS-Aufbau an
96 Messpunkten mit dem Programm ,Screening“. Die Darstellung von Intensititen,
Schichtdicken und der Auswertung in Form von Bindungskurven macht diese Software zu
einem geeigneten Instrument, um im Forschungsbetrieb Testverfahren auf dem neuen
Instrument zu etablieren. Samtliche nicht messtechnischen Abldufe, wie z.B. Pipettieren

miissen allerdings von Hand erledigt werden.
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Abbildung 26  Der Messablauf und die Online-Anzeige der Ergebnisse mit ""Screening"

Der Probentriger
Ein Probentriger fiir die Fixierung des Prismas wurde so konstruiert, dass es damit mdglich

ist, den Chip auf dem Prisma auszurichten und ihn dann entweder mit einer Kiivette oder
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einer Durchflusszelle zu versehen. Beide Optionen werden mit denselben
Befestigungsvorrichtungen fixiert (siche auch Abbildung 27). Die Kompatibilitit zur einer
von Projektpartnern entwickelten Durchflusszelle wurde hierbei ebenfalls sichergestellt. Die
Messungen in dieser Arbeit wurden alle unter Bedingungen ruhender Lésung ausgefiihrt, das
heiBit in einer Kiivette. Dies hat zur Folge, dass die Diffusion der Reaktanden (Antikorper,
spiater DNA-Oligonukleotide) an die Oberfliche dem zweiten Fickschen Gesetz unterliegt.
Die Bindungskurven sind daher erwartungsgemill auch bei niedrigen Konzentrationen
gekrimmt (Wurzel t-Abhéngigkeit), solange die Obertfldache eine hohe
Gleichgewichtsbeladung ermoglicht. Zur Gegeniiberstellung von Kiivettensystemen und

Durchflusssystemen in der Biosensorik vergleiche etwa [Ward 2000], [Schiitz 2000].

Abbildung 27 Probentriger und Filterrad im umgebauten RIfS-Mikroarray-Aufbau. Die

Reaktionskammer (Kiivette) ist hier bereits auf dem Probentriiger fixiert.

4.1.1.2 Chipdesign und Spot-Erkennung

Eine Maskenerstellung durch Software mit automatischer Spot-Erkennung (Kontrast) ist
prinzipiell méglich. Nach Vorgabe des Formats von 12 x 18 mm® und der gewiinschten
SpotgroBen wurden mégliche Chipdesigns entworfen, die Messungen an Spots von 1 mm bis
250 pm Durchmesser ermoglichen und eine Anzahl von Spots von 54 bis 1536 erlauben.
Durch weitere Verringerung des Abstandes zwischen den Spots sind auch hohere Spotzahlen
realisierbar.

Diese Chipdesigns wurden zunidchst auf transparente Folien ausgedruckt und auf dem

Detektionssystem als Vorlage zur Maskenerkennung aufgelegt. Damit konnten fiir das
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Detektionssystem notwendige Spotmasken erstellt werden. Im Folgenden ist ein Kamerabild

dargestellt, das die Abbildung der gedruckten Spots auf dem RIfS-Aufbau zeigt.

Abbildung 28 Gedrucktes Spot-Array im Kamerabild des Mikroarray-RIfS-Aufbaus als

Strategie zur Maskenerstellung.
Allerdings ist diese Hilfsmassnahme letztlich nicht notwendig, um Masken eines gespotteten
Arrays zu erstellen, da die Screening Software in der Lage ist, auch aus einem recht kleinen
Kontrast noch Spots fiir die Maskenerstellung erkennen zu kénnen. Die Erkennung lésst sich
tiber Schwellwerte regulieren und damit der jeweiligen Kontrastsituation aus dem
eingesetzten Array anpassen. Versuche ergaben, dass der Kontrast einer nicht abgespiilten
Transduceroberfliche, auf die per Mikrodropverfahren Sonden immobilisiert wurden
ausreichend ist, um von der Spoterkennung der Software erkannt zu werden.
Fiir erste Studien wurde auf flichig immobilisierte Transduceroberflichen zuriickgegriffen
auf welche sozusagen virtuell, mit Hilfe der Software, Spots aufgebracht werden und an
diesen dann die Messungen durchgefiihrt wird. Diese Methode konnte benutzt werden, um
den Einfluss der SpotgroBe auf die Qualitit der Messung hinsichtlich Rauschen und
Gleichgewichtsbeladung zu erfassen (Kapitel 4.2.4.1).

4.1.1.3 Charakterisierungsmessungen am parallelen RIfS-Aufbau

Fir die Erzeugung eines Interferogramms wurde mit der CCD-Kamera das Bild des
Probentrigers detektiert, der sequenziell von Licht verschiedener Wellenlédnge beleuchtet
wird. Nachdem durch das Filterrad alle sieben verwendeten Wellenléingen eingestrahlt worden
sind, lésst sich fiir jede gewihlte Probenposition ein Interferogramm berechnen, wie in der
nachfolgenden Abbildung 29 nochmals verdeutlicht wird. Die Tatsache, dass liberhaupt ein
Interferogramm erhalten wird, wenn die Filterenergien nach der Theorie referenziert werden
(vgl. Kapitel 2.3.3), ldsst den Schluss zu, dass hier tatséchlich ein RIfS-Signal gemessen wird,
das von der Interferenzschicht des Transducers ausgeht. Die Position des Minimums wird von

der Software durch eine parabolische Anpassung ermittelt. Die Messung erfolgt durch
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Verfolgung der Position der Minima {iiber die Zeit. Im praktischen Betrieb des RIfS-
Mikroarray-Aufbaus ergab sich in etwa eine Zeitauflosung von 12-14 Sekunden pro
Messpunkt. Die erforderliche Messzeit ergibt sich aus der Gesamtzeit fiir eine
Filterradbewegung. Dies lag im Wesentlichen an der Wartezeit, die nach jeder Drehung des
Filterrades eingehalten werden musste, um das Einschwingen des Systems abzuwarten. Die
gemessenen Belichtungszeiten lagen dagegen meist im Bereich von 100 ms. Pro
Filterradposition wird hier also noch ein Zeitvorteil von etwa einem Faktor 10 verschenkt.
Hier konnte die Leistungsfahigkeit des Aufbaus also nochmals etwa um einen Faktor drei
(Wurzel 10) verbessert werden. Entkopplung des Filterrades wird daher bei einem weiteren

Umbau in der folgenden Entwicklung notwendig sein.
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Abbildung 29  Darstellung der Rekonstruktion des Interferogramms aus den Intensititen der sieben
Filterradpositionen

Zur Optimierung des Signal/Rausch Verhéltnisses wurde die Belichtungszeit der Kamera
manuell variiert und dadurch die optimale Belichtungszeit (Aussteuerung des A/D-Wandlers
der Kamera) sichergestellt. Die automatische Belichtungszeiteinstellung der Software versagt
hier gelegentlich, wenn auf dem Transducer Stellen mit sehr hoher Reflektivitét (z.B. kleine
Luftblasen) vorhanden sind. Fiir die folgenden Messungen wurde daher die Belichtungszeit
jeweils manuell optimiert.

Die Drift des Systems ist selbst bei Lampenschwankungen durch den Vorteil der

Simultanreferenzierung sehr gering, im Bereich von < 50 pm/h.
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4.1.1.4 Maskenerstellung an Mikroarrays

Mit der Software ,,Screening® lassen sich sehr einfach Masken aus Kamerabildern mit
getropften Arrays erstellen. Die Software erkennt aus dem Hell-Dunkel Kontrast die
Begrenzung der Messpunkte und kann diese auswerten. Fiir die Charakterisierungsmessungen
wurden allerdings quadratische Messpunkte gewéhlt, wie sie in Abbildung 30 gezeigt sind,

um, reproduzierbare Messpunktgroen zu erhalten.

optische Schichtdickenanderung [nm]
w
1

Zeit [s]

Abbildung 30 Bild der Auswertemaske auf einer homogenen Detektionsfliiche links (Referenzspots
rechts, Detektionsspots links). Rechts die dazugehdrigen Messkurven einer

Antikorpermessung, die im 4.2.4.1 noch diskutiert werden wird.

Getropfte Arrays auf AMD Oberflachen ergeben im Mittel ca. 250 um grofle Spots auf
teilhydrophilen Oberflichen wie z.B. Aminodextranoberflichen. Diese enthalten auf dem
Kamerabild nach der Maskenerkennung immerhin zwischen 270 und 300 Pixel pro Spot. Das
gemessene Abbildungsverhiltnis betragt 17:24. Gegeniiber der zuvor verwendeten Kamera
(256 x 256 Pixel, 8 Bit) ergibt dies einen Vorteil von iiber 200 Pixel pro Mikrospot (s.0.).
Legt man fiir das urspriingliche System dieselbe Kameraleistung zugrunde (gekiihlte 12 Bit
Kamera) ergébe das etwa das halbe Rauschen. Gleichzeitig ist das Dunkelrauschen der neuen
Kamera aber nicht der rauschbestimmende Faktor, da (wie spéter besprochen) nicht der volle
Effekt einer gekiihlten Kamera auf diesem Laboraufbau umgesetzt werden kann. Diese
Einschrinkung ergibt sich aus der oben erwdhnten mechanischen FEinschrankung des

eingesetzten Filterrades zur Wellenldngenselektion.
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4.1.1.5 Leistungsfdhigkeit des Detektionssystems

Theoretische Uberlegungen zum Einfluss der ausgewerteten Pixelzahl auf die
Leistungsfahigkeit des Detektionssystems sollten aufzeigen, mit welchen Parametern
Vergleiche zu Standardmethoden wie Fluoreszenzdetektion mit einer markierungsfreier
Detektion an Mikroarrays zu ziehen waren.

Vergleicht man die Methode, Fluoreszenzbilder (von DNA-Mikroarrays) mit CCD-Kameras
auszuwerten mit der fiir RIfS eingesetzten Methode, so sind die grundsdtzlichen Parameter,
welche die Qualitdt der Messung ausmachen, zunichst einmal gleich. Die Nachweisgrenze
der Systeme ist jeweils durch das Signal zu Rauschverhiltnis begrenzt. Geht man nun davon
aus, dass die Signal zu Rauschverhiltnisse bei einer Fluoreszenzdetektion durch den
Hintergrund bestimmt wird, so kann dieses Verhdltnis auch bei Erhohung der
Integrationszeiten nicht verbessert werden. Die Intensititsmessung wird also durch
Miniaturisierung verschlechtert, was in Abbildung 31 schematisch fiir zwei Messpunkte mit
Durchmesser 2 mm bzw. 200 pm dargestellt ist. Erhoht man nun die Integrationszeit um den
gleichen Faktor, um den die Intensitét reduziert ist, so erhélt man theoretisch beim kleineren
Messpunkt die gleichen Rauschwerte, wie beim gréferen.

Nun soll eine zeitabhingige Messung betrachtet werden, wie sie bei der Reflektometrischen
Interferenzspektroskopie tiblich ist. Der optimale Messablauf erzeugt ein Interferogramm
(=Messwert) pro Zeiteinheit der Integrationszeit (z.B. 100 ms). Dies ist im Gegensatz zur
Fluoreszenzmessung unabhédngig von der betrachteten Spotgrofle. Wahrend man also bei der
Fluoreszenzmessung im genannten Beispiel etwa 100 mal seltener messen kann, dndert sich
bei RIfS bei der Miniaturisierung die Messzeit nicht. In unserem Beispiel erhalten wir fiir die
RIfS dadurch einen Vorteil um einen Faktor 10 bei der Miniaturisierung eines Messpunktes
von 2 mm auf 200 pm. Gleichzeitig bleibt die gemessene optische Schichtdickendnderung

gleich, da diese nicht von der Spotgréfe abhéngt.
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Betrachtung der Flache

. Verhaltnis °
eines Spots auf dem Array:
Durchmesser des spots 2 mm 10:1 200 pym
Flache 3,14 mm? 100: 1 0,0314 mm?
Anzahl Pixel auf CCD-Kamera 160 1:1 160
Lichtintensitat / Ausleuchtung RIfS 1:1
Fluoreszenzintensitat 100 : 1
Signal : Rausch - Verhaltnis, Fluoreszenz 100 :1

(oder 100 fache Integrationszeit)

ZeitaufgelSste Messung, Fluoreszenz 10:1 .
(da Faktor 100 seltener gemessen wird)

Zeitaufgeloste Messung RIfS, . . ) 1:1 .

optische Schichtdickenanderung (Schichtdickenanderung ist

unabhangig von ausgeleuchteter Flache)

Abbildung 31 Miniaturisierung der Spotgrofien eines Mikroarrays. Vergleich der Fluoreszenzmessung

mit RIfS bei zeitaufgelosten Messungen.
4.1.2 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Ziel der Arbeiten in diesem Abschnitt war es, den Mikroarray-RIfS-Aufbau durch geeignete
Modifikationen fiir die Messung von Hybridisierung von Oligonukleotiden verwendbar zu
machen. Dies gelang durch den Ersatz entscheidender Komponenten des Aufbaus.
Gleichzeitig konnte eine benutzerfreundliche Software fiir die Echtzeit-Verfolgung der
Messungen an das Gerdt angepasst werden. Die Verbesserung der Detektion am RIfS-
Mikroarray-Aufbau ergibt sich aus den oben gemachten Voraussagen fiir das umgebaute
Gerit. Der erwartete Gewinn beim Rauschen wird durch die Kiihlung der Kamera auf etwa
einen Faktor zwei geschitzt. Die groflere Anzahl auswertbarer Pixel pro Spot, bedingt durch

die groBere absolute Pixelzahl berechnet sich auf einen Faktor 1,7.

4.2 Oberflachen fiir die markierungsfreie Detektion auf Mikroarrays
4.2.1 Haltbarkeit und Stabilitat von immobilisierten Sonden

Die Bedeutung, die bei markierungsfreien Nachweismethoden an Oberflichen der
Immobilisierungschemie und der Vorbehandlung der Oberfliche zukommt, ist vielfach
beschrieben worden und leitet sich aus einigen wenigen Grundprinzipien ab. Erstens wird eine
maximale spezifische Wechselwirkungskapazitit (meist in Molekiilen oder Mol pro Fldche
angegeben) gefordert, die gleichzeitig von einer moglichst niedrigen Neigung zur
unspezifischen Adsorption von Teilchen aus dem Analysengemisch begleitet werden sollte.

Weiterhin sollen die Oberfldchen fiir Biosensormessungen meist fiir mehr als eine Messung
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eingesetzt werden, miissen also nach dem Bindungsereignis regeneriert werden. Da hierzu oft
drastische Verdnderungen im pH-Wert, der Salzkonzentration oder biochemischen
Eigenschaften (Zusatz von Enzymen 0.4.) eingesetzt werden, miissen die Oberflichen und die
kovalent gebundenen Sonden solche Bedingungen mdglichst lange bzw. hdufig unbeschadet
iiberstehen, nach der Regeneration mit moglichst gleicher Bindungskapazitit wieder

einsatzfahig sein und reproduzierbare Ergebnisse liefern.

Eine ganze Reihe von Optimierungen hinsichtlich des Einsatzes von Glasoberflachen fiir die
RIfS sind bereits in anderen Arbeiten beschrieben worden. Hier soll im Wesentlichen auf die
Technik zur Aufbringung von Oligonukleotiden und die Eignung zum FEinsatz in

miniaturisierten Arrays eingegangen werden.
4.2.2 Immobilisierungsstrategien

Im Allgemeinen kommt es bei der Immobilisierung von Oligonukleotiden oder anderen
Biomolekiilen auf Oberflichen zu zwei verschiedenen Situationen. Entweder erreicht man
durch geeignete Oberflaichenchemie eine Anordnung als zweidimensionale Monoschicht oder
man erhilt eine mehr oder weniger verzweigte rdumliche Struktur. Wéhrend erstere im Mittel
in der Lage sein wird, eine Monolage an Bindungspartnern an der Oberfldche zu binden, kann
bei letzterer die Moglichkeit bestehen, dass sich mehr als eine Monolage eines
Bindungspartners an die Oberflache binden lésst. Diese Eigenschaft, allgemeiner vielleicht als
absolute Bindungskapazitdt zu bezeichnen, ldsst sich nun dafiir ausnutzen, gezielt zu steuern,
welche Ziele mit der Oberfldchenreaktion verfolgt werden sollen. Kommt es beispielsweise
auf eine hohe absolute Bindungskapazitdt an, dann ldsst sich eine schwerere Zuginglichkeit
der Oberflachenbindungsstellen sicher verkraften und durch Verldngerung der Einwirkzeit
ausgleichen. Interessiert man sich jedoch fiir die Kinetik der Wechselwirkung, so darf die
Matrix der immobilisierten Molekiile darauf keinen Einfluss haben. Man mochte moglichst
die Kinetik ohne Oberflicheneinfliisse beobachten. Hierfiir sind niedriger beladene
Oberflichen und gleichméBig zugingliche Bindungsstellen am geeignetsten (vgl. dazu auch

[Glaser, 1993] und [Piehler 1997]).

Ein weiteres Kriterium einer erfolgreichen Oberflaichenmodifikation ist die Tatsache, dass die
Oberfliche in der Lage sein muss, bei einem Bindungsexperiment spezifische von
unspezifischen Wechselwirkungen zu diskriminieren. Was also bei einem markierten

Detektionsverfahren vom entsprechenden Label (Fluoreszenzfarbstoff, Radioaktive



4.2 OBERFLACHEN FUR DIE MARKIERUNGSFREIE DETEKTION AUF MIKROARRAYS 65

Substituenten) erreicht wird, muss im markierungsfreien Detektionssystem von der jeweiligen
Oberfldache sichergestellt werden. Diese Abschirmung unspezifischer Bindung muss von
Experiment zu Experiment optimiert werden, da die Wechselwirkung der verwendeten
Matrix, z.B. Dextrane, Glykole, aminofunktionalisierte Dendrimere mit der jeweiligen
Molekiilklasse unterschiedlich ist. Fiir DNA, die ja im Phosphat-Riickgrat negative Ladungen
triagt ist es z.B. von Vorteil, ebenfalls negativ geladene Matrices zu verwenden, wihrend diese
Vorgehensweise z.B. fiir Antikorper oder PNA-Molekiile nicht notwendigerweise von Vorteil
ist.

In dieser Arbeit wurden im Wesentlichen zwei unterschiedliche Ansédtze zur
Oberflachenmodifikation vergleichen, der ,,Tiibinger Ansatz und der vom Projektpartner
entwickelte ,,Bremer“ Ansatz [Benters, 2001]. Im ,Tibinger Ansatz kommt eine
Dextranschicht zum FEinsatz, welche nach dem im Methodenteil beschriebenen Verfahren
tiber ein Epoxisilan immobilisiert wird. Dieses Dextran wird mit Aktivestergruppen versehen,
welche die Immobilisierung von aminofunktionalisierten Oligonukleotiden (DNA oder PNA)
erlauben. Die Schicht ist fiir RIfS optimiert und erlaubt eine etwa 5-fach hohere
Oberflachenbeladung als eine normale 2D-Schicht. Durch ihre Hydrophilitit ergeben sich
beim Spotten auf diese Oberfliche Punkte von etwa 250 pm Durchmesser. Bei der
Fluoreszenzmessung zeigt sich ein sog. Donateffekt, wie in folgender Abbildung 32 zu sehen
ist. Die AMD-GA Oberflichen sind dabei nach Aktivierung und Immobilisierung von
Oligonukleotid (in 8 verschiedenen Konzentrationen von links nach rechts) mit 1 nmol/l Cy-5
markiertem, komplementéren Oligonukleotid hybridisiert worden. Die Detektion erfolgte mit

einem Axxon (pmt500) Chemolumineszenzreader.

Abbildung 32  Getropftes Mikroarray of Dextranoberflichen in verschiedenen Zoomstufen von links
nach rechts. Deutlich ist die Konzentrationsabhiingigkeit von links nach rechts zu
erkennen. "Donutbildung" aufgrund der hydrophilen Oberfléiche ist ganz rechts in der

hochsten Zoomstufe zu sehen.

Man erhélt ein einheitliches Fluoreszenzbild mit gut auswertbaren und diskriminierbaren

Spots. Die Dextranoberfldche ist also auch fiir die Fluoreszenzauswertung geeignet und kann
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thren Vorteil der hohen Hybridisierungskapazitit hier ausspielen. Allerdings ist die
Oberfliche fiir RIfS optimiert und wurde daher auch mit RIfS charakterisiert.

Gleichzeitig wurde die Charakterisierung mit einer ,,Bremer” Oberfliche zur Vergleich
durchgefiihrt. Die Ergebnisse des Gesamtvergleichs sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Die
Besonderheit des Bremer Ansatzes ist der FEinsatz von dendrimeren Strukturen zur
Verbesserung der Bindungskapazitit der Oberfliche. Der Effekt ist allerdings nicht so
ausgepriagt wie bei den Dextranoberflichen. So erhdlt man bei RIfS-Mesungen auf den
Dendrimer Oberflichen nur eine Gleichgewichtsbeladung von 0,6 nm wihrend die

Dextranoberfldche 2,3 nm erreicht.

Tabelle 2 Vergleich der Immobilisierungsstrategien

Bremer Ansatz Tiibinger Ansatz

[Benters et. al. 2001]

Grundchemie Dendrimere Aminodextran
Hybridisierungskapazitit RIfS 0,6 nm 2,3 nm
Eignung fiir sehr gut Geeignet
Fluoreszenzmessungen
Regeneration NaOH, pH 14 HCIl, pH 1,5
Anzahl Regenerationen nicht bek. 300
Lagerfahigkeit nicht bek. 0,5 Jahre
Eignung fiir Spotter Gut Gut
Unspezifische Gut Nicht detektierbar
Wechselwirkung
Eignung fiir Sehr gut Sehr gut
Proteinimmobilisierung,
z.B. Streptavidin

Zusammenfassend erwies sich beim Vergleich der Dendrimer- mit der Dextran-Chemie jede
fiir sich jeweils fiir ihren Einsatzzweck optimiert. Das bedeutet, dass fiir homogene Spots fiir
die Fluoreszenzauswertung die Dendrimerchemie optimal war und fiir die RIfS war vor allem
durch die deutlich hohere Hybridisierungskapazitit die Tiibinger Dextran-Chemie besser

geeignet.
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4.2.2.1 PNA als immobilisierte Sonde*

Zur spezifischen Erkennung von Oligonukleotidsequenzen und damit realistischer Abbildung
der tatsdchlichen Bindungsereignissen und der Unterscheidung von unspezifischen
Bindungsereignissen wurde Mitte der 90er Jahre die PNA als eine Art DNA-Mimetikum
bekannt. Zur Hybridisierung mit natiirlichen DNA-Molekiilen in eingeschrinktem MaBe (d.h.
in der Lange von Oligonukleotiden bis wenigen hundert Basen Lénge) befdhigt weist diese
synthetisch leicht zugéngliche Substanz einige vorteilhafte Eigenschaften auf, die sie auch fiir
den Einsatz auf Biosensoroberflichen und letztlich fiir Mikroarrays interessant machen. Im
Einzelnen wurden diese Vorteile bereits in Kapitel 2.2.1.3 ausfiihrlich besprochen. Es handelt
sich kurz um die verbesserte Affinitét bei gleichzeitig ungeladenem Riickgrat.

Es sollte durch ein Titrationsexperiment gezeigt werden, dass diese Vorteile auch auf das
RIfS-Biosensorsystem {iibertragbar und damit fiir diese Art von Experimenten nutzbar sein
wiirde. Hierzu wurden DNA-Oligonukleotide an einer RIfS-Oberfldche immobilisiert und es
wurde ein sogenannter Bindungshemmtest durchgefiihrt. Dieser erlaubt es, bei verschiedenen
Konzentrationen an komplementidrer PNA die jeweils verbleibende freie Konzentration an
DNA-Oligonukleotid durch Bindung an die Oberfliche zu bestimmen. Trigt man die
gemessenen Konzentrationen gegen die eingesetzte inhibierende Konzentration an PNA auf,
so ldsst sich aus diesem Experiment die Affinitdt der PNA zur DNA fiir diese spezifische
Sequenz ermitteln. Das Ergebnis dieser Messung ist in Abbildung 33 dargestellt. Zur
Anpassung der parametrisierten Gleichung zur Bestimmung der Bindungskonstanten wurde

das Programm Origin (Microcal, Ver. 5.0) verwendet.

* Die Arbeiten in diesem Kapitel sind in enger Zusammenarbeit mit Frau Kerstin Kroger, Ak Gauglitz ausgefiihrt

worden.
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Abbildung 33  Titration von DNA mit PNA-Oligonukleotiden und Auswertung durch Simulation der
Affinititswerte.
Ebenfalls in der Abbildung gezeigt, sind simulierte Affinitéitskurven fiir 10° bis 10" L/Mol
fiir gleiche Konzentrationsverhéltnisse. Der tatsdchliche Kurvenverlauf der Messung liegt
deutlich zwischen 10" und 10" L/Mol. Ausgehend von dieser Tatsache kann von einer
minimalen Affinitit von 10'° L/Mol fiir die 15mere PNA-Oligonukleotid zu 21mer DNA-
Oligonukleotid ausgegangen werden was in der Tat deutlich hoher liegt als beispielsweise
gefundene Affinititswerte in [Sauer et. al. 1999] von maximal 10® L/Mol fiir 15-mere oder

den in Kapitel 4.2.3.2 gemessenen ca. 10° L/Mol fiir antisense-Oligonukleotide.

Fiir die Charakterisierung des Verhaltens von PNA an einer Biosensor oder Mikroarray-
Oberfliche eignet sich die Messung von Assoziations- und Dissoziationskinetiken. Also
wurden kinetische Messungen mit DNA auf PNA-Oberflichen in Abhdngigkeit von der
Konzentration durchgefiihrt. Die Ergebnisse der monoexponentiellen Anpassung der
jeweiligen Assoziationsphasen der Bindungskurven sind in Abbildung 34 in Abhidngigkeit
von der Konzentration aufgetragen. Die Steigung der Geraden liefert die

Assoziationsratenkonstante, der Achsenabschnitt die Dissoziationsratenkonstante.
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Abbildung 34  Kinetische Konstanten von DNA-PNA Wechselwirkung an einer Oberfliche.

Als Ergebnis erhidlt man eine niedrige Assoziationsratenkonstante und eine ungewohnlich
niedrige Dissoziationsratenkonstante. Die gemessene Affinitdt ist zwar nicht im erwarteten
GroBenordnungsbereich, aber immerhin erwartungsgemif hoher als bei reiner DNA-DNA-
Oligonukleotid Hybridisierung an einer Oberfliche. Die Effekte der dreidimensionalen
Dextranoberflichen kommen hier zum Tragen. Das heiit die gemessenen Kinetiken sind
immer als eine Kombination aus Diffusion zur Oberfldche, Oberflaichenbindung, Diffusion in
die 3D-Matrix, Bindung in der 3D-Matrix zu betrachten. Dies ist ein Argument dafiir,
kritische kinetische und thermodynamische Parameter in homogener Phase statt an der
Oberflache zu bestimmen. Ndhere Untersuchungen hierzu sind in den Kapiteln 4.2.3.2 und
4.2.3.3 gemacht worden. Beim vorliegenden Versuch kann allerdings deutlich an den sehr
niedrigen, beobachteten Dissoziationsratenkonstanten erkannt werden, dass es sich hier um
eine hoher affine Bindung handelt, als diejenige zwischen entsprechenden DNA-
Oligonukleotiden. Damit werden PNA-Oberflachen und auch PNA-Sonden fiir den Einsatz
auf RIfS-Mikroarrays von ihren kinetischen und thermodynamischen Eigenschaften her als

geeignet erachtet.

Im Folgenden soll dargestellt werden, welche besonderen Eigenschaften die Oberfldchen fiir
eine markierungsfreie Detektion mit RIfS durch die Verwendung von PNA-Oligonukleotiden
erhalten. Eine Reihe von Experimenten wurde dazu durchgefiihrt, die nicht nur die
Immobilisierung der PNA sondern auch ihre Hybridisierung an immobilisierte DNA-

Oligonukleotide besser veranschaulichen und erkléren sollen.
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Zuniachst wurden Oberflichen untersucht, welche mit Aminodextran und DNA-
Oligonukleotiden modifiziert waren. Die Oberfliche wurde mit 10 pg/ml komplementérem
DNA- sowie PNA-Oligonukleotid beladen und die jeweils erzielte Maximalbeladung
vergleichen. Abbildung 35 zeigt, dass die beobachtete optische Schichtdickendnderung fiir
das PNA-Oligonukleotid mit 6,5 nm deutlich hoher ausfillt, als beim DNA-Oligonukleotid
mit ca. 2,3 nm unter gleichen Bedingungen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die PNA
aufgrund ihres ungeladenen Riickgrats auch die Bindungsstellen im ,Inneren* der
Dextranschicht besser erreichen kann als die DNA, welche durch ihre negative Ladung vom

hauptsédchlich negativ geladenen Dextran abgestoBen wird.

—— PNA
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. . . . .
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Abbildung 35 DNA-Oberfliiche immobilisiert auf AMD. Die Hybridisierung mit komplementirer DNA
und PNA wird verglichen.
Andererseits ist diese AbstoBung der DNA-Oligonukleotide aufgrund der Ladung
moglicherweise der Grund fiir die gefundene Spezifitit der Hybridisierungsmessung auf
Dextran-Oberflichen. Daher wurde im folgenden Experiment untersucht, ob die PNA
unspezifisch an die Dextran Matrix bindet. Dazu wurden 10 pg/ml komplementire und nicht
komplementidre PNA-Losung injiziert und die Beladungen verglichen. In Abbildung 36 ist
das vergleichende Ergebnis dieses Versuchs dargestellt. Amn erkennt, dass die PNA-Bindung
spezifisch ist, da bei der Injektion des nicht-komplementiren Stranges keine Bindung zu

beobachten ist.
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Abbildung 36 Die Spezifitit der PNA/DNA Hybridisierung konnte durch Verwendung eines

unspezifischen Stranges nachgewiesen werden.

Die weiteren Untersuchungen konzentrierten sich auf das Immobilisieren von PNA-
Oligonukleotiden (mit zwei Glycol-Spacern ausgestattet und mit einer Aminogruppe
funktionalisiert), um die Eigenschaften dieser Oberflichen direkt nachweisen zu konnen.
Nicht zuletzt ist es eine vielversprechende Idee, sehr stabile Oberflichen mit den gleichen
spezifischen Eigenschaften von DNA-Oligonukleotiden fiir den Gensensor herstellen zu
konnen und damit die Standzeiten und Reproduzierbarkeit zu verbessern.

Bei den Versuchen stellte sich zunédchst heraus, dass die geringe Loslichkeit der PNA im
Vergleich zur DNA im Immobilisierungspuffer ein groes Hindernis bei der Immobilisierung
ist. Wiahrend DNA bei einer Konzentration von ca. 1-2 mg/ml immobilisiert wird ist bei der
PNA nur ca. ein Zehntel dieser Konzentration erreichbar. Die Schwierigkeiten mit gesittigten
PNA Losungen zu immobilisieren ergeben eine deutlich geringere Beladungsdichte der
hergestellten Oberflichen. Dies ist in Abbildung 37 dargestellt. Im Vergleich zum
umgekehrten Experiment mit DNA-Oberflichen (Abbildung 35) erhdlt man wesentlich
geringere Hybridisierungskapazititen flir beide Sonden, ndmlich etwa 0,4 nm fiir DNA und
4 nm fir PNA. Dabei bleibt die Spezifitit der Bindung und auch die bereits beobachtete
Uberlegenheit der PNA-Hybridisierung gegeniiber DNA an PNA-Oberfléichen erhalten.
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Abbildung 37 Das gleiche Experiment auf PNA-modifizierten Oberflichen verdeutlicht die niedrigere
Hybridisierungskapazitit. Die PNA-Hybridisierung liegt dennoch héher als die DNA-
Hybridisierung in diesem Fall um ca. einen Faktor 10.
Die beiden Experimente zu den Beladungsdichten von PNA und DNA-Oberflichen wurden
nun noch mit Polyethylenglycol (PEG)-Oberflichen durchgefiihrt auf denen PNA-
Oligonukleotid immobilisiert worden war, um den Einfluss der Dextranmatrix auf die
Hybridisierung zu verdeutlichen. Bei den PEG-Oberflichen handelt es sich um reine 2D-
Oberflachen. Alle Bindungsstellen sind an der Oberfliche der Schicht angeordnet und
gleichermaflen fiir eine Bindung zuganglich. Hier erhdlt man die Situation, dass die PNA-
Bindung etwa 3 mal hoher als die DNA-Bindung ist, allerdings auf sehr viel niedrigerem
Niveau von 200 pm (DNA) bis 600 pm (PNA). Die Daten sind hier nicht gezeigt.
Vergleichend sind in der folgenden Tabelle die Ergebnisse der Beladungsstudien nochmals

zusammengefasst.
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Tabelle 3 Beladungsexperimente von PNA und DNA-Oligonukleotiden auf Dextran- und PEG-
Oberflichen und immobilisierter PNA und DNA.

Oberflachen = Dextran-DNA- Dextran-PNA- PEG-PNA-
Hybridisierung Oberfliche Oberfldche Oberfldche
von spezifischer
2,3 nm 0,4 nm 0,2 nm
DNA
von unspezifischer
0 nm 0 nm -
DNA (Kontrolle)
von spezifischer
6,5 nm 4 nm 0,6 nm
PNA
von unspezifischer
0 nm 0 nm -
PNA (Kontrolle)

Zusammenfassung und Diskussion der Bindungsuntersuchungen

Auf Dextran-Oberflichen mit immobilisierten DNA-Oligonukleotiden ist die beobachtete
Gleichgewichtsbeladung fiir PNA etwa drei Mal hoher, als fiir DNA-Oligonukleotide bei
gleicher  Konzentration.  Mit  immobilisierter =~ PNA  liegt die  beobachtete
Gleichgewichtsbeladung fiir PNA Oligonukleotide sogar zehnmal hoher als bei DNA-
Oligonukleotiden. Allerdings auf niedrigerem Niveau als bei DNA Oberflichen. Auf
Polyethylenglycol-Oberflachen ist dieser groBe Effekt nicht zu beobachten; hier ist die
Uberlegenheit der PNA-Hybridisierung nur etwa ein Faktor drei.

Die beobachtete, dreifach hohere Gleichgewichtsbeladung kann der literaturbekannten und
auch auf RIfS nachgewiesenen hoheren Affinitdt von PNA zu komplementirer DNA
zugeschrieben werden. Was hingegen die zehnfache Zunahme der Gleichgewichtsbeladung
betrifft, so kann diese nur bei dreidimensionalen AMD und nicht bei quasi-
zweidimensionalen Oberflichen wie PEG beobachtet werden. Dies ldsst den Schluss zu, dass
die unterschiedliche Zuginglichkeit der dreidimensionalen Matrix des Dextrans das jeweilige
Bindungsverhalten bestimmt. Das ungeladene PNA Teilchen diffundiert stirker in die
geladene Matrix ein, als das negativ geladene DNA-Oligonukleotid. Ein Randaspekt hierbei
ist allerdings, die dadurch erhaltene Spezifitit. Zundchst eher abgestofSene Teilchen binden im
Mittel praktisch ausschlieBlich an spezifische Bindungspldtze, wéhrend unspezifische
Bindung durch die AbstoBung unterdriickt wird. Dies kann eine wertvolle Optimierungshilfe
beim Design von Mikroarrays darstellen, da die Hybridisierung "von sich aus" stringenter

erfolgen kann. Allerdings konnten zumindest bei diesen PNA-Bindungsversuchen mit
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entsprechend nicht-komplementidrer PNA (und DNA) auch auf dreidimensionalen AMD-
Oberflichen keine unspezifischen Wechselwirkungen beobachtet werden, was in Abbildung

36 gezeigt werden konnte.

Stabilitit und Lagerfihigkeit

Die Anwendung fiir Biosensoroberflichen im Dauerbetrieb erfordert auflerdem eine gute
Stabilitdt, Lagerfahigkeit und Haltbarkeit der funktionalisierten Oberflichen. Von PNA wird
erwartet, dass sie diese Eigenschaften durch ihre geringere Empfindlichkeit auf natiirliche
Degradationsagenzien (Nukleasen, Proteasen etc.) positiv beeinflusst. In den folgenden
Untersuchungen sollte gezeigt werden, dass die PNA auf Oberflichen den Anforderungen an
ein Gensensor Experiment geniigt, also dass mehrere Regenerationszyklen hintereinander
durchgefiihrt werden konnen und dabei keine wesentliche Beeintrichtigung der
Reproduzierbarkeit von Messungen auftritt. Dafiir wurden mehrfache Regenerationen
hintereinander durchgefiihrt und die Gleichgewichtsbeladung nach jedem zehnten
Regenerationszyklus kontrolliert. In den nachfolgenden Abbildung 39 sind die Ergebnisse von
Stabilitdtsuntersuchungen fiir vier solcher Regenerationszyklen an PNA-Oberflichen im

Vergleich zu entsprechenden DNA Oberfldchen zusammengefasst.
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Abbildung 39 Regenerationsstabilitiit von PNA Oberflichen bei mehrfacher Regeneration.

PNA-Oberfldchen lassen sich schwerer nach der Hybridisierung regenerieren. Dies zeigte

dieses Experiment durch eine Abnahme der Hybridisierungskapazitit von Regeneration zu
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Regeneration. Die Regeneration wurde daher fiir PNA Oberfldchen bei den nachfolgenden
Experimenten unter etwas harteren Bedingungen durchgefiihrt (pH 1,2 statt 1,7).

Die Experimente wurden fiir einen lidngeren Zeitraum mit mehr Regenerationszyklen
wiederholt und auf andere Regenerationsbedingungen ausgeweitet. Die folgende Abbildung
40 zeigt die Ergebnisse fiir Regenerationszyklen mit pH-Anderung (fiir PNA Regeneration ist
ein niedrigerer pH von 1,2 verglichen mit 1,7 fiir DNA erforderlich) und unter

denaturierenden Bedingungen (Guanidiniumchlorid/Harnstoff).
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Abbildung 40 Regenerationsstabilitit bei hiufiger Regeneration. Links Regeneration mit HCI bei pH
1,7 (1,2 fiir PNA) und rechts mit Guanidinium/Harnstoff bei pH 2.0

Wie man deutlich erkennt, sind beide Oberflachen deutlich stabiler als man erwarten konnte.
Die DNA-Oberflichen iiberstethen pH 7 ohne wesentliche Verdnderung der
Bindungseigenschaften fiir ca. 150 Regenerationen. Allerdings tibertrifft die PNA-Oberfldche
die DNA-Oberfliche noch bei weitem in der Regenerationsstabilitit unter harten pH-
Bedingungen. Unter denaturierenden Bedingungen waren beide Oberflichen gleichwertig gut
geeignet.

Die Lagerstabilitidt der PNA und DNA-Oberflachen in der Laborumgebung wurde bei offener
Lagerung in der Laborumgebung iiber mehrere Wochen verglichen. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41 Lange Lagerstabilitit von PNA Oberfliichen im Vergleich zu immobilisierten DNA
Sonden unter Laborbedingungen, d.h. ungekiihlt, offen etc. (Abbildung aus [Kroger
2003] mit freundlicher Genehmigung)

Es zeigt sich, dass unter den gleichen Bedingungen PNA Oberflichen wesentlich stabiler und

haltbarer waren. Dies wird im Wesentlichen auf Nukleaseaktivitit zuriickgefiihrt.

Zusammenfassung

Zusammenfassend sind die erzielten Ergebnisse sowohl fiir DNA als auch fiir PNA
Oberfldachen bei weitem ausreichend, um die Anforderungen an ein Mikroarray Experiment
zu erfiillen. Die Experimente gaben aulerdem noch wertvolle wissenschaftlichen Aufschluss
iber das Verhalten der Zwischenschichten Dextran und PEG in Standard
Biosensorexperimenten. Die Ladung als entscheidender Faktor regelt die Zuginglichkeit der
Bindungsstellen im Dextran. Mit PNA konnten daher aufgrund seines neutralen Riickgrats
erheblich hohere Beladungsdichten erzielt werden als mit vergleichbaren DNA-Sequenzen.
Dies ist fiir eine spétere Gensensoranwendung von entscheidender Bedeutung, da die
Beladungsdichte der Oberfliche letztlich die Nachweisgrenze des RIfS-Mikroarrays
bestimmt.

Die Stabilitit der untersuchten Oberfldchen ldsst sogar den Dauereinsatz, etwa in einem
Routinelabor, fiir sehr viele Messungen mit einem Array moglich erscheinen. Dies konnte
beispielsweise den bestehenden Kostendruck von Mikroarrayexperimenten nehmen und diese
in neue Anwendungsbereiche z.B. der zeitabhingigen Genexpressionsstudien oder des online-
Monitorings von Produktionsabldufen fiihren.

Die Ergebnisse wurden in der Arbeit von [Kroger, 2003] verifiziert, ausfiihrlich weiter

verfolgt und zur Anwendung gebracht [Kroger et. al. 2002]. Dabei ergaben sich z.T. sogar
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noch hohere Zahlen fiir Regenerationszyklen sowie lingere Lagerstabilititen unter hérteren

Bedingungen.

4.2.2.2 Ortsaufgeléste Immobilisierungstechniken

Fiir Mikroarrays wird eine Immobilisierungsmethode benétigt, die es ermoglicht, eine
Vielzahl von Sonden auf einer Oberflidche ortsaufgeldst zu immobilisieren. Der Vorgang
sollte automatisierbar sein, um die Reproduzierbarkeit zu gewihrleisten.

Im Folgenden soll die Frage beleuchtet werden, auf welchen Effekt der eingangs erwéhnte
Vorteil der Immobilisierung mit "Microdrop" gegeniiber der herkdmmlichen nasschemischen
Immobilisierungsmethode fiir aminofunktionalisierte Oligonukleotide, zuriickzufiihren ist.
Als entscheidende Parameter kommen dafiir im Grunde nur die sehr kleinen Tropfchen oder
die Erhitzung der Oberflachen aus ca. 40°C in Frage. Hierzu wurde zunichst beispielhaft
verglichen, wie sich diese beiden Techniken der Immobilisierung auf einem Einkanal-
Transducer auf die Hybridisierungseffizienz (gemessen anhand der Gleichgewichtsbeladung)
auswirken. Dafiir wurde auf die nach der selben Methode vorbereiteten, aktivierten
Transducer mit Microdrop und manuell aminofunktionalisiertes Oligonukleotid aufgetropft.
Die Bestimmung der unspezifischen Bindung erfolgte im RIfS-Einkanalauftbau durch
Injektion von nicht-komplementérer, unspezifischer DNA, die Beladungsdichte wurde mit
dem entsprechenden komplementéren DNA-Oligonukleotid bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 42 vergleichend dargestellt. Im vorderen Abschnitt der Messung zwischen 200 und
700 Sekunden erkennt man die Injektion der wunspezifischen Sequenz. Beide
Immobilisierungmethoden ergeben erwartungsgeméll eine sehr niedrige unspezifische
Bindung, wie bereits im vorigen Kapitel festgestellt wurde. Bei den spezifischen Bindungen
kommt es zum Teil zu Unterschieden in der Ansprechkinetik. AuBlerdem sieht man eine
Streuung der Maximalbeladung von ca. 1,6 bis 2,3 nm Die manuell getropfte Oberfliche
wicht nicht signifikant von diesem Ergebnis ab, liegt aber mit etwa 1,8 nm eher im unteren
Bereich der erreichbaren Beladung. Fiir Experimente mit dem RIfS-Mikroarray-Aufbau
geniigt diese Beladungsdichte allerdings. So konnen fiir erste Versuche, flichig mit
demselben Oligonukleotid funktionalisierte Oberfldchen in wesentlich kiirzerer Zeit als mit
dem Microdrop System hergestellt werden. Die etwas schlechtere Beladung kann dabei in
Kauf genommen werden. Die Homogenitit der Oberfldche kann allerdings erst spéter, bei den

Mikroarray-Messungen bestimmt werden.
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AMD 260/10, GA, NHS-DIC, C1 (OIA 3) mit OVA und 10 ug/ml O1 (OIA 4), Feb.00

2,5 | — with Microdrop (conc. 2 mg/ml)
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Abbildung 42 Immobilisierung "von Hand" und mit der Microdrop-Technik. Die Ergebnisse streuen in
diesem Fall im normalen Maf}, es ist zunichst keine signifikante Abweichung der
manuellen Technik feststellbar. Diese Ergebnisse konnen als modellhaft angesehen
werden.

Tatsdchlich erscheint hier die Immobilisierung mit kleinsten Tropfchen nicht den

entscheidenden Vorteil zu erbringen, sondern die Tatsache, dass die aktivierte Oberfldche

wihrend der Oberflichenreaktion beheizt wurde. Entsprechenden Experimente von [Stemmler

2001] legen ebenfalls diesen Schluss nahe, vergleicht man sie mit Experimenten von [Sauer

1998]. Wihrend Stemmler mit ausschlieBlich mit beheizten Oberfldchen agiert und Sauer die

Standard Immobilisierungschemie (nasschemische Immobilisierung aus DMF-Losung)

betreibt, sind bei Stemmler durchweg hohere Gleichgewichtsbeladungen erzielt worden. Die

prinzipiellen Vorteile der Immobilisierung mit Piezopipetten, ndmlich die mogliche
ortsaufgeloste Immobilisierung sowie der dulerst geringe Probenverbrauch sind davon
natiirlich unberiihrt und von entscheidender Wichtigkeit beim Einsatz zur Herstellung von

Mikroarrays. Dies ist in [Jung, Stemmler und Gauglitz, 2001] dargestellt und diskutiert

worden.

Insgesamt konnte durch die vereinheitlichte Technik des Immobilisierens aminofunktionali-

sierter Oligonukleotide auf beheizten, aktivierten Oberflichen die absolute Beladung der

Oberflichen auf bis zu 300 fmol/mm” gesteigert werden (entsprechend einer

Oberfldchenbeladung von 2,3 nm mit einem 23-mer Oligonukleotid), was einer nochmaligen

Verdoppelung der in [Stemmler 1999] genannten 150 fmol/mm? gleichkommt.
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Nun stellte sich noch die Frage, was den Effekt der hoheren Beladungsdichte einer solcherart
modifizierten Dextran-Oberflache ausmacht. Hierzu wurde ein Experiment durchgefiihrt, das
die Immobilisierung aus wdssriger Losung iliber Nacht mit der Immobilisierung mit
Microdrop auf beheizten Oberflachen vergleicht. Wieder wurde das Ergebnis des Experiments
durch die spezifische Hybridisierung an die modifizierte Oberfliche ausgewertet. In
Abbildung 43 links ist ersterer Versuch und rechts letzterer dargestellt. Die gleichzeitig bei
beiden Versuchen durchgefiihrte Bestimmung der unspezifischen Bindung ist aus Griinden
der Ubersichtlichkeit weggelassen worden. Hier ergab sich das Ergebnis, dass beide Techiken
die Oberfldche gleichermallen gut gegen unspezifischen Bindung abschirmen. Letztlich zeigt
dies auch, dass die zugrundeliegende Dextranschicht und nicht die darauf durchgefiihrte

Chemie fiir diese Eigenschaft verantwortlich ist.

Standard Immobilisierungs Technik Beheizte Microspot Immobilisierung
- niedrige Beladung - hohe Beladung

=) 0-20 sﬁeziﬁsclhe Hyblridisie;'ung ' El 2:5 I . I - .

= =

5 0.10 o 20

ﬁ 0,12 nm A

= 2 1.5]

E 0.00 =

S 'S 1.01

= =

3 -0.10] r 3 o5

& 0. 20—————————— €00 L~
0 200 400 600 800 1000 1200

0 200 400 600 800 1000

Zeit[s] Zeit [s]

Abbildung 43  Vergleich der Aufbringung von Oligonukleotiden auf aktivierte Oberflichen unter
verschiedenen Bedingungen. Links: Uber Nacht in H,O-Kammer inkubiert, rechts: Mit

in (Methodenteil) beschriebenem Verfahren auf beheizte Oberfliche getropft.

Der Unterschied der beiden Aufbringungstechniken hinsichtlich der erzielten
Oberflichenbeladung ist jedoch signifikant und augenfillig. Erstere Oberflichen zeigen eine
Kinetik der Hybridisierung und eine Beladungsdichte, wie sie in etwa zweidimensionalen
Oberfldachen, beispielsweise PEG-Oberflachen, entsprache. Eine schnelle Kinetik fiihrt
praktisch iibergangslos zur Gleichgewichtsbeladung, welche im Bereich von 150 pm und
damit sehr niedrig liegt. Die Microdrop Technik zeigt dagegen zusitzlich einen deutlich
langsameren kinetischen Verlauf und eine wesentliche hohere Beladung. Dies ldsst den

Schluss zu, dass hier auch die in der Dextranmatrix befindlichen Bindungsstellen mit
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Oligonukleotiden belegt werden konnen, wihrend bei der anderen Immobilisierungsmethode
offensichtlich gar keine Bindungsstellen innerhalb der Dextranmatrix geschaffen wurden und
damit auch beim Experiment nicht belegt werden konnten. Auch dies stiitzt die These, dass
die Abstofung (die Immobilisierung erfolgte aus wissriger Losung) der geladenen DNA von
der Dextranmatrix der Grund fiir dieses Verhalten sein konnte. Die innenliegenden
Bindungsstellen fiihren also zu einer starken Erhdhung der Bindungskapazitit der Oberfldche,
wenn auch mit etwas unterschiedlicher Kinetik. Dies ist auch im Einklang mit
Untersuchungen von [Haake 2000] der dasselbe Verhalten fiir Antikorper im Vergleich von
PEG- und Dextran-Schichten beobachtet hatte.

Weiterhin soll nicht unerwéhnt bleiben, dass die Tatsache der Durchfithrung von
Immobilisierungsexperimenten in der normalen Laborumgebung teilweise zu
unreproduzierbaren Ergebnissen fiihrt, die wenig Interpretationsspielraum lassen. Daher wird
sich hier darauf beschrinkt, das bereits sehr hohe Potential der verwendeten
Immobilisierungsmethoden anzusprechen, ohne jedoch aus den Augen zu verlieren, dass ein
evtl. darauf beruhender Produktionsprozess vielleicht eine niedrigere Gesamteffizienz bei
jedoch stark gesteigerter Reproduzierbarkeit erzielen kann. Dies ist z.T. bereits aus laufenden
Arbeiten in der Arbeitsgruppe von Prof. Gauglitz ersichtlich. Dort werden Transducer in
einem "quasi-Produktionsprozess" immer von ein und derselben Person hergestellt und
verarbeitet. Diese DNA-Transducer weisen zwar nicht immer die hdchste
Hybridisierungskapazitit auf, haben dafiir aber 1i.d.R. sdmtlich sehr einheitliche,

reproduzierbare Eigenschaften (Daten hier nicht gezeigt).

4.2.2.3 Nanoplotter zur ortsaufgelésten Immobilisierung

Fiir die Produktion von Mikroarrays fiir die spateren RIfS-Messungen wurden im Rahmen
dieser Arbeit die Voraussetzungen geschaffen. Es war notwendig, Oligonukleotide genau dort
zu positionieren, wo das Detektionssystem nachher eine Messung durchfiihren sollte. Der
angestrebte Abstand sollte dabei 250-500 um sein und die Spotdurchmesser in etwa 150 pm.
Letztere werden wie oben bereits erwédhnt, hauptséchlich durch das Volumen der Tropfen und
die Oberflacheneigenschaften bestimmt. Ein System, bei dem variierbare Tropfenvolumina
mit einem xyz-Roboter kombiniert sind, erschien also hier als geeignet. Die Wahl fiel auf ein
Gerit der Firma Gesim (Nanoplotter) mit piezoelektrischen Pipetten.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Programmierungen ermoglichen es, auf ein
RIfS-Mikroarray bis zu 96 verschiedene Proben (aus einer Mikrotiterplatte als Vorlage)

automatisiert aufzubringen. Dieser Vorgang nimmt durch die wiederholten Wasch- und



4.2 OBERFLACHEN FUR DIE MARKIERUNGSFREIE DETEKTION AUF MIKROARRAYS 81

Sptilzyklen eine recht lange Zeit in Anspruch, so dass iiberpriift wurde, ob die Aktivester an
der Oberfliche bei eingeschalteter Oberflichenheizung lange genug zur Verfligung stehen,
um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Hierzu wurden aktivierte Dextran-Transducer auf
der Heizplatte des Microdrop-Systems gelagert und nach und nach betropft. Ein Transducer
wurde iiber Nacht liegen gelassen und am nichsten Morgen betropft. Die
Hybridisierungskapazititen der Transducer wurden ausgewertet.

Die Untersuchungen ergaben eine Stabilitit von etwa fiinf Stunden bei unwesentlicher
Anderung der Immobilisierungseffizienz. Nach 24h ist die Kopplungskapazitit der
Oberflache dagegen auf Null abgesunken. Diese Stabilitit geniigt, um Transducer fiir das
RIfS-Mikroarray nach diesem Verfahren herzustellen.

Fiir die Voruntersuchung am Demonstrator Null und am miniaturisierten RIfS-System wurde
hauptsdchlich die "manuelle" Inmobilisierung mit drei mal 1 pul Lésung mit einer Pipette
durchgefiihrt wie in Kapitel 4.2.2.2 beschrieben. Damit konnte das Problem der genauen
Lagebestimmung der Spots mit der Software auf dem RIfS-Mikroarray zundchst umgangen
werden, da die so erzeugten Spots mit etwa 1-2 mm Durchmesser (ein Tropfen des Volumens
1 pl hat etwa 1,3 mm Radius) auf jeden Fall groBer sind, als die von der Wellmaske

abgedeckten Fliachen.

4.2.3 Fluidik und temperaturabhdngige Messungen

4.2.3.1 Nachweisgrenzen im Durchfluss

Der Nachweis von DNA-Oligonukleotiden auf einem Mikroarray erfordert -eine
Nachweisgrenze im Bereich nanomolarer Konzentration fiir optimale Hybridisierungs-
bedingungen, um tatsdchliche Mengen an PCR-Produkten erfassen zu konnen. Dabei konnte
als Modellsystem nur auf synthetische Oligonukleotide zuriickgegriffen werden, bei denen
bekanntlich die Hybridisierungsbedingungen als optimal anzusehen sind. Verglichen mit den
meist um einen Faktor 10 schwereren PCR Produkten ergibt sich aber ein guter Anhaltspunkt
fiir die Nachweisgrenze, da man davon ausgehen kann, dass ldngere Fragmente in der
markierungsfreien RIfS Detektion ein bis zu Faktor 10 groferes Signal (=Steigung der
Bindungskurve) ergeben. Entscheidendes Qualititskriterium wird hier in der Anwendung das
optimale Design der aufgebrachten Oligonukleotidsonden fiir die jeweilige Gensequenz sein.
Insofern unterscheidet sich hier die Optimierungsarbeit nicht von der herkdmmlicher
Mikroarrays auf Glasoberflichen und wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht beriicksichtigt. Es

galt im Wesentlichen, die grundsétzliche Eignung fiir solche Experimente zu erarbeiten.
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In [Wegner 2001] ist anhand konzentrationsabhingiger Messungen mit Oligonukleotiden am
Einzelplatzaufbau gezeigt, dass iiber weite Grenzen von einer linearen Abhéngigkeit von
Konzentration der Oligonukleotide und der Steigung (bzw. Anfangssteigung) der
Bindungskurven bei Hybridisierungsmessungen ausgegangen werden kann. Dies gilt
allerdings nur fiir Messungen im Durchfluss, bei niedrigen Konzentrationen und gleichzeitig
hoher Oberflichenkapazitit. Fiir das Mikroarray-RIfS System sollte im weiteren Verlauf des
Projektes auch eine Durchflusszelle konstruiert werden, die solche Messungen ermdglicht.
Bis dahin wurden die Experimente mit einer Kiivette und manuellem Pipettieren der
Hybridisierungslosungen durchgefiihrt.

Hierzu ist in Abbildung 44 ein Vergleich des RIfS-Einzelplatz (die Hybridisierungsmessung
aus Kapitel 4.2.2.2) mit dem Kiivettensystem des RIfS-Mikroarray-Systems (Messungen
dargestellt in Kapitel 4.2.5.2) dargestellt. Neben dem nicht vergleichbaren Rauschen sowie
der niedrigeren Maximalbeladung auf dem Kiivettensystem durch weniger effiziente
Oberflachenchemie, fdllt vor allem die wesentlich lidngere Zeit der Hybridisierung am
Kiivettensystem auf. Auch die langsamere Kinetik am Anfang des Bindungsereignisses ist
signifikant. Daher wird es fiir den Einsatz des RIfS-Mikroarray-Systems in einem Gensensor
unabdingbar sein, eine entsprechende Fluidik einzubauen. Dies konnte im Rahmen dieser

Arbeit nicht mehr verwirklicht werden.
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Abbildung 44 Vergleich der Durchflulhybridisierung am RIfS-Einkanalaufbau (links) mit der
Hybridisierung aus ruhender Losung auf dem Mikroarray-RIfS-Aufbau (rechts).

4.2.3.2 Thermodynamische Untersuchungen an RUckgrat-modifizierten  Antisense-

Oligonukleotiden

Ein weiterer im Rahmen dieser Arbeit untersuchter Teilaspekt der Wechselwirkung von

kurzen DNA-Oligonukleotiden ist die potentielle Anwendung dieser Methode auf die
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Optimierung sogenannter Antisense Oligonukleotide. Die RIfS-Technik an sich bietet hier
bereits im Rahmen der im Theorieteil bereits beschriebenen homogenen Testverfahrens
(Bindungshemmtest) die Moglichkeit, die Affinitit von DNA-Oligonukleotid-
Wechselwirkungen in homogener Phase zu untersuchen. Man titriert dazu eine feste
Konzentration einer Oligonukleotidsequenz mit der entsprechenden komplementiren Sequenz
in verschiedenen Konzentrationen. Mit einer spezifischen Sequenz auf der RIfS-Oberfldche
lasst sich danach jeweils die noch verbleibende Konzentration an nicht-hybridisierter Sequenz
bestimmen. Aus der Auftragung dieser Werte gegen die eingesetzte Konzentration des
komplementéren Strangs ldsst sich die Affinitdt zwischen den beiden Stringe ermitteln. Die
Affinitdt gilt fiir die Reaktion in homogener Phase, die Oberfliche dient in diesem Fall
lediglich als Detektor. Dadurch lassen sich auch mehrere komplementire Stringe,
beispielsweise Modifikationen von Oligonukleotiden wie in diesem Falle, vergleichend
untersuchen.

Im vorliegenden Experiment wird vor allem auf die Affinitdt der Antisense-Sequenz auf die
Target Sequenz (5-TTC TTG TCT GCT CTT TCT CT-3') bei Ubergang von der
Phosphodiester- zur Thioat- bzw. Dithioat-Modifikation abgehoben. Wichtig sind solche
Modifikationen des Oligonukleotid-Riickgrats fiir eine potentielle Anwendung als Antisense-
Medikament wegen der hoheren metabolischen Stabilitdt der modifizierten Spezies. Die
Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Petra Bongardt aus dem Arbeitskreis Prof.
Bayer durchgefiihrt. Daten zu den eingesetzten Oligonukleotiden finden sich daher bereits in
[Bongardt, 1999].

20-mere einer Antisense-mdr-Sequenz wurden immobilisiert. Mdr ist die Abkiirzung fiir das
Multidrug Resistance Gen; welches die Zelle vor dem induzierten Zelltod schiitzen kann. Dies
kann beispielsweise die Eigenschaft einer Tumorzelle sein. Die Hybridisierung der gelGsten
Sense-mdr-Sequenz (Target) wurde mit antisense-mdr-Phosphodiester, -Thioat und -Dithioat

inhibiert.
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Abbildung 45  Affinititen der Riickgrat-modifizierten = Antisense-Oligonukleotide im  RIfS-

Titrationsexperiment

Durch Anpassung einer Modellfunktion an die Titrationskurven wurden folgende Affinititen

zur Targetsequenz erhalten:

Tabelle 4 Vergleich der Affinitiiten unmodifizierter und Riickgrat-modifizierter antisense-
Oligonukleotide.

Phosphodiester Thioat Dithioat

2100 M 910°M" 1 10°<K<5 10° M™'#)

*)eftektive Konzentration abgeschétzt

Die Affinitétskonstanten von sense/antisense-Wechselwirkungen zwischen Oligonukleotiden
konnten also mit RIfS im Einkanalaufbau bestimmt werden. Die vergleichenden
Bindungshemmtests mit Phosphodiester-, Thioat- und Dithioat-Modifikationen der mdr-
Sequenz ergaben als Ergebnis eine Verringerung der Affinitit bei Riickgrat-Modifikation.

4.2.3.3 Homogene kinetische Messungen

Simulationsrechnungen

Mit dem Programm Maple wurde in Zusammenhang mit einem C++ Programm
(Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Weber in der Informatik) Eine Mdglichkeit
geschaffen, solche homogenen kinetischen Messungen zu simulieren und den simulierten
Konzentrationsverlauf den entsprechend gemessenen Kurven anzupassen. Damit wird es

ermoglicht, die erhaltenen Messkurven auszuwerten [Jung et. al. 1999].
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Untersuchungen an einem Antigen-Antikorper System

Solche kinetischen Messungen wurden auf Atrazincapronsidure-Oberfldchen durchgefiihrt.
Hierzu wurden die Reaktanden in der Probenschleife des RIfS-Aufbaus vermischt, wie im
Methodenteil beschrieben. Man erhilt Messkurven, die den =zeitlichen Verlauf der
Konzentration an freien Antikorperbindungsstellen zeigt. Die jeweilige Momentansteigung
der Bindungskurven ist dabei proportional zur Konzentration. Die Kinetik des
Bindungsereignisses entspricht in diesen Experimenten einer Reaktion zweiter Ordnung, kann
aber auch durch ein Modell pseudo-erster Ordnung ausgewertet werden, wenn die
Konzentration an Antikdrper mehr als 2,5 mal so grofl ist, wie die Konzentration an

eingesetztem Antigen. Dies wurde bereits in [Jung 1999] gezeigt.
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Abbildung 46  Kinetische Messungen mit K4E7 2 pg/ml + Propazin
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Abbildung 47 Kinetische Messungen mit K4E7 1 ug/ml + Propazin

Man detektiert ein Integral der Konzentration. Die Auswertung der Bindungskurven erfolgt
durch Anpassung des zweimal integrierten Zeitgesetzes zweiter Ordnung iiber eine
nichtlineare Regression durch das Programm MAPLE, das fiir die Durchfilhrung der
Regression auf ein C-Programm zuriickgreift, um die MAPLE-Formel parametrisieren und

anpassen zu konnen.
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Dadurch erhélt man direkten Zugang zu den Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten
(kass, kaiss) der Affinitdtsreaktion als Parameter der angepassten MAPLE-Funktion. Fiir die
Messungen ergibt sich ein Arbeitsbereich von 1*10* Lmol's! < ke < 1*10° Lmol's™
welcher durch die Nachweisgrenze (bei AK etwa 1 pg/mm?), die Reaktionsgeschwindigkeit
bei grolem kdiss>1s'1 und die Drift des Detektionssystems (< 6 pm/h) begrenzt wird.

Schlussfolgerung: Vorteile des Kinetic Inhibition Assay - KIA

Der Kinetische Inhibitionsassay bietet einen direkten und einfachen Zugang zu kinetischen
Konstanten, welche der Reaktion in Losung entsprechen. Dadurch koénnen eventuelle
Oberfldacheneffekte ausgeschaltet werden. Beide untersuchten Komponenten miissen dafiir
nicht markiert werden, es ist nur ein kompetitiver Ligand zur Immobilisierung an der
Oberfliche nétig. Dadurch konnen Markierungsartefakte in der kinetischen Messung
vermieden werden. Das indirekte Testformat erlaubt es aus dem selben Grund auch, nicht
immobilisierbare Liganden zu untersuchen. Besonders interessant wird dies beispielsweise bei
membrangebundenen Rezeptoren, welche nicht immobilisiert werden konnen, ohne ihre
Funktionalitit zu verlieren. Die Voraussetzung der diffusionslimitierten Bindung an die
Oberfliache ldsst sich durch entsprechende Oberflichenchemie, wie sie in Kapitel 4.2
besprochen wird, leicht einstellen. Man erhélt bei der Methode keine Oberflichenartefakte,
wie beispielsweise Riickbindungseffekte. Die Affinitdtskonstante K=k,ss/kgiss kann direkt mit
der in homogener Phase bestimmten Gleichgewichts-konstanten verglichen werden, da sie mit
derselben Technik des homogenen Titrationsassays bestimmt worden ist. Besonders im
Bereich der Protein-Protein Wechselwirkungsanalytik kann und wird diese kinetische
Charakterisierungsmethode an Bedeutung gewinnen, da es schwierig ist, Proteine
reproduzierbar und funktional an die Oberfliche zu binden. Auch die GroB3e von Proteinen
begiinstigt die Diffusionslimitierung und damit die Machbarkeit des KI-Assays. Dieses
Assayprinzip kann daher als Ergdnzung zu herkoémmlichen kinetischen Tests (siche z.B.
[Karlsson et al. 1997]) eingesetzt werden, wenn diese aufgrund der GroéfBe und
Diffusionsgeschwindigkeit oder Empfindlichkeit der Proteine nicht mehr sinnvoll

durchgefiihrt werden kénnen.

4.2.3.4 Temperaturabhéngige Messungen
Ebenfalls eine Grundvoraussetzung zur Messung stringenter Hybridisierungsmuster auf
Mikroarrays, insbesondere bei der Echtzeitmessung, ist die Einstellung der adiquaten

Temperatur fiir den jeweiligen Satz an Oligonukleotiden. Die Hybridisierungsbedingungen im
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Gensensor sehen daher ebenfalls eine Variation der Temperatur wihrend der Messung vor.
Daher sollte zunéchst fiir ein RIfS-DurchfluBBsystem erstmals eine Vorrichtung aufgebaut
werden, die eine temperaturabhdngige RIfS Messung ermoglicht. Spiter soll dieses System in
den Gensensor {iibernommen werden, um auch dort stringente Hybridisierungen zu
ermoglichen.

Die notwendige Hardware, die in der folgenden Abbildung 48 dargestellt ist, wurde in

Zusammenarbeit mit der Firma Proliquid GmbH, Uberlingen, gebaut.

Abbildung 48 Integration einer Temperaturmesszelle in den RIfS-Fluidikaufbau

Mit diesem Aufbau konnen Im Durchfluss bei verschiedenen Temperaturen von 25-95 °C
RIfS-Bindungskurven aufgenommen werden. Die Mdoglichkeit der temperaturabhidngigen
Messung konnte mit Hybridisierungsmessungen gezeigt werden. Ganz deutlich ist zu
erkennen, wie die Hybridisierungskapazitit bei steigender Temperatur abnimmt. Zur spéteren
Detektion von Einzelbasen-Mismatches ist diese Moglichkeit von entscheidender Bedeutung.
In weiterfiihrenden Arbeiten von [Wegner 2001] werden mit diesem System ausfiihrliche
Messungen und Charakterisierungen durchgefiihrt, die beweisen, dass prinzipiell die
temperaturabhéngige Messung mit RIfS moglich ist. Zwei Haupterkenntnisse grundsitzlicher
Art sind hierbei gewonnen worden: Zum einen beginnen ab einer Temperatur von ca. 60°C
Dampfbldschen die RIfS Messung stark zu storen und des weiteren betrdgt der Einfluss der

Temperatur auf die optische Schichtdicke ca. 10 pm/°C.

4.2.4 Charakterisierung des RIfS-Mikroarray-Aufbaus

4.2.4.1 Parallele Messungen mit Antikbrpern
Zur grundsitzlichen Charakterisierung der Eignung des Mikroarray-Aufbaus fiir
Bindungsmessungen wurden Bindungsstudien am Mikroarray Aufbau mit Atrazin-

Antikorpern an immobilisiertem Atrazin durchgefiihrt. Die Grofe von Antikdrpern von ca.
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150 kD fiihrt erfahrungsgemafl zu einem zuverldssigen und hohen Signal, was fiir eine erste
Charakterisierung hilfreich erschien. Zunichst zeigt die parallele Bindungsmessung die
prinzipielle Funktionsweise und den Ablauf einer Messung am Mikroarray-Aufbau.

Es wird ein Mikroarray-Transducer eingesetzt, der mit Atzrazincapronsdure modifiziert ist.
Diese wurde fldchig immobilisiert, so dass eine Antikérperbindung iiber die gesamte Fliche
gleichmiBig erfolgen kann. Dies dient der Evaluation der gerétespezifischen Parameter wie
Drift und Rauschen unabhingig von eventuellen UnregelméaBigkeiten der Oberflichenchemie.
In eine Kiivette (vgl. Bilder in Kapitel 4.1.1.1), die den Transducer umschlieft wird zunichst
100 pl Pufferlosung eingefiillt. Danach wird die Messung gestartet und wie im Methodenteil
beschrieben eine Dunkelmessung und Kalibriermessungen fiir die Belichtungszeit der Kamera
durchgefiihrt. Unter Pufferlosung wird die Basislinie der Messung ausgenommen. Nach einer
gewissen Zeit erweist sich die Basislinie als stabil, was online mit der Software ,,Screening*
verfolgt werden kann. Die Langzeitdrift des Systems liegt bei weniger als 50 pm/h, was der
Tatsache der Simultanreferenzierung zugeschrieben wird. Nun wird die Pufferlosung
herauspipettiert und durch Antikdrperlosung der Konzentration 50 pg/ml ersetzt. Es beginnt
die Assoziationsphase, d.h. alle Bindungspositionen beginnen einen Signalanstieg zu zeigen.
Eindeutig ist dabei aus der Kriimmung der Bindungskurven der diffusionslimitierte Verlauf
der Bindung zu erkennen. Auch die Dauer der Bindung bis zu Sittigung ist typisch fiir ein
solches Kiivetten-Experiment. Es wird eine maximale Beladung von ca. 6 nm erreicht, was im
Rahmen des erwarteten liegt (gute Transducer erreichen im Einkanal-RIfS-Aufbau etwa
zwischen 10 und 20 nm Oberfldchenbeladung), wenn man die gegeniiber dem Einkanal-RIfS
um ca. 50% verminderte Empfindlichkeit des Mikroarray-Aufbaus beriicksichtigt [Rothmund
1999]. Nach einer kurzen Dissoziationsphase in der die Antikdrperlosung wiederum durch
Pufferlosung ersetzt worden ist, wird praktisch keine Abnahme der Bindung beobachtet, was
mit der hohen Affinitit des verwendeten Antikorpers begriindet werden kann. Es kann danach
gezeigt werden, dass das Array durch Zugabe von Pepsinlosung, pH 1,7 vollstindig
regenerierbar ist. Die Messung ldsst sich danach beliebig wiederholen. Es zeigt aulerdem an
samtlichen Positionen praktisch vernachldssigbare unspezifische Bindung gegeniiber
Ovalbumin, d.h. die beobachtete Wechselwirkung ist als spezifisch zu betrachten. Alle
nachfolgenden Messungen sind auf dem gleichen Array unter Verdnderung der GroBen der
ausgewerteten Messpunkten (Masken in der Software) gemacht worden. So sollten,
ausgehend von einer stabilen Oberfldche, fiir alle Messungen die gleichen Voraussetzungen

geherrscht haben.
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Anti-Atrazin Antikorper auf 96 Spots 20x20 Pixel

optische Schichtdickenanderung [nm]

Zeit [s]

Abbildung 49  Simultane online-Detektion der Bindung von Atrazin-Antikérper an 96 Messpunkten auf
dem RIfS-Mikroarray-Aufbau.

Nacheinander wurde nun die Antikorpermessung fiir verschiedene Masken durchgefiihrt, um

die vorher gemachten Voraussagen beziiglich des Verhaltens des Detektionssystems zu

verifizieren. Es wurden folgende Masken programmiert und ausgewertet: 384 Messpunkte mit

2x2 Pixel, 384 Messpunkte mit 5x5 Pixel, 96 Messpunkte mit 10x10 Pixel, 96 Messpunkte

mit 20x20 Pixel sowie 40 Messpunkte mit 40x40 Pixel. Fiir jede dieser Masken wurde ein

Bindungsexperiment, identisch mit dem oben beschriebenen, durchgefiihrt und ausgewertet.

Die folgenden Abbildungen zeigen die parallelen Bindungsmessungen, das jeweilig
detektierte Rauschen iiber die Chipfliche sowie die erzielte Beladungsdichte iiber die
Chipfliache. Die verwendeten Arrays zur Detektion waren 384 Spots fiir die Detektion an 2x2
und 5x5 Pixel/Spot, 96 Spots fiir die Detektion an 10x10 und 20x20 Pixel/Spot und 40 Spots
fiir 40x40 Pixel groB3e Spots.
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90

D: 20x20

B: 5x5, C: 10x10,

9

Abbildung 50  Antikérpermessungen an verschiedenen Spotgrofien (A: 2x2

und E: 40x40 Pixel), Dargestellt sind die Gleichgewichtsbeladungen an jedem Messpunkt

jedes Arrays.
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Die Experimente verdeutlichen die Homogenitit und Leistungsfahigkeit der
Antikorpermessungen auf dem Chip. Die Variation der Maskeneinteilung und damit der
ausgewerteten Flachen ermoglicht einen Vergleich liber den Einfluss dieser (nur Geréte- und
Softwarespezifischen) Parameter auf die Ergebnisse.

Zunichst sollte die Behauptung tiberpriift werden, die gemessene Schichtdickenzunahme sei
unabhingig von der ausgewerteten Pixelzahl auf dem Mikroarray. Dazu wurden die
Mittelwerte aller erreichten Gleichgewichtsbeladungen jeweils eines Arrays gebildet. In
Abbildung 51 sind die erhaltenen Werte mit ihren Standardabweichungen nebeneinander

aufgetragen.

Mittlere Maximalbeladung [nm]

4 25 100 400 1600

Pixelanzahl

Abbildung 51 Mittlere Maximalbeladungen an Antikérper abhéngig von der Spotgrifie

Bei der Auswertung der Maximalbelegungen muss man davon ausgehen, dass die nicht
vollstindige Regenerierung bzw. die Abnutzung des verwendeten Arrays zur Abnahme in
Richtung der kleineren Spots fiihrt, da dies der Reihenfolge der Messungen (20x20, 40x40,
10x10, 5x5, 2x2) entspricht. In [Birkert 2001] konnte ebenfalls bereits gezeigt werden, dass
sich selbst durch die Auswertung nur eines einzigen Kamerapixels eine verniinftige optische
Schichtdickenzunahme aufzeichnen ldsst, deren absolute optische Schichtdickeninderung
gleich ist, wie die ausgewertete, integrierte Anderung auf einer Fliche von iiber 400 Pixel.
Entsprechend der bereits angefiihrten Tatsache, dass die gemessene Schichtdickenzunahme
unabhéngig von der ausgewerteten Pixelanzahl sein sollte, kann dies mit diesem Experiment
bestitigt werden. Die theoretischen Uberlegungen in Kapitel 4.1.1.5 sind damit in diesem

Punkt bestitigt.
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Abbildung 52 Rauschen iiber das ganze Mikroarray bei Auswertung verschiedener Pixelzahlen pro
Messpunkt (von links nach rechts und von oben nach unten: 2x2, 5x5, 10x10, 20x20 und
40x40 Pixel pro Messpunkt), dargestellt iiber die gesamte Fliche des Arrays.



4.2 OBERFLACHEN FUR DIE MARKIERUNGSFREIE DETEKTION AUF MIKROARRAYS 93

Nun wurden die Messungen an den selben Arrays beziiglich ihres Rauschverhaltens
untersucht. Die Auswertung des Rauschens iiber die jeweiligen Arrays erfolgte durch
Mittelwertbildung iiber alle Messpunkte. Dadurch sind die Daten der 384er Arrays aufgrund
der hoheren Anzahl an Messpunkten zwar statistisch sicherer, die Mittelwerte selbst lassen
sich aber dennoch vergleichen. Die Ergebnisse jedes Arrays sind in Abbildung 52 dargestellt.

Durch lineare Regression der Basislinien der Einzelmessungen auf den Arrays erhélt man
Werte fiir das Kurzzeitrauschen zwischen 20 und 190 pm als Standardabweichung vom
Mittelwert der linearen Regression. Dabei konnten fiir die Auswertung der Basislinien jeweils
nur 10 bis 20 Messpunkte herangezogen werden. Entsprechend wird das Rauschen iiber einen
langeren Zeitraum entsprechend Wurzel(n) besser erwartet. In der Abbildung 55 ist das so
berechnete mittlere Rauschen gegen die ausgewertete Pixelzahl aufgetragen. Man beobachtet
einen Zusammenhang zwischen dem mittleren Rauschen und der Pixelzahl der dem

erwarteten Wurzel(n) Verhalten entspricht, das man statistisch erwartet.

Rauschverhalten bei Variation der Pixelzahl (SpotgroRe)

0,10 E

Mittleres Rauschen
o o o o
o o o o
N B (<] oo
1 1 1 1
1

o
[=3
S

T T T
0 500 1000 1500
Ausgewertete Pixelzahl

Abbildung 53 Rauschverhalten in Abhiingigkeit von der ausgewerteten Pixelzahl.

Eine weitere Auswertemethode erlaubt es festzustellen, ob das beobachtete Rauschen
ausschlieBlich von der beobachteten Pixelzahl im Experiment abhéngt. Ist dies der Fall, dann
ergibt sich ein linearer Zusammenhang zwischen der reziproken Quadratwurzel der
Pixelanzahl und der Abweichung vom Mittelwert einer GauB3-Verteilung. Gleiches wurde
auch im Falle des RIfS-Mikrotiterplattenaufbaus von Birkert [Birkert 2001] tiberpriift und
festgestellt und sollte hier fiir den RIfS-Mikroarray-Aufbau ebenfalls experimentell
nachgewiesen werden. Dafiir wurden die oben gezeigten Messungen jeweils durch eine
Anpassung an eine GauB-Verteilung ausgewertet und deren Mittelwerte in folgendem

Diagramm (Abbildung 54) entsprechend aufgetragen dargestellt.
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Abbildung 54 Linearer Zusammenhang zwischen den Standardabweichungen vom Mittelwert einer
Gauf}-Verteilung und der reziproken Quadratwurzel der Pixelzahl.

Der Zusammenhang der berechneten Mittelwerte einer Gaul3-Verteilung und der reziproken

Quadratwurzel der ausgewerteten Pixelzahl kann in diesem Experiment als bestdtigt

angesehen werden. Das Kurzzeitrauschen des Systems héngt damit nur von der ausgewerteten

Pixelzahl ab.

4.2.4.2 Schlussfolgerungen
In diesem Abschnitt sollte die Eignung des neuen RIfS-Mikroarray-Aufbaus filir die Messung

biomolekularer Wechselwirkungen gezeigt werden. Hierfir wurde ein sehr gut
charakterisiertes Antikorper-System eingesetzt und flichig immobilisierte Antikorper
verwendet. Dies ermoglichte die Variation der ausgewerteten Pixelzahlen bzw. der
ausgewerteten MesspunktgroBen. Somit konnten die relevanten Parameter flir die
Charakterisierung des Detektionssystems unbeeinflusst von mdglichen (bio-)chemischen
Unwiégbarkeiten untersucht werden.

Der Mikroarray-Aufbau erfiillt die Erwartungen an seine Leistungsfdhigkeit gut. Es kénnen
auf einer Transducerfliche zeitaufgeloste markierungsfreie RIfS-Messungen an bis zu 384
Messpunkten simultan durchgefiihrt werden. Das beobachtete Kurzzeitrauschen betrug dabei
maximal 190 pm, der beste Wert von 20 pm wurde bei der Spotgréfle 20x20 Pixel erreicht.
Die Rauschwerte unterliegen einer normalen Statistik; dies driickt sich durch die Wurzel(n)
Abhingigkeit des Rauschens von der Pixelzahl aus. Die Tatsache, dass das Rauschen

ausschlieBlich von der Pixelzahl abhingt, lie sich durch die Auftragung der Abweichungen
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vom Mittelwert einer GauB-Verteilung gegen die reziproke Quadratwurzel der Pixelzahl
bestitigen.

Die gemessenen mittleren maximalen Beladungen, nach jeweiliger Regenerierung des
Transducers, waren unabhidngig von der ausgewerteten Pixelzahl. Die erwartete
Empfindlichkeit von etwa 50% verglichen mit dem Einkanalaufbau, wird dabei iiber die
gemessenen Gleichgewichtsbeladungen bestitigt.

Der Mikroarray-Aufbau zeigt nach dieser Charakterisierung die geeigneten Eigenschaften, um
Oligonukleotid-Hybridisierungen nachweisen zu konnen. Diese Experimente werden im

folgenden Kapitel ndher besprochen.

4.2.5 Parallele Hybridisierungsmessungen

4.2.5.1 RIfS-Demonstrator — Multiplex Hybridisierung

Bei dem genannten und im Methodenteil beschriebenen ,,Demonstrator Null* handelt es sich
um ein Gerét, das in einem Projekt zum markierungsfreien Hochdurchsatz-Screening (mHTS)
entwickelt wurde’. Man kann auf der Fliche einer Viertel Mikrotiterplatte in 64 Wells mit
einem Volumen von ca. 50 pL simultan messen [Rothmund 1999]. Die damit durchgefiihrten
Messungen in dieser Arbeit dienten dem grundsitzlichen Nachweis der Féhigkeit zur
simultanen Detektion von Hybridisierungen und damit dem Nachweis einer potentiellen
Eignung zum Einsatz in einem Gensensor. Auch die mogliche Nachweisgrenze eines solchen
Gerites sollte anhand des Demonstrators evaluiert werden. Er stellt ein gutes Modell fiir die
spiatere Umsetzung der Messungen auf Mikroarrays dar. Die Moglichkeit in Kavititen zu
messen erlaubt es aullerdem, simultan verschiedene Konzentrationen einzusetzen und so die

Moglichkeit zur relativen Quantifizierbarkeit innerhalb eines Experiments zu untersuchen.

Die Immobilisierung der Oligonukleotide fiir die Experimente mit dem Demonstrator wurde
durch "spotten" mit einer pl-Pipette von Hand durchgefiihrt. Es wurden an jedem "Spot" drei
Mal ein Mikroliter einer Losung mit einer Konzentration von 2 mg/ml Oligonukleotid auf den
beheizten  Transducer  aufgetropft.  Zundchst wurden  Einzelmessungen  mit
Oligonukleotidkonzentrationen von 14,8 bis 3700 nmol/L durchgefiihrt um die prinzipiellen
Grenzen des Systems zu erfassen. Die Messungen erfolgten durch Pipettieren der

komplementidren DNA in die Kavitdten des Demonstrators.

5 BMBF Librarian II, 1999-2001
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Abbildung 55 Hybridisierungsmessungen am Demonstrator Null - zeitaufgeloste Messungen

Die Experimente zeigen ein deutliches Signal bis zu Konzentrationen von etwa 20 nmol/L
und eine eindeutige und reproduzierbare Konzentrationsabhingigkeit der gemessenen
Beladung. Nun wurde ein Experiment zur Multiplex-Hybridisierung am Demonstrator
durchgefiihrt, das die Reproduzierbarkeit der Hybridisierungsmessungen zeigen sollte. Hier
soll angemerkt werden, dass nun, im Gegensatz zu den Experimenten mit Antikorpern in
Kapitel 4.2.4.1, auch die chemische Abweichung von Messpunkt zu Messpunkt bei der
Reproduzierbarkeit eine Rolle spielt, da in jeder Kavitit nach oben genanntem Schema
einzeln immobilisiert wurde. In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse dieses
konzentrationsabhangigen Hybridisierungsexperiments am parallelen RIfS-Demonstrator
dargestellt. Die sieben eingesetzten Konzentrationen waren 0,1/ 0,5/ 1/ 2,5/ 5/ 10 und
20 ug/ml. Eine Messung wurde zur Ermittlung unspezifischer Wechselwirkungen mit
Ovalbumin durchgefiihrt. Jede Messung wurde zehnmal wiederholt, die Ermittlung der

jeweiligen Standardabweichung beruht also auf einer Zehnfachmessung.
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Opt. Schichtdickenzunahme [nm]
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Abbildung 56 Multiplex-Hybridisierung am ,Demonstrator Null“* - Messungen bei sieben
verschiedenen Konzentrationen und einer Messung mit Ovalbumin; jeweils
Zehnfachmessungen.

Zur Auftragung der Ergebnisse in Abbildung 56 wurden die Bindungskurven auf den

Einspritzzeitpunkt und dort auf Null normiert um die unterschiedlichen Zeitpunkte der

manuellen Pipettierung auszugleichen. Trotzdem erhdlt man fiir hohere Konzentrationen eine

teilweise grofle Standardabweichungen von bis zu 15% am Ende der Messung. Dies wird
allerdings im Wesentlichen auf das Versuchsdesign zurlickgefiihrt, bei dem jede

Konzentration in ihrer jeweils eigenen Kavitdt und mit 10 aufeinanderfolgenden

Regenerationen gemessen wurde. Dies fithrte zu unterschiedlichen Abnutzungen der

Oberfldachen und trégt einen groflen Teil zu den gemessenen Abweichungen bei.

Zieht man das Modell der dreifachen Standardabweichung einer Nullmessung heran, um die

Nachweisgrenze des Demonstrators fiir Hybridisierungsmessungen zu bestimmen, so kann

eine Unterscheidungsschwelle von Oligonukleotiden auf diesem System von 1:1,1 festgestellt

werden. Die absolute Nachweisgrenze des liegt dabei bei etwa 100 ng/ml, oder, abgeleitet aus
dem gemessenen, mittleren Kurzzeitrauschen des Systems von 20 pm, bei etwa 120 pg/mm?®
oder 20 fmol/ mm? (ausgehend von der Tatsache, dass auf dem parallelen System bei einem

Einstrahlwinkel von 45° etwas 50% der Empfindlichkeit des Einkanalsystems erreicht wird

[Rothmund, 1999], und 1 pm Schichtdickeninderung nach [Hénel, 2003] also einer

Deposition von 2 pg/mm” entspricht). Letzten Endes ist nur erstere Betrachtung fiir die

spatere Praxis von Bedeutung, da nicht die oberflichengebundene Konzentration, sondern die

Konzentration der eingesetzten Probe von einem Gensensor bestimmt werden soll. Dabei



98 4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

verspricht ein spéter einzufiihrendes Durchflusssystem eine wesentlich bessere
Empfindlichkeit des parallelen RIfS-Aufbaus, durch die dadurch verdnderte Diffusion der
Reaktanden and die Oberfliche. Die entsprechende Beobachtung konnte schon in
Voruntersuchungen am Einkanalsystem ([Haake, 2000], [Wegner 2000]) gemacht werden und
wurde in dieser Arbeit in Kapitel 4.2.2.2 besprochen.

Zur Auswertung einer solchen parallelen Hybridisierungsmessung (und damit zur
Kalibrierung eines potentiellen Gensensors) lassen sich nun mehrere Kurvenparameter
heranziehen, die hier modellhaft verglichen werden sollen. Erstens lassen sich die
Anfangssteigungen der Assoziationskurven auswerten und gegen die Konzentration auftragen,
wie es in Abbildung 57 dargestellt ist. Die Methode ist nicht von einer Kurvennormierung

abhédngig und kann direkt nach der Messung auch automatisiert durchgefiihrt werden.
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Abbildung 57 Auswertung der Anfangssteigungen einer parallelen Hybridisierungsmessungen.
(Anmerkung: Die Konzentration "10 pg/mL" ist vermutlich fehlerhaft pipettiert
worden.)

Wihrend im Einkanalsystem das Auswerten der Anfangssteigungen géngig ist, scheint sich

im vorliegenden Fall der dynamische Bereich und die Kalibriergenauigkeit gegeniiber der

Endpunktmessung nicht zu verbessern. Allerdings bendtigt man fiir die Auswertung der

Anfangssteigungen nur sehr kurze Zeit. Dies kann bei einer automatisierten

Orientierungsmessung eines Gensensors von Wichtigkeit sein.
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Weiterhin lassen sich bei normierten Messungen (wie zuvor beschrieben) auch die absoluten
Signale der Assoziationskurven nach einer vorgegebenen Reaktionszeit auftragen. Dies ist in

Abbildung 58 dargestellt.
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Abbildung 58 Optische Schichtdickenzunahme bei verschiedenen Konzentrationen. Auswertung und
Vergleich der Bindungssignale nach verschiedenen Zeiten nach dem Beginn der
Assoziationsphase.

Es zeigt sich, dass die Information in den zeitaufgelosten Bindungskurven (Konzentration) im

Prinzip schon wenige Messungen nach Beginn der Assoziationsphase vorhanden ist und damit

sehr schnelle Hybridisierungsmessungen ermdglicht kann. Auch im Hinblick auf schnelle

Durchflussmessungen kann dies ein groBer Vorteil sein, da damit auch mit sehr wenig

Probenmenge bereits ausreichend Information iliber die Konzentration einer Probe erhalten

werden kann.

Zur Uberpriifung der Qualitit der Auswertung von Hybridisierungsmessungen wurde bei den

ausgewerteten Zeiten nach Beginn der Assoziation (250, 500, 1000 und 2000 s) die

Standardabweichung vom Mittelwert der zehn Messungen berechnet. Nach zunehmender Zeit

wird die Information demgeméss statistisch sicherer, die Standardabweichung nimmt ab. Die

wird durch die Darstellung der Ergebnisse in Tabelle 5 verdeutlicht. Zumindest bis zum

Zeitpunkt 1000 s nimmt die statistische Sicherheit der Daten kontinuierlich zu (die

Standardabweichung nimmt ab). Spiter werden die Daten wieder "unsicherer". Die Signale

der "Nullmessung" verdndern ihre statistische Sicherheit wihrend der Messung

erwartungsgemélf nicht.
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Tabelle 5 Standardabweichungen der Zehnfachmessung bei verschiedenen Zeitpunkten nach
Beginn der Assoziationsphase fiir verschiedene Konzentrationen. Bis 1000 s erkennt man
eine signifikante Abnahme der Standardabweichungen, danach wird die Messung nicht

mehr besser, teilweise sogar schlechter.

Zeit [s] 250 500 1000 2000
Konzentration

[ug/ml]

20 0,037 0,024 0,030 0,030

10 0,041 0,042 0,032 0,035

5 0,039 0,020 0,016 0,021

2,5 0,030 0,025 0,018 0,016

1 0,034 0,016 0,022 0,029

0,5 0,049 0,015 0,022 0,024

0,1 0,039 0,024 0,025 0,016

0 0,011 0,013 0,019 0,017

4.2.5.2 Hybridisierungsmessung am RIfS-Mikroarray-Aufbau
Nachdem die Charakterisierung des RIfS-Mikroarray-Aufbaus gezeigt hatte, dass die

Grundvoraussetzungen fiir eine Messung von Oligonukleotid-Hybridisierung erfiillt sind,
konnte das Experiment durchgefiihrt werden. Basierend auf den Erfahrungen am
,Demonstrator Null“ und den Antikdrpermessungen am Mikroarray-RIfS Aufbau, wurde der
Versuch mit flichig und manuell auf die aktivierte Chipoberfliche immobilisierten
aminofunktionalisierten Oligonukleotiden durchgefiihrt. AnschlieBend wurde in der Kiivette
online mit 1 ml einer komplementdren Oligonukleotidlosung mit zwei unterschiedlichen
Konzentrationen (10 pg/mL und 15 pug/mL) hybridisiert. Die Bindung wurde online und
zeitaufgelost an 96 Spots a 20x20 Pixel mit der Software ,,Screening™ beobachtet. Die
gebundenen Oligonukleotide wurden regeneriert und der Versuch wurde mit der zweiten
Konzentration wiederholt. Abbildung 59 zeigt die 96 Hybridisierungsereignisse, wie diese

von der Software ,,Screening® dargestellt werden.
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Abbildung 59 Parallele Hybridisierungsmessungen an 96 Messpunkten gleichzeitig aufgenommen. Das
Bild ist direkt der Software ,,Screening” entnommen, die Skalierungen der Diagramme
sind teils unterschiedlich.

Es wurde ebenfalls online mit HCI, pH 1,7 regeneriert und das Hybridisierungsexperiment
konnte mit einer hoheren Konzentration an Oligonukleotid wiederholt werden. Die
Hybridisierungskurven zeigen deutlich die Mdglichkeit der simultanen, zeitaufgeldsten und
auf demselben Chip wiederholten Messung an 96 Spots der GroBe 20x20 Pixel. Die
auftretenden Inhomogenitidten der Beladung sind auf die unzureichende Genauigkeit der
manuellen Immobilisierung zuriickzufiihren. Die prinzipielle Leistungsfdhigkeit des
miniaturisierten RIfS-Aufbaus beziiglich Homogenitdt und Reproduzierbarkeit ist davon
unbertihrt.

Da die Darstellung aller 96 Bindungskurven mit teilweise unterschiedlicher Skalierung keine

genaue Betrachtung zulésst, ist in Abbildung 60 eine Bindungskurve herausgegriffen.

Deutlich erkennt man die Assoziationsphase und die Regeneration bis zur Basislinie. Das

Rauschen entspricht hier etwa dem Kurzzeitrauschen, welches auch schon bei den

Antikorpermessungen bei gleicher Pixelzahl bestimmt wurde.
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Abbildung 60 Eine Beispielkurve aus den 96 parallelen Hybridisierungskurven. In der zeitaufgelosten
Messung erkennt man die Basislinie, die Assoziation und die Regeneration der
Mikroarrayoberfliiche.

Stellt man die Daten aus den Experimenten wie in Abbildung 61 dar, kdnnen die Homogenitit

und Reproduzierbarkeit des Experiments betrachtet werden.
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Abbildung 61 Arraydarstellung der Hybridisierung an 96 Spots auf dem Mikroarray mit zwei
Konzentrationen

Die Auswertung der konzentrationsabhingigen Experimente ergab die Ergebnisse aus obiger

Abbildung. Man erkennt auf dem linken Array (niedrige Konzentration), dass die

Hybridisierung iiber das Array hinweg teilweise inhomogen ist. Zieht man auch die zweite

Messung nach Regeneration und erneuter Hybridisierung in die Betrachtung mit ein, so

erkennt man, dass einzelne Spots kein hoheres Signal zeigen, also vorher bereits in Séttigung
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waren. Trotzdem ist dort Regeneration und erneutes Hybridisieren mdglich. Die
unzureichende Oberfldchenbeladung an einzelnen Messpunkten wird auf die Inhomogenitit
der manuellen Immobilisierung zuriickgefiihrt. Besser immobilisierte Spots zeigen im {ibrigen
eine Konzentrationsabhingigkeit. Allerdings muss die genaue Quantifizierbarkeit noch durch
weitere Experimente belegt werden. Aus Voruntersuchungen zeigt sich, dass eine
Optimierung, vor allem beziiglich der in dieser Arbeit beschriebenen Oberflichenchemie,

leicht moglich ist.

4.2.5.3 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Die Experimente zur Hybridisierung an Mikroarray Oberflichen ergaben insgesamt eine
Eignung sowohl des eingesetzten Demonstrators, als auch des neu entwickelten Mikroarray-
RIfS Aufbaus beziiglich der zeitaufgelosten Beobachtung einer Hybridisierungsreaktion. Die
eingesetzten Oberflichen zeigten spezifische und konzentrationsabhiéngige Effekte und
konnten nach Regeneration erneut fiir Hybridisierungsmessungen verwendet werden. Am
,Demonstrator Null“ wurde durch Zehnfachmessungen auch eine sehr gute
Reproduzierbarkeit von Messpunkt zu Messpunkt festgestellt. Zeitabhidngige Messungen
erlaubten die Untersuchung der Auswertequalitit nach unterschiedlichen Zeiten der
Hybridisierung. bereits nach 250 Sekunden kann das Signal signifikant und
konzentrationsabhingig ausgewertet werden. Die Qualitdt der Messungen steigt bis 1000
Sekunden (Standardabweichung nimmt ab), danach ist keine Verbesserung mehr sichtbar.
Zukiinftige Messungen im Durchfluss am parallelen System werden hier nochmals einen
weiteren Zeit- und Qualititsvorteil erbringen, wie dieses bereits am Einzelmessplatz
nachgewiesen werden konnte.

Der modifizierte Mikroarray-RIfS Aufbau erfiillte die Anforderungen, die in dieser Arbeit an
thn gestellt wurden auch beziiglich der Hybridisierungsmessungen. Weiterfithrende
Reihenmessungen werden hier Aufschluss iiber erreichbare Nachweisgrenzen ergeben. In
dieser Arbeit konnen diese nur aus dem erzielten Rauschen abgeschétzt werden und betragen
etwa 100 pg/mm’ an hybridisierter DNA. Grundsitzlich konnte damit die Miniaturisierung
der Probentrdger fiir die RIfS-Detektion an Mikroarrays erfolgreich abgeschlossen werden
und steht nach weiteren Modifikationen dem Gensensorik Projekt fiir Anwendungen zur

Verfligung.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

5.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Reflektometrische Interferenzspektroskopie
den Anforderungen geniigt, die an ein Gensensorsystem gestellt werden. Hierzu wurden
sowohl Einkanal Messungen zur Affinititsbestimmung durchgefiihrt, als auch verschiedene
parallele Detektionssysteme zur Charakterisierung von Hybridisierungen an Oberflichen
verwendet. Die Oberflichenchemie wurde in einem weiten Bereich optimiert und auf die
Problemstellung angepasst. Schlieflich wurden technische Anderungen an RIfS-Systemen
entwickelt, die erstens temperaturabhingige Messungen ermoglichen und zweitens, die
markierungsfreien Messungen von Hybridisierungsvorgéngen auf Mikroarrays ermoglichen.
Zusammenfassend erweist sich die RIfS als optische Detektionsmethode diesen
Anforderungen als gewachsen. Die Ziele dieser Arbeit konnten somit erreicht werden.

Im Einzelnen wurden im Verlaufe dieser Arbeit folgende Ergebnisse erzielt:

Ein optischer Detektor wurde zur RIfS-Mikroarray System umgeriistet und optisch
charakterisiert. Eine gekiihlte CCD-Kamera, neue Wellenldngenbereiche und entsprechende
Softwareanpassung ermoglichten es, die Versuche dieser Arbeit an dem Aufbau unter
reproduzierbaren Bedingungen durchzufithren und zu dokumentieren. Entsprechend
angepasste Probentrdagerdesigns ermdglichten Messungen an maximal 96 bzw. 384 Punkten
und die Variabilitdit der Messpunktgroen. Dadurch konnte der Aufbau grundsétzlich
charakterisiert werden.

Die weitere Voraussetzung fiir erfolgreiche Hybridisierungsmessungen war die Entwicklung
der Oberflichenchemie fiir den Einsatz auf Mikroarrays. Hier konnten Erfolge auf dem Gebiet
der Immobilisierung von DNA und PNA Oligonukleotiden erzielt und diese ausfiihrlich
charakterisiert werden. Es wurde auch eine Langzeituntersuchung der Stabilitit von
Biosensoroberflaichen durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Oberflachen bis
zu 300 mal fiir Hybridisierungsexperimente einsetzen lassen. FEin Kostenfaktor fiir
wiederholte Gensensormessungen, ndmlich der Ersatz des eingesetzten Arrays, konnte sich
dadurch erheblich minimieren lassen. SchlieBlich zeigte sich bei den Experimenten auch der
positive Effekt von beheizten Oberfldchen fiir die Immobilisierung von Oligonukleotiden. Die
Konzentrationseffekte und die beschleunigte Reaktion der Aminogruppe mit dem
oberflichengebundenen Aktivester wird dafiir verantwortlich gemacht. Inzwischen ist diese

Methode zu einer Standardmethode fiir die Immobilisierung auf RIfS-Transducern geworden.
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Die parallel dazu in Bremen entwickelte Oberflichenchemie zur Immobilisierung wurde im
ibrigen als kompatibel zur RIfS-Detektionsmethode erkannt.

Wahrend der Durchfiihrung der Arbeit ergab sich die Notwendigkeit der
temperaturabhingigen Messungen von Hybridisierungen im Gensensorik Projekt. Hierfiir
wurde eine Temperaturmesszelle fiir den Einkanal-Aufbau entwickelt und getestet. Im
Rahmen dieser Arbeit sind keine Daten hierzu angefallen, da diese weiteren Untersuchungen
von einem Diplomanden durchgefiihrt wurden [Wegner 2001].

Wurde der Mikroarray-RIfS-Aufbau zundchst nur technisch und optisch charakterisiert
standen danach die Eignungstests fiir biomolekulare Wechselwirkungsanalytik an. Als
geeignetes Modellsystem fiir eine solche wurde ein Antikdrper verwendet, welcher spezifisch
an ein kleines Molekiill bindet, das an der Oberfliche immobilisiert wurde. Die
Immobilisierung auf dem Mikroarray-Probentriger erfolgte hierbei flachig. So konnten der
Einfluss von Auswertemasken und Kamerapixeln auf die Qualitdt der Messungen ermittelt
werden. Es konnte ein mittleres Rauschen von bis zu 20 pm auf diesem System erreicht
werden. Dies entspricht der Grundanforderung zur Detektion von Hybridisierungsereignissen
an der Oberfliche, welche erwartungsgemill eine optische Schichtdickendnderung von
maximal 750 pm bis 1 nm verursachen. Die Qualitit der Messung auf der Detektionsseite
wurde als sehr gut erkannt. Verdnderungen der ausgewerteten Pixelzahl ergaben, wie von der
Theorie erwartet, keine signifikanten Einfliisse auf die gemessene optische Schichtdicke.
Dabei waren Bindungsmessungen an minimal 2x2 Pixel der CCD-Kamera noch moglich, was
die Zahl der untersuchbaren Messpunkte auf der verfligbaren Detektionsfldche theoretisch
und ohne Abstand zwischen den Punkten auf ca. 100.000 erhoht. Allerdings sind in diesem
Bereich die Rauschwerte von etwa 400pm nicht mehr ausreichend fiir
Hybridisierungsmessungen.

SchlieBlich konnten parallele und zeitaufgeloste Hybridisierungsmessungen an zwei RIfS-
Systemen gezeigt werden. Mit dem eingesetzten Demonstrator konnte in bis zu 64 getrennten
Kavititen gezeigt werden, dass sich die Hybridisierung nach ca. 250 bis maximal 1000 s
Messzeit quantitativ  auswerten ldsst. Mit dem RIfS-Mikroarray-Aufbau waren
aufeinanderfolgende, konzentrationsabhdngige Hybridisierungsmessungen an bis zu 96
Messpunkten moglich. Die Homogenitidt und Reproduzierbarkeit dieser Messungen war
zufriedenstellend.

Die Nachweisgrenzen von RIfS Einzelplatzsystemen sind mit denen von fluoreszenzbasierten
DNA-Arrays vergleichbar und im unteren nanomolaren bis zum hohen pikomolaren Bereich

angesiedelt. Dies zeigt, dass das Potential fiir diese Nachweisgrenzen im RIfS-System steckt.
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Durch mechanische und konstruktive Verbesserungen kann der RIfS-Mikroarray-Aufbau
diese Grenzen ebenfalls erreichen, auch wenn die Realitit heute noch etwa zwei
GroBenordnungen iiber diesen Werten liegt (im oberen nanomolaren Bereich). Auch von der
Implementierung einer Fluidik kann man sich, auch anhand der Erfahrungen in dieser Arbeit,
nochmals eine Steigerung der Nachweisgrenze erwarten (vgl. dazu auch [Haake 2000]).

Es konnen aufbauend auf diesen Ergebnissen weitere Optimierungsarbeiten, im Wesentlichen
an der eingesetzten Oberfliche, dem Einsatz einer geeigneten Fluidik, aber auch an der
technischen Umsetzung des RifS-Mikroarray-Laboraufbaus vorgenommen werden. Zum
Einsatz in einem Gensensor muss der Aufbau auflerdem schwingungsfrei und in einem

abgedunkelten Gehéduse untergebracht werden.

5.2 Ausblick

Bisher ist ein Einsatz von markierungsfreien, zeitaufgelosten Detektionsmethoden in diesen
Gebieten der Hochdurchsatz-Molekularbiologie noch nicht moglich. Fraglich bleibt auch, ob
die erforderliche Anzahl von Probenpositionen auf einem Biosensor-Mikroarray je die Dichte
bisheriger Fluoreszenzbasierter Detektionsmethoden erreichen wird.

Als sinnvolle Ergdnzung der Hochdurchsatzmethoden im Bereich von Arrays mit bis zu 2000
Sonden allerdings konnte die Technik Thre besonderen Vorteile ausspielen. Insbesondere die
Moglichkeit zur Quantifizierung der Probenkonzentrationen, sowie Zusatzinformationen
durch kinetische und thermodynamische Daten sind Argumente fiir einen Einsatz.

Wesentlich sicherer als bei genomischen Assays erscheint der Durchbruch fiir
markierungsfreie Mikroarrays allerdings bei den Herausforderungen der Proteinanalytik in der
nahen Zukunft. Vielversprechende Ergebnisse zur funktionalen Proteinanalyse mit RIfS
finden sich bereits in [Piehler 2001] und [Birkert 2001]. Bisher ist das Problem der
hochparallelen Interaktionsanalyse von Proteinen oder Proteinnetzwerken (als Fraktionen von
Zelllysaten) noch ungelost, eine unspezifische Markierung aus funktionserhaltenden Griinden
unmdglich. Auch im Bereich therapeutisch oder diagnostisch einzusetzender Biomolekiile wie
Antikorper oder antikdrperdhnliche Affinitdtsbinder ist das Potenzial der markierungsfreien
Mikroarrays offensichtlicher. Sobald es gilt in hohem Durchsatz Bindemolekiile unter
gleichzeitiger Affinititsbestimmung zu selektieren kann die Methode die Entwicklungsdauer
solcher Molekiile betrachtlich beschleunigen. Im Falle der Untersuchung unbekannter
Bindemolekiile oder -proteine wird auch eine Kopplung an géngige Proteinidentifizierungs-

techniken als hoch interessant angesehen.
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Es ist zu erwarten, dass die in dieser Arbeit gezeigte Weiterentwicklung der alten
markierungsfreien  Detektionstechnik ~ RIfS,  ebenso  wie etwa  SPR  oder
Gitterkopplertechniken, stirkeren Einzug in die Bioanalytik halten wird. Insbesondere der
Schritt von der Untersuchung sehr klar definierter Oligonukleotide bzw. DNA-Fragmenten
auf Mikroarrays hin zu Proteinuntersuchungen wird die Nachfrage nach markierungsfreien
Techniken wachsen lassen. Die im Vergleich zu fluoreszenzbasierten Untersuchungen
nachteilige da hohere Nachweisgrenze, sowie die Problematik der Spezifitit kann durch
hocheffektive Oberflaichenchemie ausgeglichen werden. Die Anwendung auf Hochdurchsatz
Proteinanalytik (sog. Proteomics) wird dabei noch durch eine mogliche Kopplung zu anderen
Analysenmethoden wie z.B. MALDI-MS [Mehlmann 2003] unterstiitzt. In Zukunft wird es
moglich sein, Bindeproteine direkt aus Zellextrakten an die Oberfliche zu binden, kinetisch
und thermodynamisch zu charakterisieren und sie in einem darauffolgenden Schritt mit Hilfe
der MS/MS Technik zu sequenzieren und damit zu identifizieren. Damit ko&nnen
markierungsfreie Arrays zur Erkennung von Proteinen als diagnostische Marker oder fiir die
Suche nach neuen Zielmolekiilen fiir die Pharmaforschung zum besseren Verstindnis von

Krankheiten und deren Bekdmpfung wertvolle Dienste leisten.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungen

ACA Atrazincapronsdure = 4-Chloro-6-(isopropylamino)-1,3,5-triazin-2-
(6’-amino)-capronsdure

AMD Aminodextran

BIA Biomolecular Interaction Analysis (Biomolekulare-
Wechselwirkungsanalytik)

BSA Bovine Serum-Albumin (Rinderserumalbumin)

cDNA Complementary DNA (stabile, geklonte Kopien der instabilen mRNA)

DIC 1,3-Diisopropylcarbodiimid

DMF Dimethylformamid

EDC Ethyl(dimethylaminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid

FIA FlieBinjektionsanalyse

GC Gaschromatographie

GOPTS Glycidyloxypropyltrimethoxysilan

HTS High Throughput Screening

HOBT 1-Hydroxybenzotriazol

HPLC High Performance Liquid Chromatography

mRNA Messenger RNA

NHS N-Hydroxysuccinimid

OVA Ovalbumin

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (engl. Phosphate Buffered Saline)

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase Kettenreaktion)

PEG Polyethylenglykol

PDMS Polydimethylsiloxan

PMMA Polymethylmetacrylat

PNA Peptid-Nukleinsdure (engl. Peptide Nucleic Acid)

RIfS Reflektometrische Interferenzspektroskopie

SAM engl. Self Assembled Monolayer

SIA Sequential Injection Analysis

SPR Oberflachenplasmonenresonanz (engl. Surface Plasmon Resonance)
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