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1 Motivation 1

1 Motivation

Ein stetig wachsendes Umwelt- und Gesundheitsbewulltsein bringt eine zuneh-
mende Anzahl zu analysierender Proben mit sich. Die Analytik von biologisch
wirksamen Komponenten wird hédufig {iber deren spezifische Wechselwirkung
mit einem biologischen Rezeptor bewerkstelligt (,, Affinitdtsanalytik™) und
erstreckt sich von der

e Wirkstoffsuche fiir Pharmazeutika iiber
e Wechselwirkungsuntersuchungen auf DNA/RNA-Ebene bis hin zur
e Trinkwasser- bzw. Umweltanalytik.

Uber 130 Liter Trinkwasser werden alleine in deutschen Haushalten pro Tag
und Einwohner verbraucht. Eine groBe Gefahr fiir das Trinkwasser wird in dem
Einsatz von Pflanzenschutzmitteln auf konstant hohem Niveau gesehen. Der
Weltmarkt fiir Pflanzenschutzmittel liegt nach Angaben des Industrieverband
Agrar (IVA) von 1995 hjs 1998 weitgehend konstant bei 28.5 Mrd USS$. Der
Verbrauch an Pestiziden™ in den USA lag 1995 bei etwa 440 000t (11.3 Mrd
US$), davon 56% fiir Herbizide. EU-weit liegt der Pestizidverbrauch derzeit bei
340 000 t/a, in der deutschen Landwirtschaft bei 30 000 t ~. Fiir Deutschland
entspricht dies einem Eintrag von knapp 2 kg/ha landwirtschaftlich genutzter
Fliche — mehr als das 20-fache der bendtigten Menge eines modernen Pestizids.

Simazin (1990: 500-1000 t) und vor allem das daraus weiterentwickelte Atrazin
(1990: >2000 t) sind aufgrund ihres flichendeckenden Einsatzes in der EU von
hohem Interesse fiir die Trinkwasseranalytik™ [Fielding1992]. Sie sind zwei
wichtige Vertreter der sogenannten s-Triazin-Klasse und zéhlen damit zu den
selektiven systemischen Herbiziden, welche die Photosynthese von Unkriutern
und Ungrdsern hemmen. Nach ihrer Einfithrung Ende der 50er Jahre von Ciba-
Geigy fanden sie steigende Verwendung z.B. im Maisanbau. In den USA ist

! Unter Pestiziden versteht man neben den Pflanzenschutzmitteln auch beispielsweise Wirkstoffe fiir den
Hygieneschutz, z.B. gegen Flohe etc.

* Nach Angaben des Deutschen Naturschutzrings bzw. des Umweltbundesamtes. Fiir Haus und Garten betréigt der
entsprechende Wert etwa 800 t/a.

? Fiir Trinkwasser sind in Europa dreimal so viele Schadstoff-Grenzwerte festgelegt wie fiir Mineralwasser. Fiir

Mineralwasser existiert z.B. kein Grenzwert fiir Pestizide.



2 1 Motivation

Atrazin (Abbauprodukt Desethylatrazin) mit mehr als 30 000 t/a (1995) Spit-
zenreiter unter den Herbiziden.

Als Grundlage fiir die Trinkwasser-Grenzwerte der Weltgesundheitsorganisa-
tion WHO und der USEPA (United States Environmental Protection Agency)
dient der ADI-Wert (acceptable daily intake) fiir jedes bekannte Pestizid. Dieser
liegt um den Sicherheitsfaktor 107 unter dem NOEL (no effect level), fiir den
im langfristigen Tierversuch kein Effekt erkennbar ist [Barcel61993],
[Fielding1992], [Cohen1990]. Unabhédngig von diesen Werten darf das Trink-
wasser in Deutschland seit dem 1.10.1989 nicht mehr als 0.1 pg/L eines einzel-
nen Pflanzenschutz-Wirkstoffes enthalten bzw. maximal 0.5 pg/L bei mehreren
Wirkstoffen. Mit dieser Trinkwasserverordnung (TrinkwV) wurde eine bereits
1980 verabschiedete EG-Richtlinie in deutsches Recht iibernommen. Die
Grenzwerte liegen um 107 bis 10~ unter denen der WHO und dienen damit der
Vorsorge. Eine neue Trinkwasserdirektive der EU vom 3.11.98, die bis Ende
2000 in nationales Recht umgesetzt sein mul3, setzt fiir bestimmte Pestizide im
Trinkwasser noch niedrigere Grenzwerte von 0.03 pg/L fest.

Von den iiber 400 in Deutschland eingesetzten Pflanzenschutz-Wirkstoffen sind
langst nicht alle in der erforderlichen Genauigkeit nachweisbar. Aufwendige
Probenvorbehandlungen, wie die Aufkonzentrierung oder Derivatisierung des
nachzuweisenden Analyts sind fiir konventionelle Analytik in Umweltlabors
notwendig, um die vorgeschriebene Nachweisgrenze zu erreichen. Immunologi-
sche Verfahren versprechen in mancherlei Hinsicht, die konventionellen Ver-
fahren abzulosen [Hennion1998]. Fiir jeden zu untersuchenden Analyt wird
dazu ein spezifischer biologischer Rezeptor (Antikorper) verwendet, der den
Analyt gewissermallen aus der Probe fischt. Immunologische Nachweis-Kits
werden bereits kommerziell vertrieben und erreichen die Nachweisgrenze von
0.1 ug/L ohne aufwendige Probenvorbereitung in etwa einem Drittel der Zeit
(ca. 2 h) und bei etwa 5-10% der Kosten (ca. 10 DM pro Wirkstoff) von kon-
ventionellen Verfahren. Eine weitere Senkung der Kosten kann bei der wach-
senden Nachfrage an Analysen zu enormen Wettbewerbsvorteilen fiihren, bzw.
eine flichendec??kende Untersuchung {iberhaupt erst ermoglichen. Angestrebt
werden also Verfahren, die

e moglichst schnell und ohne Probenvorbereitung
e parallel eine mdglichst hohe Anzahl von Proben

e bei moglichst geringem Reagenzienverbrauch bewiéltigen.
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Eine Erhohung der Anzahl an zu untersuchenden Proben bzw. die Kostensen-
kung pro Analyse ist auch von hohem Interesse fiir die Suche nach neuen Wirk-
stoffen im pharmazeutischen Bereich. Hiufig werden grofe Bibliotheken mit
iiber 10° bekannten Substanzen auf ihre Wechselwirkung mit einem biologi-
schen Zielmolekiil hin {berpriift. Bei diesem ,Massen-Screening® (High
Throughput Screening, H7S) kommt es aus Kosten- und Zeitgriinden zunichst
weniger auf eine quantitative Analyse, als auf einen groben Hinweis auf eine
Wechselwirkung an. Eine Erhohung um ein bis zwei GroBenordnungen auf 10°
Proben pro Jahr und Gerét (2/min) soll in den ndchsten Jahren mit solchen
parallelen Verfahren bewiltigt werden konnen. Aufgrund der Kostbarkeit der
eingesetzten Substanzen besteht aulerdem ein hohes Interesse an einer Redu-
zierung der einzusetzenden Probenmengen [Lebl1995].

Analoge Uberlegungen treffen auch auf die Untersuchungen der Wechselwir-
kung von DNA mit Zielmolekiilen zu [Wallace1997]. Sogenannte DNA-Chips,
auf welchen eine hohe Anzahl bekannter DNA-Sequenzen immobilisiert sind,
sollen bisherige Methoden ablosen. Mit 50 Millionen US$ offentlicher Gelder
wird beispielsweise das 1992 gegriindete Genosensor Consortium in seinem
Vorhaben unterstiitzt, solche Microarray-Technologien voranzutreiben. Ein Ziel
ist beispielsweise, alle 4° moglichen Sequenzen (65536) eines 8-mer DNA-
Stranges auf einem Chip mit 1 cm? Fliche unterzubringen, wodurch genetische
Analysen vereinfacht werden konnen. Aber auch Chips mit einer begrenzten
Anzahl von Mutationen eines bestimmten Risikogens sind fiir die Erkennung
einzelner genetischer Risikofaktoren, wie z.B. Alzheimer, interessant. Hohe
Integrationsdichten fithren neben einfachen Analyseverfahren zu drastisch
verkiirzten Reaktionszeiten [Ekins1997], [Service1998].

In allen drei Beispielen werden heterogene Verfahren aufgrund einfacher und
flexibler Protokolle bevorzugt. Dabei wird eine Komponente auf dem festen
Tréger immobilisiert und mit der fliissigen Probe (Analyt) in Kontakt gebracht.
Nach Beendigung der Gleichgewichtsreaktion wird die Verarmung der Losung
oder die Anreicherung der festen Phase mit Analyt nach der Separation beider
Phasen detektiert. Aufgrund der vorzunehmenden physikalischen Trennung der
Phasen konnen keine kinetischen Daten der Bindung aufgezeichnet werden.

Kinetische Daten konnen iiber on-line-Verfahren ermittelt werden. Auch diese
sind meist heterogen. Sie detektieren beispielsweise die Anderung der optischen
Eigenschaften einer Oberfliche und kommen im Gegensatz zu anderen géngi-
gen Verfahren hiufig ohne Markierung aus [Brecht1996], [Rothmund1997].
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Dadurch wird die Beobachtung einer von Markermolekiilen unbeeintrachtigten
Bindung mdglich. Die Unterscheidung, was an die Oberfliche gebunden hat,
mul jedoch iiber die Affinitit der Oberfldche eindeutig bestimmt sein. Damit ist
die Beschaffenheit der Oberfliche hier von grofiter Bedeutung.

Mehrfachuntersuchungen auf einer sensitiven Oberfliche (Transducer) bringen
neben einem reduzierten Aufwand bei der Transducerherstellung eine hohere
Glaubwiirdigkeit der erhaltenen Daten mit sich. Die relativ harschen Bedingun-
gen bei der Regeneration der Transducer-Oberfliche verlangen eine stabile
Verankerung der spezifischen Komponenten auf der Oberfliche. Dies wird 1.a.
iiber kovalente Bindungen bewerkstelligt.

Eine Parallelisierung heterogener Testformate macht eine ortsaufgeloste Im-
mobilisierung von Komponenten notwendig. Bei gleichzeitiger Miniaturisie-
rung in Bereiche <1 mm?/Probe stoBen konventionelle Techniken der Oberfla-
chenmodifikation schnell an ihre Grenzen. Vielversprechend fiir diese Aufgabe
ist eine seit wenigen Jahren erhiltliche Mikrodosiervorrichtung, die auf dem
Prinzip eines Tintenstrahldruckers arbeitet. Potential fiir eine miniaturisierte
parallele Probenanalytik bieten beispielsweise die spektrale Verfahren, wie
Oberflichenplasmonenresonanz-Spektroskopie (SPR) und Reflektometrische
Interferenzspektroskopie (RIfS), aber auch die (markierte) Totale Interne Refle-
xions Fluoreszenzanregung (TIRF) sowie ein weiteres hier vorzustellendes
markiertes  Verfahren, der Phasenseparations-Fluoreszenz-Immunoassay
(PSFIA). Die bislang zu Screening-Zwecken eingesetzten markierten Verfahren
sind zwar i.a. empfindlicherer als markierungsfreie Verfahren, erlauben aber im
Gegensatz zum PSFIA gewdhnlich keine zeitaufgeloste Beobachtung von
Bindungsereignissen. Zudem laft dieses Verfahren ein sehr hohes Miniaturisie-
rungspotential erwarten.
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1.1 Zielsetzung der Arbeit

Zielsetzung der Arbeit war die Untersuchung miniaturisierbarer und paralleli-
sierbarer Verfahren fiir die heterogene Affinititsanalytik und die Optimierung
dafiir notwendiger spezifischer Oberflichen. Dabei wurden drei Schwerpunkte
gesetzt:

1. Die parallelisierbare spektrale SPR sollte hinsichtlich ihres

, %

< )

Potentials fiir die Affinitdtsanalytik bzw. threr Miniaturisier- / /"?///%/
barkeit und Einsatz als per Lichtleiter fernabfragbares Detek- ¢/

tionssystem untersucht werden.

2. Neue Protokolle zur Oberflichenmodifikationen fiir die Affini- Ij\ I
tatsanalytik am Beispiel der Immunanalytik und der DNA-Analytik ° i
sollten etabliert werden. Das Ziel waren mdglichst einfache, flexible

Protokolle. Sie sollten eine reagenziensparende und/oder ortsauf- ==
geloste Modifizierung der Oberflichen ermdglichen, die nach threm {H}
Einsatz moglichst in situ regenerierbar sein sollten. Eine Anwen-

dung sind Immuno- bzw. DNA-Chips (oxidische Oberfldchen), die MI
in die miniaturisierten parallelen Detektionsmethoden TIRF und

RIfS integriert werden konnen (Screening). Fiir eine ortsaufgeloste Oberfla-
chenmodifikation (flexibel von etwa 0.01 bis mehrere mm?) sollte eine neue
Technik etabliert werden.

3. Der Aufbau eines neuartigen waschfreien und heteroge-
nen, sog. Phasenseparations-Fluoreszenzimmunoassays
(PSFIA) sollte zundchst in der Mikrotiterplatte (MTP,
250 uL je Probe) erprobt und anschlieend in die Nanotiter-
platte (NTP, 50 nL je Probe) libertragen werden. Zur Dosie-
rung solch kleiner Volumina sollte ein tintenstrahlbasiertes

Mikrodosiersystem etabliert werden.
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2 Einleitung und Grundlagen

Viele biologische Vorgéinge beruhen auf der selektiven Erkennung zweier Kom-
ponenten. Der ,Induced Fit“, friiher auch vereinfachend Schliissel-Schlof3-
Prinzip genannt, driickt die Flexibilitdt eines hochmolekularen biologischen
Rezeptors bei der Bindung mit einem geeigneten Liganden aus. Die Wechsel-
wirkung zwischen Ligand und Rezeptor bezieht idealerweise moglichst viele
funktionelle Gruppen beider Partner ein, woraus sich zum einen eine hohe
Selektivitit und zum anderen eine hohe Bindungsenergie bzw. Affinitdt ergeben
kann. Dies wird in der Affinitdtsanalytik ausgenutzt, wo eine Komponente eines
solchen Bindungspaares als Sonde fiir die zweite verwendet wird.

2.1 Biopolymere und affine Wechselwirkung

2.1.1 Antikérper

Die Immunanalytik (IA) macht sich die Affinitit eines Antikorpers (AK) zu
einem bestimmten Antigen (AG) zunutze, welches es nachzuweisen gilt.

Antikorper sind Glykoproteine, welche (neben dem sog. Komplementsystem)
die stoffliche Grundlage der humoralen Immunantwort nach dem Kontakt mit
einer korperfremden Substanz (Antigen) darstellen. Beim Erstkontakt wird das
Antigen von B-Lymphocyten (B-Zellen) gebunden, welche einen spezifischen
Rezeptor fiir das Antigen an ihrer Oberfldche tragen (je Zelle ein Rezeptor).
Dabei wird die B-Zelle zur Vermehrung und Differenzierung in Plasma- und
Geddchtniszellen angeregt (primdre Immunantwort). Bei einer Folgeimmunisie-
rung mit dem gleichen Antigen sorgen die Gedéichtniszellen fiir eine schnellere
Ausschiittung groBerer Mengen von Antikorpern (sekundddre Immunantwort).
Da ein Antigen mehrere Epitope (wechselwirkungsfiahige Teilstrukturen) auf-
weist, kann es von unterschiedlichen B-Zellen spezifisch gebunden werden. Da
jede B-Zelle einen eigenen Antikorperklon produziert, kommt es zu einem
Gemisch von Antikorpern unterschiedlicher Spezifitit (polyklonale Antikorper).
Monoklonale Antikorper weisen hingegen einheitliche Spezifitét auf, da sie von
erbgleichen Nachkommen einer einzelnen B-Zelle produziert werden. In der
Praxis gewinnt man monoklonale Antikorper meist aus Hybriden zwischen
Plasmazellen und entarteten Lymphocyten (Hybridom-Zellen), die sich in
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Kultur halten lassen [Kohler1975], [Roitt1995]. Zur Auslosung einer Im-
munantwort mufl ein Antigen eine kritische Gro3e von etwa 2000 g/mol iiber-
schreiten. Kleinere Molekiile werden als Hapfen bezeichnet. Sie zeigen zwar
Wechselwirkung, miissen aber zur Auslésung einer Immunantwort an einen
hochmolekularen Trager (hdufig Rinderserumalbumin, BSA) gebunden werden.

(A) (B)

CDR (AG-
Bindungsstelle)

leichte Kette (L)

hinge-Region
Kohlenhydrat

]7 Disulfid-Briicken

schwere Kette (H)

Abb. 1  Aufbau eines IgG-Antikorpers (A) und Strukturmodell (B)E!

Hauptvertreter mit 80% aller Immunglobuline ist neben den Typen IgA, IgD,
IgE und IgM die sog. [gG-Klasse ( . Dieses 150 kg/mol schwere Protein
besteht aus je zwei groflen (H, heavy, etwa je 450-550 Aminosduren) und zwei
kleinen (L, light, ca. 220 Aminosduren) Polypeptid-Ketten, welche iiber Di-
sulfid-Briicken miteinander verbunden sind. Die H-Ketten sind mit Kohlehy-
draten verkniipft. Alle Ketten verfiigen iiber einen C-terminalen konstanten Be-
reich und einen N-terminalen hypervariablen Bereich mit etwa 50 Aminosauren.
Je zwei dieser hypervariablen sogenannten CDR-Schleifen (complementary
determining regions) bilden eine spezifischen Antigen-Bindungsstelle bzw. das
Paratop (pro IgG also zwei). In der Gelenkregion (hinge region) befinden sich
Spaltstellen fiir die Proteinasen Papain (Fab) und Pepsin ((Fab),). Abgespaltene
spezifische Spaltstiicke werden als Fab (fragment antigen binding) bezeichnet
und haben nur noch eine spezifische Bindungsstelle und werden daher bevor-
zugt fiir kinetische Studien eingesetzt.

* Bild von Mike Clark, Cambridge, UK, http://www.path.cam.ac.uk/~mrc7/home-page.html.
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2.1.2 Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung

Die Bindung zwischen AG und AK steht beispielhaft fiir die affine Wechsel-
wirkung zwischen einem Ligand und seinem Rezeptor [Roitt1995],
[Alberts1990]. Sie griindet sich auf einer Reihe unterschiedlicher Wechselwir-
kungen, welche in ihrer Gesamtheit die Spezifitit ausmachen. Der Begriff
Affinitit bezieht sich in der Immunologie auf die Bindung einer einzelnen
Antikorper-Bindungsstelle an eine Antigen-Determinante; bei Wechselwirkun-
gen zwischen multivalenten Antikorpern und multideterminanten Antigenen
verwendet man den Begriff der Aviditét [Falbe1995]. Bei einer affinen AG-AK-
Wechselwirkung werden etwa zwischen 20 und 90 kJ/mol Energie freigesetzt.
kommen fiir die affine Wech-
selwirkung nur die nicht-kovalenten Bindungstypen

Von den vier klassischen Bindungstypen

¢ ionische Wechselwirkung

e Wasserstoffbriickenbindung und

e van-der-Waals-Wechselwirkung

zum Tragen. AuBBerdem miissen noch beriicksichtigt werden:

e hydrophobe Wechselwirkungen (durch Wasserverdringung),
e abstoBende (repulsive) Krifte (~ d ).

Die Verdriangung von Wasser aus der Bindungstasche wirkt sich steigernd auf
die elektrostatischen Wechselwirkungen aus (Senkung der Dielektrizitdtskon-
stanten) und der Wasserstoffbriicken-Bindungen aus (

Bindungstyp Bindungsstirke | Bindungsstirke | Bindungsstirke | typischer Ab-
im Vakuum im Wasser in Abhéngigkeit stand [pm]

[kJ/mol] [kJ/mol] vom Abstand d

kovalent 380 380 Morse- od. 150
RKR-Potential

ionisch 340 12.5 ~d? 250

Wasserstoftbriicken 17 4 ~dt 300

van-der-Waals 0.4 0.4 ~d’ 350

Tab. 1

Charakteristika verschiedener Bindungstypen [Alberts1990)].

Ein groBerer Energiegewinn, ndmlich bis zu 50% der Bindungsenergie, ist auf

die hydrophobe Wechselwirkung zuriickzufiihren. Die freie Enthalpie dieser
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Wechselwirkung kann sowohl iiberwiegend aus entropischem, wie auch {iber-
wiegend aus enthalpischem Energiegewinn bestehen. Der Haupteffekt wird
dabei der Neuverteilung des verdriangten Wassers zugeschrieben. Bei vollkom-
menem Wasserausschlull wiirde eine theoretische Obergrenze fiir die Bindungs-
starke mit etwa 10°” L/mol erreicht werden. Repulsive Krifte (~ d'?) sind bei
sehr kleinen Abstinden besonders ausgeprdgt und unterstreichen damit die
Bedeutung einer genauen Pallform der Epitop-Paratop-Bindung. Weitere Ein-
fliisse auf die Bindungsstirke nehmen z.B. die lonenstirke (elektrostatische
WW), der pH-Wert (elektrostatische WW und reversible Denaturierung) und
die Temperatur. Die hydrophobe Wechselwirkung kann auch durch die Zugabe
hydrophober organischer Solventien geschwicht werden. Organische Séuren
mit geringer Oberflichenspannung (z.B. Propionsdure oder Essigsdure) verrin-
gern die van-der-Waals-Wechselwirkungen. Chaotrope Reagenzien, wie z.B.
Harnstoff, Guanidin, Halogenide und Pseudohalogenide konnen zur Dissozia-
tion der AG-AK-Bindung fiihren. In hohen Konzentrationen fiihren sie hinge-
gen auch =zu einer oft irreversiblen Denaturierung der Antikorper
[Dandliker1967].

2.1.3 DNA

Immobilisierte Desoxyribonucleinsduren (DNA) haben ein vielfiltiges Einsatz-
spektrum flir bioanalytische Fragestellungen. DNA ist Triager der genetischen
Information hoherer Lebensformen, aber auch beispielsweise von Viren und
Bakterien. Bausteine der DNA sind 2’-Desoxy-3-D-ribonucleoside, die aus je
einer Nucleobase und dﬂ Pentose 2-Desoxy-D-ribofuranose (bzw. bei RNA: D-
Ribofuranose) bestehen™. Als Nucleobasen kommen bei DNA die Purin-Deri-
Vat& Adenin (A) und Guanin (G) sowie die Pyrimidine Cytosin (C) und Thymin
(T)
Hydroxy- und 3’-OH-Gruppe iiber Phosphodiester-Briicken verkniipft. Das

vor. In DNA sind die einzelnen 2’-Desoxynucleoside iiber ihre 5°-

Tragergeriist aus Phosphat und Furanose-Derivat wird Riickgrat (backbone)
genannt. Die DNA-Sequenzen werden mit A, G, C und T in der Reihenfolge so
angegeben, dal} links das 5°- und rechts das 3’-Ende steht.

> Mit einem Apostroph wird eine Position im Zucker-Rest (Pentose) gekennzeichnet, zur Unterscheidung von
Positionen an der Nucleobase.

% Bei RNA: Uracil (U) statt Thymin.
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Aufgrund der Biosynthese und der Funktion der DNA kommt sie in der Natur
meist als Doppelstrang-DNA vor. Diese besteht aus komplementidren Einzel-
straingen, wobei jeweils gegeniiberliegende G und C bzw. A und T sogenannte
Watson-Crick-Basenpaare bilden [Watson1953]. Der Vorgang der Doppel-
strangbildung aus Einzelstringen wird Hybridisierung genannt. Von den drei
bekannten Arten der DNA-Doppelhelix ist B-DNA die in der lebenden Zelle
vorherrschende Form. Es handelt sich dabei um eine rechtsdrehende Schraube
von 2.37 nm Durchmesser mit einer groBeren und einer kleineren Furche (engl.:
major groove bzw. minor groove). Eine vollstindige Windung der Helix mit
einer Stufenh6he von 0.34 nm enthélt 10 Basenpaare. In der Zelle sind DNA-
Doppelhelices nochmals auf eine Spirale hoherer Ordnung (Superhelix) gewun-
den. Die Spiralisierung und Entspiralisierung (z.B. bei Replikation und Trans-
kription) wird enzymatisch gesteuert.

Wegen ihres groflen Verhéltnisses von Linge zu Durchmesser neigen DNA-
Molekiile bei mechanischer Beanspruchung zu Strangbruch — wichtig z.B. fiir
Immobilisierung und bei Ultraschallbehandlung. Die chemische Stabilitdt von
DNA-Fragmenten ist fiir die Untersuchung von Wechselwirkungen ausreichend
hoch. Problematisch sind vor allem die enzymatische Spaltung, die z.B. durch
Kontamination von DNA-Proben mit Fingerschweill etc. ausgelost werden
kann. Unter Schmelzen oder Denaturierung einer DNA-Doppelhelix versteht
man das Aufbrechen in Einzelstringe, ausgelost durch Erhéhung von Tempe-
ratur oder lonenstiarke. Der Schmelzpunkt T,, in °C kann fir DNA-DNA-Hy-
bride >500 Basenpaaren iiber folgende empirische Formel berechnet werden
[Ibelgaufts1990], die neben dem Gehalt der Basenpaare G und C (GC-Gehalt)
auch noch die Abhédngigkeit vom molaren Salzgehalt und Formamid-Gehalt
(Massenprozent) beschreibt:

T, = 81.5°C +16.61-loglc, . )+ 0.41(%GC-Gehalt)— (%Formamid) (1)
Fiir kiirzerkettige Stringe gilt niherungsweise

T, = 4-(GC-Gehalt)+ 2 - (AT-Gehalt), )

m

wobei auch ersichtlich wird, dal3 ein hoherer GC-Gehalt = zu einer hoheren
Stabilitdt des Doppelstranges fiihrt. Dies liegt an der dreifachen Wasserstoft-

7 Der Quotient der Basenpaare GC (G und C) zu AT (A und T) ist Organismen-spezifisch und gewdhnlich
ungleich 1.
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briicke dieser GC-Kombination (freie Bildungsenthalpie AG’=-10 kJ/mol) im
Vergleich zur zweifachen AT-Bindung (AG’=-5 kJ/mol) [Ackermann1992]. Die
Bindung kann auch durch alkalisches oder saures Milieu denaturiert werden
[Guthrie1991]. So wird z.B. an den Purinbasen bei pH-Werten iiber 10 die
Hydroxyfunktion deprotoniert. Im sauren Milieu werden die N-Funktionen
protoniert. In beiden Féllen wird die Ausbildung von Wasserstoffbriicken-
bindungen unterdriickt. Bei pH-Werten unter eins tritt Depurinierung auf.
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Abb. 2 Beispiel eines 4-mer-Oligonugleotid-Doppelstranges™ und einer

ldngerkettigen DNA-Doppelhelix”.

¥ Aus [Falbe1995].
? Entnommen http://www.biology.arizona.edu/biochemistry/biochemistry.html.
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Bei Selbstkomplementaritdt (Palindrome) eines Einzelstranges treten passende
Basen in spiegelbildlich umgekehrter Reihenfolge auf, so dafl der Strang sich
zuriickfalten und mit sich selbst paaren kann (Haarnadelschleifen).

Die chemische Synthese von DNA (Festphasensynthese) stellt einen inzwischen
automatisierten ProzeB3 dar. Die unvollstindigen Reaktionsabldufe machen in
der Regel eine Aufreinigung notig und limitieren die Lange der Sequenz. Eine
enzymatische Vervielféltigung (amplification) von DNA wird mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) automatisiert
durchgefiihrt. Mit beiden Verfahren 148t sich wihrend der Reaktion auf einfache
Weise ein Marker in die DNA einflihren. Eine Hybridisierung zum Doppel-
strang 146t sich jedoch auch nachtriglich mit einem Doppelstrang-spezifischen
Marker nachweisen. DNA kann nebtﬁ der Replikation auch mit viralen Mecha-
nismen iiber Reverse Transcriptase™ gebildet werden, was vor allem in der
Gentechnologie Anwendung findet [Stryer1996].

Die Information auf der DNA ist in Gene eingeteilt. Der normale Weg zur
Umsetzung des genetischen Programmes geht iliber eine Zwischenspeicherung
der Information in Messenger-RNA (Transkription) und ihrer Ubersetzung
(Translation) in Aminosdure-Sequenzen am Ribosom (Protein-Biosynthese),
wobei dann jeweils 3 aufeinanderfolgende Basen eine Aminosdure bestimmen.
Eine komplexe zellspezifische Regulation sorgt dafiir, daB8 nicht stindig alle
Gene einer Zelle abgelesen und in Proteine umgesetzt (exprimiert), sondern z.B.
tiber Regulatorproteine (Aktivatoren oder Repressoren) an- bzw. abgeschaltet
werden. Nicht zuletzt aus diesen Griinden sind DNA-Protein-Wechselwirkungen
von groflem Interesse (Repressor-Protein, Zink-Finger, etc.) [Neurath1997].

Eine Sequenz-Analyse von DNA kann beispielsweise elektrophoretisch mit
Sequenziergel, mit markierten Oligomer-Gemischen oder chemisch durch
basenspezifische Spaltung, enzymatisch nach Sanger oder im Multiplex-Verfah-
ren durchgefiihrt werden [Alphey1998]. Besonders elegant ist jedoch die Se-
quenzierung durch Hybridisierung, wobei man die zu untersuchende DNA auf
einem DNA-Chip (definiertes Array immobilisierter DNA-Oligomere mit allen
moglichen Sequenzen) hybridisieren 143t [Drmanac1992].

' Dieses Enzym katalysiert die Bildung von einstringiger DNA aus RNA.
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2.1.4 Thrombin

Bei Thrombinlg| (bzw. Fibrinogenase) handelt es o O
sich um ein Enzym (Serinproteinase) mit einem o,,ssfj/\%
Molgewicht von 39 kg/mol. In seiner durch En- o N,

zymeinwirkung aktivierten Form bildet es einen
wichtigen Faktor bei der Blutgerinnung, indem es
das losliche Fibrinogen an zwei spezifischen Se-
quenzen zum Fibrin-Monomer spaltet, das sei-
nerseits leicht zu einem unldslichen Fibrin-Gerinn-
sel polymerisiert. Ein Blockieren oder Deaktivieren

der aktiven Bindungsstelle des Thrombins verhin-
dert demnach die Blutgerinnung. Natiirliche Inhi- Thrombin mit Inhibitor
bitoren sind z.B. Hirudin (Blutegel), Rhodniin und

Ornithodorin. Eine wirksame Inhibierung iiber eine affine Bindung ist von
grof3em Interesse fiir pharmazeutische Anwendungen [Stryer1996], [Dodt1995],
[Klingler1997]. Die Detektion der Wechselwirkung von Thrombin mit einem
potentiellen Inhibitor ist somit auch ein aktuelles Beispiel fiir die Wirkstoffsu-
che mit High Throughput Screening (HTS).

2.1.5 Biotin-Avidin

Das System Biotin-Avidin gilt als ein besonders gut I (+)-Biotin,

charakterisiertes System und wurde urspriinglich fir HN N Vitamin H
H H

die Verwendun in Immunoassays entwickelt ,
& Y s~ " >""cooH

[Berger1993]. Fiir viele Versuche ist es interessant,

Biotin als eine Art affinen Anker zur Avidin-Komponente zu verwenden. Die
Bindungskonstante ist mit 10" L/mol sehr hoch. Bei der in dieser Arbeit ver-
wendeten Biotinkomponente handelt es sich um ein biotinyliertes Protein-
Konjugat (Rinderserumalbumin). Es wurde thermisch vorbehandelt (t-BSA-B1),
also denaturiert und daher ,klebrig®. Dies fiihrt zu einer gewissen Aggregation
und einer verbesserten Haftfahigkeit auf hydrophoben Oberflichen. Bei einem
hoheren Markierungsgrad mit Biotin bleiben nach der Anbindung an die Ober-
flache stets noch Biotin-Anker frei und man erhélt dadurch eine neue, Biotin-
reiche Oberfléache.

" Thrombin 3D-Bild von A. Tulinsky und R. Krishnan 1996, PDB.
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Avidin ist ein tetrameres Glykoprotein (66 kg/mol) aus Hiihnereiklar mit vier
(lat. avidus = gierig) Bindungsstellen fiir Biotin. Das bakteriell gebildete Strept-
avidin (von Streptomyces avidinii, 60 kg/mol) weist ebenfalls vier Bindungs-
stellen zu Biotin mit vergleichbarer Affinitit auf. Im Gegensatz zum Avidin ist
es nicht glykosyliert und fiihrt zu weniger unspezifischen Bindungsreaktionen.
Die Vernetzung mittels Glutaraldehyd fiihrt zu sogenanntem poly-Streptavidin
(pSA), welches fiir heterogene Assays eine erhohte Stabilitdt und Schichtdicke
aufweist.

Abb. 3 Tetrameres StreptavidinEI mit vier gebundenen Biotin-Molekiilen und
Ausschnittsvergrofferung einer Bindungstasche.

Mit beiden Komponenten t-BSA-Bi und pSA lassen sich alternierende hochsta-
bile Multischichtsysteme erzeugen, welche {iber einen groflen Bereich Doppel-
schichten mit gleichbleibender Schichtdicke aufweisen, wie z.B. Untersuchun-
gen mit Ellipsometrie und Schwingquarzwaage bestétigten [Spaeth1997]. Das
System stellt somit ein hervorragendes Werkzeug zur Charakterisierung eines
Biosensors dar.

'2 Abbildungen von Dr. S. Freitag, Washington.
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2.1.6 Affinitatsassays, heterogene Immunoassays

Der qualitative und quantitative Nachweis eines Analyten kann iiber einen
sogenannten Affinitdtsassay erfolgen [Price1997]. Dieser nutzt die spezifische
Wechselwirkung, beispielsweise zwischen einem Antigen und einem Antikdr-
per (Kap.ml S.El), einem Ligand und seinem Rezeptor oder zwischen zwei
komplementidren DNA-Segmenten (Kap.2|E|S.9£| Antigen bzw. Ligand sind
hiufig komplexere Biomolekiile (z.B. Proteine), konnen aber auch niedermole-
kular sein. Der Vorteil von Affinititsassays liegt z.B. darin, dal eine aufwen-
dige Aufreinigung und Anreicherung des Analyten entfallen kann, wie sie bei
Nachweisverfahren mit chemischen Umsetzungen des Analyten bzw. in der
instrumentellen Analytik in der Regel notwendig wiren. Diese Selektion zwi-
schen Analyt und Verunreinigung iibernimmt gewissermalBlen der spezifische
Bindungspartner. Affinititsassays auf der Grundlage der Antigen-Antikorper-
Wechselwirkung werden Immunoassays genannt [Hennion1998], [Price1997],
[Janeway1997], [Chan1987], [Tijsen1985]. Man unterscheidet markierte und
markierungsfreie Verfahren.

Markierungsfreie Verfahren haben in der Regel einen der beiden Bindungs-
partner an ithrer Oberfliche gebunden, um damit spezifisch den anderen Partner
zu detektieren (,heterogenes Verfahren*). Aufgrund der direkten Detektion
(Immunosensor) und der fehlenden Beeinflussung der Affinitit durch Marker
werden solche Verfahren oft zur Charakterisierung kinetischer oder thermody-
namischer Parameter der Wechselwirkung eingesetzt. Vor allem optische Ver-
fahren [Brecht1995, 1997], [Gauglitz1996] haben sich kommerziell etabliert,
wie z.B.

e Oberflichenplasmonenresonanz (SPR, Kap.m S.@‘) von
- Biacore, Schweden (,,BIAcore®),
- Texas Instruments, Texas (,,TISPR*) [Woodbury1998] und
- BioTul, Miinchen (,,Plasmoon*)

e Prismenkoppler (Resonant Mirror) von Affinity Sensors, Cambridge, GB
(,,JASYS*) [Cush1993], [Fortune1993]

e Gitterkoppler von Artificial Sensing Instruments, Ziirich, CH (,,BIOS®)
[Tiefenthaler1993], [Polzius1997]
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die auf einer Wechselwirkung mit dem evaneszenten Feld beruhen und Ande-
rungen des Brechungsindex nahe der Sensoroberfliche detektieren. Weitere
interessante optische Techniken sind z.B.

e Reflektometrische Interferenz Spektroskopie (RIfS, Kap.m S.Eb
¢ Ellipsometrie [Striebel1994], [Spaeth1997]
e Mach-Zehnder-Interferometer [ Drapp1997].

Verfahren mit markierten Komponenten werden aufgrund ihrer meist gerin-
geren Nachweisgrenzen hiufig zur quantitativen Analytik herangezogen. Hier-
bei tragt mindestens eine der definiert zugegebenen Komponenten des affinen
Gleichgewichts einen Marker, der im Anschlul eine quantitative Bestimmung
ermoOglicht. Bei homogenen Verfahren verbleiben alle wechselwirkenden Kom-
ponenten in einer (meist fliissigen) Phase. Daher nutzen solche Verfahren, wie
z.B. der fluoreszenzbasierte resonante Energietransfer-Immunoassay (FRETIA
[Schobel1999b], [Brecht1998b]) oder der Fluoreszenzpolarisationsimmuno-
assay (FPIA) zur Detektion einer affinen Bindung eine Signalmodulation des
Markers.

In der Immunanalytik dominieren jedoch aufgrund ihrer einfachen und flexiblen
Protokolle heterogene Verfahren [Hock1995], bei denen neben der fliissigen
Phase zumeist eine feste Phase ins Spiel kommt. Handelt es sich dabei um eine
Transduceroberfldche, wie z.B. bei TIRF [Brecht1998a], so kann das Bindungs-
signal direkt aufgezeichnet werden. Markierte heterogene Verfahren lassen sich
unterscheiden in kompetitive und nicht-kompetitive Testformate. Kompetitiv
sind Verfahren, die ihre maximale Sensitivitit im Gegensatz zu nicht-kompeti-
tiven Verfahren mit minimaler AK-Konzentration erreichen [Jackson1986].
Meist wird bei kompetitiven Verfahren eine AK-bindende Substanz (Antigen-
/Analyt-Derivat) auf der festen Phase immobilisiert, so da3 diese mit der Probe
in Konkurrenz um die AK-Bindungsstellen tritt (Inkubation).

Radioaktive Verfahren gehdren zu den empfindlichsten immunologischen Test-
formaten mit einer Nachweisgrenze (nach Vorbehandlung der Probe) von bis zu
10 fmol/L [Chard1990]. Sein klassischer Vertreter ist der heterogene Radio-
immunoassay (RIA) [Yalow1960].

Enzymatische Verfahren, wie der ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) [Kemeny1988], aber auch der Fluoroimmunoassay (FIA) haben in der
Regel Nachweisgrenzen, die um eine Grofenordnung hoher liegen. Dennoch
haben diese Verfahren aus okonomischen Griinden weitere Verbreitung als
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radioaktive Verfahren gefunden. Neben dem sog. ,,.Sandwich-Assay* ist hier der
kompetitive Assay am gebrduchlichsten (s.0.). Das Verfahren beinhaltet iibli-
cherweise mehrere Spiilschritte oder gar das Uberfiihren der Losung in eine
(nicht-modifizierte) MeBkavitit, um den spezifisch an die Wand gebundenen
Anteil an Antikorper abzutrennen und den in der fliissigen Phase verbliebenen
schlieBlich iiber seine Enzymmarkierung (Farbreaktion, ELISA) oder einen
Fluorophor (FIA) zu quantifizieren. Der ungebundene AK-Anteil steht in di-
rektem quantitativem Zusammenhang mit dem freien (nachzuweisenden) Ana-
lyt, welcher widhrend der Gleichgewichtseinstellung (Inkubation) durch ein
Blockieren der Antikdrperbindungsstellen die Anbindung des AK an die Wan-
dung verhindert hat. Eine kleinere Nachweisgrenze kann durch chemiluminis-
zente Verstarkung (enhanced chemiluminiscence, ECL) erzielt werden. So
konnte z.B. der Testmittelpunkt (TMP) fiir einen Atrazin-Assay von 0.8 auf
0.1 ug/L verbessert werden [Samsonoval999]. Schnelltests auf Basis von
beschichtetem Papier machen sich die Diffusion der ungebundenen Anteile ins
Papierinnere zunutze, sind jedoch gewdhnlich fiir einzelne Substanzen ausge-
legt.

Die zur Trennung zwischen gebundenen und nicht-gebundenen Anteilen ver-
wendeten Waschschritte in all diesen Verfahren bringen verschiedene Nachteile
mit sich. Dies ist zum einen die Gefahr der Verschleppung von Substanzen (und
damit an MeBsignal) zwischen den Kavititen. Diese Gefahr wird beim Schritt
von der Mikrotiterplatte zu Systemen mit hoherer Kavitdtendichte
(,,Nanotiterplatte*) immer gravierender. Aulerdem entféllt bei einem Transfer
der i1m Gleichgewicht befindlichen Losungen die Moglichkeit von
zeitaufgelosten (kinetischen) Bindungsstudien.

Theoretische Betrachtung eines heterogenen Immunoassays

Die nachfolgenden Betrachtungen lassen sich weitgehend auch auf andere
biochemische Systeme, wie z.B. Ligand-Rezeptor {libertragen, sollen der Ein-
fachheit halber aber speziell fiir die Immunanalytik erldutert werden. Eine ther-
modynamische Betrachtung einer AG-AK-Affinititsreaktion basiert zunichst
auf dem Massenwirkungsgesetz [Bisswanger1994]:

ass

AG+ AK - = AGAK

kd[ss (3)
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Die Bindungskonstante (Gleichgewichtskonstante) K, stellt hierbei ein Mal fiir
die Affinitdt dar und ist mit der Assoziationsratenkonstante (k) und der
Dissoziationsratenkonstante (k) bzw. den Gleichgewichtskonzentrationen des
Komplexes c4g4x und der ungebundenen Komponenten c4qfiei bZW. C4x fiei liber

das Massenwirkungsgesetz verkniipft:

k c c
Kaﬁ’ — kass — AGAK — ( A)GIZK ) ( 4)
diss CAG, frei " CAK, frei €46,0 ~ €464k ) \Cak,0 ~— €464k

c46.0 und cyxp sind die eingesetzten Konzentrationen, also vor Einstellung des
Gleichgewichts. Die freie Bildungsenthalpie AG® verhilt sich proportional zur
Temperatur 7 und zum Logarithmus der Gleichgewichtskonstante K

AG’ = —RT InK,, (5)

(R=8314J-K"mol" ist die ideale Gaskonstante). Fiir biologisch relevante
Affinititsreaktionen liegt AG® etwa zwischen -20 kJ/mol und -90 kJ/mol. Das
entspricht Affinitdtskonstanten von 10* bis 10" L/mol [Steward1983]. Fiir
kleine Liganden <400 g/mol (z.B. Pestizide) werden aufgrund ihrer geringen
Wechselwirkungsfliche nur Affinitdtskonstanten bis in die Gr68enordnung von
10" L/mol beschrieben [Winklmair1997]. Falls das Antigen iiber mehrere
Epitope gebunden wird, so erhdht sich die Bindungskonstante und man spricht
von einer Aviditdtskonstanten. Assoziationsratenkonstanten k&, liegen
typischerweise zwischen 107 und 10® L/mol. Dissoziationsratenkonstanten ;s
reichen hingegen von 10™ (hochaffin) bis 10° L/mol (niedrigaffin) und tragen
damit entscheidend zum groB3en Bereich an Bindungskonstanten bei. Polyklo-
nale AntikOrpern weisen als Mischung verschiedener Antikorper-Klone ein
verbreitertes Spektrum an Affinitdtskonstanten auf. Bei der Interpretation prak-
tischer Ergebnisse mit theoretischen Modellen muf3 beriicksichtigt werden, daf}
diese Verteilung meist nicht GauB3-férmig, sondern eher einer schiefen oder
bimodalen Affinitdtsverteilung entspricht. Bei der Bestimmung werden hiufig
mittlere Affinitdten angegeben [Steward1983].

In[Abh_4lsind in vereinfachter Form alle relevanten Prozesse am Beispiel eines
monovalenten Antikorpers (AK, z.B. Fab-Fragment) dargestellt. Fiir zeitauf-
geloste Verfahren spielen kinetische Aspekte und somit die Diffusion eine
Rolle. Das MeBsignal — z.B. die Anbindung der Antikorper an die Oberflache —
hiangt vom Transport der Stoffe durch die Diffusionsschicht ab. Konstante
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Konzentrationen oberhalb der Diffusionsschicht (also im Volumen), wie sie
durch konstanten FluB3 erreicht werden konnen, vereinfachen diese Betrachtung.
Beispiel hierfiir ist der Bindungshemmtest, wie er z.B. mit RIfS oder SPR
praktiziert wird: eine vorinkubierte Losung aus Analyt (AG) und Antikorper
(AK) wird im konstanten FluB3 {iber eine mit Antigen modifizierte Oberfldche
gegeben. Aus zeitaufgeldsten Messungen lassen sich aufgrund von Bindungs-
raten und Beladungen thermodynamische Daten wie K, kinetische Daten kg
bzw. k4 und natiirlich die Analytkonzentration erhalten. Aufgrund der Verfiig-
barkeit an immobilisiertem Antigen/Analytderivat (4G, und Riickbindung an
die feste Phase sind die Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten &’
und k4 und damit auch die Gleichgewichtskonstante Kj,, hier im allgemeinen
verschieden von denjenigen im Volumen. Detaillierte theoretische Betrachtun-
gen fiir dieses Verfahren finden sich in [Piehler19975].

y AGAK, ,
V0 Yo /-.\N
<
ass S
- S
diss S
E
'z Kinetik ~-——> Gleichgewicht
=
D
=
AK,, AGAK,, 2
S
ks Austausch 5 g
S
(@) L Al
Kiss @3 T %
_Q
AG,; v ¢
modifizierte Oberfliche (,;)

Abb. 4 Schema der Vorgdinge bei einem heterogenen Immunoassay.

Fiir die fluoreszenzbasierten Untersuchungen in dieser Arbeit wurden hingegen
Systeme im Gleichgewicht untersucht. Es handelt sich um ein kompetitives
Verfahren analog m bei welchem die (fluoreszenzmarkierten) Antikorper
im Volumen detektiert, diejenigen an der Festphase hingegen ausgeblendet
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werden. Zur quantitativen Bestimmung eines Analyten mittels eines
Immunoassays werden Kalibrierkurven der Beziehung von Signal zur
Analytkonzentration unter gleichen Bedingungen herangezogen. Bei
halblogarithmischer Auftragung haben diese eine sigmoidale Funktion

Der Testmittelpunkt eines Assays gibt die Analytkonzentration an, bei der 50%
des Maximalsignals erreicht wird.

1007

% 90%
g
> 807
= |
=
= 607] 50%
=
.20
Y407
g " =
207 10%
)]
- S
0 Arbeitsbereich
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

CAnalyt [].lg/L]

Abb. 5  Beispielhafte Kalibrierkurve des vorgestellten Immunoassays.

Unter dem Arbeitsbereich eines Assays versteht man haufig die
Analytkonzentrationen im Bereich 10-90% (oft auch 20-80%) des
Sensorsignales. Unter der unteren Nachweisgrenze (limit of detection LOD)
versteht man meist die untere Grenze des Arbeitsbereiches, oft aber auch die
Konzentration, die sich auf der Kalibrierkurve aus der dreifachen
Standardabweichung (sdv) vom Nullsignal (kein Analyt) ergibt. In dieser Arbeit
wird die 10-90%-Definition fiir der Arbeitsbereich und die 10%-Definition fiir
den LOD verwendet. Unter der Bestimmungsgrenze versteht man die 6-fache
Standardabweichung des Nullwertes. Zur praktischen Ermittlung des Testmit-
telpunktes und des Arbeitsbereiches einer Kalibrierkurve bzw. eines Assays,
werden die MeBsignale der bekannten Analytkonzentrationen i.a. an eine soge-
nannte ,,Logistische Funktion* [Hock1995] angepalit:

Min — Max

Steigung t
I+ Analytkonz.
Testmittelpunkt

Signal(Analytkonz.) = Max (6)

Aus den erhaltenen vier Parametern kann tiber die Umkehrfunktion der Arbeits-
bereich (Signal 10-90%) berechnet werden:
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(7)

1
Min— Max s
Signal — Max '

Analytkonz(Signal) = T estmiz‘telpunkt-(

Gilinstige AK-Konzentrationen liegen bei immunanalytischen Verfahren im
allgemeinen bei 1/K,z Kleinere Konzentrationen verschieben den
Testmittelpunkt nur noch geringfiigig [Hock1995]. In jedem Fall wird durch
eine Veringerung der Konzentration an markiertem Antikorper die Dynamik des
Tests entsprechend verkleinert. Fiir eine genauere Analyse der Vorginge beim
verwendeten fluoreszenzbasierten Testformat sei auf Kap.4 A verwie-
sen.

Assays in Submikrolitervolumina

Ein Assay in Submikrolitervolumina ermdglicht eine hohe Integrationsdichte
des Probentrdgers. Damit verbunden sind ein hoher potentieller Probendurch-
satz bei geringem Reagenzienverbrauch. Im Gegensatz zu konventionellen
Techniken fiir das Mikrotiterplattenformat (MTP, ca. 250 uL) sind die dort
iiblichen Waschschritte wegen Verschleppung von Substanzen nicht mehr
praktikabel. Da Nanotiterplattenformate (NTP) noch keinem Standard entspre-
chen, miissen auch auf Seiten der Pipettiertechnik, Handhabung und Detektion
neue bzw. unkonventionelle Wege eingeschlagen werden. Beim Arbeiten mit
Submikrolitervolumina féllt beispielsweise auch eine etwaige Verdunstung
beim oder nach dem Befiillen der NTP stark ins Gewicht.

Von Interesse ist demnach ein waschfreier fluoreszenzbasierter heterogener
Assay, welcher eine Separierung des Mef3signals von fester oder fliissiger Phase
erlaubt (Phasenseparations-Fluoreszenz-Immunoassay, PSFIA). Seine Ent-
wicklung ist in Kap. El S. 126k beschrieben. Zur Dosierung solch kleiner Volu-
mina bietet sich die Verwendung einer piezobasierten Mikrodosiervorrichtung
an (Kap.m S.E). Verdunstungsprobleme beim Pipettieren lassen sich durch
Arbeiten am Taupunkt reduzieren.
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2.2 (Ortsaufgeloste) Oberflachenmodifikation fur die
Affinitatsanalytik

Eine Grundvoraussetzung fiir die Affinitdtsanalytik an Oberflichen ist das
Vorhandensein einer affinen Oberfliche. Markierungsfreie Verfahren wie RIfS
(Kap.m S.@‘) oder SPR (Kap.m S.@) detektieren Anderungen der ge-
samten Oberflichenbelegung. Anbindende Teilchen werden dabei zunichst
nicht unterschieden. Durch Ausschlie3en jeder unspezifischen Wechselwirkung
(UWW) mit der Oberfliche kann bei der beobachteten Anbindung auf eine
spezifische Wechselwirkung (SWW) geschlossen werden. Da Teilchen mit
potentieller UWW nicht durch eine Vorbehandlung (,,Filtrierung®) der Losung
eliminiert werden konnen bzw. sollen, muf3 die Oberflache fiir diese abweisend
sein. Nur iiber die eingefiihrten spezifischen Liganden (z.B. Haptene, also
niedermolekulare Antigen-Strukturen) soll die Oberfliche eine (spezifische)
Wechselwirkung mit einem entsprechenden affinen Rezeptor (z.B. Antikorper)
zeigen. Geringe UWW zeigen bekanntermallen Oberfldachen, die z.B. aus Pro-
teinen wie Albumin (BSA oder OVA), Trockenmilchpulver, Polyethylenglykol
(PEG) oder Dextran bestehen.

Bei der Modifikation einer Transducer-Oberflache richtet sich die Strategie in
der Regel nach den Erfordernissen der Detektionsseite (z.B. optische Eigen-
schaften) und der zu untersuchenden Proben (Materialbestdndigkeit und Wech-
selwirkungen).

2.2.1 Reinigung und Beschichtung

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Oberflichenmodifikation ist eine einge-
hende Reinigung der Oberfliche. Einfache physikalische Prozesse wie elektro-
magnetische Strahlung (Laser, UV), thermische Behandlung oder Ultraschall
ermoglichen je nach Probentriger eine Reinigung bzw. erste (chemische) Modi-
fikation. Chemisch inerte Substrate erlauben zudem den Einsatz von organi-
schen Losungsmitteln, Tensiden, alkalischen/sauren Lésungen bis hin zu ag-
gressiven Losungen wie alkalisches oder saures Wasserstoffperoxid (Piranha),
welches organisches Material bis zum Kohlendioxid oxidieren kann.

Fiir das Aufbringen von Substanzen auf den Probentridger steht eine Vielzahl
von Techniken zur Verfiigung [Ulman1991], [Fuchs1991]. Bei Feststoffen kann
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man neben dem Aufschmelzen verschiedene Gasabscheidungsverfahren heran-
ziehen, wie z.B. thermisches Aufdampfen, Plasma-CVD (Plasma Enhanced
Chemical Vapour Deposition, PECVD) [Unger1991], Laserdesorption oder
Sputtertechniken [Brett1997]. Gerne werden Substanzen in geloster bzw. fliissi-
ger Form verwendet. Einfachste Handhabung versprechen geloste Substanzen,
die beim Kontakt mit der Oberfliche spontan selbstorganisierende Schichten
ausbilden (Self Assembly, SA), wie z.B. Thiole auf Gold [Bain1989a, 19895b]
oder Polyelektrolyte (Kap.m S.@). Sie erlauben das Ubertragen der gelds-
ten Substanz durch einfache Tauchvorginge, verschiedene Dosiertechniken,
Pumpen (FIA-System) oder Stempeln. Unter bestimmten Voraussetzungen 1df3t
sich eine geloste Substanz auch elektrochemisch durch Elektropolymerisation
[Honeybourne1987] auf der Oberfliche abscheiden. Im Gegensatz zu den SA-
Schichten sind Langmuir-Blodgett-Techniken (LB, Ubertragen eines Oberfli-
chenfilmes) mit hohem apparativem Aufwand verbunden [Speakmanl998],
[Beisswanger1991], [Braun1988], erzeugen aber hochgeordnete Schichten mit
besonderen Eigenschaften, wie z.B. nicht-linear optischem Verhalten (NLO)
[Ulman1991].

2.2.2 Einsatz und Modifikation von Polymeren

Verschiedene Punkte machen den Einsatz von Polymeren fiir die Affinitéts-
analytik interessant:

e Erhohung der Signaldynamik
o effektive Abschirmung der Oberfliche
e cinfache Handhabung und Ubertragbarkeit auf andere Fragestellungen

Bei den angewandten Untersuchungsmethoden wie RIfS (Kap.m S.@ oder
SPR (Kap.m S.@ ist die Signalinderung i.a. proportional zur Anderung der
Oberflachenbelegung. Die Signaldynamik eines Assays steigt damit proportio-
nal zur affinen Bindungskapazitit der Oberflache. Diese ist abhdngig von der

e Belegungsdichte und der
e Verfiigbarkeit an immobilisierten Liganden.

Die maximale Belegungsdichte einer Oberflache mit Ligand ist zunidchst durch
die GroBe des Liganden bestimmt. Da jedoch hiufig die zu detektierenden
Rezeptoren wesentlich volumindser sind, ist die Verfiigbarkeit des immobili-
sierten Liganden entscheidend. Sie 148t sich durch den Einsatz flexibler
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(langkettiger) Spacer (z.B. Polyethylenglykole, PEG) erhohen. Eine weitere
Erhohung verfiigbarer Bindungsstellen 1d6t sich durch das Einbeziehen der
dritten Dimension erzielen, also beispielsweise durch die Verwendung modifi-
zierter dreidimensionaler Polymernetzwerke (z.B. Dextrane).

Der Einsatz solcher Polymere kann neben einer erhdhten Signaldynamik auch
fiir eine effektive Abschirmung der urspriinglichen Oberfldcheneigenschaften
sorgen (s.0.). Sehr gebrduchlich sind hydrogelbasierte Schichtsysteme. Che-
misch funktionalisiertes Dextran z.B. kombiniert die Eigenschaften einer &du-
Berst geringen UWW mit einer hohen Dichte an verfiigbaren funktionellen
Gruppen (Signal) [Osterberg1995], [L6fas1995], [Piehler19965]. Ahnliches gilt
auch fiir die Verwendung von Proteinen, deren Aminogruppen sich aullerdem
hervorragend zur kovalenten Anbindung heranziehen lassen. Die amphoteren
Eigenschaften der Proteine ermdglichen eine Adsorption auf hydrophilen bzw.
polaren Oberflichen, wéhrend die unpolaren Polymeranteile fiir eine gute
Adsorption auf hydrophoben Oberflachen sorgen.

Eine geringe unspezifische Maximalbindung 146t auf eine flachige (homogene)
Abschirmung der Transducer-Oberfliche (mit hoher UWW) schliefen. Die
Homogenitdt einer solchen Polymerschicht 148t sich daher direkt aus der unspe-
zifischen Maximalbindung ablesen.

Je nach Anwendung kann fiir die Verwendung von Polymeren zwischen zwei
Strategien gewéhlt werden:

e Polymer an die Oberfldche kuppeln, dann mit Ligand modifizieren oder
e Polymer mit Ligand modifizieren, dann an die Oberflache ankuppeln.

Beziiglich ihrer Handhabung bieten Polymere vielfiltige Vorteile. Polymer-
Ligand-Konjugate kdnnen in groBen Chargen mit gleichen (charakterisierbaren)
Eigenschaften zur Verfiigung stehen. Das Polymer bietet eine einheitliche
chemische Umgebung. Dadurch werden Kupplungsprotokolle leicht {ibertrag-
bar, Assays mit verschiedenen Liganden besser vergleichbar und hydrophobe
Liganden als Konjugat wasserloslich. Eine Modifikation des Polymers an der
Festphase geht durch die Mdglichkeit des Abwaschens meist mit einfachen
Protokollen einher und bringt einer hohe Dichte an funktionellen Gruppen
(Liga% mit sich. Interessante Polymere sind auch Polyelektrolyte
(Kap.

eine Vielzahl funktioneller Gruppen enthalten.

), die einfachste Immobilisierung und Regeneration versprechen und



2.2 (Ortsaufgeloste) Oberflichenmodifikation fiir die Affinititsanalytik 25

2.2.3 Kupplungs-Chemie

Der Aufbau von der urspriinglichen Materialoberfldche bis zur spezifisch funk-
tionalisierten Oberfldache kann in unterschiedlichster Weise erfolgen. Eine hohe
Flexibilitdt der ausgearbeiteten Protokolle ist durch den schichtweisen Aufbau
aus kleineren (oder groferen) Untereinheiten nach Art des Baukastenprinzips
moglich. Mindestens der letzte Schritt sollte variabel flir unterschiedliche Li-
ganden sein. Fiir eine Immobilisierung kommen z.B. in Frage:

e Adsorption (Physisorption) und ionische WW (Polyelektrolyte),

e kovalente Bindung

e affine Wechselwirkung.

Auswahlkriterien fiir eine Immobilisierungsstrategie konnen z.B. sein:
e Selektivitit der Kupplungschemie

e Stabilitdt der Bindung bzw. Oberfldchen

e Handhabung bzw. Kupplungsprotokoll.

Eine adsorptive oder ionische Bindung ist weitgehend unspezifisch und bietet
damit einfachste Handhabung und Flexibilitdt. Unter Regenerationsbedingun-
gen (z.B. Anderung von pH-Wert/Ionenstirke oder der Einsatz chaotroper
Losungsmittel) haben diese Bindungstypen, wie auch die affine Wechselwir-
kung (s.u.), keine hohe Stabilitit.

Kovalente Bindungen zeichnen sich in der Regel durch eine besonders hohe
Stabilitdt aufgrund ihrer hohen Bindungsenergie aus (=0.5 eV/Bindung) und
bilden die gingigste Variante zur Immobilisierung.

Affine Bindungen setzen sich aus mehreren nicht-kovalenten Bindungstypen
zusammen und konnen aufgrund vieler Wechselwirkungsstellen in ihrer Ge-
samtstérke einer kovalenten Bindung vergleichbar sein (Kap.m SB. Gleich-
zeitig zeichnet sich die affine Bindung durch eine im allgemeinen sehr hohe
(einstellbare) Selektivitit aus. Uber eine adsorptive oder affine Bindung (z.B.
Avidin/Biotin oder DNA/DNA) kann ein Ligand bequem in situ auf einer
(affinen) Oberfliche immobilisiert, regeneriert und wiederum (neu) immobili-
siert werden. Die Verwendung affiner Wechselwirkungen zur Immobilisierung
ermoglicht durch die groBe Vielfalt moglicher Bindungspaare (z.B. DNA-Oli-
gomere) die gezielte ortsaufgeldste Belegung eines kompletten affinen Arrays
in situ mit unterschiedlichen Liganden in einem einzigen Schritt [Brecht1998c¢].
Durch selektive Bindungen mittels spezifischer Reaktionen (affin oder kova-
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lent) besteht auBBerdem die Moglichkeit einer gezielten Orientierung der Ligan-

den.

Durch Festlegen der Rahmenbedingungen gilt es, aus einem nahezu unerschopf-

lichen Repertoire an Strategien zur Oberflaichenmodifikation die praktikablen

Wege herauszufiltern und mafBizuschneidern. Einige wichtige kovalente Ver-
fahren sind in MZusammengestellt. Eine ausfiihrliche Abhandlung findet
sich in [Hermanson1992] und [Hermanson1996].

funktioneller Anker Reaktionspartner Reaktion
-Si10,, -Ti0O,, -HfO, -Si(Cl)x, -Si(OR)y direkt
-Au, -Ag -SH direkt
-COOH -NH, mit Carbodiimid
(0)
_O‘Nb -NH, direkt
o)
(N-Hydroxysuccinimid, NHS)
E:O -NH, reduktive Aminierung
R mit NaCNBH;
-NH, -NH, Glutardialdehyd
< NH,, -SH, -OH direkt
Epoxid
(0]
—Nﬁ -SH, -NH, direkt
0]
Maleinimid
—4° _4° direkt
N i
Saurehydrazid
-NH-NH, mit [0, aktiviertes direkt

Hydrazid

Kohlenhydrat
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funktioneller Anker Reaktionspartner Reaktion
—N=N=N unspezifisch + UV-Licht/— N,
i ’ ~NH, —~CH, —OH, {iber Nitren
A8 —CC, ... (Singulett oder Triplett)
- unspezifisch + UV-Licht/— N,,
Sl D=NEN P .. :
(ANR™ N (AR —NH, —CH, —OH, iiber Carben
’ —CC, ... (Singulett oder Triplett)

Diazirin, Diazoverbindung

0 (L ) + UV-Licht

Benzophenon

Tab. 2 Auswahl iiblicher kovalenter Kupplungsprotokolle fiir die Immunana-
Iytik.

Photolinker

Photolinker (vgl. letzten drei Kupplungsmethoden in M) versprechen
besonders flexible Immobilisierungsprotokolle, da sie aufgrund ihrer weitge-
hend unspezifischen Reaktion kaum an das Vorhandensein bestimmter funktio-
neller Gruppen gebunden sind. Photolinker bieten die Moglichkeit, den Be-
schichtungsproze3 und die kovalente Verkniipfung mit der Oberflache zeitlich
zu trennen. Speziell bei einer ortsaufgeldsten Beschichtung mit verschiedenen
Komponenten konnen diese Eigenschaften von hohem Nutzen sein. Photolinker
werden seit etwa 30 Jahren in der Photoaffinititsmarkierung [Kotzyba-
Hibert1995] eingesetzt, um z.B. einen markierten Liganden kovalent an seinen
Rezeptor zu binden. Jedoch auch fiir den Einsatz in der Immunanalytik werden
immer wieder Versuche unternommen, Proteine iiber photoreaktive Gruppen zu
immobilisieren [Gao1995], [Bari¢1998]. Besonders giinstig sind Verbindungen,
die durch die Anregung mit Licht (oder Warme) ein inertes Gas wie Stickstoff
abspalten, welches sich dem System entzieht. Meistens finden daher Azide oder
Diazirine [Liul982] Verwendung. Durch Bestrahlung gelangt ein
(aromatisches) Azid in einen angeregten Singulettzustand und geht entweder
unter Stickstoffverlust in ein Singulett-Nitren iiber oder durch Interkombination
(intersystem crossing, ISC) in ein Triplett-Azid, das sich dann seinerseits unter
Stickstoffabspaltung in ein Triplett-Nitren umwandelt. Singulett-Nitrene reagie-
ren meist liber eine relativ unspezifische Einschubreaktion in NH-, CH-, CC-
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Bindungen etc. bzw. mit dem Losungsmittel. Im Falle einer Umlagerung
(Ringerweiterung) werden jedoch auch vergleichsweise selektiv geeignete
Nucleophile (z.B. Cystein oder Histidin, nicht aber Hydroxygruppen) an das
Azepin gekuppelt. Das Triplett-Nitren reagiert liber eine kaum vorhersagbare
Radikalchemie weiter. Der bevorzugte Reaktionstyp (Triplett oder Singulett) ist
abhéngig von den Aryl-Substituenten, sowie von der Temperatur (mehr Triplett
bei niedrigeren Temperaturen). Bestrahlt wird mit Wellenldngen zwischen 300
und 350 nm. Kleinere Wellenldngen fiihren zur Zerstorung biologischer Proben.
So kann es z.B. ab etwa 290 nm zur direkten Quervernetzung einkerniger aro-
matischer Systeme kommen.

Photolabile Schutzgruppen (z.B. Nitroveratryloxycarbonyl, NVOC) finden z.B.
Einsatz in der ortsaufgeldsten Synthese an Oberfldchen, z.B. bei Peptid-Arrays
[Fodor1991] oder Nucleotid-Arrays [Lipschutz1999].

Polyelektrolyte

Hinsichtlich der Oberflichenmodifikation bzw. der Immobilisierung von Li-
ganden auf einem Transducer (Kap.m S.E) versprechen Polyelektrolyte
eine einfache Handhabung bei mdglicherweise hoher Stabilitdt in normalem
Medium und leichter Regenerierbarkeit durch Variation von pH-Wert und
Salzkonzentration. Polyelektrolyte sind Polymere, die aufgrund ihrer vielen
ionisch dissoziierbaren Gruppen wasserldslich sind. Man unterscheidet Poly-
sduren, die unter Protonabspaltung zu Polyanionen werden und entsprechend
Polybasen bzw. Polykationen. Polyampholyte, wie z.B. Proteine, haben sowohl
anionische wie auch kationische Gruppen und werden durch ihren isoelektri-
schen (neutralen) Punkt gekennzeichnet [Kjellander1996].

Polyelektrolyte finden Aufmerksamkeit z.B. in der Oberflachenmodifikation fiir
biomedizinische Anwendungen [Scranton1995] und (Immuno-)Sensoren
[Caruso1997h], [Yang1997]. Polykationen konnen mit Proteinen (z.B. Rinder-
serumalbumin, BSA) anionische Komplexe bzw. Mikrokapseln bilden, die zur
Proteinimmobilisierung verwendet werden [Dautzenbergl996b], [Akari1996],
[Buchhammer1996]. Durch ihre polyvalente Eigenschaften sind Polyelektrolyte
hervorragend geeigntet zum Aufbau von Multilayer-Systemen [Dahlgren1996],
[Laschewskil996], [Sjostrom1996], deren Einzelschichtdicken iiber viele Lagen
hinweg konstant sind [Losche1998], [Laschewskil996]. Interessant ist auch die
Beobachtung, dall abwechselnde Polykation/Polyanion-Schichten nicht-lineare
optische Eigenschaften (NLO) aufweisen konnen [Roberts1998]. Neben der
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Beschichtung hydrophiler bzw. geladener Oberfldchen [Schlenoff1996] eignen
sich Polyelektrolyte auch z.B. zur Modifikation von Goldoberflichen
[Caruso1997a].

Viele Eigenschaften der Polyelektrolyte, wie Form oder Wechselwirkungskrafte
lassen sich mit Hilfe von mathematischen Modellen erfassen [Jonnson1995],
[Seidel1996], [Patey1996], [Turq1996]. Polyelektrolyte sind in Losung infolge
der elektrostatischen Abstoung der ionischen Gruppen meist linear (rod)
ausgerichtet. In nicht-dissoziierter Form liegen sie dagegen als Kniduelmolekiil
(coil) vor [Muthukumar1987], [Stevens1995], [Alince1996],
[Sukhorukov1996]. Beide Formen konnen in einfacher Weise liber den pH-Wert
reversibel kontrolliert werden. Die ionische Abstoung in der dissoziierten
Form kann jedoch auch durch die lonenstdrke in der Losung vermindert wer-
den. Ein quantitativer Zusammenhang ist iiber den sogenannten Debyeschen
Abschirmradius gegeben, der den Abstand zur ionischen Gruppe angibt, inner-
halb dessen ihr Feld auf 1/e abgefallen ist.

Fiir verdiinnte Elektrolyte aus Ladungstrégern der Teilchensorte i und Ladungs-
zahl z (Ladung z;e,) und dem elektrostatischen Potential des Zentralions ¢(r)

gilt fiir deren Dichteverteilung n; () um ein Zentralion der Ladung Q:

Zj eo‘P(”)]

”i(’”) = ni'e_( “

(8)

Hierbei ist » der Abstand zum Zentralion, n; die entsprechende Teilchendichte
im homogenen System (Konzentration), e, die Elementarladung, & die Boltz-

mann-Konstante und 7" die absolute Temperatur. Das elektrostatische Potential
des Zentralions ¢(r) erhilt man aus der Poisson-Gleichung zu

o(r) = o e_(lgj 9)

Adwe r

wobei € die dielektrische Konstante der gesamten Phase (e =¢, €, ) ist. Der

exponentielle Term enthdlt den Debyeschen Abschirmradius D. Fiir reines
Losungsmittel entféllt dieser Term, der fiir ein schnelleres Abfallen des elektro-
statischen Potentials sorgt. Der Debyesche Abschirmradius sinkt mit steigender
Ionenstirke / nach:

(10)
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Mehrwertige Gegenionen bewirken bei Polyelektrolyten eine Vernetzung bis
hin zur Ausfillung [Drifford1996], [Ludwigl1996]. Die streng stochiometrische
Reaktion von Polybasen mit Polysduren wird z.B. bei der Polyelektrolyttitration
ausgenutzt, bei der sie zu unldslichen Komplexen reagieren. Damit 148t sich
zum Beispiel die Ladungsdichte von geldstem Polyelektrolyt oder bei Feststof-
fen (Suspensionen) die Oberflichenladung bestimmen (Zeta-Potential-Messun-
gen) [Dautzenberg1996a], [Hermeier1996].

2.2.4 Immobilisierung von DNA

Analytische Anwendungen mit immobilisierten Nucleinsduren nehmen stark zu
und haben grofle Auswirkungen auf Forschung und Industrie [Wallacel1997].
Erfolgreich angewendet wird immobilisierte DNA z.B. in der Affinitdtschro-
matographie von DNA-bindenden Proteinen. Die DNA-Diagnostik durch Hy-
bridisierung wird beispielsweise auch zur Untersuchung von genetischen und
Infektionserkrankungen angewandt. Zur Aufkldrung der Funktion spezifischer
Gene kann sogenannte Antisense-DNA verwendet werden, welche komple-
mentir zur Messenger-RNA (mRNA) ist und daher spezifisch hybridisiert und
die Translation hemmt [Sauer1998], [Sauer1999]. Attraktiv ist auch eine An-
wendung  immobilisierter = DNA-Oligomere als  Hilfsligandensystem
[Brecht1998c], [Barzen1999], wobei der zu immobilisierende Ligand an DNA-
Oligomer gekuppelt ist und somit in situ spezifisch (und regenerierbar) an einen
(ortsaufgeldst) immobilisierten Gegenstrang hybridisiert.

Die Techniken zur ]mmobilisierﬁzqu haben sich aus einfachen Blotting Prote-
[Southern1975] oder dem Northern-Blot
[Alwine1997] heraus entwickelt, wo eine Nucleinsduresequenz transferiert, auf

kollen wie dem Southern-Blot

einer feste Oberfliche immobilisiert und anschlieBend mit entsprechenden Son-
den (DNA-Sequenzen) inkubiert wird. Heutzutage existieren viele Testformate,
welche auf einem umgedrehten Testschema basieren. Dabei werden eine oder
mehreren Oligonucleotidsonden immobilisiert, oftmals als ein Muster mit ver-
schiedenen Sondensequenzen. Nach der Hybridisierung mit einer Probe passen-
der Sequenz findet eine Detektion aufgrund von Markern an der Probe oder

" Ein Verfahren, bei dem DNA-Fragmente nach ihrer GroBe getrennt und anschlieBend aus der Gelmatrix des
Trenngels auf eine geeignete Tragermembran aus Nitrocellulose oder Nylon iibertragen und dort immobilisiert
werden.

' RNA-Blot, vom Southern-Blot abgeleitet.
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durch Doppelstrang-spezifische Fluoreszenzmarker (z.B. Ethidiumbromid) statt
[Lottspeich1998]. Anwendungen immobilisierter Nucleinsdurearrays sind von
hohem Interesse [Servicel998] und reichen von der Analyse von genetischem
Polymorphismus [Gingeras1998] oder dem Scannen von Mutationen
[Hacial996] bis hin zum Sequenzieren durch Hybridisierung [Drmanac1992].
Arrays mit unterschiedlichen Oligonucleotidsonden erhéhen den Durchsatz an
Proben und Ergebnissen durch die Detektion unterschiedlicher Sequenzen aus
einer Probe ohne vorhergehenden Auftrennungsschritt. Auch die Aussagekraft
von Hybridisierungsassays kann durch die vergleichende Detektion mit mehre-
ren Sondensequenzen verbessert werden. Immobilisierte Nucleinsduresonden
sind lagerfadhig und konnen unter einfachen Bedingungen regeneriert, also
mehrfach verwendet werden.

Nur eine relativ kleine Anzahl an Veroffentlichungen befalit sich mit adsorptiv
immobilisierter DNA, wie beispielsweise auf Hydrogelen [Morozov1996].
[Pang1996] zeigt DNA, welche irreversibel adsorptiv auf Gold immobilisiert
wurde, wobei jedoch die Hybridisierung mit dem Komplementirstrang stark
beeintrichtigt wurde. Der klassische Ansatz fiir die Immobilisierung von
Nucleinsduren ist ihre Bindung an Polymermembranen, wie z.B. Nitrocellulose-
filter oder Nylon [Zhang1991]. In anderen Methoden wird die Immobilisierung
auf modifizierte Goldoberflachen [Chrisey1996b] oder oxidischen Oberflichen
wie Glas oder Silizium beschrieben. Wéhrend eine ungerichtete Immobilisie-
rung von Nucleinsduren an aktivierte Oberflichen in einigen Anwendungen
ausreichend sein kann, wird eine kovalente und gerichtete Immobilisierung im
allgemeinen sowohl die Hybridisierungskapazitit, als auch die Regenerations-
stabilitdt steigern, was fiir eine Mehrfachverwendung wichtig ist.
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2.2.5 Ortsaufgeléste Oberflachenmodifizierung und Mikro-
dosierung

Zur Steigerung der Effizienz besteht ein hohes Interesse an immer hoherem
Probendurchsatz (Parallelisierung) bei moglichst niedrigem Reagenzienver-
brauch (Miniaturisierung). Sowohl RIfS wie auch spektrale SPR bieten Poten-
tial zur Parallelisierung und Miniaturisierung [Brecht1996]. Dies erfordert eine
ortsaufgeloste Oberflichenmodifikation. Dazu stehen etablierte Kontakttrans-
fer- und kontaktlose Verfahren zur Verfiigung. Zu ersteren zdhlen Verfahren
wie Siebdruck (screen printing) [Wang1995], Elastomerstempeln [Martin1998],
[Mrkisch1997] und Mikrodosierung iiber Nadelstempel [Schenal996]. Kon-
taktlos funktionieren beispielsweise lithographische Verfahren, die iiber eine
ortsaufgeloste Aktivierung (Belichtung) der Oberfliche die ortsaufgeloste
Anbindung einer nachfolgend flichendeckend aufgebrachten Substanz ermogli-
chen [Lipshutz1999]. Haufig ist es vorteilhaft, Substanzen kontaktlos und
ortsaufgeldst auf eine reaktive Oberfliche aufzubringen, beispielsweise mit
einer piezobasierten Mikrodosieranlage (s.u.). Das Muster einer solchen Ober-
flichenmodifikation kann aus einzelnen (separierten) oder iiberlappenden Spots,
aber auch groferen homogenen Flachen bestehen (0.01 bis mehrere mm?) —
jeweils verbunden mit einem &duBerst sparsamen Reagenzienverbrauch
(<100 ng/mm?).

Eine interessante Aufgabe fiir die ortsaufgelosten Oberflichenmodifikation liegt
in der Herstellung hochbelegter multifunktioneller DNA-Arrays. Diese konnen
durch eine ortsaufgeloste Synthese auf dem Chip hergestellt werden, z.B. mittels
photolithographischer Technik [Lipshutz1999] (50 um Rastermal}). Dabei sind
pro Nucleotid-Stufe des gesamten Arrays jeweils vier Kupplungsschritte (je
Nucleinsdure einer) notig. Die Synthese basiert auf Phosphoramidit-Nucleoti-
den mit einer photolabilen Gruppe. Nach einer ortsaufgelosten photolithogra-
phischen Aktivierung wird der gesamte Chip mit einem der vier Nucleinsiure-
derivate in Beriihrung gebracht. Der unvollstindige Verlauf eines Kupplungs-
schrittes fiihrt zu Fehlsequenzen, die auf dem Chip verbleiben und somit die
maximale Sequenzlinge und die Zuverldssigkeit des Prozesses limitieren. Bei
einer Kupplungseffizienz von 90% je Nucleobase ergibt sich fiir ein 20-mer
eine Reinheit von nur 12%. Eine weiterer Weg zur ortsaufgelosten Synthese
basiert auf dem kontrollierten Aufbringen aktivierter Nucleotide in hydrophobe
Kavititen einer strukturierten Oberfliche [Blanchard1996]. Hierbei limitieren
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die Geschwindigkeit und die Ortsauflosung des Transfersystems die maximale
Synthesegeschwindigkeit und Dichte des Arrays.

Eine interessante Alternative zur ,,on-Chip“-Synthese stellt die ortsaufgeldste
Immobilisierung vorbereiteter DNA-Strdnge dar. Eine mogliche Einschrankung
bei der Verwendung kompletter Strange konnte in der maximal handhabbaren
Anzahl liegen, jedoch erlaubt diese Technik die Verwendung von DNA-Frag-
menten aus einem Vorrat. Die Vorteile liegen in der Verwendung reiner Sub-
stanzen und einer damit verbundenen Verbesserung der analytischen Zuverlds-
sigkeit und einer okonomischeren Herstellung kleiner Arrays mit einer be-
grenzten Anzahl immobilisierter Sonden. Eine photochemische Immobilisie-
rung von Oligonucleotiden auf optischen Fasern mittels photolithographischer
Technik ist in [Healey1997] beschrieben. Durch die abbildende Faser hindurch
wird selektiv ein Spot am Faserende beleuchtet und damit aktiviert. Eine mit
Aminolinker versehene DNA-Sequenz reagiert an dieser Stelle mit der Oberfla-
che und wird somit immobilisiert. Die Zeitspanne pro Spot wird in diesem
Protokoll mit bis zu 4 Stunden angegeben. Obwohl diese Technik speziell fiir
abbildende Fasern vorgestellt wird, sollte sie auch auf planare Oberflichen
erweiterbar sein.

Kontakttransfer- und Mikrokontakt-Drucktechniken lassen sich zum Transfer
konstanter Mengen von Oligomer-Lésungen auf eine planare Oberfldache ver-
wenden. Der Transfer von Mustern mittels Elastomer-Stempeln erlaubt Orts-
auflésungen von 1 um [Mrkisch1997] fiir die Ausbildung von selbstausbil-
denden Monoschichten von Thiolen auf Gold. Die Herstellung von Biomolekiil-
Mustern mittels hydrophiler Hydrogel-Stempel fiir eine Auflosung unter
100 um ist in [Martin1998] beschrieben. Der Transfer von c-DNA im Nanoli-
termafistab mit einem Stift-Array von einer Mikrotiterplatte auf Glas beschreibt
[Schenal996], wobei eine Auflosung von 300 um, jedoch lediglich eine maxi-
male Oberflichenbelegung von 13 fmol/mm? erzielt wurde.

Piezobasierte Mikrodosierung

Eine Alternative zu den Kontakttranfer-Verfahren bzw. Druckmethoden stellen
kontaktlose Tintenstrahltechniken [Schober1993] dar. Die Immobilisierung von
Nucleinsduremustern auf oxidischen Oberflichen ist aus mehreren Griinden
besonders interessant. Die Chemie fiir oxidische Oberflichen wie Glas und
Silizium ist kompatibel mit der Halbleiterherstellung und folglich auch mit
Detektionstechnologien. Solche Oberflichen bieten hervorragende Perspektiven
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beziiglich der chemischen Modifikation. Viele Protokolle sind hier bereits
etabliert, z.B. solche aus der Entwicklung von Chromatographie-Materialien.
Neuere Entwicklungen in der Mikromechanik in Glas oder Silizium geben einen
Zugang zu miniaturisierten analytischen Bauteilen [Burns1998], welche Einfluf}
auf die DNA-Technologie nehmen konnen. SchlieBlich bieten glasartige Mate-
rialien hervorragende optische Eigenschaften und ermoglichen die Verwendung
eines weiten Bereiches optischer Auslesetechniken, angefangen bei
Fluoreszenzmethoden bis hin zur markierungsfreien optischen Biosensor-
Technologie.

Piezobasierte Dosiersysteme sind vom Tintenstrahldrucker her seit langem
bekannt. Dabei wird ein mit Fliissigkeit gefiilltes Kapillarsystem iiber einen
elektromechanischen Aktor (Piezokristall) mit einem kurzen Druckpuls beauf-
schlagt. Dieser Druckpuls pflanzt sich durch die Fliissigkeit fort und fiihrt an
einer gegen Luft gedffneten Diise (30-100 um Durchmesser) zu einer Beschleu-
nigung der Fliissigkeit bis zu 100 000 g. Aufgrund der Ausstromung und der
geringen Kompressibilitdt der Fliissigkeit wird diese wieder abgebremst. Trag-
heit und Oberflichenspannung der Fliissigkeit fithren zu einer Abschniirung
eines kleinen Tropfchens mit einer Fluggeschwindigkeit von 2 (bis 5) m/s
[Doring1991], [Microdrop1999]. Das Tropfenvolumen hingt neben dem Dii-
sendurchmesser (30-100 um) auch von Spannungshéhe und Dauer des Span-
nungspulses am Aktuator und der Viskositidt der Fliissigkeit ab. Erzielbare
Tropfenvolumina liegen je nach Diise etwa zwischen 15 und 1000 pL. Ein
solches System stellt die Basis der Mikrodosierung in dieser Arbeit dar
(Kap.Eh S.Eb.

Kommerzielle Alternativen zu dem System von Microdrop mit einer runden
Glaskapillare (Norderstedt) [Schober1993, 1997] stellen das baugleiche System
fiir den Life-Science-Bereich von Canberra-Packard (Dreieich) [Frittrang1998]
oder das siliziumgedtzte System der Gesellschaft fiir Silizium-Mikrosysteme
(GeSiM, GrofBerkmannsdorf, Kap.m S.m) [Fischer-Friihholz1997, 1998]
dar. Ein piezobasiertes Mikrodosiersystem 146t sich auch als DurchfluB3system
konzipieren. Dabei befindet sich die Dosier6ffnung in einer DurchfluBkammer
direkt gegeniiber einer vom Piezokristall verformbaren Membran
[Nilsson1996], [Onnerfjord1998].
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Unterdruck Pulsdauer
50-100 ps
U
Amplitude
Pipette 50-100 V
Signal: —> &
t

v =2m/s o

Gerétespezifische Grenzen

O Diisendurchmesser 30 ...100 pm
65 Tropfenvolumen ca. 15 ... 1000 pL
O

O Tropfenrate bis 2 kHz

O rel. Streuung der Dosiermenge 1%

l_jl O xy-Positionierung Aufldsung 10 + 5 pm

Abb. 6 Schematische Darstellung eines piezobasierten Mikrodosiersystems
(am Beispiel der Firma Microdrop, Norderstedt).

Voraussetzung zum Pipettieren mit einer Mikrodosieranlage ist eine Newton-
sche Fliissigkeit. Das bedeutet, da3 die Fliissigkeit sofort bei Krafteinwirkung
zu flieBen beginnt und ihre Viskositidt unabhdngig vom Spannungs- bzw. De-
formationszustand ist, sowie dal} ihr FlieBverhalten nicht stark temperaturab-
hingig ist. Dies ist bei Polymer-Konzentrationen bis 1% (10 mg/mL) in jedem
Fall gewéhrleistet. Sehr kleine Fliissigkeitstropfen erfahren aufgrund ihrer
Oberfldchenspannung eine Dampfdruckerhohung, die nach der Kelvin-Glei-
chung antiproportional zu ihrem Durchmesser ist. Sie wirkt sich allerdings bei
einem Radius von 0.1 um erst mit 1% aus [Atkins1988]. Die Verdunstung
kleiner Tropfchen auf einer Oberfliche geht zundchst bei konstantem Radius
und linear abnehmendem Kontaktwinkel und Tropfenhohe vonstatten. Dabei
tritt aufgrund der Oberflichenspannung ein FluB3 von Materie von der Tropfen-
mitte zur Kontaktlinie ein [Rowan1997]. Die Gravitationskraft spielt bei sol-
chen Tropfenradien, die wesentlich kleiner als die Kapillarlinge sind (2.7 mm
fiir ein Wasser-Luft-System bei 20°C), keine Rolle.
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2.3 Optische Detektion

2.3.1 Maxwellgleichungen und Brechungsindex

Die vollstindige Beschreibung einer elektromagnetische Welle ist mit Hilfe der
folgenden vier vektoriellen Gro3en moglich; namlich des elektrischen Feldes E,
der magnetischen Induktion B, der dielektrischen Verschiebung D und des
magnetischen Feldes H. Diese vier Groflen werden tliber die Maxwell-Gleichun-
gen verkniipft, welche die Ausbreitung elektromagnetischer Wellen beschreiben
[Bergmann1992], [Kittel1993]. Bei Beriicksichtigung der Dielektrizitdtskon-
stanten € und der magnetischen Permeabilitit ¢ wird aulerdem ein Zusammen-
hang der Gré8en D und H mit E und B hergestellt:

D = ¢ E = E+4n-P (11)

B = u-H (12)
mit P als dielektrischer Polarisation. Beide GroBBen € und y sind materialspezi-

fisch und 1im Vakuum gleich eins. In isotropen Medien handelt es sich hierbei
um Skalare, wohingegen sie in anisotropen Medien als Tensoren beschrieben
werden miissen. Letzteres gilt auch fiir die elektrische Leitfahigkeit o, die den
Zusammenhang zwischen Stromdichte j und elektrischer Feldstirke E be-

schreibt:

j = 0-E (13)

Im Falle nicht-absorbierender Medien ist o = 0 und somit auch die Strom-
dichte j=0. Aus den Gleichungen (11) und (12) und den Maxwellgleichungen

erhilt man (Details siche [Stemmler1995])

E = Eo.ei-(kx—wt) (14)

B = Bo_ei-(kx—wt) (15)
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Hierbei sind & der komplexe Wellenzahlvektor (& =2%), x der Ortsvektor und @
die Winkelgeschwindigkeit (w=2z-v). Damit ldB8t sich die sogenannte
Dispersionsrelation fir den Wellenzahlvektor k& bestimmen:

2
o= g-u-(lﬂ'-‘m GJ-“’— (16)

e | c?

mit ¢ als Lichtgeschwindigkeit im Vakuum. Fine elektromagnetische Welle
wird in der Optik auch liber den komplexen Brechungsindex # = ny, —i-ny,

beschrieben, wobei ng, der Realteil und n,, der negative Imaginérteil sind:

4 -0- U
0]

W =e-u+i

(17)
Auch die Dielektrizititskonstante & (DK) ist eine komplexe Grofle
E = €, t+i-€,,, fur die gilt:

Fog, +iF0O (18)
Q)]

Daraus folgt 7> = & -p. Fiir nicht-ferromagnetische Stoffe 148t sich in sehr
guter Naherung u =1 setzen, wodurch vereinfacht werden kann:

=g (19)
Fiir die komplexe Dielektrizitdtskonstante und somit auch fiir den komplexen
Brechungsindex gilt, dall der Realteil die Dispersion beschreibt. Der imaginire
Anteil hingegen ist bei Absorption von Null verschieden und liefert somit ein
Absorptionsspektrum. Im Absorptionsfall ist daher auch die Intensitit / eines an
einer Phasengrenze zum optisch diinneren Medium hin reflektierten Strahls eine
Funktion des Imaginirteils der DK:

2(0‘€Im

[ ~|Ef ~e < (20)

Die GroBe m# wird hdufig als Absorptionskoeffizient B eines Materials

bezeichnet, so dal 7 ~ e P st
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2.3.2 Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)

Einfiihrende Beschreibung des Phanomens

Im Metall konnen Leitungselektronen zu einer kollektiven longitudinalen
Schwingung angeregt werden. Das Quant einer solchen Plasmaschwingung
wird als Plasmon bezeichnet. Man unterscheidet Volumenplasmonen und die
niederenergetischeren Oberflichenplasmonen. Aufgrund der Stetigkeitsbe-
dingung von Feldern an Grenzflachen, fillt das elektrische Feld eines Oberfla-
chenplasmons im Medium nicht sofort auf Null ab, sondern féllt erst im Me-
dium exponentiell mit dem Abstand zur Oberflache ab. Die Reichweite dieses
sogenannten evaneszenten Feldes liegt in der Grof3enordnung der Wellenldnge.
Ein Dielektrikum innerhalb dieser Reichweite fiihrt zu einer Riickkopplung mit
dem Evaneszentfeld der Plasmaschwingung und somit zu einer Anderung der
Anregungsbedingung (Resonanzfrequenz) fiir das Plasmon. Oberfldchenplas-
monen konnen unter Lichtabstrahlung oder Umwandlung in Wirmeenergie
deaktiviert werden [Hellwege1988].

Bei der Anregung iiber reflektierte Photonen am Prisma ist der elektrische
Feldvektor der ankommenden Welle entscheidend. Dessen evaneszentes Feld
kann mit elektrischen Feldern innerhalb seiner Eindringtiefe wechselwirken und
somit ein Plasmon anregen. Der charakteristische Intensititsverlust, den der
reflektierte  Lichtstrahl hierbei  erfdhrt, wird schlieSlich  detektiert
[Orlowski1976], [Raether1977], [Raether1988].

In der Otto-Konfiguration [Otto1968] koppelt das Evaneszentfeld der Totalre-
flexion direkt in die Plasmaschwingungen einer etwa 300 nm entfernten Metall-
oberfliche ein und regt so dort ein Plasmon an. Aufgrund des sub-mikrometer-
dicken Probenraums ist diese Konfiguration fiir Bindungsmessungen und konti-
nuierliche MeBverfahren (FluBzelle) nicht geeignet.

Alle gingigen SPR-Varianten basieren deshalb auf der sogenannten
Kretschmann-Anordnung [Kretschmann1968, 1971], bei welcher sich ein
sensitiver etwa 50 um dicker Metallfilm direkt auf der Prismenoberflédche befin-
det (m Ein solcher Transducer, bestehend aus einer goldbeschichteten
Glas- oder Kunststoffoberfldche, kann in einfacher Form mit dem Analyt kon-
taktiert bzw. mit einer FluBzelle kombiniert werden.
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Prisma\
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Metall
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Abb. 7 Kretschmann-Anordnung

E-Feld
des Plasmons
/ ]
Die Notwendigkeit eines Prismas 148t sich aus den Dispersionsrelationen fiir

Licht und Oberflachenplasmonen erkliren, also Abhingigkeit des Impulses von
der Energie. Die Dispersionsrelation fiir Licht im Vakuum ist definiert durch:

—>»1 50 nm <€<—

w=kec (21)

Fiir die Anregung eines Oberflichenplasmons ist lediglich die Impulskompo-
nente parallel zur Oberflédche (x-Richtung) entscheidend:

k., = k-sin® = £ sin®d (22)
c
Fiir ein Oberflichenplasmon ergibt sich eine Dispersionsrelation, die von der

(wellenldngenabhingigen) Dielektrizititskonstanten (vgl. Gl. 19) des Puffers
beeinfluB3t wird:

E -E
kx — Q\/ Metall Analyt (23)

¢ gMetall + gAnalyt

Da sich die Dispersionsrelationen flir Licht und Plasmon nicht schneiden (@
%), kann aufgrund des Energie- und Impulserhaltungssatzes keine Anregung

stattfinden. Im Prisma hat Licht im Vergleich zum Vakuum hohere Impulsei-
genschaften:

@ . @ .
kx = ; ) Slnq) ) 8Prisma = ; ) Slnq) n Prisma (24)
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An der Phasengrenze Metall/Prisma dndern sich die Impulseigenschaften von
Licht und Plasmon anndhernd gleich stark mit dem Brechungsindex des Pris-
mas, weshalb hier kein Plasmon angeregt werden kann. Die aullenliegende
Metalloberfliche weist hingegen die unverdnderte Dispersionsrelation fiir ein
Oberfldchenplasmon auf. Die erhdhten Impulseigenschaften des prismenge-
fiihrtes Licht werden auch in dessen Evaneszentfeld weitergefiihrt. Dieses kann
somit in die Fluktuationen des elektrostatischen Feldes der Plasmaschwingung
auf gegeniiberliegenden Metalloberflache einkoppeln und damit ein Plasmon

anregen ( ). Zur Anregung des Oberflachenplasmons wird dem einge-
strahlten Energiespektrum eine charakteristische (Resonanz-)Energie entzogen.
Durch Dielektika an der Oberfldche verschiebt sich diese Energie aufgrund der
Wechselwirkung mit dem Evaneszentfeld des Oberflichenplasmons. SPR
gehort demnach zur Gruppe der ATR-Methoden (Attenuated Total Reflection),
welche den Intensititsverlust totalreflektierten Lichtes durch eine Wechselwir-
kung seines Evaneszentfeldes detektieren.

A Lichtim Vakuum Licht im Prisma
8 = k . ¢
.Q MPrisma
en
5
=
i3
E Oberfldchenplasmon
N an der Grenze Metall | Vakuum
]
=
8
[

Wellenzahlvektor bzw. Impuls in x-Richtung
ke = k'sin®

Abb. 8  Dispersionsrelation von Licht und Oberfldchenplasmon

Beim Ubergang von einer idealen (glatten) zu einer rauhen Oberfliche kommt
es zur Diskretisierung und Verschiebung von Zustinden. Effekte, wie Streu-
licht, Lichtemission und Ddmpfung fiihren zu einer Verbreiterung des Plasmons
und einer Erh6hung der minimalen Reflektivitét [Fischer1989].



2.3 Optische Detektion 41

Oberflachenplasmonen lassen sich iiber eine Losung der Dispersionsrelationen
oder der Fresnel-Gleichungen quantitativ beschreiben. Letztere beschreiben die
Reflexionskoeffizienten an Grenzschichten fiir polarisiertes Licht. Man erwei-
tert das Problem dabei auf ein Mehrschichtsystem unter Beriicksichtigung der
imagindren Anteile der Dielektrizitdtskonstanten. Der Ansatz ist aufgrund
seines einfachen iterativen Aufbaus leicht um entsprechend viele Schichten
erweiterbar und man erhélt den spektralen Verlauf eines Plasmons.

Die mathematische Beschreibung der Dispersionsrelation fiir Oberflachenplas-
monen orientiert sich an der physikalischen Beschreibung der Plasmonen und
ist daher fiir idealisierte Systeme sehr anschaulich. Resonanz tritt fiir den Fall
auf, daf3 der Impuls des anregenden Lichtes und der des Plasmons iibereinstim-
men. Betrachtet wird jedoch nicht der spektrale Verlauf, sondern nur die Reso-
nanzstelle als solche. Kompliziertere Schichtsysteme lassen sich nur noch
numerisch I6sen. Eine ausflihrlichere mathematische Beschreibung beider
Ansitze findet sich in [Stemmler1995].

SPR-basierte Systeme

Eine der wichtigsten kommerziellen Anwendungen von SPR ist die markie-
rungsfreie Beobachtung biomolekularer Wechselwirkung mit einer modifizier-
ten Sensoroberfliche [O’Shannessy1993]. Der lokalen Brechungsindex erhdht
sich wahrend der Anbindung, wodurch der Bindungsvorgang in Echtzeit erfaf3t
werden kann.

Das marktfithrende Instrument ,,BIAcore* (von Biacore AB, Schweden) arbeitet
mit monochromatischer Anregung und winkelaufgeloster SPR [L6fas1991],
[Nussenzweig1995]. Die einfallende Strahlung besteht aus einem Winkel-
segment monochromatischen Lichtes, das reflektierte Winkelsegment wird auf
eine Diodenzeile abgebildet M).

Aufgrund der Ortsauflosung des Signals ist mit diesem Aufbau keine fernab-
fragbare Detektion z.B. per Lichtleiter moglich. Das ausgereifte BIAcore 2000
System erreicht unter hochgenauer Temperaturkontrolle eine Detektionsgrenze
von etwa 1 RU (,resonance unit®) bzw. 10 fiir die Anderung des Volumenbre-
chungsindex. Eine Antwort von 1000 RU bzw. eine Verschiebung des Reso-
nanzwinkels um 0.1° entspricht nach [Pharmacial995] einer Anderung von
1 ng/mm? beziiglich einer Proteinbedeckung des Sensors bzw. einer Anderung
im Volumenbrechungsindex von 910 [Stenberg1991].
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monochromatische Detektor
Lichtquelle (Diodenarray)

Polarisator

(A)

Prisma

—T J

Metallschicht m

SPR-aktive

(B) -/ V | Me/tallschicht

|
m Spiegel

Abb. 9 (A) Winkelaufgeloster SPR-Aufbau mit polarisiertem Licht. Anre-
gungs- und Detektionseinheit kénnen nicht ortlich getrennt werden.
(B) Ein Fasersensor wird mit polychromatischem Licht betrieben. Die
Geometrie des Transducers begrenzt eine effektive, definierte Pro-
benhandhabung.

Bis jetzt ist lediglich ein kommerziell erhiltliches System in Form eines Ein-
tauchsensors erhiltlich (MJB) [Jorgenson1991]. Polychromatisches Licht
wird in einer Faser gefiihrt, deren Ende verspiegelt ist. Ein abgemanteltes Stiick
(meist ebenfalls am Ende) ist mit SPR-aktiven Metall beschichtet. Moden,
welche unter Ty-Bedingungen auftreffen, sind in der Lage Oberflachenplasmo-
nen anzuregen und rufen damit ein charakteristisches Minimum im Spektrum
des reflektierten Lichtes hervor. Mit dieser Anordnung wurden Anderungen im
Volumenbrechungsindex von 4-10” [Katerkamp1995] bzw. eine Detektions-
grenze von | pg/mL einer Proteinlosung mit hoher Affinitdt zur entsprechend
modifizierten Transduceroberfliche erzielt [Biacore1997]. Pro Faser wird mit
diesem Gerét jeweils nicht mehr als ein Bindungsexperiment durchgefiihrt. Aus
geometrischen Griinden wird eine reproduzierbare Probenhandhabung fiir
diesen per Lichtleiter fernabfragbaren Sensor nur schwer erzielt, was auch seine
Effektivitit begrenzt.

Messungen an Lipidmembranen [Striebel1994] mit Spektraler SPR
[Orlowski1976] waren Ausgangspunkt flir eine Erweiterung der MeBtechnik auf
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biomolekulare Wechselwirkungen mit FIA und einer Charakterisierung des
Systems [Stemmler1995]. Der verwendete Laboraufbau (Aufbau I, m
basiert auf einer optischen Bank. Linear polarisiertes gebiindeltes Licht (Ty)
wird unter festem Winkel in ein Halbrundprisma geleitet. Senkrecht polarisier-
tes Licht (Tg) wird zum Referenzieren verwendet. Bei der Anregung eines
Plasmons wird ein Minimum der Reflektivitit (Ty/Tg) fiir eine bestimmte
Wellenldnge erhalten (SPR-Wellenldnge). Dieser Grundaufbau weist eine
planare Geometrie des Sensors auf, wobei der Einsatz von Lichtleitern eine
Trennung des Transducers von Lichtquelle und Detektionseinheit ermdglicht.
Obwohl es sich um einen relativ volumindsen Aufbau handelt, vereinigt er
bereits Vorteile von winkelaufgelosten und faserbasierten Ansétzen. In dieser
Arbeit soll das Potential beziiglich der Miniaturisierung dieses Aufbaus durch
Reduzierung optischer Komponenten in Anzahl und Komplexitit in zwei
Schritten gezeigt werden m

2.3.3 Reflektometrische Interferenz Spektroskopie (RIfS)

Ahnlich der SPR kann auch mit RIfS das Anbinden von Substanz markierungs-
frei detektiert werden [Gauglitz1993], [Piehler1997a]. Dazu wird weilles Licht
durch eine auf einem Glastrager aufgebrachte planparallele Interferenzschicht
geschickt M). Bei senkrechtem Lichteinfall gilt an jeder Grenzfliche
nach den Fresnel-Gleichungen ein einfacher Zusammenhang zwischen einfal-
lender (Iy), reflektierter (/) und transmittierter (/;) Intensitit und den Bre-
chungsindices n, vor und 7, nach der Grenzflache, also z.B.:

2 2
I, = 10-(”0_”1) bzw. I, = 10-( 27, J (25)

ny +n ny +n

Die Dicke der Interferenzschicht liegt im Bereich der Kohdrenzldnge des Lich-
tes. Dadurch konnen die von Ober- und Unterseite der Interferenzschicht re-
flektierten Teilstrahlen interferieren. Deren Gesamtreflektivitit R ergibt sich
aus den Fresnel-Gesetzen iiber die Reflexionskoeffizienten r; (Phasengrenze
O[1) und r, (Phasengrenze 1|2) der beiden reflektierten Teilstrahlen und der
Phasenverschiebung 6 zu:

r+r, e

R = | (26)

-i26
l+rr,e
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Abb. 10 Reflexion an der Interferenzschicht ohne (A) und mit (B) gebundenem
Material und resultierendes Interferenzspektrum (C). Im Standard-
Aufbau ist der Lichteinfall senkrecht.

Bei kleinen Reflexionskoeffizienten wird der Nenner ndherungsweise 1. Die
optische Wegldnge durch die Interferenzschicht entspricht im senkrechten Fall
genau der zweifachen optischen Schichtdicke nid. Die Phasenverschiebung

ergibt sich zu 6 = 2% -n,d und fir die Intensitét der reflektierten Strahlung gilt

dann

I = 10(7’12 +r 28 cos(25)) =1, +1,+211, cos(%-nld) (27)
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Dadurch ergibt sich eine wellenléingenabhidngige Intensitdtsmodulation (@
10C). Maxima der Ordnungen m = {1, 2, 3,...} ergeben sich, wenn die optische
Weglénge genau ein vielfaches der physikalischen Weglidnge ist, also

2n,d = m-A (28)

Fir Minima  gilt  entsprechendes  mit  halbzahliger = Ordnung
m= {0.5, 1.5, 2.5,...}. Zur Bestimmung der optischen Schichtdicke muf3 dem-
nach die Ordnung eines Extremwertes bekannt sein. Diese 148t sich aus den

Wellenldngen zweier benachbarter Extrema berechnen durch

A, - Am

2n,(A)d = mA, = myA, = (m,+Am)A, bzw. m = ———.

(A,=2,)
Eine immobilisierte (biologische) Schicht (mJB) mit dhnlichem Bre-
chungsindex wie die Interferenzschicht fithrt zu einer Erh6hung ihrer optischen
Schichtdicke und somit zu einer Verschiebung des Interferenzmusters (
10C). Aus (28) folgt ein linearer Zusammenhang zwischen einer Anderung der

optischen Schichtdicke und der Verschiebung der Extremwertwellenlénge.

Die zeitlich kontinuierliche Aufnahme der Interferenzspektren ermoglicht eine
zeitaufgeloste Beobachtung von Bindungsvorgingen. Durch den Verzicht auf
Markermolekiile bleibt die bioaffine Wechselwirkung unbeeinfluBBt. Glas als
Grundmaterial der Transducer bietet einfache Modifikationsméoglichkeiten mit
funktionalisierten Silanen bei einfacher kompletter Regenerierbarkeit (z.B. in
saurem Wasserstoffperoxid). Dies ist als Vorteil gegeniiber der Oberflachen-
plasmonenresonanz zu sehen, deren Goldschichten keine vergleichbare Stabili-
tat aufweisen. Zudem besteht bei RIfS kaum ein Einfluf3 der Temperatur auf das
MeBergebnis. Die Erniedrigung des Brechungsindex mit steigender Temperatur
wird in der Regel kompensiert durch eine Erhohung der Schichtdicke, so daf}
die optische Schichtdicke n-d konstant bleibt. So lassen sich mit RIfS auch ohne
Thermostatisierung Anderungen von pg/mm? detektieren [Piehler1996a].

2.3.4 Absorption, Fluoreszenz und Fluoreszenzl6schung

Trifft Licht geeigneter Wellenldnge auf ein Molekiil, so kann es absorbiert
werden. Unter gewissen Voraussetzungen emittiert dieses Molekiil wieder ein
Photon gleicher oder geringerer Energie (Rotverschiebung). Man spricht im
allgemeinen Fall von Luminiszenz, die sich je nach Natur des Prozesses in
Fluoreszenz (10" bis 107 s nach Anregung) und Phosphoreszenz (>107 s)
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unterteilt. Die Gesamtheit der Vorgidnge 1dft sich im Jablonski-Termschema
[Gauglitz1983], [Jablonskil935] verdeutlichen.

\ s
\
Sl ? \ te;%%
Ny 11 121
- ———
o te
1111 Stokes-Verschiebung
AL D )
11 11 ]
(1] = .S
] ]| 'z &
: 3
1] E<
2 B — —
o O
S i =
0! {
C
v=0 % Wellenldnge [nm]

Abb. 11 Jablonski-Termschema zur Darstellung von Absorption (A) und
Fluoreszenz (F).

Bei Raumtemperatur befinden sich praktisch alle Valenzelektronen im Schwin-
gungsgrundzustand (v=0) des elektronischen (Singulett-) Grundzustandes (S).
Durch Energieiibertragung vom anregenden Photon wird ein Elektron in einen
Schwingungszustand (v’ =0,1,2,3,...) eines hoheren elektronischen Zustandes
mit gleicher Spinmultiplizitit (S;) angehoben (etwa 10" s). Es findet eine
schnelle thermische Relaxation (te, thermal equilibration, strahlungslos) in das
Schwingungsgrundniveau des angeregten elektronischen Zustandes (S;,v’=0)
statt (ca. 10"% s). Von diesem relativ langlebigen Zustand wechselt das Elektron
spontan und unter Emission von Licht innerhalb von 10™'° bis 107 s nach Anre-
gung in die Schwingungszustinde des elektronischen Grundzustandes — man
spricht von Fluoreszenz.

Fluoreszenzloschung (Quenchen) kann beispielsweise durch Sto3e mit anderen
Molekiilen stattfinden. Dabei findet ein isoenergetischer Ubergang von S;,v’=0
in das entsprechende angeregte Schwingungsniveau des elektronischen Grund-
zustandes statt (ic, internal conversion). Von dort aus findet strahlungslose
Desaktivierung durch thermische Relaxation statt.
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Die elektronische Energie kann aber auch strahlungslos unter Absorption auf in
der Néhe befindliche sogenannte Fluoreszenzloscher (Quencher) iibertragen
werden [Gauglitz1983]. Fluoreszenzloschende Eigenschaften haben beispiels-
weise leitfdhige Stoffe und Oberflichen [Chancel978, 1975], Sauerstoff, ver-
schiedene Aromaten, Halogenide und andere Verunreinigungen oder spezifisch
absorbierende Chromophore. In letzterem Fall eines solchen Fluoro-
phor/Akzeptor-Paares (Forster-Paar) spricht man von Fluoreszenzbasiertem
Resonantem Energie-Transfer (FRET), dessen Abstandssensitivitit man sich
beispielsweise fiir die Affinitdtsanalytik zunutze machen kann [Schobel1999a],
[Brecht1998b]. Der sogenannte Forster-Abstand, bei welchem die Transferetfi-
zienz immerhin noch 50% betrigt, kann etliche Nanometer betragen.

Da die Rayleighstreuung reziprok mit A* abnimmt ist im langwelligeren Bereich
eine stark reduzierte Hintergrundfluoreszenz zu erwarten, was besonders emp-
findliche Messungen erlaubt.

Die Stokes-Verschiebung gibt die Wellenldngendifferenz zwischen maximaler
Absorption und maximaler Fluoreszenz wieder. Ein grofer Stokes-Shift verein-
facht die Trennung von Anregungs- und Fluoreszenzlicht mit Filtern.

Mathematische Betrachtungen

Die relative transmittierte Intensitit /1//, eines monochromatischen Lichtstrah-
les der Einstrahlintensitit /, nimmt in einer ideal verdiinnten Ldésung eines
absorbierenden Stoffes exponentiell mit seiner Wegldnge d (in cm) und der
Konzentration ¢ ab. Das Lambert-Beer-Gesetz fafit dies in einen quantitativen

Zusammenhang:
]_T — e—O(Cd — 10—0.434066d — 10—£Cd (29)
Iy
.1 o 1,
bzw. umgeformt fiir die Extinktion £ = 1g]— = €ecd (30)

T

wobei der zu o entsprechende dekadische Proportionalitdtsfaktor & Extink-
tionskoeffizient genannt wird. Sie sind naturgemill stark abhingig von der
Wellenldnge, aber auch beispielsweise von der Temperatur. Diese stoffspezifi-
sche GroBe erreicht bei guten Fluorophoren Werte von € > 50000 L/(mol cm).
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Nicht jedes absorbierte Photon fiihrt zur Fluoreszenz. Die Quantenausbeute ¢

beschreibt dieses Verhéltnis absorbierier Lichtquanten. Anders ausgedriickt

emmitierter

gilt fiir die Fluoreszenzintensitét

le ~ 0(h=1p) = Lo(-10") = [p(1-(-gca) o
I, ~ I,pecd

Mit der in GI. (31) gemachten Niherung fiir (€cd)<<1 fiir verdiinnte Losun-

gen, ist die Fluoreszenzintensitét also proportional zur Konzentration an Fluo-
rophor.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Biochemikalien

Biochemikalien wurden bezogen von Sigma (Deisenhofen), aufBerdem
3-Mercaptopropionséiure, Immersionsfliissigkeit Chinaldin
(2-Methylchinolin, n, =1.6116, zum Brechungsindexangleich im SPR-Auf-

bau I).

Von Fluka (Neu-Ulm) wurden Feinchemikalien bezogen. Sonstige Chemika-
lien waren in p.A.-Qualitt.

Das thermisch behandelte, partiell aggregierte Rinderserumalbumin-Biotin-
Konjugat (,,t-BSA-Bi“) und das (partiell quervernetzte) poly-Streptavidin
(,,pSA*) waren von Boehringer Mannheim.

Thrombin (Rind) und synthetischer Thrombin-

Inhibitor (ASI-1, 561.71 g/mol) waren von Dr. “\ A ﬁi
O

Thomas Friedrich, BASF (Ludwigshafen). o’

NH,

ASI-1

NH

Immersionsdl mit np=1.515 (589.3 nm), ng=1.518 (627 nm) von Carl Zeiss
(Oberkochen).

DNA-Oligomere wurden von Interactiva (Ulm) synthetisiert, HPLC-gereinigt
und lyophilisiert. Zur Immobilisierung auf der Oberflache wurde ein amino-
terminiertes 21-mer, zur Hybridisierung ein komplementires 23-mer verwen-
det. Die Sequenz ist zufdllig, mit geringer Selbstkomplementaritit
(Palindrome) und ohne Haarnadelschleifen. Beide Enden des Hybridisie-
rungsbereiches sind gc-Paare.

n-mer Sequenz FG (g/mol) | GC-Anteil | Schmelztemp.

21 5'-NH,(C6)-ggaatgatgtaggttgtagcg-3' 6680 47.6% 52.5°C

23 5'-NH,(Cé6)-aacgctacaacctacatcattcc-3' 7127 43.5% 53.5°C



50 3 Material und Methoden

e Verwendete Pestizide und ihre Derivate:

I X XL
/L N~ |N /L N~ ‘N /L N~ |N J\
N/k\N)\N/\ N \N)\N/\/\/\COOH N)\\N)\N
H H H H H H
Atrazin (ATR) Atrazincapronsidure (ACA) Simazin (SIM)
215.7 g/mol 301.8 g/mol 229.7 g/mol
Cl cl

N|/KN N/KN Q/COOH
|
HZN/KN//kNWCOOH )\N)\N/)\

H H

Ir=z

Desisopropylatrazincapronsdure (DESACA)
259.5 g/mol

Atrazinbenzoesédure (ZABA)
307.4 g/mol

e Polyklonale s-Triazin-Antikorper (Schaf-IgG) gegen Atrazin(capronséure)
(ATR-PAK) und Simazin (SIM-PAK) waren von Dr. Ram Abuknesha, HRC
(London). Die Anreicherung erfolgte durch fraktionierte Ammoniumsulfat-
prazipitation und einer nachgeschalteten spezifischen Selektion in einer im-
munogen beschichteten Sephadexsédule.

e Monoklonaler anti-Atrazin(capronsiure)-Antikorper, Kultur K4e7 (ATR-
MAKk4e7), wurde von Prof. Hock (Freising) bezogen. Der Antikorper wurde
aus Hybridomkulturiiberstand isoliert (serumfreie Kultur) und die iiber eine
Protein-G-Siule angereichert.

Atrazin Simazin ACA ZABA DESACA
ATR-PAK 0.18 0.65 0.13 0.0009
ATR-MAKku4e7 1.2 >10 2.7 0.14
SIM-PAK 7.0 >10 2.5 0.0035

Tab.3  Zusammenstellung ausgewdhliter Affinititen K,y in 1 0° L/mol
(bestimmt mit RIfS von Jochen Mehne, Fehler etwa 10%). Fett her-
vorgehoben sind die im Assay fiir einen AK verwendeten Komponen-
ten.

Ausgewihlte Extinktionskoeffizienten: €argr, 263 nm = 3100 L/(mol-cm),
€BSA, 278 nm = 45540 L/(mol-cm), €cys, 649 nm = 250000 L/(mol-cm),
€1¢G, 278 nm = 201700 L/(mOI'Cm), E€7ABA, 263 nm — 30960 L/(mol-cm).

Molgewichte: FGgga = 69000 g/mol, FGyg = 150000 g/mol.
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3.1.1 Lésungen

Alle Losungen wurden mit ultrareinem Wasser aus einer Filteranlage von SG
(Barsbiittel) und einem spezifischem Widerstand von 18.2 MOhm-cm angesetzt.

Reinigungslésungen
e Kiivettenreiniger Hellmanex II, alkalisch (auf 2% verdiinnen und 2-3 h ein-

wirken lassen) von Hellma (Miillheim).

e Laborreiniger Extran MA 01, alkalisch (20%ig, pH 12.5), E. Merck, Darm-
stadt.

e _Piranha“ besteht aus konz. Schwefelsdure und 30%igem Wasserstoffperoxid
im Verhiltnis 7/3. Der Mischungsvorgang ist sehr exotherm. Piranha oxidiert
organisches Material zu bis zum CO..

Puffer

e PBS (,,Phosphate buffered saline) besteht aus 150 mM Natriumchlorid und
10 mM Kaliumdihydrogenphosphat mit 2 M Kalilauge auf pH 7.4 titriert.

e Carbonatpuffer: 100 mM (10.6 g/L) Natriumcarbonat in bidest. Wasser wird
mit 100 mM (8.4 g/L) Natriumhydrogencarbonatlosung auf pH 9.5 titriert.

Regenerationslésungen

e Acetonitrillésung bestehend aus 50 Teilen Acetonitril, 50 Teilen Wasser und
1 Teil Propionsaure.

¢ Guanidin/Harnstoff-Losung (6M/6M) mit Salzsdure auf pH 2 titriert.

3.2 Sonstiges Material

e Dialyseschlauch aus Cellulose, Porengrof3e 2.5-5 nm, Cut-Off 12-14 kg/mol,
Hydroxyfunktionalisiert, Proteinbindung <1 ng/g, stabil bei pH 5-9, sowie
Alkohol, Ether und Kohlenwasserstoffe, Fa. Roth (Karlsruhe).

e Kiivetten fiir Fluoreszenzmessungen mit dem LS50B, Spezialanfertigungen
der Firma Hellma (Miillheim), 10*10 mm? auflen, 4*4 mm? innen, riihrbar,
mit 500 pL Fiillvolumen, davon 170 puL im sichtbaren Bereich.

e Mikrokonzentratoren Microcon-30 (Porengréfle 30 kg/mol) von Amicon
(Witten).
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e MTPs der Firma Greiner (Frickenhausen) mit flachem Boden fiir ELISA-
Experimente und als Vorratsbehélter fiir die Mikrodosierung. Polystyrol (Art.
655101) und Polypropylen (Art. 655201).

e MTPs fiir Fluoreszenz-Messungen (96 Kavitéiten, weil3, bestehend aus Poly-
styrol mit ca. 12% Titanoxid) wurden von Perkin Elmer zur Verfiigung ge-
stellt.

e Ultraschallbad Sonorex RK255H von Fa. Bandelin (Berlin).

e Variable Pipetten 1000, 100, 10 uL, Multipetten, 8-Kanal-Pipette von der
Firma Eppendorf-Netheler-Hinz (Hamburg).

3.3 Modifizierung von (Bio-)Polymeren

3.3.1 ACA-NHS-Aktivester

Herstellung von ACA

Atrazincapronsidure (ACA) wurde nach einer leicht modifizierten Anleitung
undefinierter Herkunft hergestellt: 10 g Cyanurchlorid (54 mmol) wurden in
50 ml Glyme (1,2-Dimethoxy-ethan) geldst und auf -10°C abgekiihlt. 9.3 mL
(108 mmol) Isopropylamin wurde mit 10 mL Glyme gemischt und vorsichtig
unter starkem Riihren zugetropft (Temperatur unter 0°C). Die Mischung wurde
30 min bei 0°C geriihrt, kalt abfiltriert und mit Glyme nachgewaschen. 7.11 g
(54 mmol) 6-Aminohexansdure wurden mit 20 g (145 mmol) Kaliumcarbonat
vermischt und in 50 mL Wasser gelost. Die wirige Losung wurde zum Filtrat
zugegeben und 2 h bei RT geriihrt. Nach 1 h bei 30°C wurde die Lésung mit
etwa dem gleichen Volumen an Wasser versetzt und mit Eisessig auf ca. pH 3
titriert. Der weille Niederschlag wurde abfiltriert und in zweimal in Glyme und
einmal in  Methanol  umkristallisiert. R~Wert  0.53 m DC
(CH,Cl1,/MeOH/HCOOH 85/10/5), Ausbeute 14.5 g (89% d.Th.), Smp. 165°C.

Herstellung des Aktivester

5mg (16.5 umol) ACA und 2.1 mg (18 umol) N-Hydroxysuccinimid (NHS)
wurden in 200 pL absolutem N,N-Dimethylformamid (DMF) gelost und eisge-
kiihlt. Die Aktivierung erfolgte durch Zugabe von 3.76 mg (18 pmol) Dicyclo-
hexylcarbodiimid (DCC) und 6 h Riihren bei RT. Die Aktivester-Losung wurde



3.3 Modifizierung von (Bio-)Polymeren 53

durch Abdekantieren von den Harnstoffnadeln abgetrennt und ohne weitere
Aufreinigung verwendet. Das Massenspektrum zeigte als Verunreinigung Edukt
und Nebenprodukte, wie Substitution von Chlor durch NHS und entsprechendes
Hydrolysat. Die Losung wies nach Monaten im Eisschrank keinen Verlust an
Aktivitét auf.

3.3.2 PSS-ACA-Konjugat

PSS (Polystyrolsulfonat, nicht 16slich in géngigen organischen Losungsmitteln
wie DMF usw.) wurde mit Atrazincapronsdure in drei Schritten entsprechend
folgendem Protokoll modifiziert: Im ersten Schritt erfolgte eine partielle Oxi-
dation des Polymer-Backbones bis hin zum Carbonyl am sekundédren Kohlen-
stoff bzw. zur Hydroxy-Gruppe. 495 mg (2.4 mmol) PSS wurden in 10 mL
Wasser aufgenommen und mit 1 mL konz. Schwefelsdure (Chlorid wiirde zu
Chlor oxidiert !) angesduert. Dazu wurden 2 mL 1 M Kaliumpermanganat-
Losung zugegeben und zusétzlich 3 mal 0.5 mL innerhalb von 24 h. Dann
wurde abfiltriert (2 um Porengréfe) und die Losung mit 2 M NaOH neutrali-
siert. Die eingeengte Losung wurde 3d gegen dest. Wasser dialysiert
(mehrmaliger Wasserwechsel) und am Vakuum getrocknet. Erhalten wurden
173.5 mg oxidiertes PSS, dessen Carbonylbande mittels IR-Spektroskopie
identifiziert wurde.

Zur reduktiven Aminierung wurden 88.1 mg oxidiertes PSS in 1.76 mL Wasser
geldst, mit Ammoniumchlorid gesittigt und mit einem Uberschu8 Natrium-
cyanoborhydrid versehen. Wiahrend 24 h Reaktionszeit am Riihrer wurden noch
2 weitere Spatelspitzen Natriumcyanoborhydrid zugegeben. Die Aufreinigung
erfolgte mit Wasser in Mikrokonzentratoren (Zentrifuge). Der Kaisertest auf
Aminogruppen fiel positiv aus.

Zur Konjugation mit ACA wurde zu einer Losung von 10 mg/mL aminiertem
PSS in Carbonatpuffer (pH 9.5) stéchiometrisch zu den umzusetzenden Amino-
gruppen 1.4-fach ACA-NHS in DMF zugegeben (70% Kupplungseffizienz
angenommen) und grindlich durchmischt. Die Aufreinigung erfolgte durch
Dialyse gegen dest. Wasser. Anmerkung: Die Oxidation von PSS verlduft
leicht, die von PVS (Polyvinylsulfat) schwer (bei RT keine Entfarbung).
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3.3.3 Aminodextran

Herstellung von Aminodextran

Zur Herstellung eines Aminodextrans (AMD) [Piehler1996b] aus Dextran mit
einem Molgewicht von z.B. 39 kg/mol mit 5%iger Aminierung der Zuckerein-

heiten wurde nach folgendem modifizierten Protokoll verfahren. Dieses AMD
wird mit AMD39/5 bezeichnet ™.

Oxidation: Zu einer 4°C kalten Losung von 10 g (62 mmol) Dextran in 100 ml
Wasser wird unter starkem Riihren eine Losung von 1.5 g (7 mmol) Natrium-
periodat in 50 ml Wasser gegeben. Diese Menge oxidiert theoretisch 10% der
Zuckereinheiten und ergibt demnach 0.2 NH,/Zucker, praktisch aber nur 0.05
(bis 0.1) NH,/Zucker. Nach 12 h Reaktionszeit bei 4°C wird noch 2-3 d gegen
dest. Wasser dialysiert (mehrmaliger Wasserwechsel).

Zur reduktiven Aminierung wird mit Ammoniumchlorid gesittigt und schnell
5 g Natriumcyanoborhydrid zugegeben. Téagliche Zugabe von 2 g Natrium-
cyanoborhydrid vervollstindigt die Reaktion. 1 d nach der dritten Zugabe wird
mit Salzsdure auf pH 1 angesduert (HCN-Austreibung, giftig !). Zur Féllung
wird mit NaOH auf pH 4-5 eingestellt und mit dem zweifachen Volumen
Methanol oder Aceton gefillt. Die Festsubstanz wird in bidest. Wasser konzen-
triert aufgenommen und 3 d gegen dest. Wasser dialysiert, am Ende gegen PBS.
SchlieBlich wird mit Methanol oder Aceton gefdllt und am Vakuum getrocknet.

Hergestellt wurden AMD260/4, AMD 110/5, AMD 110/10, AMD 110/20 und
AMD39/5.

Modifizierung von Aminodextran mit ACA

Zu einer Losung aus 10 mg/mL AMD in Carbonatpuffer (pH 9.5) je umzuset-
zender Aminogruppen die 1.4-fache stdchiometrische Menge ACA-NHS in
DMF zugegeben (70% Kupplungseffizienz angenommen) und griindlich
durchmischt. Nach 30 min wurde durch zweifache Féllung in Aceton und
Methanol vom ungebundenen ACA getrennt.

"> Manche Autoren geben den theoretisch oxidierten Anteil der Zucker an, also AMD39/10 statt AMD39/5.
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3.3.4 Pestizid-BSA-Konjugate

32 uL (0.41 pmol) einer 0.013 M Losung von ACA-NHS in absolutem DMF
wurden zu einer Losung von 4 mg Rinderserumalbumin (BSA) in 500 puL
Carbonatpuffer (pH 9.5) gegeben und griindlich am Vortex durchmischt. Nach
30 min wurde tberschiissiges ACA bei gleichzeitiger Umpufferung mit PBS
mittels  einer  Sephadex-G-25-Sdule  abgetrennt (Kap.m. Der
,Markierungsgrad“ (und die Konzentration) wurde mit UV/Vis-Spektroskopie
(Kap.m S.lEOb zu ACA:BSA =3.54:1 bestimmt. Die Markierungseffizienz
lag damit bei 50%.

Die in dieser Arbeit verwendete Pestizid-BSA-Konjugate waren:

e ACA:BSA =3.54:1

e ZABA:BSA =4:1 (ZABA = Atrazinbenzoesdure)

e DESACA:BSA =12:1 (DESACA = Desisopropylatrazincapronsiure)

3.3.5 Cy5-Antikérper-Konjugate

Antikorper wurden nach einem allgemeinen Aktivester-Kupplungsprotokoll
(vgl. Kap.@) mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markiert: Die Mengenver-
hiltnisse waren 20 pL. Cy5-NHS-Aktivester-Losung, 500 pug Antikorper in

250 pL Carbonatpuffer. Die Markierungseffizienz lag bei 65%. Abtrennen von
tiberschiissigem Cy5 bei gleichzeitiger Umpufferung mit PBS mittels einer
Sephadex-G-25-Saule (Kap.m. Das Verhiltnis Cy5:AK wurde bestimmt
durch die Extinktion bei 653 nm (CyS5) und 278 nm (Protein) in PBS:DMF (1:1,
v/v) [O’Donnell1979] unter Verwendung der molaren Extinktionskoeffizienten
fir Cy5 (in PBS) €g53,m=250000 L/(mol-cm) und fiir IgG (in PBS)
€78 nm = 201700 L/(mol-cm). Die verwendeten Konjugate in dieser Arbeit wa-
ren:

e Cy5:ATR-PAK =4.6:1
e Cy5:ATR-MAKk4e7 =4.5:1
e Cy5:SIM-PAK =3.7:1

3.3.6 Trennung mit Sephadex-Saule

Die Trennung von BSA- oder Antikorper-Konjugaten von unkonjugiertem
Analyt-Derivat oder Cy5 wurde mit Gel-AusschluBchromatographie erreicht.
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Dazu wurde eine Fertigsdule von Pharmacia Biotech (PD-10 mit Sephadex G-
25 M, Bettvolumen 9.1 mL, Betthhe 5 cm) mit 25 mL PPS equilibriert. An-
hand von Versuchen mit dem blau erscheinenden Cy5 wurde folgendes Proto-
koll fiir IgG entwickelt: 1 mL Probe aufgeben und ablaufen lassen, 1.4 mL
Puffer aufgeben und ablaufen lassen, 1.4 mL Puffer aufgeben und gereinigtes
IgG-Konjugat auffangen. Die Cy5-Fraktion ist jetzt noch ca. 2 cm vom Saulen-
ende entfernt. Die Trennung mit diesem Protokoll ist sehr sicher und schnell
und einer Aufreinigung mit Mikrokonzentratoren (Microcons) vorzuziehen. Sie
lie sich auch auf (kleinere) BSA-Konjugate iibertragen und puffert gleichzeitig
zum bevorzugten PBS um.

3.4 Oberflachenmodifikation

3.4.1 Gold- und Graphitschichten

Goldschichten im HV

Neben dem sogenannten Sputtern stellt die Verdampfung von Gold die wichtig-
ste Methode zur Herstellung diinner Filme dar. Dies geschieht im Hochvakuum
(HV) in sogenannten Edwards-Zellen bei einem Druck von etwa 107 bar. Durch
das Durchleiten von Strom durch Wolfram-Schiffchen wird dieses zur Wei3glut
erhitzt und das darin befindlich hochreine Gold zum Schmelzen gebracht. Das
zu bedampfende Substrat befindet sich im Abstand von etwa 10 cm dariiber.

Dieses Verfahren wurde zur Beschichtung der Silizium-Nanotiterplatten
(Kap.m S.Eb gewihlt, wobei als Haftvermittler 5 nm Chrom (oft werden
auch Titan oder ein Mercaptosilan verwendet) und eine Goldschicht von
100 nm aufgedampft wurden. Aufdampfrate und Gesamtschichtdicke wurden
auf einem Schwingquarzmonitor verfolgt. Der Schwingquarz befand sich zwi-
schen den Substraten inmitten des Aufdampfkegels. Fiir die ersten 5 nm wurde
eine Aufdampfrate von 10-100 pm/s gewihlt, anschlieBend bis zu 500 pm/s.

Fiir Nanotiterplatten aus Kunststoff (ABS) wurde kein Haftvermittler verwen-
det, ansonsten aber gleich verfahren.
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Goldschichten in der Ultrahochvakuum(UHV)-Anlage

Im Unterschied zum HV wird im UHV mit einem Druck gearbeitet, der um ca. 2
GroBenordnungen kleiner ist. Dadurch werden im allgemeinen reinere und
homogenere Schichten erzielt. Als Haftvermittler wurden etwa 4-5 nm Titan
und daran anschlieBend Gold thermisch aufgedampft. In der verwendeten An-
lage konnte aus rdumlichen Griinden wihrend des Aufdampfvorganges nicht
simultan mit einem Schwingquarz detektiert werden. Aus diesem Grund wurden
die Parameter aufgrund einer vorhergehenden Kalibrierung gewéhlt. Ein Nach-
tragliches Ausheizen der Substrate bis eine Stunde lang bei iiber 300°C bewir-
ken eine hohere Homogenitét und Stabilitit der Metallschicht. Mit dieser etwas
aufwendigeren Methode wurden deshalb die SPR-aktiven Schichten hergestellt,
die mehrere Regenerationen in kalter Piranha ohne Verlust ihrer Leistungsfa-
higkeit iiberstanden. Diese UHV-Schichten wurden freundlicherweise von Tilo
Weiss hergestellt.

Direkte Nachbehandlung der Goldschichten

Nach dem Bedampfen wurden die SPR-aktiven Schichten zum Schutz des
diinnen Metallfilms vor Oxidation und zur Funktionalisierung 24 h lang in eine
0.1 Vol% (1 pL/mL) Losung von 3-Mercaptopropionsdure in absolutem Etha-
nol getaucht, mit absolutem Ethanol gespiilt und trockengeblasen.

Regeneration goldbeschichteter Glasplattchen

Die im UHV goldbeschichteten Glaspléttchen lieBen sich durch kurzes Eintau-
chen in kalte Piranha (2-5 s) regenerieren. Dabei wurde das Plattchen mit der
Goldschicht nach unten vorsichtig derart iiber dem Gefda8boden bewegt, dal3 die
sich entwickelnden Gasbldschen abgestreift wurden. Mit dieser Methode lielen
sich sogar Biotin/Streptavidin-Schichten entfernen. Goldschichten aus dem HV
waren aufgrund ihrer geringeren Stabilitdt fiir die Behandlung mit Piranha
weniger geeignet.

Graphitschichten im HV

Graphit wurde in einer HV-Edwards-Zelle mit Elektronenstrahlverdampfer bei

einem Vakuum von 7-107 mbar aufgedampft. Bei den Einstellungen 2.25 g/cm?
10° g

cm?-s

Dichte und dem kleinsten einstellbaren Wert von 5- (anstelle der korrekten

5
2.71- 2.2y am Schichtdickenmonitor, sowie einer Spannung am Elektronen-

cm?-s
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strahlverdampfer von 2.5 kV wurde bei einer Aufdampfrate von 0...0.1 nm/s
eine Schichtdicke von 50nm aufgedampft. Die Objekttragerplittchen
(25*25 mm?) wurden etwa zur Hélfte bedampft. Es ergab sich eine wischstabile,
sonnenbrillenartige, spiegelnde Schicht.

3.4.2 Quenchen auf Graphit und Gold

Zur Beurteilung des Quenchverhaltens von Graphit- bzw. Gold-Oberflachen
beziiglich Cy5-markierten Antikorpern wurden Vorversuche in einer Kiivette
gemacht. Nach dem Bedampfen (Kap.m einer halben Kiivettenwand wurden
die Objekttragerplédttchen mit Isopropanol und Wasser gespiilt und 1 h mit einer
10%igen waBrigen PEI-Losung benetzt. Nach dem Spiilen mit Wasser wurden
die Pléttchen 2 h lang mit einer Losung aus 40 pg/mL ACA-BSA(3.54:1) in
PBS bedeckt. Nach Spiilen mit PBS und Wasser wurde das adsorbierte Konju-
gat 1 h lang mit 2.5% wilrigem Glutaraldehyd quervernetzt. Nach Spiilen mit
Wasser wurden schlieBlich die unspezifischen Bindungspldtze 2 h lang mit
1 mg/mL OVA in PBS blockiert. AnschlieBend wurde das Pléttchen gespiilt.

Nach dem Teilbeschichten mit Quencher (Graphit oder Gold) und fldchigem
Immobilisieren des Antigenderivates ACA eine Losung mit markiertem Anti-
korper (500 ng/mL Cy5-ATR-PAK(4.6:1) in 1 mg/mL OVA) in die beschichtete
Kammer gegeben. Dann wurde die Gesamtfluoreszenz iiber Glas und Graphit
gemessen. Da der Anteil an oberflichengebundenem Cy5-Konjugat sehr gering
ist, wird hiermit praktisch der Volumenanteil gemessen. Zum Abschlufl wurde
mehrfach mit PBS gespiilt, mit 1 mg/mL OVA aufgefiillt und die Fluoreszenz
des (spezifisch) gebundenen fluoreszenzmarkierten Antikdrpers gemessen. Aus
den Differenzen iiber Glas und Graphit bzw. Gold wurde auf das
Quenchverhalten dieser Oberfldchen geschlossen.

Zur Messung wurde das teilbeschichtete Glaspléttchen als Riickwand einer
MeBkammer in das Fluoreszenz-Spektrometer unter etwa 30° eingebaut. Vor-
derseitig war die MeBBkammer durch ein Objekttrigerglas abgeschlossen. Da-
zwischen ergab sich ein Volumen von gut 2 mL. Durch Verschieben der MeB-
zelle wurde zwischen Glas- und Graphit- bzw. Gold-Oberfliche gewechselt.
Die Anregungswellenldnge war 640 nm, die Spalteinstellungen fiir Anregungs-
spektren betrugen 4 mm am Emissionsmonochromator und 2.5 mm am Anre-
gungsmonochromator, fiir Emissionsspektren umgekehrt.
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3.4.3 Polyelektrolyte

Untersucht wurden Losungen der in [Cab_dl beschriebenen Polyelektrolyte. Die
Erzeugung von Multischichten erfolgte mit einer Eppendorf-FIA, die Detektion
mit dem SPR-Labor-Aufbau.

Polykationen Polyanionen
PEI PAH PSS PVS
Polyethylenimin | Polyallylamin Poly-p-Styrol- Polyvinylsulfat
1:2:1 Hydrochlorid sulfonat
H
(H) cI” 0SO; K *
NH,* CI-
SO, Na*
g/mol je Einheit 42.5 93.6 206.2 162.2
Einheiten 1200 600 350 350
kg/mol gesamt 50 55 70 55

Tab. 4  Verwendete Polyelektrolyte (PE).

3.4.4 Grundreinigung oxidischer Oberfldachen

RIfS-Transducer wurden mit 20% Extran 2 min im Ultraschall vorbehandelt,
mit Leitungswasser abgespiilt und mit Labortiichern (Kim-Wipes) kréftig abge-
rieben (besonders wichtig bei Mehrfachverwendung der Transducer). Anschlie-
Bend wurden sie in frisch bereiteter Piranha 15 min im Ultraschall nachgereinigt
bzw. hydrophil eingestellt und mehrfach (!) mit viel bidest. Wasser gespiilt und
am Stickstoffstrom getrocknet. Ein Verzicht auf den mechanischen Reinigungs-
schritt bei gebrauchten Transducern fiihrte bisweilen zu niedrigeren Oberfla-
chenbelegungen!
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3.4.5 Aminosilanisierung von Glas

10 mL Toluol wurden mit 50 uL Wasser gesittigt. Dazu wurden HN

100 uL 4-Aminobutyldimethylmethoxysilan gegeben. Zusammen

mit den Transducern wurde 12-24 h leicht geschiittelt, mit Metha-

nol und mehrfach mit Wasser gespiilt und am Stickstoffstrom .
getrocknet. Me_z:\;zﬂe

3.4.6 Photolinker-Oberflachen

Nach dem Standard-Protokoll wurde der Photolinker 5-Azido-
2-nitrobezoesdure (ANB) mit DIC und NHS in DMF zum

2
ANB-NHS-Aktivester voraktiviert . COOH

10 uL einer Losung von 100 mg/mL ANB-NHS in DMF wurden auf eine
Oberfliche mit Aminogruppen (z.B. aminosilanisiert) aufgebracht. Nach 5 h in
einer DMF-Kammer wurde 10 pL Carbonatpuffer aufgetropft. Nach 1 h wurde
mit DMF und Wasser gespiilt und am Stickstoffstrom getrocknet.

Die so erhaltene Photolinker-Oberfliche wurden mit 5 uL einer 10%-igen
wissrigen Losung aus AMD-ACA-Konjugat benetzt. Nach dem Trocknen
wurde mit einer 125W-Quecksilberdampflampe und einem Kantenfilter (Schott
WG335) 20 min belichtet.

3.4.7 Epoxid-Oberflachen

Zum Einsatz kam 3-Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan ©
(GOPTS). Die gereinigten RIfS-Transducer wurden mit 15 pL

GOPTS je cm? inkubiert und nach 1 h in einer geschlossenen o
Kammer mit trockenem Aceton gespiilt und am Stickstoffstrom

getrocknet. Wasser, sowie prinzipiell alle Nucleophile

reagieren an dieser Oberfliche (Desaktivierung) ab und Meo_z;:'\"e

miissen daher vermieden werden. Die so hergestellten Transdu-
cer wurden innerhalb weniger Stunden weiterverarbeitet.

'® Zu Beginn der Untersuchungen wurde auch ein (gleich effektiver) kauflicher Aktivester verwendet.
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3.4.8 Carboxy-Oberflachen

Auf die mit Epoxid (GOPTS) beschichteten Oberflichen wurde 8 pL
6-Aminohexansdure (AHA, 1 mg + 1.25 uL Wasser) aufpipettiert. Nach mind.
4-5 h im Sandwichverfahren (bedeckt mit einem zweiten Transducer) in einer
Feuchtekammer (drei Tropfen Wasser in einem Wégeglas) wurde sorgfiltig mit
Wasser abspiilt. Durch Spiilen mit wenig Aceton wurde neben einer Nachreini-
gung vor allem die riickstandsfreie Trocknung unter dem Stickstoffstrom ver-
bessert. Im Zusammenhang mit den DNA-Oberflichen wurden noch weitere

Carboxy-Oberfldachen getestet (Kap.3|m

3.4.9 NHS-Aktivester-Oberflachen

Freie Carboxylgruppen modifizierter Oberflaichen wurden mit 8 uL einer frisch
hergestellten Losung aus 1 M NHS und 1.5 M DIC in trockenem DMF aktiviert.
Besonders wichtig war eine sehr schnelle Bedeckung mit einem zweiten Trans-
ducer, da sonst aufgrund einer sofort eintretenden sichtbaren Phasenseparierung
die Reaktionslosung an DIC verarmte und somit die Kupplungseftizienz signi-
fikant vermindert wurde. Nach mindestens 4 h in einer DMF-Atmosphire
wurden die Transducer mit DMF und wenig Aceton gespiilt und mit Stickstoff
getrocknet. Eine weitere Zugabe von DIC in dieser Zeit wirkte sich positiv aus.

Modifizierung mit ACA-AMD

Die Immobilisierung von ACA-AMD-Konjugat auf Aktivesteroberflichen mit
der OF-Microdrop-Pipettieranlage (Kap.@ S.Eb erfolgte mit einer Konju-
gat-Konzentration von 1 mg/mL (70um-Diise, 2-faches 100um-ccp-Muster).
Das Benetzungsverhalten war durchweg hydrophil. Parallel wurde das Konjugat
(1 mg + 4 uL Wasser) vergleichend auch von Hand appliziert. Zur Charakteri-
sierung wurden Standardparameter verwendet (OVA 1 mg/mL, ATR-PAK
50 pg/mL). Regeneriert wurde jeweils 3 mal mit Pepsin bei pH =9 und Aceto-
nitril-Losung.
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3.4.10 DNA-Oberfldchen

In einem ersten Schritt wurden die (ﬁsoberﬂﬁchen iiber verschiedene Wege
carboxyliert (AHA, ADA, AMD-GA) ". In einem zweiten Schritt kamen unter-
schiedliche Strategien zum Einsatz, um die aminoterminierten Oligonucleotide
kovalent an die carboxylierte Oberfliche zu binden. Im Normalfall wurden die
Carboxylgruppen der Oberfliche mittels NHS und DIC (AHA-NHS, ADA-
NHS, AMD-GA-NHS) noch vor ihrem Kontakt mit DNA-Oligomeren aktiviert.
Als Alternative hierzu wurde auch versucht, die aminoterminierten DNA-Oli-
gomere auf nicht-aktivierte Carboxyloberflachen aufzutragen und sie in einem
nachgeschalteten Kupplungsschritt kovalent anzubinden (AHA-DNA-DICvap,
AMD-GA-DNA-DICvap, AHA-EDC/DNA).

Vorbehandlung der Oberflachen und Einfiihrung der Carboxylgrup-

pen

Alle Transducerchips (1 cm?) wurden in derselben Weise gereinigt (Kap.m
und mit GOPTS (Kap.@ modifiziert. Direkt an diese Vorbehandlung schlos-
sen sich folgende Schritte an, die sich fiir die einzelnen Modifikationen unter-
schieden. Alle Modifikationen basieren auf einer der drei verschiedenen Car-
boxyl-Oberflaichen (AHA, ADA und AMD-GA).

Standard-AHA-Oberflachen

Die Herstellung der 6-Aminohexansdureschichten erfolgte wie in Kap.m
beschrieben.

Heiz/Schmelz-AHA-Oberflachen

Als eine Modifikation zu den Standard-AHA-Oberflachen wurde versucht, das
Reaktionsverhalten von AHA tiber erhhten Temperaturen oder Aufschmelzen
der Reinsubstanz zu beeinflussen. Dazu wurde die AHA-L6sung auf eine vor-
geheizten Transducer-Oberfldche pipettiert. Die Transducer waren nicht abge-
deckt, so dall die AHA-LGsung innerhalb weniger Minuten eintrocknete. Fol-
gende Bedingungen wurden untersucht:

' Die verwendeten Abkiirzungen beschreiben die Oberflichenmodifikation und finden sich auch in den
nachfolgenden Uberschriften wieder. Die Fragmente bedeuten: 6-Aminohexansiure (AHA), 12-
Aminododekanséure (ADA), Aminodextran (AMD), Glutaranhydrid (GA), gasformiges Diisopropylcarbodiimid
(DICvap). S.a. Abkiirzungsverzeichnis.
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(1) Reaktion bei 70°C, 15 min lang (trocken nach 3 min).
(i1) Reaktion bei 100°C, 15 min lang (trocken nach 1 min).

(i11)) Reaktion bei 100°C, 15 min lang, anschlieBend Schmelzen der getrockne-
ten AHA auf die Oberfliche (209°C, 3 min).

(iv) Aufbringen fester AHA auf einen unbeheizten Transducer und anschlie-
Bendes Heizen des Transducers auf einer Heizplatte bis zum Schmelzpunkt
der AHA (209°C, 5 min).

ADA-Oberflachen

12-Aminododekansdure (ADA) ist kaum 16slich in Wasser. Deshalb wurde
ADA in fester Form auf den vorbereiteten Transducer gegeben und wie in
Heiz/Schmelz-AHA-(iv) bis zum Schmelzpunkt erwdrmt (187°C, 5 min). Fiir
eine vollstindiges Entfernen der {iberschiissigen ADA-Kruste waren aggressive
Bedingungen notwendig (pH 12 und Ultraschall).

AMD-GA-Oberfléchen

2 mg AMD260/10 wurden in 4 pL. Wasser gelost, auf die GOPTS-Oberflidche
pipettiert, mit einem zweiten Transducer bedeckt und 4 h lang in einer Feuchte-
kammer inkubiert. Beide Transducer wurden dann sorgféltig mit Wasser und
wenig Aceton gespiilt und mit Stickstoff getrocknet. Die freien Aminogruppen
wurden dann durch einen UberschuB an Glutaraldehyd carboxyliert (7 uL einer
Losung bestehend aus 2 mg/mL Glutaraldehyd in DMF) und mit einem zweiten
Transducer 6 h lang bedeckt. AnschlieBend wurden beide mit DMF und Wasser
gesplilt und mit Stickstoff getrocknet.

Strategien zur Immobilisierung von DNA auf Carboxyl-Oberflachen

Oberflachenaktivierung tber einen NHS-Aktivester vor dem DNA-

Transfer

AHA-NHS, ADA-NHS, und AMD-GA-NHS:

Die Aktivierung der freien Carboxylgruppen dieser Oberfldchen erfolgte nach
Kap.m (ohne zweite Zugabe an DIC). Direkt nach dieser Aktivierung wurde
das aminoterminierte DNA-Oligomer mittels Tintenstrahltechnik auf die Ober-
fliche aufgetropft (s.u.).
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DNA-Transfer auf nicht-aktivierte Oberflachen

AHA-DNA-DICvap:

Das aminoterminierte DNA-Oligomer wurde direkt auf die nicht-aktivierte
Standard-AHA-Oberfldche mittels Tintenstrahltechnik aufgebracht. Die Peptid-
bindung wurde nachtriglich tiber DIC gekniipft. Dazu wurde der Chip 12 h lang
einer DIC-gesittigten Atmosphére ausgesetzt; und zwar (a) bei Raumtemperatur
und (b) bei 100°C in einem evakuierten Gefdll in Gegenwart von fliissigem
DIC.

AMD-GA-DNA-DICvap:
Analog zu AHA-DNA-DICvap (b).
AHA-EDC/DNA:

Eine frisch bereitete Mischung aus aminoterminiertem DNA-Oligomer
(2 mg/mL) und wasserloslichem EDC (1:2700 g/g) wurden auf eine Standard-
AHA-Oberflache mittels Tintenstrahltechnik pipettiert (s.u.).

DNA-Transfer mittels Tintenstrahltechnik

Zur Verwendung kam das in Kap.m beschriebene OF-Microdrop-System
(S.Eb. Die aminoterminierten DNA-L6sung (Standard: 2 mg/mL in Wasser) in
einem zweifachen ccp-Muster (s.u.) mit kreisformiger Gesamtform (d = 2 mm)
auf die Transduceroberfldache pipettiert.

Charakterisierung der immobilisierten DNA

Die Transducer wurden mit RIfS hinsichtlich ihrer maximalen spezifischen
Bindung von komplementirem Oligonucleotid (Hybridisierung), ihrer unspezi-
fischen Bindung mit nicht-komplementidrer DNA und Protein und hinsichtlich
der Stabilitdit der immobilisierten DNA-Schicht charakterisiert. Die maximale
Hybridisierungskapazitdt wurde mit 10 pg/mL DNA-Oligomer in PBS ermittelt.
Dazu wurde 1 mL Oligomer-Losung in die Probenschleife (0.8 mm Innen-
durchmesser, 400 uL) gesogen und mit einer anfianglichen FluBrate von
240 pL/min (10 s) gefolgt von einer FluBrate von 30 pL/min (250 s) inkubiert.
Dann wurde die FluB3zelle mit PBS gespiilt (240 pL/min, 125 s). Die Transdu-
ceroberflaiche wurde durch eine Denaturierung der DNA-Doppelstringe mittels
zwei kurzen Pulsen mit 0.01 M HCI (180 puL/min, 50 s) regeneriert. Die unspe-
zifische Wechselwirkung wurde mit demselben Injektionsprotokoll iiberpriift.
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Zum Einsatz kamen das zur Immobilisierung verwendete und daher nicht-
komplementdre DNA-Oligomer (10 pg/mL) und auch DNA aus Lachshoden
(100 pg/mL).

Fiir das gesamte Injektionsprotokoll wurden Reflexionsspektren aufgenommen.
Alle 5s wurde aus einem Summenspektum die optische Schichtdicke als ein
Datenpunkt im Profil ausgewertet. Der Unterschied zwischen der anfanglichen
Basislinie zum Ende des Spiilvorgangs nach der Inkubation ergab die Anderung
der optischen Schichtdicke. Fiir Proteine wurde ein Zusammenhang gefunden,
nach dem eine Anderung von 1 pm optischer Schichtdicke eine Anderung von
1 pg/mm? in der Oberflichenbeladung ergibt [Brecht1999].

3.4.11 Oberflachenmodifikation fiir PSFIA

MTP-Format

Das Antigen-BSA-Konjugat wurde in verschiedenen Konzentrationen auf der
Oberfliche immobilisiert (,,coating®). Dazu wurden 280 pL des Konjugats in
bidest. Wasser pro Kavitdt der Mikrotiterplatte (MTP) iiber Nacht im Kiihl-
schrank (oder 1 h bei RT) zur Adsorption gebracht. (die Konjugat-Menge wurde
in stochiometrischem Verhéltnis zu den im Assay zuzufiigenden Antikorper-
bindungsstellen berechnet). Dann wurde 2-1 h durch dazupipettieren von 10 pLL
einer Losung 28 mg/mL BSA geblockt (Belegung unspezifischer Bindungs-
pléatze). Nach zweimaligem Spiilen mit PBS (Fiillen mit PBS, ausschiitteln und
ausklopfen auf Labortuch) wurde wiederum 2 h mit 1 mg/mL BSA geblockt und
mit PBS gespiilt. Dann wurde die Proteinschicht ’2-1 h mit 280 uL 2.5%
walrigem Glutaraldehyd quervernetzt, gespiilt (mit Wasser, dann PBS) und
nochmal 72 h mit 280 puL BSA (Img/mL) geblockt. Die Quervernetzung brachte
einen deutlich kleineren Nullwert, das zweite Blocken verkleinerte die Stan-
dardabweichung. Auf das Detergenz Tween im PBS (0.1%) beim Spiilen wurde
verzichtet, da es sich ungiinstig auf die Kalibrierkurve und die Standardabwei-
chung auswirkte (!).

Nach der Oberflichenvorbereitung wurde fiir den Assay folgendes Protokoll
verwendet: Blocken mit 10 uL (28 mg/mL) BSA-Losung und 170 uL PBS.
Dazu wurden 50 uLL Analyt pipettiert, 2-5 min geschiittelt und dann 50 uL AK
in PBS (mit 1 mg/mL Hintergrund-BSA) zugegeben. Nach 2 h wurde in eine
Kiivette oder Fluoreszenz-MTP umpipettiert und die Fluoreszenz gemessen.
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Zum Pipettieren wurde eine Multipette oder eine 8-Kanal-Pipette verwendet.
Mit dem LSR200 war starkes Photobleaching zu beobachten (>15% in 10 s).
Eine Verdoppelung der MeBzeit von 10 auf 20 s je Kavitit vergroBerte den
Fehler, da die Schwankungen zwischen den Kavitdten nicht kleiner wurden,
dafiir aber die absoluten Werte durch Bleaching.

NTP-Format

Nanotiterplatten (NTP) aus Silizium wurden analog der RIfS-Transducer mit
20% Extran-Losung 2 min im Ultraschall gereinigt und kriftig mit Leitungs-
wasser abspiilt. Nach jedem Spiilvorgang wurden die Kavitdten mit Stickstoff
ausgeblasen, da die hohe Oberflichenspannung in den kleinen Kavititen zu
einer verringerten Austauschwirkung fithren kann. Nach einer weiteren Be-
handlung mit frischer Piranha 15 min im Ultraschallbad und &uBerst sorgfalti-
gem Spiilen und kurzen Ultraschallbehandlungen in bidest. Wasser war die
Grundreinigung beendet. Kunststoff-NTPs aus ABS wurden nur mit Isopro-
panol gespiilt und am Stickstoffstrom getrocknet (keine Mehrfachverwendung).
Langerer Kontakt mit organischen Ldsungsmitteln fithrt zum Anlésen der
Kunststoffoberflache.

Bei (teil-)vergoldeten Silizium-NTPs wurden gute Erfahrungen mit einer ersten
Modifikation mit Mercaptopropionsiure erzielt. Bei ABS-NTPs fiihrte dies zur
Auflosung der Platte. Die goldbeschichteten NTPs (m bzw. teil- oder nicht-
beschichtete NTPs wurden dann in eine Losung von 2.5% PEI in Wasser ge-
taucht. Bei solchen Tauchprozessen mufiten generell die Kavititen durch
Druckspiilen mit einer Eppendorf-Pipette von Luftblasen an den Kavitdtsboden
befreit werden. Nach 2 h wurde 2 mal mit maBBvollem Druck mit Wasser gespiilt
und trockengeblasen.

Das Coaten der NTP (Belegung mit Pestizid-Konjugat) erfolgte mit einer Lo-
sung aus 5 pg/ml ACA-BSA(3.54:1) in PBS (kein Unterschied bei bidest.
Wasser statt PBS feststellbar). Dazu wurde die NTP in die Losung getaucht und
nach dem Druckspiilen mit einem Objektrigerdeckglas noch in der Losung
abgedeckt und in eine Feuchtekammer transferiert. Nach 3 h wurde vorsichtig
mit Wasser gespiilt und mit mafvollem Stickstoffstrom getrocknet.

Zum Blockieren der UWW mit einer 10 mg/ml BSA-Losung in PBS wurde
analog dem Coaten verfahren. Die so erhaltenen NTPs wurden moglichst bald
weiterverarbeitet, sind aber auch mehrere Wochen lagerféhig.
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3.5 Mikrodosierung

3.5.1 OF-Microdrop

troboskop-

xyz-Positioniere

Abb. 12 Aufbau des OF-Microdrop

Zur Verwendung kam ein (vorhandenes) xyz-Positioniersystem F9S von Uhl
(ABlar) mit Verfahrwegen von 28 mm bei einer Auflosung von 0.1 pym und
3 mm/s Geschwindigkeit. (Ein System mit einer Genauigkeit von <50 pum bei
hoheren Verfahrwegen wiirde geniigen). Zur Ansteuerung von Tisch (RS232-
Schnittstelle) und Mikrodosierung (parallele Schnittstelle) wurde ein flexibles
Programm unter Testpoint geschrieben. Als Ansteuerungseinheit fiir den Piezo-
kristall diente das manuelles System MF-E-201 von Microdrop, an welchem
voreingestellte Parameter von Pulslénge, -hohe und Tropfenfrequenz und -zahl
pro Auslosung manuell voreingestellt werden konnen. Der Parameterbereich
stimmt weitgehend mit dem in Kap.m beschriebenen System {iberein, auch
wenn die Rechteckfunktion des Spannungspulses mit einem Oszilloskop eine
hoherfrequente Modulation zeigte. Fiir den Haltedruck bzw. die Befiillung und
Entleerung der Pipette sorgte eine manuell bedienbare pneumatische Druckre-
gelungseinheit (AD-E-130). Weitere Komponenten waren eine Heizfolie und
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eine Kamera von Conrad Elektronik (Hirschau), sowie ein 2.5:1 achromatisches
Objektiv von Uhl (ABlar).

Untersuchung der ortsaufgelosten Oberflaichenmodifikation mit

Modellprotein

Als Modellprotein diente Schaf-IgG in bidest. Wasser, welches mit der OF-
Microdrop auf ein 40°C warmes mit PEI oder GOPTS beschichtetes Objekttra-
gerglas pipettiert wurde. Nach Y2-1h in einer 10%igen wéssrigen Trocken-
milchpulver-Losung wurde mit bidest. Wasser gespiilt. Mit einem anti-Schaf-
Antikorper mit konjugierter Meerrettich-Peroxidase (HRP, Verdiinnung 1/200)
in PBS wurde ’2-1 h inkubiert und mit bidest. Wasser gespiilt. AnschlieBend
wurde mit dem unldslichen blauen Farbstoff Tetramethylbenzidin (TMB in-
soluble) %2 h angeféarbt und anschliefend gespiilt. Wichtig bei jedem Schritt ist
der sofortige Kontakt der Fliissigkeit mit der gesamten Fliache, da sonst Zonen
unterschiedlicher Farbungsintensitét entstehen.

3.5.2 NTP-Microdrop

Uber die Druckverteilungseinheit (AD-E-140-8) wird der vom Druckrege-
lungseinschub (AD-E-130) erzeugte Luftdruck auf die bis zu 8 Dosierkopfe
verteilt. Der Druck beim Aufsaugen von Probe betrédgt -600 hPa, beim Entleeren
800 hPa. Im befiillten Zustand und wéhrend des Pipettiervorgangs hindert ein
Haltedruck zwischen 0 und -50 hPa (Standardeinstellung war -7 hPa) die Fliis-
sigkeit am Austritt aus der Pipette (AD-K-301). Die Impulse zur Ansteuerung
des Piezoaktuators dient der Dosierkopftreiber (AD-E-110), welcher Span-
nungspulse mit einer Hohe von 30-200 V und 10-300 pus Dauer in einer Fre-
quenz von 0-2000 Hz liefern kann. Die Reinigung der Diise wird unterstiitzt
durch ein 12 kHz-Signal.

Die Positioniereinheit MD-P-701 bietet Verfahrwege von 200/200/80 mm. Uber
eine Spindelsteigung von 2 mm erzielt der DC-Servomotor eine Positionier-
genauigkeit von <10 pm und eine Wiederholgenauigkeit von <5 um bei einer
Maximalgeschwindigkeit von 125 mm/s. Die Ansteuerung der Positionierein-
heit funktioniert iiber einen speziellen Controller, dessen einprogrammierter
Befehlssatz iiber die serielle Schnittstelle des eingebauten DX486-Rechners von
der Autodrop-Software angesprochen wurde. Die Autodrop-Software wurde
schlieBlich von einem selbstgeschriebenen flexiblen Programm unter Testpoint



3.5 Mikrodosierung 69

m Dosierkopf
e [ T
o : \ __Stroboskop-LED}

+Kamera

3 --—u

TP auf Peltier-
Element

Element

Abb. 13  Mikrodosieranlage zur Befiillung von NTP mit Kiihlung und Luftbe-
feuchtung in Gesamt- und Detailansicht.
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angesprochen. Drei mit Sdulenfiillmaterial aus Glas und bidest. Wasser gefiillte
Waschflaschen fiillten den ca. 80 L groBen Probenraum (55*38*39 cm?) an drei
verschiedenen Stellen mit einer Blasengeschwindigkeit von je etwa 50 Blasen/s
mit feuchter Luft. Durch Feinregelung der Spannung am Peltierelement wurde
unter Beobachtung mit der Kamera die NTP kurz vor dem Taupunkt gehalten.
Weitere Bauteile: Peltierelement und Kamera von Conrad Elektronik
(Hirschau), Linse von Uhl (ABlar).

3.5.3 NTP-GeSiM

Vom Projektpartner Bremer Institut fiir Angewandte Strahlentechnik (BIAS)
stand zeitweilig ein Mikrodosiersystem zur NTP-Befiillung zur Verfiigung,
welches auf einer siliziumgeétzten Pipette der Firma GeSiM basiert. Die Pipet-
tenoffnung ist quadratisch (Kantenldnge 65 pm). Ein langer Pipettierarm lief3
einen kleinen Probenraum zu. Ein sehr leistungsfahiges Peltier-Element kiihlte
iiber eine massive Metallgrundplatte den gesamten Probenraum samt dem
aufliegenden massiven NTP-Halter. Zum Erreichen der gewiinschten Luft-
feuchtigkeit geniigte daher eine Waschflasche und durch den kleineren Proben-
raum eine deutlich kiirzere Zeitspanne als beim NTP-Microdrop-Aufbau. Durch
die groBe Warmekapazitit der mit dem Peltierelement verbundenen Metallplat-
ten konnte der Taupunkt jedoch im Gegensatz zum NTP-Microdrop-Aufbau nur
mit Ansprechzeiten von etlichen Minuten iiber die Spannung am Peltier-Ele-
ment nachjustiert werden. Die Kamera wurde hier aullerhalb des Probenraumes
montiert. Damit betrug der Abstand von Kamera zu NTP {iber 20 cm, so daf3
eine hohe Brennweite notwendig war (Linsenkombination achromat
f=6mm/d=3mm und f=35mm/d=20mm von Edmund Scientific/Porschke,
Hochst Odw.). Der verwendete xyz-Positionierer der Firma PI bot eine Verfahr-
strecke von 200 mm bei einer Auflosung von 1 pm und einer maximalen Ge-

schwindigkeit von 100 mm/s.

Das gesamte Pumpensystem war permanent mit Fliissigkeit gefiillt. Eine Kol-
benpumpe sorgte fiir den nétigen Unterdruck beim Einsaugen der Probe. Nach
dem Pipettiervorgang konnte die Probe aufgrund von diffusionsbedingtem
Austausch mit der Spiilfliissigkeit nicht mehr verwendet werden und wurde
durch Uberdruck aus der Mikropumpe entfernt. Hierbei fiihrten schon kleinste
Verunreinigungen zum Platzen der diinnen Siliziummembran der Pipettenspitze.
Ein fliissigkeitsgefiillter Ausgleichsbehilter sorgte fiir den noétigen Unterdruck
beim Pipettieren.
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Kamera

Abb. 14  Aufbau der NTP-GeSiM.

3.5.4 NTP-Platten

Abb. 15 Schematische Aufsicht auf eine NTP aus Kunststoff (ABS) mit 623
Kavititen in Originalgroffe und Ausschnitt von 3*2 Kavitdten
(Silizium).

Zur Verwendung fiir den PSFIA wurden verschiedene (im Projekt LINDAU
entwickelte) NTPs untersucht. Sie bestanden aus Silizium (1 mm Gesamtdicke)
oder Kunststoff (2 mm) und waren jeweils 20*20 mm? grof3. Bei Verwendung
eines 750 pm-Rasters fanden 25*25 = 625 Kavitéten auf einer NTP Platz. Diese
Anzahl verringerte sich zugunsten von Justagemarkierungen um 8 Kavitdten bei
NTPs aus Silizium bzw. um 2 bei NTPs aus Kunststoff. Neben anderen Formen
wurden pyramidenstumpfformige Kavititen bevorzugt (Im
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Zu Projektbeginn wurden Silizium-NTPs, Auftragsarbeit der Firma GeSiM,
verwendet. Pyramidenstumpfformige Vertiefungen wurden durch naBchemi-
sches Atzen (KOH) in Si(100)-Wafer iiber den anisotropen Atzwinkel 54.7°
erhalten. Die 380 pm diinnen NTPs wurden durch anodisches Bonden mit einer
dicken Pyrexschicht stabilisiert und gleichzeitig nach wunten hin
(Pyramidenstumpfspitze) abgedichtet. Das durchsichtige Pyrex ermoglicht auch
Fluoreszenz- bzw. Absorptionsmessungen von ,,unten.

Am Projektende standen Kunststoff-NTPs aus ABS (Acrylnitril-Butadien-
Styrol-Copolymer, Handelsname Terulan 877M-71300) zur Verfiigung, welche
im SpritzguBBverfahren hergestellt wurden. ABS ist ein schwarzer elastomermo-
difizierter Thermoplast mit hoher Schlagzédhigkeit und Wéarme-Formbestindig-
keit, der sich zudem durch eine gute Bestiandigkeit gegentiber wiirigen Sduren
und Basen, aliphatischen Kohlenwasserstoffen und Fetten auszeichnet, jedoch
weniger bestindig gegeniiber chlorierten und aromatischen Kohlenwasserstof-
fen und polaren Losungsmitteln (Ester, Ketone) ist [Falbe1995].

Die relavanten Malle der Kavitidten dieser beiden NTP-Typen sind in m
zusammengefalit.
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Abb. 16 Abmessungen der Einzelkavitditen der verwendeten NTPs aus Silizium
und ABS (Genauigkeit ca. £10 um).

Folgende siliziumbasierte NTP-Varianten wurden als Prototypen fiir Kunststoff-
NTPs untersucht, aber nicht fiir den Einsatz im Assay herangezogen:

e Eine diinne Pyrexschicht (120 statt 500 um) erwies sich als zu instabil, z.B.
bei Reinigungsschritten.

e Bei NTPs mit beidseitig offenen Pyramidenstiimpfen (ohne Pyrex-Schicht)
sorgte die Oberflichenspannung nach dem Befiillen mit Mikrodosierung da-
fiir, daBB die Fliissigkeit in der Kavitdt gehalten wurde. Die gekiihlte Unter-
lage wurde unter den Arbeitsbedingungen jedoch feucht, so daB3 Fliissigkeit
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aus den offenen Kavititen in den Spalt zwischen Unterlage und NTP gesogen
wurde.

e NTPs mit senkrechten Wandungen konnen mit einem Fliissigkeitsstrahl nicht
mehr so zuverldssig gereinigt werden, wie pyramidenformige Kavititen. Sie
eignen sich nur dann, wenn auf jeden Spiilschritt verzichtet werden kann.

e Gleiches gilt auch fiir die Versuche mit umgekehrten Pyramidenstiimpfen
(kleine Fliche offen). Zusitzlich wurde bedingt durch die kleine Offnung die
Unsicherheit bei der NTP-Befiillung stark erhoht, jedoch die Verdunstung
(ungekiihlt) vermindert.

e Plasmagedtzte NTPs unterscheiden sich optisch von nalichemisch gedtzten
(grau) durch eine leicht goldene Farbe. Die verdnderten Oberflacheneigen-
schaften bringen etwas giinstigere Benetzungseigenschaften mit sich. Beim
Arbeiten am Taupunkt ist die Kondensation vermindert und die Ablaufeigen-
schaften beim Tropfen auf den Steg sind verbessert. Diese Variante wurde
jedoch nicht weiterverfolgt, um Experimenten mit preiswerten Kunststoft-
NTPs den Vorrang zu geben.

3.5.5 Klebefolie

Zur Vermeidung von Verdunstung nach dem Befiillen der NTP in der Feuchte-
kammer wurde die NTP versiegelt. Dazu wurde eine selbstklebende transpa-
rente Klebefolie Arcare 7759 aus Polyester der Firma Adhesives Research
(Glen Rock, PA, USA) verwendet, die uns freundlicherweise zu Testzwecken
kostenfrei iiberlassen wurde. Inklusive einer Beschichtung mit 32 g/m? medizi-
nischem Acrylkleber AS-110 war die Klebefolie 50 um dick. Die 180°-Abldse-
haftung ist mit >330 g/cm angegeben. Zum Schutz der Klebeschicht ist die
Folie mit einer silikonisierten Deckschicht versiegelt. Das Abkleben der NTPs
wurde durch Abrollen mit einem Gummiwalze (d =5 cm) auf die NTP bewerk-
stelligt.
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3.6 Fluoreszenzdetektion

3.6.1 Fluoreszenzfarbstoff Cy5

Die Aufnahme von Fluoreszenzsignalen ist durch den permanenten Fluores-
zenzhintergrund (ohne Farbstoff) stark limitiert. Da dieser im langwelligeren
Bereich bedeutend schwicher ist, fiel die Wahl auf einen rot fluoreszierenden
Farbstoff der Firma Amersham-Pharmacia-Biotech (Braunschweig):

K* -0,S SOy
NN O
) Y_ﬁ +
Abb. 17  Strukturformel von Cy5 (-NHS)

1-(e-Carboxypentyl)-1’-(ethyl)-3,3,3’,3’-tetramethyl-indodicarbocyanin-5,5’-
disulfonatkaliumsalz-N- hytr]oxysuccinimidester wird in seiner nicht-aktivierten
Form kurz Cy5™ genannt™. Die aktivierte Form erlaubt eine einfache Anbin-
dung an eine Aminofunktionen. Grundlegende Daten des freien Farbstoffs
finden sich in [Mujumdar1993], weitergehende Untersuchungen und Charakte-
risierung von Protein-Konjugaten in [Schobel1999a]. Einige interessante Daten
sind MZusammengefaBt.

}“abs,max Arem,max [nm] 8(}\‘abs,max) ¢F Monomer
[nm] [L/(mol-cm)]
Cy5 in PBS 647 665 250000 0.27 100%
Cy5-I1gG (4.5:1) in PBS 649 667 250000 0.40 69%

Tab. 5  FEigenschaften von freiem und gebundenem Cy3.

' Die Abkiirzung fiir Cy5 beruht auf den 5 C-Atomen der verbindenden Polymethinkette dieses
Cyaninfarbstoffes.
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Die Anbindung des Farbstoffes an einen Antikérper bewirkt eine geringfiigige
langwellige Verschiebung der Maxima von Absorption A,psma und Fluoreszenz
Aemmax UM 2 nm bei gleichbleibendem Extinktionskoeffizient €. Die Fluores-
zenz-Quantenausbeute ¢r nimmt durch die rigidere (starrere) Umgebung bei
Anbindung ans Protein zu, obwohl es bereits bei 4.5 Cy5 pro Antikérper zu
einem hohen Anteil an nicht fluoreszierendem Dimer-Komplex kommt (nur
noch 69% Monomer). Ein optimales Verhiltnis an Cy5 pro Antikdrper liegt bei
4:1. Oberhalb dieses Wertes findet keine Steigerung der Fluoreszenz mehr statt
[Schobel1999a].

IA.bTL&lzeigt das Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektrum fiir Cy5. Der Stokes-
Shift von 18 nm erlaubt eine Abtrennung des Anregungslichtes durch optische
Filter.

Stokes-Shift: 649—667 nm
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Abb. 18 Absorptions- und Fluoreszenzspektren eines Cy5-IgG-Konjugats.

3.6.2 Kiivetten-Fluoreszenz-Spektrometer LS50B

Erste Fluoreszenzmessungen fiir den PSFIA (Kap.@ S.@) im MTP-MaB-
stab bei gleichzeitig hoher MeBgenauigkeit wurden mit einem Kiivetten-Lumi-
niszenz-Spektrometer LS50B von Perkin Elmer (Uberlingen) vorgenommen.
Als Lichtquelle diente eine gepulste Xenon-Entladungslampe mit einem Ener-
giedquivalent von 20 kW fiir 8 us Pulsdauer (Halbwertsbreite <10 ps). Zur
Messung von Cy5 und Cy5.5 war ein rotempfindlicher Photomultiplier (R928)
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eingebaut. Zusammen mit dem Monk-Gillieson Typ Monochromator (Emission
200-900 nm) lassen sich die Wellenldngen nach Herstellerangaben auf +1.0 nm
genau bei einer Reproduzierbarkeit von #0.5 nm einstellen. Der spektrale
Bandpall von Anregungsspalt (2.5-15 nm) und Emissionsspalt (2.5-20 nm) lief3
sich in 0.1 nm-Schritten variieren. Die Scan-Geschwindigkeit konnte in einer
Auflésung von 1 nm/min zwischen 10 und 1500 nm/min veridndert werden. Das
Signal-Rausch-Verhéltnis wird mit 500:1 rms angegeben (unter Verwendung
der Raman-Bande von Wasser bei einer Anregungswellenldnge von 350 nm und
jeweils 10 nm Bandpal).

Die verwendeten Standardparameter fiir Cy5 waren jeweils 5 nm BandpaB,
649 nm Anregung, 120 nm/min Vorschub-Geschwindigkeit (scan-speed) bei
5 Akkumulationen pro Messung fiir Emissionsspektren. Fiir relative Konzen-
trationsbestimmungen im Assay waren die Parameter: 647 nm Wellenldnge
Anregung, 667 nm Emission, und es wurden bei einem Datenintervall und einer
Ansprechzeit von je 2 s 65 MeBwerte in einer Zeit von 130 s je Konzentration
aufgezeichnet.

3.6.3 MTP-Fluoreszenzleser LSR200

Im Vergleich zu den Messungen in der Kiivette bietet der MTP-Luminiszenzle-
ser LSR200 von Perkin Elmer (Uberlingen) einen wesentlich héheren Proben-
durchsatz. Fiir Messungen von Cy5 wurde das LSR200 mit einem entsprechen-
den Anregungsfilter bei 640 nm umgeriistet. Die Lichtquelle entspricht der im
LS50B. Das Licht wird in einen Y-Lichtleiter eingekoppelt und zu einer MTP-
Kavitdt geleitet. Das Fluoreszenzlicht aus der Kavitdt wird wieder vom Licht-
leiter aufgesammelt und zur Detektionseinheit mit Monochromator und Pho-
tomultiplier geleitet. Das Auslesen einer MTP funktioniert sequentiell durch
automatische Positionierung des Lichtleiters.

Standardparameter waren 10 s Mefldauer pro Kavitit und 667 nm Emissions-
wellenldnge.
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3.6.4 NTP-Fluoreszenzleser BioScan
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Abb. 19 Scannender NTP-Fluoreszenzleser , BioScan‘: Schematischer
Aufbau

Zur Auswertung der Fluoreszenzsignale in der NTP wurde von der Firma Per-
kin Elmer / Applied Biosystems in Uberlingen der sogenannte ,BioScan®
entwickelt [LINDAU1999]. In der verfligbaren Version waren die Filterkompo-
nenten speziell auf die Verwendung von Cy5-Farbstoffen ausgerichtet. Der
Autfbau der optischen Komponenten ist in [Abh_19lschematisch dargestellt:

Die NTP wurde mit einem (aufgeweiteten) Laserstrahl bei 639 nm Wellenldnge
in einem 2D-Scanners zeilenweise abgerastert. In dieser Konfiguration erfolgte
Anregung und Detektion von derselben Seite (,,Epi-mode®). Das Fluoreszenz-
licht wurde (zusammen mit reflektiertem Anregungslicht) iiber der NTP von
einer groflen Linse eingesammelt und am dichroitischen Strahlteiler aufge-
spalten, wobei das Anregungslicht fiir den Detektionsstrahlengang bereits auf
ca. 5% geblockt wurde. Durch die zusitzliche abbildende Optik, ein Kantenfil-
ter (EFLP 665 nm) und ein Emissionsfilter (IF 670 nm) wird der Anregungsla-
ser auf >OD 6 (also 10°) gesperrt. Die numerische Apertur betrigt 0.24 und die
Kollektionseffizienz damit etwa 1%. Die Anordnung ermdglicht somit ein sehr
hohes Verhéltnis an Nutz- zu Hintergrundsignal.

Durch eine nachgeschaltete Software werden die Fluoreszenzintensititen an
jedem Ort auf der NTP in Form eines Grauwertbildes mit 12 Bit zusammenge-
setzt. Standardparameter waren 1000 V Photomultiplierspannung, 20 um Auf-
16sung (1000*1000 Bildpunkte fiir eine NTP), 1-fach Oversampling, 150 mm/s
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Vorschubgeschwindigkeit und 12500 kHz Abtastfrequenz. Die Verschiebung
der NTP aus der 0/0-Position betrug x -1500 um und y +400 um. Die effektive
MeBdauer betrug 172 s/NTP. Erste Messungen erfolgten mit 1000 mm/s Vor-
schubgeschwindigkeit entsprechend 30 s/NTP. Die effektiven MeBBdauern pro
NTP betragen daher 130-150% vom theoretisch minimal notwendigen Wert (20
bzw. 133 s).

An dieser Stelle mufl darauf hingewiesen werden, dal bei dem verwendeten
Aufbau in jedem Bildpunkt jeweils die Gesamtfluoreszenz erfalit wird, die bei
der Bestrahlung dieses Punktes entsteht.

= Dadurch kann es z.B. zu Verzerrungen der tatsdchlichen Fluoreszenzinten-
sitdt aufgrund von Mehrfachreflexionen in der NTP kommen!

Eine exakte ortsaufgeloste Beobachtung wiirde die Modifikation des BioScan
zum sogenannten bikonfokalen Aufbau erlauben. Hier wird das Emissionslicht
tiber die Spiegel des 2D-Scanners reflektiert. Eine abbildende Optik 1aBt das
Licht auf eine ortsfeste Lochblende (,,pinhole*) vor dem Photomultiplier fallen,
so daBl nur Emissionslicht der beleuchteten Stelle registriert wird. Dieser teil-
weise realisierte Aufbau mit ,,echter Ortsauflosung® stand fiir die Messungen in
dieser Arbeit leider nicht zur Verfiigung.

3.6.5 Auswertung der Fluoreszenzintensitédten

Zur Auswertung wurde ein unter Delphi erstelltes Windows-Programm (Martin
Hessling, LLG Goéttingen) verwendet bzw. modifiziert. Es erlaubt eine halb-
automatische Auswertung der Pixelbilder des Fluoreszenzlesers. Diese ent-
halten ein Abbild der NTP mit 12 Bit Helligkeitswerten bzw. Fluoreszenzinten-
sitdten. Mit ,,UTHSCSA Image Tool*“" kann das Dateiformat vom PE-Format
(*.flf, 2048 Byte Header) in ein spezielles Bitmap-Bildformat (*.bmp, 66 Byte
Header) konvertiert werden und dann in das Delphi-Programm geladen werden.
Eine quadratische oder runde Fliache mit frei einstellbarem ,,Radius* dient als
Mauszeiger und kann iiber dem NTP-Bild bewegt werden. Der mittlere Hellig-
keitswert (Fluoreszenzintensitdt) unterhalb dieser Fliche wird als Zahlenwert
ausgegeben. Zur Auswertung mehrerer Kavititen einer NTP werden die vier
Eck-Kavitidten mit der Maus markiert und die Anzahl der Kavitéten in x- und y-

' UTHSCSA ImageTool Programm (entwickelt an der University of Texas Health Science Center at San

Antonio, Texas und verfligbar iiber Internet {iber anonymous FTP von ftp://maxrad6.uthscsa.edu)
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Richtung vorgegeben. Ungenauigkeiten bei dieser manuellen Eingabe werden

automatisch iliber eine Mittelung der vier Steigungen vermindert. Durch die

unabhéngige Skalierungen von x- und y-Richtung kann eine lineare Verzerrung

aufgefangen werden. Die quadratischen Auswertebereiche der einzelnen Kavi-

taten werden in gleicher Weise wie die gesamte Auswertematrix gedreht.

3.7 RIfS, SPR und FIA

3.7.1 Optik und Lichtquelle

Halbzylindrisches Prisma, Glastyp WG335, Brechungsindex np=1.62,
r=20mm von Schott (Mainz).

Gleichseitige Prismen 10 mm und 15 mm Seitenlinge, Glastyp SFI18,
np=1.72 von Edmund Scientific (New York, USA)

Lichtquelle fiir SPR: 5V/5W Krypton mit integriertem Reflektor, Welch
Allyn (New York, USA). Die Lichtquelle wurde auf einer optischen Bank mit
Kondensor- und Sammellinse auf das Lichtleiterende fokusiert. Eine mit

Wasser gefiillten Quarzkiivette vor dem Lichleiter absorbierte den Grofteil
der infraroten Strahlung der Lampe.

Lichtquelle fiir RIfS: Eine 12V/20W Wolframdraht-Halogenlampe auf einer
optischen Bank mit Vorderflichenhohlspiegel Kondensor- und Sammellinse
wurde auf das Lichtleiterende fokusiert. Eine mit Wasser gefiillten Quarzkii-
vette vor dem Lichleiter diente der Absorption infraroter Strahlung.

Lichtleiter Fiir SPR-Aufbauten II und III: HCP-Quarzlichtleiter 600 pm
(Anregung) und 400um (Detektion).

Lichtleiter fiir RIfS-Aufbau: Y-Quarzlichtleiter, 600 um Durchmesser.
Dichroitischer Polarisationsfilter (,,Polarisationsfolie*) Typ 4K, Polarisa-
tionsgrad >99.97%, Spindler&Hoyer, (Gottingen).

RIfS-Transducer bestanden aus D263-Float-Glas (ca. 10*10 mm), welches
mit einem Interferrenzschichtsystem beschichtet wurde (10 nm Ta,Os /
330 nm Si0O;) von Schott (Mainz).
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3.7.2 Spektrometer

e Fiir SPR: S1000 von Ocean Optics (Florida, USA). Spezifikationen: CCD-
Zeile mit 1024 Dioden (je 25*25 um?), Wellenldngenbereich 354 bis 860 nm,
spektrale Auflosung 5 nm (Rayleigh) mit einer 100 um-Faser, Intensitéts-
auflosung 12 Bit.

e Fiir RIfS: MCS 210 von (Carl Zeiss GmbH, Jena). Spezifikationen: CCD-
Zeile mit 512 Dioden (je 50*50um?), mit Spalt, spektrale Auflésung 2.4 nm
(Rayleigh), Intensititsauflésung 12 Bit.

3.7.3 FIA-Systeme

Zur Handhabung fliissiger Proben kamen Systeme der FlieBinjektionsanalyse
(FIA) zum Einsatz. Durch die automatisierte Steuerung des Probenstromes
lieBen sich sehr reproduzierbare Ergebnisse erzielen. Der Betrieb unter Argon-
Uberdruck verhinderte das Ausgasen der Lésungen im Probenraum.

M zeigt die beiden typischen Einstellungen einer FIA, die durch Um-
schalten des Scherventils erhalten werden. Im Normalbetrieb (Load) kann
durch Zuschalten von Pumpe 2 Analyt in die Probenschleife gezogen werden,
von wo aus er in umgekehrter FlieBrichtung durch Umschalten auf Inject in die
MeBzelle injiziert wird.

Probenschleife Probenschleife
Pumpe 2

Abfall Abfall

Argon Argon Argon Argon
Scher-
ventil

(Inject)

S—

MeRzelle MeRzelle

Abfall Tréger- Abfall Tréger-
flissigkeit flissigkeit

Abb. 20 Schematische Darstellung einer Fliefs-Injektions-Anlage (FIA).

Zum Einsatz kamen eine EVA-FIA mit einer kombinierten Peristaltikpumpe
und 8-Wege-Ventil von Eppendorf (Hamburg) fiir den SPR-Aufbau I. Fiir alle
weiteren Bindungsexperimente mit RIfS und SPR wurde eine ASIA-FIA mit
zwel Peristaltikpumpen und einem 6-Wege-Ventil von Ismatec (Glattbrugg-
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Ziirich, Schweiz) verwendet. Beide FIA-Systeme sind eigenstindig bedienbar,
wurden in der Regel aber liber Programmzeilencode im MeB3- und Steuerpro-
gramm Measure (Windows) reproduzierbar angesteuert. Die FluBzelle fiir RIfS
war aus Polyacrylnitril mit den MaBlen 4*1*0.05 mm? (<200 nL). Die FluBzel-
len-Varianten fiir SPR sind in Kap.@ spezifiziert.

3.7.4 Software

Zur Ansteuerung von FIA und Datenerfassung vom Spektrometer wurde das
Windows-Programm Measure verwendet, zur Bestimmung derﬁxtremwerte des
Spektrums (linear least squares) das Windows-Programm IFZ™, welches durch
Datenaustausch mit Measure eine graphische on-line-Auswertung des Bin-
dungsexperimentes ermdglicht. Die Standardeinstellungen zur Extremwert-
bestimmungen bei RIfS waren fiir die 10/330-Plittchen: Polynom 2-ter Ord-
nung, 20% lineare Gewichtung beim Fit, 4500 Wellenzahlen mit Bewegung des
Fenstermittelpunktes (move) und 100 Spektren mit 42.6 ms Integrationszeit pro
MeBpunkt. Die SPR-Wellenldnge wurde angenidhert iiber eine parabolische
Anpassungsfunktion, welche die Halbwertsbreite des Plasmons in der Reflekti-
vitdtskurve tiberstreicht.

3.7.5 SPR-Transducer

Transducer-Variation

Der in [Stemmler1995] beschriebene Aufbau | (MI) diente als Ausgangs-
punkt und Referenz fiir die Leistungsfahigkeit der modifizierten Aufbauten. Zur
Miniaturisierung (Aufbau II und III, lbh_ 211 und -1IT) wurden die Kolli-
matorlinsen und Blenden entfernt. Anregungs- und Detektionslichtleiter wurden
in direkten Kontakt mit dem Prisma gebracht. Die verbleibenden optischen
Bauteile bestanden aus einer Polarisationsfolie und (nur fiir Aufbau III) in
einem provisorischen Oberflichenspiegel (metallbedampftes Glas). Das Halbzy-
linder-Prisma wurde durch ein gleichseitiges Prisma mit Kantenldnge von
10 mm bzw. 15 mm ersetzt. Das eingestrahlte Licht aus der Anregungsfaser
wurde an der goldbeschichteten Basisfliche des Prismas reflektiert und von der
Detektionsfaser eingesammelt. Die Apertur dieses Systems definiert sich so-

2 Measure und IFZ von Brecht A., Kraus G., Gauglitz G., et al., Tiibingen.
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wohl liber beide Durchmesser von Anregungs- und Detektionsfaser, sowie auch
iiber ihre optische Distanz. Um Reflexionsverluste zu reduzieren, wurden die
Lichtleiter mit Hilfe von Zeiss-Immersionsodl optisch angekuppelt.

I Lichtquelle Detektions-

Anregungs-
faser % faser

Diodenzeilen-
spektrometer

Lins .
ePolarlsator

OO Spalt . Sp{lt \\

Metallschicht— [

II Prisma

Anregungs-
faser

Detektions-
faser

Polarisationsfoli

Metallschicht— ]

I11

Anregungs- und
Detektionsfaser

Anregung Polarisator
' ! Detektion

Abb. 21 (1) Aufbaul (, Laboraufbau*): Flexibler Laboraufbau zur Unter-
suchung spektraler SPR. (1) Aufbau Il mit gleichseitigem Prisma, fe-
stem Winkel und einfacher optischer Anbindung. (II1l) Aufbau II1
(,, verspiegelter Aufbau‘): miniaturisierter Aufbau, modifiziert im
Hinblick auf einen kompakteren Sensorkopf.

In Aufbau II sind Anregungs- und Detektionsfaser an den gegeniiberliegenden
Prismenseiten angebracht, wobei die Polarisationsfolie auf der Anregungsseite
(mit Immersionsol) angebracht wurde. Um eine weitere Verkleinerung des
Systems zu erreichen, wurden im Aufbau III die Anregungs- und Detektionsfa-
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ser auf derselben Prismenseite plaziert. Auf der gegeniiberliegenden Seite
wurde ein provisorischer Oberflachenspiegel mit Immersionsél am Prisma
fixiert. Das unpolarisierte Licht der Anregungsfaser wird in das Prisma einge-
koppelt, die gewiinschte Polarisationsebene wird iiber die Polarisationsfolie
selektiert, welche zwischen Anregungs- oder Detektionsfaser und dem Prisma
angebracht ist.

Ein Referenzspektrum kann zum einen durch Drehen der Polarisationsfolie oder
auch tiber eine zweite Detektionsfaser mit entsprechend vorgeschalteter Polari-
sationsfolie erhalten werden. Fiir ein Prisma mit einem Brechungsindex von 1.7
haben die verwendeten Lichtleiter einen maximalen Einkopplungswinkel von
etwa 10°. Da der von der Faser beleuchtete Bereich sich auf einige Millimeter
Durchmesser ausdehnen wird, bevor er die Detektionsfaser erreicht, erlaubt dies
eine gewissen Positionierungstoleranz beziiglich Winkel und Position der
Fasern.

Bei identische Abmessungen der Prismen verdoppelt sich der optische Abstand
zwischen Anregungs- und Detektionsfaser beim Ubergang von Aufbau Il zu
Aufbau III. Daher sollte sich auch der detektierbare Winkelbereich halbieren,
die detektierte Intensitdt jedoch vierteln. Der detektierbare Winkelbereich 143t
sich aus der Geometrie berechnen und ist in M(S.@ gegeben (maximaler
Winkelfehler).

Parameter

Die Prismen (Aufbau II und III) bzw. die Glaser (Aufbau I) wurden im UHV
mit wenigen nm Titan (Haftvermittler) und ca. 50 nm Gold bedampft und mit
3-Mercaptopropionsdure modifiziert (Kap.m S.@).

Die FluBzellen bestanden aus einem Polyacrylnitrilblock mit eingelassenen
Zuleitungen aus Edelstahl (0.8 mm Innendurchmesser), welcher mit einer Sili-
konmatte mit ovalem Ausschnitt des FluBlzellenvolumens bedeckt ist, auf wel-
che wiederum das Prisma gepreBt war. Die Abmessungen L¥*B*H [mm’] betru-
gen fir Aufbau I 14*7*0.5 (40 uL Volumen), Aufbau II 9*5*0.5 (20 uL Volu-
men), Aufbau III: 7.5%4*0.5 (13 uL Volumen).

Die FluBiraten betrugen wihrend der Inkubation 30 pL/min. Ein Austausch der
Losungen wurde durch eine erhohte FluBrate von 240 pL/min gefordert.

Die Konzentration von t-BSA-Bi bzw. pSA betrug 50 ug/mL oder auch
100 ug/mL in PBS. Zwischen 50 pg/mL und 100 pg/mL konnte kein Einfluf3
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der Konzentration auf die Séttigungssignale beobachtet werden. Die Lésungen
wurden abwechselnd injiziert.

Der Thrombin-Assay mit Aufbau II/15mm wurde mit einer Zeitauflosung von
0.1 Spektren/s bei konstanter FluBrate durchgefiihrt. Zur vollstindigen Regene-
ration wurden zwei kurze Pulse Salzsdure (pH 1.8) verwendet.

Der Thrombin-Inhibitor (Kap.El S.@ wurde iiber seine Aminofunktion an die
Carboxyoberflache gekuppelt. Dazu wurden 10uL einer Lésung aus 250 mg/mL
Inhibitor in DMF und 2.5% (v/v) DIC auf den Transducer gegeben und iiber
Nacht in einer DMF-Kammer belassen. Dann wurde kriftig mit DMF, Methanol
und Wasser gespiilt und am Stickstoff getrocknet.
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4 Ergebnisse und Diskussion

41 SPR

SPR ist das gebrduchlichste Werkzeug zur direkten markierungsfreien Detek-
tion affiner Wechselwirkungen an einer Oberfliche. Im folgenden soll das
Potential eines spektralen SPR-Systems mit planarer Transducer-Oberfliche
beziiglich einer Miniaturisierung untersucht werden. Ziel ist ein per Lichtleiter
fernabfragbares miniaturisiertes Sensorsystem mit reduzierter Optik und einfa-
cher Probenhandhabung. Die Vor- und Nachteile dieser Konfiguration sind in

Kap.m (S.@b beschrieben.

Das gut charakterisierte System ,,Biotin-Avidin* (Kap.m S.E‘) wird im
folgenden herangezogen, um die Eigenschaften der verschiedenen Aufbauten
miteinander vergleichen zu kénnen. Dabei wird mittels eines programmierten
FIA-Ablaufes abwechselnd Biotin-Konjugat und poly-Streptavidin iiber die
modifizierte Goldoberfliche gepumpt. Das Resultat ist ein Multischichtsystem
mit konstanten Schichtdicken der Doppelschichten [Spaeth1997].

4.1.1 Optische Eigenschaften

Ein Uberblick der Grundparameter und Ergebnisse der Brechungsindexinde-
rungen sind in [Tah_dl gegeben. Die mit Aufbau I erhaltenen Resonanzkurven
wiesen ein hohes Verhiltnis von maximaler zu minimaler Reflektivitit auf,
obwohl der Plasmon-,,Dip* breiter und weniger tief war, als die Simulation
erwarten lie. Es handelt sich um eine generelle Beobachtung, von der ange-
nommen werden kann, dal sie auf Rauhigkeit und Inhomogenitit des Metall-
films zurtickzuftihren ist. Die Resonanzkurven fir Aufbau I und III sind in Abb ]
22 gezeigt.

Der maximal detektierte Winkelbereich der Detektionsfaser liegt bei +2.6°.
Simulationen zeigen eine Verschiebung der Resonanzwellenlinge um etwa
10 nm/Grad. Da der detektierte Winkelbereich bei einer Wegverkiirzung des
Lichtes (kleineres Prisma) groBer wird, mull sich daher auch das Plasmon
verbreitern. Tatsdchlich sind die Plasmonen deutlich verbreitert, wenn das
15mm-Prisma durch ein 10mm-Prisma ersetzt wird. Die Halbwertsbreite des
Plasmons wirkt sich beziiglich Datenerfassung und -auswertung nicht negativ
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aus. Betrachtet man Aufbau III, so sollte der Lichtstrahl unter idealen Bedin-
gungen den Goldfilm zweimal unter gleichem Winkel treffen. Die resultierende
Reflektivitit sollte als Ergebnis zweier sich iliberlagernder Oberflichenplasmo-
nen etwa der quadrierten Reflektivitit eines Oberflachenplasmons entsprechen,
welches mit Aufbau Il erhalten wurde. Das entspriche einem tieferen, aber
breiteren Dip. An dieser Stelle soll nochmals darauf hingewiesen werden, daf}
alle Spektren einzeln auf das Tg-Moden-Spektrum normiert wurden, welches fiir
den jeweiligen Aufbau zuvor aufgezeichnet wurde.

0.4 7
15mm-Prisma (Autbau II)
0.3 7 .
= 10mm-Prisma (Autbau II)
E
S 0.2 7]
E 15mm-Prisma (Aufbau III)
0.1 7
10mm-Prisma (Aufbau III)
0.0 ' I ' T v T T |
400 500 600 700 800

Wellenldnge (nm)

Abb. 22 Typische Oberflichenplasmonen mit den miniaturisierten Aufbauten
(11 und I11).

Tatsdchlich weisen die fiir Aufbau III erhaltenen Resonanzkurven eine vermin-
derte Reflektivitit und eine erhohte Halbwertsbreite auf. Auch leichte Unge-
nauigkeiten bei der geometrischen Ausrichtung des Autbaus konnen zu einer
weiteren Erh6hung der Halbwertsbreite fiihren, wenn dadurch die erste und die
zweite Reflexion unter unterschiedlichen Einfallswinkeln stattfindet. Das wie-
derum wiirde eine Verbreiterung der Resonanz zur Folge haben, da sich Plas-
monen von zwei unterschiedlichen Anregungswinkeln iiberlagern wiirden. Wie
bereits diskutiert, wird bereits eine Winkeldifferenz von 1° zwischen beiden
Reflexionen zu einer signifikanten Verbreiterung fiihren.

Die Parameter der Datenerfassung aus m (S.@ spiegeln die relativen

detektierten Lichtintensitdten mit den unterschiedlichen Aufbauten wider. Die
Integrationszeit des Detektors wurde jeweils so gewéhlt, dal die Signalhohe fiir
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das Referenz-Signal (Tg-Mode) maximal war. Die reziproke Integrationszeit
dieses Referenzsignals kann demnach als MaB fiir die erhaltenen Lichtintensi-
titen erhalten werden. Wie erwartet verringert sich die Lichtintensitit beim
Ubergang vom unverspiegelten (II) zum verspiegelten Aufbau (III). Beim
Ubergang vom 15mm- zum 10mm-Prisma sollte sich die Intensitit erhdhen.
Dies trifft fiir den unverspiegelten Aufbau (II) zu, nicht jedoch fiir den verspie-
gelten (II). Die Ursache hierfiir liegt vermutlich an einer unzureichenden
geometrischen Justierung.

Die Empfindlichkeit und die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes bestimmen
die Leistungsfahigkeit des Aufbaus. Die Empfindlichkeit ist definiert als das
Verhiltnis der Verschiebung der SPR-Wellenlinge zur Anderung des Volu-
menbrechungsindexes. Die Brechungsindizes der hierfiir verwendeten Kalium-
sulfatlosungen wurden mit einem Abbé-Refraktometer kontrolliert. Die Losun-
gen wurden nach einem statistischen Versuchsplan injiziert. Fiir alle Aufbauten
war der Zusammenhang zwischen Resonanzwellenlinge und Volumenbre-
chungsindex linear. Mit dem Laboraufbau I wurde die hochste Empfindlichkeit
mit 1700 nm/An erzielt, weil hier der Brechungsindex des Prismas am niedrig-
sten war. Wie erwartet, lag die Empfindlichkeit fiir die Aufbauten II und III
niedriger. Der Unterschied zwischen dem 10mm- und dem 15mm-Prisma deutet
auf geringfiigig differierende Einfallswinkel beider Aufbauten hin.

Die Auflosung des Geridtes bzw. die Nachweisgrenze fiir den Volumenbre-
chungsindex ist gegeben durch das Rauschen der Grundlinie (ausgedriickt als
rms-Unsicherheit bei der Bestimmung der Resonanzwellenldnge) und der Ge-
rateempfindlichkeit. Aus den Rauschwerten 14Bt sich ersehen, daBl Auf-
bau II/10mm (5 pm) eine gleich gute oder gar bessere Leistungsfahigkeit ver-
glichen mit Aufbau I (5 pm) hat, wo etwa doppelt so viele Spektren akkumuliert
wurden (hohere Lichtintensitdt und geringere Zeitauflosung). Die Nachweis-
grenze fiir Volumenbrechungsindexidnderungen sind vergleichbar und liegen bei
10°. Das Rauschen fiir Aufbau II/15mm liegt bei etwa 7 pm, was einem Detek-
tionslimit fiir Volumenbrechungsindexinderungen (3c) von 1.7-10” entspricht.
Dieser hohere Wert hat seine Ursache in einer kleineren Lichtintensitat (69% =
216/315) und ist unter dquivalenten Bedingungen mit dem Laboraufbau I ver-
gleichbar. Fiir den verspiegelten Aufbau III ergab sich eine verschlechterte
Nachweisgrenze. Im Fall des 10mm-Prismas liegt ein deutlich verbreitertes
Plasmon vor, was zu einem erhdhten Signalrauschen fiihrt. Dies 14Bt, wie bereits
erwihnt, auf Positionierungsprobleme schlieBen. Prinzipiell sollte in diesem
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Fall die Leistungsfdhigkeit mit dem kleinerem Prisma hoher sein. Schon die
kleinere Signalhohe beim 15mm-Prisma verdeutlicht seine reduzierte Lei-

stungsfahigkeit.

Aufbau # / I I/ I/ III / I /

Prismengrofe 15Smm | 10mm | 15Smm | 10mm
Brechungsindex des Prismas 1.62 1.72 1.72 1.72 1.72
maximaler Winkelfehler [°] — +1.7 +2.6 | £0.85 +1.3
Halbwertsbreite der Plasmo- 83 75 96 92 126
nen [nm]
Reflektivitit (max./min.) 0.63/ | 041/ | 026/ | 023/ | 0.16/
0.23 0.1 0.075 0.05 0.05

Zeitauflosung [1/s] 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2
Integrationszeit [ms] 216 315 126 1365 1365
Anzahl der akkumulierten 40 13 26 3 3
Spektren pro Datenpunkt
Rauschen der SPR-Wellen- 5 7 5 18 50
lange (Volumenbrechungs-
indexversuch) [pm]
Empfindlichkeit (Volumen) 1700 1244 1455 1237 1565
[nm/dn] +4 + 11 + 10 + 17
Nachweisgrenze (Volumen, | 1:10% [1.7-10%| 1-10% |4.410%|9.6:10%
30) [Brechungsindex]

Tab. 6 Optische Charakteristika und grundlegende Eigenschaften der Aufbau-
ten I-111

4.1.2 Biospezifische Wechselwirkung

Zwei bioaffine Systeme kamen zum Einsatz, um sicherzustellen, daf} die in den
Experimenten mit Volumenbrechungsindizes gefundenen Charakteristika auch
fir die Beobachtung biomolekularer Wechselwirkungen Bestand haben. Fiir
erste Tests wurde das Biotin/Streptavidin-System (Kap.m S.@ verwendet.
Das konstante Schichtdickenwachstum jeder Doppelschicht ermdglicht es, die
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Leistungsfahigkeit des Systems iiber praktisch die gesamte Eindringtiefe des
Evaneszentfeldes hinweg zu beurteilen.

Die Regeneration dieser duflerst fest verankerten Proteinschichten gelang mit
kalter Piranha-Losung (Kap.m S.Eb. Andere beschriebene Verfahren, wie
Kombinationen aus stark salzsauren Losungen (pH 2 und kleiner) mit hoher
Konzentration Guanidiniumchlorid (6-8 M) [Hermanson1992] oder organische
Losungsmittel (Acetonitril) brachten auch bei Mehrfachinjektion tiber mehrere
Stunden hinweg nur partiellen Erfolg.

Die Bindungskurven in m (Aufbau I) zeigen online das Wachstum des
Multischichtsystems auf der Transduceroberfliche. Zu Beginn ist die Bindung
von Protein fiir jede Schicht linear, gegen Ende wird Séttigungscharakter sicht-
bar. Der Grund hierfiir liegt in einer diffusionskontrollierten Bindung am An-
fang, gefolgt von einer immer grofer werdenden sterischen Behinderung des
Anbindungsprozesses. Aufgrund seines kleineren Molekulargewichtes und
folglich einer hoheren Diffusionskonstante bindet t-BSA-Bi mit einer hoheren
Rate. Die gebundene Schichten sind fest auf der Oberfliche verankert und
werden beim Spiilen der FluBzelle mit Puffer nicht von der Oberflache geldst.

Wihrend die ersten Schichten noch variieren, wird das Wachstumsmuster der
folgenden Schichten stabil, wie dies bei einem konstanten Schichtdicken fiir
jede Doppelschicht auch zu erwarten ist. Mit allen SPR-Aufbauten wurde das
Wachstum von bis zu 20 Doppelschichten beobachtet. Fiir alle Aufbauten
wurden vergleichbare Muster gefunden. m gibt einen Uberblick der spezifi-
schen Ergebnisse. Fiir dieses Bioaffinitdtssystem wurde in [Spaeth1997] eine
konstante Schichtdicke von 37.5+2.8 nm und eine Oberflichenbedeckung von
9.47+0.82 ng/mm? ermittelt. Zusammen mit diesen Werten ist eine Abschétzung
der Eindringtiefe des Evaneszentfeldes moglich: Die Abnahme der detektierten
Stufenhohe auf 1/e des mittleren Startwertes gibt die Anzahl der Doppelschich-
ten innerhalb der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes an. Diese Anzahl kann
mit 37.5 nm pro Doppelschicht multipliziert werden. Abhidngig vom verwen-
deten Prisma wurden unterschiedliche Eindringtiefen ermittelt: 550 nm fiir das
10mm- und 700 nm fiir das 15mm-Prisma. Keine Unterschiede jedoch wurden
zwischen den unverspiegelten und verspiegelten Aufbauten (II und III) gefun-
den. Auch dies bestitigt leicht unterschiedliche Einfallswinkel fiir die Aufbau-
ten mit 10mm- und 15mm-Prisma und zeigt auf iiberzeugende Weise, dal3 der
gewihlte Ansatz fiir Aufbau III nicht die Eigenschaften als Sensor beeintrach-
tigt.
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Abb. 23 Multischichtsystem mit t-BSA-Bi/pSA mit dem Laboraufbaul. (A)
Bindungskurven und (B) ihre Auswertung.
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Nach [Spaeth1997] erniedrigt sich der Brechungsindex einer Proteinmul-
tischicht auf 3-10 von 600 auf 750 nm. Dies wirkt sich als zusitzliche Vermin-
derung der Verschiebung der SPR-Wellenlédnge mit steigender SPR-Wellen-
lange aus. Die abgeschitzten Eindringtiefen stellen daher lediglich eine Unter-
grenze dar, der daraus resultierende Fehler diirfte aber unter 10% liegen.

Fiir Aufbau I ist das Signalrauschen mit dem Biotin/Streptavidin-System iden-
tisch mit den Werten aus den Experimenten mit Volumenbrechungsindizes
(etwa 5 pm entsprechend 0.05% einer Monolage). Aufbau II weist im Vergleich
zu Volumenbrechungsindex-Experimenten hohere Rauschwerte auf. Der Grund
hierfiir ist nicht eindeutig, liegt aber vermutlich am ehesten an mechanischen
Unzulidnglichkeiten. Eine grobe Kalibrierung des Systems in nm Signalver-
schiebung pro Oberflichenbelegung in ng/mm? kann {iber die Auswertung des
Bereichs mit nahezu konstanter Verschiebung und der Beriicksichtigung des
Wertes von 9.47 ng/mm? aus [Spaeth1997] erfolgen (m.

Aufbau #/ I I/ I/ 111/ 111/
Prismengrofie 15Smm | 10mm | 15mm | 10mm
Zeitauflosung [1/s] 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2
Rauschen der SPR-Wellenlénge 5 14 50 20 40
(Multischichtversuch) [pm]
Mittlere Signalverschiebung pro | 154 | 4.8 8.8 3.6 6.4

Doppelschicht (Nummer 2 bis
Maximum, ,,Bereich konstanter
Verschiebung®) [nm]

Rauschen [pg/mm?] (berechnet 3 27 53 52 59
mit 9.47 ng/mm? pro Doppel-
schicht [Spaeth1997])

Empfindlichkeit [ng/mm? pro nm| 0.61 | 1.97 1.08 2.63 1.48
Signalverschiebung] (berechnet
fiir den ,,Bereich konstanter
Verschiebung®)

Obergrenze des ,,Bereichs kon- 5 7 7 7 7
stanter Verschiebung*
[Doppelschicht Nummer]
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Aufbau #/ I I/ I/ 111/ 111/
Prismengrofle 15mm | 10mm | 1Smm | 10mm
Eindringtiefe des Evaneszentfel- | 13 19 15 19 14

des [Doppelschicht Nummer]

Eindringtiefe des Evaneszentfel- [ 500 | 700 550 700 550
des [nm]

Tab. 7  Daten aus dem Multischicht-Versuch zur Charakterisierung der
Leistungsfihigkeit beziiglich der Detektion bioaffiner Wechselwirkun-
gen innerhalb der Eindringtiefe des Evaneszentfeldes

In einem zweiten (angewandten) System wurde die Interaktion von Thrombin
mit Thrombin-Inhibitor untersucht. Thrombin ist eine Serin-Proteinase, welche
an der Blutgerinnungskaskade beteiligt ist. Eine Blockieren oder Deaktivieren
dieses Systems (mit Inhibitor) ist von Interesse fiir pharmazeutische Anwen-
dungen (Kap.ﬂl S.E‘). Die Interaktion von Thrombin mit immobilisiertem
Thrombin-Inhibitor wurde als ein weiterer Bioassay mit den Aufbauten II und
111 untersucht. [Abh_24]A zeigt das Profil fiir unterschiedliche Konzentrationen
von 25 pug/mL bis zu 0.5 ug/mL. Thrombin in PBS mit Hintergrundprotein
(400 pg/mL OVA), welche bei konstanter Flu3rate injiziert wurden. Die Daten
wurden mit den Werten einer Blindwertinjektion mit Hintergrundprotein (ohne
Thrombin) korrigiert. Der lineare Anstieg des Signals wiahrend der Inkubation
deutet auf eine diffusionskontrollierte Bindung hin. Im Fall der hochsten Kon-
zentration (25 pug/mL Thrombin) deutet ein nicht-linearer Anstieg auf eine
Sattigung aufgrund der hohen Oberflichenbeladung hin. Wahrend des Spiil-
schrittes mit PBS wurde keine signifikante Erniedrigung der SPR-Wellenlénge
detektiert, was auf eine hohe Affinitit des gebundenen Thrombins zur Oberfla-
che hindeutet. Signifikante Dissoziation wurde nur fiir die Thrombin-Konzen-
tration von 25 pg/mL beobachtet. Der Grund hierfiir diirfte eine geringe Disso-
ziationsrate und Riickbindungseffekte bei kleinen Oberflichenkonzentrationen
sein. Die Steigung der Bindungskurve stellt in diesem Versuch eine lineare
Funktion der Analytkonzentration dar (

Aufgrund der kleineren Zeitauflosung (0.1 Spektren/s) liegt das Signalrauschen
in diesem Versuch bei nur 3 pm. Geht man von einer Nachweisgrenze (>=30)
von 9 pm Verschiebung des SPR-Signals aus, so erhdlt man eine Untergrenze
der Nachweisgrenze von 0.03 pg/mL Thrombin bzw. 18 pg/mm? oder 7.2-10°
fir den Volumenbrechungsindex. Die Abschitzung dieser Werte basiert auf
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einer SPR-Wellenldngenverschiebung von 9 pm und der Daten zur Empfind-
lichkeit aus dem Multischichtversuch in Tah_6l und Tah_7| Weiterhin wurde
eine lineare Antwort des Assays unterhalb 0.5 pg/mL Thrombin (Stufenhohe

196 pm) vorausgesetzt. Das erhaltene Profil eines Thrombinassays mit Auf-
bau III (M) ist vergleichbar mit den Bindungskurven von Autbau II
(M, B). Das Signalrauschen betrug hier etwa 10 pm, was einer dreifach
hoheren Nachweisgrenze gleichkommt. Diese Ergebnisse erlauben eine Ab-
schiatzung der Leistungsfihigkeit der miniaturisierten Aufbauten II und III fiir
eine hochaufgeloste Beobachtung bioaffiner Wechselwirkungen.
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Abb. 24 (A) Beziehung zwischen Thrombin-Konzentration und Steigung der
Bindungskurve. (B) Bindungskurven des Thrombinassays mit Auf-
bau Il (Blindwertkorrigiert). (C) Unkorrigiertes Profil der Throm-
binanbindung mit 10 ug/mL Thrombin mit Aufbau I11.
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4.2 Mikrodosierung als Werkzeug

Die Vorteile einer Mikrodosierung lassen sich prinzipiell auf zwei verschiedene
Arten nutzen, ndmlich zur ortsaufgelosten Oberfldchenmodifikation und zum
Mischen kleiner Volumina. Die Verdunstung einzelner Tropfchen (0.5 nL) liegt
bei Raumtemperatur und normaler Luftfeuchtigkeit um 30% bei ca. 4s. Sie
spielt daher fiir Versuche in kleinen Volumina eine zentrale Rolle, kann hinge-
gen bei der Oberflichenmodifikation auch vorteilhaft genutzt werden.

4.2.1 Charakterisierung des Mikrodosiersystems

Tropfenvolumen

Fir die Tropfengenerierung stehen zwei Parameter zur Verfligung, die das
Rechtecksignal des Spannungspulses am Piezo beschreiben: Pulshéhe und
Pulsdauer. [Abb. 25 und B geben den Einflull dieser Parameter auf das Volu-
men an von Tropfen erzeugt mit einer S0um-Diise eines Microdrop-Systems an.
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Abb. 25  Einflufl von Pulshéhe (A) und -dauer (B) auf das Tropfenvolumen fiir
eine 50 um-Diise.

Nur ein bestimmter Parameterbereich fiihrte zu einer erfolgreichen Tropfenablo-
sung. Innerhalb dieses Bereichs war ein linearer Zusammenhang mit folgenden
Werten erkennbar:
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Tropfenvolumen (in pL) = (70.7+2.7) + (2.9+0.2)*Pulshohe (in V)

bzw. Tropfenvolumen (in pL) = (92.9+£6.7) + (1.8+0.1)*Pulsdauer (in us).

Die Standardbedingungen hierfiir waren: 50 pm-Diise, bidestilliertes Wasser,
Pulshohe 90V, Pulsdauer 50 ps, Tropfenfrequenz 400 Hz, 9600 Tropfen,
jeweils drei Versuche. Aus dem Gesamtgewicht (bestimmt mit einer pg-Waage)
wurde auf das Tropfenvolumen je Puls zuriickgerechnet (nicht differenziert in
Haupttropfen und moglichen Satelliten). Fiir die Standardbedingungen bedeutet
dies eine Anderung des dosierten Volumens je Puls von 3.2% je Volt und 3.8%

je us.
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Abb. 26  Tropfenvolumen in Abhdngigkeit der Pulshohe mit einer 70 um-Diise.

Fiir eine 70 pm-Diise (m konnte keine lineare Abhédngigkeit des Tropfen-
volumens von der Pulshohe gefunden werden. Die Tropfenanzahl pro MelBwert
lag hier bei 96000. Die Pulsldnge hatte hier keinen wesentlichen Einflul} auf das
Volumen (5% im Bereich von 70 bis 100 ps). Fiir jede Diise wurden aufgrund
der Fertigungstoleranzen andere Volumina gefunden, so dall bei Bedarf jede
Diise einzeln kalibriert werden muf}. Verdnderungen am Benetzungsverhalten
im DiisenauslaBBbereich machten sich deutlich im dosierten Volumen bemerk-
bar, so daB} fiir ein exaktes absolutes Dosiervolumen auch eine einzelne Diise
regelmifig neu kalibriert werden miifte.

Als dritter Parameter kommt noch die Tropffrequenz hinzu. Dieser hatte jedoch
im Gegensatz zu den beiden anderen Parametern keinen signifikanten Einfluf3
auf das Tropfenvolumen. Auch die Proteinkonzentration (variiert von 0 bis
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1 mg/mL) bzw. der Einsatz von Puffer als Losungsmittel hatte keinen signifi-
kanten EinfluB} auf die Konzentration.

Tropfverhalten

Grundvoraussetzung fiir eine saubere Immobilisierung ist zunéchst ein defi-
niertes Tropfverhalten, so daB3 sich mit jedem Spannungspuls am Piezoelement
ein wohldefinierter Tropfen senkrecht ablost. Um Satellitenbildung zu unter-
driicken und die Tropfenparameter Geschwindigkeit und Volumen zu beeinflus-
sen, konnen die Parameter Pulshohe und Pulsdauer variiert werden. Der Trop-
fengenerator wurde dazu mit einer konstanten Frequenz von z.B. 500 Hz betrie-
ben und triggerte gleichzeitig eine Stroboskop-LED. Diese LED beleuchtete die
sich ablosenden Tropfen, welche von einer Kamera als stehendes Bild einge-
fangen wurden.

Abb. 27 Stroboskop-Bilder sich ablosender Tropfen, aufgenommen mit ver-

schiedenen Delayzeiten (Zeitverschiebung zwischen Tropfenpuls und
Blitz).

Der Parameter Pulshohe hatte neben dem Tropfenvolumen vor allem einen
EinfluB auf die Tropfengeschwindigkeit. Typische Werte der Pulshohe fiir das
Pipettieren wéBriger Losungen lagen fiir 70- und 50 pm-Diisen zwischen 50
und 100 V. Das Anlegen von Pulsen hoher Spannung (bis 200 V) sorgte fiir
einen relativ sicheren, aber sprithenden Ausstof3 an Fliissigkeit. Eine zu niedrige
Spannung fiihrte zu mangelhafter oder ausbleibender Ablosung von Tropfen.
Mit der Pulsdauer wurde neben dem Volumen vor allem das Tropfverhalten
beziiglich der Satellitenbildung beeinflult. Sinnvolle Parameter lagen etwa
zwischen 50 und 100 ms. Die Tropffrequenz hatte einen relativ geringen Ein-
fluB3, darf aber nicht zu hoch liegen, da sonst die Tropfenbildung gestort sein
kann. Die Grenzfrequenz war meistens dann erreicht, wenn der neue Puls noch
wihrend der Nachschwingphase der Fliissigkeit an der Pipettendffnung folgte.
Sinnvolle Frequenzen lagen zwischen 100 und 500, maximal 1000 Hz. Die
Einstellung der Parameter erfolgte z.B. nach folgendem Schema: Bei einer
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Frequenz von 500 Hz und einem Delay (Zeitverschiebung zwischen Tropfen-
puls und Blitz) von etwa 70 ms vorgegeben wurde die Spannung in einen Be-
reich gebracht, in dem die Tropfen sich geradlinig von der Pipettenspitze 16sten.
AnschlieBend wurde die Satellitenbildung iiber die Pulsdauer abgestellt. Die so
gefundenen Parameter waren in der Regel ohne Nachjustierung fiir eine be-
stimmte Losung immer wieder verwendbar.

Aufgrund des Dosierprinzips war fiir eine bestimmte zu dosierende Losung eine
Maximalkonzentration an Biopolymer zu erwarten, oberhalb welcher sich keine
sauber definierte Tropfen mehr ausbilden. Fiir wéalrige [gG-Losungen, 70um-
Microdrop-Diise lag dieser Wert bei 1 mg/mL. Beim Ubergang zu OVA oder
BSA verschob sich diese Grenze zu 2 mg/mL, wihrend fiir 23-mer ss-DNA
5 mg/mL moglich waren. Als Hauptursache fiir diesen Effekt kann das abneh-
mende Molgewicht bzw. TeilchengroBe (150 / 69/ 7 kg/mol) der Biopolymere
angenommen werden.

Kleinere Diisendurchmesser (50 um und kleiner) bewirkten eine geringere
Dosiersicherheit. Fiir eine Stérung des Tropfverhaltens gentigten schon gering-
fiigige Anderungen im Bereich der Pipettendffnung, wie z.B. anhaftende Fliis-
sigkeit von der letzten Probennahme. So kam es nach einem Wechsel der Do-
sierfliissigkeit haufiger zu Totalausféllen, d.h. es 16ste sich kein Tropfen ab.
Diese stark erhohte Storungsempfindlichkeit spiegelte sich auch in der Tatsache
wider, daB3 der Bereich der Pipettierparameter fiir eine saubere Tropfenablosung
(Pulshohe, -dauer und -frequenz) kleiner wurde. Fiir reines Wasser lag dieser
Bereich bei ca. £10%, fiir Polymerlosungen bei nur ca. £1-2%. Die verwend-
bare Maximalkonzentration verschob sich bei diesen kleinen Diisendurchmes-
sern merklich nach unten. Praktische Erfahrungswerte hatten weiterhin gezeigt,
daB die Verstopfungsgefahr bei einem Diisendurchmesser von etwa 70 um
duBerst gering gegeniiber beispielsweise 50 um war. Aus diesen Griinden wurde
in dieser Arbeit bevorzugt mit 70 um-Diisen gearbeitet.

4.2.2 Charakterisierung mikrodosierter Oberflachenbe-
schichtung mit Modellprotein

Alle Versuche zur Oberflichenmodifikation wurden mit einem System der
Firma Microdrop (,,OF-Microdrop®) durchgefiihrt, welches sowohl software-
wie auch hardwaretechnisch den Erfordernissen angepalBt wurde (Kap.@
S.@. Fiir den OF-Microdrop-Aufbau mit 70 pum-Diise wurden sehr robuste
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Parameter von 500 Hz, 90 V und 50 ms gefunden. Damit konnte der gesamte
Bereich von 0-1 mg/mL IgG und Hydrogel (AMD260/10), 0-2 mg/mL BSA,
sowie 0-5 pg 23-mer DNA-Oligomer pipettiert werden. Mit Wasser ergab das
Auswiegen von 10° Tropfen unter diesen Parametern einen Wert von
380 pl/Tropfen, woraus sich ein Tropfendurchmesser von 90 um errechnen 146t.

Ziel der Oberflichenmodifikation ist eine definierte Verdnderung der chemi-
schen Eigenschaften einer Oberflidche. Dies 148t sich am besten mit einer ~omo-
genen Beschichtung erreichen. Am dichtesten und homogensten ist eine Schicht
in der Regel dann, wenn die Oberfliche maximal belegt ist. Anhand eines
Modellproteins (Schaf-IgG) wurde der Einflull verschiedener Parameter bei der
ortsaufgeldsten Immobilisierung mit Mikrodosierung auf eine Oberfliche
untersucht.

PBS (Puffer) als Losungsmittel war fiir diese Oberflachenbeschichtungstechnik
ungeeignet, da beim Verdunsten des Tropfens eine hohe Salzkonzentration
zuriickblieb, die eine Wechselwirkung mit der Oberfliche drastisch vermin-
derte. Das Losungsmittel sollte also rein sein (z.B. reines Wasser), um vollstédn-
dig verdunsten zu konnen. Mit den getesteten Pipetten lieBen sich organische
Losungsmittel, wie DMF nicht dosieren, so dal im weiteren nur mit waBrigen
Losungen gearbeitet wurde. Nicht-wissrige Systeme lassen sich nach Herstel-
lerangaben durch die Wahl eines geeigneten Pipettendurchmessers dosieren,
hoherviskose Losungen durch beheizbare Pipetten.

Zur Beobachtung des Beschichtungsprozesses wurde eine Kamera in einem
Winkel von etwa 30° auf der Grundplatte der Diisenhalterung so angebracht,
daB3 stets ein Ausschnitt von etwa 3*2 mm? unterhalb der Pipettenspitze ein-
schlieBlich Pipettenspitze sichtbar war. Eine Momentaufnahme eines solchen
Prozesses mit gerade aufgeschlagenem Tropfen ist in [Abh_ 28] gezeigt.

Die Tropfenfrequenz spielt fiir die Oberflichenimmobilisierung im weiteren
keine Rolle, da hierbei nur mit Einzeltropfen gearbeitet wurde. Eine wichtige
Voraussetzung fiir eine homogene Beschichtung war das Trocknen des einzel-
nen Tropfens, bevor er mit einem versetzt abgesetzten Tropfen auf der Oberfla-
che in Berithrung kam. Andernfalls hétten sich beide Tropfen beim Eintrocknen
in undefinierter Weise zu einem Tropfen zusammengezogen, was zu einer
undefinierten Substanzablagerung auf der Oberflache gefiihrt hétte. Im Stan-
dardverfahren wurde deshalb die Verdunstung jedes Tropfens abgewartet, was
bei Raumtemperatur und normaler Luftfeuchte etwa 4 s pro Tropfen dauerte.
Um den Prozel3 auf weniger als 1 s zu beschleunigen, wurde die Oberfldchen-
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temperatur auf etwa 40°C erhoht. Im Bezug auf eine kovalente Immobilisierung
geht eine erhdhte Temperatur auBerdem mit einer erhohten Reaktionsge-
schwindigkeit einher (Kap.@. Eine andere Mdglichkeit war, bei Raumtempe-
ratur die Tropfen in ausreichendem Abstand voneinander auf der Oberflédche
abzusetzen, wobei die verldngerten Verfahrwege der Positioniereinheit (grof3er
Spotabstand) deutlich als zeitlich limitierender Faktor ins Gewicht fielen. Beide
Verfahren ermoglichten homogene Schichten, wobei der Temperaturerh6hung
bei kleinen Verfahrwegen der Vorzug gegeben wurde.

Abb. 28 Beschichtung eines Glassubstrates mit Mikrotropfchen.

Um die Ortsauflosung der Spots auch bei nicht senkrechter Tropfenablosung
maximal zu halten, wurde der Abstand der Pipette zur Oberfldche moglichst
gering gehalten. Der Arbeitsabstand der Pipette zur beheizten Oberfliche lag
bei etwa 1 mm. Eine Verringerung dieses Abstandes oder eine Erhohung der
Temperatur bewirkte, dal mehr Polymer an der Pipettenspitze trocknete und so
die Tropfenablosung behinderte.

Im Zusammenhang mit der Immobilisierung wurde zundchst der Einfluf3 der
Konzentration untersucht. Konzentrationen deutlich unter 1 mg/mL Modellpro-
tein fithrten zu Spots mit inhomogener Substanzverteilung (m und B).

zeigt deutlich, wie sich das Protein (0.1 mg/mL) wahrend des Ver-
dunstens in der Mitte aufkonzentriert. Fiir etwas hohere Konzentrationen
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(0.5 mg/mL, IMJB) tritt eine zuséatzlich noch eine Konzentrationserh6hung
am Rand des verdunstenden Spots auf. Spots aus Tropfen mit 1 mg/mL des
Modellproteins zeigen hingegen nach dem Spiilen einen homogenen Substanz-
auftrag (@b).

Abb. 29 Spots mit (4) 0.1, (B) 0.5 und (C) 1 mg/mL Modellprotein IgG, wel-
ches anschliefsend immunogen angefdrbt wurde.

Noch hohere Konzentrationen waren beziiglich des Tropfverhaltens bzw. der
Tropfsicherheit nicht mehr gut handhabbar, so dal 1 mg/mL als optimale Kon-
zentration fiir das Modellprotein im folgenden beibehalten wurde. Der Durch-
messer eines Spots, welcher von einem Tropfen mit einem Durchmesser von
90 um erzeugt wurde, betrug 210 um. Mit dem zu 380 pl bestimmten Tropfen-
volumen ergibt sich theoretisch eine durchschnittliche Oberflichenbelegung
von 11 ng Protein/mm?. Nimmt man fiir 5 ng/mm? fiir eine Protein-Monolage an
[Brecht1999], so entspricht dies 220% davon.

Um eine groBerflachige und ortsaufgeldste Oberflichenmodifikation mit homo-
genem Substanzauftrag zu erzielen, wurden verschiedene Pipettierabfolgen
getestet. Die Einzelspots wurden als einfaches Raster mit einem Punktabstand a
und in dessen Liicken (um a/2 versetzt) ein weiteres, identisches Raster gesetzt.
Diese Musterfolge soll im folgenden dichteste Packung (ccp) genannt werden
und war Grundlage fiir alle Beschichtungen. Variiert wurden folgende drei
Parameter: der Punktabstand a von 50 bis 300 um, die Tropfenzahl pro Spot dps
(ohne Trocknen) von 1 bis 4 und die Anzahl der dichtesten Packungen
tibereinander np 1 bis 2. Eine qualitative Auswertung analog A@)rachte
als Ergebnis, dal eine Erhohung von dps und np auf Werte groBBer 1 (Vergleich
zwischen m und B) keinen signifikanten Vorteil brachte. Entspricht der
Punktabstand a dem Spotdurchmesser d, so war die Fliche nahezu homogen
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und wurde bei schlielich a<d homogen. Um fiir neue Experimente Sicherheits-
reserven hinsichtlich einer homogene Beschichtung zu erhalten, wurde diese
Minimalforderung zu einem Standardprotokoll erweitert: Zwei dichteste
Pac??kungen mit a=100 um und einer Konzentration von 1 mg/mL bei 40°C.
Dies entsprach rund 400 Tropfen/mm?, also 160 ng Substanz/mm? in etwa
5 min/mm?. Durch Weglassen der zweiten dichtesten Packung konnen diese
Werte problemlos halbiert werden, ohne die Sicherheit nennenswert zu tangie-

ren (Abb. 30).

A) B)

Abb. 30 Beurteilung der Homogenitdt beim ccp-Verfahren mit 1 mg/mL Mo-
dellprotein mit (A) einfachem und (B) zweifachem Bedrucken.

4.2.3 Mikrodosierung in die NTP

Die Kavititendichte beim konventionellen 96er-Mikrotiterplattenformat (MTP)
liegt bei etwa 1/cm? fiir Volumina von etwa 250 pL/Kavitit. Bei den verwen-
deten NTPs liegen die entsprechenden Werte bei iiber 150 Kavitaten/cm? (150-
fach der MTP) und etwa 50 nL/Kavitit (1/5000 der MTP).

Im Gegensatz zur mikrodosierten Oberflichenbeschichtung spielt beim Pipettie-
ren in eine Nanotiterplatte die Verdunstung eine gro3e Rolle. Ohne Gegenmal3-
nahmen trocknete eine befiillte NTP bei Raumtemperatur und normaler Luft-
feuchtigkeit von ca. 30% innerhalb etwa 5 min vollstindig aus. Jede Kavitit
einer Standard-NTP fallte dabei ein Volumen von rund 50 nL, was nur etwa
100 Tropfen entspricht.

Erste Versuche wurden mit einem Aufbau der Firma Microdrop (,,NTP-Micro-
drop®, Kap.m S.@ durchgefiihrt, welcher entsprechend mit Software und
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notwendigen Auf- und Umbauten an die Erfordernisse angepal3t wurde. Auch
an diesen Aufbau wurde eine Kamera unter etwa 30° so installiert, daf} die
Pipettenspitze und ein darumliegender Bildausschnitt von etwa 3*6 Kavititen
der NTP sichtbar waren.

Abb. 31 Befiillvorgang einer Silizium-NTP-Kavitdt. Unten ist das Spiegelbild
der Pipettenspitze zu sehen.

Die NTP wurde auf einem Peltierelement fixiert, welches zur Kiihlung diente.
Durch Variieren der Spannung wurde bei gegebener Luftfeuchtigkeit die Tem-
peratur der NTP knapp oberhalb des Taupunktes eingestellt. Dies machte sich
bei Beobachtung der NTP mit Kamera durch einen hauchfeinen Schleier auf der
NTP-Oberflache bemerkbar, welcher aus Tropfchen kondensierenden Wassers
<1 um bestand. Einzelne auf dem Steg einer NTP abgesetzte Tropfen bzw. eine
gefiillte Kavitdt zeigten unter diesen Bedingungen keine erkennbare Verdun-
stung in einem Zeitraum von einer Stunde und mehr. Spannungen von mehr als
6 V fiihrten zu einem Warmedurchbruch, d.h. die Warme auf der Unterseite des
Peltierelements konnte durch den Kiihlerventilator nicht mehr ausreichend
abgefiihrt werden. Arbeiten am Liiftungssystem in den Laborrdumen hatten eine
Reduzierung der Luftfeuchtigkeit zur Folge, so dal} dieser Verlust jetzt kiinst-
lich kompensiert werden mufte. Dazu wurde eine geschlossene Kammer ge-
schaffen, in welche feuchte Luft eingeblasen wurde. Die Beleuchtung mit einer
10 W Halogenlampe von auBlerhalb des Kastens (Abstand zur NTP ca. 50 cm)
fiihrte zur Erwdrmung des Probenraums, so dal3 sie durch eine LED an der
Pipettenhalterung ersetzt wurde. Zur Kontrolle der Tropfenparameter wurde
innerhalb des Verfahrweges des Positioniersystems eine zweite Kamera mit
Stroboskop-LED installiert. Es konnte gezeigt werden, da3 die laterale Auflo-



104 4 Ergebnisse und Diskussion

sung des Positioniersystems von 5 um zur sicheren Befiillung der NTP voll-
kommen ausreichend ist.

Um einer Verdunstung nach dem Befiillen bzw. widhrend des Auslesens der
NTP zu vorzubeugen, wurde die NTP nach dem Befiillvorgang jeweils mit einer
speziellen Klebefolie abgeklebt (Kap.m S.@. Bei noch feuchten Stegen
wihrend des Abklebens wurde Fliissigkeit von einer Kavitdt zur nichsten
verschleppt. Durch vorsichtiges einmaliges Abrollen der Klebefolie mit einer
Gummiwalze wurden die besten Ergebnisse erzielt.

Trotz einer vollig anderen Geometrie der Pipettenspitze sprach auch das Ge-
SiM-System (,NTP-GeSiM*, Kap.m S.m auf dhnliche Tropfenparameter
wie das Microdop-System an: Pulshohe 40 bis 100 V, Pulsdauer 40 bis 100 ms,
Pulsfrequenz 100 bis 500 Hz.
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Abb. 32 Konzentrationsreihe mit CyS-markiertem IgG-Antikorper zur Bestim-
mung der Nachweisgrenze an Cy35 in einem NTP-Assay.

Die Nachweisgrenze fiir AK-gebundenen Cy5-Farbstoff in einer mit BSA vor-
behandelten NTP lag mit dem BioScan bei 5 nmol/L Cy5 (Signal 30 iiber
Hintrgrund, Abb 32,1

4.2.4 Referenzierung des detektierten Fluoreszenzsignals

Nach Angaben von Perkin Elmer war die Empfindlichkeit eines baugleichen
Fluoreszenzscanners fiir Fluorescein-Farbstoffe {iber die Fliche einer NTP
hinweg mit £1% homogen. Eine Analyse der NTP-Bilder mit dem ,,BioScan*
fiir Cy5 deutete jedoch auf eine weit hohere Inhomogenitit hin. Dadurch wurde
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eine Uberpriifung der Empfindlichkeitsverteilung, also das Erstellen eines
Referenzbildes, notwendig. Hierzu mufite eine homogen fluoreszierende Fléche
gefunden werden, wie z.B. ein Cy5-Schicht konstanter Dicke. Eine Cy5-Schicht
zwischen zwei aufeinandergepreBten Objekttrigern war aufgrund von Interfe-
renzen als Referenz nicht geeignet. Andere Materialien, wie z.B. Siliziumwafer
als Substrat und Deck- oder Prizisionsgléser als Superstrat brachten keinen Ge-
winn. Eine Erhohung der Schichtdicke auf 0.5 bzw. 1 mm mittels einer flachen
Silikondichtung entsprechender Dicke verstirkte das Interferenzmuster noch.
Trockene und feuchte Diinnschichtchromatographie-Platten wiesen keine ho-
mogene Fluoreszenz auf, ein gleichméBiges Tranken in Cy5-Lésung erwies sich
als nicht praktikabel.

Eine gleichmifig mit Cy5-Losung befiillte NTP sollte eine gleichméBige Fluo-
reszenz der Kavititen aufweisen und sich daher als Referenz eignen. Von dieser
Art der Referenz kann gleichzeitig ein hoher Praxisbezug erwartet werden, da
sie auch einen moglichen Einflu durch eine NTP beriicksichtigt. Zunichst
muBte fiir eine gleichmiBige Befiillung der NTP gesorgt werden. Eine mikrodo-
sierte Befiillen kann fehlerbehaftet sein, weshalb die gesamte NTP in Cy5-
Losung getaucht wurde. Nach dem Entfernen der Luftblasen in den Kavititen
mittels Druckspiilen mit einer Pipette wurde die NTP entnommen und die
tiberstehende Losung durch Abdecken mit einem passenden Deckglidschen
herausgedriickt. Der fehlende Meniskus und die Verwendung eines Deckglases
markieren hierbei die Unterschiede zu mikrodosierten NTPs. Zur Fehlermini-
mierung wurden 3 NTPs 4 mal aufgenommen (jeweils um 90° gedreht). Der
Referenzwert einer Kavitdt ergab sich aus dem Median der Auswertung (14
Pixel Radius) positionsgleicher Kavitidten, wodurch eine Matrix aus 25%*25
Werten erhalten wurde ( . Die detektierte Fluoreszenzintensitit nahm
von hinten links (100%) nach vorne rechts ab (74%).

Diese 25*%25 Matrix wurde durch ein interpolierendes VergréBerungsverfahren
in die 1000*1000 Matrix von BioScan-Aufnahmen umgerechnet, um ein ange-
ndhertes pixelorientertes Referenzieren zu ermoglichen.

Mit einem Kantenfilterglas (Schott RG 665) wurde schlieSlich eine homogen
fluoreszierende Fliche gefunden. UnregelmiBigkeiten dieses Filterglases und
Pixelrauschen liefen sich wiederum durch die Kumulation von 4 Aufnahmen
(Filter jeweils um 90° gedreht) vermindern. Im weiteren Verlauf der Arbeit
wurde jeweils ein so erhaltenes Referenzbild (@) zur pixelweisen Refe-
renzierung herangezogen. Dazu wurde ein eigens hierfiir geschriebenes Pro-
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gramm mit Gleitkommaoperationen verwendet, welches pixelweise Original-
wert durch Referenzwert teilt und anschliefend mit dem maximalen Referenz-
wert multipliziert.
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Abb. 33  Fluoreszenzsignal einer gleichmdfig befiillten NTP: (4) BioScan-
Aufnahme, (B) Auswertung (normiert auf 100%).

Durch die Auswertung des Referenzbildes mit den entsprechenden Standard-
parametern kann wiederum eine 25*25-Matrix flir eine kavititsbezogene Refe-
renzierung erhalten werden (Am). Es ergibt sich eine Abnahme der Emp-
findlichkeit von hinten links nach vorne rechts auf 69%. Ein Vergleich der
Referenzbilder aus befiillter NTP und Filterglas zeigt eine weitgehende Uber-
einstimmung beider Methoden.
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Abb. 34 (A) BioScan-Aufnahme eines homogen fluoreszierenden Filterglases
RG 665, (B) auf 25*25 Punkte (Kavitditen) reduziertes Referenzbild
(normiert auf 100%,).
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4.3 Oberflachenmodifizierung

4.3.1 Polyelektrolyte

® PEL PAH
/% © PSS, PVS
Ra o o 978 © M Q?‘(ACA
—>

——
Polyanionen und Polykationen versprechen durch ihre Vielzahl entgegenge-
setzter Ladungen hohe Bindungskonstanten. Thre besonders einfache Handha-
bung 146t sie zundchst als Immobilisierungssystem fiir einen heterogenen Immu-
noassay besonders attraktiv erscheinen. Um die Oberfldche weitgehend absto-
Bend gegeniiber im allgemeinen negativ geladenen unspezifischen Proteinen zu
gestalten, scheint eine polyanionische Oberfliche am zweckméBigsten zu sein.
Eine (ortsaufgeloste) Immobilisierung von Antigen kénnte dann in Form eines
Antigen-Polyanion-Konjugates erfolgen.

Untersucht wurden PSS, PVS, PAH und PEI (Kap.m S.@. Mit einer FIA
wurden abwechselnd Polykationen und Polyanionen iiber einen mit Mercap-
toethylsulfonat modifizierten goldbeschichteten SPR-Transducer gepumpt und
online das Schichtdickenwachstum beobachtet. Untersucht wurde die Abhéng-
igkeit des Schichtwachstums von lonenstdrke, pH-Wert und Konzentration der
PE-Losungen, sowie die Stabilitidt einer Multischicht gegeniiber pH-Wert- bzw.
Ionenstarkednderungen des Uberstehenden Mediums. AuBerdem wurde die
unspezifische Wechselwirkung der Polyelektrolyt-Schichten (mit OVA) unter-
sucht. In einem weiteren Schritt wurde PSS mit Atrazincapronsdure modifiziert.

Bei den Multischichtsystemen fiihrte die Verwendung von reinem Wasser als
Losungsmittel zu teilweise negativen SPR-Schichtdicken der Polykationen und
allgemein schwer interpretierbaren Bindungsverldufen. Diese Effekte der Poly-
kationen wurden verstarkt durch eine Erhhung der lonenstdrke — im Gegensatz
zu den Polyanionen, welche dann stirkere positive Verschiebungen bei hoher
Reproduzierbarkeit aufwiesen. Eine pH-Wert-Erniedrigung wirkte sich auf die
untersuchten Systeme giinstig aus. Sowohl mit 10 mM HCI, wie auch mit
10 mM bzw. 50 mM HOAc wurden prinzipiell gute Resultate erzielt. Bei Ver-
suchen mit HCIl zeigten sich bisweilen starke Driften, die mutmaBlich vom
Ausgasen der Losung rithrten. Die Salzkonzentration der sauren Losungen
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wurde von 0 bis 500 mM (NaCl) variiert. Die beobachteten Schichtdicken
erhohten sich mit der Salzkonzentration bis auf das 4-fache des Wertes ohne
Salz.

Als Protokoll wurde schlielich 10 mM PE in 100 mM NaCl/ 50 mM Essig-
sdure etabliert. Die pH-Werte lagen fiir alle PE bei dem der Essigsaure (2.9), fiir
PEI bei 3.6. Mit diesem Protokoll wurden sehr reproduzierbare Profile fiir
Multischichtsysteme bis zu 7 Doppelschichten erhalten. Als Triager- bzw.
Spiilmedium wurde reines Wasser gewihlt, da es im SPR die schonsten Kurven
ergab. Gute Ergebnisse wurden erhalten, wenn das Losungsmittel von Trager
und PE-Lo6sung gleich waren.

Eine anndhernd rechteckige Form der Bindungsprofile 16t auf sehr hohe Asso-
ziationsraten schlielen, eine geringe Drift des SPR-Signals beim Spiilen auf
hohe Bindungskonstanten. Die untersuchten PE-Multischichten sind gegeniiber
kleinen pH-Werten praktisch inert (gemessen bis pH 1.3) und zeigen ab pH 10
deutliche Schichtabnahme. OVA bindet leider sowohl auf Polykationen, als auch
auf Polyanionen hervorragend.

Die erste Polyanion-Schicht auf dem Transducer zeigt fiir Polyanionen im SPR
jeweils reproduzierbar eine iiberproportionale Schichtdicke. Fiir PSS betriagt
diese etwa das 10-fache der siebten Polyanionschicht des Multischichtsystems.
In etwas geringerem Mal trifft diese auch auf die PVS-Schichten zu. Bei sol-
chen Signalverldufen handelt es sich vermutlich um Brechungsindex-Effekte,
denn eine vergleichende Untersuchung mit denselben Losungen auf einem
Schwingquarz [Rickert1997] zeigte von erster bis siebter Doppelschicht kon-
stante Schichtdicken, teils jedoch auch hier mit ungewohnlichen Signaldriften.

Regenerieren bis zur kovalent gebundenen Oberflichenmodifikation 1d6t sich
das Multischichtsystem durch Spiilen mit 0.1 N NaOH, wobei alle Schichten
innerhalb 10 s abgelost werden. Um die FIA-Schldauche vor Verstopfung zu
bewahren, miissen diese auch alkalisch (10 mM NaOH) gespiilt werden.
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Abb. 35 Multilayersystem aus 9 Doppelschichten PEI/PSS (saure Salzlosung),
detektiert mit SPR.

Bei Reflektometrischer Interferenzspektroskopie (RIfS) wurden einfachere
Systeme mit einer kovalent auf GOPTS gekuppelten PEI-Unterlage untersucht.
Dabei zeigte sich, dall auf einer adsorbierten PSS-Schicht (8000 pm), deren
UWW mit 1 mg/mL OVA blockiert wurde (700 pm optische Schichtdicke,
OSD) der ATR-PAK ohne Vorhandenseins eines Antigens bindet, und zwar mit
etwa der Menge einer Monolage des Antikorpers (5600 pm OSD). Der Antikor-
per konnte mit Pepsin entfernt werden, ohne die PSS-Schicht zu tangieren, die
mit 0.1 M NaOH weitgehend entfernt werden konnte.

Kationische PEI-Schichten (1000 pm, adsorbiert auf PSS) zeigten h6here WW
mit negativem OVA (2500 pm). Die Bindung von ATR-PAK war gering
(400 pm). Die Regeneration mit Pepsin verlief unvollstindig, mit NaOH hinge-
gen nahezu bis zum kovalent gebundenen PEI.

Durch Blockieren der UWW von PSS mit BSA (1200 pm) konnte die schein-
bare SWW mit ATR-PAK auf 1685+27 pm gedriickt wurde. Die Regeneration
dieses Systems mit Pepsin verlief jedoch unter Verlust von etwa 20-30% der
PSS-Schicht. Auf PVS (mit BSA blockiert) bindet weniger als ¥4 des ATR-PAK
(400 pm) im Vergleich zu PSS. Demnach ist die hohe Bindung auf PSS vermut-
lich auf eine Kreuzreaktivitit des ATR-PAK mit der Sulfonat-Gruppe (anstelle
ACA) zuriickzufiihren.
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Das hergestellte PSS-ACA-Konjugat (Kap.@ S.E bindet nicht an das
ebenfalls anionische PVS, jedoch mit 2900 pm auf PEI. Nach der vergleichs-
weise geringen maximalen UWW mit BSA (500 pm) lag die SWW mit 5600 pm
wiederum relativ hoch. Die Regeneration mit Pepsin hat jedoch auch die PSS-
ACA-Schicht angegriffen, so dal die UWW jetzt 1000 pm und SWW nur noch
1600 pm betrug. Mit NaOH (2 mal) konnte weitgehend vollstindig regeneriert
werden. Die Modifikation des PSS mit ACA war demnach gelungen; fiir eine
reine AK-Regeneration war die adsorptive Bindung auf einem Polykation
jedoch nicht stabil genug.

4.3.2 Charakterisierung der Aminodextrane

Dextrane unterschiedlichen Molgewichtes wurden mit Aminogruppen funktio-
nalisiert (Kap.3|§_|$.54m Die erhaltenen Aminodextrane (AMD) wurden zur
Charakterisierung mit EDC auf die Oberflache gekuppelt, mit 100 mg/mL ACA
und DIC versetzt und anschlieend tiber ihre UWW (1 mg/mL OVA) und SWW
(50 pg/mL. ATR-PAK) mit RIfS iiber die optische Schichtdicke (OSD) in pm
charakterisiert:

Aminodextran (kD/%Amin je Zucker) | UWW [pm] | SWW [pm]

AMD39/5 97+38 10625+1803

AMDI110/5 497+12 15560+130
AMDI110/10 428+8 6660+1396
AMDI110/20 3194117 9298+136

Hohermolekulare Dextrane schirmen i.a. die Oberfliche aufgrund ihrer hohen
Schichtdicke besonders gut ab, was in einer relativ kleinen UWW resultiert.
Durch die hohere Schichtdicke hohermolekulare Dextrane ist bei diesen auch
eine hohere SWW (hohere Beladung durch 3D) zu erwarten. Im Experiment lag
die hochste SWW beim hochmolekularen AMDI110/5, die geringste UWW
jedoch beim AMD39/5, weshalb letzteres in dieser Arbeit zur Verwendung
kam. Ein weiteres Argument gegen die hohermolekularen AMDs liegt in ihrer
hoheren Zdhigkeit. Damit sind sie schwieriger handhabbar, nicht zuletzt bei der
Mikrodosierung.
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4.3.3 Photolinker mit AMD

Photolinker versprechen vor allem fiir Sc ]Ljfg’;t;i‘f_l'

die  ortsaufgeloste  Immobilisierung Konjugat Jé
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. UV-Licht
Substanzen belegt werden, um dann die i > z
Immobilisierung in einem Schritt kova-
lent zu machen. Untersucht wurde die

kommerziell erhiltliche 5-Azido-2-nitrobezoesdure (ANB) [Lewisl1977],
welche z.B. bei Immobilisierung von Dextran zum Einsatz kam [Elender1996].

Wahl des Filterelements

Bei der Bestrahlung mit einer Quecksilberdampflampe ist die Verwendung
eines Filters empfehlenswert, da be1 Wellenldngen <300 nm mit einer unspezifi-
schen Spaltung aromatischer Ringe zu rechnen ist. Der Extinktionskoeffizient
von ANB in DMF/Wasser (1:1) wurde bestimmt zu €3;y,,= 10164+214
L/(mol-cm). Die Umsetzung von ANB nach verschiedenen Zeitpunkten wurde
als Anderung der Absorption registriert. Dabei stellte sich heraus, daB ein
anfangs verwendeter Linienfilter (334.1 nm) nur zu einer Umsetzung von etwa
20% in 15 min flihrte. Die Wahl fiir weitere Experimente fiel auf einen WG335
Filter (Schott) mit einer Kante bei 318 nm (10% Transmission). Hier werden in
10 min ca. 80% in homogener, geschiittelten wiBrigen Phase umgesetzt, bei
guter Schonung von Substraten durch Wellenldngen iiber 300 nm. Die Belich-
tungszeit wurde im folgenden auf 15 min festgelegt. Ohne Filter wire die Re-
aktion etwa 4-fach schneller.

Immobilisierung von ACA-AMD-Konjugat auf Photolinker-Oberfla-

chen

Verschiedene Oberflichenmodifikationen mit dem Photolinker ANB-NHS
(m auf Amino-OF wurden unter gleichen Bedingungen mit einem ACA-
Aminodextran-Konjugat beschickt und nach dem Trocknen mittels UV-Licht
kovalent angebunden (Kap.3|ms.6&| Die Charakterisierung erfolgte iiber
RIfS, indem die UWW mit 1 mg/ml OVA und die SWW mit 50 pg/mL ATR-
PAK in Einheiten von pg/mm? (bzw. pm optischer Schichtdicke) beobachtet
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wurde. Als Referenz-Kopplungsverfahren ohne Photolinker wurde das ACA-
AMD-Konjugat nach Standard-Protokoll mit EDC auf eine Carboxyoberflédche

gekuppelt. M).

Uww SWW
Modifikation [pg/mm?] | [pg/mm?]
(%d.Ref.) | (%d.Ref.)
a | Referenz: AMD39/5-ACAO.5a5TImit EDC auf Carboxyoberfliche | 234+181 714+1
(S.O.) (100%) (100%)
b Ein ANB-AMD-Konjugat (1 mg AMD39/5-ANB2.5 +2 uL. 303+55 110+£77
Wasser) auf die Carboxyoberfliche mit EDC gekuppelt (129%) (15%)
c Zusatzliche PEG2000-COOH-Zwischenschicht (kovalent) 2844149 305+50
(121%) (43%)
d ANB direkt auf eine PEG2000-NH,-Oberfldache gekuppelt 537+119 972+182
(229%) (136%)
e Neue Referenz (s.0.) mit verbessertem AMD39/5-ACA0.5b 14614 9236+724
(100%) (100%)
f PEI mit EDC, dann ANB-NHS 578 3932
(395%) (43%)
g PAH mit EDC, dann ANB-NHS 3264243 | 4217+644
(223%) (46%)
h PEI adsorbiert, dann ANB-NHS 137+ 10 | 4307+364
nach 1. Regeneration (64%d.1.SWW), 2. Reg. (56%d.1.SWW) (94%) (47%)
1 Vakuumantrocknung vor dem Belichten 100+£19 | 3653+442
(68%) (40%)
k wie (1), aber mit Microdrops aufgebracht 0 3848+238
-) (42%)
Tab. 8  Immobilisierung von AMD-ACA-Konjugat mit Photolinker. Charakte-

risierung der unspezifischen (UWW) und spezifischen Wechselwir-

kung (SWW) mit RIfS.

Eine nicht verbesserte UWW zeigte (b), obwohl die Verwendung eines Dex-

tran-Photolinker-Konjugates als Unterlage eine besonders effektive Abschir-

?! Dextran mit 39 kg/mol, 5% der Zucker effektiv aminiert, 0.5% der Zucker mit ACA gekuppelt.
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mung der Oberflache und damit eine niedrige UWW verspricht. Auch die SWW
blieb mit 15%d.Ref. weit hinter den Erwartungen zuriick. Eine PEG2000-
COOH-Zwischenschicht (c¢) brachte immerhin eine SWW von 43%d.Ref. bei
anndhernd gleicher UWW. Wurde der Photolinker direkt auf PEG gekuppelt
(d), so stieg die SWW auf hervorragende 136%d.Ref., jedoch war die UWW mit
rund 500 pm vergleichsweise zu hoch, so dal kaum noch von einer spezifischen
Oberfliche die Rede sein kann. Ein anderes AMD-Photolinker-Konjugat
brachte mit dem Referenz-Verfahren gegeniiber dem ersten Konjugat nur halb
so viel UWW und 13-fache SWW (e) und diente daher als weitere Referenz.
PEI bzw. PAH sollten mit ihrer Fiille an Aminogruppen eine hochbelegte Pho-
tolinker-Oberfliche ermodglichen. Diese Modifikation brachte jedoch sowohl
mit kovalent gekuppeltem (f) PEI oder PAH (g), wie auch mit absorbiertem PEI
(h) nur etwa 45%d.Ref. Die hohe UWW der Polyelektrolyte sollte bei guter
Anbindung des AMD-ACA-Konjugates keine Rolle spielen, was jedoch nur fiir
adsorbiertes PEI beobachtet wurde. Die iiblichen Regenerationsbedingungen fiir
AK sorgten jedoch fiir einen starken Abtrag der Oberfliche-Modifikation, so
daB bereits nach der ersten Regeneration nur noch 64% der SWW verzeichnet
wurden. Eine Vakuumantrocknung (1 h bei 1 mbar) sollte die Reaktion des
ANB mit Wasser reduzieren, brachte hingegen eine leicht reduzierte SWW,
dafiir aber auch eine deutlich kleinere UWW (i). Derselbe Versuch mit dem
Microdrop-Verfahren (k) mit einer nur 0.1%igen ACA-AMD-L6sung brachte
eine vergleichbare SWW, aber eine auf Null reduzierte UWW, was auf eine sehr
homogene Oberflichenmodifikation schlieBen 148t.

Der Vergleich mit einem weiteren ACA-AMD-Konjugat und Vakuumtrocknung
auf kovalent gekuppeltem PEI (M zeigte sowohl bei der Auftragung von
Hand, wie auch mit Microdrops eine weitgehend stabile Ankupplung. Die
SWW betrug jedoch auch hier ca. 40% d. Ref.

Diese Versuchsreihe demonstriert, dafl mit dem Photolinker ANB keine hoch-
effektive Ankopplung von Polymer moglich war (40-50% der SWW von Ver-
gleichsverfahren). Mit Microdrop-Verfahren wurden vergleichbare SWW zur
Kupplung von Hand erzielt, jedoch ohne jede UWW und bei einem Reagenzien-
verbrauch von etwa 10 der Auftragung von Hand.

Weitere Verbesserungen sind mit effektiveren Photolinkern zu erwarten. Versu-
che mit perfluorierten Azido-Aromaten versprechen eine geringere interne
Einschubreaktion und konnten daher bei weiteren Versuchen von Vorteil sein
[Keanal990], [Stein1996]. Nachteil ist die bislang nicht kommerzielle Verflig-
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barkeit dieser Photolinker. Weitere interessante Photolinker kdonnten beispiels-
weise auf der Basis von Benzophenonen liegen [Delamarche1996], da diese
schonendere Wellenldngen >350 nm erlauben und gleichzeitig spezifischer an
CH- bzw. CC-Bindungen kniipfen und daher weniger Reaktionen mit dem
Losungsmittel (Wasser) eingehen. Interessant erscheinen auch Aryldiazirin-
BSA-Konjugate, die zur sehr einfachen Immobilisierung von Dextran direkt auf
Kunststoff [Bari¢1998] oder von Fabs direkt auf Glas [Gaol1995] verwendet
werden — bislang jedoch mit weniger zufriedenstellenden Belegungen (1.25 ng
Fab/mm?).
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Abb. 36 ACA-AMD-Konjugat gekuppelt auf Photolinker-Oberfldiche und
Vergleich der Aufbringung von Hand und mikrodosiert. Typische
UWW (1 mg/mL OVA) und SWW (50 ug/mL AK) mit mehrfacher Re-
generierung des AK (Zyklus). Referenz-Kupplung mit EDC auf Stan-
dard-Carboxy-Oberfldche.
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4.3.4 Epoxide mit AMD

Die Oberflachenmodifikation von Glas /é
mit Epoxysilan (GOPTS) ist vom Auf- ﬁc N

° = Nucleophi
wand her denkbar einfach. Eine ! " e Aren)
nucleophile Ringdéffnung kann auch >
durch Wasser (neutraler pH) als

Konkurrenzmolekiil verursacht werden. Dennoch zeigten verschiedene Experi-
mente, dal Aminogruppen stark bevorzugt sind, gefolgt von Hydroxy- und
Carboxy-Gruppen, so daBl dennoch eine effiziente Ankupplung moglich ist.
Typische MeBergebnisse mit einer Epoxy-Oberfliche, auf welche ein ACA-
AMD-Konjugat aufgebracht wurde, zeigt m Die UWW der Handauftra-
gung und Mikrodosierung waren sehr gering, bzw. nicht zu erkennen. Auch die
SWW waren vergleichbar und die Stabilitidt der Oberflaichenmodifikation ge-
geniiber der AK-Regeneration war hoch (reproduzierbare SWW). Die Handauf-
tragung ergab aufgrund der groBen Mengen im plL-MaBstab und der hohen
Konzentrationen an AMD-Konjugat zunichst Schichten mit einem dicken
Dextranpanzer, der sich auch durch kréftiges Spiilen nur schwer oder sogar
unvollstindig entfernen lieB. Eine kurze Behandlung im Ultraschall konnte
abhelfen und dafiir sorgen, dal die SWW von Zyklus 1 und 2 gleich werden.
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Abb. 37 ACA-AMD-Konjugat gekuppelt auf Epoxidoberfliche und Vergleich
der Aufbringung von Hand und mikrodosiert. Typische UWW
(1 mg/mL OVA) und SWW (50 ug/mL AK) mit mehrfacher Regenerie-
rung des AK (Zyklus). Referenz-Kupplung mit EDC auf Standard-
Carboxy-Oberfliche.
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4.3.5 Aktivester mit AMD

Eine tber Aktivester aktivierte Car-

boxyfunktion reagiert sehr selektiv mit oJ y :Lo Hwéé
?o
NH
—2 » [/

0O—0—-Z

einer Aminogruppe. Im trockenen Zu- 0

stand sind NHS-Aktivester monatelang g

stabil, wihrend sie im wéssrigen

Medium nach etwa einer halben Stunde vollstindig hydrolysiert sind. Damit
sind die Voraussetzungen optimal fiir die Ankupplung eines ACA-AMD-Kon-
jugates an eine NHS-aktivierte Oberfliche (IMI) Beim Auftragen von
Hand (groBe Konzentration und Menge) erreichte die SWW erwartungsgemal
die Referenz-Kupplungsmethode mit EDC. Die Stabilitdt der Oberflachenmodi-
fikation gegeniiber der AK-Regeneration war hoch, nur die erste SWW lag
wiederum auf hoherem Niveau. Die UWW war nach der Kupplung mit
250 pg/mm? um 250% tber der Referenz und nahm kontinuierlich mit jeder
AK-Regeneration ab. Das mikrodosierte Auftragen des ACA-AMD-Konjugates
ergab sehr homogene Schichten (UWW nahe Null), begleitet von einer 15%
niedrigeren SWW. Die Steigerung der SWW nach drei AK-Regenerationen um
7% 1ist auf eine Neuorientierung der Dextranschicht zuriickzufiihren, die sich
durch 1 min im Ultraschall vorwegnehmen lief3.
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Abb. 38 ACA-AMD-Konjugat gekuppelt auf Aktivesteroberfliche und Ver-
gleich der Aufbringung von Hand und mikrodosiert. Typische UWW
(1 mg/mL OVA) und SWW (50 ug/mL ATR-PAK) mit mehrfacher Re-
generierung des AK (Zyklus). Referenz-Kupplung mit EDC auf Stan-
dard-Carboxy-Oberfldche.
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4.3.6 Immobilisierung von DNA-Oligomeren

In dieser Arbeit wurde die Effizienz lokalisierter Immobilisierung aminotermi-
nierter DNA-Oligomere mittels Tintenstrahltechnik auf modifizierte oxidische
Glastypoberflachen untersucht. Verschiedene Methoden zur Modifizierung der
Oberfldche mit Carboxylgruppen, sowie auch zur kovalenten Anbindung des
DNA-Oligomers iiber eine Peptidbindung wurden vergleichend untersucht. Die
Protokolle fiir den Transfer der DNA-Oligomere (per Tintenstrahltechnik) und
die nachfolgende Charakterisierung der spezifischen und unspezifischen Bin-
dungskapazitit und Stabilitit mit RIfS waren fiir alle Transducer einheitlich.
Dies erlaubte einen direkten Vergleich aller verwendeten Protokolle und somit
die Auswahl des geeignetsten Protokolls fiir eine bestimmte Anwendung. Zur
Immobilisierung wurden die in Kap.m (S.Eb beschriebenen Standardpa-
rameter verwendet. Die 40°C warme Oberfliche der Transducer wurde mit
einem zweifaches ccp-Muster (a = 100 pum, d =2 mm) und einem Tropfentakt
von (0.8/s mit DNA-Oligomer belegt.

AMD-GA-NHS

Standard-AHA-NHS
(erster Zyklus)

Hybridisierung (ng/mm?)

Baseline | Inkubation | PBS-Spiilen | Regeneration | Baseline
T ' T ' T ' T
0 200 400 600 800 Zeit (s)

Abb. 39 RIfS-Bindungskurven der Hybridisierung auf die DNA-Oberfldchen
Standard-AHA-NHS und AMD-GA-NHS.

Typische RIfS-Bindungskurven komplementidrer DNA-Oligomere an die immo-
bilisierte Sonden auf einer AHA-NHS und einer AMD-GA-NHS-Oberflache
sind in Mgezeigt. Die Anfangsphase der Bindung ist durch einen schnel-
len Zuwachs an gebundenem Material gekennzeichnet. Wéhrend des Spiilvor-
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ganges mit PBS 148t sich eine leichte Dissoziation beobachten. Die Regenera-
tion am Ende jedes Zyklus mit Salzsdure fiihrte jeweils zu einer vollstindigen
Dissoziation von hybridisiertem DNA-Oligomer.

Gute Ergebnisse wurden mit Standard-AHA-NHS-Oberflichen erzielt. Die
beobachtete Anderung der optischen Schichtdicke fiir die spezifische Hybridi-
sierung betrug etwa 1100 pm. Geht man davon aus, dal die Empfindlichkeit
von RIfS fiir Proteine und DNA etwa gleich hoch ist, so 143t der von
[Brecht1999] bestimmte Zusammenhang zwischen Signalverschiebung und
Proteinbeladung auch auf DNA-Beladungen {ibertragen. Fiir das untersuchte
23-mer erhdlt man somit eine spezifische Hybridisierung von 1100 pg/mm?
entsprechend 155 fmol/mm?. Wéhrend die Hybridisierungskapazitit beim
zweiten Zyklus auf etwa 95% zuriickging, war wihrend der folgenden Zyklen
kein weiterer Verlust mehr zu erkennen. Vor der sauren Regeneration wurde der
Transducer bei erhohter FluBrate mit PBS gespiilt, wobei die optische Schicht-
dicke um 65 bis 80 pg/mm? abnahm. Ursache hierfiir diirfte eine geringe unspe-
zifische Bindung des Komplementérstranges an die Oberflache sein. Unspezifi-
sche Wechselwirkungen mit DNA konnten nicht detektiert werden. Mit
1 mg/mL OVA wurde eine geringe unspezifische Wechselwirkung von etwa
80 pg/mm? fir alle AHA- und ADA-Oberflichen beobachtet. Dieses Protein
wurde im Verlauf der liblichen sauren Regeneration jedoch wieder komplett von
der Oberfliche abgeldst. Bindungskapazititen fiir die verschiedenen Im-
mobilisierungsstrategien wurden in lAbb_40] und in MVergleichend darge-
stellt.

Immobilisierungs- Max. Hybridisie- | Abnahme beim Regenerations-
Protokoll rung (Zyklus 1) Spiilvorgang Stabilitdt Hybri-
[pg/mm? / [pg/mm? / dis.-Zyklus
fmol/mm?] fmol/mm?] L4 (1...4),
*:2.3(1...3)
Standard-AHA-NHS 1050/ 147 65-80/9-11 100% (100%)
Heiz-AHA-NHS
a) 70°C 790/ 111 85-95/12-13 93% (91%)
b) 100°C 815/114 30-40/ 4-6 99% (97%)
¢) 100°C+Schmelz 1052 /148 45-50/ 6-7 98% (96%)
Schmelz-AHA-NHS 1125 /158 15-35/2-5 97% (102%)
ADA-NHS 995 /140 50-70/7-10 101% (90%)*
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AHA-DNA- 850/ 119 40-80/ 6-11 80% (65%)
DICvap/RT

AHA-EDC/DNA 237/33 80-130/11-18 98% (76%)
AMD-GA-NHS 1300/ 182 0-15/0-2 100% (100%)

Tab. 9  Vergleich verschiedener Immobilisierungsansdtze fiir DNA-Oberfld-
chen beziiglich ihrer Bindingskapazititen und Regenerationsstabili-
taten.
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Abb. 40 Maximale Oberfldchenbeladung bei wiederholter Hybridisierung und
Regeneration.

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der anderen Immobilisierungs-
protokolle mit den Ergebnissen des Protokolls fir AHA-NHS verglichen. Die
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Protokolle fiir die Oberflichen Standard-AHA, Heiz/Schmelz-AHA, ADA und
AMD-GA wurden durchgefiihrt, um einen Vergleich der verschiedenen Ansitze
in der Préparation der carboxylierten Oberfliche zu erhalten. Eine Tempera-
turerhohung wéhrend der Reaktion von AHA mit GOPTS (Heiz-AHA-Oberflé-
che) fiihrte zu keiner Verbesserung. Vielmehr wurde eine reduzierte Hybridisie-
rungskapazitit und eine verringerte Regenerationsstabilitidt beobachtet. Dieser
Effekt ist am stérksten fiir das Protokoll mit 70°C ausgepragt. Die Immobilisie-
rung reiner AHA auf eine GOPTS-Oberfldche (Schmelz-AHA-Oberflache) zeigt
eine der Standard-AHA-Oberfliche vergleichbare Hybridisierungskapazitit,
jedoch eine geringere Reproduzierbarkeit der Signalverschiebung wihrend
wiederholten Hybridisierungs- und Regenerationszyklen.

Fiir ADA ist aufgrund der lingeren Alkylkette eine dichtere bzw. geordnetere
Packung der immobilisierten Molekiile auf der Transduceroberfliche vorstell-
bar. ADA wurde als Reinsubstanz auf die Oberfliche aufgeschmolzen. Auf-
grund der geringen Loslichkeit von ADA mufte der Transducer zum Entfernen
der tiberschiissigen ADA-Kruste nach dem Aufschmelzen mit alkalischer Lo-
sung und Ultraschall behandelt werden. Die resultierenden Oberfldchen zeigten
stark hydrophobes Verhalten. Mikropipettierte Tropfen der zu immobilisieren-
den wilBrigen DNA-LOsung trockneten deshalb nicht in Form eines runden
Spots, was zu einer geringeren Homogenitdt der DNA-Schicht fiihren kann. Die
Oberflidchen zeigten eine reduzierte Bindungskapazitit, jedoch eine akzeptable
Regenerationsstabilitdt. Dieser Effekt kann mit einer Kombination aus redu-
zierter Oberflichenbelegung und geringerer Homogenitét der Oberflache erkléart
werden.

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob ein Oligomer-Transfer auf eine
aktivierte Oberflache vorteilhafter als der Transfer auf nicht-aktivierte Oberfla-
chen und gleichzeitig mittransferiertem oder nachtriglich iiber die Gasphase
zugefiihrtem Kupplungsreagenz ist. Die beiden letzteren Ansédtze hitten den
Vorteil, dal3 sie ohne die Herstellung einer aktivierten Oberfldche mit geringer
Stabilitdt auskommen. Eine Kupplung mit gasférmigem DIC bei Raumtempe-
ratur (AHA-DNA-DICvap/RT) zeigte eine relativ kleine Hybridisierungskapa-
zitdt bei gleichzeitig geringer Regenerationsstabilitit (M. Wurde die
Temperatur auf 100°C erhoht und das Reaktionsgefdll zu Beginn evakuiert, so
wurde die Bindungskapazitidt wahrend des ersten Zyklus auf 500 pg/mm? redu-
ziert. AMD-GA-Oberfldchen zeigten keine brauchbaren Ergebnisse. Durch das
gleichzeitige Aufbringen einer Losung aus DNA-Oligomer und dem Kupp-



4.3 Oberflichenmodifizierung 121

lungsreagenz EDC (AHA-EDC/DNA) wurde nur eine sehr kleine Hybridisie-
rungskapazitét, jedoch eine hohe Stabilitit gegeniiber Regenerationsbedingun-
gen erzielt.

Im Gegensatz zu den bislang beschriebenen Oberfldchen aus endstindig funk-
tionalisierten Alkylketten bietet eine mit Makromolekiilen modifizierte Ober-
fliche eine Matrix aus reaktiven Gruppen und kann somit zu einer erhohten
Bindungskapazitit fiihren. Zu diesem Zweck wurde aminofunktionalisiertes
Dextran (AMD) hergestellt, welches nach der kovalenten Anbindung an die
Oberfldche carboxyliert wurde (AMD-GA). Diese Oberflache zeigte die hochste
Hybridisierungskapazitdt (1300 pg/mm? bzw. 180 fmol/mm?) im Vergleich zu
allen anderen untersuchten Oberfldachen.

Mzeigt, daB fiir diese Oberfliche das zur Abschidtzung der Hybridisie-
rungskapazitit verwendete Routineprotokoll nicht zur vollstindigen Séttigung
aller Bindungsstellen fiihrt. Wiederholte Hybridisierung nach diesem Protokoll,
jedoch ohne den tiblichen Regenerationsschritt nach jedem Zyklus, fiihrte zu
einer Oberfléchenbeladung von tiber 1600 pg/mm? bzw. 225 fmol/mm? (m
41).
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Abb. 41 Oberflichenbelegung durch Wiederholung der Hybridisierung ohne
Regeneration.
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Die untersuchten AMD-GA-Oberflachen wiesen gleichzeitig die hochste Rege-
nerationsstabilitdt auf (A|hh 39_|Albh._40) | Eine Lagerung unter Puffer bei
Raumtemperatur fiihrte nach 50 Tagen zu einem Verslust von nur 15% der ur-
spriinglichen Bindungskapazitit, was die hohe Stabilitit dieser DNA-Oberfla-
chen unterstreicht. Zusitzlich zu einer nicht detektierbaren unspezifischen
Wechselwirkung mit DNA war auch mit Protein (OVA, 1 mg/mL) keine unspe-
zifische Wechselwirkung zu beobachten. Diese Eigenschatft ist bei der Beobach-
tung von DNA-Protein-Wechselwirkungen interessant, wie z.B. in Studien von
Transkriptionsfaktoren und anderen Regulationsproteinen.
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Abb. 42 Einfluf3 der Konzentration an DNA-Oligomeren in der Immobili-
sierungslosung auf die spezifische Hybridisierungskaparzitdt fiir Stan-
dard-AHA-NHS B und AMD-GA-NHS ®.

Der EinfluB der mikropipettierten DNA-Konzentration wurde fiir die zwei
besten Oberflachentypen getestet, ndmlich die Standard-AHA-NHS- und die
AMD-GA-NHS-Oberflache (m Es konnte gezeigt werden, dal3 eine
Erh6éhung der Konzentration auf iiber 1 mg/mL bei AMD-GA-Oberfldchen und
tiber 2 mg/mL bei AHA-Oberfldchen nicht mehr zu einer Erh6hung der maxi-
malen Bindungskapazitit beitrugen. Kleinere Konzentrationen resultierten in
einer verringerten Hybridisierungskapazitit.
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Zum Vergleich wurde auf beiden Oberflichentypen auch noch eine Immobili-
sierung ,,von Hand* durchgefiihrt, wobei eine vergleichsweise grole Menge an
DNA-L6sung (und somit auch an Wasser) auf die Aktivesteroberfldche pipet-
tiert wurde. Es wurden 1.5 pL einer Losung von 100 mg/mL DNA-Oligomer in
Wasser auf der aktivierten Transduceroberfliche im Sandwich-Verfahren 1 h
lang in einer Feuchtekammer inkubiert. Konzentrationen zwischen 100 und
300 mg/mL werden héufig zur kovalenten Oberflichenmodifizierung verwen-
det. Obwohl die DNA-Konzentration 50 bis 100-fach erhoht war, konnte keine
Verbesserung von Hybridisierungskapazitit oder Regenerationsstabilitidt beob-
achtet werden.

Die ortsaufgeloste Immobilisierung vorbereiteter DNA-Sequenzen auf einer
Oberfliche ist in einer Reihe von Publikationen der letzten Jahre thematisiert.
Beispielhaft wurden in Mdnige dieser Publikationen vergleichend zusam-
mengefalit. Die spezifischen Bindungskapazititen reichen von 15 bis
100 fmol/mm?. In dieser Arbeit wurden Bindungskapazititen von 150 fmol/mm?
fir AHA-Oberflichen und tiber 220 fmol fir AMD-GA-Oberflichen
beobachtet, also bedeutend mehr als in der zitierten Literatur.

Lit. Verfiig- | Hybridis.- Bindungssystem / Details

barkeit | Kapazitit

fiir [fmol/mm
Hybridis. 2]

[Guol994] ] 20% 45 aminoterminierte DNA mit Aminosilan und
Phenylendiisothiocyanat auf Glasoberfla-
chen; DNA-Verbrauch von 10000 ng/mm?

[Chrisey 9.3% 15 DNA mit Thiolgruppen mittels bifunktio-
19964a] nellem Crosslinker auf mit Aminosilan
modifiziertem Quarz

[O’Donnel | 40% 100 vergleichbar zu [Chrisey1996a]
1997]
[Caruso 70 biotinylierte DNA aufgebracht auf einen
1997¢] kovalent angebundenen Avidin-Film

Tab. 10 Vergleich verschiedener veroffentlichter DNA-Immobilisierungs-
Strategien iiber die erzielten Hybridisierungskapazititen (angegeben
oder umgerechnet in fmol/mm?).
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4.3.7 DNA-Oligomere als Hilfsligandensystem

DNA-Oligomer-Spots eignen sich beispielsweise auch als spezifische Anker fiir
zu immobilisierende Liganden. Fiir den Einsatz in der heterogenen Immunana-
lytik mit parallelen Systemen (z.B. TIRF [Brecht1998a]) miiite die DNA-
Oberfliche mit Antigen-DNA-Konjugat hybridisieren. DNA wire in diesem
Fall ein Hilfsligandensystem [Brecht1998c]. Da jedes DNA-Oligomer nur an
seinen Komplementirstrang auf der Oberfldche bindet, kann durch den Einsatz
verschiedener Antigen-DNA-Konjugate eine ortsaufgeloste Immobilisierung
verschiedener Antigene auf einem entsprechend strukturierten DNA-Spot-
Raster in einem Schritt erfolgen. Nach einem Immunoassay und anschlieBender
Regeneration der DNA-DNA-Bindung steht die Oberfliche ohne Ausbau aus
der MeBzelle fiir einen neuen Zyklus oder eine neue Antigen-Strukturierung zur
Verfiigung. Die vorbereiteten DNA-Oberfldchen sind bequem lagerfdhig. Durch
die Mehrfachverwendung von Transducern steigt sowohl die Rentabilitdt, wie
auch die Qualitit der erhaltenen Daten. Wichtig sind die absolute Regenerier-
barkeit und die Vermeidung unspezifischer Wechselwirkung. Konkret wurde
ein System untersucht, welches auf dem zuvor vorgestellten DNA-modifizierten
AMD-GA-NHS-Oberflachentyp besteht (|
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Abb. 43 DNA als Hilfsligand fiir einen heterogenen Immunoassay bei Verwen-
dung einer mikrodosierten AMD-GA-DNA-Oberfliche. Bestimmung

der Schichtdickendnderungen mit RIfS.

Legende zu den Nummern in [Abh. 43]
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N LR W

=

9.

Hybridisierungen mit komplementdrem Oligomer und jeweilige Regenera-
tion mit HCI, pH 2.

Unspezifische WW (DNA-Oligomer, 10 pg/mL).
wie 1., aber nach 20 h.

Unspezifische WW (OVA, 1 mg/mL).
Unspezifische WW (IgG Schaf, 100 pg/mL).

Markiertes Antikorperkonjugat (Cy5-ATR-PAK, 10 ug/mL mit OVA,
200 pg/mL).

Hybridisierung mit DNA-Antigen-Derivat (ACA-Oligo, 10 pg/mL).

wie 6., diesmal anschlieBend aber mit Regeneration: Harnstoff/Guanidin-
Losung (je 6M, pH 2, kein Balken).

nochmal Regeneration.

10. -13. wie 6.-9.
14. wie 1., nach 40 h.

Eine vollstindige Regeneration des Hilfsligandensystems nach spezifischer

Anbindung des Antikorpers war durch drei- bis viermaliges Regenerieren mit

einer Losung von 6M Guanidin/6M Harnstoff/pH 2 moglich. Eine (spezifische)

Antikorper-Bindung nach einer solchen Regeneration war praktisch nicht detek-

tierbar. Im zweiten Zyklus wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt, jedoch mit

einer spezifischen Antikorper-Bindung von 90% des ersten Durchlaufs. Ver-

gleichbare Versuche mit den AHA-DNA-Oberfldchen schlugen aufgrund man-

gelhafter Regenerierbarkeit fehl. Die grundlegenden Kriterien fiir den Einsatz
der AMD-GA-DNA-Oberflichen fiir ein Hilfsligandensystem sind gut erfiillt.
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4.4 Phasenseparations-Fluoreszenz-lmmunoassay
(PSFIA)

4.4.1 Allgemeines

Beim PSFIA handelt es sich um einen neu entwickelten und damit hier erstmals
vorgestellten heterogenen Immunoassay.

Der Assays gliedert sich in drei Schritte (Im:

1. ,,Coaten: Belegen der Wandflichen einer Kavitit mit Analytderivat
(Antigen, AG,)).

2. ,Inkubation®: Zugabe von markiertem Antikorper und Probe (Analyt bzw.
Antigen) in die Kavitét.

3. Phasenseparation: Detektion der fliissigen Phase nach deren Transfer in

eine unbeschichtete Kavitit oder durch ,,Ausblenden* von wandgebundenem
AK.

Das heterogene Assayformat erlaubt es, lagerfahige Probentrdager vorzubereiten
(Schritt 1, Coaten). Fiir den Assay ist dann nur noch die Zugabe von Probe und
AK notwendig. Nach einer theoretischen Abschidtzung des Potentials eines
solchen Assays (Kap @ wurde dieser zunidchst im MTP-Malstab (Kap.m
und realisiert und anschlieBend in den NTP-Mafistab transferiert
(Kap.m. Die Optimierung des Coatens ist vor allem Gegenstand der Versu-
che im MTP-Mafistabs. Im NTP-Mafistab sind die Inkubation und Phasensepa-
ration kritische Schritte und mufiten entsprechend modifiziert werden.
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1 ) MTP- Immob. v.
Kavitit Analytderivat
(4G, z.B.

ACA-BSA)

2) Zugabe von mark. Antikorper Zugabe von mark. Antikorper (4K,)
ohne Analyt mit viel Analyt (4G, z.B. Atrazin)

‘L Phasenseparation l'
3) z.B. durch Transfer der Losung
in andere MTP,

Messung der Fluoreszenz 3%

Abb. 44 PSFIA in der MTP: Schema.
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4.4.2 Theoretisches Signal

Fiir das Verstindnis des Assays wurde ein mathematisches Modell entwickelt.
Der eingesetzte monovalente Antikérper konkurriert sowohl mit dem Analyt,
als auch mit dem immobilisierten Antigen-Derivat in einer Gleichgewichtsre-
aktion. Die beiden Teilgleichgewichte und deren Massenwirkungsgesetze

lauten:
c
AG, + 4K, ,——>AGAK,, bzw. K, = —0L (32)
— CuGof ~CAK vol
_ CAGAK ol
und AGVOI + AKVOZ %AGAKVOI bZW. Khom —_— . (33)
<~ CAG,vol ) CAK,vol

Dabei steht 4G, fiir das immobilisierte Antigen, AG,,, fiir den Analyt, AK,,; fir
freien Antikorper, AGAK,,; fiir gelosten Komplex und AGAK,, fiir spezifisch
wandgebundenen Komplex. Kj., bzw. K}, sind die Gleichgewichtskonstanten,
CaG,ofs CaGvor UNA Cyx o1 die Gleichgewichtskonzentrationen. Zudem gelten die
Stoftbilanzen fiir die eingesetzte AK-Konzentration c4k 9, die eingesetzte Ana-
lytkonzentration (,,Probe*) c4c.00 Und die Konzentration an immobilisiertem
Analytderivat (,,Tracer) zum Zeitpunkt Null (c4g,o10):

Cak,0 = Cak ol T CaGaK ol T CuGAK of (34)
CuGrol,0 = CuGvol T CaGaK vol - (35)
und CuGof 0 = CuG.of T CaGAK of (36)

Die Auflosung dieses Gleichungssystems (Gl. 32-36) nach der Konzentration
von Antigen-Antikorper-Komplex an der Oberfldche (x = c4cak o) filihrte tiber
eine Gleichung dritten Grades:

3 2
X [KhomKhet - KhetJ
+x K+ K K - o F Ky + K2 (o0 +2 )
X hom hom®> et \C 4G 01,0 ~ C4G0f,0 ~ C4K 0 het het \CAK,0 T 4C 4G 0f 0 (37)
2 2
+ X[KhomKhet (CAG,of,OCAK,O ~C 46,01 ,0€ 4G vol,0 )_ KhetcAG,of,O — Kt (ZCAG,of,OcAK,O +CYG.or 0 )]

2 2 _
+ KiioiCax 0CaGor0 = 0
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Fiir den Fall, daB3 die beiden Gleichgewichtskonstanten K., und K, gleich sind
ergab sich eine einfache Losung, wobei nur die negative Wurzel sinnvolle
Ergebnisse liefert:

_ KcAG,nf,O (KCAG,nf,O + K¢y 010+ K g o + 1)
2K*. (CAG,of,O + cAG,vul,O) . (38)

2 4
\/ [KCAG,of,O (KCAG,of,O + K6 010t K yg o+ 1)] +4K (CAG,of,O €46 .v01,0 )CAG,nf,OCAK,o

2K*- (CAG,of,o + cAG,val,O)

+

Ansonsten kann eine Losung liber die Cardanischen Formeln erreicht werden.
Man erhélt mehrere Losungen (Fallunterscheidung), wobei jede einzelne weit-
aus komplexer als Gl. 38 ist. Auf eine Darstellung dieser Losungen soll hier aus
Griinden der Anschaulichkeit verzichtet werden.

Das Fluoreszenzsignal im Gleichgewicht ist proportional zur Antikdrperkon-
zentration im Volumen und damit nach GlI. 34:

Signal ~ (x—c, ). (39)

Anhand dieser theoretischen Signalfunktion und ihrer Graphen kénnen Grenzen
und Optimierung eines Assays anschaulich erliutert werden. Ubliche Werte fiir
Antikorperaffinititen liegen etwa zwischen 10° und 10"’ L/mol. Fiir die Simula-
tionen wurden, sofern nicht anders angegeben, folgende praxisnahe Grund-
Parameter verwendet:

Kjom [L/mol] Kjer [L/mol] c4k.0 [mol/L] C4G,or0 [MOl/L] Analyt [g/mol]

10° 10° 107 107 220

Diese Parameter liegen in der GroBenordnung, wie sie auch in dieser Arbeit
zum Tragen kamen (Kap.El S.@). Die heterogene Affinitdt K., hangt von
verschiedenen Parametern ab, wie z.B. der Zugénglichkeit des immobilisierten
Antigens oder der Affinitdtsdnderung durch Anbindung an einen hochmolekula-
ren Trager. Die Simulation zeigt, dal3

= eine kleinere Coating-Konzentration c4g .0 Weitgehend denselben Effekt

wie eine entsprechend kleinere Affinitit K., zum Antikorper hat.

Das Verhéltnis von immobilisiertem Antigen zu eingesetztem Antikorper ist
eine wichtige Kenngrof3e fiir den Assay und wird im folgenden mit CE (coating
excess) bezeichnet. Um dieses Verhéltnis unabhingig von K}, zu machen (s.0.),
wird zusitzlich noch eine normiertes Verhiltnis eingefiihrt:
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CE

CuGo 'Khe Ke
eﬁ:M:CE' het (40)

CAK’O'K K

hom hom

Bei den Auswertungen der theoretischen Signalfunktion erwies sich dieser Wert
als besonders aussagekréftig zur Ermittlung einer optimalen Beschichtung mit
Antigen-Derivat. Bei den nachfolgenden Simulationen wurde der Einfachkeit
halber

Kot = Ko gesetzt.

Sollte beispielsweise Kj,, kleiner K, sein, so 146t sich dies durch eine Erho-
hung von c4gz0 kompensieren (s.o.). Eine zentrale Frage bei der Optimierung
eines Immunoassays ist:

Wie lifst sich ein Assay optimieren, um den Testmittelpunkt in einen

bestimmten (meist kleinstméglichen) Bereich zu bringen?

Die Nachweisgrenze des Fluoreszenz-Detektionssystems liefert eine untere
Grenze fiir den Assay. In den nachfolgenden Simulationen wurde daher exem-
plarisch als AK-Konzentration ¢4« = 10" mol/L angenommen (m

Welchen Einfluf3 hat nun die Oberflichenmodifikation mit Antigen?
Mveranschaulicht, wie eine

= hohere effektive Coating-Konzentration (CE,; = 10) proportional zu hohe-
ren Testmittelpunkten fithrt. Ein Assay mit einer Anzahl verschieden ef-
fektiver Oberflichen wiirde demnach beliebig hohe Analytkonzentration
nachweisen konnen.

= Fir niedrige Coating-Konzentrationen (um 1/K, also CE.;= 1) verschlech-
tert sich die Signaldynamik drastisch — bei gleichzeitig nur geringfiigiger
Verbesserung des TMP.

= Die Arbeitsbereiche™ sind weitgehend konstant. (1.7 bei niedriger bis
1.9 GroBenordnungen bei hoher Coating-Konzentration).

*2 definiert als Analytkonzentrationen zwischen 10 und 90% Signal im Assay, s. Grundlagen.
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Abb. 45 Variation der effektiven Coating-Konzentration.

Mbis Mverdeutlichen diese Sachverhalte anschaulich. Die dick
gezeichnete Linie in M entspricht den Testmittelpunkten aus M
Zusitzlich wurde noch die AK-Konzentration (c4k ) variiert. Der TMP &ndert
sich bei niedrigen Konzentrationen kaum noch:

= Die unterste Grenze fiir den TMP 148t sich bereits mit ¢ - K, =0.1

hom

erreichen (0.23 pg/L). Kleinere AK-Konzentrationen bringen keinen signi-
fikanten Gewinn.

= Es gibt fiir jede AK-Konzentration eine Art minimale (bzw. optimale)
Coating-Konzentration CE,,,,, unterhalb derer sich der TMP nur noch re-

lativ geringfiigig dndert. Sie entsprechen in etwa den eingekreisten Punk-

1
ten O. Dieses Wert liegt bei CE Eprop = ————— fir c k0 < UKpom,

C4K,0 Kom
(also CEgp0p 2 1). Bet AK-Konzentration gro3er 1/Kj,, sollte das effektive
Coating 1:1 (immob. Antigen : Antikorper) als unterstes Limit nicht weiter
unterschreiten. Niedrigere Coating-Konzentrationen bewirken in diesem
Fall eine leichte Erhéhung und anschlieBender Konstanz des TMP, sowie
eine Reduzierung des Arbeitsbereiches.
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Anschaulich gesprochen: Steht nur halb soviel immobilisiertes Antigen wie
Antikorper (bei gleichen Affinitdten) zur Verfiigung, so kann auch maximal die
Halfte der Antikdrper an die Oberfliche binden, d.h. die verbleibenden Anti-
korper sorgen fiir ein Nullsignal >c4x /2. Damit verschlechtern sich die Dyna-
mik und der Testmittelpunkt.

] 4
10° - /

] 10
10° //

? o v !
= 100 s yd
= f 0.1

—~ ] 4
100 / / /
: ’ . 0.01
10_% v v ///CAK,0 .Khom

e oy
] 2
T

[ng/L]

] 2 | —
01 LR rorrTTm LRI LELELLRRLL LELELLRRLL LR LR rorrTTTT
103 001 0.1 1 10 100 1000 10* 109
CE,,
Kjom [L/mol] Kjer [L/mol] c4k.0 [mol/L] C4G,of0 [MOl/L] Analyt [g/mol]
10° 10° 10,107 10,107 220

Abb. 46  Testmittelpunkte als Funktion der Coating-Konzentration (x-Achse)
und der Antikorperkonzentration (Kurven).

Um die giinstigste Kombination aus Coating und AK-Konzentration auszu-
wihlen (O), lohnt sich ein Blick auf die Dynamik des Assays (
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Abb. 47  Betrachtung der relativen (auf maximales Signal normierten) Dyna-
mik der Assays von Ubb. 46| Eine Dynamik von 100% bedeutet, dafs
das minimale Signal Null (,,keine Fluoreszenz*) sein mufs. O sind

wieder CE ., aus 4bb. 46.

= Die relative Dynamik liegt fiir CE ;= B unter 50%, d.h. das
Cak,0 Bhom

Nullsignal liegt unter 50% des maximalen Signals. Bei einer 10-fach

hoheren Coating-Konzentration liegt die Dynamik bereits bei etwa 90%,

fir CE = 0.1-; sind nur 10% Dynamik oder weniger zu
C4k,0 “Kyom

verzeichnen.

Entscheidend ist jedoch das absolute Mefssignal bzw. die absolute Dynamik.

Diese ist in Maufgetragen. Sollte beispielsweise das Detektionssystem
nur AK-Konzentrationen (entsprechend hoch mit Fluoreszenzfarbstoff markiert)
von >0.1 nmol/L nachweisen konnen, so muB} fiir den Assay eine hohere AK-
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Konzentration mit entsprechend hoherem Signal (Dynamik) gewéhlt werden.
Fiir sehr kleine AK-Konzentrationen erniedrigt sich mit ihr die Dynamik (O)
immer noch weitgehend proportional — im Gegensatz zum TMP (

100 /@~/0 — & 100
:‘ ]
= 10+ . v v v v 10
o E
S : / v/@/
N 1 —§ . A A A A 1
= . /
~ 0.1 /@/— -~ o 8 0]
I R
g 0.01—; N ° n m 0.01
Q- 103 § ./ [ | C 'Kh
©n 3 AK,0 om
O |
[a] ]
10* ./ / '/
105 4 .
0 _ . /
T T T T T LR | T T T T T T T T T T rorTTTTT
103 0.01 0.1 1 10 100 1000 10*  10°
CE,,
Kjom [L/mol] Kjer [L/mol] c4k.0 [mol/L] C4G,of0 [MOl/L] Analyt [g/mol]
10° 10° 10,107 10,107 220

Abb. 48 Betrachtung der absoluten Dynamik (Differenz zwischen maximalem
und minimalem Signal) der Assays von Ubb. 46 O sind wieder
CE oy ope aus 4bb. 46.

Mlzeigt den Signalverlauf, [Abb. 50/ den TMP, die absolute Dynamik und
den Arbeitsbereich fiir verschiedene AK-Konzentrationen auf einer Antigen-
Oberfldche mit ¢ = 1/K,,, verfligbarem Antigen. Daraus 146t sich ersehen:

= Der TMP erniedrigt sich fiir eine AK-Konzentration kleiner 1/Kj,, kaum
noch.

= Die absolute Dynamik erhoht sich bei einer AK-Konzentration grofer
1/K}om kaum noch. Gleichzeitig nimmt hier der Arbeitsbereich von 1.9 zu
1.1 GroBBenordnungen ab (steilerer Signalverlauf, s. m




4.4 Phasenseparations-Fluoreszenz-Immunoassay (PSFIA) 135
g 100
E —
=
= 80
A -
=X
_ 60
<
S -
.20
@ 407
S -
20
0
LAY | MR | LAY | AL | vorrrn LAY | LAY |
1E-3 0.01 0.1 1 10 100 1000 107
cAG,vol,() [“g/L]
Kjom [L/mol] Kjer [L/mol] c4x.0 [mol/L] C4G,of0 [MOl/L] Analyt [g/mol]
10’ 10’ 10""..10”7 107 220
Abb. 49 Normierter Signalverlauf fiir verschiedene AK-Konzentrationen.
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Abb. 50 Testmittelpunkte und Signaldynamiken fiir 4bb. 49
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Abb. 51 Eine Verbesserung der Antikorperaffinitdt verschiebt den TMP pro-
portional (bei relativ angepafiten Konzentrationen). Die absolute Dy-
namik verringert sich dabei (mit c 4k o) jedoch antiproportional.

=  Mit der Affinitdit eines Antikorpers ldaft sich der TMP praktisch beliebig
verschieben (m. Durch die notwendige Verringerung der AK-Kon-
zentration (sowie der Coating-Konzentration) werden aber entsprechend
auch die Anforderungen an die Detektion hiher.

Fir die gewihlten Parameter (Kjom = Kner = 1/cax 0= 1/ca6,o10) umfalt der Ar-
beitsbereich konstant 1.8 Gré3enordnungen an Analytkonzentration.

In [Abh_52]wird dem Fall Rechnung getragen, dal3 die Nachweisgrenze von der
Detektionseinheit limitiert wird. Deshalb wurde die (signaltragende) AK-Kon-
zentration konstant gehalten und exemplarisch auf 10" mol/L festgesetzt. Das
effektive Coating CE,; wurde hier durchweg gleich 1 gewéhlt, d.h. die Coating-
Konzentration ¢ o0 = 10" mol/L. Man erkennt

= fiir eine Affinitit kleiner 1/c,x (10’ L/mol) eine relativ geringe Verschie-
bung des TMP um maximal 2 GroBenordnung. Hoher affine AK als
100-1/c4x 0 (>10"" L/mol) bringen bei diesen AK-Konzentrationen nur noch
marginalen Gewinn in TMP und Dynamik.
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Abb_ 53] zeigt den Effekt der Coating-Konzentration bei verschiedenen AK-
Affinitdten und konstantem c,x, (entsprechend @ Beziiglich des TMP
1aBt sich feststellen, daf3

= ab einer Affinitit von 10-1/c,, (hier 10'° L/mol) fiir keine Coating-Kon-
zentration eine signifikante Verbesserung erreichbar ist, bzw. dafl auch
schon ab 1/c,x o (10° L/mol) nur noch wenig Verbesserung (-0.2 pg/L) zu
verzeichnen ist (@).

= Als Coating-Konzentration ist CE.;2>1 (bis 10) besonders giinstig. Eine
GroBenordnung kleiner bringt praktisch nichts fiir den TMP, aber eine
deutlich schlechtere Dynamik (m]B). Hohere Coating-Konzentratio-
nen bringen bei K = 1/c4¢ 9 noch einen deutlichen Gewinn in der Dynamik.

= Der Arbeitsbereiche ist quasi stabil bei 1.9 Groenordnungen, sofern die
Coating-Konzentration CE,;> 1 ist. Darunter sinkt der Arbeitsbereich sehr
schnell vor allem fir hochaffine AK auf 1.1 Gréenordnungen ab (M
53C). Dieser sehr steile Verlauf fithrt auch zu dem geringfiigigen Anstieg
des TMP fiir hochaffine AK und CE.;< 1 (@).
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Abb. 52 Verschiedene Antikérperaffinitdiiten bei konstantem c i .
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Kjom [L/mol] Kjer [L/mol] c4k.0 [mol/L] C4G,of0 [MOl/L] Analyt [g/mol]

107..10" = Kiom 107 101°..107 220

Abb. 53 Verschiedene Antikorperaffinititen bei konstantem c,x o und verschie-
denen Coating-Konzentrationen.

Diese theoretische Betrachtung 148t sich auch auf die homogene Variante des
PSFIA, den Fluoreszenzbasierten Resonanten Energie-Transfer (FRET)
[Schobel1999q,b], [Brecht19985] iibertragen. Die Fluoreszenz des markierten
AK wird ebenfalls beim Binden an den das Analyt-Derivat (entspricht AG,)
gequencht, welches sich hier jedoch in Losung befindet.

4.4.3 PSFIA in der MTP

Nach den einfiihrenden Erlduterungen in Kap.m wurde in einer ersten prakti-
schen Umsetzung das Potential des Assays im MTP-Format untersucht. Wie aus
Kap.m hervorgeht, ist die vorbereitende Belegung (,,Coating*) der MTP mit
Antigen (Analytderivat bzw. Tracer) ein wesentlicher Schritt.

Antigen-Derivat

Aus Griinden der vereinfachenden einheitlichen Handhabung (z.B. Vermeidung
von Loslichkeitsproblemen) wurde das Analytderivat kovalent an ein Tréiger-
protein (BSA) gekoppelt. Dieses Konjugat kann in groBerem Mafstab herge-
stellt werden und dient fortan zum Coaten der Wandfliche des Probenvolu-
mens. Ein Verhiltnis Antigen:BSA = 6:1 kdme einem Antigen in jeder Raum-
richtung gleich. Nach dem coaten wiirde davon noch etwa eines in Richtung
Probenvolumen {ibrigbleiben. Sinnvolle Verhiltnisse liegen daher etwa in
einem Bereich von etwa (6£5):1. Fiir einen Atrazin-Assay wurde ein Konjugat
mit Atrazincapronsdure (ACA) hergestellt (Kap.ELl S.@. Die Charakte-
risierung erfolgte mit UV-Vis-Spektroskopie, wobei die unterschiedlichen
Extinktionsmaxima fiir eine Anndherung der quantitativen Verhéltnisse genutzt
wurden. Die Genauigkeit dieser Methode ist in I@exemplarisch darge-
stellt. Das in dieser Arbeit verwendete ACA-BSA-Konjugat hatte demnach ein
Verhiltnis ACA:BSA = 3.54:1. Dieser Wert dient jedoch nur dem Vergleich zu
weiteren Chargen des gleichen Konjugates, da mit dieser Methode iiber die
effektive Verfiigbarkeit des Antigens und Effekte wie der Maximum-Verschie-
bung durch Konjugation keine Aussage getroffen wird. Entsprechende Untersu-
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chungen der spezifischen Bindungssteigung mit RIfS zeigten eine Verfiigbar-
keit von 25% (bis 10% fiir andere Antigen-BSA-Konjugate) des spektrosko-
pisch ermittelten Wertes.

30 @
20

gemessen
simuliert fiir ACA:BSA =3.54

Extinktion

1.0

00

250 300 350 400
Wellenldnge [nm]

Abb. 54 Charakterisierung eines Analytderivat-Protein-Konjugats mit UV-
Vis-Spektroskopie.

Vorbehandlung der MTP

Nach dem Coaten der MTP mit ACA-BSA-Konjugat wurden unspezifische
Bindungsplitze mit hoher Konzentration an BSA belegt (Kap.m, S.El).
Durch eine nachfolgende Quervernetzung wurden deutlich kleinere Nullwerte
beobachtet, d.h. ein nachtrigliches Losen eines ACA-AK-Komplexes von der
Wand wurde unterdriickt. Ein weiteres Blocken nach der Quervernetzung wirkte
sich positiv auf die Standardabweichung aus. Auf die Verwendung eines Deter-
genzes (Tween) wurde verzichtet, da eine ungiinstige Auswirkung auf die Kali-
brierkurve und die Standardabweichung beobachtet wurde.

Messungen im MTP-Format

Nach der Inkubationsphase (mit Analyt und markiertem AK) wurde die fliissige
Phase separiert, indem je Kavitit ein definiertes Volumen in eine gereinigte
Fluoreszenzkiivette oder eine unbehandelte weile MTP transferiert wurde. Die
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Kiivettenmessungen mit dem Fluoreszenzspektrometer LS50B (Perkin Elmer)
zeichneten sich durch hohen Aufwand (Einzelmessungen), aber hervorragende
Standardabweichungen aus. Fluoreszenzmessungen mit dem MTP-Leser
LSR200 (Perkin Elmer) sind hingegen mit einem sehr geringen Aufwand ver-
bunden, werden aber mit hoheren Standardabweichungen und hohem Photo-
bleaching erkauft (>15% in 10 s, Zweitmessung nicht moglich).

MZeigt jeweils drei Atrazin-Kalibrierkurven mit unterschiedlichen Coa-
ting-Konzentrationen an ACA-BSA-Konjugat bei zwei Konzentrationen (A)
und (B) des mittelaffinen polyklonalen ATR-PAK. Durch den Transfer von
Inkubations-MTP in die Kiivette und der Messung im LS50B konnten niedrige
Standardabweichungen mit Werten von etwa 0.5% erreicht werden. Die maxi-
male Fluoreszenz wurde fiir ein Coating ohne ACA (nur BSA) erzielt
(,,10° ug/L Atrazin®) und ist bei allen Kalibrierkurven gleich. Die Coating-
Konzentration, ausgedriickt als Verhiltnis von ACA-Molekiilen an der Wand
zur gesamten AK-Anzahl (10:1 bis 50:1) stellt nur einen theoretischen Wert dar,
der auf spektroskopischen Daten ( und vollstindiger Adsorption be-
ruht. Die verfiigbare Anzahl an ACA-Molekiilen liegt vermutlich um mindes-
tens eine Groflenordnung kleiner. Der effektive CE-Wert CE,;y kann zudem nach
Gl. 40 auch durch eine kleinere Gleichgewichtskonstante des heterogenen
Gleichgewichts Kj., erniedrigt werden. Die Nullwerte Kalibrierkurven sind
offensichtlich auch bei 40% vom Maximalwert fiir die Kurven mit hoher Dy-
namik (hoher CE-Wert) noch nicht an einem Minimum angekommen, wie dies
fir CE.;> 10 ( zu erwarten wire. Die TMPs steigen in m
Rahmen der MeB3genauigkeit gleichmafig mit dem CE-Wert an und lauft damit
dem Empfindlichkeitsgewinn durch die hohere Dynamik entgegen. Der Ar-
beitsbereich des Assays umfaflt etwa 4 Groenordnungen und liegt damit deut-
lich {iber der Simulation mit maximal 2 Groenordnungen, was auf die typische
Eigenschaft eines polyklonalen AK zuriickzufiihren ist.
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TMP [pg/L] | 2.75+0.91 | 5.61+1.23 | 17.57+2.57 | 5.03+2.01 | 9.84::1.87 | 16.60+3.74

s [cts*L/ug] | 0.50+£0.07 | 0.52+0.05 | 0.52+0.03 | 0.5440.10 | 0.56+0.05 | 0.48+0.05

Arbeitsbereich | 0.03...223 | 0.08...384 | 0.26...1202 | 0.09...294 | 0.19...498 | 0.17...1615
[ng/L]

Abb. 55 Kalibrierung von Atrazin mit ACA-BSA und ATR-PAK (mit LS50B)
und die Anpassung mit der Logistischen Funktion (Gl. 6). Der Wert
fiir ein Coating ohne ACA wurde bei 10° ug/L Atrazin zugeordnet.

Die Verwendung von monoklonalem Antikorper (K4e7, @ bringt Ar-
beitsbereiche entsprechend der Simulation (<2 GroéBenordnungen). In dieser
Kombination mit immobilisiertem DESACA liegt K}, (mit Atrazin) bei 1.2 107
L/mol, K}, aber deutlich kleiner. Durch die hohere Affinitit sind bei gleichblei-
bender AK-Konzentration im Einklang mit der Simulation hohere Coating-
Konzentrationen (CE-Werte) notwendig (Kap.4|4_2,_|S.1b_8_’d. Im Verlauf der
Antikorperherstellung (z.B. auch beim Markieren) ist es mdglich, dal ein Teil
der AK aufgrund struktureller Anderungen im Bereich der Bindungstasche
keine Aktivitit mehr zeigt. Die eigentliche AK-Konzentration ist dann ernied-
rigt und das Nullsignal erhoht. Unter Betrachtung von |Abb. 46l bis [Abh. 48]
wiirde dies die hohen Nullwerte bei nur sehr kleiner Verschiebung des TMP mit
steigendem CE-Wert erkldren. Bedingt durch die hohere Affinitdt des AK liegt
der TMP jedoch vergleichsweise niedrig. Die Standardabweichung in

bei Verwendung des MTP-Fluoreszenzlesers LSR200 liegen im Bereich zwi-
schen 0.5 und 1.5%.
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Abb. 56 Kalibrierung von Atrazin mit monoklonalem Antikérper (ATR-
MAKg4e7) und DESACA-BSA (mit LSR200) und die Anpassung mit der

Logistischen Funktion

(Gl. 6).
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Abb. 57 Vergleich der Kalibrierung von Atrazin mit DESACA und ATR-
MAKg 407 (Abb. 56| CE = 300) mit FRET (gepunktete Linie).

Ein Vergleich der Kalibrierkurven mit der homogenen Variante FRET
[Schobel19995] m zeigt eine hervorragende Ubereinstimmung des
Kurvenverlaufs.
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4.4.4 PSFIA in der NTP: Strategie und Quenchen an Ober-
flaichen

Wurde bei den Versuchen in der MTP die fliissige Phase zur Messung noch
transferiert, so ist dies bei Benutzung von NTPs wegen der kleinen Volumina
(ca. 50 nL) nicht mehr praktikabel. AuBlerdem sollte der Assay aufgrund des
Verschleppungsrisikos zwischen den Kavititen keine Spiilschritte mehr enthal-
ten. Die Diskriminierung zwischen Antikdrper an der Oberfldche und im Volu-
men mul} deshalb in der Kavitét selbst erfolgen. Zwei mogliche Ansétze bieten
sich hierfiir an:

1. Ortsaufgeloste Detektion (beispielsweise mit einem scannenden Laser-
strahl). Innerhalb der Kavitidt wird ein Bereich mit hohem Volumen- und
kleinem Oberflichenanteil gemessen, wie z.B. die mittige Fliissigkeitssdule
einer Kavitidt. Die Form der Kavitdt (senkrechte oder schrige Wandung)
spielt dabei keine entscheidende Rolle. Die Dynamik der MeBwerte kann
durch Beriicksichtigung von Stellen mit hohem Oberflachenanteil erhoht
werden.

2. Quenchende Oberflichen. Dabei kann der wandgebundene Anteil an fluo-
reszenzmarkiertem Antikorper quasi ausgeblendet werden. Als Quencher
bieten sich Metallfilme wie z.B. Gold, aber auch Graphit, Ubergangsmetall-
komplexe oder quenchende Farbstoffe an [Chance1978, 1975]. Aufgrund der
kurzen Reichweite von Quenchern in der Groenordnung von 100 nm kann
das Mefsignal der gelosten Anteile hingegen voll erfalit werden.

Durch ein Kombinieren beider Ansétze ist eine weitere Effektivititssteigerung
zu erwarten. Die Effekte sind in m am Beispiel einer pyramiden-
stumpfformigen Kavitit veranschaulicht. Mit Methode 1 (Ortsauflésung) mo-
duliert die mittlere Fluoreszenzintensitdt je nach Analyt-Gehalt zwischen 100
und 200% der Gesamtfluoreszenz. Durch Methode 2 (Quenchen) kann die
minimale Fluoreszenz im Idealfall auf Null abgesenkt werden. Beide Methoden
lassen sich sowohl eigenstindig, als auch in Kombination verwenden.
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Abb. 58 PSFIA in der NTP: Strategie der Abtrennung des Fluoreszenzsignals
wandgebundener Anteile vom Volumen iiber Detektion in der Kavi-
tdatsmitte und/oder tiber Quenchen wandgebundener Anteile.
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Quenchen an Oberfldchen

Fiir ebene Graphitoberflichen und einem Einstrahlwinkel von 30° (Kap.m
S.@ wurde eine Verstirkung der Volumenfluoreszenz auf 300% A)
und ein Quenchen der spezifisch an die Oberfliche gebundenen CyS-markierten
Antikorper auf 50% (MB) beobachtet. Nebenbei ist eine Verschiebung
des Fluoreszenzmaximums von 667 nm im Volumen zu 670 nm an der Oberfla-
che zu verzeichnen.
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Abb. 59 Verhalten von Graphitoberflichen beziiglich der detektierten Fluo-
reszenzintensitdt von Cy5 im Volumen (A) und an der Oberfldiche (B).

Entsprechende Versuche mit ebenen Goldoberflichen ergaben keine Verstir-
kung des Fluoreszenzsignals im Volumen (MA), aber ein Quenching auf
30% an der Oberfliache (MB).

A)

Z

16000 7 2507

200
120007
1507

8000 100

wn
(=]
|

4000 7

korr. Fluoreszenzintensitét [cts]

(=
1

korr. Fluoreszenzintensitét [cts]

Y
i
!

0 T T T 1 T T T T
680 720 760 800 660 680 700 720

Fluoreszenzwellenlange [nm] Fluoreszenzwellenlinge [nm]

Abb. 60 Verhalten von Goldoberflichen beziiglich der detektierten Fluo-
reszenzintensitdt von Cy5 im Volumen (4A) und an der Oberfliche (B).
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, da3 aufgrund dieser Vorversuche
sowohl Graphit-, als auch Gold-Oberflichen gute Quenching-Eigenschaften
haben. Graphit zeigt zudem noch hohe Verstirkung des Signals der Volumen-
fluoreszenz. Auf den Einsatz von Graphit fiir NTPs wurde jedoch vorerst zu-
gunsten von Gold verzichtet, da Goldoberflichen gut etabliert sind und be-
kanntermaflen giinstige Eigenschaften beziiglich Oberflichenmodifikation und
mechanischer Stabilitdt haben. Fiir weitere Versuche sind jedoch Graphit-be-
schichtete NTPs von hohem Interesse.

Messungen in der NTP

Nach Vorversuchen in NTPs aus Silizium wurde schlielich auf die dann ver-
fiigbaren NTPs aus ABS zuriickgegriffen, in welchen die hier vorgestellten
Kalibrierkurven aufgenommen wurden. Dazu wurden die vorgereinigten NTPs
zunédchst mit ca. 100 nm Gold als Quencher bedampft und mit PEI adsorptiv
beschichtet. Hierauf wurde dann analog zur MTP mit ACA-BSA-Konjugat
gecoatet und die UWW mit BSA blockiert. Die so vorbereitete (lagerfiahige)
NTP wurde iiber die Mikrodosierung am Taupunkt mit Pestizid-Standardlosun-
gen und markiertem Antikérper befiillt, verklebt und die Fluoreszenz im
BioScan gemessen.

MZeigt eine Simazin-Kalibrierkurve in der NTP mit ACA und SIM-PAK
(Kjom =7-10° L/mol). Bei einer AK-Konzentration von 300 ng/mL und einer
Coating-Konzentration von 5 pg/mL ACA-BSA(3.54:1) ergab sich ein Verhilt-
nis von 64 ACA-Molekiilen zu einer AK-Bindungsstelle. Dieser Wert (CE = 64)
gilt fiir alle hier vorgestellten NTP-Kalibrierkurven. Zur Auswertung wurde
jeweils die mittlere Fluoreszenzintensitit der gesamten Fliche einer Kavitét
herangezogen. Eine Betrachtung der Fluoreszenzverteilung mit dem BioScan
brachte kein zusitzliches Signal. Mdglicherweise liegt die Ursache hierfiir in
der nicht bikonfokalen Anordnung, mit welcher z.B. Verfdlschungen der
Fluoreszenzintensititen durch Vielfachreflexion auftreten. Die Auswertung
eines kleineren mittigen Ausschnitts der Kavitdten brachte den gleichen relati-
ven Kurvenverlauf. Die mittleren Fluoreszenzintensitidten waren dabei aufgrund
der hoheren Fliissigkeitssdule erhoht, aufgrund der kleineren Pixelzahl jedoch
auch die Standardabweichung. Eine weitere Problematik bei der Einbeziehung
der Fluoreszenzverteilung in die Auswertung ist thre Storanfalligkeit. Fehler
treten z.B. auf, wenn die Wolbung der Fliissigkeitsoberfliche nicht zentriert
tiber der Kavitdtsmitte liegt (kommt bei nicht-zentrierter Befiillung vor). Oder
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wenn aufgrund unterschiedlicher Hydrophilie der Meniskus anders ausfillt.
AuBerst empfindlich ist die Fluoreszenzverteilungsmethode auch gegeniiber
Verdunstung bzw. Einkondensierung von Fliissigkeit in die Kavitidten wahrend
des Pipettiervorganges. In einem solchen Fall 148t sich die Kalibrierkurve sogar
scheinbar invertieren. Daher wurden zur Phasenseparierung im weiteren nur der
Effekt des Quenchens an der Oberfliache herangezogen.

1600

 Arbeitsbereich:

Fluoreszenzintensitit [cts]
o
o
o
M|
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104 0.01 0.1 1 10 100 1000 104
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Abb. 61 Kalibrierung eines Simazin-Assays in der NTP (CE = 64). Die linke
Kurve beschreibt die Messung 5 min, die rechte 25 min nach Pipettie-
rende.

Der Signalverlauf der Kalibrierkurve (Im entspricht den Erwartungen. Die
Standardabweichungen lagen in diesem Fall zwischen 2 und 6%. Interessant ist
hier die Mdoglichkeit der zeitaufgelosten Beobachtung. Die Auswertung zeigte,
daB die Gleichgewichtseinstellung zwischen fester und fliissiger Phase unmittel-
bar nach Befiillen der Kavititen noch nicht erfolgt ist. Vielmehr banden im
Verlauf der ersten 25 Minuten noch eine betriachtliche Anzahl Antikérper an die
Oberflache (rechte Kurve in Im Das Signal im Arbeitsbereich wurde
dabei kleiner, da die (markierten) Antikdrper an der Oberfliche gequencht
werden. Die absoluten maximalen und minimalen Signale blieben jedoch gleich,
so daB} sich der Testmittelpunkt von 7.1 nach 14.6 ug/L verschob. Auch die
Untergrenze des Arbeitsbereiches erfuhr eine Schein-Verschiebung von 0.2
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nach 0.8 pg/L. In ersten Untersuchungen konnte keine wesentliche Verschie-
bung zwischen 25 und 40 min nach Pipettierende festgestellt werden. Weiterge-
hende kinetische Untersuchungen sind jedoch fiir zukiinftige Messungen von
nicht unerheblichem Interesse.

Fluoreszenzbasierter Resonanter Energietransfer (FRET) stellt gewissermal3en
die homogene Variante dieses Assays dar, die prinzipiell auch denselben theo-
retischen Grundlagen gehorcht und denselben Signalverlauf aufweist. Ein
Vergleich der Kalibrierkurve nach 25 min und einer FRET-Kurve mit den
selben Reagenzien im MTP-Malistab [Schobel1999b] zeigt eine sehr gute

Ubereinstimmung beziiglich Testmittelpunkt und Signalverlauf (gepunktete
Linie in

Fluoreszenzintensitat [%Dynamik]
S O N S =
- - - - -
| ' | ' | ' | ' |

-
|

R e i e e i
104 0.01 0.1 1 10 100 10° 104
Simazin [pg/L]
Abb. 62 Vergleich eines Simazin-Assays mit FRET.

Abh_63lA zeigt einen Atrazin-Assay in der NTP (40 min nach Pipettierende)
entsprechend der MTP-Variante in [Abh_ 53] Der Arbeitsbereich umfaft
0.5...940 pg/L Atrazin also mehr als drei Groenordnungen, der TMP liegt bei
17.6 png/L. [Abh_631B zeigt den direkten Vergleich mit dem MTP-Malstab,
wobei hier die Achsen wie bei allen Systemvergleichen auf %Dynamik normiert
sind. Die Ubereinstimmung beider Kurven zeigt eine hervorragende
Ubertragung des Assays von der MTP in die NTP.
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Abb. 63 Kalibrierung eines Atrazin-Assays in der NTP (A) und Vergleich mit
entsprechendem Assay in der MTP (B).
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Zielsetzung der Arbeit war die Untersuchung miniaturisierbarer und paralleli-
sierbarer Verfahren fiir die heterogene Affinititsanalytik und die Optimierung
dafiir notwendiger spezifischer Oberflachen — mit folgenden Schwerpunkten:

1. Die Miniaturisierung spektraler SPR.
2. Ortsaufgeloste Oberflichenmodifikationen fir Immun- und DNA-Analytik.

3. Die Entwicklung eines neuartigen waschfreien und heterogenen, sog. Phasen-
separations-Fluoreszenzimmunoassays (PSFI4) im Mikro- und Nanotiterplat-
tenformat.

SPR-Techniken sind gut etablierte Werkzeuge in affinititsbasierten Biosensor-
Anwendungen. Im Gegensatz zu winkelaufgelosten Techniken erlaubt spektrale
SPR den Transducer von der Detektionseinheit oOrtlich flexibel iiber einen
Lichtleiter zu trennen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, wie spektrale
SPR mit einer planaren Transducergeometrie und einer kompakten Sensorein-
heit kombiniert werden kann. Moglich wurde dies iiber eine starke Reduzierung
der verwendeten Optik. Der am effektivsten miniaturisierte Aufbau (10mm-
Prisma) erzielte eine vergleichbare Leistungsfiahigkeit wie ein Aufbau (I) mit
diskreten optischen Bauteilen und einer optischen Bank. Die geometrische
Anbindung der Lichtleiter an das Prisma konnte als kritischer Punkt identifiziert
werden. Dies stellt jedoch eher ein relativ leicht 16sbares technisches als ein
grundlegendes Problem dar.

In Bioaffinitdtsassays zeigte der Aufbau eine gute Langzeitstabilitit, jedoch ein
erhohtes Rauschen verglichen mit dem Laboraufbau I. Aufbau Il und die ver-
spiegelte Variante III zeigten vergleichbare Bindungskurven in Form und Hohe.
Dies deutet darauf hin, dall eine zweifache Anregung von Oberflachenplasmo-
nen in einem verspiegelten Aufbau moglich ist. Die Rauschwerte fiir Aufbau II
und Aufbau III wiesen relativ starke Unterschiede auf. Aber die besten gemes-
senen Daten (Thrombin-System) zeigten sogar eine bessere Leistungsfahigkeit
als mit Aufbau I und erreichten eine Nachweisgrenze von dn < 10 beziiglich
des Volumenbrechungsindexes bzw. weniger als 0.1 pg/mL Thrombin in einem
DurchfluBassay. Die vorgestellten miniaturisierten Aufbauten stellen somit
aufgrund ihrer vergleichbaren Leistungsfahigkeit zum volumindsen Laborauf-
bau eine hervorragende Alternative zu diesem dar.
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Eine weitere Reduktion der PrismengroBe auf beispielsweise 5 mm wird mog-
lich sein. Weitere Verkleinerungen machen eine entsprechende Reduzierung der
Faserdurchmesser notwendig. Dies sollte bei den dann hoheren Intensititen
moglich sein. Das Signalrauschen kann durch die Verwendung von Spektro-
metern mit hoherer Leistungsfahigkeit noch weiter reduziert werden. Ein weiter
verbesserter Aufbau (Ab@nn von der Tatsache profitieren, dall mit einer
Anregungsfaser mehrere Punkte durch verschiedene Detektionsfasern abgefragt
werden konnen. Dies schliefit z.B. auch die Moglichkeit einer kontinuierlichen
Referenzierung der Lichtquelle ein. Auch das Beobachten eines Referenzpunk-
tes auf der Transduceroberfliche (z.B. zur Kompensation von Temperatur oder
Brechungsindex) oder auch Multianalyt-Detektion sind vorstellbar. Letztendlich
wiirden die optischen Fasern und die Polarisationsfolie im Gehduse fixiert
bleiben. Vorstellbar wire ein (polymerbasiertes) Einwegprisma, welches iiber
einen Schnellverschlul ausgetauscht wird. Dieser Ausblick riickt einer Ver-
wirklichung auch durch die Miniaturisierung und gesteigerten Kosteneffizienz
von Spektrometern néher [Bacher1993], [Becker1984], [Miiller1995].

Lichtquelle \

Referenz (T ) Signal (Ty,)

Abb. 64 Ausblick fiir einen kompakten per Lichtleiter fernabfragbaren Sensor
mit online-Referenzierung.

Die Notwendigkeit ortsaufgeloster Oberflichenmodifikation fiihrte zu einer
auf diesem Feld neuartigen Technik, ndmlich der Dosierung nach dem Prinzip
eines Tintenstrahldruckers. Durch Tropfendurchmesser <100 pm und Volumina
im Subnanoliterbereich erschlieBen sich mit dieser kontaktfreien Transferme-
thode variable Oberfldchenstrukturierungen im Bereich von etwa 0.01 mm?
(Einzelspots) bis mehrere mm? (Multispots). Wenngleich die Prézision und
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Leistungsfahigkeit des Systems sehr hoch sind, ist es in seiner Handhabung
nicht gerade unempfindlich. So gibt es beispielsweise gewisse Obergrenzen fiir
die Konzentration, z.B. 1 mg/mL fiir Immunglobuline, oberhalb derer keine
definierte Tropfenablosung mehr moglich ist. Anhaftende Substanzen (z.B.
durch Verdunstung) an der Spitze der Pipette fiihren zu einer hohen Stéranfil-
ligkeit der Tropfenablésung. Sehr wichtig ist daher auch die griindliche Reini-
gung des Systems. Unterschiede in der GeSiM- bzw. der Microdrop-Technolo-
gie konnten lediglich in der Handhabung bzw. der Stabilitdt der Diisen festge-
stellt werden. So weist die Microdrop-Technik eine hohere mechanische Be-
lastbarkeit der Diisen auf (keine druckempfindliche Membranen) und bietet die
Moglichkeit, iiberschiissige Fliissigkeit wieder komplett in einen Vorrat zuriick-
zugeben. Durch die Konfektionierung und Programmierung der Pipettierein-
heiten lieBen sich diese Technologie erfolgreich neben dem Erstellen komplexer
Muster kovalent gebundener Spots auch zur dosierten Befiillung von Nanotiter-
platten einsetzen (s.u.). Als wichtiges Instrument zur Beurteilung der Giite hat
sich die Beobachtung des Tropfvorganges mit einer Kamera erwiesen. Bei einer
Beobachtung von hoherfrequenten Tropfenfolgen bis 1 kHz lassen sich sowohl
die Grenzen der Ansteuerungsparameter erkennen als auch iiber die scharfen
Bilder die Reproduzierbarkeit betrachten (angegeben mit £1%). Optimale
Konzentrationen fiir die Oberflichenmodifikation lagen im Bereich von
1 mg/mL.

In dieser Arbeit wurden mehrere Strategien untersucht, um aminoterminierte
DNA kovalent an Glastypoberflichen zu immobilisieren. Die verwendete Tin-
tenstrahltechnik erzeugte gut definierte Spots von 210 um GréBe. Durch ein
immunologisches Markierungsverfahren konnte demonstriert werden, dal3
solche Spots zu einem definierten Array angeordnet werden konnen. Die ortli-
che Auflésung lag deutlich unter 0.1 mm, im Idealfall <5 um. Kleinere Trop-
fendurchmesser sollten ein kleineres Rastermall ermoglichen. Oberflachenbe-
reiche bis hin zu einigen mm? konnten durch das ,,Drucken® bestimmter Muster
homogen modifiziert werden. Fiir die kovalente Immobilisierung von DNA
wurden die besten Ergebnisse mit N-Hydroxysuccinimid (NHS) aktivierten
carboxylierten Oberfldchen basiert auf Aminohexansdure (AHA) oder carboxy-
liertem Aminodextran (AMD-GA) erzielt. Ein Charakteristikum des verwende-
ten Protokolls ist der Transfer auf eine erhitzte Oberfliche. Dies fiihrte zu
Verdampfungszeiten der Tropfen von weniger als einer Sekunde. Bemerkens-
wert ist, daB3 unter diesen Bedingungen hohe und stabile Beladungen der Ober-
fliche mit DNA erreicht wurden. Demgegeniiber stehen konventionelle NHS-
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basierte Protokolle im pL-Bereich, welche eine um etwa zwei bis drei Grofen-
ordnungen hohere Konzentration und Inkubationszeit bendtigen. Die verwen-
deten Strategien erlauben weiterhin eine prizise Plazierung einzelner Mi-
krotropfen sogar in iiberlappenden Mustern. Ein Vergleich der Mikrotropfen-
Strategie mit pL-Tropfen fithrt zu vergleichbaren Oberflaichen. Wéhrend die
puL-Tropfen-Methode zur Modifizierung der etwa 3 mm? 150 ug DNA ver-
brauchte (50 pg/mm?), kam die Tintenstrahl-Methode zwischen 200 und
400 Tropfen pro mm? mit einem Gesamtvolumen von 80 bis 160 nL und einer
DNA-Menge von 80 bis 160 ng/mm? aus. Dies zeigt deutlich, da3 neben dem
Potential der ortsaufgelosten Modifizierung auch eine massive Reduzierung des
DNA-Verbrauchs erzielt werden konnte. Die Standard-AHA-NHS-Modifikation
zeigt fiir ein 23-mer eine Hybridisierungskapazitit von >1100 pg/mm?
(155 fmol/mm?), die AMD-GA-NHS-Modifikation >1600 pg/mm?
(225 fmol/mm?). Diese Werte liegen deutlich hoher, als die erreichten Hybridi-
sierungskapazititen in anderen Publikationen (s.0.). Geht man bei einer dichte-
sten Anordnung von etwa 325 fmol zylindrischen DNA-Helices mm? aus, SO
entspricht dies mehr als 70% des maximal Erreichbaren™. Unspezifische
Wechselwirkungen mit DNA oder Protein waren mit Ausnahme einer geringen
Menge Protein bei der AHA-Oberfldche (80 pg/mm?) nicht detektierbar, die
jedoch mit wenig 0.01 M HCI komplett entfernt werden konnte. Die Stabilitit
unter diesen milden sauren Regenerationsbedingungen lag wéihrend wiederhol-
ter Hybridisierungs- und Regenerationsfolgen bei etwa 100%. Auch die Stabi-
litdt der immobilisierten DNA ist hoch (15% Verlust nach 50 Tagen fiir die
AMD-GA-NHS-Modifikation unter MeBbedingungen). Die AHA-Oberfldache
kann durch ein einfaches und weitgehend ausgereiftes Protokoll mit kommerzi-
ell erhéltlichen Materialien hergestellt werden. Im Gegensatz dazu ist die AMD-
GA-Oberflache aufwendiger zu préparieren, iiberzeugt aber mit besten Ergeb-
nissen. Gesetzt den Fall, da3 eine signifikant kleinere Hybridisierungskapazitét
tolerabel ist, so stellt auch der gleichzeitige Transfer von DNA mit EDC eine
Alternative dar, welche die Herstellung von aktivierten und folglich weniger
stabilen Oberflichen vermeidet. Die Protokolle beschreiben einen effektiven
Weg fiir die kovalente Immobilisierung von DNA-Mustern mit hoher Bin-
dungskapazitit auf Glastypoberflichen bzw. der Herstellung von DNA-Chips
mit vorbereiteten Sequenzen. Eine Modifizierung und Erweiterung der Technik,
wie z.B. die Verwendung komplexerer Molekiile zur Oberflichenaktivierung,

3 Zur Abschitzung wurde ein Wert von 2.37 nm Durchmesser fiir eine Doppelhelix verwendet (Kap.2.1.3, S.9f).



5 Zusammenfassung und Ausblick 159

konnte als Grundlage fiir hoherentwickelte und maflgeschneiderte Modifikatio-
nen dienen.

Weiterhin wurden verschiedene Strategien zur ortsaufgelosten Oberfldchenmo-
difikation fiir die Immunanalytik untersucht, wobei DNA-Oberfldchen auch als
Hilfsligandensystem erfolgreich eingesetzt wurden. Die simpelste der unter-
suchten Methoden stellt jedoch die Modifikation mit Polyelektrolyten dar. Thre
hohen adsorptiven Krifte fithren zur schnellen Ausbildung von Self-Assembly-
Schichten, die ihrerseits wiederum als adsorptive Unterlage fiir eine weiterge-
hende Modifikation z.B. mit einem Pestizid-Polyelektrolyt-Konjugat dienen
konnen. Im Experiment stellte sich eine nur bedingte Tauglichkeit fiir immu-
nologische Tests heraus, da die untersuchten Polyelektrolyte zum einen eine
sehr hohe unspezifische Wechselwirkung aufwiesen und sich zum anderen nicht
als sehr stabil gegeniliber einer Antikorperregeneration herausstellten. Die
Untersuchung eines kovalent oberflachengebundenen Photolinkers (Azid) zur
kovalenten Anbindung von Antigen-Polymerkonjugat (ACA-AMD-Konjugat
als Modell) brachte mit der mikrodosierten Methode hohe Stabilitidten beziiglich
einer Regeneration und eine sehr kleine unspezifische Wechselwirkung
(UWW). Im Vergleich dazu war eine Auftragung des Konjugats von Hand
(,,makrodosiert”) weniger regenerationsstabil bei etwas hoherer UWW. Im
Vergleich zu alternativen Methoden betrug die spezifische Wechselwirkung
(SWW) weniger als 50%. Dennoch bietet diese Methode den Vorteil einer
zeitlich unkritischen Modifizierung und kovalenter Anbindung der Spots erst
durch Belichtung, so da3 die Suche nach effizienteren Photolinkern mit Sicher-
heit lohnenswert ist. Die Verwendung von Epoxiden zur kovalenten Anbindung
bietet bei sehr einfachen Immobilisierungsprotokollen eine sehr hohe SWW bei
sehr kleiner UWW, sowohl bei mikro- wie auch makrodosierter Variante.
Ahnlich verhilt es sich fiir die Ankopplung via Aktivesterprotokollen, wobei
hier die makrodosierte Variante hohere UWW, aber auch SWW aufweist. Der
hohere Aufwand bei dieser Methode wird durch eine sehr spezifische Kupplung
zwischen Amino- und Carboxy-Gruppe oftmals wieder wettgemacht. Zusam-
menfassend konnte auch fiir die Oberflichenmodifikation zur Immunanalytik
gezeigt werden, dafl eine mikrodosierte Immobilisierungsstrategie im Ergebnis
der konventionellen, ,,groBflichigen Immobilisierung in nichts nachsteht.
Vielmehr ist durch diese Methode neben der hohen Ortsauflosung auch eine
Reagenzienersparnis um den Faktor 10 moglich.
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Im letzten Teil dieser Arbeit konnte der erfolgreiche Aufbau eines neuartigen
waschfreien heterogenen, sog. Phasenseparations-Fluoreszenzimmunoassays
(PSFIA) demonstriert werden. Nach erfolgreicher Erprobung und Oberfldchen-
modifikation im MTP-MaBstab (250 pL), konnte die Ubertragbarkeit in den
miniaturisierten NTP-Mafstab gezeigt werden (50 nL). Neben der hervorragen-
den Ubereinstimmung mit der homogenen Variante FRET konnte der Assay
auch theoretisch untermauert werden. Bei Verwendung geeigneter Antikorper
und Optimierung des immobilisierten Antigens kann der EU-Grenzwert von
0.1 ug/L Pestizid ohne Aufkonzentration bzw. Vorbehandlung der Proben
erreicht werden. In der Natur immunologischer Methoden liegt die sehr flexible,
iiber Antikérper und Analytderivat steuerbare Spezifitit des Nachweises. So
lassen sich mit immunologischen Verfahren problemlos auch ganze Substanz-
klassen, z.B. Triazine, mit einem Test erfassen. Durch den Einsatz von NTPs
bzw. Mikrodosierung 148t sich sowohl der Reagenzienverbrauch um drei bis
vier GroBenordnungen verringern als auch der Probendurchsatz drastisch erho-
hen. So wird diesem Assay, wie auch den anderen hier vorgestellten und voran-
gebrachten immunologischen Nachweismethoden, und ihrer Parallelisierung
noch eine aufregende Zukunft beschieden sein.
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7 Anhang

7.1 Verwendete Abklurzungen

ABS Acrylnitril-Butadien-Styrol-Copolymer
Ac Acetylrest (HOAc = Essigsdure)

ACA Atrazincapronsiure

ADA 12-Aminododekansiure

AE Aktivester

AG Antigen

AHA 6-Aminohexansdure

AK Antikorper, s.a. PAK, MAK

AKB Antikorper-Bindungsstellen (IgG hat zwei je Antikorper)
ANB 5-Azido-2-nitrobezoesiure

ATR Atrazin

ATR-MAKg4.; monoklonaler Antikdrper gegen Atrazin(capronsiure), Stamm K4e7
ATR-PAK polyklonaler Antikdrper gegen Atrazin(capronséure)

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

c Konzentration

CE von engl. coating-excess, stochiometrisches Verhiltnis von
immobilisiertem Antigen zu Antikérper

CEey effektiver CE-Wert nach Gl. 40

CyS5 Fluoreszenzfarbstoff, s.Kap[3.6.1] S[74]

DESACA Desisopropylatrazincapronsiure

DIC Diisopropylcarbodiimid

DMF N,N-Dimethylformamid

DNA Desoxyribonucleinsiure

EDC N-Ethyl-N'-dimethylaminopropylcarbodiimid-Hydrochlorid

FAB monovalentes Antikorperfragment (,,fragment antibody*)

FIA FlieB-Injektions-Anlage oder -Analyse

FIA Fluoreszenz-Immunoassay

FRET Fluoreszenzbasierter Resonanter Energie Transfer

GOPTS 3-Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan

HTS High Throughput Screening

HV Hochvakuum
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IgG
LIBRARIAN

LINDAU

LSR200
LS50B
MAK
MES
MTP
NHS
NTP
OF
OSD
OVA
PAH
PAK
PBS

PE

PEI
pSA
PSFIA
PSS
PVS
RET
RIANA
RIfS
RT

SIM
SIM-PAK
t-BSA-Bi
TMP
UHV
WwW
ZABA

Immunglobulin G

BMBF-Projekt, Leitstruktur-Identifikation in komplexen Bibliotheken
iber Rezeptur-Affinitits-Reaktionen in parallelen
Analysesystemen, Forderkennzeichen 0310995

BMBF-Projekt, Laserinduzierte Fluoreszenz-Detektion auf mi-
krostrukturierten Probentriagern fiir die Analytik im Um-
weltbereich, Forderkennzeichen 16 SV 541/6

Fluoreszenzleser fiir Mikrotiterplatten
Fluoreszenzspektrometer fiir Kiivetten

monoklonaler Antikorper

Mercaptoethylsulfonat

Mikrotiterplatte

N-Hydroxysuccinimid

Nanotiterplatte

Oberflache

optische Schichtdicke (Brechungsindex mal Schichtdicke)
Ovalbumin

Polyallylamin Hydrochlorid

polyklonaler Antikorper

Phosphatpuffer (,,phosphate buffered saline®)
Polyelektrolyt

Polyethylenimin

Polystreptavidin
Phasenseparations-Fluoreszenz-Immunoassay
Polystyrolsulfonat

Polyvinylsulfat

Resonanter Energie Transfer

EU-Projekt River Analyser, Forderkennzeichen ENV4-CT95-0066
Reflektometrische Interferenz Spektroskopie
Raumtemperatur

Simazin

polyklonaler Antikérper gegen Simazin

thermisch behandeltes Rinderserumalbumin-Biotin-Konjugat
Testmittelpunkt

Ultrahochvakuum

Wechselwirkung

Atrazinbenzoesaure
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