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1.1 Motivation der Arbeit 1

1 Einleitung

1.1 Motivation der Arbeit
Die Detektion von Wechselwirkungen ist von zentraler Bedeutung in der Chemie und

Biochemie. Diese kdnnen nach den auftretenden Energiedanderungen in starke und schwache
Wechselwirkungen eingeteilt werden. Zu ersteren werden ionische, metallische und kovalente
Bindungen, also Wechselwirkungen zwischen Atomen, gezéhlt. Zu den schwachen Wechsel-
wirkungen gehoren Wasserstoffbriicken, elektrostatische Wechselwirkungen permanent
geladener Gruppen und induzierter Dipole sowie die in walriger Umgebung auftretenden
hydrophoben Wechselwirkungen. Diese sorgen nicht nur dafir, dal3 die Aggregatszustande
flissig und fest existieren, sondern sind auch die Voraussetzung fiir den Aufbau struktureller
Organisation in allen biologischen Systemen. Schwache Wechselwirkungen spielen auch die
zentrale Rolle bei biochemischen Prozessen wie DNA-Replikation, Proteinfaltung, spezifische
Erkennung von Substraten durch Enzyme, von Antigenen durch Antikérper und Bindung von
Signalmolekiilen an Rezeptoren. Sie werden auch als Affinitatsbindungen bezeichnet. Ihre
hé&ufig sehr hohe Spezifitat riihrt daher, daR hier eine Vielzahl schwacher Wechselwirkungen
zusammenwirken (siehe z. B. Israelachvili 1992).

Aus physikochemischer Sicht lassen sich kovalente Bindungsbildung und Affinitatsbindung
gleich behandeln. Der Verlauf der Gleichgewichtseinstellung wird durch die Kinetischen
Konstanten fiir die Hin- und die Rickreaktion k, und kq definiert. Der Gleichgewichtszustand
wird durch eine Gleichgewichtskonstante K beschrieben, die sich aus den Konzentrationen
aller beteiligten Spezies ergibt. Fur Affinitatsreaktionen werden auch die Begriffe Affinitats-
oder Dissoziationskonstante benutzt, die zueinander invers sind’.

Zur Ermittlung der Gleichgewichtskonstanten kann die Warmetonung der Reaktion
kalorimetrisch verfolgt werden. Durch moderne Mikrokalorimeter sind Gleichgewichts-
konstanten bis 10® M™ bestimmbar (Wiseman et al. 1989). Dies erlaubt die Charakterisierung
auch vieler biologischer Systeme. Vorteil dieser Methode ist, da gleichzeitig Reaktions-
enthalpie und -entropie erhalten werden. Trotzdem wird die Gleichgewichtskonstante meist
aus den Konzentrationen im Gleichgewichtszustand bestimmt. Um die kinetische Konstanten

zu erhalten, muR der zeitliche Verlauf der Konzentrationen ermittelt werden. Bei chemischen

! Die Verwendung eines dieser beiden Begriffe hiangt davon ab, ob die Reaktion zweier Teilchen zu einem

Komplex oder der Zerfall des Komplexes als Hinreaktion betrachtet wird.
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Reaktionen kommen dabei in der Regel spektroskopische Verfahren zum Einsatz. Bei
biochemischen Reaktionen sind die zu detektierenden Konzentrationen aufgrund der oft
hohen Gleichgewichtskonstanten haufig sehr klein, so dal} hier Verfahren unter Verwendung
radioaktiver, fluoreszenzbasierter oder enzymatischer Markierungen verwendet werden.
Gleichgewichtskonzentrationen koénnen durch Gleichgewichtsdialyse (Marrack und Smith,
1932, Eisen und Karush, 1949) bestimmt werden, oder durch Verwendung von Trenn-
techniken wie Féllung, Ultrazentrifugation, Filtration und Elektrophorese. Eine einfache
Abtrennung ungebundener Spezies durch Waschschritte erlauben die Festphasen-Testformate
wie ELISA oder RIA. Den Nachweis von Bindung in der homogenen Phase ohne Abtrennung
der ungebundenen Spezies erlauben fluoreszenzbasierte Verfahren wie Fluoreszenzldschung
(Velick et al., 1960), die Fluoreszenzpolarisation (Dandliker et al., 1964), der Forster-
Energietransfer (Ullman et al., 1976) und die Fluoreszenz-Korrelation (Eigen und Rigler,
1994).

Insbesondere die Markteinfiihrung einer markierungsfreien optischen Methode zur Detektion
von biomolekularer Wechselwirkung an einer Transduceroberflache (das BIACore System)
im Jahre 1990 flhrte zur Entwicklung und zum Einsatz verschiedener optischer und
massensensitiver Detektionsverfahren (fiir einen Uberblick der optischen Methoden siehe z.
B. Brecht und Gauglitz, 1995, Gauglitz 1996, Haake et al., 2000a). Ihnen gemeinsam ist, daf3
die Wechselwirkungen einer an der Transduceroberflache immobilisierten Spezies mit einem
geldéstem Bindungspartner zeitaufgelost und markierungsfrei verfolgt werden kénnen. Damit
erlauben diese Techniken, die Bindung direkt zu detektieren und damit die Gleichgewichts-
einstellung und das Gleichgewicht selbst zu beobachten. Die dabei erreichten Nachweis-
grenzen sind unter Berlcksichtigung der Tatsache, dall markierungsfrei beobachtet wird,
beachtlich. Sie reichen je nach Methode und untersuchtem System von ng/mm? bis hin zu
fg/mm?.

Zu diesen Verfahren gehort die im Arbeitskreis entwickelte Reflektometrische Interferenz-
spektroskopie RIfS, die seit einigen Jahren erfolgreich zur Detektion der Wechselwirkung
zwischen Polymeren und gasférmigen bzw. in Wasser geldsten Analyten (Gauglitz et al.,
1993; Nopper und Gauglitz, 1998) sowie zur Detektion von biomolekularer Wechselwirkung
(z. B. Brecht et al. ,1992; Piehler et al., 1997; Piehler und Schreiber, 1999) eingesetzt wird.

1.2 Zielsetzung und Gliederung
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Anwendung der Reflektometrische Interferenz-

spektroskopie auf zwei vollig neue Gebiete untersucht werden. Im ersten Teil dieser Arbeit
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ging es dabei um die Detektion kovalenter Wechselwirkungen, genauer um die Frage, ob
organische Festphasensynthesen an Glastyp-Oberflachen mit RIfS beobachtet werden kénnen.
Diese Fragestellung ergab sich im Rahmen eines BMBF Projektes, in dem auf der Basis der
Reflektometrischen Interferenzspektroskopie ein Aufbau mit abbildender Optik erstellt wurde,
der die parallele Detektion von Wechselwirkungen in speziellen Mikrotiterplatten mit
Interferenzschicht erlaubt. Ziel des Projekts ist die Etablierung von RIfS als markierungsfreier
Methode zum Hochdurchsatzscreening. Neben Assayformaten bei denen das Target mit
geldsten potentiellen Wirkstoffen aus einer Bibliothek versetzt wird, ist auch die Beobachtung
von Targetwechselwirkungen mit immobilisierten Substanzen denkbar. Werden diese direkt
in den Kavitaten der Mikrotiterplatte synthetisiert, ist ein Monitoring dieser Festphasen-
synthesen sehr attraktiv, um den Synthesefortschritt zu Uberwachen. Da die dabei
synthetisierten Substanzmengen im Bereich von pg/mm? liegen, sind die meisten fir ein
Monitoring verwendeten Detektionsprinzipien nicht geeignet.

Dabei sollte zunachst untersucht werden, inwieweit eine solche Beobachtung aufgrund des
deutlich héheren Brechungsindexes organischer Losungsmittel im Vergleich zu den bisher
eingesetzten Medien Luft und waRrige Losungen tberhaupt méglich ist. Nach Klarung dieser
grundsatzlichen Fragestellung sollte anhand von Modellsystemen Festphasensynthesen zeit-
aufgeldst beobachtet und anschlieBend die Wechselwirkung mit einem Protein untersucht
werden.

Im zweiten Teil sollte die Detektion biochemischer Wechselwirkungen zwischen einem
Rezeptormolekil und der von einer HPLC-S&ule eluierten Substanzen zur biospezifischen
Detektion verwendet werden, d. h. zur Quantifizierung gewichtet mit der biologischen
Aktivitat des Rezeptors zum entsprechenden Analyten.

Die durchgefiihrten Arbeiten bauten auf Untersuchungen zur biospezifischen Detektion mit
fluoreszenzbasierten Methoden auf (Oosterkamp et al., 1994a, Oosterkamp et al. 1996). In
diesen Untersuchungen wurde das Eluat der HPLC-Sdule mit Rezeptor-Proteinen gemischt
und die Wechselwirkung zur biospezifischen Detektion der Analyte verwendet. In der vor-
liegenden Arbeit sollten ein HPLC-RIfS-Kopplungsaufbau erstellt und mit einem kreuz-
reaktiven Antikorper als Modellsystem die Leistungsfahigkeit untersucht werden.

Im Rahmen dieser beiden Fragestellungen zeigte sich immer deutlicher, dal} es sich um
Bereiche handelte, in denen die Stabilitat des RIfS-Signals von entscheidender Bedeutung ist.
Daher wurden im dritten Teil der Arbeit zunéchst die limitierenden Parameter der Methode

bestimmt und ein Aufbau erstellt, der durch die Verwendung zweier Diodenzeilendetektoren
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eine hohere Stabilitdt des Signals zeigte und gleichzeitig ermoglichte, Einflisse von

Losungsmittel und unspezifischer Bindung zu minimieren.

Gliederung der Arbeit

Zunachst werden in einem theoretischen Teil die Grundlagen der Reflektometrischen
Interferenzspektroskopie diskutiert, soweit sie fur das Verstdndnis der Untersuchungen und
Modellrechnungen nétig sind. Anschlielend werden die Besonderheiten der Detektion an
einer fest-flussig Phasengrenze gezeigt. In weiteren Abschnitten werden die Grundlagen der
Festphasensynthese, der Chromatographie und der biospezifischen Detektion erldutert.

Nach der Beschreibung der verwendeten Materialien und Methoden werden im néchsten
Kapitel die Ergebnisse der drei beschriebenen Gebiete vorgestellt und diskutiert.

In einem abschlieRenden Kapitel werden schlieRlich die Ergebnisse zusammenfassend

bewertet.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Reflektometrische Interferenzspektroskopie RIfS
Die in dieser Arbeit verwendete Standardmethode ist die Reflektometrische Interferenz-

spektroskopie RIfS (Gauglitz et al., 1993). Grundlage ist die Weililichtinterferenz an diinnen
Schichten, mit deren Hilfe die optische Schichtdicke bestimmt werden kann (Hecht, 1989;
Bergmann und Schaefer, 1993) und aus dieser bei bekannten Dispersionsverldaufen die
physikalische Schichtdicke. Langmuir und Schéfer beschrieben schon 1937 die Verwendung
von WeiBlichtinterferenz zur Untersuchung von diinnen Proteinschichte. Die Schichtdicke der
adsorbierten Proteinfilme, darunter auch Monolagen, wurde als Farb&nderung der Interferenz-
farbe dinner Bariumstearatfilme nach der Proteinadsorption detektiert. Durch Vergleich
dieser Farbanderungen mit der von Bariumstearatfilmen, deren Schichtdicke durch die
Préparationstechnik bekannt war, konnten die Autoren die Schichtdicke der Proteinschichten
abschétzen.

Die Reflektometrische Interferenzspektroskopie beruht auf der zeitaufgelosten Detektion
spektraler Veranderungen im reflektierten Licht. Hierdurch kann z. B. das Quellen von
Polymerfilmen bei Sorption von organischen Stoffen (Gauglitz et al.; 1993) und die Wechsel-
wirkung von Biomolekilen mit an einer Oberflache immobilisierten Interaktionspartnern in
Submonolagen untersucht werden (z. B. Brecht et al., 1992; Piehler und Schreiber, 1999).
Inzwischen wurde durch Modifikation eines Kivettenspektrometers mit kommerziellen
Komponenten ein kompaktes und preisginstiges RIfS-Detektionssystem mit vergleichbarer
Leistungsfahigkeit zu bestehenden Laboraufbauten aufgebaut (Schmitt et al., 1997). Ein
weiterer Einsatzbereich fur die Methode im sogenannten Hochdurchsatzscreening wurde
durch einen parallelisierten Aufbau erschlossen (Rothmund et al., 1997). Dieser ermdglicht
durch Verwendung von abbildender Optik RIfS-Messungen an 40 Probenpositionen. Mittler-
weile wurde ein Aufbau fir die Detektion von 384 Probenpositionen im Mikrotiter-
plattenformat fur markierungsfreie Assays im Hochdurchsatz-Screening nach Wirkstoffen
realisiert.

Die Anwendung von RIfS fur die Detektion der Bindung von Biomolekilen aus einer
waélirigen Phase an Oberflachen ist bei Brecht (1993) ausfuhrlich diskutiert. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde RIfS unter anderem zum ersten Mal zur Detektion von kovalenten
Bindungen an eine Oberflache aus organischen L&dsungsmitteln verwendet. Da sich die

organischen Losungsmittel auf die detektierten Signale und die Signalqualitat auswirken, soll
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im folgenden die Theorie der Methode soweit vorgestellt werden, wie sie zur Diskussion
dieser Auswirkungen nétig ist. AnschlieRend werden die Komponenten eines RIfS-Aufbaus
beschrieben, da im Rahmen dieser Arbeit die limitierende Parameter des Einkanal-RIfS-MeR-

systems bestimmt und ein System mit hoherer Signalstabilitat aufgebaut wurden (Kap. 4.3).

2.1.1 Beschreibung der theoretischen Grundlagen der RIfS

Trifft elektromagnetische Strahlung auf eine Phasengrenze zwischen zwei Medien mit
unterschiedlichem Brechungsindex, so wird abh&ngig vom Einfallswinkel und den Brechungs-
indizes der beiden Medien je ein Teil der Strahlung reflektiert und transmittiert (siehe
Abbildung 2-1).

N,

Einfallsebene

Abbildung 2-1  Transmission und Reflexion an einer Phasengrenze (nach Hecht, 1989).
E: Elektrischer Feldvektor; B: Magnetischer Feldvektor @: Einfallswinkel;
k  Wellenvektor, n: Brechungsindizes. Indizes: i: einfallender, t

transmittierter und r reflektierter Strahl.

Dieses Verhalten wird durch die Maxwellschen Gleichungen beschrieben. Die Reflexions-
koeffizienten r, die die relative Amplitude des reflektierten Teilstrahls bezogen auf die
Amplituden des E-Feldes E; des einfallenden Strahles darstellen, sind abhéngig vom Einfalls-
winkel @®; und den Brechungsindizes n; und n; der Medien. Sie lassen sich aus den
Fresnelschen Gleichungen berechnen. Fir einen senkrecht zur Einfallsebene polarisierte

Strahl gilt fur nicht-absorbierende Medien:
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E, N, cos®, —n, cosd,
- = =
" E5 ncos®, +n, cosd,

)

und

E., _n,cos®; —n, cosd,
" n;cos®, +n, cosd,

. =

== @

flr einen parallel polarisierten Strahl.
Fur senkrechten Einfall (alle Winkel ® = 0°) ist die Einfallsebene nicht mehr definiert und es
ergibt sich folgende vereinfachte Form des Fresnelschen Reflexionsgesetzes:

OEg Lo My +0,

(3)Fur danne, planparallele Schichten

tritt Mehrfachreflexion auf (Abbildung 2-2). Ist die Schichtdicke kleiner als die Kohérenz-

lange ergeben sich Interferenzeffekte.

(0) (1) (6)
CDO CDO
No
Ny
Ny

(4) (8)

Abbildung 2-2  Mehrfachreflexion an einer planparallelen Schicht.

Bei geringen Reflektivitaten mussen nur der direkt reflektierte Teilstrahl (1) und der an der
zweiten Phasengrenze reflektierte Strahl (3), der die erste Phasengrenze als (6) durchdringt,
beriicksichtigt werden. Mit den Fresnelkoeffizienten r; (Reflexion an der Grenzflache ny/n;)
und r, (Reflexion an der Grenzflache ng/n;) ergibt sich unter Berticksichtigung der Phasen-

verschiebung o des zweiten Teilstrahls der Gesamtreflexionskoeffizient R:
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Q+Qeﬂm
T — T (4)
1+rr,e
Fur Kkleine Reflexionskoeffizienten kann der zweite Summand im Nenner vernachléssigt
werden. Bei senkrechtem Einfall und geringen Reflektivitaten ergibt sich flr eine Schicht der
Dicke d; und des Brechungsindex n; unter Berlcksichtigung eines Phasensprungs ¢ beim
Ubergang vom optisch diinneren ins dichtere Medium fr die Phasenverschiebung &

2rrn, d, + @
= 5
A ) ( )

da der zusatzliche Lichtweg des zweiten Teilstrahls der zweifachen optischen Schichtdicke
nid; entspricht. Damit erhalt man fiir die reflektierte Intensitét bei Interferenz der reflektierten

Teilstrahlen mit den Intensitaten I, und I, abhangig von der Wellenlange A

mn, d, +
o =1, +1, +2 |1|205H (6)

D. h. man erhalt ein spektrales Interferenzmuster in Abhangigkeit von der optischen Schicht-
dicke n;d;, die sich fir den Fall einer einzelnen Schicht eindeutig aus der Position der
Extrema bestimmen 1aBt. In Abbildung 2-3 sind die Interferenzspektren fiir zwei unter-
schiedliche optische Schichtdicken schematisch gezeigt. Zu erkennen sind die Maxima 4, 3, 2

und 1 (nur zur Hélfte), sowie die Minima 4,5 (nur zur Halfte), 3,5; 2,5und 1,5

Intensitat
N
™

w
!

400 600 800 1000 1200 1400
Wellenlange [nm]

Abbildung 2-3  Nach GI. (6)) berechnetes Reflexionsinterferenzspektrum flr die optischen
Schichtdicken 700 nm und 750 nm. Die Intensitdaten I; und I, wurden

willkarlich gleich 1 gesetzt.
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Bei Mehrschichtsystemen &3t sich keine analytische Losung mehr fir die Berechnung der
Reflexion angeben, hier ergibt sich der Reflexionskoeffizient rekursiv aus den Einzel-

reflexionen jeder Schicht | fur senkrechte Polarisation gemal::

0 0 0
rd"D +r0 expF 2iw cosd! VgD
| EDr U] c U
r' = = — (7)
i n(Y

cosp (gD E
O

und analog fir parallele Polarisierung. Der Reflektivitatskoeffizient flir nicht-polarisiertes

U
1+ MDD exp - 2iew
O

Licht ergibt sich aus den Reflektivitatskoeffizient fur senkrecht und parallel polarisiertes Licht

rZ+r’
2

Fir die Anwendung der Weilllichtinterferenz als Detektionsmethode muR eine geeignete

r =

(8)

Interferenzschicht aus mechanischen Griinden auf einen Trager aufgebracht werden. Aus
weiter unten erlduterten Griinden werden fir Messungen mit RIfS Mehrschichtsysteme ver-
wendet. Hier 1aRt sich die optische Schichtdicke einzelner Schichten nicht mehr direkt aus der
Lage der Extrema berechnen, da das erhaltene Interferenzmuster durch die dielektrischen
Eigenschaften aller Schichten bestimmt wird. Unter Annahme der Giltigkeit von GI. (6) laft
sich aus dem Interferenzmuster allerdings eine scheinbare optische Schichtdicke eines
Schichtsystems bestimmen, die das RIfS-Signal darstellt.

Nach Brecht (1993) sollen nun einige Begriffe zur Beschreibung eine Interferenzspektrums
eingefiihrt werden, siehe auch Abbildung 2-4. ln.x beschreibt die maximale reflektierte
Intensitat des Interferenzspektrums, Iy, den Nutzsignalhub (Modulationstiefe), d. h. die
Differenz zwischen Ina und der im Interferenzminimum reflektierte Intensitét lyin.

Aus GlI. (6) erhalt man fir I, die Beziehung:
Ilfz:4 |1|2' (9)

da der Cosinus-Term Werte zwischen -2.,/1,1, und 2,/1,1, annehmen kann.
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Intensitat
1

1 ] 1 1 ] h4 ]

Wellenlange [nm]

Abbildung 2-4  GroéRen zur Beschreibung von Interferenzspektren. Nach Brecht 1993.

Der Nutzsignalanteil F; gibt das Verhéltnis aus Nutzsignal und Gesamtsignal an, d. h. den
Anteil am reflektierten Licht, der Informationen tber die Interferenzschicht tragt. Alle Offset-
Anteile schrdnken den dynamischen Bereich des Detektors ein und verschlechtern damit das

Signal-Rauschverhaltnis.

I ax—I in I fz
I:IfZ = MI . = I I (10)

Max Max

Wie oben erwéhnt werden fiir Messungen mit RIfS Mehrschichtsysteme verwendet. Da die
Untersuchung von Proteinbindungen an die Transduceroberflache die h&ufigste Anwendung
im Bereich von optischen Affinitdtsmessungen darstellt, wurde ein Schichtsystem speziell flr
diesen Einsatzbereich optimiert (Brecht und Gauglitz, 1994), das inzwischen zum Standard-
transducer fur markierungsfreie ,,Biomessungen im Arbeitskreis wurde. In Abbildung 2-5 ist

dieses Schichtsystem, einschlie3lich Lichtleiter gezeigt.

Abbildung 2-5  Schichtsystem des Standard-RIfS-Aufbaus fir Messungen von Protein-

Wechselwirkungen.
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WeiBlicht wird durch den Lichtleiter (Brechungsindex n.) auf die Rickseite des Transducers
gefuhrt. Um die Reflexion an dieser Grenzflache zu minimieren, wird der Spalt zwischen
Lichtleiter und Glaschip (dem sogenannten Substrat, Brechungsindex ns) mit einer
Imersionsflussigkeit (Glycerin, Brechungsindex ny) gefiillt. Die Interferenzschicht besteht aus
Siliziumdioxid (n;), dessen Brechungsindex fiir die Beobachtung von Proteinbindung gut
geeignet ist und auferdem den Vorteil bietet, dafl eine gut etablierte Silanchemie zur
Oberflachenmodifikation zur Verfugung steht. Die eigentlich untersuchte Schicht, der
sogenannte Adlayer (na) besitzt bei Biomessungen, d .h. unter Wasser, Brechungsindizes
zwischen 1,36 und 1,39 (Piehler, 1997). In die Reflektivitat an der Grenzflache Adlayer-
fliissige Phase geht der Brechungsindex der fliissigen Phase ng ein. Diese flussige Phase wird
auch als Bulk bezeichnet. Die Auswirkungen der héheren Brechungsindizes auf die in Kapitel
4.1 ausgefuhrten Beobachtungen von Festphasensynthesen in organischen Losungsmitteln
werden im Abschnitt 4.1.1 beschrieben. Da der Nutzsignalanteil dann maximal wird (Brecht
und Gauglitz, 1994), wenn gilt:

n, =4NgN; , (11)
hochbrechende Glaser jedoch teuer und nur aufwendig zu polieren sind, wird eine zusétzliche,
hochbrechende Schicht (ng)aus Tantalpentoxid zwischen Substrat und Interferenzschicht
aufgebracht. Da deren Schichtdicke deutlich unter den Wellenldngen des sichtbaren Lichtes
liegt, treten keine Interferenzeffekte durch diese reflexionsverstarkende Schicht auf. Die Re-
flektivitat an der Grenzflache zwischen Substrat und Interferenzschicht kann durch die Wahl
der physikalischen Schichtdicke der Ta,Os-Schicht auf einen dhnlichen Wert wie die Reflek-
tivitdt an der Grenzflache Interferenzschicht-Bulk gebracht werden. Fir die im Arbeitskreis
als Standardtransducer fir Einkanalmessungen von Biomolekilen unter wélrigen Lésungen
verwendeten Glaschips wurde die Tantalpentoxidschichtdicke mit 10 nm auf den

Anwendungsbereich wélriger Losungen optimiert.

2.1.2 Komponenten eines RIfS-Aufbaus

Der typische Aufbau eines Einkanal-Mefl3sytems flir RIfS-Messungen ist in Abbildung 2-6
dargestellt. Das Licht einer Halogenlampe wird in einen Lichtleiter eingekoppelt und auf den
RIfS-Transducer gefiihrt. Das reflektierte Licht wird in den gleichen Lichtleiter eingekoppelt
und Uber einen 2:1 Koppler in den Eingang eines Diodenarrayspektrometers gefiihrt. Die

Spektren werden mit einen PC erfalt und ausgewertet, der zusétzlich das entsprechende
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Probenhandhabungssystem steuert. Damit konnen zeitaufgel6st und online RIfS-Spektren

aufgenommen und Prozesse an der Transduceroberflache beobachtet werden.

MeRzelle

Lichtleiter

Diodenzeilenspektrometer Lichtquelle

Abbildung 2-6  Aufbau eines Einkanal-RIfS-Mel3systems.

Im folgenden sollen die 4 Komponenten, die fur Einkanal-RIfS-Systeme verwendet werden,
beschrieben werden. Je zwei Elemente sind dabei aktiv (Lichtquelle und Detektor) bzw.

passiv (Lichtleiter/Koppelelement und Transducerchip).

1. Lichtquelle

Fir den oben beschriebenen RIfS-Aufbau mit spektraler Detektion wird eine Weililichtquelle
benotigt. Brecht (1993) zeigte, dall Halogenlampen in Verbindung mit einem hochstabilen
Netzteil und gelGteten Verbindungen (zur Reduktion von Schwankungen in der Lampen-
versorgung durch Ubergangswiderstande) geeignet sind. Die spektrale Verteilung der
Strahlung im sichtbaren Bereich von Glihlampen wird durch die Planckschen Strahlungs-
formel beschrieben, wobei zu berlicksichtigen ist, dal3 es sich um einen sogenannten grauen
Strahler handelt, dessen Strahlungsvermdgen geringer ist als eines schwarzen Strahlers. Das
Maximum der Strahlstarke (Wiensches Verschiebungsgesetz) liegt jedoch ungefahr bei der
gleichen Wellenlange (s. z. B. Bergmann und Schaefer 1993). Da das Licht in einem Licht-
leiter auf den Transducerchip gefuhrt wird, ist nicht die abgestrahlte Leistung der Lampe,
sondern die Lichtmenge, die in den Lichtleiter eingekoppelt wird, entscheidend. Hier gehen
die numerische Apertur des Lichtleiters, des Linsensystems, das die Glihwendel auf den

Lichtleitereingang abbildet, sowie die Leuchtdichte der Lampe ein. Fur Fluktuationen im
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LichtfluR sorgen Bewegungen der Gliihwendel, Temperaturdnderungen an der KolbenauRen-
seite durch Luftbewegungen und Schwankungen der Versorgungsspannung.

Neben solchen systematischen Schwankungen im Lichtfluf3 fihrt die zufallige Emission von
Photonen durch die Lichtquelle zu statistischen Schwankungen. Wéhrend die systematischen
Anderungen im LichtfluB durch eine Referenzmessungen beseitigt werden kénnen, ist dies fiir
die statistischen Schwankungen nicht mdglich. Durch n Mehrfachmessungen kann fir letztere

das Signal-Rauschverhaltnis geman

%:ﬁ, (12)

verbessert werden.

2. Lichtleiter und Koppelelement

Fur alle eingesetzten RIfS-Aufbauten wurde die gleiche Faseroptik verwendet. Daher soll hier
nur kurz auf dieses Bauteil eingegangen werden. Zum Einsatz kam ein in LIGA-Technik
(Lithographie Galvanoformung und Abformung) hergestellter 1:2 Koppler aus Polymethyl-
methacrylat (PMMA) mit Multimode-Lichtleitern aus dem gleichen Material. Der Vorteil
dieser Bauteile ist ein im Vergleich zu Quarzlichtleitern um eine GréRenordnung ginstigerer
Preis, da erstere fiir die Signalubertragung in Datennetzen (sogenannten LAN, Local Area
Network) entwickelt und hergestellt werden. Wichtig fir die Verwendung zur Signal-
Ubertragung ist hierbei eine ausgepragte Absorptionsbande bei 730 nm, die den nutzbaren
Lichtbereich einschrankt, da im Bereich der Bande aufgrund der sehr kleinen Lichtintensitaten
das Signal-Rauschverhaltnis stark ansteigt. Die Auswirkungen mechanischer Einfllisse durch
Verformungen auf die Transmission und damit das RIfS-Signal sind bei Seemann (1995)
beschrieben. Um einen solchen Einflul} auszuschlieBen, wurden die Lichtleiter im Aufbau

fixiert bzw. in einem Schlauch gefihrt.

3. Diodenarraydetektor und Elektronik

In dieser Arbeit wurden ausschlie3lich monolithische Diodenzeilenspektrometerbausteine der
Firma Zeiss verwendet. Diese MMS-Spektrometer bestehen aus einem linsendhnlichen Glas-
korper, auf dem als dispersives Element ein Gitter aufgepragt ist, das den Eingangsspalt auf
eine fest mit dem Glaskorper verklebte Diodenzeile abbildet. Durch diese monolithische Bau-
weise ist die Wellenlédngenstabilitat bei Erschitterungen und Temperaturdnderungen sehr

hoch. Wichtige GroRen des Detektors sind Linearitdt, Empfindlichkeit, Untergrundsignal
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(Dunkelstrom), Rauschen und Séattigungswert. Der lineare Bereich betragt fur
Siliziumphotodioden 5-7 GroRenordnungen (Ingle and Crouch, 1988). Die Empfindlichkeit
der MMS betragt laut Herstellerangaben 10%* Counts/Ws, ein relativ hoher Wert. Aus
Dunkelstrom lgark, Rauschen sdv(lgark) und Sattigungswert Iy errechnet sich der

Dynamikbereich nach

D= s , (13)
I dark + 3de( I dark )

wobei zusétzlich zum Rauschen des Dunkelstroms auch Beitrdge der Digitalisierungs-
elektronik zu berucksichtigen sind. Die verschiedenen Beitrage zum Detektorrauschen werden
bei Rothmund (1999) diskutiert.

4. Transducerchip

Die Eigenschaften des Interferenzschichtsystems wurden bereits in Kapitel 2.1.1 diskutiert,
ebenso die Vorteile der Verwendung einer silikatischen Oberflache. In dieser Arbeit wurde
mit Interferenzschichten bestehend aus 10 nm Ta,Os und 500 bzw. 330 nm SiO, gearbeitet
und das Minimum 2,5 bzw. 1,5 ausgewertet. Die SiO,-Schichtdicke von 330 nm wurde als
optimal fiir senkrechten Einfall, Weillicht einer Halogenlampe gefiihrt im PMMA-Lichtleiter
und walriges L6sungen berechnet, da damit das Maximum der Lichtintensitat im
Auswertungsbereich liegt und die Absorptionsbande des PMMA im Rahmen der zu

erwarteten Minimumverschiebungen noch nicht stort.

2.2 Detektion und Reaktionen an einer Oberflache

Reaktionen an einer Oberflache unterscheiden sich oft von denen in Lésung, da Transport-
prozesse wesentlich hdufiger eine limitierende Rolle spielen. Die Auswirkungen auf die
Detektion von Affinitatsreaktionen an einer Transduceroberflache sind fir Biosensoren in der
Literatur ausfihrlich diskutiert (z.B. Eddowes, 1987; Glaser, 1993; O’Shannesy, 1994,
Schuck, 1996; Piehler, 1997b; Haake et al., 2000a). Da zur Affinitatsbestimmung und fur die
Kopplung HPLC-RIfS massentransportlimitierte Bindung ausgenutzt wurde, werden im
folgenden kurz die Grundlagen der Kinetik von Oberflachenreaktionen, der Einflul der
Diffusion und das Testformat des Bindungshemmtests erklart. In einem weiteren Abschnitt
wird auf notwendige Oberflachenmodifikationen und die Referenzierung der gemessenen

Signale eingegangen.
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2.2.1 Kinetik von Oberflachenreaktionen und massentransportlimitierte Bindung

Die Bindung eines gelosten Reaktionspartners B an eine immobilisierte Spezies A unter

Bildung des Komplexes AB gehorcht im einfachsten Fall (1:1 Kinetik) folgender Kinetik:
A+B——AB (14)

wobei k, die Assoziationsraten- und kg Dissoziationsratenkonstante darstellen.
Unter DurchfluBbedingungen bleibt die Konzentration an B im VVolumen konstant. Unter Ein-
fihrung der Oberflachenkonzentration I~ an AB (auch Oberflachenbeladung genannt) IaRt sich
das Zeitgesetz pseudo-erster Ordnung aufstellen:

dr/dt=k,c(l . —T)—k, (15)
Imax ISt dabei die maximale Oberflachenbeladung (Bindungskapazitat) und ¢ die VVolumen-

konzentration an A. Integration ergibt:

M(t)=Feg fL-e7™") (16)
mit der konzentrationsabhéngigen Ratenkonstanten Ks:
kg = kg [@ +Ky (17)
und der Gleichgewichtsbeladung (Langmuir Isotherme):
K¢
I—GG _rmax 1+Km (18)

K ist hierbei die thermodynamische Gleichgewichtskonstante, im Falle von (biochemischen)
Affinitatsreaktionen auch Affinitatskonstante genannt.

Das bisher beschriebene Verhalten wird allerdings nur dann detektiert, falls der Transport, d.
h. die Diffusion an die Oberflache, keine Rolle spielt. Insbesondere fur den Fall, daf} B ein
Makromolekul darstellt, kann die Diffusion nicht mehr vernachldssigt werden. Dabei treten
die Grenzfélle rein Kkinetisch und rein diffusionskontrolliertes Bindungsverhalten auf.
Bestimmend sind dabei folgende Parameter (Glaser, 1993): Das Produkt aus maximaler Ober-
flachenbeladung Iyax Und der sogenannten scheinbaren Assoziationsratenkonstante k’, ( engl.
apparent association rate constant) im Verhdltnis zum Onsager Koeffizienten des
Massentransports Ly (bei manchen Autoren auch mit k; bezeichnet). Die scheinbare
Assoziationsratenkonstante k’, ist die GroRe, die man erhalt, wenn man eine Auswertung der
MelRkurven gemaél einer einfachen 1:1 Kinetik durchfuhrt. Sie weicht je nach Einflul3 des
Massentransports entsprechend von der wirklichen Assoziationsratenkonstante ab.

Der Massentransportkoeffizient ist nach Sjolander und Urbanitzky (1991) fir ein

DurchfluBsystem definiert nach:
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L, =k, =098 —— 19
n =Ky o (19)

wobei D den Diffusionskoeffizient, f die VolumenflufRrate, h und b die Hohe und die Breite

des FlulRkanals, sowie | den Abstand zwischen Beginn des FluRkanals und dem Detektions-

punkt darstellen. Glaser unterschied drei Félle, wobei g die Oberflachenkonzentration an

Bindungsstellen, also g=/max-I" ist:

a) k’ag << L, hier ist die Kinetik frei von Massentransporteinflul und die Bindungskurven
konnen problemlos zur Bestimmung der kinetischen Konstanten herangezogen werden.

b) k’ag = Ly, in diesem Fall wird die gemessene Bindungskinetik durch beide limitierende
Faktoren beeinfluf’t und eine Bestimmung der kinetischen Konstanten ber ein einfaches
1:1 Modell fihrt zu Abweichungen, die von wenigen Prozent bis zu mehreren
Grolenordnungen betragen kénnen.

) k’ag >> L. Hier werden die gemessenen Bindungskurven nur durch den Massentransport
an die Oberflache bestimmt. Damit kénnen sie zwar nicht zur Ermittlung der Kkinetischen
Konstanten, aber zur Bestimmung der VVolumenkonzentration an B herangezogen werden.

Fall ¢) kann also dadurch erzwungen werden, dall eine mdoglichst hohe Anzahl an

Bindungsstellen an der Oberflache bereitgestellt wird. Dann gilt (Karlsson et al., 1994):

dr
E=kM (@, (20)

d. h. die Bindungsrate ist proportional der Konzentration an bindungsféhiger Species B. Dies
wird im sogenannten Bindungshemmtest oder Titrationsassay ausgenutzt (Piehler et al.,
1997). Dabei werden Aliquots des zu untersuchenden Rezeptormolekils R mit verschiedenen
Konzentrationen an Ligand L vermischt und die Gleichgewichtskonzentration an freiem
Rezeptor uUber die Bindungsrate detektiert. R entspricht nun den Spezies B in Gl. (14), A ist
ein immobilisierter Ligand, an den R bindet, wéhrend L irgendeine Substanz ist, deren
Wechselwirkung mit R untersucht wird. Die Oberflache dient also als Sonde, mit der das
Gleichgewicht zwischen R und L quantifiziert wird. Fir einheitliche Rezeptormolekile R

kann an die gemessenen Daten eine Modellfunktion, die aus dem Massenwirkungsgesetz

R+L—="=RL, (21)
abgeleitet wurde, angepal’t werden. Man erhalt die Gleichgewichtskonstante K:
K:ka (22)

E 1
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und die Konzentration an aktiven Rezeptormolekilen. k; und kg sind hierbei die
Assoziationsraten- und Dissoziationsratenkonstante flr die Reaktion zwischen R und L in der
Losung.

Fur Mischungen aus verschiedenen Rezeptormolekiilen, wie sie beispielsweise polyklonale
Antikorper darstellen, gibt es fiir jede Subpopulation eine Affinitatskonstante, die nicht mehr
durch das beschriebene Verfahren zuganglich sind. Die Affinitdt der Gesamtpopulation
gegenliber einem bestimmten Analyten kann aber durch eine mittlere Affinitatskonstante
beschrieben werden, die der Affinitatskonstanten monoklonaler Antikérper mit dem gleichen
Testmittelpunkt (d. h. 50% Inhibierung) entspricht. Sie kann aus dem Testmittelpunkt
bestimmt werden, wobei im Falle von Antikdrpern berlicksichtigt werden muR3, daR diese tber
zwei unabhéngige Bindungsstellen verfiigen, einfach besetzte Antikdper jedoch noch an die
Oberfl&che binden kénnen. Es ergibt sich

24
\/E m:o,L(TM) —Cor

, (23)

mit ¢, als Ligandkonzentration am Testmittelpunkt und ¢, g als Konzentration an Bindungs-
stellen des Antikorpers, d. h. der zweifachen Antikérperkonzentration. Die Ableitung von Gl.
(23). findet sich bei Schobel (1999). AbschlielRend sollte noch erwahnt werden, dal3 auch im
Falle einer kinetisch kontrollierten Bindung die Anfangsphase der Bindungskurve zur
Bestimmung der Konzentration freier Rezeptoren herangezogen werden kann, da sich hierfir
(kleines ") Gl (15) vereinfacht zu

dr/dt=k,cr ., (24)

2.2.2 Oberflachenmodifikation und Referenzierung

Ein weiterer wichtiger Aspekt der markierungsfreien Detektion von Bindung an einer Ober-
flache ist die Tatsache, daR jegliche Veradnderung der optischen Eigenschaften der Oberflache
detektiert werden. Daher sind sowohl unspezifische Bindung® als auch Veranderungen der
optischen Eigenschaften durch Variationen im Bulk und Temperaturdnderungen grund-
sétzliche Probleme dieser Verfahren. Die Losungsansatze fir diese Probleme sind zum einen

Oberflachenmodifikationen, die die unspezifischen Wechselwirkungen reduzieren und zum

2 Als unspezifische Bindung wird in diesem Zusammenhang die Wechselwirkung der geldsten Teilchen mit der
Oberflache im Gegensatz zur spezifischen Interaktion zwischen immobilisiertem und geldster Teilchen, die in der

Regel auf affiner Bindung beruht, bezeichnet.
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anderen die Referenzierung der gemessenen Signale. Im folgenden werden zunachst die im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oberflachenmodifikationen gezeigt und anschlielend die
in der Literatur beschriebenen Referenzierungsansatze dargestellt.

Erster Schritt einer Oberflachenmodifikation der SiO,-Oberflache ist eine Silanisierung, bei
der auf der Oberflache vorhandene Silanolgruppen mit Silanen umgesetzt werden. Zur
anschlieBenden Kupplung von aminofunktionalisierten Polymeren ist Glycidyloxypropyl-
trimethoxysilan GOPTS besonders geeignet, das zunachst ber die Methoxygruppen mit den
Silanolgruppen der Oberflache reagiert, siehe Abbildung 2-7. Zur Vereinfachung wird im
Schema nur die Bindung einer Si-O-Si gezeigt. In einem weiteren Schritt wird mit einem
aminofunktionalisierten Polymer umgesetzt, wobei die Epoxygruppe unter Ring6ffnung an
das Amin bindet. Die Reaktion mit einem Aminodextran verlduft analog. Die Funktion des
Polymers ist zum einen die Abschirmung der Oberflache zur Reduktion unspezifischer
Bindung und zum anderen die Mdglichkeit an freie Aminogruppen Liganden kovalent zu
binden. Die beiden Polymere Dextran und PEG zeigen dabei unterschiedliche Eigenschaften.
Wahrend das Dextran im waRrigem Medium ein Hydrogel bildet und dadurch ein Volumen
zur Wechselwirkung zur Verfligung steht, bildet PEG zumindest in der Modellvorstellung
eine sogenannte Polymerbirste. Daher kénnen an Oberflachen, die mit Dextran und Liganden
modifiziert wurden, mehrere Monolagenédquivalente Rezeptormolekiile binden, wéhrend auf
PEG-Oberflachen maximal Monolagen mdglich sind. Im Rahmen der Arbeiten zum
Synthesemonitoring wurden an die mit Diamino-PEG modifizierten Oberflachen (Piehler,

2000) in RIfS-Mel3zellen Aminoséuren unter Bildung einer Amidbindung angekuppelt.

\
Diamino-PEG

0
GOPTs ]

AN o{\/\ NI
NN, ————> o—slu O/\o/H\H/\/ O]'n\/ H,

OH—>

—~0-VL-0—

Abbildung 2-7  Oberflachenmodifikation. 1. Schritt Silanisierung mit GOPTs, 2. Schritt:

Kupplung eines aminofunktionalisierten Polymers am Beispiel des DAPEG.

Wie oben erwahnt sind nicht nur unspezifische Effekte bei der markierungsfreien Detektion
problematisch, sondern auch Temperaturschwankungen und Anderungen im Bulk. Das
Ausmald dieser Effekte auf das Mefsignal hangt dabei stark vom Detektionsverfahren ab. Alle
Methoden, die reine Brechungsindexeffekte durch Evaneszentfeld-Verfahren detektieren,
werden deutlich starker beeinfluRt, als Methoden, die Anderungen im Reflexionsverhalten

bestimmen. Alle bisher kommerzialisierten Verfahren (Oberflachenplasmonenresonanz SPR,
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Resonant Mirror, Gitterkoppler) gehoren in die erste Kategorie, wahrend RIfS und
Ellipsometrie zur zweiten Rubrik gehoren. Aus diesem Grund wird bei den meisten
kommerziellen Geraten auf 0,1 °C oder besser thermostatisiert und eine parallele Detektion an
mindestens zwei Kanélen angeboten. O’ Brien et al. 1999 zeigten, dal die parallele Detektion
in zwei Kandlen auch zur Kompensation von Temperatureffekten in einem nicht-
thermostatisierten SPR-Aufbau verwendet werden kann.

Die parallele Detektion in einem Referenzkanal bietet die Mdoglichkeit, gleichzeitig Bulk-
effekte und unspezifische Bindung zu korrigieren (z. B. Karlsson und Félt 1997). Dies setzt
allerdings voraus, dal der ReferenzmeRpunkt so modifiziert ist, dal die unspezifische
Bindung gleich groR ist und an ihm keine spezifische Bindung auftritt. Eine weitere
Alternative wurde von Karlsson und Stahlberg 1995 beschrieben, die an 4 MeRspots unter-
schiedliche Mengen an Antikérper immobilisierten und damit Oberflachen mit 4
verschiedenen Bindungskapazitdten erhielten. Die unterschiedlichen Gleichgewichts-
belegungen in Wechselwirkung mit dem Protein-Antigen erlaubte damit die Bestimmung der
Affinitatskonstante zwischen immobilisiertem Antigen und Antikorper.

In einer kirzlich erschienen Publikation wurde erstmals theoretisch und experimentell der
Einflul der Signalkorrektur von kinetischen Messungen durch einen Referenzkanal untersucht
(Ober und Ward 1999a). Die Autoren zeigten, dal insbesondere bei den flr kinetische
Messungen in der Regel notwendigen kleinen Oberflachenbelegungen (siehe oben) die
Kompensation des Bulkeffekts mittels Subtraktion des Referenzkanals den groRten Beitrag
zur Streuung der ermittelten kinetischen Konstanten liefert. Der zusétzliche Fehler ist deutlich
groler, als der durch Basislinienrauschen verursachte Beitrag, wie die Autoren in einer
weiteren Studie nachwiesen (Ober und Ward 1999b). Die Autoren verwendeten flr lhre
Untersuchungen ein (Protein)-Antigen-Antikorper-System, das mit der nur mit Dextran
modifizierten Oberflache praktisch keine unspezifische Wechselwirkung zeigte. Spielt auch
unspezifische Bindung eine Rolle, muf} die Referenzoberflaiche mit einem mdoglichst ver-
gleichbaren Liganden modifiziert werden. Jedes unterschiedliche Verhalten der beiden Ober-
flachen flhrt dann zu weiteren Fehlerquellen, was in dieser Arbeit (Abschnitt 4.3.5) an einem
Beispiel der Konzentrationsbestimmung eines Antibiotikums aus einer Fermenterproduktion
exemplarisch gezeigt wird.

Fir die reflektometrische Interferenzspektroskopie wurde die Referenzierung der Lichtquelle
in einem Aufbau basierend auf einem optischen Multiplexer untersucht (Seemann 1997).

Dabei gelang es durch Verwendung eines von maximal 13 Kanélen des Multiplexers als
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Referenzkanal Driften aufgrund von Anderungen im Lampenspektrum zu korrigieren, wobei
allerdings das Basislinienrauschen hauptsachlich durch Schaltfehler des Multiplexers um 10%
zunahm. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Aufbau realisiert, der eine Referenzierung durch
eine zweite Diodenzeile, die durch die gleiche Elektronik angesteuert wurde (elektronisches

Multiplexing) ermdglicht (Kapitel 4.3).

2.3 Festphasensynthesen

2.3.1 Prinzip der Festphasensynthesen

Merrifield synthetisierte 1963 erstmals ein Tetrapeptid an einem Polystyrolharz und fihrte
damit die Festphasensynthese ein (Merrifield 1963). Fir diese Leistung erhielt er 1984 den
Nobelpreis. Das Prinzip der Peptidfestphasensynthese (Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS)
ist in Abbildung 2-8 gezeigt.

-Y
5% AS.-Y AS,-AS-....-AS,-Y AS,-AS,-....-AS,-NH,
+AS,-Y, ki=k+1

Abbildung 2-8  Prinzip der Peptidfestphasensynthese nach Merrifield.

An einem festen, in der Regel polymeren, Tréger wird die erste Aminosdure AS; (ber ihre
Carboxygruppe kovalent an eine funktionelle Ankergruppe des Polymers mittels
entsprechender Aktivierungsreagenzien angekuppelt. Um einen eindeutigen Reaktionsablauf
zu gewabhrleisten, darf die a-Aminogruppe der Aminoséure nicht an der Reaktion beteiligt

werden und wird daher durch eine Schutzgruppe Y blockiert, die im nachsten Schritt
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abgespalten wird. AnschlieBend kann die néchste Aminosdure, wiederum mit geschitzter
Aminogruppe, unter Bildung einer Amidbindung angekuppelt werden. Der Zyklus aus
Schutzgruppenabspaltung und Kupplung der né&chsten Aminoséure wird dann bis zur
Fertigstellung des Peptids mit den entsprechenden Aminosauren wiederholt. Zum Schutz vor
Nebenreaktionen sind alle trifunktionellen Aminosduren mit sogenannten Seitenschutz-
gruppen versehen, wobei das Prinzip der orthogonalen Schutzgruppenstrategie angewandt
wird. Dies bedeutet, daB terminale (temporare) und konstante Seitenschutzgruppen unter
unterschiedlichen Bedingungen abgespalten werden, wodurch eine selektive Entfernung der
temporaren Schutzgruppen am Ende eines Kupplungsschrittes ermdoglicht wird. Die Seiten-
schutzgruppen werden in der Regel am Ende der Synthese entfernt, wobei h&ufig gleichzeitig
das Peptid vom Tréger abgespalten wird.

Das Verfahren der Festphasensynthese bietet folgende Vorteile (vgl. Jung, 1996):

» Vereinfachte Reaktionsfihrung, da zeitaufwendige Reinigungs- und Isolierschritte durch
die kovalente Anbindung an den Tréager entfallen. Am Ende jedes Schrittes wird statt
dessen das Trégermaterial gewaschen und filtriert.

« Durch Einsatz groRer Uberschiisse an Reagenzien (mdglich durch die einfache
Abtrennung) werden héhere Umsatze erzielt.

» Modglichkeit der Automatisierung, da immer technisch identische Schritte.

Kritisch bei der Festphasensynthese sind unvollstdndig ablaufende Reaktionsschritte, da sie zu

Fehlsequenzen fuhren, die aufgrund der geringen Unterschiede in den physikalischen Eigen-

schaften insbesondere bei gréfieren Peptiden kaum vom eigentlichen Produkt abzutrennen

sind. Aus diesem Grund werden meist nur Peptide mit bis zu 20 Aminosduren an der

Festphase synthetisiert. Bei groReren Peptide werden zundchst Abschnitte getrennt hergestellt

und anschlielend verknilpft (Fragment-Kondensation, Benz, 1994).

Festphasensynthesen wurden inzwischen nicht nur fir peptische Systeme eingesetzt, sondern

auch fur Oligonukleotide (Gait 1989) und Oligosaccharide (Danishefsky, 1993 ). Eine neuere

Entwicklung ist der Einsatz der Festphasensynthese fir nichtoligomere Verbindungen: die

sogenannte Organische Chemie an fester Phase (Solid Phase Organic Synthesis, SPOS), die

speziell im Bereich der Suche nach Leitstrukturen und Optimierung von Pharmaka

Anwendung findet (Frichtel und Jung, 1996; Jung 1996; Jung 1999; Gordon et al., 1994).

Besonders fur automatisierte Synthesen sind Verfahren notwendig, die eine Kontrolle der

Vollstandigkeit von Kupplung und Abspaltung, aber auch der Waschschritte ermdglichen. Die

Detektion des Reaktionendes erlaubt nicht nur eine zeitsparende Durchfuhrung der Synthese,
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sondern minimiert auch unerwinschte Nebenreaktionen wie Racemisierung und Schutz-
gruppenverlust. Die einfachste Methode, die Vollstandigkeit der Kupplung zu tberprifen,
bietet der Kaisertest (Kaiser et al. 1970), der freie Aminogruppen durch die Ninhydrinreaktion
anzeigt. Allerdings gibt diese Methode nicht den Verlauf der Reaktion wieder, ist schwierig
zu automatisieren und erfordert aulRerdem die Entnahme von Syntheselésung bzw. Synthese-
harz. Daher wurden verschiedene Methoden fir ein Synthesenmonitoring entwickelt, wobeli
die wichtigsten Verfahren auf UV-Detektion und Leitfahigkeitsmessungen basieren. Haufig
wird die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe (s. u.) UV-spektroskopisch verfolgt (Cameron et
al., 1987), womit allerdings nur die Entschitzungsreaktion verfolgt werden kann.

Die ersten Methoden zur Verfolgung der Kupplung beruhten auf Verwendung von zugesetzten
Indikatoren fur die Konzentration an freien Aminogruppen, wie beispielsweise Pikrinsaure
(Hodges und Merrifield, 1975).

Nachteil dieser Methoden sind mdégliche Nebenreaktionen durch die Indikatoren. Die Ent-
wicklung von Aktivestern wie HOBt (Atherton et al., 1986) boten neben geringeren
Racemisierungspotential auch die Maglichkeit, die Kupplung online zu verfolgen, da HOBt
durch freie Aminogruppen deprotoniert wird, und das entstehende Anion bei 440 nm stark
absorbiert. Im Verlauf der Reaktion nimmt die Absorption entsprechend der Abnahme an
freien Aminogruppen ab, die spektroskopische Verfolgung erlaubt damit ein Monitoring. Die
Abnahme der protonierten Aminogruppen sowie deprotonierter HOBt-Molekile im Verlaufe
der Reaktion kann auch konduktometrisch verfolgt werden (Fox et al., 1991). Diese Methode
gestattet auch, die Entschutzungsreaktion zu verfolgen, da bei der Abspaltung der Fmoc-
Gruppe ein Carbaminséuresalz entsteht, das die Leitfahigkeit erhoht.

Leitfahigkeitsmessungen bei der Kupplung sind auch bei Verwendung anderer Kupplungs-
reagenzien moglich, indem eine Base zum Reaktionsgemisch zugefiigt wird, die mit der bei
der Acylierung freigesetzten Sdure lonenpaare ergeben. Weitere, technisch anspruchsvollere
Monitoringmethoden sind IR-Spektroskopie (z. B. Pivonka et al., 1996), MAS-NMR
(Anderson et al., 1995, Pursch et al., 1997) und MALDI-TOF MS (Egner et al., 1995).

Eine interessante Methode mit einem hohen Parallelisierungspotential wurde erst kirzlich in
der Literatur beschrieben (Fischer und Tran, 1999). Die Autoren beschreiben die Verwendung
einer NIR-Camera mit 320-240 Pixel und eines akusto-optischen Monochromators zur
Detektion von Amino- und Amidbanden bei der Festphasensynthese von Peptiden. Die
Technik ist zumindest flr die beschriebenen Peptidsynthesen universell einsetzbar, da bei der

Kupplung (wie oben beschrieben) immer freie Aminogruppen zu Amidbindungen umgesetzt
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werden und bei der Abspaltung der terminalen Schutzgruppe wieder freie Aminogruppen
entstehen.

Zur Detektion von Festphasenreaktionen an planaren Glasoberflachen ist allerdings keine
dieser Methoden® geeignet, da im Unterschied zur Synthese an Polymerharzen, bei der die
Produktkonzentrationen typischerweise im millimolaren Bereich liegen, Oberflachen-
konzentrationen von pMol/mm? nachzuweisen sind. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit
untersucht, ob eine oberflachensensitive optische Detektionsmethode, die erfolgreich zum
Nachweis von Bindungsvorgangen aus walrigen Losungen verwendet wurde, zur Detektion

bei Festphasensynthesen geeignet ist (siehe Kapitel 4.1).

2.3.2 Eingesetzte Kupplungsreagenzien, Schutzgruppen und Reaktionen

Aus der Vielzahl der Kupplungreagenzien und Schutzgruppen zur Peptidsynthese sollen hier
nur die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Substanzen eingefuhrt werden.

In den Arbeiten zum Monitoring der Peptidsynthese an modifizierten SiO,-Oberflachen wurde

die 1970 von Carpino und Han (1970) eingefiihrte Fmoc-Strategie eingesetzt (Abbildung 2-9).

Piperidin SG SG TFA

Abbildung 2-9  Fmoc-Strategie, SG = Seitenschutzgruppe, TFA = Trifluoessigsaure.

Hierbei werden Aminosdauren verwendet, die an der a-Aminogruppe mit der basenlabilen 9-
Fluorenylmethyloxycarbonylgruppierung geschiitzt sind. Die Fmoc-Gruppe wird durch ein
sekundares Amin (Piperidin) abgespalten, unter Freisetzung von Dibenzofulven und einem
Carbaminsdureanion, das unter Kohlendioxidabspaltung zerféllt. Die Seitenschutzgruppen
sind basenstabil jedoch sdurelabil, so dal® sie mit Trifluoressigsaure am Ende der Synthese

abgespalten werden kénnen. Bei polymerbasierten Festphasensynthesen wird in diesem Schritt

* Eventuell ware MALDI-TOF MS in Verbindung mit einem photolabilen Linker geeignet, allerdings ist die

Methode nicht zerstérungsfrei.
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in der Regel auch die saurelabile Ankergruppierung (z. B. Benzylester) zum Polymer getrennt,

so dal} Seitenschutzgruppenabspaltung und Abspaltung vom Trager in einem Schritt erfolgen

kdnnen.
DIC HOBT
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/ N,
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Abbildung 2-10 Reaktionsmechanismus der Kupplung mit HOBT/DIC.

Zur Kupplung wurden die beiden Reagenzien DIC (1,3-Diisopropylcarbodiimid) und TBTU
(2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumtetrafluorylborat, Knorr 1988) ver-
wendet, sowie teilweise zusatzlich HOBT (1-Hydroxybenzotriazol), das die Gefahr der
Racemisierung minimiert. In Abbildung 2-10 ist der Mechanismus der Amidbindungsbildung
dargestellt. Zun&chst bilden Aminoséure und DIC ein O-Acyl-isoharnstoff-Intermediat, das
unter Abspaltung von Diisopropylharnstoff mit HOBT zu einem Aktivester reagiert. Durch

die Aktivesterbildung wird die Wahrscheinlichkeit der Racemisierung am a-C-Atom der
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Aminoséure verringert. Der Aktivester reagiert dann mit der freien Aminogruppe am Ende der

immobilisierten Peptidkette.

2.4 Biospezifische Detektion in der Flussigchromatographie

2.4.1 Chromatographie
Chromatographie ist eine Methode zur Trennung von Substanzgemischen, die zur Unter-
suchung der qualitativen Zusammensetzung von Stoffgemischen, zur Quantifizierung von
Komponenten in Stoffgemischen, zur praparativen Gewinnung von Einzelkomponenten aus
Gemischen und zur Reinheitsprifung eingesetzt wird (Bocker, 1997; Schwedt, 1994). Es
existiert eine grofle Anzahl von Varianten; allen gemeinsam ist die Verwendung einer
mobilen und einer stationdren Phase. Die zu trennenden Komponenten werden in der mobilen
Phase gelost, die Uber die stationdren Phase strémt. Je nach Starke der Wechselwirkung mit
der stationdren Phase werden die Komponenten unterschiedlich lange zuriickgehalten,
wodurch die Substanzen getrennt werden. Die Einteilung in verschiedene chromatographische
Verfahren kann nach unterschiedlichen Gesichtpunkten erfolgen:
» Apparative Aspekte: Saulen-, Hochdruckflissigkeits-, Diinnschichtchromatographie
» Aggregatzustand der stationdren und mobilen Phase: Flussig-Flissig-Chromatographie,
Gas- Flissig-Chromatographie
» Art der Wechselwirkungen: Adsorptions-, Verteilungs-, lonenaustausch-, Gelpermeations-,
Affinitatschromatographie
Allerdings liegt nur in den seltensten Fallen ein einziger Trennmechanismus vor.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hochleistungsflissigkeitschromatographie HPLC (High
Perfomance Liquid Chromatography) eingesetzt, daher sollen im folgenden nur die
Grundlagen dieser Methode beschrieben werden.
Bei der HPLC handelt es sich um eine S&ulenchromatographie, d h. die stationdre Phase be-
findet sich in einer Sdule, die mobile Phase wird kontinuierlich durch diese Saule gepumpt.
Die getrennten Substanzen verlassen nacheinander die S&ule und werden zum Detektor
geleitet. Die vom Detektor registrierten Signale nennt man Peaks, Bereiche in denen nur
mobile Phase den Detektor durchstromt, werden als Basislinie bezeichnet. Unter gleichen
chromatographischen Bedingungen ist die Retentionszeit t,, d .h. die Zeit, die zwischen
Injektion und Detektion der Substanz verstreicht, fiir eine Komponente gleich groR. Durch
Vergleich mit dem Chromatogramm eines Standards unter gleichen Bedingungen kann

dadurch eine qualitative Aussage gemacht werden. Allerdings kénnen durchaus zwei vollig
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unterschiedliche Substanzen unter gegebenen Bedingungen die gleichen Retentionszeit be-

sitzen. Um zu einer gesicherten Analyse zu kommen, gibt es zwei Mdglichkeiten:

» Chromatographieren von Probe und Standard unter zwei verschiedenen Bedingungen, da es
unwahrscheinlich ist, dall zwei Substanzen unter unterschiedlichen chromatographischen
Bedingungen zweimal gleiche Retentionszeiten aufweisen.

» Verwendung geeigneter Detektoren, die weitere Informationen tber die jeweilige Substanz
liefern kénnen, oder die Verwendung einer Kopplungstechnik (s. u.).

Eine quantitative Aussage lait sich sowohl aus der Peakflache als auch aus der Peakhohe

gewinnen, wobei meist die Peakflache verwendet wird.
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Abbildung 2-11 Gaul3profil eines idealen Chromatographiepeaks.

Wenn keine zusatzlichen Effekte, die ein Tailing oder Heading bewirken, auftreten, besitzen
Chromatographiepeaks aufgrund der Verteilungsprozesse, die zur Trennung fihren, bei einer
ausreichend hohen Anzahl an Trennbdden, ein GauBprofil, vgl. Abbildung 2-11. Zur Cha-
rakterisierung der Peakbreite kann zum einen die Standardabweichung ¢ und zum anderen die

Peakbreite auf halber Hohe fwhh (full width at half height) herangezogen werden, die tiber

fwhh = w =+/5540 (25)
zusammenhéngen. Aus der Peakbreite auf halber Peakhthe ¢ berechnet sich die

substanzabh&ngige Anzahl der theoretischen Béden nach

tR
N =554/ (26)
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Wichtige Parameter von Detektoren sind Selektivitat, Empfindlichkeit, Rauschen, Drift, Dy-
namischer Bereich, Zeitkonstante und Totvolumen.

Die Selektivat ist ein Mal} fir die Ansprechcharakteristik des Detektors. Manche Detektoren
sprechen auf praktisch alle Anderungen in der mobilen Phase an und werden als universelle
Detektoren bezeichnet. Selektive Detektoren ergeben hingegen nur bei bestimmten Kom-
ponenten ein Signal, wobei der Grad der Selektivét einen sehr weiten Bereich umfassen kann.
Empfindlichkeit (Anderung des Signals pro Konzentrationsanderung) und Rauschen be-
stimmen die Nachweisgrenze. Hierflr existieren verschiedene Definitionen, hdufig wird das
dreifache Basislinienrauschen (3 o) herangezogen, um die Nachweisgrenze zu berechnen.
Insbesondere bei sehr langen Trennungen kann die Drift des Detektors die Nachweisgrenze
erhohen.

Der dynamische Bereich des Detektors gibt an, Uber welchen Konzentrationsbereich
Anderungen in der Konzentration als Anderung im Signal detektiert werden. Haufig wird
auch der lineare Bereich angegeben, in dem sich Anderungen in der Konzentration linear auf
das Signal auswirken.

Die Zeitkonstante ist ein MaR dafiir, wie rasch der Detektor einen Peak registriert. Sie wird
definiert als Zeit, die das System mindestens bendtigt, um 63% des Vollauschlags zu
erreichen (Bocker 1997). Eine zu Kkleine Zeitkonstante vergroRert allerdings das Rauschen.
Beim Totvolumen des Detektors muf in der Regel ein Kompromif3 zwischen zusétzlicher
Bandenverbreiterung und  Empfindlichkeit gefunden werden. Die  zusatzliche
Bandenverbreiterung des Detektors kann nach folgender Formel bestimmt werden:

ol =0 +0} (27)
wobei or die Standardabweichung des Peaks, op die Standardabweichung des Peaks ohne
zusatzliche Verbreiterung durch den Detektor und op die zusétzliche Standardabweichung
sind, die durch das VVolumen des Detektors hervorgerufen wird.

Der in der HPLC am hdufigsten eingesetzte Detektor ist der UV/Vis Detektor, den es sowohl

in der Ausfihrung als ,einfachen”“ UV/Vis-Detektor (Detektion nur eines Wellenldngen-

bereiches) als auch als Photodiodenarraydetektor gibt. Weitere wichtige Detektoren sind:

» Differentialrefraktometer, die durch die Detektion des Brechungsindex des Eluats praktisch
alle Substanzen erkennen,

» Fluoreszenzdetektoren, die sich durch sehr hohe Empfindlichkeiten und hohere

Selektivitaten auszeichnen sowie
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 elektrochemische Detektoren, mit denen reduzierbare oder oxidierbare Substanzen
nachgewiesen werden kénnen.

Eine weiterer Typ sind sogenannte Reaktionsdetektoren, bei denen die eluierten Substanzen
durch eine chemische Reaktion umgewandelt und die Derivate dann selektiver und
empfindlicher als die eigentlichen Verbindungen nachgewiesen werden konnen. Aufgrund der
hohen Reproduzierbarkeit des FluRsystems ist hierbei ein quantitativer Umsatz der Reaktion
nicht notwendig.

Schliellich werden heute héaufig Kopplungsmethoden eingesetzt, bei denen das
Trennverfahren mit einer spektroskopischen Methode gekoppelt wird. Die wichtigsten
Kopplungsmethoden im HPLC Bereich sind HPLC-MS, HPLC-NMR, HPLC-ICP, HPLC-
GC.

2.4.2 Kopplung von Bioassays und Flussigchromatographie

Ein weiterer Kopplungsansatz, der in den letzten Jahren entwickelt wurde, ist die Kopplung
von Bioassays mit Flissigkeitschromatographie. Damit wurden zwei Ziele verfolgt. Zum
einen weisen Bioassays hohe Selektivitdten und Empfindlichkeiten auf, die eine Verwendung
als Detektor attraktiv erscheinen lassen, zum anderen ist die Verwendung von Bioassays zur
Detektion in den analytischen Bereichen interessant, in denen Effekte von Substanzen auf
Biomolekiile untersucht werden. Beispiele sind das Screening nach neuen pharmazeutischen
Wirkstoffen oder Pflanzenschutzmitteln. In der Literatur sind einige Ansatze zur Kopplung
von Flissigkeitschromatographie mit Immunoassays (z. B. Oosterkamp et al., 1994a;
Oosterkamp et al., 1994b, Irth et al., 1993), Rezeptorassays (Oosterkamp et al. 1996) und
sogenannten Immobilized Enzyme Reactors (IMMER, z. B. Yao und Wasa, 1988; Kita et al,
1990; Ikegawa et al., 1992; Ortega 1994) erschienen. In den Arbeiten, in denen Immuno- und
Rezeptorassays mit Flissigkeitschromatographie gekoppelt wurden, wurden entweder
fluoreszenzmarkierte Rezeptoren oder im kompetitiven Testformat fluoreszenzmarkierte
Liganden eingesetzt. Im Gegensatz hierzu wurden die enzymatischen Reaktionen tiberwiegend
elektrochemisch detektiert. lkegawa et al. wiesen durch 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
im Reaktor erzeugtes NADH uber eine Chemilumineszenzreaktion nach. Eine ausflhrliche
Ubersicht iiber die Kopplung von Bioassays mit Fliissigkeitschromatographie wurde von
Emneus and Marko-Varga 1995 veroffentlicht .

Die Kopplung von Flussigkeitschromatographie mit markierungsfreien, transducerbasierten
Bioassays wurde in der Literatur nur fur die Detektion von Proteinen beschrieben. Tom-Moy

et. al. zeigten den Einsatz eines Oberflachentransversalwellenbauteiles (Surface Transverse
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Wave, STW) als HPLC Detektor fur IgG-Proteine, wahrend Bracewell et al. (1998) ein
kommerzielles Gerét auf der Basis des Prismenkoppler (Resonant Mirror) benutzten, um den
Durchbruch von Antikorperfragmenten in einer Affinitatschromatographie zu detektieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals eine markierungsfreie Methode zur biospezifischen
Detektion von kleinen Molekulen mit HPLC gekoppelt. Die Ergebnisse dieser Arbeiten, in
denen als Modellsystem ein hochkreuzreaktiver Pestizid-Antikorper verwendet wurde, werden

in Kapitel 4.2 dargestellt.
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3 Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und Biochemikalien

Standardchemikalien und -biochemikalien von FLUKA, Neu-Ulm und SIGMA,
Deisenhofen, soweit nicht andere Quellen angegeben sind.

Funktionalisierte Silane von ABCR, Karlsruhe.

Polyklonale Isoproturon-Antikorper von Dr. Ram Abuknesha, Kings College London.
Monoklonale anti-HA-Antikoérper von Boehringer Mannheim.

Kommerzielle Isoproturon-Derivate von Riedel de Haén.

Das HA-Peptid wurde von Dipl.-Chem. Rolf Tinnemann synthetisiert
[3-(4-Carboxymethylphenyl)]-1,1-dimethylharnstoff und 4-Chlor-6-(isopropylamino)-
1,3,5-triazin-2-(6’-amino)-capronsaure von Dr. Ram Abuknesha, Kings College London.
Interferenzschichten (10 nm Ta,Os und 330 nm SiO, auf 1 mm D263 Substrat, hergestellt
durch einen lon-plating Prozel) von Schott, Mainz.

Oxidierte Siliziumwafer von Wacker Chemie, Burghausen.

Aminodextran AMD synthetisiert nach Piehler 1997.

Diaminopolyethylenglykol DAPEG M 2000 g/mol Rapp Polymere Tlbingen.

3.1.2 L6sungen

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (PBS)

150 mM NacCl
50 mM KH,PO,4

mit 2 M KOH auf pH 7,4 einstellen.

Piranha-L6ésung

60 Vol.-% H,SO, (96%ig)
40 Vol.-% H,0, (30%)

vorsichtig vermischen und frisch verwenden.

3.1.3 Gerate

Kivettenspektrometer Spekol 1100 (Analytik Jena), modifiziert nach Schmitt et. al 1997

mit Polymerlichtleiter (PMMA), 1mm Durchmesser mit 1 auf 2 Faserkoppler von
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MicroParts, Dortmund und 5V/10W Halogenlampe mit integriertem Reflektor (Oshino
Lamps, Nirnberg).

2 MMS-Diodenarrays, Sonderserie mit Diodenarray von Hamamatsu 128 Pixel a
50x2500um?, Carl-Zeiss Oberkochen

Ansteuerelektronik MMS/MCS-Emcon 14 fir bis zu 4 Spektralsensoren von tec5 Sensorik
und Systemtechnik GmbH, Steinbach (Taunus).

ASIA FIA und Autosampler von Ismatec, Wertheim-Mondfeld.

Hamilton Dilutor Microlab 541C und Ventilsteuerung MVP mit 1-8-Ventil von Hamilton
Deutschland, Darmstadt

Verschiedene Kolbenhubpipetten von Eppendorf, Hamburg.

Winkelrotor Zentrifuge Biofuge 15 von Heraeus Sepatech, Osterode.

Spektralellipsometer ES4G, Sopra, Paris.

Proteinsequenzer Modell 477 A (Applied Biosystems, Weiterstadt) in Kombination mit
dem PTH Analyzer Model 120 A.

verschiedene MeRzellen aus Plexiglas, Polypropylen, Polyethylen und Teflon, Fertigung
nach eigenen Zeichnungen

Mel3zellen aus PCTFE, Sonderanfertigung durch Hewlett-Packard, Waldbronn.

3.2 Methoden

3.2.1 Oberflachenmodifikation

In dieser Arbeit wurden Transducerchips mit folgenden Modifikationen eingesetzt: AMD,

DAPEG, Dichlordimethylsilan. Die Schichten wurden geméR folgender Protokolle hergestellt:

Reinigung und Aktivierung der SiO,-Oberflache (einheitlich fir alle Schichten)

e Transducerchips ca. 3 min. in 6 N NaOH (oder KOH) im Ultraschallbad behandeln,
mit bidestilliertem Wasser abspiilen

e % h in Piranha einlegen, im Ultraschallbad behandeln, mit bidestilliertem Wasser
abspulen

Die Transducerchips missen absolut hydrophil sein. Anschliefend werden sie trocknen

gelassen und dann rasch weiter umgesetzt.
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Umsetzung mit Si(CHs), Cl, (nach Brecht, 1993)
e Eine Losung von 2% Dichlordimethylsilan in 1,1,1-Trichlorethan auf die Oberflache
tropfen (ca. 100ul/cm?) und warten, bis das Losungsmittel verdunstet ist.

e Spulen mit Methanol und bidestilliertem Wasser.

Umsetzung mit GOPTS (= 3-Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan)
e auf ein gereinigten Transducerchip 10-15pl GOPTS geben, mit einem zweiten
Transducerchip abdecken (Sandwich-Technik)
e ineiner leeren, verschlossenen Glaskammer ca. 1 h stehen lassen

e kurz mit Aceton (Wassergehalt < 0,1%) spulen und sofort unter einem Stickstoffstrom
trocknen

e zlgig weiterverarbeiten (wg. Luftfeuchtigkeit)

Kupplung von Aminodextran AMD

e auf einem mit GOPTS silanisiertem Transducerchip 20 pul Aminodextranlésung (10 mg
AMD in 20 pl bidestilliertem Wasser gelost, pH 7-8) geben und wie bei der
Silanisierung einen zweiten Transducerchip auflegen

e die Transducerchips in einer geschlossenen Glaskammer in gesattigter Wasserdampf-
atmosphare mindestens 12h umsetzen

e nach der Umsetzung sehr griindlich mit bidestilliertem Wasser spilen

Kupplung von Diamino-Polyethylenglycol 2000 DAPEG (nach Birkert et al., 2000)
e auf einem mit GOPTS silanisiertem Transducerchip 30 ul DAPEG in Dichlormethan
(4 mg/ml) und bei 70 °C mindestens 36 h reagieren lassen
e nach der Umsetzung sehr griindlich mit bidestilliertem Wasser spilen

e in Ethanol 3 min im Ultraschallbad behandeln und mit bidestilliertem Wasser spiilen

Kupplung von 4-Chloro-6-(isopropylamino)-1,3,5-triazin-2-(6’-amino)-capronsaure (ACA) an
eine AMD-Oberflache
e 1 mg der Substanz und 0,5 pl DIC in 5 pl DMF lésen und auf einen AMD
beschichteten Transducerchip geben, einen zweiter Transducerchip auflegen
e den Sandwich in einer verschlossenen Glaskammer iber Nacht reagieren lassen

e nach der Umsetzung sehr grundlich mit DMF und bidestilliertem Wasser spllen
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Kupplung von [3-(4-Carboxymethylphenyl)]-1,1-dimethylharnstoff an eine AMD-Oberflache

e 1 mg der Substanz in 5 pl einer Lésung von 0,5 mg TBTU und 0,5 pl DIEA in DMF
auflésen und auf einen AMD beschichteten Transducerchip geben, einen zweiten
Transducerchip auflegen

e das Sandwich in einer verschlossenen Glaskammer Uber Nacht reagieren lassen

e nach der Umsetzung sehr griindlich mit DMF und bidestilliertem Wasser spiilen

3.2.2 Reflektometrische Interferenzspektroskopie

Messung
Der Aufbau fir RIfS-Messungen ist in Abbildung 2-6 gezeigt. Zur Spektrenerfassung und

Ansteuerung der FIA bzw. des Dilutors wurde das Programm ,,MEASURE" von G. Kraus
eingesetzt. Die Integrationszeit wurde jeweils so gewdhlt, dall 90% der Sattigung des
Detektors erreicht wurden. Ublicher Zeitabstand zwischen den MeBpunkten war 5s. Zur
Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses wurden je nach Integrationszeit jeweils so

viele Spektren aufsummiert, wie in 90% dieses Zeitintervalls moglich war.

Auswertung
Die Interferenzspektren Ix(A) wurden aus den Reflexionsspektren I(A) durch Korrektur mit

dem Dunkelsignal Iz(A) und dem Referenzsignal Iz(A) ermittelt:

|K(/\):M (28)

s (A)_ I, (A)

Die korrigierten Spektren wurden mit dem Programm ,,IFZ* von A. Brecht und G. Kraus
ausgewertet. Das Programm fuhrt eine Parabelanpassung an ein ausgewahltes Extremum
durch. Bei allen Messungen wurde hierzu das Minimum bei m = 1,5 herangezogen und aus
der Lages dieses Extremums durch Multiplikation mit dem Faktor 0,75 die optische
Schichtdicke der Interferenzschicht berechnet. Durch einen dynamischen Datenaustausch
zwischen ,,Measure® und ,,Ifz“ konnte die Verschiebung des Extremums on-line verfolgt

werden.

Probenhandhabung

Zur Probenhandhabung wurde fur die Affinitatsbestimmungen und flr die Versuche mit dem
Doppelspektrometeraufbau ein FlieRinjektionssystem ASIA von Ismatec eingesetzt. Bei den
Messungen zum Monitoring von Festphasensynthesen wurden die Proben mit einem Hamilton
Dilutor durch ein 1-8-Ventil aufgesogen und in die Mef3zelle injiziert (Abbildung 4-7). In
beiden Fallen wurden die Probenhandhabung durch das Programm Measure gesteuert. Fur die
HPLC-RIfS-Kopplung wurde der in Abbildung 4-34 gezeigte Aufbau verwendet. Die Aufgabe
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der Probe auf die Sdule geschah durch manuelles Schalten eines Injektionsventils, ebenso der
Wechsel von Eluat-Antikorperlosung bzw. Regenerationslosungen vor der RIfS-MeRzelle.

3.2.3 Affinitatstitration

Antikorper, die zum immunanalytischen Nachweis verwendet wurden, wurden durch
Affinitatstitrationen charakterisiert. Das Verfahren ist ausfihrlich bei Piehler et al. (1997)
beschrieben. Es wurden Aliquots einer Antikdrperlésung mit aufsteigenden Konzentrationen
an Analyt inkubiert und die jeweiligen Gleichgewichtskonzentrationen an Antikorper
bestimmt. Dazu wurden RIfS-Transducerchips mit einer hohen Dichte an Bindungsstellen
verwendet, da damit praktisch ausschlielich diffusionslimitierte Bindung detektiert wird
(Vgl. Kapitel 2.2). Damit sind die Steigung der Bindungskurven direkt proportional der
Konzentration an freiem Antikérper. Die halblogarithmische Auftragung der relativen
Antikorperkonzentrationen gegen die Analytkonzentration ergibt Diagramme, die analog zu
Titrationsverlaufen von Saure/Basetitrationen sind. Falls es sich um monoklonale Antikérper
handelt, kann durch Anpassung geeigneter Modellfunktionen, die Affinitatskonstante
bestimmt werden. Bei polyklonalen Antikdrpern kann der Testmittelpunkt bei einer
bestimmten Antikérperkonzentration als MaR fur die mittlere Affinitat herangezogen werden.

Messung
Zur Herstellung der Proben wurden 900 pl der entsprechenden Losung des Liganden zu

100 pl der zehnfach konzentrierten Losung des Antikorpers gegeben und nach intensiven
Vermischen fur mindestens 10 min vorinkubiert. Nach einer Messung der Basislinien mit
einer Pumprate von etwa 30 pl/min Uber einen Zeitraum von 2 min wurde die Probe mit
erhohter Pumprate (60-100 pl/min) injiziert und Gber einen Zeitraum von 200-400 s inkubiert.
Dann wurde gespiilt und je nach Antikorper-Rezeptor-System entweder mit Salzséure oder
Pepsinlosung, gefolgt von einem kurzen Puls Acetonitril/\WWasser/Propionsaure 49:49:2, viv:v

regeneriert.

Auswertung
Die Steigung der Massentransport-kontrollierten Bindungskurve wurde durch lineare Re-

gression uber den Bereich der Bindungskurve bestimmt, in dem die Bindungskurve lineares
Verhalten zeigte (konstante Probenkonzentration in der Fluf3zelle). Die ermittelte Steigung
wurde auf die maximale Steigung ohne Analyt normiert, um eventuelle Anderungen der
Eigenschaften der Transduceroberflache zu eliminieren.

Fir die polyklonalen Antikdrper wurde an die relativen Konzentrationen an freien Anti-

korpern folgende logistische Funktion mit einem Marquart-Levenberg-Algorithmus (Software



3.2 Methoden 35

Origin 5.0 von Microcal, Northampton, USA) angepalit, um den Testmittelpunkt x,, den

Exponenten p und den Offset A, zu ermitteln:

_ Al_AZ

+A, (29)
1+()"

y
Dabei wurde der Wert von A; auf 100% gesetzt, wéahrend der Offset A,, der Testmittelpunkt xo
und der Exponent p variiert wurden. Bei halblogarithmischer Auftragung ist die Steigung im
Testmittelpunkt gegeben durch
A, - A
4
und damit proportional zum Exponenten p, der somit ein Mal fiir die Breite des dynamischen

p (30)

Bereiches darstellt.

3.2.4 Bestimmung der Konzentration an aktivem Antikorper

Die polyklonalen anti-Isoproturon Antikorper wurden von Dr. Abuknesha hergestellt,
affinitatsgereinigt und als Ammoniumprazipitat zur Verfligung gestellt. Nach Auflésung in
PBS wurde zun&chst die Konzentration an Gesamt-lIgG durch Aufnahme eines UV-Spektrums
und Auswertung der Extinktion bei 278 nm bestimmt. Der Anteil an spezifischen Antikorpern
wurde durch folgendes Verfahren ermittelt: Zundchst wurde eine Affinitatstitration mit einem
monoklonalen anti-Atrazin-Antikérper durchgefuhrt. Durch die Anpassung einer Modell-
funktion fir monoklonale Antikdrper konnte die Konzentration an aktivem Antikorper
quantifiziert, und damit aus den Steigungen der Bindungskurven die Empfindlichkeit, d. h.
Steigung pro Antikorperkonzentration, unter den Bedingungen des Titrationsassays
(FluRraten, Mel3zelle) bestimmt werden. AnschlieBend wurde in die gleiche Mel3zelle ein
Transducer mit immobilisiertem Isoproturonderivat eingebaut und mit dem gleichen Mel3-
programm Proben der anti-Isoproturon-Antikdrper gemessen. Aus den Steigungen der
Bindungskurven konnte dann mit der vorab bestimmten Empfindlichkeit die aktive

Konzentration bestimmt werden.

3.2.5 Ellipsometrie

Die spektrale Ellipsometrie wurde zur Charakterisierung der verwendeten RIfS-Transducer

und als Referenzmethode fir die Festphasensynthese auf SiO, Wafern eingesetzt. N&heres zur
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Anwendung der Methode auf diinne organische und biochemische Schichten findet sich bei.
Striebel (1995) und Hehl (1998).

Die ellipsometrischen Messungen wurden unter einem Einfallswinkel von 70° durchgefiihrt.
Licht einer Xenon-Hochdrucklampe durchlduft einen rotierenden Polarisator. Der linear
polarisierte Lichtstahl fallt auf die Probe und wird reflektiert. Er durchlduft den Analysator
und einen Doppelmonochromator und wird schlielflich durch den Photomultiplier detektiert.
Aus der Signalmodulation und Stellung des Analysators lassen sich die ellipsometrischen
Winkel cos A und tan ¥ bestimmen.

Aufbau

Lichtquelle Monochromator

rotierender
Polarisator

Analysator @

Probe

Photomultiplier

Abbildung 3-1  Schematischer Aufbau fur die ellipsometrischen Messungen.

3.2.6 Sequenzierung

Die Sequenzierung von Peptiden erfolgte mittels Edman-Abbau mit einem ,,pulsed liquid
phase® Proteinsequencer. Dabei werden die einzelnen Aminoséuren eines Peptids schrittweise
mit Phenylisothiocyanat und Trifluoressigsaure umgesetzt. Die entstehenden Phenyl-
hydantoinaminoséduren wurden mit HPLC getrennt und 0ber Standards identifiziert und

quantifiziert.



4.1 Beobachtung von Festphasensynthesen mit RIfS 37

4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Beobachtung von Festphasensynthesen mit RIfS*
Wie in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben, wird im folgenden zundchst untersucht, ob

Reaktionen in organischen Losungsmitteln mit einer Glastypoberflache tUberhaupt mit RIfS
untersucht werden konnen. Dazu werden zum einen RIfS-Spektren mit experimentell
bestimmten Dispersionsverlaufen der RIfS-Transducerchips simuliert und zum anderen mit
typischen Losungsmitteln Spektren aufgenommen und Signal-Rausch-Verhéltnisse bestimmt.
AnschlieBend werden zunéchst Ergebnisse, die fir Reaktionen im L&sungsmittel 1,2-Di-
methoxyethan abliefen, vorgestellt. Die meisten peptidischen Festphasensynthesen werden in
Dimethylformamid durchgefiihrt, daher wurden auch in diesem Ldsungsmittel beispielhaft
Kupplungen durchgefiihrt, ehe ein Modelligand aus neun Aminoséuren auf der Oberflache
synthetisiert wurde, dessen Wechselwirkung mit einem Antikorper als Modell-Rezeptor-
molekil anschlieBend untersucht wurde. Im anschlielenden Abschnitt werden Referenz-
messungen beschrieben und schlielich als Modell fiir eine nicht-peptidische Synthese der
Aufbau von Triazinderivaten und ihre Wechselwirkung mit monoklonalen Antikérper unter-

sucht.

4.1.1 RIfS-Messungen in organischen Lésungsmitteln

Bisher wurde die reflektometrische Interferenzspektroskopie nur fir Messungen unter einer
walrige bzw. gasformige Phase eingesetzt. Da die weitaus meisten Festphasensynthesen in
organischen Lo6sungsmitteln durchgefiihrt werden, wurde zunéchst der EinfluR dieser
Losungsmittel auf das Signal-Rausch-Verhéltnis der RIfS-Signale untersucht und durch Be-
rechnungen der zu erwartenden Empfindlichkeiten die prinzipiellen Mdoglichkeiten der
Beobachtung von Syntheseschritten an Festphasen abgeschatzt.

Wie in Kapitel 2.1 beschrieben, tragt das gesamte Schichtsystem zum RIfS-Signal bei. Fur
Messungen in organischen Lésungsmitteln, die einen héheren Brechungsindex als waRrige
Losungen aufweisen, ist daher ein deutlicher EinfluR der optischen Eigenschaften des
Losungsmittels auf die Signalqualitat zu erwarten.

Zunachst wurden optische Parameter und Schichtdicken fur die verwendeten RIfS-Transducer

durch ellipsometrische Messungen an RIfS-Transducern nach dem bei Piehler 1997 ange-

* Die Untersuchungen, die im Kapitel 4.1 vorgestellt werden, wurden in Kooperation mit Herrn Dipl.-Chem. Rolf

Tunnemann, Arbeitskreis Prof. Dr. Glnther Jung durchgefhrt.
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gebenen Verfahren (Unterdrickung des Rickseitenreflexes durch Sandstrahlen und
Schwaérzen) bestimmt. In Abbildung 4-1 sind die Dispersionsverldaufe fir Substrat, reflexions-
verstarkende Schicht und Interferenzschicht, die durch Anpassung an die ellipsometrischen

Winkel bestimmt wurden, gezeigt.
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Abbildung 4-1  Dispersionsverlaufe der einzelnen Schichten fur die verwendeten RIfS-

Transducer.

Mit diesen Dispersionsverlaufen wurden nach Gl. (7) und Gl. (8) (Kapitel 2.1) Interferenz-
spektren berechnet, wobei der Brechungsindex des Bulks variiert wurde. Um die Rechnungen
allgemein zu halten, wurden sie fir dispersionsfreie Losungen durchgefuhrt. Zur Charakteri-
sierung der Spektren ist in Abbildung 4-2 das relative Nutzsignal gegen den Brechungsindex

des Bulk aufgetragen.
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Abbildung 4-2  Relatives Nutzsignal gegen Brechungsindex des Bulks. [7 berechnete Werte,

e experimentell bestimmte Werte.

Das relative Nutzsignal nimmt um so starker ab, je mehr sich der Brechungsindex des Bulks

dem der Interferenzschicht néhert. Zusétzlich sind in Abbildung 4-2 experimentell bestimmte
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relative Nutzsignale flr finf typische Lésungsmittel eingezeichnet. Man erkennt, dal3 die
gerechnete Kurve den gefunden Verlauf wiedergibt, wobei die experimentellen Werte unter
den berechneten liegen. Dies liegt daran, daB Offsets und die Dispersion der Losungsmittel in
den simulierten Spektren nicht bertcksichtigt wurden. Die grofiten Beitrdge zum Offset liefern
der Riickwandreflex der MeRzelle und das Ubersprechen des Y-Kopplers, d. h. Licht, das
direkt von der Lichtquelle zum Spektrometer gefuhrt wird. SchlieRlich wird, bedingt durch die
relativ hohe numerische Apertur der Polymerfaser von 0,46, auch nicht senkrecht reflektiertes
Licht zum Spektrometer gefiihrt, ein Anteil, der in den Rechnungen nicht berticksichtigt wird.
Das relative Nutzsignal wirkt sich direkt auf das Signal-Rausch-Verhdltnis aus. Bei
Messungen von Prozessen an der Oberflache des RIfS-Transducers interessiert nicht das S/N-
Verhéltnis des primaren Signals (der Spektren), sondern das Rauschen der scheinbaren
optischen Schichtdicke. In Abbildung 4-3 sind rms-Werte flr dieses Rauschen sowie das
relative Nutzsignal in Abhéngigkeit vom Brechungsindex des verwendeten Lésungsmittels
angegeben. Das Schichtdickenrauschen wurde tber 60 Mel3punkte bestimmt. Dabei wurde zu-
néchst die Integrationszeit so gewahlt, dal die Intensitat im Maximum des Spektrum 90% des
dynamischen Bereiches des Spektrometers (14 bit) erreichte, und dann so viele Spektren auf-

summiert, dal’ eine Mel¥frequenz von 0,2 Hz resultierte.
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Abbildung 4-3  Relatives Nutzsignal und Schichtdickenrauschen gegen Brechungsindex des
Bulks.

Man erkennt, dal} mit abnehmendem Nutzsignalanteil das Rauschen deutlich erhoht wird.
Neben diesen hochfrequenten Rauschanteilen sind fir Messungen auch besonders
mittelfristige Schwankungen und sehr niedrigfrequente Schwankungen (Drift) des Signals

relevant. Diese limitierten die tatsachlich mogliche Auflésung stérker als das reine Rauschen.
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Auch flr diese Signalschwankungen wurden mit abnehmendem Nutzsignalanteil zunehmende
Werte gefunden. Fir die beiden im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Losungsmittel wurden
bei mit Diamino-PEG beschichteten Transduceroberflachen (die fiir die Festphasensynthesen
verwendet wurden, s. u.) Driften von bis zu 20 pm/h bzw. 30 pm/h fir DME bzw. DMF
ermittelt. Diese liegen damit um bis zu 2 GroRenordnungen Uber den Werten, die fir
Messungen unter wélrigen Losungen mit RIfS auftreten. Diese Werte gelten fur ruhende
Losungen, Effekte bei der Injektion in die Mel3zelle werden im Kapitel 4.1.2 beschrieben.

Um die prinzipiellen Maéglichkeiten eines Monitorings von Festphasensynthesen unter DMF
abzuschatzen, missen die gefundenen Schwankungen des RIfS-Signals mit den Signalen, die
sich bei der Festphasensynthese an der Transduceroberflache ergeben, verglichen werden.
Daher wurde zunéchst die theoretische Empfindlichkeit fur die Kupplung Fmoc-geschiitzter
Aminosduren an die Transduceroberflache berechnet. Hierzu wurden mit den in Kapitel 2.1
fir Mehrschichtsysteme angegebenen Formeln Interferenzspektren simuliert. Optische
Parameter flr die Schicht aus an die Oberflache gekuppelten Aminosauren kénnen aufgrund
der hohen Korrelation zwischen Schichtdicke und Brechungsindex bei den sehr diinnen
Peptidschichten nicht bestimmt werden. Daher wurde mit einer von De Feijter (De Feijter
1978) fir die Adsorption von Proteinen an eine Oberflache angegebenen Formel gearbeitet.
Danach ergibt sich die Oberflachenbeladung I aus der physikalischen Schichtdicke
multipliziert mit der Differenz der Brechungsindizes des adsorbierten Films Nnschicne und des

Bulks ngyi, dividiert durch das Brechungsindexinkrement dn/dc:

= Do~ g 31

d%c (31)

wobei vorausgesetzt wird, dall das Brechungsindexinkrement konstant bleibt. Zunéchst

wurden die Brechungsindexinkremente bei 25°C fir die beiden jeweils Fmoc-geschitzten

Aminosduren Glycin (ohne Seitengruppe) und Arginin (mit der 2,2,4,6,7-Pentamethyl-

dihydrobenzofuran-5-sulfonyl (Pbf) -Seitenschutzgruppe) in DMF refraktometrisch bestimmt
(Abbildung 4-4).
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Abbildung 4-4  Bestimmung der Brechungsindexinkremente fir Fmoc-Gly-OH und Fmoc-
Arg(Pbf)-OH in DMF.

Damit wurden die in Tabelle 4-1 angegebenen Brechungsindexinkremente erhalten. Zur Kon-
trolle wurde der Wert fiir Ovalbumin in Wasser bestimmt, der mit 0,191 ml/g in guter Uber-
einstimmung mit dem von De Feijter (De Feijter 1978) angegebenen Wert von 0,188 ml/g

(gemessen bei 21°C) ist.

Tabelle 4-1 Brechungsindexinkremente und theoretische Empfindlichkeiten fur Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-Arg(Pbf)-OH in DMF und Ovalbumin (Piehler, 1997) in Wasser.

Brechungsindexinkrement berechnete
[ml/g] Empfindlichkeit
[nm/(ng/mm?)]
Fmoc-Gly-OH 0,16 4,6
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 0,098 3,5
Ovalbumin 0,191 1,7

Mit den experimentell bestimmten Brechungsindexinkrementen wurde nach GIl. (31) die
physikalische Schichtdicke fiir eine bestimmte Oberflachenbeladung mit Fmoc-Aminoséaure
berechnet, wobei die optischen Parameter der Aminosaurenschicht mit den Werten flr 25%ige
Losungen der Fmoc-Aminoséure abgeschatzt wurden.

Damit konnten dann nach GI. (7) und Gl. (8) Interferenzspektren fiir die Kupplung von Fmoc-
Aminosauren simuliert, und durch Extremwertanpassung in das Minimum 1,5 bei ca. 560 nm
die scheinbare optischen Schichtdicke bestimmt werden. Fiir die beiden Aminoséauren ergeben
sich die in Abbildung 4-5 gezeigten Verldufe der optischen Schichtdicke mit zunehmender

Beladung der Transduceroberflache. Die aus diesen optischen Schichtdicken durch lineare
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Regression berechneten Werte fiir die theoretische Empfindlichkeit sind in der dritten Spalte
von Tabelle 4-1 angegeben. Fur Ovalbumin ist der von Piehler (1997) errechnete Wert von
1,7 nm/(ng/mm?) angegeben, der mit radioaktiv markierten Antikdrpern empirisch bestimmte
Wert liegt bei 1 nm/(ng/mm?) (Brecht 2000). Fiir die beiden Aminosauren gilt damit, daB
entsprechend des héheren Anteils der Fmoc-Gruppe im Fmoc-Glycin ist hier die Empfindlich-

keit pro Masseneinheit hoher, als beim Arginin.
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Abbildung 4-5 Bestimmung der theoretischen Empfindlichkeiten flr die Kupplung von

Fmoc-Gly-OH bzw. Fmoc-Arg(Pbf)-OH an die SiO,-Schicht unter DMF.

Mit diesen theoretischen Empfindlichkeiten lassen sich die bei Kupplung einer Monolage
Aminosiure an die Oberflache zu erwartenden Anderungen der optischen Schichtdicke
abschatzen. Geht man von 10* reaktiven Gruppen pro mm? (1,67 pMol/mm?) fiir eine SiO.-
Oberflache aus (Piehler 1997, Lang 1997), so wirde eine Monolage Fmoc-Glycin bzw. Fmoc-
Arginin(Pbf) zu einer Anderung der optischen Schichtdicke von 2,3 nm bzw. 3,8 nm fiihren.
Diese optischen Schichtdickenzunahmen sind als obere Grenzwerte fir Monolagen anzu-
sehen. Die tatsachlichen Werte dirften niedriger sein, da, zum einen nicht mit einer
vollstandigen Umsetzung aller Gruppen zu rechnen ist, und wie fur den Fall von Protein-
bindung beschrieben, die theoretisch errechneten Empfindlichkeiten eventuell gréRer sind als
die empirischen. Trotzdem ist mit diesen Ergebnissen unter Vergleich mit den Werten fiir das
Schichtdickenrauschen zu erwarten, dal3 die Kupplung von Fmoc-geschitzten Aminosauren
mit RIfS zu beobachten sein sollte.

Da fir die Bindung von Proteinen aus wélriger Phase an die Transduceroberflache sowohl die
theoretische wie auch die empirische Empfindlichkeit bekannt sind, wurde die Adsorption von

Ovalbumin aus Phosphatpuffer an eine durch Silanisierung hydrophob eingestellte SiO,-Ober-
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flache beobachtet und resultierende Schichtdickeneffekte unter Puffer bzw. unter DMF
gemessen. Die Bindungskurve zu diesem Experiment ist in Abbildung 4-6 dargestellt. Durch
die MelRzelle fliel3t abwechselnd fir je 200 Sekunden PBS-Puffer bzw. DMF. Aufgrund des
unterschiedlichen Dispersionsverhaltens der beiden Losungsmittel &ndert sich die scheinbare
optische Schichtdicke von 684,2 nm unter PBS auf 685,8 nm unter DMF. Nach dreimaligem
Wechsel wird unter PBS eine Lésung von 1 mg/ml Ovalbumin injiziert. Bei der Bindung des
Proteins an die Oberflache nimmt die optische Schichtdicke um ca. 1,8 nm zu, entsprechend
einer Oberflachenbelegung von 1,8 ng/mm? Beim Wechsel auf DMF ist die gemessene
optische Schichtdicke um 2,6 nm groRer, als vor der Proteinadsorption. Beim néchsten
Wechsel auf wélrige Bedingungen ist die scheinbare optische Schichtdicke allerdings wieder
etwas niedriger, ein Effekt, der mit dem teilweise Abldsen der Proteinschicht bei der DMF-
Injektion erklart werden kann. Man erkennt, dal} dieses Abldsen ein einmaliger VVorgang ist,
da bei den né&chsten beiden Wechseln des Losungsmittels wieder konstante optische
Schichtdicken von 685,5 nm bzw. 688,4 nm beobachtet werden.

Um den Unterschied im Schichtdickeneffekt unter beiden Losungsmitteln zu quantifizieren,
werden daher diese Werte mit den optischen Schichtdicken vor der Adsorption verglichen.
Man erhdlt Zunahmen der optischen Schichtdicke von 1,3 nm (PBS) bzw. 2,6 nm (DMF), d.h.
die Empfindlichkeit des RIfS-Signal ist unter DMF doppelt so hoch wie unter Puffer.
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Abbildung 4-6  Vergleich der Schichtdickeneffekte unter Puffer bzw. unter DMF bei

Adsorption von Ovalbumin.
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SchluR¥folgerungen

[J Die hoheren Brechungsindizes der organischen Ldsungsmittel fihren zu einer
Abnahme der relativen Nutzsignale und dementsprechend zu einer Verschlechterung
des Signal-Rausch-Verhaltnisses wie auch der Driften.

[ Durch Bestimmung der Brechungsindexinkremente von Fmoc-geschutzten
Aminosauren konnten theoretische Empfindlichkeiten und zu erwartende Signale
abgeschatzt werden.

[J Der Vergleich der Limitierungen des RIfS-Signals a3t erwarten, dal3 auch unter den
Lésungsmitteln DME und DMF die Detektion der Kupplung von Fmoc-geschiitzten
Aminosduren an die Oberflache detektierbar sein sollten.

[] Durch diese hoheren Empfindlichkeiten werden die erhohten Unsicherheiten im
MeRsignal zum Teil kompensiert .

[J Der Vergleich von Schichtdickenzunahmen bei Adsorption von Proteinen unter Wasser
bzw. DMF zeigt, daB die empirischen Empfindlichkeiten wie die theoretisch
errechneten unter DMF héher sind.

4.1.2 Zusatzliche Effekte auf das Schichtdickensignal bei Injektion

Bei der Durchfiihrung von Synthesen in einer RIfS-MefRzelle wurden jedoch noch weitere
Instabilitdten im Schichtdickensignal beim Austausch des Superstrates durch Injektion
gefunden. Diese werden im folgenden gezeigt, und die sich ergebenden Unsicherheiten fiir
eine Quantifizierung von Schichtdickensignalen abgeschétzt. Da die Festphasensynthesen in
organischen Loésungsmitteln durchgefiihrt und teilweise relativ lange Reaktionszeiten
eingehalten wurden, mufite der Ublichen RIfS-Aufbau modifiziert werden. Anstelle eines
FlieRinjektionssystems (FIA) mit Peristaltikpumpen und Scherventil wurde der in Abbildung
4-7 dargestellte Aufbau verwendet. Uber ein 1-8-Ventil konnten verschiedene Ldsungen
mittels einer Spritzenpumpe aufgezogen und in die Mel3zelle Gberfuhrt werden. Die Spritze
war auerdem zum Spiilen der Mel3zelle mit einem Losungsmittelvorrat verbunden.

Im Unterschied zum Ublichen Aufbau wurden also Lésungen bzw. Ldsungsmittel in die
MeRzelle injiziert, danach ruhten diese. Bei diesen Injektionen kommt es zu Druck-
schwankungen, die sich aufgrund der hohen Auflésung des RIfS-Signals (gemessen werden

Effekte im Picometerbereich) bemerkbar machen.
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Spritzenpumpe

Probenschleife

1-8-Ventil

Piperidin
Losungsmittel
Kupplungs-
16sung
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Diodenzeilen- Lich#teiter
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Abbildung 4-7  Aufbau fiir die Verfolgung von Festphasensynthesen.

Zuséatzliche Effekte kénnen durch das Quellen der Dichtung bei Kontakt mit unterschiedlichen
Losungen hinzukommen. In Abbildung 4-8 sind beispielhaft drei MelRkurven fir mit
Diamino-PEG modifizierte Transducerchips unter DMF gezeigt, bei denen in regelméfigen
Abstanden zweimal 100 pl Losungsmittel in die Mel3zelle injiziert wurde. Man erkennt, dafl}
die Injektion zu relativ starken Signalspriingen flhrt, die in einem Fall positiv, in den anderen
Fallen negativ sind. In der anschlielenden Ruhephase kommt es zu einem relativ raschen
Aquilibrieren des Signals. Das AusmaR der Spriinge und die Zeit bis zur anschlieRenden
Einstellung eines Gleichgewichtszustandes variiert relativ stark. Neben dem Anpref3druck des
Transducers an die Dichtung scheint auch die Oberflachenbeschichtung eine wichtige Rolle
zu spielen. Fir alle Auswertungen von Schichtdickenanderungen wurde daher die optische
Schichtdicke nach definierten Zeitpunkten nach der Injektion von reinem Losungsmittel aus

dem Losungsmittelvorrat und dem Aquilibrieren herangezogen.
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Abbildung 4-8
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Verhalten von DAPEG-Schichten beim Spilen mit Losungsmittel.

Um die Auswirkungen von Signalschwankungen aufgrund der Injektion auf die Beobachtung

von Festphasensynthesen abzuschétzen, wurden Blankmessungen durchgefihrt, bei denen im

Mefaufbau anstelle von Kupplungslésungen Loésungsmittel aufgezogen und in die MeRzelle

injiziert wurde. Nach einer halben Stunde wurde mit Ldsungsmittel aus dem L&sungs-

mittelvorrat gespult.

Abbildung 4-9
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reinem Losungsmittel aus einer Probenposition und Spulen nach 30 min.
O: DMF; @: DME. Nr. 1-11 und 12-22 jeweils eine MeRreihe mit neuem

Transducerchip. Inset: BeispielmelRkurve.

In Abbildung 4-9 sind die Schichtdickeneffekte, die sich aus der Differenz der MeRkurven

direkt vor der Injektion des Blanks und am Ende der Messung (nach Aquilibrieren des

Signals) ergeben, flr je zwei Versuchsreihen mit Dimethoxyethan (DME) und Dimethyl-

formamid (DMF) aufgetragen (siehe als Beispiel das Inset in Abbildung 4-9).
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Aus diesen Versuchsreihen wird deutlich, dal die Signalspriinge unter DMF gro3er sind, als
unter DME und die sich ergebenden Unsicherheiten im Signal (ber denen liegen, die flr die
reinen Drifteffekte (siehe Abschnitt 4.1.1) bestimmt wurden.

Schlu3folgerungen
[] Bei Injektion von Losungsmittel kommt es zu zusatzlichen Einflissen auf das RIfS-
Signal.

[J Daher wird fir die Auswertung von Schichtdickeneffekten die optische Schichtdicke zu
definierten Zeitpunkten nach Injektionen bestimmt.

[] Die Effekte fihren zu einer grofReren Unsicherheit im Signal, als die reinen
Drifteffekte. Die Unsicherheiten betragen fir DMF etwa 50 pm, fir DME £20 pm.

4.1.3 Kupplung von Fmoc-Aminocapronsaure in 1-2-Dimethoxyethan

Wie beschrieben sind sowohl Signal-Rauschverhéltnis, Driften als auch zusétzliche Effekte
auf das Signal von RIfS-Messungen mit dem Ldsugnsmittel 1,2-Dimethoxyethan DME durch
den hoheren Nutzsignalanteil glnstiger als bei den flr Festphasensynthesen Ublicheren
Losungsmitteln Dimethylformamid DMF oder Tetrahydrofuran THF. Aufgrund des relativ
unpolaren Charakters von DME sind allerdings die meisten Fmoc-geschiutzten a-Amino-
sduren in DME nur schlecht I6slich. Die Fmoc-geschiitzte 6-Aminohexansdure (e-Amino-
capronsaure) l6st sich jedoch auch in relativ hohen Konzentrationen.

In Abbildung 4-10 ist die Kupplung einer 0,2 M Fmoc-Aminocapronsaurelésung mit DIC an
eine DAPEG-Oberflache (Oberflachenfunktionalisierung siehe Abbildung 2-7) gezeigt. Nach
der Aufnahme von 10 Minuten Basislinie wurde die Kupplungslésung in die Melzelle
injiziert. Man erkennt einen Sprung in der optischen Schichtdicke von ca. 1 nm. AnschlieRend
nahm die optische Schichtdicke kontinuierlich zu, wobei der Signalverlauf eindeutig einen
Sattigungscharakter aufwies. Nach 1 h wurde die Kupplungsldsung aus der MeRzelle gesplilt,
was zu einem negativen Sprung des Signals flhrte. Es verblieb ein Zuwachs der optischen
Schichtdicke von 1330 pm. AnschlieBend wurde 20%ige Piperidinlésung in DME injiziert,
worauf das Signal rasch abnahm. Nach 10 min Inkubation wurde mit DMF gespiilt, das
verbleibende Schichtdickensignal war um 500 pm niedriger als die optische Schichtdicke nach
der Kupplung, im Vergleich zur Basislinie vor der Kupplung verblieben 840 pm residuale
Schichtdickenzunahme. In zwei weiteren Schritten wurde jeweils noch einmal 20%ige
Piperidinlésung injiziert. Dabei nahmen die optischen Schichtdicken wiederum ab, wobei die

Signalverlaufe deutlich flacher waren. Die entsprechenden Signale unter DME nahmen um
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240 bzw. 80 pm ab. Insgesamt verblieb damit 510 pm Zuwachs im Vergleich zur Basislinie zu
Beginn der Messung. Dieses Ergebnis 1&Rt sich folgendermalien erklaren: Zundchst band die
Fmoc-geschitzte Aminohexansdure an die Oberflache. Die Bindungskurve zeigte einen
Sattigungsverlauf entsprechend der Abnahme an Bindungsstellen (Aminogruppen) auf der
Oberflache. Der Sprung der optischen Schichtdicke um ca. 1 nm bei Injektion der Kupplungs-
I6sung setzte sich dabei vermutlich aus einem Effekt aufgrund der unterschiedlichen optischen
Eigenschaften des reinen Losungsmittels bzw. der Kupplungslosung sowie einer sehr raschen
Bindung zusammen, da beim Spuilen nach der Kupplung ein Sprung um lediglich 350 pm be-
obachtet wurde.

Bei der Injektion der Piperidinlésung wurde die Fmoc-Gruppe abgespalten und die ent-
stehenden Abspaltprodukte diffundierten in die Lésung. Dies &uBerte sich als Abnahme der
optische Schichtdicke. Diese Reaktion war nach der ersten Piperidininjektion noch nicht
beendet, daher wurden auch bei den folgenden Injektionen noch Schutzgruppenreste

abgespalten.
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Abbildung 4-10 Kupplung von Fmoc-Aminocapronsaure mit DIC in DME an eine Diamino-

PEG Oberflache und Abspaltung der Fmoc-Gruppe mit 20% Piperidin.

Um zu uberprifen, ob es sich bei dem beobachteten Signalverlauf tatsachlich um Bindung
und Abspaltung von der Transduceroberflache und nicht um Artefakte wie Quelleffekte des
Polyethylenglykols oder der MeRzellendichtung handelte, wurde das in Abbildung 4-11
gezeigte Experiment durchgefihrt.

Hierzu wurde zundchst wieder eine Basislinie aufgenommen und dann nach 10 Minuten eine
0,2M Losung von Fmoc-Aminocapronsédure und DIC injiziert. Man erkennt einen an-
steigenden Signalverlauf wie in Abbildung 4-10. Nach 10 Minuten wurde die Reaktion durch

Spulen mit dreimal 100 ul DMF unterbrochen. In dieser Zeit hat soviel Fmoc-Capronséure an
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die Oberflache gebunden, dal® die optische Schichtdicke im Vergleich zur Basislinie um ca.
260 pm zugenommen hat. AnschlieBend wurde wieder Kupplungslésung injiziert, das Signal
zeigt nach dem Brechungsindexsprung weiter einen raschen Anstieg, entsprechen einer Fort-
setzung der Bindungskurve, die durch das Spiilen mit DMF abgebrochen wurde. Dies kann
auch bei den weiteren Spul- und Injektionsschritten beobachtet werden, wobei sowohl bei den
Abschnitten der Bindungskurve unter DMF als auch unter Kupplungslésung ein Sattigungs-
verlauf erkennbar ist. Die Reaktion scheint nach der 7. Injektion abgeschlossen zu sein;
wahrend der 8. Phase unter Kupplungslésung andert sich das Signal praktisch nicht mehr.

Nach dem Spulen verbleibt eine Schichtdickenzunahme im Vergleich zur Basislinie vor der
Reaktion von 960 pm. Auch die Abspaltung wurde durch wiederholte Injektionen von
Piperidinlésung und Spulvorgangen aufgeteilt. In der ersten Abspaltungsphase nimmt das
Signal um 340 pm ab, gerechnet als Differenz der Basislinie vor und nach der ersten Injektion
von Piperidin. Innerhalb der zweiten zehnminitigen Abspaltungsphase nimmt die optische
Schichtdicke nochmals um 110 pm ab, in der dritten dann nur noch um 50 pm. Allerdings
wird auch wahrend der vierten Piperidininkubation noch ein leicht abnehmendes ein Signal

detektiert, obwohl unter DME residual kein Schichtdickeneffekt mehr zu beobachten ist.
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Abbildung 4-11 Wiederholte Injektion von Kupplungslésung (Fmoc-Aminocapronsaure, DIC
je 0,2 M) und wiederholte Abspaltung der Fmoc-Gruppe mit 20% Piperidin.

Die Wiederholung des Experiments der Kupplung von Fmoc-Aminocapronséure an DAPEG-
Oberflachen fuhrte zu unterschiedlichen Bindungskurven, von denen in Abbildung 4-12 neun
exemplarisch gezeigt sind. Dabei fallt auf, dal} der Sprung zu Beginn der Inkubation von
Kupplungslosung, die erreichte optische Schichtdicke nach der Kupplung und der zeitliche
Verlauf variierten. Der Sprung enthdlt sowohl Anteile, die aus den unterschiedlichen
optischen Eigenschaften von reinem Lésungsmittel und der Losung, sowie aus beginnender

Bindung an die Oberflache resultieren. Der erste Anteil kann durch den Sprung beim Spulen
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nach der Kupplung mit DMF gut abgeschétzt werden, da sich die optischen Eigenschaften der
PEG-Schicht durch die Kupplung von Aminosédure nur relativ wenig andern.

Der Vergleich der beiden Spriinge vor und nach der Inkubation zeigt damit, daR innerhalb der
ersten Sekunden relativ viel Substanz an die Oberflache bindet. Fur die unterschiedlichen
Schichtdickenzunahmen wurde eine Korrelation mit dem Alter der Schichten gefunden
(Abbildung 4-13). Die Abnahme der Bindungsfahigkeit flr Aminosauren bei nicht frisch
praparierten Schichten deutet auf einen AlterungsprozeR hin. Daher wurde untersucht, ob bei
einer langeren Lagerung unter Modifikationsbedingungen, d. h. bei 70 °C und unter dem
aufgetragenen DAPEG-UberschuR, die Alterung verzogert werden kann. Wie aus Abbildung
4-13 zu erkennen ist, trifft dies fir den Zeitraum von 2-4 Tagen offenbar zu. Eine Erklarung
far den Alterungsprozel? konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht gefunden werden. Fir SAM-
Schichten aminoterminaler Thiole wurde die Bildung von Carbamaten IR-spektroskopisch
nachgewiesen, die eine verminderte Reaktionsfahigkeit der entsprechenden Oberflachen

gegeniiber chemischen Modifikationen nach sich zog (Brockman et al. 1999).
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Abbildung 4-12 9 Bindungskurven der Kupplung von Fmoc-Aminocapronsaure mit DIC in
DME, je 0,2 M, an eine Diamino-PEG Oberflache.

Da die Bindungskurven in Abbildung 4-12 unterschiedliche Gleichgewichtsbelegungen und
Brechungsindexspriinge aufwiesen, wurde zur Charakterisierung des Zeitverlaufs an die
Bindungskurven in erster Naherung eine Funktion geméaR Gl. (16) angepalit. Diese stellt nur
eine Naherung dar, da hier im ruhenden Probenvolumen gemessen wurde. Allerdings dirfte
die Annahme einer konstanten Konzentration an gel6stem Bindungspartner eine sehr gute

Né&herung darstellen, da selbst bei Bindung einer Monolage weniger als 1%o der aktivierten
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Aminosaure bindet und die relativ kleine Masse des Aktivesters einen hohen Diffusions-
koeffizienten bedingt. Eine weitere Vereinfachung stellt die einer Reaktion nach Gl. (14) dar,
da tatsachlich zwei Teilchen (der HOBt-Aktivester mit den Aminogruppen auf der Ober-
flache) unter Bildung des Peptids und eines HOBt-Anions entstehen. Dieses Anion wird
allerdings sofort unter Protonenaufnahme zu HOBLt reagieren und somit nur in sehr geringer
Konzentration vorliegen. Aus diesen Grinden dirfte die Annahme einer Reaktion pseudo-

erster Ordnung eine gute Naherung darstellen.
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Abbildung 4-13 Vergleich der Schichtdickeneffekte bei Kupplung von Fmoc-Aminocapron-
sdure. O: Transducer bis zur Verwendung unter DAPEG getempert; p:

Reaktionszeit 1 Tag, danach Lagerung unter Atmospharenbedingungen.

Um Fehler im Anfangsbereich der Bindung aufgrund der Injektion und aufgrund von Drift-
effekten im Endbereich zu minimieren, wurden nur Schichtdickenwerte im Bereich zwischen
150 s und 1150 s ausgewertet. Die in Abbildung 4-14 dargestellten Werte fiir die Raten-
konstanten ks variieren um den Faktor 2,2, wobei weder eine Korrelation mit dem Alter der
Schichten noch mit der Endschichtdicke gefunden wurde. Unter Berucksichtigung der
Tatsache, daB die Vorstellung der Oberflache als einem einheitlichen, polymerbdirstenartigem
Film nur eine ldealbetrachtung ist und in der Realitat mit einer Vielzahl unterschiedlicher

Bindungsstellen zu rechnen ist, ist diese Streuung verstandlich.
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Abbildung 4-14 Nach GI. (16) berechnete Ratenkonstanten fur die Bindungskurven in

Abbildung 4-12 von oben nach unten. Fehlerbalken: Fehler der Anpassung.

Schlu3folgerungen

|

[

Bei Inkubation von Kupplungslésung auf eine Oberflache mit freien Aminogruppen
werden Sattigungssignale beobachtet.

Der Vergleich der optischen Schichtdicke unter demselben Losungsmittel vor der
Reaktion und bei den Waschschritten beweist, daf? die zunehmenden Signale unter
Kupplungslésung durch Veranderungen an der Oberflache hervorgerufen werden.

Die Injektion von frischer Kupplungsldsung auf eine Oberflache, bei der schon alle
Gruppen abreagiert haben, fuhrt zu keiner weiteren Zunahme.

Die beobachteten Schichtdickenzunahmen sind sehr unterschiedlich, eine Korrelation
mit dem Alter der Schichten IaRt einen chemischen ,,Alterungsprozel3* vermuten, der
die Anzahl der reaktionsfahigen Aminogruppen reduziert.

Eine kinetische Auswertung der Kupplung mit einem Modell pseudo-erster Ordnung
ergab Ratenkonstanten, die etwa um den Faktor zwei streuten. Diese Streuung ist zwar
hoher, als die bei Affinitatsbindungen unter Wasser Ublicherweise bestimmten Werte,
zeigt aber doch eine gewisse Reproduzierbarkeit der Bindung und der Detektion.

Auch die Abspaltung der Fmoc-Gruppe lat sich verfolgen, allerdings fihrt hier die
wiederholte Injektion von Piperidinlésung auch dann zu leicht abnehmenden Signalen,
wenn sich die residuale Schichtdicke, d.h. unter DME vor und nach der Injektion,
nicht mehr andert.

4.1.4 Kupplung von Fmoc-Aminosauren in DMF

Die meisten Peptidsynthesen werden im Ldsungsmittel DMF durchgefiihrt, da hier alle Fmoc-

geschitzten Aminosauren und die Kupplungsreagenzien sehr gut loslich sind. Wie be-
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schrieben, sind in diesem Losungsmittel die Unsicherheiten im RIfS-Signal groRer, als unter
DME. Die maximal erwarteten Signale bei der Kupplung Fmoc-geschiitzter Aminosauren
wurden fur die beiden Aminoséuren Glycin bzw. Arginin (mit Seitenschutzgruppe Pbf ) in
Kapitel 4.1.1 fur eine Monolage mit 2,3 nm bzw. 3,8 nm berechnet. Wie erwéhnt wiirde dies
allerdings nur fir eine komplette Umsetzung aller Silanolgruppen auf der Oberflache mit dem

Epoxysilan, DAPEG und mit der Aminoséure gelten.

437.2 T T T T T T
437.0 -
436.8 -
436.6 -
436.4 -

436.2

optische Schichtdicke [nm]

436.0

435.8 . L . L . L
0

t [min]

Abbildung 4-15 Kupplung von 0.1 M Fmoc-Gly-OH mit 0,1 M TBTU/HOBT, 0.2 M DIEA an
eine DAPEG-Oberflache und anschlieRende Abspaltung mit 20% Piperidin
in DMF.

Abbildung 4-15 zeigt die Kupplung vom Fmoc-Glycin mit TBTU/HOBT/DIEA (siehe Kapitel
2.3.2) an eine DAPEG-Oberflache. Nach 10 min Basislinie wurde die Kupplungslésung
injiziert. Man erkennt zunéchst wieder einen Sprung, gefolgt von einer Sattigungskurve. Nach
40 min wird wieder mit DMF gesplilt, es verbleibt eine residuale Schichtdickenzunahme im
Vergleich zur Basislinie vor der Injektion von 370 pm. Dies entspricht 16% des oben
berechneten Maximalwertes fir eine Monolage. Bei 50 min wurde 20% Piperidinlésung
injiziert, es folgt ein Sprung und eine stark abnehmender Signalverlauf. Beim Spilen mit
DMF und anschlieBendem Aquilibrieren wurde eine optische Schichtdicke erreicht, die knapp
50 pm Uber der Basislinie vor der Kupplung, und damit innerhalb der durch Drift und Spl-
effekte zu erwartenden Unsicherheit des Signals, liegt. Da nach der Fmoc-Abspaltung nur eine
sehr kleine Gruppierung (Amidbindung und Methylengruppe) zusétzlich an der Oberflache
verbleibt, ist eine vergleichbare optische Schichtdicke wie vor der Kupplung zu erwarten. Die

anschlieBende Kupplung der Seitengruppen-geschutzten Aminosaure Arginin (Abbildung 4-
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16) fuhrte zu einer residualen Schichtdickenzunahme von 730 pm, was 19% des errechneten
theoretischen Wertes fir eine Monolage entspricht. Bei der Abspaltung der Fmoc-Schutz-
gruppe verblieben 390 pm Schichtdickenzunahme im Vergleich zur Basislinie vor der
Reaktion. Da die Seitenkette mit der Schutzgruppe Pbf nicht abgespalten wird, entspricht
diese residuale Zunahme den Erwartungen.

Ebenfalls in Abbildung 4-16 gezeigt ist die Inkubation der Kupplungsldsung auf eine gecappte
DAPEG-Oberflache. Als Cappen bezeichnet man die Reaktion von Aminogruppen auf der
Oberflache mit einer monofunktionellen Spezies, die eine Weiterreaktion verhindert. Diese
Reaktion wird manchmal als Zwischenschritt vor der Fmoc-Abspaltung bei Peptidfestphasen-
synthesen angewendet, um zu verhindern, da bei einem Kupplungsschritt nicht umgesetzte
Aminogruppen bei der ndchsten Kupplung wieder reagieren und damit eine lediglich um einen
Rest verminderte Fehlsequenz ergeben, die vom eigentlichen Produkt schwer abzutrennen
sind. Im Gegensatz hierzu sind die gecappten Fehlsequenzen deutlich kirzer als das
Endprodukt und lassen sich daher leichter abtrennen. Die DAPEG-Oberflache, die in diesem
Experiment verwendet wurde, wurde eine Stunde mit Acetylchlorid umgesetzt. Die Inku-
bation von Kupplungslésung auf eine solche Oberflache fiihrte zu einem Signalsprung auf-
grund der etwas anderen optischen Eigenschaften dieser Losung im Vergleich zu reinem
DMF. Wahrend der Inkubation ist ein leicht driftendes Signal zu beobachten, beim Spiilen mit
DMF (nach 40min) wurde ein lediglich um 15 pm von der Basislinie vor der Inkubation ab-
weichender Wert erhalten. Bei Inkubation von Piperidinlésung resultierte zunéchst wieder ein
Sprung im Signal. Anschliefend nahm das Signal etwas starker ab, als es durch einen reinen
Drifteffekt zu erklaren ware. Wie die optische Schichtdicke nach Spillen mit Losungsmittel
(nach 60 min) beweist, fand keine Abspaltung von der Oberfl&che statt. Diese verstarkte Drift
wahrend der Piperidininkubation wurde schon in Kapitel 4.1.3 beschrieben. Eventuell ist der
Effekt auf eine Quellung der O-Ringdichtung der Zelle zuruckzufiihnren. Auch die Effekte
beim Waschen mit Losungsmittel nach 62 min und die anschlieRende Aquilibrierung des
Signals sind, wie diese Referenzmessung mit einer inaktiven Oberflache zeigt, reproduzierbar.
Eine solche Oberflache konnte zur Referenzierung der Messungen mit dem in Kapitel 4.3 vor-

gestellten Zweikanalaufbau herangezogen werden.
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Abbildung 4-16 Kupplung von 0.1 M Fmoc-Arg(Pbf)-OH mit 0,1 M TBTU/HOBT, 0,2 M
DIEA (Diisopropylethylamin) an eine DAPEG-Oberflache und Abspaltung
mit 20% Piperidin in DMF. Gestrichelt: gecappte DAPEG-Oberflache,

siehe Text.

Schlufolgerungen
[J Auch unter dem h&ufig fir Peptidsynthesen verwendeten Ldsungsmittel DMF sind
sowohl Kupplung als auch Schutzgruppenabspaltung zeitaufgel6st detektierbar

[J Auch fir die kleinste Aminosaure Glycin wurden noch signifikant detektierbare
Signale gemessen.

[] Eine Referenzoberflache auf der alle reaktiven Aminogruppen abgeséattigt wurden,
zeigt keine Bindungseffekte und konnte zur Referenzierung von Spriingen und Driften
im Signal verwendet werden.

4.1.5 Syntheseverfolgung fur ein Hamagglutinin-Peptid

Als Modellsystem fur die Syntheseverfolgung eines Peptids wurde ein Teil des Hamag-
glutinins (HA) des humanen Influenzavirus gewahlt, gegen das ein hochaffiner monoklonaler
Antikorper kommerziell erhéltlich ist. Das Hamagglutinin ist ein Oberflachenprotein, das an
der Virusinfektion beteiligt ist. Der Antikorper wird allerdings in der Regel dazu verwendet,
rekombinante Proteine, deren DNA-Sequenz um die Sequenz des HA-Epitops erweitert wurde
(sogenanntes Epitope Tagging), zu detektieren bzw. zu reinigen.

Bei dem Epitop handelt es sich um ein Nonapeptid mit der Sequenz Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-
Pro-Asp-Tyr-Ala (siehe Abbildung 4-17). Mit diesem Antikorper steht eine Methode zur Ver-

fligung, den Syntheseerfolg direkt an der Transduceroberflache zu Uberprifen. Gleichzeitig
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handelt es sich damit um einen Test, wie er bei einem Screening von auf der Oberflache

synthetisierten Bibliotheken mit einem Targetprotein durchgefiihrt werden wirde.
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Abbildung 4-17 Struktur des HA-Peptids

Das Peptid wurde vom C-terminalen Ende unter Verwendung der Fmoc-Strategie aufgebaut.
In Abbildung 4-18 sind beispielhaft die Bindungskurven fir die erste, finfte und neunte
Aminosédure dargestellt. Fur alle Kupplungen wird innerhalb des Inkubationszeitraums eine
Sattigung erreicht, wobei dies unterschiedlich lange dauert. Im Gegensatz dazu scheint die

Abspaltung der Fmoc-Gruppe einheitlich nach drei Minuten abgeschlossen zu sein.
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Abbildung 4-18 Beispielhafte Bindungskurven fiir die Synthese des HA-Peptids: Alanin (1.
AS), Valin (5. AS), Tyrosin (9. AS).

Abbildung 4-19 zeigt im Uberblick die beobachteten Schichtdickenanderungen nach den je-
weiligen Kupplungen und Abspaltungen. Die Zunahmen der optischen Schichtdicken fur die
Kupplung der Fmoc-geschutzten Aminoséure sind unter Berucksichtigung der oben be-
schriebenen Unsicherheiten im RIfS-Signal unter DMF signifikant. Die residualen Zunahmen
nach Abspaltung der Schutzgruppe sind teilweise negativ, liegen allerdings innerhalb des Be-

reiches, der aufgrund dieser Unsicherheiten im Signal als nicht signifikant gelten muR.
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Abbildung 4-19 Schichtdickenzunahmen bei den Kupplungen der Fmoc-Aminosauren.

Ausgefillt: nach Kupplung, schraffiert: Nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe.

Vor der Wechselwirkung mit dem Antikorper missen noch die Seitenkettenschutzgruppen ab-
gespalten werden. Wie in Kapitel 2.3.2 (siehe auch Abbildung 2-9) beschrieben, wird hierfir
Trifluoressigsdure (TFA) verwendet, wobei im Unterschied zur (Gblichen polymer-
tragerbasierten Synthese das Peptid nicht von der Oberflache abgespalten wird, da keine
saurelabile Ankergruppierung verwendet wurde. Auch die TFA-Abspaltung wurde unter
online-Kontrolle durchgefihrt. Hier war zunéchst ein stark negativer Sprung beim Wechsel
von DMF auf TFA zu beobachten, der auf die deutlich verschiedenen optischen Eigenschaften
(no(DMF) = 1,431; np(TFA) = 1,300) zuruckzufiihren war. Anschliefend nahm das Signal
weiter ab, durchlief ein Minimum und stieg danach wieder leicht an. Beim Wechsel auf DMF
fand wieder ein Sprung der optischen Schichtdicke statt, die residuale Schichtdicke ist um
1,3 nm niedriger als vor der Reaktion mit TFA.

Zur Erklarung der leicht ansteigenden Signale wurde eine Kontrollmessung mit einem
unmodifizierten Transducerchip durchgefiihrt (siehe Abbildung 4-20). Man erkennt hier
wieder einen negativen Schichtdickeneffekt beim Wechsel auf TFA, gefolgt von einem
Anstieg der optischen Schichtdicke. Dieser Effekt kann mit der Aufnahme von TFA durch den
Dichtungsring erklart werden. HPLC-Messungen mit diesem Material als stationdre Phase
zeigten eine deutliche Retention® von TFA. Das heiflt, im Falle der Seitenschutzgruppen-
abspaltung wurde ein tberlagertes Signal beobachtet.

Die Abnahme um 1,3 nm liegt Gber dem Nettozuwachs bei der Aminosaurenkupplung. Daher

wurden unter gleichen Bedingungen DAPEG modifizierte Transducer mit TFA behandelt.

® Diese Auskunft wurde von Manfred Berndt, Agilent Technologies , Waldbronn erhalten
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Auch hier wurden Schichtdickenénderungen von ca. 1 nm erhalten. Vermutlich setzt sich die
beobachtete Schichtdickenabnahme also zum einen aus Effekten aufgrund der Seitenketten-
schutzgruppenabspaltung und zum anderen aus der Abnahme aufgrund von Einflussen der
Polyethylenglycolschicht zusammen, wie z. B. einer teilweisen Abspaltung von DAPEG oder

Desorption nur adsorbierten Polymers.
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Abbildung 4-20 Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen mit TFA. Durchgezogen:
DAPEG mit HA-Peptid inkl. Seitenschutzgruppen. Gestrichelt: reine SiO,-
Oberflache

Die Melzelle mit dem entschitzten Peptid wurde in einen RIfS-Aufbau mit Standard-FIA
uberfiihrt. Nach grindlichem Spilen mit Trégerpuffer wurde zundchst die unspezifische
Wechselwirkung mit Ovalbumin und Rinderserumalbumin Gberprift. Fir das erste Protein
wurden weniger als 50 pm optische Schichtdickenzunahme erhalten, fir das zweite 180 pm,
von denen nach langerem Splen etwa 100 pm (brig blieben.

AnschlieBend wurde eine Lésung von 1 pg/ml monoklonalem anti-HA Antikorper injiziert
(Abbildung 4-21). Man erkennt eine Schichtdickenzunahme, die im Injektionszeitraum (mit A
gekennzeichnet) etwa 550 pm betrdgt. In der anschlieBenden Auswaschphase (B) findet eine
leichte Dissoziation statt, die aufgrund der Aviditat der Antikérperbindung relativ schwach ist.
Die Injektion von 20 mM Salzsdure (C) und Acetonitril/Propionséure/Wasser (49:2:49) (D)
fuhrt zur vollstandigen Regeneration der Oberflache. E kennzeichnet die Basislinie unter
Tragerstrom nach der Regeneration.

In einem weiteren Experiment wurde die doppelte Antikdrperkonzentration injiziert, diese
fahrt zu einer Zunahme der optische Schichtdicke von ca. 650 pm. Um zu Uberprufen, ob die

Bindung des Antikorpers an die Oberflache spezifisch ist, wurde in einem dritten Schritt eine
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Losung des Antikorpers mit 100 puM Loésung des HA-Peptids (synthetisiert an einem
Polymerharz und mit MS charakterisiert) vorinkubiert und injiziert. Die entsprechende Mel-
kurve in Abbildung 4-21 zeigt nur noch eine sehr leichte Bindung an die Oberfléche, d. h. die
Antikorper wurden weitestgehend inhibiert, was eine spezifische Bindung belegt. Die restliche
Bindung konnte auch durch die zehnfache Menge an Antigen nicht weiter inhibiert werden.
Dies deutet auf eine relativ hohe Dissoziationsratenkonstante des Antikérper-Peptid-
komplexes hin, wie auch die deutliche Dissoziation nach Injektion der hoheren Antikorper-
konzentration zeigt. Diese hohe Dissoziationsratenkonstante flihrt dazu, dafl im oberflachen-
nahen Bereich ein Teil der Antigen-Antikorper-Komplexe im dynamischen Gleichgewicht

zerfallt und an das immobilisierte Antigen bindet.
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Abbildung 4-21 Injektion von monoklonalem anti-HA-Antikorper. Durchgezogen: nur 1
pug/ml Antikorper, gestrichelt: 2 pg/ml  Antikérper; gepunktet: 1 pg/ml
Antikorper in 100 uM Lésung des HA-Peptids.

Die Synthese eines Peptids aus den ersten 8 Aminosauren (vom C-terminalen Ende gezéhlt)
auf der Oberflache mit anschlieBender Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen, ergab eine
Oberflache auf der der Antikorper kaum band. Wahrend der Injektion des Antikorpers Gber
die Oberflache mit dem um einen Tyrosinrest verminderten HA-Peptid ergab sich eine
Schichtdickenzunahme von lediglich 40 pm im gleichen Zeitraum wie in Abbildung 4-21.

Um die Schichtdickeneffekte besser quantifizieren zu koénnen, wurde die Anzahl der
Bindungsstellen durch folgendes Vorgehen deutlich erhéht: Zundchst wurde dreimal die
Aminoséure Lysin gekuppelt, bei der sowohl die a-Aminogruppe als auch die e-Aminogruppe
mit Fmoc geschitzt waren. Bei der Entschitzung mit Piperidin entsteht damit bei jedem

Schritt theoretisch die doppelte Anzahl an Bindungsstellen, wodurch sogenannte Lysin-
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Baumchen erhalten werden. Dementsprechend erhohen sich die Schichtdickenzunahmen in
den ersten drei Schritten (siehe Abbildung 4-22).

8000]
60007
4000}

20007

Schichtdickenanderung [pm]

7

NN

NN
N

NN

%

Lys Lys Lys Ala Tyr Asp Pro Val Asp Tyr Pro Tyr
Aminosaure

Abbildung 4-22 Schichtdickenzunahmen bei den Kupplungen der Fmoc-Aminosauren.
Ausgefullt: nach Kupplung, schraffiert: Nach Abspaltung der Fmoc-
Gruppe.

Interessant ist, da auch hier die Kupplung der beiden Asparaginséurereste zu residual
negativen Anderungen der optischen Schichtdicke fuihrt. Insgesamt verblieben bei diesem
Experiment residual 16,45 nm Schichtdickenzunahme. Die anschlieBende Behandlung mit
TFA fuhrte zu einer Abnahme der Schichtdicke um 3,16 nm. Das heift die Seitenschutz-
gruppenabspaltung fiihrt zu einer Schichtdickenabnahme um 19%, bzw. wenn man 1 nm
Abnahme aufgrund der oben beschriebenen Effekte der Polymerschicht berticksichtigt, von
13%. Allerdings konnte die sehr hohe Belegung der Oberflaiche mit Peptid zu einem
niedrigeren AusmaB der Effekte auf die DAPEG-Schicht flihren. Als Naherung erster
Ordnung koénnen die reinen Massenanderungen bei diesem Schritt herangezogen werden. Man
erhalt einen Massenquotienten aus Molmassen der Seitengruppen und des Peptids mit
Seitengruppen von 18%. Diese Abschatzung stellt natirlich eine sehr vereinfachte Naherung
dar, da mit RIfS nicht Anderungen in der gebundenen Masse, sondern der Polarisierbarkeit

detektiert werden.

Schlu3folgerungen
[] Die komplette Synthese eines Nonapeptids einschliellich Abspaltung der
Seitenschutzgruppen mit TFA konnte durch RIfS verfolgt werden.

[J Die verbleibenden Schichtdickeneffekte nach Fmoc-Abspaltung kénnen nur zum Teil
signifikant von Instabilitéaten im Signal unterschieden werden.
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[] Die inhibierbare Wechselwirkung mit einem spezifischen Antikorper beweist, dal} auf
der Oberflache tatsachlich das Peptid synthetisiert wurde. Schon eine fehlende
Aminosaure reduziert die Affinitat zur Oberflache so stark, daB fast keine Bindung
beobachtet werden kann.

[J Die Verwendung der seiten- und endgruppengeschiitzten Aminosaure Lysin erlaubt
das Aufbauen eines Lysinbaumchens und damit eine Erhéhung der Bindungsstellen-
dichte. Damit erhalt man groRere Signale, die zu signifikanteren Schichtdickeneffekten
flhren.

[] Damit konnte die Abnahme der Belegung bei Abspaltung der Seitenschutzgruppen mit
TFA bestimmt werden. Es ergab sich ein Wert von 19% (13% unter Annahme eines
vergleichbaren Effekts auf die DAPEG-Schicht), die Abschatzung mit einer Naherung
erster Ordnung Uber die Massenverhaltnisse ergibt einen Wert von 17%.

4.1.6 Referenzanalytik

Wie im Kapitel 2.3.1 ausgefuhrt, sind die Substanzmengen bei den durchgefihrten Peptid-
synthesen so niedrig, dal? fast alle denkbaren Analysenmethoden fur eine Referenzanalytik un-
geeignet sind. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Methoden als Referenz herangezogen:
zum einen die spektrale Ellipsometrie, die wie RIfS Anderungen der Belegung einer Ober-
flache Gber die Anderung der optischen Eigenschaften detektiert und zum anderen ein

Sequenzierungsverfahren.

Tabelle 4-2 Modell zur Auswertung der Ellipsometriemessungen
Schicht Brechungsindex/Dispersion
Luft 1
Peptid 1,4 (abgeschatzt)
Si02 Dispersion aus Parameterfile des Ellipsometers
Si Dispersion aus Parameterfile des Ellipsometers

Zur Referenzierung mit spektraler Ellipsometrie wurde ein oxidierter Siliziumwafer mit
GOPTS und Diaminopropan modifiziert und anschlieBend vermessen. Auf diesem Wafer
wurde schrittweise das HA-Peptid aus den 9 Aminosauren aufgebaut. In Abbildung 4-23 sind
die Verléaufe der ellipsometrischen Winkel tan @ und cos A vor und nach der Peptidsynthese

dargestellt.
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Abbildung 4-23 Ellipsometrische Winkel des Wafers (durchgezogen) und nach Synthese des
Peptids (gestrichelt)

Durch Modellbildung kann aus den ellipsometrischen Winkeln die Peptidschichtdicke
abgeschatzt werden. Aufgrund der sehr geringen Schichtdicke sind bei diesen Messungen
Schichtdicke und Brechungsindex so stark korreliert, da zur Auswertung der Brechungsindex
der Peptidschicht konstant gehalten werden muf3. Das angewendete Modell ist in Tabelle 4-2
aufgefiihrt. Zu beachten ist, dal’ die Peptidschicht in trockenem Zustand und nach Abspaltung
aller Fmoc-Schutzgruppen vermessen wurde, weshalb der Brechungsindex deutlich niedriger
ist als die in Abschnitt 4.1.1 angegebenen Werte.

Eine Anpassung an die gemessenen ellipsometrischen Winkel ergab eine Peptidschichtdicke
von 3,14 nm. AnschlieBend wurde der Wafer mit einer TFA Losung versetzt und nach Spiilen
und Trocknen erneut ellipsometrisch vermessen. Die Anpassung des Modellschichtsystems an
die MeRwerte ergab eine Schichtdicke von 2,48 nm. Damit l&Rt sich der Beitrag durch die
abgespaltenen Seitengruppen zu 21% berechnen, in guter Ubereinstimmung sowohl mit der

Abschéatzung aus den Massenquotienten als auch aus den RIfS-Daten (siehe Abschnitt 4.1.5).
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Die zweite Referenzmethode, die Sequenzierung wurde in Vorversuchen an controlled pore
glass (cpg)-Kugelchen getestet, das lber eine deutlich grolRere Oberflache verfligt. Nachdem
diese erfolgreich waren, wurde auf Deckpléttchen eine Peptidsequenz (Phe-Ala-Leu-Lys-Lys)
synthetisiert. Die Deckplattchen wurden gewahlt, da RIfS-Transducer nicht in die Probenzelle

des Sequenzers paldten, die Deckplattchen jedoch auch eine silikatische Oberflache aufweisen.
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Abbildung 4-24 Sequenzierung des Peptids Phe-Ala-Leu-Lys-Lys.

In Abbildung 4-24 sind die von einer Flache von ca. 170 mm? abgespaltenen Mengen an
Aminosaurederivaten flr die 5 Sequenzierzyklen aufgetragen. In allen Zyklen wurden haupt-
sachlich die erwarteten Aminosauren gefunden. Fir die beiden Lysinreste wurden wie zu
erwarten niedrigere Mengen gefunden, da beim Kuppeln jedes Lysins wie oben beschrieben
die Anzahl der Bindungsstellen an der Oberflache verdoppelt wurde. Rechnet man die
gefundenen Molmengen auf die Flache der Deckglaschen um, so erhdlt man eine
Stoffmengendichte von ca. 0,1 - 0,8 pMol/mm?. Diese liegt deutlich unter dem in Abschnitt
4.1.1 berechneten Maximalwert von 1,67 pMol/mm?, besonders unter Beriicksichtigung der
Tatsache, dal3 der obere Grenzwert fir die 5. Aminosdure (Phenylalanin) erhalten und wie
beschrieben durch die Verwendung von zweifach Fmoc-geschiitztem Lysin in den ersten
beiden Kupplungsschritten die Bindungsstellenzahl erhéht wurde. Damit ergibt sich eine gute

Ubereinstimmung mit dem in Abschnitt 4.1.4 gefundenen Werten von 16 bzw. 19% des
berechneten Maximalwerts.
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SchluR¥folgerungen

[J Durch eine Referenzmessung mit spektraler Ellipsometrie konnte die Schichtdicke des
HA-Peptids unter Annahme eines Brechungsindexes flr die trockene Peptidschicht von
1,4 zu 3,14 nm bestimmt werden.

[1 Nach Abspaltung der Seitenschutzgruppen resultierte eine Schichtdicke von 2,48 nm,
damit ergibt sich eine Abnahme der Belegung um 21%, in guter Ubereinstimmung mit
den RIfS-Daten.

[J Durch Sequenzierung von auf Glas synthetisierten Peptidschichten konnte nicht nur
fir cpg-Kugelchen sondern auch fur Deckglaschen der Syntheseerfolg nachgewiesen
werden.

[] Die erhaltenen Mengen an Phenylthiohydantoinaminosauren liegen in der Grof3en-
ordnung, die aus den RIfS-Messungen flr die Kupplung der Fmoc-Aminosduren
bestimmt wurden.

4.1.7 Syntheseverfolgung bei nicht-peptidischen Festphasensynthesen

Als Beispiel fir die Reaktionsverfolgung nicht-peptidischer Festphasensynthesen wurde die
Synthese von 2 Triazinderivaten untersucht. Substituierte Triazine bilden eine wichtige
Pestizidklasse. Einzelne Derivate wie Atrazin oder Propazin wurden und werden noch in
groRen Mengen in der Landwirtschaft verwendet und spielen daher eine groRe Rolle im
Bereich der Umweltanalytik. Aus diesem Grund sind verschiedene polyklonale und mono-
klonale Antikorper gegen diese Pestizide verfugbar. Damit kann auch bei diesem Testsystem
wie beim HA-Peptid die Wechselwirkung zwischen auf der Oberflache synthetisiertem

Triazin und Antikorper untersucht werden.
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1. Fmoc-€-Ahx Cyanurchlorid
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Abbildung 4-25 Syntheseschema flr die Synthese der Triazinderivate

Das Syntheseschema ist in Abbildung 4-25 gezeigt. Zunéchst wurde die e-Aminocapronsaure
mit DIC gekuppelt, gefolgt von einer Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin. Im
zweiten Reaktionsschritt reagiert Cyanurchlorid durch nukleophile Substitution eines Chlor-
atoms mit den freien Aminogruppen an der Transduceroberflache. Durch Zugabe eines Amins
(hier entweder Isopropylamin oder Adamantylmethylamin) wird ein zweites Chloratom am
Triazinring ersetzt. Eine Substitution des dritten Chloratoms wuirde erst bei hoheren
Temperaturen stattfinden (Stankova und Lebl, 1996).

Der Verlauf der optischen Schichtdicke fir das Isopropylaminderivat ist in Abbildung 4-26
dargestellt. Der erste Teil ist analog zur in Abbildung 4-10 gezeigten Bindungskurve. Die Zu-
nahme der optische Schichtdicke im Verlauf der Kupplung betrug 1060 pm, nach Abspaltung
der Fmoc-Gruppe verblieben residual 470 pm. Die anschlieRende Injektion von Cyanurchlorid
flhrte zu einer Sattigungskurve und einer Schichtdickenzunahme von 440 pm. Der dritte
Schritt der Reaktion, die Umsetzung mit Isopropylamin, ergab einen Schichtdickenzuwachs
von 180 pm. Damit konnte die gesamte Synthese des Triazinderivats online verfolgt werden.
Bei Wiederholungen dieses Experiments wurden wiederum unterschiedliche Signalzunahmen
fur die einzelnen Schritte detektiert, wie dies schon im Abschnitt 4.1.3 beschrieben wurde.

Fur das Adamantylmethylderivat wurden vergleichbare Bindungskurven erhalten, wobei bei

der Kupplung des Amins etwas groRere Schichtdickenzunahmen resultierten.
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Abbildung 4-26 Synthese des Isopropylaminderivats. A: 0,2 M Fmoc-Aminohexansaure/DIC,
B: 2x 20%Piperidin, C: 0,1 M Cyanurchlorid, D: 0,2 M Isopropylamin.

Der Erfolg der Synthese wurde wie im Beispiel des HA-Peptids mit Antikdrpern gegen das
synthetisierte Molekul Gberprift. Dazu wurde tber die Oberflachen mit dem Isopropylamin-
bzw. Adamantylmethylaminderivat 1 pg/ml eines monoklonalen Antikorpers injiziert
(Abbildung 4-27). Die Steigung der Bindungskurve betrug dabei 2,9 pm/s fur das Isopropyl-
aminderivat und 1,8 pm/s fur die Oberflache mit dem Adamantylmethylaminderivat.

Im ndchsten Schritt wurde jeweils die gleiche Antikdrperkonzentration mit 1 pg/ml Atrazin
(400facher UberschuR) versetzt tber die Probe gegeben. Die Atrazincapronsaure blockiert
dabei alle Antikorperbindungsstellen, daher resultiert fur beide Oberflachen die Steigung null.
Die geringere Steigung der nicht inhibierten Antikorper fir die Adamantylderivatoberflache
spricht fur eine langsamere Kinetik der Bindung, so daB es zu einem gemischten Bindungs-
verlauf (Massentransporteinflul und Kinetikeinfluz) kommt.

Die unterschiedlichen Affinitaten des Antikoérpers gegen die beiden Triazinderivate sollte
gemall Gleichung (18) zu unterschiedlichen Gleichgewichtsbeladungen fiihren. Dies wurde

durch Injektion einer Losung von 5 pg/ml Antikorper Gberprift.
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Abbildung 4-27 Injektion von 1 pg/ml Antikérper K4E7 (durchgezogen: Isopropylderivat,
gestrichelt: Adamantylmethylderivat auf der Oberflache) sowie 1 pg/ml
Antikorper K4E7 inhibiert mit 1000 ng/ml Atrazin (gepunktet), gezeigt ist
hier nur die Kurve fir das Adamantylmethylderivat, auf der Oberflache mit

dem Isopropylderivat wurde ebenfalls keine Bindung beobachtet.

Wie aus Abbildung 4-28 hervorgeht, ist tatsachlich die Gleichgewichtsbeladung fir diese
Antikorperkonzentration fur das Isopropylderivat etwa doppelt so hoch wie fir das
Adamantylmethylderivat. Da der Antikorper Uber zwei Bindungsstellen an die Oberflache
binden kann, kann aus den Gleichgewichtsbeladungen aufgrund dieser Aviditit keine

Affinitatskonstante bestimmt werden.
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Abbildung 4-28 Injektion von 5 pg/ml monoklonaler anti-Atrazin-Antikorper KA4E7.
Durchgezogen: Bindung an das Isopropylderivat, gestrichelt: an das

Adamantylmethylderivat
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Auch der zweite monoklonale Antikorper zeigt unterschiedliche Gleichgewichtsbelegungen
fir die beiden unterschiedlichen Oberflachen, wie die Bindungskurven in Abbildung 4-29

beweisen.
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Abbildung 4-29 Injektion von 50 und 10 pg/ml monoklonalem anti-Atrazin-Antikorper
K4G2. Durchgezogen: Bindung an das Isopropylderivat, gestrichelt: an das

Adamantylmethylderivat.

Offensichtlich diskriminiert dieser gegen das Derivat Atrazincapronséure gebildete Antikorper
deutlich weniger zwischen den beiden Derivaten, als dies fur den anti-HA-Antikorper ge-

funden wurde.

SchluR3folgerungen
[J  Auch nicht-peptidische Festphasensynthesen kénnen mit RIfS zeitaufgeldst beobachtet
werden.

[] Die Substitution des Isopropylaminrests des Triazins durch einen Adamantylmethyl-
aminrest verandert zwar die Affinitaten der verwendeten monoklonalen Antikorper
gegenuber dem immobilisierten Triazin, die Diskriminierung ist jedoch schwéacher
ausgepragt, als im Falle des anti-HA-Antikorpers.

4.1.8 Zusammenfassende Diskussion

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dafl auch kovalente Bindungsvorgange in
organischen Losungsmitteln mit RIfS verfolgt werden kénnen. Der héhere Brechungsindex
der meisten organische Losungsmittel fuhrt zu einer geringeren Modulationstiefe des RIfS-
Signals und damit zu einer Verschlechterung des Signal-Rausch-Verhéltnisses. Fur die

eigentliche Beobachtung limitierend sind allerdings eher Driften und zusétzliche Signal-
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instabilitdten aufgrund von Druck- und Quelleffekten der MeRzellendichtung. Durch
Kupplung verschiedener Fmoc-geschutzter Aminosduren konnte gezeigt werden, dal3 sowohl
Bindung als auch Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe beobachtet werden kodnnen. Eine
Quantifizierung der gebundenen Stoffmengen nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe ist flr
kleinere Aminoséuren, bedingt durch die Unsicherheit im MeRsignal, nicht maglich.

Durch die Synthese des HA-Peptids konnte gezeigt werden, dal auch mehrere Kupplungs-
schritte nacheinander erfolgreich durchgefiihrt und beobachtet werden kdénnen. Auch die
Abspaltung der Seitengruppen mit Trifluoressigséure lait sich im System online verfolgen,
allerdings Uberlagert von einem Effekt, der vermutlich auf das Quellen der Dichtungen
zurlickzufiihren ist. Mit einem hochaffinen Antikérper gegen das HA-Peptid konnte der
Syntheseerfolg nachgewiesen werden.

Aufgrund der sehr geringen Stoffmengen auf den Transduceroberflachen, ist eine Referenz-
analytik relativ schwierig. Mit spektraler Ellipsometrie wurden auf einem Wafer synthetisierte
HA-Peptid-Schichten mit und ohne Seitenschutzgruppen untersucht. Aus dem Unterschied
lied sich ein relativer Anteil der Seitenschutzgruppen von 21% ermitteln. Mit RIfS wurde mit
einer Oberflache, auf der die Bindungstellenzahlen durch dreifache Kupplung von zweifach
mit Fmoc-geschiitztem Lysin deutlich erhéht wurde, ein Anteil von 13-19% erhalten, eine Ab-
schatzung aus den relativen Massen ergibt einen Wert von 18%.

Mit dem Triazinsystem konnte gezeigt werden, dal3 auch nicht-peptidische Festphasen-
synthesen sich verfolgen lassen. Die Signifikanz hangt auch hier von den Anderungen an der
Oberflache hinsichtlich der Menge an polarisierbarer Substanz ab. Reine Umlagerungen oder
Umsetzungen mit geringen Anderungen, wie z. B. Hydrierungen, dirften keine oder kaum

detektierbare Signale ergeben.



70 4 Ergebnisse und Diskussion

4.2 Biospezifische Detektion in der HPLC mit RIfS
In Kapitel 2.4.2 wurden verschiedene Ansétze zur Kopplung von Bioassays mit Flissigkeits-

Chromatographie beschrieben. Die Kopplung von markierungsfreien, Transducer basierten
Bioassays mit Flussigkeits-Chromatographie wurde in der Literatur bisher nur fur Proteine
gezeigt. Im folgenden werden Arbeiten beschrieben, in denen erstmals die Kopplung von
HPLC mit einem markierungsfreien Detektionsverfahren zur biospezifischen Detektion
niedermolekularer Verbindungen realisiert wurde. Da Substanzen mit niedrigen Molmassen
bei der Detektion mit markierungsfreien Methoden kleine Signale ergeben, werden diese
meist in Format des sogenannten Bindungshemmtest nachgewiesen. Dazu wird die Probe mit
der LOsung eines entsprechenden Rezeptormolekils (Antikérper, Enzym, etc.) vorinkubiert
und die Konzentration an freiem Rezeptor, die direkt mit der Konzentration an Analyt
verbunden ist, bestimmt. Da die Rezeptoren in der Regel grofe Molmassen aufweisen, sind
die detektierten Signale so groR, dal? sie problemlos detektiert werden kénnen. Die Nachweis-
grenzen fur die eigentlichen Analyten hangen dabei neben der Nachweisgrenze fiir den
Rezeptor auch von der Affinitat ab. In den haufig verwendeten Immunoassays werden die
hohen Affinitatskonstanten von Antikérpern von 10°-10™ I/mol ausgenutzt, um Nachweis-
grenzen kleiner Nanogramm/I zu erreichen, ohne die Proben vorbehandeln zu missen.

Im folgenden werden die Ergebnisse der Kopplung HPLC-RIfS zur biospezifischen Detektion
beschrieben. Als Modellsystem wurden hochkreuzreaktive anti-Isoproturon Antikorper ver-
wendet, um spezifisch Dimethylphenylharnstoffderivate zu detektieren. Die Antikorper
wurden zunéchst hinsichtlich ihrer Affinitaten zu Isoproturon-Derivaten charakterisiert. Da
die bei der Reversed-Phase HPLC verwendeten Eluenten die Affinitaten beeinflussen, wurden
diese Einflisse untersucht. Im Kapitel 4.2.3 wird dann die eigentliche Kopplung HPLC-RIfS

beschrieben.

4.2.1 Charakterisierung der hochkreuzreaktiven anti-Isoproturon Antikérper

Das Pestizid Isoproturon ist vom Dimethylphenylharnstoffs abgeleitet. Weitere Derivate, die
ebenfalls als Pestizide eingesetzt werden, sind in Abbildung 4-30 gezeigt. Gemeinsames
Strukturelement dieser Derivate ist die Dimethylphenylharnstoffgruppierung, die am Phenyl-
ring und teilweise durch Substituierung einer Methylgruppe variiert wird. Um Antikorper zu
erzeugen, die eine moglichst hohe Kreuzreaktivitidt gegentiber diesen Derivaten aufweisen,

wurde das in Abbildung 4-31 gezeigte und an BSA gekuppelt Derivat als Immunogen bei



4.2 Biospezifische Detektion in der HPLC mit RIfS

71

folgenden verwendeten RIfS-Transducerchips verwendet.

gruppierung erkennen und damit die in Abbildung 4-30 abgebildeten Pesitizide binden.

Fenuron

Chlortoluron

Metoxuron

zwei Kaninchen verwendet. Durch die Bindung Uber die Carboxygruppe am Phenylring

sollten die gebildeten Antikdrper moglichst spezifisch die Dimethylphenylharnstoff-

Dieses Derivat wurde auch zur Modifikation der Aminodextranoberflache der in allen im
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Abbildung 4-31

Isoproturon und Derivate, deren Affinitdt zu den polyklonalen

Antikdrpern untersucht wurden.
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Zundchst wurde nach dem in Kapitel 3.2.4 beschriebenen Verfahren die Konzentration an

aktivem Antikorper fir die aus dem Serum der Kaninchen gewonnenen IgG-Fraktionen

bestimmt. Es ergab sich aus dem Titrationsassay fir den monoklonalen Antikorper eine
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Empfindlichkeit von 4,410 (pmhl)/(sMg). Damit ergaben sich fir die in den folgenden
Arbeiten eingesetzte Antikorperfraktion von Kaninchen R ein Anteil von 37% an aktivem

Antikorper, fir die verwendete Fraktion von Kaninchen C ein Anteil von 27%.
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Abbildung 4-32 Titrationskurven fur vier Pestizide, 280 ng/ml Antikorper von Kaninchen R.
W [soproturon; @: Monuron; +€: Fenuron; [ Monolinuron, n = 2.
Gestrichelt: Berechnete Titrationskurven fir monoklonale Antikdper, von
links nach rechts: Affinitatskonstanten K [I/mol] = 10'%;10°%; 10%; 10"

Die Affinitaten der Antikdrper gegen die in Abbildung 4-30 angegebenen Pestizide wurde
durch Affinitatstitration (vgl. 3.2.3) bestimmt. In Abbildung 4-32 sind beispielhaft die
Titrationskurven flr die 4 Substanzen lIsoproturon, Monuron, Fenuron und Monolinuron
gezeigt. An die MelRwerte wurden die logistische Funktion Gl. (29) angepalit. Zum Vergleich
sind Titrationskurven fir monoklonale Antikérper fir die gleiche Antikérperkonzentration
und eine Molmasse von 200 g des Antigens gezeigt.

Man erkennt in der Abbildung, dafl die Steigungen, d. h. die Konzentrationen an
bindungsfahigen Antikdrpern, fir die polyklonalen Antikorper deutlich weniger steil abfallen
als fiir die monoklonalen. Verwendet man die Antikorper fur analytische Zwecke, so bedeutet
dies, dall im Falle der monoklonalen Antikérper ein dynamischer Bereich von einer
GroRenordnung zur Verflgung steht, wahrend man mit den anti-lsoproturon-Antikorper je
nach Analyt zwei bis drei Grollenordnungen an Antigenkonzentration detektieren kann.

Diesem grélReren dynamischen Bereich steht allerdings eine geringere Prazision der
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Messungen gegenuber, da die Empfindlichkeit geringer ist, als im Falle der monoklonalen
Antikorper.

Da polyklonale Antikorper eine Verteilung der Affinitdten aufweisen, lat sich nicht eine
diskrete Affinitatskonstante bestimmen. Mit Gleichung (23) kann jedoch bei bekannter
Antikorperkonzentration aus dem Testmittelpunkt eine mittlere Affinitatskonstante bestimmt
werden, die einen Vergleich mit monoklonalen Spezies erlaubt.

Aus Abbildung 4-32 &3t sich weiter entnehmen, dal3 fir das Antigen mit den hochsten
Affinitaten, Isoproturon, praktisch kein Offset (Restbindung auch fir hohe Antigenkonzen-
trationen) existiert, wahrend sich fir Monuron, Fenuron und Monolinuron ein Offset von 7%
ergibt. Flr einen solchen Offset gibt es zwei mdgliche Ursachen. Zum einen kénnen in der
Antikorpergesamtpopulation Spezies vorhanden sein, die zwar an das immobilisierte
Isoproturonderivat nicht aber an den Analyten in der Losung binden. Zweitens wird ein Offset
bedingt durch das Detektionsverfahren auftreten, wenn die Dissoziationsratenkonstante des
Antikorper-Antigen-Komplexes so grof3 ist, daR ein nennenswerter Anteil des Komplexes in
der oberflachennahen Schicht dissoziiert, an die Oberflache bindet und damit einen grofieren
Anteil an freiem Antikorper in der Losung vortauscht.

In Tabelle 4-3 sind die Testmittelpunkte x,, die mittleren Affinitatskonstanten K, die Offsets
Ao und der Exponent p fur die Titrationen von 280 ng Antikdrper von Kaninchen R angeben.
Die mittleren Affintatskonstanten verteilen sich fur die verschiedenen Derivate auf einen
Bereich zwischen fast 10*° I/mol und weniger als 10" I/mol. Insbesondere die Affinitat gegen
Isoproturon zeigt einen fur Hapten-Antikorper relativ hohen Wert, die Affinitatskonstanten
gegen die nachsten beiden Derivate sind auch noch dem hochaffinen Bereich zuzuordnen. Die
Offsets der ersten sechs Substanzen liegen noch deutlich unter 10%, d. h. fir diese Antigene
spielen nichtbindende Spezies in der Antikdrpergesamtpopulation keine Rolle. Wie die Werte
fir die né&chsten drei Substanzen zeigen, ist jedoch kein einfacher Zusammenhang zwischen
Affinitdt und Anteil nichtbindender Spezies gegeben. So zeigt Linuron eine Affinitats-
konstante von 2[10" I/mol. und einen Offset von 23%, wihrend bei Metobromuron und Mono-
linuron die Affinitaten zwar niedriger sind als bei Linuron, gleichzeitig jedoch niedrigere
Offsets aufweisen. Buturon schliellich zeigt einen Offset von Uber 50%, was auf einen er-
heblichen Anteil nichtbindender Spezies und/oder hohe Dissoziationsratenkonstanten hin-
weist. Die Exponenten p, die proportional der Steigung im Testmittelpunkt sind, sind gleich-

zeitig ein MaR fur die Breite des dynamischen Bereichs. Sie nehmen fir die hochaffinen Anti-
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gene Werte im Bereich von 0,9 - 1 an und sinken auf 0,7 fur die Substanzen mit niedrigerer

Affinitat ab.

Tabelle 4-3 Testmittelpunkte xo, mittlere Affinitatskonstanten K, Offsets Ao und Exponent p fir

Antikorper von Kanichen R und 10 Isoproturonderivate.

Substanz Xo [ng/ml] K [I/mol] Offset Ao Exponent p
Isoproturon 0.6+0.04 9.0E9 1.8+14 1.0£0.1
Diuron 0.9+0.10 2.0E9 3.1+1.8 0.9+0.1
Chlortoluron 1.2+0.10 8.0E8 3.5+1.6 0.8+0.1
Metoxuron 2.4+0.30 3.1E8 4.9+1.9 1.0+0.1
Monuron 2.1+0.20 3.0E8 7.3x15 0.9+0.1
Fenuron 5.4+0.40 8.0E7 7.1+14 0.7+0.1
Linuron 23.3+4.60 2.7TE7 24.1+3.2 0.9+0.1
Buturon 43.4+26.30 1.3E7 62.8+4.3 0.7+0.2
Metobromuron 48.7+8.00 1.3E7 9.9+2.7 0.7+0.1
Monolinuron 81.0+15.30 6.4E6 7.2£3.4 0.7+0.1

Interessant ist der Vergleich dieser Ergebnisse mit denen, die mit Antikérpern von Kaninchen

C erhalten wurden (Tabelle 4-4).

Tabelle 4-4 Testmittelpunkte Xo, mittlere Affinitatskonstanten K, Offsets Ao und Exponent p fur

Antikorper von Kanichen C und 10 Isoproturonderivate.

Substanz Xo [ng/ml] K [I/mol] Offset Ag Exponent p
Isoproturon 0.6+£0.0 4.9E9 5.5+£0.9 1.05%0.05
Diuron 49.1+14.2 1.2E7 3.7£7.2 0.75+0.10
Chlortoluron 130.1+16.8 AE6 1.0£2.5 0.61+0.03
Metoxuron 307.3+63.9 1.8E6 2.7£4.9 0.74+0.07
Monuron 6.4+0.5 8.2E7 -0.1+1.5 0.74+0.03
Fenuron 5.3+0.8 8.2E7 4.8+2.9 0.72+0.06
Linuron 2202.1+861.3 2.7E5 1.849.2 0.62+0.08
Buturon 51.5+3.8 1.1E7 23.0+1.1 0.73+0.03
Metobromuron 38.1+5.0 1.7E7 4.0+2.8 0.85+0.07
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Monolinuron 101.6+11.7 5.1E6 4.2+2.4 0.83+0.06

Fur die Halfte aller Derivate (Isoproturon, Fenuron, Metobromuron, Buturon und Mono-
linuron wurden sehr &hnliche Affinitatskonstanten bestimmt, wahrend fur Monuron dieser
Wert fur die Antikoérper von Kaninchen C um eine halbe GréRenordnung niedriger, bei den

restlichen vier Pestiziden sogar um ca. zwei GréRenordnungen (Abbildung 4-33) war.
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Abbildung 4-33 Affinitatskonstanten fur die Antikdrper von @ Kaninchen R und x Kanichen
C.

Zur Erklarung fiir dieses Verhalten kénnen die Strukturen der Substanzen herangezogen
werden (Abbildung 4-31). Die Antikorper von Kanichen R zeigen die hochste Affinitaten zu
den Substanzen, bei denen die Dimethylphenylharnstoffgruppe nur am Phenylring substituiert
wurde, die Affinitaten sind hier Gber zwei GrolRenordnung relativ fein abgestuft verteilt. Die
Substitution einer Methylgruppe fuhrt zu deutlich niedrigeren Affinitaten. Im Gegensatz
hierzu lassen sich fir die Antikdrper von Kaninchen C die Affinitaten nicht so leicht mit den
Strukturen korrelieren. Diese Antikorper zeigen eine relativ hohe Affinitdt nur gegeniber

Isoproturon.

SchluRfolgerungen

[J Die beabsichtigte hohe Kreuzreaktivitat gegentiber der Dimethylphenylgruppierung
wurde im Falle der Antikérper von Kanichen R tatsachlich erreicht, wahrend die
Antikorper von Kanichen C zwar gegeniiber der Substanz mit hoher struktureller
Ahnlichkeit zum Immunogen eine hohe Affinitat aufweisen, aber alle anderen Derivate
deutlich schlechter erkennen.
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[1 Dementsprechend wurde fiir die Kopplung mit der HPLC die Antikdrper von Kanichen
R verwendet.

4.2.2 Einflull von Methanol auf die Affinitaten

Die Affinitdten von Rezeptor-Ligand-Systemen werden durch den Zusatz von organischen
Losungsmitteln beeinflul3t, wobei die Effekte sowohl vom Lésungsmittel, als auch vom bio-
chemischen System abhangen. Generell 143t sich feststellen, dal? Acetonitril die Ligand-

Rezeptor-Wechselwirkungen deutlich starker beeinfluRt als Methanol.

Tabelle 4-5 Affinitatskonstanten K [I/mol] von Antikérper von Kaninchen R unter Variation

des Methanolgehaltes.

reinesPBS| PBS mit5% PBS mit 10%
Methanol Methanol
Isoproturon 9.0E9 5.4E8 1.4E8
Monuron 5.2E8 1E8 4.3E7
Fenuron 8.0E7 3.1E7 1.3E7
Monolinuron 7.2E6 2.9E6 1.3E6

Da fur die Trennung der Isoproturonderivate Methanol als Modifier eingesetzt wurde, wurde
der EinfluR auf die Affinitaten flr die vier Pestizide, die fur die Versuche zur Kopplung
HPLC-RIfS eingesetzt wurden (4.2.4), durch Affinitatstitration untersucht. Dazu wurde zu den
Losungen 0, 5 und 10% Methanol gegeben. In Tabelle 4-5 sind die Affinitatskonstanten fir
die vier Derivate in Abhangigkeit von der Methanolkonzentration angegeben. Zunéchst fallt
auf, dall das fur hochaffine System-Antikdrper-lsoproturon die Affinitadtskonstante am
starksten durch den Modifier beeinfluBt wird. Allerdings laRt sich diese Tatsache dadurch
erklaren, daR der Nenner in Gleichung (23) in dem Fall stark durch eine Anderung des Test-
mittelpunkts (in Gl. (23) co,) beeinflul’t wird, wenn ¢y und cor die gleiche GréRenordnung
besitzen. Dies ist der Fall fiir das hochaffine System (co . = 9 nM; cor = 1.9 NM).

Dabher ist es hier zweckmaliger, den Einflul des Modifiers durch Testmittelpunkte zu charak-
terisieren, die angeben, wie sich der analytisch zugéngliche Konzentrationsbereich dndert
(Tabelle 4-6). 5% Methanol verschiebt die Testmittelpunkte um umgefahr den Faktor zwei zu
héheren Antigenkonzentrationen. Ein Gehalt von 10% bewirkt schon eine Verschiebung um

mehr als eine halbe GrélRenordnung.
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Tabelle 4-6 Testmittelpunkte fir die Titration von 280 ng/ml AntikGrper von Kaninchen R

unter Variation des Methanolgehaltes.

reines PBS| PBS mit 5% PBS mit 10%
Methanol Methanol
Isoproturon 0.7£0.1 1.5+£0.2 4.4+0.7
Monuron 2.1+0.2 5.8+0.7 13.1+1.3
Fenuron 5.4+0.4 13.1+1.3 30.1+2.3
Monolinuron | 72.9+£7.5 181.5+30.6 410.0+49.9

Damit sind die verwendeten Antikdrper im Vergleich zu Ergebnissen aus anderen Arbeiten
relativ empfindlich gegenuber der Anwesenheit von Methanol. So wurde bei Titrationen eines
polyklonalen  anti-Ostron-Antikorpers  fur die Affinitait gegeniiber Ostron  bei
Methanolanteilen von 10% und 20% keine Anderungen gegeniiber Messungen in reinem
Puffer ermittelt. Oosterkamp et al. (1994b) fanden flir polyklonale anti-Digoxigenin
Antikorper-Fab Fragmente, dal? 30% Methanol und 10% Acetonitril praktisch keinen Verlust
an Affinitat bewirkten. Kroger et al. (1998) untersuchten monoklonale anti-2,4-
Dichlorphenoxyessigsaure-Antikorper und fanden Spezies, die 30% Methanol tolerierten.
Skladal (1999) beschrieb einen monoklonalen anti-Atrazin-Antikorper, der sogar bei 10%
Methanol eine hohere Affinitat aufwies als in reinem Puffer und noch in 50% Methanol

deutliche Bindungsféahigkeit gegeniiber Atrazin zeigte.

SchluRfolgerungen

[J Der EinfluR des Elutionsmittels auf die verwendeten Antikérper laBt sich durch
Titrationsassays einfach und genau bestimmen

[] Die verwendeten AntikOrper sind im Vergleich zu Ergebnissen aus anderen Arbeiten
relativ empfindlich gegentiber der Anwesenheit von Methanol.

[J Bei der im folgenden beschriebenen RIfS-HPLC Kopplung wurde dies berticksichtigt
und der Methanolgehalt durch die Verdinnung des Eluats mit Antikérperldsung
deutlich reduziert.
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4.2.3 Kopplung von HPLC mit RIfS
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Abbildung 4-34 Aufbau zur HPLC-RIfS-Kopplung

Die Kopplung wurde mit dem in Abbildung 4-34 schematisch gezeigten Aufbau realisiert.
Das Eluat aus der HPLC-Sdaule wurde zundchst durch einen Split im Verhéltnis 1:4 geteilt und
dann durch ein T-Stiick mit der Antikdrperlésung vermischt. Durch die Wahl der FluRRraten
von HPLC-Pumpe und Antikérperpumpe konnte die Konzentration an Methanol in der
Losung eingestellt werden. Als Eluent wurde 37% walrige Methanolldsung verwendet. Der
20%-Eluatanteil nach dem Split mit einer Fluf3rate von 50 pl/min wurde mit der Antikdrper-
I6sung, die mit 200 pl/min gepumpt wurde, vermischt, womit der Methanolgehalt der Eluat-
Antikérpermischung auf 7,4% reduziert wurde. AnschlieBend floR die Mischung durch eine
150 pl Reaktionsschleife (Reaktionszeit 36 s) und schlielich durch die RIfS-Mel3zelle, die in
den Standard-RIfS-Aufbau integriert war. Durch ein Injektionsventil direkt vor der Mel3zelle
konnte der FluB auf Regenerationsldsungen umgeschaltet werden, um die Trans-
duceroberflache zu regenerieren. Fur Referenzmessungen wurde zusétzlich ein UV-Detektor
(254 nm) in das System integriert.

In Abbildung 4-35 ist die RIfS-Bindungskurve einer gekoppelten HPLC-Trennung gezeigt.
2 Ul einer 3 pg/ml Fenuronlésung in 37% Methanol wurden auf die Sé&ule gegeben. Die

Bindungskurve wurde auf den Injektionszeitpunkt normiert. Zunéchst steigt die optische
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Schichtdicke durch die massentransportlimitierte Bindung der Antikorper linear an, bis bei ca.
190 s die Bindungsrate abnimmt, da ein Teil der Antikdrper durch das eluierte Fenuron
inhibiert wird. Bei ca. 280 s hat der Fenuronpeak die Mel3zelle passiert, daher erreicht die
Steigung der Bindungskurve wieder den gleichen Wert, wie zu Beginn der Messung. Die
gestrichelte Linie zeigt den Kurvenverlauf fiir eine Messung ohne Substanzen, die vom Anti-
korper erkannt werden. Das parallel aufgezeichnete UV-Chromatogramm ist gepunktet
abgebildet. Da sich der UV-Detektor vor T-Stuck, Reaktionschleife und MeRzelle befindet, er-

scheint der Fenuronpeak hier von 145 s bis 220 s.
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Abbildung 4-35 RIfS-Bindungskurve, gemessen bei Injektion von 3 pg/ml Fenuron.
Gestrichelt: Verlangerung der Anfangssteigung, gepunktet: UV Chromato-

gramm bei 254 nm, willkirliche Einheiten.

Die aufgrund der teilweisen Inhibierung der Antikorper reduzierte Bindungsrate wird noch
deutlicher, wenn man die erste Ableitung (Abbildung 4-36) der Bindungskurve betrachtet, die
der Steigung der Bindungskurve entspricht und damit proportional der Konzentration an
freien Antikorpern ist.

Um den EinfluB des Rauschens in der Bindungskurve zu reduzieren, wurde die Ableitung
mittels eines Savitzky-Golay-Algorithmus gebildet (Savitzky und Golay, 1994). Diese
Methode wird hdufig zur Glattung verrauschter MeRwerte verwendet. Durch lokale
Kurvenanpassung an ein Polynom n-ten Grades erhalt man dabei nicht nur geglattete Kurven-
verlaufe sondern gleichzeitig die ersten n Ableitungen. Entscheidend fir das MalR der
Glattung ist zum einen die Fenstergrole, d. h. die Anzahl an Werten, die fir die Anpassung
verwendet werden, und zum anderen der Grad des Polynoms. Zur Bildung der Ableitung in
Abbildung 4-36 wurde ein Polynom 2. Grades und eine Fenstergréfle von 9 Punkten,

entsprechend 45 s, gewahlt (s. u.).
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Abbildung 4-36 Ableitung der Bindungskurve in Abbildung 4-35.

Die erste Ableitung in Abbildung 4-36 beginnt mit einem Wert von 7,3 pm/s, der Steigung zu

Beginn der Bindungskurve in Abbildung 4-35. Ab 165 s nimmt die Steigung ab und erreicht

den Minimalwert von 4,95 pm/s bei 200 s. Zu diesem Zeitpunkt ist die Fenuronkonzentration

in der Mischung maximal.
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Abbildung 4-37 Abhangigkeit der Peakeigenschaften von der Anzahl der Punkte
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Der Anteil an freien Antikorperbindungsstellen kann aus dem Verhaltnis der Steigungen im

Peakmaximum zur Basislinie, d h. der ungestorten Bindungskurve, bestimmt werden: (4,95

pm/s) / (7,3 pm/s) = 67.8%. Allerdings mul} hier bertcksichtigt werden, dal3 der Glattungs-

algorithmus, der zum Differenzieren verwendet wurde, abhéngig vom Grad der Glattung

sowohl den Peak verbreitert als auch die Peakhohe reduziert. Diese Effekte sind in Abbildung

4-37 fir die ungegléttete Ableitung und fur die Savitzky-Golay-Glattung mit 5, 7, 9, 11 und

13 Punkten dargestellt. Das Basislinienrauschen der Ableitung flr die ungeglattete Ableitung



4.2 Biospezifische Detektion in der HPLC mit RIfS 81

betragt 0,7 pm/s und wird je nach Grad der Glattung bis auf 0,03 pm/s reduziert. Abbildung 4-
37 B zeigt die Auswirkungen der Glattung auf die Peakhohe, die (rechte Ordinate) fast linear
von 3,2 pm/s auf 2,0 pm/s abnimmit.

Gleichzeitig nimmt die Steigung bezogen auf die Basislinie des Chromatogramms, d .h der
ungestérten Bindungskurve, von 0,59 auf 0,72 zu. Da dieser Wert proportional der
Konzentration an freiem Antikorper ist, bedeutet dies, dal der Anteil an inhibierten
Antikorpern im Peakmaximum aufgrund der Glattung scheinbar von 41% (nicht gegléattet) auf
28% (13 Punkte) sinkt.
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Abbildung 4-38 Abhéangigkeit der Peakflache von der Anzahl der Punkte fur die Savitzky-

Golay Kurvenanpassung.

Zur quantitativen Auswertung von Chromatogrammen kann auch die Peakfldche einbezogen
werden, daher wurde der EinfluR des Savitzky-Golay-Algorithmus auf die Peakflache
untersucht. Da wie beschrieben mit zunehmender Gléttung die Peakhthe ab-, gleichzeitig aber
die Peakbreite zunimmt, sollten die Effekte der Savitzky-Golay-Methode auf die Peakflachen
Kleiner sein, als auf die Peakhthen. Wie Abbildung 4-38 zeigt, ist dies tatsachlich der Fall.
Die Peakflache nimmt im Vergleich zur ungeglétteten Ableitung um bis zu 6,4% zu, wobei
bis zur Einbeziehung von neun Punkten die Peakflache lediglich um 1% zunimmt.

Wie im Kapitel 2.4 beschrieben wurde, trégt jeder Detektor zur Bandenverbreiterung bei.
Diese ist abhangig vom Detektorvolumen einschlielich der Verbindung mit dem Auslal der
Séaule. Fir die beschriebene HPLC-RIfS-Kopplung fuhren daher das T-Stlck, die Reaktions-
schleife und die FluRzelle zur Bandenverbreiterung, sowie zusatzlich der Glattungs-
algorithmus.

In Abbildung 4-39 ist diese zusatzliche Peakverbreiterung in Abhédngigkeit vom Grad der

Glattung gezeigt. Diese Werte missen mit den Peaks im UV-Detektor verglichen werden.
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Hier betragt der Term o?, der die Peakbreite von der HPLC und die zusatzliche Verbreiterung
durch die UV-Zelle enthalt, 156 s°. Der Glattungsalgorithmus fiihrt also je nach GroRe des
Fensters flr die lokale Polynomanpassung zu einem deutlichen Verlust an Auflésung. Dem-
entsprechend sinkt die theoretische Bodenzahl fiir den Fenuronpeak von 355 (UV) lber 261
(ungegléttet) bis auf 119 (13 Punkte). Dabei mul3 beriicksichtigt werden, dal’ hier die Peak-
verbreiterung des UV-Detektors in die Gesamtpeakbreite eingeht, die bei einer direkten
Kopplung RIfS-HPLC entféllt.
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Abbildung 4-39 Peakverbreiterung durch die RIfS-Kopplung gegen Anzahl der Punkte fur

die Savitzky-Golay Kurvenanpassung.

SchluR3folgerungen

[J Die Injektion der Mischung aus Eluat mit Antikdrperlésung Uber den RIfS-
Transducerchip und (partiell) massentransportlimitierten Bedingungen fiihrt zu
ansteigenden Bindungskurven, deren Steigung bei Anwesenheit von Antigen im Eluat
aufgrund der geringeren Anzahl bindungsfahiger Antikérper abnimmt,

[] Durch Ableitung der Bindungskurven (,,RIfS-Chromatogramm®) werden negative
Peaks sichtbar.

[J Die Anwendung des Savitzky-Golay-Algorithmus zur Differenzierung reduziert das
Rauschen der Peaks bei gleichzeitiger Peakverbreiterung.

[] Fir die folgenden Messungen wurde als Kompromif zwischen Basislinienrauschen
und Auflésung ein Savitzky-Golay-Fenster von 9 Punkten (45 s) gewabhlt.

4.2.4 HPLC-Trennung von Pestiziden mit selektiver Detektion durch RIfS

Aus den 10 untersuchten Isoproturonderivaten wurde 4 Pestizide ausgesucht, die die gesamte

Bandbreite der mittleren Affinitatskonstanten der Antikérper von Kaninchen R widerspiegeln.
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Die HPLC-Trennung wurde an einer RP2-Phase mit einem Methanolgehalt von 37%
realisiert. In Abbildung 4-40 sind die RIfS-Bindungskurve, die geglattete Ableitung und das

UV-Chromatogramm gezeigt.
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Abbildung 4-40 Bindungskurve (gestrichelt, linke Ordinate) und erste Ableitung (durch-
gezogen, rechte Ordinate) fir die Trennung von 4 Pestiziden: Fenuron
2 ug/ml; Monuron 2 pg/ml; Monolinuron 10 pg/ml und Isoproturon 2 pg/ml
(von links nach rechts). Gepunktet: UV Chromatogramm bei 254 nm,

willkurliche Einheiten.

Die Unterschiede zwischen UV-Chromatogramm und ,,RIfS*-Chromatogramm zeigen
deutlich die unterschiedlichen Empfindlichkeiten der beiden Detektoren fiur die vier Sub-
stanzen. Wéhrend der UV-Detektor fiir Isoproturon einen sehr kleinen Peak liefert, ist das
Signal in der Ableitung der Bindungskurve entsprechend der hohen Affinitat der Antikorper
zu Isoproturon grof3. Das UV-Signal des Monolinuronpeaks hingegen ist groRer, als der
Dynamikbereich des Detektors, wahrend das RIfS-Signal entsprechend der relativ niedrigen
Affinitat der Antikorper gegen Monolinuron trotz funffach hoherer Konzentration deutlich
kleiner ist, als das der Ubrigen Pestizide.

Die erste Ableitung in Abbildung 4-40 zeigt zu langeren Retentionszeiten hin eine negative
Drift bedingt durch die Abnahme der Bindungsrate der RIfS-Kurve. Dieses Verhalten wird
durch eine Abnahme der Bindungsstellendichte auf der Transduceroberflache bedingt,
wodurch die Kinetik der Bindungsreaktion zunehmenden EinfluR gewinnt. Detektiert wird
daher eine zunehmende Abweichung von der rein massentransportkontrollierten Bindung, die
sich als leichte, aber deutliche Drift im ,,RIfS-Chromatogramm* bemerkbar macht, d. h. die

Basislinie driftet.
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Um die selektive Detektion durch den Antikorper zu Uberprifen, wurde eine Mischung aus
zwei Substanzen, die durch die Antikorper erkannt werden (Fenuron und Isoproturon) und

zwei Substanzen mit vollig anderer Struktur (die Triazine Atrazin und Simazin) injiziert.
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Abbildung 4-41 Bindungskurve (gestrichelt, linke Ordinate) und erste Ableitung
(durchgezogen, rechte Ordinate) fiir die Trennung von 4 Pestiziden: Peaks
von links nach rechts: DMF (aus den Stamml6sungen), Fenuron 1 pg/ml;
Simazin 10 pg/ml; Atrazin 10pg/ml und Isoproturon 0,5 pg/ml (nicht
getrennt). Gepunktet: UV Chromatogramm bei 254 nm, willklrliche

Einheiten.

In Abbildung 4-41 sind die RIfS-Bindungskurve, die geglattete Ableitung und das UV-
Chromatogramm dargestellt. In der UV-Spur sind alle Peaks der 4 Substanzen sowie das
Solvens DMF der Stammlosungen der Triazine zu erkennen. Die Peaks von Atrazin und Iso-
proturon uberlappen sich deutlich. In der Ableitung der Bindungskurve dagegen sind nur ein
kleiner DMF-Peak (vermutlich bedingt durch eine reduzierte Bindungsrate aufgrund des
Losungsmittels), sowie die beiden vom Antikdrper erkannten Dimethylphenylharnstoff-
derivate zu sehen. Der Isoproturonpeak hat dabei die gleiche GroRe, wie in einem Chromato-

gramm ohne Atrazin.
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Schluf3folgerungen

[J Die affinitatsabhangige Detektion einer Trennung von 4 Pestiziden wurde gezeigt.

[1 Die Peakgrolien spiegeln bei gleicher Konzentration die unterschiedlichen Affinitaten
des Antikorpers gegeniiber dem jeweiligen Derivat wider.

[J Durch die Trennung von je zwei aktiven und inaktiven Substanzen gegenuber dem
Antikorper konnte die selektive Detektion gezeigt werden.

4.2.5 Quantitative Auswertung der RIfS-Chromatogramme

Wie oben erwahnt, zeigt die Steigung der Bindungskurve fir langere Retentionszeiten und
damit hoheren Beladungen der Oberflache eine negative Drift. Bei Titrationsassays werden
zur Korrektur der Abweichung von einer rein massentransportkontrollierten Bindung die
Steigungen der Bindungskurven auf die Steigung von Blanks normiert. Fur die Auswertung
der RIfS-Chromatogramme wurde eine &hnliche Methode gewahlt: Die erste Ableitung wurde
mit einer Basislinie normiert, die aus den Abschnitten der Ableitung ohne Peaks durch eine
Anpassung eines Polynoms 2. Ordnung erhalten wurde. Um numerisch integrierbare Peaks zu
erhalten, wurden die so modifiziertem Kurven von eins abgezogen. Damit entsprechen die so
errechneten Werte dem Anteil inhibierter Antikorper. Eine vollstandige Hemmung wiurde

demnach eine Peakhohe von eins ergeben.
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Abbildung 4-42 Peakhohen in  Abhangigkeit von der injizierten Konzentration

W: Isoproturon; ®: Monuron; 4: Fenuron; [ Monolinuron, n = 3.
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In Abbildung 4-42 sind die Peakhdhen gegen die injizierten Konzentrationen flr die vier
Analyte aufgetragen. Dabei werden typische Séttigungsverldufe erhalten, da nur eine
bestimmte Menge an Antikorper zur Verfiigung steht. Der Verlauf der Kalibrierkurven ist
entsprechend den Affinitaten der Antikorper gegenlber den Analyten. Der theoretisch
maogliche Wert fiir die maximale Peakhthe von eins wird nicht erreicht, da zum einen, wie
durch die Affinitatstitration festgestellt wurde (siehe 4.2.1), auch bei hohen Konzentrationen
an inhibierender Substanz fir Monuron, Fenuron und Monolinuron, eine residuale Bindung
der Antikorper an die Oberflache zu beobachten ist. Zweitens fiihrt die Glattung zu einer Ab-
nahme der Peakhthen (siehe 4.2.3). Schliellich ist die Antikorper-Analyt-Mischung beim

Erreichen der MeRzelle nicht notwendigerweise im Gleichgewicht.
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Abbildung 4-43 Peakflachen in Abhangigkeit von der injizierten Konzentration

W Isoproturon; @: Monuron; 4: Fenuron; 7 Monolinuron, n = 3.

Allerdings ist dieser letzte Punkt kein prinzipielles Problem, da die Flusse in der HPLC und
der FIA sehr reproduzierbar sind und damit auch Nicht-Gleichgewichtszustande zu repro-
duzierbaren Ergebnissen fuhren.

Wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben, wirkt sich der Glattungsalgorithmus auf die Peakflachen
deutlich geringer aus, da sich die Abnahme der Peakhthe und die Zunahme der Peakbreite
weitgehend kompensieren. In Abbildung 4-43 sind die Empfindlichkeitskurven fir die Peak-
breiten in Abhangigkeit von der Konzentration der Probenldsung gezeigt. Man erkennt auch

hier sowohl den Sattigungsverlauf als auch die Reihenfolge der Affinitéten.
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Nachweisgrenzen

Zur Bestimmung der Nachweisgrenzen wurde aus den linearen Anfangsbereichen der
Empfindlichkeitskurven aus Abbildung 4-42 die Empfindlichkeiten ermittelt. Die
Bestimmungsgrenze wurde aus Messungen von Blanks berechnet, die analog zum oben
beschriebenen VVorgehen normalisiert wurden. In Abhangigkeit vom Alter, d. h. von der An-
zahl der Regenerationen denen der Transducer ausgesetzt war, wurden flr die Standard-
abweichungen der Basislinie Werte zwischen 0,004 und 0,008 erhalten. Mit dem dreifachen
Wert von 0,008 (entsprechend 3 o ) wurden die in Tabelle 4-7 angegebenen Nachweisgrenzen
erhalten. Zur Berechnung der Nachweisgrenzen in absoluten Stoffmengen wurde das

Injektionsvolumen von 2 pl und der Split von 1:4 beriicksichtigt.

Tabelle 4-7 Nachweisgrenzen fiir die 4 Analyte, Details siehe Text.

Injizierte Konzentration | detektierte Substanzmasse
[ng/ml] [fmol]
Isoproturon 0.06 75
Monuron 0.09 105
Fenuron 0.12 165
Monolinuron 0.8 930

Die Nachweisgrenzen liegen in der gleichen GrofRenordnung wie sie in Arbeiten zur Kopplung
eines fluoreszenzbasierten Bioassays mit HPLC (Irth et al., 1993) unter Verwendung von anti-
Digoxigenin Antikorperfragmenten der Konzentration 1.3 nM bestimmt wurden. Zwar wurde
in diesen Arbeiten ein anderes biochemisches System mit anderen Affinitdten verwendet, so
dal? sich die erhaltenen Nachweisgrenzen nicht direkt vergleichen lassen. Aber der Vergleich
zeigt, dal® bei der Kopplung von HPLC mit einem RIfS-basierten Bioassay zumindest ver-
gleichbare Nachweisgrenzen wie bei Kopplung mit fluoreszenzbasierten Verfahren moglich

sind.

Schlu3folgerungen
[] Durch Basisliniekorrektur kann der EinfluR der abnehmenden Bindungsrate aufgrund
des zunehmenden Anteils an Reaktionskinetik korrigiert werden.

[J Sowohl Peakflachen wie auch Peakhdhen zeigen einen Sattigungsverlauf, der durch
die begrenzte Antikdrpermenge bedingt ist.
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[1 Peakflachen und Peakhohen spiegeln die unterschiedlichen Affinitaten der Derivate
gegenuber dem AntikOrper wieder.

[J Die Bestimmung des Rauschens in RIfS-Chromatogrammen und die Auswertung der
Peakhdhen erlauben die Berechnung der Nachweisgrenzen.

[] Ein Vergleich mit Arbeiten mit einem fluoreszenzmarkierten Antikorper zeigen, dafi3
mit dem markierungsfreien Detektionsverfahren vergleichbare Nachweisgrenzen
erhalten werden konnen.

4.2.6 Analyt-Anreicherung mittels Vorsaule

Eine Methode zur Verbesserung der Nachweisgrenzen mit HPLC besteht in der Anreicherung
mittels einer VVorsaule. Dabei wird ein grofieres Probenvolumen durch die Vorsaule gedriickt,
am Fullmaterial dieser Saule werden die Analyte adsorbiert. Anschlieend wird adsorbierte
Substanz durch eine entsprechende Saulenschaltung durch den Eluenten desorbiert und auf die
analytische Séule Uberfuhrt. Dabei werden alle Analyte, die an der VVorséule adsorbieren, aus
der Probe aufkonzentriert. Dieses Verfahren wurde auch fir die HPLC-RIfS-Kopplung
eingesetzt. Fur die Vorséule wurde das gleiche S&dulenmaterial wie fur die der analytischen

Séaule verwendet, ndmlich RP2 (mit Ethylsilan modifiziertes Kieselgel).
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Abbildung 4-44 Bindungskurve (gestrichelt) und RIfS-Chromatogramm eines Blank (durch-
gezogen) und flr die Trennung (gepunktet) mit Vorsdule von Fenuron
5 ng/ml; Monuron 5 ng/ml; Monolinuron 50 ng/ml und Isoproturon 5 ng/ml

(von links nach rechts).
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In Abbildung 4-44 ist als Beispiel die Aufkonzentrierung und Trennung der 4 Pestizide aus 1
ml Probenvolumen mit Konzentrationen, die mehr als eine GréRenordnung unter den
Nachweisgrenzen aus Tabelle 4-7 liegen, gezeigt. Der Wasserpeak zwischen 1 und 2 min
zeigt zunéchst eine negative Steigung der Bindungskurve an. Grund hierfir dirfte das
Auftreten eines Brechungsindexeffekts und/oder ein Ansprechen der Dextranmatrix auf die
verénderte Zusammensetzung des Eulats sein.

Die Peaks in der Ableitung sind fur alle vier Analyte noch deutlich zu erkennen, d. h. im
Vergleich zur Trennung ohne Vorsdule werden Konzentrationen, die um den Faktor 12
(Isoproturon) bis Faktor 160 (Monolinuron) unter den Nachweisgrenzen (Tabelle 4-7) der

Trennung ohne Aufkonzentrierung liegen, detektiert.

SchluR¥folgerung

[J Durch Analytanreicherung in einer Vorsaule kdnnen die erreichten Nachweisgrenzen
noch deutlich verbessert werden.

4.2.7 Limitierende Parameter und Gesamtperformance

Die Leistungsféhigkeit des gesamten gekoppelten Systems wird durch mehrere Parameter
bestimmt. Diese sollen im folgenden in der Reihenfolge ihres Auftretens in Abbildung 4-34
diskutiert werden.

Die erste Komponente ist der Chromatographieteil. Der EinfluR des organischen Modifiers auf
die Affinitaten wurde schon im Kapitel 4.2.2 beschrieben. Diese Effekte hangen sowohl vom
biologischen System als auch von der Konzentration und Natur des Lésungsmittels ab. Sie
konnen, wie gezeigt, durch eine Affinitatstitration abgeschatzt werden. Dies ermdglicht die
Auswahl des ginstigsten Modifiers im Hinblick auf Trennung und biochemisches System. Die
in dieser Arbeit verwendete isokratische Trennung erlaubte eine Detektion unter konstanten
Bedingungen, der Einsatz von Gradiententechniken wirde aufgrund der veranderten optischen
Eigenschaften des Superstrats zu zusétzlichen Effekten auf das RIfS-Signal flihren. Eine
Madglichkeit diese zu reduzieren, wird im Kapitel 4.3 vorgestellt.

Die néchsten Teile im Aufbau sind das T-Sttick (Mischer) und die Reaktionsschleife. Eine
effiziente Vermischung der beiden Stréme ist die Basis flr die Affinitatsreaktion. Die Lange
der Reaktionsschleife bestimmt die Reaktionszeit fir diese Reaktion, aber auch das Ausmaf}
der Peakverbreiterung. Wie in der Literatur gezeigt wurde (Oosterkamp et al. 1994), muf3 die
Mischung aus Antikérper und Eluat zum Zeitpunkt der Detektion nicht notwendigerweise im

Gleichgewicht sein, da das HPLC-FIA-System eine sehr hohe Reproduzierbarkeit zeigt. Das
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Optimum zwischen stérkerer Inhibition bei (fast) Gleichgewichtsbedingungen und geringerer
Peakverbreiterung bei kiirzeren Reaktionszeiten hangt von der Kinetik des Affinitatssystems
ab.

Der néchste zu optimierende Parameter ist die Konzentration an Antikorper bzw. Rezeptor-
molekdlen. Eine hohere Konzentration fuhrt zwar zu gréReren Steigungen der Bindungskurve
und verbessert damit das Signal-Rausch-Verhaltnis der Ableitung, auf der anderen Seite
werden dadurch die Nachweisgrenzen verschlechtert, da fir den gleichen Anteil an inhibierten
Antikorpern eine hohere Konzentration an Antigen notwendig ist.

Die Bindungsrate wird auBerdem durch die Flu3rate durch die Mel3zelle beeinfluf3t. Fir reinen
Massentransport ist dieser Zusammenhang durch GI. (19) gegeben. D.h. eine Erhéhung der
FluRrate reduziert die Dicke der Diffusionsschicht, damit erhoht sich die Bindungsrate um die
dritte Wurzel aus der Erhéhung der FluRirate. Allerdings betragt die maximale FluRrate mit
den verwendeten Fluf3zellen etwa 500 pl/min. Die maximale Konzentration an Rezeptor-
molekdlen wird ferner durch die Bindungskapazitét der Oberflache bestimmt. Typische Werte
fur Aminodextranoberflachen liegen im Bereich von 15-25 ng/mm? (entsprechend 15-25 nm
optischer Schichtdickenanderung).

Die Detektion an einer Oberflache erfordert die Regeneration der Transduceroberflache.
Bedingt durch die hohe Bindungsstellendichte an der Oberflache ist diese durch Ruckbindung
erschwert. Fur bivalente Rezeptoren wie die hier verwendeten Antikdrper kommen noch
Aviditatseffekte hinzu. Daher muften fur die Regeneration relativ drastische Regenerations-
bedingungen angewendet werden, die das S/N-Verhaltnis der ersten Ableitung bei mehrfach
verwendeten Transducerchips verringerten. Gleichzeitig nahm die Bindungskapazitat relativ
stark ab. Vermutlich liegt dies daran, dal? bei der Kupplung des Analytderivates mittels TBTU
an die Aminodextranoberflache neben Amid- auch Esterbindungen mit den Hydroxygruppen
des Dextrans entstehen, die unter sauren Regenerationsbedingungen weniger stabil sind.

Eine Fast-Fouriertransformation von Ableitungen der Bindungskurven (Abbildung 4-45)
zeigte eine deutlich erhdhte Amplitude bei der Pumpfrequenz der HPLC-Pumpe, die beli
mehrfach regenerierten Transducerchips noch stérker erhéht war. Der Einflul von Pump-
effekten auf das Signal wurde auch fir einen SPR basierten kommerziellen Biosensor
(BIACore) beschrieben (Schuck et al., 1998). Die Verwendung einer zusatzlichen Sdule
zwischen HPLC-Pumpe und Trennsdule brachte eine leichte Verbesserung. Eine deutliche
Verbesserung des S/N-Verhaltnissen wurde durch den Glattungsalgorithmus erreicht,

allerdings auf Kosten einer zusétzlichen Peakverbreiterung (siehe Kapitel 4.2.3).
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Abbildung 4-45 Fast-Fourier-Transformation von RIfS-Chromatogrammen. Durchgezogen:

neue Oberflache, gepunktet nach einem HPLC-Lauf und Regeneration.

Dieser Glattungsalgorithmus stellt schlieflich den letzten zu optimierenden Parameter des
Gesamtsystems dar. Die optimale Glattung stellt dann den Kompromif3 zwischen héchstem

S/N-Verhaltnis und minimaler Peakverbreiterung dar.

SchluRfolgerungen
[J Die Leistungsfahigkeit des Gesamtsystems hangt von mehreren Faktoren ab, die
optimiert werden mussen.

[7 Die Reaktionsschleife und damit die Reaktionszeit mufR an die Kinetik des
biochemischen Systems angepal3t werden.

[J Die besonders fur bivalente Rezeptoren erforderlichen drastischen Regenerations-
bedingungen verschlechtern das S/N-Signal der differenzierten Bindungskurve, was
zum Teil durch den Glattungsalgorithmus bei der Differenzierung kompensiert wird.
Fir monovalente Rezpetormolekiile sind in der Regel mildere Regenerationen
ausreichend.

4.2.8 Zusammenfassende Diskussion

In diesem Kapitel wurde die Kupplung von HPLC mit einem markierungsfreien Bioassay zur
selektiven Detektion gezeigt. Durch Verwendung eines Inhibitionstestformats konnten nieder-
molekulare Substanzen mit einem Modellrezeptor nachgewiesen werden. Dabei wurde die
massentransportlimitierte Bindung des Modellantikrpers aus der Mischung mit dem Eluat
der HPLC-S&ule an die Transduceroberflache zeitaufgeldst beobachtet. Die Anwesenheit von

Substanzen im Eluat flhrte zu einer reduzierten Bindungsrate. Die Ableitung der Bindungs-
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kurve fihrte zu negativen Peaks, deren Hohe und Flache sowohl von der Affinitat der Anti-
korper zum Antigen als auch von der Konzentration abhingen. Fir die Bildung der Ableitung
erwies es sich als gunstig, einen Glattungsalgorithmus zu verwenden, um das Signal-Rausch-
Verhaltnis zu verbessern. Durch diesen Algorithmus wurde durch die Peakverbreiterung die
Auflésung verschlechtert, daher wurde der optimale Glattungsgrad als Kompromif zwischen
Verbesserung des S/N-Verhaltissen und der Verschlechterung der Auflésung gesucht. Dieses
Vorgehen ist vergleichbar mit anderen Detektoren, bei denen z.B. die Integrationszeit oder
Spaltbreite entsprechend optimiert werden muf3.

Die selektive Detektion konnte anhand der Trennung von vier Pestiziden, von denen nur zwei
Substanzen durch den verwendeten Antikdrper erkannt wurden, gezeigt werden.

Die errechneten Nachweisgrenzen der Trennung von 4 Isoproturonderivaten liegen in der
gleichen GroRenordnung, wie sie in einer Arbeit mit einem fluoreszenzmarkierten Antikorper
erhalten wurde. Zwar handelte es sich dabei um einen anderen Antikorper, weshalb sich diese
Ergebnisse nicht direkt vergleichen lassen, sie zeigen aber doch, dall auch mit einer
markierungsfreien Methode vergleichbare Nachweisgrenzen erreichbar sind.

Mit der Affinitatstitration steht eine einfache Methode zur Verfigung, um den Einflull des
organischen Modifiers auf das biochemische System zu charakterisieren. Gezeigt wurde die
biochemische Detektion einer isokratischen Trennung. Fir Gradiententechniken wirde ein
Aufbau, wie er im Kapitel 4.3 vorgestellt wird, deutliche Vorteile hinsichtlich Basisliniendrift
aufgrund der sich andernden Zusammensetzung des Superstrats bringen.

Als Hauptproblem stellte sich die Regeneration und die notwendige hohe Bindungskapazitat
der Oberflache heraus. Beide missen bei allen oberflachengebundenen Detektionsverfahren
flr jedes System optimiert werden. Bei Verwendung monovalenter Rezeptormolekdile sind in
der Regel milderer Bedingungen mdglich.

Insgesamt &0t sich festhalten, daR die gezeigte Kopplung trotz dieser Einschrankungen ein
interessantes Verfahren darstellt, das insbesondere im Screeningbereich fir die Analytik von
Stoffgemischen, wie z. B. Naturstoffen, attraktiv ist. Hier wirden mit einem universellen
Detektor die Komponenten im Eluat quantifiziert werden und durch die biospezifische
Detektion eine Aussage Uber die Starke der Wechselwirkung mit dem eingesetzten Rezeptor-

molekdl getroffen werden konnen.
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4.3 Aufbau eines RIfS-Systems zur simultanen Detektion
Im folgenden werden zundchst die limitierenden Parameter des RIfS-Einkanal-Aufbaus

untersucht. AnschlieBend wird ein Aufbau zur simultanen Referenzierung vorgestellt und
charakterisiert. Durch Anwendung des Aufbaus fir quantitative Messungen eines im
Fermenter produzierten Antibiotikums werden die Leistungsfahigkeit gezeigt und die Grenzen
diskutiert.

4.3.1 Untersuchung der limitierenden Parameter des Einkanal-RIfS-Aufbaus

An einem im Arbeitskreis und bei Projektpartnern etablierten RIfS-Aufbau (Schmitt et al.
1997) wurden die limitierenden Parameter des Systems bestimmt. Dazu wurden die zeitab-
héngigen Effekte der beiden aktiven Elemente Diodenarraydetektor und Lichtquelle unter-
sucht. Abbildung 4-46 zeigt den Dunkelstrom fiir 6 verschiedene Dioden im typischen
Auswertebereich fiir RIfS-Messungen von 500-600 nm Uber einen Zeitraum von 14 Stunden
Die Ordinatenwerte wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit um 10 (fir 2. Diode) bis 50
Counts (6. Diode) versetzt. Man erkennt eine konzertierte Drift, die flir alle Dioden
beobachtet wird, jedoch kaum spektrale Effekte (Abstdnde zwischen den Kurven bleiben

konstant).
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Abbildung 4-46 Dunkelstrom von 6 Dioden, Wellenlangen 502, 522 (10 Counts addiert), 542
(+20 Counts), 561 (+30 Counts), 581 (+40 Counts), 601 nm (+50 Counts).

Neben der Drift des Dunkelstroms wird das RIfS-Signal auch durch das Dunkelstromrauschen
der Diodenzeile beeinflufit (vgl. Abschnitt 2.1.2). Es wurde als Standardabweichung der

Dunkelwerte jeweils fir eine Diode tber 50 MeRwerte bestimmt. Hierflir wurden unabhéngig
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von der Integrationszeit Werte von 1,4-1,6 Counts erhalten, die damit etwas schlechter sind,
als die Angaben des Herstellers von 1 Count.

Um die Effekte der Lichtquelle zu bestimmen, wurden Messungen im RIfS-Aufbau durch-
gefiihrt, wobei der Lichtleiter statt gegen den Interferenztransducerchip gegen Luft positioniert
wurde. In Abbildung 4-47 sind die relativen Intensitaten wiederum fir die gleichen 6 Dioden

dargestellt, wobei auf die erste Messung normiert wurde.
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Abbildung 4-47 Relative Intensitat der Halogenlampe bei den, Wellenlangen 502, 522 (0,001
subtrahiert), 542 (-0,002), 561 (-0,003), 581 (-0,004), 601 nm (-0,005).

Im Unterschied zu den Dunkelsignalen sind hier zusétzlich zu einer konzertierten Drift des

gesamten Spektrums auch spektrale Effekte zu beobachten.
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Abbildung 4-48 Verlauf der relativen Intensitat der Halogenlampe ber 15 h fiir 31 Dioden
zwischen 502 und 595 nm .
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Dies ist in der Darstellung der relativen Signale aller Dioden im Auswertebereich (Abbildung
4-48) noch deutlicher zu erkennen. Die relativen Intensitatswerte weichen im Langwelligen
starker vom Wert eins ab als im Kurzwelligen. Dies macht sich als negative Steigung der
Linien in Abbildung 4-48 bemerkbar und ist besonders im Bereich zwischen funf und acht
Stunden zu erkennen.

Um die spektralen Effekte zu charakterisieren, wurden in den normalisierten Spektren als
erste Naherung die Steigung der Regressionsgeraden tber den Diodenbereich bestimmt. Dabei
wurden Werte im Bereich von 107 - 10° /nm erhalten.

Die Auswirkungen der Effekte des Diodenzeilendetektors, also Dunkelstrom und Dunkel-
rauschen, sowie der Lichtquelle auf das RIfS-Signal wurden mit Simulationsrechnungen
untersucht, denen ein gemessenes Rohspektrum einschlielich der wvorab bestimmten
Referenz- und Dunkelspektren zugrunde lag. Dieses Spektrum war unter den 0blichen
Bedingungen, d. h. mit einem Interferenztransducerchip (500 nm SiO;) gegen Wasser, und mit
der MeRfrequenz 0,2 Hz, d. h. unter Aufsummierung von 70 Spektren mit einer Integrations-
zeit von 65 ms gemessen worden. Das Spektrum wurde den im folgenden beschriebenen
Operationen unterworfen und anschlieBend wurde aus den erhaltenen simulierten Spektren
mit dem Standardprogramm IFZ von Dr. Andreas Brecht zur Auswertung der RIfS-Spektren
durch die Anpassung einer Parabel 2. Ordnung im Minimum 2,5 die optische Schichtdicken-
verlaufe bestimmt.

Zunachst wurden die beschriebenen konzertierten Verschiebungen des Dunkelstroms zu den
Rohwerten des Spektrums addiert. Hierbei wurden Werte unter 0,05 pm Anderung der
optische Schichtdicke erhalten. Zur Charakterisierung des Einflusses des Dunkelrauschens der
Diodenzeile wurden mit den oben genannten Werten fir Integrationszeit, Aufsummierungen
und MelRfrequenz 100 Dunkelspektren gemessen. Fur jede Diode wurde der Mittelwert
bestimmt und von den Einzelwerten abgezogen. Die erhaltenen Werte wurden gerundet und
jeweils zu den entsprechenden Werten des Rohspektrums addiert. Damit wurde das
Rohspektrum mit gemessenem Dunkelrauschen manipuliert. Die Auswertung dieser Spektren
ergab ein rms-Rauschen der optischen Schichtdicke von 0,8 - 1 pm und damit Werten, die
dem Kurzzeitrauschen von Basislinienmessungen entsprechen. Daraus kann geschlossen
werden, dall das Rauschen der Signalkurve uberwiegend durch das Dunkelrauschen des

Detektors begrlindet ist.
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Abbildung 4-49 Rohspektrum multipliziert mit einem linear zu hoheren Wellenldngen
ansteigenden Faktor. Steigungswerte O to 4*102/nm. Unterer Teil:

Normalisierte Spektren, erhalten durch Division durch das erste Spektrum.

Die Einflusse der Lichtquelle wurde mit oben erwédhntem einfachen Modell einer linearen
Steigung Uber das Spektrum simuliert. Dazu wurde das Rohspektrum modifiziert, indem die
Werte fiir die einzelnen Dioden mit linear mit der Wellenlange ansteigenden Faktoren multi-
pliziert wurden. In Abbildung 4-49 sind die Auswirkungen auf das Rohspektrum und die
normalisierten Spektren gezeigt, wobei die Steigungswerte hoher skaliert wurden, um die
Effekte graphisch darstellen zu kénnen.

Die Auswirkungen auf die entsprechenden Interferenzspektren sind in Abbildung 4-50
dargestellt, wobei hier die gleichen, berhéhten Werte angewendet wurden. Die Rotver-
schiebung des Minimums aufgrund dieser Operationen ist deutlich zu erkennen. Bei Modell-
rechnungen mit spektralen Effekten in den gemessenen Bereichen werden Anderungen der

errechneten optischen Schichtdicke von tber 50 pm erhalten (Abbildung 4-51).
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Abbildung 4-50 Auswirkungen der in Abbildung 4-49 beschrieben Operation auf die

Interferenzspektren. Steigungswerte 0 to 4*102 / nm.
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Abbildung 4-51 Verschiebung der errechnete optische Schichtdicke gegen die

Steigungswerte der normalisierten Spektren.

Das beschriebenen Modell einer linearen Anderung der spektralen Intensitatsverteilung stellt
zwar eine sehr einfache Naherung dar, es zeigt jedoch deutlich, daR spektrale Anderungen der
Lichtintensitat, wie sie z. B. durch Schwankungen in der Spannungsversorgung oder durch
Abkulhlung der Halogenlampe aufgrund von Luftbewegungen hervorgerufen werden kénnen,

massive Einflisse auf die detektierten RIfS-Signale haben.

Schlu3folgerungen

[1 Wahrend das konzertierte Driften des Dunkelsignals der Diodenzeile einen vernach-
lassigbaren EinfluR auf das RIfS-Signal hat, ist das Dunkelrauschen der Diode
offenbar zu einem grofRen Teil fur das Rauschen der optischen Schichtdicke
verantwortlich.
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[J Die spektralen Anderungen der Lichtquelle scheinen dagegen hauptsachlich fiir
niedriger frequente Anderungen des RIfS-Signal, d. h. Driften verantwortlich zu sein.

4.3.2 Aufbau eines Zweikanalsystems zur simultanen Referenzierung

Ein Losungsansatz, um eine hohere Stabilitat des RIfS-Aufbaus im Hinblick auf zeitliche
Fluktuationen zu erzielen, ist die Referenzierung des Lichtquellenspektrums durch einen
zweiten MeRkanal. Hierfir wurde eine Elektronik der Firma Tec5 eingesetzt, die bis zu 4
Zeiss-Diodenzeilenspektrometerbausteine ansteuern kann, wobei zwei unterschiedliche Modi
zur Verfligung stehen. Im ersten Modus werden die Diodenzeilen nacheinander ausgelesen,
wéhrend im zweiten jeweils eine Diode der ersten, dann die entsprechende Dioden der
zweiten Diodenzeile usw. ausgelesen wird, so dal3 hier entsprechende Intensitaten bei gleichen
Wellenldngen nur einen Zeitversatz entsprechend der Auslesezeit von 4 us aufweisen. Da
zeitliche Schwankungen der Lichtquelle fiir die Stabilitdt des RIfS-Signals wie oben be-

schrieben eine grolie Rolle spielen, wurde der zweite Modus gewahlt.

Dioden- Dioden-
arrayl array?2
Y-Koppler 1 Y-Koppler 2

MeR MeR-
spotl spot 2

Abbildung 4-52 Schematischer Aufbau flr simultan referenzierte Messungen mit zwei

Diodenarrayspektrometern.

Abbildung 4-52 zeigt schematisch den Aufbau, der fur die im folgenden beschriebenen Ar-
beiten verwendet wurde. Das Licht der Lichtquelle wurde in einen Glasstab eingekoppelt, an
den jeweils ein Ausgang eines von zwei Y-Lichtkopplern in einer Halterung fixiert und
angeklebt wurden. Der zweite Ausgang jedes Kopplers wurde jeweils mit einem MMS-
Diodenzeilenbaustein verbunden, wéhrend die beiden Eingénge auf die beiden MefRspots
gefuhrt wurden. Mit dem beschriebenen Aufbau sind 2 verschiedene Arten der Referenzierung
denkbar. Zundchst kann die zweite Diodenzeile lediglich zur Referenzierung der Lichtquelle
herangezogen werden, hierflr befand sich ein Glaschip ohne Interferenzschicht im Melspot 2.

So war es moglich, anstatt mit einem festen Referenzspektrum, wie bei Einkanal-RIfS-Auf-
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bau, das reflektierte Spektrum gemaR Gleichung (28) mit einem simultan gemessene
Referenzspektrum zu korrigieren. Die erhaltenen Interferenzmuster wurden mit dem tblichen
Parabelanpassungs-Algorithmus ausgewertet.

Die zweite Mdglichkeit den beschriebenen Aufbau zur Referenzierung heranzuziehen, besteht
darin, an beiden Spots Interferenzspektren zu messen, wobei der zweite Spot so modifiziert
sein sollte, dal3 keine spezifische Bindung des untersuchten biologischen Systems stattfindet,
jedoch die unspezifischen Bindungseigenschaften mdglichst identisch zu denen an Spot 1
sind, an dem einer der beiden Reaktionspartner immobilisiert wurde. Hier kdnnen im Idealfall
sowohl Anderungen im Signal aufgrund von Lampenschwankungen, der Reflektivitat auf-
grund von Brechungsindexénderungen im Bulk, Effekte des Adlayers wie Quellung und

unspezifische Bindung korrigiert werden.

4.3.3 Referenzierung der Lichtquelle

Die Verwendung eines zweiten Detektors zur Messung der Referenz fuhrt eine zusétzliche,
unabhéngige Rauschquelle ein. Dies sollte sich in einem hdheren Signalrauschen bemerkbar
machen, da, wie oben beschrieben, dieses hauptsachlich durch das Detektorrauschen bestimmt
ist. Da die optische Schichtdicke durch eine Parabelanpassung aus dem Spektrum erhalten
wird, ist eine Abschédtzung dieses zusatzlichen Rauschens (ber statistische Rechnungen
schwierig. Aus diesem Grund wurde wie in Abschnitt 4.3.1 ein Spektrum mit gemessenem
Dunkelrauschen modifiziert. Im Unterschied zu den dort durchgefiihrten Manipulationen
wurde nun auch das Referenzspektrum, das gemal Gl. (28) in die Berechnung des RIfS-
Spektrums aus dem Rohsignal eingeht, mit Dunkelrauschen modifiziert.

Die Auswertung dieser Spektren ergab ein rms-Rauschen der optischen Schichtdicke von 1 -
1,2 pm das damit etwa 10-20% uber dem in Abschnitt 4.3.1 bestimmten Schichtdicken-
rauschen lag.

Im Vergleich hierzu wurden im beschriebenen Aufbau gemessene Schichtdickenverldufe aus-
gewertet. Allerdings mu3 dabei bedacht werden, daB in diesem Aufbau sowohl eine andere
Elektronik, andere Diodenzeilenspektrometerbausteine und eine andere Lichtquelle verwendet
wurde. Durch eine entsprechende Routine war es dabei mdglich, die RIfS-Spektren sowohl
mit festem, d. h. vorab gemessenem Referenzspektrum, und mit simultan gemessener
Referenz zu berechnen. Fir die Messungen mit fester Referenz wurden rms-Werte von 1,3-
1,5 pm bestimmt, fur die entsprechenden Messungen unter Verwendung der simultan ge-
messenen Referenz 1,1 - 1,3 pm. Dies bedeutet, dal3 hier das Schichtdickenrauschen nicht

mehr primér durch das Dunkelrauschen der Diodenzeilen bestimmt wird, sondern zu einem
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bestimmten Anteil die Lichtquelle zum Rauschen beitrdgt. Durch die simultane
Referenzierung werden diese Anteile verringert und damit eine Verbesserung des Schicht-
dickenrauschens um 10% erreicht. Fir die Bestimmung langsamer Reaktionen an der Ober-
flache ist haufig weniger das Signalrauschen, sondern die Basislinienstabilitat entscheidend.

Eine entsprechende Langzeitmessung Uber 60 h zeigt Abbildung 4-53.
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Abbildung 4-53 Parallel gemessene Verlaufe der optische Schichtdicke. Obere Kurve: feste

Referenz, untere Kurve: simultan gemessene Referenz.

Hier ist eine deutlich hohere Stabilitat der Basislinie aufgrund der simultanen Referenzierung
zu erkennen. Wahrend das mit der festen Referenz ausgewertete Signal innerhalb des
MeRzeitraums um 220 pm driftet, erhdlt man fur die simultan referenzierte Basislinie
Schwankungen im Bereich von 20 pm. D. h. die Langzeitstabilitat ist um den Faktor 10

verbessert.
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Abbildung 4-54 Parallel gemessene Verlaufe der optische Schichtdicke bei Variation der

Lampenversorgungsspannung und Kuhlung der Lichtquelle. Durchgezogen:

feste Referenz, gestrichelt: simultan gemessene Referenz.
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Die Effektivitat der Lampenreferenzierung wurde durch weitere Experimente Uberpruft, in
denen zum einen die Versorgungsspannung verandert und zum anderen die Halogenlampe
durch einen Ventilator gekihlt wurde. Die entsprechenden Effekte werden in Abbildung 4-54
gezeigt. Zunachst wurde dreimal die Versorgungsspannung um je 0,5-1% reduziert und dann
auf den urspriinglich Wert erhéht. Auch hier erkennt man um den Faktor 10 reduzierte
Schichtdickeneffekte, wie auch beim Einschalten der Ventilatorliftung (550 s) bzw. beim Ab-
schalten (700 s).

Schlu3folgerungen

[1 Im beschriebenen Aufbau hat die Lichtquelle einen gewissen Anteil am Schichtdicken-
rauschen, der durch simultane Referenzierung durch einen zweiten Diodenzeilen-
detektor zumindest deutlich reduziert werden kann.

[J Die Referenzierung der Lichtquelle kann sehr effektiv die Langzeitstabilitat des RIfS-
Signals verbessern.

4.3.4 Referenzierung durch RIfS-Messungen an 2 Spots

Wie oben beschrieben, bietet diese Variante der Referenzierung die Mdéglichkeit, nicht nur In-
stabilitaten der Lichtquelle sondern auch Anderungen im Bulk und Effekte des Adlayers zu
korrigieren. Durch einen speziellen Halter wurden die beiden Lichtleiter im Abstand von
2,2 mm (gemessen von den Mittelpunkten der Stirnflachen) tber dem Kanal einer Fluf3zelle

montiert, so dal’ zun&chst Spot 1 und dann Spot 2 tberstréomt wird.
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Abbildung 4-55 Parallel gemessene RIfS-Spektren, durchgezogen Kanal 1, gestrichelt Kanal

2. Dargestellt sind die Rohspektren (linke Ordinate) und die auf ein

Referenzspektrum bezogenen Spektren (rechte Ordinate)
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Um die Methode der Referenzierung grundsatzlich zu charakterisieren, wurde fir die
folgenden Messungen zunéchst einheitlich modifizierte Interferenzchips verwendet. An-
schlieBend wird an einem Beispiel die Mdoglichkeiten und Limitierungen der Referenzierung
unspezifischer Bindung durch Messungen an unterschiedlich modifizierten Spots diskutiert.

Abbildung 4-55 zeigt die in beiden Kanélen gemessen Rohspektren sowie die entsprechenden
Interferenzspektren, die durch Korrektur geméll Gleichung (28) um eine vorab gemessene
Referenzmessung mit Glaschips ohne Interferenzschicht erhalten werden. Aufgrund der
geringeren Empfindlichkeit des Diodenzeilenbausteins in Kanal 2, wird hier eine geringere

Lichtintensitat gemessen.
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Abbildung 4-56 Baseline tber 20 Stunden gemessen an den beiden Spots mit AMD-Schicht.
Von oben nach unten: Schichtdickenanderung in Kanal 1, Kanal 2 und

Differenz der beiden Kurven.

Als erste Charakterisierung wurde eine Basislinie iber 20 h gemessen, die in Abbildung 4-56
dargestellt ist. Man erkennt, dafl beide Kandle parallele Driften zeigen, die mit 65 pm/15 h
relativ gering ausfallen. Zuséatzlich ist die Differenz der Schichtdickendnderungen einge-
zeichnet, die mit Werten unter 10 pm im gesamten Zeitraum von 20 hochstabil ist. Die
Berechnung des rms-Rauschen fir die in beiden Kanélen gemessenen Schichtdickenverlaufe
und der Differenzkurve liefert vergleichbare Werte zu den im fest/simultan-Referenzmodus
bestimmten Ergebnissen. In weiteren Experimenten wurde auch in diesem Aufbau der Einflu}
von Spannungsanderungen untersucht. Hierzu wurde wieder die Lichtquellenversorgungs-
spannung leicht verandert. Die Auswirkungen auf die Signale sind in Abbildung 4-57 gezeigt.

Beide Kanéle zeigen einen konzertierten Sprung um ca. 150 pm, die Differenz der beiden
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Signale verédndert sich dabei um weniger als 10 pm. Auch fur diese Art der Referenzierung
gilt also, daR Signalinstabilitaten, die durch Anderungen im eingestrahlten Licht entstehen, in

der Differenzkurve weitgehend eliminiert werden.
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Abbildung 4-57 Zweispotmessung mit Anderung der Spannungsversorgung bei 90 sec.

Gestrichelt: Differenz der beiden Bindungskurven.

Die Referenzierung von Anderungen im Bulk durch Messung an zwei Spots wurde zunichst
mit einem unmodifizierten SiO,-Transducer getestet, indem eine Lésung von 10% Glycerin in
Puffer injiziert wurde (siehe Abbildung 4-58). Man erkennt, dal? die im Vergleich zum Lauf-
puffer unterschiedliche Dispersion der Glycerinldsung zu einem Anstieg der gemessenen
optischen Schichtdicke um 300 pm fiihrt. An beiden Spots ist der Schichtdickeneffekt gleich,
lediglich die kurze Verzégerung, mit der die Lésung Spot 2 Uberstromt, flihrt bei der Injektion
und beim Spllen mit Puffer zu einem Versatz, der sich jeweils in der Differenz der beiden

Signale als ,,Peak* bemerkbar macht.
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Abbildung 4-58 Injektion von 10% Glycerin in PBS (ber SiO,-Transducer. Durchgezogen:

Kanal 1, gestrichelt Kanal 2, gepunktet: Differenz der beiden Signale.
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In einem weiteren Versuch wurde tber eine Aminodextranschicht 0,2 mM Salzsdure injiziert.
Dabei tritt typischerweise ein negativer Schichtdickeneffekt auf. In Abbildung 4-59 sind die
gemessenen Signalverldufe dargestellt. Man erkennt, dal? bei der Salzsdureinjektion erst nach
ca. 100 Sekunden ein Gleichgewichtszustand erreicht wird. An beiden Spots ist auch hier der
Schichtdickeneffekt gleich, es tritt lediglich wieder der ,,Verzdgerungspeak® in der Differenz
der beiden Signale auf. Dieses Beispiel zeigt, da durch die Detektion an zwei Spots, auch

komplexe Oberflacheneffekte korrigiert werden kdnnen.
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Abbildung 4-59 Injektion von 20 mM HCI tber AMD Transducer. Durchgezogen: Kanal 1,

gestrichelt Kanal 2, gepunktet: Differenz der beiden Signale.

Die Referenzierung solcher Bulk- bzw. Adlayereffekte sind fir viele Anwendungen inter-
essant. Als Beispiele seien neben Messungen sehr Kkleiner Signale bei kinetischen Affinitats-
messungen zwischen immobilisierter und geloster Spezies auch die in dieser Arbeit unter-
suchten Anwendungen des Synthesemonitorings und der HPLC-Kopplung erwéhnt. Bei
ersterem waren insbesondere Driften, Signalinstabilitdten und Quelleffekte der Dichtung
limitierend, die durch zusatzliche Detektion an einer inaktiven Oberflache (siehe als Bsp.
Abbildung 4-16) korrigiert werden konnten. Fir die Kopplung ist eine Zweipunktdetektion
besonders fur HPLC-Trennungen unter Verwendung von Gradientenelution interessant. Hier

waurden die Veranderungen im Eluat und damit im Bulk zu zuséatzlichen Driften fuhren.

Bei der Detektion von Bindung an die Oberflache muf3 beachtet werden, daR fiir eine massen-
transportkontrollierte Bindung die Bindungsrate gemafl Gl. (19) vom Abstand des Mel3-
punktes zum Anfang des FluRRkanals abhangt. D. h. fur den vorliegenden Fall einer sequen-

tiellen Uberstromung der beiden Detektionspunkte, daR die Bindungsraten unterschiedlich
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sind, sofern zumindest teilweise eine Diffusionskontrolle vorliegt. Fur den Grenzfall einer rein
massentransportkontrollierten Bindung muf} nach GI. (19) fir das Verhaltnis der Bindungs-
raten d/1/dt und d//dt gelten:

dr,

dt _ .|l

ar, {1, (32
dt

wobei I; und I, die entsprechenden Abstdnde zum Anfang des FluRBkanals sind. Flr die

Anordnung, die fir diese Arbeiten gewéhlt wurde ergibt sich mit I; = 1,5 mmund I, = 3,7 mm
ein Verhdltnis von 1,35. Dies wurde mit einem Aminodextrantransducer, der mit Atrazin-
capronsaure (ACA) modifiziert wurde, durch Bindungsstudien mit einem anti-ACA-Anti-

korper Uberpruft.

A optische Schichtdicke [pm
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Abbildung 4-60 Injektion von 50 pg/ml Anti-ACA-Antikorper ber AMD-ACA-Oberflache.
Durchgezogen: Spot 1, gestrichelt Spot 2.

In Abbildung 4-60 sind die Bindungskurven fur die Injektion von 50 pug/ml Antikorperlésung
dargestellt. Man erkennt, dal3 zundchst die Bindungsrate am Spot 1 hoher ist. Im weiteren
Verlauf streben die Kurven gegen das Séattigungssignal von ca. 11 nm, das fur beide Spots
gleich groR ist. Da es sich um einen einheitlich modifizierten Transducerchip handelt,
entspricht diese Beobachtung den Erwartungen.

Das Gleichgewichtssignal von tber 11 nm &Rt erwarten, daR fiir niedrigere Beladungen des
Transducers die Bindung massentransportkontrolliert ist (vgl. Kapitel 2.2). In Abbildung 4-61
sind die Bindungskurven fur die Injektion von 250 ng/ml Antikorperlésung gezeigt. Wieder-

um ist deutlich zu erkennen, dal an Spot 2 die Bindungsrate deutlich geringer ist.
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Abbildung 4-61 Injektion von 250 ng/ml Anti-ACA-Antikdrper. Durchgezogen: Spot 1,
gestrichelt Spot2.

Dieses Experiment wurde zweimal wiederholt und anschlieBend die Lichtleiter vertauscht, so
dal’ bei den ndchsten drei Injektionen die Auswertungskanéle vertauscht waren. In Tabelle 4-8

sind die durch lineare Regression an die Bindungskurven bestimmten Steigungen angegeben.

Tabelle 4-8 Steigungen der Bindungskurven fur die Bindung von 250 ng/ml anti-ACA.

Spot 1 Spot2
Kanal 1 0.45 £ 0.03pm/s  |0.34 £ 0.02pm/s
Kanal 2 0.44 +0.03pm/s | 0.33 £ 0.03pm/s

Unabhangig vom Detektionskanal werden am jeweiligen Spot die gleichen Sattigungswerte
(innerhalb der Standardabweichungen) bestimmt. Fur das Verhéltnis erhdlt man einen Wert
von 1,32 (Kanal 1) bzw. 1,33 (Kanal 2), was dem oben theoretisch bestimmten Wert von 1,35
sehr nahe kommt. Rechnet man die Abweichung von maximal 0,03 fur das Verhaltnis der
Steigungen in Abweichungen im Abstand der beiden Detektionspunkte um, so ergibt sich ein
Wert kleiner 0,1 mm, der innerhalb der Toleranzgrenzen fur die in der Institutswerkstatt ge-

fertigten Bauteile liegt.

SchluRfolgerungen

[J Mit dem beschriebenen Aufbau kénnen an zwei Spots optische Schichtdickenverlaufe
gemessen werden, die stark korrelierte Driften aufweisen.

[7  Anderungen der Lichtintensitat, in der Superstratzusammensetzung und komplexere
Oberflacheneffekte wirken sich auf beide Signale weitestgehend gleich aus und kénnen
daher korrigiert werden.
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[1 Die Gleichgewichtsbelegung eines einheitlich modifizierten Transducerchips war an
beiden Spots gleich, bei der Detektion massentransportlimitierter Bindung erhalt man
unterschiedliche Steigungen, die sehr gut mit den von der Theorie vorhergesagten
Werten Ubereinstimmen.

4.3.5 Anwendung der Zweispotdetektion

Um Effekte wie unspezifische Bindung auszureferenzieren, missen die beiden Melspots des
Transducerchips unterschiedlich modifiziert werden. Hierzu wurde ein piezoelektrisches
Mikrodosiersystem verwendet. Naheres hierzu findet sich bei Stemmler (1999) und Barzen
(2000). Vor dem Auftropfen des entsprechenden Liganden mit der Mikropipette wird die
Oberflache aktiviert. Um aminofunktionalisierte Liganden zu binden, haben sich N-Suc-
cinimidaktivester als besonders geeignet erwiesen. Dazu werden carboxyfunkionalisierte
Oberflachen mit N-Hydroxysuccinimid (NHS) und DIC in DMF versetzt und einige Stunden
reagieren gelassen. Nach Abspllen und Trocknen werden auf diese Oberflache die ent-
sprechenden zu immobilisierenden Liganden mittels Mikropipette aufgetropft, wobei die
Transducerchips geheizt werden. Durch dachziegelartiges Ubereinanderlegen von Tropfen
entsteht eine homogene Beladung mit dem Liganden. Das Heizen fuhrt zur Verdunstung des
Losungsmittels, es kommt zu einer Aufkonzentrierung der Losung, was die Kupplungs-
effizienz und -geschwindigkeit erhoht. Uberschiissige Aktivester werden mit Ethanolamin
umgesetzt, wobei zum Teil Hydrolyse und zum Teil eine Reaktion mit der Aminogruppe des
Ethanolamins auftritt. Durch die Hydrolyse entstehen wieder Carboxygruppen, bei der Reak-
tion Amidbindungen und terminale Hydroxygruppen.

Der Aufbau zur Zweispot-Detektion wurde dazu verwendet, das Antibiotikum Vancomycin zu
quantifizieren. Dieses Antibiotikum wird in Fermentern durch den Streptomyceten Amy-
colatopsis orientalis produziert. Vancomycin bindet spezifisch an Peptide, die terminal zwei-
mal die Aminosdure D-Alanin aufweisen. Dies wurde zur Analytik mittels RIfS ausgenutzt,
indem die Transducerchips mit entsprechenden Peptiden mit hoher Dichte modifiziert
wurden. Dadurch kann Vancomycin unter massentransportlimitierter Bindung nachgewiesen
werden.

Das Problem bei Fermenterproben sind die Probenmatrizes, die sehr komplexe Mischungen
aus Proteinen, Kohlenhydraten, Lipiden und Salzen darstellen. Abbildung 4-62 zeigt beispiel-
haft die Injektion von vancomycinfreiem Nahrmedium Gber eine DAPEG-Oberflache, die an

einem Spot mit Ac-Lys-D-Ala-D-Ala modifiziert und am Referenzspot nur aktiviert und mit
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Ethanolamin deaktiviert wurde. Die unspezifische Bindung am Referenzspot ist um den
Faktor drei hoher, als am Spot, der mit dem Liganden modifizierte wurde, wobei offenbar
beim Spulen mit Puffer der weitaus groRte Teil der an den beiden Spots gebundenen Substanz
wieder entfernt wird, so dal3 die residuale optische Schichtdickenanderung gleich grof3 ist. Bei
der anschlielenden Regeneration mit Salzs&ure werden in beiden Fallen wieder die Ausgangs-

werte der optischen Schichtdicke erreicht.
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Abbildung 4-62 Injektion eines Fermenternahrmediums. Durchgezogen: Spot 1 Ac-Lys-D-

Ala-D-ALA, gestrichelt Spot2 nur aktiviert und deaktiviert mit Ethanolamin.

Soll allerdings die massentransportlimitierte Bindung des Vancomycins zur Bestimmung der
Konzentration herangezogen werden, stért das unterschiedliche Ausmall an unspezifischer
Bindung erheblich. Daher wurde, um gleichzeitig eine hohere Bindungsstellendichte zu
erreichen, anstelle des DAPEG ein AMD-Transducer mit spezifischem Liganden (hier L-Ala-
D-Ala-D-Ala) am MeRspot 1 und der Referenzspot mit einem Diastereomeren (L-Ala-L-Ala-
L-Ala) umgesetzt. Auf den so modifizierten Spots war die unspezifische Bindung mit Nahr-
medium nur im Bereich von 10% unterschiedlich, eine Verwendung zur Quantifizierung sollte
damit moglich sein.

Dies wurde in folgenden Experimenten Gberprift. Zunéchst wurde 0,5 pg/ml Vancomycin in

Puffer geldst injiziert (gestrichelte Kurven in Abbildung 4-63).
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Abbildung 4-63 Messung von 50 ng/ml Vancomycin in Fermenternahrmedium (durchge-
zogen) bzw. Puffer (gestrichelt). Spot 1 D-Ala-D-Ala-D-Ala (jeweils obere
Kurve), Spot2 L-Ala-L-Ala-L-Ala (jeweils untere Kurve). Gepunktet:

Differenz der beiden obersten Kurven.

Man erkennt, dal3 das Antibiotikum nur an Spot 1 band, die Steigung betrug 3,3 pm/s. Beim
Spulen mit Puffer dissoziiert fast kein Antibiotikum, daher wurde zum Zeitpunkt 480 s Salzs-
aure injiziert, wodurch eine vollstdndige Regeneration der Oberflache erreicht wurde. Bei der
Injektion von 50% Fermenterndhrmedium in PBS, das mit 0,5 pg/ml Vancomycin gespikt
wurde (durchgezogenen Kurven), wurde sowohl am spezifisch modifizierten wie auch am
Referenzspot Bindung detektiert. Die Steigung des linearen Bereichs an Spot 1 betrug
3,6 pm/s. Ebenfalls in Abbildung 4-63 eingezeichnet ist die Differenz (gepunktet) der an Spot
1 und Spot 2 gemessenen Kurven, hier betragt die Steigung 3,3 pm/s, d.h. die unspezifische
Bindung konnte vollstdndig ausreferenziert werden.

Dieses Beispiel zeigt sehr schon, wie die Zweispotdetektion dazu verwendet werden kann,
Bindungskurven um unspezifische Bindung zu korrigieren. Notwendig fiir die Referenzierung
ist allerdings eine Modifikation des Referenzspots, die gleichzeitig kein spezifisches und
mdoglichst identisches unspezifisches Bindungsverhalten aufweist. Die einfachsten Methoden
sind, entweder ganz auf eine Modifikation des Polymers an der Oberflache zu verzichten oder,
wie anhand der Aktivierung mit NHS/EDC und Deaktivierung mit Ethanolamin gezeigt, alle
Modifikationsschritte mit Ausnahme der Immobilisierung des Liganden durchzufiihren. Wie
das Beispiel der Fermentationslosungen zeigt, konnen dabei deutlich unterschiedliche
unspezifische Bindungen auftreten. Eine weiteres Beispiel hierfiir ist die Immobilisierung

hydrophober Liganden, wie z. B. Pestizid- oder Steroidderivate, die aufgrund ihrer
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Hydrophobizitat die Eigenschaften der Oberfladche insbesondere hinsichtlich der Bindung von
Proteinen deutlich verdndern. Daher ist die gezeigte Modifikation mit einem moglichst
ahnlichen Liganden, der keine spezifische Wechselwirkung mit dem Rezeptor zeigt, die beste
Losung. Jedoch konnen auch hier fir komplexe Matrizes, wie z. B. Proben aus einem
Fermenter, bestehend aus einer Vielzahl unterschiedlichster Verbindungen, noch Unterschiede
hinsichtlich unspezifischnem Bindungsverhalten auftreten. Daher missen unspezifische
Wechselwirkungen sorgféltig untersucht werden, bevor die entsprechenden Korrekturen

durchgefthrt werden.

SchluR3folgerungen
[J Bei den Messungen der Fermenterproben fuhrt die einfache Aktivierung/
Deaktivierung zu deutlich hoherer unspezifischer Bindung

[] Bei Modifikation der Referenzspots mit einem Diastereomeren des Liganden erhélt
man eine Oberflache, auf der das Vancomycin nicht bindet, und deren unspezifische
Bindung von Nahrmedium vergleichbar ist.

[J Mit diesem Referenzspot konnte die unspezifische Bindung ausreferenziert werden.

4.3.6 Zusammenfassende Diskussion

Zunachst wurde der Standard-RIfS-Aufbau hinsichtlich limitierender Parameter charak-
terisiert. Dabei zeigte sich, dal? das Rauschen der optischen Schichtdicke hauptsachlich durch
Dunkelrauschen der Diodenzeile bestimmt wird, wahrend Drifteffekte auf die Lichtquelle
zurlckzufiihren sind. Ein verbessertes Signal-Rauschverhaltnis kénnte dementsprechend
durch verbesserte Detektoren (z.B. gekiihlte Varianten) und durch eine héhere Lichtintensitat
erhalten werden. Verbesserungen im Dunkelrauschen wirden sich direkt auf Schichtdicken-
rauschen auswirken, hohere Lichtintensitdten wirden hingegen das Messen bei kiirzeren In-
tegrationszeiten und damit eine hoéhere Anzahl n an Mehrfachmessungen erlauben. Dies
wiurde das Signal-Rauschen-Verhaltnis um die Wurzel n verbessern.

Insbesondere fiir die Detektion langsamere Reaktionen ist die Driftstabilitdt hdufig eher
limitierend, als das Signalrauschen. Daher wurde ein Aufbau erstellt, der eine gleichzeitige
Referenzierung der Lichtquelle ermdéglicht. Damit konnte die Langzeitstabilitat um den Faktor
10 verbessert werden.

Durch die Detektion von RIfS-Signalen an zwei MeRpunkten kénnen zusétzlich Effekte, die
auf Anderungen in der Superstratzusammensetzung und komplexere Oberflacheneffekte zu-

rickzufiihren sind sehr effektiv korrigiert werden. Zwei Anwendungsbereiche, in denen dies
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von besonderem Interesse ist, sind die beiden anderen in dieser Arbeit behandelten Gebiete.
Sowohl bei der Festphasensynthese als auch bei der HPLC-RIfS-Kopplung dirfte eine
Korrektur der ,,Brechungsindexspriinge* zusétzliche Verbesserungen bedeuten.

Ein weiterer, wichtiger Anwendungsbereich stellt die Korrektur unspezifischer Bindungs-
effekte durch Messung an einem Referenzspot dar. Dies wurde am Beispiel des Nachweises
von Vancomycin in Fermenterndhrmedium gezeigt. Allerdings ist eine solche Korrektur nicht
unproblematisch. Zum einen muR die Modifikation des Referenzspots sehr sorgféltig tber-
pruft werden, zum anderen zeigt die in Abbildung 4-61 dargestellte Messung, dal} es bei
seriellem Uberstromen der beiden Spots und Vorliegen massentransportlimitierter Bindung zu

Verarmung der Losung und dementsprechend zu unterschiedlichen Signalen kommt.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

5.1 Zusammenfassung
In dieser Arbeit wurde die Reflektometrische Interferenzspektroskopie auf zwei neuen Ge-

biete angewendet. In einem dritten Teil wurden zunéchst die Limitierungen der Methode
bestimmt und dann ein Aufbau mit einer hoheren Stabilitat des RIfS-Signals erstellt.

Da die optischen Eigenschaften des Superstrats und damit des Losungsmittels, in dem die
Festphasenreaktion stattfindet, einen grofRen EinfluR auf das RIfS-Signal hat, mul3te zunachst
dieser Effekt charakterisiert werden. Die Berechnung von RIfS-Spektren fiir verschiedene
Brechungsindizes des Superstrats ergab eine Abnahme der Modulationstiefe mit steigendem
Brechungsindex. Durch experimentelle Messungen mit verschiedenen Lésungsmittel wurde
der gleiche Verlauf mit etwas niedrigeren Modulationstiefen erhalten, da in den Rechnungen
Rickwandreflex und Ubersprechen des Lichtleiterkopplers nicht beriicksichtigt wurden. Mit
abnehmender Modulationstiefe wurde ein zunehmendes Schichtdickenrauschen ermittelt. Fir
die Verfolgung der Synthesen jedoch als limitierend erwiesen sich nicht das Signal-Rausch-
Verhdltnis, sondern Driften und Effekte, die bei Injektionen in die Mel3zelle auftraten. Diese
waren im Vergleich zu Messungen in walrigem Milieu um etwa eine GréRenordnung erhoht.
Erste Messungen zur Verfolgung von Festphasensynthesen wurden im L&sungsmittel Di-
methoxyethan durchgefiihrt, das einen relativ niedrigen Brechungsindex und damit eine
grolRere Modulationstiefe aufweist. Dabei konnte sowohl die Kupplung der Fmoc-geschitzten
Aminohexansdure als auch die Abspaltung der Schutzgruppe verfolgt werden. Durch wieder-
holte Injektionen von Kupplungslésung konnte gezeigt werden, dall der beobachtete
Sattigungsverlauf nicht auf eine Verarmung der Lésung sondern auf den Reaktionsverlauf
zurtickzufuhren war. Die Wiederholung des Experiments fiihrte zu folgenden Ergebnissen:
Die gekuppelte Menge an Aminosaure schwankt relativ stark, eine Korrelation mit dem Alter
der Schichten laRt einen Alterungsprozel’ der Oberflache wahrscheinlich erscheinen. Die An-
passung der Kinetik eines einfachen 1:1 Modells ergab Ratenkonstanten, die um den Faktor
zwei streuten.

Messungen im Losungsmittel DMF ergaben selbst fiir die kleinste Fmoc-geschutzte Amino-
sadure noch signifikante Bindungskurven, die residuale Schichtdicke nach Abspaltung der
Fmoc-Gruppe liegt jedoch fir Glycin unterhalb der zuvor bestimmten Schwankungsbreite fir
reine Drift- und Injektionseffekte. Bei seitenkettengruppengeschitztem Arginin waren hin-

gegen sowohl Kupplung als auch residuale Schichtdickeneffekte signifikant detektierbar.
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Durch Injektion von Kupplungslésung auf eine mit Acetylchlorid gecappte Oberfléche, bei der
keine Schichtdickenédnderungen beobachtet wurden, konnte ein weitere Beweis erbracht
werden, dal3 die gemessenen Schichtdickenverldufe auf die Reaktion von freien Amino-
gruppen an der Oberflache zurlickzufiihren sind. Diese Ergebnisse stellten damit erstmals die
prinzipielle Eignung von RIfS zur Messung in organischen Lésungsmittel unter Beweis.
Durch Synthese eines Nonapeptids konnte gezeigt werden, dafll auch Mehrfachkupplungen
beobachtbar sind. Auch die Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen mit Trifluoressigsdure
konnte im Aufbau verfolgt werden, war allerdings von einem Effekt Uberlagert, der ver-
mutlich auf das Quellen des O-Rings mit TFA zuruckzufiihren ist. Da gegen das auf der Ober-
flache synthetisierte Peptid ein Antikorper kommerziell erhéltlich ist, konnte mit diesem
Modellsystem das Ziel Syntheseverfolgung und Beobachtung der Wechselwirkung mit einem
Targetprotein durch die gleiche Methode realisiert werden. Die Injektion von Antikorper-
I6sung Uber die Oberflache mit dem synthetisierten Antigen flhrte zu einer deutlichen
Bindung, die durch das freie Peptid gehemmt werden konnte. Die Injektion von Antikdrper
uber eine Oberflache mit einem Peptid, das tber eine Aminosdure weniger als das eigentliche
Antigen verfugt, zeigte nur noch eine schwache Bindung. Diese Resultate belegen, daR auf der
Oberflache tatséchlich das gewiinschte Peptid synthetisiert werden konnte.

Durch zwei Referenzmethoden, die spektrale Ellipsometrie und die Sequenzierung von der
Oberflache, konnte die mit RIfS erhaltenen Daten fir die Oberflachenbelegung bestétigt
werden.

SchlieBlich wurde mit einer nicht-peptidischen Synthese von Triazinderivaten gezeigt, dal}
auch solche Reaktionen mit RIfS beobachtbar sind. Dabei wurde deutlich, daR die Methode in
der Form, in der sie eingesetzt wurde, fir die Detektion der Bindung sehr kleiner Gruppen, an
ihre Grenzen stof3t. Hier konnte ein Aufbau, wie er im dritten Teil der Arbeit vorgestellt
wurde, sehr hilfreich sein, da damit Drift- und Injektionseffekte referenziert werden kénnten.
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde erstmals eine markierungsfreie Methode zur biospezi-
fischen Detektion kleiner Molekule in der HPLC etabliert. Dazu wurde das Eluat der Séule
mit einer Losung des Rezeptormolekiils gemischt und nach einer Reaktionszeit iber einen
RIfS-Transducerchip mit hoher Bindungskapazitét fir den Rezeptor geleitet und die Abnahme
der Bindung an die Oberflache bei Anwesenheit einer aktiven Substanz detektiert.

Zunachst wurde die Wechselwirkung des verwendeten Modellsystem eines Pestizidanti-
korpers mit verschiedenen Derivaten durch Affinitatstitration charakterisiert und der EinfluR

des Eluenten untersucht. Aus diesen Ergebnissen wurde ein gunstiges Mischungsverhaltnis
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zwischen Eluat und Antikorperlosung ermittelt. Ein  Kopplungsaufbau einschliel3lich
Referenzdetektor wurde erstellt und zundchst nach Injektion von Fenuron auf die HPLC-Saule
Bindungskurven aufgenommen. Diese Bindungskurven zeigten eine Abnahme der Signal-
steigung aufgrund der Anwesenheit des Antigens im Eluat. Durch Differenzierung der
Bindungskurve wurde ein negativer Peak erhalten. Die Verwendung eines Ableitungs-
algorithmus nach Savitzky-Golay verbesserte das Signal-Rauschverhaltnis bei gleichzeitiger
Peakverbreiterung. Durch Veranderung der GrélRe des Anpassungsfensters der lokalen Poly-
nomanpassung wurden die optimalen Parameter fiir den Anpassungsalgorithmus bestimmt.
Als Modelltrennung wurde die Separation von vier Derivaten mit unterschiedlicher Affinitét
des Antikorpers zur entsprechenden Substanz gewahlt. Alle 4 Substanzen konnten im ,,RIfS-
Chromatogramm® detektiert werden, wobei die Peakgrofien die Affinitat des Antikorpers zur
entsprechenden Substanz widerspiegelten. Eine Trennung zweier aktiver und zweier nicht-
aktiver Substanzen bezuglich des Antikdrpers fiihrte zu einem RIfS-Chromatogramm mit nur
zwei Peaks.

Die Aufnahme von RIfS-Chromatogrammen bei finf unterschiedlichen Konzentrationen je
Substanz zeigte den aufgrund der limitierten Antikérpermenge zu erwartenden Sattigungs-
verlauf. Aus den Peakhohen und dem Basislinienrauschen konnten die Nachweisgrenzen fir
alle vier Analyte berechnet werden. Ein Vergleich mit Arbeiten, die mit einem fluoreszenz-
markierten Antikoper durchgefihrt wurden, lieferte &hnliche Nachweisgrenzen. Zwar sind
diese Arbeiten nicht direkt vergleichbar, da unterschiedliche biochemische Systeme ver-
wendet wurden, es zeigt jedoch, dall mit der markierungsfreien Detektion vergleichbare Nach-
weisgrenzen wie mit fluoreszenzbasierter Detektion erreichbar sind.

In exemplarischen Messungen unter Verwendung einer Vorsdule zur Aufkonzentrierung
konnte gezeigt werden, dal? mit dieser Methode Konzentrationen noch bestimmbar sind, die
deutlich unter den ermittelten Nachweisgrenzen des Aufbaus ohne Vorsaule liegen.

Als problematisch im Rahmen der durchgefuhrten Messungen erwies sich die starke Ab-
héngigkeit der maximalen Bindungskapazitat und des Signal-Rausch-Verhaltnisses von der
Regeneration des Transduceroberflache. Die Griinde hierfur liegen zum einen in den flr bi-
valente Rezeptoren notwendigen drastischen Regenerationsbedingungen und zum anderen
vermutlich im Anteil an Liganden, die tber Esterbindungen an das Dextran gebunden wurden,
und damit eine deutlich geringere Stabilitat gegenliber den sauren Regenerationsbedingungen

aufweisen.
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Im dritten Teil dieser Arbeit wurden die limitierenden Parameter des etablierten Einkanal-
RIfS-Aufbaus untersucht. Dabei stellte sich heraus, dal das Schichtdickenrauschen
hauptsachlich durch das Dunkelrauschen der Diodenzeile bestimmt wird, wahrend Drift-
effekte auf Instabilitdten der Lichtquelle zurickzufiihren sind. Durch einen Aufbau zur
simultanen Detektion mit zwei Diodenzeilen konnte die Langzeitstabilitat um eine Grolien-
ordnung verbessert werden. Der Aufbau bietet neben dieser direkten Referenzierung der
Lichtquelle auch die Mdoglichkeit, an zwei Spots RIfS-Signale zu detektieren. Es konnte
gezeigt werden, daR damit sehr effektiv sowohl Instabilitdten der Lichtquelle als auch
Anderungen in der Zusammensetzung des Superstrats korrigiert werden konnen. Bei ge-
eigneter Modifikation des Referenzspots konnen auch unspezifische Bindungseffekte
zumindest zum Teil korrigiert werden. Hierbei ist allerdings eine sorgfaltige Untersuchung
dieser Effekte notwendig, um nicht zusatzliche Fehlerquellen einzufiihren. Mit Quanti-
fizierungsmessungen eines in einem Fermenter produzierten Antibiotikums konnte die
Madglichkeit, auch in komplexen Medien unspezifische Bindungen zu referenzieren, gezeigt

werden.

5.2 Ausblick

Durch diese Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 Festphasensynthesen mit RIfS zeitaufgeldst
beobachtet werden konnen. Sobald die Nachweisgrenzen, die mit dem parallelen System er-
reicht werden, ausreichend zur Quantifizierung der Schichtdickendnderungen sind und
I6sungsmittelkompatible RIfS-Mikrotiterplatten zur Verfigung stehen, kdnnen Unter-
suchungen im parallelen System durchgefiihrt werden. Diese werden zeigen, inwieweit ein
Monitoring von Festphasensynthesen im Rahmen eines Screenings und damit die Be-
obachtung und Quantifizierung der Wirkstoffsynthesen mit RIfS mdglich sind. Der im dritten
Teil dieser Arbeit erstellte Aufbau sollte durch Messungen an einem Referenzspot eine
deutliche Reduzierung storender Drift- und Injektionseffekte ermdglichen. Mit der mit Acetyl-
chlorid gecappten Oberflache steht eine geeignete Referenzoberflache zur Verfligung.

Eine interessante Weiterflihrung der Arbeiten zur HPLC-RIfS-Kopplung kénnte die Um-
setzung eines nicht-immunobasierten Rezeptorassays zu Detektion sein. Auch eine Miniaturi-
sierung des Aufbaus stellt eine interessante Aufgabe dar, da damit der Verbrauch an Rezeptor-
proteinen reduziert wirde. Ein weiterer interessanter Ansatz ist die Kopplung der gezeigten
Detektion mit weiteren Trennmethoden wie der Kapillarelektrophorese. Durch Verwendung
der Zweispotdetektion konnten elegant Probleme, die sich aus dem Einsatz von Gradienten-

techniken ergeben, geldst werden.
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Damit wurden schon zwei interessante Anwendungsgebiete des aufgebauten Zweikanal-
systems benannt. Die hoéhere Signalstabilitat ist jedoch auch fir die Untersuchung von lang-
samen Kinetiken von groller Bedeutung. Die Referenzierung von Effekten unspezifischer
Bindung und Anderungen des Superstrats ermdglicht die Detektion kleinerer Bindungseffekte.
Da zur Ausschaltung des Massentransporteinflusses bei der Detektion von Kinetiken die Bin-
dungskapazitdten der Oberflache mdoglichst niedrig sein missen und damit die zu
detektierenden Signale klein sind, bietet eine solche Referenzierung auch in diesem Bereich

ein groRes Potential.
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7.1 Abkurzungen
ACA

AMD
BIA
BSA
DAPEG
DIEA
DIC
DMF
EDC
FIA
GC
GOPTS
HTS
HOBT
HPLC
ICP(MS)
LIGA
MS
NHS
NMR
OVA
Pbf
PBS
PEG
PMMA
RIfS
SAM
TBTU

Atrazincapronsédure = 4-Chloro-6-(isopropylamino)-1,3,5-trianzin-2-
(6’-amino)-capronsaure

Aminodextran

engl. Biomolecular Interaction Analysis

Bernsteinséureanhydrid

Diaminopolyethylenglykol

Diisopropylethylamin

1,3-Diisopropylcarbodiimid

Dimethylformamid
Ethyl(dimethylaminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid
FlieRinjektionsanalyse

Gaschromatographie

Glycidyloxypropyltrimethoxysilan

engl. High Throughput Screening

1-Hydroxybenzotriazol

High Performance Liquid Chromatography

Inductively Coupled Plasma (Mass Spectrometry)

Lithographie Galvanoformung und Abformung

Massenspektrometrie

N-Hydroxysuccinimid

engl. Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy

Ovalbumin

2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (engl. Phosphate Buffered Saline)
Polyethylenglykol

Polymethylmetacrylat

Reflektometrische Interferenzspektroskopie

engl. Self Assembled Monolayer
2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumtetrafluoroborat
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