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Vortrag

Fir den Einsatz in der Mikro-Biotechnologie missen Chip-Oberflachen mit mdglichst diinnen
funktionellen Schichten ausgerlstet werden. Zum einen brauchen bestimmte Oberflachen Schutz
gegen eine unerwiinschte Adsorption von Biomolekiilen. Zum anderen sollen an Sensoroberflachen
spezifische Biomolekiile immobilisiert werden und dort als molekulare Erkennungsstellen fungieren.
Die Effektivitdt solcher molekularen Erkennungsreaktionen héngt sowohl von der Funktionalitat als
auch der Zuganglichkeit der Bindestellen ab [1]. Self~Assembled Monolayer (SAM) funktionalisieren
Substrate als ultradlinne Beschichtung fir die Immobilisierung von Proteinen. Wir untersuchten die
Funktionalisierung von Oxidoberflachen mittels Synthese und Umsetzung verschiedener
Organosilanmolekiile sowohl fir die gerichtete Bindung von Proteinen als auch fir eine
proteinabweisende Eigenschaft.

Proteinbindende Oberflachen wurden unter anderem durch die Umsetzung eines Nitrilotries-
sigsaurederivates (NTA) mit Epoxy-terminierten Silanen erzeugt. Die chemische Reaktion in der
Monoschicht zu NTA-SAM wurde mit Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) verfolgt (Abb. 1)

und die Schichtdicke ellipsometrisch zu d = 1.2 + 0.3 nm bestimmt.
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Abb. 1: Réntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) an funktionellen SAM. Die Kohlenstoff-C1s-Detailspektren

zeigen die Einfihrung und chemische Umsetzung der Epoxyfunktion (roter Pfeil) an der Oberflache.

In Gegenwart von Nickelionen wird aus der NTA-Gruppe und einem His-tag Protein ein gemischter
Chelatkomplex gebildet und damit das Protein immobilisiert [2-5]. Die hier vorgestellten
Untersuchungen wurden am Modell des Proteins Ras-Binding-Domain (RBD) durchgeflhrt, ein
Rezeptormolekil, welches direkt in der Krebsdiagnostik eingesetzt werden kann. Das RBD wurde im
Forschungsverbund am Max-Planck-Institut fir Molekulare Physiologie in Dortmund modifiziert und
zur Verfugung gestellt. Die Bindung von His-Tag RBD am NTA-SAM ergibt eine Dicke der
Proteinschicht von d =2.4 + 0.4 nm und entspricht damit der Starke einer Protein-Monoschicht. Die
Bindeaktivitat fir Ras-GTP wurde durch Verwendung des Protein-Chips als affines Substrat fir
MALDI-TOF-Massenspektrometrie nachgewiesen (Abb. 2).

Abb. 2: Schema des Proteinchips: Der NTA-SAM-gebundene Proteinrezeptor His-Tag RBD bindet seinen
Ras-Fragment (7)
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Liganden Ras und prasentiert ihn fir die MALDI-TOF-Massenspektrometrie an der Chip-Oberflache. Ras-

Massensignale belegen die spezifische Ras-Bindung an der Oberflache, in Blindproben ist kein Ras
nachzuweisen.



Proteinabweisende Oberflachen wurden mit eigens synthetisierten Ethylenglycol-terminierten Silanen
erzeugt. Ethylenglycol-terminierte Thiolat-SAM auf Gold reduzierten signifikant die unspezifische
Bindung unterschiedlicher Proteine [3, 6]. Die praparierten Ethylenglycolsilan-SAM reduzierten die
unspezifische Adsorption von Proteinen effektiv, wie an unterschiedlichen Modellproteinen gezeigt.
Wurden die Ethylenglycolsilane wahrend der SAM-Praparation um bis zu 20 % durch alkylterminierte
Silane ersetzt, blieb die proteophobe Wirkung der Oberflaiche erhalten. Durch Verwendung
proteinbindender Silane zur Co-Immobilisierung mit Ethylenglycolsilanen kdnnen so optimierte

Oberflachen erzeugt werden.

Die vorgestellten Arbeiten wurden im Teilprojekt ,Immobilisierung von Biomolekilen als molekulare
Rezeptoren (FKZ 0310993)“ eines BMBF-Verbundprojektes durchgefiihrt.
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