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1.1 HINTERGRUND UND MOTIVATION

1. EINLEITUNG

1.1 HINTERGRUND UND MOTIVATION

Biosensoren sind ein wichtiges und weithin angewendetes Werkzeug fiir die Charakterisierung von
biologischen Systemen. |hre einfache Handhabung, die kurzen Messzeiten und geringen
Anschaffungskosten sowie das Potenzial zur Miniaturisierung und Parallelisierung fiir das
Hochdurchsatz-Screening sind wichtige Vorteile gegeniiber konventionellen Methoden wie
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC), Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR) oder
Massenspektrometrie (MS). Biosensoren bestehen aus einer biologischen Komponente und dem sog.
Transducer. Die chemischen und/oder physikalischen Eigenschaften der biologischen Komponente
andern sich direkt oder indirekt durch die Wechselwirkung mit dem Analyten. Der Transducer
wandelt diese Anderung (ber optische, akustische, piezoresistive oder elektrochemische
Transduktion in ein elektrisches Signal um. Speziell optische Sensoren sind derzeit Fokus der
Forschung, da sie das groRte Potenzial zur Parallelisierung und somit zum Hochdurchsatz bergen.
Weitverbreitet sind auf Fluoreszenz basierende Methoden, die Uber uniibertroffen gute
Nachweisgrenzen verfligen. Sogenannte Fluoreszenz-Mikroarrays werden heutzutage standardmaRig
zur DNA- und Proteinanalyse in der Forschung, Qualitatssicherung und vor allem in der klinischen
Diagnostik eingesetzt [Nagl 2005]. Eine Ubersicht iber kommerziell erhiltliche Systeme gibt
[Biospektrum 2007]. Neben diesen auf (Farbstoff-) Markierung (,Labels”) angewiesenen Systemen
sind markierungsfreie Methoden ein qualitativ hochwertiges Werkzeug fiir die biomolekulare
Interaktionsanalyse (BIA). Hier wird durch Anbindung von Analyten an eine funktionalisierte
Sensoroberfliche die Anderung einer physikalischen Eigenschaft ohne die Notwendigkeit einer
Markierung detektiert. Dies hat den groRen Vorteil, dass die biomolekulare Interaktion nicht durch
die Labels beeinflusst bzw. verandert wird. Weit verbreitet ist die Oberflaichenplasmonenresonanz
Spektroskopie (surface plasmon resonance, SPR), die von der schwedischen Firma BiaCore zur
Marktreife entwickelt und inzwischen von der General Electric (GE) Corporation vertrieben wird. Sie
beruht auf der Verschiebung der Plasmonenresonanz in diinnen metallischen (meist Gold-) Schichten
durch Brechungsindexanderung des umgebenden Mediums. Durch zeitaufgeloste Detektion dieser
Verschiebung kann nicht nur Analytik betrieben, sondern auch die Thermodynamik und Kinetik von
biomolekularen Wechselwirkungen charakterisiert werden. Bisher gibt es wenige bzw. nur Gberaus
anspruchsvolle Ansatze fiir die Parallelisierung dieser Methode [Shumaker-Parry 2004; Homola 2004;
Wegner 2004b]. Problematisch wirkt sich die Uberlagerung der Plasmonenschwingung benachbarter
Messpunkte aus [Frank 2005]. Ebenso missen die Flusszellen fiir die SPR auf tausendstel Kelvin
genau thermostatisiert werden, da der Brechungsindex stark temperaturabhéangig ist.

Eine weitere direkt-optische Methode zur Charakterisierung biomolekularer Wechselwirkungen ist

die Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS). Diese detektiert zeitaufgelost die




1. EINLEITUNG

Verschiebung eines fiir jedes Schichtsystem charakteristisches Interferenzspektrum, die durch die
Anbindung von Analyten an die Sensoroberfliche verursacht wird. Diese Verschiebung ist
proportional zur optischen Schichtdicke (das Produkt aus Brechungsindex und physikalischer
Schichtdicke). Aufgrund des gegenldufigen Temperatureffekts von Brechungsindex und
physikalischer Schichtdicke ist die RIfS nahezu temperaturunabhangig. Somit ist es nicht nétig, die
Flusszellen aufwandig zu thermostatisieren. Es kdnnen vergleichbare Messungen bei verschiedenen
Temperaturen durchgefiihrt bzw. wahrend einer Messung die Temperatur verdandert werden. Somit
ist es z. B. moglich, Schmelzkurven von doppelstrangiger DNA aufzunehmen [Préll 2005].
Desweiteren ist die RIfS eine sehr robuste Methode, die lediglich auf transparente Substrate
beschrankt ist, und keine auRergewdhnliche Vergilitung der Substrate (z. B. Bedampfung mit Gold)
bendétigt.

Eine Parallelisierung der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie zum Messen in 96er
Mikrotiterplatten wurde bereits etabliert. Mit diesem Aufbau konnten das Epitopmapping der
Transglutaminase [Kréger 2002] und das Screening einer Thrombininhibitor-Bibliothek erfolgreich
durchgefiihrt werden [Birkert 2001; Birkert 2002]. Desweiteren werden momentan neue Ansédtze
zum Messen frei skalierbarer Mikroarrays beruhend auf der sog. 1-A Reflektometrie (RIf) [Frank
2005] verfolgt. Das kiirzlich entwickelte iRIf (imaging RIf) benétigt lediglich eine Leuchtdiode (LED),
eine CCD-Kamera und den Trager fir das Mikroarray. Damit kdnnen biomolekulare
Wechselwirkungen an bis zu 880 Spots detektiert werden. Aufgrund dieses einfachen und sehr
robusten Aufbaus birgt das iRIf sehr groRes Potential fiir die Entwicklung eines parallelisierten und
miniaturisierten Gerdts zum markierungsfreien Hochdurchsatzscreening fiir die Gen- und Protein-

Analyse.

1.2 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Im BMBF Verbundprojekt , Gensensorik” sollte ein parallelisierter Aufbau basierend auf RIfS fiir die
Detektion von pathogenen Keimen, die Umweltanalytik und die Forensik entwickelt werden. Dieser
DNA-Biosensor sollte bezlglich Immobilisierungsstrategie, Detektionsmethode und dem
Nachweisassay charakterisiert werden. Basierend auf der spektralen Auswertung des durch
Stutzpunkte angenadherten Interferenzspektrums sollten Hybridisierungsereignisse zeit- und
ortsaufgel6st verfolgt werden [Jung 2003]. Als Engpass des in diesem Projekt entwickelten Aufbaus
entpuppte sich das ungeniigende Signal-zu-Rausch Verhaltnis, das eine quantitative Auswertung der
vermessenen Hybridisierungsexperimente unmaoglich machte. Theoretische Optimierungen beziglich
Detektionseinheit, Lichtquelle und optischen Aufbaus wurden zwar durchgefiihrt, aber nicht
experimentell bestatigt [Wegner 2004a)]. Fiir die Verbesserung des Signal-zu-Rausch Verhaltnisses

wurde deshalb im nachfolgenden EU-Projekt ,GenSensor Nanoparts” eine Verstarkung der Signale im
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RIfS-System durch Einsatz von speziell funktionalisierten magnetischen Nanopartikeln (sog.
Nanobeads) herbeigefiihrt. Diese Nanobeads bewerkstelligen zum einen eine einfache und schnelle
Extraktion der interessanten Oligonukleotide aus dem zu analysierenden Probengemisch, zum
anderen verstdrken sie durch ihre GroRRe im anschlieBenden Schritt die auf dem RIfS-Mikroarray
detektierten (Hybridisierungs-)Signale. Da Nanopartikel bisher noch nicht fiir die Reflektometrische
Interferenzspektroskopie zum Einsatz gekommen sind, sollen ihr Verhalten beziiglich der Fluidik, die
unspezifische Bindung an Teile des Systems sowie an die verschiedenen Sensoroberflichen und ihre
Signalverstarkung charakterisiert und optimiert werden. Neben den magnetischen Nanobeads
werden weitere kommerziell erhaltliche Nanopartikel Ziel der Untersuchungen sein. Gold- und Silika-
Nanopartikel sind dabei wegen ihrer einfachen Funktionalisierbarkeit tiber Thiol- bzw. Silanchemie
besonders interessant.

Desweiteren wird die bei [Frank 2005] eingefiihrte 1-A Reflektometrie fiir den Einsatz bei
(parallelisierter) biomolekularer Interaktionsanalyse charakterisiert und optimiert. Vor allem der
qguantitative  Vergleich mit der spektralen Auswertung bei der Reflektometrischen
Interferenzspektroskopie anhand eines Modellsystems soll dabei im Vordergrund stehen. Die Frage,
ob eine biomolekulare Interaktionsanalyse spektral bzw. bei einer einzelnen Wellenlange
ausgewertet dieselben quantitativen Informationen und Ergebnisse liefert, wird beantwortet.
Dartiber hinaus soll das Signal-zu-Rausch Verhaltnis fur die RIf durch Wahl geeigneter Schichtsysteme
weiter optimiert werden. Hierflir werden drei vergiitete und zwei unvergiitete Schichtsysteme

miteinander verglichen.




2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN
2.1 BIOCHEMISCHE GRUNDLAGEN
2.1.1 BIOMOLEKULARE ERKENNUNG

Biomolekulare Wechselwirkungen (WW) bilden die Basis des Lebens. Die biomolekulare Erkennung
erfolgt hierbei Gber die Bindung eines Liganden an eine bestimmte Region eines Rezeptormolekiils,
die sog. Bindungstasche. Die Bindung wird dabei durch eine Vielzahl schwacher attraktiver Krafte
ausgebildet. In Tabelle 1 ist eine Ubersicht der Attraktionskrifte sowie deren Stirke und

Abstandsabhéangigkeit im wassrigen Medium gegeben.

Attraktionskraft Abstandsabhdngigkeit Energie [kJ mol™]
elektrostatische WW d? 12-20
Wasserstoffbriickenbindung d* 10-30
van-der-Waals WW d* 0,5-5
hydrophobe WW - 0-40

Tabelle 1: Ubersicht iiber die fiir die biomolekulare Interaktion relevanten attraktiven Kréfte, ihre
Abstandsabhdngigkeit und ihre Energie in wdssrigem Medium [Alberts 1990].

Wasserstoffbriickenbindungen tragen stark zur Bindung zwischen Ligand und Rezeptor bei und
spielen bei der Wechselwirkung von Biomolekiilen eine zentrale Rolle [Fersht 1987]. Die
Hybridisierung von Oligonukleotid-Einzelstrangen wird von der Ausbildung einer Vielzahl von
Wasserstoffbriicken zwischen den einzelnen Basenpaaren getragen und durch Auftrennen selbiger
rickgangig gemacht. Elektrostatische Wechselwirkungen und van-der-Waals Krafte zwischen
Biomolekiilen kénnen Gber klassische Potentiale beschrieben werden, wahrend bei hydrophoben
Wechselwirkungen der Entropiegewinn durch Verdrdangung von Wassermolekiilen aus der
Bindungstasche ausschlaggebend ist. Alle beitragenden Krafte sind stark abstandsabhangig und
treten nur Gber eine Distanz von ca. 100 pm bis 300 pm auf. Durch diese starke Anndherung spielen
auch repulsiv wirkende Krifte eine Rolle, die eine Abstandsabhangigkeit von d® bis d™ aufweisen.
Komplementdre Raumstrukturen der Bindungsstellen bzw. -taschen weisen maximale attraktive und
minimale repulsive Krafte auf und entscheiden somit Uber die Selektivitdt der biomolekularen
Interaktion (,Schliissel-Schloss-Prinzip“). Ahnliche Wechselwirkungsregionen unterschiedlicher
Bindungspartner kénnen von der Bindungstasche erkannt und mit unterschiedlicher Starke gebunden
werden. Hierdurch kommt u. a. Kreuzreaktivitat bei Antikérpern zustande. Dieses starre Schlissel-
Schloss-Prinzip wurde durch das genauere Modell des induced-fit ersetzt, welches eine konformative

Anderung der beteiligten Wechselwirkungsregionen wahrend der Bindung beriicksichtigt (,,Schlissel
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und Schloss verdndern sich gegenseitig”) [Leder 1995]. Die Bindungsenergie der Interaktion zwischen
Ligand und Rezeptor ist dabei abhdngig von der Dielektrizitditskonstante des Umgebungsmediums.
Biomolekiile liegen meist in gepufferter wassriger Phase vor, welche eine sehr hohe
Dielektrizitatskonstante von ungefdhr D = 83 besitzt. Dadurch wird im wassrigen Medium im
Vergleich zum Vakuum die Bindungsenergie ionischer Wechselwirkung auf unter 5 %, die von
Wasserstoffbriickenbindungen auf unter 25 % gesenkt. Elektrostatische-Krdfte werden desweiteren
durch den pH-Wert und durch die lonenstirke stark beeinflusst, so dass durch Anderung dieser
Parameter in wassriger Phase die Bindung zwischen Ligand und Rezeptor wieder gelést werden kann
(,Regeneration”). Biomolekulare Interaktionen sind im Allgemeinen also reversibel. Neben dem
intermolekularen Einfluss bestimmt das Medium auch die intramolekulare Struktur der Biomolekidile.
Proteine zeigen in nicht-wdssrigen Losungen veranderte Strukturen bzw. Konformationen, wodurch

ihre Affinitat und Spezifitat beeinflusst wird [Wescott 1994].

2.1.2 ANTIKORPER

Bei den meisten Wirbeltieren treten verschiedene Isotypen von Antikdrpern auf, eingeteilt nach den
Gen-Abschnitten flr die konstante Region der H-Ketten. Immunoglobulin A (IgA) liegt als Homo-
Dimer vor und wird hauptsichlich auf den Schleimhduten der Atemwege, der Augen, des
Gastrointestinal- und Urogenitaltrakts sowie in Driisen der Brustwarzen von Mittern sezerniert. Die
Funktion von Immunoglobulin D (IgD) ist bisher unbekannt. Es kommt hauptsachlich auf den
Membranen der B-Zellen vor und wird in nur sehr geringen Mengen in Blut und Lymphe sezerniert.
Immunoglobulin E (IgE) liegt im Korper nahezu vollstandig membrangebunden auf Mastzellen vor
und quervernetzt bei Antigenkontakt, was zur Ausschittung von Histamin flhrt (allergische
Reaktion). Die eigentliche Aufgabe von IgE ist die Abwehr von Parasiten. Das als Pentamer
vorliegende Immunoglobulin M (IgM) wird hauptsachlich gebildet, wenn der Korper das erste Mal
mit einem Antigen in Kontakt kommt. In dieser Infektionsphase liegt es in groReren Mengen vor und
kann somit zur Diagnose von Erkrankungen herangezogen werden. Die hauptsdchlich gegen
Bakterien wirkenden Immunoglobuline G (IgG) werden bevorzugt durch B-Lymphozyten und
Plasmazellen nach Antigenkontakt gebildet und sind Teil der humoralen Immunantwort. Desweiteren
kennt man Immunglobulin Y (IgY) (das Aquivalent von IgG in Hithnern) und IgW (in Fischen).

Die zur Familie der IgG gehdrenden Antikorper sind Proteine des Immunsystems, die aus zwei
identischen schweren Ketten (heavy chains, H-Ketten) und zwei identischen leichten Ketten (light
chains, L-Ketten) aufgebaut sind und durch kovalente Disulfid-Briicken eine Ypsilon-férmige Struktur
ausbilden. Zusammen mit dem oberhalb der Gelenkregion (hinge region) liegenden Anteil der H-
Ketten bilden die L-Ketten die sog. Fab-Region aus. Dieses hypervariable Ende (complementarity

determining region, CDR) unterscheidet sich von Antikorper zu Antikérper und enthalt das sog.




2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Paratop, die Antigenbindungsstelle. Das Epitop des Antigens besteht normalerweise aus 5-6
Aminosaure- bzw. Kohlenhydrat-Bausteinen und wird sehr spezifisch vom jeweiligen Antikorper
erkannt und gebunden. Da Antikérper Gber zwei Antigenbindungsstellen verfligen, werden sie auch
als bivalente Rezeptoren bezeichnet. Der restliche Anteil der beiden H-Ketten bildet das konstante
Fc-Fragment (crystallizable), welches an Fc-Rezeptoren auf der Oberflache gewisser Zellen bzw. an
Proteine des Komplementsystems binden und damit z. B. Opsonisierung, Zelllyse, etc. einleiten kann.

In Abbildung 1 ist der schematische Aufbau eines IgG-Antikorpers gezeigt.

S %

Fab

Fc

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines IgG-Antikérpers, bestehend aus Fab- und Fc-Fragmenten
mit schweren Ketten (oliv/khaki), leichten Ketten (griin), Disulfid-Briicken (gelb), Zuckerresten (blau)
und hypervariablen Enden (CDR).

Je nach Isotyp konnen zwei (IgD, IgE, 1gG), vier (IgA) oder bis zu zehn (IgM) Antigene Uber die
Paratope der Antikorper gebunden werden (Abbildung 2). Dabei kénnen die Epitope auf demselben
oder auf verschiedenen Antigenen (Quervernetzung) liegen. Die Bindung erfolgt hierbei lber die
Summe vieler schwacher Wechselwirkungskrafte (siehe Abschnitt 2.1.1) und resultiert in einer hohen

Bindungsenergie.

N\ \N\¢
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Abbildung 2: Antikérper-Isotypen. IgD-, IgE- und IgG-Antikérper liegen als Monomere vor (links), IgA-

Antikérper als Homodimere (mitte) und IgM-Antikérper als Homopentamere (rechts). J-Peptide
(joining peptides, rot) und Disulfidbriicken sorgen fiir strukturellen Zusammenhalt.
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Diese Krafte sind stark abstandsabhangig und wirken nur dann gut, wenn sich die interagierenden
Biomolekiile stark annahern. Durch Verdnderung des pH-Werts, der lonenstirke oder durch
Aufbrechen von Wasserstoffbriickenbindungen mittels Detergenzien kann die Bindung des
Antikorpers an das Antigen gelost werden. Flir Komplexe zwischen Antikérper und ihren organischen
Antigenen werden Gibbs-Bindungsenergien von -10+3 kcal mol™ erreicht. Dies entspricht einer

Affinitatskonstante K, von 10"%*° M™

. Im Allgemeinen decken die Affinitdtskonstanten von
Antikdrper-Antigen-Komplexen einen weiten Bereich von 10” bis 10" M™ ab [Kappel 2007].

Klassisch werden Antikorper durch die Immunisierung von Tieren (im Speziellen von Mausen,
Kaninchen, Ziegen und Schafen) hergestellt. Der Korper der Versuchstiere bildet in einer gewissen
Zeit nach Injektion des Antigens Antikorper, die anschlieBend aus dem Blut des Tiers extrahiert
werden missen. Auf diese Weise konnen in begrenztem MalRe Antikérper hergestellt werden. Diese
sind polyklonal, d. h. sie binden mit unterschiedlicher Spezifitdt an verschiedene Epitope gleicher
bzw. unterschiedlicher Antigene (z. B. Metaboliten). Im Gegensatz dazu nennt man Antikérper
welche nur ein einziges Epitop erkennen monoklonal. Sie werden durch die sog. Hybridoma-Technik
gewonnen [Kohler 1975; Galfre 1977; Winter 1991]. Dabei werden Antikérper-produzierende Zellen
(B-Lymphozyten) eines Tieres in-vitro mit permanenten B-Zell-Tumorzellen derselben Tierart
fusioniert. Dies geschieht durch Zellkontakt in Polyethylenglykol-haltigem Medium innerhalb weniger

Sekunden. Die entstandenen Zellhybriden (Hyridoma-Zellen) erben von der Plasmazelle die Fahigkeit,

Antikorper zu produzieren und von der Tumorzelle die Fahigkeit, sich unendlich oft zu teilen.

Immunisierung
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monoklonalen Antikorpern

Abbildung 3: Herstellung von monoklonalen Antikérpern iiber Hybridoma-Technik (Quelle: Folienserie
des Fonds der Chemischen Industrie).
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Die Hybridoma-Zellen miissen von den restlichen Zellen der Mischung getrennt und anschlieend
kloniert werden (das sog. ,Vereinzeln“), woraus ein Stamm von Zellen hervorgeht, der rein
theoretisch unendlich groRe Mengen monoklonaler Antikérper herstellen kann. Eine Ubersicht tiber
die Hybridoma-Technik ist in Abbildung 3 gezeigt. Die auf diese Weise gewonnenen Antikdrper
werden in der (klinischen) Diagnostik fir den Nachweis von Krankheitserregern, Proteinen,
Hormonen, Toxinen und anderer Analyte verwendet (Immunoassays, z. B. enzyme linked
immunosorbent assay, ELISA). Hierflr werden je nach Assaytyp Antikérper oder Antigene verwendet,
die mit sog. Labels markiert sind, z. B. mit Enzymen, Fluorophoren, radioaktiven Labels oder
Nanopartikeln (Gold-, farbige Polymer- oder magnetische Nanopartikel). Folgende Assay-Formate
kommen dabei zum Einsatz: direkter [Sapsford 2001], kompetitiver [Tschmelak 2006], Sandwich-
[Rowe-Taitt 2000] und Verdrdangungs-Immunoassay [Anderson 2006]. Beim direkten Immunoassay
binden Antigenmolekiile aus der Probenlésung an, auf einer Oberfliche (z. B. Mikrotiterplatte)
immobilisierte Antikorper. Bei anschlieBender Zugabe von markierten Antigenmolekilen binden
diese an verbliebene freie Antikorperparatope. War eine hohe Konzentration an Analytmolekiilen in
der Probe vorhanden, so kénnen nur geringe Mengen markierter Antigene binden, das detektierte
Signal verhalt sich also umgekehrt proportional zur Konzentration in der Probe. Der Verdrangungs-
Assay ist dem direkten Assay recht &hnlich, im ersten Schritt sattigt man durch Zugabe von
markiertem Antigen die Oberflache ab und leitet in einem anschliefenden Schritt die Probenlosung
mit zu analysierendem Antigen Uber die Oberflache. Dadurch wird gebundenes markiertes Antigen
aufgrund seiner relativen Affinitdt (relativ zur Affinitdt des nativen Antigens) verdrdngt. Das
detektierte Signal verhalt sich ebenfalls umgekehrt proportional zur Konzentration in der Probe.
Beim kompetitiven Immunoassay wird die Lésung mit zu quantifizierendem Antigen mit einem
markierten Antikorper vorinkubiert und anschliefend Uber eine Oberfliche mit immobilisiertem
Antigen geleitet. Auch hier erhdlt man fiir eine hohe Konzentration an Analyt in der Losung ein
niedriges Signal und umgekehrt. Beim Sandwich-Assay kommen zwei Antikérper zum Einsatz, ein
Fanger-Antikérper und ein Detektions-Antikérper. Der Fanger-Antikorper ist auf der Oberflache
immobilisiert und bindet das Antigen. Im Anschluss inkubiert man mit markiertem Detektions-
Antikorper. Dieser bindet dabei an ein anderes Epitop des Antigens. Das detektierte Signal verhalt

sich hier direkt proportional zur Konzentration des Antigens.

2.1.3 OLIGONUKLEOTIDE

Oligonukleotide sind natiirlich vorkommende oder artifiziell hergestellte Polymere (Nukleinsduren,

nucleic acid, NA) bestehend aus einer Sequenz von Nukleotidbausteinen. Ein Baustein besteht hierbei

normalerweise aus einer Nukleinbase, einem Zuckerbaustein und einem Phosphatrest. Die
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verschiedenen Nukleinbasen sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Als Zuckerbaustein kommen je nach

Oligonukleotid entweder Ribose- (RNA) oder Desoxy-Ribose-Molekiile (DNA) in der Kette vor.
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Grundgeriist Nukleinbase Abkiirzung Vorkommen Struktur
NH,
Adenin A DNA, RNA ‘ \>
N
N
(0]
I
, HN N
Guanin G DNA, RNA )\ ‘ \>
: N NN
Purin o
I §
Xanthin X DNA, RNA H“L | />
7
o N N
0]
|
- HN N
Hypoxanthin HX DNA, RNA K ‘ \>
NN
TR
NH,
. ~N
Cytosin C DNA, RNA ‘
A
N (0]
H
0]
Pyrimidin Thymin T DNA | NH
N %O
H
i
Uracil u RNA | )NH
N
N
H

Tabelle 2: Nukleinbasen, deren Vorkommen und Struktur.

Lagern sich zwei DNA-Einzelstrange (ssDNA) zu einem Doppelstrang (dsDNA) zusammen, so spricht
man von Hybridisierung. Die Hybridisierung kommt durch hoch-spezifische Basenpaarung zustande,
wobei sich stets Adenin und Thymin (zwei Wasserstoffbriickenbindungen) sowie Guanin und Cytosin

(drei Wasserstoffbriickenbindungen) paaren (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Basenpaarung durch Wasserstoffbriickenbindung (rot gestrichelt) zwischen A und T,
sowie zwischen G und C.

Die dsDNA bildet eine rechtsgangige Doppelhelixstruktur (B-Form) aus. Dabei sind die aromatischen
Ringe der Basen 340 pm voneinander entfernt und rechtwinklig zur Helixachse gestapelt. Jede Base
ist gegeniliber der vorhergehenden um 35 ° gedreht. Somit ergeben 10,5 Basenpaare eine volle
Windung der Doppelhelix und zwischen den Rickgraten der Einzelstrdnge entstehen zwei
unterschiedlich breite Furchen, die grofRe und die kleine Furche [Koolman 1998]. Die genetische
Information der DNA ist in ihrer Sequenz der Basenfolge enthalten, drei Basenpaare bilden hierbei
ein Codon welches eine Aminosaure kodiert. DNA-Strange werden durch Replikation bei der
Zellteilung kopiert, die gesamte Information der Zelle wird somit auf ihre Tochterzelle
weitergegeben. Bei der Genexpression wird durch Transkription DNA in mRNA (messenger RNA)
umgesetzt, die den Zellkern verldsst und bei der Translation als Matrize flr die Protein-Biosynthese
fungiert.

Die Hybridisierung von ssDNA zu dsDNA kann mittels chemischer Substanzen (Sduren, Basen,
Alkoholen) riickgdngig gemacht werden (Denaturierung). Die Doppelhelix trennt sich wieder in ihre
Einzelstrange auf. Desweiteren kann durch Temperaturerhohung die dsDNA denaturiert werden, was
als ,Schmelzen” der DNA bezeichnet wird. Als Schmelztemperatur wird hierbei die Temperatur
angegeben, bei der genau die Halfte der Menge an Doppelhelix denaturiert als Einzelstrange vorliegt

(Abbildung 5).
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Abbildung 5: Absorptionsspektren von Einzel- und Doppelstrang-DNA (links) und Schmelzkurven
verschiedener Doppelhelices (rechts) [Préll 2004].
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T, :[81,5+Iogcsg,z —£+0,41-W%GCJ (2.1)
Basenpaare
T, Schmelztemperatur der Doppelhelix
Cool umgebende Salzkonzentration
Ngasenpaare Anzahl der Basenpaare in der Doppelhelix
Wyc Anteil der Guanin-Cytosin Basenpaare

Die Schmelztemperatur der DNA hangt stark von der Art der benachbarten Nukleotide ab. Somit lasst
sich mit Hilfe des ,Konzepts des nachsten Nachbarn“ die Schmelztemperatur in einem gewissen
Male voraussagen. Fir die Abschatzung der Schmelztemperatur gilt Formel (2.1) [Lipsky 2001].
Falsche Paarung von Basen flihren zu sog. single nucleotide polymorphism (SNP), diese lassen sich
Uber die Schmelztemperatur ermitteln. Treten mehrere SNPs in ndherer Nachbarschaft auf, so ist die
Starke der Hybridisierung im Vergleich zur perfekten Basenpaarung erniedrigt. DNA mit mehreren
SNPs schmilzt bei geringeren Temperaturen. Da SNPs bei der Entstehung von Krankheiten (Diabetes,
Bluthochdruck, Herzerkrankungen) involviert sein kdnnen, dienen sie in der medizinisch-genetischen
Forschung als Marker fir diese Krankheiten. Neben der Detektion durch Schmelzkurven wurden
einige Methoden basierend auf Hochdurchsatz-Screening, Einzelmolekiil-Assays und Rolling Circle
Amplification (RCA) zur Identifizierung von SPNs entwickelt [Proll 2004].

Neben natirlich vorkommender RNA und DNA gibt es kiinstlich synthetisierte Peptid-Nukleinsauren
(peptide nucleic acid, PNA) und , verschlossene Nukleinsduren” (locked nucleic acid, LNA) (Abbildung
6). PNA besitzt im Gegensatz zu den anderen Nukleinsdure-Arten statt dem negativ geladenen
Zucker-Phosphat- ein elektro-neutrales peptidisches Rickgrat (meist bestehend aus N-(2-
Aminoethyl)glycin- oder Alanyl-Monomeren). Aufgrund fehlender negativer Ladungen weisen
Doppelhelices die PNA enthalten eine erhdhte Stabilitdt auf. Aufgrund seiner 2‘-0,4'-C-Methylen-
Briicke und damit einer dichteren Stapelung der Basenpaare bildet LNA noch stabilere Doppelhelices

aus als seine analogen Verbindungen.

\W Base (0] 0 Base
N
//[ O O
o NH o
l 0-P-0

Abbildung 6: PNA-Nukleotid bestehend aus N-(2-Aminoethyl)glycin-Monomer (links) und LNA-
Nukleotid (rechts).
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DNA und ihre analogen Verbindungen kdénnen auf verschiedene Weisen hergestellt werden. Zum
einen gewinnt man DNA-Protein-Komplexe durch Extraktion mit 1 M Natriumchlorid-Losung aus
Zellen und Zellkernen. Nach Abtrennung der Proteine mittels organischer Losungsmittel,
Detergenzien und/oder Enzymen fallt man die DNA in kaltem Ethanol aus und trennt die Strédnge
mittels Gel-Elektrophorese. Eine weitere, geldufige Herstellungsmethode ist die sog. Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR). An beiden Enden komplementéarer, denaturierter
Strange werden zwei Oligonukleotidprimer anhybridisiert, anschlieRend wird Glber DNA-Polymerase
jeweils ein Doppelstrang erzeugt, welcher wiederum bis zur Denaturierung erhitzt wird. Durch einen
neuen Zyklus bestehend aus Abkiihlen, Hybridisierung und Polymerase-Reaktion entsteht wieder
eine Kopie jedes Einzelstranges. Nach 20 solcher Zyklen steigt die Zahl der DNA-Kopien exponentielle
auf Millionen an [Saiki 1985]. Desweiteren kann DNA {ber die Gentechnik dargestellt werden. Hierfir
wird die zu amplifizierende Sequenz in ein Bakterien-Plasmid kloniert, das Bakterium kultiviert und
anschlieRend die DNA aus den Zellen extrahiert. Eine chemische Darstellung dhnlich der Festkorper-
Synthese von Polypeptiden ist ebenfalls moglich. Hierbei wird das Oligonukleotid an einem festen
Silikattrager schrittweise aufgebaut [Melby 1967; Melby 1969].

In den letzten Jahren wurden grofRe Anstrengungen unternommen, DNA-Biosensoren zu entwickeln
und zu kommerzialisieren. Vorteile von Biosensoren liegen in geringen Messzeiten und
Anschaffungskosten, Moglichkeit zur Miniaturisierung und Parallelisierung, einfache Handhabung
und die Wiederverwendbarkeit der sensitiven, biologischen Komponenten durch Regeneration. Der
Biosensor besteht neben der biologischen Komponente noch aus dem Transducer. Dieser wandelt
die Anderung der chemischen bzw. physikalischen Eigenschaft der biologischen Komponente je nach
Messprinzip Uber optische, akustische, piezoresistive oder elektrochemische Transduktion in ein
elektrisches Signal um, welches analysiert wird. Vor allem optische DNA-Biosensoren wurden
bevorzugt entwickelt, da mit diesen eine gute Parallelisierung und Miniaturisierung der Sensoren
moglich ist. Besonders verbreitet sind auf Fluoreszenzdetektion basierende DNA-Sensoren. Diese
haben den Vorteil, dass sie liber geeignete Wahl an Farbstoffen einen hohen Grad an Parallelisierung
zulassen, aulRerdem weisen sie uniibertroffen gute Nachweisgrenzen auf. Nachteile der Fluoreszenz-
Mikroarrays liegen in der Tatsache begriindet, dass nur Endpunktsbestimmungen der Hybridisierung
moglich sind und dass die Fluorophore an den Oligonukleotiden die Hybridisierung beeinflussen
konnen. Direkt-optische Methoden hingegen bendtigen zur Detektion keine Markierung der
Biomolekile. AuRerdem ermoglichen sie es, die Hybridisierung zeitaufgeldst zu verfolgen. Daraus
lassen sich neben Konzentrationen auch kinetische und thermodynamische Konstanten der
biomolekularen Interaktion berechnen. In den letzten Jahren wurden viele Fragestellungen zur DNA-
Analyse mit Hilfe direkt-optischer Methoden untersucht, z. B. die Bestimmung von Punktmutationen
in kurzen Oligonukleotidsequenzen, die Analyse von PCR-Produkten und der Nachweis von

pathogenen Keimen in der Nahrungs- und Futtermittelindustrie sowie in der klinischen Diagnostik.
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Neben der Oberflachenplasmonenresonanz Spektroskopie (surface plasmon resonance, SPR) die tUber
ein evaneszentes Feld die Anderung des Brechungsindexes an der sensitiven Schich detektiert [Song
2002; Chien 2004; Rella 2004], kommt auch die Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS) fur
die Untersuchung von Hybridisierungsexperimenten zum Einsatz [Sauer 1999, Mdohrle 2005, Proll
2005]. Bei der RIfS wird die optische Schichtdicke bestimmt, die das Produkt aus Brechungsindex und
physikalischer Schichtdicke darstellt. Bei Temperaturanderung dndern sich diese beiden Parameter
gegenlaufig, so dass sich der Temperatureffekt nicht auf die Messsignale auswirkt. Beide Methoden
verwenden planare Trager als Transducerelemente, auf denen die Fangeroligonukleotide
immobilisiert sind. Bei parallelisierten Aufbauten sind diese in Rastern (sog. Arrays) auf der
Oberflache aufgebracht, die Detektion erfolgt dann ortsaufgelost Gber eine CCD-Kamera. Mittels
dieser DNA-Chips konnen theoretisch hunderte bis tausende Nukleinsduresequenzen aus einem

Analyt-Gemisch heraus bestimmt und analysiert werden.

2.2 BIOMOLEKULARE INTERAKTIONSANALYSE (BIA)
2.2.1 DETEKTION AN GRENZSCHICHTEN

Die biomolekulare Interaktionsanalyse (BIA) auf planaren Tragern findet an einer funktionalisierten
Sensoroberflaiche statt. Bei der Anbindung eines Analyten an seinen auf der Oberflache
immobilisierten Wechselwirkungspartner andern sich eine oder mehrere physikalische Eigenschaften
der sensitiven Schicht. Es handelt sich somit um eine heterogene Reaktion. Im Gegensatz dazu
bezeichnet man biomolekulare Wechselwirkungen, die in Losung stattfinden, als homogene

Reaktionen.
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Abbildung 7: Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung an einer Grenzfldche im Durchfluss ([Piehler 1997]).
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Betrachtet man eine Affinitatsreaktion an einer Grenzschicht, so setzt sich diese aus zwei Schritten
zusammen: dem Massentransport an die Oberflache (diffusions-limitiert) und der Kinetik der
Wechselwirkung (kinetisch kontrolliert) zwischen den Bindungspartnern an der Oberflache
(Abbildung 7). Dabei handelt es sich formal um eine Folgereaktion, d. h. es kann nur der
geschwindigkeits-bestimmende Schritt mit einem Biosensor detektiert werden. Betrachtet man die
Interaktion eines Rezeptors R mit einem Liganden L an einer Oberfliche, so lasst sich diese

Interaktion Gber folgende Gleichung beschreiben:

R+L—H+RL (2.2)

RL bezeichnet dabei den Ligand-Rezeptor-Komplex. Die thermodynamische Stabilitdt eines solchen
Komplexes lasst sich dber die Affinitatskonstante K. der biomolekularen Wechselwirkung

beschreiben (die in der Biochemie geldufigere Dissoziationskonstante K ist das Reziprok der

iss
Affinitatskonstante). Rechnerisch ergibt sich die Affinitatskonstante liber das Massenwirkungsgesetz

oder tiber das Verhaltnis der Assoziationsratenkonstante k, zur Dissoziationsratenkonstanten k,, :

kIR
“r e TR 2

[R] Konzentration an Rezeptor
[L] Konzentration an Ligand
[RL] Konzentration an Ligand-Rezeptor-Komplex

Die Konzentration des Rezeptors in Losung nimmt durch Anbindung an seinen Liganden auf der
Oberflache ab. Es entsteht somit ein Konzentrationsgradient zwischen Hauptteil der Lésung und
Oberflache des Sensors. Den Hauptteil der Lésung (das Volumen) nennt man bulk, den Bereich des
Konzentrationsgradienten Diffusionsschicht. Je nach Variation der Konzentrationen an Ligand auf der
Oberflache bzw. der Konzentration an Rezeptor in Losung kann man gezielt einen der beiden Schritte

mit einem Biosensor beobachten und charakterisieren.

2.2.2 ANALYSE UNTER KINETISCH KONTROLLIERTEN BEDINGUNGEN

Unter kinetisch kontrollierten Messbedingungen wird mit Hilfe eines Biosensors die Bindungskinetik
des Rezeptors mit dem auf einer Oberflaiche immobilisierten Liganden detektiert (siehe Abbildung 7).
Diese Bedingungen liegen vor, wenn die Konzentration an Ligand auf der Oberflache gering und die

Konzentration an Rezeptor in Losung hoch ist. Dies bedeutet, dass die Konzentration in der
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2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Diffusionsschicht wahrend der Interaktionsanalyse gleich der Rezeptorkonzentration im bulk ist. Die
Diffusion der Molekiile an die Oberflache verlauft sehr viel schneller als die Bildung des Ligand-
Rezeptor-Komplexes. Diese verlduft nach einem bimolekularen Mechanismus, der Zerfall des
Komplexes nach einem monomolekularen Zerfallsmechanismus. Die Bildung des Ligand-Rezeptor-

Komplexes lasst sich somit Gber folgende Geschwindigkeitsgleichung beschreiben [Kumpf 2005]:

[ Al

rfléche

dt = ka,het ) [Rbulk] ’ I:Loberﬂdche ] - kd,het 'I:R LOberfIdche] (2.4)
= ka,het ’ [Rbu/k] ’ ([R LOberﬂache,max ] - I:R LOberﬂache ]) - kd,het ’ I:R LOberﬂdche ]

ka,het , kd,,,et Ratenkonstante der Bindung an der Oberflache

[Rbu,k] Rezeptorkonzentration im bulk

[LOberf/ache] Konzentration an auf der Oberflache immobilisiertem Liganden

RL Konzentration an auf der Oberflache gebildetem Ligand-Rezeptor-
|: Oberfldche] Komplex

theoretisch maximal mogliche Konzentration an Ligand-Rezeptor-Komplex

[RLObe,ﬂache,max] auf der Oberflache (Maximalbeladung) bei Injektion einer unendlich
hohen Rezeptorkonzentration

Betrachtet man ein Durchflusssystem, d. h. wird Lésung der Konzentration [R] standig nachgeliefert,
so kann die Konzentration des Rezeptors im bulk als konstant angesehen werden und man erhalt
eine Kinetik pseudo-erster Ordnung. Der zeitliche Verlauf der Komplexbildung wird durch

mathematische Umformung und Integration obiger Formel erzielt und lautet:

I:RLOberf/dche :' (t) = |:RLOberf/dche,GG :| : (1 - eikomt ) (25)

Die Gleichgewichtsbeladung [RLOberﬂdchelGG]beschreibt die Konzentration des Ligand-Rezeptor-

Komplexes im Gleichgewicht, d. h. nach unendlich langer Reaktionszeit. Fiir [RLObe,ﬂdche'GG] gilt dabei:

Kaff '[Rbu/k]

—_— (2.6)
1+ Kaf : [Rbulk]

[RLOberfldche,GG] = [RLOberﬂdche,max ] ’

Die scheinbare Ratenkonstante k

obs,het SPi€GEIt die Krimmung der Exponentialkurve wider. Fur
kobs,het gllt

kobs,het = ka,het '[Rbu/k ] + kd,het (2.7)
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2.2 BIOMOLEKULARE INTERAKTIONSANALYSE (BIA)

Da sowohl die Gleichgewichtsbeladung als auch die scheinbare Ratenkonstante wvon der
Rezeptorkonzentration im bulk abhadngig sind, ist es moglich unter kinetisch kontrollierten
Messbedingungen sowohl die Thermodynamik als auch die Kinetik der biomolekularen Interaktion zu

charakterisieren.
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Abbildung 8: Auswertbarer Bereich der Assoziation (rot) bei kinetisch kontrollierten
Bindungsexperimenten [Hédnel 2003].

Abbildung 8 zeigt rot markiert den auswertbaren Bereich bei der Bestimmung der
Affinitatskonstanten (iber die Krimmung der kinetisch kontrollierten Bindungskurve. Nur im
mittleren Bereich der Bindungskurve ist eine sinnvolle exponentielle Kurvenanpassung moglich. Zu
Beginn der Injektionsphase herrscht ein massentransport-limitiertes Verhalten vor, d. h. die Diffusion
des Rezeptors zum Liganden an die Oberflache ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt (lineares
Verhalten der Bindungskurve). Im hinteren Kurvenbereich hingegen herrscht biexponentielles
Verhalten vor, d. h. der Rezeptor bindet nun auch an schlechter zugangliche Liganden auf der

Oberflache. Hier iberlagert eine andere Assoziationsratenkonstante k die zu untersuchende

a,het ,biexp
Assoziationsratenkonstante.
Uber die Auftragung von k... gegen die eingesetzte Rezeptorkonzentration [Rbu,k] lasst sich nach

Gleichung (2.7) aus der Steigung die Assoziationsratenkonstante k und aus dem Achsenabschnitt

a,het
die Dissoziationsratenkonstante k,,., bestimmen (Abbildung 9). Aus dem Quotienten der beiden
Ratenkonstanten lasst sich wiederum die Affinitatskonstante der Reaktion berechnen. Desweiteren
kann man die Affinitdtskonstante unter kinetisch kontrollierten Bedingungen auch unter der
Verwendung des sog. ,Scatchard-Plots“ bestimmen [Scatchard 1949]. Hierfir misst man die

Gleichgewichtsbeladung des Rezeptors an die Oberflache.
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Abbildung 9: Auftragung von den aus Abbildung 8 erhaltenen Werten fiir k

obs,het
eingesetzte Konzentration.

Diese folgt der Langmuir’schen Adsorptionsisothermen:

K. -c
FGG:r #E

max
1+ Kaff “Cq

Durch Umformung dieser Gleichung nach [Piehler 1997] erhalt man den Scatchard-Plot:

gegen die jeweilige

(2.8)

(2.9)

Tragt man FGG/ gegen I';; auf, so kann man die Affinitdtskonstante K.z aus der Steigung der

R
linearen Regression ermitteln (Abbildung 10).
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1.3x10"
1.2x10" -
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Abbildung 10: Scatchard-Plot zur Ermittlung der Affinitétskonstante.
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2.2 BIOMOLEKULARE INTERAKTIONSANALYSE (BIA)

2.2.3 ANALYSE UNTER DIFFUSIONS-KONTROLLIERTEN BEDINGUNGEN

Unter diffusions-kontrollierten Messbedingungen ist die Diffusion des Rezeptors der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt und somit der Prozess, welcher mit einem Biosensor detektiert
werden kann. Diese Bedingungen liegen vor, wenn die Konzentration an Ligand auf der Oberflache
hoch und die Konzentration an Rezeptor in Lésung niedrig ist. Dies bedeutet, dass jedes an die
Oberflache diffundierte Rezeptormolekill sofort einen Bindungspartner findet und mit diesem
interagieren kann. Die Kinetik der Wechselwirkung ist somit deutlich schneller als die Diffusion der
Teilchen an die Oberflache. Die Diffusion des Rezeptors zur Oberflache folgt dem 1. Fickschen Gesetz.

Dieses lautet fiir den allgemeinen Fall:

oc
J=—-D.= (2.10)
ox
J Fluss
D Diffusionskoeffizient
oc ) .
— Konzentrationsgradient
ox

Betrachtet man speziell nun die Diffusion des Rezeptors an die Oberfldache, so ergibt sich folgender

Ausdruck:

d[ROberﬂdche:I _ dI:RLOberﬂdche] _ D [Rbulk]
- = =D, — (2.11)
dt dt dyy
D, Diffusionskoeffizient des Rezeptors
dyy Dicke der Diffusionsschicht

DR

Unter der Annahme, dass der Konzentrationsgradient durch die Diffusionsschicht hindurch linear ist

ist dabei der Diffusionskoeffizient des Rezeptors, d;. die Dicke der Diffusionsschicht.

und die Konzentration des Rezeptors an der Oberflache gleich null, ergibt sich:

@_ O_Rbulk

ox d

(2.12)

Kennt man die Dimensionen des Flusskanals und die Flussgeschwindigkeit parallel zur

Sensoroberflache, so ergibt sich fir die Diffusionsschicht ddiff folgender Ausdruck:
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2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

’ 2
ddiff =3 DR hF b1 (2.13)

Hohe des Flusskanals
Breite des Flusskanals
Lange des Flusskanals
Flussgeschwindigkeit

m T

Unter diesen diffusions-kontrollierten Messbedingungen kann die Wechselwirkung zwischen
Rezeptor und Ligand auf der Oberflaiche nicht charakterisiert werden. Betrachtet man Gleichung
(2.11) so erkennt man, dass die Komplexbildungsgeschwindigkeit proportional zur Konzentration an
Rezeptor im bulk ist. Somit ist es also moglich, unter diesen Messbedingungen die Wechselwirkung
zwischen Rezeptor und Ligand im bulk, d. h. die homogene Reaktion, zu charakterisieren (siehe
Abbildung 11). Da im Fall der homogenen Reaktion zwischen Ligand und Rezeptor die Umgebung die
Wechselwirkung nicht stort (wie beim heterogenen Fall), sind die auf diese Weise ermittelten

Affinitatskonstanten ndher an der Realitdt und fallen meist etwas hoher aus.

GLEICHGEWICHT
k p
r a
+ |0 g 9
k, bulk
R L RL
[VIASSENTRANSPORT kD e A
USTAUSCH )
———— @®_RL
KINETIK ‘/L
k, N |
R + L ——"RL ‘ | ®L
g ! Diffusionsschicht

Abbildung 11: Wechselwirkungsprozesse bei der Detektion der freien Rezeptorkonzentration in
homogener Phase ([Piehler 1997]).

Wichtig hierbei ist, dass man mit der Konzentration der aktiven Rezeptoren rechnet, d. h. nur die
Konzentration an Rezeptoren bericksichtigt wird, die auch in der Lage zur biomolekularen
Interaktion mit dem Liganden sind. Die aktive Konzentration des Rezeptors kann unter Umstdanden

stark von der mit z. B. spektroskopischen Methoden bestimmten Rezeptorkonzentration abweichen.
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2.2 BIOMOLEKULARE INTERAKTIONSANALYSE (BIA)

Durch die Titration des Rezeptors mit dem Liganden kann man die Stabilitdt des Rezeptor-Ligand-
Komplexes bestimmen. Aus der Titrationskurve kann die Affinitdtskonstante bestimmt werden. Fir

Rezeptoren mit einem Paratop ist die Form der Kurve gegeben durch:

K. = [RLyui] (2.14)

7 ([Rbulk ]o - [RLbulk ]) ’ ([Lb“’k ]0 B [RLbu’k ])

Hierbei bezeichnen [Rbu,k]o bzw. [Lbu,k ]0 die eingesetzten Konzentrationen an Rezeptor bzw. Ligand.

Losen dieser Gleichung ergibt als physikalisch einzig sinnvolle Lésung:

[RLbulk] =

R L KL R L k1Y
[ bu,k]o +[2bUIk]O e - [[ bu,k]o +[2bwk]0+ affj _[Rbulk]o '[Lbulk]o (2.15)

Die Konzentration der Rezeptoren, die noch an die auf der Oberfliche immobilisierten Liganden

binden kdnnen, ergibt sich hieraus zu:

[Rbulk] = [Rbulk ]o - [RLbulk]

= 1 \2
= [wak ]0 - [LbUIk ]0 _Kafjl‘ + ([Rbum ]0 i [LbUIk]O +Kuf} ] _[Rbulk ]0 '[Lbu/k 0 .

B 2 2

Die Rezeptorkonzentration ist somit abhangig von den eingesetzten Konzentrationen an Rezeptor
und Ligand im bulk sowie von der Affinitdtskonstante. Mit Gleichung (2.16) ist es somit moglich,
sowohl die Affinitdtskonstante als auch die Konzentration an aktiven Rezeptoren iber eine
Titrationsreihe zu bestimmen. Da diese Gleichung nur fir monovalente Rezeptoren gilt, muss man
bei monoklonalen Antikérpern das zweite Paratop berlcksichtigen. Flir monoklonale Antikérper
ergibt sich somit die Konzentration an vollstandig besetztem Rezeptor nach einer Binomialverteilung
[Kumpf 2005] zu:

[RLbulk ]2

- (2.17)
2. [Rbu/k ]o

[Rbu/k ]Vou =

Diese Gleichungen gelten nur fiir definierte Systeme, bei denen die Bindungsstellen absolut
gleichwertig sind, z. B. bei monoklonalen Antikérpern. Aus Gleichungen (2.16) und (2.17) ergibt sich

fir die Konzentration an aktiven Antikorpern:
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2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

R Ui
[Rbulk ]aktiv - [ bzlk ]O N [Rbulk ]voll
2
[Rbulk ]o _[Lbulk]o _Ka_f} n [Rbu/k]o + [Lbu/k ]0 +K;f11‘ 2 L (2.18)
2 2 _[ bulk]o [ bulk 1g
_ [Rbulk]o _
2 2: [Rbulk ]0

Da die Titrationskurve durch Gleichung (2.18) nur sehr schlecht angepasst werden kann, verwendet

man stattdessen die empirisch bestimmte und geldufigere Logistik-Funktion:

S=—=~1 2 _+1A (2.19)

S gemessenes Signal

A groBter Signalwert

A, kleinster Signalwert

X Ligandenkonzentration

X, Ligandenkonzentration am Testmittelpunkt
p Steigungsfaktor der Funktion

Uber den Testmittelpunkt (blaue Markierung in Abbildung 12) dieser Funktion ldsst sich die
Affinitatskonstante der untersuchten Interaktion ermitteln. Dieser Wert ist meist etwas verfalscht, da

nur die Rezeptorkonzentration und nicht die aktive Rezeptorkonzentration einbezogen wird.

120 —7s
100 | g
80 |-
.61:4 60 L
o
: L
=
o a0l
®
2 .
20 |
I n
0 =
MIV TR | 3 aanul L 3l 3l ool 1l 1
1E11 0.01 0.1 1 10 100 1000

Analytkonzentration [ppb]

Abbildung 12: Logistik-Fit (rot) einer Titrationskurve eines Antikérpers mit seinem Liganden (Analyt),
der Testmittelpunkt ist blau markiert.
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2.3 OPTISCHE GRUNDLAGEN

Unter diffusions-kontrollierten Messbedingungen kann neben der Affinitdtskonstante auch unter
zeitabhangiger Beobachtung des Konzentrationsverlaufs der Reaktion die Assoziationsraten-
konstante berechnet werden. Eine detaillierte Beschreibung der Bestimmung der
Assoziationsratenkonstanten unter diesen Bedingungen ebenso wie die Uberlagerung von Kinetik

und Diffusion bei der biomolekularen Interaktionsanalyse findet sich bei [Kumpf 2005].

2.3 OPTISCHE GRUNDLAGEN

2.3.1 TRANSMISSION UND REFLEXION VON LICHT

Tritt Licht von einem Medium in ein anderes ein, so kann es zu Absorption A, Transmission T
und/oder Reflexion R des Lichtes kommen, deren Ausmal abhangig von den optischen Konstanten

Absorptionskoeffizient k und Brechungsindex n der betrachteten Medien ist. Es gilt:

1=T+R+A (2.20)

Vernachlassigt man die Absorption (k =0) und betrachtet den Einfall eines Lichtstrahls unter einem
Winkel @, auf die Phasengrenze zwischen den beiden Medien mit n, und n, (wobei n, <n, ), so wird
der Lichtstrahl zum Teil reflektiert und zum Teil im Winkel @, beziiglich des Lots in das Medium mit
n, transmittiert (,gebrochen”). Dabei gilt das Brechungsgesetz nach Snellius (Gleichung (2.21)) und
es ergibt sich das in Abbildung 13 gezeigte Verhalten. Alle drei Teilstrahlen liegen dabei in einer

Ebene.

n, -sing, =n, -sing, (2.21)

Abbildung 13: Transmission und Reflexion eines Lichtstrahls an einer Phasengrenze mit n, <n,. Die
elektromagnetische Welle trifft unter einem Winkel ¢, auf die Phasengrenze und wird unter diesen
Bedingungen bei Transmission zum Lot hin gebrochen.
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2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Fir den reflektierten Anteil gilt das Reflexionsgesetz (,Einfallswinkel gleich Ausfallswinkel“). Die
Intensitat der Lichtstrahlen wird hierbei Uber die Fresnel-Koeffizienten beschrieben, r, , bzw. r,,,
fur den reflektierten Teilstrahl, t,,, bzw. t ,, fur den transmittierten Teilstrahl (Gleichung (2.22)).
Der Index 12 steht fiir den Ubergang des Lichts von Medium 1 nach Medium 2, p bezeichnet den

Anteil des Lichts, der parallel zur Einfallsebene liegt, s den senkrecht dazu stehenden Anteil.

N, Cos¢, —n, cosg,

P2 n, cosg, +n, cosd,
N, Cos¢@, —n, cosg,
* " n, cosg, +n,cosd, (2.22)
2n, cos g, '
p,12

- n,cos¢, +n, cosg,

3 2n, cos @,
“ " n cosd, +n,cosg,

2.3.2 REFLEXION AN DUNNEN SCHICHTEN

Als diinne Schichten bezeichnet man Schichten, deren physikalische Schichtdicke sich im Bereich der
Wellenlange des Lichts bewegt. Bei senkrechtem Lichteinfall ergibt sich fiir eine diinne Schicht mit
dem Brechungsindex n, und der physikalischen Schichtdicke d,, welche umgeben ist von zwei
Medien mit den Brechungsindices n, und n, von unendlicher Schichtdicke, das in Abbildung 14

gezeigte Verhalten.

n 2 d 2
c E. ....... A\
n L

Abbildung 14: Mehrfachreflexion eines Lichtstrahls an einer diinnen Schicht bei senkrechtem Einfall
nach [Frank 2005].

Der Lichtstrahl mit der Intensitit 1 trifft bei 0 senkrecht auf die Phasengrenze und wird dort

reflektiert und transmittiert. Flr den reflektierten Teilstrahl gilt gemaR Gleichung (2.22)
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,—n

_n 2

1 ’

n, +n,

flir den in die diinne Schicht transmittierten Teilstrahl ergibt sich gemaR Gleichung (2.20) eine
Amplitude zu \/1—r; . Der transmittierte Teilstrahl wird bei b erneut mit dem Bruchteil

_n,-n

L =
n, +n,

reflektiert, es ergibt sich somit fur dessen Amplitude r, -/1—r; . Dieser reflektierte Teilstrahl wird

bei C wiederum mit einer Amplitude von r, (l—rlz) transmittiert, die hier austretende Teilwelle hat

im Unterschied zur bei 0 reflektierten Teilwelle einen Gangunterschied von 2n,d,. Diese beiden

Teilwellen werden nun nach Amplitude und Phase addiert, es ergibt sich:

r +r2(1—r12)e"'Al (2.23)

4z
mit der Phase A, =—n,d,. Bei Fortsetzung der Reflexion und Transmission der

elektromagnetischen Welle innerhalb der Schicht mit n, (siehe d und € usw.) ergibt sich eine
unendliche Anzahl an Teilwellen, deren Amplituden und Phasen sich in der resultierenden Welle
addieren zu:

. nh+re *
re =—+—>+—_ (2.24)

Die messbare Reflektivitit R erhdlt man durch Multiplikation von (2.24) mit ihrem komplex
konjugierten Wert:
2 rP+r+2nrcosA,

=1 2 (2.25)
1+r'r +2nr,cosA,

R :‘re’g
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Abbildung 15: Simulierter Reflektivitdtsverlauf einer 1 nm (schwarz), 115 nm (rot), 330 nm (griin) bzw.
660 nm (blau) dicken Siliziumdioxid-Schicht, jeweils auf BK7 Glassubstrat ((iberschichtet mit Wasser).

In Abbildung 15 ist der simulierte Reflektivitatsverlauf fiir eine Siliziumdioxidschicht mit
unterschiedlichen Schichtdicken gegen die Wellenlange im sichtbaren Bereich aufgetragen. Deutlich
erkennbar ist, dass mit steigender Schichtdicke die Anzahl an Modulationen zunimmt, d. h. vermehrt
Minima und Maxima im Reflexionsspektrum erscheinen, und dass bei diesem Schichtsystem im

sichtbaren Bereich eine maximale Reflektivitat von 0,45 % gegeben ist.

2.4 REFLEKTOMETRISCHE INTERFERENZSPEKTROSKOPIE
2.4.1 ALLGEMEINES

Die Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS) ist eine auf Weilllichtinterferenz an diinnen
Schichten basierende Methode zur markierungsfreien und Zeit-aufgelosten Detektion von
Schichtdickendnderungen. Sie basiert auf dem Phdnomen der Interferenz von reflektierten
Teilstrahlen. Durch riickseitiges Beleuchten des planaren, transparenten Schichtsystems wird an
jeder Phasengrenze der Lichtstrahl teils transmittiert, teils reflektiert. Je nach verwendetem
Schichtsystem ergibt sich durch Brechungsindex n und physikalische Schichtdicke d ein fir diesen
Schichtaufbau charakteristisches Interferenzspektrum. Die sensitive Schicht ist die einzige Schicht,
deren chemische bzw. physikalische Eigenschaften sich durch die biomolekulare Interaktion dandern.
Sie ist die letzte Schicht, die der Lichtstrahl durchlduft. Durch Schichtdickenzunahme der sensitiven
Schicht, z. B. durch die Anbindung eines Rezeptors an einen immobilisierten Liganden oder durch die

Quellung von mikroporésen Polymeren durch Einlagerung von kleinen Molekiilen, dandert sich der
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Gangunterschied des Lichts in dieser Schicht. Hierdurch &ndert sich die Intensitdt bei jeder
Wellenldange und das Interferenzspektrum verschiebt sich in horizontaler Richtung.

Durch Verfolgen eines prominenten Punktes, z. B. eines Extrempunktes, kann aus dieser
Verschiebung auf die Anderung der optischen Schichtdicke zuriickgeschlossen werden. Hierdurch ist
es moglich, biomolekulare Interaktionen nicht nur qualitativ zu detektieren, sondern auch quantitativ
zu charakterisieren. Zum einen lassen sich kinetische Ratenkonstanten (Assoziations- und
Dissoziationsratenkonstanten) bestimmen, zum anderen kann die biomolekulare Wechselwirkung
thermodynamisch  charakterisiert werden  (Affinitdtskonstanten). Desweiteren ist die
Konzentrationsbestimmung (ber Kalibrierung der eingesetzten Sensoren moglich. Vorteil der
Reflektometrischen Interferenzspektroskopie ist die Robustheit gegenliber Temperaturanderungen.
Andert sich die Temperatur wihrend einer Messung, so kompensieren sich die Anderungen in

Brechungsindex und physikalischer Schichtdicke durch gegenlaufige Effekte nahezu komplett.

2.4.2 EINFLUSS DES SCHICHTSYSTEMS

Fiir die RIfS kommen planare und transparente Trager zum Einsatz, hauptsachlich Glastypoberflachen
bzw. Kunststoffsubstrate. Zur Funktionalisierung von Glastypoberflichen wird die etablierte
Silanchemie auf Siliziumdioxid-Oberflichen eingesetzt, zur Funktionalisierung von Kunststoff-
substraten verwendet man hauptsachlich durch elektrostatische Wechselwirkung auf die Oberflache
aufgebrachte Polyelektrolyt Multischichten (PEM) oder durch photochemische Methoden erzeugte
funktionelle Gruppen.

Betrachtet man Glastrager mit aufgebrachten Siliziumdioxidschichten im sichtbaren Spektralbereich,
so ist eine minimale Schichtdicke von 70 nm SiO, erforderlich, damit im Reflexionsspektrum ein
Minimum erhalten wird. Dieses Minimum hat seinen Scheitelpunkt bei einer Wellenlange von
ungefdahr 420 nm und ist recht breit, d. h. zur Auswertung durch einen Parabelfit relativ ungeeignet.
Wachst die SiO, Schichtdicke weiter an, so verschiebt sich das Minimum zu héheren Wellenlangen
bis es bei einer Schichtdicke von 130 nm SiO, wieder aus dem sichtbaren Bereich verschwindet. Ab
140 nm SiO, erscheint ein Maximum im Reflexionsspektrum, dieses verlauft ebenfalls recht breit und
verschiebt sich bei weiterer Schichtdickenzunahme ebenfalls zu hoheren Wellenlangen. Ab 210 nm
SiO, erscheint zusatzlich ein Minimum. Bei 250 nm SiO, verschwindet das Maximum aus dem
sichtbaren Bereich bis bei einer Schichtdicke von 280 nm SiO,wieder ein Maximum erscheint. In

Abbildung 16 ist dieser Reflektivitatsverlauf gezeigt.
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Abbildung 16: Simulierte Reflexionsspektren zur Bestimmung der minimalen Schichtdicken von
Siliziumdioxid auf BK7 Glassubstrat zum Erhalt von Extrempunkten fiir die spektrale Auswertung.

Wie aus den Simulationen ersichtlich ist, scheint eine Schichtdicke von 280 nm SiO, von Vorteil, da
ein spektral auswertbares Minimum im Bereich um eine Wellenlange von 550 nm vorhanden ist. In
diesem Wellenlangenbereich zeigen die verwendeten Diodenzeilenspektrometer ein geringes
Rauschen, der Polynomfit sollte in diesem Bereich also optimal sein.

Durch Einbringen einer hochbrechenden Schicht (z. B. Tantalpentoxid Ta;Os, Ny, =2,2) lasst sich die
Reflektivitdt um einen Faktor von ca. sieben auf ungefahr 3 % steigern. In Abbildung 17 ist der
Reflektivitatsverlauf einer 280 nm bzw. 330 nm dicken Siliziumdioxid-Schicht ohne bzw. mit einer

darunter aufgebrachten 10 nm dicken Tantalpentoxid-Schicht im sichtbaren Bereich gezeigt.
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Abbildung 17: Vergleich des simulierten Reflektivitétsverlaufs einer 280 nm (schwarz) bzw. einer 330
nm (rot) dicken Siliziumdioxid-Schicht, ohne (gestrichelte Linie) bzw. mit (kompakte Linie) einer
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2.4 REFLEKTOMETRISCHE INTERFERENZSPEKTROSKOPIE

darunter aufgebrachten 10 nm dicken Tantalpentoxid-Schicht, jeweils auf BK7 Glassubstrat (mit
Wasser liberschichtet).

Erkennbar ist, dass sich das Minimum durch vorheriges Aufbringen einer hochbrechenden Schicht zu
kiirzeren Wellenlangen (hypsochrom) verschiebt. Die Breite der Extrempunktbereiche wird durch die
hochbrechende Schicht schmaler, diese sind durch einen Polynomfit besser anzunahern als breite
Extrempunktbereiche, d. h. das Rauschen wird verringert. Als optimales Schichtsystem fiir die
spektrale Auswertung ergibt sich somit eine 330 nm Siliziumdioxid-Schicht auf 10 nm Tantalpentoxid

(,Interferenzglas”).

2.4.3 SPEKTRALE AUSWERTUNG

Durch Zeit-aufgelostes Verfolgen eines prominenten Punktes (Extrempunkt) im Interferenzspektrum
wahrend des Bindungsereignisses ist es moglich, Uber die optische Schichtdickendanderung
Informationen Uber das Wechselwirkungssystem zu erhalten. Diese sog. ,spektrale Auswertung”
erfordert ein Minimum oder ein Maximum im Interferenzspektrum, an welches ein Polynom
angepasst wird. Die Verschiebung eines Scheitelpunkts dieses Polynoms wird dann zur Auswertung
herangezogen. Je nach Polynom verbessert sich diese Anpassung durch Wahl einer héheren Ordnung
bis zu einem Optimum bei einem Polynom zwdélften Grades (Abbildung 18). Darliber hinaus wird die

Anpassung wieder schlechter [Poppe 2007].
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Abbildung 18: Mittlere quadratische Abweichung (MSE) der Polynomndherungen 2., 4. bis 13., 15.
und 20. Grades. Die Verwendung eines Polynoms zwélften Grades zur Anpassung an ein Extremum im
Interferenzspektrum liefert den besten Fit (nach [Poppe 2007]).
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2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Das Interferenzspektrum wird durch Referenzierung des Reflexionsspektrums erhalten. Hierbei wird
das bei Verwendung von WeiRlichtlampen auftretende Lampenspektrum subtrahiert. Als Referenz
fir Interferenzglas dient ein Transducer (,Referenzglas”) mit einer 10 nm dicken Tantalpentoxid-
Schicht auf Glassubstrat. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Referenzierung und Bestimmung der
Maxima bzw. Minima findet sich in [Hanel 2003].

In Abbildung 19 sind die simulierten Reflexionsspektren von Referenzglas und Interferenzglas gezeigt
(schwarze Kurven), sowie das durch Division dieser beiden erhaltene Interferenzspektrum (rot).
Erkennbar ist, dass durch die Referenzierung das Minimum schmaler und symmetrischer wird und

somit die Polynomanpassung weiter verbessert wird.
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Abbildung 19: Simuliertes Reflexionsspektrum von Referenzglas (schwarz gestrichelt) und simuliertes
Reflexionsspektrum von Interferenzglas (schwarz kompakt), jeweils auf BK7-Glassubstrat (mit Wasser
iberschichtet). Das daraus durch Referenzierung gewonnene Interferenzspektrum ist als rote
kompakte Kurve dargestellt.

Der Vorteil der spektralen Auswertung durch Einbeziehen einer Vielzahl an Wellenlangen Uber einen
bestimmten Bereich liegt in einem sehr geringen Rauschen von flUnf bis zehn pm optischer
Schichtdicke. AuRerdem lassen sich Artefakte wie Absorption oder Streuung einfach und mit groRer
Sicherheit aus einem Interferenzspektrum erkennen.

Der Nachteil der spektralen Auswertung liegt begriindet in der Tatsache, dass eine gewisse minimale
Schichtdicke auf dem Glastrager vorhanden sein muss, damit im Wellenlangenbereich von Interesse
Uberhaupt ein Extrempunkt vorhanden ist. Betrachtet man den sichtbaren Bereich zwischen 400 nm
und 800 nm, so erscheint ein fiir die spektrale Auswertung optimales Minimum bei einer
Schichtdicke von 330 nm Siliziumdioxid auf 10 nm Tantalpentoxid. Somit muss durch Aufdampfen
von Schichten geeigneter Dicke auf das Tragermaterial oder durch Praparieren dieser Schichten erst

die Ausgangssituation flr eine spektrale Auswertung geschaffen werden.
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2.4 REFLEKTOMETRISCHE INTERFERENZSPEKTROSKOPIE

In Abbildung 20 sind die bei einer Gleichgewichtsbeladung eines Antikdrper-Antigen-Systems
gemessenen Interferenzspektren gezeigt. Man erkennt deutlich die Verschiebung der Spektren nach
héheren Wellenlangen. Durch Polynomfit an jedes Spektrum kann das Minimum ermittelt werden
und somit die Verschiebung des Extrempunktes mit der Anderung der optischen Schichtdicke

korreliert werden.
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Abbildung 20: Bei der Gleichgewichtsbeladung eines Antikérpers an seinen immobilisierten Liganden
aufgenommenen Interferenzspektren. Deutlich zu erkennen ist die Verschiebung des Minimums nach
héheren Wellenldngen.

2.4.4 1-). REFLEKTOMETRIE

Im Gegensatz zur spektralen Auswertung bei der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie wird
bei der 1-A Reflektometrie die Intensitdtsdnderung einer einzelnen, geeigneten Wellenlange
wahrend des Bindungsereignisses verfolgt [Piehler 1997]. Es ist somit nicht notig, die Verschiebung
eines Extrempunktes im Spektrum zu verfolgen und es fallt die Restriktion einer minimalen
physikalischen Schichtdicke [Frank 2005]. Der experimentelle Aufbau vereinfacht sich hierbei enorm,
da zur Detektion lediglich eine monochromatische Lichtquelle, z. B. eine LED (light emitting diode),

eine Photodiode und der funktionalisierte Transducer bendtigt werden.
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Bei der Anderung der optischen Schichtdicke der sensitiven Schicht durch Anbindung von Molekiilen
an die Oberfliche #ndert sich die Reflektivitit jeder Wellenlinge. Die Anderung ist je nach
Schichtsystem und Wellenlange unterschiedlich, fir alle Wellenlangen andert sich die Reflektivitat
aber periodisch. Abbildung 21 zeigt den Verlauf der Reflektivitdt bei den Wellenlangen 450 nm
(schwarze Kurve) und bei 700 nm (rote Kurve) fiir einen Schichtzuwachs der AMD-Schicht um 250 nm
auf Interferenzglas. Zu erkennen ist, dass bei einer Wellenldnge von 450 nm zwei Maxima und zwei
Minima durchlaufen werden, wahrend bei einer Wellenlange von 700 nm nur ein Minimum und ein

Maximum durchlaufen wird.
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Abbildung 21: Simulierter Verlauf der Reflektivitit der Wellenléingen 450 nm (schwarze Kurve) und
700 nm (rote Kurve) in Abhéngigkeit der physikalischen Schichtdicke der sensitiven Schicht (in diesem
Fall: AMD) auf Interferenzglas.

Zu beachten ist bei der 1-A Reflektometrie, dass die zur Detektion verwendete Wellenldange geeignet
gewahlt wird. Generell kann jede Wellenldnge verwendet werden, da die Information der
biomolekularen Interaktion in jeder Wellenlange vorhanden ist. Je nach Schichtsystem und
betrachtetem Interaktionssystem ist aber eine andere Wellenldnge zur Erzielung einer optimalen
Auswertung zu wahlen.

Im Folgenden wird das Schichtsystem AMD auf Interferenzglas betrachtet. Unter Flissigkeit (Puffer)
ist das Polymer auf eine physikalische Schichtdicke von ungefdahr 30 nm [Hehl 1998] gequollen. Bei
Anbindung eines Antikérpers an einen auf dem AMD immobilisierten Liganden quillt die sensitive
Schicht auf ca. 60 nm an. Fir die Wellenlange von 450 nm zeigt sich bei diesem
Schichtdickenzuwachs von 30 nm auf 60 nm (und etwas dariiber hinaus) ein linearer Zusammenhang,
die Reflektivitdit nimmt linear mit der physikalischen Schichtdicke ab. Zur Beobachtung von
biomolekularen Wechselwirkungen in diesem Bereich der physikalischen Schichtdickendnderung ist
diese Wellenldange somit geeignet. Fiir die Wellenlange 700 nm zeigt sich ein linearer Zusammenhang

bis genau 60 nm physikalischer Schichtdicke der sensitiven Schicht, dariiber hinaus ist das Verhalten
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2.4 REFLEKTOMETRISCHE INTERFERENZSPEKTROSKOPIE

nicht mehr linear. Diese Wellenlange ist fir die Untersuchung dieses Wechselwirkungssystems auf
Interferenzglas somit ebenfalls geeignet. Betrachtet man hingegen die Wellenlange 520 nm, so sieht
man deutlich, dass man fiir das gewdahlte Antigen-Antikorper-System ein Maximum der Reflektivitat
durchlauft, fir mittlere Konzentrationen an Analyt also groRere Signale erzielt werden als flr groRRere
Konzentrationen (Abbildung 22). AuRerdem kehrt sich die Anderung der Reflektivitit von positiv

nach negativ um.
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Abbildung 22: Simulierter Verlauf der Reflektivitit bei der Wellenldnge 520 nm in Abhdngigkeit der
physikalischen Schichtdicke der sensitiven Schicht (in diesem Fall: AMD) auf Interferenzglas. Rot
markiert ist der Bereich, in dem sich die physikalische Schichtdicke bei der Untersuchung der
Anbindung von Antikérpern an immobilisiertes Antigen dndert.

In Abbildung 23 sind die bei der in Abbildung 20 gezeigten Messung der Gleichgewichtsbeladung
eines Antikdrpers mit immobilisiertem Liganden erhaltenen Spektren normiert auf das erste
Spektrum gezeigt. Gut erkennbar ist in dieser Abbildung die Anderung der Intensitit fir jede
Wellenldange wahrend der Messung. Maximale Intensitdtsanderungen erhdlt man fir die
Wellenldangen 515 nm (positiv) und 648 nm (negativ). Bei ca. 450 nm und ca. 573 nm hingegen dndert

sich die Intensitat wahrend der biomolekularen Interaktion fast gar nicht.
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Abbildung 23: Aus einer Gleichgewichtsbeladung mit Antikérper erhaltene Interferenzspektren,
normiert auf das erste Spektrum. Man erkennt deutlich die Anderung der Intensitdt bei jeder
Wellenldnge (siehe auch [Kumpf 2005]).

Nach [Frank 2005] ist die Wellenldange ,optimal“, bei der die Intensitatsanderung maximal ist. Dies
kann insofern falsch sein, als dass zwar das erhaltene Signal am groften ist, die gewahlte
Wellenldange unter Umstanden aber das in Abbildung 22 dargestellte Verhalten zeigt. Flir quantitative
Untersuchungen wie z. B. Affinitdtskonstanten- oder Konzentrationsbestimmungen kann diese
Wellenldnge somit ungeeignet sein. Essentieller als die maximale Intensitdtsianderung ist die

Gewibhrleistung einer linearen Abhingigkeit der Reflektivitit von der Anderung der physikalischen

Schichtdicke im betrachteten Messbereich.

Betrachtet man die Anbindung grofRerer Molekiile bzw. Teilchen, so ist die Wahl einer hohen
Wellenlange geeignet, da der Bereich, in dem sich die Intensitat linear zur Schichtdickenzunahme
verhdlt breiter ist, als bei kiirzeren Wellenlangen. In Abbildung 24 sind die Abstinde zwischen
Minimum und Maximum in Abhangigkeit der Wellenldnge des eingestrahlten Lichts gezeigt.
Verwendet man groRere Wellenldngen fiir die 1-A Reflektometrie, so kann man Uber einen gréBeren
Bereich der physikalischen Schichtdickenzunahme messen, ohne Verlust der linearen Abhangigkeit
der Reflektivitat von der physikalischen Schichtdickendanderung. Dies kann insbesondere bei grofien
Analyten von Vorteil sein. Bei kleineren Wellenlangen hingegen ist die Empfindlichkeit der Messung

fir kleinere Molekiile groRRer.
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Abbildung 24: Aus simulierten Reflektivitétsverldufen erhaltene Abstdnde zwischen Minimum und
Maximum, aufgetragen in Abhéngigkeit der Wellenlénge des eingestrahlten Lichts.

Die 1-A Reflektometrie ldsst sich aufgrund ihrer Einfachheit sehr gut miniaturisieren und
parallelisieren. Das zurzeit entwickelte iRIf (imaging RIf) basiert auf eben dieser Methode. Mit einer
LED wird ein funktionalisierter Mikroskop-Glastrager ausgeleuchtet, an dem die biomolekulare
Interaktion stattfindet. Mit einer CCD-Kamera wird die Intensitdt des am Transducer reflektierten
Lichts aufgezeichnet. Durch ortsaufgeloste Auswertung der Intensitdtsianderung kann man sehr
einfach Hochdurchsatz-Screening auf Mikroarrays betreiben. Zum Referenzieren von unspezifischer
Bindung wahlt man nicht bespottete Flachen auf dem Mikroarray und verrechnet diese mit den
interessanten Spots.

Ein Nachteil der RIf gegeniliber der spektralen RIfS ist, dass man Artefakte wie Luftblasen bzw.
Brechungsindexspriinge nicht so einfach von Bindungssignalen unterscheiden kann, da beim
spektralen RIfS sich die Intensitdt samtlicher Wellenldngen bei einem Artefakt analog zueinander
verandern. Zur Erkennung von Artefakten in der RIf konnte eine zweite optimale Wellenlange
hinzugezogen werden. Diese konnte auch zur Driftkorrektur eingesetzt werden (sog. 2-A
Reflektometrie). Wichtig hierbei ist, dass sich die Anderung der Reflektivitit bei der zweiten

Wellenldange im untersuchten Schichtdickenbereich ebenfalls linear verhalt.
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2.5 NANOPARTIKEL

Die in den letzten Jahren entstandene Nanotechnologie hat sich zu einem vielversprechenden
Forschungsgebiet mit breitem Anwendungsfeld entwickelt. Materialien in Nanometerskala (griech.
nano = Zwerg) zeigen aufgrund ihrer geringen GréRe andere mechanische, optische, elektrische und
magnetische Eigenschaften als die entsprechenden Materialien in makroskopischen Dimensionen.
Das Verhaltnis von Oberflaiche zum Volumen macht Nanopartikel ebenfalls besonders in ihrem
Verhalten. Nanopartikel bilden damit eine Briicke zwischen isolierten Atomen und Festkorpern.
Nanomaterialien wurden schon in der Antike zur Farbung von Glasern eingesetzt. Heutzutage finden
sie Einsatz in der Katalyse, Photographie, als Beschichtung von Oberflichen und in der
Datenspeicher- und Sensortechnologie.

Eine Vielzahl von Nanopartikeln bestehend aus unterschiedlichen Materialien ist derzeit Fokus der
Forschung. Neben metallischen Nanopartikeln (v. a. Gold, Silber, Platin) kommen inzwischen auch
magnetische Nanopartikel (z. B. Magnetit, Maghemit), halbleitende Materialien (z. B. TiO,, CdSe, CdS,
PbS) und Polymer-Partikel (z. B. Polystyrol, PMMA, Polylactat) sowie Kombinationen oben gennanter

als sog. Core-Shell-Partikel zum Einsatz.

2.5.1 MAGNETISCHE NANOPARTIKEL

Magnetische Nanopartikel (mNP) finden v. a. Anwendung in der Biomedizin zur gezielten Freisetzung
von Medikamenten, Nukleinsduresequenzen oder radioaktiven Pharmazeutika im menschlichen
Korper, zur Behandlung von Tumoren (Hyperthermie), in der Kernspinresonanztechnik, in
Immunoassays und zur Abtrennung und Reinigung von Nukleinsauren und Zellen. Die mNP bestehen
normalerweise aus einem kleinen, meist 3-8 nm grofRen magnetischen Kern (Magnetit, Fe;0,) und
einer umgebenden Hille, welche den Hauptteil der GréRBe des Partikels ausmacht und die
Agglomeration der Teilchen verhindert. Die Hiille besteht meist aus Tensiden, Biomolekiilen oder
Polymeren wie z. B. Dextran, und bietet die Moglichkeit, weitere (Bio-) Molekiile an die Partikel zu
binden. AuBerdem kann tber die Wahl der Hiille die Biokompatibilitat der Partikel gesteuert werden.
Der Magnetit-Kern zeigt super-paramagnetisches Verhalten, d. h. Remanenz und Koerzitivkraft gehen
gegen Null, nach Entfernen eines externen Magnetfeldes sind die Teilchen vollstdndig
entmagnetisiert. Die Kristallstruktur von Magnetit (inverse Spinellstruktur) ist in Abbildung 25

gezeigt.
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Abbildung 25: Kristallstruktur von Magnetit (inverse Spinellstruktur) (Quelle: http://www.physik.uni-
augsburg.de/~schrupda).

Bisher ist Magnetit das einzige super-paramagnetische Material das fir den Einsatz am und im
Menschen zugelassen ist. Magnetit-Nanopartikel sind nicht-toxisch und biokompatibel und werden
Uber die Niere oder Leber ausgewaschen oder (iber Phagozyten metabolisiert [Berry 2003].

Fir die Herstellung von magnetischen Nanopartikel (mNP) gibt es zwischenzeitlich eine Reihe von
Synthesevorschriften. Mittels nass-chemischer Verfahren lassen sich Magnetit-Nanopartikel einfach
und mit guter Reproduzierbarkeit herstellen. Beim Mischen einer FeCl,-Losung mit einer FeCls-
Losung unter ammoniakalischen Bedingungen fallen Magnetit-Nanopartikel aus. Durch Variation der
Reaktionsdauer und der Temperatur kann die GrofRe der entstehenden Nanopartikel gesteuert
werden. Nach Abtrennung der mNP aus dem Gemisch werden diese mittels
Tetrabutylammoniumhydroxid, oberflaichenaktiven Stoffen (z. B. Tensiden) oder mit
Polymerumhillungen (z. B. Dextran) stabilisiert und gegen eine Agglomeration untereinander
geschiitzt. Eine weitere Moglichkeit, magnetische Nanopartikel herzustellen besteht in der
thermischen Zersetzung von Eisentriacetylacetonat (Fe(acac)s;) oder Eisenpentacarbonyl (Fe(CO)s)).
Die so erhaltenen Nanopartikel kénnen nur in organischen Losungsmitteln gelést werden und
erreichen eine maximale GroRe von 15 nm Durchmesser. Desweiteren stellen spezielle Bakterien
(magentospirillum gryphiswaldense) sog. Magnetosome (Magnetit-Nanopartikel umgeben von
Lipiden) mit einer Ausbeute von ungefdahr 6 mg Magnetit pro Liter und Tag her [Heyen 2003; Buske
1984; Khalafalla 1980; Shen, 1999; Hyeon 2003; Sun 2002].

Je nach umgebender Hiille konnen diese magnetischen Nanopartikel auf unterschiedlichsten Wegen
funktionalisiert werden, z. B. durch elektrostatische Wechselwirkungen, kovalente Bindungen (liber
homo- oder hetero-bifunktionelle Linker) oder Affinitatsreaktionen (Biotin-Streptavidin, Protein G-

Antikorper).
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2.5.2 GOLDNANOPARTIKEL

Goldnanopartikel (gNP) wurden schon vor vielen hunderten Jahren aufgrund ihrer leuchtend roten
Farbe zum Farben von Kirchenfenstern und Weinpokalen verwendet. Diese kommt durch eine starke
Absorptionsbande im VIS-Bereich zustande, verursacht durch eine kollektive Schwingung der
Leitungsbandelektronen  (Plasmonenschwingung). Man spricht auch von lokalisierter
Oberflachenplasmonenresonanz  (localized  surface  plasmon  resonance,  LSPR).  Die
Resonanzwellenldnge hangt dabei vom Brechungsindex der Umgebung des Nanopartikels ab. Bindet
ein Ligandmolekil in wassriger Losung (Matrix) an einen auf dem gNP immobilisierten Rezeptor, so
verandert sich der Brechungsindex in der ndheren Umgebung und die Resonanzwellenldange

verschiebt sich (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der Beschichtung von Goldnanopartikeln (links) und die sich
dabei aufgrund des verdndernden Brechungsindex der Umgebung verschiebenden UV/VIS-Spektren
(modifiziert nach [Biicker, 2007]).

Diese Eigenschaft kann wie bei der konventionellen SPR zu sensorischen Zwecken (Biomolekulare
Interaktionsanalyse) genutzt werden [Lukosz 1991; Lukosz 1997; Liedberg 1993; Englebienne 2003;
Haes 2004a; Haes 2004b]. AuBerdem werden die gNP zur Markierung von Molekiilen (z. B. Proteine
in Zerebrospinalflissigkeit und Blutserum [Green 1925; Maclagan 1944] analog zur Markierung mit
Fluoreszenzfarbstoffen verwendet.

Desweiteren verstarken Goldnanopartikel in der konventionellen Oberflachenplasmonenresonanz
Spektroskopie aufgrund von Plasmonenkopplung das Signal [He 2000]. In der Ramanspektroskopie
wird das Signal durch Einsatz von gNP sogar um mehrere GroRenordnungen verstarkt (sog.
oberflachenverstarkte Ramanspektroskopie, surface enhanced raman spectroscopy, SERS).
Goldnanopartikel kénnen auf zwei Arten hergestellt werden: durch Feinverteilung von kristallinem
Gold durch Anlegen eines Hochspannungsfeldes oder durch reduktive Kondensation von
entsprechenden Metallsalzen. Die reduktive Kondensation von Goldsdaure mit Citrat bei erhéhten

Temperaturen ist die geldufigste Methode zur Herstellung von gNP in der GrolRe zwischen 2 nm und
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50 nm. Die Reduktion von Goldsaure mit Iso-Ascorbinsdure in Gegenwart von Gummiarabikum liefert
in Abhdngigkeit vom pH-Wert und der Konzentration des Reduktionsmittels gNP zwischen 80 nm und
5 um [Goia 1999].

Zur Funktionalisierung von Goldnanopartikeln stehen zwei einfache und schnelle Moglichkeiten zur
Verfligung. Die erste besteht in der elektrostatischen Anbindung von Polyelektrolyten. gNP sind
negativ geladen, d. h. die Anbindung eines Polykations ist Gber Adsorption moglich und stabil. Dieses
Polykation kann dann funktionalisiert bzw. durch Auftragen eines Polyanions die Hille weiter
verandert werden. Die zweite Moglichkeit liegt in der starken, dativen Bindung zwischen Schwefel-
und Gold-Atomen [Paddephatt 1978; Dubois 1992]. Thiol-funktionalisierte Molekile (z. B.
Alkanthiole, thiolierte Oligonukleotide oder Proteine, etc.) wurden und werden erfolgreich bei der

Synthese von gNP an diese angebunden (Abbildung 27) und eingesetzt.
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Abbildung 27: Schematische Darstellung der simultanen Synthese und Beschichtung von
Goldnanopartikeln mittels thiolierter Molekiile (modifiziert nach [Shan 2007]).

2.5.3 SILIKANANOPARTIKEL

Silikananopartikel (sNP) werden hauptsachlich als Trager fir (Fluoreszenz-)Farbstoffe verwendet.
Hierfir werden die Farbstoffe entweder auf die Oberfliche gekoppelt oder in die Partikel eingebaut
(Abbildung 28). Ahnlich den Quantenpunkten zeigen diese markierten sNP ein stark vermindertes
Photobleichen der Farbstoffmolekiile. Die sNP lassen sich Uber Silanchemie einfach und schnell
kovalent funktionalisieren und aufreinigen. Daher bieten sie ein groRBes Potential in der Multiplex-

Analyse und als ,,barcoding targets” [Wang 2006].
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2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Zur Herstellung von reinen Silikananopartikeln gibt es neben dem fiir gewdhnlich verwendeten
Stober-Prozess [Stober 1968] noch die Pyrolyse-Reaktionen [Pratsinis 1998],
Mikroemulsionspolymerisation [Esquena 1997] und Wasserdampfhydrolysen [Ingebrethsen 1983].

Beim Stoéber-Prozess findet eine Hydrolyse von Tetraethylorthosilikat (TEOS) in einer Losung aus
Ammoniak, Wasser und Alkohol mit anschlieBender Kondensation der entstehenden
Orthokieselsaure statt. Je nach Wasser- und Ammoniakkonzentration lassen sich nach Stober sNP
zwischen wenigen Nanometern und ca. 1 um GroBe synthetisieren. Durch Erhohung der
Monomerkonzentration erhalt man noch gréRere sNP, allerdings erhoht sich die GroRenverteilung
drastisch [van Helden 1981]. Verwendet man Monomere mit ldangeren Alkylketten (z. B.
Tetrapentylorthosilikat), so vergroRern sich die gebildeten sNP aufgrund geringerer

Hydrolysegeschwindigkeit noch weiter [Bogush 1988].

Si(OEt)s .9
NHs/H20/EtOH R I ©
b "Stober”
Farbstoff-Organo-
silikat-Kern

"core-shell"-Partikel

Abbildung 28: Schematische Darstellung der Synthese von sog. ,,core-shell“-Partikeln aus Farbstoff-
Organosilikat-Prekursoren mittels der Stéber-Methode (modifiziert nach [Burns 2006]).
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3.1 MATERIALIEN

3. MATERIALEN UND METHODEN

3.1 MATERIALIEN

3.1.1 STANDARDCHEMIKALIEN

DCC Dicyclohexyl-carbodiimid Sigma, Deisenhofen/D
DIC Diisopropoyl-carbodiimid Fluka, Neu-Ulm/D
DCM Dichlormethan Fluka, Neu-Ulm/D
DIPEA N,N-Diisopropylethylamin Sigma, Deisenhofen/D
DMF N,N-Dimethylformamid Fluka, Neu-Ulm/D
EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid Fluka, Neu-Ulm/D
GA Glutarsaureanhydrid Fluka, Neu-Ulm/D
GOPTS 3-Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan Fluka, Neu-Ulm/D
H,0, Wasserstoffperoxidlosung, 30 %ig Fluka, Neu-Ulm/D
H,SO, Schwefelsidure, rauchend Sigma, Deisenhofen/D
KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat Fluka, Neu-Ulm/D
KOH Kaliumhydroxid Fluka, Neu-Ulm/D
NacCl Natriumchlorid Fluka, Neu-Ulm/D
NaOH Natriumhydroxid Fluka, Neu-Ulm/D
NHS N-Hydroxysuccinimid Fluka, Neu-Ulm/D
OVA Ovalbumin Sigma, Deisenhofen/D
SDS Natriumlaurylfatlésung (sodium dodecyl sulfate), 10 %ig  Fluka, Neu-Ulm/D
U fetramethylorontumietrafiarabora Fus, Neu im0
TO Testosteron 3-(O-carboxymethyl)oxim Sigma, Deisenhofen/D

3.1.2 BIOCHEMIKALIEN UND NANOPARTIKEL

Oligonukleotide

Samtliche verwendete Oligonukleotide wurden bezogen von IBA, Gottingen/D.

Name

Sequenz

POIA3 anker 1

(H,NCs) 5 - CGC TAC AAC CTACAT- 3

POIA3 antisense 5- ATG TAG GTT GTA GCG - 3f

15T anker

(HyNGCg) 5 -TTTTTITTIT TTTTTT - 3

21A-POIA3 tandem

5‘- AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA CGC TAC AAC CTA CAT - 3/
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3. MATERIALEN UND METHODEN

Antikérper
Name Typ Kommentar
angegebene Affinitatskonstante k=5 - 10" [L/mol];
a-Testosteron l8G bezogen von Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen/D.
G-ACA lgG ggﬁ:;;c[‘oe,:;v;rzs/zil_” Verfligung gestellt von R. Abuknesha, King’s
Nanopartikel
Material Gréfe Funktionalisierung Hersteller
Si0, 50 nm Carboxy G.Kisker GbR, Steinfurt/D
Sio, 50 nm Streptavidin G.Kisker GbR, Steinfurt/D
Sio, 70 nm Carboxy G.Kisker GbR, Steinfurt/D
Au 20 nm - Plano GmbH, Wetzlar/D
Au 20 nm Antikorper (a-Biotin) Plano GmbH, Wetzlar/D
Au 50 nm -—- Plano GmbH, Wetzlar/D
,Nanobeads” 50 nm - Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach/D
,Nanobeads” 50 nm Amino Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach/D
,Nanobeads” 50 nm Streptavidin Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach/D
,Nanobeads” 50 nm Oligo(dT) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach/D
,Nanobeads” 50 nm POIA3-antisense Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach/D
,Nanobeads” 50 nm MaBu-antisense (LNA) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach/D
,Nanobeads” 130 nm POIA3-antisense chemicell GmbH, Berlin/D
,Nanobeads” 250 nm POIA3-antisense G.Kisker GbR, Steinfurt/D
,Nanobeads” 500 nm unfunktionalisiert Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach/D
,Nanobeads” 500 nm POIA3-antisense Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach/D

3.1.3 POLYMERE UND BIOPOLYMERE

AMD Aminodextran, 100000 Da, Aminierungsgrad 50 %

Innovent e.V., Jena/D

CMD Carboxymethyldextran, 100000 Da

Innovent e.V., Jena/D

DAPEG Diamino-Polyethylenglykol, 2000 Da

Rapp Polymere, Tubingen/D

DCPEG Dicarboxy-Polyethylenglykol, 2000 Da

Rapp Polymere, Tubingen/D
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3.1 MATERIALIEN

3.1.4 BESCHICHTETE GLASTRAGER UND ANDERE SUBSTRATE

Name Substrat 1. Schicht* 2. Schicht* Hersteller
D263 Tazos Sio, ‘
Interferenzglas Ner =152 Nsoo = 2,2 Nseo = 1,46 Unaxis, Balzers/FL
2007 & d =10 nm d =330 nm
Tazos
In;ceefr::;izz N D%61352 Nsgo = 2,2 Unaxis, Balzers/FL
007 & d=10nm
BK7 Ta205 S|02
Goetheglas Ner =152 Nsgo = 2,2 Nsgo = 1,46 Berliner Glas, Berlin/D
007 & d=45nm d=20nm
Ta205
Ffe(}(::r;iz N B_KZ 59 Nsgo = 2,2 Berliner Glas, Berlin/D
007 & d=45nm
) BK7 cr . .
Jagerglas Ner =152 Nsoo = 2,8 Berliner Glas, Berlin/D
500 = 4, d — 3 nm
TiO, e .
Schweizerglas BK7 e =26 MICROS Préazisionsoptik GmbH &
_ 500 = £, - .
Nsgo = 1,52 d =100 nm Co. KG, Schmiedefeld/D
BK7 MICROS Préazisionsoptik GmbH &
BK7-Substrat Nsgo = 1,52 Co. KG, Schmiedefeld/D
Plastik ZEONOR microfluidic ChipShop GmbH,
Nsoo = 1,52 Jena/D

(* Die 1. Schicht ist die direkt auf das Substrat aufgetragene Schicht, die 2. Schicht ist auf die 1.

Schicht aufgedampft.)

3.1.5 LOSUNGEN

phosphatgepufferte Kochsalzlésung, PBS
(phosphate buffered saline)

8,76 g (150 mmol) NaCl und
1,36 g (10 mmol) KH,PO,
in 1 L bidestilliertem Wasser, auf pH 7,4 titriert

,Piranha”

60 mL H,SO,4 (konz., 96 %ig) und
40 mL H,0; (30 %ig)
VORSICHT: Warmeentwicklung beim Mischen!

Regenerationslosung 1

0,5 % SDS, mit HCl auf pH 1,9 titriert
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3. MATERIALEN UND METHODEN

3.1.6 GERATE

Kuvettenspektrometer SPEKOL 1100 von Analytik Jena AG, Jena/D, modifiziert nach [Kraus 1993]
mit Polymerlichtleiter (PMMA), 1 mm Durchmesser mit 1-auf-2 Faserkoppler von Boehringer
Ingelheim microParts GmbH, Dortmund/D, und 5 V / 10 W Halogenlampe mit integriertem
Reflektor von Oshino Lamps GmbH, Nurnberg/D.

ASIA FlieRinjektionsanalyse(FIA)-System und Autosampler von ISMATEC Laboratoriumstechnik
GmbH, Wertheim-Mondfeld/D.

pH-Meter CG 843 von Schott AG, Mainz/D.

Spektralellipsometer ES4G von Sopra SA, Paris/F.

Multimode™ SPM-Gerit von Veeco Metrology Inc., Santa Barbara/USA.

UV/VIS-Spektrometer lambda 2 von Perkin Elmer, Miinchen/D.

3.2 METHODEN

3.2.1 OBERFLACHENMODIFIZIERUNG VON GLASTYPOBERFLACHEN

Die einzelnen Behandlungsschritte zur Funktionalisierung der Glastypoberflachen sind schematisch in
Abbildung 29 gezeigt. Die kovalente Anbindung von Polymer und Ligand liefert eine sehr stabile
Oberflachenbeschichtung, die lange haltbar und gut regenerationsfihig ist. Somit sind diese

Schichten sehr haufig wieder verwendbar.

Piranha
]
aH ar aH o OH a
Io 1l i 1 kA
\. . . | VA
GOPTS AMD
_— o o =) X o a —

z 2

H2
\NV — ] NEER

Glutarsaure- NHS/DIC e °

anhydrid
—_—

Antigen

Abbildung 29: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte bei der kovalenten
Oberfldchenfunktionalisierung von Glastypoberfiichen (nach [Albrecht 2006]).

45



3.2 METHODEN

Reinigung und Aktivierung

Zur Reinigung und Aktivierung werden , Interferenzglas” und ,Goethe-Glas” fir maximal eine Minute
in 6 N KOH eingelegt, mit bidestilliertem Wasser gespiilt und anschlieRend im Ultraschallbad mit
,Piranha” fir zehn Minuten aktiviert. Hierdurch werden auf der Siliziumdioxid-Schicht Silanol-
Gruppen erzeugt und der Transducer wird sehr hydrophil.

»Schweizer-Glas“ wird im Plasmaverascher mit Sauerstoff-Plasma (300 W unter 0,8 mbar O,) 15
Minuten lang behandelt. Hierdurch wird die Oberflache ebenfalls gereinigt und fiir die anschlieRende
Silanisierung aktiviert [Schweizer 2005].

Da die Aktivierung bereits nach wenigen Stunden abklingt, werden die so behandelten Glastrager

gleich weiterverarbeitet.

Silanisierung

Die frisch gereinigten und aktivierten Glastrager werden griindlich mit bidestilliertem Wasser gespiilt
und im Stickstoffstrom trocken geblasen. Fir die Silanisierung wird in einer leeren Glaskammer 15 uL
GOPTS auf einen Glastrager pipettiert und mit einem zweiten Trager gedeckelt (sog. ,Sandwich-
Technik”). Nach einer Stunde werden die Glastrager griindlich mit wasserfreiem Aceton gespult und
mit Stickstoff trocken geblasen. Die mit GOPTS silanisierten Glastrager werden gleich

weiterverarbeitet.

Immobilisierung von Biopolymer

Zur Immobilisierung von Aminodextran wird in einer mit Wasserdampf gesattigten Glaskammer 10
pL einer AMD-Losung (1 mg AMD in 10 pl bidestilliertem Wasser) auf einen Glastrager pipettiert und
mit einem zweiten gedeckelt und Uber Nacht stehen gelassen. Danach werden die Glastrager
grindlich mit bidestilliertem Wasser gespult und mit Stickstoff trocken geblasen.

Zur Immobilisierung von Polyethylenglykol wird in einer leeren Glasschale 10 uL einer PEG-L6sung (4
mg PEG in 1 mL DCM) auf einen silanisierten Trager pipettiert und die Glasschale dann in einem Ofen
bei 70 °C Gber Nacht stehen gelassen. Danach werden die Glastrager griindlich mit bidestilliertem
Wasser gespilt und mit Stickstoff trocken geblasen.

Die so aufgebrachten Biopolymerbeschichtungen sind bei Lagerung der Glastrager im Kihlschrank

Uber mehrere Monate haltbar.
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3. MATERIALEN UND METHODEN

Immobilisierung von carboxy-funktionalisierten Liganden bzw. Biotinylierung

Zur Immobilisierung von carboxy-funktionalisierten Liganden wird zuerst eine Lésung aus 1 mg
Ligand mit 1,5 pL DIC in 10 pL wasserfreiem DMF eine Minute lang aktiviert, anschliefend 10 pL
dieser Losung in einer mit DMF-Dampf gesattigten Kammer auf einen Glastrdger pipettiert und mit
einem zweiten gedeckelt. Nach Reaktion Giber Nacht werden die Glastrager zuerst mit DMF, dann mit
bidestilliertem Wasser gespilt und mit Stickstoff trocken geblasen.

Zur Biotinylierung von amino-funktionalisierten Oberflichen wird in einer mit DMF-Dampf
gesattigten Kammer 10 pL einer Lésung bestehend aus 1 mg d-Biotin, 1,4 mg TBTU und 4 uL DIPEA in
50 uL wasserfreiem DMF auf einen Glastrager pipettiert und mit einem zweiten gedeckelt. Nach zwei
Stunden werden die Glastrager griindlich mit DMF und anschlieRend mit bidestilliertem Wasser

gespilt und mit Stickstoff trocken geblasen.

Immobilisierung von amino-funktionalisierten Liganden

Zur Immobilisierung von amino-funktionalisierten Liganden wird die amino-funktionalisierte
Oberflache in einem ersten Schritt mittels Glutarsaureanhydrid umfunktionalisiert. Hierfiir pipettiert
man in einer mit DMF-Dampf gesattigten Kammer 10 pL einer Lésung aus 4 mg Glutarsdureanhydrid
in 1 uL wasserfreiem DMF auf einen Glastrager und deckelt mit einem zweiten. Nach Reaktion tber
Nacht werden die Glastrager zuerst mit DMF, anschlieBend mit bidestilliertem Wasser gespilt und
mit Stickstoff trocken geblasen. Auf die so hergestellten carboxy-funktionalisierten Glastrager wird
dann in einer mit DMF-Dampf geséattigten Kammer 10 uL einer Lésung aus 7,5 mg NHS und 3 uL DIC
in 10 pL wasserfreiem DMF pipettiert, mit einem zweiten gedeckelt und mindestens vier Stunden
stehen gelassen. Anschliefend werden die Glastrager mit DMF und wasserfreiem Aceton gesplt und
mit Stickstoff trocken geblasen. Aufgrund der Reaktivitidt der so erzeugten Aktivester miissen diese
Glastrager zligig weiterverarbeitet werden.

Amino-funktionalisierte Oligonukleotide werden mit Hilfe eines Piezo-Spotters [Stemmler 1999] auf
die Oberflache gedruckt. Dies bewirkt eine hohere Dichte von DNA-Einzelstrangen auf der Oberflache
und tragt somit zu einem hoheren Signal bei der Hybridisierung mit dem komplementdren DNA-
Einzelstrang bei.

Andere amino-funktionalisierte Liganden werden flachig auf die mit Aktivester aktivierten Glastrager
aufgebracht. Hierfiir pipettiert man in einer mit Losungsmittel-Dampf gesattigten Glaskammer 10 uL
einer Losung des Liganden (1 mg Ligand in 10 pL des jeweiligen Lésungsmittels) auf einen Glastrager,
deckelt mit einem zweiten und lasst Gber Nacht stehen. Anschlieend werden die Glastrager

grindlich mit bidestilliertem Wasser gespult und mit Stickstoff trocken geblasen.
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3.2 METHODEN

Aufbau von Polyelektrolyt Multischichten

Polyelektrolyt Multischichten kénnen entweder offline oder online, d. h. in der Flusszelle des RIfS-
Aufbaus, auf den Glastypoberflaichen aufgebracht werden. Hierfiir werden die Glastrager wie oben
beschrieben gereinigt und aktiviert. Dann erfolgt das Eintauchen bzw. das Durchspiilen der RIfS-
Flusszelle mit einer PEI-Lésung fiir mindestens finf Minuten. Anschliefend trdgt man alternierend
ein beliebiges Polyanion bzw. ein beliebiges Polykation auf die Glastrageroberflaiche auf. Die so
hergestellten Polymerbeschichtungen sind bei Lagerung der Glastrager im Kihlschrank tiber mehrere
Wochen haltbar.

Je nachdem, welche Schicht als letzte aufgetragen wird, entscheidet sich das Vorgehen fiir die
weitere Funktionalisierung der Oberfliche. Nach oben genannten Protokollen kénnen dann sowohl

carboxy- als auch amino-funktionalisierte Liganden immobilisiert werden.

3.2.2 REFLEKTOMETRISCHE INTERFERENZSPEKTROSKOPIE (RIFS)

Aufbau

Uber eine Faseroptik wird Licht einer Halogenlampe senkrecht auf einen Glastriager (Transducer)
geflihrt. Das an dem Glastrager reflektierte Licht wird (iber dieselbe Faser eingesammelt und gelangt
Uber einen Y-Koppler zum Diodenzeilenspektrometer. Zwischen Transducer und Lichtleiter wird ein
Tropfen Glycerin als Matching-Flissigkeit gebracht, der den Brechungsindexsprung zwischen
Lichtleiter und Luft minimieren und stérende Reflektivititen beseitigen soll [Brecht 1993]. Ein

schematischer Aufbau ist in Abbildung 30 gezeigt.

Lichtleiter

Lichtquelle

Transducer

Diodenzeilen-
spektrometer

FluBzelle

i

Probenhandhabung

Abbildung 30: Schematische Darstellung eines RIfS-Aufbaus (nach [Préll 2004]).
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3. MATERIALEN UND METHODEN

Probenhandhabung

Die Messungen wurden ausschlieRlich im Durchfluss durchgefiihrt. Zur Probenhandhabung wurde ein
kommerzielles FlieBinjektionsanalyse(FIA)-System mit zwei Peristaltikpumpen, einem Scherventil,
einem Auswahlventil sowie einem Autosampler verwendet. Ein schematischer Aufbau ist in

Abbildung 31 gezeigt.

» Fluizelle
Variopumpe

p Scherventil ¢

o

Puffer Abfall

6-Wege-Ventil

Fixpumpe Probenschleife

L
T

Abfall Probe

Abbildung 31: Schematische Darstellung der Probenhandhabung mit einem FIA-System (nach [Préll
2004]).

Messung

Das Programm MEASURE von Gerolf Kraus wurde zur Steuerung der FIA und zur Erfassung der
Interferenzspektren verwendet. Gemessen wurde in Zeitintervallen von 5 Sekunden. Dabei wurde die
Integrationszeit moglichst so gewahlt, dass 90 % der Sattigung des Detektors erreicht wurde. Je nach
Integrationszeit wurden so viele Spektren aufsummiert, wie in 90 % des Zeitintervalls moéglich war.

Damit wird eine Verbesserung des Signal-zu-Rausch Verhaltnisses erreicht.
Auswertung
Fir die spektrale Auswertung (full spectrum evaluation, FSE) wurde das Programm IFz von Andreas

Brecht und Gerolf Kraus verwendet, mit dem es moglich ist, Bindungskurven on-line aufzunehmen.

Die spektrale Auswertung erfolgt durch die Anpassung eines Polynoms an einen ausgewadhlten
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3.2 METHODEN

Extrempunkt des korrigierten Interferenzspektrums und durch on-line Verfolgung der Verschiebung

des Scheitelpunkts. Das korrigierte Interferenzspektrum /. (/1) ergibt sich zu:

Iko,, (ﬂ,): I;ness (ﬂ’) Idunkel(ﬂ’) (31)
ref (ﬂ’) - Idunkel (ﬂ’)
lorr (M) korrigierte Interferenzspektrum
Imess (A) gemessenes Reflexionsspektrum
lref (A) Referenzspektrum
lqunker (A) Dunkelstrom-Spektrum

Fir die spektrale Auswertung auf Interferenzglas wird das Minimum bei m = 1,5 ausgewertet. Das
Schichtsystem des verwendeten Interferenzglas ist so konzipiert, dass sich die Anderung der
detektierten optischen Schichtdicke wahrend des Bindungsereignisses direkt proportional zur

Zunahme der physikalischen Schichtdicke andert.

3.2.5 1-A REFLEKTOMETRIE (RIF)

Die 1-A Reflektometrie stellt eine sehr vereinfachte Form der Reflektometrischen
Interferenzspektroskopie (RIfS) dar. Hierbei wird der Intensitdtsverlauf wahrend des
Bindungsereignisses bei einer Wellenlange gegen die Zeit verfolgt. Jede Wellenlange tragt hierbei
dieselbe Information. Fir jedes Schichtsystem ist der Verlauf der Reflektivitdten bei der Anbindung
von Analyten an die Oberflachen und somit bei Schichtdickenzunahme der sensitiven Schicht fir jede
Wellenlange unterschiedlich. Zur Auswertung kdonnen nur die Wellenldngen herangezogen werden
bei denen die Reflektivitat im Verlauf des Bindungsereignisses linear zur Schichtdickenzunahme zu-
bzw. abnimmt. Nur unter diesen Bedingungen ist ein Vergleich zwischen FSE und der Auswertung bei
einer Wellenlange moglich.

Fiir Messungen mit einer Wellenldange kam das ebenfalls bei spektral ausgewerteten Messungen
verwendete SPEKOL 1100 zum Einsatz. Die biomolekularen Interaktionen wurden spektral
aufgezeichnet, somit konnte fir ein und dieselbe Messung bei unterschiedlichen Wellenldngen
ausgewertet werden, was einen erheblich besseren Vergleich ermdoglicht.

Abbildung 32 zeigt einen schematischen Aufbau eines moglichen 1-A RIfS-Aufbau ohne

Spektrometer.
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Interferenzfilter

Halogenlampe

Photodiode

Substrat sensitive Schicht
-~

N

I Flusszelle

Abbildung 32: Méglicher 1-lambda RIfS-Aufbau zur biomolekularen Interaktionsanalyse (nach [Frank
2005]).

3.2.6 RASTERKRAFT MIKROSKOPIE

Das Messprinzip eines Rasterkraftmikroskops (atomic force microscopy, AFM) &hnelt einem
Plattenspieler, bei dem eine Nadel Uber eine unebene Oberflache gezogen und die Tonfolge von der
Hohenveranderung der Nadel bestimmt wird. Wahrend einer AFM-Messung wird die an einer
Balkenfeder befestigte Nadel bzw. Spitze zeilenweise in der xy-Ebene Uber einen vorher festgelegten
Bereich der Oberfliche gerastert. Je nach Wechselwirkung der Spitze mit der Oberflache wird die
Balkenfeder dabei unterschiedlich ausgelenkt. Die Verbiegung der Balkenfeder lasst sich (iber
verschiedene Verfahren messen und dient als Regelsignal (Abbildung 33). Bei dem fiir diese Arbeit
verwendeten Rasterkraftmikroskop wird die Verbiegung der Balkenfeder optisch detektiert. Die
durch aufgedampftes Metall verspiegelte Riickseite der Balkenfeder wird von einer Laserdiode
beleuchtet und der Reflex mittels einer zwei- bzw. viergeteilten Photodiode detektiert. Mit
zweigeteiltem Photodetektor kann nur die vertikale Verbiegung der Balkenfeder detektiert werden,
wahrend mit viergeteiltem Photodetektor auch die horizontale Verbiegung und somit auch laterale
Reibungskrafte gemessen werden koénnen. Je nach Beschaffenheit der untersuchten Oberflache
lassen sich unterschiedliche Modi fiir die Messung der Proben-Topographie verwenden. Unter
Verwendung des statischen Modus (contact mode) beriihrt die Spitze die Oberfliche und die

Balkenfeder verbiegt sich je nach Wechselwirkungskraft mit der Probe.
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viergeteilter
Photodetektor

Abtastlinie

--’------

Oberfliche

\

— Atome der Spitze

TKmﬂ

\_ Atome an/auf der Oberflache Y

Abbildung 33: Schematische Darstellung eines Messablaufs mit einem Rasterkraftmikroskop.

Je nach Ausmal der Verbiegung muss die Probe zur Spitze hin- oder von ihr wegbewegt werden, um
einen voreingestellten Sollwert einzuhalten. Die hierfliir noétige z-Spannung wird (iber die
Auswerteeinheit ausgelesen und ergibt aufgetragen Uber die x- und y-Positionen in der Ebene ein
Bild der Oberflaichentopographie der Probe. Nachteile des statischen Modus liegen in der
Beschadigung der Spitze durch das Rastern der Probe (xy-Richtung) sowie durch sog. ,jump to
contact”, welcher durch attraktive Krafte bei der Anndherung der Spitze an die Oberflache (z-
Richtung) eintreten kann. Handelt es sich bei den verwendeten Proben um weiches, empfindliches
Material (z. B. biologische Proben), so kénnen neben Artefakten im AFM-Bild durch Verunreinigung
der Spitze auch Beschadigungen an der Probe entstehen. Vorteil des Kontaktmodus ist die sehr hohe
(atomare) Auflosung beim Abrastern der Probe.

Im dynamischen Modus (tapping mode) wird die Balkenfeder iber die piezokeramische Platte an der
sie befestigt ist zu einer Schwingung nahe seiner Resonanzfrequenz angeregt. Je nach
Wechselwirkungskraft mit der Probe dndert sich bei konstanter Ausgangsfrequenz die Amplitude
dieser Schwingung. Repulsive Krafte erhohen die Amplitude der Schwingung, attraktive Krafte wirken
genau umgekehrt. In der Regeleinheit wird die gemessene Amplitude mit dem Soll-Wert verglichen
und eine entsprechende Spannung auf den z-Positionierer gegeben, um diese Abweichung zu
kompensieren. Hieraus ergibt sich, wie beim statischen Modus durch Abfahren der Probe in xy-Ebene
ein Bild der Oberflachentopographie der Probe. Der tapping mode eignet sich sehr gut fir weiche

bzw. biologische Proben. Nachteilig wirkt sich die Schwingung der Balkenfeder bei Messungen unter
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Flssigkeit aus, da hierbei die Wassermolekiile ebenfalls zur Schwingung gebracht werden und

hierdurch Artefakte auf dem gemessenen AFM-Bild entstehen kénnen.
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4.1 NANOPARTIKEL FUR DIE REFLEKTOMETRISCHE INTERFERENZSPEKTROSKOPIE (RIFS)

4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 NANOPARTIKEL FUR DIE REFLEKTOMETRISCHE INTERFERENZSPEKTROSKOPIE (RIFS)

4.1.1 UBERSICHT UBER DAS EU-PROJEKT GENSENSOR NANOPARTS

Ziel des BMBF-Verbundprojektes Gensensorik war, mittels parallelisierter Reflektometrischer
Interferenzspektroskopie (RIfS) Oligonukleotidsequenzen in industriell verwertbarer Form Zeit-
aufgeldst und quantitativ nachzuweisen. Der hierfiir zu entwerfende Gensensor sollte zur Detektion
von pathogenen Keimen in Nahrungs- und Futtermitteln, in der Umweltanalytik und in der Forensik
zum Einsatz kommen. Im Gegensatz zu Ublichen auf Fluoreszenz basierenden Mikroarrays, bei denen
nur die Endpunkte der Hybridisierung bestimmt werden kdnnen, ist es mit RIfS mdglich, unmarkierte
Oligonukleotide Zeit-aufgelost zu detektieren. Hierdurch kénnen nicht nur
Konzentrationsbestimmungen erfolgen, sondern auch Informationen (ber die Kinetik und
Thermodynamik der Bindung erhalten werden. Desweiteren entféllt die Probenvorbereitung und die
biomolekulare Wechselwirkung wird nicht durch Labels beeinflusst und ggf. verfalscht. Wie sich bei
[Jung 2003] gezeigt hat, ist die Reflektometrische Interferenzspektroskopie eine vielversprechende

Methode fir die Entwicklung eines miniaturisierten, parallel optischen Biosensors.
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Abbildung 34: Schema der Zusammensetzung eines Interferenzspektrums beim parallelen RIfS aus
Messungen bei verschiedenen, einzelnen Wellenléngen.

Bisherige parallele RIfS-Aufbauten (Mini-RIfS Aufbauten) bestehen apparativ aus der FIA, einer CCD-
Kamera als Detektor und einer Weilllichtquelle mit vorgeschaltetem Filterrad (Abbildung 34, links).
Bei Verwendung einer CCD-Kamera zur Flachendetektion kann bei der Beobachtung der
biomolekularen Interaktion an der Oberfliche die Wellenldangen-Information nicht abgegriffen

werden. Deshalb werden Uber ein Filterrad mit vier bis sechs Farbfiltern ,Stltzpunkte” des
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Interferenzspektrums aufgenommen und dieses anschliefend an die gemessenen Punkte angendhert
(Abbildung 34, rechts). Auch hier wird die Verschiebung eines prominenten Punktes im Spektrum
(Maximum oder Minimum) zur Auswertung der optischen Schichtdicke herangezogen.

Engpass der bisher entwickelten Mini-RIfS Aufbauten war und ist ein hohes Rauschen von tber 200
pm bei einem Hybridisierungssignal von knapp unter 200 pm (Abbildung 35). Hierbei ist weder eine

quantitative noch eine qualitative Aussage liber die biomolekulare Interaktion moglich.
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Abbildung 35: Bindungskurven eines Hybridisierungsexperiments, aufgezeichnet mittels des im BMBF-
Projekts ,Gensensorik” entwickelten parallelen RIfS-Aufbaus. Im Zeitintervall zwischen 45 und 50
[a.u.] stérte eine Luftblase die Detektion.

Der Ansatz zur Losung des Problems bestand zuerst darin, das Rauschen durch Optimierung des
Messaufbaus zu verbessern. Hierflir wurden apparative Parameter wie Detektor (CCD-Kamera),
Lichtquelle und optischer Aufbau (Interferenzfilter, Leuchtdioden, Stereomikroskop-Aufbau)
theoretisch optimiert sowie die Eigenschaften der Bioschichten naher untersucht, um das Rauschen
zu verringern [Wegner 2004a). Ungliicklicherweise konnten diese Optimierungsansatze
experimentell nicht im beschriebenen Ausmal’ bestatigt werden.

Ein weiterer Ansatz zur Verbesserung des Signal-zu-Rausch Verhaltnisses liegt in der Amplifikation
der Hybridisierungssignale. Dies sollte im Rahmen des EU-Projektes GenSensor Nanoparts
(,Nanobiotechnical components of an advanced bioanalytical microarray system”, NMP4-CT-2003-
505808) verwirklicht werden. Da die Signalstarke im RIfS von der optischen Schichtdicke und somit
vom Produkt aus Brechungsindex und physikalischer Schichtdicke abhangig ist, kann durch
Beeinflussung dieser beiden Parameter bei der Interaktionsanalyse das detektierte Signal verstarkt
werden. Es liegt also nahe, durch Anbringen von groRen Molekiilen oder Partikeln an die
Oligonukleotid-Sequenzen das Hybridisierungssignal zu amplifizieren. Geeignet erscheinen

magnetische Nanopartikel (sog. Nanobeads), die neben der Signalverstarkung im RIfS auch eine
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experimentell einfache und schnelle Extraktion von Analyt-Oligonukleotidsequenzen aus einem
Gemisch (z. B. Zellhomogenat) durch Anlegen eines hochgradienten Magnetfeldes ermdglichen. Eine
Analysendauer von vielen Stunden kann somit auf ungefahr eine Stunde reduziert werden.

Die Nanobeads bestehen aus einem superparamagnetischen Magnetit-Kern (y-Fes04), der ungefahr
3-5 nm groR und von einer Dextranhille umgeben ist, die je nach Synthese-Bedingungen einen
Durchmesser zwischen 30 nm und 500 nm annehmen kann. Die umgebende Dextranhiille verhindert
zum einen, dass die Magnetit-Kerne agglomerieren (,,monodisperse Losungen der Nanobeads®), zum
anderen bieten sie die Moglichkeit, funktionelle Gruppen und damit Liganden jeglicher Art an den
Partikel zu binden. AuRerdem weisen Dextrane eine sehr gute Biokompatibilitdt auf, d. h. sie binden

nicht unspezifisch an Oberflachen, andere Molekiile oder Partikel.
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Abbildung 36: Schematischer Ablauf der selektiven Extraktion von Analyten aus einem Zellhomogenat
mit Hilfe von magnetischen Nanobeads und anschliefender Analyse auf dem DNA-Mikroarray mittels
RIfS.

Die Nanobeads tragen dabei eine einzigartige Oligonukleotid-Sequenz, die nur an ein spezielles Ende
der Analyt-Oligonukleotide bindet. Diese Sequenzen kénnen Uber bioinformatische Algorithmen
berechnet werden und liefern die notwendige Selektivitat beim Extrahieren aus dem Homogenat. Fir
eine quantitative Extraktion der Analyten muss eine starke Hybridisierung gewahrleistet sein, damit
der Oligonukleotid-Nanobead-Komplex stabil bleibt. Hierfir kommen mit LNA funktionalisierte
Nanobeads zum Einsatz, deren Bindung zu DNA aufgrund konformativer Eigenschaften der
entstehenden Doppelhelix thermodynamisch starker ist als bei reiner DNA-DNA-Hybridisierung. Die
mit LNA-Nanobeads extrahierten Analyt-Sequenzen werden dann ohne weitere Aufbereitung lber
das RIfS-Mikroarray geleitet. Hier findet die signalverstarkte Hybridisierung des verbleibenden freien
Sequenzbereichs mit auf der Mikroarray-Oberflache immobilisierten Fanger-Oligonukleotiden statt.

Damit eine selektive Analyse der zu quantifizierenden Oligonukleotide durchgefiihrt werden kann,

muss sichergestellt werden, dass die Analyt-DNA selektiv aus dem Gemisch extrahiert werden kann.
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Hierflir muss diese zwei einzigartige Sequenzen an Basenpaaren im Strang besitzen, damit zum einen
selektiv LNA-funktionalisierte Nanobeads an einen Sequenzbereich binden und die Analyt-DNA
guantitativ extrahiert werden kénnen. Zum anderen muss liber den zweiten Sequenzbereich eine
selektive Hybridisierung auf dem Mikroarray ermoglicht werden (Abbildung 36).

Ein Arbeitspaket innerhalb des EU-Projekts Gensensor-Nanoparts beschaftigte sich mit der
bioinformatischen Berechnung eben solcher DNA/LNA-Paare mit einzigartig passenden
Sequenzbereichen. Folgende Parameter der Oligonukleotidsequenzen wurden bei der Berechnung

dieser Paare berticksichtigt und optimiert:

e Schmelztemperatur

e Selbsthybridisierung

e Kreuzhybridisierung zwischen DNA/DNA- und DNA/LNA-Paaren
e Abstand (,,Spacer”) zwischen den Oligonukleotidpaaren

e Sekundarstruktur der Sequenzen

Workflow

LNA target sites DNA target sites

Abbildung 37: Schema der fiir die Berechnung der optimierten DNA/LNA-Paare verwendeten
bioinformatischen Pipeline.
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Basierend auf diesen intra- und intermolekularen Wechselwirkungen konnten sieben optimierte
Satze an DNA/LNA-Paaren fiir fiinf Genome pathogener Keime berechnet werden. Eine Ubersicht

Uber die dabei verwendete bioinformatische Pipeline ist in Abbildung 37 gezeigt.

4.1.2 CHARAKTERISIERUNG DER NANOBEADS FUR DAS RIFS-SYSTEM

Damit eine quantitative Detektion von Analyt-Oligonukleotiden gewahrleistet werden kann, muss
sichergestellt werden, dass die Nanobeads nicht unspezifisch an Teile der FlieRinjektionsanalyse (FIA)
bzw. an die Sensoroberfliche binden und somit die Signale bzw. Ergebnisse der Auswertung
verfalschen.

Fiir Untersuchungen zur unspezifischen Bindung der magnetischen Nanopartikel an die Mikrofluidik-
Komponenten war eine Quantifizierung vor und nach Durchlaufen des Systems notwendig. Hierfiir
kamen UV/VIS spektroskopische Messungen zum Einsatz, iiber die eine relative Quantifizierung

moglich ist.
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Abbildung 38: Mittels UV/VIS-Spektroskopie aufgenommene Absorptionsspektren verschieden
konzentrierter Aminobeads-Lésungen zur Quantifizierung der Nanopartikel.

Abbildung 38 zeigt dreifache UV/VIS-Messungen von vier verschiedenen Konzentrationen an
Nanobeads zwischen 240 nm und 400 nm Wellenlange (links) nach Durchlaufen der Mikrofluidik. Bei
Auftragung der Extinktion vier verschiedener Wellenldngen zeigt sich eine lineare Abhadngigkeit der
Extinktion von der Konzentration an Nanobeads (Abbildung 39). Somit ist eine Quantifizierung vor
und nach Durchlaufen der Proben durch die FlieRinjektionsanalyse und eine Aussage Uber

unspezifische Bindung innerhalb der FIA moglich.
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Abbildung 39: Linearer Zusammenhang zwischen Extinktion und Konzentration an Aminobeads in

Lésung.

Abbildung 40 zeigt die Extinktion nach Durchlaufen unterschiedlicher Schlauchlangen. Die Extinktion

ist nach Durchlaufen langerer Schlauche geringer als bei kirzeren, somit ist auch die Konzentration

geringer. Unnoétig lange Schlauche sollten deshalb vermieden werden.
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Abbildung 40: Absorptionsspektroskopische Messungen zum Einfluss der Schlauchlénge des
mikrofluidischen Systems auf die Konzentration der Aminobeads in L6sung und somit der

unspezifischen Bindung der Nanopartikel an Teile der Mikrofluidik.

Bei der verwendeten FIA betrdgt die gesamte Schlauchldange ca. 50 cm, der Verlust an Nanobeads

nach Durchlaufen ist dabei < 5 %. Somit ist die unspezifische Bindung innerhalb des mikrofluidischen

Systems gering genug fir

weitere Experimente. Desweiteren sind zwei

unterschiedliche
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Schlauchmaterialien und der Einfluss von Verbindungsstiicken zwischen den Schldauchen auf evtl.
mechanisches Anhaften der Nanobeads untersucht worden. Auch hier wurde keine nennenswerte
unspezifische Bindung der Nanobeads an die FIA detektiert.

Desweiteren muss sicher gestellt werden, dass die Nanobeads nicht unspezifisch an die
Sensoroberflache binden, da RIfS eine direkt-optische Methode ist und somit unspezifische Bindung
nicht-relevanter Biomolekiile das detektierte Signal falschlicherweise erhoht. Fiir die Modifikation
der Sensoroberflachen kamen unterschiedliche (Bio-)Polymere zum Einsatz, von denen bekannt ist,
dass sie die unspezifische Bindung von Proteinen an Oberflachen bis zu einem bestimmten Mal}

inhibieren:

e Diamino-Polyethylenglykol (DAPEG)
e Dicarboxy-Polyethylenglykol (DCPEG)
e Carboxymethyldextran (CMD)

e CM-5 Dextran (CM5)

e Aminodextran (AMD)

Diese Oberflachen wurden auf unspezifische Bindung getestet. Hierflir wurden diese mit zwei hohen
Konzentrationen an amino-funktionalisierten Nanobeads (,,Aminobeads”) inkubiert. Es wurden pro
oben genanntere Oberflaichenbeschichtung vier Sensorchips prapariert. Jeweils drei dieser
Transducer wurden mit einer Konzentration von 137 pg/mL Aminobeads (schwarze Kurven)
inkubiert, ein Transducer mit der doppelten Menge, d. h. mit 274 ug/mL Aminobeads (rote Kurven).
In  Abbildung 41 bis Abbildung 43 sind die jeweiligen Bindungskurven fir jede

Oberflachenmodifikation gezeigt. Die Injektionsphasen sind blau hinterlegt.
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Abbildung 41: Unspezifische Bindung von Aminobeads in unterschiedlichen Konzentrationen an CM5-
Dextran- (links) und CMD-Oberfldchen (rechts).
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Abbildung 42: Unspezifische Bindung von Aminobeads in unterschiedlichen Konzentrationen an
DCPEG- (links) und DAPEG-Oberfldchen (rechts).
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Abbildung 43: Unspezifische Bindung von Aminobeads in unterschiedlichen Konzentrationen an AMD-
Oberflichen.

Vor der Injektion der Aminobeads zum Zeitpunkt 1000 s wurde mit 1 mL Regenerationslosung 1 die
Oberflache ,regeneriert”, d. h. von moglichen adsorbierten Bestandteilen gesdubert. Nach der
Inkubation wurde als Teil des Messprogramms wieder mit Regenerationslosung 1 kurz gespllt um
mogliche anhaftende Aminobeads von der Transduceroberfliche zu waschen. Wie man aus obigen
Abbildungen erkennen kann, binden die Aminobeads an keine der praparierten
Oberflachenbeschichtungen, mit Ausnahme von Carboxymethyldextran (CMD) bei sehr hoher
Konzentration (274 pg/mL). Aufgrund von elektrostatischer Wechselwirkung zwischen einer groRRen
Anzahl an Carboxyl-Funktionen auf der Sensoroberfliche und den Amino-Funktionen an den
Partikeln findet hier eine starke unspezifische Adsorption von Aminobeads an die Oberflache statt.
Die optische Schichtdicke dndert sich dabei um ca. 1,75 nm, eine sehr groBe Anderung fiir eine

unspezifische Bindung. Dies lasst darauf vermuten, dass Nanopartikel durch ihre GréRe und dadurch
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herbeigeflihrten starken optischen Schichtdickenanderung ein groRes Signal im RIfS verursachen. Das
Spulen mit Regenerationslésung 1 nach der Injektion der Aminobeads fiihrt nicht zur Reinigung der
Oberflache, die Beads haften also stark an der Oberflache.

Zur Uberpriifung ob dieses Signal tatsichlich von der unspezifischen Bindung von Aminobeads
hervorgerufen wurde, wurden von der Oberflache dieses Transducer AFM-Bilder im tapping mode
aufgenommen. Tatsadchlich wurden an unterschiedlichen Orten auf der Oberfliche Nanobeads

gefunden, ein exemplarisches AFM-Bild in dreidimensionaler Darstellung ist in Abbildung 44 gezeigt.

—50.00 nm

Abbildung 44: AFM-Bild eines trockenen CMD-Transducers, an dessen Oberfliche Aminobeads
unspezifisch gebunden sind.

Das AFM-Bild zeigt Higel, die horizontal Ausmalie von etwas weniger als 50 nm, vertikal AusmalRe
von kleiner 25 nm zeigen. Aufgrund der Tatsache, dass die Bilder im trockenen Zustand
aufgenommen wurden, sind die Dextranhillen der Aminobeads in sich zusammengefallen, d. h. die
Partikel geben nicht den exakten, spharischen Durchmesser von 50 nm wider.

Da Aminodextran keine unspezifische Bindung der Nanobeads aufweist und eine hohe
Oberflachenbeladung aufgrund der auf der Oberflache gebildeten dreidimensionalen Matrix bietet,

wurde dieses Biopolymer als Oberflaichenbeschichtung fiir die weiteren Experimente verwendet.

4.1.3 SIGNALVERSTARKUNG IM RIFS-SYSTEM UNTER VERWENDUNG VON NANOBEADS

Die notwendigen Voraussetzungen fir die Untersuchung der spezifischen Bindung von
funktionalisierten Nanopartikeln an die jeweiligen Sensoroberflichen ist unter Verwendung der
Nanobeads gewahrleistet, d. h. es findet keine unspezifische Bindung im RIfS-System statt. Die durch
biomolekulare Wechselwirkung der funktionalisierten Nanobeads mit immobilisierten Liganden

erhaltenen Signale sind somit alle spezifischer Natur. Ob eine Signalverstarkung unter Verwendung
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dieser Nanopartikel beobachtbar ist, wie stark die Amplifikation ist und wie sie sich verbessern lasst

sollte anhand mehrerer Systeme untersucht werden (Abbildung 45). Hierflr kamen mit Streptavidin-

funktionalisierte Nanobeads, Oligo(dT)-Nanobeads und POIA3-Nanobeads zum Einsatz. Diese wurden
an biotinylierte AMD-Oberflaichen, AMD-Poly(A)-Oberflichen bzw. an AMD-Oberflachen mit

immobilisiertem POIA3-Anker inkubiert und das erhaltenen Signal mit dem Signal verglichen, das

man bei Inkubation der gleichen Menge an Rezeptor ohne Nanobead erhilt.

Abbildung 45: Verwendete Nanobeads-Systeme, der 50 nm Nanopartikel ist als lila-farbener Kreis
dargestellt. Oben: Streptavidin-Nanobeads, Mitte: LNA- bzw. DNA-Nanobeads, Unten: Oligo(dT)-

Nanobeads.

In Abbildung 46 sind exemplarische Bindungskurven der spezifischen Bindung von 75 nM Streptavidin

bzw. die gleiche Menge Streptavidin an Nanobeads gezeigt.

A (nd) [nm]

Abbildung 46: Bindungskurven der spezifischen Bindung von 75 nM Streptavidin bzw. 75 nM
Streptavidin an Nanobeads an biotinylierte AMD-Oberflichen und deren Verstérkungsfaktoren.
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Deutlich zu erkennen ist, dass das Bindungssignal der Streptavidin-Nanobeads deutlich gréRer ist als
das von Streptavidin. Hierbei wird das Signal um einen Faktor zwischen 5 und 10 verstarkt. Eine
Regeneration dieser Sensoren war nicht moglich, da die Affinitat zwischen Biotin und Streptavidin
sehr hoch ist (Ku = 10™ - 10" M™). Fir jede in Abbildung 46 gezeigte Bindungskurve wurde ein
neuer, funktionalisierter Transducer verwendet.

Fir die spezifische Bindung von Oligo(dT) an mit Poly(A) funktionalisierte AMD-Oberflaichen wurde
eine Konzentration von 10 pM untersucht (siehe Abbildung 48). Die Oligonukleotid-Sequenz wurde
direkt an den komplementdren Poly(A)-Strang auf der Oberfliche hybridisiert (,direkte
Hybridisierung”). Die direkte Hybridisierung ist schematisch in Abbildung 47 gezeigt.

Abbildung 47: Schematische Darstellung der direkten Hybridisierung von mit Oligonukleotid
funktionalisierten Nanobeads an immobilisierte, komplementdire Strédnge auf der Oberfléiche.

Auch hier wurde fiir jede Bindungskurve ein neuer, funktionalisierter Sensorchip verwendet. Es
zeigte sich bei diesem System eine Signalverstdrkung unter Verwendung der Nanobeads von Faktor
zehn. Bei der zweiten Messreihe (rote Kurven) erreichte der Signalverstirkungsfaktor 22,6 bei
Verwendung der Oligo(dT)-Nanobeads, da aber zu Beginn der Injektion von 10 pM Oligo(dT) auf dem
frischen Transducer (rote, kompakte Kurve) bei ca. 125 s eine Luftblase das Signal gestort hat, ist
dieser Amplifikationsfaktor nicht aussagekraftig Flir die erste Messreihe zeigt sich auch hier eine
Verstarkung des Signals um einen Faktor von ca. zehn.

Desweiteren wurden mit DNA funktionalisierte Nanobeads der GréRe 50 nm untersucht. Diese
wurden an den auf der Oberflache immobilisierten komplementaren Strang hybridisiert. Das dabei
erhaltene Signal wurde mit dem der normalen Hybridisierung von DNA verglichen. Fir jede in
Abbildung 49 gezeigte Bindungskurve wurde ein neuer Transducer verwendet. Somit ist auch eine
Aussage lber die Reproduzierbarkeit der Oberflaichenbeschichtung von Chip zu Chip moglich. Das
Hybridisierungssignal von 10 nM, 50 nM und 100 nM DNA bzw. 10 nM, 50 nM und 100 nM DNA an

Nanobeads wurde im RIfS-Gerat vermessen.
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Abbildung 48: Bindungskurven der spezifischen Bindung von 10 pM Oligo(dT) bzw. 10 pM Oligo(dT) an
Nanobeads an mit Poly(A) funktionalisierten AMD-Oberfldchen und deren Verstdrkungsfaktoren.

Dies kommt aufgrund der sterischen Hinderung der 50 nm groRen Nanopartikel untereinander auf
der Oberflache zu Stande. Die chip-to-chip Reproduzierbarkeit ist bei diesem System ausgesprochen
hoch, da durch die verwendete piezo-basierte Spotting-Technologie sehr homogene

Oberflachenbeschichtungen realisierbar sind.
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Abbildung 49: Bindungskurven der spezifischen Bindung von drei unterschiedlichen Konzentrationen
an DNA bzw. DNA an Nanobeads an mit komplementdren Strang funktionalisierten AMD-
Oberfldchen. Die chip-to-chip Reproduzierbarkeit ist aufgrund der verwendeten piezo-basierten
Spotting-Technologie sehr gut.

Bei Verwendung von 50 nm groRen funktionalisierten Nanobeads kann das Signal bei spezifischer

biomolekularer Interaktion, im Vergleich zum gewdhnlichen System, um einen Faktor von
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mindestens zehn verstarkt werden. Bedenkt man, dass sich die Konzentrationsangaben fir die
Biomolekiile an den Nanobeads auf die gesamte Losung beziehen, dank der spharischen und grofRen
Gestalt der Nanopartikel aber nicht alle Partikel aufgrund ihrer langsamen Diffusion an die
Oberflache gelangen konnen (siehe unten) bzw. Biomolekiile an der entgegengesetzten Seite der
Partikeloberflache nicht die Moglichkeit zur Interaktion mit den immobilisierten Liganden besitzen,
ist die ,effektive Konzentration” der verwendeten Biomolekiile geringer als die angegebene. Somit
ist die Verstarkung des Signals unter Verwendung von 50 nm groflen Nanobeads groRer als Faktor
zehn. Problematisch ist die Regeneration der Sensorchips nach erfolgter spezifischer Bindung der
Nanobeads. Biotin/Streptavidin lasst sich per se nicht regenerieren, bei der direkten Hybridisierung
von Oligonukleotid-Nanobeads an die entsprechenden Komplementarstrange auf der Oberflache
wurden verschiedene chemische Regenerationsmittel sowie auch physikalische Prozesse
angewendet.

Folgende Lésungen wurden zur Regeneration der Oberflachen nach erfolgter direkter Hybridisierung
von DNA-Nanobeads getestet. Hierfir wurde stets ein neuer Transducer mit DNA-Nanobeads

hybridisiert und eines der u. g. Regenerationsmittel verwendet.

e 2MKCl,pH1.9

e 10 mM Glycin, pH 1.5

e SDS0.5%, pH 1.9 (entspricht Regenerationslosung 1)
e SDS0.5%, 3 M Harnstoff, pH 1.9

e HCl,pH1.0

e NaOH, pH9.0

Keine der o. g. Lésungen konnte die Transducer-Oberflache erfolgreich regenerieren, d. h. die
Basislinie wurde nach dem Spiilen nicht wieder erreicht. Da keine chemische Denaturierung des
hybridisierten DNA-Nanobeads/DNA-Komplexes moglich war, wurde versucht den Doppelstrang
durch Temperaturerhéhung (physikalische Denaturierung) zu l6sen. Hierfiir wurde die temperierbare
RIfS-Flusszelle verwendet wie sie in [Préll 2004] beschrieben wird. Nach direkter Hybridisierung der
DNA-Nanobeads an den auf der Oberfliche immobilisierten Komplementarstrang wurde der
Transducer mit Puffer gespilt und dabei die Temperatur in der Flusszelle langsam erhéht. Nach
Erreichen einer Temperatur von 40 °C |oste sich zwar ein kleiner Anteil der hybridisierten DNA-
Nanobeads, die Oberfliche war aber keineswegs regeneriert und fiir eine weitere Messung zu
verwenden. Bei 40 °C wurde dann mit Regenerationslésung 1 gespiilt, auch dies flhrte zu keinem
Erfolg. Es wurde ein neuer Sensor eingebaut, DNA-Nanobeads direkt an die Oberflache hybridisiert
und mit Puffer gespilt. AnschlieBend wurde die Temperatur auf 65 °C erhéht und dann mit
Regenerationslosung 1 gespiilt. Zwar gelang unter diesen Bedingungen eine Regeneration der

Oberflache, d. h. die Basislinie wurde nach Ende des Splilvorgangs wieder erreicht. Anschlielende
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Messungen mit derselben Konzentration an DNA-Nanobeads fiihrten aber zu einem stets stark
verminderten Signal bei der Hybridisierung. Das Spiilen der Oberfliche mit Regenerationslosung 1
bei einer Temperatur von 65 °C scheint somit die Oberflaichenmodifikation zu zerstéren und ist
deshalb auch nicht geeignet.

Als Ziel des EU-Projektes GenSensor Nanoparts war die qualitative und quantitative Untersuchung
von Oligonukleotidsequenzen pathogener Keime zur Qualitdtssicherung in der Nahrungs- und
Futtermittelindustrie. Hierflir muss die zu analysierende Sequenz (,Analyt-DNA“) aus dem Gemisch
extrahiert und auf dem Mikroarray detektiert werden. Dabei hybridisiert ein Teil der Analyt-DNA an
die Sequenz an den Nanobeads, ein zweiter Bereich der Analyt-DNA-Sequenz kann anschlieBend an
die Oberflache hybridisieren. Dies soll im Folgenden als ,,Tandem-Hybridisierung” bezeichnet werden
(siehe Abbildung 50). Um dieses System nachzustellen, wurde die Sequenz ,21A-POIA3 tandem” als
Analyt-DNA herangezogen, die ,POIA3 antisense“-Sequenz wurde an magnetische Nanobeads

gekoppelt, die ,, 15T-Anker“-Sequenz wurde auf die Sensoroberflache gespottet.

Abbildung 50: Schematische Darstellung der ,, Tandem-Hybridisierung“. Eine , bivalente”
Oligonukleotidsequenz (Analyt-DNA, griin dargestellt) wird mit LNA- bzw. DNA-Nanobeads
vorinkubiert und als hybridisierter Komplex (iber die mit zweitem Komplementdrstrang (,,Fdnger-
DNA“) funktionalisierte Sensoroberfidiche geleitet.

Zunichst sollte geklart werden, ob bei diesem System ebenfalls aufgrund groRer Anderung der
physikalischen Schichtdicke durch die Nanobeads eine Signalverstarkung im RIfS-System maoglich ist.
Hierflr wurden drei unterschiedliche Konzentrationen an Analyt-DNA (1 nM, 3 nM und 5 nM ,,21A-
POIA3 tandem®“-Sequenz) zuerst mit einer konstanten Menge an DNA-Nanobeads vorinkubiert und
anschlieRend auf ein und demselben Sensorschip vermessen (Abbildung 51). Auch bei der
Tandembhybridisierung erhalt man eine Signalverstarkung mit Hilfe der Nanobeads. AulRerdem ist bei
der Tandemhybridisierung mit Regenerationslosung 1 eine erfolgreiche Regeneration der

Sensoroberflache moglich, der Sensorchip ist somit wiederverwendbar.
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Abbildung 51: Bindungskurven der Tandemhybridisierung von drei unterschiedlichen Konzentrationen
an mit DNA-Nanobeads vorinkubierter Analyt-DNA auf einem Sensor-Chip. Die Denaturierung der
gebildeten Doppelhelix konnte erfolgreich mit Regenerationslésung 1 durchgefiihrt werden.

Unter diesen Bedingungen ist die Kalibrierung eines Sensors moglich. In Abbildung 52 ist die
Kalibrierung eines Sensorchips mit der Analyt-DNA-Sequenz (schwarze Kurve) sowie die Kalibrierung
desselben Chips mit Analyt-DNA-Sequenz vorinkubiert an Nanobeads (rote Kurve) gezeigt. Aus den
aufgetragenen Kurven kann man deutlich eine Verbesserung der Nachweisgrenze um eine

GroRenordnung erkennen.
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Abbildung 52: Kalibrierung eines Sensors mit Analyt-DNA ohne (schwarz) bzw. mit Nanobeads (rot).
Die Nachweisgrenze verbessert sich mit Hilfe der Nanobeads um eine Gréfsenordnung.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass unter Verwendung geeigneter Nanobeads bei der
Untersuchung von Oligonukleotid-Hybridisierungen eine Signalverstarkung um einen Faktor von
mindestens zehn beobachtbar ist. Bei direkter Hybridisierung lasst sich der Transducer nicht
regenerieren ohne dabei die Sensorbeschichtung zu beschaddigen, bei Tandembhybridisierung
hingegen ist eine einfache Regeneration des Sensors mit Regenerationslésung 1 moglich. Somit kann
dieser fiur viele weitere Messungen wiederverwendet und kalibriert werden.

In allen bisher beschriebenen Experimenten kamen Nanopartikel der Groe 50 nm zum Einsatz. Diese
zeigten bei mehreren Systemen einen Signalverstarkungsfaktor von ungefahr zehn im Vergleich zu
den herkdmmlichen Interaktionssystemen ohne Nanobeads. Dieser Signalverstarkungseffekt kommt
aufgrund der GroRRe der Partikel zu Stande. Es stellte sich somit die Frage, ob mit Hilfe von noch
groReren Nanopartikeln eine Erhéhung der Signalamplifikation moglich ist. Deshalb wurden
Nanopartikel der GréRe 130 nm, 250 nm und 500 nm im RIfS-System untersucht.

Zunachst wurden die 500 nm grofRen, mit DNA funktionalisierten Nanobeads untersucht. Diese
wurde wie vorher mit der Tandem-Sequenz hybridisiert und im Anschluss Uber eine mit Finger-DNA
funktionalisierte Sensoroberfliche geleitet. Es trat wahrend der Injektion der Probe keine Anderung
der optischen Schichtdicke auf. AnschlieRende AFM-Aufnahmen bestatigten, dass keine 500 nm
groRen Nanobeads an die Oberflache hybridisiert sind. Grund hierfiir ist die enorme GrolRe, das im
Vergleich zu den 50 nm Partikeln grofle Gewicht dieser Nanobeads und somit der sehr kleine
Diffusionskoeffizient der Partikel. Unter den gegebenen Flussbedingungen hatten die Nanobeads
keine Moglichkeit an die Oberflaiche zu diffundieren und mit dem komplementaren Strang zu

hybridisieren.
300.0 nm
150.0 nm

0.0 nM

0.3 "™

Abbildung 53: AFM-Bild (Tapping-Mode) eines trockenen AMD/DNA-Transducers, an dessen
Oberfliche in einem vorherigen Schritt in der RIfS-Anlage 250 nm grofie DNA-Nanobeads hybridisiert
wurden.

Die 250 nm groRen Nanobeads wurden ebenfalls mit Tandem-DNA vorinkubiert und anschliefend
Uber einen mit Fanger-DNA funktionalisierten Sensor geleitet. Hier erhielt man ebenfalls kein RIfS-

Signal bei der Injektion der Probe. AnschlieRende Aufnahmen von AFM-Bildern zeigten jedoch
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vereinzelt gebundene Nanopartikel (Abbildung 53). Die GréRe der auf die Oberflaiche gebundenen
Partikel entsprach 250 nm, zum Teil agglomerierten auch Nanopartikel auf der Oberflache.

Dasselbe Experiment wurde ebenfalls mit 130 nm Nanobeads durchgefiihrt. Im RIfS-System wurde
ein Hybridisierungssignal erhalten, dieses ist jedoch im Gegensatz zu den bisher erhaltenen negativ
(Abbildung 54). Dies erschien zunachst verwunderlich, da aufgrund der Schichtdickenzunahme der
sensitiven Schicht durch die Partikel ein groRes, positives Signal erwartet wurde. Das negative Signal
kommt hier aber aufgrund der Uberschreitung der ,kritischen” physikalischen Schichtdicke zustande
(siehe unten). Ein negatives Signal durch ,Zusammenstauchen” des Biopolymers aufgrund der
Gewichtskraft der Nanopartikel konnte ausgeschlossen werden, da der Sensor in der Flusszelle

vertikal steht und somit keine Gewichtskraft zum Tragen kommt.
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Abbildung 54: Negatives RIfS-Bindungssignal erhalten bei der Hybridisierung von 130 nm grofSen
DNA-Nanobeads an eine AMD/DNA-Oberfliche.

AFM-Bilder dieses RIfS-Sensors bestatigten, dass Nanopartikel der GroRBe 130 nm an die Oberflache
hybridisierten (Abbildung 55). Im Vergleich zu den AFM-Bildern der auf dem RIfS-Sensor
hybridisierten 250 nm Nanobeads sieht man hier eine viel groRere Anzahl an hybridisierten
Nanobeads. Aufgrund der geringeren GréRBe und damit einem gréBeren Diffusionskoeffizienten
diffundiert unter gleichen Messbedingungen eine grofRere Menge an Nanobeads an die Oberflache,

wo sie mit der Fanger-DNA hybridisieren konnen.
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Abbildung 55: AFM-Bild (Tapping-Mode) eines trockenen AMD/DNA-Transducers, an dessen
Oberfliche in einem vorherigen Schritt in der RIfS-Anlage 130 nm grofie DNA-Nanobeads hybridisiert
wurden.
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Negative Bindungssignale in der RIfS wurden bereits in [Piehler 1997] beschrieben. Hier wurde ein
enorm dickes Schichtsystem aufgebaut, indem alternierend Polystreptavidin und biotinyliertes BSA
subsequent auf eine biotinylierte AMD-Oberflache inkubiert wurden (Abbildung 56). Nach fiinf
einzelnen Schichten wechselte das bis dahin positive Signal im RIfS zu negativen Signalen. Nach vier
weiteren Schichten erhielt man dann wieder positive Signale bei der Anbindung der jeweiligen
Schichten. Nach erneutem Aufbringen von fiinf einzelnen Schichten dnderte sich das Bindungssignal

wieder von positiv zu negativ.
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Abbildung 56: RIfS-Bindungssignal beim alternierenden Aufbringen von Polystreptavidin und
biotinyliertem BSA auf eine biotinylierte AMD-Oberfldche. Zundchst detektiert man positive
Bindungssignale, im Mittelteil der Bindungskurve kehrt sich das Signal nach negativ um, um an Ende
wieder positive Ausschlége zu geben (modifiziert nach [Piehler 1997]).
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Negative RIfS-Bindungssignale, sowohl auf Interferenzglas als auch auf anderen Schichtsystemen,
wurden auch in [Kroger 2003] und [Schweizer 2005] gezeigt und auch im Laboralltag desofteren
erhalten, v. a. wenn AMD-Schichten lber langere Zeit immobilisiert wurden.

Erklaren kann man sich dieses Phanomen durch Simulation der Interferenzspektren fir groRe
Schichtdickenzunahmen. Verwendet wurde hierfiir das Programm FILMWIzARD. In Abbildung 57 sind
die simulierten Interferenzspektren fir die jeweiligen Schichtdicken gezeigt. Wie man erkennen kann
verschiebt sich nach einer Schichtdickenzunahme von 40 nm bis 50 nm (beginnend bei einer
Ausgangsdicke der sensitiven Schicht von 30 nm) das Interferenzspektrum nicht zu hoéheren
Wellenldangen sondern zu niedrigeren. Aufgrund der Periodizitat der Reflektivitatsanderung bei jeder
Wellenldnge verschiebt sich ab einer gewissen optischen Schichtdicke das Spektrum in die

entgegengesetzte Richtung.
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Abbildung 57: Simulierte Interferenzspektren fiir physikalische Schichtdicken der sensitiven Schicht
(hier: AMD) zwischen 30 nm und 280 nm. Man erkennt zundichst eine Verschiebung nach héheren
Wellenlédngen, bis sich ab ca. 70 nm physikalischer Schichtdicke (,,kritische Schichtdicke”) eine
Verschiebung nach niedrigeren Wellenléngen ergibt (roter Pfeil).

In [Frank 2005] wurde dieser Effekt bereits diskutiert. Hier wurde die Lage des Parabelminimums im
Interferenzspektrum in Abhangigkeit der physikalischen Schichtdicke der sensitiven Schicht simuliert.
Es zeigt sich ebenfalls, dass ab einer Schichtdicke der Bioschicht von ca. 70 nm sich die Verschiebung
des Minimums im Interferenzspektrum in die entgegengesetzte Richtung dndert. Bei ca. 170 nm
physikalischer Schichtdicke kehrt sich die Richtung der Verschiebung erneut um. Im Bereich der
Minima bzw. Maxima in Abbildung 58 verhialt sich die Verschiebung des Extrempunkts im
Interferenzspektrum nicht mehr linear zur Zunahme der physikalischen Schichtdicke. Somit sollte es

vermieden werden, bei Messungen auf diesem Schichtsystem (in diesem Fall Interferenzglas) eine
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physikalische Schichtdicke von groRer 60 nm zu erreichen, da sonst die mittels spektraler

Auswertung erhaltenen Signalhéhen nicht mehr miteinander vergleichbar sind.
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Abbildung 58: Lage des Minimums im Interferenzspektrum (in Wellenzahlen) in Abhdngigkeit von der
physikalischen Schichtdicke dpoyymer (nach [Frank 2005])

Nach [Hehl 1998] quellen AMD-Oberflachen von ca. 5 nm unter Luft auf ca. 30 nm unter Puffer auf.
Daher sollte sich die Schichtdickendnderung im Bereich von ca. 30 nm physikalischer Schichtdicke
bewegen. Das Schichtsystem von Interferenzglas wurde somit genau auf diese Bedingungen
optimiert. Die 330 nm dicke SiO,-Schicht bewirkt also zum einen, dass man ein Minimum im
Interferenzspektrum erhalt, zum anderen, dass mit diesen Oberflichen Oligonukleotid-
Hybridisierungs-, Protein-Protein- und Antigen-Antikorper-Wechselwirkungen optimal verfolgt
werden kdnnen. Wie man aus Abbildung 58 entnehmen kann, lassen sich Systeme mit groReren
Wechselwirkungspartnern bis zu einer physikalischen Schichtdickenanderung von ca. 30 nm auf AMD
bzw. 40 nm auf PEG auf Interferenzglas untersuchen. Selbst bei einer Anfangsschichtdicke der
sensitiven Schicht von 80 nm ist maximal eine Schichtdickendnderung von ca. 70 nm auf diesem

Schichtsystem mit den gegebenen Algorithmen auswertbar.

4.1.4 CHARAKTERISIERUNG WEITERER NANOPARTIKEL FUR DAS RIFS-SYSTEM

Neben den magnetischen Nanobeads wurden auch weitere Nanopartikel fir das RIfS-System
untersucht. Charakterisiert werden sollten Gold- und Silika-Nanopartikel, weil diese mittels einfacher
Thiol- bzw. Silan-Chemie funktionalisierbar sind. Da sich in den vorangegangenen Experimenten
gezeigt hat, dass Nanopartikel der GroRe 100 nm wegen dem Auftreten von negativen
Bindungssignalen nicht verwendet werden sollten, kamen Nanopartikel der Gr6Re 20 nm, 50 nm und

70 nm zum Einsatz.
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Abbildung 59: Unspezifische Bindung von unfunktionalisierten Gold-Nanopartikeln auf AMD-
Oberfldchen (Zweifachmessung auf zwei unterschiedlichen AMD-Chips).

Zunachst wurde ebenfalls die unspezifische Bindung von unfunktionalisierten, 20 nm groRen Gold-
Nanopartikeln an eine vorher mit Regenerationslosung 1 gesdauberte AMD-Oberflachen getestet. In
Abbildung 59 sind zwei Bindungskurven fiir diese unspezifische Bindung gezeigt (Injektionsphase blau

unterlegt). Man erkennt einen leichten linearen Abfall des Bindungssignals.
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Abbildung 60: Detaillierte Darstellung des Minimums von Interferenzspektren, die bei der
unspezifischen Bindung von 20 nm Gold-Nanopartikeln an AMD-Oberfléichen aufgenommen wurden.
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In Abbildung 60 ist ein Ausschnitt der Interferenzspektren einer der oben beschriebenen Messungen
gezeigt. Man erkennt eine vergleichsweise starke Intensitatsanderung der Interferenzspektren unter
Beibehaltung ihrer Form, d. h. eine Verschiebung der gesamten Spektren in vertikaler Richtung. Dies
deutet auf Streueffekte der Gold-Nanopartikel im RIfS-System hin, da man fir Luftblasen im System
ebenfalls einen solchen Effekt beobachtet. Die Form der Spektren an sich bleibt gleich, es verschiebt
sich als ganzes zu hoéheren Intensitdten. Aufgrund dieses Streueffekts konnte tber die unspezifische
Bindung der 20 nm Gold-Nanopartikel zundchst keine Aussage getroffen werden.

AnschlieBend wurde die spezifische Bindung von mit a-Biotin Antikdrpern funktionalisierten Gold-
Nanopartikeln der GroRe 20 nm an biotinylierte AMD-Oberflachen untersucht. In Abbildung 61 ist

eine Bindungskurve (schwarz) dieser Gold-Nanopartikel aus sehr verdiinnter Losung gezeigt.
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Abbildung 61: Inkubation von 20 nm grofSen Au-Nanopartikel funktionalisiert mit Antikérper ( o-
Biotin) auf eine biotinylierte AMD-Oberflédche (schwarz) bzw. auf eine AMD-Oberfléiche (rot).

Zum Testen der unspezifischen Bindung wurde dieselbe Menge an mit a-Biotin Antikdrpern
funktionalisierten Gold-Nanopartikeln an eine unfunktionalisierte AMD-Oberflache inkubiert. Wie
man aus Abbildung 61 erkennt, zeigen diese Nanopartikel eine groRe unspezifische Bindung. Diese
Tatsache lasst sich zurickfiihren auf das Fehlen einer biokompatiblen Umhillung der Gold-
Nanopartikel (z. B. mit Dextran). Fiir weitere Experimente waren diese Gold-Nanopartikel somit
aufgrund groRer unspezifischer Bindung und Streuung flr das RIfS-System unbrauchbar.

Ebenso wurden 50 nm und 70 nm groRe Streptavidin-modifizierte Silika-Nanopartikel auf
unspezifische und spezifische Bindung untersucht. In Abbildung 62 ist die unspezifische Bindung von

50 nm bzw. 70 nm groRen Silika-Partikel an AMD-Oberflachen gezeigt.
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Abbildung 62: Unspezifische Bindung von mit Streptavidin funktionalisierten Silika-Nanopartikeln an
mit AMD beschichtete Sensoroberfléichen. Man erkennt die deutlich schnellere Anbindung der
kleineren 50 nm Partikel im Vergleich zu 70 nm Partikeln.

Aufgrund der enorm hohen unspezifischen Bindung der Streptavidin-funktionalisierten Silika-
Nanopartikel an die beschichteten Transducer war die Untersuchung der spezifischen Bindung dieser
Partikel an biotinylierte AMD-Oberflaichen hinfallig. Diesen Partikeln fehlt ebenfalls eine
»schitzende” Biopolymer-Hiille, die die unspezifische Bindung inhibiert. Man erkennt, dass bei
Inkubation gleicher Mengen an Partikeln die kleineren 50 nm groRen Silika-Partikel schneller
unspezifisch an die Oberflache binden als die 70 nm grof3en. Dies ist auch der Grund dafiir, dass am
Ende der Injektionsphase unter denselben Messbedingungen ein um etwa 1 nm optischer
Schichtdicke groReres Signal fiir die kleinere Silika-Partikel erhalten wird. Eine langere Injektion der
70 nm sNP wiirde zu einem hoheren Endwert des Signals fiihren, da sich die rote Kurve in Abbildung

62 nicht in der Sattigung befindet.

4.1.5 ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

Nanobeads scheinen aufgrund ihrer Biokompatibilitdit am geeignetsten flr den Einsatz in direkt-
optischen Methoden wie der RIfS zu sein. Die den Magnetit-Kern umgebende Dextranhiille inhibiert
die unspezifische Bindung der Nanobeads an Teile der Mikrofluidik sowie an die Sensoroberflachen
komplett. Im Gegensatz hierzu zeigen nicht mit Biopolymer umhiillte Nanopartikel starke
unspezifische Bindung an die verwendeten Oberflichenmodifikationen. Eine Schutzhiille bestehend
aus z. B. Dextran oder Polyethylenglykol ist somit unabdingbar.

Die spezifische Bindung der Nanobeads bzw. die unspezifische Bindung der 50 nm und 70 nm grofRen

Silika-Nanopartikel zeigen (iberaus grofRe Signale im RIfS. Diese Signalverstarkung wird hauptsachlich
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getragen durch den enormen Schichtdickenzuwachs der sensitiven Schicht. Dabei zeigt sich, dass das
Signal fur spezifische Affinitatsreaktionen bzw. Hybridisierungen um einen Faktor von mindestens
zehn durch Einsatz von Nanopartikeln verstarkt wird. Die direkte Hybridisierung von an Nanobeads
gebundenen Oligonukleotiden an komplementare Strange auf der Oberflache lasst sich mittels
chemischer und physikalischer Methoden nicht befriedigend regenerieren, ohne die
Oberflachenmodifikation dabei zu zerstéren. Die mittels Tandem-Hybridisierung gebundenen
Oligonukleotid-Nanobeads hingegen lassen sich mit der Standardregenerationslosung
(Regenerationslésung 1) erfolgreich und vollstandig entfernen. Der verwendete Sensor kann
problemlos fiir zahlreiche weitere Messzyklen wiederverwendet und somit kalibriert werden.

Die Untersuchung der GroéRe der verwendeten Nanopartikel ergab ein Optimum bei einem
Durchmesser von 50 nm. Zum einen zeigen groRere Nanopartikel aufgrund ihres Eigengewichts
langsamere Diffusion an die Sensoroberflaichen. Zum anderen erhalt man fir Nanopartikel ab einer
GrolRe von 70 nm eine Umkehr der im RIfS detektierten Bindungssignale von positiv nach negativ.
Dies kommt durch die Anderung der Verschiebung des Interferenzspektrums von ,bathochrom” nach
»hypsochrom” zu Stande. Eine Vergleichbarkeit dieser Signale ist bisher nicht moglich, sollte aber mit

Hilfe geeigneter Auswertealgorithmen durchfiihrbar sein.

4.2 OPTIMIERTE SCHICHTSYSTEME FUR DIE 1-LAMBDA REFLEKTOMETRIE (RIF)

4.2.1 ALLGEMEINES ZUR RIF

Zur Charakterisierung der 1-A Reflektometrie (RIf) fiir die biomolekulare Interaktionsanalyse (BIA)
und v. a. fir den Vergleich mit der spektralen Auswertung (RIfS) soll eine inzwischen sehr gut
charakterisierte und etablierte Antigen-Antikérper Wechselwirkung als Testsystem herangezogen
werden, welches in der RIfS bereits sehr gute und reproduzierbare Signale liefert. Dabei handelt es
sich um die Interaktion zwischen Atrazincapronsdure (Ligand) und dem Antikorper a-ACA (Rezeptor).
Verglichen werden soll die Affinitdtskonstante, die man fir dieses System mittels RIfS bzw. RIf erhilt.
Fir kinetisch kontrollierte Messungen wurde die Atrazincapronsaure Uber die im Abschnitt 3.2.1
beschriebene Chemie auf AMD-funktionalisierte Substrate immobilisiert und die entsprechende
Konzentration an Antikorper inkubiert. Hierflir kam eine dreifach bestimmte Konzentrationsreihe mit
50 pg/mL bis 20 pg/mL Antikérper im Abstand von 5 pg/mL zum Einsatz, d. h. fiir jedes Substrat
wurden 21 Messungen auf ein und demselben Transducer durchgefiihrt. Fur diffusionslimitierte
Messungen wurde Atrazincapronsdure auf AMD-funktionalisierte Substrate immobilisiert, die
Konzentration an Antikdrper durch vorherige Inkubation der entsprechenden Menge an Ligand im
Cup eingestellt (Affinitatstitration). Fiir die Regeneration der Oberflichen wurde stets

Regenerationslosung 1 erfolgreich eingesetzt.
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Untersucht wurde die Antigen-Antikérper Wechselwirkung auf folgenden Schichtsystemen (siehe

Abschnitt 3.1.4):

e Interferenzglas

e Goetheglas

e Schweizerglas

e BK7-Glas

e Plastik-Substrat (ZEONOR)

Anhand des bereits fiir die RIfS verwendeten Interferenzglases soll auf die Besonderheiten der 1-A
Reflektometrie eingegangen werden. Es wird sich herausstellen, dass dieses Schichtsystem fir die RIf
relativ ungeeignet ist. Desweiteren wurden in der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie
Goetheglas und Schweizerglas eingesetzt. Ersteres liefert in der RIfS aufgrund seiner dicken
Tantalpentoxid-Schicht ein besseres Signal-zu-Rausch Verhiltnis als Interferenzglas, ist aber aufgrund
der dinnen Siliziumdioxid-Schicht nur dann anwendbar, wenn dicke Polymerschichten auf dieses
Substrat aufgebracht werden. Deshalb wurde es vornehmlich fiir die Chemosensorik eingesetzt. Hier
werden Polymerschichten mit mehreren hundert Nanometern auf diese Trager mittels spin coating
aufgebracht. Schweizerglas wurde aufgrund des aufgedampften Titandioxids untersucht, welches ein
besonders biokompatibles Material darstellt und fiir Prothesen im menschlichen Koérper
(Endoprothesen) breite Anwendung findet. Diverse Charakterisierungen dieses Materials mit RIfS
wurden bereits durchgefiihrt [Mutschler 2004; Schweizer 2005]. BK7-Glas und Plastik-Substrat wurde
v. a. unter dem Gesichtspunkt des Einsatzes als Wegwerfprodukt (,disposables”) untersucht. Diese

Trager sind unvergiitet und deshalb besonders glinstig.
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Abbildung 63: Vergleich der Reflektivititen (simuliert) iiber den sichtbaren Bereich fiir die
verwendeten Substrate.

Abbildung 63 zeigt die simulierten Reflektivititen der einzelnen Schichtsysteme im sichtbaren
Bereich des Lichts. Wie man deutlich erkennen kann, zeigen die Schichtsysteme sehr
unterschiedliches Verhalten. BK7-Glas und Plastik-Substrat zeigen eine sehr geringe, Uber den
sichtbaren Bereich konstante Reflektivitat. Dies lasst im Vergleich zu den anderen Schichtsystemen
hohes Rauschen beim Einsatz in der RIf vermuten, da weniger Licht auf den Detektor (Photodiode)
fallt. Interferenzglas zeigt das typische, modulierte Reflexionsspektrum, die Reflektivitat bewegt sich
dabei zwischen 0,25 % (bei 575 nm) und 3 % (bei 440 nm). Die gesteigerte Reflektivitdt im Vergleich
zum unvergiiteten BK7-Glas kommt durch die Ta,0s-Schicht zu Stande, dieses Material hat einen
Brechungsindex von nsy = 2,2. Goetheglas zeigt im Vergleich zu Interferenzglas eine deutlich héhere
Reflektivitdt des Lichts (11 % bis 16 %), diese Eigenschaft kommt durch die 4,5 mal dickere
Tantalpentoxid-Schicht zu Stande. Eine andere wichtige Eigenschaft dieses Schichtsystems ist die
Tatsache, dass die Reflektivitdt im sichtbaren Bereich relativ konstant verlduft. An Schweizerglas
wiederum wird noch mehr Licht reflektiert (zwischen 0,4% und 33 %), was aufgrund des
Brechungsindexes von nsgg = 2,6 und der physikalischen Schichtdicke von d = 100 nm herrihrt. Das
Reflexionsspektrum an Schweizerglas zeigt ein Minimum bei ca. 560 nm mit einer Reflektivitdt von
0,4 %. Unterhalb von 432 nm ist der Absorptionskoeffizient von Titandioxid groRer Null, deshalb
sollte unterhalb dieser Wellenldnge nicht mit RIf gemessen werden, wenn auch die Reflektivitat in
diesem Bereich den groRten Wert zeigt.

Simuliert man die Reflektivitdten der Materialien Ta,Os und TiO, bei verschiedenen Schichtdicken, so

erhalt man das in Abbildung 64 gezeigte Verhalten.
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Abbildung 64: Verlauf der simulierten Reflektivitdten in Abhdngigkeit der physikalischen Schichtdicke
fiir Ta,O0s (links) und TiO, (rechts) fiir drei Wellenléngen.

In der Abbildung ist der Bereich der Schichtdicke markiert (blau), in dem die Reflektivitat maximal
Uber den sichtbaren Bereich ist. Dies ist bei einer physikalischen Schichtdicke von ca. 60 nm Ta,0s
bzw. ca. 50 nm TiO, der Fall. Man sieht auRerdem, dass das verwendete Goetheglas mit einer
physikalischen Schichtdicke von 45 nm Ta,Os fiir die RIf eine relativ gute Wahl, da die Reflektivitat
sehr hoch ist. Das verwendete Schweizerglas mit 100 nm TiO, hingegen ist eine relativ schlechte

Wahl, die Reflektivitat zeigt ein Minimum bei einer Wellenldange von 600 nm.

4.2.2 INTERFERENZGLAS FUR DIE RIF

Flr einen Vergleich der mit der 1-A Reflektometrie erhaltenen Daten mit denen mittels spektraler
RIfS gemessenen, muss zunachst die Affinitdtskonstante des Testsystems bestimmt werden. Hierfiir
wurde eine Konzentrationsreihe unter kinetisch kontrollierten Bedingungen auf Interferenzglas
spektral vermessen und ausgewertet. Abbildung 65 zeigt den Scatchard Plot dieser

Konzentrationsreihe.
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Abbildung 65: Scatchard Plot fiir die spektrale Auswertung der Antigen-Antikérper Interaktion auf
Interferenzglas.

In der Abbildung sind von links nach rechts die steigenden Konzentrationen beginnend mit 25 ug/mL
bis 50 pug/mL in Schritten von 5 pug/mL aufgetragen. Die schwarzen Verbindungslinien zeigen einen
richtigen Verlauf der Maximalbeladung mit der Konzentration. Die Steigung der Ausgleichsgerade
(rot) entspricht der Affinitdtskonstante der Interaktion. Diese betrédgt hier Ky, spektral = 1,885 - 10’ M™.
Mit ein und derselben Messung wurde nun bei einzelnen, ausgewahlten Wellenlangen ausgewertet.
Dieser Wert stimmt mit dem in [Kumpf 2005] unter kinetisch kontrollierten Messbedingungen
gemessenen sehr gut iberein.

Betrachtet man die biomolekulare Interaktion von Antikérpern mit an auf der Oberflache
immobilisierten Antigenen, so erhilt man die in Abbildung 23 gezeigte Anderung der Intensitét fiir
jede Wellenlange.

Nach [Frank 2005] sind hier die fir die RIf ,optimalen Wellenldangen”, also jene mit maximaler
Intensititsianderung, die Wellenldngen 515 nm (positive Anderung) und 648 nm (negative Anderung).
Simuliert man den Reflektivitatsverlauf fir dieses Schichtsystem bei den genannten Wellenldangen, so
erkennt man, dass sie fur die Antigen-Antikorper Untersuchung sehr schlecht geeignet sind. Das gilt
v.a. flir die Wellenlange von 515 nm. In Abbildung 66 ist der Reflektivitatsverlauf dieser beiden

Wellenlangen bei einer typischen Antigen-Antikdrper Wechselwirkung gezeigt.
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Abbildung 66: Simulierter Reflektivitétsverlauf der Wellenléingen 515 nm und 648 nm bei der
Untersuchung einer typischen Antigen-Antikérper Wechselwirkung auf Interferenzglas.

Wie man erkennen kann verlduft die Reflektivitatsanderung in dem untersuchten
Schichtdickenbereich nicht linear. Fiir die Wellenldange 515 nm durchlauft die Reflektivitdtsanderung

sogar ein Maximum.
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Abbildung 67: Scatchard Plots fiir die Wellenléingen 515 nm (links) und 648 nm (rechts) der Antigen-
Antikérper Interaktion auf Interferenzglas.

Ermittelt man bei diesem Antigen-Antikorper System die Affinitdtskonstante unter kinetisch
kontrollierten Bedingungen erhdlt man die in Abbildung 67 gezeigten Scatchard-Plots. Die
Affinitatskonstante ergibt sich bei der Wellenldange 515 nm zu K 515 nm = 1,957-10" M?, bei der
Wellenlange von 648 nm zu Kug gag nm = 1,754+ 10’ M. Zwar liefern die Scatchard Plots der beiden
Wellenldangen Affinitdtskonstanten, die im Bereich der spektral ausgewerteten liegen. Jedoch erkennt
man an den schwarzen Verbindungslinien zwischen den Messpunkten, dass der Verlauf der
Maximalbeladung mit der Konzentration bei beiden Wellenldngen ,falsch” ist. Man erhalt fir 25

ug/mL eine groRere Maximalbeladung als fiir 30 ug/mL, ebenso fiir 40 ug/mL und 45 pg/mL.
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Abbildung 68: Simulierter Reflektivitdtsverlauf der Wellenldngen 680 nm (schwarz) und 703 nm (rot)
bei der Untersuchung einer typischen Antigen-Antikérper Wechselwirkung auf Interferenzglas.

Die nach [Frank 2005] gewahlten ,optimalen Wellenlangen” mit maximaler Intensitdtsanderung
liefern zwar die hoéchsten Signale, aber falsche quantitative Ergebnisse, da die Linearitdt von
Reflektivitdt zu physikalischer Schichtdickenanderung nicht gegeben ist. Mittels Simulation lassen
sich wirklich optimale Wellenldngen finden, die quantitativ richtige Ergebnisse liefern. Fir
Interferenzglas sind das z. B. die Wellenlangen 680 nm und 703 nm. In Abbildung 68 ist der Verlauf
der Reflektivitat mit der physikalischen Schichtdicke im gemessenen Bereich fir beide Wellenlangen
gezeigt. Wertet man den spektral aufgenommenen Datensatz nun bei diesen Wellenlangen aus, so
erhalt man die in Abbildung 69 gezeigte Scatchard Plots. Da, wie bei der spektralen Auswertung mit
RIfS, hier die Linearitat gegeben ist, stimmt der Verlauf der Maximalbeladung mit der Konzentration

Uberein (schwarze Verbindungslinien zwischen den Punkten).
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Abbildung 69: Scatchard Plots fiir die Wellenléingen 680 nm (links) und 703 nm (rechts) der Antigen-
Antikérper Interaktion auf Interferenzglas.

Die Affinitatskonstante ergibt sich bei der Wellenldange 680 nm zu Ka 60 nm = 1,730+ 10’ M, bei der

Wellenldange von 703 nm zu K¢, 703 nm = 1,754 - 10’ M™. Die Affinititskonstante fur die Auswertung bei
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den Wellenldngen 680 nm und 703 nm fallt etwas niedriger aus als bei der spektralen Auswertung.
Dies vom hoheren Rauschen in den Bindungskurven und damit einer schlechteren Anpassung bei der

Bestimmung der Maximalbeladung herriihren.
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Abbildung 70: Ausschnitt aus den Bindungskurven der Messreihen zur kinetisch kontrollierten
Affinitdtskonstantenbestimmung, links spektrale Auswertung, rechts Auswertung bei der Wellenlénge
680 nm.

In Abbildung 70 sind die Messreihen gezeigt, links spektral ausgewertet, rechts exemplarisch bei der
Wellenlange 680 nm. Abgesehen von dem grofReren Rauschen fiir die Auswertung bei 680 nm sehen
die Bindungskurven gleich aus.

Tragt man die Uber die jeweiligen Scatchard Plots erhaltenen Affinitdtskonstanten fir die spektrale
und 1-A Auswertung in einem Schaubild auf (Abbildung 71), so erkennt man, dass die
Affinitatskonstanten fur die nach [Frank 2005] ausgewdahlten Wellenldngen (515 nm und 648 nm)
sich zwar im Bereich des Wertes fiir die spektrale Auswertung bewegen, man muss jedoch bedenken,
dass die Auswertung an sich falsch ist. Fir die Wellenlangen 680 nm und 703 nm, die eine lineare
Abhéngigkeit der Reflektivitdt von der Anderung der Schichtdicke bei der biomolekularen Interaktion
zeigen, erhalt man eine leicht niedrigere Affinitatskonstante als fiir die spektrale Auswertung, dafir

sind aber die Werte der beiden Wellenlangen quasi gleich.
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Abbildung 71: Spektrale vs. 1-lambda Auswertung der Affinitéitskonstanten der Antigen-Antikérper
Interaktion unter kinetisch kontrollierten Messbedingungen auf Interferenzglas.

Neben der Bestimmung der Affinitatskonstanten unter kinetisch kontrollierten Messbedingungen
wurde auch unter diffusions-limitierten Bedingungen die Affinitdtskonstante der homogenen
Reaktion bestimmt. Hierflir wurde wiederum zuerst eine Messreihe spektral aufgenommen und
spektral ausgewertet. Die Steigungen der Geraden in der Bindungskurve wurden gegen die
Konzentration (halb-logarithmische Auftragung) aufgetragen und mit dem Logistikfit der
Testmittelpunkt der Titration bestimmt. Aus diesem lasst sich die Affinitdtskonstante berechnen.
Abbildung 72 zeigt die spektral ausgewertete Titrationskurve des Testsystems auf Interferenzglas. In
der Abbildung wurden die drei AusreiRer (griin) maskiert und nicht zur Anndherung mit dem
Logistikfit herangezogen. Der Testmittelpunkt ergibt sich zu X, = 3,06 ppb bzw. cry = 1,277 - 10 mol/L
Atrazin. Daraus ergibt sich eine Affinitatskonstante von Ku tit, spektral = 1,989-10° M™. Die
Affinitdtskonstante ist somit ungefahr eine GroRenordnung hoher als unter kinetisch kontrollierten

Messbedingungen.
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Abbildung 72: Titration mit Logistikfit (rot) zur Bestimmung der Affinitéitskonstanten der homogenen
Reaktion auf Interferenzglas. AusreifSer sind griin maskiert und wurden zur Anndherung mit der
Logistikfunktion nicht herangezogen.

Dies ist bekannt, da bei der Reaktion an der heterogenen Phase (an der Oberfliche) andere
konformative Bedingungen und Zuganglichkeiten zum Liganden bestehen als in homogener Phase.
Der fur die homogene Reaktion ermittelte Wert fiir die Affinitdtskonstante entspricht somit auch

eher der Realitat.
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Abbildung 73: Titration mit Logistikfit (rot) zur Bestimmung der Affinitétskonstanten der homogenen
Reaktion auf Interferenzglas, ausgewertet bei den Wellenldngen 680 nm (links) und 703 nm (rechts).
AusreifSer sind griin maskiert und wurden zur Anndherung mit der Logistikfunktion nicht
herangezogen. Rechts: Der blaue Logistikfit beinhaltet den Wert bei canay: = 0,03 ppb Atrazin, der rote
nicht.

In Abbildung 73 ist die Auswertung der diffusions-limitierten Messreihe bei den Wellenldngen 680
nm und 703 nm gezeigt. Die groRen Standardabweichungen fir jeden Wert kommen aufgrund des

groRen Rauschens der Bindungskurven und der damit schlechten linearen Regression jeder einzelnen
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Steigung zu Stande. Bei der Wellenlange 703 nm wurde der Messpunkt bei canaiyt = 0,03 ppb nicht zur
Anndherung mit der Logistikfunktion herangezogen, da sonst der Fit sehr schlecht wird (blaue Kurve).
Fur die Affinitatskonstante ergibt sich K it 650 nm = 2,414+ 10° M™ und Kag, 1it, 703 nm = 3,830+ 10° M.,
Die Auswertung ist aufgrund der verrauschten Bindungskurven und den geringen Signalen relativ
ungenau.

Interferenzglas ist das Standard-Schichtsystem fir die RIfS. Fir die Gblichen, spektral ausgewerteten
Bindungsstudien ist dieses Schichtsystem als optimal berechnet und bestimmt worden. Fiir die RIf
hingegen scheint das Schichtsystem ungeeignet zu sein. Es finden sich zwar wenige Wellenlangen,
mit denen nach RIf ausgewertet werden kann, die sehr dicke Siliziumdioxidschicht von 330 nm
erzeugt aber fiir die meisten Wellenldangen viel Modulation. Der Grof3teil der Wellenlangen im
sichtbaren Bereich fallt somit fiir die RIf weg. Die sowohl spektral als auch bei einer Wellenldange
berechneten Affinitdtskonstanten decken sich gut mit in der Vergangenheit bestimmten Werten. Wie
zu erwarten ist die gemessenen Affinitatskonstante der homogenen Reaktion gréRer als die der
heterogenen. Die Auswertung der homogenen Reaktion nach RIf erweist sich aufgrund des erhéhten
Rauschens sowie der niedrigen Bindungssignale und somit schlechter linearer Regression als
schwierig und ungenau. Rausch-stabilere Photodioden kdnnten hier fiir eine Verbesserung der

Ergebnisse zum Einsatz kommen.

4.2.3 GOETHEGLAS FUR DIE RIF

Wie in Abschnitt 4.2.1 beschrieben bewegt sich die Reflektivitdat von Goetheglas im Bereich zwischen
11 % und 16 %. Somit wird viel Licht an dem Schichtsystem zum Detektor zuriick reflektiert.
Hierdurch kann man die Integrationszeit des Detektors fiir die Aufsummierung des Lichts
heruntersetzen und die Anzahl an Messungen innerhalb der Ublichen 5-Sekunden Messabschnitte
erhohen. Hierdurch verbessert sich das Signal-zu-Rausch Verhaltnis. RIf-Bindungskurven auf
Goetheglas sollten somit rauscharmer sein als jene auf Interferenzglas bzw. unvergiiteten
Substraten.

In Abbildung 74 sind die simulierten Interferenzspektren gezeigt, die man fir verschieden Dicken an

sensitiver Schicht (AMD) erhalt. Es wurde dabei auf Goethe-Referenz referenziert.
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Abbildung 74: Simulierte Interferenzspektren von Goetheglas mit 0 nm, 30 nm, 40 nm, 50 nm und 60
nm dicker sensitiver Schicht, referenziert auf Goethe-Referenz. Ab einer Wellenldnge von ca. 525 nm
nimmt die Reflektivitét fiir jede Wellenldnge linear mit der physikalischen Schichtdicke ab.

Wie man aus der Abbildung erkennt, verhilt sich die Anderung der Reflektivitit ab einer Wellenldnge
von ca. 525 nm und aufwarts linear zur physikalischen Schichtdickendnderung. Somit kénnen auf
diesem Schichtsystem problemlos zwischen 525 nm und 700 nm Wellenldngen ausgewertet werden.
Auch auf Goetheglas wurde eine kinetisch kontrollierte Messreihe durchgefiihrt und die
Affinitdtskonstante bei unterschiedlichen Wellenlangen (iber den Scatchard Plot bestimmt. Vier
exemplarische Ergebnisse sind in Abbildung 75 gezeigt. Die Maximalbeladung zeigt die richtige
Reihenfolge der Konzentrationen und der Fit liegt ausgesprochen gut auf den Messwerten, v. a. fur
kleinere Wellenlangen.

Die Affinitatskonstante, die sich aus den jeweiligen Scatchard-Plots fiir die einzelnen Wellenlangen

ergibt, ist in Tabelle 3 widergegeben:

ausgewertete Wellenlinge [nm]  aus dem Scatchard Plot erhaltene K. [M™]

525 1,546-10’
601 1,334-10’
650 1,228-10’
699 1,078-10’

Tabelle 3: Aus den jeweiligen Scatchard-Plots der Goetheglas-Messungen erhaltenen
Affinitétskonstanten.
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Abbildung 75: Scatchard Plots fiir die Wellenléingen 525 nm (links oben), 601 nm (rechts oben), 650
nm (links unten) und 699 nm (rechts unten) der Antigen-Antikérper Interaktion auf Goetheglas.

Die erhaltenen Werte fiir jede Wellenlange liegen unter Beriicksichtigung des Bereichs der

7319 M) fiir organische Antigene recht nahe

Affinitatskonstante Uber vier GréRenordnungen (10
beieinander, fallen aber etwas niedriger aus als die Affinitatskonstante, die man aus der spektralen
Auswertung auf Interferenzglas erhdlt. Dies kann von der leicht unterschiedlichen
Oberflachenmodifikation herrihren. Auf Interferenzglas sind als oberste Schicht 330 nm
Siliziumdioxid aufgedampft, auf Goetheglas nur 20 nm. Dieser groRe Unterschied kann unter
Umstanden Einfluss auf die Oberflachenchemie und somit auf die biomolekulare Interaktion haben

(siehe [Kumpf 2005]).

4.2.4 SCHWEIZERGLAS FUR DIE RIF

Wie bereits erwdhnt ist Titandioxid ein sehr interessantes Material zur Herstellung von
Endoprothesen. Es verfligt Uber eine gute Biokompatibilitdt, aulerdem zeigt es einen hohen
Brechungsindex von nso = 2,6. Flir Schweizerglas erwartet man aufgrund der sehr hohen Reflektivitat
die rauscharmsten Bindungskurven in der RIf. Obwohl die 100 nm Titandioxid-Schicht wie in
Abbildung 64 gezeigt eine recht schlechte Wahl ist, wurde dieses Schichtsystem trotzdem vermessen.

Fir die RIf sind Wellenlangen gréRBer 575 nm zur Auswertung geeignet.
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Abbildung 76: Simulierte , Interferenzspektren” von Schweizerglas mit 0 nm, 30 nm, 40 nm, 50 nm und
60 nm dicker sensitiver Schicht, referenziert auf Interferenz-Referenz. Unterhalb der Wellenlénge von

435 nm absorbiert das Titandioxid Licht.

Flir 575 nm erhalt man eine sehr geringe Reflektivitat (Minimum in Abbildung 76), bei 700 nm liegt
die Reflektivitat bei ca. 16 %.
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Abbildung 77: Bindungskurve von 50 ug/mL Antikérper an immobilisierten Liganden auf
Schweizerglas, ausgewertet bei 640 nm (schwarz) und 703 nm (rot). Das Rauschen (kleiner Kasten
rechts unten) ist aufgrund héherer Reflektivitit bei 703 nm geringer als bei 640 nm.

Auch auf Schweizerglas wurde eine kinetisch kontrollierte Konzentrationsreihe zur Bestimmung der
Affinitatskonstanten des Testsystems durchgeflihrt. Die Scatchard Plots fiir die Wellenlangen 640 nm

und 703 nm sind in Abbildung 78 gezeigt.
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Abbildung 78: Scatchard Plots fiir die Wellenléingen 640 nm (links) und 703 nm (rechts) der Antigen-
Antikérper Interaktion auf Schweizerglas. Aufgrund der Instabilitit der Oberfldchenchemie im Laufe
der Messreihe zeigen die Plots anomales Verhalten, es konnte keine Affinitéitskonstante berechnet
werden.

Die Scatchard Plots zeigen anomales Verhalten, eine Auswertung durch lineare Regression war somit
nicht moglich. Ursache hierfiir ist die Instabilitdt der Oberflaichenchemie auf diesem Schichtsystem.
Abbildung 79 zeigt die Konzentrationsreihe (die Dreifachmessung der Konzentration 20 pg/mL wurde

der Ubersichtlichkeit halber aus der Abbildung entfernt).
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Abbildung 79: Kinetisch kontrollierte Konzentrationsreihe auf Schweizerglas, ausgewertet bei 640 nm.
Gestrichelte Linien zeigen die letzte Messung der jeweiligen Konzentration. Die Dreifachmessung der
Konzentration 20 ug/mL wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit aus der Abbildung entfernt.
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Die gestrichelten Kurven stellen die letzte Messung der jeweiligen Konzentration dar. Das
Bindungssignal nimmt stetig ab. Am Ende der Konzentrationsreihe wurde ein erneutes Mal mit 50
pg/mL Antikorper inkubiert. Hierbei zeigt sich die in der Abbildung schwarz gestrichelte Kurve, die
unterhalb der anderen liegt (zur besseren Darstellung in horizontaler Richtung verschoben). Dies

beweist die Instabilitdt der Oberflachenmodifikation.

4.2.5 UNVERGUTETE SUBSTRATE FUR DIE RIF

BK7-Glas und ZEONOR sind unvergiitete Substrate, die aus einem einzigen Material bestehen. BK7-
Glas ist das gewohnliche Glas, das fir Objekttrager verwendet wird. Fiir transparente Verkleidungen
in medizinischen Produkten, Handykameras, Scheinwerfen etc. werden ZEONOR und andere
Cycloolefin-Kunststoffe verwendet. Beide Substrate haben einen dhnlichen Brechungsindex von ca.
nsoo = 1,52. Die Reflektivitdt an diesen Substraten fallt somit niedriger aus als bei den bisher
diskutierten Schichtsystemen. Die folgenden Untersuchungen sollten kldaren, ob und wie gut
biomolekulare Interaktion an diesen Substraten moglich ist, da sie hohes Potential fiir den Einsatz als
Einweg-Chips darstellen.

Wie fir die anderen Schichtsysteme auch wurde zunachst der Reflektivitdtsverlauf dieser Substrate
Uber den sichtbaren Bereich des Lichts simuliert. Dieser ist in Abbildung 80 gezeigt. Man erkennt,
dass die Reflektivitat sehr gering ist (kleiner 0,5 %) und nahezu konstant Gber den sichtbaren Bereich.
Die Anderung der Reflektivitdt mit der physikalischen Schichtdickendnderung der sensitiven Schicht
ist bei jeder Wellenldnge linear. Somit zeigen diese Substrate den Vorteil, dass bei jeder Wellenlange

im sichtbaren Bereich mit RIf gemessen werden kann.
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Abbildung 80: Simulierte Reflexionsspektren von BK7-Glas bzw. Plastiksubstrat mit 0 nm, 30 nm, 40
nm, 50 nm und 60 nm dicker sensitiver Schicht.
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Abbildung 81: Scatchard Plots fiir die Wellenléingen 501 nm (links oben), 525 nm (rechts oben), 551
nm (links unten) und 601 nm (rechts unten) der Antigen-Antikérper Interaktion auf BK7-Glas.

Zunachst wurden Konzentrationsreihen auf BK7-Glas durchgefiihrt und exemplarisch bei vier
Wellenldangen ausgewertet. In Abbildung 81 sind die Scatchard Plots fiir diese Wellenldngen gezeigt.
Die Standardabweichungen der Messpunkte sind hoher als beim vergiteten Glas. Die

Affinitatskonstante, die sich aus den jeweiligen Scatchard Plots ergibt, ist in Tabelle 4 widergegeben:

ausgewertete Wellenlinge [nm]  aus dem Scatchard Plot erhaltene Ku [M™]

501 1,171-10°
525 1,268- 10’
551 1,390- 10’
601 1,273-10°

Tabelle 4: Aus den jeweiligen Scatchard-Plots der BK7-Messungen erhaltenen Affinitéitskonstanten.

Die Affinitdatskonstante ist fir alle Wellenldngen sehr gut vergleichbar. Im Vergleich zur auf
Interferenzglas ermittelten Affinitdtskonstante ist auch die auf BK7-Glas erhaltene etwas geringer. Im

Vergleich zur Affinitatskonstante auf Goetheglas ist auf BK7-Glas die Abweichung geringer.
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Abbildung 82: Scatchard Plots fiir die Wellenléingen 542 nm (links oben), 640 nm (rechts oben), 680
nm (links unten) und 703 nm (rechts unten) der Antigen-Antikérper Interaktion auf ZEONOR-
Plastiksubstrat.

Die Scatchard Plots fiir zwei Wellenlangen von auf ZEONOR gemessenen Konzentrationsreihen sind
in Abbildung 82 gezeigt. Die Messpunkte liegen im Vergleich mit den anderen Substraten nicht
perfekt auf einer Geraden. AuRerdem sind die Standardabweichungen fiir zwei Konzentrationen
besonders hoch.

Die Affinitatskonstante, die sich aus den jeweiligen Scatchard Plots fiir die einzelnen Wellenldngen

ergibt, ist in Tabelle 5 widergegeben:

ausgewertete Wellenlinge [nm]  aus dem Scatchard Plot erhaltene K. [M™]

542 1,845-10’
640 1,973-10’
680 2,296 10’
703 1,675-10’

Tabelle 5: Aus den jeweiligen Scatchard-Plots der ZEONOR-Messungen erhaltenen
Affinitdtskonstanten.
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Auf Plastik-Substrat zeigt die Bestimmung der Affinitdtskonstante eine grofle Abweichung innerhalb
der Wellenlangen. Die Werte sind im Mittel etwas hoher als der Referenzwert, der spektral auf

Interferenzglas erhalten wurde.

4.2.6 VERGLEICH DER SIGNAL-ZU-RAUSCH VERHALTNISSE DER SCHICHTSYSTEME

Zum Vergleich der Signal-zu-Rausch (SNR) Verhiltnisse bei der Anbindung von 50 pg/mL Antikorper
an auf den unterschiedlichen Schichtsystemen immobilisierten Liganden wurde der Wert der
Gleichgewichtsbeladung am Ende der Injektionsphase durch den Wert fir das groRte peak-to-peak
Rauschen geteilt. Hierfir wurde exemplarisch bei den Wellenlangen 550 nm und 680 nm

ausgewertet. Die fir die jeweilige Wellenldnge erhaltenen SNR-Werte sind in Tabelle 6

zusammengefasst.
A =550 nm A =680 nm

Rauschen Signal SNR Rauschen Signal SNR
BK7 22 3037 138,0 32 1173 36,7
ZEO 30 1698 56,6 27 977 36,2
Int 23 4719 205,2 21 7037 335,1
Goe 77 20448 265,6 114 6475 56,8
Sch 68 26553 390,5 108 17678 163,7

Tabelle 6: Vergleich der Signal-zu-Rausch Verhdltnisse der untersuchten Schichtsysteme fiir zwei
verschiedene Wellenldngen.

Man erkennt deutlich, dass die unvergiiteten Substrate ein deutlich schlechteres SNR zeigen als die
Schichtsysteme mit hochbrechenden Schichten. Fiir die Wellenlange 550 nm zeigt Schweizerglas das
beste Signal-zu-Rausch Verhaltnis und das groRte Signal (hochste Anzahl an counts). Dies ist aufgrund
des hohen Brechungsindexes der TiO,-Schicht zu erwarten. Bei der Wellenlange 680 nm zeigt sich
unerwartet das beste SNR fiir Interferenzglas.

Fur die spektrale Auswertung bei der Anbindung von 50 pg/mL Antikdrper an immobilisierte
Liganden auf Interferenzglas zeigt das SNR mit einem Wert von 8888,3 ein um Grofenordnungen
besseres Verhiltnis. Wichtig zu beachten ist hierbei, dass die mittels RIf aufgenommenen
Bindungskurven mit den Photodioden des Diodenzeilenspektrometers erhalten wurden. Diese zeigen
aufgrund ihrer Eigenschaften als Teil der Diodenzeile ein héheres Rauschen als eine einzelnen Diode
mit vorgeschaltetem Interferenzfilter (1-A Aufbau, siehe Abbildung 32). Daher sollte sich mit dem

nach [Frank 2005] vorgeschlagengen Aufbau eine Verbesserung der SNR-Werte fir die RIf ergeben.

95



4.2 OPTIMIERTE SCHICHTSYSTEME FUR DIE 1-LAMBDA REFLEKTOMETRIE (RIF)

4.2.7 ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE DER UNTERSUCHTEN SCHICHTSYSTEME

Fasst man die Ergebnisse der auf den verschiedenen Schichtsystemen gemessenen
Affinitatskonstante des Testsystems zusammen, so erhdlt man Abbildung 83. Man erkennt, dass im
GrolRen und Ganzen die Werte recht dicht beieinander liegen und somit die RIf auch quantitativ
vergleichbar ist mit der RIfS. Vergleicht man die verschiedenen Schichtsysteme untereinander, so
sieht man, dass das Testsystem auf unterschiedlichen Schichtsystemen leicht verdanderte Affinitaten
zeigt. Je nach Schichtsystem wird die Beschaffenheit der Oberflichenbeschichtung leicht

unterschiedlich sein. Dies wirkt sich gering auf die biomolekulare Interaktion aus [Schweizer 2005].
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Abbildung 83: Ubersicht iiber die auf den verschiedenen Substraten bei unterschiedlichen
Wellenldngen ermittelte Affinitditskonstante.

Interferenzglas zeigt in der zusammenfassenden Abbildung zwar die besten Ergebnisse, ist jedoch bei
der Wahl der zur Auswertung verwendbaren Wellenlangen sehr eingeschrankt. Goetheglas zeigt
nach Interferenzglas die besten Scatchard-Plots. Zur Auswertung kann jede Wellenlange oberhalb
525 nm herangezogen werden. BK7-Glas zeigt als unvergiltetes Substrat trotz sehr geringer
Reflektivitditen unerwartet gute Ergebnisse. Die Bindungskurven zeigen gute Signale und sind gut
auswertbar. Messungen auf BK7-Glas sind im sichtbaren Bereich bei jeder Wellenlange mit RIf

auswertbar. Die Messungen auf Plastiksubstrat ZEONOR sind fiir unvergiitetes Substrat ebenfalls gut,
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die erhaltenen Werte zeigen aber im Vergleich zu BK7-Glas eine gréRere Abweichung untereinander.
Messungen auf Schweizerglas ergaben aufgrund der Instabilitdit der Oberflaichenmodifikation
unglicklicherweise keine Ergebnisse bezlglich der Affinitatskonstante. Dieses Schichtsystem zeigt
jedoch aufgrund der hochsten Reflektivitditen das geringste Rauschen in den Bindungskurven.
Betrachtet man den Wellenldngenbereich, den man zur Auswertung heranziehen kann, so erkennt
man, dass die unvergliteten Substrate im ganzen sichtbaren Bereich eine lineare Abhangigkeit der
Reflektivitat von der Schichtdickendnderung zeigen. Fir die Gewahrleistung der Linearitdat muss fir
Goetheglas eine Wellenlange groRer 525 nm gewadhlt werden, fir Schweizerglas eine Wellenlange

groRer 600 nm und fiir Interferenzglas eine Wellenlange groRRer 680 nm.

4.2.7 WEITERE MOGLICHKEITEN ZUR OPTIMIERUNG

Wie bereits erwdhnt ist Schweizerglas mit einer 100 nm dicken Titandioxid-Schicht ein relativ
schlecht gewahltes Schichtsystem. Abbildung 64 rechts zeigt, dass eine 50 nm dicke TiO,-Schicht eine
im Vergleich zu Schweizerglas doppelt so hohe Reflektivitdt von ca. 30 % zeigt. Somit ware es moglich

mit diesem Schichtsystem das Rauschen noch weiter zu verringern.
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Abbildung 84: Reflektivitétsverlauf fiir den parallelen und senkrechten Anteil des Lichts bei der
Wellenlénge 525 nm fiir Goetheglas mit einer 30 nm dicken AMD-Schicht.

Ein weiterer Ansatzpunkt zur Optimierung der Schichtsysteme fir die RIf ist die Messung unter
unterschiedlichen Winkeln. Wie bereits bei [Frank 2005] diskutiert, zeigen die Schichtsysteme fiir
verschiedene Winkel unterschiedliche, z. T. deutlich héhere Reflektivitaiten (Abbildung 84). Zu
beachten ist, dass sich bei schrdgem Einfall nach Fresnel fiir senkrechten bzw. parallelen Anteil des

Lichts unterschiedliche Reflektivitaten bzw. Intensitdten ergeben. Fiir Goetheglas lasst sich bei der
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Wellenldange 525 nm die Reflektivitat fiir den senkrechten Anteil des Lichts von 15 % auf beinahe 30
% vergroBern. Ein Grenzfall ware das Messen unter dem Winkel der Totalreflexion (Total

Reflektometrische Interferenzspektroskopie) [Vollprecht 2004; Jager 2005; Notzold 2008].
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Abbildung 85: Simulierte Reflexionsspektren von Zirkoniumdioxid-Substrat mit 0 nm, 30 nm, 40 nm,
50 nm und 60 nm dicker sensitiver Schicht, iiberschichtet mit Wasser.

Eine weitere Moglichkeit das Signal-zu-Rausch Verhaltnis Gber groRere Reflektivitaten zu verbessern
ist die Wahl eines transparenten Substrates mit hohem Brechungsindex. Hierflir konnte
Zirkoniumdioxid zum Einsatz kommen. Dieses findet hauptsachlich Einsatz in der Dentologie
aufgrund seiner besonderen Eigenschaften wie Biokompatibilitdt und mechanische Festigkeit [Katz
2007]. Abbildung 85 zeigt die simulierten Reflexionsspektren eines Zirkoniumdioxid-Substrats mit
aufgetragener AMD-Schicht. Die Reflektivitdt bewegt sich im Bereich zwischen 5,7 % und 6,7 % fur

den sichtbaren Bereich des Lichts.
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In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Themengebiete fiir die Optimierung des Signal-zu-Rausch
(SNR) Verhaltnisses fir reflektometrische Biosensoren untersucht. Zum einen sollte der Einsatz von
funktionalisierten  Nanopartikeln fir die Signalverstarkung in der Reflektometrischen
Interferenzspektroskopie (RIfS) untersucht werden. Der Fokus der Untersuchungen lag insbesondere
auf speziell entwickelten und funktionalisierten magnetischen Nanopartikeln. Vor allem im Hinblick
auf die Verwendung fiir eine schnelle und einfache Extraktion von Oligonukleotiden pathogener
Keime sowie einer anschlieBenden Analyse dieser DNA-Fragmente auf dem RIfS-Mikroarray sollten
diese Nanopartikel charakterisiert und die optimalen Eigenschaften bestimmt werden. Hierfiir war es
notig, den Einfluss des RIfS-System als Ganzes auf die Nanopartikel zu untersuchen. Vorab musste
geklart werden, ob die verwendeten Nanopartikel an Teile des mikrofluidischen Systems unspezifisch
binden und sich somit deren Konzentration im System verandert. Daflir war eine Quantifizierung der
Nanopartikel notwendig, die Gber UV/VIS-Spektroskopie bewerkstelligt werden konnte. Desweiteren
musste geklart werden, ob die Partikel unspezifisch an die praparierten Oberflichenmodifikationen
binden und somit die detektierten Signale verfilschen. Hierfir wurden diverse
Oberflachenbeschichtungen untersucht. Die magnetischen Nanopartikel die aus einem Magnetit-
Kern bestehen der von einer Dextranhiille umgeben ist, zeigten dabei die besten Ergebnisse.
Aufgrund des umgebenden Biopolymers fand keine unspezifische Bindung dieser Nanobeads an die
Sensoroberflachen statt, die Nanobeads zeigten sehr gute Biokompatibilitat. Die untersuchten Gold-
bzw. Silika-Nanopartikel hingegen wiesen keine Polymerhiille auf. Dies fiihrte zu enormer
unspezifischer Bindung. Gold-Nanopartikel zeigten in maRig konzentrierter Lésung zusatzlich
Probleme durch Streuung bei der Detektion im RIfS-System. Zur Charakterisierung der
Signalverstarkung der Nanopartikel aufgrund ihrer GrofRe wurden verschiedene Systeme untersucht.
Hierflr wurden zuerst Nanopartikel mit einem Durchmesser von 50 nm verwendet. Bei jedem der
verwendeten Interaktionssysteme konnte eine Verstarkung der spezifischen Signale um einen Faktor
von mindestens zehn gezeigt werden. Unter Verwendung von Nanopartikeln groRer 70 nm zeigte
sich eine Umkehr der Verschiebung des Interferenzspektrums. Diese Tatsache wurde bereits in
friiheren Arbeiten beobachtet. Mittels Simulation von Interferenzspektren konnte gezeigt werden,
dass sich nach Uberschreiten einer , kritischen” physikalischen Schichtdicke das Interferenzspektrum
nach kirzeren Wellenldngen verschiebt. Eine Korrelation von ,positiven“ und ,negativen”
Bindungskurven ist bisher nicht gelungen. Unterstitzende Bild-Aufnahmen mit dem
Rasterkraftmikroskop (AFM) der verwendeten Sensoren konnten jedoch zeigen, dass tatsachlich
Nanopartikel auf die funktionalisierten Sensoroberflichen hybridisiert sind. Die AFM-Bilder

bestatigten ebenfalls die langsamere Diffusion gréBerer Nanopartikel an die Sensoroberflachen.
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Weitere Untersuchungen von Nanopartikeln fir die Reflektometrische Interferenzspektroskopie
sollten sich auf mit Biopolymer funktionalisierten Partikeln fokussieren, da nur diese aufgrund sehr
geringer unspezifischer Bindung (iberhaupt in direkt-optischen Messmethoden Einsatz finden
kénnen. Eine Vergleichbarkeit von ,positiven” mit ,negativen” Bindungssignalen solle mittels
mathematischer Algorithmen ndher untersucht und somit eine deutliche Verbesserung des
Signalverstarkungsfaktors erzielt werden. Vor allem der Einsatz von biokompatiblen,
funktionalisierten Quantenpunkten (QD) in einer Kombination aus direkt-optischer und auf
Fluoreszenz basierender Detektion konnte synergistische Informationen der untersuchten

biologischen Systeme liefern.

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigte sich mit der Optimierung und quantitativen Charakterisierung
der bereits qualitativ untersuchten 1-A Reflektometrie (RIf). Hierflir wurden unterschiedliche
Schichtsysteme untersucht und miteinander verglichen. Anhand eines Testsystems (Antigen-
Antikorper Wechselwirkung) wurde die bei der RIfS angewendete spektrale Auswertung mit der
Auswertung nur einer Wellenlange bei der RIf verglichen. Hierfiir wurde die Affinitdtskonstante unter
kinetisch kontrollierten und diffusions-limitierten Bedingungen auf dem in der RIfS verwendeten
Interferenzglas spektral bestimmt. Da die detektierten Signale bei der homogenen Reaktion sehr
gering ausfallen, das Rauschen des Signals bei der RIf jedoch noch recht hoch ist, konnte eine
Bestimmung dieser Affinitatskonstanten mittels RIf nur sehr ungenau erfolgen. Im Weiteren wurde
nur der unter kinetisch kontrollierten Messbedingungen ermittelte Wert bericksichtigt. Dieser Wert
wurde mit den bei einer Wellenldnge ermittelten Werten fir verschiedene Schichtsysteme
verglichen. Dabei zeigte sich, dass Interferenzglas zwar fir die Reflektometrische
Interferenzspektroskopie sehr gut geeignet ist, fir die RIf jedoch nur in eingeschranktem MaRe.
Goetheglas hingegen fand bisher keine Anwendung in der RIfS-Biosensorik, da eine spektrale
Auswertung mit diesem Schichtsystem fir die verwendeten, dinnen sensitiven Schichten nicht
moglich ist. Fir die RIf hingegen zeigte Goetheglas besonders gute Eigenschaften. Die hohe
Reflektivitat der dickeren Tantalpentoxid-Schicht zeigte eine Verbesserung des Signal-zu-Rausch
Verhdltnisses im Vergleich zum Interferenzglas. Eine weitere Verbesserung des SNR durch
Verwendung von Schweizerglas konnte aufgrund der Instabilitat der sensitiven Schicht auf diesem
Schichtsystem nur theoretisch diskutiert werden. Desweiteren wurden zwei weitere vollig
unverglitete Substrate in die Untersuchung miteinbezogen, v. a. unter dem Gesichtspunkt diese als
sog. ,disposables” zu verwenden. StandardmaRig verwendetes Objekttragerglas (BK7-Glas) und ein
transparentes Cyocloolefin-Polymer (ZEONOR) zeigten bei der Untersuchung des Testsystems und
der Ermittlung der Affinitatskonstante ebenfalls sehr gute Verwendbarkeit. Die Ursache der Streuung
der Werte fir die Affinitdtskonstante auf ZEONOR kann eine im Vergleich zu BK7-Glas inhomogenere

Oberflache bzw. Oberflachenbeschichtung sein. Im Gesamten betrachtet entspricht der bei einer
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Wellenldange ermittelte Wert der Affinitdtskonstanten sehr gut dem mittels spektraler Auswertung
erhaltenen Wert.

Weitere Moglichkeiten zur Optimierung der 1-A Reflektometrie (RIf) wurden bereits im Ergebnisteil
theoretisch diskutiert. Vor allem die Winkelabhangigkeit der mit RIf erhaltenen Signale sollte ndher
untersucht und ein optimaler apparativer Aufbau konstruiert werden. Darlber hinaus sollten das
SNR fir weitere Wellenlangen mit gegebener Linearitdt von Schichtdicke und Reflektivitdtsdanderung
untersucht und evaluiert werden. Weitere funktionalisierbare und transparente Ein-Schicht-
Substrate (wie Zirkoniumdioxid) mit groBem Brechungsindex sollten fiir die RIf ausfihrlich
theoretisch und experimentell untersucht werden, da auf diesem Wege eine weitere Vereinfachung

des Systems und eine weitere Verringerung des Rauschens erreicht werden kann.
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