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3.1 Neuartiger Biochip

Fir die Herstellung von Biochips ist das Aufbringen von Nukleinsiduren oder Proteinen auf die
Oberfliche des Chips ein zentraler Punkt. Auch durch moderne Robotertechnik und die
Automatisierung solcher Prozesse handelt es sich dabei um einen zeitintensiven Prozess. Die
benotigte Zeit fur die Herstellung solcher Chips nimmt mit der Anzahl der zu untersuchenden
Proben immer weiter zu. Fir komplexe Netzwerke, wie sie von Rhodes (Rhodes e 4/, 2005)
beschrieben wurden, sind die heute erhiltlichen Chips nicht ausreichend geeignet. Die
Herstellung von Chips die alle potenziellen Wechselwirkungen in einem Organismus untersuchen

konnten, wire nur mit einem erheblichen Zeitaufwand moglich.

Ein Chip der eine solch hohe Zahl an Wechselwirkungen untersuchen soll, miisste mit einem
neuartigen Verfahren hergestellt werden, welches viel schneller ist, als die heute bekannten. Der
optimale Fall sieht einen Chip vor, der giinstig in der Herstellung ist und in sehr kurzer Zeit mit
moglichst geringem technischen Aufwand produziert werden kann. Unter der Produktion ist in
diesem Fall die Beladung des Chips zu sehen und nicht die gesamte Herstellung. Hierbei ist der
direkte Vergleich zu dem fotolithografischen Verfahren oder dem Aufbringen von vorher

synthetisierter DNA mithilfe von Robotern gemeint.

Das Konzept eines neuartigen Chips, welches in dieser Arbeit untersucht werden soll, stellt genau
einen solchen Chip dar. Dieser soll zukinftig in der Lage sein eine hohe Anzahl an
Wechselwirkungen zu untersuchen. Bei dem Chip soll es sich um einen Kapillarchip handeln, der
einzig durch die Kapillarkrifte befillt wird. In der folgenden Abbildung (Abbildung 7) soll das
Prinzip des Chips erklirt werden. Bei dem Chip soll es sich um eine regelmafBige Anordnung von
Kapillaren handeln. Diese sollen aus einem Material bestehen, welches dazu fihrt, dass sich die
Kapillaren innerhalb kurzester Zeit eigenstindig mit einer wassrigen Fliissigkeit fillen kénnen.
Der Chip soll dabei in eine Losung getaucht werden, die alle notigen Bestandteile fir eine
Polymerasekettenreaktion beinhaltet. FEine wichtige Grundvoraussetzung hierbei ist, dass die
Zielmolekile, welche amplifiziert werden sollen in einer geringen Konzentration vorliegen. Die
Konzentration muss so eingestellt werden, dass im statistischen Mittel nur ein Zielmolekil pro
Kapillare enthalten ist. Bei den zu amplifizierenden Zielmolekiilen soll es sich um verschiedene
Nukleinsiuren (eine DNA Bibliothek) handeln, die durch diesen Chip vereinzelt werden kénnen.
Durch die Amplifikation in jeder einzelnen Kapillare sollten nach Beendigung der PCR viele
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Kopien einer einzigen Sequenz vorliegen. Man spricht in diesem Zusammenhang auch von einer

in vitro Klonierung (Lukyanov e al., 1990).

Beladung

Entfernen des
Uberstandes

Amplifikation

Abbildung 7: schematische Darstellung des zu entwickelnden Kapillarchips. Der Chip wird in eine
Losung getaucht, welche alle notwendigen Bestandteile fiir die PCR und eine Bibliothek
an Zielmolekiilen beinhaltet. Nach der eigenstindigen Befiilllung wird der Chip aus der

Losung genommen, die iiberschiissige Fliissigkeit entfernt und zur Amplifikation

gebrach.

Dartiber hinaus ist es wichtig, dass die Zielmolekiile so hergestellt werden, dass alle Molekiile

durch die Verwendung eines einzigen Paares von Oligonukleotiden amplifiziert werden kénnen.

In der Abbildung 7 ist auch zu erkennen, dass einige Kapillaren mit einem Molekil belegt
wurden, wahrend ander Kapillaren kein Molekiil enthalten werden. Durch die hier beschriebene

Methode konnte man eine DNA Bibliothek auf, oder besser in einem Chip erschaffen.

Ein weiteres Problem bei der Untersuchung von Wechselwirkungen stellt die bis lang getrennte
Betrachtung der genetischen Ebene, in Form der DNA- und der Proteinebene dar. Hierbei wire

eine kombinierte Betrachtung beider Ebenen sehr sinnvoll, um die direkten Einfliisse von
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genetischen Verinderungen beobachten zu kénnen. Um komplexe Netzwerke verstehen zu
konnen, ist eine gemeinsame Betrachtung von Genotyp und Phinotyp unabdingbar. Zum
heutigen Zeitpunkt gibt es durchaus schon Versuche den Genotyp mit dem Phénotyp zusammen

zu betrachten und so zu neuen Erkenntnissen zu kommen.

Durch eine Kombination von genetischer und Proteinebene ist es heute moglich eine 7z vitro
Evolution durchzufithren. Hierbei stehen verschiedene Moglichkeiten zur Verfiigung, die an
dieser Stelle nur kurz erwihnt werden sollen. Ein Verfahren der 7z witro Evolution von
Nukleinsiuren stellt das SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment)
Verfahren dar (Tuerk ez al, 1992, Beutel und Gold, 1992). Die Produkte des Verfahrens werden
als Aptamere bezeichnet. Darunter versteht man hochaffine Nukleinsduremolekiile, die durch

ithre Konformation andere Molekiile erkennen und diese spezifisch binden kénnen.

Bei diesem Verfahren sind die genetische Information und die Funktion des Molekils in der
RNA vereint. In den meisten Fallen stellt nach heutigem Wissensstand die DNA die genetische
Information zur Verfiigung und die Proteine tibernehmen die ausfiihrende Funktion. Dies ist im
oben genannten Fall der RNA etwas anders. Hierbei ist die RNA sowohl Information als auch

Funktionstriger.

Ein weiteres Beispiel fir die Ausnutzung der Genotyp Phinotyp Verkniipfung stellt das Ribosom
Display dar. Bei dieser Methode dient das Ribosom als bindendes Glied zwischen den beiden
Ebenen. Das Ribosom Display beruht darauf, dass wahrend der Translation fur kurze Zeit die
genetische Information (in Form der mRNA) und die funktionelle Information (in Form der
Polypeptidkette) am Ribosom zusammen vorliegen. Durch einige Manipulationen des Systems
der Translation unterbindet man die Termination und somit das Zerfallen des Ribosoms.
Allerdings ist hier anzumerken, dass es auch im Falle des Ribosom Displays nur um die Bindung
an einen Affinititstriger geht. Enzymatische Funktionen kénnen zum jetzigen Zeitpunkt mit

diesem System noch nicht selektiert werden.

Eine Verbindung zwischen Genotyp und Phinotyp konnte auch in dem oben gezeigtem Chip
erreicht werden. Dazu mussten die Fragmente, die in dem Chip vereinzelt und amplifiziert
wurden regulatorische Sequenzen fir die zz vitro-Proteinsynthese enthalten. Hierdurch kénnte im
Anschluss an die PCR eine zellfreie Proteinsynthese durchgefithrt werden. Dieses ist in der

folgenden Abbildung (Abbildung 8) dargestellt.
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Nach der Amplifikation wird der Chip in die zellfreie Proteinsynthese eingesetzt. Die Aufnahme

des Mixes fiir die 7z vitro-Expression geschieht wieder Uber Kapillarkrifte. Nachdem der Chip

Beladung mit in vitro
Expressionsmix

Entfernen von Uberschis-
sigen Expressionsmix

in vitro Expression

Abbildung 8: schematische Darstellung der iz vitro-Proteinsynthese im Chip

Der erste Teil der Abbildung zeigt einen Chip, wie er aus der PCR hervorgegangen ist.

Er beinhaltet traslatierbare Amplifikate

Der zweite Teil zeigt die Befiillung mit dem Translationsmix gefolgt von der

Entfernung des tiberfliissigen Expressionsmix

Die vierte Grafik zeigt die Expression im Chip, bei der eine Kapillare ein Protein mit

den gewiinschten Eigenschaften aufweist

vollstindig mit dem Mix gefillt ist, wird er aus der Losung mit dem Expressionsansatz
genommen und der Uberstand entfernt. AnschlieBend muss der Chip abgedichtet werden, um die
Reaktion starten zu koénnen. Nach erfolgter Reaktion liegt in jeder Kapillare neben der
genetischen Information auch das dazugehoérige Protein vor. Hierdurch ist eine Verbindung
zwischen der genetischen und der funktionellen Ebene entstanden, die iiber die Moglichkeiten
des Ribosom Displays hinausgeht. In dem hier beschriebenen System wire es denkbar, neben der

Bindung zwischen Protein und Ligand auch enzymatische Umsetzung zu untersuchen.
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Die Grundlage des hier beschriebenen Verfahrens bilden die Arbeiten von Ohuchi (Ohuchi ez al.,
1998), der eine Methode entwickelt hat, die als SIMPLEX (single molecule amplification and 7
vitro expression) bezeichnet wird. Diese wurde bisher nur in einem gréfleren Volumen

durchgefiihrt und ist daher noch nicht fiir den Hochdurchsatzbereich geeignet.

Das in Abbildung 7 und Abbildung 8 beschrieben System wiirde vollig neue Moglichkeiten in
dem Bereich der 7# vitro Evolution darstellen. Nicht nur bei der Suche nach Bindern wie sie bei
der SELEX oder dem Ribosom Display beschrieben wurden, sondern auch bei der Suche nach
verbesserten Enzymen kann dieses System entscheidende Vorteile bringen. An dieser Stelle sei
darauf verwiesen, dass die SIMPLEX-Methode schon fiir die Suche nach verbesserten Enzymen
eingesetzt wurde (Miyazaki-Imamura ez a/, 2003). Bei der von Miyazaki vorgestellten Arbeit

konnte eine Peroxydase mit einer verbesserten Stabilitit selektiert werden.

Ein solches System, wie es in Abbildung 7 und Abbildung 8 dargestellt wurde, wire ein sehr
nitzliches Instrument bei der Suche nach neuvartigen Wirkstoffkandidaten in der
Pharmaindustrie. Dartiber hinaus wiirde die Verbindung von Genotyp und Phinotyp wiirde zu

einem wesentlich besseren Verstindnis von Funktionen in verschiedenen Organismen fthren.

3.2 Auswahl eines geeigneten Chips

Die Grundlage fir das oben dargestellte Verfahren ist, ein Aufsaugen von verschiedenen
Lésungen mithilfe von Kapillarkriften. Um dies zu realisieren, stand als Erstes die Auswahl einer
geeigneten Geometrie und damit verbunden die Suche nach einem geeigneten
Herstellungsverfahren an. Nach eingehender Marktanalyse wurden einige Materialien identifiziert,

welche fir die Herstellung eines solchen Chips in Frage kamen.
* Glas
* Glaskeramik
* Silizium
* Kunststoffe wie Polycarbonat
*  Aluminiumoxid

Die in Frage kommenden Materialien hatten alle Vor- und Nachteile. Glas wird schon seit langer
Zeit in der biologischen Forschung verwendet. Es ist in einem eingeschrinkten Mal}
mikrostrukturierbar. Eine thermische Stabilitit, die fir die PCR bendtigt ist, ist gegeben. Die

Wiremeleitkapazitit ist allerdings recht niedrig, was einen Wairmetbergang erschwert. Die
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Modifizierung der Oberfliche ist durch die Verwendung von verschiedenen Silanen realisierbar.
Dadurch ist die Kopplung von Oligonukleotiden méglich. Die gegebene Transparenz erleichtert
zum Teil die Mikroskopie. Allerdings ist auch zu erwihnen, dass die Transparenz bei der
Fluoreszenzmikroskopie eher hinderlich ist. Es kann zu einem Uberstrahlen von einer Kapillare

in die andere kommen.

An diesem Punkt hat die Glaskeramik einen entscheidenden Vorteil. Dieses Material ist von den
Eigenschaften her dem Glas sehr dhnlich, jedoch ist es nicht transparent. Dies kann in der
Fluoreszenzmikroskopie von Vorteil sein. Ein Uberstrahlen wird durch die Verwendung dieses

Materials erfolgreich verhindert.

Silizium ist hervorragend mikrostrukturierbar. Hier kann auf das Wissen aus der
Halbleiterherstellung zuriickgegriffen werden. Es ist nicht transparent und wiirde sich in der
Mikroskopie wie eine Glaskeramik verhalten. Auch die thermische Stabilitit ist gegeben. Es hat
allerdings zwei entscheidende Nachteile. Zum einen wirkt es auf die PCR stark inhibierend
(Shoftner et al., 1996) und zum anderen ist die Herstellung solcher Chips mit hohen Kosten

verbunden.

Reaktionsgefille, wie sie tdglich im Labor verwendet werden, bestehen aus diinnwandigen
Kunststoffen. Die meisten biochemischen Reaktionen sind auf diese optimiert. Die Verwendung
eines solchen Materials wire ideal, wenn es in ausreichendem Mal3e strukturierbar wire. Fur das
Aufsaugen der verschiedenen Fliissigkeiten musste ein gunstiges Aspektverhiltnis (Héhe zu
Durchmesser der Kapillare) erreicht werden. Zum Zeitpunkt der Marktanalyse war dies bei
Kunststoffen nicht gegeben. Ein Aspektverhiltnis von 1 zu 3 war das Maximale, was zu diesem
Zeitpunkt realisierbar war. Hierbei zeigte sich die Firma Bartels Mikrotechnik (Deutschland) als

einer der wichtigsten Hersteller von mikrostrukturiertem Kunststoff.

Nach ausgiebigen Recherchen stellte sich Glas als geeignetes Material heraus. Mit der Firma

Mikroglas Mainz (Deutschland) wurde ein geeigneter Hersteller gefunden.

Die erste Version des Kapillarchips (Abbildung 9) hatte Bohrungen mit einem Durchmesser von
tber 1 mm bei einer Dicke des Chips von 1,4 mm. Dieser Chip zeigte sich als ungeeignet fiir das
Aufsaugen nach dem Prinzip, wie es in Abbildung 7 beschrieben wurde. Es wurde untersucht ob
der Chip in der Lage ist Flussigkeit aufzusaugen. Hierzu wurde ein leerer Chip (Abbildung 9) auf
einen Objekttriger gelegt und auf diesen seitlich eine Losung aus Bromphenolblau gegeben.
Unter dem Mikroskop sah man wie die LLosung des Bromphenolblaus zwischen Objekttriger und

Chip entlangzog, jedoch wurde sie nicht in die Kapillaren des Chips eingesogen. Man konnte
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keinen Unterschied zwischen den mikroskopischen Aufnahmen vor und nach der Zugabe von

Bromphenolblau in den Kapillaren erkennen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: mikroskopische Darstellung eines Ausschnitts des Chips mit gebohrten Kapillaren bei dem

Versuch der selbststindigen Befiilllung
A: Chip vor der Befiilllung mit eine Bromphenolblaulésung

B: Chip nach Zugabe von Bromphenolblau

Das Verhiltnis von Durchmesser zu Linge der Kapillaren musste vergroflert werden. Unter
dieser Vorgabe wurde das Design fir einen neuen Chip erstellt. Bei einem kleineren
Durchmesser der Kapillaren konnte die Bohrung der Lochplatte aus technischen Griinden nicht
mehr verwendet werden. Die oben erwihnte Firma Mikroglas Mainz verfigt tber ein
Herstellungsverfahren, bei dem fotosensitives Glas eingesetzt wird. Durch hochenergetische UV-
Strahlung wird eine Strukturinderung im Glas erreicht. Diese strukturelle Anderung kristallisiert
durch die Einwirkung von Hitze aus und kann durch Flusssdure herausgeitzt werden. Mithilfe
dieses Verfahrens kénnen kleinere Lochdurchmesser der Kapillaren erreicht werden. Das Design

des Chips ist in Abbildung 10 dargestellt.

Die so hergestellten Glasplatten wurden anschlieBend in 16 einzelne Chips zerschnitten und die
Oberfliche poliert. Durch dieses Verfahren konnten Kapillarchips mit 5625 Kapillaren, die einen
Durchmesser von 100 um hatten, hergestellt werden. Das Volumen eines Reaktionsraumes
betrug weniger als 3,9nl. Eine genaue Angabe des Volumens ist aufgrund des
Herstellungsverfahrens nicht moglich. Es handelt sich bei den Kapillaren nicht um ideale
Zylinder, sondern um zwei Kegelstimpfe, bei denen die Spitzen aufeinander stehen. Dadurch
ergibt sich eine Form, die einer Sanduhr dhnelt. Der Hersteller gibt den Winkel der Wandung

zwischen 1° und 2° an. Zur Vereinfachung der Berechnung des Volumens wurde ein idealer
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Abbildung 10: Zeichnung der Maske fiir die Belichtung des fotosensitiven Glases fiir die Herstellung des
Kapillarchips. Der linke Teil der Abbildung zeigt die Maske mit der 16 Chips belichtet werden

koénnen, die anschlieend geschnitten werden.

Der rechte Teil der Abbildung zeigt einen Ausschnitt dieser Maske, wobei man die Gr68e und

den Abstand der Kapillaren erkennen kann (alle Angaben in pm).

Zylinder vorausgesetzt. Aus diesem Grund ist das genannte Volumen als Niherung zu verstehen

und gibt nur die Obergrenze an.

A B
0000000000 0OC 000000000000
00000000000 000000000000
0000000000O0C 000000000000
0000000000 O0C 000000000000
0O0000000000C 000000000000
000000000000 000000000000
0O0000000000C 000000000000
000000000000 000000000000
O0000O0CO W OO 00000000GCGD 00

Abbildung 11: mikroskopische Darstellung eines Ausschnitts des Chips mit geédtzten Kapillaren

bei dem Versuch der selbststindigen Befiillung
A Chip vor der Befiilllung mit einer Bromphenolblaulésung

B  Chip nach Zugabe von Bromphenolblau
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Auch bei diesem Chip war als Erstes zu kliren, ob ein Aufsaugen von Flussigkeiten durch das
Einwirken von Kapillarkriften moglich war. Hierzu wurde ein Chip auf einen Objekttriger gelegt
und auf diesen anschlieSend eine Bromphenolblaul6sung gegeben. Unter dem Mikroskop konnte
man betrachten, dass innerhalb kiirzester Zeit die Losung erst zwischen Objekttrager und Chip
durchfloss und anschlieSend von den Kapillaren des Chips aufgesaugt wurde. Dieser Vorgang ist
in Abbildung 11 dargestellt. Hier kann man gut erkennen, dass sich die Kapillaren selbststindig
befillten. Der dullere Bereich der Kapillare ist schon deutlich dunkler als der Mittelpunkt. Bei
einer Aufnahme einige Sekunden spiter wire der gesamte Bereich dunkel und damit der Chip

befullt.

3.3 Abdichtung des Chips

Wie oben beschrieben hatte jede einzelne Kapillare ein Volumen von weniger als 4 nl.. Bedingt
durch das Konzept, wie in Abbildung 7 dargestellt, musste der Chip tber lingere Zeit
Temperaturen von iber 90 °C aushalten. Die hohen Temperaturen fithren in kirzester Zeit zu
einer Verdunstung der Flissigkeit innerhalb der Kapillaren. Da es sich bei der
Polymerasekettenreaktion und der anschlieBenden Proteinbiosynthese um Reaktionen handelt,
welche sehr empfindlich auf eine Konzentrationsinderung reagieren, musste der
Flussigkeitsverlust maéglichst gering gehalten werden. Dariiber hinaus sollten die Proben nach
beendeter Reaktion noch zuginglich sein. Ein komplettes Verschweillen oder dhnlich geartete

Verbindungstechniken konnte daher nicht verwendet werden.

In der Literatur sind verschiedene Ansitze fiir die Abdichtung von geringen Volumina zu finden.
Die Moglichkeit, dass verschiedene Beschichtungen einen positiven Effekt auf die Rickhaltung
der Flussigkeit in den Kavititen haben wiirde, konnte schon an fritherer Stelle gezeigt werden
(Nagai ez al., 2001). Die mit dieser Methode erreichte Abdichtung oder besser Riickhaltung der

Flissigkeit war fiir eine PCR nicht ausreichend.

Des Weiteren wurde eine Kammer in der Literatur beschrieben, die fiir die Abdichtung der Chips
eventuell geeignet schien. Die Verwendung einer solchen PCR-Kammer wie bei Leamon.
(Leamon et al., 2003) wurde ebenfalls in Betracht gezogen und sollte im Zusammenhang mit den

in dieser Arbeit verwendeten Kapillarchip getestet werden.

Feste Verbindungen wie sie zur Herstellung von mikrofluidischen Systemen benutzt wurden
(Chen et al.,, 2006, Wang et al., 1997, Zhuang et al., 2000, Jiao et al., 1995), hitten sicher eine
gasdichte Verbindung ergeben. Diese Methoden konnten nicht benutzt werden, da man nach

einmaligem SchlieBen des Chips nicht mehr an die Proben herangekommen wire.
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Die Verwendung von Ol zum Abdichten von biochemischen Reaktionen ist eine recht alte
Methode und wurden in den Anfingen der PCR verwendet (Saiki et al., 1988). Das Ol keinen
storenden Einfluss auf die Rektion haben wirde, war auch dadurch zu erkennen, dass PCR-
Reaktionen in eine Emulsion durchgefithrt wurden (Williams et al., 2006, Nakano et al., 2003,
Diehl et al., 20006).

Nach der eingehenden Untersuchung der Literatur wurden die folgenden Moglichkeiten zur

Abdichtung der Reaktionsraume ausgewihlt:
* Abdichtung mit Klebefolien
* Abdichtung mit Kleberahmen

* Abdichtung durch Verwendung von hydrophob oder hydrophil beschichteten
Objekttrigern

* Abdichtung durch Zusatz von Ol

Klebefolien, wie im ersten Punkt erwihnt, stellten einen vielversprechenden Ansatzpunkt fir die
Abdichtung dar. Diese Folien werden heute schon fir PCR-Platten mit 96 oder 384
Reaktionsraumen eingesetzt. Ein wesentlicher Unterschied zu diesen Platten ist, dass die Probe

im Chip einen direkten Kontakt zu der Klebefolie hatte. Hierbei ist zu berticksichtigen, dass der

Abbildung 12: fluoreszenzmikroskopische Darstellung eines Ausschnitts des Chips, welcher

mit einer PCR-Klebefolie verschlossen wurde Belichtungszeit 5 sek
A: hier wurde der verschlossene Chip unter dem Mikroskop betrachtet.

B: der Chip nach Entfernung der Klebefolie mit fliissigem Stickstoff

Kleber solcher Folien nicht forderlich fur biochemische Reaktionen ist. Dartiber hinaus musste

die Klebefolie nach der Reaktion wieder abgelost werden, um die Zuginglichkeit der Proben
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gewihrleisten zu konnen. Fin einfaches Abziehen der Folie war nicht méglich, da diese sehr fest
an dem Chip klebte. Bei diesen Versuchen zerbrachen mehrere Chips. Des Weiteren blieben die
Proben nicht im Chip sondern auch auf der abgezogenen Folie. Um diese Probleme zu 16sen,
wurde der Chip in flussigen Stickstoff getaucht. Dabei sank die Klebkraft der Folie deutlich und
man konnte sie einfach entfernen. Fur die spitere Anwendung des Chips sollten fluoreszente
Nachweismethoden eingesetzt werden. Eine Grundvoraussetzung hierfiir war, dass der Chip
selber und die verwendete Abdichtungsmethode keine Fluoreszenz aussendeten. Die Klebefolien
konnten zwar durch die Verwendung von Stickstoff entfernt werden, jedoch verblieben Reste des
Klebers an den Oberflichen, welcher selber fluoreszent war. Die starke Einengfloureszenz der
Folie ist gut im Teil A der Abbildung 12 zu erkennen. Bei einer Belichtungszeit von 5 Sekunden
konnte man die Reaktionsriume kaum noch erkennen. Dass Reste des Klebers ebenfalls

fluoreszieren, konnte man nach dem Ablésen mit Stickstoff beobachten (Abbildung 12).

Eine weitere Moglichkeit wurde durch die Verwendung von PCR Kleberahmen (Eppendorf)
getestet. Diese werden fir die zz sitn PCR hergestellt. Die Rahmen, die ein Volumen von 65 pL
aufnehmen konnen, passen genau auf den Chip und wurden auf beide Seiten des Chips geklebt.
In diesem Fall wire eine Eigenfluoreszenz und die inhibitorische Wirkung des Rahmens nicht so
entscheidend, da hier kein direkter Kontakt zu den Proben vorhanden war. Der Aufbau der
Abdichtung ist in Abbildung 13 schematisch dargestellt. Der Rahmen wurde mit einer flexiblen

Kunststofffolie verschlossen und anschlieBend einer PCR unterzogen.

51



3. Ergebnisse

V=65 pL

/
/

///
SRS - Kleberahmen
\%IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIi %
1 .

N NN\

J
N

N

V=65 L

Abbildung 13: schematische Darstellung der Abdichtung des Chips mit PCR Kleberahmen. Die
Kleberahmen werden auf den Chip geklebt und auf der anderen Seite von einer
Kunststofffolie begrenzt, wodurch ein abgeschlossener Raum ober- und unterhalb des

Chips entsteht.

Durch die Verwendung dieser Kleberahmen entstand ober- und unterhalb des Chips ein
Totvolumen von jeweils 65 ul.. Eine Frage bestand darin, ob mithilfe dieser Kleberahmen eine
Verdunstung der Proben verhindert werden kann und ob es zu einem signifikanten Verlust an
Flussigkeit in den Kapillaren kommen wiirde. Um dies zu kliren, wurden mehrere Chips mit
einer Bromphenolblaul6sung befillt und nach der Methode, wie in Abbildung 13 dargestellt
verschlossen. AnschlieBend wurden die so verschlossenen Chips einen PCR Temperaturprofil

unterzogen. Es folgte die Betrachtung unter dem Mikroskop.

Es ist gut zu erkennen (Abbildung 14), dass nachdem die Chips einen PCR
Temperaturprogramm unterzogen wurden, keine Flussigkeit mehr in den Kapillaren vorhanden
war. Es sind Reste der Bromphenolblaul6sung an einigen Stellen zu erkennen. Dartiber hinaus
konnte beobachtet werden, dass sich an den Folien ober- und unterhalb des Chips ein Kondensat

bildete, was auch zur Verinderung der Farbe im mikroskopischen Bild beitrug.
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Abbildung 14: mikroskopische Darstellung eines befiillten Chips mit einer Bromphenolblaulésung unter

Verwendung eines i situ Kleberahmens zur Abdichtung
A: Befillt vor dem PCR-Lauf.

B: Nach Beendigung des PCR Laufs war die Fliissigkeit tiber weite Bereiche der verwendeten

Abdichtungsfolie verteilt, wodurch sich das mikroskopische Bild dnderte.

Daraus ergab sich die Schlussfolgerung, dass das Totvolumen ober- und unterhalb des Chips zu
gro3 war. Um dieses zu verringern, wurde versucht, aus unterschiedlichen Folien Rahmen zu
schneiden und diese als Abstandhalter zwischen einer Abdeckung und dem Chip einzusetzen. Bei
den verwendeten Folien handelte es sich um silikonisierte und nicht silikonisierte Folien mit
Stirken von bis zu 50 um. Diese Versuche brachten keine positiven Resultate. Die Chips sahen
nach einem PCR-Temperaturprogarmm hnlich aus wie die in Abbildung 14 B gezeigten Chip.
Es bestand der Verdacht, dass aufgrund des Fehlens des Klebers, keine Dichtung erreicht werden
konnte. Dieser Verdacht wurde durch die Beobachtung von Bromphenolblauresten im PCR-

Block erhirtet.

Um auch ohne Kleber eine Abdichtung zu erreichen, wurde ein Druck von oben auf die Rahmen
ausgelibt. Dies geschah durch die Verwendung von mehreren Objekttrigern, die als
Abstandhalter zwischen dem Chip und dem Deckel der PCR-Maschine gelegt wurden. Auch hier

konnte keine zufriedenstellende Abdichtung erreicht werden.
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Da die kommerziell erhiltlichen Kleberahmen mit einem zu groBen Totvolumen verbunden
waren und die Abdichtung mit verschiedenen Folien auch nicht zum Erfolg fithrte, musste eine
Alternativmethode gefunden werden. Die Uberlegungen gingen in die Richtung von
unterschiedlichen Beschichtungen von Objekttrigern, die dann beidseitig den Chip abdichten

sollten.

Ein erhoéhtes Rickhaltevermogen mit unterschiedlichen Beschichtungen konnte schon an
friherer Stelle gezeigt werden (Nagai ez @/, 2001). In der Arbeit von Nagai wurde ein Chip
unterschiedlich beschichtet. Dabei konnten die Reaktionsraume anders beschichtet werden als die

Chipoberfliche, was zu einem verindertem Rickhaltevermdégen fihrte.

Der unbeschichtete Chip hatte eine hydrophile Oberfliche, was man auch gut daran erkennen

konnte, dass er sich leicht benetzen lieS. Durch die Verwendung von hydrophob beschichteten

Verschiedene Beschichtung
hydrophob
: hydrophil

\\ \ N NN \\\ NN N
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Abdichtung mit unterschiedlich beschichteten
Objekttrigern, die den Chip beidseitig begrenzten um so eine Verdunstung aus den

Kapillaren zu verhindern

Objekttrigern sollte das Austreten der Flussigkeiten verhindert werden. Auch in diesem Fall
wurde der Chip wieder mit Bromphenolblau befillt und einem PCR-Temperaturprogramm
unterzogen. Nach diesem zeigte sich ein ahnliches Bild wie in Abbildung 14. Allerdings war die
Oberfliche noch mehr verschmiert, sodass auch diese Methode nicht fir die Abdichtung

verwendet werden konnte.

Auch der umgekehrte Fall, bei dem ein hydrophiler Objekttriager mit einem hydrophoben Chip
zusammen gebracht wurde, stellte sich als problematisch dar. Hier stellten sich die
Schwierigkeiten schon bei der Befiillung der Chips ein, da das Benetzungsverhalten deutlich

schlechter war als mit einem hydrophilen Chip.

Es blieben noch zwei weiter Kombinationsmoglichkeiten tbrig, bei dem der Chip genau so
beschichtet war, wie der zur Abdichtung verwendete Objekttrager. Auch hiermit konnte kein

Erfolg erzielt werden.
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3. Ergebnisse

Neben einer mikroskopischen Betrachtung wurde auch die Wigung des Chips als Methode zur
Bestimmung der Abdichtung verwendet. Hierzu wurde in einem ersten Schritt das Leergewicht
des Chips bestimmt, dieser anschlieBend befiillt und wieder vermessen. Aus den so ermittelten
Werten konnte das Volumen innerhalb des Chips berechnet werden. Nachdem der Chip einem
PCR-Temperaturprogramm unterzogen wurde, erfolgte wieder eine Messung des Gewichts. Bei
einer erfolgreichen Abdichtung sollte sich das Gewicht des Chips nach einem PCR-

Temperaturprogramm nicht von dem des befiillten Chips unterscheiden.

In dem gleichen Experiment wurde auch untersucht wie sich die Chips befiillen lieBen, da fir die

Befillung gleichartig beschichtete Objekttriger verwendet wurden.

Wie aus Abbildung 16 zu erkennen ist, zeigten sich alle moglichen Kombinationen der
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Abbildung 16: grafische Darstellung der Versuche zur Abdichtung mit unterschiedlich beschichteten
Objekttrigern sowie das unterschiedliche Verhalten bei der Befiillung der Chips mit

beschichteten Objekttrigern

Die Chips wurden mit einer wissrigen Losung durch die Ausnutzung von Kapillarkriaften befiillt
und anschlieBend gewogen, wobei sich je nach Beschichtung eine unterschiedlich gute
Befiilllung zeigte. AnschlieBend wurden die Chips mit beschichteten Objekttrigern abgedichtet,

einem PCR-Temperaturprogramm unterzogen und gewogen.
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3. Ergebnisse

Beschichtung als nicht geeignet fiir eine Abdichtung. Nach der PCR war in allen Fillen eine

deutliche Reduktion des Gewichtes auf nahezu null zu erkennen.

Des Weiteren war ein unterschiedliches Verhalten hinsichtlich der Befillung der einzelnen Chips
zu beobachten. Hierbei kam es gerade bei der Kombination von hydrophoben Chips und
hydrophoben Objekttrigern zu groflen Schwankungen bei den Messungen. Als ideal fur die
Befillung zeigte sich die Kombination eines hydrophoben Objekttrigers mit einem hydrophilen
Chip. Diese Kombination erwies sich auch bei Nagai (Nagai ez 4/, 2001) als vielversprechend.

Eine weitere Moglichkeit der Abdichtung wurde mit der Verwendung einer PCR-Kammer und
einem Sealpad untersucht. Bei dem Sealpad handelt es sich um ein elastisches Material aus der
Halbleitertechnik mit besonders hoher Wirmeleitfahigkeit. Diese Methode konnte von Leamon
(Leamon et al., 2003) erfolgreich bei der Abdichtung einer Pico-Titerplatte verwendet werden.
Hierzu musste als Erstes eine entsprechende Kammer hergestellt werden. Die Kammer wurde

von Udo Abratis aus einem Aluminiumblock gefrist und ist in Abbildung 17 zu sehen.

Abbildung 17: Darstellung der PCR-Kammer nach dem Vorbild von (Leamon ez 4/., 2003)
fiir die Abdichtung des Kapillarchips

A: schematische Darstellung fiir die Konstruktion

B: fotografische Darstellung der fertigen PCR-Kammer
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3. Ergebnisse

Die Pico-Titerplatte war allerdings nur an einer Seite ge6ffnet. Bedingt durch den Aufbau des
hier verwendeten Chips musste eine Abdichtung von oben und von unten erfolgen. Das Sealpad
musste daher von beiden Seiten angewendet werden. Daraus ergab sich der folgende Aufbau
(Abbildung 18) fir die Abdichtung in der Chipkammer. Der Chip wurde beidseitig von einem
Streifen Sealpad begrenzt. Dies hat neben der hohen Wirmeleitfahigkeit auch hydrophobe
Eigenschaften. Aus diesem Grund schien das Sealpad fiir die Abdichtung gut geeignet zu sein.
Das Sealpad wurde von zwei Objekttragern begrenzt, um das Volumen der Chipkammer zu
fillen und einen stabilen Aufbau zu gewahrleisten. Nach oben begrenzte ein Streifen aus Gummi
den Aufbau. Der Gummistreifen sollte ein Brechen des Chips verhindern, wihrend dieser durch

Druck von oben abgedichtet wurde. Dieser konnte durch den Deckel, welcher mit 6 Schrauben

/Gummi
Objekttrager
-

SR e
~—— Chip

Abbildung 18: schematische Darstellung der Abdichtung in der PCR-Kammer mit dem Sealpad, welches

als flexible hydrophobe und gut Wirme leitende Schicht verwendet wurde.

fixiert wurde, aufgebaut werden (Abbildung 17). Dieser Aufbau wurde wie die zuvor
Beschriebenen getestet, indem der Chip wieder mit einer farbigen Losung befillt wurde und
einem PCR-Temperaturprogramm unterzogen wurde. Diese Methode konnte auch kein Erfolg
erzielen. Die mikroskopischen Bilder sehen dem von Abbildung 14 sehr dhnlich, jedoch war der
Chip wesentlich mehr verschmiert. Durch diese Abbildung konnte man schlussfolgern, dass auch
eine Kontamination von einer Kapillare zur anderen nicht auszuschlieBen war und daher fir

dieses Projekt nicht geeignet war.
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3. Ergebnisse

Reaktionen mit hoheren Temperaturen konnten in diesem Chip nur bei einer ausreichenden
Abdichtung erfolgen. In den ersten Versuchen zur Polymerasekettenreaktion wurde das
Reaktionsgemisch mit Mineraldl iberschichtet (Saiki ez a/, 1988), um eine Verdunstung zu
verhindern. Diese Methode der Abdichtung sollte auch fiir den Chip untersucht werden. Bei den
bis zu diesem Zeitpunkt gezeigten Experimenten wurde das Ol oberhalb der Probe verwendet.
Da Ol leichter als eine wissrige Losung ist, funktioniert dieses Prinzip auch sehr zuverlissig. In
dem hier vorgestellten Fall sollten die Proben innerhalb des Chips in einem Olbad, in welchem
der Chip vollstindig von Ol umgeben ist, zur Amplifikation gebracht werden. Es wurde die
Verdunstung unter der Abdichtung von Ol untersucht, in dem ein befillter Chip in ein Olbad
gelegt wurde und dieses fir einen Zeitraum von 20 Minuten auf einer Feinwaage beobachtet
wurde. Zum Vergleich wurde auch ein Chip verwendet, welcher nicht abgedichtet wurde. Bei
dem nicht abgedichtetem Chip ist ein deutlicher Gewichtsverlust festzustellen. Unter diesen
Bedingungen dauerte es etwa 15 Minuten, bis die Flissigkeit im Chip vollstindig verdunstet war.
Durch die Abdichtung mit Ol konnte tiber diesen Zeitraum kein Gewichtsverlust verzeichnet

werden (Abbildung 19). Als weitere Untersuchung der Abdichtung mit Ol wurde auch dieser
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Abbildung 19: grafische Darstellung der Verdunstung im Chip mit und ohne Abdichtung durch die
Verwendung eines Olbades
* Zeigt den Verlauf der Verdunstung ohne die Verwendung des Olbades bei Raumtemperatur.

# Zeigt den Verlauf der Verdunstung unter Verwendung des Olbades als Abdichtung bei

Raumtemperatur.
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3. Ergebnisse

Chip einem PCR-Temperaturprogramm unterzogen, und anschlieBend unter dem Mikroskop

betrachtet. Dadurch konnten die Ergebnisse der Gewichtsmessung bestitigt werden.

AbschlieSend ldsst sich fiir diesen Teilabschnitt sagen, dass verschiedene Moglichkeiten der
Abdichtung  untersucht wurden. Die Versuche der Abdichtung brachten keine
zufriedenstellenden Ergebnisse. Die Abdichtung mit Ol, sowie sie in Standardreaktionsgefilen

verwendet wurde, brachte den benétigten Verdunstungsschutz.

3.4 Wiedergewinnung der Proben

Das Volumen, das fiir die Einzelreaktion in diesem Chip eingesetzt wurde, war sehr gering und
konnte daher nicht einfach aus den einzelnen Kapillaren herauspipettiert werden. Fir den
Nachweis und die Optimierung der PCR und der 7 vitro Proteinsynthese musste eine geeignete
Methode gefunden werden, die Proben aus dem Chip wiederzugewinnen und zu analysieren.
Hierbei muss zwischen der Wiedergewinnung einer Einzelprobe aus einem Reaktionsraum und

der des gesamten Probenmaterials unterschieden werden.

Aus der Literatur waren fiir den Nachweis von PCR-Reaktionen verschiedene Methoden zu
finden. Hier ist als erstes die Methode von Nagai (Nagai e/ a/, 2001) zu nennen. Nagai
verwendete eine gasdurchlissige Membran unterhalb des eigentlichen Deckels. Nach der
Entfernung des Deckels konnte das Wasser verdunsten und die Membran entfernt werden. Der
Nachweis der PCR erfolgte dann durch die Anfirbung der gebildeten DNA mit YOYO II. Diese

Moglichkeit wurde in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht, da auch in diesem Fall die

Abbildung 20: fotografische Darstellung der Zentrifugationseinheit zur Wiedergewinnung der Proben

aus dem Chip
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3. Ergebnisse

Proben nicht fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung standen. Es musste eine Alternative fur

die Riickgewinnung des Probenmaterials gefunden werden.

Fir Standardanalyseverfahren in Form von gelelektrophoretischer Untersuchung sollte moglichst
das gesamte Probenmaterial wiedergewonnen werden. Als eine einfache Methode wurde versucht
die Flussigkeit aus dem Chip heraus zu zentrifugieren. Die Zentrifugalkraft sollte die Proben aus
dem Chip herausgedriickt und diese in einem Auffangbehilter gesammelt werden. Hierzu wurden
Adaptoren aus Teflon gefertigt, welche in handelstibliche Zellkulturplatten passten. Diese sind in
Abbildung 20 zu sehen. Die Probe sollte in dem Kegel gesammelt und konzentriert werden. Die
Zellkulturplatten wurden mit den Adaptoren und den Chips bei der maximaler Umdrehungszahl
(etwa 2500 g) der Labofuge 400 (Heraeus) fur 5 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
so behandelte Chip aus dem Adaptor genommen und unter dem Mikroskop betrachtet. Dabei
konnte die folgende Abbildung aufgenommen werden (Abbildung 21). In dieser Abbildung ist zu
erkennen, dass der grofite Teil der Kapillaren noch befillt war, was man an der dunklen Fiarbung
der Kapillaren erkennen kann. Lediglich die Reaktionsriume die durch einen Pfeil in Abbildung

21 gekennzeichnet sind waren teilweise entleert.

Abbildung 21: mikroskopische Aufnahme des Chips, nachdem dieser 5 Minuten bei
maximaler Drehzahl in der Labofuge 400 zentrifugiert wurde. Die Pfeile
kennzeichnen Kapillaren, die teilweise entleert wurden. Der groBite Teil

der Kapillaren konnte auf diese Art nicht entleert werden.

In den durch Pfeilen markierten Kapillaren ist eine deutliche Verinderung der Firbung zu
verzeichnen. Um die wirkenden Krifte zu vergroflern, wurden die Zeit der Zentrifugation

verdoppelt. Auch bei der Zentrifugationszeit von 10 Minuten konnten die Ergebnisse der
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3. Ergebnisse

Entleerung der Kapillaren nicht nennenswerten verbessert werden. Der zweite Parameter, der bei
der Zentrifugation geindert werden konnte, war die Drehzahl. Mit steigender Drehzahl nehmen
die Krifte, die auf die Probe wirken deutlich zu. Eine weitere Erh6hung der Beschleunigung war
in der Labofuge 400 nicht realisierbar. Um dies zu erreichen, musste ein anderer Rotor verwendet
werden. Dies war in der Labofuge 400 nicht mdglich, sodass auch eine andere Zentrifuge

verwendet werden musste. Fir die Erh6hung der Drehzahl wurde auf eine Beckmann Zentrifuge

Abbildung 22: fotografische Abbildung der Zentrifugationseinheit fiir die JS 13 Rotor.

Der linke Teil der Abbildung zeigt den Zentrifugenbecher des Herstellers und der
rechte Teil den aus Teflon gefertigten Adaptor, der im oberen Teil den Chip

aufnehmen konnte.

und einen JS 13 Rotor (Beckmann) zuriickgegriffen.

Bei diesem Rotor handelte es sich um einen Ausschwingrotor, fiir welchen wieder andere
Adaptoren hergestellt werden mussten (Abbildung 22). Mit diesem Rotor waren
Rotationsgeschwindigkeiten bis zu 13000 rpm moglich, was tber 26000 x g entspricht. Es wurde
versucht die Flissigkeit mit 10000 x g herauszudriicken und anschlieBend die Chips unter dem

Mikroskop zu betrachten.

Die hoheren Krifte, welche auf den Chip wirkten, hatten zur Folge, dass dieser zerbrach. In den
noch vorhandenen Stiicken waren noch immer Reste der Flussigkeit in den Kapillaren. Die

Zentrifugation stellte daher keine geeignete Methode zur Wiedergewinnung d er Proben dar.

Nachdem der Ansatz der Zentrifugation nicht zu einer ausreichenden Riickgewinnung der Probe
gefithrt hat, wurde versucht, die Flissigkeit aus dem Chip herauszusaugen. Hierzu wurde eine

Filtrationseinheit (Millipore) verwendet, welche an eine Membranpumpe (Vacubrand)
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angeschlossen wurde. Durch die Verwendung einer Omega 3-Membran (Pall) sollten gréere
DNA-Fragmente zurtickgehalten werden, wiahrend die dNTPs durch den Filter wandern. Durch
ein mehrmaliges Sptlen des Chips sollten die Proben aus dem Chip vollstindig entfernt werden.
Schon die ersten Versuche zeigten, dass dies nicht moglich war. Nachdem der Chip aus einem
Olbad genommen wurde, wurde versucht, die Flissigkeit aus dem Chip zu saugen. Dies fithrte
dazu, dass ein Teil des restlichen Ols in die Membran gesaugt wurde und diese dadurch
vollstindig blockiert war. Ein Sptlen mit einer wissrigen Losung war durch das Verstopfen der
Membran nicht mehr méglich. Auch das vorherige Entfernen von Teilen des Ols blieb ohne

Erfolg und fihrte ebenfalls zu einem Verstopfen der Membran.

Da das Ol, welches fiir die Abdichtung benétigt wurde, eine Ultrafiltrationsmembran verstopfte,
wurde nach einer Losung gesucht, den Porendurchmesser zu erhéhen um ein Verstopfen der

Membran zu verhindern.

Bei dem Heraussaugen sollte die negative Ladung der DNA ausgenutzt werden, um sie an eine
positiv geladene Membran zu binden. Bei diesen Versuchen wurde DE 81-Papier (Whatman)
verwendet. Der Test sollte sich so gestalten, dass alle Komponenten der PCR durch den Filter
gesaugt werden. Dabei werden die negativ geladenen Komponenten wie DNA, dNTPs und
Primer an die Membran gebunden. Durch Waschen der Membran mit einem steigendem
Salzgradienten sollte es gelingen, dass die dNTPs und die Primer von der Membran eluiert
werden. Fir einen sensitiven Nachweis wurde radioaktiv markierte DNA verwendet. Die
verbleibende DNA kann dann durch die Messung der zuriickgehaltenen Radioaktivitit bestimmt

werden.

Es musste das unterschiedliche Elutionsverhalten mit der verwendeten Filteranlage getestet

werden. Hierbei stellte sich heraus, dass es keine signifikanten Unterschiede gab.

Durch die Experimente mit den unterschiedlichen Filtern konnte gezeigt werden, dass es moglich
war, die Proben aus dem Chip zu saugen. Dieses Verfahren sollte dann auch fir die
Wiedergewinnung der Proben verwendet werden. Hierzu wurde die Filteranlage (Abbildung 23)
etwas modifiziert um die Proben in der Saugflasche sammeln zu kénnen. Zur Sammlung der
Proben wurde ein SzintilationsrOhrchen verwendet und dieses mit einem Schlauch mit der
Absauganlage verbunden. Durch das Anlegen eines Unterdrucks war es méglich die Proben aus
dem Chip zu saugen und den Chip anschlieBend mit Puffer zu spiilen. Durch das Spiilen mit
einer Pufferlésung handelte es sich um ein recht groBles Volumen und somit eine geringe
Probenkonzentration. Bei der Wiedergewinnung ging es in erster Linie um die Moglichkeit eine

Polymerasekettenreaktion im Chip nachweisen zu konnen. Bei dieser Reaktion wird DNA
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vervielfiltigt, die anschlieBen durch eine Fillung aufkonzentriert werden konnte. Durch die
Durchfihrung einer Fallung war es dariiber hinaus noch mdglich das noch vorhandene Ol

abzutrennen.

Abbildung 23: Absauganlage zur Wiedergewinnung der Proben aus dem Chip
1 Auflagefliche fiir den Chip auf der Fritte
2 Verbindungsschlauch zur Ableitung der Probe in ein Probengefif3

3 Szintialtionsréhrchen als Sammelgefail} fiir die herausgesaugte Probe

Um die Wiedergewinnung aus dem Chip unter realen Bedingungen zu untersuchen, wurde eine
Standard-PCR angesetzt und in dieser 5 uCi radioaktiv markierte @ P dCTP eingesetzt. Nach
erfolgter PCR wurden je 15 plL auf vier Chips gegeben und diese anschlieBend abgesaugt. Zum
Vergleich wurden aus vier mal 15 ul. der PCR direkt die Radioaktivitit bestimmt. Hierdurch
konnte bestimmt werden, wie viel Prozent von dem urspringlich eingesetzten Material wieder
gewonnen werden konnte. Wie in Abbildung 24 zu sehen, konnte nicht die gesamte Probe wieder
gewonnen werden. Die Standardabweichung bei der Wiedergewinnung aus dem Chip ist mit der
Abweichung des Reaktionsgefilles (Tube) vergleichbar. Bei dem hier dargestellten Versuch

konnten 78 % aus dem Chip wieder gewonnen werden.
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Abbildung 24: grafische Darstellung der Wiedergewinnung aus dem Chip

Hierzu wurden jeweils 15 pL. eines PCR Ansatzes mit radioaktivem 32P-dATP direkt in
ein Reaktionsgefif} gegeben und zum Vergleich die gleiche Menge auf einen Chip

gegeben und anschieflend wieder herausgesaugt.

Mithilfe dieser Methode war es moglich, das zuriickgewonnene Probenmaterial tber

unterschiedliche Gelelektrophoresen zu untersuchen.

In diesem Kapitel ging es um die Wiedergewinnung des gesamten Probenmaterials. In dem
folgenden soll gezeigt werden, dass auch Proben aus einzelnen Kapillaren einzeln analysiert

werden konnten.

3.5 Wiedergewinnung der Proben durch Mikromanipulation

Das Prinzip dieses neuartigen Chips beruht auf der Amplifikation von einzelnen Nukleinsduren
in den Kapillaren des Chips. Fiir einen Nachweis dieser Einzelmolekiilamplifikation muss der

Inhalt aus einer einzelnen Kapillaren fiir weitere Untersuchungen zuginglich gemacht werden.

Fur diese Arbeiten konnte schon auf verschiedene Ansitze aus der Zellkulturtechnik
zurtckgegriffen werden. Durch die Verwendung von Mikromanipulatoren konnten einzelne
Zellen aus einem Zellverband heraus isoliert werden und mit diesen Zellen eine PCR
durchgefithrt werden (Roth e a/., 1994, Roehrl e al., 1998). Von Frohlich (Frohlich und Konig,
1999) wurde eine Methode fiir das Uberfiihren von Zellen beschrieben, die auch fiir diese Arbeit
vielversprechend war. Das Promenmaterial wurde von Frohlich auf einen anderen Objekttriger

abgelegt und von diesem mit einer Pipette aufgenommen.
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Fir die Versuche in der vorliegenden Arbeit wurde der MK2 Mikromanipulator (Eppendorf)
verwendet. Hs galt eine geeignete Konstruktion an Kapillaren beziiglich des Winkels und des
Durchmessers zu finden. Mithilfe des Mikromanipulators und dem Cell Tram Vario (Eppendorf),
einer kleinen Unterdruckeinheit, konnte die Flussigkeit aus einzelnen Kapillaren entnommen und

in ein frisches Reaktionsgefal3 iberfihrt werden.

Im Folgendem wurde untersucht, die herausgesaugten Proben mithilfe einer PCR zu
amplifizieren. Hierzu wurde eine Plasmidlosung auf den Chip gegeben, der dann mit Ol

uberschichtet wurde. Fur die Uberfiihrung der Proben kam die von Frohlich entwickelt Methode

Abbildung 25: Darstellung der Agarosegelelektrophorese (2 % Agarose) der PCR nach erfolgter

Mikromanipulation des Ausgangsplasmides
M: Marker Hyper Ladder II
Pos: Kontrolle bei der das Plasmid direkt in die PCR eingesetzt wurde

1-4:  vier Proben, welche aus dem Chip mithilfe des Mikromanipulators

uberfithrt wurden.

Neg: Negativkontrolle ohne DNA

zum Einsatz. Hierzu wurde ein Objekttriger und die verwendete Kapillare des
Mikromanipulators mit Dichlordimethylsilan beschichtet. Dies fiihrte zu einer stark hydrophoben
Oberfliche und sollte die unspezifische Bindung von DNA verhindern. Nachdem mithilfe des
Mikromanipulators eine Probe aus einer einzelnen Kapillare entnommen wurde, wurde diese
zusammen mit einem Teil Ol aus dem Cell Tram Vario (Eppendorf) auf den vorbereiteten
Objekttriger abgesetzt. AnschlieSend wurde die Probe auf dem Objekttrager in 1 ul. TE-Puffer
aufgenommen und in ein Reaktionsgefd3 Gberfithrt. Bei dieser Prozedur konnte nicht immer
sichergestellt werden, dass die Probe aus der Kapillare auch tatsichlich in das Reaktionsgefal3

tberfithrt wurde. Um dies zu uberpriifen, wurde anschlieBend eine PCR mit den entnommenen
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Proben durchgefiihrt und mittels Agarosegelelektrophorese tberprift. In Abbildung 25 ist
deutlich zu erkennen, dass es moglich war, Proben, welche aus den einzelnen Kapillaren
herausgesaugt wurden, zu amplifizieren. AuB3erdem war zu beobachten, dass die Ubertragung der

DNA nur zu 50 % gelungen war.

Aus diesem Grund wurde das System weiter verindert, sodass die Proben nicht mehr auf einen
Objekttriger abgelegt wurden, sondern direkt in ein mit TE-Puffer gefiilltes Reaktionsgefal3
gegeben wurden. Hierbei war eine besonders vorsichtige Handhabung notwendig, um die
Kapillare nicht abzubrechen. Dies fiihrte zu einem Verdiinnungsschritt, der durch die folgende

Amplifikation zu vernachlissigen war.

3.6 Kompatibilitatsuntersuchungen

Der hier beschriebe Chip bestand aus einem fotosensitiven Glas. Zu diesem Glas konnten keine
weiteren Angaben in Bezug auf Kompatibilitit zu biochemischen Reaktionen in der Literatur
gefunden werden. Allerdings ist bekannt, das Glas in der Lage ist Nukleinsiduren zu binden, was
aus den Arbeiten von Marko und Dederich (Marko ez al., 1982, Dederich ef al., 2002) hervorgeht.
Dartiber hinaus sind inhibitorische Effekte von Silizium in der Literatur beschrieben (Shoffner ez
al., 1996, Wang ez al., 2006b). In der Arbeit von Shoffer wurde auch gezeigt, dass eine SiO,
Schicht auf einem Siliziumchip eine wesentlich bessere Amplifikation ermoglichte, als ein reiner
Siliziumchip. Dies wiirde dafiir sprechen, dass das verwendete Glas keinen negativen Effekt

hatte.

Wie stark die inhibierende Wirkung des Glases ist und ob eine Amplifikation in der Anwesenheit
von Glas tberhaupt moglich ist, wurde in diesem Teil der Arbeit untersucht. Um die Oberfliche
des Chips zu simulieren, wurden fiir die nachfolgenden Versuche Glasperlen (Roth) verwendet.
Als Erstes galt es zu tberprifen, welche Menge an Glasperlen eine inhibitorische Wirkung erzielt.
Dartiber hinaus wurde anhand des Durchmessers der Glasperlen die ungefihre Menge der
Glasperlen bestimmt, die der Oberfliche des verwendeten Chips entsprechen wiirde. Dies waren
etwa 20 mg. In dem ersten Versuch wurde ein Reaktionsansatz fur eine Standard PCR, wie sie im
Methodenteil beschrieben wurde, angesetzt. Diese Reaktion wurde mit einer steigenden Menge
an Glas versehen. Diese Proben wurden einem PCR-Protokoll unterzogen und anschlieend
mithilfe der Agarosegelelektrophorese analysiert. Die Auswertung der gebildeten DNA Mengen
erfolgte anhand der Intensitit der spezifischen Banden und dem Bezug zum verwendeten DNA
Groflenstandard. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 26 dargestellt. Als

Kontrolle diente ein Ansatz, bei dem kein Glas in der PCR-Reaktion vorhanden war.
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Abbildung 26: Grafische Darstellung der PCR in Abhingigkeit von der zugesetzten Menge an Glas um die
Oberfliche des Chips zu simulieren und den inhibitorischen Effekt des Glases zu

untersuchen

Wie aus Abbildung 26 zu erkennen ist, wirken schon geringe Mengen (10 mg) an Glas stark
inhibitorisch. Bei 25 mg Glas konnte keine Amplifikation mehr feststellen werden. Die hoheren
Mengen an Glas von 25 mg bis zu 75 mg zeigten ebenfalls keine Amplifikate. Fir die
Optimierung der PCR-Bedingungen wurden 20 mg Glas eingesetzt, da diese Menge an Glas der
ungefahren Oberfliche des Chips entsprach.

Nachdem die inhibitorische Wirkung des Glases eindeutig gezeigt wurde, sollte geklirt werden,
wie man diese verhindern oder verringern konnte. In diesem Zusammenhang wurden einige
Arbeiten in der Literatur gefunden, die sich mit dhnlichen Themen beschiftigten. In diesem
Zusammenhang werden zwei Arten der Oberflicheninaktivierung unterschieden. Die dynamische
Passivierung, bei der ein Aditiv zu der Reaktion hinzugegeben wird und die statische
Passivierung, bei der vor der Reaktion das Glas behandelt wird. Bei der dynamischen
Passivierung wird sehr hiufig Rinderserum Albumin (BSA) verwendet. Dies hat schon in einigen
Fallen zu einer Verbesserung der PCR gefithrt (Liu ef a/, 20006, Schneegass ¢7 al., 2001, Matsubara
et al., 2005, Pemov et al., 2005). Neben dem BSA gibt es noch eine Reihe weiterer Aditive, die fir
die Passivierung eingesetzt werden konnten. An dieser Stelle ist zum Beispiel das

Polyvinylpyrrolidon (PVP) zu nennen (Lou e al, 2004, Giordano ez al., 2001). Dariiber hinaus
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sind noch Substanzen beschrieben, die das Schmelzverhalten der DNA beeinflussen. Dies sind in
erster Linie DMSO und Betaine, welche als Mix angewendet wurden (Ralser e# @/, 2006). Die
positive Wirkung dieser Substanzen wurde auch einzeln und nicht als Mix in der Literatur

erwihnt (Henke e @/, 1997, Pomp und Medrano, 1991, Kang ez a/., 2005).

Nach eingehenden Literaturrecherchen wurden einige Substanzen herausgefunden, die einen
positiven Finfluss haben konnten. FEinheitliche Aussagen fir die Verwendung und die
entsprechenden Konzentrationen waren nicht zu finden. Daher war es notwendig die optimalen

Konzentrationen der Aditive fir die Chip PCR herauszufinden.

Als Erstes wurde versucht durch die unspezifische Bindung von Proteinen (BSA) oder
Nukleinsduren (tRNA) eine Verbesserung der Reaktion zu erhalten. Bei den ersten
Untersuchungen wurden verschiedene Konzentrationen des BSA eingesetzt, die in einem Bereich
zwischen 0 bis 0,5 % lagen. In diesem Bereich finden sich auch Angaben in der Literatur wieder.
Dartiber hinaus wurde ebenfalls untersucht, ob diese Konzentrationen einen negativen Effekt auf
die Polymerase haben, wenn kein Glas vorhanden war. Diese Vermutung stiitzte sich darauf, dass
BSA kein thermostabiles Protein ist und somit wihrend der PCR bei Temperaturen von 94 °C
denaturiert wird. Diese Denaturierung war gut zu erkennen, da nachdem die Proben dem
Temperaturprogramm unterzogen worden waren, ein weiller Niederschlag in den Proben

sichtbar war. Hierbei handelte es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um denaturiertes BSA.

Wie in Abbildung 27 gut zu erkennen ist, kann eine Passivierung der Oberfliche durch Zusatz
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Abbildung 27 : Grafische Darstellung der PCR mit Glas in Abhingigkeit von der BSA-Konzentration

Die Reaktionen wurden in einem Standardreaktionsgefifl durchgefithrt und mit 20 mg

Glas versetzt.
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von BSA erreicht werden. Schon bei einer Menge von 0,01 % BSA war eine deutliche Steigerung
der gebildeten DNA-Menge zu beobachten. Der Anstieg geht bis zu einer BSA-Konzentration
von etwa 0,1 % und geht dann in einen Sattigungsbereich tber. Die gleichen Ansitze wurden
auch ohne den Zusatz von Glas durchgefithrt, wobei man keinen signifikanten Einfluss

feststellen konnte.

Neben dem BSA wurde auch PVP getestet. Dieses wurde in der Literatur schon zur

Oberflichenpassivierung von PDMS eingesetzt. (Lou e7 al., 2004, Giordano ez al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde getestet, welchen Einfluss PVP auf die Passivierung von Glas
hat und in welchem Bereich die optimalen Konzentrationen liegen. Der getestete Bereich
erstreckte sich von 0 bis 5 %. Eine hohere Konzentration konnte aufgrund der Loslichkeit des
PVPs nicht erreicht werden. In der Abbildung 28 kann man deutlich erkennen, dass das
Maximum an gebildeter DNA bei 5% PVP erreicht wurde, wenn in dem PCR-Ansatz Glas
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Abbildung 28: grafische Darstellung der PCR mit Glas in Abhingigkeit von der PVP-Konzentration

Die Reaktionen wurden in einem Standardreaktionsgefill durchgefithrt und mit 20 mg

Glas versetzt.

vorhanden war. Es ist eine kontinuierliche Steigerung der gebildeten DNA-Menge von 0 nach
5 % zu beobachten. Bei dem Versuch, in dem PVP in eine PCR ohne Glas eingesetzt wurde, war
eine inhibierende Wirkung bei einer Konzentration von 5% festzustellen. Bei geringeren

Konzentrationen scheint das PVP keinen Einfluss auf die Reaktion zu haben.
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In weiteren Versuchen wurde untersucht, ob eine Passivierung auch durch den Zusatz von
Nukleinsduren erreicht werden konnte. Hierfir wurde tRNA in unterschiedlichen
Konzentrationen eingesetzt, was zuvor schon fiir die Passivierung von Oberflichen geschah
(Gulliksen e# al, 2004). In jener Arbeit wurde zwar beschrieben, dass die tRNA fir die
Passivierung eingesetzt wurde, jedoch wurde nicht getestet, in welchen Konzentrationen eine
optimale Wirkung erreicht werden konnte. Die Konzentration von 4 ug/uL wurde von Gulliksen

et al. eingesetzt. Hier wurden Konzentrationen zwischen 0 und 50 pg/mlL getestet.
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Abbildung 29: grafische Darstellung der PCR mit Glas in Abhingigkeit von der tRNA-Konzentration

Die Reaktionen wurden in einem Standardreaktionsgefial3 durchgefiihrt und mit 20 mg Glas

versetzt.

Wie aus Abbildung 29 hervorgeht, kann man keinen positiven Effekt des Zusatzes der tRNA
feststellen. Die gebildete DNA-Menge konnte nicht signifikant gesteigert werden.

Diese Untersuchungen lieBen die Frage aufkommen, welche der Substanzen aus dem Mix fiir die
Polymerasekettenreaktion an das Glas bindet. Eine Bindung der DNA oder der Oligonukleotide
war recht wahrscheinlich, da Glas auch fir die Reinigung von Nukleinsiuren verwendet wird
(Nanassy e# al., 2007). In der Literatur findet sich auch die Vermutung, dass die Polymerase an

eine glasahnliche Oberfliche bindet (Erill e a/., 2003). Es wurde versucht herauszufinden, welche
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der Komponenten an das Glas bindet und somit fiir die Reaktion nicht mehr zur Verfiigung

steht. Hierzu wurden die folgenden Komponenten getestet:
* Magnesium
* Tag-Polymerase
* Oligonukleotide
* dNTPs
* DNA

Da Glas an der Wandung durch die Silanolgruppen negativ geladen ist, wire auch eine Bindung
von negativ geladenen Komponenten unter Verwendung von Magnesium als zweiwertigem Ion
denkbar gewesen. Um auch dies zu untersuchen, wurden auch die Kombinationen der
aufgefithrten Komponenten mit Magnesium getestet. Fur diese Tests wurden die Komponenten

zuvor in Puffer mit Glas fiir 20 Minuten inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und fur
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Abbildung 30: grafische Darstellung der PCR mit Komponenten, die zuvor mit Glas inkubiert wurden.

Jede einzelne Substanz wurde zuvor mit Glas inkubiert und anschliefend fiir eine PCR

eingesetzt.
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die Amplifikation verwendet. Zum Vergleich wurde ein Ansatz mitgefiihrt, welcher kein Glas

enthielt.

Durch diese Untersuchung (Abbildung 30) konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Polymerase
nach der Inkubation keine Amplifikation mehr durchfithren konnte. Auch in der Kombination
mit Magnesium zeigte die Polymerase eine stark verminderte Amplifikationsleistung. Die
angenommenen Interaktionen zwischen dem Glas und der DNA konnten nicht bestitigt werden.
Auch die Kombinationen, bei denen es eventuell zu einer Bindung der DNA iber das

Magnesium kommen konnte, wurde nicht bewiesen.

Durch diese Ergebnisse bestand die Vermutung, dass es zu einer Bindung der Polymerase an das
Glas kommt. Diese Vermutung bestitigt die Ergebnisse in Abbildung 27, bei denen die Leistung
der Polymerase durch den Zusatz eines unspezifischen Proteins gesteigert werden konnte. Zur
Absicherung dieser Ergebnisse wurde untersucht, in wie weit sich eine Steigerung der
Polymerasekonzentration auswirken wiirde. Hierzu wurde wieder der Vergleich zwischen einer

PCR, der Glas zugesetzt wurde und einer PCR ohne Glas herangezogen.

Wenn das Glas Interaktionen mit der Polymerase eingehen wiirde, dann sollte es moglich sein,

durch Steigerung der Konzentration eine gesteigerte Amplifikation zu detektieren.

In Abbildung 31 kann man dies deutlich sehen. Durch Erhohung der Konzentration der
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Abbildung 31: grafische Darstellung der PCR mit Glas in Abhingigkeit von der Polymerasekonzentration

Die PCR wurden mit steigender Polymerasekonzentration in Standardreaktionsgefiflen

durchgefiihrt, wobei in einen Teil der Proben 20 mg Glas gegeben wurden.
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Polymerase konnte eine erfolgreiche Amplifikation erreicht werden. Die Ergebnisse lassen
vermuten, dass es durch Erhohung der Polymerasekonzentration zu einer Absittigung der
Glasoberfliche gekommen ist. Die Konzentration der Polymerase wurde gegentber den
Reaktionen ohne Glas um den Faktor 10 erhéht und erreichte dadurch noch immer nicht die
gleiche Amplifikationsleistung, die ohne den Zusatz von Glas moéglich war. Die gleiche
Steigerung der Amplifikation war auch durch den Zusatz von BSA (Abbildung 27) oder PVP

(Abbildung 28) zu erreichen, was gegeniiber der Polymerase die preiswertere Alternative ist.

Es konnte also eine Steigerung der Amplifikation in Anwesenheit von Glas durch die Zugabe
von BSA und von PVP gezeigt werden. Aufgrund dieser Resultate wurde untersucht, ob eine
weitere Steigerung durch die Kombination dieser Substanzen moglich wire. Hierzu wurde ein
statistischer Versuchsplan aufgestellt. Die beiden Substanzen wurden auf einem hohen und
einem niedrigen Niveau untersucht. Bei den hohen Konzentrationen wurde bei BSA 0,1 %, bei
PVP 5 % verwendet und bei den geringen Konzentrationen waren es bei BSA 0,01 % und bei
PVP 0,5 %. Auch hier wurde die Differenz zwischen Reaktionen, welche Glas enthielten und

denen die kein Glas enthielten sichtbar. Durch diesen Versuch konnte keine weitere Steigerung

G0

I it Glas

[ ] ohne Glas
50

30 +

20 A

gehildete DNA Menge in ng/pL

10 +

Abbildung 32: grafische Darstellung des statistischen Versuchsplans, bei dem die PCR mit Glas und Zusatz

von PVP und BSA auf zwei Niveaus getestet wurden

der Leistung der PCR erreicht werden. Bei der statistischen Auswertung des Versuches zeigte
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sich, dass PVP in hoheren Konzentrationen einen inhibierenden Effekt hatte. Dieses Ergebnis
stimmt auch mit den Beobachtungen in Abbildung 28 tiberein. Es konnte also gezeigt werden,
dass mit einer dynamischen Passivierung eine Inaktivierung der Polymerase verringert werden

konnte.

AbschlieBend sollte untersucht werden, ob verschiedene PCR-Verstirker (Enhancer) einen
Einfluss auf die PCR mit Glas haben. Hierzu wurden drei verschiedene Enhancer getestet und
diese Proben mit denen verglichen die keine Enhancer beinhalteten. Bei den PCR-Verstirkern
handelte es sich um Q-Solution (Qiagen), den 10x PCR-Enhancer (Invitrogen) und einem
Gemisch aus BSA und Betaine, welches in fritheren Arbeiten gute Ergebnisse erzielten (Ralser e#
al., 2006). Wie bereits aus Abbildung 33 hervorgeht, konnte durch den Zusatz von verschiedenen
Enhancern die Effektivitit der PCR deutlich gesteigert werden. Dies ist bei dem Vergleich der
Proben, in welchem Glas und kein Enhancer vorhanden war, mit den Proben, in welchen die drei
verschiedenen Enhancer vorhanden waren, gut zu erkennen. Auch bei der Probe, welche kein
Glas enthielt, war eine Steigerung durch die Verwendung von verschiedenen Enhancern méglich.
Dartiber hinaus wurde untersucht, ob eine weitere Steigerung durch die Verwendung von BSA in
einer Konzentration von 0,1 % moglich wire. Wie bereits schon beschrieben, hat BSA einen

signifikant positiven Finfluss auf die PCR, wenn Glas vorhanden ist. Bei dem Vergleich der
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Abbildung 33: grafische Darstellung der PCR mit Glas in Abhingigkeit vom verwendeten Verstirker. Die

Reaktionen wurden im Standardreaktionsgefil3 durchgefiihrt und mit 20 mg Glas versetzt.

Abbildung 33 mit der Abbildung 27 kann man feststellen, dass sich die alleinige Zugabe von BSA
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genauso stark auswirkt wie der Zusatz von verschiedenen Enhancern mit BSA. Es konnte keine
signifikante Verbesserung der Amplifikation gegentber der Amplifikation mit BSA erreicht
werden. Aus diesem Grund wurde bei den folgenden Versuchen auf die Verwendung des
Enhancers verzichtet. Bei den bis hierhin beschriebenen Methoden handelte es sich um

dynamische Passivierungen.

In der Literatur sind neben der dynamischen Passivierung auch noch statische Methoden
beschrieben, bei denen die Oberfliche beschichtet wird. Auch bei der statischen Passivierung
wurde BSA in der Literatur beschrieben (Burns ez a/, 1998, Hong ez al., 2001, Khandurina ez a/.,
2000). Neben Substanzen wie dem BSA werden hiufig Silane fir die statische Passivierung
verwendet. Das Dichlordimethylsilan wurde mehrfach in der Literatur fiir die Beschichtung von
Oberflichen verwendet, um diese mit biochemischen Reaktionen kompatibel zu machen (Kopp
et al., 1998, Obeid ez al., 2003, Felbel ¢t al., 2004). Bei der Verwendung von Glas hat sich die
Beschichtung mit verschiedenen Silanen durchgesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei
verschiedene Silane getestet. Zum einen das Dichlordimethylsilan (DCDMS), welches zu einer
hydrophoben Oberfliche fiihrt, und zum anderen das Aminopropyltriethoxysilan, welches zu
einer hydrophilen Oberfliche fihrt.

Zur Untersuchung der Kompatibilitit der PCR mit den beiden Silanen wurde Glas mehrfach mit
Wasser und Ethanol gesiubert und anschliefend in eine 2%ige Losung des Silans in Aceton
gegeben. Nach diesem Schritt wurde das Glas mehrfach mit Aceton gewaschen, getrocknet und
dann zur PCR eingesetzt. Da sich BSA und PVP schon als sehr effektiv fiir die Verstirkung der
PCR gezeigt hatten (Abbildung 27, Abbildung 28), wurde das beschichtete Glas auch in der
Kombination mit diesen Zusitzen untersucht. Fir beide Substanzen wurde die zuvor bestimmte

optimale Konzentration eingesetzt.

75



3. Ergebnisse

@ I chne Zusatz
] B mit 0,1%BSA
it 5% PVP
20 4
-
=
=]
ac
O
e 0
=
=
= Yal

ohne mit Glas Glas

Glas Glas mit ATS mit Di
clordimethyk

silan

Abbildung 34: grafische Darstellung der PCR mit beschichtetem Glas unter Zusatz von BSA und PVP. Die

Reaktionen wurden im Standardreaktionsgefil3 durchgefiihrt und mit 20 mg Glas versetzt.

Wie in Abbildung 34 zu erkennen, haben die unterschiedlichen Beschichtungen verschiedene
Einflisse. So konnte in beiden Fillen eine signifikante Steigerung der Amplifikation erreicht
werden. Durch die Beschichtung mit ATS wurde eine Steigerung um den Faktor 4,5 gegentiber
der Amplifikation, bei der unbehandeltes Glas zugesetzt wurde, erreicht. Eine deutlich gréBere
Steigerung war bei der Amplifikation mit einer Dichlordimethylsilanbeschichtung zu beobachten.
Hier wurde ein Faktor von 8,2 gegentuber unbehandeltem Glas erzielt. Eine weitere Steigerung
war durch den Zusatz von PVP moglich. In diesem Fall war die Amplifikation mit der zu
vergleichen, bei der kein Glas hinzugesetzt wurde. Aus den Erkenntnissen der vorangegangenen

Seiten wurde versucht, eine PCR im Chip durchzufthren.

3.7 Chip PCR

Die Optimierung, die in Standardreaktionsgefillen durchgefithrt wurde, sollten auf den Chip
Ubertragen werden. Hierbei ist zu berticksichtigen, dass es eine VergroBerung des Oberfliche- zu
Volumen-Verhiltnis gab. Auf den zunehmenden FEinfluss der Oberfliche machte schon
Krishnan (Krishnan ef al., 2004) aufmerksam. Dass die Bedingungen der Amplifikation fiir ein
groBes Oberflichen- zu Volumenverhiltnis signifikant verschieden von denen in einem

Standardreaktionsgefal3 sind, zeigte Taylor (Taylor e al., 1997).

Der Nachweis von Polymerasekettenreaktionen in einem geringen Volumen wurde in der

Literatur auf verschiedenen Wegen beschrieben. Als Erstes ist hier die Beobachtung einer
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Fluoreszenzzunahme bei der Verwendung von TagMan-Proben (Matsubara ef a/., 2002, Nagai e#
al., 2001, Matsubara ez al, 2005) zu nennen. Eine zweite Moglichkeit wurde an verschiedenen
Stellen bei der Verwendung von mikrofluidischen Systemen beschrieben. Bei diesen Chips wurde

eine PCR mit einer Kapillarelektrophorese auf einem Chip vereint.

In dem hier vorgestellten System wurden zwei andere Wege gewihlt, um die PCR nachzuweisen.
Bei der ersten Methode wurde die Gesamtheit der Proben analysiert. Hierzu wurde eine PCR im
Chip unter Verwendung von radioaktiv markiertem o *P-dCTP durchgefiihrt. AnschlieBend
wurden mithilfe der in Abbildung 23 dargestellten Absauganlage die Proben aus dem Chip
gesaugt und dieser mit 1 mI. TE-Puffer gespiilt. Das hieraus resultierende Volumen war fiir die
gelelektrophoretische Auftrennung zu grof3 und musste reduziert werden. Dartber hinaus war die
Probe aus dem Chip nach dem Absaugen noch mit Ol kontaminiert, welches sich bei der
Elektrophorese negativ auswirken wiirde. Beide Probleme lieBen sich durch die Fillung mit
Ammoniumacetat 16sen. Das Ammoniumacetat hatte noch den Vorteil, dass ein Grofteil der
nicht eingebauten dNTPs mit entfernt wurde. Die so gewonnenen Proben wurden durch ein
Agarosegel aufgetrennt. Nach der Auftrennung folgte die Fixierung der Proben im Gel durch
Trichloressigsaure (TCA). Das Gel wurde getrocknet und auf einen PhosphorImager-Screen
gelegt. Nach dem Scannen dieses Screens konnte folgendes Bild (Abbildung 35) aufgenommen

werden:
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Abbildung 35: Darstellung der Autoradiografie von dem Vergleich einer PCR im Chip und einer in

einem Standardreaktionsgefil}

Spur1l:  PCR aus dem Chip 10 pL.

Spur 2:  Negativkontrolle aus dem Chip 10 pL.
Spur 3:  Negativkontrolle aus dem Tube 5 pL

Spur4:  PCR aus dem Tube 5 pL

Die Abbildung 35 zeigt den Vergleich der Amplifikation in einem Kapillarchip und in einem
Standardreaktionsgefil3. Die Intensititen der beiden Banden sind nicht direkt miteinander zu
vergleichen, da bei der Spur 1 die doppelte Volumen aufgetragen wurde. Das verinderte
Auftragsvolumen wurde gewihlt, um etwa gleiche Intensititen auf dem Gel zu erhalten. Bei
vorangegangenen Versuchen wurde dieser Punkt nicht bertcksichtigt und die Proben aus dem
Chip und die aus dem Standardreaktionsgefil3 direkt nebeneinander aufgetragen. Dies fihrte
dazu, dass die Probe aus dem Chip nicht mehr detektiert werden konnte, da die Strahlung in der
zweiten Probe zu stark war. Die Negativkontrollen in den Spuren 2 und 3 in Abbildung 35 zeigen
keine Banden. Sowohl im Chip (Spur 1) als auch im Tube (Spur 4) konnte man einen leichten

Schmier nach oben erkennen.

Nachdem gezeigt wurde, dass in dem Chip eine Amplifikation erfolgen konnte, sollte diese
Amplifikation auch fir die einzelne Kapillare gezeigt werden. Hierzu wurde in die quantitative

PCR eingesetzt.
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Abbildung 36: grafische Darstellung der quantitativen PCR nach erfolgter PCR im Chip. Hierzu wurden
mit dem Mikromanipulator vor der PCR aus dem Chip Proben entnommen und mit
Proben verglichen, die nach erfolgter PCR entnommen wurden. Die entnommenen

Proben dienten als Ausgangsmaterial fiir die quantitative PCR.
Kurven von links nach rechts

Probe nach Chip-PCR mit 2¥105 Molekiilen (2x griin)

Probe nach Chip-PCR mit 4¥102 Molekiilen (lila + blau)

Probe vor Chip-PCR mit 2%¥105 Molekiilen (2x braun)

Probe vor Chip-PCR mit 4¥102 Molekiilen (griin + blau)

Es wurde ein Chip mit einem vollstindigen PCR-Ansatz befillt, dieser in das Olbad gelegt und
anschlieend mehrere Proben mit dem Mikromanipulator entnommen. Diese Proben stellten die
Ausgangssituation des Chips dar. Das Olbad mit dem Chip wurde einem PCR-
Temperaturprogramm unterzogen. Nach 35 Cyclen wurden aus dem Chip wieder Proben
entnommen und auch diese zur quantitativen PCR eingesetzt. Bei dieser Reaktion sollten sich die

CT-Werte der Proben vor und nach der PCR deutlich voneinander unterschieden.

Dies kann man eindeutig in der Abbildung 36 erkennen. Hier sind die Kurven von zwei
verschiedenen Chips dargestellt, wobei zwei unterschiedliche Konzentrationen -eingesetzt
wurden. Mithilfe einer Eichgeraden konnte bestimmt werden, wie viele Molekiile vor und nach
der Chip-PCR in den Kapillaren enthalten waren. Bei der hoheren Konzentration lagen vor der
PCR etwa 2 x 10° Molekiile vor, und nach der PCR im Chip konnten 9 x 10’ Molekiile detektiert
werden. Bei der zweiten Probe wurden als Ausgang 4 x 10° Molekiile eingesetzt und nach der
PCR im Chip wurden 8 x 10" Molekiile ermittelt. Hier konnte ein Amplifikationsfaktor von 10’

ermittelt werden.
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Fir die bessere Darstellung wurden die Kurven aus der Abbildung 36 ausgewertet und mithilfe
der Fichgeraden die enthaltenen Molekiilzahlen berechnet. Diese sind in der folgenden Grafik
(Abbildung 37) dargestellt. Die Anreicherung der DNA durch die PCR im Chip ist hier deutlich

zu erkennen.

1e+11

1e+10 o N I vor Chip PCR
[ nach Chip PCR

1e+9 o

1e+8 o =S

1e+7 o

1e+6 o

Molekulzahl

1e+5 o
le+d +
1e+3 o

- |

Chip 1 Chip 2

Abbildung 37: grafische Darstellung der quantitativen PCR vor und nach der PCR im Chip. In den beiden
dargestellten Chips wurden unterschiedliche Verdiinnungen der Zielmolekiile in der Chip PCR

verwendet.

Durch die Verwendung einer anderen Polymerase sollte getestet werden, ob eine hohere
Amplifikationsrate erreicht werden kann. Hierfir wurde die Phusion-Polymerase (NEB)
ausgewidhlt, welche sich durch eine besonders hohe Prozessivitit auszeichnet. Diese hohe
Prozessivitit beruht auf der Verbindung von einer Polymerase mit einem Protein, welches

unspezifisch an einen DNA-Doppelstrang bindet (Yan Wang, 2004).
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Durch die Verwendung dieser Polymerase sollte die Geschwindigkeit der Reaktion erhoht

werden konnen. Der Versuch wurde analog zu dem in Abbildung 37 dargestellten Experiment

1e+11

I vor PCRim Chip
1e+10 [ nach PCR im Chip

1e+9 A

1e+8 A

Te+7 A

Molekulzahl

1e+6 A

Te+5 A

N I .
1e+3 T T

Taq Phusion

Abbildung 38: grafische Darstellung des Vergleichs von zwei Polymerasen im Chip durch quantitative
PCR

durchgefiihrt. Die Proben unterschieden sich nicht in der eingesetzten DNA-Menge, sondern in

der verwendeten Polymerase.

Aus der Abbildung 38 kann man entnehmen, dass die Phusion ebenfalls fiir die Amplifikation im
Chip geeignet ist, jedoch konnte mit der Taqg-Polymerase eine héhere Amplifikation erreicht
werden. Die Ausgangskonzentrationen sind in beiden Fillen identisch. Fir die weiteren PCR-
Reaktionen im Chip wurde die Tag-Polymerase verwendet. Nachdem die PCR im Chip sowohl
fir die einzelne Kapillare (Abbildung 36, Abbildung 37, Abbildung 38) als auch fir den gesamten
Chip (Abbildung 35) gezeigt werden konnte, sollte versucht werden ein einzelnes DNA-Molekiil

im Chip zu amplifizieren.

3.8 Einzelmolekiil-PCR

Die erste Finzelmolekiil-PCR wurde von Nakamura (Nakamura e 4/, 1993) beschrieben. In der
Arbeit von Nakamura war die RNA der Ausgangspunkt der Amplifikation. Hier fand als erste
Reaktion die Synthese der DNA statt. Die Moglichkeit der Amplifikation von Einzelmolekiilen
wurde auch durch Vogelstein gezeigt (Vogelstein und Kinzler, 1999). Der Nachweis, der
Einzelmolekil-PCR in der Literatur erfolgte zum einen tber die statistische Verteilung (Nakano

et al., 2005) als auch iber die Randomisierung der Nukleotidsequenz mit anschlieBender
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Sequenzierung (Ohuchi ez 4/, 1998). Ein weiterer Ansatz ist die Amplifikation von verschieden
groBBen Fragmenten mit anschlieBender Elektrophorese (Fradkov e# al, 1998, Lukyanov ez al.,
19906).

In dieser Arbeit wurde zuerst versucht die Ergebnisse von Lukyanov und Siebert (Lukyanov ez a/,
1996, Siebert ez al., 1995) auf den Chip zu ibertragen und die genomische DNA des Phi X 174
Phagen zu amplifizieren. Hierzu wurde das Genom des Phagen mit Restriktionsenzymen
zerschnitten und die Fragmente, welche sich in der GroBle unterschieden, anschlieBend
amplifiziert. Die verschiedenen Gréen von DNA-Fragmenten konnten durch die
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt werden. Uber diesen Weg kann man eine Vereinzelung der
Fragmente durch die Verwendung der Einzelmolekil PCR zeigen. Bei der Amplifikation von

Einzelmolekilen wurde ein dhnliches System von Nakano verwendet (Nakano ez a/., 2005).

Die in der Literatur beschriebenen Systeme stellten eine Grundlage fiir das in dieser Arbeit
gezeigte System dar. In dem ersten Versuch hierzu wurde das mit Hae III geschnittene Phi X 174
Genom verwendet und an die Enden Restriktionsfragmente Oligonukleotide ligiert. Durch die
Ligation von Oligonukleotiden an beide Seiten der Fragmente sollten diese durch die
Polymerasekettenreaktion amplifiziert werden. Die verwendeten Oligos wurden zuvor

miteinander hybridisiert, um dann an die Fragmente ligieren zu kénnen.

Bei diesen Versuchen konnte das Gelbild (Abbildung 39) aufgenommen werden. In dieser
Abbildung sind nur noch die gréBeren Fragmente des Phi X 174-Genoms zu erkennen, wobei
keine klaren Banden erzielt werden konnten. Dies ist besonders deutlich, wenn man die Spuren 1
(nach der Ligation) und die Spur 2 (vor der Ligation) miteinander vergleicht. Es wurde versucht

die Probe 1 zur PCR einzusetzen, was jedoch nicht zum Erfolg fiihrte.

Hierbei entstand sich die Vermutung, dass es Probleme geben kénnte, wenn an beiden Seiten der
Fragmente dieselben Sequenzen ligiert wurden. Dies kénnte bei Anlagerung der Primer in der
PCR dazu fihren, dass die einzelstringige DNA mit sich selbst paart und dadurch keine
Anlagerung von Primern mehr moéglich ist. Wenn dies der Fall ist, sollte man dieses durch

Erhéhung der Primerkonzentration erkennen kénnen.
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3. Ergebnisse

Abbildung 39: Darstellung der Agarosegelelektrophorese nach der Ligation der Linker an das mit Hae III
geschnittene Phi X 174-Genom

M: Marker Hyper Ladder I
1: Ligation der Linker an phi X 174

2: Phi X 174 ohne Linker

3.8.1 Untersuchung des Homo-Tails

Die Amplifikation mit nur einem Primer wurde von Brownie (Brownie ¢f a/., 1997) als Methode
angefithrt, um die Anreicherung von Primerdiemeren zu verhindern. Gerade bei der
Amplifikation von Einzelmolekiilen kénnten diese sich als storend erweisen (Nakano ez a/., 2000).
Jedoch fithrten die Beobachtungen aus der vorliegenden Arbeit zu der Annahme, dass es bei der
Amplifikation mit nur einem Primer zu den Schwierigkeiten der Selbstanlagerung der Fragmente
kommen kann. Um dies zu Gberpriifen, wurde eine vergleichende PCR mit eignem Primer und
mit einem Primerpaar angefertigt. Dartiber hinaus ist durch die FErhéhung der
Primerkonzentration festzustellen, ob ein verandertes Anlagerungsverhalten auftritt und dadurch
eine héhere Menge an DNA amplifiziert werden kann. Um dies zu kliren, wurden Vektoren
hergestellt, die Fragmente des YFP-Gens enthielten. Es wurden durch PCR-Reaktionen an die
Fragmente Sequenzen angehingt, die im 3’- und im 5"-Bereich der DNA homolog waren. Der

Aufbau der Fragmente ist der folgenden Abbildung (Abbildung 40) zu entnehmen.
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Die Amplifikation der Fragmente wurde in Abhingigkeit der Primerkonzentration verglichen.

Hierbei war zu berticksichtigen, dass bei den Reaktionen mit nur einem Primer jeweils die

HT YFP fw Teil des YFP Gens - HT

Abbildung 40: Darstellung des Fragments fiir den Test des Bindungsverhaltens der Primer

HT stellt die homologen Bereiche dar

YFP fw und YFP sh rev stellen die Primer dar, die fiir eine Standardamplifikation eingesetzt

werden. Das Produkt was mit diesem Primerpaar entsteht ist um 40 bp kiirzer als das mit

den HT Primern

doppelte Konzentration verwendet wurde, um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Nach
erfolgter PCR und anschlieBender Gelelektrophorese, konnte das folgende Bild (Abbildung 41)

aufgenommen werden. Man kann hier einen deutlichen Unterschied im Amplifikationsverhalten

Abbildung 41: Darstellung der Agarosegelelektrophorese (2 % Agarose) nach der PCR zum Vergleich der

Amplifikation mit einem und zwei Primern um das Bindungsverhalten aufzukliren.

Amplifikation mit zwei Primer mit je 200 nM
Amplifikation mit zwei Primer mit je 400 nM
Amplifikation mit zwei Primer mit je 800 nM
Amplifikation mit zwei Primer mit je 1000 nM
Amplifikation mit einem Primer mit 400 nM
Amplifikation mit einem Primer mit 800 nM
Amplifikation mit einem Primer mit 1600 nM

Amplifikation mit einem Primer mit 2000 nM

R AT LR R - S

Negativkontrolle mit zwei Primern ohne DNA

_
4

Negativkontrolle mit einem Primer ohne DNA

feststellen. Die Spuren 1 bis 4 in Abbildung 41 zeigen alle eine gute Amplifikation, wobei man
eine Steigerung der Amplifikation durch Erhohung der Primerkonzentration feststellen konnte.

Dies gilt mit einer Einschrinkung, denn die Probe, bei welcher der Primer mit einer
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Konzentration von 1000 nM eingesetzt wurde, zeigte eine geringere Amplifikation. Dariiber
hinaus ist festzustellen, dass die Amplifikate kleiner sind, als die in den Spuren 5-8, was durch die

Konstruktion des Zielmolekiils zu erkliren ist (Abbildung 40).

Vergleicht man die Spuren 1-4 mit den Spuren 5-8 in Abbildung 41, so kann man feststellen, dass
die Amplifikation mit nur einem Primer schlechter funktioniert und erst durch die Erhéhung der
Primerkonzentration eine vergleichbare Amplifikation stattgefunden hat. Die oben aufgestellte
Vermutung bestitigte sich durch dieses Ergebnis. Aus diesem Grund wurde bei den weiteren
Versuchen immer mit zwei Primern gearbeitet. Um die Bildung von unspezifischen
Amplifikationen zu verringern, wurde auf eine Zwei-Schritt-PCR zuriickgegriffen, bei der

verschachtelte Primer verwendet wurden.

3.8.2 Herstellung einer Bibliothek

Fir den Nachweis der Single Molecule-PCR wurde der erste Teil des YFP-Gens verwendet.
Durch die Polymerasekettenreaktion wurden Fragmente hergestellt, welche durch die
Verwendung eines einzelnen Primerpaars amplifiziert werden konnten. Eine schematische

Darstellung der Herstellung ist in Abbildung 42 zu sehen.

—
YFP

PCR zur Konstruktion von YFP Fragmenten

Abbildung 42: grafische Darstellung der Strategie zur Herstellung der Fragmente fiir den Nachweis der
Einzelmolekil-PCR. Hierzu wurden mehrere seqeunzspezifische Oligonukleotide
verwendet, die einen identischen 5'Bereich aufweisen. Dieser 5'Bereich diente

anschlieflend fiir die Anlagerung des Primers

Durch diesen Ansatz entstanden Fragmente, die man mit einem Primerpaar amplifizieren konnte
und die alle eine unterschiedliche Grof3e hatten, sodass man sie durch die Auftrennung in der

Gelelektrophorese unterscheiden konnte (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Darstellung der Agarosegelelektrophorese nach der Amplifikation mit einem Primerpaar

zur Herstellung der Fragmente unterschiedlicher Gréf3e (272 bp, 381 bp, 357 bp, 343 bp,
308 bp und 402 bp)

Spur 1-6: Fragmente fiir Einzelmolekiiel-PCR

Spur 7: Negativkontrolle ohne DNA

Die hergestellten Fragmente wurden mit demselben Primerpaar amplifiziert, welches in
Abbildung 43 dargestellt wurde. Um immer gleich bleibendes Material zu erhalten, wurden diese
Fragmente mithilfe des pGEM T easy Kit (Promega) in einen Vektor eingefthrt, dieser in E.co/i
transformiert und anschlieBend das Plasmid aus diesem Vektor aufgereinigt. Die so gewonnenen

Plasmide wurden in einem molarem Verhiltnis gemischt und zur PCR im Chip eingesetzt.

begsbianl e BBl 122:13 14415 16

Abbildung 44: Darstellung der Agarosegelelektrophorese (2 %) nach der PCR im Chip und einer zweiten
PCR im Standardreaktionsgefaf3

1-15: Proben aus verschiedenen Kapillaren im Chip

16: das Ausgangsgemisch der Proben, welches im Standardreaktionsgefifl amplifiziert

wurde und nicht durch den Chip vereinzelt, wurde

Fir die erste PCR, welche im Chip stattfand, wurden Primer verwendet, welche an den Vektor
binden konnten. Nachdem die erste PCR im Chip stattgefunden hatte, wurden Proben mithilfe
des Mikromanipulators aus dem Chip entnommen und in eine zweite PCR tberfihrt. Hierbei

wurden die inneren Primersequenzen verwendet. Die dabei amplifizierten Fragmente waren

86



3. Ergebnisse

jeweils 80 bp kleiner. Um auch Einzelmolekile zu erreichen, wurde im Vorfeld versucht, die
Konzentrationen der Vektoren so genau wie méglich zu bestimmen. Hierzu wurde die Methode
mit Pico Green verwendet, um zu gewihrleisten, dass die geeignete Konzentration im Chip

eingesetzt wurde. Es wurden verschiedene Verdinnungen verwendet. Eine der Verdinnungen

wurde in der Abbildung 44 dargestellt.

Was man in dieser Abbildung gut erkennen kann, ist, dass in einigen Spuren keine Amplifikate zu
detektieren sind. Des Weiteren sind Spuren vorhanden, in denen Amplifikate unterschiedlicher
Grofle zu erkennen sind. Die Ausgangslosung fir die Vereinzelung im Chip ist in Spur 16
aufgetragen. In Spur 9 und 11 scheinen mehrere Ausgangsmolekiile vorhanden gewesen zu sein,
da in diesen Spuren zwei Banden sichtbar sind. Die unterschiedliche Intensitit der Banden ist
wahrscheinlich auf die Probenentnahme aus dem Chip zu zurickzufthren, bei der der
Mikromanipulator eingesetzt wurde. Fine genaue Dosierung war mit dem Mikromanipulator

nicht moglich.

3.9 Immobilisierung der Oligonukleotide

Nachdem gezeigt wurde, dass eine Vereinzelung der Fragmente realisiert werden konnte, musste
eine Methode gefunden werden, um die Flussigkeit aus den Kapillaren zu entfernen. Dabei durfte

die gebildete DNA nicht mit entfernt werden.

Die einfachste Moglichkeit die Fliissigkeit zu entfernen, war das Ol durch eine Zentrifugation zu
beseitigen und im Anschluss die Flissigkeit in den Kapillaren verdunsten zu lassen. Diese
Methode konnte recht einfach realisiert werden unter der Verwendung des Adapter Combi Slide
(Eppendorf). Dabei handelte es sich um einen Adapter, in dem es moglich war, die Chips zu
zentrifugieren und dadurch das Ol von der Oberfliche zu entfernen. Diese Methode hatte den
Nachteil, dass alle Bestandteile der PCR-Reaktion auch in der Nachfolgenden i witro-
Proteinsynthese vorhanden waren. Ein Reinigungsschritt war bei dieser Methode nicht méglich.
Die meisten Substanzen aus der Polymerasekettenreaktion sollten keinen negativen Einfluss auf
die 7z witro-Proteinsynthese haben. Um eventuell vorhandene Effekte ausschlieBen zu konnen,
wire ein Reinigungsschritt wiinschenswert. Hierzu sollte versucht werden, Oligonukleotide an die
Wand der Kapillare zu immobilisieren und anschlieBend mit diesen eine PCR durchzufithren.
Eine PCR mit an der Glasoberfliche immobilisierten Oligonukleotiden wurde schon an anderen
Stellen gezeigt. Fur die Immobilisierung von Oligonukleotid an Glasoberflichen sind in der
Literatur eine ganze Reihe von verschiedenen Protokollen zu finden. Viele dieser Verfahren

beginnen mit der Silanisierung der Oberfliche (Beier und Hoheisel, 1999, Steinberg ez al., 2004).
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Fir die Immobilisierung wurde die Methode verwendet, die Adessi (Adessi e al, 2000)
beschrieben hatte. Nach einigen Vorversuchen wurde die Methode tber die Silanisierung mit
ATS und anschlieBender Umsetzung mit sulfo SIAB als Quervernetzer gewihlt. Das SIAB wurde
erstmals von Weltman et al. (Weltman Joel K. , 1983) beschrieben. Eine Grundvoraussetzung fiir
diese Reaktion war eine Aktivierung der Glasoberfliche mit dem ATS. Durch diese Silanisierung
sollte eine einheitliche Oberfliche geschaffen werden, an der freie Aminogruppen an der

Oberfliche sind, welche dann durch das sulfo SIAB umgesetzt werden, sollten.

Die Silanisierung ist in der Literatur auf unterschiedliche Weise beschrieben. Es unterschieden
sich vor allem die Zeiten der Silanisierung und die Konzentration des verwendeten Silans. Nach
Ricksprache mit dem Hersteller des Silans (Pierce) konnte festgestellt werden, dass vor allem die
Konzentration des Silas fiir die einheitliche Silanisierung wichtig ist. Es sollte Gberpriift werden,
ob auf der Oberfliche Aminogruppen vorhanden sind, welche in der Lage sind, eine
biochemische Reaktion einzugehen. Hierzu wurde versucht, die Aminogruppen mit NBD-F
umzusetzen. Dies ist ein Reagenz, welches in der Lage ist mit primiren Aminogruppen eine
kovalente Bindung einzugehen. Dartiber hinaus ist NBD-F fluoreszent und kann durch das
Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. Die Auswertung erfolgte durch die Messung der Pixel
mithilfe der Analysis D-Software (SIS). Um die optimale Konzentration an ATS zu bestimmen,
wurden Objekttriger mit unterschiedlichen Konzentrationen beschichtet. Nach der Auswertung
der mikroskopischen Aufnahmen konnte ein Diagramm (Abbildung 45) erstellt werden. Hieraus
ist zu erkennen, dass mit zunehmender Konzentration des Silans auch eine héhere Fluoreszenz
detektiert werden konnte. Auch bei den Proben, die nicht mit einem Silan beschichtet wurden,
konnte eine Fluoreszenz festgestellt werden. Hier ist von einer unspezifischen Bindung des
NBD-F mit dem Glas auszugehen. Die Steigerung der Fluoreszenz ist bis etwa 1,5 % des Silans

linear. Beim Uberschreiten dieser Konzentration nimmt die Steigerung der Fluoreszenz ab.
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Durch diese Experimente konnte gezeigt werden, dass an der Glasoberfliche reaktionsfihige
Aminogruppen vorhanden waren. Fur die weitere Umsetzung mit dem Quervernetzer wurde eine

Konzertation von 2 % gewihlt.
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Konzentration an Silan

Abbildung 45: grafische Darstellung der Silanisierung in Abhingigkeit von der Konzentration des ATS

Die ersten Untersuchungen mit dem sulfo SIAB wurden auf Objekttrigern durchgefithrt. Der
Nachweis der Bindung erfolgte tber radioaktiv markierte Oligonukleotide. Die markierten
Oligonukleotide wurden auf das aktivierte Glas pipettiert und in einer Kammer mit hoher
Luftfeuchtigkeit inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttriger mehrfach mit Puffer
gewaschen und getrocknet. Nachdem Trocknen konnten sie auf einen Phosphorlmager-Screen
analysiert werden. In der Negativkontrolle wurde anstelle des sulfo SIAB ein sulfo NHS-Acetat
verwendet. Diese Substanz hat die gleiche reaktive Gruppe wie der Quervernetzer ohne eine

aktivierte Oberflache zu schaffen.

Es konnte festgestellt werden, dass eine Immobilisierung an die Oberfliche des Glases mithilfe
des Quervernetzers moglich war (Abbildung 46). Fur die Immobilisierung auf dem Chip wire es
wunschenswert, wenn die Immobilisierung reversibel wire. Dies hitte den Vorteil, dass der Chip
dadurch mehrfach verwendbar wire. Fur die Entfernung der radioaktiv markierten
Oligonukleotide wurden die Objekttriger einer Behandlung mit konzentrierter Schwefelsdure und
einer Behandlung mit 2%iger Flusssdure unterzogen. Es folgte eine Siuberung mit Wasser und

die Analyse der Radioaktivitit.
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Abbildung 46 zeigt die Stabilitit der Immobilisierung. Erst durch die Behandlung mit Flusssdure

Abbildung 46: Darstellung der Autoradiografie nach der Immobilisierung mit radioaktiv markierten

Oligonukleotiden

Obere Zeile: Immobilisierung mit sulfo NHS Acetat
Untere Zeile Immobilisierung mit sulfo STAB

A: nach der Immobilisierung

B: nach der Reinigung mit konzentrierter Schwefelsdure

C: nach der Reinigung mit 2,5%iger Flusssidure

waren die immobilisierten Proben zu entfernen. Der Teil B zeigt den Versuch nach der
Reinigung mit konzentrierter Schwefelsaure fir 30 Minuten. Im unteren Teil der Abbildung kann
man noch Spuren der Radioaktivitit feststellen. Das deutet daraufhin, dass keine vollstindige
Reinigung durch diese Behandlung moglich war. Teil C zeigt die Reinigung mit 2%iger
Flusssaure. Die Objekttriger wurden fir 10 Minuten in der Losung geschwenkt und anschlieBend
mit Wasser gespilt. Darauthin konnten keine Reste der Radioaktivitit mehr detektiert werden.

Durch diese Behandlung wurde die obere Schicht der Oberfliche des Objekttrigers entfernt.

Ahnliche Versuche im Chip bestitigten durch mikroskopische Vermessung den Materialabtrag
im Chip. Durch diese Behandlung waren die Chips frei von Oligonukleotiden, allerdings nahm
die Oberflichenrauigkeit stark zu. Aus diesem Grund konnten die Chips nur eingeschrinkt

wieder verwendet werden.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine Immobilisierung auf der Oberfliche von
Objekttrigern moglich war, wurde diese Immobilisierung im Chip durchgefihrt. Hierzu wurden
fluoreszent markierte Oligonukleotide verwendet. Als Fluorophor wurde das Alexa 488
verwendet. Die Oligonukleotide besalen neben dem Fluorophor am 3°Ende noch einen
Abstandhalter von 10 Thyminen am 5’-Ende. Die Kopplung erfolgte tiber eine Thiolgruppe.
Nach dem Versuch der Immobilisierung wurden die Chips mehrfach gewaschen, um alle
unspezifisch gebundenen Nukleinsduren zu entfernen. Die Auswertung erfolgte uber die
Betrachtung am  Fluoreszenzmikroskop. Es wurden verschiedenste Punkte in den

mikroskopischen Bildern vermessen und die ermittelten Pixel statistisch ausgewertet. In
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Abbildung 47 ist zu erkennen, dass eine Immobilisierung erfolgte. Der erste Teil (Teil A) der
Abbildung zeigt eine starke Fluoreszenz. Dem gegentiber ist im zweiten Teil der Abbildung (Teil
B) keine Fluoreszenz zu beobachten. Bei der Negativkontrolle wurde eine Substanz verwendet,
die dem ersten Teil des Quervernetzers entspricht. Ein Weglassen dieser Substanz wiirde zu einer
unspezifischen Bidung von DNA an der Oberfliche des Glases fihren. Die Bindung wiirde tiber

elektrostatische Wechselwirkung der positiv geladenen Aminogruppen (des Silans) erfolgen.

A B

Abbildung 47: mikroskopische Aufnahme der Immobilisierung mit Alexa 488 markierten

Oligonukleotiden
A: mit sulfo SIAB

B: mit sulfo NHS Acetat (Negativkontrolle)

3.10 Festphasen-PCR

Nach der Immobilisierung sollte gezeigt werden, dass tiber diese gebundenen Oligonukleotide
eine Festphasen-PCR realisierbar ist. Eine vereinfachte Variante der PCR stellt dabei die einfache
Verlingerung der gebundenen Primer dar. Dieses konnte durch Erdogan (Erdogan ez al, 2001)
gezeigt werden. Die vollstindige Amplifikation an einer Glasoberfliche konnte Adessi (Adessi ez
al., 2000) realisieren.

Hierzu wurden die Chips mit nicht markierten Oligonukleotiden beschichtet, um ein freies
3’Ende zu erhalten. AnschlieBend wurde eine PCR-Reaktion durchgefithrt. Als Zielmolekil
diente der in Abbildung 40 dargestellt Teil des YFP Gens.

Fir den Nachweis der Festphasen-PCR wurde fluoreszent markiertes dUTP mit in der PCR

verwendet, welches in das PCR-Produkt eingebaut wurde. Fur die Reaktion wurde die Taq-
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Polymerase eingesetzt, da diese in der Anwesenheit von Glas gute Resultate erzielte und dazu in
der Lage war dUTP mit in den DNA-Strang einzubauen. Durch die Verwendung von dUTP-
Alexa 488 konnten die Produkte an der Wandung des Chips sichtbar gemacht werden. Nach
erfolgter PCR wurden die Chips mehrfach gewaschen und anschlieBend unter dem Mikroskop
betrachtet. Es konnten die folgenden Bilder (Abbildung 48) aufgenommen werden.

Abbildung 48 zeigt die Festphasen-PCR. In Teil A der Abbildung kann man die eingebaute

Abbildung 48: mikroskopische Aufnahme der Festphasen PCR mit Alexa 488 markiertem dUTP
A: PCR an der Wand mit DNA

B: PCR an der Wand ohne DNA (Negativkontrolle)

Fluoreszenz an der Wandung der Kapillare erkennen. Die Negativkontrolle (Teil B), bei welcher
die gleiche PCR jedoch ohne immobilisierte Primer durchgefithrt wurde, zeigt sich keine
Fluoreszenz. Die immobilisierte DNA iiberstand mehrere Waschschritte. Dadurch konnten die
nicht erwiinschten Nebenprodukte der PCR entfernt werden. Nachdem auch die Festphasen-
PCR gezeigt werden konnte, stand die Etablierung der 7# vitro-Expression in einem Volumen von

weniger als 4 nl. an.
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3. Ergebnisse

3.11 Herstellung der Fragmente fiir die in vitro-Expression

Fir den Nachweis der Expression im Chip wurde das Yellow Fluoreszent Protein (YFP)
verwendet. Dieses stammte aus dem pEYFP-N1-Vektor der Firma Clontec. Fir die Verwendung
der 7n vitro-Proteinsynthese war es notwendig, einen Vektor mit einem T 7 Promoter einzusetzen.
Ein System, welches fiir die zellfreie Proteinsynthese optimiert wurde, beinhaltet den Vektor

pIVEX 2.3d (Roche Diagnostics). In diesen Vektor wurde das Gen des YFP eingefiihrt.

In einem ersten Schritt wurde eine PCR durchgefiihrt, durch welche an beiden Seiten des Gens
Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme angehingt wurden. Am 5°-Ende wurde das Ncol
und am 3’-Ende das Xmal verwendet. Durch die Erkennungssequenz des Ncol erreichte man,
korrekte Platzierung des Startcodon. Nach erfolgter PCR wurden die PCR-Produkte aufgereinigt
und mit den Restriktionsenzymen Ncol und Xmal (NEB) zerschnitten. Der Vektor (pIVEX
2.3d) wurde ebenfalls mit diesen Restriktionsenzymen geoffnet und anschlieBend iber ein
Agarosegel aufgereinigt. Es folgte die Ligation des Vektors und der PCR-Produkte. Die so
geschaffenen Vektoren wurden in E.co/i XIL1-Blue-Zellen transformiert. Nach erfolgter
Kultivierung konnten die Plasmide aus den Bakterien isoliert und fir die zz witro-Synthese
eingesetzt werden. Zur Uberpriifung der Moglichkeit der Expression wurde eine gekoppelte
Transkription und Translation verwendet. Der Nachweis der Expression erfolgte tber den
Einbau von radioaktivem 'C Leucin. Durch eine Autoradiografie und durch ecine
Szintilationszidhlung konnte nachgewiesen werden, dass ein Produkt mit der Grofle von ca.
26 kDa entstand. Diese Produkte konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht
werden. Die Fluoreszenz des Proteins diente als Nachweismethode der zellfreien Proteinsynthese

im Chip.
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3. Ergebnisse

3.12 Zellfreie Proteinsynthese im Chip

Das so hergestellte Plasmid wurde fir die 7z vitro-Proteinsynthese im Chip verwendet. Fur die

Abbildung 49: mikroskopische Aufnahme der in vi¢ro-Expression im Chip

Hierzu wurde ein vollstindiger in vitro Expressionsansatz nach den Angaben des Herstellers

(Qiagen) durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte unter Olabschluss fiir 1 Stunde bei 37°C.
A: mit pIVEX 2.3 YFP

B: ohne pIVEX 2.3d YFP (Negativkontrolle)

Expression kam das EasyXpress Protein Synthesis Kit (Qiagen GmbH) zum Einsatz. Die
Inkubation erfolgte iber einen Zeitraum von einer Stunde bei 37 °C. AnschlieBend wurden die
Chips unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Hier wurden Chips, in denen das Plasmid mit
dem YFP-Gen vorhanden war, mit Chips ohne Plasmid verglichen. Es konnten die folgenden
Aufnahmen (Abbildung 49) gemacht werden. Man kann deutlich eine Fluoreszenz im ersten Teil
(A) der Abbildung erkennen. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass die zellfreie Proteinsynthese

auch in einem Volumen von weniger als 4 nL. realisierbar ist.

Eine Expressinons-PCR wurde ebenfalls getestet, bei der die regulatorischen Sequenzen nicht aus
einem Vektor verwendet wurden, sondern mithilfe von zwei Polymerasekettenreaktionen an das
Zielmolekil angeftgt wurde. Die Expression zeigte dhnliche Ergebnisse wie die, die in Abbildung

49 dargestellt wurden.

Abschlielend lisst sich sagen, dass sowohl eine Polymerasekettenreaktion als auch eine zellfreie

Proteinsynthese in dem hier vorgestellten Chip realisiert werden konnte.
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