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1 Einleitung

1 Einleitung

Das Human-Genom-Projekt (human genome organization, HUGO)™*? und verwandte
offentliche und private Forschungsprojekte haben sich die Bestimmung der Sequenz des
humanen Genoms und der Genome medizinisch und 6konomisch relevanter Organismen
zum Ziel gesetzt. Diese Bestrebungen sind durch die Moglichkeit der 1dentifizierung neuer
Targets fur therapeutische Eingriffe, neue diagnostische Marker fir humane Krankheiten
und die Entwicklung verbesserter Agrar- und Industrieprodukte motiviert. Die aufgeklérten
Sequenzen werden in Datenbanken zusammengefalét und bilden die Grundlage zukinftiger
Bestrebungen, funktionelle Zusammenhange herzustellen. Der Aufbau dieser Datenbanken
bildet die Basis zur Beantwortung der Fragen nach der Verbindung zwischen Krankheiten
und bestimmten Genabschnitten (Discovery), der Lokalisierung dieser Gene im Genom
(Mapping), der Ausbreitung der Gene nach Trangdlation in Proteine (Expression) und den
Unterschieden zwischen den Genen verschiedener Organismen (Genetische Variation). Der
Umfang der zu sequenzierenden DNA, sowie die zunehmende Bedeutung der
diagnostischen DNA-Sequenzierung machen die Entwicklung schnellerer und effektiverer

Analyseverfahren notwendig.

Fur das Zie der Miniaturisierung bekannter Prozesse und der damit ermdglichten
schnelleren Analyse, der Senkung der Kosten, einfacheren Handhabbarkeit durch
Automatisierung!® und hochgradigen Parallelisierung kommt den DNA-Arrays® bzw.
-Chips eine besondere Bedeutung zu.

Unter DNA-Arrays™ versteht man miniaturisierte Trager, auf deren Oberflachen DNA-
Molekile bekannter Sequenz in einem geordneten Raster immobilisiert oder synthetisiert
sind. Diese Arrays konnen z.B. fir einen Hybridisierungsassay und fir Sequenzierung
durch Hybridisierung (sequencing by hybridization, SBH)*'® Verwendung finden. Die
Grundidee des SBH ist die Tatsache, daR es 4" mogliche Worte der Lange n (entspricht der
Lange der Oligonucleotidsequenz) fir ein Vier-Buchstaben-Alphabet (entspricht den vier
moglichen Basen) gibt. Die Sequenzierung durch Hybridisierung erfordert daher z.B. die
Untersuchung aller 65 536 Kombinationsmoglichkeiten fur ein 8mer. Wird z.B. ein 12mer
der Sequenz AGCCTAGCTGAA mit dem kompletten Satz aller moglichen Oktamere
hybridisiert, so konnen funf der Sonden, ndmlich die Sequenzen TCGGATCG,
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1 Einleitung

CGGATCGA, GGATCGAC, GATCGACT und ATCGACTT, perfekte Dublices
ausbilden. Die Ausrichtung der Uberlappenden Sequenzen der Hybridisierungssonde

ermoglichen die Rekonstruktion des der 12mer Target-DNA komplementdren Stranges:

00

OOO
O OO0
> >>>> >
| e e
e)leXeXeXeXe!
OHOOOOO
>\>>>>
olIoNONe
—|< -
—|

TCG

Zwe generelle Vorgehensweisen zur Sequenzierung von DNA durch Hybridisierung sind
denkbar: In einem der Ansitze wird ein kompletter Satz der 4" Oligonucleotide der Lange n
in einem geordneten Array an eine feste Oberflache immobilisiert™ ¥, Die unbekannte
DNA-Sequenz wird an diesen Array hybridisiert. Bel optimaler Interpretation der Daten
kénnen aus dem Hybridisierungsmuster alle n-fachen Worte der Sequenz erhalten werden.
Dies ist ausreichend, um kurze Sequenzen zu bestimmen. In dem zweiten Format wird an
einen Array von immobilisierten DNA-Proben!®*® jeweils nur ein kurzes Oligonucleotid
zur Zeit hybridisiert. Wird dies 4" mal fir jedes Oligonucleotid der Lange n wiederholt,
kann die Sequenz aller Proben bestimmt werden.

Waéhrend der erste Ansatz geeignet ist, eine kleine Anzahl von DNA-Fragmenten zu
sequenzieren, ermoglicht die zweite Methode die Untersuchung einer grof3en Zahl von
DNAs parallel auf kurze bestimmte Sequenzen hin. In beiden Vorgehensweisen liegt das
Potential der Methode in der parallelen Analyse vieler Sequenzen begriindet.

Grundlegende Anforderungen an einen geeigneten DNA-Array sind die kovalente Anbin-
dung der Oligonucleotide an die Oberflache, wobei die Oberfléche selbst den Hybridisie-
rungsvorgang nicht beeinflussen darf. Sie darf keine signifikante Menge der Target-DNA
unspezifisch binden und die Anndherung der Target-DNA an gebundene Oligonucleotide
nicht sterisch oder elektrostatisch behindern.

Der klassische Weg zur kovalenten Anbindung von DNA auf die Oberflache ist die post-

synthetische  Anbindung!*41619,

Eine neuere Methode ermdglicht die in situ
Synthese®®2"! des gewiinschten Oligonucleotids direkt auf dem Trager, der fiir die folgende
Analyse eingesetzt wird. Fir die in situ Synthese von DNA auf Oberflachen sind zwei

Wege Dbeschritten worden. Die erste Methode verwendet die Standard-



1 Einleitung

Phosphoamiditchemie zur Verknipfung der 3'-Base mit dem Trager. Die zweite Methode
kombiniert Festphasenchemie, photolabile Schutzgruppen und Photolithographie!®2228.29,
Dieses in Abbildung 1-1 dargestellte Konzept sieht vor, da3 oberflachengebundene
Hydroxylgruppen durch eine photolabile Gruppe X geschiitzt sind.

L

l_H|\i_

X Entschitzen

;&7%; I
é?é%%
C
X
1
T T Kopplung
; ; OH OH +C X ; ; ; ;
E
] [} |
A C T
[} | [} [}
T T C C
G

Abb. 1-1: Konzept der paralelen in situ Synthese an fester Phase unter
Verwendung photolithographischer Masken

Entschutzen >,< Kopplung

X
1

Wird nun ein definierter Bereich durch eine lithographische Maske M1 mit Licht der
Energie hv bestrahlt, erfolgt die Entschiitzung (A). Die freien Hydroxylgruppen dieses
Oberflachenausschnitts (B) sind dann fir die Reagentien der Kopplungsreaktion
zuganglich. Der erste Synthesebaustein T, der wiederum die photolabile Schutzgruppe X
tragt, wird kovalent an den Trager gebunden (C). Eine weitere Maske M, (D) kann
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1 Einleitung

anschlief3end zur Photoaktivierung eines anderen Bereiches verwendet werden. Das
mehrfache Durchlaufen dieses Zyklus der Photoentschiitzung und Kopplung verschiedener
Synthesebausteine fuhrt schliefdlich zu einem Satz von Produkten, deren Monomerabfolge
an jeder Position des Trégers (G) bekannt ist.

Die &ltere Methode bedient sich der automatisierten Festphasensynthese®**¥ von Oligo-
nucleotiden und nach der Abspaltung der Strénge vom Trager der spezifischen Immobili-
sierung Uber Print- oder Spottingtechnologien auf der Oberfl&che eines Chips.

Auf geeignete Weise modifizierte DNA kann kovaent auf mit Aminosauren
funktionalisierte®>3¥, Carboxyl-*>*", Epoxid-[1"¥ oder Aminogruppen!83"2°4% tragende
Oberflachen gebunden werden.

Eine Reihe von Tragermaterialien wurden zur Immobilisierung von Oligonucleotiden fir
den Einsatz in diagnostischen DNA-Applikationen untersucht. Grundsétzlich lassen sich

folgende Materialien, die as Trager Verwendung finden, unterscheiden:

e Nitrocellulose, Nylonmembrane®>#%? und Filter

e definierte geometrische Teilchen, wie controlled pore glass (CPG)[**!

e amorphe Materidien, wie Acrylamidgel!*’*®,  Polystyrolmatrices®?,
Mikrotiterplatten®*34394% Harze TentaGel ™, magnetic beads®">”

e planare Oberflachen, wie Glas?*>¥ Goldbeschichtungen® oder Silizium-
Wafer[17,38,55]

Die chemische Anbindung von Oligonucleotiden auf eine Oberflache kann z.B. durch
Kondensation am 3'- oder 5'-Ende aminomodifizierter Oligonucleotide an eine as Epoxid
funktionalisierte Silizium-Oberflache erfolgen. Dabei werden Beladungsdichten von
100 fmol DNA/mm? erreicht®.

Die vorgestellten Techniken besitzen Vor- und Nachteile. Wahrend die photolitho-
graphisch gesteuerte Synthese zur Zeit die beste hinsichtlich Mustervariabilitét ist, ist die
Qualitéat der Oligonucleotide bei den anderen Verfahren besser. Hinzu kommt, dal3 diese
Syntheseart nur eine Ausrichtung des Oligonucleotids, ndmlich in 3-5-Richtung, erlaubt
und damit enzymatische Verlangerungen am immobilisierten Strang unméglich macht, da
die DNA-Polymerase eine 5'-3-Aktivitét besitzt. Ein nachtrégliches Aufbringen von DNA
hingegen 1&8/% eine Variation der Konzentration jedes Moleklltyps auf dem Chip zu,
wodurch Bindungs- und Hybridisierungsverhalten beeinflufldt werden kénnen; zusétzlich
konnen chemische Modifikationen in die Molekiile eingefuhrt werden.
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1 Einleitung

Die konventionelle Detektionstechnik fur molekulare Bindungsassays ist die Autoradio-
graphie, bei der molekulare Bestandteile mit Radioisotopen wie *?P oder %S markiert>
werden. Ein ebenso etabliertes Verfahren ist die Auswertung von Hybridisierungsmustern
durch den Nachweis von Fluoreszenzsignalen!*®*®") einer zuvor mit entsprechenden
Farbstoffen markierten Sonde. Eine weitere nichtradioaktive Methode der Detektion von
Nukleinssuren bieten Enzyme-linked Assays®®” bei denen z.B. mit Digoxigenin
markierte Sonden!® eingesetzt werden, deren Nachweis indirekt durch die Bestimmung
der enzymatischen Aktivitdt der entsprechenden Antikorperkonjugate der Alkalischen
Phosphatase erfolgen kann.

Ein besonders vielversprechendes Verfahren zur Entwicklung von automatisierbaren,
prézisen Detektionssystemen fur die DNA-Diagnostik im Routinebetrieb stellt die matrix-
unterstiitzte Laser-Desorptions/l onisations-Flugzeit-M assenspektrometrie®? (MALDI-TOF
MS) dar. Die Methode ermdglicht die Analyse einer Mischung von Biomolekilen
innerhalb von sehr kurzer Zeit in einem Schritt und macht Gelelektrophorese und
Markierung unnétig. Diese Vorteile lassen MALDI-TOF MS zu einer einfachen und
schnellen Methode zur Analyse®*®, Sequenzierung® und Diagnostik!®®®” von DNA
erscheinen. Die Kombination eines Arrays mit immobilisierten DNA-Sonden und der
Anayse mittels MALDI-TOF MS ermdglicht die Gewinnung einer grof3en Zahl von
Sequenzdaten innerhalb kiirzester Zeit.

Die DNA-Chip-Technologie erdffnet viele Einsatzmoglichkeiten auf unterschiedlichen
Gebieten. So kann sie in der Landwirtschaft bei der Ziichtung von Pflanzen und Tieren, zur
Optimierung von Pestiziden, bei der Qualitétskontrolle von Lebensmitteln, zum Hoch-
durchsatzscreening in der Chemie oder in der Umwelttechnik Anwendungen finden.
Medizinische Einsatzgebiete ergeben sich z.B. in der Mutationsanalyse von Genen in der
Diagnostik genetischer Krankheiten, der MHC (major-histocompatibility-complex)-
Typisierung in der Transplantationsmedizin, der Identifizierung von Mikroorganismen oder

der Analyse komplexer Genexpressionsmuster'®® "%

Die Miniaturisierung chemischer und biochemischer Systeme haben zur Entwicklung einer
Fulle von Gerdten gefihrt, die die sich wiederholenden Prozesse des Transports von
Flissigkeiten (Pumpen und Ventile), des Bestimmens von Volumina, der Temperatur-

kontrolle, des Mischens und Separierens im MikromaRstabl”*"*lerméglichen. Uberdies
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wurden Mikrosysteme mit mehreren funktionell integrierten Eigenschaften entwickelt. Die
an eine Polymerasekettenreaktion (PCR) gekoppelte Kapillarel ektrophorese mit integrierter
Echtzeit-Detektionl™™ ist ein Beispiel fir die Entwicklung der miniaturisierten
Totalanalyse-Systeme (micro total analysis systems, uTAS)I"®, mit denen das Konzept des

,Labors auf einem Chip* verwirklicht werden solIt"""%.

Einen entscheidenden Bestandteil biochemischen Arbeitens stellen enzymatische
Reaktionen dar. Im Zuge der Miniaturisierung und der Einflhrung integrierter Durchflul3-
systeme bietet die Immobilisierung von Enzymen z.B. an die innere Oberflache von
Kanden eine Mdoglichkeit der kontinuierlichen Prozel¥fihrung. Derartig beladene Ober-
flachen finden unter anderem als bioanalytische Sensorsysteme zur Uberwachung von
Stoffwechselmetaboliten oder in Toxizitatstest Verwendung. Es wurden z.B.
Mikroanalyse-Systeme zur ldentifizierung von Proteinen entwickelt, bei denen die
vorbereitete Probe durch einen immobilisierten Protease-Reaktor flief3t und anschlief3end
on-line fir die Analyse mittels MALDI-TOF MS vorbereitet wird!®.

Die Anforderungen aus der kombinatorischen Chemie, dem Wirkstoffscreening, der
genetischen Identifizierung sowie der medizinischen und Umweltdiagnostik treiben die
Entwicklungen der Miniaturisierung, Parallelisierung und Automatisierung chemischer
Prozesse voran, wobel den Mikroreaktoren bzw. Chipformaten unter Ausnutzung der

Vorteile der Festphasenstrategie eine besondere Bedeutung zukommt.
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2 Problemstellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die kovalente Anbindung von Oligonucleotiden
und Proteinen an Silizium-Oberflachen untersucht werden. Dabei standen Uberlegungen zu
Konzepten zur Erhéhung der Beladungsdichte auf der planaren Oberflache im
Vordergrund.

Bel Festphasen-Kopplungen kénnen die Molekile zwar dicht gepackt sein, liegen jedoch
bei maximaler Belegung nur in einer monomolekularen Schicht vor. Die Anzahl
immobilisierter Molekile errechnet sich bei ebenen, nicht-porésen Oberflachen leicht aus

dem Verhdltnis der Oberflache zum Flachenbedarf eines Einzelmolekilils.

Zur Erhéhung der Beladungsdichte gebundener Oligonucleotide werden unterschiedliche
Ansétze verfolgt. Grundsétzlich wird in allen Vorgehenswei sen eine Erweiterung der Zwel-
dimensionalitét der planaren Oberflache in die dritte Dimension angestrebt. Denkbar ist
zundchst der Gebrauch pordser Materialien, die gegentber Chips eine deutlich grél3ere
Oberflache zur Verfigung stellen. Im Durchflul3verfahren kann hier die Immobilisierungs-
reaktion analog zur Festphasenoligonucleotidsynthese an CPG erfolgen. Ein anderer
Ansatz verfolgt die Immobilisierung in Gel-Pads aus Polyacrylamid®, in die automatisiert

prasynthetisierte Oligonucleotide eingebracht und kovalent gebunden werden.

Das Konzept dieser Arbeit sieht die Modifizierung der planaren Oberflache unter Aufbau
dendritischer Strukturen vor. Dabel erfolgt z.B. bei der Kondensation eines trifunktionellen
Synthons fir den Kondensationsschritt der nten Generation eine Vermehrung der
Oberflachenfunktionalitdt um den Faktor 2". Abbildung 2-1 zeigt exemplarisch die
Vervidfdtigung der Oberflachenfunktionalitdt durch den Aufbau einer dendritischen
Topologie. Im dargestellten Beispiel B wird mit den gewahlten multivalenten Bausteinen,
quantitative Umsetzungen vorausgesetzt, eine Steigerung der Beladungsdichte gegentber
A um das Sechsfache erreicht.
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Die nach diesem Prinzip derivatisierte Silizium-Oberflache sollte durch entsprechende
Aktivierung zur Immobilisierung aminofunktionalisierter Biomoleklle geeignet sein. Es
sollte die kovaente Anbindung von 5'-aminomodifizierten Oligonucleotiden gemal
Abbildung 2-2 ermoglicht werden und ein Nachweis der Eignung der darzustellenden
Oligonucleotid-Wafer zur Verwendung in Hybridisierungsexperimenten, enzymatischen

Reaktionen und zur Analyse mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie erbracht werden.

¢
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homobifunktioneller Linker

Aminosilylether DITC 5'-aminomodifiziertes Oligonucleotid
- Linker " Spacer  Hybridisierungs- g
sequenz

Abb. 2-2: Darstellung des Konzepts zur Immobilisierung eines 5'-aminomodifizierten
Oligonucleotids an Silizium-Wafer

Die gewahlte Immobilisierungsstrategie sollte zudem auf die kovalente Anbindung eines

Enzyms an die Silizium-Oberfl&che tGibertragen werden.
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3 Silizium-Wafer

Silizium besitzt as Oberflachenmaterial Uberlegene Eigenschaften: es ist vergleichsweise
inert gegenuber organischen Losungsmitteln und besitzt eine hohe biologische
Vertréglichkeit. Die Silizium-Oberflache kann auf vielfdtige Weise modifiziert werden,
um so den jewelligen Anforderungen der modernen Molekularbiologie Rechnung zu
tragen. Nicht zuletzt kénnen die das Silizium betreffenden Erkenntnisse aus der hoch
entwickelten Mikroelektronik- und Mikrosystem-Technologie genutzt werden. All diese
Vorteile lassen Silizium als den geeignetesten Kandidaten zur Entwicklung hoch
integrierter Arrays aus Reaktionskompartimenten erscheinen, der den wachsenden
Ansprichen der Biochemie und Molekularbiologie an Miniaturisierung, Parallelisierung
und Automatisierung angepaldt werden kann.

Gegenuber porosen Silizium-Partikeln bieten die planaren Wafer den Vortell der
gleichberechtigten Zuganglichkeit aler funktioneller Gruppen. Die Panaritdt der
Oberflache ist zudem die Voraussetzung fur den direkten Einsatz der Wafer als Target in
der matrixunterstitzten Laser-Desorptions/lonisations-Flugzeit Massenspektrometrie
(MALDI-TOF MS).

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente an der Silizium-Oberflache
wurden an quadratischen Wafer mit 4 mm Kantenlange und einer Dicke von 0.4 mm
durchgefuhrt. Beide Seiten und die Kanten wurden gleichberechtigt behandelt und somit

firr alle Berechnungen eine Gesamtoberflache von 40 mm? zu Grunde gelegt.

3.1 Funktionalisierung der Silizium-Oberflache

Die Silizium-Wafer wurden zunachst mit Ethanol gewaschen und dann in der oxidierenden
Flamme eines Bunsenbrenners ausgegliht. Die so vorbehandelten Wafer wurden
anschlieBend einzeln mit einer (3-Aminopropyl)triethoxysilan-Lésung in Toluol®2®¥ bej
60 °C fir 16 Stunden inkubiert. Nach dem Waschen mit unterschiedlichen Lésungsmitteln
wurden die auf diese Weise erhaltenen aminofunktionalisierten Silizium-Wafer (vgl. Abb.
3-1) entweder fur die Quantifizierung der oberflachengebundenen funktionellen Gruppe,
weitere Reaktionen bzw. die Aktivierung durch einen homobifunktionellen Linker
eingesetzt.
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Abb. 3-1: Schematische Darstellung der Aminofunktionalisierung der Silizium-Oberflache

3.2 Bestimmung der Beladungsdichte

Um eine Veranderung der Beladungsdichte der Silizium-Oberflache verfolgen zu kénnen,
mussen zunachst geeignete Nachweismethoden ausgewéhlt werden. Da ein direkter
Nachweis von Reaktionen an einer Oberfléche nicht mdglich ist, mul3 auf indirekte
Verfahren zuriickgegriffen werden. Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurden
photometrische Nachweismethoden chromophorer Abgangsgruppen, die in ener

vorangegangenen Reaktion eingeftihrt werden, untersucht.

Pikrinsaure-Assay

Der Pikrinsdure-Assay ist en mogliches Verfahren zur Quantifizierung
oberflchengebundener Aminofunktionen'®2®. Durch die Behandlung des Tragermaterials
mit einer Pikrinsdure-Losung in Dichlormethan werden die Aminogruppen in Pikrate
Uberfihrt. Nach Waschen mit Dichlormethan zur Entfernung Uberschissiger Pikrinsaure
wird mit einer starken Base wie Triethylamin, die Pikrat von der Oberfléache in Losung zu
verdréngen vermag, behandelt. Die Pikrat-Losung wird bei 373 nm photometrisch
vermessen. Aus den gemessenen Extinktionen kann mit Hilfe einer Eichgeraden die

Stoff menge oberflachengebundener Aminogruppen berechnet werden.
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3 Silizium-Wafer

Trityl-Assay

4.4'-Dimethoxytritylchlorid (DMTrCl) ist als Reagenz zur Einfuhrung von 5-Hydroxyl-
schutzgruppen von Nucleosiden in der Oligonucleotidsynthese®# bekannt, weist jedoch
eine starkere Reaktivitdt gegeniber Aminogruppen auf. Die Umsetzung der
oberflachengebundenen Aminogruppen erfolgt mit einer DMTrCl-Lésung in Pyridin. Dem
Waschen des festen Trégers mit Pyridin und Dichlormethan folgt die Detritylierung mit
Dichloressigsaure-Lésung in Dichlormethan. Die Extinktionen der Dimethoxytrityl-
[6sungen bei 504 nm liefern durch Korrelation mit einer Eichgerade die Konzentration an

von der Oberflache abgespaltenen Tritylkationen.

SDTB-Assay

Eine einfache und sensitive Methode zur Bestimmung polymergebundener Aminogruppen
bietet der Einsatz von N-Succinimidyl-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat (SDTB) as Acy-
lierungsreagenz!®. Nach der Acylierungsreaktion in Gegenwart katalytischer Mengen
4-Dimethylaminopyridin (DMAP) wird von Uberschiissigem Reagenz befreit und durch
Behandlung mit Perchlorsdure detrityliert. Das freie Dimethoxytritylkation kann spektro-
photometrisch quantifiziert werden. Im Vergleich zur DMTrCl-Methode bietet dieses
Verfahren den Vorteil der Selektivitdt gegeniber Aminogruppen in Gegenwart von
Hydroxylfunktionen. Ein Sulfo-SDTB-Assay!®® zur Quantifizierung matrixgebundener

Aminogruppen ist kommerziell erhdltlich.

TNBS-Assay

In Anlehnung an die Sanger-Methode zur Identifizierung der N-terminalen Aminosaure!®™
von Peptiden durch Umsetzung mit 2,4-Dinitrofluorbenzol (FDNB) wurde der
Trinitrobenzolsulfonsaure-Assay (TNBS) zur chemischen Modifikation von Proteinen zur
Aufklarung der funktionellen Bedeutung der Aminosdureseitenketten eingefiihrt!® 9.
Spéter wurde dieser Assay!® als Mikro-Test zum Nachweis unvollstandiger Kopplungs-
reaktionen®® in der Festphasenpeptidsynthese vorgeschlagen. Trinitrobenzolsulfonséure
reagiert in wal¥riger Losung bei pH 8 bei Raumtemperatur ausschliefdlich mit priméren
Aminogruppen zum orange-roten spekrophotometrisch detektierbaren Trinitrophenyl-
peptid® %! Die Regenerierung der Aminogruppe kann einerseits durch Hydrazin unter

Freisetzung von 1-Hydroxy-4,6-dinitrobenzotriazol **!

oder andererseits durch Behandlung
mit starken Basen, wie konz. Ammoniak oder 1 N Natronlauge, unter Abspaltung von

Pikrat!®¥ erfolgen.

11
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Die Silizium-Wafer wurden zunéchst mit 4 %iger Natriumhydrogencarbonat-L6sung ge-
waschen und anschlief?end mit 4 %iger Natriumhydrogencarbonat-Ldsung und 0.1 %iger
2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure in N,N-Dimethylformamid bei 40 °C behandelt. Nach der
Zugabe von Salzsaure wurden die Wafer mehrfach mit Wasser gewaschen. Die Abspaltung
des Pikrats erfolgte mit 1 N Natronlauge. Die PikratlGsungen wurden gegen eine Blind-
probe bei 353 nm photometrisch vermessen. Die Berechnung der Konzentration an frei-
gesetztem Pikrat erfolgte Uber die lineare Regressionsgleichung einer Verdinnungsreihe
von Pikrinsaure in 1 N Natronlauge. Wahrend mit dem Pikrinsdure-Assay ionisch gebun-
denes Pikrat erfaldt wird, erfolgt mit dem TNBS-Assay die Quantifizierung kovalent

fixierten Pikrats.

Erste Untersuchungen zur Eignung der ausgewéhlten Assays zur Quantifizierung oberfl&
chengebundener Aminofunktionen erfolgten an magnetischen Glaspartikeln mit definierter
PorengrofRe (magnetic porous glass long chain alkylamin, MPG-LCA). Die Beladungs-
dichte mit Aminogruppen wurde vom Hersteller durch Perchlorséuretitration!™® mit
Kristallviolett al's Indikator bestimmt. Gemal3 den Herstellerangaben betrug die Stoffmenge
oberflachengebundener Aminogruppen fur 10 pl MPG-Suspension (0.3 mg beads)
23 nmol. Der Pikrinsaure-Assay lieferte 13 + 3 nmol, wahrend mit Hilfe des Dimethoxy-
trityl-Assays 15 + 3 nmol gemessen wurden. Damit weichen die aus den Assays erhaltenen
Mef3werte um ca. 40 % von den Herstellerangaben ab.

Die beschriebenen Assays wurden nun auf Silizium-Wafer vor bzw. nach erfolgter Amino-
funktionalisierung angewandt. Tabelle 3-1 zeigt vergleichend die aus den unterschiedlichen
Assays erhaltenen Mef3ergebnisse. Es wurden jeweils 10 bis 20 Wafer vermessen und die
erhaltenen Werte fur die Beladungsdichte gemittelt. Besonders aufféllig ist die unter-
schiedlich grof3e Varianz der Mef3werte. Der Dimethoxytrityl- und der SDTB-Assay liefern
kaum reproduzierbare Werte und sind damit fir die Quantifizierung an Silizium
gebundener Aminogruppen ungeeignet. Es muf3 generell darauf verwiesen werden, dal3
indirekte Nachweisverfahren stets abhangig von dem Einflu der Oberflache sind. Im
allgemeinen kdnnen Wechselwirkungen zwischen funktioneller Gruppe und Reagenz nicht
von denen der hydrophoben Oberflache und Reagenz unterschieden werden. Besonders
grol3 scheint die Wechselwirkung der Dimethoxytritylgruppe mit der Oberfléache zu sein,

wie der hohe Mef3wert fur einen unmodifizierten Silizium-Wafer zeigt.
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3 Silizium-Wafer

Fur die weiteren Untersuchungen zur Bestimmung der Beladungsdichte mit Aminogruppen
wurden ausschliefdlich der TNBS- und Pikrinsaure-Assay verwendet.

Die Beladungsdichte aminofunktionalisierter Silizium-Wafer betragt ca 45 pmol/mm?.
Versuche zur Verlangerung der Reaktionszeit und zur Temperaturerhdhung wahrend der
Aminofunktionalisierung fuhrten zu keiner Steigerung der Beladungsdichte.

Vergleichend an unpolierten, einseitig polierten und polierten Silizium-Wafer durchge-
fuhrte Quantifizierungen lieferten keine mef3baren Unterschiede fir die Beladung mit

Aminogruppen.

n (NHy) belassene aminofunktionalisierte
[pmol/mm?] Silizium-Wafer Silizium-Wafer
Pikrinsaure-Assay 10+ 4 45+ 9
DMTrCl-Assay 55 198
TNBS-Assay 3+2 88+ 18
SDTB-Assay 3+2 18+11

Tab. 3-1: Stoffmenge oberfl&chengebundener Aminogruppen [pmol/mm?] ermittelt
durch verschiedene Assays

3.3 Konzepte zur Erhéhung der Beladungsdichte

Die Grenzen der Beladungsdichte auf einer planaren Oberflache sind theoretisch mit dem
Durchmesser der immobilisierten Moleklle gegeben. Die maximale Belegung der
Oberflache ergibt sich zu

Trégerflache A

Raumbedarf R

Stoffmenge N =

wobel der minimale Raumbedarf der tatsachlichen réumlichen Ausdehnung des Molekils
entspricht. Die immobilisierbare Stoffmenge N 1813t sich theoretisch vergréf3ern, indem der
Raumbedarf R der Molektle erniedrigt wird. Diesist z.B. denkbar, indem die Einflisse der
hyrophoben Eigenschaften der Oberflache, die zu einer erschwerten Anbindung fihren
kénnen, durch die Einflhrung entsprechender Spacer vermindert werden. Ein weiterer
Ansatz ist die VergrofRerung der Tragerfléche A durch die Ausdehnung der planaren Ober-

flache in die dritte Dimension. Durch die kovaente Verknipfung baumartig verzweigter,
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3 Silizium-Wafer

dendrimerer Spacer konnen beide Ansatzpunkte berticksichtigt werden. Die eingefihrten
Alkylketten selbst kénnen durch polare Gruppen die Hydrophilie der Oberflache erhéhen
und zusétzlich die Starrheit der Ebene aufheben. Dendritische Strukturen!'® fiihren zudem
zu einer Vervidfdtigung der funktionellen Gruppen auf der Oberflache und sollten flexible

Anbindungstellen fir Biomolekiile liefern.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Vorgehensweisen zum Aufbau
dendritischer Strukturen™®%! auf der Silizium-Oberflche untersucht.

Zunachst wurde ein divergenter Ansatz!’® durch die stufenweise Kondensation eines
multivalenten Molekils an die funktionalisierte Silizium-Oberfléche, die dem Kern eines
Dendriten im klassischen Sinn gleichzusetzen ist, verfolgt.

Betrachtet man den Kern als Molekdl mit f, funktionellen Gruppen A, so wird durch Um-
setzung mit Molektlen des Typs CBy, (C = reaktive Einheit, B = Endgruppe) die Zahl der
Endgruppen um das fyn-fache erhdht und der Kern um die Einheiten erweitert, die die End-
gruppen B tragen (vgl. Abb. 3-2). Die Gruppe B stelle eine geschiitzte Funktion A dar, die
in der anschlief3enden Entschiitzungsreaktion freigesetzt wird. Es liegt nun ein Dendrimer
der 1. Generation mit fyn funktionellen Gruppen A vor, die fir weitere entsprechende

Umsetzungen zur Verfligung stehen.

Entschitzen . .
B —— = s nachste Generation

Abb. 3-2:  Schematische Darstellung der divergenten Synthese zum Aufbau
eines perfekten Dendrimers mit f, =8 und n=2

Voraussetzung fur den Aufbau eines perfekten, molekulareinheitlichen Dendriten ist ein
quantitativer Umsatz bei jedem Reaktionsschritt. Unvollstandige Umsetzungen fihren zu
einer Potenzierung der Fehler wahrend des weiteren Wachstums.

Zur Vervielfdtigung der Oberflachenfunktionalitdt wurden im Verlauf dieser Arbeit zwel
multivalente Linker (vgl. Abb. 3-3) eingesetzt.
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nitrophenylester propyloxymethyl]ethyl-N,N,-diisopropyl-

aminocyanoethoxyphosphoamidit
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Abb. 3-3:  Zur Vervielfaltigung der Oberflachenfunktionalitét eingesetzte multivalente Linker

Wahrend der 3,5-Dicarbomethoxyphenoxyessigsaure-p-nitrophenylester 2 zur Kopplung an
primére Aminogruppen unter Ausbildung von Amidbindungen geeignet ist, kann Tris-
2,2,2-[ 3-(4,4'-dimethoxytrityloxy)-propyloxymethyl]ethyl-N,N-dii sopropylaminocyano-
ethoxy-phosphoamidit 9 analog zur klassischen Oligonuclectidsynthese® mit Hydroxyl-
gruppen umgesetzt werden. Durch den trifunktionellen Linker 2 ist theoretisch eine
Verdoppelung der Oberflachenfunktionalitét mdglich. Die Kondensation des Amidit-
Synthons 9 sollte zu einer Verdreifachung fihren. Zum Aufbau dendritischer Strukturen an
der Oberflache durch Kopplung dieser beiden Molekiiltypen ist die Uberfilhrung von
Amino- in Hydroxylgruppen bzw. von Hydroxyl- in Aminogruppen notwendig. Hierzu
fanden zwei entsprechende Spacer Verwendung:
Als aktivierter Ester ist p-Nitrophenyl-4-O-(4,4-dimethoxytrityl)-butyrat 11 zur
Umsetzung mit  Aminogruppen
OMTr— OWO@ NO, geeignet  und  liefert  nach
0 Detritylierung frele Hydroxyl-

p-Nitrophenyl-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat gruppen. Das wahrend der Ent-

11 schiitzungsresktion gebildete Dime-
iper\P . — thoxytritylkation kann zudem
CNEtO” N~ photometrisch erfal werden und

3-(Trifluoroacetylamino)propyl-(2-cyanoethyl)-(N,N-  liefert so eine Mdoglichkeit der
diisopropyl)-phosphoramidit .
14 Reaktionsverfolgung.

Abb. 3-4: Strukturformeln der verwendeten Spacer
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Anaog zur gebréuchlichen Amidit-Kopplung an Hydroxylgruppen kann 3-(Trifluoro-
acetylamino)propyl-(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)-phosphoramidit 14  eingesetzt
werden. Nach erfolgter Entschiitzung stehen primare Aminogruppen zur Verfligung.

Neben diesem divergenten Konzept wurde andererseits ein konvergenter Ansatz!*!
untersucht, bel dem zundchst die spatere Dendrimerperipherie synthetisiert und
abschlieffend an den Kern bzw. die Silizium-Oberflache kondensiert wurde. Als
Dendrimersegment wurde Polylysin gewéahlt, das nach Kopplung an die Silizium-Wafer als

Dendrimeroberflache zahlreiche e-Aminogruppen des Lysins prasentieren sollte.
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4 Or ganisch-chemische Synthesen

4.1 Synthese einestrifunktionellen Linkers

In vorausgegangenen Untersuchungen™? wurde bereits 3,5-Dicarbomethoxyphenoxy-
essigsaure-p-nitrophenylester 2 als trifunktioneller Linker konzipiert, der sich nach
kovalenter Anbindung an aminofunktionalisiertes CPG als geeignet erwies, die
Oberflachenfunktionalitét anndhernd zu verdoppeln. Bei diesem Molekil handelt es sich
um einen 1,3,5-substituierten Aromaten, der Uber einen aktivierten Ester an die priméaren
Aminogruppen eines festen Trégers kondensiert werden kann und zudem zwel aquivalente
funktionelle Gruppen fir weitere K opplungsreaktionen liefert.

Die Synthese von 3,5-Dicarbomethoxyphenoxyessigsaure-p-nitrophenylester 2 erfolgte
ausgehend von Dimethyl-5-hydroxyisophthalat (vgl. Abb. 4-1).

Oxe M Oy OCH;
1. NaOMe/MeOH
2. H,O/HCI
g > .
Br - NaBr
X OH o) , ogog
| OCH; Ll
OCH,
1
O OCH
O3 OCHs NO, Ao
Dioxan
+ + Pyrldln ;O O NO
ON O/\C/OH + DCC \\I O/\ﬁ,“ B
OCH; 8 OH OCHs o)

=
N

Abb. 4-1: Reaktionsschema zur Synthese von 3,5-Dicarbomethoxyphenoxyessigsaure-p-
nitrophenylester 2

Zunéchst wurde Dimethyl-5-hydroxyisophthalat mit Bromessigsdure in Methanol mit
Natriummethanolat durch 20 stiindiges Kochen unter Riickflu?™**® zum entsprechenden
Phenylether 1 umgesetzt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung
konnte 3,5-Dicarbomethoxyphenoxyessigsaure 1 in 66 %iger Ausbeute erhalten werden.
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Die weitere Synthesestrategie sah nun eine Aktivierung der Carbonsdure 1 zum p-
Nitrophenylester!™¥ 2 vor. Die Reaktion wurde in Dioxan unter Zusatz von Pyridin und
Verwendung einer N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid-Losung (DCC, 1 mol/l) bel Raum-
temperatur durchgefihrt. Nach Aufarbeitung und Trocknung wurde 3,5-Dicarbo-
methoxyphenoxyessigsaure-p-nitrophenylester 2 in 81 %iger Ausbeute erhalten. Die
Charakterisierung erfolgte mittels *H-NMR, **C-NMR- und Massenspektrometrie.

4.2 Synthese eines dendritischen Amidit-Synthons

Neben dem beschriebenen trifunktionellen Linker wurde as weiteres verzweigtes
multifunktionelles Molekil Tris-2,2,2-[3-(4,4'-dimethoxytrityloxy)propyloxymethyl] ethyl-
N, N, -diisopropylaminocyanoethoxyphosphoamidit!*™® 9 synthetisiert. Dieses Molekiil
bietet zwei entscheidende Vorteile. Einerseits kann die Kopplung an den festen Trager
unter den in der Festphasen-Oligonucleotid-Synthese Ublichen bewéhrten Bedingungen
erfolgen, andererseits kann Uber die photometrische Quantifizierung des nachfolgend
abzuspaltenden Dimethoxytrityl-Kations die Ausbeute des Kondensationsschrittes
bestimmt werden. Auf indirekte Nachweisverfahren zur Quantifizierung der Beladungs-
dichte der Oberflache kdnnte somit verzichtet werden.

Im Gegensatz zum aromatischen Linker wird mit der Einfihrung dieses
Pentaerythritderivates die Hydrophilie der Silizium-Oberflache erhdht. Dies konnte einen
entscheidenen Einfluld auf die Eignung der modifizierten Oberflache zur Anbindung von
Biomolekilen zur Folge haben.

Abbildung 4-2 zeigt das Syntheseschema zur Darstellung dieses , verdreifachenden*
Amidit-Synthons 9. Zuné&chst erfolgte die Umsetzung von Pentaerythrit mit Acrylnitril zur
tricyanoethoxy-substituierten Verbindung 3. Dabel reagiert Acrylnitril as vinyloge
Elektronenakzeptorverbindung basenkatalysiert unter Addition der Hydroxyfunktionen des
Alkohols. Das Hauptnebenprodukt, die vollsténdig substituierte Verbindung, konnte
saulenchromatographisch abgetrennt werden. Das Produkt Tris-2,2,2-[(cyanoethoxy)-
methyl]ethanol 3 konnte insbesondere durch das fur Nitrile charakteristische Signal im
13C-NMR-Spektrum bei 117.99 ppm identifiziert werden. Die Dreifachsubstitution wurde
durch das Integralverhétnis der Methylenprotonen im *H-NM R-Spektrum bestétigt.

18



4 Organi sch-chemische Synthesen
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ADbb. 4-2:  Syntheseschema zur Darstellung von Tris-2,2,2-[3-(4,4'-dimethoxytrityl oxy)-propyl-
methyl]ethyl-N,N,-diisopropylaminocyanethoxyphophoamidit 9

In Gegenwart von wasserfreiem Chlorwasserstoff wurde durch Addition von Methanol
intermediér der Iminoester gebildet, der nach Hydrolyse den Triester Tris-2,2,2-
{[(methoxycarbonyl)ethoxy] methyl }ethanol 4 in 72 %iger Ausbeute lieferte. Das Produkt
wurde durch das Auftreten des Carbonyl-Signals bei 172.5 und des Signals fur die
Methoxygruppe bei 52.06 ppm im *C-NMR-Spektrum charakterisiert.
Es folgte die Einfihrung der Tert-butyldimethylsilyl-Schutzgruppe an der verbliebenen
Hydroxylfunktion in 88 %iger Ausbeute. Im *H-NMR-Spektrum traten die fir
Methylsilylgruppen typischen Signale bei 0.0 ppm auf.
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4 Organi sch-chemische Synthesen

Im n&chsten Schritt wurden die Methylesterfunktionen durch Lithiumaluminiumhydrid in
Tetrahydrofuran zum Triol 6 reduziert. Tert-butyldimethylsilyl-[tris-2,2,2-(5-0xy-2-Oxa
pentyl)ethanol] 6 konnte in 66 %iger Ausbeute erhalten werden. Die erfolgreiche
Umsetzung wurde durch das Verschwinden der Signale fiir die Methoxygruppe im *H- und
3C.NMR-Spektrum bestétigt. Im **C-Spektrum wurde eine deutliche Verschiebung des
Signals fur die benachbarten Methylengruppen nach tieferem Feld (35.18 ppm fur CH,CO,
in 5, 61.64 ppm fur CH,OH in 6) beobachtet. Die Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe
von *H-23C-Cosy-Experimenten.

Es folgte die Tritylierung des Triols durch einen geringen Uberschul an 4,4'-Dimethoxy-
tritylchlorid unter Verwendung von Dimethylaminopyridin und EDIP als Katalysatoren.
Die deutlich erhohte Mobilitét des dreifach tritylierten Produktes Tert-butyldimethylsilyl-
{tris-2,2,2-[ 3-(4,4 -dimethoxytrityl oxy)-propyloxymethyl]ethanol } 7 ermdglichte die chro-
matographische Abtrennung der unvollstandig tritylierten Nebenprodukte. Das Produkt
konnte unter anderem mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie durch das Signal fur das
Molekul-lon sowie des Signals, das der Masse des um eine Dimethoxytritylgruppe
verminderten Molekilions entspricht, charakterisiert werden.

Die anschliefende Desilylierung  mit  Tetrabutylammoniumfluorid-Lésung  in
Tetrahydrofuran flhrte zum tridimethoxytritylierten Alkohol Tris-2,2,2-[3-(4,4'-dimethoxy-
trityloxy)propyloxymethyl]ethanol 8 in 71 %iger Ausbeute. NMR-spektro-metrisch
konnten keine fur Silylgruppen charakteristischen Signale beobachtet werden. Das Signal
der Methylengruppe, die zuvor der TBDMSO-Gruppe benachbart war, wurde nach
tieferem Feld verschoben.

Die abschlieBende Phosphitylierung!**® erfolgte durch Umsetzung mit Chloro-[diiso-
propylamino]-B-cyanoethoxyphosphin in Gegenwart von Diisopropylamin as Katalysator.
Der erhaltene weiRBe Feststoff konnte mit Hilfe von H-, *C- und *P-NMR sowie den
COSY -Experimenten und tUber MALDI-TOF-Massenspektrometrie als Tris-2,2,2-[3-(4,4'-
dimethoxytrityloxy)propyloxymethyl]ethyl-N,N-dii sopropylaminocyanoethoxyphosphor-

amidit 9 identifiziert werden.
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4 Organi sch-chemische Synthesen

4.3 Synthese eines Spacers

Zur Uberfiihrung oberfldchengebundener Aminogruppen in Hydroxylfunktionen wurde mit
der Verbindung p-Nitrophenyl-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat 11 ein Molekdl
synthetisiert, das als aktivierter Ester direkt an Aminogruppen unter Ausbildung einer
Amidbindung kondensiert werden kann. Die zur Freisetzung der Hydroxylgruppen
anschlief?end durchzufihrende Detritylierung bietet wiederum die Mdaglichkeit der
Reaktionskontrolle durch photometrische Quantifizierung des 4,4'-Dimethoxytritylkations.
Gemal3 Abbildung 4-3 wurde im ersten Reaktionsschritt 4-Hydroxybutterséure-
Natriumsalz durch Umsetzung mit 4,4'-Dimethoxytritylchlorid an der Hydroxylfunktion
geschitzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung wurde in 43 %iger Ausbeute
Pyridinium-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)butyrat 10 erhalten. Die Charakterisierung erfolgte
mittels *H-, *C-NMR- und Massenspektrometrie.

Pyridin
(DMAP)
oNa® 16N RT om? \
HOW +DMTICI DMTr_O/\/Y —
le} -NaCl 10 O

Pyridin

16 h. RT + p-Nitrophenol

+ DCC
- DHU

Abb. 4-3:  Syntheseschema zur Darstellung von p-Nitrophenyl-4-O-(4,4'-dimethoxy-
trityl)-butyrat 11

Die Aktivierung der Carbonsdure 10 zum p-Nitrophenylester 11 erfolgte wiederum mit
einer 1 M N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid-Losung (DCC) bei Raumtemperatur. Nach
Aufarbeitung und Trocknung wurde p-Nitrophenyl-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat 11
erhalten und mit Hilfe spektrometrischer Methoden charakterisiert.
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5 Aufbau dendritischer Strukturen auf Silizium-Oberflachen

5 Aufbau dendritischer Strukturen auf Silizium-Ober flachen

5.1 Konvergenter Ansatz: Kondensation von Polylysin

Es wurde versucht, Polylysin nach zwe verschiedenen Methoden an die amino-
funktionalisierte Oberflache zu binden. Die erste Methode beinhaltet eine der Peptid-
synthese™ ! entlehnte Schutzgruppen-, Aktivierungss und Kopplungsstrategie!*®.
Polylysin wurde zunéchst mit t-Butyl-p-nitrophenylcarbonat™®! 12 umgesetzt™®?. Das
Reagenz ermoglicht die EinfUhrung der Boc-Schutzgruppe unter Freisetzung von
p-Nitrophenol, welches in situ nach Zusatz von DCC zur Darstellung des aktivierten Esters

dient (vgl. Abb. 5-1). Die Einfuhrung der Aminoschutzgruppe und die Aktivierung der
Carboxylfunktion erfolgen mit Hilfe dieses Reagenzes in einer Eintopfreaktion.

O

P Q Q
! Lol s
HeN "CO2 (CHg):C—0" N7 ¢t ™7 >
CH3 O I [l I [l
+ H3C—(:Z—O—E—O—©—NOZ H O H O
CH3 12
— > +HO NO2
H-N H-N
NH>2 \ - \
n —0 H N\ c=0
Polylysin d /C:O d
| (0] |
C(CH3)3 | C(CHa)3
C(CHga)3
- —In
bR
N C O NO2
et 1O
H (0] H (0]
+ DCC
-DHU - 13
H-N H-N
I H-N I
tBoc | tBoc
tBoc
L —In

Abb. 5-1: Reaktionsschema zur EinfUhrung der tBoc-Schutzgruppe unter gleichzeitiger
Aktivierung zum p-Nitrophenylester an Polylysin

Das geschutzte und aktivierte Polylysin 13 (vgl. Abb. 5-2) wurde mit den oberfl&chen-

gebundenen Aminofunktionen umgesetzt und anschlieflend mit Trifluoressigsaure
entschitzt.
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o
Z Boc—N7/ >cl “I C/O@NOZ
O—sSi NH, + tBoc— 1 B
I KNI KL
H @) H O
13
--o_©_No H-N H-N
’ | |meN |
tBoc | tBoc
tBoc
L —In
\J
H 0]
Dot SN
Oo—sSi
I @i T
@) O H
H-N H-N
| H-N |
. L tBoc | tBoc
Trifluoressigsaure tBoc
L —In
\J
H 0]
Dot N
Oo—sSi
g \” r \ﬁ NH2
o 0]
NH NH
NH
L —In
Abb. 5-2: Reaktionsschema zur Anbindung von tBoc-geschitztem Polylysin  an

aminofunktionalisierte Silizium-Wafer

Die Quantifizierung der Aminofunktionen mit Hilfe des TNBS-Assays lieferte nach der

Entschiitzung 20 pmol/mm? Aminofunktionen. Entgegen den Erwartungen ist die Bela-

dungsdichte durch Aminogruppen stark reduziert worden. Dies kdnnte auf eine unvoll-

stéandige Entschitzungsreaktion zurtickzufiihren sein. Doch auch nach weiteren Versuchen

der Entschitzung wurde keine Steigerung der Beladungsdichte gemessen. Es ist zu

berticksichtigen, dal3 sich die Oberflachenei genschaften und damit die Bedingungen fir den
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5 Aufbau dendritischer Strukturen auf Silizium-Oberflachen

Assay durch die Kopplung des hydrophilen, polaren Polypeptids gravierend verandert
haben. Die Mef3werte eines Assays sind daher fir verschieden modifizierte Oberflachen
nicht unbedingt vergleichbar. Darliber hinaus konnte es bereits bei der Synthese des
geschitzten aktivierten Polymers in der Eintopfreaktion durch nicht quantitative
Umsetzungen zu Vernetzungsreaktionen in Ldsung gekommen sein, so dal3 eine
Anbindung an die Oberflache gar nicht erfolgen konnte. Mit einer Reaktionsfolge, bel der
zunéchst o- und e-Aminogruppen vollstandig geschiitzt werden und nach Reinigung die
Aktivierung der Carboxylfunktion erfolgt, kbnnte die Quervernetzung vermieden werden.
Es wurde jedoch ein zweiter, weniger aufwendiger Weg der Anbindung des Polymers
gemal3 Abbildung 5-3 beschritten.

+ s=Cc= N N=C=S
1, 4-Phenylendiisothiocyanat
iy NH oo o— ek N=C=S
Oo—Si N o
i>/\/ 2 DMF/Pyridin 9:1 j'l‘\/\/ 4
2h,40°C
+ 1,6-Diaminohexan + Polylysin

g—I
7
wn=0
\
—T
Z—TI
/
wn=
—T
H=0
I—=
o=Q
>—T
/

Im

NH2

— —In

Abb. 5-3: Reaktionsschema zur Anbindung von Polylysin an mit DITC aktivierte Silizium-Wafer

Die aktivierte Komponente sollte nach dieser Methode die feste Phase selbst sein.
Aminofunktionalisierte Silizium-Wafer wurden mit dem homobifunktionellen Reagenz
1,4-Phenylendiisothiocyanat (DITC) umgesetzt. Zur Uberprifung der Eignung fur die

Umsetzung mit Aminogruppen wurde anschlief3end zur Kontrolle mit 1,6-Diaminohexan
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5 Aufbau dendritischer Strukturen auf Silizium-Oberflachen

inkubiert. Auf jeder Reaktionsstufe wurden die Aminogruppen mit Hilfe des Pikrinsdure-
Assays quantifiziert. Nach der Umsetzung mit 1,4-Phenylendiisothiocyanat wurde ein
Riickgang der Beladungsdichte von 45 pmol/mm? auf 13 + 3 pmol/mm? beobachtet. Dies
entspricht einer Umsatzrate von 71 %. Nach der anschlieffenden Kopplung von
1,6-Diaminohexan wurden 21 + 4 pmol/mm? NH,-Funktionen gemessen. Die Umsetzung
der aktivierten Aminofunktionen erfolgte damit in 66 %iger Ausbeute. Im nachsten Schritt
wurde die kovalente Anbindung von Polylysin unter den gleichen Bedingungen untersucht.
Nach der Aktivierung durch Umsetzung mit DITC wurde mit einer 0.1 %igen (w/v)
Polylysin-Lésung unter Zusatz von N-Methylmorpholin behandelt. Der Pikrinséure-Assay
lieferte fur die auf diese Weise modifizierte Oberflache E einen Mel3wert von ca

100 pmol/mm? Aminogruppen.

5.2 Divergenter Ansatz: Stufenweiser Aufbau dendritischer Strukturen
auf der Oberflache

Der Aufbau der dendritischen Struktur auf der Silizium-Oberflache erfolgte auf zwei
unterschiedlichen Reaktionswegen (vgl. Abb. 5-4 und Abb. 5-6) unter Verwendung des
aromatischen trifunktionellen Linkers 2, des verdreifachenden Amidit-Synthons 9 und
eines Linkers zur Uberfiihrung von priméren Aminogruppen in Hydroxylfunktionen 11.
Dem ersten Syntheseschema (Abb. 5-4) folgend wurde versucht, das dimethoxytrityl-
geschitzte Amidit-Synthon mit der Silizium-Oberflache zu verknUpfen. Bei quantitativem
Umsatz sollte durch die Einfihrung dieses Dendriten eine Verdreifachung der Beladung
mit funktionellen Gruppen erreichbar sein.

Ausgehend vom aminofunktionalisierten Silizium-Wafer A mufte zunachst eine Uber-
fuhrung der Aminogruppen in Hydroxylfunktionen durch Umsetzung mit p-Nitrophenyl-4-
O-(4,4-dimethoxytrityl)-butyrat 11 erfolgen. Dieser Linker ermdglicht nach seiner Ein-
fuhrung die direkte Quantifizierung der disponierten funktionellen Gruppen Uber die
Detritylierung.

Die Wafer wurden mit DMF/Triethylamin (8:1) dberschichtet und mit einer
0.14 M p-Nitrophenyl-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat-L 6sung in Dioxan/Pyridin (10:1)
versetzt. Nach 16 Stunden Schitteln bel Raumtemperatur wurde mit DMF, Ethanal,

Dioxan und Dichlormethan gewaschen.
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5 Aufbau dendritischer Strukturen auf Silizium-Oberflachen

Die photometrische Bestimmung der durch Behandlung mit 3 %eiger Dichloressigsure-L6-
sung abgespaltenen Dimethoxytritylgruppen ergab eine Stoffmenge von 117 + 28 pmol
Tritylkationen bezogen auf einen 40 mm? Wafer. Das entspricht einer Konzentration von
ca 3 pmol/mm?. Die Ergebnisse dieses Assays korrelieren damit nicht mit den aus dem

Pikrinsaure-Assay erhaltenen Mefdwerten von 45 pmol/mm? Aminofunktionen.
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ADbb. 5-4: Schema 1 zur Modifizierung der Silizium-Oberflache
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Der Entschitzung der Hydroxylfunktionen folgte die Kondensation des Amidits. Die
Umsetzung erfolgte in einer Glovebox bzw. in durch Septen verschlossenen Reaktions-
gefdl3en unter Argon. Die zuvor mit Pyridin und Acetonitril gewaschenen Wafer wurden
individuell mit 250 nmol Amidit in Acetonitril und jeweils 5 ul einer Tetrazol-L6sung
(0.22 pmol/ul) versetzt. Nach einer Stunde Schitteln bei Raumtemperatur wurden weitere
125 nmol Amidit und 5 pl der Tetrazol-L6sung zugegeben. Nach einer weiteren Stunde
wurden die Uberstande abgenommen und mehrfach mit Acetonitril gewaschen. Durch
Zugabe einer lod-Lésung erfolgte die Oxidation zum Phosphat. Uberschiissiges lod wurde
durch Waschen mit 5 %iger Natriumhydrogensulfit-Lésung reduziert. Zur Uberpriifung der
Kopplung erfolgte die Detritylierung mit 3 %iger Dichloressigsaure in Dichlormethan. Es
wurden 109 + 28 pmol/Wafer Dimethoxytritylkationen gemessen.

Die freien Hydroxylgruppen wurden im folgenden Reaktionsschritt mit 3-(Trifluoracetyl-
amino)propyl-(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)-phosphoamidit 14 (5-Amino-Modifier)
umgesetzt.

2. Oxidation
3. Entschiitzung

O
Q O—T—O\/\/NHZ
o

Abb. 5-5: Reaktionsschema zur Kopplung des 5-Amino-Modifiers zur Darstellung von
Oberflache D
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Die im Hochvakuum getrockneten Wafer wurden mit 120 pl einer 5-Amino-Modifier-
Losung (2.5 pmol/ml) in Acetonitril unter Argon und 12 pl der Tetrazol-Ldsung versetzt.
Nach einer Stunde Schiitteln bei Raumtemperatur wurden die Uberstéande abgenommen
und jeweils dreimal mit Acetonitril, lod-Ldsung, Wasser, 5 %iger Natriumhydrogensulfit-
Losung, Wasser, Ethanol und Dioxan gewaschen.

Die Entschiitzung der Aminogruppen erfolgte durch einstiindige Behandlung der Wafer mit
2 N Natronlauge bel Raumtemperatur unter gleichzeitiger B-Eliminierung der Cyanoethyl-
Schutzgruppe.

An der auf diesem Wege modifizierten Oberflache D wurden mit Hilfe des Pikrinséure-
Assays gemittelt 1.143 nmol Aminogruppen pro Wafer gemessen. Dies entspricht einer

Dichte von 29 pmol/mm? Aminogruppen.

Der zweite Syntheseweg (vgl. Abb. 5-6) sah die Kopplung des aktivierten trifunktionellen
aromatischen Linkers 3,5-Dicarbomethoxyphenoxyessigsaure-p-nitrophenylester 2 an die
aminofunktionalisierten Silizium-Wafer vor. Nachdem die aminofunktionalisierten Wafer
den entsprechenden Waschschritten unterworfen waren, wurden sie individuell mit
DMF/Triethylamin-Losung (8:1) Uberschichtet und mit einer 0.1 M 3,5-Dicarbo-
methoxyphenoxyessigsaure-p-nitrophenylester-Ldsung in Dioxan/Pyridin (10:1) versetzt.
Nach 20 Stunden Schiitteln bel Raumtemperatur wurden die Wafer gewaschen.

Die getrockneten Wafer wurden zur Aminolyse der Methylesterfunktionen mit frisch
dedtilliertem Ethylendiamin versetzt und 16 Stunden bei 4 °C geschittelt. Die Wafer
wurden abschlief3end mit verschiedenen Lésungsmitteln gewaschen und in Dioxan bei 4 °C
gelagert.

Der Reaktionsverlauf wurde mit dem Pikrinsdure-Assay verfolgt. Die einfach funktio-
nalisierten Wafer lieferten in diesem Fall einen MeRwert von 35 pmol/mm?, wahrend fiir
die Wafer nach Kondensation des trifunktionellen Linkers und der Aminolyse eine
Beladungsdichte von 65 pmol/mm? Aminofunktionen ermittelt wurde. Durch die
EinfUhrung des zweiarmigen aromatischen Dendriten konnte folglich eine Erhéhung der
Beladungsdichte um 86 % erreicht werden.

Im folgenden Reaktionsschritt wurden die primédren Aminogruppen in Hydroxylfunktionen
durch Umsetzung mit p-Nitrophenyl-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat 11 Gberfuhrt (vgl.
Abb. 5-4, S. 27). Die Detritylierung erfolgte mit 3 %iger Dichloressigsaure in Dichlor-

methan und lieferte eine Beladung von 12 pmol/mm?.
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Abb. 5-6: Schema 2 zur Madifizierung der Silizium-Oberflache

30



5 Aufbau dendritischer Strukturen auf Silizium-Oberflachen

Die freien Hydroxylfunktionen wurden wie bereits oben beschrieben zunéachst mit dem
dendritischen Amidit-Synthon 9 umgesetzt. Die Detritylierung lieferte hier eine Bela
dungsdichte von 156 + 34 pmol/Wafer. Es folgte die Kopplung des 5'-Amino-Modifiers 14
an die freien Hydroxylfunktionen und anschlief3ende Entschiitzung der Aminogruppen.

Der Pikrinsaure-Assay lieferte fur die Oberflache E eine Stoffmenge von 1.722 nmol Pikrat
pro Wafer, dies entspricht einer Beladungsdichte von 43 pmol/mm?.
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Abb.5-7:  Reaktionsschema zur Kopplung des 5-Amino-Modifiers 14 zur Darstellung von
Oberflache E
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Neben der Herstellung dieser verzweigten Oberflachen wurden vergleichend einfache
K opplungsreaktionen an die aminofunktionalisierte Oberflache A durchgefihrt.

So wurde die Umsetzung mit p-Nitrophenyl-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat 11 mit einer
anschlief3enden Detritylierung und Kopplungsreaktion mit dem 5'-Amino-Modifier 14 zur
Darstellung der Oberflache B kombiniert (vgl. Abb. 5-8).

Hier lieferte die Detritylierung nach der Kondensation des heterobifunktionellen Linkers 11
eine Beladung von 94 pmol pro Wafer. Nach der Umsetzung mit dem 5'-Amino-Modifier
wurden mit Hilfe des Pikrinsdure-Assays ca. 480 pmol/Wafer bzw. 12 pmol/mm?

gemessen.

p )J\/\/O— DMTr
NH, + O)N e ——
\”/\/\O—DMTr
A

p-Nitrophenyl-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat 11

H
Z
> N
- DMTr WOH
(0]
Al
iPLN
1.+2 SNp—o
CNEtO” o~ NHTFA 14
2. Oxidation
3. Entschiitzen Py '|'| o
> N Il
O—P—O\/\/NHZ
(0]
B

ADbb.5-8:  Syntheseschema zur Darstellung der Oberflache B

5.3 Vergleich der Beladungsdichten

Abschlieffend zur Modifikation der Oberflachen durch Kondensation dendritischer
Synthons wurden die ermittelten Beladungsdichten verglichen. In Tabelle 5-1 sind die
Oberflachenmodifikationen schematisch vereinfacht mit den gemessenen Werten fir die
jeweilige Anzahl funktioneller Gruppen dargestellt. Die Mef3werte wurden aus zwei
grundsétzlich verschiedenen Assays erhaten. Die Quantifizierung der Hydroxylgruppen
erfolgte durch die photometrische Bestimmung der abgespaltenen Dimethoxytrityl-
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5 Aufbau dendritischer Strukturen auf Silizium-Oberflachen

Schutzgruppe. Die der Aminogruppen wurde mit Hilfe des Pikrinsdure-Assays durch-

gefuhrt. Die Ergebnisse der beiden Assays kdnnen folglich nicht miteinander verglichen

werden. Die Beladungsdichten der Hydroxylgruppen sind um den Faktor 10 niedriger als

die Werte fur die Aminogruppen. Ein Vergleich der Beladungsdichten der Aminogruppen

auf den verschiedenen Reaktionsstufen zeigt zunachst, dal3 von Oberflache A zu

Oberflache B eine deutliche Verringerung der Anzahl an Aminogruppen gemessen wird.

Oberflachenmodifikati onBel adungsdichtg Oberflachenmodifikation Beladungsdichte
y OH
A NH, 45 pmol/mm? no < oH 3 pmol/mm?
(PA) OH (DA)
s NH,
A1 ﬁMOH 3 pmol/mm? b NH, 29 pmol/mm?
(DA) NH; (PA)
OH
OH
OH
Z 12 pmol/mm? 4 pmol/mm?
= s PA = DA
(PA) oH (DA)
OH
OH
NH,
- % 65 pmol/mm? e 43 pmol/mm?
~ " ®PA) [ (PA)
OH
Z 12 pmol/mm? i 100 pmol/mm?
g IE Polylysin
(DA) (PA)
OH
Tab. 5-1 Zusammenstellung der gemessenen Beladungsdichten fir unterschiedlich modifizierte

Silizium-Oberflachen (PA: Pikrinsdure-Assay, DA: Detritylierungs-Assay)
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5 Aufbau dendritischer Strukturen auf Silizium-Oberflachen

Es scheint, als wirden die beiden Kopplungsreaktionen mit den nétigen Entschiitzungen
bei der Synthese von B nicht quantitativ verlaufen und so zu einer Abnahme der von der
Oberflache préasentierten Aminogruppen fihren. Wirde jeder der vier aufeinander-
folgenden erforderlichen Reaktionsschritte mit einer Umsatzrate von 72 % erfolgen, so

fiihrte die Potenzierung zu der gemessenen Dichte von 12 pmol/mm?.

Der Vergleich der Werte fur die Oberflachen nach der Kondensation von multivalenten
Linkern bestétigt die Zunahme der Dichte funktioneller Gruppen. Von Oberflache A zur
»verdoppelten® Oberflache C ist eine deutliche Erhdhung der Werte festzustellen. Die
,verdreifachte” Oberflache D liefert demgegeniber im Vergleich mit A einen um 36 %
erniedrigten  Wert. Hier trégt vermutlich die grolere Anzahl der notwendigen
Reaktionsschritte, die nicht quantitativ verlaufen, zu einer Potenzierung der Kopplungs-
fehler bei. Wéahrend zur Darstellung von B vier Reaktionsschritte erforderlich sind, missen
fir D sechs Umsetzungen durchgefiihrt werden. Der Vergleich der ,,einfachen” Oberflache
B mit der ,dreifachen” D zeigt eine deutliche Erh6hung der Beladungsdichte um den
Faktor 2.4. Die Kopplung des dendritischen Amidit-Synthons ist demnach erfolgreich
verlaufen und hat anndhernd zu ener Verdreifachung im Vergleich zu d&hnlich
modifizierten Oberflachen geftihrt. Oberflache E weist im Vergleich zu D eine weitere
Erhohung der Beladungsdichte um den Faktor 1.5 auf. Die theoretisch erreichbare
Verdoppelung wurde nicht erreicht, was vermutlich auf nicht quantitativ verlaufende
zusétzlich erforderliche Umsetzungen zuriickzufthren ist.

Die durch Kondensation von Polylysin erhaltene Oberflache F liefert mit 100 pmol/mm?
die hoéchste Beladungsdichte an Aminogruppen.

Es mul3 darauf hingewiesen werden, dal3 die Vergleiche der Mefl3werte des Pikrinsaure-
Assays fur die unterschiedlichen Oberflachen nur unter dem Vorbehalt erfolgen konnen,
dad der Einflul3 der Modifizierung auf die ionische Anbindung des Pikrats an die
Aminogruppen unberiicksichtigt bleibt. So kdnnen unspezifische Wechselwirkungen der
eingefuhrten Linker mit der Pikrinsdure zu einer Verfalschung der Mel3werte fihren.
Generell wére die radioaktive Detektion eines entsprechend markierten, sterisch wenig
anspruchsvollen Reagenzes den hier durchgefihrten photometrischen Verfahren aufgrund

der hoheren Genauigkeit vorzuziehen.

34



6 Immobilisierung von Oligonucleotiden an Silizium-Wafer

6 Immobilisierung von Oligonucleotiden an Silizium-Wafer

Die Methoden der kovalenten Anbindung modifizierter Oligonucleotide an feste Phasen
sind urspruinglich den Verfahren zur Immobilisierung von Peptiden und Proteinen entlehnt.
Grundsétzlich kann eine Verkntipfung zwischen Hydroxyl-, Amino- oder Carboxylgruppen
des Tragermaterials mit Thioll*?24- Hydroxyl-, Amino- oder Carboxylgruppen des zu
immobilisierenden Biomolekils erfolgen. Der eigentlichen Kopplung geht eine Aktivie-
rungsreaktion der entsprechenden funktionellen Gruppen einer der Komponenten, Fest-
phase oder Oligonucleotid bzw. Protein, voraus. Im algemeinen empfiehlt sich eine
Aktivierung der an der Oberflache eingefihrten funktionellen Gruppen, da die Aktivierung
der gelbsten Komponente zu inter- oder intramolekularen Vernetzung als Nebenreaktion
fuhren kann.
Exemplarisch seien in Abbildung 6-1 (S. 36) die gangigsten Verfahren schematisch kurz
vorgestellt. In den ausgewéhlten Beispielen erfolgt die Kopplung Uber primare Amino-
bzw. Thiolgruppen des Liganden an die aktivierten Oberflachenfunktionen.
Die Aktivierung von oberflachengebundenen Carboxylgruppen ist sowohl mit Hilfe von
Carbodiimiden Uber die Ausbildung eines o-Acylisoharnstoffderivates (Abb. 6-1, A.) as
auch Uber die Bildung des p-Nitrophenylesters (vgl. Abb. 6-1, B.) moglich. Analog kdnnen
Carboxylgruppen z.B. der Aminosdureseitenketten eines Proteins in Gegenwart eines Car-
bodiimids an einen aminofunktionalisierten Trager gebunden werden. Die Verknupfung
erfolgt jeweils unter Ausbildung einer Amidbindung. Desweiteren kdnnen Carbonséure-
ester nach Uberfiihrung in die reaktiveren Azide (vgl. Abb. 6-1, C.) unter Ausbildung einer
Amidbindung mit Aminogruppen eines Biomolekils reagieren. Durch die Umsetzung mit
Bromcyan (vgl. Abb. 6-1, D.) ist die Aktivierung von Hydroxylgruppen zu Iminocarbon-
saurediestern moglich. Nach Einfihrung eines bifunktionellen Epoxids (vgl. Abb. 6-1, E.)
als hydrophilen Spacer gelingt die Anbindung von Aminogruppen an Hydroxylfunktionen
unter Ausbildung von sekundaren Aminbricken. Zur Verknipfung von priméaren Aminen
mit oberflachengebundenen Aminogruppen ist as heterobifunktionelles crosslinking
Reagenz N-Succinimidyl-(4-iodoacetyl)-aminobenzoat (SIAB, Abb. 6-1, F.) geeignet,
welches nach Kopplung an die Oberflache eine lodoacetamido-Gruppe prasentiert, die
wiederum mit Thiolfunktionen kondensieren kann. Diese Immobilisierungstechnik wurde
bereits erfolgreich zur kovalenten Anbindung disulfidmodifizierter Oligonucleotide nach
Reduktion an Silizium-Wafer angewandt®?.
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A. Carbodiimid-Verfahren
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Abb. 6-1: Gebrauchliche Bindungsmethoden zur kovalenten Immobilisierung von Biomolekilen
an wasserunl 6sliche organi sche und anorganische Tréger
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6 Immobilisierung von Oligonucleotiden an Silizium-Wafer

In der vorliegenden Arbeit sollte die Verkntpfung aminomodifizierter Oligonucleotide an
aminogruppentragende Silizium-Oberflachen erfolgen.

Es wurde daher eine der Sequenzierung mit Hilfe des automatisierten Festphasen-Edman
Abbaus®>*  entlehnte Immobilisierungstechnik verfolgt. Uber die Kopplung des
homobifunktionellen Linkers 1,4-Phenylendiisothiocyanat (DITC) kénnen in diesem
Verfahren Aminofunktionen der Proteine kovalent an Polystyrol-Trager, mikroporése
Membranen!®*?, Glas Fiber Sheetd®! oder aminopropyliertes poroses Glag3*!®l
immobilisiert werden. Die Immobilisierung 5'-aminomodifizierter Oligonucleotide an mit
DITC aktivierte aminopropylierte Glasoberflachen wurde bereits erfolgreich
durchgeftihrt! 18231,

6.1 Immobilisierung von Oligonucleotiden an modifizierte Silizium-
Wafer

Die Versuche zur Immobilisierung von 5'-aminomodifizierten Oligonucleotiden wurden an
den nach Kapitel 5 synthetisierten unterschiedlich derivatisierten aminogruppentragenden
Silizium-Oberfldchen A bis E sowie an unmodifizierten Silizium-Wafer O durchgefihrt,
diein der Ubersicht in Abbildung 6-3 (S. 38) zusammenfassend dargestellt sind.

Die Aktivierung der aminomodifizierten Oberflachen A bis E erfolgte durch Umsetzung
mit 1,4-Phenylendiisothiocyanat (DITC, vgl. Abb. 6-2). Da generell bei den
Kondensationsreaktionen zur Oberflachenmodifikation auf das Capping nicht umgesetzter
Bindungsstellen verzichtet wurde, wurden als Kontrolle unmodifizierte Silizium-Wafer 0
(vgl. Abb. 6-3) in der Aktivierungsreaktion eingesetzt.

Die Reaktion der Aminogruppen mit dem homobifunktionellen Linker wurde in
DMF/Pyridin unter Schiitteln bei 40 °C durchgefuhrt.

+S=C=N N=C=S

1, 4-Phenylendiisothiocyanat

H H
~ (DITC) 2 |
NH N N N=—=C=S
2 DMF/Pyridin 9:1 ~c”

2h, 40 °C [l
/ S

Y

A Aakt

Abb. 6-2: Reaktionsschema zur Aktivierung der aminofunktionalisierten Silizium-
Wafer A mit 1,4-Phenylendiisothiocyanat zur Oberflache A
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Abb. 6-3: Ubersicht der synthetisierten aminofunktionalisierten Silizium-Wafer
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6 Immobilisierung von Oligonucleotiden an Silizium-Wafer

Die erfolgreiche Kopplung dieses homobifunktionellen Linkers an die Oberflache A sowie
die Eignung der auf diese Weise aktivierten Silizium-Wafer Aa: zur Anbindung von
priméren Aminogruppen wurden bereitsin Kapitel 5.1 untersucht und diskutiert.

Die aktivierten Silizium-Wafer O und A bis Fa: wurden mit DMF, Ethanol und Wasser
gewaschen und direkt in der Immobilisierungsreaktion eingesetzt. Zum Nachweis
unspezifisch gebundenen Oligonucleotids wurden als weitere Kontrolle nicht-aktivierte
aminofunktionalisierte Silizium-Wafer A analog behandelt.

Fur die Immobilisierung 5'-aminomodifizierter Oligonucleotide wurden die Silizium-Wafer
(A, O, Aa bis Fa, vgl. auch Tab. 6-1, S. 54/55) zur Erniedrigung des einzusetzenden
Reaktionsvolumens in Reaktionsgefélle, die eine moglichst geringe Auflageflache der
Wafer und die gleichberechtigte Benetzung beider Seiten gewahrleisten, Gberfihrt und mit
je 50 pl einer 8.2 uM Oligonucleotid-Ldsung in Kaliumhydrogenphosphat-Puffer (pH 8.0)
Uberschichtet.

S Ax
+ 5'-Amino-Oligonucleotid
Immobilisierung 100 mM KH,PO,
16 h, RT
Py
5-TTT TTT TTT TTT TTT CCT CAT CTT GGG CCT GT-3
'

Abb. 6-4:  Reaktionsschema zur Immobilisierung aminomodifizierter Oligonucleotide an mit
DITC aktivierte Silizium-Oberflachen Ax

Die Reaktion erfolgte Uber Nacht unter Schitteln bei Raumtemperatur. Die Wafer wurden
anschlieffend mit Wasser gewaschen und dreimal fur je 30 Minuten mit einem Hochsalz-
Puffer zum Entfernen unspezifisch gebundenen Oligonucleotids bei 65 °C behandelt. Nach
erneutem Waschen mit Wasser waren die Silizium-Wafer bei 4 °C lagerfahig und wurden
exemplarisch in  Primeroligo-Basenverlangerungsreaktionen (PRimer Oligo Base
Extension, PROBE) auf die Méglichkeit ihrer Verwendung in enzymatischen Reaktionen
hin getestet.
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6 Immobilisierung von Oligonuclectiden an Silizium-Wafer

6.2 Einsatz der Oligonucleotid-Wafer in enzymatischen Reaktionen

Der Nachweis der erfolgreichen Immobilisierungsreaktion sowie der Eignung der
synthetisierten mit Oligonucleotid beladenen Silizium-Wafer in  Hybridisierungs-
experimenten sollte anhand einer PROBE-Reaktion erbracht werden. Diese Methode hat
sich al's geeignetes Verfahren zur Detektion von Mutationen®®**"*) mittels MALDI-TOF
MS etabliert. Wahrend bei der Sequenzierung nach Sanger**®*4? ein statistischer Abbruch
der Kettenverlangerungsreaktion durch den Zusatz eines Didesoxynucleotids erreicht
werden soll, wird in diesem Reaktionsansatz ein Desoxynucleotid vollstéandig durch ein
Didesoxynucleotid ersetzt. Dieser Austausch gegen enen Terminator fihrt zur
kontrollierten Unterbrechung der enzymatischen Verlangerung eines an ein Template
hybridisierten Primers. Die deutliche Massendifferenz zwischen dem verwendeten Primer
und dem Terminationsprodukt erlaubt eine massenspektrometrische Analyse der
Reaktionsprodukte mittels MALDI-TOF MS. In dieser Arbeit wurde ein 16mer mit einer
Masse von 4988.3 Da as Primer verwendet, welches bei korrekter Hybridisierung und
enzymatischer Umsetzung ein um zwel Basen verlangertes Terminationsprodukt der Masse
5630.7 Daliefern sollte.

%«w\m— 5-TTT TTT TTT TIT TTT CCT CAT CTT GGG CCT GT-3

Hybridisierung l + Primer

évww— 5-TTT TTT TTIT TTT TTT CCT CAT CTT GGG CCT GT-3
; 3-GA GTA GAA CCC GGA CA-5
“ PROBE-Reaktion | + ddATP/ANTP-Mix

+ ThermoSequenase
évww— 5-TTT TTT TTT TTT TIT CCT CAT CTT GGG CCT GT-3
; 3-A GGA GTA GAA CCC GGA CA-5
W

|

MALDI-TOF MS

Abb. 6-5: Schematische Darstellung der enzymatischen Reaktion zur Verléangerung des an
die Festphase hybridisierten Primers
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Die mit Oligonucleotid beladenen Silizium-Oberflachen A, Oq und A bis Fa: wurden in
eine Mikrotiterplatte mit flachem Boden tberfihrt und mit jeweils 50 pl einer Reaktions-
mischung aus Primer, den Desoxynucleotidtriphosphaten dTTP, dGTP und dCTP sowie
dem Didesoxynucleotid ddATP jeweils in einer Endkonzentration von 50 uM und der
DNA-Polymerase ThermoSequenase™ (lberschichtet. Es wurden zwei verschiedene
Temperaturprogramme mit unterschiedlichen Zykluszeiten gefahren. Zunéchst wurde ein
Programm Uber Reaktionszeiten von 10 Sekunden bei 40 °C und 5 Sekunden bei 72 °C
erprobt. Anschlief3end wurden die Zykluszeiten auf 10 bzw. 5 Minuten ausgedehnt. Nach
dem Durchlaufen der Temperaturzyklen wurde auf 25 °C temperiert und die Mikro-
titerplatte auf Eis gekiihit. Die Uberstande der Reaktionsansitze wurden abgenommen und
die Wafer dreimal mit Ammoniumcitrat-Puffer gewaschen. Die Wafer wurden auf einem
Probenteller befestigt und 3-Hydroxypicolinsdure-Lésung als Matrix aufgebracht. Die
Matrix-L6sung wurde einerseits manuell mit einem Volumen von 600 nl und andererseits
automatisiert mit Hilfe eines Nanoplotters & 6 nl auf die Oberfléche aufgetragen. Zur
Uberpriifung der PROBE-Reaktion wurden parallel Reaktionen in Lésung durchgefiinrt.
Als Negativkontrolle fungierte ein Reaktionsansatz in Ldsung ohne Zusatz des Templates.

In der Makropréparation wurde das unterschiedliche Kristallisationsverhalten der Matrix in
Abhangigkeit von der Oberflachenmodifikation deutlich. Besonders die Oberflachen B,
Da und Eq, deren Spacer ein Phosphatriickgrat enthélt, fihrten zu einer inhomogenen,
gestérten Kristallstruktur. Die durch den aromatischen Kern und Amidbindungen
charakterisierte Oberflachenmodifikation Cq: hingegen lieferte kompakte Kristalle mit der
Matrix. Die Kristalle auf der Polylysin-Oberflache F.: waren durch eine gleichmaliige,
gerastert erscheinende Struktur gekennzeichnet. Diese unterschiedlichen Kristallfor-
mationen erschweren eine vergleichende Interpretation der erhaltenen MALDI-TOF
Massenspektren, da durch sie das Desorptionsverhalten der Proben mal3geblich beeinflufit

wird.

Um maglichst reprasentative Spektren zu erhaten, wurden jewells funf Matrixspots pro
Oberflache fir beide Temperaturzyklen aufgebracht und massenspektrometrisch
untersucht.

Das MALDI-TOF Massenspektrum liefert das Gesamtergebnis unterschiedlicher
Versuchsbestandteile. So werden mit dieser Methode die kovaente Immobilisierung des

Template-Stranges an die Oberfléche, die Hybridisierung des Primers an das Template,
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6 Immobilisierung von Oligonuclectiden an Silizium-Wafer

eventuelle unspezifische Bindungen des Primers an die Oberflache sowie die enzymatische
Reaktion an dem hybridisierten Primer gleichzeitig nachgewiesen.

Alle Uberstéande der PROBE-Reaktionen an fester Phase wurden abgenommen und nach
Aufreinigung der DNA durch Ethanolféalung ebenfalls massenspektrometrisch analysiert.

Abbildung 6-6 =zeigt zunédchst die MALDI-Spektren fur Positiv- und Negativ-

kontrollreaktionen (la, 1b) in Lésung nach der Aufreinigung mit Hilfe von ZipTips™.,

la Ib
ai ai q
301
280 ] 400
- 5565.47 4940.56
240 350
220
300
200
o 4937.49 ol
160 5270.59
40 2
120
150
100
80
100
60 ]
40 50
20 ]
o 0
5000 6000 7000 8000
5000 6000 7000 8000 iz
Ila b
ai
85
0 22
- 5569.69 4940.52
200 ]
70
65 180 5270.13

5000 6000 7000 8000

Abb. 6-6: MALDI-TOF Massenspektren der Positiv- und Negativkontrollen in Lésung fur kurze
und um den Faktor 60 verlangerte Zykluszeiten der PROBE-Reaktion
la: Positivkontrollreaktion fir kurze Zykluszeiten
Ib: Negativkontrollreakion fur kurze Zykluszeiten
[la:  Positivkontrollreaktion fir lange Zykluszeiten
[1b:  Negativkontrollreakion fUr lange Zykluszeiten

ZipTipcis ist eine 10 ul Pipettenspitze, die mit ca. 0.6 pl Harzbett (C18 sphérisches Silica,
15um, 200 A Porengrofe) am AuRRenende versehen ist und zum Konzentrieren, Entsal zen
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sowie fur die Abscheidung von Detergenzien aus biologischen Proben eingesetzt wird und

fur die Vorbereitung fr die Massenspektrometrie geeignet ist.

Die Positivkontrolle zeigt fur die PROBE-Reaktion mit kurzen Zykluszeiten deutliche
Signale fir den eingesetzten Primer bei 4937.49 m/z und das Terminationsprodukt bei
5565.47 m/z. Da den Messungen keine Kalibrierung auf diesen Massenbereich vorausging,
sind die konstanten Abweichung von jeweils ca. 50 m/z von den berechneten Werten
erklérbar. Fir die langeren Zykluszeiten der PROBE-Reaktion zeigt das Spektrum der
Positivkontrolle lediglich ein starkes Signal fur das Terminationsprodukt. Die Verlange-
rung der Zykluszeiten hat somit offensichtlich zu einem quantitativen Umsatz des Primers
gefuhrt. Die Negativkontrollreaktionen (Abb. 6-6, 1b und I11b) zeigen fur beide Zykluszeiten
neben dem Signal fur den Primer eines um 329.6 Massenzahlen erhohtes Signal, welches
durch die Verlangerung des Primers um ein dGMP (m/z = 329.2 Da) entstanden sein kann.
Eventuell hat eine Kontamination mit Template oder ein unspezifischer Einbau zur

korrekten Verlangerung gefhrt.

Die zur Kontrolle eingesetzte ebenfalls mit DITC aktivierte und mit aminomodifiziertem
Oligonucleotid umgesetzte belassene Silizium-Oberflache 04 lieferte nach der Sekunden-
PROBE-Reaktion keine Signale im MALDI-Spektrum, wahrend sich nach den langeren
Zykluszeiten ein Signal fur das korrekte Terminationsprodukt (vgl. Abb. 6-7) nachweisen
lief3.

1404 5576.45

5000 ‘ 6000 ‘ 7000 ‘ 8000 ‘ miz

Abb. 6-7: MALDI-TOF Massenspektrum der PROBE-Reaktion mit langen
Zykluszeiten an der belassenen Silizium-Oberflache nach
Umsetzung mit DITC (Ou)
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Die Spektren sind durch ein unginstiges Signal/Rausch-Verhdtnis gekennzeichnet. Das
Auftreten dieses Signals schwacher Intensitdt mul3 auf Anbindungen des Templates
zurtickgefuhrt werden, da dies eine Voraussetzung fur die Hybridisierung des Primers und
damit fur die korrekte enzymatische Verlangerungsreaktion ist. Die um den Faktor 60 ver-
langerten Zykluszeiten scheinen die Produktbildung erst zu ermdglichen. Als Ursachen
kénnte sowohl die sehr geringe Template-Dichte a's auch die durch den direkteren Ober-
flachenkontakt eingeschrankte enzymatische Aktivitdt der ThermoSequenase heran-
gezogen werden.

Die Anayse der Reaktionsiberstdnde (Abb. 6-8) ergab fur die kurzen Zykluszeiten
lediglich ein Signal sehr starker Intensitét fir den nicht umgesetzten Primer wahrend fir
die langeren Reaktionszeiten das korrekte Terminationsprodukt sowie in deutlich ge-

ringeren Intensitéten Primer und um nur ein dGMP verlangerter Primer nachweisbar waren.
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ADbb. 6-8: MALDI-Spektren der durch Ethanolfallung gereinigten DNA aus den
Reaktionsiiberstanden beider PROBE-Reaktionen an Silizium-Oberflache Qq
|: Uberstand fiir kurze Zykluszeit
I1: Uberstand firr lange Zykluszeit

Diese Ergebnisse korrelieren mit den Auswertungen der MALDI-Spektren, die direkt von
der Oberflache erhalten wurden. Nach Durchlaufen der kurzen Reaktionszyklen, ist
demnach keine enzymatische Verlangerung des Primers erfolgt. Die langen Zykluszeiten
hingegen fuhren zum korrekten Terminationsprodukt. Die stérkere Intensitdt dieses
Produktsignals in Losung lat unter Vernachléssigung des unterschiedlichen Desorptions-
verhaltens den Schlul? zu, dal3 die Konzentration immobilisierten Templates sehr gering
und/oder die Hybridisierung in direkter Oberflachenndhe behindert ist. Erst die
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6 Immobilisierung von Oligonucleotiden an Silizium-Wafer

verlangerten Zykluszeiten fuhren zur korrekten Hybridisierung des Primers an das
oberflachengebundene Template und damit zur enzymatischen Verlangerung. Das
Auftreten des um ein dGMP verlangerten Zwischenproduktes in Losung ist ein weiterer
Hinwels auf die ungiinstigen Reaktionsbedingungen. Das Signal kann durch einen Abbruch
der enzymatischen Reaktion durch die Oberflachenndhe oder durch ein vorzeitiges

Denaturieren des um dG-verlangerten Primers begriindet sein.

Im folgenden soll die PROBE-Reaktion an den wahrend der Immobilisierungsreaktion
eingesetzten nicht-aktivierten, aminofunktionalisierten Silizium-Wafer A betrachtet
werden. Mit dieser Oberflache sollen unspezifische Templateanbindungen an Amino-

gruppen wahrend der Immobilisierungsreaktion untersucht werden.

140 1 5577.55

5000 ' 6000 ' 7800 ' 8000 ' miz

Abb.6-9: MALDI-TOF Spektrum fir die PROBE-Reaktion mit langen
Zykluszeiten an der nichtaktivierten aminofunktionalisierten
Oberflache A

Das Spektrum (Abb. 6-9) zeigt ein Signal fir das korrekte Terminationsprodukt. Jedoch
sind nur geringe Mengen nachweisbar, wie das schlechte Signal/Rausch-Verhdltnis
dokumentiert. Die aminofunktionalisierte Oberflache A vermag demnach in geringen
Konzentrationen maoglicherweise Uber ionische Wechselwirkungen Template-DNA zu
binden, deren Menge ausreicht, um bei entsprechend langen Zykluszeiten zur Produkt-
bildung zu fihren. Die Analyse der Uberstande bestétigt auch hier das bevorzugte
Vorliegen des gebildeten Produkts in Losung, da die Kapazitét gebundener Template-DNA

zur Hybridisierung zu gering zu sein scheint. Das Vorliegen, des um dGMP verlangerten
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6 Immobilisierung von Oligonuclectiden an Silizium-Wafer

Primers 1&l3t zudem vermuten, dal3 die enzymatische Aktivitét stark eingeschrankt ist, so

dai3 es zur Denaturierung vor vollstandiger Kettenverlangerung kommen kann.

Nach diesen Kontrollexperimenten sollen nun die Reaktionen an den unterschiedlich
modifizierten mit DITC aktivierten Oberflachen A bis Fx: betrachtet werden.

Die enfachste Oberflachenmodifikation stellt die Aminofunktionaliserung durch
Silanisierung dar. Diese mit DITC aktivierten (Aa:) und mit aminomodifiziertem Oligo-
nucleotid umgesetzten Wafer zeigten nach einer Reaktion mit kurzen Zykluszeiten starke
Signale fur den Primer sowie fur das korrekt verléangerte Terminationsprodukt im
Verhdltnis1: 1.6 (vgl. Abb. 6-10, 1a).
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Abb. 6-10: MALDI-TOF Massenspektren der PROBE-Reaktion an Oberflache A

la: Analyse der Oberflache nach PROBE-Reaktion mit kurzen Zykluszeiten
Ib: Analyse des Uberstandes nach PROBE-Reaktion mit kurzen Zykluszeiten
[la:  Analyse der Oberfléche nach PROBE-Reaktion mit langen Zykluszeiten
Ilb:  Analyse des Uberstandes nach PROBE-Reaktion mit langen Zykluszeiten
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6 Immobilisierung von Oligonucleotiden an Silizium-Wafer

Aus dem Uberstand lief3 sich nicht umgesetzter Primer nachweisen (Abb. 6-10, Ib).

Nach Durchlaufen der langen Zykluszeiten trat im MALDI-TOF-Spektrum lediglich das
Signal fur das Terminationsprodukt mit sehr grof3er Intensitdt auf (11a). Auch das Spektrum
des Uberstandes zeigt das Signal des Terminationsproduktes mit der groften Intensitét
(I1b). Als Nebenprodukte lassen sich hier ebenfalls Primer und der um dGMP verlangerte
Primer detektieren (Produkt/Primer+G/Primer 50 : 3: 4).

Der anndhernd quantitative Umsatz des Primers bel langen Zykluszeiten verdeutlicht den
geringen Anteil bzw. die geringe Stabilitét unspezifischer Wechselwirkungen des Primers
mit der Oberflache. Das Primersignal, welches fir die kirzeren Zykluszeiten an der Ober-
flache nachgewiesen werden kann, rihrt demnach nicht von unspezifischen Anbindungen
her sondern ist ursachlich auf mangelnde enzymatische Aktivitét zurickzufthren. Wére
auch bel langen Zykluszeiten das Primersignal aufgetreten, so wéare dies ein sicherer
Hinwels auf unspezifische Anlagerung des Primers an die Oberflache, der auf diese Weise

dem Reaktionsgleichgewicht entzogen wrde.

Die massenspektrometrische Analyse der PROBE-Reaktion an Oberflache B, ergibt ein
ahnliches Bild, wie die an der Oberflache A Silizium-Wafer B unterscheiden sich von
A Insbesondere durch die Lange des eingefiihrten Spacers, welcher fur Ba: um 10 Atome
verlangert ist. Die verdnderten Oberflacheneigenschaften werden zusétzlich durch die
Amid- und Phosphatbindung gepragt. Die Anzahl funktioneller Gruppen sollte,
guantitative Umsatzraten vorausgesetzt, fir beide Oberflachen vergleichbar sein.

Die Massenspektren von der Oberflache Ba: nach der PROBE-Reaktion mit kurzen
Reaktionszeiten (vgl. Abb. 6-11, Ia) zeigen Signale fir das Terminationsprodukt und den
Primer. Beide Signale treten jedoch im Vergleich zu denen, die fur die Oberflache A
erhalten wurden (vgl. Abb. 6-10, 1a) mit verminderter Intensitét auf. Dies kann auf unter-
schiedliches Kristallisationsverhaten zurtickzuftihren sein, welches die Desorption von der
Oberfléche Ba: und damit die Detektierbarkeit der Reaktionsprodukte negativ beeinflufit.
Das Verhdtnis des Produktsignas zum Primersigna ist im Vergleich zu dem von
Oberflache Aa: erhatenen Wert zugunsten der Bildung des Produktes verschoben
(Produkt/Primer 2.4 : 1).

Der gegenuber Oberfléache Ax: verlangerte Spacer, der zu einer VergrofRerung des
Abstandes zwischen dem immobilisierten Template und der Silizium-Oberflache fuhrt,
koénnte die Ursache fur eine erleichterte Hybridisierung des Primers und eine bessere

Enzymzuganglichkeit sein. Eine grofere Distanz zur Oberfldche wirkt sich andererseits
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positiv auf die raumlichen Gegebenheiten aus und vermindert zudem ihren hydrophoben

Einfluf3 auf Desoxyoligonucleotid und Enzym.
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Abb. 6-11: MALDI-TOF Massenspektren der PROBE-Reaktion an Oberflache Ba
la: Analyse der Oberfléche nach PROBE-Reaktion mit kurzen Zykluszeiten
Ib: Analyse des Uberstandes nach PROBE-Reaktion mit kurzen Zykluszeiten
lla:  Anayse der Oberflache nach PROBE-Reaktion mit langen Zykluszeiten
Ilb:  Analyse des Uberstandes nach PROBE-Reaktion mit langen Zykluszeiten

Im Uberstand dieser Reaktion (vgl. Abb. 6-11, Ib) 143t sich auch fiir Oberflache B nicht
umgesetzter Primer nachweisen. Die zeitlich verlangerte PROBE-Reaktion liefert an der
Oberflache quantitative Umsétze des Primers zum Terminationsprodukt (vgl. Abb. 6-11,
[13). Im Uberstand lassen sich auch hier neben dem Produkt der Primer sowie der um ein
dGMP verlangerte Primer in dhnlichen Mengenverhdtnissen wie fur Oberflache Aa
nachweisen.

Mit der Modifizierung des Silizium-Wafers zu Oberfldche Cq (vgl. Abb. 6-3, S. 38 u.

Tab. 6-1, S. 54/55) sollte der Versuch unternommen werden, die Anzahl der fur die
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6 Immobilisierung von Oligonucleotiden an Silizium-Wafer

Immobiliserung des Oligonucleotids zur Verfigung stehenden Aminogruppen zu

verdoppeln. Die Eigenschaften des eingefiihrten Spacers sind durch den aromatischen Kern

und die Amidbindungen gepragt.
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Abb. 6-12: MALDI-TOF Massenspektren der PROBE-Reaktion an Oberflache Ca
la: Analyse der Oberfl&che nach PROBE-Reaktion mit kurzen Zykluszeiten
Ib: Analyse des Uberstandes nach PROBE-Reaktion mit kurzen Zykluszeiten
[la:  Analyse der Oberflache nach PROBE-Reaktion mit langen Zykluszeiten
Ilb:  Analyse des Uberstandes nach PROBE-Reaktion mit langen Zykluszeiten

Die kirzeren PROBE-Reaktionzyklen liefern im MALDI-Spektrum (vgl. Abb. 6-12, 19)
sowohl Signale fur das Produkt als auch fur den Primer. In diesem Fall Gberwiegt jedoch
die Intensitét des Primersignals gegenlber der des Produktsignals (Produkt/Primer 1 : 3).
Im Uberstand der Reaktion |83t sich mit starker Intensitét der Primer nachweisen. In den
verlangerten Zykluszeiten wird hingegen von der Oberfldche und auch aus dem Reaktions-

Uberstand nur das Produkt mit besonders starker Intensitdt detektiert. Die quantitative
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Umsetzung des Primers scheint an dieser Oberflache bei langen Zykluszeiten vollzogen zu

sain.

Die Modifizierung zu Oberfldche D (vgl. Abb. 6-3, S. 38) sollte zu einer Verdreifachung
der von der Silizium-Oberflache présentierten Aminogruppen fuhren. Damit verbunden ist
zudem im Vergleich zu Oberflache A eine deutliche Verlangerung des Spacers um 20

Atome, die Uber Phosphat- und Etherbriicken erfolgt ist.
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Abb. 6-13;: MALDI-TOF Massenspektren der PROBE-Reaktion an Oberflache D
la: Analyse der Oberfléche nach PROBE-Reaktion mit kurzen Zykluszeiten
Ib: Analyse des Uberstandes nach PROBE-Reaktion mit kurzen Zykluszeiten
lla:  Anayse der Oberflache nach PROBE-Reaktion mit langen Zykluszeiten
I1b:  Analyse des Uberstandes nach PROBE-Reaktion mit langen Zykluszeiten

An dieser Oberfléache ist wéhrend der kirzeren Reaktionszeit keine Verlangerung des
Primers detektierbar. Von der Oberflache und aus dem Uberstand |53t sich jeweils lediglich

der Primer nachweisen. Die Signalintensitéten von der Oberflache sind zudem gering, was
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in der gestorten Kristalstruktur, die damit das Desorptionsverhalten verschlechtert,
begrindet sein kann. Nach Durchlaufen der langeren Zykluszeiten lassen sich jedoch
sowohl von der Oberflache als auch aus dem Uberstand nur Signale fiir das korrekte
Terminationsprodukt erhalten. Auch an dieser Oberflache ist demnach mit Verléangerung

der Zykluszeiten eine quantitative Umsetzung des Primers erfolgt.

Zur Darstellung der Oberflache E (vgl. Abb. 6-3) wurden Kondensationsreaktionen zur
Herstellung von Oberflache C und D kombiniert. Die Beladungsdichte mit Aminogruppen
sollte theoretisch um das Sechsfache gesteigert sein. In diesem Fall ist der Spacer durch
den trifunktionellen aromatischen Kern sowie das Uber Amid- und Phosphatgruppen

eingefUhrte Pentaerythritderivat charakterisiert.
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Abb. 6-14: MALDI-TOF Massenspektren der PROBE-Reaktion an Oberflache Eq
la: Analyse der Oberfléche nach PROBE-Reaktion mit kurzen Zykluszeiten
Ib: Analyse des Uberstandes nach PROBE-Reaktion mit kurzen Zykluszeiten
lla:  Anayse der Oberflache nach PROBE-Reaktion mit langen Zykluszeiten
I1b:  Analyse des Uberstandes nach PROBE-Reaktion mit langen Zykluszeiten
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Auch diese Oberflache liefert wie bereits Oberflache Ca in der kirzeren PROBE-Reaktion

Signale fur Primer und Terminationsprodukt, wobei die Intensitét des Signals fur den
Primer um den Faktor Drel stérker ist als das des Produktes (Produkt/Primer 1 : 3, vgl.
Abb. 6-14). Aus dem Uberstand |43t sich analog der Primer detektieren. Die langere Re-

aktion fuhrt jedoch auch in diesem Fall zu einem annghernd quantitativen Umsatz. Von der
Oberflache |43t sich nur das Produkt detektieren, wahrend im Uberstand auch Primer und

der um ein dG verlangerte Primer nachweisbar sind (Produkt/Primer+G/Primer 26 : 6 : 4).

Oberflache E (vgl Abb. 6-3) unterscheidet sich gravierend von den bisher beschriebenen. In

diesem Fall wurde zur Modifizierung ungeordnet polymerisiertes Lysin mit der zur An-

bindung des Oligonucleotids gewéhlten Immobilisierungsstrategie auf die Oberflache kon-
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Abb. 6-15: MALDI-TOF Massenspektren der PROBE-Reaktion an Oberflache Fx
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Auch fur diese Oberflache traten in den Spektren (vgl. Abb. 6-15) nach der Sekunden-
PROBE-Reaktion sowohl Signale fur das Produkt als auch fur den Primer auf, wobei das
Produkt im Uberschuf? vorlag (Produkt/Primer 2 : 1). Aus dem Uberstand wurde ein starkes
Signal fir den Primer erhalten.

Die verlangerten Zykluszeiten hatten auch fur die Polylysin-Oberflache eine quantitative
Umsetzung des Primers zum Terminationsprodukt zur Folge. Wie auch fur die Ober-
flachen Cqq und Da lieRR sich auch hier aus dem Uberstand nur Produkt nachweisen.
Besonders aufféllig war fur diese Oberflache, dal3 ohne langwierige Suche nach einem
»Sweet-spot” optimale Spektren mit Signalen sehr hoher Intensitét erhalten werden

konnten.

Die MALDI-TOF Massenspektren bestétigen insgesamt die erfolgreiche Immobilisierung
des aminomodifizierten Oligonucleotids an alle modifizierten Oberflachen. In Tabelle 6-1
(s. S. 54/55) sind die Ergebnisse der Auswertungen der PROBE-Reaktion an den
verschiedenen Oberflachen in einer Ubersicht zusammengestellt.

An allen Oligonucleotid-Wafer ist die Hybridisierung des Primers und die Verlangerung
zum korrekten Terminationsprodukt erfolgt. Nach Durchlaufen der langen Zykluszeiten der
PROBE-Reaktion ist an alen Oberflachen ein quantitativer Umsatz erreicht. Die
Unterschiede der enzymatischen Reaktion an den verschiedenen modifizierten Oberflachen
lassen sich lediglich anhand der Spektren fur die kurzen Zykluszeiten festmachen. Aus den
Reaktionsliberstanden 1813t sich fir ale Ansédtze nur nicht umgesetzter Primer detektieren,
d.h. dal3 bei den kurzen Zykluszeiten noch keine Denaturierung des Reaktionsproduktes
von der Oberflache nachweisbar ist. Die massenspektrometrische Analyse von der
Oberflache liefert also direkten Aufschlufd Gber die gesamten Vorgénge der enzymatischen
Verlangerungsreaktion. Lediglich fir Oberflache Dg 183t sich nach Durchlaufen der
kurzen Reaktionszeiten keine Umsetzung des Primers detektieren. Die anderen
Oberflachen unterscheiden sich in ihren Umsatzraten. Oberfl&che B und Oberflache Eq
liefern mit einem Primer/Produkt-Verhdtnis von 1 : 2.4 bzw. 1 : 2 die hdchsten
Umsatzraten.
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Tab. 6-1: Ubersicht der Auswertung der MALDI-Spektren nach der PROBE-Reaktion mit an
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Fur die Unterschiede, die die MALDI-TOF Massenspektren fir das Reaktionsverhalten an
verschiedenen Oberfléchen dokumentieren, kann eine Vielzanl von Faktoren
verantwortlich sein. Die Grundvoraussetzung fur Hybridisierung des Primers besteht in der
erfolgreichen Immobiliserung des Templates an die Oberflache. Bereits fur die
Immobilisierungsreaktion spielen die Charakteristika der Oberflachenmodifikation eine
wichtige Rolle. So erschweren negativ geladene hydrophobe Spacer die Anndherung des
Oligonucleotids. Darlber hinaus bestimmen sterische Effekte die Umsatzrate der
Kondensationsreaktion. Einen wesentlichen Faktor stellt die Beladungsdichte des
immobilisierten Templates dar. Eine zu geringe Beladungsdichte kdnnte durchaus
geringere Umsatzraten zur Folge haben. Jedoch auch der umgekehrte Fall, eine zu hohe
Beladungsdichte, kénnte zu einer Abnahme der Umsatzrate fihren, da eine zu dichte
Belegung der Oberflache mit Template die Hybridisierungsrate vermindern und zudem zu
einer erschwerten Zuganglichkeit fir das Enzym fihren kann.

Neben der Lange der eingefuhrten Spacer und dem damit verbundenen Abstand des
immobilisierten Stranges von der hydrophoben Silizium-Oberflache spielt auch die
Polaritét dieses Spacers eine entscheidende Rolle. Zu kurze Spacer mit hydrophoben

Eigenschaften erschweren die rdumliche Anndherung des Primers und der Polymerase.

Abb. 6-16;: Darstellung eines (ber unterschiedlich lange Spacer immobilisierten
Templates'*!
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Im Verlauf dieser Arbeit konnte anhand von in Gegenwart unmodifizierter Silizium-Wafer
durchgefiihrten PCR-Reaktionen gezeigt werden, dal3 die Anwesenheit der Oberfléche zu
einem Verlust enzymatischer Aktivitédt der DNA-Polymerase fuhrte. Daraus folgt, dai3 die
Lange des Spacers und der daraus resultierende Abstand des Substrates von der Oberflache
entscheidend fir die enzymatische Reaktion ist. Abbildung 6-16 illustriert die Zunahme der
Flexibilitét und damit der Zuganglichkeit eines immobilisierten Templates in Abhangigkeit
von der Spacerlange.

Die beschriebene Vielfalt moglicher Ursachen fir das unterschiedliche Verhalten der
Oberflachen Aa: bis Fa: erschwert eine Interpretation der Ergebnisse, da keiner der
Faktoren separat betrachtet und analysiert werden kann.

Die Oberflache Ba: und Eu:, die nach Ablauf der kurzen PROBE-Reaktion zu den besten
Umsatzraten fihrten, unterscheiden sich gravierend in ihrer Modifikation. Wahrend
Oberflache Ba: keinerlel Verzweigung am Spacer aufweist und, quantitative Kopplungs-
ausbeuten vorausgesetzt, die gleiche Beladungsdichte an Aminogruppen wie die einfach
funktionalisierte Oberflache A« aufweisen sollte, ist Oberflache Fu¢ durch eine unge-
ordnete dendritische Topologie des Spacers gekennzeichnet. Die Beladungsdichte mit
Aminogruppen ist fir Oberflache Ex deutlich erhéht. Fur Oberflache B ist zudem das
anionische Phosphatriickgrat charakteristisch. Inwieweit die einzelnen Unterschiede der
beiden Oberflachen sich mit ihren positiven und negativen Effekten zu der End-
beobachtung, dem Massenspektrum, addieren &3t sich nicht festmachen.

Der Vergleich des Resultats von Oberflache A mit dem von Oberflache By bestétigt die
Bedeutung der Spacerlange und des anionischen Phosphatriickgrats, die Bedeutung eines
Unterschiedes in der Beladungdichte mit Aminogruppen kann hier vernachlassigt werden.
Offensichtlich beglnstigt die Einfihrung des Spacers zur Oberfléache Ba: die Umsatzrate
des Primers zum Terminationsprodukt. Ob dies auf eine bessere Zuganglichkeit der akti-
vierten Aminogruppen fir das aminomodifizierte Oligonucleotid wahrend der Immobi-
lislerung, der Zuganglichkeit des Templates fir den Primer wéahrend der Hybridisierung
oder aber auf einen positiven Einflu der Modifikation auf die enzymatische Reaktion
selbst zurtickzufthren ist bleibt offen.

Ein Vergleich der unterschiedlichen an der Oberflache eingeflhrten Verzweigungen, die zu
einer Vervielfaltigung der Beladungsdichte fuhren sollten, kann durch die Betrachtung der
Ergebnisse aus den PROBE-Reaktionen an den Silizium-Wafer Cayt, Da und Ex: (S. Tab.
6-1, S. 54/55) erfolgen. Wéhrend mit der Oberflache C eine Verdoppelung der
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Beladungsdichte erreichbar wére, sollte mit Wafer D und E eine Steigerung der
Oberflachenfunktionalitét um den Faktor Drei bzw. Sechs erfolgt sein. Fur die kurzen
Zykluszeiten der PROBE-Reaktion wurde an den Oberflachen Cu: (vgl. Abb. 6-12, S. 49)
und Ea: (vgl. Abb. 6-14, S. 51) die Umsetzung des Primers zum Terminationsprodukt mit
einem jeweiligen Intensitdtsverhdtnis von 3 : 1 beobachtet. An dem Silizium-Wafer Da
ist unter diesen Bedingungen noch keine Verlangerung detektierbar. Diese Ergebnisse er-
scheinen nicht verstandlich, sofern sie nur unter dem Aspekt der Beladungsdichten
betrachtet werden. Es erscheint zundchst nicht verstandlich, dal? eine Verdreifachung der
Oberflachenfunktionalitét wie sie Wafer D aufweisen sollte, im Vergleich zu der Ver-
doppelung an Oberflache C und der Steigerung der Beladungsdichte um den Faktor Sechs
an Oberflache E zu schlechteren Umsetzungen fuhren sollte. Ware mit der Verdreifachung
schon eine zu Dichte Beladung erreicht, deren sterische Hinderung zu erniedrigten Um-
satzraten wéhrend der Aktivierung, Immobilisierung, Hybridiserung und/oder
enzymatischen Reaktion fuhrt, so dirfte eine weitere Zunahme der von der Oberfléche
prasentierten funktionellen Gruppen an Oberfldche E keine besseren Ergebnisse liefern.
Beim Vergleich dieser drei Oberflachen sind somit auch weitere Faktoren wie die Lange
und Eigenschaften des jewells eingeftihrten Linkers sowie unvollstandige Kopplungsraten
wahrend der Modifizierungen der Oberflachen zu beriicksichtigen. Beim Ubergang von
Oberflache C Uber D zu E nimmt die Anzahl der zur Modifizierung nétigen Reaktions-
schritte, die damit verbundenen Verluste der Umsatzraten, die Lénge des Linkers und
dessen anionischer Charakter zu. Um diese Faktoren differenzierter betrachten zu kénnen
und einen aleinigen Zusammenhang zur Beladungsdichte herstellen zu kénnen wéren
Untersuchungen an weiteren Oberfldchen notwendig.

Insgesamt ist die gewahlte Immobilisierungsstrategie mit der Einfuhrung von
1,4-Phenylendiisothiocyanat zur Aktivierung an Silizium gebundener Aminogruppen zur
kovalenten Anbindung eines aminomodifizierten Oligonucleotids geeignet. Als Ergebnis
dieser Untersuchungen |&3t sich dariberhinaus festhalten, dal3 auf Capping-Schritte
verzichtet werden kann, da fir alle Oberflachen der Anteil unspezifisch gebundenen
Primers vernachléldigbar ist. Die einfach modifizierte Oberflache Aa: fuhrt bereits zu
eindeutigen Untersuchungsergebnisssen, d.h die eingeftihrten Modifikationen bieten fir die
gewahlte Versuchsanordnung keine entscheidenen Vortelle.

Zur Quantifizierung der Beladungsdichte an immobilisierten Oligonucleotid waéren

vergleichende Experimente mit z.B. radioaktiv markierten Nucleotiden erforderlich.
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7 Alkalische Phosphatase

7.1 Eigenschaften und Bedeutung der Alkalischen Phosphatase

Die Phosphatasen!***! bilden eine groRe Klasse strukturell und mechanistisch unterschied-
licher Enzyme, die die Hydrolyse von Phosphomonoestern katalysieren. Phosphorsaure-
ester und die sie metabolisierenden Enzyme spielen eine beachtliche Rolle in einer Reihe
wichtiger biologischer Prozesse wie der RNA/DNA-Reparatur und -Synthese, der Signal-
transduktion, dem Phospholipidmetabolismus, der Energiespeicherung, der Transkriptions-
kontrolle, der Proteinaktivierung/-deaktivierung, der Zelltransformation sowie einer Reihe
weiterer biochemischer Reaktionen. Im algemeinen werden Phosphatasen basierend auf
ihrer Substratspezifitét oder ihrem katalytischen Mechanismus klassifiziert. Eine dritte
historische Klassifizierung beruht auf dem pH-Optimum der katalytischen Aktivitét.

Demnach werden Saure von Alkalischen Phosphatasen unterschieden.

,.

Abb. 7-1: Dreidimensionale Struktur des Dimers der Bakteriellen Alkalischen Phosphatase
(Quelle: Brookhaven-Datenbank)

Die Alkalische Phosphatase (EC 3.1.3.1)!%5%" st das am besten untersuchte Enzym
dieser Klasse. Die K, und k . Werte fur die Hydrolyse einfacher Phosphoester liegen
zwischen 1-250 mM und 30-150 s*. Das Enzym findet in der Molekularbiologie zur
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Dephosphorylierung von Nukleinsduretermini, zur Herstellung von Hybridproteinen zum
Studium der Genexpression, zur Kopplung an Antikérper firr den Einsatz in ELISA!4814!
(enzyme linked immunosorbent assay) und andere Bioassays sowie zur nichtradioaktiven
Detektion von Proteinen und Nukleinsauren®*®°1%-152 v erwwendung.

Die Bakterielle Alkalische Phosphatase war die erste Phosphatase, deren Kristallstruktur
geklart werden konnte >4 (vgl. Abb. 7-1).

Die Bakterielle Alkalische Phosphatase (BAP) aus E. coli besteht aus zwei identischen
Untereinheiten mit einer Lange von jeweils 450 Aminosauren und einem Molekular-
gewicht von 47.2 kDad™. Jede Untereinheit weist zwei intracatenare Disulfidbriicken

[156]

auf't™. Abbildung 7-2 zeigt die Struktur einer Monomereinheit des Enzyms als

Bandermodell.

Alkaline Phosphatase (EC 3.1.3.1)

E Phosphate (POy)
-

LT

Abb. 7-2: Béndermodell einer Untereinheit der Alkalischen Phosphatase
(Quelle: protein data bank, http://pdb.gmd.de)

In den beiden aktiven Zentren des Enzyms sind je Untereinheit zwei Zinkionen und ein
Magnesiumion koordiniert™” (vgl. Abb. 7-3). Die Magnesiumionen sind sowohl fiir die
Struktur als auch fir die katalytische Aktivitat des Enzyms essentiell™®. Nur das aus
beiden Untereinheiten bestehende Dimer ist katalytisch aktiv. Als nukleophile Zentren sind
ein Serin- und ein Arginin-Rest an der enzymatischen Reaktion beteiligt.
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#
Ser 102 & Thr l";,';"k‘

Abb. 7-3: Bandermodell des aktiven Zentrums der Alkalischen Phosphatase
(Quelle: protein data bank, http://pdb.gmd.de)

71 Q R Der Serin-Rest ist als Alkoxid an ein Zink(I1)-lon
© _\\O_H_Nc_c des aktiven Zentrums koordiniert. Der Phosphat-
o P\O_H_N/  Nagiee  ester bindet an die beiden Zink(ll)-lonen (vg.
a2 Q::o Abb. 7-4) und wird desweiteren durch Wasser-
w stoffbriickenbindungen an einen Arginin-Rest und

Ser 102

ah Uber ionische Wechselwirkungen an das
Abb. 7-4: Orientierung des Phospho-

monoesters im aktiven Zentrum Magnesium(ll)-lon und einige weitere Reste
der Alkalischen Phosphatase aktiviert

Fir diese Arbeit wurde die rekombinante Bakterielle Alkalische Phosphatase BAPHis6!*>!
ausgewahlt. Dieses Enzym stellt eine Modifikation der Bakteriellen Alkalischen
Phosphatase (BAP) dar, die carboxyterminal zusétzlich einen Hexahistidin-Tail enthélt.

Das Anfligen eines Oligohistidinpeptids ist die am haufigsten angewandte rekombinante
Modifikation von Proteinen, die die Isolierung und Aufreinigung vereinfacht!’®®. Die
Verlangerung mit einem Oligohistidin-Tail ermoéglicht die Aufreinigung mittels
Immobilized Metal lon Affinity Chromatography (IMAC)™®Y. Das Trennprinzip dieser
Methode besteht in der Affinitét der Imidazolreste benachbarter Histidine zu
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immobilisierten Metallionen mit freien Koordinationsstellen. Die Metallionen werden uber
Chelatliganden, die mit einer festen Matrix kovalent verknipft sind, gebunden.

Zur Aufreinigung der BAPHis6 wurden kommerziell erhaltliche feste Phasen mit zwei-
wertigen Nickel-lonen (Ni-NTA Resin, Qiagen GmbH) eingesetzt, deren Tragerharz ein
Agarosederivat ist. An dieser Agarose-Matrix werden Nickel(I1)-lonen durch den vier-
zshnigen Chelatliganden Nitrilotriessigsaure (nitrilo-tri-acetic acid, NTA) fixiert!*62163
der kovalent an die Agarose-Molekile gebunden ist. Vier der sechs Ligandenbindungs-
stellen in der oktaedrischen Koordinationssphare des Ni(ll)-lons werden durch die NTA-
Gruppe belegt (Abb. 7-5). Die zwel verbleibenden Koordinationsstellen ermoglichen eine

Wechselwirkung mit den Imidazolresten des Hexahistidin-Tails.

Abb. 7-5: Struktur des Imidazol-Ni-NTA-Agarose Komplexes**¥

Die Hexahistidin-Fusionproteine kénnen vom Ni-NTA-Harz durch Verringerung des pH-
Wertes oder durch Zugabe eines komplexierenden Liganden, dessen hohere Affinitét zum
Metallion zur Verdrangung der Imidazolreste aus der Koordinationssphéare fuhrt, eluiert
werden.

Die rekombinant hergestellte BAPHis6 ist aufgrund ihrer bemerkenswerten Stabilitét
gegentber Detergenzien und Temperaturerhbhungen sowie ihrer durch enfache
Isolierungsverfahren guten Verflgbarkeit fur erste Versuche zur Immobilisierung von
Proteinen an Silizium-Wafer besonders geeignet. Die einfache und schnelle Detektier-
barkeit der enzymatischen Aktivitét des Enzyms Uber durch Dephosphorylierung hervor-
gerufene Farbreaktionen erlaubt eine Kontrolle der jeweiligen Reaktionsschritte und
-bedingungen.
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7.2 Expression und Isolierung der Alkalischen Phosphatase

Der Expressionsvektor pBAPHis6 enthédlt das rekombinante Gen fir die carboxyterminal
um einen Hexahistidin-Tail verléngerte Alkalische Phosphatase aus E. coli, welches unter
Kontrolle des tac-Promotors™® einem Hybridpromotor, der durch Fusion von Sequenz-
abschnitten des trp- und des lac-Operons konstruiert wurde, steht.

Die Induktion der Proteinexpression von BAPHis6 in mit pBAPHis6 transformierten
E. coli IM83-Zdllen ist durch Zugabe von Isopropyl-p-D-thiogalactosid (IPTG) Uber das
Nahrmedium moglich. Es verhindert in Analogie zum naturlichen Substrat Lactose die
Bindung des lac-Repressors an den Promotor, kann aber im Gegensatz zur Lactose nicht
enzymatisch abgebaut werden. Eine optimale Proteinexpression wurde durch die Zugabe
von 1 mM IPTG zum Kulturmedium nach einer vorangegangenen Wachstumsphase von
2.5 Stunden erzielt™>. Die Induktionsphase dauerte ebenfalls 2.5 Stunden und erfolgte bei
37 °C.

Zur Isolierung der rekombinanten Alkalischen Phosphatase wurde ein vereinfachtes Zell-
aufschlul3verfahren angewendet, welches das Sonifizieren der Kulturen durch eine Abfolge
von Detergenzien- und Warmebehandlung ersetzt. Dazu wurden die Zellen nach Ablauf der
Induktionsphase durch Zentrifugation geerntet. Das Sediment wurde in einer Pufferlésung,
die 2 % Triton X-100 enthdt, resuspendiert und eingefroren. Es folgten mehrfaches
Erwarmen bis auf 70 °C, Einfrieren und schliefdlich das Abzentrifugieren der unléslichen

Zellbestandteile. Die Alkalische Phosphatase lag im Uberstand angereichert vor.

Der carboxyterminale Hexahistidin-Tail der rekombinanten Alkalischen Phosphatase
ermdglichte die Isolierung aus dem Rohextrakt durch Metallchelat-Affinitdts-Chroma-
tographie. Zur Aufreinigung von BAPHis6 wurden kommerziell erhdltliche Phasen mit
zweiwertigen Nickel-lonen (Ni-NTA Resin, Qiagen GmbH) eingesetzt. Nach einer
Vorbehandlung der Agarose-Matrix mit einer Nickelchlorid-Losung wurde entsprechend
der Herstellerangaben verfahren.

Der Zellrohextrakt wurde mit einer Suspension der Agarose-Matrix versetzt, wobei die
Histidin-Reste der BAPHIis6 das Nickel(11)-lon komplexieren, und das Enzym wahrend der
nun folgenden Waschschritte am festen Trager zuriickgehalten wird. Durch Zentrifugation
Uber einen Filter wurden geldste Verunreinigungen abgetrennt. Die Elution des Enzyms

erfolgte durch imidazolhaltigen Puffer, da Imidazol eine hdhere Affinitdt zu Nickel(I1)-
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lonen besitzt und daher die Histidin-Reste aus der Koordinationssphére zu verdréngen
vermag.

Die qualitative Analyse des isolierten Proteins erfolgte auf den verschiedenen Stufen der
Reinigung durch Polyacrylamidgel el ektrophorese (Abb. 7-6). Dabei wurde einerseits die
enzymatische Aktivitét durch native, mit BCIP/NBT geféarbte Gele, sowie andererseits die
Gesamtproteinmenge durch denaturierende SDS-haltige Gele untersucht.

Das durch Affinitdtschromatographie isolierte Protein wurde abschlief3end durch Ultra
zentrifugation mit Hilfe von Einweg-Mikrokonzentratoren (Microcon 3) Uber Membranen
mit einer Ausschlul3grofie von 3000 Da gereinigt und konzentriert. Das Protein wurde mit
Wasser eluiert und bei 4 °C gelagert. Aus 200 ml Ausgangskulturvolumen wurden 400 pl
BAPHIis6-L 6sung erhalten.

A 1 2 3 4 V B M \%
P - —m - "'?‘-I-Fﬂn
..\
ey — 940
= — 67.0
' 48.0- d
L — 43.0
s -
— - 30.0

Abb. 7-6: Polyacrylamidgele der rekombinanten BAPHis6 auf verschiedenen Reinigungsstufen
A: natives Polyacrylamidgel, Anfarbung mit BCIP/NBT
B: SDS-Polyacrylamidgel, denaturierend, Anfarbung mit Coomassie

: Ausgangsmaterial

2: Uberstand nach Zellaufschlu

3: Durchlauf der Ni-NTA-Saule

4: Eluierte Fraktion

M: Proteingréf3enmarker (Angaben in kDa)

V: Vergleich 0.04 u BAP (MBI)
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7.2.1 Quantifizierung der Alkalischen Phosphatase

Die Proteinmengenbestimmung von BAP erfolgte photometrisch mit dem Bicinchonin-
saure (Bicinchoninic Acid, BCA)-Assay!'®®. Diese Methode kombiniert die bekannte
Reduktion von Cu(ll)-lonen zu Cu(l)-lonen durch Proteine in alkalischem Medium (Biuret-
Reaktion™®”) und deren
Komplexierung durch

coo
Bicinchoninsaure'®®. Das

violette Reaktions-produkt protein + Cu2+ %
(Abb. 7-7), das durch die

Wechselwirkung  zweier 0oC
Molekiule BCA mit einem
Cu(l)-lon gebildet wird, ist

BCA-Cu+—KompIex
Abb. 7-7: Komplexierung von Cu** durch Bicinchoninsaure;
wasserlosich und hat en Amax = 562 M

Absorptions-maximum bei 562 nm. Die Bildung des farbigen Komplexes mit BCA ist
urséchlich auf die makromolekulare Struktur des Proteins, die Anzahl der Peptidbindungen
sowie die Anwesenheit der Aminosauren Cystein, Tryptophan und Tyrosin
zurtickzuftihren*®®. Da der BCA-Assay keine Endpunktmethode ist, sondern die Farbent-
wicklung mit der Zeit fortschreitet, ist es erforderlich, fur jede Quantifizierung eine Eich-
gerade mit einer BSA-Verdinnungsreihe bekannter Konzentrationen parallel zu erstellen.

Die Reagenzlosungen wurden in Einmalkulvetten (mit Stopfen) mit einem Aliquot der
Enzym-Losung bzw. BSA-LOsung versetzt und unter kraftigem Schitteln im Wasserbad
eine Stunde auf 60 °C temperiert. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurden die
Extinktionen der Losungen gegen eine Blindprobe bei 562 nm gemessen. Aus den Mef3-
werten der BSA-Verdinnungsreithe wurde eine Eichgerade erstellt. Fur 1 pl der nach
Kapitel 10.3 isolierten Enzym-L6sung wurden Proteinmengen von 9 bis 12 ug erhalten,
dies entspricht bezogen auf das Ausgangskulturvolumen von 200 ml einer Menge von ca.

4 mg Protein.

7.2.2 Bestimmung der spezifischen Aktivitét der Alkalischen Phosphatase

Die Aktivitatsbestimmung der Alkalischen Phosphatase wird durch die Umsetzung von
Substraten zu farbigen Dephosphorylierungsprodukten ermdglicht. Ublicherweise erfolgt
die Bestimmung der enzymatischen Aktivitét Gber die Dephosphorylierung von p-Nitro-

65



7 Alkalische Phosphatase

phenylphosphat (pNPP) zum gelbgefarbten p-Nitrophenolat-Anion. Diese Reaktion kann
bei einer Wellenlange von 405 nm photometrisch verfolgt werden. In dieser Arbeit wurde
die Quantifizierung der enzymatischen Aktivitat nach der Methode von Mdssner et al.*"
in 1 M Diethanolamin-Puffer (pH 9.8) unter Zusatz von 0.5 mM Magnesiumchlorid
durchgefhrt.

Eine enzymatische Einheit (unit, u) der Alkalischen Phosphatase ist dabei definiert as die
Menge Enzym, die 1 pmol pNPP in einer Minute hydrolysiert!*™.

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt erfolgte in Einmalklvetten, indem en
Aliquot der Enzym-L6sung in Diethanolamin-Puffer vorgelegt und mit SubstratlGsung
versetzt wurde. Die Kivetten wurden intensiv geschittelt, und in zeitlichen Abstanden
wurde die Extinktion der Losung bei 405 nm gemessen. Aus den Extinktionen wurden tber
die lineare Regressionsgleichung einer Verdinnungsreihe von p-Nitrophenol in Diethanol-
amin-Puffer die Konzentrationen freien p-Nitrophenolats errechnet.

Fir 1 pl der Enzym-Losung wurden im Mittel enzymatische Aktivitéten von 0.45 u
gemessen. Bezogen auf 200 ml Kulturvolumen (vgl. 10.3) wurden somit 180 u Alkalische
Phosphatase isoliert.

Die spezifische Aktivitét des Enzyms ergibt sich aus dem Quotienten der enzymatischen
Aktivitét und der Proteinmenge zu ca. 0.04 u/pg bzw. 0.67 Kat/kg.

7.2.3 Charakterisierung der rekombinanten Alkalischen Phosphatase durch
MALDI-TOFMS

Das Molekulargewicht der rekombinanten Alkalischen Phosphatase wurde durch MALDI-
TOF Massenspektrometrie bestimmt. Dazu wurde die wél¥ige Enzym-L6sung nach der
Reinigung durch Metallchelat-Affinitatschromatographie und  Ultrazentrifugation
eingesetzt. Als Matrixsubstanz fand 3-Hydroxypicolinsdure (3-HPA) Verwendung. Als
Probenteller fungierte ein Silizium-Wafer. Die Messungen wurden im positiven
lonenmodus durchgefihrt, d.h. die beobachteten Massen entsprechen denen der einfach
protonierten Molekle.

Das MALDI-Spektrum in Abbildung 7-8 zeigt ein deutliches Signal bei 48049 m/z. Da auf
eine Kalibrierung des Gerétes auf den zu detektierenden Massenbereich verzichtet wurde,
stimmt dieser Wert im Rahmen der Genauigkeit sehr gut mit der theoretischen Masse des

Monomers der Alkalischen Phosphatase von 48020 g/mol!**? tiberein.
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48049
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Abb. 7-8: MALDI-TOF Massenspektrum von BAPHis6

Neben diesem Hauptpeak sind die Signale des Dimers bel 96088 m/z und des zweifach
geladenen Monomers bei 24093 m/z erkennbar. Die deutlich geringere Intensitét des
Signals des Dimersim Vergleich zu der des Signals des Monomers 183 sich mit Trennung
des nicht-kovalenten Enzymkomplexes unter dem Einfluld der Laserenergie erklaren.

Das MALDI-Spektrum bestétigt das Vorliegen der in hoher Reinheit isolierten
rekombinanten Alkalischen Phosphatase BAPHIis6.
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7.3 Immobilisierung der Alkalischen Phosphatase an Silizium-W afer

Die Immobilisierung von Enzymen ist ein Schiiisselbegriff in der Enzymtechnologie!*’?
und steht fiir eine Fixierung oder Bindung von Enzymen'*"® wahrend der Reaktionsphase,
so dal3 sie sich vom Substrat und Produkt physikalisch abtrennen lassen.

Die Immobilisierung kann durch physikalische oder chemische Bindung an einen Trager
oder durch Einschluf3 in eine semipermeable Membran erfolgen. Das wachsende Interesse
an Techniken zur Immobilisierung von Enzymen liegt in den entscheidenden Vorteilen
begrindet. So kénnen Enzyme in immobilisierter Form mehrfach verwendet werden, und
die Umsetzung kann kontinuierlich in Reaktionsrihrgefden oder Sdulen erfolgen.
Desweiteren sind die erhaltenen Produkte enzymfrei, und die Produktbildung kann besser
kontrolliert werden. Zusétzlich dienen immobilisierte Enzyme as Modelle zum Studium
der Verknipfung von Enzymen an ihre natiirliche Zellmembran.

Die groften Einsatzgebiete tragergebundener Enzyme liegen in der industriellen
Verfahrenstechnik, insbesondere in der Nahrungsmittel- und Getrankeindustrie'’. Einige
wichtige Anwendungsgebiete sind die Hydrolyse von Proteinen zu Peptiden und Amino-
sauren, die Herstellung von Kése, die Umwandlung von Maisstérke in Glucose und von
Glucose in Fructose, die Kldrung von Weinen und Obstsaften, sowie z.B. zur Synthese von
Penicillinen.

Die Immobilisierung von Enzymen kann auf sehr unterschiedlichen Wegen (vgl. Abb. 7-9)
erfolgen. Die gebrauchlichste Technik ist die kovalente Verknipfung an aktivierte
makromolekulare, wasserunldsliche Tragermaterialien wie synthetischen Polymeren!*’> 177,
Cellulosederivaten!*™® oder Glas*"**®%. Die Enzymimmobilisierung erfolgt in allen Fallen
Uber nukleophile Gruppen der Aminosdureseitenketten Uber ein Azid, Isocyanat oder
Carbodiimid.

Die Adsorption an oberflachenaktive Trégermaterialien wie Kohlenstoff, Aluminiumoxid,
lonenaustauscherharze oder Glas ist die dteste Immobilisierungstechnik. Da keine zusétz-
lichen Reagenzien notwendig sind, ist die Gewinnung der Préparate sehr einfach. Die
Stabilitét der Komplexe ist jedoch stark von pH-Wert, der Temperatur und lonenstérke
abhangig. Eine Aggregation von Enzymen, die zu Wasserunldslichkeit fuhrt, kann durch
Quervernetzung mit Hilfe bifunktioneller Reagenzien unter Ausbildung intramolekularer

kovalenter Verknupfungen erreicht werden.
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kovalente Fixierung Einkapselung

Kreuzvernetzung Adsorption

Abb. 7-9:  Schematische Darstellung der Immoabilisierungstechniken

Eine weitere Immobilisierungstechnik stellt die Einkapselung von Enzymen in
Membranen, die fur niedermolekulare Substanzen permeabel sind, dar. Diese
Mikrokapseln kénnen aus Cellulosenitrat, synthetischen Polymeren, Phospholipiden oder
Collagen gebildet werden. Lal3t man Materialien wie Kieselgel, Stérke oder Polyacrylamide
in Gegenwart von Enzymen polymerisieren, so werden diese in die Polymermatrix
eingehtil1t™*®Y. Bei diesem EinschluR in Gele ist die Modifizierung des Enzyms durch die
zugegebenen Reagenzien zu unterbinden, und das Netzwerk sollte zudem keine Barriere

fUr die Substrat- und Produktdiffusion darstellen.

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit sollte eine kovalente Immobilisierung der Alkalischen
Phosphatase an Silizium-Wafer erreicht werden. Im allgemeinen kann die kovalente Ver-
kniipfung von Proteinen (iber die Thiol-, Amino!*®2- oder Carboxylfunktionen der Amino-
saureseitenketten, sowie Uber die Termini an eine entsprechend aktivierte Oberflache
erfolgen. Geeignete Verfahren zur kovalenten Immobilisierung von Biomolekilen wurden

bereitsin Kapitel 6.1 vorgestellt.

Wie bereits fur die Immobilisierung aminomodifizierter Oligonucleotide beschrieben,

wurde auch hier 1,4-Phenylendiisothiocyanat (DITC) as homobifunktionelles Akti-
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vierungsreagenz eingesetzt. Analog wurden zur kovalenten Anbindung der Alkalischen
Phosphatase die Silizium-Wafer 0 zunachst durch Umsetzung mit Aminopropyltri-
ethoxysilan aminofunktionalisiert (vgl. Reaktionsschema Abb. 7-10) und nach mehreren
Waschschritten zur Aktivierung zwei Stunden bel 40 °C mit einer 100 mM Lésung von
DITC in DMF/Pyridin behandelt. Die aktivierten Silizium-Wafer Aa: wurden zigig mit
DMF, Ethanol und Wasser gewaschen und sofort in der Immobilisierungsreaktion ein-
gesetzt.

A. Funktionalisierung der P
Silizium-Oberflache

10

0))

Toluol

O
16h 60°C| T DorSeS\NH2
! (]

(3-Aminopropyl)-triethoxysilan
|

B. Aktivierung

A —0—Si_~_NH,
o

DMF/Pyridin 9:1| + g=c= N=C=S

2 Std., 40 °C

1, 4-Phenylendiisothiocyanat
(DITC)

C. Immobilisierung Y
4 T v
A O—jl\/\/N\C ~N N=C=S
Il
S

1h,37°C + Alkalische
Immobilisierungspuffer| ~ H2N Phosphatase

\
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TN SN N -
e i ﬁ

S S

Abb. 7-10: Reaktionsschema zur Immobilisierung der Alkalischen Phosphatase an Silizium-Wafer
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Den eigentlichen Versuchen zur Immobilisierungsreaktion gingen Untersuchungen des
Einflusses des als , Wetting-Solution* (50 % 2-Propanol, 2 % Tween®20, 1 % N-Methyl-
morpholin) zur Immobilisierung von Proteinen fir den Festphasen-Edman-Abbau tblichen
Puffers auf die enzymatische Aktivitét der Alkalischen Phosphatase voraus. Dazu wurden
Aliquots der Enzym-L6sung Uber Microcon-Konzentratoren zentrifugiert und mit jewells
unterschiedlichen Puffern drei Stunden bel 37 °C inkubiert, wobel der Anteil an 2-Propanal
variiert und mit einem DMF-haltigen Puffer und dem Phosphatase-Puffer (0.1 M Tris-HCI,
0.1 M NaCl, 0.05 M MgCls,, pH 9.5) verglichen wurde. Nach Zentrifugation und Waschen
mit Wasser wurden die Membranen mit 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP)- und
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)-Ldsungen'®® behandelt.

Die beiden Reagenzien bilden nach Umsetzung durch Alkalische Phosphatase einen
intensiv blau geféarbten unléslichen Niederschlag. BCIP wird wahrend der Reaktion durch
Alkalische Phosphatase hydrolysiert und unterliegt nach dem Durchlaufen einer
Zwischenstufe der Dimerisierung zu einem Indigofarbstoff. NBT wird als Oxidationsmittel

wahrend dieser Dimerisierungsreaktion zum NBT-Formazan reduziert (vgl. Abb. 7-11).

2-
¢ OPO3 ¢ OH
Br Br
\ Alkalische Phosphatase \
N w N
H P, H
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat 5-Brom-4-chlor-indoxyl
l OH ! O
Br Br /
-2H
N N
H NBT NBT-formazan O al
5-Brom-4-chlor-indoxyl 5-Brom-4-chlor-indolinon 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo

Abb. 7-11: Dephosphorylierung und Dimerisierung von BCIP zu einem Indigofarbstoff

Eine deutliche Blaufarbung wurde nur im Falle der Tween®20-haltigen Puffer beobachtet,
wobei ein hoher Anteil an 2-Propanol sich nicht negativ auf die enzymatische Aktivitét
auswirkte. Der Zusatz von DMF fiuhrte wie erwartet zu einem Verlust der enzymatischen
Aktivitét. Die Farbentwicklung des mit Phosphatase-Puffer inkubierten Enzyms erfolgte

zeitlich stark verzdgert und erst nach erneuter Zugabe an Farbel Gsungen.
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In ersten Versuchen zur Anbindung der Alkalischen Phosphatase wurde der aktivierte
Silizium-Wafer somit mit der gebrauchlichen ,, Wetting-Solution Uberschichtet, mit 1u
Enzym-Losung (entspricht 2 pl der nach 10.3 isolierten Lésung) versetzt und eine Stunde
bei 37 °C in einem Schittelinkubator bei 220 rpm inkubiert. Abschlief?end wurden die
Wafer mehrfach mit Puffer und Wasser gewaschen und in Wasser bel 4 °C gelagert.

Der Nachweis der immobilisierten Alkalischen Phosphatase erfolgte in VVorversuchen wie
bereits beschrieben durch Farbeexperimente mit BCIP- und NBT-L 6ésungen.

Wurden die Enzym-Wafer in Tris-Puffer mit BCIP- und NBT-Ldsung versetzt, so bildete
sich ein kréaftig blauer Niederschlag. Dieser Niederschlag befand sich nur auf der direkten
Oberflache des Wafer; die Losung selbst blieb klar. Kontrollexperimente mit belassenen
und aminofunktionalisierten, nicht-aktivierten Silizium-Wafern zeigten keinerle
Blauféarbung. Wurde zum Immobilisierungsansatz zusédtzlich zum Enzym mit BSA
versetzt, so konnte im Farbeexperiment keine enzymatische Aktivitdt nachgewiesen
werden.

Mittels dieses einfachen Nachweises der enzymatischer Aktivitdt an der Silizium-

Oberflache wurden die Bedingungen der Immobilisierungsreaktion weiter optimiert.

Da die Gegenwart von Magnesium- und Zink-lonen essentiell fir die Ausbildung der
aktiven Konformation der Alkalischen Phosphatase ist, wurde versucht das Puffersystem
durch Zusatz dieser zweiwertigen Metalionen fir die Immobilisierungsreaktion zu
optimieren. Dazu wurde die ,, Wetting-Solution* in verschiedenen Anteilen mit einem Tris-
bzw. Phosphat-Puffer gemischt und in der Immobilisierungsreaktion eingesetzt. Die
Anbindung des Enzyms wurde rein visuell Uber die BCIP/NBT-Farbreaktion
nachgewiesen. Die schnellste und stérkste Farbentwicklung erfolgte auf einem Enzym-
Wafer, bei dessen Herstellung die ,, Wetting-Solution* und Tris-HCI-Puffer (50 mM Tris,
1 mM MgCl,, 0.1 mM ZnCl,, pH 8.0) im Verhdltnis 1:4 eingesetzt wurden.

7.3.1 Quantifizierung immobilisierter Alkalischer Phosphatase

Die Proteinmengenbestimmung von an Silizium-Wafer immobilisierter Alkalischer
Phosphatase erfolgt mit Hilfe des bereits beschriebenen BCA-Assays (Fa. Pierce). Die
Enzym-Wafer wurden in Einmalkivetten Gberfihrt und mit Assay-Reagenzl 6sung versetzt.
Um die sehr geringen Proteinmengen detektieren zu kénnen, wurde die Inkubationszeit auf

zwel Stunden bei 60 °C verlangert. Abbildung 7-12 zeigt die lineare Regressionsgerade fur
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die BSA-Verdinnungsreihe mit den erhaltenen Mel3werten fur 1 pl der Enzym-Ldsung und

far einen Enzym-Wéfer.
2 4
1,8 1 f
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Abb. 7-12: BSA-Eichgerade zur Proteinmengenbestimmung

7.3.2 Bestimmung der spezifischen Aktivitat immobilisierter Alkalischer Phosphatase

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitét der Enzym-Wafer erfolgte analog zu der
Methode, die fir die Enzym-Losung bereits beschrieben wurde. Die mit Diethanolamin-
Puffer gewaschenen Enzym-Wafer wurden in Einmalklvetten transferiert und mit
Diethanolamin-Puffer versetzt. Anschliefend wurde Substratlésung zugegeben. Die
Kuvetten wurden kraftig geschittelt. In zeitlichen Absténden wurde die Extinktion der
Losung gegen eine Blindprobe gemessen. Aus der graphischen Auftragung der aus den
Extinktionen ermittelten Stoffmenge p-Nitrophenolats und der Zeit (Abb. 7-13) ergibt sich

aus der Steigung der linearen Regressionsgeraden die Umsatzrate des Enzym-Wafers.
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Abb. 7-13: Darstellung des Umsatzes von p-Nitrophenylphosphat durch Enzym-L ésung
bzw. Enzym-Wafer

Es wurden Umsatzraten von 5 nmol/min bezogen auf einen Enzym-Wafer mit einer Flache

von 40 mm? gemessen; dies entspricht einer enzymatischen Aktivitét von 0.005 u.

7.3.3 Abhangigkeit der Aktivitat der Enzym-Wafer von der zur Immobilisierung
angebotenen Enzymmenge

Mit DITC aktivierte Silizium-Wafer Aa: wurden mit unterschiedlichen Mengen der
Enzym-Losung inkubiert. Nach der Immobilisierung wurde jeweils die enzymatische Akti-
vitdt gemessen und gegen die eingesetzte Aktivitat graphisch aufgetragen (vgl. Abb. 7-14).

Aus dem Kurvenverlauf ergibt sich eine maximale enzymatische Aktivitét des Enzym-
Wafers bel einer eingesetzten Aktivitét von 1 u Alkalische Phosphatase. Mit Zunahme der
zur Immobilisierungsreaktion eingesetzten Enzymmenge erreicht die enzymatische

Aktivitét der entsprechenden Wafer ein um ca. 50 % abgesenktes Plateau.
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Abb. 7-14: Abhéangigkeit der enzymatischen Aktivitat der Enzym-Wafer von der zur
Immoabilisierung angebotenen Enzymmenge

Fir das Auftreten eines deutlichen Maximums an erreichbarer enzymatischer Aktivitét
wéaren zwel Erkldrungen denkbar. Moglicherweise fihren bei einer Erhdhung der
Beladungsdichte sterische Hinderungen zu einer Abnahme der enzymatischen Aktivitét.
Zudem konnte die Anwesenheit einer moglichen Kontamination, deren Einflu sich erst
bei hoheren Enzymkonzentrationen bemerkbar macht, zu ener unzureichenden
Enzymbeladung fuhren.

Aus diesem Experiment ergibt sich somit als optimale fur die Immobilisierungsreaktion

einzusetzende Enzymmenge 1 u Alkalische Phosphatase.

7.3.4 Enzymkinetische Unter suchungen der Enzym-W afer

Bel der Bindung an die Oberflache eines Trégers organischer oder anorganischer Natur
andern sich die charakteristischen Eigenschaften des Enzyms. Das kinetische Verhalten
tragergebundener Enzyme wird besonders je nach Wahl des Tragermaterials beeinflufdt
durch die Ladung des Trégers, die Ladung des Substrates, den Porendurchmesser des
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Tragers, die Substanzdiffusionsgeschwindigkeit, die Porendiffusiongeschwindigkeit und
viele andere Parameter. Zusétzlich spielen die Ruhr- bzw. Durchflul3geschwindigkeiten des
Substrates eine grof3e Rolle in der Kinetik oder zumindest der beobachtbaren scheinbaren
Kinetik des tragergebundenen Enzyms.

Vergleichend wurde die enzymatische Aktivitdt immobilisierter und freier Alkalischer
Phosphatase in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration gemdald einer Michaelis-
Menten-Kinetik untersucht. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitét erfolgte wie
unter 7.3.2. beschrieben, wobei die Konzentration an frelem Enzym entsprechend der
Aktivitdt eines Wafers gewdahlt wurde. Abbildung 7-15 zeigt die fir die Michaelis-Menten-

Kinetik typischen hyperbolischen Kurvenverlaufe.
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Abb. 7-15: Michaelis-Menten-Kinetik der Alkalischen Phosphatase in Ldsung und nach
Immobilisierung an Silizium-Wafer

Die Reaktionsgeschwindigkeiten ndhern sich asymptotisch einem Grenzwert Vms von
5nmol/min. Das immobiliserte Enzym erreicht im Vergleich zum gelésten das
Sattigungsplateau verzogert, d.h. bei einer hoheren Substratkonzentration. Die Affinitét des
Enzyms zum Substrat ist folglich wie erwartet in geloster Form grofder. Im Falle der
immobilisierten Alkalischen Phosphatase ist vermutlich die Zuganglichkeit des auf eine
begrenzte Oberflache konzentrierten Enzyms fur das Substrat erschwert. Das beobachtete
kinetische Verhalten ist somit durch erschwerte Diffusion erklarbar. Als charakteristische

Grole fur die beiden Enzymformen lassen sich die Michaeglis-Menten-Konstanten Ky,
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betrachten. Ky entspricht der Substratkonzentration, bei der die halbe maximae
Umsatzgeschwindigkeit erreicht wird. Aus Abbildung 7-15 I3t sich fur das gel6ste Enzym
ein Wert von 0.3 mmol/l und fir den Enzym-Wafer von 3.8 mmol/l bestimmen.

Auch die zweifache reziproken Darstellungen nach Lineweaver-Burk (Abb. 7-16)

bestétigen das unterschiedliche kinetische Verhalten der Enzymformen.

8 Enzym-Wafer

1/ [min/nmol]
[6;]

Enzym-LOsung

-2 -1 0

2 3 4 5 6 7
1/[S] [/mmol]

Abb. 7-16: Lineweaver-Burk-Diagramm

Es ergeben sich Geraden mit der Steigung Ku/Vmax. Setzt man fur beide
Enzymkonformationen die gleiche maximale Reaktionsgeschwindigkeit voraus, folgt fir
das gebundene Enzym ein deutlich erhohter Ky-Wert. Der Abszissenabschnitt entspricht
-1/Ky und ist im Falle des immobilisierten Enzyms gegen den Nullpunkt verschoben. Die
Ungenauigkeit der Betrachtungsweise nach Lineweaver-Burk wird aus den Ordinaten-
abschnitten, die dem Wert fur 1l/vme entsprechen, deutlich. Obwohl, wie aus der
Darstellung nach Michaelis-Menten hervorgeht, gebundenes und freies Enzym die gleiche
maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreichen, schneiden die Geraden der zweifach

reziproken Auftragung die Ordinate nicht an der selben Stelle.
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7.3.5 Versuch zum Blockieren potentieller Bindungsstellen durch Lysin

Die maximale Aktivitdt immobilisierter Enzyme liegt nicht zwangslaufig bei maximaler
Beladungsdichte vor. Eine zu hohe raumliche Dichte der Enzymeinheiten auf der
Oberflache konnte negative Auswirkungen auf die Ausbildung der Aktiven Zentren haben,
so dal3 sich moglicherweise aus der sterischen Behinderung eine Absenkung der potentiell
erreichbaren enzymatischen Aktivitét ergibt. Um diesen Effekt eingehender zu
untersuchen, wurden Immobilisierungsreaktionen unter gleichzeitiger Zugabe von Lysin
durchgefiihrt. Die Aminogruppen des Lysins sollten in Konkurrenz zu denen des Enzyms
treten, so dal3 eine erhohte Lysin-Konzentration wahrend der Immobilisierung eine

geringere Beladungsdichte mit Enzym zur Folge haben sollte.

Enzymatische Aktivitét
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Abb. 7-17:  Darstellung der enzymatischen Aktivitét in Abhangig-
keit der wahrend der Immobilisierungsreaktion zuge-
setzten Menge an Lysin

Aus der Graphik (Abb. 7-17) geht deutlich hervor, da3 bei Zugabe einer konstanten
Enzymmenge mit wachsender Lysin-Konzentration die enzymatische Aktivitét steigt. Der
unter Zusatz von 100 mM Lysin hergestellte Enzym-Wafer zeigt eine gegentiber dem nur
in Gegenwart der Enzym-L 6sung hergestellten Enzym-Wafer eine doppelte Aktivitét.

Aus diesem erstaunlichen Ergebnis ergeben sich mehrere Vermutungen. Es liegt nahe, dal3

die Zugabe von Lysin adhasive und ionische Wechselwirkungen des Enzyms mit der festen
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Phase verstarkt und so zu einer erhbhten Menge an gebundener Alkalischer Phosphatase
fahrt. Diese Annahme ist durch die Einfihrung weiterer Waschschritte mit salzhaltigen
Puffern zum Aufbrechen ionischer Wechselwirkungen zu bestétigen. Es ware desweiteren
denkbar, dal3 sich wadhrend der Immobilisierungsreaktion Wechselwirkungen zwischen
Lysin und Enzym positiv auf die Kopplungsausbeute auswirken. Andererseits konnte
postuliert werden, dal3 die Beladungsdichte mit Alkalischer Phosphatase so hoch ist, dal3
sich die Untereinheiten behindern und die aktiven Zentren fir das Substrat nicht mehr frel
zuganglich sind. Die Zugabe von Lysin konnte nun en Blockieren potentieller
Bindungsstellen zur Folge haben und so zur Immobilisierung einer geringeren Menge
Alkalischer Phosphatase unter vollstéandiger Erhaltung der enzymatischen Aktivitét fihren.
Zur Verifizierung dieser moglichen Interpretationen wurden zusétzliche Experimente
durchgefiihrt. Zunéchst konnte durch ein analog mit Alkalischer Phosphatase in Lésung
durchgefuhrtes Experiment gezeigt werden, dal3 die Gegenwart von Lysin nicht generell zu
einer Erhéhung der enzymatischen Aktivitét fihrt. Die gemessene Aktivitdt des Enzymsin
Losung erwies sich als von der Menge zugesetzten Lysins unabhangig.

Um zu untersuchen, ob Lysin potentielle Bindungsstellen der Alkalischen Phosphatase zu
blockieren vermag, wurden parallel mit DITC aktivierte Silizium-Wafer einerseits erst mit
Lysin und anschlieffend mit Enzym und andererseits in umgekehrter Reihenfolge
umgesetzt. Da fur beide Enzym-Wafer vergleichbare enzymatische Aktivitaten gemessen
wurden, hat die Vorbehandlung mit Lysin offenbar keinen Einflul3 auf die Menge
gebundenen aktiven Enzyms. Um eventuell vorhandene ionische Wechselwirkungen
zwischen Lysin und Enzym zu unterbinden und dadurch unspezifische Bindung des
Enzyms an die Oberfléache von kovalenter zu unterscheiden, wurde sowohl der mit Lysin
prainkubierte als auch der direkt hergestellte Enzym-Wafer mit einem Hochsalz-Puffer
(50 MM NaHPO,4, 300 mM NaCl, pH 7.85) behandelt. Fir beide Enzym-Wafer wurden
unveranderte Werte fir die enzymatische Aktivitét erhalten. Wurde jedoch der direkt
hergestellte Enzym-Wafer anschlief3end mit einer Lysin-Losung behandelt, so stieg die
enzymatische Aktivitét um ca. 40 % des urspringlichen Werts. Aus diesem Ergebnis 183t
sich schlief3en, dal3 die Gegenwart von Lysin lediglich die aktive Konformation des
Enzyms und damit die Umsatzrate begiinstigt. Ob dieser positive Einflufd eventuell Uber
eine Erhohung der Hydrophilie der Oberflache durch Adsorption von Lysin, die sich

vorteilhaft auf die Tertidrstruktur des Enzyms auswirkt, erklart werden kann, bleibt offen.
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7.3.6 Experimente zur Aufklarung der Anbindung der Alkalischen Phosphatase

Die Alkalische Phosphatase zeichnet sich wie bereits eingangs beschrieben durch ihre
besondere Quartérstruktur aus. Beide Untereinheiten besitzen jeweils ein aktives Zentrum
und sind dennoch nur als Dimer aktiv. Es besteht daher die Mdglichkeit, dal3 bei der
Anbindung an eine feste Phase entweder beide Untereinheiten kovalent fixiert vorliegen,
oder nur ein Monomer kovalent an die Oberfléche gebunden wird, wéhrend das andere sich
durch ionische Wechselwirkungen, die Uber die Metallionen vermittelt werden, anlagert.
Zur Abschétzung dieser beiden denkbaren Anbindungsformen wurde der Einflufd von einer
Behandlung mit EDTA-L6sung und anschlief3ender Ruckfihrung von Metallionen auf die
enzymatische Aktivitdt untersucht. Die fur die Ausbildung der aktiven Konformation
notwendigen Metallionen werden durch EDTA komplexiert, wodurch die enzymatische
Aktivitat stark zurickgehen sollte. Wird nun anschlieffend mit Magnesium(Il)- und
Zink(I)-lonen behandelt, so sollte die enzymatische Aktivitét bei kovalenter Anbindung
beider Untereinheiten wieder ihren Ausgangswert erreichen.

Im Experiment zeigte sich wie erwartet ein Riickgang der enzymatischen Aktivitéat nach der
Behandlung mit EDTA-haltigem Tris-Puffer gegen Null. Enzym-Wafer, die zundchst mit
EDTA behandelt, mit Wasser gewaschen und anschliefend mit Mg?*/Zn**-haltigem Puffer
inkubiert wurden, erreichten lediglich 20 % der urspringlichen enzymatischen Aktivitét.
Aus dem Experiment folgt, dal3 nicht alle Untereinheiten kovalent an die Oberflache
gebunden sind. Ob die nach der Renaturierung vorliegende enzymatische Aktivitét auf
einen geringen Anteil kovalent gebundenen Dimers oder aber auf eine Reassoziation

immobilisierter Monomer-Einheiten zuriickzufihren ist, 183t sich nicht festmachen.

7.3.7 Untersuchung der Enzym-Wafer mittelsMALDI-TOF MS

Vergleichend zur Enzym-Losung (vgl. Kap. 7.2.3, S. 66) wurden Enzym-Wafer mit der
MALDI-TOF Massenspektrometrie untersucht. Dazu wurde die Matrix-Losung direkt auf
den Wafer gegeben, welcher zuvor auf einem Target befestigt wurde. Wahrend fir die
Enzym-Losung (vgl. Abb. 7-8, S. 67) auch das Dimer detektierbar ist, tritt im MALDI-TOF
Massenspektrum des Enzym-Wafers (Abb. 7-18) lediglich bei 48040 m/z ein deutliches
Signal fur die Monomer-Einheit der Alkalischen Phosphatase auf. Die Beobachtung, dal3
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vom Enzym-Wafer demnach keine Dimereinheiten desorbiert werden konnten, liefert eine
zusétzliche Bestdtigung der Ergebnisse aus 7.3.6. Es scheint keine unspezifische
Anbindung intakter Dimere an die Oberfl&che erfolgt zu sein. Die enzymatische Aktivitét
der Enzym-Wafer liegt in der Komplexierung kovalent gebundener Monomerer mit freien

Monomeren oder aber kovalent gebundener intakter Dimere begriindet.

20 wl
149

Intensitat

48040

10000 20000 30000 40000 50000 B0000 70000 380000 S50000 100000110000
m/z

Abb. 7-18: MALDI-TOF Massenspektrum von auf Silizium-Wafer immobilisierter BAPHis6
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7.4 Einsatz der Enzym-Wafer in DNA-Rekombinationstechniken

Die Behandlung von DNA mit Alkalischer Phosphatase ist ein fester Bestandteil
mol ekul arbiol ogischer Rekombinationstechniken.

Eine mogliche Vorgehensweise zur Herstellung rekombinanter DNA besteht darin,
zunéchst den ausgewdhlten Plasmid-Vektor sowie die Fremd-DNA mit dem gleichen
Restriktionsenzym zu schneiden. Bel der Zusammenlagerung der durch die Restriktion
entstandenen kohasiven Enden entstehen Verbindungen, deren Phophodiesterbriicken
gedffnet sind. DNA-Ligase katalysiert die Reparatur dieser Einzelstrangbriiche und es
entsteht eine intakte doppel stréngige DNA.

Die Ligationsreaktion muf3 so optimiert sein, dal3 mdglichst viele rekombinante Molekile
entstehen. Die erneute Ringbildung des gespaltenen Vektors, die Entstehung von Dimeri-
sierungsprodukten und Mehrfachinsertionen soll unterdriickt werden. Der Rezirkulari-
sierung der linearisierten DNA-Fragmente kann durch eine Erhdhung der DNA-Konzen-
tration des Inserts entgegengewirkt werden. In verdinnten Losungen erfolgt die intramole-
kulare Ringbildung bevorzugt, da die Wahrscheinlichkeit einer intermolekularen Reaktion
sinkt.

Eine zusétzliche M églichkeit stellt die Behandlung der linearisierten Plasmid-Vektor-DNA
mit Alkalischer Phosphatase dar (vgl Abb. 7-19). Die enzymatische Entfernung der
5'-Phosphatgruppen verhindert eine erneute Ringbildung sowie die Ausbildung von Plas-
middimeren. Die Zirkularisierung des Vektors kann nur dann erfolgen, wenn die Fremd-
DNA, die keiner Phosphatase-Behandlung unterzogen wurde, und damit fir jede Ligations-
stelle eine 5'-Phosphatgruppe liefert, zugegeben wird. Dabei verbleibt an jeder Ver-
knupfungsstelle ein unligierter Einzelstrangbruch, der jedoch durch den zellul&ren Repa-
raturmechanismus des Wirtsorganismus nach der Transformation geschlossen werden
kann. Der Einbau nur eines Fragmentes der Fremd-DNA kann Uber das Konzentrations-
verhéltnis Plasmid/Insert beeinflufd werden. Die Ausbeute an rekombinantem Plasmid ist
generell am hochsten, wenn Vektor und Insert im Verhdtnis 1:3 eingesetzt werden.

Die Dephosphorylierungsreaktion an der linearisierten Vektor-DNA macht vor ihrem
Einsatz in der Ligation zusétzliche Reinigungsschritte notwendig. So ist die DNA z.B.
durch Phenol/Chloroform/lsoamylakohol-Extraktion vom Enzym zu befreien und
anschlief3end ethanolisch zu fédlen. An einer festen Matrix immobilisierte Alkalische

Phosphatase wilrde die Durchfihrung derartiger Ligationsansédtze entscheidend
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vereinfachen. Die linearisierte Vektor-DNA wirde lediglich in entsprechendem Puffer mit
der enzymbeladenen Matrix inkubiert und nach Entfernen des Trégermaterials direkt in der

Ligationsreaktion eingesetzt werden kénnen.

Phosphatase + Dimere etc.

ngy @
IE OH Alkalische
linearisierte Vektor-DNA

OH

Ligase
9 keine Reaktion

[OHoH
H
[Pl———oH -

Insert ngase
Nick
\ Transformation
. EEEEEE——
Nick””, Einzelstrangbriiche

werden durch die
Wirtszelle repariert

rekombinantes Plasmid

Abb. 7-19: Herstellung eines rekombinanten Plasmids

Die Einsatzmoglichkeit der wie in Kapitel 7.3 beschrieben dargestellten Enzym-Wafer zur
Dephosphorylierung von DNA wurde vergleichend zur gangigen Methode untersucht.

Der Nachwels der erfolgreichen Dephosphorylierung von Plasmid-DNA erfolgte nach dem
allgemein gebrauchlichen Verfahren der Blau-Weil3-Selektion. Ublicherweise findet dieses
Verfahren zum Nachweis eingebauter DNA in Plasmide der pUC-Familie Anwendung.
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Ein typischer Plasmidvektor zur Vermehrung klonierter DNA-Fragmente enthdlt als
wichtigste Bestandteile einen Replikationsursprung (ori, origin of replication), der die
effiziente Vermehrung des Plasmids erméglicht, ein Resistenzgen wie z.B. amp® fir die
Ampicillin-Resistenz zur Selektion von Zellen, die das Plasmid enthalten, und
Restriktionsschnittstellen zum Einbau fremder DNA. Dieser besonders eingefiigte DNA-
Abschnitt mit vielen Restriktionsschnittstellen (MCS, multiple cloning site) liegt innerhab
eines 5'-Abschnitts des lacZ-Gens von E. coli. Dieser Abschnitt codiert einen amino-
terminaen Tell der B-Gaactosidase. Der integrierte Polylinker, die MCS, fuhrt nicht zu
einer Unterbrechung des Leserasters des lacZ-Gens. In einem geeigneten E. coli-
Wirtsstamm, der auf seinem Genom den 3'-Abschnitt des lacZ-Gens besitzt und daher den
carboxyterminalen Tell der B-Galactosidase liefert, fuhrt die Expression zur Synthese
aktiver B-Galactosidase. Lal% man derartige Bakterien auf Agarplatten wachsen, die die
farblose Substanz (5-Brom-4-chlor-3-indolyl)- B-D-galactosid (X-Gal) enthdlt, wird nach
Induktion mit IPTG durch die Spaltung von X-Ga durch die B-Galactosidase ein
unléslicher blauer Farbstoff (5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo) gebildet (vgl. Abb. 7-20 und
7-11). Daher erscheinen E.coli-Kolonien mit Plasmiden, in deren Polylinker-Region keine
Fremd-DNA integriert wurde, blau. Der Einbau der Fremd-DNA in die MCS zerstort
jedoch das Leserraster des lacZ-Gens. Die betreffenden Bakterien-Kolonien bleiben in

Gegenwart von X-Gal farblos.

H
\
N
S
HZOO Br o |-\|
"Pon d B-Galactosidase HO}/—OOH \
OH - -
> N |
\
Br
OH 1 ] [
(5-Brom-4-chlor-3-indolyl)-B-D-galactosid B-Galactose 5-Brom-4-chlor-indoxyl

X-Gal

Abb. 7-20: Spaltungsreaktion von X-Gal durch B-Galactosidase

Dieses Verfahren wurde in einer vereinfachten Version als Nachweismethode der
Dephosphorylierung von DNA durch die Alkalische Phosphatase herangezogen. Durch
Restriktionsverdau eines geeigneten Plasmids mit einem entsprechenden Restriktions-

enzym werden kohasive Enden erzeugt. An den 3'-Enden tragt das einfach geschnittene
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Plasmid eine freile OH-Gruppe, wahrend das 5'-Ende durch Phosphatgruppen gebildet wird.
Dies sind genau die Voraussetzungen, die das Enzym DNA-Ligase benttigt, um die
erneute Ausbildung einer Phosphodiesterbindung zwischen den beiden DNA-Ketten zu
katalysieren. Nach erfolgreicher Ligation léage das urspringliche Plasmid vor, das nach
Transformation die Expression der B-Galactosidase ermdglicht. Nach Ausbringen auf
ampicillinhatigen mit X-Gal behandelten Agarplatten wirden die blau geférbten
Wirtskolonien sichtbar. Wird jedoch das doppelstréngige einfach geschnittene Plasmid
erfolgreich durch Alkalische Phosphatase dephosphoryliert, so kénnen die Strange durch
DNA-Ligase nicht ligiert werden. Nach Transformation und Ausbringen auf analog

behandelten Agarplatten wéren keine Kolonien erkennbar.

7.4.1 Dephosphorylierung von DNA

Fir die Dephosphorylierungsreaktion wurde mit Hindlll geschnittene, linearisierte pOM9-
Vektor-DNA8 (2704 bp) eingesetzt.

Die Dephosphorylierung wurde einerseits mit an Silizium-Wafer immobilisierter
Alkalischer Phosphatase und andererseits mit Enzym-Ldsung vergleichbarer enzymatischer
Aktivitdt (0.005 u) durchgefuhrt. Dazu wurde jeweils die gleiche Menge DNA-LAsung
(200 ng DNA) mit einem Enzym-Wafer bzw. der Enzym-LOsung in Dephosphory-
lierungspuffer 1.5 Stunden bel 37 °C inkubiert. Als Negativkontrollen wurden Ansdtze
ohne Enzym sowie in Gegenwart unbeladener Silizium-Wafer analog behandelt.

Der Dephosphorylierungsreaktion mit Enzym-L6sung schlof3 sich die Reinigung der DNA
nach der Glasmilch-Methode®® an. Im Falle der Dephosphorylierung an fester Phase
konnte die DNA durch einfaches Entnehmen des Enzym-Wafers aus dem Reaktionsansatz
von Protein befreit werden. Abschlief3end wurde die DNA aus Ethanol gefédlt und in
Wasser resuspendiert.

Zur Untersuchung des Anteils eventuell durch Adsorption an die Silizium-Oberflache
gebundener DNA wurden die Enzym-Wafer eine Stunde bei 55 °C mit einem Arginin-
Puffer behandelt und die DNA aus Ethanol geféllt.

Die aus den Dephosphorylierungsansétzen erhaltene DNA wurde einer Ligation durch T4-
DNA-Ligase bei 4 °C Uber Nacht unterworfen. Nach Ethanolfdlung wurde das DNA-

Produkt in jeweils 20 pl Wasser aufgenommen. Jeweils 10 pl der DNA-LAsungen wurden
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gelelektrophoretisch analysiert. Abbildung 7-21 zeigt fir die Dephosphorylierungsansétze
mit den Enzym-Wafern (Bahn 4 und 5) ein eindeutiges DNA-Fragment 2704 bp), welches
der Kontrollreaktion mit Enzym-Losung (Bahn 3) entspricht. Die Negativkontrolle
(Bahn 1) zeigt die Bildung von DNA-Fragmenten grof3erer Lange, die durch Dimerbildung

waéhrend der Ligationsreaktion erklé&rt werden kénnen.
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Abb. 7-21: Agarosegel (1%ig (w/v), invertiert abgebildet) zur Uberprifung der Dephosphory-
lierung mit Enzym-Wafer
Bahn 1-7: DNA nach Dephosphorylierung, Isolierung, Ligation und Fallung
Bahn 1: Negativkontrolle : ohne BAP, Bahn 2: Positivkontrolle: Dephosphorylierung mit
CIP, Bahn 3: Dephosphorylierung mit BAPHis6-Ldsung, Bahn 4, 5: Dephosphorylierung
mit Enzym-Wafer, Bahn 6, 7: Negativkontrolle: Inkubation mit unbeladenem Silizium-
Wafer
BahnL: Langenmarker
Bahn M: Mengenmarker 30 hg pUC19-DNA
Bahn 8-11: aus den Arginin-Uberstianden ethanolisch geféllte DNA (= durch Adsorption
an Silizium-Wafer verursachter DNA-V erlust)
Bahn 8, 9: Enzym-Wafer
Bahn 10, 11:unbeladener Silizium-Wafer

Die positive Kontrollreaktion mit kommerziell erhaltlicher Alkalischer Phosphatase aus
Kélberdarm (calf intestine phosphatase, CIP) lieferte ebenfalls Ligationsprodukte, was
dadurch erkléart werden kann, dal3 keine quantitative Dephosphorylierung durch CIP
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erfolgte. Die Produkte der Negativkontrolle (Bahn 1) entsprechen denen der Ansétze diein
Gegenwart unbeladener Silizium-Wafer durchgeftihrt wurden (Bahn 6 und 7).

Die Verluste an adsorptiv an die Silizium-Oberfléche gebundener DNA lassen sich grob
durch einen Vergleich der Bandenintensitéten abschatzen. Nach der Dephosphorylierung
durch den Enzym-Wafer kdnnen nach Féllung ca. 40 ng DNA (entspricht 40 % des halben
Ansatzes, Bahn 4) detektiert werden. Nach Behandlung des entnommenen Wafers mit
Arginin-Puffer und Fallung werden nochmals ca. 20 ng DNA (Bahn 8) nachgewiesen.
Insgesamt kdnnen folglich nur 60 ng der anfanglichen 100 ng DNA nachgewiesen werden.
Dieser Ausbeuteverlust 183t sich durch die zweifache Ethanolféllung, die nie quantitativ
erfolgt, begrinden.

Ein Vergleich der nach der Argininbehandlung geféllten DNA-Menge macht den Einfluf3
der unterschiedlichen Oberflachenbeschaffenheit der Enzym-Wafer und der Silizium-
Wafer deutlich. Die Enzym-Wafer adsorbieren eine grofere DNA-Menge (Bahn 8 und 9)
als die unbehandelten stark hydrophoben Silizium-Wafer (Bahn 10 und 11).

Die Produkte der Ligationsreaktionen (0.2 pl DNA-L6sung) wurden durch
Elektroporation™® in E. coli-Zellen des Stammes DH10B transformiert. Zur Selektion der
transformierten Zellen wurde die Bakteriensuspension auf ampicillinhaltigen Agarplatten
ausgestrichen, deren Medium IPTG und X-Ga enthielt. Abbildung 7-22 zeigt eine
photographische Aufnahme der Kulturplatten. Kulturplatte A zeigt als Negativkontrolle
unzahlige blaue Kolonien. Hier wurde die linearisierte Vektor-DNA nicht mit Alkalischer
Phosphatase behandelt, so dald sie in der Ligationsreaktion rezyklisieren konnte und nach
der Transformation zur Expression aktiver p-Galactosidase befdhigt ist. Kulturplatte B
zeigt die entsprechende Positivkontrolle der mit Alkalischer Phosphatase behandelten
Vektor-DNA. Hier kénnen ca. 15 blaue Kolonien und wenige weil3e identifiziert werden.
Die erfolgreiche Dephosphorylierung der Vektor-DNA hat in diesem Fall eine
Rezyklisierung verhindert und es wird keine aktive B-Gaactosidase exprimiert. Ein
vergleichbares Ergebnis wurde, wie Kulturplatte C zeigt, durch den Einsatz der Enzym-
Wafer erreicht. Die Silizium-Oberflache selbst hat keinen Einflul3 auf die Dephos-
phorylierungsreaktion, wie aus der weiteren Negativkontrolle, der Kulturplatte D, deutlich

wird.
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Abb. 7-22:  Photographie der Kulturplatten des Blau-WeiR-Screenings zur Uberpriifung der
Dephosphorylierungsreaktion von Vektor DNA
A: Negativkontrolle: Vektor-DNA ohne BAP
B: Positivkontrolle: Vektor-DNA mit BAP-Ldsung
C: Vektor-DNA mit Enzym-Wafer
D: Vektor-DNA mit unbeladenem Silizium-Wafer

Nach diesen Kontrollexperimenten zur Uberpriifung der Dephosphorylierung wurde der
ubliche Weg der Rekombination beschritten. Als Insert fur die eigentliche Ligation
fungierte ein nach Restriktionsverdau mit Hindlll isoliertes Fragment (1931 bp) des
Plasmids pTAPOL3!*" welche das Gen der Tag-Polymerase enthalt. Nach der Ligation
und Transformation wurde zur Selektion kompetenter Zellen wie bereits beschrieben auf

Agar-Platten ausgestrichen. Aus den in grof3er Zahl gebildeten weil3en Kolonien wurden
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einige in ampicillinhaltigem Medium angeimpft und die Plasmid-DNA nach der Minilysat-
Methode isoliert und gereinigt. Die Plasmid-DNA-L6sungen wurden zur Kontrolle mit
Hindlll gespalten und gelelektrophoretisch analysiert. Das Gelbild in Abbildung 7-23
bestétigt, dal’ der Verdau mit Hindlll zu den Ausgangsfragmenten von 2704 bp (V ektor)
und 1931 bp (Insert) fuhrt. Lediglich bei einer Kolonie konnte keine korrekte Ligation mit
der Insert-DNA nachgewiesen werden. Bahn 4 zeigt nur die Bande, die der Vektor-DNA
entspricht.
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Abb. 7-23; Agarosegel (1 %ig (w/v), invertiert abgebildet) der durch
Hindlll verdauten Plasmid-DNA pTEST (4635 bp)
Bahn 1-4 einzeln aufgearbeitet Kolonien 1-4
Bahn 5: Kolonie 5-9
Bahn 6: Kolonie 10-14
Bahn 7: Kolonie 15-19
Bahn 8: Kolonie 20-24
Bahn 9: Kolonie 25-29
Bahn L: Langenmarker

Zur Kontrolle wurde die Plasmid-DNA durch eine weitere Restriktionskartierung

charakterisiert. Der Verdau mit BamHI und Mstl lieferte Fragmente der erwarteten Lénge.
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Abb. 7-24: Restriktionskartierung des Ligationsproduktes pTEST (4635 bp)
Bahn 1: Spaltungsprodukte des BamHI-Verdaus
Bahn L: Langenmarker
Bahn 3: Spaltungsprodukte des Mstl-Verdaus

Nach diesem erfolgreichen Einsatz an Silizium-Wafer gebundener Alkalischer Phosphatase
in Dephosphorylierungsreaktionen von DNA wurde die Wieder-verwendbarkeit des
immobilisierten Enzyms untersucht. Dazu wurden die in ener ersten
Dephosphorylierungsreaktion verwendeten Enzym-Wafer nach der Behandlung mit
Arginin zur Ablésung adsorbierter DNA mit Mg?*/Zn®*-Puffer zur Renaturierung inkubiert
und erneut in einer Dephosphorylierungsreaktion eingesetzt. Auf allen Stufen wurden
parallel Aktivitatsbestimmungen durchgefihrt. Dabel wurde nach dem ersten Einsatz der
Enyzm-Wafer ein Ruckgang der enzymatischen Aktivitét auf 0.1 % des Ausgangswertes
beobachtet. Die anschlief3ende Behandlung mit dem Renaturierungspuffer fuhrte lediglich
zu einer Erhohung auf ca. 1 % der urspriinglichen Aktivitét.

Die enzymatische Aktivitét geht demnach wahrend der Behandlung mit Arginin-Puffer und
mehrmaligem Waschen verloren. Der Puffer bewirkt die Denaturierung des Enzyms und im
Falle der Alkalischen Phosphatase damit verbunden die Spaltung des Enzym-Komplexesin
die Monomereinheiten. Da nicht zwangslaufig beide Untereinheiten kovalent gebunden

sind, kdnnen Monomere wahrend der Waschschritte entfernt werden und stehen damit nach
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Behandlung mit einem Renaturierungspuffer nicht mehr zur Ausbildung des aktiven
Enzym-Komplexes zur Verfligung.

Die Alkalische Phosphatase, die nur as Uber zweiwertige Metallkationen komplexiertes
Dimer in aktiver Konformation vorliegt, erscheint daher ungeeignet, um an planare
Oberflachen gebunden mehrfach eingesetzt zu werden. Eine einzufihrende kovaente
Verbriickung der beiden Monomereinheiten wirde die Stabilitét der katalytisch aktiven
Konformation begiinstigen. Dartiber hinaus wére die Ubertragung der Immobilisierungs-
bedingungen auf ein als Monomer aktives Enzym, wie z.B. die RNase |, denkbar, um einen
Nachweis der Mehrfachverwendbarkeit von an eine Oberflache fixierten Enzymen

erbringen zu kdnnen.
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Die kovaente Verknipfung von Oligonucleotiden bekannter Sequenz in einem geordneten
Raster auf einer Trageroberfl&che gewinnt im Zuge der Miniaturisierung, Automatisierung
und Parallelisierung von Verfahren zur DNA-Analyse zunehmend an Bedeutung. Fir die
Miniaturisierung und eine hinreichende Auflésung werden maximale Beladungsdichten der
auf der Chipoberflache immobilisierten Oligonucleotide angestrebt. Eine optimale
Beladungsdichte liegt vor, wenn moglichst viele Molekile pro Fléache unter
Aufrechterhaltung der Zuganglichkeit fir einen Hybridstrang sowie fur ein Enzym fixiert
werden konnen. Eine besondere Bedeutung kommt der direkten Analyse enzymatischer
Reaktionsprodukte von einer planaren Oberflache mittels MALDI-TOF Massen-
spektrometrie zu, die eine Alternative zur zeit- und durchsatzlimitierenden gelelektro-

phoretischen Auftrennung darstellt.

Grundsétzlich wéren fur die Herstellung von Oligonucleotid-Arrays genaue Kenntnisse
Uber die EinflUsse des Tragermaterials, der eingeftihrten Linker sowie die Bedeutung der
Lange dieser Linker fur die Immobilisierungsreaktion und sich anschlief3ende Experimente
von grof3em Nutzen. Besonders wichtig erscheint die Entwicklung geeigneter Verfahren
zur Quantifizierung der Oberflachenfunktionalitét sowie der Immobilisierungsrate. Bei der
Herstellung von Oligonucleotid-Arrays durch in situ Synthese kann die Quantifizierung der
einzelnen Kopplungsschritte durch photometrische Vermessung der Detritylierungs-
|6sungen erfolgen. U. Maskos et al.”? fiihrten vergleichende Untersuchungen an CPG und
Objekttragern durch und erreichten Beladungsdichten von 0.6 bzw. 0.39 pmol/mm?. Diese
Mel3werte konnen jedoch bereits durch die unterschiedliche Oberflachenbeschaffenheit
beeinfludt sein. Die porése Struktur des CPG erschwert die Diffusion wahrend der
Umsetzungen, wéhrend an der planaren Oberfldche durch unzureichendes Rihren
unvollstandige Kopplungen erfolgen konnen. Ein gebrauchliches Verfahren zur
Quantifizierung von postsynthetisch immobilisierten Oligonucleotiden stellen radioaktive
Markierungen dar. M.D. Eggers et al.*® ermittelten an Silizium nach Anbindung eines
3-Amino-Oligonucleotids mit *P-Markierung an einen Epoxid-Linker eine Beladungs-
dichte von 17 fmol/mm? Die Bestimmung *?P-markierter iber 3-Thiolgruppen an

iodoacetamido-modifizierte Silizium-Oberflachen (SIAB) gebundener Oligonucleotide
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ergab nach M.J. O’ Donnell et al.'*? eine Beladungsdichte von 250 fmol/mm?, von denen
lediglich 40 %, d.h. 100 fmol/mm?, fiir eine Hybridisierung zuganglich waren.

Die Konzentration eines **P-markierten RNA Hybrid-Strangs wurde von E. Southern
et al.l**¥ an durch in situ Synthese mit Oligonucleotid beladenem Polypropylen und Glas
zu 10 bzw. 0.1 pmol/mm? quantifiziert. Eine deutliche Steigerung der Beladungsdichte mit
présynthetisiertem Oligonucleotid von 1 nmol erreichten S. Dubiley et al.[*® durch die Ver-
wendung von Polyacrylamid-Gel-Pads mit einem Volumen von 1 mm x 1 mm x 0.02 mm
mit Hilfe einer Aldehyd-Hydrazid-Kopplung. Der hier erfolgte Ubergang von der planaren
Oberflache zu einem Trégermaterial mit dreidimensionalen Ausdehnungen erméglicht

diese deutliche Steigerung der Beladungsdichte.

In dieser Arbeit wurde die ldee der Ausdehnung der Zweidimensionalitét des planaren
Trégermaterials aufgegriffen, indem geeignete Linker, die eine grofere Flexibilitét der
potentiellen Anbindungsstellen gewdhrleisten, eingefihrt wurden. Mit dem Aufbau
dendritischer, multivalenter Linker wurde gleichzeitig eine Verviefdtigung der
Aminogruppen erreicht, die von der Oberflache prasentiert werden und zur kovalenten
Verknupfung von Biomolekilen geeignet sind.

Die Ausbeutebestimmung der Kopplungsreaktionen der Linker erfolgte einerseits durch die
photometrische Vermessung der Detritylierungslésungen wéahrend der Entschitzung der
eingefuhrten Hydroxylgruppen und andererseits durch den Pikrinsdure-Assay an
Aminogruppen. Die aus unterschiedlichen Assays erhatenen Mef3werte zur Verfolgung des
Reaktionsverlaufs lassen sich generell nicht miteinander korrelieren. Beide Verfahren sind
mit unterschiedlichen systematischen Fehlern behaftet. Der Detritylierungs-Assay erfaldt
neben dem kondensierten Linker auch unspezifisch gebundenes Edukt. Der Pikrinsaure-
Assay kann ebenfalls durch elektrostatische Wechselwirkungen des Aromaten mit der
Oberflache verfalscht sein. Der Pikrinsaure-Assay ist lediglich geeignet, halbquantitative
Aussagen Uber die Veranderung der Beladungsdichte von Aminogruppen zu treffen.

Die Assays dokumentierten unvollstandige K opplungsausbeuten wahrend des Aufbaus der
Oberflachenmodifikation. So konnte mit der Einfiihrung des tetrafunktionellen Amidit-
Synthons, das bei quantitativem Umsatz zu einer Verdreifachung fuhren sollte, eine
Erhohung der Beladungsdichte um den Faktor 2.4 gemessen werden. Auch die Umsatzrate
der Kopplung von Aminogruppen an aminomodifizierte Oberflachen Gber eine Aktivierung

mit 1,4-Phenylendiisothiocyanat (DITC) wurde mit Hilfe des Pikrinsdure-Assays zu 66 %
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bestimmt. Waéhrend dieser vergleichenden Betrachtungen bleiben unspezifische
Wechselwirkungen des Assay-Reagenzes mit den unterschiedlichen
Oberflachenmodifikationen unberticksichtigt. Diese indirekten Nachweisverfahren zur
Ausbeutebestimmung sind grundsétzlich fehlerbehaftet und die aus verschiedenen Assays
erhaltenen Mel3werte nicht vergleichbar. Im Verlauf der vorliegenden Untersuchungen
wurde angestrebt, standardisiertes aminofunktionalisiertes Tragermaterial bekannter
Beladungsdichte zu erwerben, um einen Anhaltspunkt fur die Abweichung der Mef3werte
verschiedener Assays zu gewinnen. Doch auch fir die Anbieter derartiger Materialien ist
die Quantifizierung der Beladungsdichten nicht selbstverstandlich. Ein Hersteller ertellte
Angaben Uber die aus titrimetrischen Verfahren erhaltenen Beladungsdichten.

Den photometrischen Bestimmungen wére wegen der hheren Genauigkeit ein radioaktiver
Nachweis eines entsprechend markierten Reagenzes vorzuziehen, um aussagekréftige

guantitative Vergleiche durchfihren zu kénnen.

Die nach Aktivierung mit DITC und Umsetzung mit 5'-aminomodifiziertem Oligonucleotid
hergestellten Oligonucleotid-Wafer wurden in einer PROBE (primer oligo base extension)-
Reaktion eingesetzt und die Reaktionsprodukte direkt mittels MALDI-TOF MS detektiert.
Die Massenspektren zeigten fur keinen der Reaktionsansdtze Signale fur die zu
immobilisierende Template-DNA. Unspezifische Anbindungen der Template-DNA sind
nach den erfolgten Waschschritten somit nicht mehr detektierbar.

In Abhéngigkeit von der Oberflachenmodifizierung und der Lénge der Zykluszeiten
konnten das um zwei Nucleotide verlangerte Terminationsprodukt und der eingesetzte
Primer in unterschiedlichen Verhdtnissen nachgewiesen werden. Das unterschiedliche
Kristallisationsverhaten der verschiedenen Oberflachen mit der Matrix und das daraus
resultierende Desorptionsverhalten erlaubt keinen Vergleich der Spektren hinsichtlich der
Intensitdt der Signale. Quantitative Aussagen der enzymatischen Reaktionen an den
unterschiedlichen Silizium-Wafer konnen daher anhand der Spektren nicht getroffen

werden.

Die Eigenschaften der an der Oberflache eingefiihrten Spacermolekile sind fur die
Immobilisierungsreaktion und  darauffolgende  Hybridisierungsexperimente  von
entscheidender Bedeutung. Generdll gilt, je weiter ein oberflachengebundenes Mol ekl von

dieser entfernt ist, desto mehr néhert es sich dem geldsten Zustand und um so leichter
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verlaufen Reaktionen mit Reagenzien in Losung. Als optimale Spacerlange wurden von
M.S. Shchepinov et al.*®® 40 Atome postuliert, mit denen gegeniiber einer Oberfléche
ohne Spacer eine 150fache Zunahme der Hybridisierungsrate erreicht wird.

Ein weiteres wichtiges Kriterium fur die Eignung einer Oberflache fir Immobilisierungs-
reaktionen sind die Ladungen innerhalb des Spacers. Eine hohe negative Ladungsdichte
kann zur Abstof3ung des zu immobilisierenden Oligonucleotids flhren.

Die Anndherung des zu hybridisierenden Oligonucleotids kann durch eine Anzahl
sterischer Faktoren behindert sein. Eine Anndherung von der Oberflachenseite her ist
unmoglich, sofern keine Spacer zwischen Oberflache und gebundenem Liganden
vorhanden sind. Eine Annaherung aus der Lésung kann durch eine zu dichte Beladung der
Oberflache mit immobilisierten Liganden erschwert sein. Zusétzlich wird die Annéherung
durch die Eigenschaften der Oberflache, an die die Liganden gebunden sind, beeinflufit.
Die Ladung, Hydrophilie und der Solvatationsgrad des immobilisierten Liganden haben
signifikanten Einfluf3 auf die Umgebung in der die Interaktion der beiden Liganden erfolgt.
Quantitative Aussagen Uber die Dichte des auf den unterschiedlich modifizierten Silizium-
Oberflachen immobilisierten Oligonucleotids, sowie die Hybridisierungsausbeute wurden

im Verlauf dieser Arbeit nicht getroffen.

Die um den Faktor 60 verlangerten Zykluszeiten fuhrten an alen Oberflachen zur
guantitativen Umsetzung des Primers. Die Oberfléche, an der ein Spacer mit einer Lange
von insgesamt elf Atomen Uber eine Amidbindung und eine Phosphatbriicke eingefiihrt
wurde, fuhrte nach Durchlaufen der kurzen Zykluszeiten zu den besten Umsatzraten. Die
im Vergleich zu anderen Oberflachenmodifizierungen geringere negative Ladungsdichte,
sowie der im Vergleich mit der einfach aminofunktionalisierten Oberflache groRere
Abstand der Endgruppen zur Oberflache begtinstigen vermutlich die Anndherung des zu
immobilisierenden Oligonucleotids. Die Tatsache, dal3 die Oberflachen mit verzweigter
Oberflachentopologie nicht zu besseren Ergebnissen fuhren, legen die Vermutung nahe,
daid sich eine Erhdhung der Beladungsdichte mit funktionellen Gruppen nicht zwangs aufig
positiv auswirken muf3. Eine zu dichte Belegung der Oberfl&che erschwert die Annéherung

des zu hybridisierenden Oligonucleotids und des Enzyms.

Es bleibt anzumerken, dal3 die Beladungsdichte bei den untersuchten Oberfléchen-

modifikationen nicht separat betrachtet werden kann. Um jeweils die Bedeutung der Lange
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und der Polaritét des eingefthrten Linkers abzuwégen, wére die Darstellung weiterer
modifizierter Silizium-Oberflachen notwendig. So wéaren verzweigte Strukturen zu
synthetisieren, deren Lange und chemische Eigenschaften mit denen eines unverzweigten
Linkers Ubereinstimmen. Zudem waére die Anzahl der zur Oberflachenmodifikation nétigen
Reaktionsschritte zu verringern, um mogliche Verluste durch unvollstandige Umsetzungen
zu reduzieren. Darliber hinaus erscheint generell ein konvergenter Ansatz zum Aufbau der
dendritischen Topologie von Vorteil zu sein. Durch eine einzige Kondensation eines
prasynthetisierten verzweigten Synthons an die Oberflache kdnnten Ausbeuteverluste, wie
sie beim divergenten Aufbau der Linkerstruktur entstehen, vermieden werden.

Um die Umsatzraten an den unterschiedlichen Oberflachen miteinander vergleichen und
guantitative Aussagen treffen zu konnen, kénnte das beschriebene Verfahren um den
Einbau Digoxigenin-markierter Terminationsprodukte modifiziert werden. Die Einbaurate
waére Uber anti-DIG Konjugate quantifizierbar.

Die gewdhlten Verfahren zur Verfolgung der Reaktionsverldufe haben sich als
unzureichend erwiesen. Um die Vorgange an der Oberflache genauer untersuchen zu
koénnen, erscheint es von besonderer Bedeutung Methoden zu entwickeln, die eine

Charakterisierung der Festphase erlauben.

Mit den vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal3 mit der gewéhlten
Immobilisierungsstrategie die Anbindung eines Oligonucleotids erfolgt ist. Das auf diesem
Wege immobilisierte Oligonucleotid wurde erfolgreich in Hybridisierungsexperimenten
eingesetzt und ist darlber hinaus fir die Verwendung in enzymatischen Reaktionen

geeignet.

Die hergestellten Oligonucleotid-Wafer bieten fir den Einsatz in PROBE-Reaktionen
entscheidende Vorteile im Vergleich zur Durchfihrung in homogener Phase. Die
enzymatische Reaktion sowie deren Analyse mittels MALDI-TOF MS kann an ener
Oberflache erfolgen. Einfache, automatisierbare Waschschritte ersetzen tbliche Verfahren
der Trennung und I solierung des Reaktionsproduktes.

Die hergestellten Oligonucleotid-Wafer stellen einen grundsétzlichen Bestandteil fir
zukiinftige integrierte Mikrosysteme zur automatisierten MALDI-TOF MS Analyse
enzymatischer Reaktionen an DNA-Arrays dar.
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In weiteren Experimenten wurde im Verlauf dieser Arbeit gezeigt, dald die Aktivierung der
aminofunktionalisierten  Silizium-Oberflache mit DITC ebenfalls zur kovalenten
Immobilisierung eines Enzyms geeignet ist. Rekombinante Bakterielle Alkalische
Phosphatase (BAP) konnte unter Erhalt der enzymatischen Aktivitét an die Silizium-
Oberflache gebunden werden. Die hergestellten Enzym-Wafer wurden erfolgreich zur

Dephosphorylierung von DNA eingesetzt.

Immobilisierte Enzyme bieten allgemein den Vorteil der einfachen Abtrennung vom
Reaktionsprodukt und der Wiederverwendbarkeit. Im Falle der immobilisierten
Alkalischen Phosphatase konnte nach den notwendigen Waschschritten zum Entfernen
unspezifisch gebundenen Substrats die Ausgangsaktivitdt nicht wiederhergestellt werden.
Da das Enzym nur als Uber zweiwertige Metallkationen verbriicktes Dimer enzymatische
Aktivitdt aufweist, und nicht zwangslaufig beide Untereinheiten kovalent gebunden sind,
kann das Waschen der Oberflache zur Abspaltung eines Monomers und damit zum Verlust

der Aktivitéat fuhren.

Es bleibt zu untersuchen, ob eine einzufihrende kovaente Verbrickung der
Monomereinheiten zu einer erhthten enzymatischen Aktivitét bzw. Verbesserung der
Wiederverwendbarkeit fuhrt. Eine weitere Moglichkeit, die kovalente Fixierung des
Enzyms in der aktiven Konformation zu begiinstigen, bestiinde in dem Zusatz von Substrat
wahrend der Immobilisierungsreaktion. Die Gegenwart von Substrat oder einem Analogon
wirde das Vorliegen der verbrickten, aktiven Konformation des Enzym-Dimers
begiinstigen und eventuell die Immobilisierung beider Untereinheiten an die Oberfléche
ermaoglichen.

Ein Tel der enzymatischen Aktivitdt geht vermutlich aufgrund der mit der
Immobilisierung verbundenen Konformationsdnderungen in Gegenwart des festen Trégers

und/oder partielle Denaturierung des Enzyms verloren.

Die durchgefuihrten Versuche haben keinen Hinweis auf die genaue Orientierung des
Enzyms nach der Immobilisierung liefern konnen. Die kovalente Verknipfung erfolgte
vermutlich Uber die Aminogruppen des Lysins. Inwieweit der Histidin-Tall an der
Bindungsbildung beteiligt ist bleibt offen. Um die Bedeutung des Histidin-Tails genauer zu

untersuchen, wéren Immobilisierungsexperimente mit BAP durchzufihren und die
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kinetischen Daten beider immobilisierter Enzyme mit denen in homogener Phase zu
vergleichen!*®. Erfolgt die Anbindung an einer willkiirlichen Lysin-Position, von denen
BAP pro Untereinheit 28 besitzt, so wird das Enzym ungeordnet an der festen Phase fixiert,
was mit enem Verlust enzymatischer Aktivitdt durch die erzwungene
Konformationsanderung einhergehen kann. Ein gezielt eingefihrter Rest, der sich in der
aktiven Konformation in genligend grofRer Entfernung zum aktiven Zentrum befindet,
beginstigt eine Kopplungsreaktion unter Aufrechterhaltung der enzymatischen
Aktivita!™® . Nach einer auf diesem Wege erfolgten Anbindung erscheint es sogar
denkbar, dal3 eine Erhthung der enzymatischen Aktivitdt gegentiber dem geldsten Enzym
gemessen werden kann, da das Enzym durch die Fixierung und der damit eingeschrankten
Beweglichkeit in der aktiven Konformation verbleibt. Inwieweit der Histidin-Tail diese

Bedingungen erfillt, mifte geklart werden.

Ein Aspekt, der den direkten Vergleich der enzymatischen Aktivitét des gebundenen mit
dem gelosten Enzym erschwert, ist die unterschiedliche Wirksamkeit des kompetitiven
Inhibitors Phosphat. Es konnte gezeigt werden!®® da nach Phosphatzusatz fiir das
immobilisierte Enzym ein geringerer Riickgang der enzymatischen Aktivitét zu beobachten
war, as fur das homogene Enzym. Da Phosphat unter den Versuchsbedingungen stark
polar und ionisiert vorliegt und die Oberflache hydrophoben Charakter besitzt, ist zu
erwarten, dal3 der Anteil der Produktmenge in Oberflachenndhe geringer ist. Dies erklart
einen geringeren Einfluld des Inhibitors auf das an der Oberfl&che immobilisierte Enzym

und damit eine eventuell in ihrer GroRRe ,, verfa schten enzymatischen Aktivitét.

In  zukinftigen  Experimenten konnte die hier  erfolgreich  eingesetzte
Immobilisierungsstrategie auf weitere Enzyme, die als Monomer in ihrer aktiven
Konformation vorliegen, Ubertragen werden. In diesem Fall sollte der Enzym-Wafer
mehrfach einsetzbar sein und damit eine weitere Komponente zur Automatisierung von
Prozel3abléufen liefern.
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9 Zusammenfassung

Fur die Modifizierung von Silizium-Oberflachen zur Immobilisierung von Biomolekilen
wurden in dieser Arbeit dendritische Oberflachentopologien mit einem konvergenten und
einem divergenten Ansatz aufgebaut. Einerseits wurde Polylysin nach Aktivierung der
Oberflachenfunktionen als multifunktionelle Einheit eingesetzt. Andererseits erfolgte ein
stufenweiser Aufbau der Struktur durch die Kondensation verschiedener in organisch-
chemischen Synthesen hergestellter multivalenter Reagenzien. Als multivaente
Verbindungen, die fur die Kopplungsreaktionen eingesetzt wurden, fungierte einerseits ein
trifunktioneller aromatischer Linker (2), der Uber die Ausbildung einer Amidbindung an die
Oberflache gebunden werden konnte, sowie andererseits ein Pentaerythrit-Derivat (9, vgl.
Abb. 3-3, S. 15), das als Amidit der klassischen Oligonucleotidsynthese entsprechend
umgesetzt wurde. Dartiber hinaus ermdglichten heterobifunktionelle Linker (11 und 14,
vgl. Abb. 3-4, S. 15) die Uberfiihrung von Amino- in Hydroxylfunktionen und umgekehrt.
Die Kopplungsreaktionen wurden in unterschiedlichen Kombinationen durchgefthrt und
fuhrten letztendlich zu sechs verschiedenen modifizierten aminofunktionalisierten
Silizium-Oberflachen, die sich in der Lange des eingefiihrten Linkers, der Anzahl an
eingefuhrten Verzweigungen sowie ihrer Polaritét unterschieden. Um die Beladungsdichte
wahrend des Aufbaus der dendritischen Topologie und die Umsatzraten der
Kopplungsreaktionen verfolgen zu kdnnen, wurden unterschiedliche photometrische
Quantifizierungsverfahren eingesetzt. So konnte gezeigt werden, dald die Kopplung des
Amidit-Synthons (Oberflache D, vgl. Abb. 6-3, S. 38) zu einer Erhthung der Zahl an
Aminogruppen um den Faktor 2.4 (29 pmol/mm?) im Vergleich mit einer Oberflache, an
der einfache, analoge Kondensationsreaktionen (Oberflache B, 12 pmol/mm?) vorge-
nommen wurden, fuhrt. Eine weitere Oberflachenmodifikation unter Verwendung des
trifunktionellen Linkers und des Amidits (Oberflache E) lieferte eine Beladungsdichte von
43 pmol/mm?, was einer Steigerung um den Faktor 3.6 entspricht. Mit der Einfiihrung von
Polylysin (Oberflache F) wurde eine Bel adungsdichte von 100 pmol/mm? erreicht.

Der Modifizierung der Silizium-Oberfléche folgte die Aktivierung der von der Festphase
prasentierten Aminogruppen durch Umsetzung mit 1,4-Phenylendiisothiocyanat (DITC)

und die Immobilisierung eines 5'-aminomodifizierten Desoxyoligonucleotids.
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Die mit Oligonucleotid beladenen Silizium-Wafer wurden in PROBE (primer oligo base
extension)-Resktionen auf ihre Verwendung in Hybridisierungsexperimenten und
enzymatischen Reaktionen getestet. Die Oberflachen wurden abschlief3end direkt mittels
MALDI-TOF Massenspektrometrie analysiert. Es konnte gezeigt werden, dal3 an alen
Oberflachenmodifikationen die kovalente Immobiliserung des Templates, die
Hybridisierung des Primers sowie dessen enzymatische Verlangerung erfolgt ist. Der
Nachweis des korrekten Terminationsprodukts konnte direkt von der Oberflache mittels
MALDI-TOF MS erbracht werden.

Zusétzlich zur Immobilisierung eines Oligonucleotids wurde die kovalente Anbindung
eines Proteins, einer rekombinanten Bakteriellen Alkalischen Phosphatase, untersucht. Hier
fanden durch Umsetzung mit Silylierungsreagenz aminofunktionalisierte Silizium-
Oberflachen nach analoger Aktivierung Verwendung. Die hergestellten Enzym-Wafer
zeigten enzymatische Aktivitat und wurden in Dephosphorylierungsreaktionen eingesetzt.
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Silicon wafers were modified by building up branched dendritic structures on the surface.
This strategy was established in order to increase the number of potential binding sites for
the immobilization of biomolecules. The surface modification was achieved both by a
convergent and a divergent strategy. On the one hand polylysine as a multifunctional linker
was coupled to the activated surface. On the other hand a stepwise strategy by using two
types of branched multifunctiona molecules was developed. A trifunctional aromatic
linker (2, fig. 3-3, p. 15) was synthesized, which was attached to the surface by standard
peptide chemistry. The other type is represented by a pentaerythrite derivative (9, fig. 3-3,
p. 15), which was coupled according to solid phase oligonucleotide synthesis. Additionaly,
heterobifunctional linkers (11 and 14, fig. 3-4, p. 15) were used to convert the
aminofunctions into hydroxy groups and vice versa. The coupling reactions were carried
out in different combinations and finally led to six modified silicon surfaces which differ in
the length of the linker, the number of branches, and their polarity. Conversion rates and
increase of density of accessible functional groups were quantified by different photometric
assays. The attachment of the amidite synthon (surface D, fig. 6-3, p. 38) led to a loading
capacity of 29 pmol/mm? (increasing factor 2.4). Coupling of the trifunctional linker
followed by condensation of the amidite-synthon (surface E) led to a density of 43 pmol
amino groups per mm? (increasing factor 3.6). Immobilization of polylysine (surface F) led
to an enhanced density of 100 pmol/mm?Z.
Aminofunctions were activated with the homobifunctional crosslinking agent
1,4-phenylenediisothiocyanate (DITC) followed by immobilization of a 5-amino modified
oligonucleotide. The oligonucleotide wafers were applied to PROBE (primer oligo base
extension)-reactions in order to prove their applicability in hybridization experiments and
enzymatic reactions. Finaly, the wafers were analyzed directly by MALDI-TOF mass
spectrometry. All different modifications were suitable for covalent attachment of the
template, hybridization of the primer and its enzymatic extension. The termination product
was detected directly from the surface by MALDI-TOF mass spectrometry.
In addition to the immobilization of an oligonucleotide, the covaent attachment of a
protein, recombinant bacterial akaline phosphatase, was investigated. The enzyme coupled
to the activated aminomodified silicon surface possessed enzymatic activity and was
applied in dephosphorylation reactions.
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11.1 Allgemeine Hinweise

Chemische Umsetzungen erfolgten grundsétzlich unter Feuchtigkeitsausschlufd und wurden
sofern nétig in geschlossenen Apparaturen mit Hg-Uberdruckventilen unter Argon
durchgefihrt.

Alle Reaktionen wurden dunnschichtchromatographisch verfolgt. Das Einengen der

Reaktionsprodukte erfolgte bei Temperaturen < 40 °C.

11.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden sofern nicht anders angegeben von den folgenden Firmen
bezogen: Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Aldrich (Steinheim), Fluka (Deisen-
hofen), Lancaster (Mihlheim am Main)

Der 5-Amino-Modifier C3-TFA  6-(Trifluoracetylamino)propyl-(2-cyanoethyl)-(N,N-
diisopropyl)-phosphoramidit wurde von der Firma Glen Research (Sterling, Virginia, USA)

erhalten.

Losungsmittel

Fur die chemischen Synthesen wurden ausschliefdlich absolutierte Lésungsmittel der
Firmen Fluka und Aldrich eingesetzt.

Ethylendiamin wurde Uber Calciumhydrid destilliert und nur frisch verwendet.

Deuterierte Losungsmittel fur die NMR-Spektrometrie wurden von der Firma Merck
(Darmstadt) bezogen.

Es wurde an einer Reinstwasseranlage Milli-Q UF Plus der Firma Millipore (Eschborn)

gereinigtes Wasser verwendet.

Slizium-Wafer

Erste Untersuchungen wurden an AusschulBmaterial der Firma Wacker durchgefihrt. Die
Silizium-Wafer wurden mit einem Glasschneider (Oil Hand Cutter TC-600, Pistol-Grip
Supercutter™ (Toyo Industrial Co., LTD., Osaka, Japan)) auf die gewtnschte Grofie

(5mm x 5 mm) geschnitten. Fir die eigentlichen Oberflachenmodifikationen wurden
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beidseitig polierte, vorgeschnittene quadratische Silizium-Wafer der Firma GeSIM mbH
(GrofRerkmannsdorf) mit einer Kantenldnge von 4 mm und einer Dicke von 0.5 mm ver-

wendet.

Oligonucleotide
5'-Aminomodifiziertes Oligonucleotid sowie die als Primer eingesetzte Sequenz wurden

von der Firma Metabion (Martinsried) bezogen.

11.1.2 Gerateund Methoden

UV/VIS Spektrometrie
Die Aufnahme der Spektren erfolgte an einem Biochrom LKB 4060 Photometer der Firma

Pharmaciain Quarzglas bzw. Polystyrolkivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm

NMR-Spektrometrie

'"H-NMR-Spektren (500 MHz) und **C-NMR-Spektren (126 MHz) wurden mit einem
Spektrometer Typ DRX 500, *H-NMR-Spektren (400 MHz) und *C-NMR-Spektren
(101 MHz) mit einem Spektrometer aufgenommen. Die Spektren wurden soweit
erforderlich mit Hilfe von *H,'H- und *H,*3C-Cosy-Experimenten interpretiert. Als interner
Standard diente 0.5 % Tetramethylsilan bzw. das Signal des nicht deuterierten Anteils des
vewendeten L 6sungsmittels.

3p.NMR-Spektren wurden ebenfalls am Spektrometer Typ AMX 400 der Firma Bruker in

deuteriertem L 6sungsmittel aufgenommen.

Massenspektrometrie

Die Massenspektren im Direkteinlal3verfahren wurden unter El-Bedingungen mit dem
Massenspektrometer 311A der FirmaVarian MAT gemessen
MALDI-TOF-Massenspektren wurden mit einem Vision 2000 Massenspektrometer der
Firma Finnigan MAT GmbH sowie an einem Biflex Il der Firma Bruker GmbH im
»positive ion reflector mode” mit ca. 20 kV Beschleunigungsspannung aufgenommen. Als
Matrix diente eine Lésung von 3-Hydroxypicolinsdure (0.7 M 3-Hydroxypicolinséure,

0.07 M Ammoniumcitrat in Acetonitril/Wasser 1:1 (v/v))
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Elektroporator
Es wurde der Elektroporator E. coli Pulser von Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

verwendet.

pH-Meter
pH Messungen erfolgten mit dem pH537 der Firma WTW GmbH (Weinheim) unter Ver-
wendung der pH-Elektrode InLab 410 Mettler-Toledo (Gief3en)

Nanopl otter

In der Mikropreparation wurden die DNA-Proben bzw. die Matrix-Lésung mit einem
Nanoliter-Pipetting System  SpectroJet™  Nanoplotter der Firma GeSIMmbH
(GrofRerkmannsdorf) auf die Chipoberfl&che gebracht.

Thermocycler
PCR und PROBE-Reaktionen wurden in einem Omni-Gene Hybaidcycler von MWG
(Ebersberg) durchgefuhrt.

Thermomixer

Die Reaktionen an Silizium-Wafer erfolgten in 1.5 ml Eppendorf-Reaktionsgeféf3en unter
Schitteln in einem Thermomixer des Typs 5436 der Firma Eppendorf-Netheler-Hinz
(Hamburg).

Gelelektrophoresen
Elektrophoresen von Polyacrylamid- und Agarosegelen wurden mit Gelkammern der Firma
Keutz (Gief3en) durchgefihrt.

Geldokumentation
Zur Aufnahme von Gelen wurde die CCD-Vidoekamera der DocuGel 1000 Station der
MWG Boitech AG (Ebersberg) verwendet.

Dunnschichtchromatographie
Alle Reaktionen wurden dunnschichtchromatographisch auf Kieselgel-Fertigfolie
(Kieselgel 60 Fp4s5, Firma Merck) verfolgt. Die Detektion erfolgte 1. visuell unter UV-
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Licht, 2. Nach Abdampfen fltchtiger Komponenten mit einem Hei3luftfén nochmals unter
UV-Licht (zur Unterscheidung fllchtiger und nichtfliichtiger UV-aktiver Verbindungen), 3.
Nach Behandlung mit lod, 5. Nach Behandlung mit Ammoniak zum Nachweis p-nitro-
phenylhaltiger Verbindungen, 4. nach Bespriihen mit einem Sprihreagenz (4 ml p-Anisal-
dehyd, 2 ml konz. Schwefelsaure, 0.5 ml Eisessig in 80 ml Ethanol) und anschlief3ender
thermischer Behandlung mit einem HelJuftfon. Dabei ist Orangefarbung (bereits bel
Raumtempertur sichtbar) ein Hinweis auf DM T-haltige Komponenten.

Die entsprechenden Laufmittel systeme sind bei der jeweiligen Synthese aufgefiihrt.

Saulenchromatographie

Préparative chromatographische Trennungen erfolgten an Kieselgel 60 Korngrofe 0.040-
0.063 mm der Firma Merck (Darmstadt) mit ca. 0.2 bar Uberdruck (Flash-Chromato-
graphie).

Die jewelligen Laufmittelsysteme sind bei den einzelnen Synthesen genannt.

Bakterienstamme

Die verwendeten Escherichia coli-Stdmme sind Derivate des 1922 in Stanford,
Kalifornien, isolierten Stammes E. coli K12.

Escherichia coli DH10B (GIBCO BRL):

Genotyp: F mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) @80 dlacZAM 15 AlacX74 deoR recAl endAl
araD139 A(ara,leu) 7G97 galU galKA-rpsL nupG)

Escherichia coli IM83 (Stammsammlung des Arbeitskreises):

Genotyp: Fara A(lac-proAB) ®80 AlacZAM15thi rpsL (Str)
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11.2 Organisch-chemische Synthesen

11.2.1 3,5-Dicarbomethoxyphenoxyessigsaure 1

0.756 g (32.9 mmol) Natrium wurden in einem 100 ml Zweihal skolben mit Rickfluf3kihler
und Tropftrichter vorgelegt. Unter Kihlung im Eisbad wurden 15 ml abs. Methanol
vorsichtig zugetropft. Die Methanolat-L 6sung wurde mit 3.081 g (14.7 mmol) Dimethyl-5-
hydroxyisophthalat und einer Losung von 2.285 g (16.4 mmol) Bromessigsdure in 4 ml
abs. Methanol versetzt und 20 Std. unter RUckflu? gekocht. Nach Abkihlen des
Reaktionsgemisches wurde auf 20 ml kaltes Wasser gegossen und mit verd. Salzsdure
angesduert. Der ausgefalene well3e Niederschlag wurde abfiltriert, mit Wasser saurefrei
gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet. 3.020 g Rohprodukt wurden siulen-
chromatographisch an 170 g Kieselgel 60 gereinigt (Laufmittel: Dichlormethan/M ethanol
93.7 his 85:15).

M = 268.22 g/moal; C1oH1,0;

R-Wert (Dichlormethan/Methanol 85:15): 0.24

Smp.: 164°C (Lit.: 164-165°C)

Ausbeute: 2.606 g (9.7 mmol), 66 % d. Th.

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, DMSO-dg): & = 2.51 (m, DMSO), 3.89 (s, 6H, CHs),
4.84 (s, 2H, CHy), 7.66 (s, 2H, H-2,H-6), 8.09 (s, 1H, H-4) ppm

BC.NMR-Spektrum (400 MHz, DMSO-dg): & = 5342 (CHs), 66.48 (CH,),
120.29 (C-2, C-6), 122.79 (C-4), 132.26 (C-3, C-5), 159.31 (C-1), 166.04 (COy),
170.89 (COOH) ppm

Massenspektrum (El 70 eV): m/z (rel. Intensitét %) = 268 (M, 76), 237 (M™ -OCHjs, 100),
223 (M* -CO, 30), 209 (M* -CH,COO, 30), 194 (M* -OCH,CO, 17),
179 (M* -CO»-CH,COO, 24), 151 (M* -2xCO,CHz+H, 19), 135 (M* - OCH,CO,,-
CO,CHs, 16), 75 (CgHa, 6), 59 (-CO,CHs, 19)

11.2.2 3,5-Dicarbomethoxyphenoxyessigsaur e-p-nitr ophenylester 2

1.011 g (3.8 mmoal) 3,5-Dicarbomethoxyphenoxyessigsdure wurden in 20 ml abs.

Ethylacetat suspendiert und 1 ml abs. Pyridin und 0.447 g (3.4 mmol) p-Nitrophenol zuge-
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geben. 5 ml einer 1M Ldsung von DCC in abs. Ethylacetat wurden langsam zugetropft.
Nach 16 Std. Rihren bei Raumtemperatur wurde das ausgefallene Harnstoffderivat Uber
zwei Fatenfilter abfiltriert. Das Filtrat wurde in 180 ml n-Hexan getropft, der ausgefallene
wei3e Niederschlag Uber eine G3 Glasfritte abgesaugt, mit wenig Hexan gewaschen und im
Olpumpenvakuum getrocknet.

M = 389.32 g/mol; C1gH1509N

R -Wert (Dichlormethan/Methanol 85 : 15): 0.88

Ausbeute: 1.204 g (3.1 mmol), 81 % d. Th.

Smp.: 124 °C

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 3.97 (s, 6H, CHs), 5.00 (s, 2H, CHy), 7.23 (CDCly),
7.32(d, 2H, Aryl-H), 7.82 (s, 2H, H-2, H-6), 8.26 (d, 2H, Aryl-H), 8.33 (s, 1H, H-4) ppm

13C-NMR (400 MHz, CDCls): § = 52.60 (CH3), 65.39 (CH,), 67.12 (Dioxan), 76.71-77.35
(CDCl3), 120.02 (C-2, C-6), 122.21 (C-4), 124.45 (C-2', C-6), 125.42 (C-3, C-5), 132.25
(C-3, C-5), 146.00 (C-4'), 154.50 (C-1'), 158 (C-1), 165.75 (CO,CHs)), 165.93 (CO,) ppm

Massenspektrum: m/z (rel. Intensitét %) = 389 (M, 2), 358 (M* -OCHs, 3), 223 (M" -CO,,
_CeHsNO,, 24), 193 (M* -CO,, -CsHsNO,, -OCHs, 4), 88 (Dioxan, 100), 58 (NO+CO, 91)

11.2.3 Tris-2,2,2-[(cyanoethoxy)methyl]ethanol 3

Zu einer eisgekihlten Ldsung von 47.60 g (0.35 mol) Pentaerythrit und 1.75 g (4 mmol)
Natriumhydroxid in 50 ml Wasser wurden 70 ml (56.70 g, 1.07 mol) Acrylnitril gegeben.
Nach 48 Stunden Ruhren bel Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch durch Zugabe
von 5%iger HCl neutralisiert und dreimal mit je 150 ml Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und im
Hochvakuum getrocknet. 91.85 g Rohprodukt wurden sdulenchromatographisch an
Kieselgel 60 gereinigt (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 98 : 2).

M = 295.33 g/moal; C14H2:04N3

Ausbeute: 28.53 g (96.6 mmol); 28 % d. Th. (Lit. 64 %)

R-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.62 (I,.Kammer)
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 2.62 (t, 6H, OCH>), 3.49 (s, 2H, CH,OH), 3.54 (s, 6H,
(OCH,)sC), 3.68 (t, 6H, CH,CN) ppm

B3C-NMR (400 MHz, CDCly): & = 18.76 (CH.CN), 45.40 (C(CH,)4), 63.71 (CH,0OH),
65.78 (CH,0), 70.11 ((OCH)sC), 117.99 (CN) ppm

Massenspektrum: m/z (rel. Intensitdt %) = 296 (M, 0.06), 54 (CH,CH,CN", 100),
82 (CH;OCH,CH,CN*, 10)

11.2.4 Tris-2,2,2-{[(methoxycar bonyl)ethoxy]methyl}ethanol 4

Eine Losung von 4.78 g (16.2 mmol) Tris-2,2,2-[(cyanoethoxy)methyl]ethanol 3 in 30 ml
mit HCI geséttigtem Methanol abs. wurde 2.5 Stunden unter Ruckflu3 gekocht. Nach
Zugabe von 2 ml Wasser und 1 ml konz. HCl wurde 15 min bel Raumtemperatur gerthrt.
Das Reaktionsgemisch wurde in 100 ml Wasser aufgenommen und dreimal mit je 50 ml
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden viermal mit je 50 ml
geséttigter Natriumhydrogencarbonat-L6sung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet
und unter Vakuum evaporiert. Das Rohprodukt wurde an 150 g Kieselgd
saulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 50 : 1 bis10: 1).
M =394.42 g/mol; C17H30010

Ausbeute: 4.61 g (11.7 mmol) sirupdse farblose Substanz, 72 % d. Th. (Lit. 75 %)

Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 30 : 1) = 0.43 (I.-Kammer)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 240 (t, 6H, OCH,), 3.26 (s, 6H, (OCH,)sC),
3.44 (s, 2H, CH,0H), 3.51 (t, 6H, CH,CO), 3.53 (s, 9H, OCH3) ppm

BBC.NMR (400 MHz, CDCl3): 35.15 (CH.CO,), 45.34 C(CHp)s 52.06 (OCH3),
65.49 (CH,0H), 67.24 (OCH5), 72.37 (C(CH,0)3), 172.5 (C=0) ppm

Massenspektrum m/z (rel. Intensitdt %): 59 (CO,CHs;, 30), 73 (CH,CO,CHs;, 32), 87
(C4H-05", 100), 219 (M*-2xC4HgO5, 6), 363 (M*-OCHg, 2)
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11.2.5 Tert-butyldimethylsilyl-tris-2,2,2-{[(methoxycar bonyl)ethoxy]-methyl }-
ethanol 5

3.110g (7.9 mmol) Tris-2,2,2-{[(methoxycarbonyl)ethoxy]methyl }ethanol 3 wurden

zweimal mit 10 ml Pyridin abs. koevaporiert und anschlief3end in 35 ml Pyridin abs. gel6st.

Nach der Zugabe von 1.440 g (9.3 mmol) Tert-butyldimethylsilylchlorid wurde 16 Stunden

bei Raumtemperatur gertihrt. Das Reaktionsgemisch wurde bis zur Trockne eingeengt, der

Rickstand in 50 ml Ethylacetat aufgenommen, dreimal mit 50 ml geséttigter

Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet.

AnschlielRend wurde das Lésungsmittel im Vakuum abdestilliert und im Olpumpenvakuum

getrocknet.

M = 508.68 g/mol; (CosHaO10Si)

Ausbeute: 3,550 g (6.9 mmoal), 88 % d. Th. (Lit. 98 %)

R-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1) : 0.69

'"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.00 (s, 6H, SiCHs3), 0.87 (s, 9H, tBu), 2.54 (t, 6H,
OCHy), 3.33 (s, 6H, (OCH,)sC), 3.47 (s, 2H, CH,OTBDMS), 3.64 (t, 6H, CH,CO,),
3,68 (s, 9H, OCH3) ppm

BC-NMR (500 MHZ, CDCl3): & = - 545 (SICHs), 18.47 (SiC(CHs)s), 26.08 (tBu),
35.18 (CH,CO5), 46.20 (C(CH5)4), 51.78 (OCH3), 61.61 (CH,OTBDMS), 67.01 (OCH)),
69.54 ((OCH,)sC), 172.36 (C=0) ppm

Massenspektrum: m/z (rel. Intensitét %) = 55 (48), 57 (40), 89 (94), 119 (58), 161 (100),
75 (C;H;0Si*, 34), 508 (M*,2)

11.2.6 Tert-butyldimethylsilyl-[tris-2,2,2-(5-0xy-2-0xa-pentyl)ethanol] 6

859g (169 mmol) Tert-butyldimethylsilyl-tris-2,2,2-{[(methoxycarbonyl)ethoxy]-
methyl }ethanol 5 wurden zwel Tage Uber Scapent im Exsikkator unter Vakuum
getrocknet, in 10 ml THF abs. aufgenommen und innerhalb einer Stunde langsam zu einer
eisgekihlten Suspension von Lithiumaluminiumhydrid in 100 ml THF abs. getropft. Nach
einer Stunde Ruhren unter Eiskiihlung wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur gerdhrt.
Uber eine halbe Stunde erfolgte die vorsichtige Zugabe von 30 ml 15 %iger Natrium-
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hydroxid-Lésung. Der Uberstand des Reaktionsgemisches wurde abdekantiert, und der
Rickstand mehrfach mit THF gewaschen. Die vereinigten THF-Fraktionen wurden mit
50 ml Wasser versetzt und mit 1 M HCI-Ldsung neutralisiert. Nach dem Einengen und
Trocknen wurden 10 g Rohprodukt erhalten, welches sdulenchromatographisch an 300 g
Kieselgel 60 gereinigt wurde (Laufmittel: Dichlormethan/M ethanol 98:2 bis 90:10).

M = 424.65 g/mol; (CooH0-Si)

Ausbeute: 4.77 g (11,2 mmol) farbloses Ol, 66 % d. Th. (Lit. 67 %)

R-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1) : 0.5 (I,-Kammer)

IH-NMR (500 MHz, CDCl3): & = 0.00 (s, 6H, SiCH3), 0.85 (s, 9H, tBu), 1.76 (quin., 6H,
CH>CH,CH?,), 3.33 (s, 6H, (OCH,)sC), 3.47 (s, 2H, CH,OTBDMS), 3.55 (t, 6H, OCH,),
3.71 (t, 6H, CH,OH) ppm

BC.NMR (400 MHz, CDCly): & = -5.71 (SICH3), 18.22 (SIC(CHg)s), 25.82 (tBu),
31.70 (CHy;CH,CHy), 4545 (C(CHy). 6164 (CH,OH), 61.76 (CH,OTBDMS),
70.48 (OCH,), 70.56 ((OCH,)sC) ppm

Massenspektrum: m/z (rel. Intensitdt %) = 56 (43), 60 (58), 73 (48), 75 (C,H,OSi", 98),
83 (100), 87 (83), 105 (50), 133 (43), 367 ( 36), 424 (M", 0.08)

11.2.7 Tert-butyldimethylsilyl-{tris-2,2,2-[3-(4,4'-dimethoxytrityloxy)pr opyloxy
methyl]ethanol} 7

1.806 g (4.3 mmol) Tert-butyldimethylsilyl-[tris-2,2,2-(5-0xy-2-oxa-pentyl)ethanol] 6
wurden mit abs. Pyridin koevaporiert und in 50 ml Pyridin aufgenommen. Die Ldsung
wurde Uber zwei Stunden portionweise mit insgesamt 5.426 g (16.0 mmol) 4,4-
Dimethoxytritylchlorid versetzt. Anschlief3end wurden 0,500 g (4.1 mmol) Dimethyl-
aminopyridin und 0.9 ml (668 mg, 5.2 mmol) Diisopropylethylamin zugegeben. Nach 16
Stunden Rihren bel Raumtemperatur wurde der Reaktionsansatz eingeengt und der
Rickstand in 100 ml Ethylacetat aufgenommen. Es wurde dreimal mit je 120 ml geséttigter
NaHCOs-Losung, einmal mit 100 ml NaCl-Lésung gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet und eingeengt. 5.805 g Rohprodukt wurden sdulenchromatographisch an 300 g
Kieselgel 60 gereinigt (Laufmittel: Petrolether (60/70)/Dichlormethan 2:3, 1:4, 1:5, 1:9,
Dichlormethan, Dichlormethan/Methanol 10:1 jeweils unter Zusatz von 0,5 % Pyridin).
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M= 1331.77 g/mol; (C83H980135i)
Ausbeute: 4.705 g (3.9 mmol), 91 % d.Th. (Lit. 58 %)
R-Wert (Hexan/Ethylacetat 3:1 + 0,5% Et3N) : 0.28

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0,00 (s, 6H, SiCHa3), 0.90 (s, 9H, tBu), 1.85 (quin. 6H,
CH,CH,CH,), 3.13 (t, 6H, CH,0), 3.27 (s, 6H, (OCH,)3C), 3.44 (t, 6H, DMTrOCH,),
3.47 (s, 2H, CH,OTBDMYS), 3.81 (s, 18H, OCH3), 6.84-748 (m, 39H, arom.) ppm

B3C-NMR (500 MHz, CDCls): § = -5.25 (SiCH3), 18.61 (SIC(CHs)s), 26,27 (tBUCH3),
30.73 (CH,CH,CH,), 46,28 (C(CH)), 5553 (OCHs), 6115 (CH,ODMTY),
62.13 (CH,OTBDMS), 68.59 (OCH,), 69.72 (OCH,)sC), 85.73-158.69 (arom., DMTT)

ppm

MALDI-TOF Massenspektrum: 1357.4 (MI+Na"), 1052.9 (M*+ Na'-DMTr, berechnet:
1028.6)

11.2.8 Tris-2,2,2-[3-(4,4' -dimethoxytrityloxy)propyloxymethyl]ethanol 8

4124 g (3.1 mmol) Tert-butyldimethylsilyl-{tris-2,2,2-[3-(4,4'-dimethoxytrityl oxy)-
propyloxy-methyl]ethanol} 7 wurden in 50 ml 1 M TBAF-L6sung in THF gelost und
16 Stunden bel Raumtemperatur gerthrt. Nach Zugabe von 100 ml Ethylacetat wurde
viermal mit 100 ml ges. NaHCOs-L6sung gewaschen, ausgesalzt, Uber Natriumsulfat
getrocknet und eingeengt. 4.936 g Rohprodukt wurden sdulenchromatographisch an 250 g
Kieselgel 60 gereinigt (Laufmittel: Petrolether/Ethylacetat 2:1 Zugabe von 0.1 % Pyridin).
M = 1217.50 g/mol; (C77Hg4O13)

Ausbeute: 2.636 (2.2 mmoal), 71 % d.Th. (Lit. 88 %)

R-Wert (Hexan/Ethylacetat 3:1 + 0.5 % EtsN): 0.08

IH-NMR (500 MHz, CDCls): § = 1.72 (quin. 6H, CH,CH,CH}), 3.00 (t, 6H, CH,ODMTY),

3.20 (s, 6H, (OCH,)sC), 3.35 (t, 6H, OCH,), 3.45 (s, 2H, CH,OH), 3.67 (s, 18H, OCHj3),
6.71-7.34 (m, 39H, arom.) ppm
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BC-NMR (500 MHz, CDCl3): & = 30.18 (CH,CH,CHy), 44.56 (C(CHy)4), 55.11 (OCHs3),
60.32 (CH,ODMTT), 66.59 (CH,OH), 68.71 (OCH,), 71.37 (OCH.)sC), 112.94-158.28
(arom., DMTr) ppm

MALDI-TOF Massenspektrum: 1230.78 (MI+Na’, berechnet: 1240.49)

11.2.9 Tris2,2,2-[3-(4,4'-dimethoxytrityloxy)propyloxymethyl]ethyl-N,N-diiso-
propylaminocyan-ethoxyphophor amidit 9

In einem Stickstoffkolben mit Seitenhahn wurden 2.394 g (2.0 mmol) Tris-2,2,2-[3-(4,4'-

dimethoxytrityloxy)propyloxymethyl]ethanol 8 nach Koevaporation mit 10 ml abs.

Dichlormethan in 15 ml abs. Dichlormethan unter Argon-Atmosphére geldst. Uber ein

Gummiseptum wurden mit kalibrierten Glasspritzen 0.50 ml (2.5 mmol) Diisopropylethyl-

amin und 048 ml (25 mmol) Chloro[diisopropylamino]-p-cyanoethoxyphosphin

zugegeben. Nach 45 Minuten Rihren bel Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch zu

50 ml 5 %iger Natriumhydrogencarbonat-Losung gegeben und viermal mit je 50 mi

Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat

getrocknet und evaporiert. 2.786 g Rohprodukt wurden sdaulenchromatographisch an

Kieselgel 60 gereinigt (Laufmittel:Petrolether 60/70/ Ethylacetat 2 : 1, Zusatz von 0.1 %

Pyridin).

M= 1414.9 g/mol; (CgsH10:N2014P)

Ausbeute: 2.543 g (1.8 mmoal) 91 % d.Th. (Lit. 75 %)

R-Wert (Hexan/Ethylacetat 3:1 + 0.5 % Et3N) : 0.20

H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1.13 (dd, 12H, CH(CHs),), 1.26 (t, 2H, CH.CN),
1.78 (quin., 6H, CH,CH,CH,), 3.07 (t, 6H, CH,ODMTTr), 3.24 (s, 6H, (OCH,)sC),
3.39 (t, 6H, OCH,), 3.52 (sep. 2H, CH(CHa),), 3.71 (s, 2H, CCH,0P), 3.75 (s, 18H,
OCH3), 4.13 (t, 2H, CH,CH,CN), 6.82-7.38 (m, 39H, arom.) ppm

BC.NMR (100 MHz, CDCls): & = 20.70 (CH.CN), 25.05 (CH(CHs),), 30.72
(CH2CH,CHy), 43.50 (CH(CHg)2), 49.58 (C(CH>)4), 55.58 (OCHgs), 58.34 (CH,CH.CN),
58.76 (CCH,OP), 61.08 (CH,ODMTr), 69.05 (OCH,), 69.75 (OCH,)sC), 85.75 (cq,
DMTr), 117.50 (CH,CN), 112.97-158.29 (arom., DMTr) ppm

MALDI-TOF Massenspektrum: 1424.63 (M1")
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11.2.10 Pyridinium-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)butyrat 10

0.285g (2.3 mmol) 4-Hydroxybuttersaurenatriumsalz wurden zweimal mit je 25 ml
abs. Pyridin koevaporiert und anschlief3end in 15 ml abs. Pyridin aufgenommen. Es folgte
die Zugabe von 0.914 (2.7 mmol) 4,4'-Dimethoxytritylchlorid und 0.144 g (1.2 mmol)
4-Dimethylaminopyridin. Nach 16 Stunden Ruhren bei Raumtemperatur wurde das
Reaktionsgemisch eingeengt, in 40 ml Dichlormethan aufgenommen, zweimal mit je 40 ml
Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, evaporiert und im Hochvakuum
getrocknet. 0.825 g Rohprodukt wurden saulenchromatographisch an 100 g Kieselgel 60
(Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 95:5; 0.1 % Pyridin) gereinigt.

M = 406.48 g/mol; CxsH260s

Ausbeute: 0.485 g (0.99 mmoal); 43%d. Th.

R: -Wert (Dichlormethan/Methanol 85:15) : 0.74

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 1.74 (quin. 2H, CH,CH,CHy), 2.30 (t, 2H, CH,CO,),
2.98 (t, 2H, CH,ODMTTY), 3.74 (s, 6H, OCHg), 6.97-7.37 (m, 13H, arom.), 7.19 (Pyridin),
7.45 (Pyridin), 8.62 (Pyridin) ppm

BC.NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 2491 (CH,CH,CH,), 30.56 (CH,CO,),
5491 (OCHs), 61.94 (CH,ODMTr), 8514 (C, DMTr), 113.03-157.89 (arom.),
174.10 (COy) ppm

Massenspektrum: m/z (rel. Intensitit %) = 486 ((M+Pyridin)*, 0,2), 406 (M", 8),
303 (DMTr*, 100)

11.2.11 Darstellung von p-Nitrophenyl-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat 11

1.527 g (3.14 mmol) Pyridinium-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)butyrat 10 wurden zweimal mit
5 ml abs. Pyridin koevaporiert und unter Argon-Atmosphére in 50 ml abs. Dioxan geldst.
Nach Zugabe von 3.5 ml abs. Pyridin und 0.581 g (4.18 mmol) p-Nitrophenol wurden unter
Rihren langsam 5 ml 1 M DCC-L6sung in Dioxan zugetropft. Nach 16 Stunden Rihren
bei Raumtemperatur wurde das ausgefalenen Harnstoffderivat abfiltriert, das Filtrat
eingegengt, mehrfach mit Dioxan lyophilisiert und im Olpumpenvakuum getrocknet.

M = 527.57 g/mol; C31H29NO;
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Ausbeute: 3.17 g Rohprodukt

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 5 = 2.15 (quin. 2H, CH,CH»CH,), 2.38 (t, 2H, CH.CO,),
3.07 (t, 2H, CH,ODMTT), 3.72 (s, 6H, OCH3), 6.82-8.28 (m, arom.) ppm

BC.NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 24.84 (CH,CH,CH,), 33.81 (CH,CO,),
55.36 (OCHs), 66.71 (CH,ODMTr), 8514 (C, DMTr), 113.11-155.55 (arom.),
164.43 (COy) ppm

Massenspektrum: m/z (rel. Intensitét %) = 527 (M, 0.5), 406 (M*, 0.2), 303 (DMTr", 100)

11.2.12 Darstellung von t-Butyl-p-nitrophenylcarbonat 12

Zu einer Losung von 2.147 g (29.0 mmol) t-Butanol in 10 ml abs. Pyridin wurden bel 0 °C
5.236 g (26.0 mmol) p-Nitrophenylchlorformiat portionsweise zugegeben. Nach zwei
Stunden RUhren bei Raumtemperatur wurde ausgefallenes Pyridiniumhydrochlorid
abfiltriert. Das Filtrat wurde mit 5 ml Wasser versetzt und dreimal mit je 15 ml
Diethylether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden jeweils zweimal mit je 10 ml
1 N HCI, ges. NaHCOs-L6sung und ges. NaCl-Ldsung gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet und eingeengt. Das Produkt wurde mehrfach mit Dioxan lyophilisiert und im
Ol pumpenvakuum getrocknet.

M = 239.23 g/moal; C11H13NOs

Ausbeute: 2.209 g (9.2 mmol); 32 % d.Th.

R-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.55

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.58 (s, 9H, CHs), 7.37 (d, 2H, CH arom.),
8.44 (d, 2H, CH arom.) ppm

BC.NMR (100 MHz, CDCL3): & = 27.64 (CHs), 77.03 (C(CHs)s), 150.55 (C=0),
121.93, 125.22 (CH, arom.), 145.16, 155.72 (C,, arom.) ppm
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11.2.13 Umsetzung von Poly-D,L -lysin mit t-Butyl-p-nitrophenylcar bonat

50 mg Poly-D,L-Lysin (16.5-33.5 nmol a-NH,, COOH, 1353-5561 nmol &-NH,) wurden in
1 ml ges. NaHCOs-L6sung gel6st und mit einer Lésung von 25 mg (0.1 mmol) t-Butyl-p-
nitrophenylcarbonat in 1 ml Dioxan versetzt. Nach drei Stunden Kochen unter Ruckfluf3
wurde unter Eisbadkthlung mit 40 pl einer 0.1 N HCI- Lésung angesduert und 80 pl einer
0.01 M DCC-L6sung zugegeben. Nach 16 Stunden Ruhren bel Raumtemperatur wurde das
ausgefallene Harnstoffderivat abfiltriert und das Filtrat lyophilisiert. Der Riickstand wurde
in 5 ml Ethylacetat aufgenommen und mit 4 ml Wasser und 4 ml ges. NaHCOs-L6sung
gewaschen und die organische Phase Uber Natriumsulfat getrocknet.

Nach Trocknung im Olpumpenvakuum wurde der Riickstand in 5 ml Dioxan/Pyridin 10:1

aufgenommen und direkt zur Kopplung an die feste Phase eingesetzt.
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11.3 Silizium-Wafer

11.3.1 Funktionalisierung der Silizium-Ober flache

Die Silizium-Wafer wurden mit Ethanol gewaschen und in der Bunsenbrennerflamme bzw.
in einem Muffelofen ausgegliht. Die heiRen Wafer wurden jewells in 750 pl einer in
1.5ml  Eppendorf-Reaktionsgefalden  vorgelegten 25  %igen  3-(Triethoxysilyl)-
propylamin/Toluol-L 6sung Uberfihrt und bei 65 °C Uber Nacht geschuittelt.

Die Uberstande wurden abgenommen und die Wafer jeweils dreimal mit je 750 pl Toluol,
DM SO, Ethanol, 0.05 M NaHCO3-L 8sung, Wasser und Ethanol gewaschen.

11.3.2 Quantifizierung der Beladungsdichte

Pikrinsdure-Assay

Die Silizium-Wafer wurden in 1.5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalien dreimal mit je 750 pl
Dichlormethan gewaschen und in frische Reaktionsgefél3e Uberfuhrt. Die Wafer wurden
jeweils mit 500 ul einer 0.1 M Pikrinsdure-Lésung in Dichlormethan versetzt und bei
Raumtemperatur ¥ Stunde geschiittelt. Der Uberstand wurde abgenommen, die Wafer
dreimal mit je 200 pl Dichlormethan gewaschen und in frische 1.5 ml Reaktionsgeféiie
Uberfihrt. Die trockenen Wafer wurden jeweils mit einem Volumen V 4 %iger
Triethylamin/CH,Cl,-L6sung versetzt, kurz geschittelt, und die Uberstande in 100 pl-
Quarzkivetten (mit Stopfen) photometrisch bei 373 nm gegen 4 %
Triethylamin/Dichlormethan-Ldsung (v/v) vermesssen.

Die Konzentration an freigesetztem Pikrat |&3t sich nach folgender Geradengleichung aus

den Extinktionen berechnen:

c[nmol/ml] = (Ez73 - 0.0036)/0.01678
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Abb. 11-1: Pikrat-Eichreihe

Dimethoxytrityl-Assay

Die Silizium-Wafer wurden jeweils dreimal mit je 500 pl Pyridin gewaschen und mit je
500 pul einer N,N'-Dimethoxytritylchlorid-Lésung (352 mg/5 ml Pyridin) versetzt. Nach
16 Stunden Schiitteln bei Raumtemperatur wurden die Uberstande abgenommen, und die
Wafer jewells dreimal mit je 500 pl Pyridin, Toluol, Methanol und Dichlormethan
gewaschen und an der Luft getrocknet. Zur Detritylierung wurden die Wafer mit 3 %iger
Dichloressigsaure in Dichlormethan versetzt. Die Detritylierungsldsungen wurden gegen
3 %ige Dichloressigsdure in Dichlormethan als Referenz bei 504 nm photometrisch
vermessen. Mit der folgenden Geradengleichung, die mit Hilfe einer Eichreihe erhalten
wurde, lassen sich aus den Extinktionen die Konzentrationen des Dimethoxytritylkations

quantifizieren:

c[nmol/ml] = (Esg, - 0.01899)/0.08905
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Abb. 11-2: Dimethoxytrityl-Eichreihe in 3 % Dichloressigsdure
SDTB-Assay

Die Bestimmung oberflachengebundener Aminogruppen mit Hilfe des SDTB-Assays
erfolgte unter Verwendung des Sulfo-SDTB-Assays der Firma Pierce nach den Angaben
des Herstellers.

Die Silizium-Wafer wurden mit Assay-Puffer gewaschen, in 0.5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefdl3e Uberfuhrt und mit je 250 pl Reagenz-Losung 0.5 Stunden bei
Raumtemperatur behandelt. Die Lésung wurde abgenommen, die Wafer dreimal mit
Assay-Puffer gewaschen und in 1.5 ml Eppendorf-Reakitonsgeféa3e tUberfuhrt. ES wurde
mit Developing-Solution versetzt und die Extinktion der Uberstande in 100 pl
Quarzkuvetten gegen Developing-Solution bel 498 nm gemessen.

Die Konzentration an freigesetztem Dimethoxytritylkation l&3t sich nach folgender

Geradengleichung aus den Extinktionen berechnen:

c[nmol/ml] = (E4gg - 0.13254)/0.06005

Assay-Puffer: 50 mM NaHCO; (pH 8.5)

Reagenz-L 6sung: 0.1 mM s-SDTB in Assay-Puffer
(3.03g sSDTB in 1 ml DMF gelést ad 50 ml mit Assay-
Puffer verdinnt)
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Developing solution : 36 % Perchlorsaure

3
¢ (DMTr+) | Extinktion
] [nmol/ml] | 498 nm
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] 11.49 0.805
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R =0.99953
1 SD =0.02752, N =10
0.5 1 P = 2.1632E-13
- ‘
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Abb. 11-3: Dimethoxytrityl-Eichreihe in 36 %iger Perchlorsaure
TNBS-Assay

Die Silizium-Wafer wurden dreimal mit 200 pl 4 % Natriumhydrogencarbonat-L6sung

gewaschen und anschlief3end mit jeweils 200 pl einer 0.1 %igen 2,4,6-Trinitrobenzol-

sulfonsaure-Lésung in N,N-Dimethylformamid fir zwei Stunden bei 40 °C im Dunkeln

inkubiert. Anschliefiend wurde mit jewells 200 ul 1 N HCI-Lésung versetzt. Die

Uberstande wurden abgenommen und die Wafer dreimal mit je 250 pl Wasser gewaschen

und in neue Reaktionsgefdl3e Uberfihrt. Zur Abspaltung des Pikrats wurde jeweils mit

200 ul 1 N Natronlauge vesetzt, gut geschittelt und die Lésung in eine Quarzkivette

Uberfuhrt. Es wurden die Extinktionen bel 353 nm gegen 1N Natronlauge als Referenz

gemessen.

Berechnung der Konzentration an freigesetztem Pikrat:

c[nmol/ml] = (E.., - 0.04151)/0.01354

353
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1,6
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Abb. 11-4: Pikrat-Eichreihein 1 N Natronlauge

11.3.3 Aktivierung aminofunktionalisierter Silizium-Wafer mit DITC

Die aminofunktionalisierten Silizium-Wafer aus 11.3.1 wurden dreima mit DMF
gewaschen, in frische Eppendorf-Reaktionsgefalde tberfihrt und mit je 750 ul einer 0.1 M
DITC-L6sung in DMF/ Pyridin 9:1 2 Std. bei 40 °C unter Schiitteln behandelt. Die Losung
wurde abgenommen, und die Wafer jewells dreima mit je 750 pul DMF und Ethanol

gewaschen.

11.3.4 Kopplung von tBoc geschitztem p-Nitrophenyl aktiviertem Polylysin 13 an
aminofunktionalisierte Silizium-Wafer

Aminofunktionalisierte Silizium-Wafer (vgl. 11.3.1) wurden mit 500 pul DMF/Et3N 8:1
gewaschen. Anschlief3end wurd mit je 500 pl DMF/Et3N 8:1 versetzt und 250 pl der Poly-
lysin-L6sung aus 11.2.13 zugegeben. Nach 16 Stunden Schitteln bel Raumtemperatur
wurden die Uberstande abgenommen, und die Wafer zweimal mit je 500 pl DMF, Ethanol,
Dioxan und Dichlormethan gewaschen und getrocknet. Zur Entschitzung wurden die
Wafer fur eine Stunde mit Trifluoressigsaure behandelt. Abschlief3end wurde je dreimal
mit 500 pl ges. NaHCOs3-L 6sung und Wasser gewaschen.
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11.3.5 Umsetzung DITC-aktivierter Silizium-Wafer mit Polylysin

Mit DITC aktivierte aminofunktionalisierte Silizium-Wafer Ax: aus 11.3.3 wurden mit
jeweils 250 pl einer Poly-L-lysin-Lésung (0.1 % wi/v in Wasser, Sigma Diagnostics, USA)
und 250 pl N-Methylmorpholin 16 Stunden bei Raumtemperatur geschittelt. Die

Uberstande wurden abgenommen, und die Wafer dreimal mit je 500 pl Wasser gewaschen.

11.3.6 Kopplung von 3,5-Dicarbomethoxyphenoxyessigsaure-p-nitrophenylester 2
an die Silizium-Oberflache

Aminofunktionalisierte Silizium-Wafer A aus 11.3.1 wurden mit Dioxan gewaschen und
anschliefzend mit 250 pl DMF/Et3N 8 : 1 versetzt. Nach der Zugabe von jeweils 250 pli
einer 0.1 M 3,5-Dicarbomethoxyphenoxyessigsiure-p-nitrophenylester 2-Losung in
Dioxan/Pyridin 10:1 wurden die Wafer 16 Stunden bei Raumtemperatur geschttelt. Die
Uberstande wurden abgenommen und die Wafer jeweils dreimal mit je 500 pul DMF,

Ethanol und Dioxan gewaschen.

11.3.7 Aminolyse der an die Silizium-Oberflache gekoppelten 3,5-Dicar bomethoxy-
phenoxyessigsaur e

Die Wafer aus 11.3.6 wurden mit Dichlormethan gewaschen und getrocknet. Es wurde mit

jeweils 125 pl frisch destilliertem Ethylendiamin versetzt und 16 Stunden bel 4 °C

geschiittelt. Die Uberstande wurden abgenommen und die Wafer jeweils dreimal mit je

500 Wl Toluol, DMF, Ethanol und Dioxan gewaschen.

11.3.8 Kopplung von Tris-2,2,2-[3-(4,4'-dimethoxytrityloxy)propyloxymethyl]ethyl-
N,N-diiso-propylaminocyan-ethoxyphophoamidit 9 an die Silizium-
Oberflache

Hydroxylfunktionen prasentierende Silizium-Oberfl&chen wurden mit abs. Pyridin und abs.

Acetonitril gewaschen und in neue Reaktionsgefal3e Uberfuhrt, die mit Septen verschlossen

wurden. Unter Argon wurde nochmals mit abs. Acetonitril gewaschen und mit jeweils

100 pl einer Losung des dendritischen Amidit-Synthons aus 11.2.9 (2.5 umol/ml) in

Acetonitril und 10 pl einer Tetrazol-Losung (0.22 pmol/ul) in Acetonitril versetzt. Nach

einer Stunde Schiitteln wurden die Uberstéande abgenommen, und die Wafer dreimal mit
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Acetonitril gewaschen. Anschlief?end wurde zur Oxidation mit lod-Lésung (0.4 M,
THF/Pyridin/Wasser 9:1:0.2) behandelt und mit Dioxan, Ethanol, 5 % NaHSO3-Ldsung

(w/v), Wasser, Ethanol und Dioxan gewaschen.

11.3.9 Kopplung von p-Nitrophenyl 4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat 11 an die
Silizium-Oberflache
Aminofunktionalisierte Silizium-Wafer A aus 11.3.1 bzw. mit dem trifunktionellen Linker
versehene Oberflachen C aus 11.3.7 wurden mit je 500 ul DMF/Et3N 8:1 gewaschen und
in neue Reaktionsgefél3e Uberfuhrt. Die Wafer wurden mit je 400 ul DMF/EtsN 8:1 und
300 ul einer 0.14 M p-Nitrophenyl-4-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-butyrat-Ldsung aus 11.2.11
in Dioxan/Pyridin 10:1 versetzt. Nach 16 Stunden Schitteln bei Raumtemperatur wurden
die Uberstande abgenommen, und die Wafer jeweils dreimal mit je 500 ul DMF, Ethanal,

Dioxan und Dichlormethan gewaschen und getrocknet.

11.3.10 Kopplung des 5'-Amino-Modifiers 3-(Trifluoracetylamino)propyl-(-2-
cyanoethyl)-(N,N-diisopr opyl)-phopshoamidit an die Silizium-Ober flache

Hydroxylfunktionen prasentierende Silizium-Oberflachen (Al, A2 und C2) wurden
getrocknet und in mit Septen verschlossenen Reaktionsgeféaen unter Argon mit 120 pl
einer 5-Amino-Modifier-Lésung (2.5 pmol/ml) in Acetonitril und 12 pl einer Tetrazol-
Losung fir eine Stunde geschiittelt. Die Uberstande wurden abgenommen und die Wafer
mit Acetonitril, einer lod-Lésung (0.4 M, THF/Pyridin/Wasser 9:1:0.2), Wasser, 5 %
NaHSO;-L 6sung, Wasser, Ethanol und Dioxan gewaschen.

Zur Entschitzung wurde zunéchst mit Ethanol und Wasser gewaschen und anschlief3end
eine Stunde mit 0.5 M Natronlauge behandelt. Es folgte Waschen mit Wasser, ges.
NaHCOgs-L 6sung, Wasser, Ethanol und Dichlormethan.

11.3.11 Dedimethoxytritylierung geschutzter modifizierter Silizium-Oberflachen

Die Entschitzung N,N'-dimethoxytrityl-geschitzer Silizium-Oberflachen erfolgte analog
zur Dedimethoxytritylierung des DM T-Assays (vgl. 11.3.2) durch Behandlung mit 3 %iger
Dichloressigsaure in Dichlormethan. Die Entschiitzungreaktion konnte somit gleichzeitig

zur Quantifizierung gebundener Hydroxylfunktionen verwendet werden.
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11.3.12 Immobilisierung von Oligonucleotiden an aminofunktionalisierte Silizium-
Wafer

Mit 1,4-Phenylendiisothiocyanat aktivierte aminofunktionalisierte Silizium-Wafer (A bis
Fa) wurden einzeln in 2.0 ml Reaktionsgefdie (SafeSeal Microcentrifuge tubes,
Sorensen™, BioSience, Inc. Salt Lake City, USA) Uberfihrt und mit 50 pl einer 8.2 uM
Oligonucleotid-L6ésung in 100 mM KH,PO,-Puffer pH 8.0 Uberschichtet. Nach 16 Stunden
Schitteln bei Raumtemperatur wurden die Wafer dreimal mit je 150 pl Wasser gewaschen.
Anschliefiend wurde dreima fur je 0.5 Stunden mit 150 pl Waschlésung bei 65 °C
behandelt und dreimal mit 150 pl Wasser gewaschen.

Waschpuffer: 20x SSC-Puffer pH 7.0:
3 M Natriumchlorid

0.3 M tri-Trinatriumcitrat

Waschldsung: 5x SSC-Puffer

50% Formamid
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11.4 PROBE-Reaktion mit Oligonucleotid-Wafer

Die mit Oligonucleotid beladenen Silizium-Wafer wurden in Mikrotiterplatten mit flachem
Boden Uberfuhrt und mit jeweils 48.32 ul Reaktions-Mix und 1.68 pl Enzym-Losung
versetzt. Zur Kontrolle wurde die Reaktion analog in Losung unter Zusatz von 1 pl
Template (5 pmol/ul) durchgefihrt. Als Negativkontrolle diente ein Reaktionsansatz ohne
Template.

Die Primeroligonucleotid Basenextensions-Reaktion erfolgte in einem in situ-Block eines
Thermocyclers mit den Temperaturprogrammen | und 1l (s.u.). Die Mikrotiterplatte wurde
anschlieRend auf Eis gekiihlt, und die Uberstéande wurden abgenommen. Die Wafer wurden
jewells dreima mit je 100 pl Waschpuffer gewaschen, getrocknet und auf einem
Probentrager des MALDI-TOF-Gerétes befestigt.

Reaktions-Mix (pro Ansatz): 2 W Primer (10 pmol/pl)
5l ddA-Mix (500 uM ddATP, 500 pM dNTP)
5 yl ThermoSequenase Reaktionspuffer
36.32 pl ddH,0

Enzym-L6sung (pro Ansatz): 1.41 pl Dilution Buffer
0.27 YWl ThermoSequenase™ (32 units/pl)

ThermoSequenase Reaktionspuffer: 260 mM Tris-HCI pH 9.5

ThermoSequenase Dilution buffer: 10 mM Tris-HCI pH 8.0
1 mM 2-Mercaptoethanol

0.5 % Tween® 20 (V/V)
0.5 % Nonidet® P-40 (v/v)
Template-L 6sung: 250 pmol/ul
Temperaturprogramm |I: 80°C 1min
10 Zyklen: 40°C 10s
72°C 5s
72°C 3 min
25°C
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Temperaturprogramm I1: 80°C 1min

10 Zyklen: 40°C 10 min
72°C 5min

72°C 3 min
25°C

Waschpuffer: 0.07 M Ammoniumcitrat

11.4.1 Reinigung der Reaktionsansatze mit Hilfevon ZipTip™

Eswurden ZipTip™ (Fa. Millipore, Eschborn) C18 in Kombination mit einer 10 pl-Pipette
verwendet. Die Matrix wurde zunéchst durch jeweils dreimaliges Aufnehmen von 10 pl
Acetonitril und Waschpuffer aquilibriert. Zur Immobilisierung wurden 10 pl der Proben-
Losung aufgenommen und ca. 10 x auf- und abgezogen. Zum Waschen wurden einmal
10 pl Waschpuffer und zweimal 10 pl Wasser aufgenommen (jeweils 3 x aufnehmen und

ablassen). Die Elution erfolgte durch 10 pl Elutionspuffer (6x aufnehmen und ablassen).

Waschpuffer: 0.1 M Tetraethylammoniumacetat
5 % Acetonitril (v/v)

Elutionspuffer: 0.1 M Tetraethylammoniumacetat
10 % Acetonitril (v/v)

11.4.2 Reinigung der Uberstande der PROBE-Reaktion an fester Phase durch
Ethanolfallung

Die abgenommenen Uberstande wurden mit 3 pl 3M Ammoniumacetat-Puffer, 1 ml
seeDNA (Amersham LifeScience, Cleveland, USA) und 100 pl Ethanol versetzt und %
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurde 20 Minuten bei 15.000 rpm in
einer Kuhl-zentrifuge zentrifugiert. Die Uberstande wurden abgesaugt und das Pellet mit
100 pl 80 %igem eisgekiihitem Ethanol gewaschen. Nach Zentrifugation fur 2 Minuten bei
15.000 rpm wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet luftgetrocknet. Der Riickstand
wurde in 2 pl Wasser aufgenommen und mit lonenaustauscher (Dowex 50WX8, Mesh:
100-200, NH,"-Form) ¥4 Stunde inkubiert. Jeweils 600 nl der Probenldsung wurden fiir die
massenspektrometrische Analyse eingesetzt.
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11.4.3 Analyseder Reaktionsprodukte mittelsMALDI-TOF-MS

Slizium-Wafer

Die Wafer-Oberflachen wurden nach dem Waschen manuell in einer Makropréparation mit
200 nl 3-HPA-L6sung, bzw. in einer Mikropréparation mithilfe eines Nanoplotters mit je
6 nl Matrix-L6sung vesehen. Anschlief3end wurden die Wafer auf einen Trager geklebt und

in das Massenspektrometer geschleust.

Probenl 6sungen:
Jeweils 600 nl der aus den Reaktionsiberstdnden durch Ethanolféllung gereinigten
Oligonucleotidlésungen wurden auf das Target gebracht und nach Vorkristallisation mit je

600 nl Matrixldsung Uberschichtet.
Matrix-L6sung: 70 mg 3-Hydroxypicolinsdure

10 mg Ammoniumcitrat
700 Wl Acetonitril/Wasser [1:1 (v/v)]
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11.5 Expression, Reinigung und Analyse der Alkalischen Phosphatase
BAPHis6

Die bakterielle Alkalische Phosphatase (BAP) wurde als rekombinantes Protein mit einem
HisTag zur Erleichterung der Aufreinigung exprimiert. Dazu wurde das Plasmid
pBAPHis6 (vgl. Anhang) zur Transfektion des E. coli Stammes JM 831** eingesetzt.
Genotyp: Fara A(lac-proAB) rpsL (Str*) [®80 AlacZAM15] thi

11.5.1 Nahrmedien

Als Flissigmedium wurde autoklaviertes LB (Luria-Bertani-)-Medium bzw. 2TY-Medium

verwendet.

LB-Medium: 10 g/l NaCl
10 g/l Caseinhydrolysat (Select Peptone 140, GIBCO BRL)
5 g/l Hefeextrakt (GIBCO BRL)

2TY-Medium; 5 g/l NaCl

20 g/l Caseinhydrolysat
10 g/l Hefeextrakt

Nach 30 Minuten Sporigieren bel Raumtemperatur wurde autoklaviert. Zur Herstellung
selektiver Medien wurde Ampicillin (Sigma Aldrich) zu einer Endkonzentration von

100 pg/ml zugegeben.

Selektive Nahrboden wurden aus LB-Medium unter Zusatz von 8 g/l Agar (Select Agar,
GIBCO BRL), 40 ml IPTG-L6sung (20 mg/ml) und 40 ul X-Gal-Losung (20 mg/ml DMF)
hergestelit.

11.5.2 Ubernachtkulturen

Ubernachtkulturen wurden durch Animpfen von LB-Medium mit Zellen aus einer
Glycerinpraparation (820 pl Bakterienkultur der spétlogarithmischen Wachstumsphase
wurden mit 180 pl Glycerin versetzt und bel -70 °C gelagert) und Inkubation im
Schittelinkubator bei 37 °C Uber Nacht gewonnen.
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11.5.3 Induktion

200 ml ampicillinhaltiges 2TY-Medium wurden mit 2 ml frischer Ubernachtkultur
angeimpft, 2.5 Stunden im Schittelinkubator bei 37 °C belassen und mit einer 100 mM
IPTG-Stammldsung zu einer Endkonzentration von 1 mM versetzt. Nach 2.5 Stunden
Schitteln bei 37 °C wurden die Zellen durch Zentrifugation (6000 rpm, 3 min) geerntet.

11.5.4 Zdlaufschluld

Das Zellsediment wurde in 8 ml Sonication-Puffer und 2 ml 10 % Triton resuspendiert. Die
Suspension wurde Uber Nacht bei -20 °C eingefroren. Nach dem Auftauen wurde fur 10
min auf 70 °C erwarmt , auf -70 °C eingefroren und erneut for 10 min auf 70 °C erwarmt.
Die unléslichen Zellbestandteile wurden abzentrifugiert (6000 rpm, 5 min). Das im
Uberstand befindliche BAPHis6 wurde durch Affinitatschromatographie mit Ni-NTA-
Agarose (Qiagen) gereinigt.

1155 Metallchelat-Affinitatschr omatogr aphie!®?

Vorbereitung der Adsorptionsmatrix:

400 I Matrixsuspension, Ni-NTA-Agarose (Qiagen), wurden in Mikro-Spin
Zentrifugenfilter (Roth GmbH) Uberfihrt und zentrifugiert. Das Saulenmaterial wurde mit
400 pl NiCl,-Lsg. (100 mM) 10 min inkubiert. Die Flissigkeit wurde kurz abzentrifugiert
und das Material mit jeweils 400 ul Wasser, Puffer F und Sonication-Puffer gewaschen.
Anschlief3end wurde die Matrix in 100 gl Sonication-Puffer aufgenommen.

Adsorption:

Die vorbereitete Matrix-Suspension wurde zum Zellrohextrakt der induzierten Zellen
gegeben und fur 1 Stunde bel 4 °C geschiittelt. Durch Zentrifugation (10000 rpm/20 min)
wurde die Ni-NTA-Agarose mit dem immobilisierten Protein abgetrennt. Das Sediment
wurde viermal mit je 250 pl Waschpuffer gewaschen. Zur Elution wurde mit 200 pl
Elutionspuffer bei 37 °C fir 30 min inkubiert. Eluat und Matrix wurden durch

Zentrifugation in Zentrifugenfiltern voneinander getrennt.
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Puffer F: 6 M Guanidinhydrochlorid
0.2 M Essigsaure

Soni cation-Puffer: 50 mM Na,HPO,
300 mM NaCl
pH 6.9

Waschpuffer: Sonication-Puffer
10 % Glycerin
pH 6.9

Elutionspuffer: Sonication-Puffer
500 mM Imidazol
10 % Glycerin
pH 6.0

11.5.6 Ultrafiltration

Das durch Affinitétschromatographie gewonnene Protein wurde durch Ultrafiltration mit
Hilfe von Einweg-Mikrokonzentratoren der Firma Amicon (,Microcon 3*) mit
Ultrafiltrationsmembranen einer molekularen Ausschlu3grofie von 3000 Da aufgereinigt.
Dazu wurde ein Aliquot der Probe in den Ultrafiltrationsaufsatz Uber einem Auffanggefal?
gegeben und ca. 90 min bei 13000 g (11000 rpm) zentrifugiert. Es folgten zwel
Waschschritte mit jewells 100 pul Wasser (13000g, 60 min). Der Ultrazentrifugenaufsatz
wurde nun umgedreht und in einem frischen Auffanggefar? positioniert. Auf die Rickseite
der Membran wurden 100 pul Wasser gegeben, und durch Zentrifugation (13000 g, 5 min)
wurde das Protein von dieser geldst und auf 400 pl Losungsvolumen verdinnt. 1 pl dieser
Elutionsl dsung entsprechen damit 0.5 ml urspringlichem Kulturvolumen.

Diein Wasser gel6ste BAPHis6 wurde bei 4 °C gelagert.
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11.5.7 Praparation von Proteinproben fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fur die Analyse von Proteinen auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel wurden diese mit einem
SDS-haltigen Lysepuffer denaturiert.

Zur Untersuchung des Gesamtproteingehalts von Zellen wurden diese durch Zentrifugation
sedimentiert (6000 rpm/3 min). Das Sediment wurde in 100 pl Lysepuffer aufgenommen
und zunachst far 5 min auf 60 °C, dann fur 5 min auf 100 °C erhitzt. Zur Entfernung der
unlslichen Zellbestandteile wurde 20 min bel 14000 rpm zentrifugiert.

Proteinldsungen wurden zur Vorbereitung ebenfalls in Lysepuffer aufgenommen und wie
die Zellkulturen behandelt.

Lysepuffer: 0.1 M Tris-HCI (pH 6.8)
5% SDS
1 M B-Mercaptoethanol
15 % Glycerin
0.005 % Bromphenolblau

11.5.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fir die gelelektrophoretische Analyse des Proteins wurden denaturierende,
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgele verwendet. Die 10 %igen Gele wurden in zwel
Schritten gegossen:

Zunéchst wurde die Gelldsung fur das Trenngel angesetzt und in die Gelzelle geflillt, so
dal3 ca. 1 cm des oberen Randes frei bleibt. Zur Bildung einer scharfen Grenzschicht wurde
mit Wasser Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren des Trenngels wurde das Wasser
entfernt und die Ldsung fir das Sammelgel daraufgegossen. Durch Einflhren eines
Probenkammes wurden die Probentaschen erzeugt, in die dann die Proben pipettiert
wurden.

Die Gele wurden bei einer Spannung von 150-180 V gefahren, bis die Lauffront mit dem
Bromphenolblau des Lysepuffers zur Unterkante des Gels gewandert war.

Nach dem Gellauf wurden die Proteinbanden mit Coomassie Brilliant Blue sichtbar
gemacht. Dazu wurde das Gel mehrere Stunden in die Farbel 6sung gelegt und anschlief3end
mit Entférber behandelt.

Die entwickelten Gele wurden mit der Geldokumentations-K amera aufgenommen.
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Zusammensetzungen der Gelldsungen fur zwei 10 %ige Minigele:

Trenngel Sammelgel

30 %iger Acrylamid/Bisacrylamid Mix 4 K
(37.5:1), walrige Losung (w/v) (AGS GmbH) 3.33ml 0.65ml
Wasser 4.12 ml 3.05ml
Trenngel-/Sammel gel puffer 2.5 ml 1.25ml
10 %ige AMPS-Ldsung 50 ul 25 ul
TEMED 5ul 5u
Trenngel puffer: 1.5M TrissHCI (pH 8.88)  (90.8 g/500 ml)

0.4% SDS (2 g/500 ml)
Sammelgelpuffer: 0.5M Tris-HCI (pH 6.8) (30.3 g/500 ml)

0.4% SDS (2 g/500 ml)
Elektrophoresepuffer: 0,05 M Tris-HCI (691

0.2 M Glycin (24.4 gl)

0.2% SDS 2dgl)
Farbel 6sung: 25 % lsopropanol (v/v)

10 % Eisessig (v/v)

0.02 % Coomassie Brilliant Blue (w/v)

Entféarber: 10 % Isopropanol (v/v)
10 % Eisessig (V/v)

11.5.9 Native Polyacrylamidgelelektrophorese

Proteine fur die native PAGE wurden durch ein schonendes Aufschluf3verfahren aus E. coli
gewonnen: 1.5 ml Suspension von mit Expresionsvektor transfizierten und induzierten
Zellen wurden abzentrifugiert (4000 g, 5 min). Das Pellet wurdein 0.5 ml 10 mM Tris-HCI
(pH 7.0) resuspendiert. Es wurde nochmals zentrifugiert und das Sediment in 100 pl 10
mM Tris-HCl aufgenommen. Die Zellen wurden bis zum vollsténdigen Aufschlufd durch

Ultraschall bei 0 °C sonifiziert, und die Suspension wurde zentrifugiert (20000 g, 20 min).
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Die Herstellung nativer Gele erfolgte anolog zu der denaturierender Gele, wobei jedoch auf
Zusatz von SDS verzichtet wurde. Die Proben wurden vor dem Auftragen mit Blaumarker
versetzt und nicht erhitzt. Das Anférben der nativen Gele erfolgte mit BCIP/NBT zum
selektiven Sichtbarmachen aktiver Alkalischer Phosphatase.

Blaumarker: 50 % Glycerin

0.5 % Bromphenolblau

11.5.10 Quantifizierung der Proteinmenge

Die Proteinmengenbestimmungen erfolgte mithilfe des BCA-Protein Assays der Firma
Pierce (Pierce Chemical Company, Rockford, USA) geméal3 den Angaben des Herstellers.
Zur Herstellung des Assayreagenzes wurde ein Volumenteil Reagenz B (4 % CuSO,) mit
dem 50fachen Volumen Reagenz A (NaCO3, NaHCOs;, BCA und Natriumtartrat in 0.2 M
NaOH) vermischt. 997 pl Assayreagenz wurden in kleine Einmalkulvetten mit Stopfen
(Roth) mit 3 pl der Enzymelutionslésung aus 11.5.6 versetzt und 1 Std. bel 60 °C im
Schittler inkubiert. Paralel wurde mit einer Verdinnungsreihe einer BSA-Losung (1 -
22.2 pg/ml, Stammldsung 2 mg/ml) analog verfahren. Nach dem Abkuhlen auf RT wurden
die Extinktionen der Losungen bei 562 nm gegen eine Blindprobe (1 ml Assayreagenz)
gemessen. Aus den Mel3werten fur die BSA-Verdinnungsreihe wurde eine Eichgerade
erstellt. Mit Hilfe der Geradengleichung wurden aus den Extinktionen die Proteinmengen

der Enzyml6sungen berechnet (vgl. Abb. 7-12).

11.5.11 Bestimmung der enzymatischen Aktivitét

Die Aktivitatsbestimmung erfolgte nach Méssner et al.'™" in Diethanolamin-Puffer und
p-Nitrophenylphosphat als Substrat. 10 pl ener 1:1000 Verdinnung der
Enzymelutionslésung (vgl. 11.5.6) wurden mit 900 pl Diethanolamin-Puffer in einer
kleinen Einmalklvette mit Stopfen %2 Stunde bel RT inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl
Substratlésung wurde in zeitlichen Abstdnden die Extinktion bei 405 nm gegen eine
Blindprobe (900 ul Diethanolamin-Puffer, 100 pl Substrat-L6sung) gemessen. Mit Hilfe
der linearen Regression einer Eichreihe von p-Nitrophenol in Diethanolamin.Puffer (vgl.
Abb. 11-5) konnte aus den Mef3werten fir die Extinktion die Konzentration freigesetzten

p-Nitrophenolats berechnet werden. Die Konzentration an p-Nitrophenolat wurde in einem
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Diagramm gegen die Zeit aufgetragen (vgl. Abb. 7-13). Die Steigung der erhaltenen

Geraden gibt den enzymatischen Umsatz an p-Nitrophenylphosphat pro Zeiteinheit an. Fur

die BAPHis-8-L6sungen ergaben sich enzymatische Aktivitaten von 0.36 bis 0.5 u bezogen

auf 1 pl Losung (= 144 - 200 u pro 200 ml Kulturvolumen). Die spezifische enzymatische

Aktivitét ergibt sich damit zu 40 u/mg.

Diethanolamin-Puffer:

Substrat-L sg.:

0.5 mM MgCl,
1 M Diethanolamin-HCI

,pH 9.8

0.1 M p-Nitrophenylphosphat

in Diethanolamin-Puffer

¢ (p-Nitrophenol) Extinktion bei 405 nm
[nmol/ml]
0 0

7.28 0.062
12.14 0.094
14.74 0.135
33.77 0.572
36.42 0.569
56.29 0.846
61.92 0.833
103.20 1.628

Lineare Regression:

Y=A+B+X
A =-0.04993 + 0.03222
B = 0.01593 + 0.00067
R = 0.99378

SD = 0.06308, N =9

P =6.2067 » 10®

18 1

16 1

14+

12+

0,8 T

Extinktion 405 nm
-

0,6 T

04+

02t

p-Nitrophenol in 1M Diethanolamin-Puffer pH 9,8

40 60

¢ (p-Nitrophenol) [nmol/mi]

80 100

Abb.11-5: p-Nitrophenol-Eichreihe und lineare Regression
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11.6 Immobilisierung der Alkalischen Phosphatase an Silizium-Wafer

Die nach Umsetzung mit 1,4-Phenylendiisothiocyanat aktivierten Silizium-Wafer (Axt,
vgl. 11.3.3) wurden dreima mit Immobilisierungspuffer gewaschen und in 0.5 ml
Eppendorf-Reaktionsgeféle Uberfuhrt. Die Wafer wurden mit Immobilisierungspuffer
Uberschichtet und mit 1 u Alkalischer Phosphatase-Ldsung unter kréftigem Schiitteln bei
37 °C eine Stunde inkubiert. Abschlief3end wurde je dreimal mit Immobilisierungspuffer

und Wasser gewaschen.

Phosphatase-Puffer: 0.1 M Tris-HCI (pH 9.5)
0.1 M NaCl
0.05M MgCl,
Wetting-Solution: 10 ml 2-Propanol

9.4 ml Wasser
200 Wl N-Methylmorpholin

®

400 pl Tween —20

Immobilisierungs-Puffer: Phosphatase-Puffer/Wetting-Solution 4:1

11.6.1 Farbreaktion zum Nachweis enzymatischer Aktivitdt an der Silizium-
Oberflache

Die mit Alkalischer Phosphatase beladenen Silizium-Wafer wurden dreimal mit Tris-HCI-
Puffer pH 9.5 gewaschen, in neue 0.5 ml Eppendorf-Reaktionsgefél3e Gberflihrt und mit
jewells 250 pl Farbelésung inkubiert. Die enzymatische Aktivitdt wurde durch

Entwicklung eines blauen Farbstoffes angezeigt.

Farbel 6sung: 2 ml Tris-HCI-Puffer pH 9.5
0.7 yl BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolyl phosphat)
0.9 ul NBT (Nitroblautetrazolium)
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11.6.2 Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt immobilisierter Alkalischer
Phosphatase

Die Enzym-Wafer wurden mit Diethanolamin-Puffer gewaschen, in 1 ml Einmalkivetten
Uberfihrt und mit 900 pl Diethanolamin-Puffer versetzt. Die weitere .Durchfiihrung
erfolgteanalog zu 11.5.11.

11.6.3 Quantifizierung der immobilisierten Proteinmenge

Die Proteinmengenbestimmung erfolgte analog zu 11.5.10, wobei die Inkubationszeit auf
2 Stunden bei 60 °C ausgedehnt wurde.

11.6.4 Experiment zur Enzymsattigung

Zur Bestimmung der maximal erreichbaren enzymatischen Aktivitét der Enzym-Wafer
wurde die Immobilisierung unter Einsatz verschiedener Mengen Enzym-Ldsung

durchgefthrt. Die enzymatische Aktivitdt wurde nach 11.5.11 quantifiziert.
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zur Immobilisierung | enzymatische Aktivitét
eingesetzte Enzym-Wafer
enzymatische Aktivitét
[u] [nmol/min]
0 0.238
0.0005 0.134
0.005 1.004
0.016 0.0458
0.05 2.238
0.25 2.76
0.8 4.6271
1.25 2.616
1.6 1.293
25 1.112
4 1.129
5 1.598
Tab. 11-1:  Enzymatische Aktivitat in

Abhangigkeit von der zur Immo-
biliserung eingesetzten Enzym-

menge
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11.6.5 Vergleichende enzymkinetische Unter suchungen

Zur Untersuchung der Abhangigkeit

der enzymatischen Aktivitdt von der

Substratkonzentration wurden Enzym-Wafer und Enzym-L0Osung in vergleichbarer Menge

eingesetzt. Es folgte die Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt gemal 11.5.11 unter
Variation der Substratkonzentration.

Enzym-L 6sung Enzym-Wafer
[S] [mmol/l] U[S] v [nmol/min] Uv v [nmol/min] v
0.00007 14285.714 0.22 4.545
0.0052 192.308 0.06 16.667 0.355 2.812
0.006 166.667 0.02 50 0.065 15.385
0.026 38.462 0.63 1.587 0.52 1.923
0.064 15.625 0.15 6.667 0.29 3.448
0.16 6.25 0.67 1.493 0.21 4.762
0.321 3.115 0.85 1.176 0.225 4.444
0.52 1.923 4.76 0.21 0.84 1.19
0.642 1.558 3.53 0.283 0.28 3571
1.604 0.623 3.73 0.268 0.35 2.857
2.6 0.385 4.99 0.2 4.49 0.223
3.209 0.312 3.81 0.262 0.5 2
17.3 0.058 4.9 0.204
52 0.019 4.8 0.208 4.9 0.204

Tab. 11-2: Me3werte der enzymkinetischen Untersuchung

Aus dem Lineweaver-Burk-Plot ergeben sich folgende Regressionsgeraden:

Enzym-L0Osung:
Enzym-Wefer:

1/v = 0.18254 + 0.22404 » 1/[S]
v = 0.63347 + 1.34986 « 1/[S]

Fir die maximale Reaktionsgeschwindigkeit und die Michaglis-Menten-Konstante folgt

damit:

Enzym-L osung:
Enzym-Wafer:

Vmax = 5.5 nmol/min

Vmax = 1.6 nmol/min

Km =1.23 mmol/l
Km = 2.16 mmol/I
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11.7 Rekombinationsexperimente unter Verwendung von an Silizium-
Wafer immobilisierter Alkalischer Phosphatase

Fur die Klonierungsexperimente wurde pOM9-Vektor DNA (2704 bp) eingesetzt. Als
Insert fungierte ein nach Restriktionsverdau mit Hindlll isoliertes Fragment (1931 bp) der
pTAPOL3-DNA, welche das Gen der Tag-Polymerase enthédlt. Beide Fragmente wurden
nach Verdau und gelelektrophoretischer Trennung aus einem Agarosegel mittels

Glasmilch-Reinigung isoliert.

11.7.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung von Restriktionsspaltungen und zur praparativen Isolierung von DNA-
Fragmenten zwischen 8 und 0.2 kb Lange wurden 1 %ige (w/w) Agarosegele verwendet.
Die Préparation der Gellésung und das GieRen der Gele erfolgte nach Maniatis*®Y. zZum
Einfullen der Proben und zur Kennzeichnung der Laufweite wurde den Proben etwa 1/3
Volumen Blaumarker zugegeben. Nach der Elektrophorese wurden die Gele zur Detektion
der DNA fur ca. 10 min in einem Ethidiumbromid-Bad gefarbt.

Die Gele wurden mit einer CCD-Videokamera unter UV-Licht der Wellenlange 254 nm

aufgenommen.
Agarosepuffer (10x): 400 mM Tris
50 mM NaOAc
10 mM EDTA (pH 7.8)
Blaumarker: 50 % Glycerin
50 mM EDTA
0.005 % Bromphenolblau
Ethidiumbromid-L 6sung: 3 Tropfen 10 %ige (w/v) Ethidiumbromid-Ldsung

auf 1 Liter Agarosepuffer (1x)

Zusammensetzung des DNA-Fragmentlangenstandards (im Arbeitskreis aus Plasmid-DNA
hergestellt, alle Fragmente sind zu gleichen Teilen enthalten):
6034, 4876, 4159, 3114, 2483, 2045, 1541, 1014, 914, 692, 270 bp
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11.7.2 Dephosphorylierung

Zur Entfernung der 5'-Phosphatreste des DNA-Fragments (pOM9, 2704 bp, linearisiert)
wurde enerseits BAPHis6 in wal¥riger Losung sowie andererseits an Silizium-Wafer
immobilisierte BAPHis6 eingesetzt.

Ein Enzym-Wafer trégt eine enzymatische Aktivitét von 0.005 u (Kap. 11.4.2). Es wurde

ein entsprechendes V olumen an BAPHIis6-L 6sung eingesetzt.

Dephosphorylierungsansatz: 3 Yl Phosphatasepuffer (10x)
4 pl DNA-L6sung (~200 ng)
X Yl Enzym-L6sung bzw. Enzym-Wafer
Y Wl Wasser
30 yl Reaktionsansatz

Phosphatasepuffer (10x): 500 mM Tris-HCI (pH 8.5)
1 mM EDTA

Die Inkubation erfolgte Uber 1.5 Stunden bel 37 °C. Das DNA-Fragment wurde mit dem
GENECLEAN KIT der FirmaBio 101 Inc., La Jolla, U.S.A. nach der Glasmilch-Methode
(Kap. 11.5.3) aufgereinigt, aus Ethanol gefadlt und in 50 pl Wasser resuspendiert.

11.7.3 Reinigung von DNA nach der Glasmilch-Methode

Die Dephosphorylierungsansdtze wurden mit der dreifachen Menge geséttigter
Natriumiodid-Ldsung versetzt und mit jeweils 5 pl Silica-Matrix-Suspension (Glasmilch,
GENECLEAN KIT, Fa. Bio 101 Inc., La Jolla, U.S.A.) inkubiert. Nach Zentrifugation
(10000 rpm, 20 s) wurde der Uberstand verworfen, und das Sediment dreimal mit je 500 pl
eisgekihltem Waschpuffer gewaschen. Durch Resuspension in 50 pl Wasser bei 37 °C
wurde die DNA von der Matrix gelost. Es wurde zentrifugiert (10000 rpm, 20 s), und das
die DNA enthaltene Zentrifugat abpipettiert.

Waschpuffer: 50 % Ethanol
10 mM Tris-HCI
50 mM NaCl
1 mM EDTA (pH 7.5)
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11.7.4 Ethanolféllung

Zur Renigung der DNA von anorganischen lonen und Molekilen geringen
Molekulargewichts sowie zur Konzentrierung kann diese mit Ethanol geféllt werden. Dazu
wird die DNA-L6sung mit dem 0.1fachen Volumen 3 M Natriumacetat-L6sung versetzt
und gut gemischt. Nach Zugabe des dreifachen Volumens an 96 %igem Ethanol wurde 10-
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die ausgefallene DNA wird durch Zentrifugation
abgetrennt (14000 rpm/15 min).

Nach Waschen des DNA-Pellets mit ¥4 des Ausgangsvolumens an 80 %igem eisgekihltem
Ethanol wurde bel Raumtemperatur kurz getrocknet und in einer entsprechenden Menge

Wasser aufgenommen.

11.7.5 Ligation

Die DNA-Fragmente fur den Einsatz in Ligationen wurden zuvor durch die Glasmilch-
Methode (Kap. 11.5.3) gereinigt. Die Inkubation mit der T4-DNA-Ligase (Boehringer
Mannheim; Volumenaktivitét: 1 u/pl) erfolgte tber Nacht bei 4°C. Das Gesamtvolumen
der Ansdtze betrug 20 pl, wobei jeweils 1 ul T4-DNA-Ligase eingesetzt wurde. Zur
Erzielung einer besseren Ausbeute und zur Vermeidung von Mehrfachinsertionen wurden
Vektor und Insert im Verhaltnis 1:3 eingesetzt.

Reaktionsansatz: 50 Wl DNA-Lsg. nach Dephosphorylierung
1 T4 DNA Ligase (= 1 u)
5.6 Yl Ligasepuffer (10x)

Ligasepuffer (10x): 660 mM Tris-HCI (pH 7.5)
50 mM MgCl,
10 mM Dithiothreitol
10 mM ATP

Anschlief?end wurde die DNA mittels Ethanolfélung gereinigt und das Pellet in 20 pl
Wasser aufgenommen.

10 Wl dieser DNA-L6sung wurden auf ein analytisches Gel aufgetragen.

1/10 der nach Ligation und Ethanolfdlung vorliegenden DNA-LGsung wurde in der
Transformation elngesetzt.

142



11 Experimenteller Teil

11.7.6 Bakterientransformation

Bakterienzellen wurden durch Elektroporation transformiert, die im Vergleich zur
Calciumchlorid-Methode (Heatshock-Methode) den Vorteil der hdheren Transformations-
effizienz bietet.

Vorbereitung der Zellen:

Aus einer , Uber-Nacht-Kultur von E. coli-Zellen des Typs DH10B wurde in 100 ml LB-
Medium im Verhdtnis 1:100 angeimpft. Nach Inkubation bei 37 °C fur 1.5 Stunden wurde
die Zellkultur 10 min auf Eis gestellt. Anschlief?end wurden die Zellen abzentrifugiert
(5000 rpm,10 min) und das Bakteriensediment in 200 ml eiskaltem 10 %igem Glycerin p.a.
resuspendiert.

Esfolgten weitere Waschschritte:

— Zentrifugation (5000 rpm/10 min), Resuspension in 100 ml 10 %igem Glycerin p.a.

— Zentrifugation (5000 rpm/10 min), Resuspension in 20 ml 10 %igem Glycerin p.a.

— Zentrifugation (5000 rpm/10 min), Resuspension in 2 ml 10 %igem Glycerin p.a.
Aliquots von 100 pl wurden in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C

gelagert.

Elektroporation:

Die vorbereiteten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut. Pro Transformation wurden
20 pl Zelsuspension mit 1 pl DNA-LAsung aus einer Ethanolféllung versetzt und das
Gesamtvolumen mit Wasser auf 50 pl aufgefillt. Das Gemisch wurde in eisgekihlte
Porationskiivetten (BioRad) mit einem Elektrodenabstand von 0.1 cm Uberfihrt. Nun
wurde bel einer Spannung von 1.80 kV mit einer Pulsdauer von etwa 5.5 ms in einem
Elektroporator (BioRad) gepulst. Nach Uberfiihrung der Zellsuspension in 500 pl SOC-
Medium wurde 1 Stunde bei 37 °C geschittelt. Zur Selektion der transformierten Zellen
wurden je 20 pl der Bakteriensuspension auf ampicillinhaltigen Agar-Platten ausgestrichen
und ca 12 Stunden bei 37 °C inkubiert.

SOC-Medium: 2 9/100 ml Caseinhydrolysat (Select Peptone 140, Gibco BRL)
0.5 g/100 ml Hefeextrakt (Gibco BRL)
0.01 M NaCl
0.0025 M KClI
0.02 M Glucose
0.02 M MgCl,
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11.7.7 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA

Minilysat-Methode:

Zur Isolierung von Plasmid-DNA in kleinem Mal3stab wurde die Methode der akalischen
Lyse verwendet (Birnboim und Doly!**¥, modifiziert nach Ish-Horowicz und Burke**3).
1.5 ml einer stationar gewachsenen Bakterienkultur wurden zentrifugiert (6000 rpm/5 min)
und der Uberstand verworfen. Das Bakteriensediment wurde in 0.1 ml Losung |
resuspendiert. Nach Zugabe von 0.2 ml Lésung Il wurde vorsichtig gemischt. Nach
finfmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Denaturierungsvorgang durch
Zugabe von 0.15 ml Losung Ill gestoppt. Die Mischung wurde 20 Minuten auf Eis
inkubiert, ausgeflockte Proteine und denaturierte genomische DNA wurden durch
Zentrifugation abgetrennt (13500 rpm/10 min).

Die Plasmid-DNA aus dem Uberstand wurde durch Dekantieren in ein Eppendorfgefal mit
1 ml eiskaltem 96 %igem Ethanol 10 min bei Raumtemperatur geféllt.

Die ausgefallene DNA wurde abzentrifugiert (13000 rpm/15 min) und mit 0.5 ml 80
%igem, eiskaltem Ethanol gewaschen. Nach erneuter kurzer Zentrifugation wurde das

Sediment 5 min an der Luft getrocknet und in 100 yl Wasser aufgenommen.

Lbsung I: 10 mM EDTA
50 mM Tris-HCI (pH 8.0)

Losung I1: 0.2 M NaCOH
1% SDS
Losung I11: 3 M NaOAc (pH 4.8)

11.7.8 Restriktionskartierung

Die analytischen Reaktionsansétze wurden gemal den Vorschriften der Enzymhersteller
ausgefuhrt. Dabel wurden je Ansatz 10 pl Plasmid-DNA-LOsung aus der Minilysat-
Methode eingesetzt. Zur Entfernung von RNA-Verunreinigungen wurden jedem
Reaktionsansatz 2-5 ng/ul RNAse (Boehringer Mannheim) zugesetzt.
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Zusammensetzung eines typischen Restriktionsansatzes:
10 yl Plasmid-DNA-L 6sung
1 Wl Spaltungspuffer 10x
0.3 Yl Restriktionsenzym-Lsg. (ca. 3 u)
0.3 yl Rnase

Die Inkubation erfolgte bel der fur das Enzym jewells optimalen Temperatur fir einen

Zeitraum von einer Stunde.

Volumenaktivitat
Hindlll (Roche Diagnostics) 10 U/ul
BamHI (Roche Diagnostics) 10 U/ul
Mstl (Mbl Fermentas) 10 U/ul

Tab. 11-3: Liste der verwendeten Restriktionsenzyme
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12 Anhang

12.1 Expressionsvektor pBAPHIS6!*>

EcoRI 5629

phoAHis6

PBAPHIS6 Sphl 1354
5636 bp Pstl 1462
Hindlll 1471

ptac: tac-Promotor

bla: B-Lactamase-Gen

ori: Replikationsursprung
lacl: lac-Repressorgen
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12.2 Gefahrstoffanhang

12.2.1 Liste der verwendeten Gefahr stoffe

Stoffbezeichnung Gef.- |R-Satze S-Satze
Symbol

Acetonitril F, T |11-23/24/25 16-27-45
Acrylamid T  |45-46-24/25-48/23/24/25[53-45
Ammoniakl6sung 32 % C,N [34-50 26-36/37/39-45-61
Bicinchoninsdure Xn (36/37-42 22-26-36
1,6-Diaminohexan C [21/22-34-37 22-26-36/37/39-45
Dichloressigsaure C 35 26-45
Dichlormethan Xn 40 23.2-24/25-36-37
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid T  |22-24-41-43 24/26-37/39-45
Diethanolamin Xi  [36/38 26
N,N-Diisopropylethylamin F, Xi (11 9-16-29-33
N,N-Dimethylformamid T 61-E20/21-36 53-45
Essigsaure C [10-35 23.2-26-45
Ethidiumbromid T [22-26-36/37/38-40 26-28.2-36/37-45
Ethylacetat F 11 16-23.2-29-33
Ethylendiamintetraessigsaure Xn |22 -

[Dinatriumsalz
Formamid T |61 53-24/25-37-45
n-Hexan F, Xn [11-48/20 0-16-24/25-51
3-Hydroxypicolinsdure - 36/37/38 26-37/39
Imidazol C [22-34 22-26-36/37/39-45
2-Mercaptoethanol T,N [22-23/24-34-51/53 26-36/37/39-45-61
Methanol F, T [11-23/25 7-16-24-45
Natriumcarbonat Xi |36 22-26
Natriumdodecylsulfat Xn | 22-36/38
Natriumhydroxid C |35 7/8-26
Nickel(I1)chlorid T 2543 24-37-45
Phenol T  [24/25-35 28.6-45
2-Propanol F 11 7-16
Pyridin F, Xn |11-20/21/22 26-28.1
Salzsaure 32 % C [34-37 26-36/37/39-45
Schwefelsaure 96 % C 35 26-30-45
Tetrahydofuran Xi, F |11-19-36/37 16-29-33
N,N,N'N'-Tetramethylethylendiamin| F, Xn |11-20/22-37/38-41 16-26-39
Toluol F,Xn (11 16-25-29-33
Triethylamin F,C [11-20/21/22-35 3-16-26-29-36/37/39-45
Trifluoressigsaure C [35 26-28.2
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan Xi  |36/38 -
Triton-X100 Xn [22-41 24-26-39

Tab. 12-1: Gefahrenmerkmale und Sicherheitsratschlage von verwendeten Substanzen
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12.2.2 Entsor gungshinweise

Organische halogenfreie bzw. halogenhaltige Ldsungsmittel wurden ebenso wie schwer-
metallhaltige Lésungen und Feststoffe in gesonderte Sammelbehélter gegeben. Saure bzw.

alkalische Ldsungen wurden neutralisiert und entsprechend der L dsungsmittelart entsorgt.
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