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Kapitel 1 Einleitung

1  Einleitung

1.1  Einfiihrung in die Thematik

Die Analyse spezifischer Nukleinsduresequenzen findet in vielen Bereichen der Bioana-
lytik Anwendung. Dazu gehoren die Identifizierung von Organismen [1-3], Infektions-
[4, 5] und Erbkrankheiten [6], Krebserkrankungen [7], Verwandschaftsbeziehungen [8]
oder auch gentechnischen Veranderungen [9, 10] anhand spezifischer Gensequenzen.

Mit der Entwicklung von Chip-Systemen fiir die Nukleinsdure-basierte Diagnostik im
Bereich der Humanmedizin sowie Phytopathologie beschaftigt sich diese Arbeit. Aus
der Ubertragung von Laborprozessen in einen miniaturisierten Mafistab ergeben sich
verschiedene Vorteile gegeniiber den verbreiteten Standard-Systemen (Abb. 1). Dazu
gehoren ein verringerter Bedarf an Material, Reagenzien, Energie und Platz, sowie das

Potential zur Parallelisierbarkeit einer Vielzahl von Analysen.

Standard-Laborsysteme

- Transport der Proben zu spezialisierten Laboren
- hoher Personalaufwand
- hohe Kosten

Miniaturisierung
Parallelisierung
Modularisierung

\

Chip-Systeme

- kiirzere Analysendauer
- Portabilitit ermdglicht Analyse vor Ort
- reduzierter Bedarf an Energie und Reagenzien

Abb. 1: Anwendungen der Nukleinsdure-basierten Bioanalytik und Vorteile der Miniaturisierung

Die Zielstellung bei der Entwicklung solcher Lab-on-a-Chip Systeme besteht darin, die
Analyse vor Ort durchfiihren zu konnen. Dadurch kénnen Zeit und Kosten eingespart
werden, die bei einem Transport zu spezialisierten Laboren anfallen wiirden. In diesem

Zusammenhang ist der Begriff des uTAS (Mikro Total Analysis System) [11] von besonde-
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rer Bedeutung. Damit werden Systeme beschrieben, welche die gesamte fiir eine Analy-
se notwendige Prozesskette in einem kleinen Format integrieren.

Wesentliche Methoden der Molekularbiologie zur Analyse von Nukleinsduren sind die
Polymerase-Kettenreaktion (kurz: PCR, Polymerase Chain Reaction), Hybridisierung und
Elektrophorese. Nachdem die Struktur der Deoxyribonukleinsdure (DNA) als Trager
des Erbgutes von Watson und Crick aufgekldrt und 1953 veréffentlicht wurde [12],
entwickelte man auch Sequenzierungsmethoden zur Aufklarung des genetischen Codes
[13, 14]. Dadurch wurde die Identifizierung spezifischer Sequenzen oder Sequenz-

verdanderungen ermoglicht.

1.2 Ausgewdhlte diagnostische Fragestellungen

Mit Hilfe verschiedener, genetischer Targets sollte die Anwendbarkeit und Funktions-
fahigkeit der in Rahmen dieser Arbeit entwickelten bzw. weiterentwickelten Chip-Sys-
teme demonstriert werden. Dazu gehorten auch Genabschnitte von dem Tumor-
suppressorprotein p53. Die fiir dieses Protein codierende DNA stammte aus humanen
Proben. Bis zu drei verschiedene Genabschnitte aus humanen HBME-Zellen (HBME,
human brain microvascular endothelial cells) wurden ebenfalls untersucht. Aulerdem wur-
de ein Genabschnitt der ribosomalen DNA des Phytopathogens Phytophthora amplifi-

ziert und von fiinf verschiedenen Arten spezifisch detektiert.
1.21  Protein p53

Der genetische Code fiir das aus 393 Aminosduren bestehende und im Zellkern vor-
kommende Protein p53 ist beim Menschen auf dem Chromosom 17 lokalisiert [15]. die-
ses Protein spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation des Zellzyklus sowie der
Einleitung von Reparaturmechanismen oder dem programmierten Zelltod (Apoptose)
nach mutagenen Verdnderungen der DNA [16], wie sie z. B. nach UV- oder Rontgen-
strahlung sowie der Einwirkung von chemischen Mutagenen auftreten kénnen. In Fol-
ge einer solchen, genetischen Verdnderung nimmt die Expression von p53 zu und be-
wirkt ein Anhalten des Zellzyklus in der G1-Phase [17]. Damit wird die Zeitspanne zur
Reparatur von DNA-Schdden erhoht. Kann die Schddigung der DNA nicht behoben
werden oder wird p53 in sehr groflen Mengen exprimiert, fiihrt das zur Einleitung der
Apoptose (Abb. 2). Wird allerdings das fiir p53 codierende Gen durch Mutation ge-

schddigt, kann eine DNA-Reparatur nicht mehr eingeleitet werden. Dadurch kann die
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mutagene Verdnderung der zelluldren DNA an nachfolgende Zellgenerationen weiter-
gegeben werden. In den meisten Fillen einer Schadigung des p53 handelt es sich dabei
um eine Punktmutation (Verdnderung einer einzelnen Nukleinbase). Dabei ist haufig
die DNA-Bindungsdoméne des Proteins betroffen, wodurch die Féhigkeit zur Einlei-

tung der zelluldren Reparatur- oder Apoptose-Mechanismen verloren geht.

>
”\\[/\(\\//\\z/ ”\m{\\\/f\\\y
| keine DNA-Reparatur | Aktivierung von DNA-

Reparaturmechamismen

Weitergabe der DNA-Schiden an

nachfolgende Zellgenerationen Blockade des Zellzyklus und Hemmung
des DNA-Neusynthese

Karzi S
arzinogenese DNA-Reparatur
erfolgreich

Apoptose

Abb. 2: Wirkungsweise des Tumorsuppressors p53 und Auswirkungen einer Storung

Mutationen des p53 zdhlen zu den hiufigsten, genetischen Veranderungen, die im Zu-
sammenhang mit menschlichen Tumoren identifiziert werden. Keimbahnmutationen
des p53 fithren zu dem vererbbaren Li-Fraumeni-Syndrom [18-20], wobei eine Vielzahl
unterschiedlicher Tumore, wie z. B. Sarkome, Karzimone oder Leukidmien [21, 22] ent-
stehen konnen. Als mit dem Li-Fraumeni-Syndrom vergesellschaftete Tumore gelten
Weichteilsarkome, Brustkrebs [23], Knochensarkome, Hirntumore [24] und Karzinome
der Nebennierenrinde. Bei den Betroffenen ist auch ein erhdhtes Risiko von Lungen-

und Eierstockkrebs sowie Tumoren an Magen, Darm und Lymphknoten zu beobachtet.

1.2.2 HBME-Zellen

Humane, mikrovaskuldre Hirn-Endothelzellen (HBME, human brain microvascular en-
dothelial cells) sind die Hauptelemente der Blut-Hirn-Schranke. Sie bilden die physiolo-
gische Barriere zwischen dem Blutkreislauf und der Gehirn-Riickenmarks-Fliissigkeit
(Liguor cerebrospinalis) [25] (Abb. 3). Um einen ausreichenden Schutz beispielsweise vor
Krankheitserregern oder Toxinen zu gewéhrleisten, wirken diese Zellen als hochselek-

tive Filter. Zu diesem Zweck befindet sich zwischen den Zellen eine hohe Anzahl soge-
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nannter tight junctions. Dies sind Bander aus Membranproteinen, die eine enge Verbin-
dung zwischen den HBME-Zellen erzeugen. Durch diese strukturelle Besonderheit un-
terscheiden sich diese Zellen von anderen Endothelzellen im Organismus. Die durch
die tight junctions entstehende Diffusionsbarriere schrankt den Stofftransport zwischen
den Zellen stark ein. Der hochselektive Nahrstofftransport und Abtransport von Stoff-
wechelprodukten aus der Hirn-Riickenmarks-Fliissigkeit erfolgt in der Regel sehr kon-
trolliert durch die Membranen der HBME-Zellen. Stérungen der Blut-Hirn-Schranke
sind Ausgangspunkt fiir einige, sehr seltene, genetisch bedingte, neurologische Erkran-
kungen. Bestimmte bakterielle und virale Krankheitserreger konnen die Barriere der
HBME-Zellen tiberwinden [26-28]. Dazu gehoren u. a. HIV (Human Immunodeficiency
Virus), Neisseria meningitis oder Vibrio cholerae. Einige Tumorarten bilden metastasieren-
de Zellen, welche die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden, sodass Metastasen in das Gehirn

gelangen konnen [29].

a]
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Blut-Hirn-Schranke [Q1] (a)
und mikroskopische Aufnahme von HBME-Zellen [Q2] (b)

Aus dem Erbgut der HBME-Zellen wurden verschiedene Genabschnitte mittels on-
Chip PCR untersucht. Dazu gehoren codierende Sequenzabschnitte der Proteine L13a,
Gremlin und Vimentin. L13a stellt eine Komponente der grofSen Untereinheit zelluldrer
Ribosomen dar und liegt im Zytoplasma vor [30, 31]. Das codierende Gen ist auf dem
Chromosom 19 lokalisiert. Das Protein Gremlin ist beteiligt an der Differenzierung ver-
schiedener Organsysteme bei der embryonalen Entwicklung [32-34]. Eine Expression
dieses auf dem Chromosom 15 codierten Gens konnte bei Tumoren zahlreicher Gewebe
festgestellt werden, darunter Lunge, Niere, Brust, Darm und Bauchspeicheldriise. Auf-
grund der Beteiligung dieses Proteins an der Entstehung von Tumoren stellt es ein po-
tentielles, diagnostisches Target bei Krebserkrankungen dar. Vimentin ist ein Struktur-
protein des Zytoskeletts [35]. Das entsprechende Gen ist auf dem Chromosom 10 lokali-

siert. Es kommt vor in Zellen, die aus embryonalem Bindegewebe hervorgegangen
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sind. Dazu gehﬁren neben den Zellen des Bindegewebes auch glatte Muskelzellen und
Endothelzellen. Vimentin gilt als Marker fiir Weichgewebstumore (Sarkome) [36], die

als bosartig eingestuft werden und aus diesen Gewebetypen hervorgehen.

1.2.3  Phytopathogen Phytophthora

Mit der Gattung Phytophthora werden Pflanzenpathogene beschrieben, die der Klasse
der Eipilze (Pernosporomycetes) [37] zugeordnet sind. Diese sind deutlich ndher mit
Gold-, Braun- und Kieselalgen verwand, als mit echten Pilzen. Die Fahigkeit zur Photo-
sysnthese ist im Gegensatz zu anderen Eipilzen in Verlauf der Evolution bei Phytophtho-
ra verloren gegangen. Diese in Wasser, Boden oder Landpflanzen lebenden Organismen
kommen deshalb als Parasiten oder Saprophyten vor, d. h. sie verdauen lebendes oder
totes, organisches Pflanzenmaterial durch Enzymabsonderung und nehmen die gelos-
ten Nahrstoffe tiber ihre Zellmembran auf. Phytophthora wachst in Form eines Geflech-
tes von Zellfaden (Myzel) und bildet Sporangien mit begeifielten Schwarmerzellen
(Zoosporen) aus (Abb. 4a). Diese Zoosporen verbreiten sich tiber Wind sowie Regen-

und Bodenwasser.

Abb. 4: Mikroskopische Aufnahme eines Sporangiums von Phytophthora mit
austretenden Zoosporen (a) und verschiedene, infizierte Pflanzen:
Rhododendron (b), Rosskastanie (c), Zypresse (d), Tomate (e), Kiirbis (f) [Q3-8]

Der Befall einer Pflanze mit Phytophthora ist symptomatisch je nach Art an Blattverfar-
bungen, Verfarbungen der Rinde, Absterben der Triebe, Wurzelfdule oder am Stamm

austretenden, dunklen Schleim erkennbar (Abb. 4b bis 4f). Diese typischen Symptome
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sind allerdings erst in einem spéteren Stadium der Erkrankung sichtbar. Oftmals sind
Pflanzen {iiber ldngere Zeit bereits infiziert ohne duflerlich erkennbare Anzeichen fiir ei-
nen Befall durch Phytophthora. Bis heute sind ca. 70 verschiedene Phytophthora-Arten be-
kannt. Einige davon weisen ein sehr breites Spektrum an Wirtspflanzen auf, wie z. B.
P. ramorum [38-41]. Andere Phytophthora-Arten befallen nur ganz bestimmte Pflanzenar-
ten. Fiir betroffene Pflanzen gibt es keine Behandlungsmdglichkeiten, sodass meist ein
frither oder spéter eintretendes Absterben verursacht durch Faulnis unvermeidbar ist.
Die Problematik um Phytophthora hat umwelt- und erndhrungsbezogen sowie wirt-
schaftlich relevante Bedeutung, da neben zahlreichen Wildpflanzen auch viele Nutz-
und Kulturpflanzen betroffen sind. Ein bekanntes, historisches Beispiel ist die 1845
durch P. infestans verursachte Hungersnot in Irland. P. infestans [42] gilt als Verursacher
der Kraut- und Knollenfiule bei Kartoffeln und Tomaten. Mitte des 19. Jahrhunderts fiel
die Kartoffelernte in Irland komplett aus, weshalb grof3e Teile der Bevilkerung verstar-
ben oder auswanderten, da zu dieser Zeit die Kartoffel das Hauptnahrungsmittel der
Bewohner darstellte. Einige Phytophthora-Arten, wie z. B. P. lateralis und P. fragariae
wurden von der EPPO (European and Mediterranen Plant Protection Organization) bereits
als Quarantidne-Schadorgamismen eingestuft.

Fiir die Entwicklung eines Chip-basierten Detektionssystems wurden fiinf verschiedene

Phytopthora-Arten mit hoher, phytopathologischer Relevanz ausgewahlt (Tab. 1).

Phytophthora-Art | Beispiele fiir potentielle Wirtspflanzen Erstbeschreibung
P. ramorum Rhododendron, Eiche, Buche, Flieder, Eibe, Sojabohne, Azalee | (Werres 2001) [38]
P. lateralis Scheinzypresse, Eibe (Tucker 1942) [187]
P. hibernalis Rose, Rhododendron (Carne 1925)

P. kernoviae Rhododendron, Magnolie, Eiche (Brasier 2005) [190]
P. plurivora Orange, Buche (Jung 2009) [188]

P. cinnamoni Hibiskus, Rhododendron, Pinie (Rands 1922)

P. alni Erle (Brasier 1995) [189]

Tabelle 1: Ausgewihlte Phytophthora-Arten und Beispiele fiir entsprechende Wirtspflanzen

Um die verschiedenen Phytophthora-Arten zu unterscheiden, wurde eine auf der ribo-
somalen DNA befindliche ITS-Region (internal transcribed spacer) fiir die Amplifikation
ausgewahlt. Die ribosomale DNA, die in Form von sich wiederholenden Transkripti-

onseinheiten in der genomischen DNA vorhanden ist, besitzt codierenden Abschnitte
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fiir ribosomale RNA (Abb. 5). Diese codieren die 185S-, 5,85- und 285-rRNA, welche in
Verbindung mit verschiedenen Proteinen strukturelle Elemente der Ribosomen dar-
stellt. Da die zur Durchfiihrung der PCR nétigen Primer-Sequenzen auf den codieren-
den Bereichen der ribosomalen DNA lokalisiert sind, kann ein einziges Primer-Paar zur
Amplifikation des ausgewdahlten ITS-Bereiches bei allen zu untersuchenden Phytophtho-
ra-Arten verwendet werden. Der Grund dafiir besteht darin, dass die fiir ribosomale
RNA codierenden Bereiche bei den verschiedenen Arten gleich sind, wihrend die da-

zwischen liegenden ITS-Bereiche hoch variabel sind.

H o]

8 NTS | rDNArepeat | NTS | rDNArepeat | NTS | rDNA repeate rDNA repeat

1DNA - ribosomale DNA

NTS  — non transcribed spacer
ETS — external transcribed spacer ETS 188 ITS1 | 585 | ITS2 285
ITS — internal transcribed spacer

Abb. 5: Struktur der ribosomalen DNA

1.3  Grundlegende Aspekte der Nukleinsdure-basierten Bioanalytik

und technischer Stand

1.3.1 Probenprdparation

Die Analyse von Nukleinsduren setzt sich im Wesentlichen immer aus der Probenpré-
paration, der Anreicherung des genetischen Materials und dessen Detektion zusam-
men. Im folgenden Abschnitt sollen Grundlagen dargestellt und ein Uberblick zum
technischen Stand der im Rahmen dieser Arbeit angewendeten Technologien gegeben

werden.
1.3.1.1 Nukleinsdureextraktion und -aufreinigung

Um die in Zellen enthaltenen Nukleinsduren amplifizieren und detektieren zu kénnen,
ist ein Zellaufschluss prinzipiell notwendig. Die Extraktion und speziell die Aufreini-
gung der Zellen ist dabei nicht in jeden Fall erforderlich. Falls sich herausstellt, dass
enthaltenen Zellbestandteile die Detektion der Nukleinsduren behindern, kénnen ver-
schiedene Methoden zur Extraktion angewendet werden. Dabei kann eine Extraktion

nach Lésung und Zentrifugation mit Ethanol oder Isopropanol sowie Phenol und Chlo-
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roform erfolgen [43]. Ebenso kann die DNA chromatografisch an Silica-Oberflachen
tiber elektrostatische Wechselwirkungen aufgereinigt werden. Diese Methode wurde
auch bereits in einen miniaturisierten Mafistab in Form mikrofluidischer Chip-Systeme
tibertragen [44-46]. Bei der Extraktion von DNA an carboyxlierten Magnetpartikeln
kann auf die Zentrifugation verzichtet werden, da die Partikel mit Hilfe eines dufleren

Magnetfeldes fixiert und somit der Fliissigkeitsiiberstand abgenommen werden kann.

1.3.1.2 Separation einzelner Zellen

Fiir den Fall, dass zur Analyse von Nukleinsduren auf deren zeit- und materialintensive
Aufreinigung verzichtet werden kann, wurden verschiedene Methoden zur gezielten
Separation von Zellen entwickelt. Die Separation weniger oder einzelner Zellen fiir eine
Analyse z. B. der enthaltenen Nukleinsduren wird aus verschiedenen Griinden ange-
strebt. Vor allem beim Einsatz miniaturisierter Chip-Systeme wird im Allgemeinen mit
sehr geringen Probenmengen gearbeitet. Beim direkten Einsatz von Zellen zur Amplifi-
kation mittels PCR konnen sich grofle Mengen zelluldrer Bestandteile, wie z. B. Protei-
ne, hemmend auf die Reaktion auswirken. Als mogliche Methoden zur gezielten Sepa-
ration einzelner Zellen sind Mikromanipulationstechniken, optische Pinzette oder Die-
lektrophorese zu nennen. Wéhrend bei der mechanischen Mikromanipulation bei-
spielsweise Glaskapillaren eingesetzt werden, konnen Zellen auch im elektromagneti-
schen Feld eines Lichtstrahls fokussiert bzw. in Richtung der maximalen Lichtintensitét
bewegt werden [47-50].

Bei der Dielektrophorese [51], die auch im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt wurde,
kommt es im Unterschied zur Elektrophorese zu einer Bewegung ungeladener Objekte,
die durch ein alternierendes, elektrisches Wechselfeld polarisiert werden. Dabei bilden
sich auf beiden Seiten des Objektes gleich grofle, partielle Ladungen aus, wobei die Net-
toladung null bleibt.

Einflussfaktoren bei der Dielektrophorese sind die Frequenz des elektrischen Feldes,
GroBe, Form und elektrische Eigenschaften der Partikel sowie die Beschaffenheit des
umgebenden Mediums. Fiir den Fall, dass das Medium weniger polarisierbar ist, als
das Objekt, bewegen sich die polarisierten Objekte in Richtung hoher Feldstdrken
(Abb. 6). Der Grund fiir diesen Effekt besteht darin, dass sich der Betrag der angreifen-
den Krifte aufgrund von Feldinhomogenitdten dndert. Wahrend man bei dieser Bewe-
gung von Objekten hin zu hohen Feldstidrken von positiver Dielektrophorese spricht,

bezeichnet man den umgekehrten Fall als negative Dielektrophorese. Dieser Effekt
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funktioniert bei Partikeln mit einer Grof3e zwischen 1 und 1000 ym. Andernfalls wirken
vordergriindig Kréfte, wie Gravitation bei groferen oder Brownsche Molekularbewe-
gung bei kleineren Partikeln. Mit Hilfe der Dielektrophorese kénnen auch DNA-Mole-
kiile [52, 53] oder Zellen [54, 55] manipuliert werden.

neutraler Partikel wird polarisiert im elektrischen Wechselfeld

P

/—'h
\—\__\_»

L Bewegung des Partikels bei positiver DEP

hohe Feldstarke niedrige Feldstirke

===y Bewegung des Partikels bei negativer DEP

Abb. 6: Schematische Darstellung von Prinzip der Dielektrophorese

Zur Herstellung von Dielektrophorese-Chips werden Strukturen aus elektrisch leitfahi-
gem Material auf Chip-Oberflichen erzeugt. In der Regel wird dazu Gold auf einer
Haftschicht aus Titan oder einer Legierung aus Nickel und Chrom mittels fotolithogra-
fischer Strukturierungsprozessse auf der Chip-Oberfliche aufgetragen. Als Chip-Sub-
strat ist Glas am besten geeignet, da aufgrund der optischen Transparenz eine visuelle
Kontrolle des Separationsvorganges ermdoglicht wird. Neben einer dielektrophoreti-
schen Separation von Partikeln innerhalb einer Reaktionskammer mit fluidischen An-
schliissen [56] sind auch komplexere Strukturen zur Umsetzung mehrerer Separations-
stufen [54] oder bewegte Felder [52, 57] in der Literatur beschrieben. In der Regel ist ei-
ne Verwendung von Losungen geringer Leitfdhigkeit zu empfehlen, da sonst beim Kon-
takt Ionen-haltiger Fliissigkeiten mit Elektroden unter Spannung elektrolytische Reakti-
onen beobachtet werden. Allerdings sind auch Systeme beschrieben, bei denen die
Elektroden durch spezielle Beschichtungen, wie beispielsweise Agarose, isoliert wurden
und somit leitfahige Losungen eingesetzt werden konnten [58, 59]. Sowohl fiir die nega-
tive [60], als auch fiir die positive Dielektrophorese [61] wurden bereits Chip-Systeme
etabliert. Dabei sind mit verschiedenen Systemen auch Zellen separiert bzw. sortiert
wurden [62-64].
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1.3.2  Anreicherung von Nukleinsduren mittels Polymerase-Kettenreaktion

In vielen Féllen reicht die in einer Probe enthaltene Menge an DNA oder RNA fiir einen
Nachweis nicht aus. Zur Anreicherung von bis zu mehreren Kilobasen grofien DNA-
Abschnitten bedient man sich deshalb der PCR [65-67]. Bei dieser enzymatisch kataly-
sierten Reaktion werden in einem dreischrittigen und zyklisch ablaufenden Prozess
DNA-Abschnitte vervielféltigt (Abb. 7a). Diese drei Schritte werden als Denaturierung,
Annealing und Elongation bezeichnet. Wahrend der Denaturierung wird die DNA-
Doppelhelix bei 94 °C entspiralisiert und in Einzelstringe aufgespalten. Im zweiten
Schritt wird die Losung auf eine bestimmte Temperatur zwischen 55 und 65 °C abge-
kiihlt, wobei sich die sogenannten Primer jeweils an die Enden des zu amplifizieren Se-
quenzabschnittes anlagern. Die Primer sind einzelstrangige Oligonukleotide mit einer
Gro6fe von 18 bis 30 Basenpaaren, deren Basensequenz entsprechend dem gewtinschten
PCR-Produkt ausgewéhlt wird. Die exakte Annealing-Temperatur ist abhdngig von der
Lange sowie der Basensequenz der Primer. Bei der sich anschlieBenden Elongation la-
gert sich DNA-Polymerase an die 3"-Enden der Primer an und synthetisiert den jeweils
komplementédren Strang aus den vier verschiedenen Desoxynukleosidtriphosphaten
(dNTPs). Dadurch entsteht neue, doppelstrangige DNA. Das Temperaturoptimum und
damit die Elongationstemperatur der am h&ufigsten verwendeten und hitzebestédndigen
Tag DNA-Polymerase betragt 72 °C [68, 69]. Dieser Prozess wird 25 bis 45 mal wieder-
holt, wobei sich idealerweise innerhalb eines PCR-Zyklus die Menge an DNA-Molekii-
len verdoppelt.
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Abb. 7: Schematische Darstellung zur Polymerase-Kettenreaktion (a), mit markiertem Primer (b)
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Die Polymerase-Kettenreaktion kann auch angewendet werden, um DNA-Fragmente
zu markieren. Dabei werden entsprechend modifizierte Primer (Abb. 7b) oder dNTPs
eingesetzt, die z. B. mit radioaktiven Isotopen [70, 71], Fluoreszenzfarbstoffen [72-74]
oder Biotin [10, 75-78] verknitipft sind. Diese Markierungen kénnen eine Detektion der
amplifizierten DNA im Anschluss an die PCR mittels Hybridisierungsnachweis ermdg-
lichen.

Steht bei der PCR nicht DNA, sondern RNA als Ausgangsmaterial zur Verfligung, wird
eine reverse Transkription [79] der Amplifikation vorangestellt. Dabei erfolgt ein Um-
schreiben der einzelstrangigen RNA mit Hilfe des Enzyms reverser Transkriptase in
doppelstrangige DNA, wobei das in der RNA enthaltene Uracil durch Thymin ersetzt
wird. Der PCR-Prozess kann auch mit einer Fluoreszenz-basierten Real-Time Detektion
gekoppelt werden, sodass bereits im Verlauf der Amplifikation die PCR-Produkte nach-
gewiesen werden konnen (siehe Abschnitt 1.3.3.2).

Zur Umsetzung der Polymerase-Kettenreaktion im Chip-Format gib es eine Reihe ver-
schiedener Konstruktionen [80]. Prinzipiell existieren dabei zwei Betriebsweisen. Beim
stationdren Betrieb wird die Reaktionslésung in eine Kavitit gefiillt oder als Tropfen auf
der Chip-Oberflache platziert und an dieser Stelle temperiert. Dabei konnen Reaktions-
volumina zwischen 50 pl [81] und einigen Pikolitern [82] prozessiert werden. Fiir den
Durchfluss-Betrieb werden Chips mit integrierten Kanalstrukturen eingesetzt. Der PCR-
Ansatz wird durch diese Kanile tiber verschiedene, fest definierte Temperaturzonen
geleitet [83, 84].

Als Materialien zur Fertigung von PCR-Chip sind in der Literatur neben Silzium [85-88]
und Glas [89, 90] u. a. Polydimethylsiloxan (PDMS) [91, 92], Polycarbonat (PC) [93, 94],
Polymethylmethacrylat (PMMA) [95, 96] oder Polyethylenterephthalat (PET) [97] be-
schrieben.

Zur Temperierung der Reaktionslosung wurden héufig Diinnfilmheizer aus Platin,
Aluminium, Nickel oder verschiedenen Legierungen auf den Chips durch Mikrostruk-
turierungsprozesse erzeugt. Eine andere Methode besteht in der Positionierung der
Chips auf metallischen Heizbl6cken, welche meist mit Peltier-Elementen verbunden
sind. Als weitere, technische Losung ist die Verwendung von Heizfolien beschrieben.
Um die Chips mit der enthaltenen Reaktionslésung zu temperieren, kann auch mit ei-
nem Geblédse gearbeitet werden, dass heifle bzw. kiihle Luft zufiihrt. Auch Infrarot-
Strahlung wurde zum Beheizen angewendet [98, 99]. Als weitere Heizelemente fiir den
Gebrauch bei der on-Chip PCR sind Halogenlampen [100], Induktionsheizer [101] so-

wie Magnetrons zur Erzeugung von Mikrowellen [102, 103] genannt.
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Als Temperturmesselemente wurden ebenfalls Platin- [91, 104, 105] oder auch Alumini-
um-Diinnschichtstrukturen [106] eingesetzt. Auch Kupfer-Temperatursensoren [107],
Pt100-Thermometer [108, 109], Thermoelemente [110, 111] oder Fliissigkristalle wurden
zur Temperaturmessung bei der on-Chip PCR angewendet.

Zur erfolgreichen Umsetzung der Polymerase-Kettenreaktion in oder auf einem Chip
ist meist eine chemische Oberflachenmodifikation erforderlich, sodass durch eine Passi-
vierung die erforderliche Biokompatibilitdt hergestellt wird. Problematisch ist meist die
Anlagerung von Polymerase an die Chip-Oberfldche, wodurch deren Aktivitét stark he-
rabgesetzt wird [87]. Bei Glas- oder Silizium-Oberflichen wird héufig eine Siliziumo-
xid-Oberfldche erzeugt [112]. Sehr verbreitet ist die chemische Silanisierung der Chip-
Oberflachen, beispielsweise mit Dimethyldichlorosilan [113, 114], Chlorotrimethylsilan,
oder Chlorodimethyloctysilan [115]. Auch Dimethylformamid [116], Bis(trimethyl-
silyltrifluoroacteamid [117, 118] oder Teflon [119] wurden erfolgreich angewendet. Eine
andere Moglichkeit der Oberflaichenpassivierung besteht durch Agenzien, die dem
PCR-Ansatz zugesetzt werden und somit im Verlauf der Reaktion wirken. Dazu geho-
ren von allem Rinderserumalbumin [106, 120-122], Polyethylenglycol [123, 124] oder

Tween 20.

1.3.3 Detektion von DNA

Zum Zweck der Nukleinsdure-Detektion sind vor allem die Fluoreszenz-basierte Real-
Time Detektion im Verlauf der PCR oder ein sich anschliefender Hybridisierungs-
nachweis mittels DNA-Mikroarray sehr verbreitet. Bei den im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten Chip-Systemen wurden diese Detektionsmethoden etabliert. Daneben
konnen DN A-Abschnitte auch elektrophoretisch detektiert werden.

1.3.3.1 Elektrophoretische Detektion von DNA

Bei der Elektrophorese werden elektrisch geladene Objekte in einem Tridgermaterial un-
ter Einwirkung eines elektrischen Feldes aufgetrennt. Die elektrophoretische Mobililit4t
(Abb. 8) wird beeinflusst durch die Ladung und die Grole der Objekte, die elektrische
Feldstarke sowie die Viskositdt und die Porenweite des Tragermediums.

Auf dem Gebiet der Molekularbiologie ist die Gelelektrophorese besonders verbreitet.
Dabei stellen Gele aus Agarose oder Polyacrylamid, die in eine ionische Pufferlésung

getaucht werden, das Tragermedium dar. Polyacryamidgele werden bevorzugt zur Auf-
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trennung von Proteinen eingesetzt, wihrend Agarosegele tiberwiegend zur Analyse

von DNA oder RNA verwendet werden.

pe - elektrophoretische Mobilitit
v - Geschwindigkeit des Teilchens
9 E - elektrische Feldstirke
6mrn q - Ladung des Teilchens
r
1

oy | <

u, =

- Radius des Teilchens
- Viskositit des Tragermediums

Abb. 8: Berechnung der elektrophoretischen Mobilitit [Q9]

Im Anschluss an die Gelelektrophorese werden durch eine Markierung, die z. B. mit ra-
dioaktiven Substanzen oder mit Farbstoffen erfolgt, diskrete Zonen bzw. Banden im Gel
sichtbar gemacht. Die einzelnen Banden sind dann jeweils gleich grofen Molekiilen zu-
zuordnen. Die Agarose-Gelelektrophorese [125-127] ist fiir diese Arbeit von besonderem
Interesse, weil damit der Erfolg der DNA-Amplifikation bei der PCR tiberpriift und die
entwickelten Chip-Systeme mit konventionellen Technologien verglichen wurden. Bei
dieser Form der Gelelektrophorese bewegt sich die stets negativ geladene DNA durch
das Gel hin zum positiven Pol (Abb. 9a). Dabei werden die DN A-Fragmente letztlich in
Abhéangigkeit von ihrer Grofie aufgetrennt. Je kiirzer die zu analysierenden DNA-

Fragmente dabei sind, desto schneller bewegen sie sich durch das Gel.
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Agarose-Gelelektrophorese (a)
und Interkalation von Ethidiumbromid in DNA (b) [Q10]

Ein hiufig eingesetzter Farbstoff zur Visualisierung der Banden ist Ethidiumbromid,
welches in DNA interkaliert (Abb. 9b) und unter ultraviolettem Licht fluoresziert [128-
130]. Anhand der Bandenintensitdten kann eine Aussage tiber den Erfolg der PCR ge-
troffen werden und die zurtickgelegte Strecke ermdoglicht Riickschliisse auf die Lange
der DNA-Fragmente.

Neben der klassischen Gelelektrophorese kann die Auftrennung auch in feinen Kapilla-

ren mit Probenvolumina bis 10 nl erfolgen. Dazu werden diese mit Elektrolytlosung
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oder Gel befiillt. Das Prinzip der Kapillarelektrophorese [131, 132] wurde auch bereits
in den miniaturisierten Mafistab tibertragen [133, 134]. Um beispielsweise Nukleinsau-
ren elektrophoretisch aufzutrennen, wurden Chips mit integrierten Mikrokanilen und
Injektionsstrukturen hergestellt, wobei der Kanal zur Auftrennung mit Polyacrylamid-
gel befiillt wurde. Durch Anlegen einer Spannung wird Elektrolytlésung und die in der
Regel Fluoreszenz-markierte Probe durch den Kanal bewegt. Neben einkanaligen Chips
wurden auch Systeme mit mehreren Kanélen umgesetzt [135, 136], um einen hoheren

Probendurchsatz zu erzielen.
1.3.3.2 Real-Time PCR

Alternativ zur zeitaufwendigen Agarose-Gelelektrophorese ist es moglich, die amplifi-
zierte DNA bereits im Verlauf der PCR zu detektieren. Aufierdem sind mit Hilfe der
Agarose-Gelelektrophorese qualitative und quantitative Aussagen nur mit bedingter
Exaktheit moglich. Bei der Fluoreszenz-basierten Real-Time PCR werden verschiedene
Detektionsprinzipien angewendet. Dabei ist stets ein Fluoreszenzsignal messbar, dessen
Intensitét sich proportional zur Menge an synthetisierter DNA verhélt. Grundsatzlich
konnen die verschiedenen Real-Time Detektionsmethoden in zwei Gruppen eingeteilt
werden. Bei der Sequenz-unspezifischen Detektion werden interkalierende Farbstoffe in
die doppelstrangige DNA eingelagert (Abb. 10a), wodurch diese Licht bestimmter Wel-
lenldngen in hoher Intensitit emittieren. Beispiele fiir solche, mit Nukleinsiduren wech-
selwirkenden Farbstoffe sind SYBR-Green [137], SYTO9 oder EvaGreen.

R A B A AR
w . o ( PéR »
S ”\\//\W\y 'y
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,,_l_,‘_\
(PCR)

Abb. 10: Prinzip der Real-Time Detektion mit SYBR Green (a) und TagMan-Sonde (b)

Mit Hilfe von einzelstrangigen Oligonukleotiden, die mit verschiedenen Fluoreszenz-
farbstoffen markiert sind, kann auch eine Sequenz-spezifische Real-Time Detektion bei
der PCR durchgefiihrt werden (Abb. 10b). Einer der Farbstoffe dient dabei als Reporter,

der andere wirkt als Quencher. Zu diesem Zweck werden die Fluoreszenzfarbstoffe
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stets so ausgewahlt, dass sich das Absorptionsmaximum des Reporters mit dem Emis-
sionsmaxium des Quenchers tiberschneidet. Damit tritt in einem gewissen Abstand der
Fluorophore zueinander ein strahlungsloser Energietransfer zwischen beiden auf, wo-
durch das Fluoreszenzsignal des Reporters gequencht wird. Man spricht in diesem Zu-
sammenhang auch von Forster-Resonanzenergietransfer (FRET). Beim FRET handelt es
sich um einen strahlungslosen Energietibergang durch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen
unter Erhaltung des Spin (Singulett-Singulett-Transfer). Zur Bemessung des Abstandes
der beiden Fluorophore wird der Forster-Radius [138] berechnet (Abb. 11). Dieser gibt
den Abstand zwischen zwei Fluorophoren an, bei dem die Effizienz des strahlungslosen
Energietibergangs 50 % betrdgt. Neben der Einhaltung des Forster-Radius bestehen
weitere Vorraussetzungen fiir FRET in einer Uberlappung der Spektren fiir die Emissi-
on des Reporters und die Absorption des Quenchers sowie einer parallelen, elektroni-

schen Schwingungsebene.

) 1 E - Effizienz
E = 6 Ry - Forster-Radius
|+ [ r ) k - Dipol-Orientierungsfaktor
R“ r - Abstand

n - Brechungsindex des Mediums
1 - L:'herlappungsintcgra]
Qo - Quantenausbeute des Donors

R, = 9\/8.8- 107 (x*n~*QJ)

Abb. 11: Berechnung der Effizienz des strahlungslosen

Energietiberganges sowie des Forster Radius [Q13]

Es gibt verschiedene Konstruktionen solcher Sonden, wie z. B. Hydrolyse-Sonden
(TagMan-Sonden), Hybridisierungs-Sonden (LightCycler-Sonden), Molekular Beacons
oder Scorpion Primer. Fiir die entsprechenden Experimente, die im Rahmen dieser Ar-
beit durchgefiihrt wurden, wurde neben dem interkalierenden SYBR-Green eine
TagMan-Sonden eingesetzt (Abb. 10b). Bei der TagMan-Sonde handelt es sich um ein
einstrangiges Oligonukleotid, das mit zwei entsprechenden Fluoreszenzfarbstoffen an
den Enden versehen ist, sodass der Energietransfer ermoglicht wird. Im Gegensatz da-
zu setzen sich die Light Cycler-Sonden aus zwei kurzen Oligonukleotiden zusammen,
von denen jeweils eine mit dem entsprechenden Fluorophor versehen ist. Diese Sonden
hybridisieren wihrend der Annealing-Phase der PCR an den einzelstrangigen DNA-
Strang. Aufgrund der 5°-3" Exonuklease-Aktivitdt der Tug DNA-Polymerase wird die
Sonde wihrend der Elongation abgebaut. Dadurch vergréfiert sich der Abstand der
beiden Fluorophore zueinander, der Energietransfer zwischen ihnen findet nicht mehr

statt und das Fluoreszenzsignal des Reporters kann detektiert werden. Bei den Molecu-

15



Kapitel 1 Einleitung

lar Beacons handelt es sich um ein schleifen- oder haarnadelférmige Sonde, deren
Funktionsweise prinzipiell der von TagMan-Sonden entspricht. Scorpion Primer sind
komplexere Strukturen, die an den Enden der PCR-Produkte eingebaut werden und an
den synthetisierten Strang hybridisieren. Diese Sonden werden im Verlauf der Amplifi-
kation nicht abgebaut.

Aufgrund der Proportionalitit des Fluoreszensignals zur Menge an synthetisierter
DNA ist ein ansteigender Kurvenverlauf zu beobachten. Insgesamt ergibt das detektier-
te Signal allerdings einen sigmoidalen Verlauf, der sich aus einer Anlaufphase, einen
exponentiellen Anstieg und einer Plateauphase zusammensetzt. Zu Beginn muss ein
bestimmter Schwellenwert der Fluoreszenzintensitit erreicht werden, damit ein Anstieg
registriert werden kann. Dieser Anstieg erfolgt umso spéter, je geringer die Ausgangs-
konzentration an DNA im jeweiligen PCR-Ansatz ist (Abb. 12a). Im Verlauf der Reak-
tion nimmt die Aktivitdat der Tag DNA-Polymerase ab, da die zur DNA-Synthese néti-
gen Komponenten aus der Losung, wie z. B. Primer oder Nukleotide aufgebraucht
werden. Aus diesem Grund geht der Kurvenverlauf schliellich in eine Sittigung tiber.
Neben den durch Sequenz-spezifische Sonden ermdéglichten, qualitativen Analysen,
eignen sich Real-Time PCR Methoden hervorragend fiir quantitative Analysen. Dabei
konnen unter Einsatz verschiedener, definierter DNA-Ausgangskonzentrationen Stan-
dardreihen erstellt werden. Uber den Anstieg der sich ergebenden Geraden kann eine
PCR-Effizienz ermittelt werden (Abb. 12b). Dieser Wert kann zur Bewertung des ange-
wendeten Assays, Protokolls oder der Thermocycler-Technologie herangezogen wer-
den. Auflerdem dienen solche Standard-Reihen zur Bestimmung von DNA-Ausgangs-
konzentrationen in unbekannten Proben, womit z. B. Riickschliisse auf den Gehalt be-

stimmten Mikroorgamismen gezogen werden konnen.

a b

. . -1
Fluoreszenzintensitit o juld
critical treshold ( ]

E=10""" -1

i E - PCR-Effizienz (-100 %)
a - Anstieg der Standardgeraden
CDNA1 CDNA2 CDNA3 2
C3
A

Zyklen

Schwellenwert

] 1g (DNA-Konzentration)

C C Ci
t1 t2 t3 CDNA1 CDNA2 CDNA3

Abb. 12: Typische Detektionskurven bei der Real-Time PCR (a) und Ermittlung der PCR-Effizienz (b)

Beim Einsatz interkalierender Farbstoffe bei der Real-Time PCR wird im Verlauf der Re-

aktion samtliche, doppelstrangige DNA detektiert. Mit Hilfe einer Schmelzkurvenana-
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lyse wird eine semiqualitative Detektion ermgglicht. Die Schmelzkurve wird im An-
schluss an die Amplifikation aufgenommen. Dabei wird die PCR-Lésung unter perma-
nenter Fluoreszenzdetektion gleichmiflig erwadrmt. Bei einer spezifischen Schmelztem-
peratur, die abhingig ist von der Linge sowie dem GC-Gehalt der Produkte, fillt das
Signal sprunghaft ab (Abb. 13). Mit Hilfe einer solchen Schmelzkurve kénnen uner-
wiinschte Nebenprodukte von der Ziel-DNA unterschieden werden. Bei diesen Neben-
produkten kann es sich beispielsweise um Primer-Dimere handeln, die sich bei Uber-

schuss bilden und eine vergleichsweise niedrigere Schmelztemperatur aufweisen.

Fluoreszenzintensitit Fluoreszenzintensitit differenziert

A k.

j

b

Spezifische Schmelztemperatur
des Amplifikates (Tm)

> Temperatur Temperatur

Abb. 13: Schematische Darstellung einer typischen Schmelzkurve

Um bereits im Verlauf der Amplifikation die PCR-Produkte detektieren zu konnen,
wurden neben konventionellen Thermocyclern auch PCR-Chips mit einer Fluoreszenz-
basierten Real-Time Detektion verkntipft [139-141]. Zur technischen Realisierung dieser
optischen Detektionsmethode wurden Halogen- [142] oder Quecksilberdampflampen
[143, 144] sowie Leuchtdioden (LED, light-emitting diode) [145] oder Laser [96] einge-
setzt. Die Detektion des Fluoreszenzsignals erfolgte entweder mit Photodioden [145,
146], Photomultipliern [147] oder CCD-Kameras [143]. Neben SYBR-Green [96, 141] und
TagMan-Sonden [139, 144] wurden auch Molecular Beacon Sonden [148] oder Ethidi-
umbromid [149] zur Detektion in Chip-Systemen eingesetzt.

1.3.3.3 Hybridisierungsnachweis mit DNA-Mikroarrays

Bei der Hybridisierung von Nukleinsdure-Einzelstrange verbinden sich diese unter be-
stimmten Bedingungen sehr spezifisch entsprechend der Watson-Crick-Bindung
(Abb. 14a). Dadurch konnen bestimmte Sequenzabschnitte nachgewiesen werden. Die

Bedingungen umfassen bestimmte Salzkonzentrationen in der Hybridisierungslosung
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sowie eine spezifisch eingestellte Hybridisierungstemperatur. Diese Temperatur ist ab-
hingig von der Lange des zu hybridisierenden Nukleinsdure-Abschnittes sowie dem
Verhiltnis der darin enthaltenen Nukleobasen zueinander (Abb. 14b). In diesem Zu-
sammenhang spricht man oft von GC-Gehalt. Da sich zwischen Guanin und Cytosin
drei Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden, wahrend es bei Adenin und Thymin nur
zwei sind, fallen bei GC-reichen Sequenzabschitten die Hybridisierungstemperaturen
verhidltnisméBig hoch aus. Hybridisierungsreaktionen von Nukleinsduren kénnen in
Losung oder auf Oberflachen erfolgen. Fiir Oberflidchen-basierte Hybridisierungsnach-
weise wird ein Strang als Fanger-Molekiil auf dem Substrat immobilisiert. Als sehr ver-
breitete Technologie sind DNA-Mikroarrays zu nennen, mit denen die ortsaufgeldste
Analyse einer Vielzahl von Sequenzen auf Oberflichen mit sehr kleinen Abmessungen

moglich ist.

Abb. 14: DNA-Basenpaarung nach Watson und Crick [Q11] (a) und
Berechnung der Hybridisierungstemperatur [Q12] [150] (b)

Bei Mikroarrays handelt es sich um eine geordnete Anordnung von spezifischen Proben
auf einem planaren Substrat [151, 152]. Diese Proben stellen in der Regel Biomolekiile
mit bekannter Struktur dar, die als Fanger-Molekiile agieren. Mikroarrays sind eine
Weiterentwicklung der Southern-Blots [153], die auf Nitrozellulose oder Nylon-Mem-
branen durchgefiihrt werden. Der Nachweis erfolgt iiber spezifische Bindungs- oder
Hybridisierungsereignisse mit Ziel-Molekiilen, die auf den Chip gegeben werden. Auf-
grund der exakten Positionierung der Fanger-Molekiile auf der Chip-Oberflache ist ein
ortsaufgeloster Nachweis der Ziel-Molekiile moglich [154, 155]. Mit Hilfe moderner
Praparationstechniken kénnen bis zu mehrere tausend Fanger-Molekiile auf wenigen
Quadratzentimetern untergebracht werden. Damit wird die parallele Anlayse einer

Vielzahl an Proben bei geringem Verbrauch an Reagenzien moglich. Aus diesem Grund
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eignen sich Mikroarrays besonders fiir umfangreiche qualitative Analysen. DNA-Mik-
roarrays dienen im Speziellen dem Nachweis von Nukleinsduresequenzen mit Hilfe
spezifischer Hybridisierungsreaktionen und sind fiir die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Entwicklungen besonders von Bedeutung. Daneben kénnen auch Pro-
teine [156], Peptide [157] oder ganze Zellen [158] auf diese Weise untersucht werden.
Als geeignete Chip-Substrate sind Glas, Kunststoff oder Silzium in der Literatur be-
schrieben. Um die Fanger-Molekiile auf der Oberfldche zu immobilisieren, sind in der
Regel spezielle Oberflichenmodifikationen erforderlich. Zu diesem Zweck werden
hiufig Organosilane verwendet [159]. Zur Praparation von DNA-Mikroarrays existie-
ren prinzipiell zwei Verfahrensweisen. Die Fanger-DNA, die oftmals durch Oligonukle-
otide mit einer Anzahl von 5 bis 120 Basen reprasentiert wird, kann entweder direkt auf
dem Chip an den entsprechenden Positionen Base fiir Base synthetisiert (in situ) oder
fertig hergestellt auf dem Chip immobilisiert werden (ex situ). Zur Herstellung der Mik-
roarrays mittels in situ Synthese kommen fotolithographische Verfahren oder das Mikro
Wet Printing [160] zum Einsatz. Zum gezielten Aufbringen kleinster Fliissigkeitsvolu-
men mit geldsten Oligonukleotiden werden Spotter verwendet, wobei man zwischen
Kontaktverfahren [161] und kontaktfreien Verfahren unterscheidet. Zur Detektion von
Hybridisierungsereignissen auf DNA-Mikroarrays existieren verschiedene Markie-
rungsverfahren. Dabei kann die Markierung tiber eine PCR-Reaktion durch entspre-
chend modifizierte Primer oder dNTPs in die Ziel-DNA eingebaut werden. Auch zwei-
schrittige Hybridisierungsverfahren sind gebrduchlich. Dabei bleibt die Ziel-DNA un-
markiert und es wird tber einen zweiten Hybridisierungsschritt ein markiertes
Oligonukleotid an das {iiberlappende, einzelstrangige DNA-Molekiil gebunden. Die
frither sehr verbreitete Markierung mit radioaktiven Isotopen ist heute weitgehend
durch eine Vielzahl anderer Detektionsverfahren abgelost wurden. Besonders verbreitet
ist dabei die Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen [1, 162]. Aber auch metallische Na-
nopartikel oder durch gekoppelte Enzyme katalysierte Produkte [163] werden zur De-
tektion genutzt. Auflerdem kann auch eine markerfreie Detektion von Bindungsereig-
nissen mittels Oberﬂéichenplasmonenresonanz (kurz: SPR, Surface Plasmon Resonance)
[164, 165] durchgefiihrt werden. Die Mikroarrays werden damit meistens optisch, sowie

teilweise elektrisch [166] oder elektrochemisch [167] ausgelesen.
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1.4 Motivation und Zielstellung

Die schematische Darstellung in Abb. 15 zeigt einen Uberblick zu den technologischen
und methodischen Inhalten der vorliegenden Arbeit.

Methoden zur Anreicherung ;
o N 7 Nachweis und -
Ausgangsmaterialien Applikation und des genetischen : Signalauslesung
0 . Detektion
Separation Materials
Py I e W
] 5 ; 3 : Agarose-
< Mikramandpalation \ : Gelelektrophorese :
. mh 7t
direkte Appliaktion —) PCR _P Real-Time-PCR —-—)
PN / P
| Dielektrophorese : DNA-Mikroarray | i
. G
O Chip-basiert O sowohl Standard-Techniken als auch Chip-basiert Q Standard-Techniken

Abb. 15: Uberblick zu den Inhalten der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Entwicklung von Lab-on-a-Chip Syste-
men fiir die Nukleinsdure-basierte Bioanalytik. Dabei sollte das Verfahren der on-Chip
Real-Time PCR weiter verbessert und die Funktionsfihigkeit anhand verschiedener
Anwendung demonstriert werden. Auch die direkte Untersuchung von Zellen ohne
vorherige Extraktion der DNA war Gegenstand der Forschung. Zudem wurden auf die-
sem Chip-System unterschiedliche, genetische Targets unter Anwendung verschiedener
Detektionsprinzipien amplifiziert und detektiert, wobei auch die Bestimmung von
Nachweisgrenzen, sowie der Reaktionseffizienz eine Rolle spielte.

Desweiteren sollte ein neues Chip-System entwickelt werden, welches die on-Chip PCR
zur Anreicherung und Markierung von DNA mit einem elektrisch auslesbaren Mikroar-
ray verkntipft. Die praktische Anwendbarkeit dieses Systems sollte anhand der Identi-
fizierung verschiedener Phytophthora-Arten demonstriert werden.

Um das vorgegebene Ziel zu erreichen, wurden Kompatibilitdtstests verschiedener, po-
tentieller Chip-Materialien durchgefiihrt, das System mit dem dazugehorigem thermi-
schen und fluidischen Management konstruiert, sowie Protokolle fiir die Chip-Prapara-
tion und die Nachweisreaktion etabliert. Untersuchungen zur Sensitivitdt und Spezifitat

des Systems gehorten ebenfalls zur Aufgabenstellung. Schliefilich sollte ein kompaktes
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Gesamtsystem fiir die schnelle und kostengiinstige Identifizierung der verschiedenen

Phytophthora-Arten entstehen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Biochemikalien

Die im Folgenden aufgelisteten Chemikalien, Enzyme und Hersteller-spezifischen Kits

wurden bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten verwendet.

Name Reinheitsgrad Bezugsquelle
Aceton = 99,8 % zur Analyse Roth

Agarose gentechnologische Qualitdt | Roth
Bromphenolblau fiir die Elektrophorese Roth

BSA =98 % Sigma-Aldrich
CaCl 294 % Roth

Repel 2% Amersham Biosciences
DMSO = 99,5 % zur Analyse Roth

EDTA z 99 % zur Analyse Roth

Ethanol = 99,8 % zur Analyse Roth
Ethanolamin = 99 % zur Synthese Merck
Ethidiumbromid (5 mg/ml) 0,50 % Roth

Glycerin 87 % zur Analyse Merck

GOPS z98% Sigma-Aldrich
HCl1 37 % zur Analyse Merck
Isopropanol = 99,8 % zur Analyse Roth

KCl z 99,5 % zur Analyse Merck
Mineralol fuir die Molekularbiologie Sigma
Perfluoroktan 90 % ABCR
Schwefelséure = 95 % zur Analyse Roth
SDS-Puffer 20 % Roth

Teflon AF 6% DuPond Fluoroproducts
Toluol = 99,5 % zur Analyse Roth

TRIS = 99,8 % zur Analyse Merck

Triton X-100 fiir die Molekularbiologie Sigma-Aldrich
Tween 20 fir die Molekularbiologie Sigma-Aldrich
Wasser fiir die Molekularbiologie Roth
Wasserstoffperoxid 30 % Roth

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Biochemikalien
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Name Konzentration Bezugsquelle
Hot Start Taq mit Antikérper 5 Units/ ul Genaxxon
Marker X174 RF DNA Hinc IT (Marker 1) 250 pug/ml Thermo Scientific
Marker pUC19 Msp I (Marker 2) 250 pg/ml Roth
PBS-Puffer 10x Roth
PCR dNTP-Mix 10 mM jeweils Genaxxon
PCR Puffer X 10% Genaxxon
Spotting Solution 4x Arraylt
SSC-Puffer 20x Roth
Strepavidin-Peroxidase Polymer 1 mg/ml Sigma
SYBR-Green 10000x Invitrogen
TAE-Puffer 10x Roth
Tag Polymerase S 5 Units/ ul Genaxxon
TE-Puffer 100x Roth

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Biochemikalien
Name Bezugsquelle
Bacillol Plus Bode
Chemagic DNA Plant Kit Chemagen
Deconex 50 FF Bohrer
EnzMet for General Research Application Nanoprobes
QIAGEN OneStep RT-PCR Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit Dow Corning

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Biochemikalien

2.1.2 Biologische Proben

2.1.2.1 Oligonukleotide

Die in Tab. 5 aufgelisteten Oligonukelotide wurden bei der PCR als Primer eingesetzt,
um die zu amplifizierenden DNA-Abschnitte zu begrenzen. Fiir einen anschliefenden
Nachweis mittels Mikroarray wurden modifizierte Primer verwendet, wodurch auch
die entstehenden PCR-Produkte entsprechend markiert wurden. Um die Fanger-Oligo-
nukleotide auf der Chip-Oberfldche zu immobilsieren, wurden diese mit einer Amino-
Modifizierung versehen. Auflerdem wurde bei einigen Real-Time PCR Experimenten
eine mit speziellen Fluorophoren modifizierte TagMan-Sonde eingesetzt. Diese Sonde
sowie samtliche Oligonukleotide fiir die Mikroarray-Praparation sind in Tab. 6 darge-

stellt. Samtliche Oligonukleotide wurden von MWG Operon Biotech bezogen.
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Bezeichnung Sequenz 5°-3° Nukleotide | Modifikationen
Primer vorwérts Phytophthora TGAACGCATATTGCACTTCC | 20 keine
Primer riickwérts Phytophthora TCCTCCGCTTATTGATATGC | 20 keine
Primer riickwiérts Phytophthora Biotin TCCTCCGCTTATTGATATGC | 20 5" Biotin
Primer vorwirts p53 GCTCTTAGGTCTGGCCCCTC | 20 keine
Primer riickwiérts p53 CRARCCAGACCTCAGGCGGC | 20 keine
Primer riickwirts p53 FITC CAAACCAGACCTCAGGCGGC | 20 5" FITC
Primer vorwirts RPL13a AGCTCATGAGGCTACGGAAA | 20 keine
Primer riickwirts RPL13a CITGCTCCCAGCTICCTATG | 20 keine
Primer vorwaérts Vimentin GGCTCAGATTCAGGAACAGC | 20 keine
Primer riickwirts Vimentin GCTTCAACGGCAARGTTCTC | 20 keine
Primer vorwérts Gremlin ARCTTGGCCTACTGGCAATG | 20 keine
Primer riickwirts Gremlin TCTCGAGTTGCAAGGGTTCT | 20 keine

Tabelle 5: Als Primer fiir die PCR verwendete Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz 5°-3" Nukleotide | Modifikationen
TaqMan Sonde p53 TCTTATCCGAGTGGAAGGAAATTTGCGTGTG | 31 5"FAM, 3" TAMRA
Positivkontrolle TTTTTTCAGCATGTGCTCCTTGATTCTATG | 30 5"Amino C6, 3" FITC
Positivkontrolle TTTTTTCAGCATGTGCTCCTTGATTCTATG 30 5°’Amino C6, 3" Biotin
Negativkontro]]e TTTTTTCAGCATGTGCTCCTTGATTCTATG 30 5"Amino C6
Fé_nger p53 TCTTATCCGAGTGGAAGGAAATTTGCGTGTG | 31 5"Amino C6
Pénger P Gattung GGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAG 30 5°"Amino C6
Féanger P. ramorum GAAACTTGTGTTGGCGGCTTCGGCTGCTGG 30 5"Amino Cé6
Fanger P. lateralis GAAATTTGTGTTGGCAGCTTCGGCTGTTGG | 30 5’Amino Cé
Fé_nger P. hibernalis ATAATGGAATTGGTTGTGGAAGCTTCCCG 29 5"Amino Cé6
Fanger P. keroviae CAATTTTTTGTGTGCACGCTTTCGGGCGTT 30 5"Amino C6
Fanger P. plurivora GGGAAGTTTGTGTGCACCTCGGTGCGCATC 30 5"Amino C6
Féanger P. cinnamomi CTGTGTCTCTGCGGCGCACTTGTGTGCTTG 30 5"Amino C6
Fénger P alni CGCCCTTCGGTGGGCTGCGGGGTGGCATCT 30 5"Amino Cé6

Tabelle 6: Fiir den sequenzspezifischen DNA-Nachweis verwendete Oligonukleotide

2.1.2.2 Polynukelotide

Fiir den Nachweis von p53 wurde der dafiir codierende Genabschnitt des Exon 6 inklu-
sive flankierender Bereiche der Introns 5 und 6 aus extrahierter, humaner DNA ver-
wendet. Der gesamte Genabschnitt, der bei der PCR eingesetzt wurde, hatte einen Um-
fang von 150 bp. Fiir den Nachweis und die Unterscheidung der verschiedenen Phy-
tophthora-Arten wurde aufgereinigte, genomische DNA eingesetzt. Diese wurde entwe-
der aus Reinkulturen oder infiziertem Blattmaterial gewonnen. Zur Verfiigung gestellt

wurden die Proben vom Julius-Kiithn-Institut aus Braunschweig. Aufierdem wurde am
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Forschungszentrum Lobeda in Jena humane, genomische DNA sowie RNA aus HBME-

Zellen extrahiert und bei PCR-Experimenten verwendet.

2.1.2.3 Zellen

Bei einigen PCR-Experimenten wurden anstelle von aufgereinigter DNA aus lysiertem

Zellmaterial auch ganze Zellen als Ausgangsmaterial eingesetzt. Dabei wurden HBME-

Zellen verwendet, die vom Forschungszentrum Lobeda zur Verfiigung gestellt wurden

sowie Zoosporen des Pflanzenpathogens Phytophthora ramorum vom Julius-Kihn-Insti-

tut.

2.1.3 Gerite

In der folgenden Tab. 7 sind alle verwendeten Gerite fiir die verschiedenen Arbeitsbe-

reiche angegeben.

Verwendung Gerit Typ Bezugsquelle
Thermoschrank UFE 400 Memmert

Chip-Kalibrierung Multimeter 2000 Keithley
Umschalt- und Steuersystem | 7001 Keithley

Flip-Chip-Bonder

HU/HP/PC C97299

Fine Tech electronic

Piezo-Spotter

Nano Plotter 2.1

GeSiM

Trockenschrank T 5042 Heraeus
) ) Ultraschall-Reinigungsgeridt | RK 100 H Bandelin Sonorex
Chip-Préparation
UV-Lampe NU-6 KL Faust
Kiltethermostat RE 104 Lauda
Vakuumregler cve2 Vakuubrand
Wippschiittler SSL4 Stuart
Fliissigkeitstransport Schlauchpumpe MS/CA_E/DC Ismatec
UV-Lichtquelle Superlite SUV-DC Lumatec
Transilluminator mit Haube | RH-5.1 Herolab
Geldokumentation Mikrowelle M633 Samsung
Elektrophoresekammer Mupid-2 Cosmo Bio Co.
CCD-Kamera E.ASY. 440K Herolab
. . Schleuderanlage Delta 10 TT BLE Laboratory
Oberflichenmodifikation
Temperaturregler EKT 3001 Heidolph
Kiihlanlage CB10 Heto Lab Equipment
Oberflichenmodifikation | Kontaktwinkelmessgerét OCA20 Dataphysics
Muffelofen 527 Nabertherm
PCR und Real-Time PCR | Thermocycler Mastercycler gradient | Eppendorf

25




Kapitel 2 Material und Methoden
Verwendung Gerit Typ Bezugsquelle
Real-Time Thermocycler ABI 7300 Applied Biosystems
PCR und Real-Time PCR -
Real-Time Thermocycler Rotor Gene Corbett Research
Probenaufbewahrung Gefrierschrank (32783 Liebherr
DNA-Workstation L020-GC G. Kisker
Dampfsterilisator Varioklav Thermo Scientific
Magnetriihrer MR 3002 Heidolph
Pipetten (0,2 - 1000 ul) Calibra digital Socorex
Spektrophotometer V-670 Jasco
Schiittelmischer Vortex Genie 2 Scientific Industries
Probenpréparation -
Analysenwaage BA2105 Sartorius
Mikrozentrifuge miniSpin Eppendorf
Flockeneisbereiter GB 902 Brema
Zihlkammer T729.1 Roth
Mikropriparationseinheit aureka aura optik
Homogenisator Hand Model Bioreba
Mikroskop Axio Imager.Al Zeiss
Mikroskopie
CCD-Kamera SemsiCam PCO

Tabelle 7: Verwendete Gerite

2.1.4  Sonstige Materialien

Zum Flissigkeitstransport durch die fluidischen Chip-Systeme wurden Peristaltik-

pumpen eingesetzt. An die Pumpen wurden dazu verschiedene Schlduche angeschlos-

sen.
Material Merkmale Bezugsquelle
Schlauch Teflon-Kapillare 0,8 mm (& innen); 1,6 mm (& aufen) Jasco
Schlauch Tygon ST; R-3607 3 Stopper; 1,52 mm (& innen); 3,24 mm (& auBlen) Ismatec
Glaswafer Borofloat 33 (4“; 500, 700 und 1100 ym) Schott
UV-Kiivetten Mikro, 70-550 ul, Y201.1 Roth
Deckel fiir UV-Kiivetten Y202.1 Roth

2.1.5 Software

Tabelle 8: Verwendete, sonstige Materialien

Die im Folgenden (Tab. 9) aufgelistete Geradte- und Anwendungs-spezifische Software

wurde ebenfalls verwendet.
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Verwendung Gerit Bezugsquelle
Geldokumentation E.A.S.Y. Win 32 Herolab

PCR Rotor-Gene Operating Software Corbett Research
Probenpriparation Jasco Software Jasco

Mikroskopie CamWare PCO

Bildanalyse Image] National Institute of Health

Tabelle 9: Angewendete Software
2.2  Methoden
2.21 Verwendete Chip-Komponenten

Die folgende Tabelle (Tab. 10) zeigt eine Ubersicht zu allen verwendeten Chip-Kompo-

nenten.

. Substratmaterial Oberflichen-
hip-K t Herstell A d
Chip-Komponente (Dicke) erstellung i ating nwendung
- on-Chip
Glas (700 ym) Mikrostrukturierung | keine (Real-Time) PCR
- PCR-Chip-Modul
Glas (500 ym) Siebdruck GOPS - DNA-Chip-Modul

Mikroarray-Chip

Glas (1100 ym) Mikrostrukturierung | verschieden ) KOTI‘lblnlertes
Chip-System

Mikroarray-
Chip-Komponete

Repel-Silan - on-Chip

Glas (500 um) Mikrostrukturierung Teflon AF (Real-Time) PCR

PCR-Probentriger
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: Substratmaterial Oberflichen-
Chip-Komponente (Dicke) Herstellung modifikation Anwendung
5 - on-Chip
PDMS (800 um) | Silikonabformung - (Real-Time) PCR
Glas (170 ym) + Verkleben
| - PCR-Chip-Modul
PCR-Kammer-Chip
6
PDMS (800 yum) | Silikonabformung keine - DNA-Chip-Modul
Silikonabformung

fiir Mikroarray-Chip

7 -
= | PMDS (750 um) | Silikonabformung keine i Kor.nbmlertes
i Chip-System
Mikrofluidik-
Chip-Komponente
. ::5'532_ ‘ - Dielektrophorese
L’?’P\\r\ : Glas (500 ym) Mikrostrukturierung ?:gj:{i?n - on-Chip

| (Real-Time) PCR
PCR-DEP-Chip

Tabelle 10: Verwendete Chip-Komponente

2.2.1.1 Herstellung von PCR- und Mikroarray-Chips mit metallischen Strukturen

Fur die durchgefiihrten Arbeiten im Bereich der Nukleinsdure-basierten Bioanalytik
wurden im Wesentlichen zwei Arten von Chips mit metallischen Strukturen erzeugt
und verwendet. Zum einen der PCR-Chip, welcher mittels integrierter Strukturen auto-
nom temperiert werden kann. Und zum anderen DNA-Chips mit Elektrodenstrukturen
fir Mikroarray-Experimente, die eine elektrische Auslesung des Messergebnisses er-

moglichen.
a) Mikrostrukturierte Chips
Fiir die Herstellung der PCR-Chips (Abb. 16) wurden 700 ym dicke 4” Glaswafer ver-

wendet. Diese wurden nacheinander mit einer Haftschicht aus NiCr, einer 120 nm di-

cken Platinschicht und einer 400 nm dicken Goldschicht versehen. Uber fotolithografi-

28



Kapitel 2 Material und Methoden

sche Techniken sowie nasschemische Atzprozesse wurde zunichst die Gold- und an-
schlielend die Platinschicht strukturiert. Die erzeugten Platinstrukturen stellen Heizer-
und Temperatursensoren dar mit Zuleitungen und Bondpads zur elektronischen Ver-
kniipfung an zwei Auflenseiten der Chips. In der Mitte der PCR-Strukturen befinden
sich optisch transparente Detektionsfenster. Innerhalb dieser Bereiche wurden die me-
tallischen Strukturen vollstindig entfernt. Auf jedem der ca. 19 x 20 mm grolen PCR-

Chips wurden auf diese Weise vier PCR-Strukturen erzeugt.

Bondpad

Temperatursensorstruktur

transparentes Detektionsfenster

Heizerstruktur

2 mm

—

Abb. 16: PCR-Chip mit mikrostrukturierten Heizern und Temperatursensoren

(a - Wafer, b- Einzelchip, ¢ - vergroferte Darstellung einer PCR-Struktur)

Auf einem 4“ Wafer (10,16 cm Durchmesser) konnen 10 solcher PCR-Chips hergestellt
werden. Im Anschluss an die Strukturierung der Gold- und Platinschichten wurde eine
Passivierungsschicht aus 600 nm SiON und 600 nm SiO» aufgetragen. Diese sollte die
metallischen Strukturen vor dem Kontakt mit Reaktionslosungen und dadurch mogli-
chen Kurzschliissen bewahren. An den Bondpads wurden die SiION und SiO»-Schichten
wiederum entfernt, da sonst kein elektrischer Kontakt zu den Heizer- und Temperatur-

sensorstrukturen hergestellt werden konnte.

tem O PR chip Vi ON

Abb. 17: PCR-Chip auf Platine (a) und vergréerte Darstellung der Bonddréhte (b)

Im Anschluss an den Strukturierungsprozess wurden die Chips mit einer Wafersige
vereinzelt und schliellich auf Platinen fixiert, die Kupfer-Strukturen und Steckverbin-

dungen zum Anschluss an einen Temperaturregler enthalten (Abb. 17 a). Zwischen dem
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Chip und den Kupferbahnen wurde tiber Bonddrahte, welche mit Hilfe eines Ultra-
schallbonders fixiert werden, ein elektrischer Kontakt hergestellt (Abb. 17).

Um eine exakte Temperaturregelung zu gewéhrleisten, war eine Kalibrierung der PCR-
Chips erforderlich. Zu diesem Zweck wurden die Chips in einem Ofen auf 40 °C, 55 °C,
70 °C und 90 °C temperiert und jeweils die Widerstandswerte gemessen. Aus dieser
Messung ergab sich eine Temperatur-Widerstands-Kennlinie mit entsprechender Gera-
dengleichung, auf deren Basis die Temperaturregelung erfolgte.

Die Mikroarray-Chip-Kompomenten (siehe Tab. 10, Nr. 3) wurden ebenfalls mit Mikro-
strukturierungsverfahren hergestellt, da das Elektrodenlayout im Verlauf der Arbeit
entwickelt und optimiert werden sollte. Aufgrund der vor Ort zur Verfiigung stehenden
Technologie fiir die Mikrostrukturierung, konnten Anderungen zeitnah umgesetzt wer-
den. Diese 22 mm x 32 mm groflen Chips wurden am IPHT unter Einbeziehung des
Reinraums gefertigt. Dabei wurde auf die 1,1 mm dicken 4” Borofloat Glaswafer zu-
nichst eine 5 nm Haftschicht aus Titan und anschliefend eine 400 nm Gold-Schicht auf-
gebracht. Die Elektrodenstrukturen wurden fotolithografisch hergestellt. Dabei werden
mit entsprechenden Masken Schutzlacke aufgetragen und mittels nasschemischer Atz-
prozesse die gewtinschten Elektrodenstrukturen erzeugt. Auf einem Wafer konnen acht
solcher Chips hergestellt werden.

Bei den Chips zur Dielektrophorese sowie PCR (siehe Tab. 10, Nr. 8) wurde eine NiCr-
Schicht auf ein 500 yum Glas-Substrat aufgebracht. Die Strukturierung erfolgte ebenfalls
fotolithografisch, sowie mittels nasschemischer Atzprozesse. Aufgrund der geringen

Chip-Grofle von nur 8 x 9 mm konnten 72 Chips auf einem 4“ Wafer hergestellt werden.
b) Chips mit Siebdruck-Strukturen

Bei der Herstellung einer weiteren Sorte elektrisch auswertbarer DNA-Chips fiir Mik-
roarray-Experimente wurden auf der Oberfliche der Chips Goldstrukturen durch
Siebruckverfahren (Screen Printing) erzeug (siehe Tab. 10, Nr. 2). Bei diesem Prozess
wird Goldpaste durch eine Maske mit Siebstruktur auf die Glassubstrate gedruckt. Im
Anschluss an den Druckprozess werden die Chips temperiert, wodurch die Metallpaste
aushértet und sich mit der Chipoberfliache verbindet. Die auf diese Weise hergestellten
Chips mit Abmessungen von 13 mm x 13 mm und einer Héhe von 500 ym besitzen 42
Elektrodenspalte mit einer Spaltgrofie von jeweils 50 um. Es werden jeweils 9 Chips auf

einem 5,1 cm x 5,1 cm groflem Glas-Substrat hergestellt und schlieSlich vereinzelt.
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2.2.1.2 Herstellung von Silikon-Abformungen mit mikrofluidischen Halbkanilen

Zur Herstellung von Silikon-Abformungen mit integrierten Halbkandlen wurde das
Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit von Dow Corning verwendet. Dieses Kit enthilt
zwei separate Komponenten. Die dickfliissige Basislosung besteht im wesentlichen aus
Dimethylsiloxan-Monomeren, welche unter Zugabe des ebenfalls fliissigen Vernetzers
im Verhéltnis 1:10 formfestes, elastisches PDMS (Polydimethylsiloxan) ausbildet. Die
Mischung wurde unter Vakuum entgast und in gefraste Formen gegossen. Die Formen
reprasentierten jeweils einen Abdruck der herzustellenden Abformungen. Im Anschluss
an den Gieiprozess wurde erneut entgast und die Form verschlossen. Die Aushéirtung
erfolgte fiir ca. 16 h bei Raumtemperatur und anschlieffend 4 h bei 45 °C. Danach wur-
den die ausgehidrteten Abformungen vorsichtig aus der Gussform gelost. Um die Poly-
merisation zu vervollstindigen und die Abformungen im Vorfeld der bioanalytischen
Nachweisreaktionen zu sterilisieren, wurden diese fiir 2 h unter UV-Licht bestahlt und
vor Gebrauch fiir eine Stunde bei 100 °C temperiert. Auf diese Weise wurden verschie-
dene Silikon-Abformungen mit gedffneten Halbkanilen hergestellt (siehe Tab. 10, Nr. 5,
6 und 7).

2.2.1.3 Oberflaichenmodifikationen

Fiir die unterschiedlichen, bioanalytischen Anwendungen wurden prinzipiell zwei ver-
schiedene Oberfldchenbeschichtungen angewendet. Bei der Durchfithrung der PCR im
Chip-Format hat sich eine Beschichtung mit Dichlordimethylsilan (Repel-Silan) und Po-
lytetrafluorethylen (Teflon) bewéhrt (Abb. 18a und 18b). Durch die hohe Hydrophobizi-
tdt dieser Oberflachen wird eine Anlagerung und damit einhergehende Funktionsbeein-

trachtigung von Komponenten aus dem PCR-Ansatz unterbunden.

a b ] c
2l cH; JFF <] OCHj5

| | |
Cl—Si—Cl || +~C—C—+ H3CO—Si/\/\O/AO
| | |
CHj; F F|, OCH3

Abb. 18: Strukturformeln von Repel-Silan, Teflon und GOPS
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Eine Voraussetzung fiir erfolgreiche Mikroarray-Experimente besteht in der sorgfaltigen
Immobilisierung der Fanger-Molekiile auf der Chip-Oberflache. Um die Amino-modifi-
zierten Oligonukleotide kovalent auf den Chips anbinden zu kénnen, wurden samtliche
Mikroarray-Chips mit 3-Glycidoxypropyltrimethoxysilan (GOPS) beschichtet (Abb.
18¢). Im Vorfeld der Beschichtung wurden die Chips fiir je 5 min im Ultraschallbad mit
Aceton, Ethanol und deionisiertem Wasser vorgereinigt und anschliefSend zunéchst un-
ter Stickstoff und dann im Trockenschrank bei 100 °C fiir 5 min getrocknet. Zur Erzeu-
gung freier Bindungsstellen fiir die beiden verwendeten Silane wurden die Chips einer
Oberfldchenaktivierung unterzogen. Dabei wurden zwei verschiedene Methoden an-
gewendet. Glas-Chips ohne metallische Mikrostrukturen wurden fiir 10 min in einem
Gemisch aus 30 %igem Wasserstoffperoxid und 96 %iger Schwefelsdure im Verhéltnis
1:4 aktiviert. Dieses Losung wird nach ihrem Erfinder Heinrich Caro auch als Carosche
Sédure bezeichnet, wobei auch andere Mischungsverhéltnisse beschrieben sind [168]. Im
Anschluss an die Aktivierung wurden die Chips griindlich mit deinosiertem Wasser ge-
spiilt sowie im Stickstoffstrom und im Trockenschrank fiir 5 min bei 100 °C getrocknet.
Zur Oberfldachenaktivierung von Chips mit metallischen Strukturen wurde eine andere
Methode angewendet, da die Sdure die Strukturen angreift. In diesem Fall erfolgte die
Aktivierung in einem zweistufigen Plasmaétzprozess. Dazu wurde auf die Chips zu-
ndchst fiir 30 s Argonplasma und dann fiir 5 min Sauerstoffplasma einwirken lassen.
Beides jeweils bei 50 W und 5 Pa. Die Plasmabehandlung dient sowohl der Entfernung
organischer Verunreinigungen als auch der Oberflachenaktivierung durch Erzeugung
von Hydroxylgruppen auf der Chip-Oberflache. Die Silanisierung sollte unmittelbar im
Anschluss an die Aktivierung erfolgen, da die erzeugten Hydroxylgruppen auf der
Chipoberfldche nicht tiber einen lingeren Zeitraum stabil bleiben.

Fiir die Beschichtung mit Repel-Silan wurden die fiir PCR-Experimente vorgesehenen
Chips, Wafer oder Probentrdger mit der 2 %igen Repel-Silan-Lésung fiir 10 min benetzt.
Danach erfolgte griindliches Spiilen mit Isopropanol und deinonisiertem Wasser sowie
Trocknen der Chips unter Stickstoff und im Trockenschrank bei 100 °C fiir 1 h. Fiir die
Beschichtung mit Teflon wurde aus der vorhandenen 6 %ige Losung mit Perfluoroktan
eine 0,1 %ige Losung hergestellt. Diese wurde dann mit Hilfe einer Lackschleuder in
einem dreischrittigen Protokoll auf die bereits mit Repel-Silan beschichteten Chips auf-
gebracht. Dabei wird zundchst die notige Menge an Teflon-Losung auf die Chips bzw.
Wafer aufgegeben, sodass diese vollstindig benetzt sind und dann fiir 5 s bei 500 U/

min sowie fiir 60 s bei 3000 U/min geschleudert. Zwischen den Schleuderzyklen wird
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die Teflonschicht jeweils fiir 30 min bei 160 °C ausgehértet. Im Anschluss an den letzten
Beschichtungsschritt erfolgt diese Temperierung fiir 5 h.

Chips, die fiir Mikroarray-Experimente vorgesehen sind, wurden im Anschluss an die
Aktivierung mit Glycidoxypropoyltrimethoxysilan (GOPS) beschichtet. Dazu wurden
die Chips fiir 5 h in eine 10 mM GOPS-Losung in getrocknetem Toluol bei 70 °C gege-
ben. AnschlieSend verblieben die Chips weitere 16 h in der Silanisierungslésung. Die
Silanisierung erfolgt unter wasserfreier Bedingungen, was durch das Anlegen einer Ar-
gonatmosphaére als Inertgas zusétzlich unterstiitzt wurde. Im Anschluss an die Silani-
sierung wurden die Chips zweimal fiir 5 min in Toluol gewaschen sowie in einem

Exsikkator unter Vakuum getrocknet und darin unter Lichtausschluss gelagert.

2.2.1.4 Probentrager fiir die tropfenbasierte on-Chip PCR

Fir die Herstellung der Probentrdger (siehe Tab. 10, Nr. 4) wurden 500 pym dicke
4" Glaswafer verwendet. Diese wurden nach dem beschriebenen Protokoll mit Repel-Si-
lan sowie Teflon beschichtet und strukturiert, wodurch schlieflich auf jedem
Probentriager vier kreisférmige Strukturen aus hydrophilen und hydrophoben Berei-
chen erzeugt wurden. Die Strukturierung erfolgt durch Auftragen von Fotolack, Belich-
tung sowie einem Trockendtzvorgang mit Sauerstoffplasma fiir 10 min bei 70 W und
5 Pa. Im Anschluss an den Strukturierungsprozess wurden die Chips mit einer Wafer-
sdge vereinzelt, sodass 16 x 18 mm grofle Chip entstehen. Aus einem 4“ Wafer konnten
auf diese Weise 16 Probentrdger hergestellt werden. Die kreisférmigen Strukturen er-
moglichen zum Einen die optimale Einbettung der PCR-Losung in den Mineral6ltrop-
fen und damit ausreichenden Schutz vor Verdunstung. Zum Anderen wird so der Trop-
fen auf seiner Position fixiert und kann dadurch im Verlauf der Reaktion nicht verrut-
schen. Dadurch wird sichergestellt, dass bei jeder Messung die gesamte, von der PCR-

Losung ausgehende Fluoreszenzintensitit, erfasst wird.

2.2.1.5 Mikroarray-Préaparation

Um PCR-Produkte mit Hilfe von Mikroarrays nachweisen zu konnen, ist es notig, spe-
zifische Oligonukleotide als Fanger-Molekiile auf der Chip-Oberfliche zu immobilisie-
ren. Zu diesem Zweck wurden alle verwendeten einzelstrangigen Fanger-Oligonukleo-
tide jeweils am 5°-Ende mit einer Amino-Gruppe modifiziert. Damit kann eine kovalen-
te Bindung mit der GOPS-Oberflache hergestellt werden (Abb. 19).

33



Kapitel 2 Material und Methoden
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Abb. 19: Darstellung der Anbindung von GOPS an einer Chip-Oberflidche

und Kopplung mit Amino-modifiziertem Oligonukleotid

Die Féanger-Oligonukleotide reprisentierten Sequenzabschnitte, die komplementér zu
Abschnitten der nachzuweisenden PCR-Produkte sind. Durch die definierte Positionie-
rung der Fanger-Oligonukleotide in Form punktféormiger Spots auf dem Mikroarray
konnen mittels Hybridisierungsreaktion bestimmte Nukleinsdure-Sequenzen ortsaufge-
16st untersucht werden. Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimen-
ten wurde stets auch eine Positivkontrolle sowie Negativkontrollen mitgefiihrt. Bei der
Positivkontrolle handelte es sich um ein nicht-komplementires Oligonukleotid gleicher
Lédnge, welches direkt mit einem Markermolekiil fiir Auslesung oder Nachweis verse-
hen ist. Als Markermolekiile wurde Fluoreszeinthiocyanat (FITC) oder Biotin verwen-
det. Bei einer Markierung mit Biotin wird tiber Streptavidin-gekoppelte Meerrettich-
Peroxidase an den entsprechenden Spots elementares Silber abgeschieden. Damit konn-
ten die Mikroarrays entweder optisch oder elektrisch ausgelesen werden. Als Negativ-
kontrollen wurden ebenfalls eine nicht-komplementére Sequenz sowie die Pufferlosung
eingesetzt. Dadurch kann tiberpriift werden, ob unspezifische Anlagerung von Silber
oder den zu hybridisierenden PCR-Produkte auftreten. Die Anordnung der verschiede-
nen Oligonukleotide sowie die Anzahl der je Probe erzeugten Spots wurde im Rahmen
der unterschiedlichen Versuche und Fragestellungen variiert und angepasst. Die ver-
schiedenen Oligonukleotide wurden in speziellen Puffern gel6st auf die Chips gebracht.
Dazu wurden Konzentrationen von 10 uM (p53-Nachweis) und 20 uM (Phytophthora-
Nachweis) eingesetzt. Das Aufbringen der Spots erfolgte mit einem piezoelektrischen,
kontaktlosen Spotterverfahren. Dabei wurden je Spot 4,8 nl der Oligonukleotid-Losun-
gen aufgetragen. Zur Immobilisierung der Oligonukleotide auf den Chip-Oberfldchen
wurden drei verschiedenen Methoden angewendet. Dabei wurden die Chips entweder
fiir 16 h bei 37 °C in eine feuchten Kammer gelegt oder fiir 10 min mit UV-Licht der
Wellenldnge 254 nm im Abstand von 20 cm belichtet. Am hdufigsten wurde die Metho-
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de eines alternierenden Wechsels zwischen Eintrocknung der Tropfen fiir 5 min bei
80 °C und Rehydratisierung in der Feuchtkammer fiir 10 min bei Raumtemperatur an-
gewendet. Um konstante Bedingungen bei der Benutzung einer feuchten Kammer zu
gewdhrleisten, wurde stets eine Petrischale mit 94 mm Durchmesser mit saugfihigem
Zellstoff ausgelegt und 500 ul 0,1 M KCI hineingegeben. Im Anschluss an die Immobili-
sierung der Oligonukleotide wurden die Chips mit verschiedenen Losungen gewa-
schen. Dabei sollten ungebundene Oligonukleotide und Salzreste des Puffers entfernt,
sowie die nicht mit Oligonukleotiden besetzten Stellen durch Ethanolamin blockiert
werden, um unspezifische Anlagerungen der zu hybridisierenden DNA-Fragmente zu

verhindern. Das Waschprotokoll setzte sich folgendermafien zusammen:

5 min 0,1x Triton X 100

1 min 0,0037 % HCI

1 min 0,0037 % HCI

10 min 0,1 M KCl

1 min deionisiertes Wasser

15 min 50 mM Ethanolamin; 0,1 % SDS; 0,1 M Tris

1 min deionisiertes Wasser

N oA N

Anschlielend wurden die Chips mit Stickstoff getrocknet und fiir maximal vier Wochen

unter Lichtausschluss bis zur Benutzung gelagert.

2.2.2 Probenpriparation

2.2.2.1 DNA-Extraktion

Die Funktionsfahigkeit des entwickelten Systems sollte auch im Bezug auf pflanzliche
Proben nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck wurde mit verschiedenen Phytophtho-
ra-Arten infiziertes Blattmaterial von Rhododendron der Sorte ,,Cunninghams White”
verwendet. Die Blattstiicke wurden in spezielle Extraktionstiiten gegeben und mit ei-
nem Homogenisator bearbeitet. In den Ttiten befindet sich ein Vlies, dass feste von fliis-
sigen Bestandteilen trennt und somit die Entnahme von Blattsaft ermoglicht. Aus die-
sem Blattsaft wurde mittels magnetischer Partikel mit spezieller Oberflichenmodifika-
tion die DNA extrahiert. Auf gleiche Weise wurde auch DNA aus Phytophthora-Reinkul-
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turen extrahiert. Dazu wurde das Probenmaterial zuvor mit einem Morser und einem

Pistill homogenisiert.

2.2.2.2 Herstellung definierter Ausgangskonzentrationen an DNA

Um Versuchsreihen mit verschiedenen Ausgangskonzentrationen an DNA durchfiihren
zu kénnen, wurden Stammldsungen mit definierten Konzentrationen erstellt. Die DNA
aus diesen Stammlésungen wurde dann den PCR-Ansitzen zugefiihrt. Mit Hilfe von
Konzentrationsreihen aus PCR-Ansdtzen mit verschiedenen DNA-Konzentrationen
kann man Aussagen iiber Nachweisgrenzen bzw. die Effizienz eines PCR- oder Ther-
mocycler-Systems gewinnen. Um eine ausreichende Menge hochkonzentrierter DNA-
Fragmente zu erhalten wurden diese zundchst mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion
angereichert. Dazu wurde fiir jede DNA-Probe ein PCR-Ansatz von 100 ul hergestellt.
Nach der PCR erfolgte die sdulenchromatografische Aufreinigung. Um die Konzentra-
tion der DNA-Fragmente exakt zu bestimmen, wurde mittels UV /Vis-Spektroskopie
das Absorptionsmaximum im Bereich von 257 bis 260 nm bestimmt. In Abb. 20 ist ein

typisches UV /Vis-Spektrum von aufgereinigter DNA-Losung dargestellt.

Absorption

-

200 250 300 350 400 450

Wellenlidnge [nm]

Abb. 20: Typisches UV /Vis-Spektrum DNA

Zur Berechnung der DNA-Konzentrationen wurden die in Abb. 21 dargestellten For-

meln benutzt.
c.- 1000 c c - Konzentration
c, =50 Abs, c, = 660- N c, = 5 022% 100 Abspay - Absorptionsmaximum
’ N - Anzahl der Basenpaare

Abb. 21: Berechnung der DNA-Konzentration
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Im Anschluss an die exakte Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die DNA de-
kadisch auf definierte Konzentrationen verdiinnt. Diese Stamml6sungen wurden dann

bei der Erstellung von PCR-Ansitzen verwendet.

2.2.2.3 Separation von Zellen

Bei einigen PCR-Ansdtzen wurden Zellen anstelle von aufgereinigten Nukleinsduren
als Ausgangsmaterial dem PCR-Ansatz zugefiihrt. Die verschiedenen Methoden, die
bei der PCR mit HBME-Zellen oder Phytophthora-Sporen angewendet wurden, um Zel-
len in méglichst definierter Anzahl dem Reaktionsansatz zuzufiihren, werden im Fol-

genden ndher beschrieben.

a) Verwendung verdiinnter Zellsuspension

Die Zellen wurden mittels einer Zihlkammer gezahlt und die Konzentration bezogen
auf ein bestimmtes Volumen berechnet. Die Zellsuspension wurde dann entsprechend
verdiinnt und in den PCR-Ansatz bzw. auf den Probentrager fiir die Chip-PCR oder in
das Reaktionsgefdf3 gegeben, sodass der PCR-Ansatz die gewiinschte Konzentration
enthielt.

b) Verwendung einer Mikromanipulationseinheit mit Glaskapilare

Bei dem angewendeten System (,, Aureka”) handelt es sich um eine Mikromanipulati-

onseinheit, die an ein Stereomikroskop zur optischen Kontrolle angeschlossen ist
(Abb. 22).

Abb. 22: Stereomikroskop mit Mikromanipulationseinheit (,, Aureka”) [Q14]
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Mit Hilfe einer Glaskapillare, die an eine Olpumpe angeschlossen ist, wurden einzelne
Zellen aus der Suspension aufgenommen und ebenfalls unter optischer Kontrolle auf
Probentrédgern fiir die on-Chip PCR oder in Reaktionsgefdflen fiir die konventionelle
PCR platziert. Dazu wird an der Zielposition jeweils 1 ul DEPC-behandeltes Wasser
aufgetragen. In diesen Tropfen wurde die Kapillare eingetaucht und die Zelle ausgesto-

en.
c) Separation von Zellen mittels Dielektrophorese

Neben der mechanischen Manipualtion von Zellen ist auch eine elektrische Separation
moglich. Zu diesem Zweck wurde im Rahmen dieser Arbeit die Methode der Dielek-
trophorese (siehe 1.3.1.2) angewendet. Nachdem Zellsuspension auf den Chip gegeben
wurde, erfolgte die Separation durch Anlegen eines elektrischen Wechselfeldes. Die
kontaktierten Elektroden auf dem Chip wurden nach der Grole des entsprechenden
Elektrodenspaltes ausgewahlt. Im Anschluss an den Separationsvorgang wurden unge-

bundenen Zellen durch Waschen entfernt.
2.2.3  Amplifikation von Nukleinsduren
2.2.3.1 PCR-Ansitze

Prinzipiell wurden zwei verschiedene Arten von Ansdtzen erstellt. Die Zusammenset-
zung war dabei abhédngig vom Ausgangsmaterial. Beim Einsatz von RNA beispielswei-
se wurde dem Ansatz reverse Transkriptase zugefiihrt. Dieses Enzym transformiert die
einzelstrangige, Uracil-haltige RNA in doppelstriangige, Thymin-haltige DNA. Aufler-
dem wurde in diesem Fall RNA-Ribonuklease zugesetzt, um die Losung vor Verunrei-
nigung mit RNAsen zu schiitzen. Bei den durchgefiihrten Experimenten wurden rever-
se Transkriptase und Polymerase zusammen in einem Ansatz gegeben, sodass beide
Reaktionen ohne Unterbrechung direkt hintereinander durchgefiihrt werden konnten.
Die Enzym-Mischung setzt sich zusammen aus zwei verschiedenen Arten von reverser
Transkriptase (Omniscript und Sensiscript) sowie einer Hot Start DNA Polymerase.

Bei der Verwendung von DNA wurde ein Standard-Ansatz eingesetzt. Die zugesetzte
Q-Solution verstédrkt die Effizienz und Spezifitdt der PCR. BSA wird bei allen Experi-
menten als Blockierungsreagenz in einer bestimmten Konzentration zugegeben, da es

bei der on-Chip-PCR die Inhibierung der Tag DNA-Polymerase an den Chip-Oberfla-
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chen unterbindet. Zur besseren Vergleichbarkeit der Versuchsergebnisse wurde BSA
auch bei der PCR mit dem konventionellen Thermocycler verwendet.

Prinzipiell wurde aus Griinden der Vergleichbarkeit stets die gleiche Zusammenset-
zung des PCR-Ansatzes auf dem Chip und bei konventionellen Verfahren verwendet.
Die in Tab. 11 angegebene Zusammensetzung bezieht sich jeweils auf ein Gesamtvolu-

men von 50 ul.

Ansatz 1 Ansatz 2
(DNA oder Phytopthora-Sporen als Ausgangsmaterial) | (RNA oder HBME-Zellen als Ausgangsmaterial)
23 ul DEPC behandeltes Wasser 6 1l RN Ase freies Wasser
5 ul 10 uM BSA 10 pl 10x RT-PCR Puffer
5 ul 10x Puffer X 5 ul 10 uM BSA
10 ul 5x Q-Solution 8 ul 5x Q-Solution
1 yl ANTP-Mix (je 10 mM) 2 ul ANTP-Mix (je 10 mM)
2 11 10 uM Primer vorwirts 2 ul RT-PCR Enzym-Mix
2 1l 10 uM Primer riickwaérts 7,5 ul 20 uM Primer vorwérts
1 ul 5 Units/ ul Tag DNA-Polymerase 7,5 ul 20 uM Primer riickwaérts
1 ul DNA oder Sporen in Losung 1 ul RNA Ribonuklease
1 ul RNA oder Zellen in Lésung

Tab. 11: Prinzipielle Zusammensetzung der angewendeten PCR-Ansétze

2.2.3.2 PCR-Protokolle

a) Amplifikation von DNA

Zur Amplifikation der unterschiedlichen PCR-Produkte wurden verschiedene Tempera-
turprotokolle verwendet. Diese unterscheiden sich vor allem bei der Annealing-Tempe-
ratur, da diese sowohl von der Ldnge als auch der Sequenz der Primer abhéngig ist.
Nur bei genauer Abstimmung der Annealing-Temperatur auf die jeweiligen Primer ist
deren spezifische Hybridisierung an die Enden des zu amplifizierenden DNA-Ab-
schnittes moglich. Dadurch wird gewéhrleistet, dass keine unspezifischen Nebenpro-
dukte synthetisiert werden. Die optimale Elongationstemperatur betragt 72 °C, kann
allerdings ebenfalls variiert werden. Dadurch ist es in einigen Faillen auch méglich, ein
PCR-Protokoll anzuwenden, bei dem Annealing und Elongation bei einer gemeinsamen
Temperatur stattfinden (z. B. bei der Amplifikation des ausgewdhlten p53-Genabschnit-
tes). Bei allen angewendeten Protokollen wurden jeweils 45 PCR-Zyklen durchgefiihrt.
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Die erste Denaturierung erfolgte jeweils fiir 180 s bei 94 °C mit Standard-Tag-Polymera-
se und 10 min 94 °C mit Hot Start-Polymerase. Diese spezielle Polymerase wird mit Hil-
fe eines konjugierten Antikorpers inaktiviert und ist dadurch bei Raumtemperatur we-
sentlich stabiler, als die Standard Tag-Polymerase. Die deutlich ldngere Denaturierung
zu Beginn der PCR bewirkt eine Zerstorung dieses Antikérpers und aktiviert dadurch
das Enzym. In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 12) sind die unterschiedlichen PCR-Pro-
tokolle fiir je einen PCR-Zyklus angegeben, von denen bei den durchgefiihrten Experi-

menten ausgegangen wurde.

PCR-Produkt Standard-Protokoll

ITS 2-Genabschuitt 60 s 94 °C (Denaturierung)

60 s 50 °C (Annealing)
(Brytapiziora) 120 5 72 °C (Elongation)
p53-Genabschnitt 40 s 94 °C (Denaturierung)
(human) 40 s 60 °C (Annealing + Elongation)
4 °C (D i
RPL13A-, Vimentin- und Gremlin-Genabschnit 30,854 °C.\DenEITiEHinE)
o ) 60 s 60 °C (Annealing)
e 60 s 72 °C (Elongation)
Tabelle 12: Ausgangs-PCR-Protokolle
b) Zell-Lyse und reverse Transkription

Neben der Verwendung von DNA als Ausgangsmaterial bei der PCR ist es auch mog-
lich, RNA oder Zellen direkt in den PCR-Ansatz zu geben. Um ein Gelingen der Ampli-
fikation zu gewéhrleisten, werden einige Schritte im Vorfeld der PCR nétig, die aller-
dings direkt mit der Reaktion gekoppelt werden kénnen. Werden beispielsweise Zellen
verwendet, so miissen diese zuvor lysiert werden, damit das genetische Material fiir die
Reaktion zugénglich wird.

Zellen wurden mit einem Fliissigkeitsvolumen von 1 ul auf den Probentrédger fiir die
Chip-PCR oder in ein PCR-Reaktionsgefdf gegeben. Nachdem die Tropfen eingetrock-
net waren, wurden die Chips sowie die Reaktionsgefdfie bei -80 °C fiir mindestens
30 min eingefroren. In diesem Zustand kénnen die separierten Zellen auch einige Tage
aufbewahrt werden. Dann wurden die Reaktionsgefdfie im konventionellen Thermocy-
cler und die Probentrager auf den PCR-Chips appliziert, wo sie fiir 5 min bei 75 °C und
fiir 2 min bei 95 °C temperiert wurden. Anschliefend wurde in die abgekiihlten Reakti-

onsgefidfie und auf die Probentrdger der PCR-Ansatz sowie Mineraldl gegeben und
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schliellich die Amplifikation gestartet. Die reverse Transkription zur Umwandlung von

RNA in DNA erfolgte fiir 30 min bei 58 °C.
2.24  Detektion von PCR-Produkten
2.2.4.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Identifizierung und Unterscheidung der PCR-Produkte kann im Anschluss an die
Amplifikation eine Gelelektrophorese durchgefiihrt werden. Bei den durchgefiihrten
Experimente wurden ausschliefdlich 3 Joige Agarosegele mit 1x TAE Puffer sowie einem
Gehalt von 0,5 ug/ml Ethidiumbromid verwendet. Als Laufpuffer wurde 1x TAE Puffer
mit einem Ethidiumbromidgehalt von 0,4 ug/ml angewendet. Fiir den Nachweis wur-
de jeweils stets 1 ul PCR-Losung (Probe) bzw. PCR-Ansatz (Negativkontrolle) zusam-
men mit 1 pl Probenpuffer in eine der Taschen des Gels gefiillt. Der Probenpuffer ent-
hielt 100 pg/ml Bromphenolblau, 0,1x TAE und 30 % Glycerol. Durch Zugabe eines
DNA-Groenmarkers kann die Lange der Fragmente anhand der durch das Ethidium-
bromid sichtbaren Banden abgeschétzt werden. Die verwendeten DNA-GréSenmarker
sind in Abb. 23 dargestellt.

i‘ bp M bp
Marker 1 1057 || Marker 2 -
770
é 612 ; 404
495 _— 331
392 — 42
——345 — 190
335 _— 147
‘-——._279 — 111
——210 Bl
/ 162

Abb. 23: Verwendete DNA-Grofienmarker (a - DNA- GrofSenmarker 1, b - DNA-GrofSenmarker 2)

2.24.2 Real-Time PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion kann mit einer Fluoreszenz-basierten Real-Time Detek-
tion kombiniert werden, die bereits wahrend der Reaktion eine Analyse der PCR-Pro-
dukte zulidsst. Zu diesem Zweck wurde entweder SYBR Green (Abb. 24) als Interkalator
oder eine Sequenz-spezifische TagMan-Sonde dem PCR-Ansatz zugefiihrt (siehe Ab-
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schnitt 1.3.3.2). Zusétzlich zur unter 2.2.3.1 angegebenen Zusammensetzung wird dabei
jeweils entweder 0,5 ul 20x SYBR-Green oder 0,5 ul 10 yM TagMan-Sonde zu dem 50 pl

umfassenden PCR-Ansatz gegeben.

a]
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Absorption | |

|
'
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-
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Abb. 24: SYBR-Green [Q15] (a - Strukturformel, b - Absorptions- und Emissionsspektrum)

Bei der verwendeten Sonde handelt es sich um ein einzelstrangiges Oligonukleotid aus
31 Basen, dessen Enden mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen modifiziert sind (sie-
he Tab. 6). Am 5™-Ende dieser TagMan-Sonde befindet sich dabei Carboxyfluoreszein
(FAM) und am 3"-Ende Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA). Die Strukturformeln

sowie Anregungs- und Emissionsspektren dieser Fluoreszenzfarbstoffe sind in Abb. 25

dargestellt.
ﬂ ﬂ ¢ dls
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Abb. 25: FAM (a, b) und TAMRA (¢, d) [Q16-Q19]

(a und ¢ - Strukturformeln, b und d - Absorptions- und Emissionsspektren)

Der Detektor ist mit entsprechenden Filtern ausgestattet, sodass eine Detektion im Be-
reich von 500 bis 520 nm erfolgt. Zur Anregung wurde eine blaue LED mit einem Wel-
lenlangenbereich zwischen 450 und 500 nm eingesetzt. Damit kénnen SYBR-Green und
FAM mit dem on-Chip Real-Time PCR System detektiert werden. TAMRA wirkt bei der

Sonde als Quencher, da sich dessen Absorptionsmaximum mit dem Emissionsmaxi-
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mum von FAM tiiberschneidet, wodurch bei raumlicher Nihe der Farbstoffe zueinander
ein Energielibertrag stattfindet.

Als Detektor wurde ein Photomultiplier verwendet. Die Ubertragung des Anregungs-
und Emissionslichtes erfolgte durch optische Fasern, die unterhalb vom transparenten

Detektionsfensters des Chips angeordnet wurden (Abb. 26).

Mineraldl
PCR-Lésung

Probentrédger

Detektionsfenster

\///

PCR-Chip

optische Faser

Detektion
Anregung Filter
LED Photomultiplier

Abb. 26: Schematische Darstellung des Detektionsaufbaus

In Verbindung mit dem angeschlossenen Temperaturregler sowie der Software wird
auch die Durchfithrung einer Schmelzkurvenanalyse ermoglicht. Fiir eine derartige
Analyse eignet sich SYBR-Green aufgrund des reversiblen Bindemechanismus sehr gut.
Die Fluoresznzintensitidt wird durch die unterschiedlichen Geritetechnologien in unter-
schiedlichen Mafeinheiten wiedergegeben. Beim System fiir die on-Chip Real-Time
PCR erfolgt die Angabe der Anzahl der Photonen, der verwendeten Real-Time-Ther-
mocycler erstellt dagegen eine prozentuale Skala fiir die Fluoreszenzintensitéit. Der Ver-

lauf der Kurven ist dabei absolut vergleichbar.

2.2.4.3 Hybridisierungsnachweis

Fiir den Nachweis von PCR-Produkten mittels Hybridisierung auf Mikroarrays wurden
prinzipiell zwei verschiedene Markierungen der Ziel-DNA eingesetzt, entweder fluo-
reszierendes FITC oder Biotin (Abb. 27). Beide Molekiile kénnen endstédndig an Oligo-
nukleotide gekniipft werden, welche in dieser Form kommerziell erhiltlich sind. Im
Fall von FITC konnte der Mikroarray direkt nach der Hybridisierung und dem Waschen
optisch mittels Fluoreszenzmikroskopie ausgelesen werden. An das Biotin dagegen

wurde zundchst Streptavidin-gekoppelte Meerrettich-Peroxidase angebunden, um mit
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deren Hilfe elementares Silber an den betreffenden Stellen des Mikroarrays abzuschei-
den. In diesem Fall kann der Mikroarray sowohl optisch als auch elektrisch ausgelesen

werden.

( PCR mit markiertem Primer j
( FITC ) ( Biotin )
( Hybridisierung )
( Streptavidin-Peroxidase ]
( Silberabscheidung )
v ¥
( Mikroskopie und Grauwertanalyse

Abb. 27: Angewendete Detektionsmethoden und optische Detektion

Vorraussetzung fiir die elektrische Detektion ist allerdings, dass die Spots innerhalb von
Elektrodenspalten auf entsprechend strukturierten Chips positioniert wurden. Die Vor-
gehensweise bei beiden Verfahren beinhaltete zunachst die Herstellung der Hybridisie-
rungslosung. Dazu wurde die PCR-Losung unter Zugabe bestimmter Puffer 1:5 ver-
dtinnt, sodass die Hybridisierungslosung letztlich eine Konzentration von 5x SSC und
0,1 % SDS aufweist. Da fiir die Hybridisierung DNA-Einzelstriange erforderlich sind,
um sich mit den ebenfalls einzelstringigen und auf der Oberfliche der Mikroarrays
immobilisierten Oligonukleotiden zu verbinden, wurde die Hybridisierungslosung fiir
5 min bei 94 °C denaturiert und direkt anschlieSend fiir weitere 5 min bei ca. 0 °C ge-
kiihlt. Durch diese rapide Abkiihlung der denaturierten DNA konnten die Einzelstran-
ge fixiert und an einer Renaturierung gehindert werden. Nach der Uberfiihrung der Re-
aktionslosung auf den bereits auf Hybridierungstemperatur erwdrmten Chip erfolgte
dann die spezifische Hybridisierung an die komplementiren Fénger-Oligonukleotide.
Fiir diesen Schritt wurden verschiedene Protokollvarianten hinsichtlich Hybridierungs-
temperatur und -dauer sowie zusétzlicher Bewegung der Ziel-DNA angewendet (siehe
3.2.3). Im Anschluss an die Hybridisierung wurde ungebundene DNA weggewaschen.
Fir die Enzymanbindung wurde eine 2 ug/ml Losung von Streptavidin-gekoppelter
Meerrettich-Peroxidase in 1x PBS und 0,05 % Tween 20 Puffer hergestellt und auf den
Mikroarray gegeben. Nach der Anbindung, die ebenfalls unter verschiedenen Bedin-

gungen durchgefiihrt wurde, erfolgte wiederum ein Waschschritt mit 1x PBS und
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0,05 % Tween 20 Puffer sowie kurz mit deionisiertem Wasser. Das Spiilen mit Wasser
bewirkt, dass die im Puffer enthaltenen Chlorid-Ionen entfernt werden, da sich sonst
Silberchlorid anstelle von elementarem Silber bilden wiirde. Schliefflich wurde die Re-
aktionslosung zur Silberabscheidung entsprechend der Herstellerangaben prapariert
und ebenfalls auf den Chip gegeben. Die Abscheidung wird nach 5 min mit deionisier-
tem Wasser gestoppt und die Chips optisch und elektrisch vermessen. Fiir den Fall,
dass noch keine elektrischen Signale messbar waren, obwohl an bestimmten Spots Sil-
ber abgeschieden wurde, erfolgte eine Nachverstarkung. Dazu wurde erneut Reaktions-
16sung zur Silberabscheidung hergestellt und jeweils fiir zwei Minuten auf die Chips
gegeben, mit deionisiertem Wasser gespiilt und gemessen. Dieser Vorgang der Nach-
verstarkung wurde bis zu 4 mal wiederholt.

Zum Zweck der optischen Auswertung der Ergebnisse wurden mikroskopische Auf-
nahmen der einzelnen Spots angefertigt und daran eine Grauwertanalyse durchgefiihrt.
Dazu wurde jeweils mit einer exakt definierten Fldche der Grauwert innerhalb eines
Spots sowie der Wert fiir den Hintergrund bestimmt. Die Messwerte wurden schliellich
normiert und Mittelwerte aus mehreren Messungen berechnet. Da die Grauwerte nach
Korrektur des Hintergrundsignals bei den Silberspots im Vergleich zu den Fluoreszenz-
spots im negativen Bereich liegen und mit steigender Signalintensitit kleiner werden,
wurde in diesen Féllen der Betrag gebildet.

Bei der elektrischen Detektion wurde jeweils der Widerstand an den einzelnen Elektro-
denspalten gemessen und die Leitfdhigkeit nach der in Abb. 28 dargestellten Formel be-

stimmt.

G - Leitwert
G- 1 R U R - Widerstand
R I U -Spannung

I - Stromstirke

Abb. 28: Berechnung des Leitwertes

Ist der Spalt nicht ausreichend durch abgeschiedenes Silber tiberbriickt, so ist der Wi-
derstand sehr groff und der Stromfluss sehr klein. Bei dem verwendeten Messgerit
wurde eine Schwellenwert von 1 uQ fiir die Messbarkeit festgelegt. Aus den gemesse-
nen Widerstandswerten wurde die Leitfahigkeit berechnet, ein Mittelwert aus mehren

Messungen bestimmt und im logarithmischen Mafistab dargestellt.
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3  Ergebnisse

Im folgenden Kapitel sind alle wesentlichen Ergebnisse dargestellt, die zur Entwicklung
bzw. Weiterentwicklung der beiden Lab-on-a-Chip Systeme beigetragen haben sowie
deren Funktionsfahigkeit und Anwendbarkeit demonstrieren (Abb. 29). Dabei ist das
Kapitel in zwei Hauptabschnitte eingeteilt, worin jeweils die Ergebnisse zur on-Chip

Real-Time PCR sowie zur Kombination von on-Chip PCR und DNA-Mikroarray erldu-

tert sind.
DNA als Ausgangsmaterial Zellen als Ausgangsmaterial on-Chip DEP und -PCR
(Abschnitt 3.1.1) (Abschnitt 3.1.2) (Abschnitt 3.1.3)
On-Chip Real-Time PCR > = e i
(Abschnitt 3.1) AN N R /7 e E\ o | > = ;
\WAVAVAVEIN| "m {.}:
Pliios I7| ] 7]
Tropfenbasierter Ansatz PCR-Chip Modul DNA-Chip Modul Komplettsystem
(Abschnitt 3.2.1) (Abschnitt 3.2.2) (Abschnitt 3.2.3) (Abschnitt 3.2.4)
On-Chip PCR und DNA-Mikroarray 4 ] i ——
(Abschnitt 3.2) > —_—
» an — ;

Abb. 29: Ubersicht zu den dargestellten Ergebnissen
3.1 On-Chip Real-Time-PCR

Bei der tropfenbasierten on-Chip Real-Time PCR wurde sowohl DNA als auch RNA
dem PCR-Ansatz zugefiihrt. Neben aufgereinigten Nukleinsduren kamen auch Zellen

bzw. Sporen bei der PCR zum FEinsatz.
3.1.1 Oberflichenmodifikation der Probentrager

Fiir die Herstellung der Probentriager wurden Glaswafer benutzt und entsprechend der
Angaben unter 2.2.1.3 mit Repel-Silan und Teflon beschichtet. Im Anschluss wurde die
Beschichtung an punkt- bzw. kreisférmigen Strukturen durch trockenchemische Atz-
vorgange entfernt, sodass Bereiche mit unterschiedlichen Benetzungseigenschaften fiir
Mineral6l und PCR-Ldsung entstanden. Eine schematische Darstellung des resultieren-
den Beschichtungsmusters ist in Abb. 30a sichtbar. Die resultierenden Randwinkel von
PCR-Losung und Mineral6l auf unbeschichtetem Glas sowie der Repel-Silan/Teflon-
Oberflache sind aus Abb. 89 (siehe Seite 92) ersichtlich. Durch die spezielle Oberfla-

chenstruktur ist es mdglich, kleine Volumina an wiéssriger PCR-Losung in einen Trop-
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fen aus Mineraldl einzuschlieBen (Abb. 30b). Damit ist die PCR-Losung im Verlauf der
Reaktion vor Verdunstung geschiitzt. Die spezielle, punktférmige Struktur gewéhrleis-
tet auflerdem, dass die Reaktionslosung im Verlauf der PCR in der Mitte des Tropfens
verbleibt und damit eine stabile Signalintensitdt wahrend der Reaktion gewihrleistet
wird. Um Kontaminationen zu verhindern, wird jede der Strukturen nur einmal be-
nutzt. Der Probentrdger, welcher auf den PCR-Chip aufgelegt wird, bietet dabei eine
kostengtinstige Alternative zur direkten Applikation auf dem mikrostrukturierten PCR-

Chip.

g =

[I mit Repel-Silan/ Teflon-Beschichtung
. ohne Repel-Silan/ Teflon-Beschichtung

Abb. 30: Schematische Darstellung zur Oberflichenmodifikation des Probentrédgers (a)
und resultierende Gestalt des applizierten Tropfens (b)

3.1.2 Applikation von DNA bei der PCR

3.1.2.1 Bestimmung von Nachweisgrenzen und PCR-Effizienzen

Um die Sensitivitét der tropfenbasierten on-Chip PCR zu demonstrieren, wurden PCR-
Ansitze mit unterschiedlichen DNA-Ausgangskonzentrationen erstellt und die Ampli-
fikation bei gleichzeitiger Real-Time Detektion durchgefiihrt. Eine hohe Sensitivitat bei
der PCR ist oftmals notwendig, da der DNA-Gehalt in realen Proben nur sehr gering
ausfdllt bzw. nur geringe Mengen an Probenmaterial gewonnen werden kénnen. Um
einen Vergleich zu ermoglichen, wurden alle Versuche stets auf dem PCR-Chip und mit
dem konventionellen Real-Time-Cycler durchgefiihrt. Fiir die Versuche wurden alle Re-
aktionsparameter inkl. der Zusammensetzung der Lésung, der Protokolldauer und des
Probenvolumens identisch angewendet, um eine hohe Vergleichbarkeit zu gewihrleis-
ten. Konzentrationsreihen mit verschiedenen DNA-Mengen im PCR-Ansatz werden
nicht nur genutzt, um die Nachweisgrenze der Amplifikation unter den gegebenen Be-

dingungen zu bestimmen, sondern auch zur Erstellung einer Standardgerade. Diese
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kann bei der Ermittlung unbekannter Nukleinsdure-Konzentrationen in einer Probe ge-
nutzt oder zur Bestimmung der Reaktionseffizienz angewendet werden.

Fiir die im folgenden Abschnitt dargestellten Konzentrationsreihen wurden Sequenzbe-
reiche des fiir p53 codierenden Genabschnittes sowie der ribosomalen DNA von Phy-
tophthora eingesetzt. Zum Nachweis des Genabschnittes wurde neben SYBR-Green als
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff aufferdem eine Fluoreszenz-markierte TagMan-

Sonde bei der Real-Time PCR eingesetzt.

konventionell b PCR-Chip

M - DNA-Groéienmarker 1 M - DNA-Gr68enmarker 1
1 - 12000 Molekiile/ ul 1 -12000 Molekiile/ ul
2 - 1200 Molekiile/ ul 2 - 1200 Molekiile/ ul
3 - 120 Molekiile/ ul 3 - 120 Molekiile/ ul
4 -12 Molekiile/ ul 4 -12 Molekiile/ ul
5 -1,2 Molekiile/ ul 5 -1,2 Molekiile/ ul
6 - ohne DNA 6 - ohne DNA

Abb. 31: Agarosegele zur Bestimmung der Nachweisgrenze bei der Amplifikation
des ausgewihlten p35-Genabschnittes (a - konventionell, b - PCR-Chip)

Die in Abb. 31 dargestellten Agarosegele zeigen die PCR-Produkte des p53-Genab-
schnittes nach der Amplifikation mit verschiedenen DNA-Ausgangskonzentrationen im
Bereich zwischen 12000 und 1,2 Molekiilen/ul im konventionellen System (Abb. 31a)
sowie auf dem PCR-Chip (Abb. 31b). Es ist deutlich zu erkennen, dass in beiden Fallen
auch eine Konzentration von nur 1,2 Molekiilen/ ul im PCR-Ansatz nachgewiesen wer-
den konnte, wobei die entsprechende Bande beim PCR-Chip intensiver ausfillt. Die
Ausgangskonzentration an DNA im PCR-Ansatz liegt damit im Bereich weniger Atto-
gramm/ ul. Bei einem eingesetzten Gesamtvolumen von 3 ul an PCR-Losung konnte
damit eine Gesamtzahl von drei bis vier DNA-Molekiilen zuverldssig nachgewiesen
werden. Damit weist sowohl der PCR-Chip wie auch der konventionelle Thermocycler
bei Anwendung des gleichen PCR-Protokolls eine hohe Sensitivitit auf.

Mit zunehmender DNA-Ausgangskonzentration steigt auch die Fluoreszenzintensitét
der entsprechenden Banden im Gel. Bei der Negativkontrolle wurde kein entsprechen-
des PCR-Produkt amplifiziert. Allerdings ist eine Bande im unteren Gel-Bereich er-
kennbar, welche auf Nebenprodukte wie Primer-Dimere hindeutet. Diese deutlich kiir-
zeren Fragmente bilden sich aufgrund ihres Uberschusses zunehmend bei geringen
DNA-Konzentrationen im PCR-Ansatz. Fiir die Versuche wurde ein zeitlich optimiertes
PCR-Protokoll mit 4 s Denaturierung und 15 s gemeinsamer Annealing/Elongati-

onsphase angewendet. Damit konnte letztlich auch demonstriert werden, dass bei zeit-
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lich optimierten PCR-Protokollen zum Zweck besonders schneller Analysen die Sensi-

tivitdt bei der PCR in keiner Weise beeintrachtigt ist.

a konventionell b PCR-Chip

M - DNA-Griflenmarker 1 M - DNA-Gréenmarker 1
1 - 200000 Molekiile/ ul 1 - 200000 Molekiile / ul
2 - 20000 Molekiile/ ul 2 -20000 Molekiile/ ul
3 - 2000 Molekiile/ ul 3 - 2000 Molekdile/ ul
4 - 200 Molekiile/ ul 4 - 200 Molekiile/ ul
5 - 20 Molekiile/ ul 5 -20 Molekiile/ ul
6 -2 Molekiile/ ul 6 -2 Molekiile/ ul
7 - ohne DNA 7 - ohne DNA

Abb. 32: Agarosegele zur Bestimmung der Nachweisgrenze bei der Amplifikation eines ausgewdhlten
Abschnittes der ribosomalen DNA von Phytophthora (a - konventionell, b - PCR-Chip)

Auch bei der Amplifikation vom 550 bp umfassenden Genabschnitt des Phytopatho-
gens Phytophthora konnten geringste DNA-Ausgangskonzentrationen von nur 2 Mole-
kiilen/pl im PCR-Ansatz nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser PCR-Konzentra-
tionsreihe sind in den Agarosegelen in Abb. 32 dargestellt. Fiir diese Versuche wurde
ein Standard-Protokoll mit 60 s Denaturierung, 60 s Annealing und 120 s Elongation
angewendet. Unspezifische Nebenprodukte werden im Verlauf der Reaktion nicht ge-
bildet. Deshalb sind bei dieser Versuchsreihe nur die Produktbanden im Gel erkennbar.
Bei der Negativkontrolle ist entsprechend der Erwartung keine Bande sichtbar. Die Er-
gebnisse der Chip-PCR sind ebenfalls absolut vergleichbar mit dem konventionellen

Thermocycler.

a) Produkt-unspezifische Detektion mit SYBR-Green

Die Ergebnisse der Fluoreszenz-basierten Real-Time Detektion bei der Amplifikation
des p53-Genabschnittes mit dem PCR-Chip (Abb. 33a) und dem konventionellen Ther-
mocycler (Abb. 34a) zeigen typische, sigmoidale Kurvenverldufe mit einer Anlaufphase
und einem exponentiellen Anstieg, der schlieSlich in einen Sittigungswert iibergeht.
Dabei kann ein zeitlich versetzter Anstieg mit abnehmender DNA-Konzentration im
Verlauf der PCR beobachtet werden. Auch die Séttigungswerte der Fluoreszenzintensi-
tat nehmen entsprechend ab. Die Abstédnde zwischen den Kurven, vor allem im Bereich
zwischen 120000 und 12 Molekiile/ ul sind sehr gleichmégBig, was sich durch eine hohe
Regression der c-Werte bei der Standardgerade bestitigt. Bei der geringsten DNA-Kon-
zentration wirken sich statistische Schwankungen stédrker aus, weshalb der Abstand der

entsprechenden Kurve innerhalb der Reihe geringfiigig abweichen kann. Da SYBR-
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Green lediglich eine sequenz-unspezifische Detektion erméglicht und damit samtliche,
doppelstrangige DNA inklusive der Primer-Dimere detektiert wird, ist auch im Fall der
Negativkontrolle beim angewendeten Protokoll fiir den Nachweis des p53-Genab-

schnittes ein Anstieg der Fluoreszenzintensitit erkennbar.

a Detektion PCR-Chip ﬂ ‘ Standardgerade PCR-Chip
600 40 +

y =-4,1722x + 39,941
R2=0,9959
E=73,65%

treshold = 30000

12000 Molekiile/ ul 35 1
1200 Molekiile/ ul
120 Molekiile/ ul
12 Molekiile / ul
1,2 Molekiile/ ul
ohne DNA

Relative Fluoreszenzintensitit
ct-Wert

PCR-Zyklen log (DNA-Konzentration)

Abb. 33: Ergebnisse der Real-Time PCR mit dem PCR-Chip bei der Amplifikation des p53-Genabschnittes
(a - Real-Time Detektion, b - Standardgerade mit Angabe der PCR-Effizienz)

a ‘ Detektion konventionell ‘ b [ Standardgerade konventionell
L 120 1 TTTTT T T 35 -
i | 1 ! 1 v =-4,6951x + 33,403
£ 100 4 + 12000 Molekiile/ 1 30 R?=0,9987
E g + 1200 Molekitle/pl E = 63,30 7%
g + 120 Molekiile/ il £ 25 4 freshold = 5000
£ 60 + 12 Molekiile/pl 2
E% o | + 1,2 Molekiile/pl 6 20
B ohne DNA
£ 20 - 15 4
&
0 J 10 T T T T 1
1 10 20 30 40 0 1 o) 3 4 5 6
PCR-Zyklen log (DNA-Konzentration)

Abb. 34: Ergebnisse der Real-Time PCR mit dem konventionellen Thermocycler bei der Amplifikation des
p53-Genabschnittes (a - Real-Time Detektion, b - Standardgerade mit Angabe der PCR-Effizienz)

Beim Vergleich der Kurvenverldufe von Chip-basierter und konventioneller PCR fallt
aufferdem auf, dass im Fall der konventionellen PCR die Kurven insgesamt um
ca. 8 Zyklen frither ansteigen und die Abstdnde etwas grofer sind. Diese grofSeren Ab-
stinde wirken sich direkt auf den Anstieg der ermittelten Standardgerade aus (Abb. 33b
und 34b). Dabei ist der Anstieg der Standardgeraden umso grofer, je geringer die Ab-
stinde der einzelnen Kurven einer Konzentrationsreihe zueinander sind. Damit ergibt
sich bei Berechnung der PCR-Effizienz fiir den PCR-Chip ein Wert von 74 % und fiir
den konventionellen Thermocycler ein Wert von 63 %. Die Schwellenwerte zur Bestim-
mung der c-Werte wurden mit einer relativen Fluoreszenzintensitdt von 30000 beim

PCR—Chip und 5000 beim konventionellen Thermocycler festgelegt.
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Obwohl beim Einsatz von SYBR-Green im Verlauf der Real-Time-Detektion auch un-
spezifische Nebenprodukte detektiert werden, erlaubt der reversible Bindemechanis-
mus dieser fluoreszierenden Molekiile die Durchfiihrung einer Schmelzkurvenanalyse.
Dabei wird die Reaktionslésung bei kontinuierlicher Messung der Fluoreszenzintensitét
langsam und gleichméBig erhitzt. Bei einer bestimmten Temperatur denaturieren die
PCR-Produkte, wodurch ein sprunghaftes Absinken der Fluoreszenzintensitdt messbar
wird. Bei Darstellung der ersten Ableitung des Fluoreszenzsignals nach der Temperatur
ergibt sich an dieser Stelle ein deutlich erkennbarer Peak. Die Schmelzkurven zur Kon-
zentrationsreihe mit dem p53-Genabschnitt sind in Abb. 35 dargestellt. Im Fall des kon-
ventionellen Thermocyclers befindet sich das Peakmaximum bei 81,5 °C, bei der on-
Chip PCR sind es rund 80 °C. Diese Differenz ist auf eine unterschiedliche Warmetiber-
tragung wahrend der Reaktion, resultierend aus der unterschiedlichen Bauweise und
Temperaturregelung der Thermocycler-Systeme, zuriickzufiihren. Die Schmelztempera-
tur eines DNA-Fragmentes ist abhdngig von der Anzahl der Basenpaare sowie dem Ge-
halt an Guanin und Cytosin. Aufgrund der Sequenz-unspezifischen Detektion mit
SYBR-Green ergibt sich auch bei der Negativkontrolle im Fall des p53-Nachweises ein
Peak, allerdings bei deutlich niedrigeren Temperaturen von 77,5 °C bzw. 76 °C. Diese
niedrigere Schmelztemperatur deutet auf die kurzen Nebenprodukte hin. Eine
Schmelzkurvenanalyse ermdglicht damit zusétzlich zur quantitativen Analyse durch

die Real-Time PCR auch eine qualitative Analyse der amplifizierten PCR-Produkte.

b
Schmelzkurve konventionell l \ Schmelzkurve PCR-Chip

12000 Molekiile / ul
1200 Molekiile / ul
120 Molekdile/ ul
12 Molekiile/ 1
1,2 Molekiile / ul
ohne DNA

+ 4+ + + +

70 75 80 85 90 70 75 80 85 90

Relative Fluoreszenzintensitit differenziert
r
Relative Fluoreszenzintensitit differenziert

Temperatur [°C] Temperatur [°C]

Abb. 35: Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse bei der Amplifikation des
p53-Genabschnittes (a - konventioneller Thermocycler, b - PCR-Chip)

Auch die in Abb. 36 und 37 dargestellten Resultate der Real-Time Detektion zur Ampli-
fikation des Genabschnittes der ribosomalen Phytophthora-DNA demonstrieren die
Funktionalitdt des Chip-Thermocyclers verglichen mit dem konventionellen System.

Die Detektionskurven steigen entsprechend der Erwartungen mit zunehmender DNA-
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Ausgangskonzentration zeitversetzt an, wobei hinsichtlich der c-Werte kaum Unter-
schiede zwischen Chip und konventionellem Thermocycler auffallen. Die sich ergeben-
den PCR-Effizienzen betragen beim Chip-Thermocycler 99,1 % und beim konventionel-
len Real-Time-Cycler 77,5 %.
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Detektion PCR-Chip b \ Standardgerade PCR-Chip

1000
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B
=
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&
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0 1 2 3 4 5 6
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Abb. 36: Ergebnisse der Real-Time PCR mit dem PCR-Chip bei der Amplifikation des Abschnittes der
ribosomalen DNA von Phytophthora (a - Real-Time Detektion, b - Standardgerade mit Angabe der
PCR-Effizienz)
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Abb. 37: Ergebnisse der Real-Time PCR mit dem konventionellen Thermocycler bei der Amplifikation des
Abschnittes der ribosomalen DNA von Phytophthora (a - Real-Time Detektion, b - Standardgerade mit
Angabe der PCR-Effizienz)

Da auch bei der Detektion des Phytophthora-Genabschnittes SYBR-Green als Detek-

tionsmittel eingesetzt wurde, konnte auch in diesem Fall im Anschluss an die PCR eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt werden. Fiir dieses 550 bp lange Produkt ergaben
sich im Vergleich zum p53-Genabschnitt relativ hohe Werte fiir die mittlere Schmelz-
temperatur mit Peakmaxima von 88 °C bzw. 86 °C (Abb. 38). Da bei der Negativkontrol-
le keine unspezifischen Nebenprodukte gebildet wurden, sind in diesem Fall auch keine

Peaks bei niedrigeren Temperaturen erkennbar.
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‘ Schmelzkurve konventionell

Schmelzkurve PCR-Chip |

12000 Molekiile / ul
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Abb. 38: Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse bei der Amplifikation des Abschnittes der ribosomalen
DNA von Phytophthora (a - konventioneller Thermocycler, b - PCR-Chip)

b) Produkt-spezifische Detektion mittels TagMan-Sonde

Im Gegensatz zur Detektion mit SYBR-Green erméglicht der Einsatz einer TagMan-
Sonde bereits im Verlauf der PCR neben der quantitativen auch eine qualitative Analyse
der Amplifikate. Die Spezifitdt wird dabei durch Komplementaritit der Sonde zum
PCR-Produkt erreicht. Bei der Sonde handelt es sich um ein Oligonukleotid, welches
mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen verbunden ist, wobei das Fluoreszenz-
signal des Reporters in raumlicher Ndhe zum Quencher von diesem absorbiert wird. Im
Verlauf der Reaktion wird die Sonde aufgrund der Exonuklease-Aktivitidt der Tag DNA-
Polymerase abgebaut. Durch die rdumlich Trennung der Farbstoffe wird eine steigende
Fluoreszenzintensitdt messbar. Diese Intensitit korreliert zur Menge an synthetisiertem
PCR-Produkt, sodass sich analog der Detektion mit SYBR-Green sigmoidale Kurvenver-
ldufe ergeben (Abb. 39 und 40). Durch den Sequenz-spezifischen Detektionsmechanis-
mus werden unspezifische Nebenprodukte nicht nachgewiesen. Auffillig sind die deut-
lich geringeren Signalintensititen im Vergleich zur Detektion mit SYBR-Green, was auf
die geringere Anzahl an fluoreszierenden Molekiilen in Verhéltnis zur DNA-Menge zu-
riickzufiihren ist. Die Sattigungswerte der Fluoreszenzintensitdt verringern sich stark
mit abnehmender DNA-Ausgangskonzentration. Aulerdem ist anhand der dargestell-
ten Diagramme erkennbar, dass beim PCR-Chip ein besseres Signal-Rausch-Verhiltnis
vorliegt als beim konventionellen Thermocycler. Im Fall der Sonden-basierten Detek-
tion des p53-Genabschnittes wurde fiir die PCR-Effizienz beim konventionellen Ther-
mocycler ein Wert von 85 % und beim PCR-Chip 66 % ermittelt. Im Fall der konventio-
nellen Umsetzung erwies dich die Auswertung der Kurvenverldufe aufgrund des

schlechteren Signal-Rausch-Verhiltnisses als schwierig. Letztlich konnte anhand dieser
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Versuchsreihe die Funktionsfihigkeit des PCR-Chips fiir eine Sonden-basierte Detek-

tion des p53-Genabschnittes demonstriert werden.
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Abb. 39: Ergebnisse der Real-Time PCR mit dem PCR-Chip bei der Amplifikation des p53-Genabschnittes
(a - Real-Time Detektion, b - Standardgerade mit Angabe der PCR-Effizienz)

i[ | Detektion konventionell | ﬂ | Standardgerade konventionell
90 7 40 -
] y =-3,6862x + 36,767
T w5 35 ! R2=0,9979
*E + 12000 Molekiile / ul - E=8516%
E 60 + 1200 Molekiile/ ul - o treshold = 2000
IS pu + 120 Molekiile/ul 5
g 5 + 12 Molekiile/ ul Eﬁ: -
2 %0 + 1,2 Molekiile/pl ~
E _ ohne DNA 55 o
= 15
= o
0 A T 15 T T T T 1 1
1 10 20 30 40 0 1 2 3 4 5 6
PCR-Zyklen log (DNA-Konzentration)

Abb. 40: Ergebnisse der Real-Time PCR mit dem konventionellen Thermocycler bei der Amplifikation des
p53-Genabschnittes (a - Real-Time Detektion, b - Standardgerade mit Angabe der PCR-Effizienz)

3.1.2.2 Verringerung des Probenvolumens

Eine Reduzierung des Probenvolumens hat neben dem geringeren Verbrauch an Rea-
genzien auch den Effekt einer besseren und schnelleren Temperierung. Die Applikation
des Probentropfens, eingebettet in Mineraldl, erméglicht eine Verringerung des Proben-
volumens bei gleichbleibend hoher Ausbeute an PCR-Produkt, wie anhand des in
Abb. 41 dargestellten Agarosegels deutlich wird. Bei den Versuchen wurde der p53-
Genabschnitt unter Anwendung des zeitlich optimierten PCR-Protokolls amplifiziert.
Die Ausgangskonzentration der DNA betrug 120 Molekiile/ ul bzw. 15 ag/ ul. Bis zu ei-
nem Volumen von nur 500 nl wurde auf dem Chip eine hohe Ausbeute an PCR-Produkt
erreicht, beim konventionellen Thermocycler wies die entsprechende Bande dagegen

eine verringerte Intensitét auf.
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- DNA-Grofenmarker 1

- PCR-Ansatz mit gemomischer DNA
-3ul

-2ul

-1ul

-0,5ul

PR TR

Abb. 41: Agarosegel zur Verringerung des Probenvolumens

Bei der in Abb. 42 dargestellten Real-Time Detektion sowie den Schmelzkurven gemes-
sen mit dem PCR-Chip in einem Volumen zwischen 3 pl und 500 nl fallt der gleichblei-
bende Kurvenverlauf auf. Die Detektionskurven beginnen in beiden Fillen ca. beim
27. Zyklus anzusteigen. Das Peakmaximum der Schmelzkurven ist jeweils deutlich bei
83 °C zu erkennen. Unterschiede ergeben sich in Hinblick der Fluoreszenzintensitit.
Der Maximalwert bei der Detektion mit 500 nl erreicht mit einer relativen Fluoreszen-
zintensitdt von 1000 im Vergleich zu einem Wert von 650 bei einem Reaktionsvolumen

von 3 ul nur etwa ein Siebtel.
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Abb. 42: Ergebnisse der Real-Time PCR und Schmelzkurvenanalyse mit dem PCR-Chip bei der Amplifi-
kation des p35-Genabschnittes mit unterschiedlichen Reaktionsvolumina (a - Real-Time Detektion 3 ul,
b - Real-Time Detektion 0,5 ul, ¢ - Schmelzkurve 3 ul, d - Schmelzkurve 0,5 ul)

Bei der Schmelzkurve betrigt der Intensitdtsunterschied der Peakmaxima mit Werten
von 12 bzw. 2,2 etwa ein Sechstel. Diese Feststellung war aufgrund des verringerten Vo-
lumens und damit einer geringeren Menge an detektierbaren Fluoreszenfarbstoffen zu
erwarten. Dennoch bleibt festzuhalten, dass auch mit einem derart geringen Reaktions-
volumen das System und der dazugehorige Detektionsaufbau hinreichend empfindlich

sind, um eine aussagefahige Detektion zu ermoglichen.
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3.1.3 Applikation von Zellen bei der PCR

Eine direkte Verwendung von zelluldirem Material bei der PCR bietet den entscheiden-
den Vorteil, dass eine aufwéndige Extraktion der enthaltenen DNA oder RNA im Vor-
feld der Amplifikation entféllt. Ist es aulerdem moglich, die zugegebenen Zellen aus-
schliellich durch Temperatureinwirkungen aufzuschlieSen und damit die Nukleinsdu-
ren zugdnglich zu machen. Damit kann auf den Einsatz von Chemikalien verzichtet
werden, die eine Inhibierung der PCR verursachen kénnen. Im Gegensatz zur mehrfach
in der Literatur beschriebenen Verwendung von Blutzellen [169, 170] ist dies allerdings
nicht bei allen zelluldren Proben mdglich und bedarf deshalb einer experimentellen Un-
tersuchung fiir den konkreten Anwendungsfall. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden Experimente zur PCR mit geringen Zellzahlen an Phytophthora-Zoosporen so-
wie HBME-Zellen durchgefiihrt. Dabei sollten die Zellen ausschliellich durch Tempera-

tureinwirkungen lysiert werden.

3.1.3.1 Phytophthora-Zoosporen

a) Einsatz von Sporen in verschiedenen Losungsmitteln

Fiir die Experimente zum Nachweis der ribosomalen DNA von Phytophthora wurden
ausschliefSlich Zoosporen von P. ramorum verwendet. Um eine geeignete Handhabung
der Sporen beim direkten Einsatz in der PCR-Losung bzw. auf der Chip-Oberfldche zu
ermoglichen, sollten diese in einem fliissigen Losungsmittel aufgenommen werden. Im
glinstigsten Fall konnen die Sporen mit dem Losungsmittel abgetotet werden, ohne die
enthaltene DNA zu zerstoren. Als geeignet erwiesen sich bei phytopathologischen Ana-
lysen u. a. verdiinnte Ethanol- sowie Essigsdure-Losung. Es galt, bestimmte Konzentra-
tionen dieser Losungsmittel in der Reaktionslosung auf ihre PCR-Kompatibilitdt hin zu
untersuchen. Im PCR-Ansatz wurde die Sporenlosung schlieSlich 1:50 verdinnt und
eine Gesamtzahl von rund 85 Sporen in den 3 ul Reaktionslésung eingestellt. Diese Ver-
suchsreihe wurde ausschliefllich mit den konventionellen Thermocycler durchgefiihrt.

Wie im dargestellten Agarosegel (Abb. 43) erkennbar ist, erwies sich eine 50 %ige Etha-
nol-Losung als geeignet. Bei der 1 %igen Essigsdure war die Ausbeute an PCR-Produkt
allerdings stark vermindert, was auf eine Absenkung des pH-Wertes zurtickzufiihren
ist. Der dadurch verdanderte pH-Wert befindet sich dann moglicherweise nicht mehr im

optimalen Bereich fiir die Tag DNA-Polymerase, wodurch deren Aktivitit eingeschrankt
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wird. Deshalb wurde die Essigsdure-Konzentration schrittweise herabgesetzt, wobei
sich eine 0,05 %ige Losung als am besten geeignet herausstellte. Dabei ist es prinzipiell
bemerkenswert, dass die DNA der Sporen, die haufig sehr widerstandsfahig sind, in
ausreichendem Maf fiir die Amplifikation zugénglich gemacht werden konnte. Die
Versuche zeigen, dass eine exakte Einstellung des pH-Wertes bei der PCR von entschei-
dender Bedeutung ist und Modifikationen an der Zusammensetzung der Reaktionslo-

sung diesen nur geringfligig beeinflussen sollten.

M - DNA-GroBenmarker 1
1 - Sporen in 50 % Ethanol
2 -Sporenin 1% Essigsédure
3 -Sporen in 0,5 % Essigsdure
4 - Sporen in 0,05 % Essigsaure

M|1[2|3]|4|M

Abb. 43: Agarosegel zur PCR mit Phytophthora-Zoosporen in verschiedenen Losungsmitteln

Bei der im Verlauf der Amplifikation durchgefiihrten Real-Time Detektion unter Ver-
wendung von SYBR-Green als Detektionsmittel ergaben sich in Korrelation zu den Er-
gebnissen der Agarose-Gelelektrophorese bei 50 %igem Ethanol sowie 0,05 %iger Essig-
sdure deutliche Anstiege der Fluoreszenzintensitit im Verlauf der PCR-Reaktion
(Abb. 44). Auch die Schmelzkurven zeigen in diesen Fillen deutliche Peakmaxima bei
85 °C. Bei der Verwendung von hoher konzentrierter Essigsdure ergibt sich dagegen

kein signifikanter Signalanstieg.
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Abb. 44: Ergebnisse der Real-Time PCR mit dem konventionellen Thermocycler bei direktem Einsatz
von verschiedenartig gel6sten Phytophthora-Zoosporen im PCR-Ansatz
(a - Real-Time Detektion, b - Schmelzkurve)
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b) Direkte Applikation von Phytophthora-Sporen bei der on-Chip PCR

Die Ubertragung des Protokolls mit in 0,05 %iger Essigsiure gelosten Phytophthora-Spo-
ren auf den PCR-Chip ergab vergleichbar zufriedenstellende Ergebnisse, was sowohl
durch die deutlich erkennbaren Produktbanden im Agarosegel (Abb. 45) als auch ent-
sprechende Kurvenverldufe bei der Real-Time-Detektion sowie Schmelzkurvenanalyse
(Abb. 46 und 47) demonstriert wird.

M - DNA-Grofienmarker
1 - koventionell
2 - PCR-Chip

Abb. 45: Agarosegel zur PCR bei direktem Einsatz von Sporen im PCR-

Ansatz mit dem konventionellen Thermocycler sowie dem PCR-Chip

Insgesamt sind die Signalintensitdten allerdings geringer als beim Einsatz von DNA im
PCR-Ansatz. Die mit dem PCR-Chip detektierten Kurvenverldufe weisen im Vergleich

zum konventionellen Thermocycler ein schlechteres Signal-Rausch-Verhaltnis auf.
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Abb. 46: Ergebnisse der Real-Time PCR und Schmelzkurvenanalyse in Doppelbestimmung mit dem
PCR-Chip bei direktem Einsatz von Phytophthora-Sporen (gelost in 0,05 %Essigsaure) im PCR-Ansatz
(a - Real-Time Detektion, b - Schmelzkurve)
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Abb. 47: Ergebnisse der Real-Time PCR und Schmelzkurvenanalyse in Doppelbestimmung mit dem
konventionellen Thermocycler bei direktem Einsatz von Phytophthora-Sporen (geldst in 0,05 %
Essigsdure) im PCR-Ansatz (a - Real-Time Detektion, b - Schmelzkurve)

c) Verringerung der Sporenanzahl im PCR-Ansatz

Um die Sensitivitdt der on-Chip PCR beim Nachweis von Phytophthora-Zoosporen zu
untersuchen, wurde die Ausgangskonzentration an Sporen schrittweise verringert und
das Ergebnis der Amplifikation tiberpriift. Aufgrund der geringen Signalintensititen,
die beim Einsatz von rund 85 Sporen messbar waren, wurde bei den Experimenten zur
Reduktion der Sporenanzahl auf die Real-Time Detektion verzichtet und die Ergebnisse
ausschliellich elektrophoretisch ausgewertet. Die in Abb. 48 dargestellten Agarosegele
demonstrieren, dass auch bei einer Gesamtzahl von nur 5 Sporen im eingesetzen Volu-
men an PCR-Losung die gewtinschten Produkte amplifiziert wurden. Obwohl die
Menge an synthetisiertem PCR-Produkt bereits bei einer reduzierten Anzahl von rund
43 Sporen gering ausgefallen ist und die Banden schwach erscheinen, konnten auch ge-
ringste Mengen an Sporen mit dem Chip-System nachgewiesen werden. Dabei sind die
Bandenintensititen bei der Verwendung des konventionellen Thermocyclers mit denen
der Chip-PCR vergleichbar.

I a l konventionell J \ b I PCR-Chip

M - DNA-GriBenmarker 1 M - DNA-Groflenmarker 1
A -PCR-Ansatz A -PCR-Ansatz

1 -85Sporen/3 ul 1 -85Sporen/3 ul

2 -43Sporen/3 pl 2 - 43 Sporen/3 ul

3 -21Sporen/3 ul 3 -21Sporen/3 ul

4 -11 Sporen/3 ul 4 - 11 Sporen/3 ul

5 -5Sporen/3 ul 5 - 5Sporen/3 ul

6 - ohne Sporen 6 - ohne Sporen

Abb. 48: Agarosegele zur Uberpriifung der erfolgreichen Amplifikation bei Reduzierung
der Sporenanzahl im PCR-Ansatz (a - konventionell, b - PCR-Chip)
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3.1.3.2 HBME-Zellen

Neben den Zoosporen von Phytophthora ramorum sollten auch humane Hirnendothelzel-
len (HBME-Zellen) direkt bei der PCR eingesetzt werden. Erste Versuche wurden mit
extrahierter DNA sowie RNA durchgefiihrt. Die Protokolle wurden jeweils im konven-
tionellen Thermocycler sowie auf dem PCR-Chip angewendet. Bei der Verwendung von
RNA wurde der PCR eine reverse Transkription vorangestellt. Das Agarosegel in
Abb. 49a zeigt, dass sowohl die DNA als auch die RNA bei der PCR eingesetzt werden
konnen und die Amplifikation auf dem Chip erfolgreich sowie vergleichbar zum kon-
ventionellen Thermocycler verlief.

Damit wurde die Anwendbarkeit des Protokolls zur Temperatur-induzierten Zell-Lyse
in Verbindung mit einer reversen Transkription auf dem PCR-Chip demonstriert.
AuBerdem war es moglich, drei verschiedene PCR-Produkte in einem einzigen PCR-
Ansatz auf dem Chip zu amplifizieren (Abb. 49b). Dabei handelte es sich um Genab-
schnitte der codierenden Bereiche fiir die Proteine RPL13A, Gremlin und Vimentin. Die

eingesetzte Ausgangs-DNA stammte dabei aus HBME-Zellen.

RPL13A von DNA und RNA n Vimentin, Gremlin und RPL13A von DNA

!
]
'

M - DNA-Griffenmarker 1
Al - PCR-Ansatz mit DNA
A2 - PCR-Ansatz mit RNA

1 - PCR-Chip Al
2 - PCR-Chip A2
3 - konventionell Al
4 - konventionell A2

M - DNA-GréBenmarker 1
1 - konventionell
2 - PCR-Chip

Abb. 49: Agarosegele zur Uberpriifung der erfolgreichen Amplifikation von Abschnitten der DNA bzw.
RNA aus HBME-Zellen (a - Amplifikation codierender Genabschnitte fiir RPL13A aus DNA und RNA,
b - Amplifikation codierender Genabschnitte fiir Vimentin, Gremlin und RPL13A aus DNA)

Anhand der dargestellten Aufnahmen des Agarosegels fallt auf, dass die Amplifikate
vom 327 bp langen Vimentin-Genabschnitt nur mit dem PCR-Chip in nachweisbarer
Konzentration synthetisiert werden konnten. Wihrend beim PCR-Chip alle drei Banden
erkennbar sind, konnte mit dem konventionellen Thermocycler lediglich der 229 bp
umfassende RPL13A-Genabschnitt nachgewiesen werden. Fiir dieses Protokoll einer
Multiplex-PCR ist der PCR-Chip damit besser geeignet.

Zur definierten Separation einzelner HBME-Zellen wurde eine Mikromanipulations-

einheit in Verbindung mit einem Stereomikroskop (aura optik GmbH) verwendet. Die
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Zellen wurden dabei einzeln in einer Glaskapillare separiert und unter stédndiger, opti-

scher Kontrolle auf die Chip-Oberflache bzw. in Reaktionsgefafe tiberfiihrt (Abb. 50).

Abb. 50: Separation einzelner HBME-Zellen durch Mikromanipulation mit einer Glaskapillare
(a - Aufnahme einer Zelle aus der Suspension, b - Ausstof3 der Zelle in einen Wassertropfen,
der sich im Reaktionsgefaf? oder auf einer Chip-Oberfliche befindet)

Im Anschluss an die Separation der einzelnen HBME-Zellen erfolgte die Zell-Lyse, re-
verse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion, um den RPL13A-Genabschnitt zu

amplifizieren.

M - DNA-Gréenmarker 2
A - PCR-Ansatz

1 - konventionell

2 - PCR-Chip

M|A|f1T]|2(1]|2|M

Abb. 51: Agarosegel mit PCR-Produkten des RPL13A-

Gens amplifiziert von je einer einzelnen HBME-Zelle

Die Resultate im Agarosegel entsprechend Abb. 51 belegen, dass eine einzelne Zelle fiir
den Nachweis ausreichend ist. Es fillt auf, dass die Ausbeute an PCR-Produkt beim
PCR-Chip héher ausfillt als beim konventionellen Thermocycler, was an einer hheren
Intensitét der dazugehorigen Banden erkennbar ist.

Im Rahmen der Versuche wurde die Amplifikation mit einer Fluoreszenz-basierten
Real-Time Detektion gekoppelt sowie eine sich anschliefende Schmelzkurvenanalyse
durchgefiihrt. Als Detektionsmittel wurde dabei erneut SYBR-Green verwendet. Dabei
wiesen die mit dem PCR-Chip gemessenen Kurven den typischen Verlauf auf (Abb. 52).
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Abb. 52: Ergebnisse der Real-Time PCR (a) und Schmelzkurvenanalyse (b) mit dem PCR-Chip bei

direktem Einsatz einer einzelnen HBME-Zelle
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Abb. 53: Ergebnisse der Real-Time PCR (a) und Schmelzkurvenanalyse (b) mit dem konventionellen

Thermocycler bei direktem Einsatz einer einzelnen HBME-Zelle

Beim konventionellen Thermocycler ist der Kurvenverlauf prinzipiell dhnlich, die Kur-
ven weisen allerdings ein schlechtes Signal-Rausch-Verhiltnis auf (Abb. 53). Die Ergeb-
nisse belegen, dass sich der miniaturisierte Chip-Maf3stab besonders gut fiir den Nach-

weis einer einzelnen HBME-Zelle in einem geringen Reaktionsvolumen von 3 ul eignet.

3.1.4 Kopplung von Chip-basierter Dielektrophorese und PCR

Als weitere Methode zur Separation einzelner Zellen wurde im Rahmen dieser Arbeit
die Dielektrophorese angewendet. Damit kann in polarisierbaren Partikeln bzw. Zellen
innerhalb eines inhomogenen, elektrischen Feldes ein Dipolmoment induziert werden.
Bei der angewendeten, positiven Dielektrophorese wurden dadurch die Zellen oder
Partikel in Bereiche héherer Feldstarken bewegt.

Die Anreicherung von DNA [171] oder Hefezellen [172] an Elektroden oder in einem

Elektrodenspalt wurde bereits demonstriert. Es wurden Versuche zur Separation ein-
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zelner Phytophthora-Zoosporen sowie HBME-Zellen durchgefiihrt. Dadurch konnten die
Zellen schlieflich fiir die Chip-basierte PCR zur Verfligung gestellt werden.

3.1.4.1 Dielektrophoretische Separation von Zellen

Es wurde ein Chip mit Elektrodenstrukturen konstruiert, in dessen Zentrum sich eine
Reihe von Elektrodenspalten unterschiedlicher Gréfle zwischen 1 ym und 25 ym befin-
det (Abb. 54). Damit konnten je nach Groe der zu separierenden Objekte unterschied-
lich grofle Spalte fiir die Experimente ausgewihlt werden. In Vorversuchen konnten
Reaktionsparameter fiir die dielektrophoretische Separation von HBME-Zellen ermittelt
werden. Als geeignet erwiesen sich dabei Frequenzen zwischen 0,5 und 4 MHz sowie
Spannungswerte (Spitze-Spitze) zwischen 0,8 V und 10 V. Bei den Phytophthora-Sporen
ergaben sich Arbeitsbereiche zwischen 1 MHz und 4 MHz sowie 1 V bis 10 V. Durch die
unterschiedlichen Spannungswerte kann Einfluss auf die zurtickzulegende Entfernung

der Zellen im Verlauf der Dielektrophorese genommen werden.

X7

==l

—i

Elektroden
mit Repel-Silan / Teflon-Beschichtung

ohne Repel-Silan / Teflon-Beschichtung

Abb. 54: Schematische Darstellung des DEP-Chips mit vergrofiertem Ausschnitt der Elektrodenspalte

Die Abmessung des Dielektrophorese-Chips mit 9 x 8 mm ist so gewdhlt, dass bis zu
vier solcher Chips auf den PCR-Chip aufgelegt werden konnen. Dabei wird der Bereich
der Elektrodenspalte {iber dem optisch transparenten Detektionsfenster angeordnet.
Durch eine strukturierte Beschichtung der Oberfldche der DEP-Chips mit Repel-Silan
und Teflon analog der Probentrdger fiir die tropfenbasierte on-Chip PCR kénnen im
Anschluss an die Separation der Zellen die enthaltenen Nukleinsduren amplifiziert und
detektiert werden. Abb. 55 zeigt Ergebnisse einer separierten Phytophthora-Spore sowie
HBME-Zelle. Es fallt auf, dass die Zellen nicht direkt in den Elektrodenspalt, sondern
an die spitz zulaufenden Elektroden gezogen werden. Der Bereich der Elektroden, an
dem sich die Zellen anlagern befindet sich allerdings deutlich im Bereich iiber dem op-

tisch transparenten Detektionsfenster vom PCR-Chip.

63



Kapitel 3 Ergebnisse

Abb. 55: Experimente zur dielektrophoretischen Separation einzelner Zellen

(a - vor dem Versuch, b - separierte Phytophthora-Spore, c - separierte HBME-Zelle)

3.1.42 DNA-Amplifikation auf DEP-Chips

Die DEP-Chips wurden mit Teflon beschichtet und ringférmig strukturiert, um die trop-
fenbasierte on-Chip PCR zu erméglichen. Um die Eignung der Chips fiir die PCR zu
tiberpriifen, wurde darauf genomische Phytophthora-DNA amplifiziert und die Ergeb-
nisse mit der konventionell durchgefithrten PCR sowie den tiblicherweise verwendeten

Probentrdgern verglichen.

- DNA-Gréflenmarker 1

- PCR-Ansatz

- konventionell

- PCR-Chip mit Glas-Probentrager
- PCR-Chip mit DEP-Chip

W =R

Abb. 56: Agarosegel zum Vergleich der Amplifikation auf dem PCR-Chip

mit DEP-Chips sowie den tiblicherweise angewendeten Probentrigern

Wie das Agarosegel in Abb. 56 demonstriert, eignet sich der DEP-Chip auch fiir die on-
Chip PCR, da eine hohe und mit den anderen Methoden absolut vergleichbare Ausbeu-
te an PCR-Produkt nachgewiesen werden konnte.

Die bei der Chip-PCR durchgefiihrte Real-Time Detektion sowie Schmelzkurvenanalyse
lieferte ebenfalls positive Resultate. Die Diagramme sind in Abb. 57 dargestellt. Es fallt
auf, dass das Detektionssignal beim DEP-Chip mit einem Wert von 150 eine geringere
relative Fluoreszenzintensitat erreicht verglichen mit den Signalen bei Verwendung der
tiblichen Probentriger, bei denen das Maximum rund 250 betrigt. Die Ursache liegt in
der metallischen und damit nicht transparenten Strukturierung. Da sich einige Elektro-
denstrukturen tiber dem optisch transparenten Detektionsfenster und damit der Faser
befinden, wird ein Teil des Tropfens dadurch verdeckt und damit nur ein abgeschwéch-

tes Signal messbar. Der Aspekt der unterschiedlichen Signalintensititen bestdtigt sich
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auch bei der Schmelzkurven-Analyse. Wahrend der Peak beim DEP-Chip ein Maxi-
mum von ca. 25 erreicht, ist es mit dem unstrukturierten Probentréger ein Wert von
ca.-32.

Detektion Schmelzkurve

300 T
250 o
200 -

Probentriger ohne Metallstrukturierung

— DEP-Chip

150 -
100 +
50 +

Relative Fluoreszenzintensitét

1 10 20 30 40
PCR-Zyklen

70 75 80 85 90

Relative Fluoreszenzintensitit differenziert

Temperatur [°C]

Abb. 57: Ergebnisse der Real-Time PCR (a und b) und Schmelzkurvenanalyse (c und d) auf dem
PCR-Chip mit verschiedenen Probentrdgern (a und c - Probentréger, b und d - DEP-Chip)

3.2  Kombination von on-Chip-PCR mit DNA-Mikroarray Tech-

nologie zu einem Lab-on-a-Chip System

Neben der Moglichkeit einer Fluoreszenz-basierten Real-Time-Detektion im Verlauf der
PCR wurde im Rahmen dieser Arbeit ein zweiter, technologischer Ansatz zur Analyse
amplifizierter PCR-Produkte angewendet. Dabei bestand das Ziel in der Verkniipfung
von DNA-Amplifikation und dem Nachweis der PCR-Produkte mit einem Mikroarray

auf einer integrierten Chip-Plattform.

3.2.1 Vorversuche zur tropfenbasierten Kombination von DNA-Amplifikation und

-Hybridisierung

Am Beispiel der Detektion des p53-Genabschnittes wurden zunéachst einige Versuche
zur Kombination von PCR und Mikroarray-Detektion durchgefiihrt. Dabei wurde die
Amplifikation und der Hybridisierungsnachweis der PCR-Produkte auf dem PCR-Chip
in direkter Aufeinanderfolge realisiert. Der auf diesem Probentrdger befindliche Mikro-
array enthielt ein zum PCR-Produkt komplementires Fanger-Oligonukleotid, eine di-
rekt markierten Positivkontrolle sowie eine Negativkontrolle. Um unspezifische Abla-
gerungen der Nachweisreagenzien ausschliefen zu kénnen, wurde aulerdem die Puf-

terlosung zur Verdiinnung der Oligonukleotide aufgetragen. Zur Detektion wurde eine
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Fluoreszenz-Markierung mit Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) angewendet, welche tiber

entsprechend modifizierter riickwérts-Primer in die PCR-Produkte eingebaut wurde.

g Pl
&) (=)

GOPS f
Repel-Silan/ Teflon 1. Amplifikation 2. Detektion
7 s =
& Tl & |

Abb. 58: Tropfenbasierter Ansatz zur Kombination von PCR und Hybridisierungsnachweis

(a - PCR-Chip und Probentréger mit spezieller Oberfldchenmodifikation, b - Applikation der Probentropfen)

Um die DNA-Amplifikation und den Nachweis der PCR-Produkte in direkter Aufei-
nanderfolge auf dem PCR-Chip zu kombinieren, wurden die verwendeten
Probentriger in einem zweistufigen Protokoll mit einer speziellen Oberfldchenmodifi-
kation versehen. Bei den in einem erstem Schritt mit Repel-Silan und Teflon beschichte-
ten Glaschips wurden je zwei Quadrate mit einer Abmessung von 2 x 2 mm photolitho-
grafisch freigedtzt und die entsprechende Fldche dabei gleichzeitig aktiviert. Diese Be-
reiche wurden mit GOPS silanisiert (Abb. 58a), sodass an diesen Stellen die Amino-mo-
difizierten Oligonukleotide immobilisiert werden konnten. Wie in Abb. 58b erkennbar
ist, ergab sich dadurch ein unterschiedliches Benetzungsverhalten der PCR- bzw. Hy-
bridisierungslésung (blau dargestellt) zur Oberfliche. Wahrend die PCR-Losung auf
den mit Teflon beschichteten Bereichen nahezu keinen Kontakt zur Chip-Oberfldche
herstellt, benetzt die Hybridisierungslosung den Mikroarray-Bereich sehr gut, wodurch
ein quadratisch erscheinender Tropfen erkennbar wird.

Bei der PCR wurde eine Ausgangskonzentration von 400 DNA-Molekiilen/ ul einge-
setzt, was 0,06 fg/ ul entspricht. Die amplifizierten PCR-Produkte sind auf dem Agaro-
segel in Abb. 59 dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass die Amplifikation des aus-
gewdhlten DNA-Abschnittes erfolgreich und vergleichbar zu der im konventionellen
Thermocycler verlief. Auch bei Anwendung eines zeitlich verkiirzten PCR-Protokolls
auf dem PCR-Chip mit einer Gesamtdauer von 23 min konnten entsprechende Produk-

te hergestellt werden.
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M - DNA-Groenmarker 1

A - PCR-Ansatz mit FITC-modifiziertem Primer
1 - konventionell langes Protokoll
2 - Tropfen auf PCR-Chip langes Protokoll
3 - Tropfen auf PCR-Chip kurzes Protokoll

M|A|(1]|2]|3 (M

Abb. 59: Amplifizierte PCR-Produkte mit FITC-Markierung

Der Nachweis, einschlieflich Amplifikation und Hybridisierungsreaktion, auf dem
Mikroarray-Bereich wurde mit zwei verschiedenen Protokollen von unterschiedlicher
Dauer durchgefiihrt. Zunichst lieferte ein 153 min dauerndes Protokoll das gewtinschte
Resultat. Fiir das gesamte Nachweisprotokoll inkl. PCR und Hybridisierungsnachweis
konnte die Reaktionsdauer auf 98 min optimiert werden. Die Reaktionszeiten sind im

Einzelnen in Tab. 14 aufgeschh'jsselt.

Reaktlonssilisies Dauer [min] bei | Dauer [min] bei

langem Protokoll | kurzem Protokoll
1. PCR 48 23
2. Denaturierung 5 5
3. Abkiihlen 10 10
4. Hybridisierung 60 30
5. Waschen 30 30
Gesamtdauer [min] 153 98

Tab. 14: Auflistung der Reaktionszeiten zum tropfenbasierten Nachweis des p53-Genabschnittes

In Abb. 60 sind jeweils eine mikroskopische Aufnahme der Arrays sowie die Ergebnisse
der Grauwertanalyse dargestellt. Wie zu erwarten war, ergaben sich nur bei der direkt
mit FITC markierten Positivkontrolle und bei den komplementdren Féanger-
Oligonukleotiden deutliche Signale. Bei den hybridisierten Proben fallen die Signale
schwiécher aus, da in diesem Fall eine Renaturierung der PCR-Produkte als
Konkurrenzreaktion zur Hybridisierung stattfindet. Deshalb fdllt die Dichte an
Fluoreszenzmolekiilen bei den entsprechenden Spots geringer aus als im Fall der
Positivkontrolle. An den Positionen der nicht komplementédren Negativkontrolle sowie
der Pufferlosung war keine Fluoreszenzintensitit messbar, sodass von einer

hinreichenden Spezifitit der Nachweisreaktion ausgegangen werden kann.
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langes Protokoll kurzes Protokoll

Positiv.  Hybri  Negativ  Puffer

)
Betrag des mittleren Grauwertes L
—
- =
Betrag des mittleren Grauwertes

Positiv. Hybri  Negativ  Puffer

Positivkontrolle - Positivkontrolle
Hybridisierung 00 Hybridisierung
Negativkontrolle Negativkontrolle
Losungsmittel Lésungsmittel

Abb. 60: Tropfenbasierte Detektion der FITC-modifizierten PCR-Produkte mittels Mikroarray
(a - urspriingliches Protokoll, b - zeitlich optimiertes Protokoll)

3.2.2 Etablierung von Nachweisprotokollen am PCR-Chip Modul

Im Rahmen der Entwicklung eines neuen Lab-on-a-Chip-Systems fiir die nukleinsdu-
rebasierte Bioanalytik wurde auf vorhandenen PCR- und DNA-Chip Technologien zu-
riickgegriffen. Fiir den mikrostrukturierten PCR-Chip wurde ein Probentrdger mit in-
tegrierten Reaktionskammern konstruiert und gefertigt (PCR-Chip Modul). Zum Nu-
kleinsdure-Nachweis auf DNA-Chips mit Elektrodenstrukturen stand eine Hybridisie-
rungskammer zu Verfiigung (DNA-Chip Modul). An beiden Modulen sollten Protokol-
le fiir den Nachweis von Phytophthora mit den entsprechenden Methoden etabliert wer-
den. Im Verlauf der System- und Protokollentwicklung diente P. ramorum als Modellor-
ganismus. Im spédteren Entwicklungsverlaut wurden weitere Phytophthora-Arten in das
Nachweissystem eingebracht.

Zum PCR-Chip Modul gehorte ein 16 x 18 mm grofer Probentriger mit integrierten Re-
aktionskammern, der befiillt und auf den mikrostrukturierten PCR-Chip aufgelegt
wurde. Zur Herstellung des Probentragers wurde eine PDMS-Abformung mit halb-ge-

offneten Reaktionskammern und ein Deckglas zusammengefiigt.
3.2.2.1 Nukleinsdure-Amplifikation mit dem PCR-Chip Modul

Es stellte sich heraus, dass die Reaktionskammern nicht ausschliefllich mit der wéssri-
gen PCR-Losung befiillt werden konnen, da die Reaktionslosung beim Erhitzen auf
94 °C durch die nach oben gerichteten Offnungen verdunstet. Bei den PCR-Experimen-
ten wurde die Kammer deshalb zun&chst mit Mineral6l und schlielich mit PCR-Lo-
sung beftillt (Abb. 61).
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Abb. 61: Befiillung der PCR-Reaktionskammer fiir die Nukleinsdure-Amplifikation mit dem
PCR-Chip Modul (a - unbefiillt, b - Befiillung mit Mineraldl, c¢ - Hinzuftigen von PCR-Ansatz,
d und e - Applikation der befiillten Kammer auf dem PCR-Chip)

Mit dem PCR-Chip Modul konnten die ausgewahlten, codierenden Bereiche sowohl des
humanen p53-Genabschnittes als auch der ribosomalen DNA von Phytophthora erfolg-
reich amplifiziert werden. Die in Abb. 62 dargestellten Agarosegele verdeutlichen auch
eine gute Vergleichbarkeit der Technologie zur tropfenbasierten on-Chip PCR sowie
dem konventionellen Thermocycler. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass auch DNA
verschiedener Phytophthora-Arten amplifiziert und gleichzeitig mit einer Biotin-Modifi-
zierung versehen werden kann. Die Ausgangskonzentration an DNA betrug stets
2000 Molekiile/ ul bzw. 1,2 fg/ ul.

- DNA-Gréenmarker 1

- PCR-Ansatz mit Phytophthora-DNA

- konventionell

- Tropfen auf PCR-Chip

- PCR-Kammer-Chip

- PCR-Kammer-Chip P. ramorum mit Biotin
- PCR-Kammer-Chip P. lateralis mit Biotin

- PCR-Kammer-Chip P. hibernalis mit Biotin

- DNA-Groflenmarker 1

- PCR-Ansatz mit p53-DNA
- konventionell

- Tropfen auf PCR-Chip

- PCR-Kammer-Chip

wn =L

ook W= >R

Abb. 62: Funktionsnachweis des PCR-Chip Moduls
(a - amplifizierter p53-Genabschnitt, b - amplifizierter Genabschnitt von Phytophthora)

3.2.2.2 Ermittlung der Nachweisgrenze fiir die Amplifikation des Phytophthora-
DNA-Abschnittes

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Anreicherung von genetischem Material, wel-
ches in realen Proben hiufig nur in geringem Mafe enthalten ist. Der Grund besteht
u. a. darin, dass oft nur geringe Probenmengen entnommen werden, um z. B. die Pflan-
ze in Fall eines negativen Befundes zu erhalten. Deshalb ist die Ermittlung der Nach-
weisgrenze in Bezug auf die Ausgangs-DNA-Konzentration von Bedeutung. Zu diesem
Zweck wurden die 550 bp langen DNA-Abschnitte in definierten Konzentrationen zum
PCR-Ansatz gegeben. Das Ergebnis der sich anschlieBenden Gelelektrophorese ist in
Abb. 63 dargestellt und verdeutlicht, dass die Nachweisgrenze 200 Molekiilen/ ul bzw.
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0,12 fg/ul betrdgt. Bei einer Ausgangskonzentration von nur 20 Molekiilen/ ul sind na-
hezu keine Produktbanden erkennbar. Die nachgewiesene Sensitivitdt kann als ausrei-
chend betrachtet werden, da der amplifizierte Abschnitt der ribosomalen DNA in einer
Transkriptionseinheit enthalten ist, die sich innerhalb eines Genoms tandemartig meh-
rere hundert mal wiederholt [173]. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass die

DNA aus einem einzelnen Zellkern von Phytophthora fiir den Nachweis ausreichend ist.

M - DNA-Groienmarker 1
1 - PCR-Kammer-Chip mit 2000000 Molekiilen/ul 2 1,2 pg/ ul
2 - PCR-Kammer-Chip mit 200000 Molekiilen/ul 2 120 fg/ul
3 - PCR-Kammer-Chip mit 20000 Molekiilen/pul 2 12 fg/ ul
4 - PCR-Kammer-Chip mit 2000 Molekiilen/ul 2 1,2 fg/ ul
5 - PCR-Kammer-Chip mit 200 Molekiilen/ul 2 120 ag/ ul
6 - PCR-Kammer-Chip mit 20 Molekiilen/ul 2 12 ag/ ul
7 - PCR-Kammer-Chip ohne DNA

Abb. 63: Bestimmung der Nachweisgrenze an Phytophthora-DNA mit dem PCR-Chip Modul

3.2.2.3 Optimierung der Protokolldauer fiir die Amplifikation des Phytophthora-DNA-
Abschnittes

Um eine zeitliche Verkiirzung des Analyse zu erreichen, bietet sich die Umstellung auf
eine 2-schrittige Protokolldurchfiihrung an. Dabei werden Annealing und Elongation
bei einer gemeinsamen Temperatur durchgefiihrt, die zunéchst fiir den konkreten An-
wendungsfall ermittelt werden muss. Dabei gilt es, eine Temperatur zu finden, bei der
sowohl die Primer an die Einzelstrange binden als auch eine ausreichende Aktivitdt der

Tag DNA-Polymerase vorhanden bleibt.

- DNA-Grolenmarker 1
- PCR-Ansatz

- konventionell

- Tropfen auf PCR-Chip
- PCR-Kammer-Chip

- konventionell

- Tropfen auf PCR-Chip
- PCR-Kammer-Chip

M - DNA-Gréenmarker 1
A - PCR-Ansatz
1 - konventionell
2 - Tropfen auf PCR-Chip
3 - PCR-Kammer-Chip
4 -konventionell
5 - Tropfen auf PCR-Chip
6 - PCR-Kammer-Chip

Abb. 64: Anwendung einer gemeinsamen Temperatur fiir Annealing und Elongation
(a-50und 55 °C, b - 60 und 65 °C)

Es wurden verschiedene Temperaturen zwischen 50 °C und 65 °C getestet, wobei sich

55 °C als am besten geeignet erwies, wie aus dem in Abb. 64 dargestellten Agarosegel
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hervorgeht. Bei dieser Temperatur war die Ausbeute an PCR-Produkt im Vergleich zu
den anderen getesteten Temperaturen am hochsten.

Beziiglich der unterschiedlichen, angewendeten Thermocycler-Technologien waren die
Ergebnisse vergleichbar zueinander. Im weiteren Verlauf fiir die Optimierung des Pro-
tokolls bei den unterschiedlichen Thermocycler-Systemen wurde von einem Protokoll
mit 60 s 94 °C und 120 s 55 °C ausgegangen.

Fiir die zeitliche Optimierung des Protokolls zur Amplifikation des ausgewdhlten Gen-
abschnittes bei Phytophthora wurden die Reaktionszeiten fiir die Denaturierungs- sowie
die zusammengefiihrte Annealing-/Elongationsphase schrittweise verkiirzt und die

Ergebnisse der PCR erneut mittels Agarose-Gelelektrophorese tiberpriift (Abb. 65).

a Denturierung (94 °C) b Annealing / Elongation (55 °C)

- DNA-Grofenmarker 1
- PCR-Ansatz

-120s

-100s

-80s

-60s

-40s

-35s

-30s

- DNA-Groé8enmarker 1
- PCR-Ansatz

-60s

-50s

-40s

-35s

-30s

Gl w N o= >R
N U wN o= >R

Abb. 65: Optimierung der Reaktionsdauer fiir die Amplifikation des Phytophthora-Genabschnittes mit
dem PCR-Chip Modul (a - Denaturierungszeit, b - Annealing-/ Elongationszeit)

Es stellte sich heraus, dass die Denaturierungszeit von urspriinglich 60 s auf 40 s ver-
kiirzt werden konnte, und fiir die zuvor 120 s lange Annealing-/Elongationsphase
ebenfalls 40 s ausreichend sind. Damit konnte die Gesamtdauer der PCR-Reaktion in-
klusive der einzelnen Heiz- und Kiihlphasen mit dem PCR-Chip Modul von urspriing-
lich 195 min auf 73 min verkiirzt werden.

Fiir den konventionellen Thermocycler wurde zum Vergleich ebenfalls eine zeitliche
Optimierung der Reaktionsdauer durchgefiihrt. Dabei ergab sich ein deutlich abwei-
chendes Protokoll mit 5 s Denaturierungszeit und 65 s fiir Annealing und Elongation
(Abb. 66). Unter Einbeziehung aller Heiz- und Kiihlphasen ergibt sich dabei eine ge-
samte Reaktionsdauer von 94 min. Die starken Abweichungen bei der zeitlich optimier-
ten Protokollfithrung zwischen dem PCR-Chip Modul und dem konventionellen Ther-
mocycler sind auf die unterschiedlichen, technologischen Umsetzungen sowie die un-
terschiedlichen Materialien der mit der Reaktionslosung in Beriihrung kommenden

Bestandteile zuriickzufiihren.
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a Denturierung (94 °C)

- DNA-Gréenmarker 1
- PCR-Ansatz

-60s

-30s

-20s

-10s

-5s

Do W R o=

b Annealing / Elongation (55 °C)

- DNA-Gréfienmarker 1
- PCR-Ansatz

-120s

-90s

-80s

-70s

-68s

-6bs
-65s
-6ds
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Abb. 66: Optimierung der Reaktionsdauer fiir die Amplifikation des Phytophthora-Genabschnittes
im konventionellen Thermocycler (a- Denaturierungszeit, b - Annealing- / Elongationszeit)

3.2.3 Etablierung von Nachweisprotokollen am DNA-Chip Modul

Eine der Zielstellungen im Rahmen dieser Arbeit bestand in der Entwicklung eines Lab-
on-a-Chip Systems, dass die on-Chip PCR mit einem elektrischen DNA-Chip fiir den
Hybridisierungsnachweis auf einem Mikroarray vereint. Zur Uberpriifung der An-
wendbarkeit dieser Mikroarray-Technologie fiir den Nachweis verschiedener Phy-
tophthora-Arten sowie Anpassung und Optimierung des Protokolls wurden verschiede-
ne Versuche durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte dabei stets optisch tiber einer Grau-
wertanalyse der entsprechenden Spots sowie teilweise elektrisch durch Ermittlung der
Leitwerte an den Elektrodenspalten. Die markierten PCR-Produkte wurden stets kon-
ventionell hergestellt, da sie fiir die nachfolgenden Experimente in gréfieren Mengen
bendtigt wurden. Die DNA-Ausgangskonzentration betrug dabei immer 2000 Molekii-
le/ulbzw. 1,2 fg/ ul.

3.2.3.1 Stationdre Hybridisierung ohne aktive Bewegung der Reaktionslosung

Erste Versuche zur Etablierung eines Nachweisprotokolls der PCR-Produkte vom p53-
und Phytophthora-Genabschnitt wurden mittels stationdrer Hybridisierung in einem
Spalt zwischen dem Mikroarray-Chip und einem Deckglas durchgefiihrt. Das Waschen
der Chips sowie Aufbringen weiterer Reaktionslosungen fiir den Nachweis erfolgte

manuell.
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a) Nachweis von Protein p53

Fiir den Nachweis vom PCR-Produkt des p53-Genabschnittes auf den Mikroarray-
Chips wurde sowohl eine Fluoreszenz-Markierung als auch enzymatisch abgeschiede-
nes Silber zur Detektion angewendet. Die Chips wurden im Anschluss an die Analyse
mikroskopisch ausgewertet und eine Grauwertanalyse durchgefiihrt. Die Markierung
wurde mittels entsprechend modifizierter Primer im Verlauf einer konventionell durch-

gefiihrten PCR in die Amplifikate (Abb. 67) eingebaut.

- DNA-GroBenmarker 1

- PCR-Ansatz mit FITC-modifiziertem Primer
2 - PCR-Ansatz mit Biotin-modifiziertem Primer
- konventionell A1

- konventionell A2

M([A1|A2(1 |2 | M

Abb. 67: Mit dem konventionellen Thermocycler amplifiziertes und
unterschiedlich modifiziertes PCR-Produkt vom p53-Genabschnitt

Die Ergebnisse der Grauwertanalyse sowie beispielhafte, mikroskopische Aufnahmen
der Spots sind in Abb. 68 dargestellt. Korrelierend zu den sichtbaren Spots weisen die
ermittelten Grauwerte jeweils nur im Fall der hybridisierten Proben und bei der Posi-

tivkontrolle hohe Betrédge auf.

i] direkte Fluoreszenzmarkierung ﬂ enzymatische Silberabscheidung

£ 140 £ 140

£ 120 i £120

£ 100 i £ 100

3 - o]
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Positiv Hybri Negativ Puffer Positiv Hybri Negativ Puffer

Abb. 68: Hybridisierungsnachweis des amplifizierten p53-Genabschnittes mit dem Mikroarray-Chip
(a - direkte Fluoreszenz-Markierung, b - enzymatische Silberabscheidung)

b) Nachweis von drei ausgewdhlten Phytophthora-Arten

Fiir erste Versuche zur Identifizierung ausgewéihlter Phytophthora-Arten mit dem

Mikroarray-Chip wurden die im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Protokolle
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zur Hybridisierung Biotin-markierter PCR-Produkte und anschlieender Silberabschei-
dung angewendet. Die PCR-Produkte wurden ebenfalls mit dem konventionellen
Thermocyclern erzeugt, wobei das entsprechende Protokoll zur Amplifikation des aus-
gewdhlten Genabschnittes der Phytophthora-DNA angewendet wurde. Auf dem Mikro-
array wurden spezifische Fanger-Oligonukleotide fiir die Gattung sowie die nahe ver-

wandten Arten P. ramorum, P. lateralis und P. hibernalis immobilisiert.

Probe | Positiv Phyto P. ram P. lat P. hib Negativ Puffer

P. ram ‘b [ L T e -1r-

v | ——— o ‘..‘!"'--l paparaps

P. i ‘.-I-q e P - - - - -
- - - .=

3

g 175 ] -

% 150 1 G Positivkontrolle

E J

O 125 - = - ll;’h}tophthora

g 100 — ] H P. i‘atmozl..l‘m

RVl T N . B | . 23] P.;bCra 15]-

E 50 —_—— 1 | = | | ‘ N il C.m: is .

= 25 | e 1 l ] i | | 1 - ‘ - efgfatlv ontrolle

?‘ED 0 - "SR i P uffer

2 P. ramorum P lateralis P. hibernalis

Abb. 69: Nachweis und Unterscheidung von P. ramerum, P. lateralis und
P. hibernalis mit dem Mikroarray-Chip nach stationdrer Hybridisierung

Die in Abb. 69 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die einzelnen Arten anhand der
Signalintensititen voneinander unterscheidbar sind und die ausgewédhlten Sequenzen
eine ausreichende Spezifitit aufweisen. Allerdings sind die Signalintensitdten vor allem
im Fall von P. ramorum und P. hibernalis relativ schwach, weshalb eine Verbesserung der
angewendeten Protokolle erforderlich wurde. Die Oligonukleotidsequenz fiir den
Nachweis der Gattung wies keine ausreichende Spezifitit auf, was an den verhéltnis-
mafig schwachen Signalen erkennbar ist. Fiir weitere Versuche wurde deshalb auf den

Gattungsnachweis verzichtet.
3.2.3.2 Hybridisierung der Reaktionslosung im Durchfluss mit dem DNA-Chip Modul

Die Benutzung des DNA-Chip Moduls mit integrierter Hybridisierungskammer sollte
die Effizienz der Nachweisreaktion steigern und die Reaktionsdauer verkiirzen, da die
Reaktionslésungen mit einer Pumpe tiber den Chip geleitet und wihrend der Reaktion
in Bewegung verbleiben kénnen. Das DNA-Chip Modul besteht aus dem Mikroarray-

Chip mit Siebdruck-Elektrodenstrukturen, der zusammen mit einer Silikon-Abformung

74



Kapitel 3 Ergebnisse

in eine beheizbare Hybridisierungskammer eingelegt wird. Diese Kammer verfligt zu-
dem tiber fluidische Anschliisse, sodass Reaktionslosungen durch die Kanile der
Silikonabformung tiber den Chip geleitet werden konnen. Diese Technologie verspricht
eine effiziente Reaktion aufgrund der standigen Bewegung der Reaktionslésung sowie

Einsparungen im Reagenzienverbrauch durch das verringerte Reaktionsvolumen.
3.2.3.2.1 Protokolloptimierung fiir die Praparation der Mikroarrays

Um die Qualitdt der Mikroarrays fiir den Nachweis verschiedener Phytophthora-Arten
zu verbessern und eine reproduzierbar, gleichbleibende Giite zu gewdhrleisten, wurden
verschiedene Verfahren zur Praparartion des Mikroarrays getestet. Neben dem bekann-
ten Verfahren zur Immobilisierung Amino-modifizierter Oligonukleotide fiir mehrere
Stunden in einer feuchten Kammer bei 37 °C wurden die Oligonukleotide auch mit UV-
Licht immobilisiert [174] sowie ein weiteres Verfahren mit alternierendem Eintrocknen
und Anfeuchten der Spots angewendet. Letzteres erwies sich als am besten geeignet, da
die Spots der Positivkontrolle und der hybridisierten PCR-Produkte eine hohe Intensi-
tat sowie Homogenitdt aufwiesen (Abb. 70). Inhomogenititen der Spots z. B. durch un-
zureichende Silberabscheidung in der Spotmitte konnen eine elektrische Detektion er-
schweren oder unmoglich machen. Zur Préparation sdmtlicher, weiterer Mikroarrays

wurde ausschliefSlich das alternierende Protokoll angewendet.

Methode | Positivkontrolle | Hybridisierung | Negativkontrolle Puffer

Fochtkammer v-- cERE e e ana

150 2 i .
125 e L Positivkontrolle
| W Hybridisierung
UV-Licht * ' * v L ] F 75 1 T Negativkontrolle

50 sl = B 0| 1 Puffer

25 = 1 - .
0 i
Feuchtkammer ~ UV-Licht Alternierend

Betrag des mittleren Grauwertes
S
(=]
|
\
l

Alternierend ‘* ‘* DPaveBDaEp a

Abb. 70: Vergleich verschiedener Methoden zur Mikroarray-Préaparation

Weiterhin wurden neben der verwendeten 3x SSC-Losung andere Puffer bei der Immo-
bilisierung der Oligonukleotide auf der Mikroarray-Oberfliche angewendet. Zu den
Pufferlosungen gehorte eine herstellerspezifische Spotting Solution in einfacher Kon-
zentration (1x SS), 3x SSC- und 5x PBS-Puffer. Die verschiedenen Oligonukleotide wur-
den jeweils darin geldst und das alternierende Protokoll zur Immobilisierung ange-
wendet. Bei den Versuchen erwies sich 3x SSC-Losung als am besten geeignet, da in

diesem Fall nicht nur bei der Positivkontrolle, sondern auch bei den hybridisierten
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Amplifikaten deutlich erkennbare und homogene Spots mit hoher Intensitdt detektiert
werden konnten (Abb. 71).

Puffer | Positivkontrolle | Hybridisierung | Negativkontrolle Puffer

€™ s;u'}
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Abb. 71: Untersuchung verschiedener Pufferlosungen zur Immobilisierung

Betrag des mittleren Grauwertes

der Oligonukleotide auf dem Mikroarray

Eine Variation der SSC-Konzentration brachte keine Verdnderung. Im Rahmen dieser
Versuchsreihe wurden Konzentrationen zwischen 3x und 15x SSC als Puffer zur Ver-
diinnung der Oligonukleotide eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Abb. 72 dargestellt und
zeigen keine signifikante Verdnderung beztiglich Intensitdt oder Homogenitit der resul-

tierenden Spots.

Puffer | Positivkontrolle ‘ Hybridisierung |Nega=ivkcmtro]le Puffer
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Abb. 72: Variation der SSC-Konzentration zur Immobilisierung der Oligonukleotide
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3.2.3.2.2 Ermittlung der optimalen Hybridisierungstemperatur

Die bei der Hybridisierung von DNA-Einzelstrdngen einzustellende Temperatur kann
theoretisch berechnet werden. Dabei spielt vor allem die Lange des zu hybridisierenden
Sequenzabschnittes sowie die Basenfolge bzw. der Gehalt an Guanin und Cytosin eine
entscheidende Rolle. Aber auch andere Parameter, wie z. B. der Salzgehalt der Hybridi-
sierungslosung oder die methodische Umsetzung (in Lésung oder oberflichenbasiert)
konnen einen Einfluss auf die optimale Hybridisierungstemperatur haben. Aufgrund

dieser Erkenntnisse existieren verschiedene Formeln zur Berechnung dieser Tempera-
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tur. Auflerdem ist es oft unerldsslich, die theoretisch ermittelten Werte in einem prakti-
schen Test zu tiberpriifen und ggf. anzupassen. Fiir fiinf verschiedene Phytophthora-Ar-
ten mit hoher, phytopathologischer Relevanzwurden die in Tab. 15 dargestellten Hybri-
disierungstemperaturen nach Fotin [150] berechnet . Die auf dieser Berechnungsgrund-
lage ermittelten Temperaturen erwiesen sich bereits beim Hybridisierungsnachweis des
p53-Genabschnittes als geeignet. Fiir die oberflichenbasierte Hybridisierung ergab sich

dabei ein Durchschnittswert von rund 57,01 °C.

Oligonukleotid | Anzahl Guanin und Cytosin| Tw [°C] | Tucnip [°C]

P, ramorum 18 72,23 58,88

P. lateralis 15 68,13 53,96

P. hibernalis 13 65,40 50,68

P. kernoviae 14 66,77 52,32

P. plurivora 18 72,23 58,88

P. cinnamomi 18 72,23 58,88
P. alni 22 77,70 65,44

Tab. 15: Berechnete Hybridisierungstemperaturen

Zur praktischen Uberpriifung wurden auflerdem Temperaturen von 30 °C, 45 °C und
60 °C angewendet. Die in Abb. 73 dargestellten Ergebnisse verdeutlichen, dass der Hy-
bridisierungsnachweis der PCR-Produkte sowohl bei 45 °C als auch bei 55 °C und 60 °C
erfolgreich verlduft. Dagegen ist eine Temperatur von 30 °C fiir eine erfolgreiche Hybri-
disierung offensichtlich nicht ausreichend. Bei sdmtlichen weiteren Experimenten wur-
de eine Temperatur von 55 °C angewendet, welche dem theoretisch ermittelten Wert am
nédchsten ist und sich bei den praktischen Versuchen aufgrund der héchsten Signalin-

tensitét als geeignet herausstellte.
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Abb. 73: Variation der Hybridisierungstemperatur
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3.2.3.2.3 Unterscheidung verschiedener Phytophthora-Arten

Das am Beispiel von P. ramorum etablierte Nachweisprotokoll wurde nun zur Detektion
weiterer Phytophthora-Arten angewendet. Dabei wurde die Unterscheidbarkeit der ein-

zelnen Arten mit dem Nachweissystem untersucht.

a) DNA-Proben aus Reinkultur

Bei Versuchen mit DNA-Mikroarrays zum Nachweis von Phytophthora-DNA finf ver-
schiedener Arten aus Reinkulturen konnte nun demonstriert werden, dass diese ein-
deutig voneinander unterschieden werden konnen. Die ausgewé&hlten Arten umfassen
sehr eng verwandte Spezies, wie P. ramorum und P. lateralis. Aulerdem wurden fiir den
Mikroarray-Nachweis besonders relevante Phytophthora-Arten ausgewahlt, die ein ho-

hes Schadenpotential aufweisen und z. T. als meldepflichtig gelten.

P P, lateralis Pk i P. pluri; P, cis i Py. oligandrum Py. ultimum Negativkontrolle Puffer
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Tab. 16: Unterscheidung verschiedener Phytophthora-Arten aus Reinkulturen

Die in den Tab. 16 und Abb. 74a dargestellten Ergebnisse zur optischen Auslesung de-
monstrieren, dass sich das Verfahren sehr gut fiir diese Anwendung eignet. Bei jeder
der fiinf Arten ergaben sich im Fall kompletter Ubereinstimmung der Hybridisierungs-
sequenz sowie bei der Positivkontrolle deutlich erkennbar Spots mit entsprechende ho-
hen Grauwerten. Es ist ebenfalls zu erkennen, dass sich bei der optischen Detektion
auch schwache Signale durch Kreuzreaktionen mit anderen Arten ergeben. Dies ist vor
allem bei P. ramorum und P. lateralis ersichtlich. Die Intensitdten dieser Spots sind aller-
dings wesentlich geringer im Vergleich zu den jeweils komplementéren Proben.

Der Grauwert betrug bei der Positivkontrolle rund 220 und bei den hybridisierten PCR-
Produkten zwischen 140 und 180. An den Positionen der jeweils nicht komplementéren
Proben sowie in Fall der Negativkontrolle ergaben sich nur geringe Hintergrundwerte

unter 50 bzw. in den meisten Fillen unter 25.
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Abb. 74: Unterscheidung verschiedener Phytophthora-Arten aus Reinkulturen
(a - optische Detektion, b - elektrische Detektion)

Neben der DNA aus Proben der verschiedenen Phytophthora-Arten wurden auch PCR-
Produkte der nahe verwandten Gattung Pythium auf den Array gegeben. Sowohl bei Py.
oligandrum als auch bei Py. ultimum ergaben sich bei keinem der Art-spezifischen Féan-
ger-Oligonukleotide signifikante Intensititen. Eine Nachverstirkung der Silberspots
war notwendig, um aus den enzymatisch katalysierten Silber-Partikeln eine durchgan-
gig, leitfahige Uberbrﬁckung der Elektrodenspalte zu erzeugen. Nach 5 min enzymati-
scher Silberabscheidung wurde insgesamt 8 min nachverstarkt. Im Verlauf der Silberab-
scheidung wurden die Leitwerte dann zu fiinf verschiedenen Zeiten detektiert (Abb.
74b). Bei der Positivkontrolle konnten bereits nach 5 min Leitwerte zwischen 10 S und
1 S erreicht werden. An den Positionen der hybridisierten PCR-Produkte konnten je-
weils nach einer Zeit von 9 min bis 11 min Leitwerte zwischen 10 S und 102 S gemes-
sen werden. Fiir alle anderen Messpunkte konnte kein Anstieg der Leitwerte detektiert
werden. Einzig im Fall von P. cinnamomi konnte nach 12 min bei dem fir P. ramorum
spezifischen Fanger-Molekiil ein geringfiigiger Anstieg auf 10 S gemessen werden.

Prinzipiell konnten alle ausgewéhlten Arten eindeutig bestimmt werden, da sowohl die
Grauwerte als auch die elektrischen Leitwerte der hybridisierten PCR-Produkte neben
der Positivkontrolle jeweils die hochste Signalintensitit aufweisen. Durch die Festle-
gung von Schwellenwerten fiir diese diagnostische Anwendung bei beiden Messme-
thoden konnte eine automatisierte und eindeutige Identifizierung der in der Probe ent-
haltenen Phytophthora-Arten ermdglicht werden. Im Fall der optischen Auslesung wiir-
de dieser Schwellenwert bei einem Grauwert von 100 liegen und im Fall der elektri-

schen Auslesung bei einem Leitwert von 10¢S.
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b) DNA-Proben aus Blattmaterial

Auch bei der Anwendung von infiziertem Pflanzenmaterial konnte der Nachweis mit
dem angewendeten Protokoll erfolgreich durchgefiihrt werden. Bei diesen Versuchen
wurde zunichst simtliche DNA aus Rhododendron-Blitter extrahiert und diese dem
PCR-Ansatz zugefiihrt. Dabei wurden sowohl Blitter mit Infektionen verschiedener

Phytophthora-Arten als auch Blattmaterial ohne Infektion (Negativkontrolle) verwendet.
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Abb. 75: Unterscheidung verschiedener Phytophthora-Arten aus Blattproben

Obwohl die Signale der Positivkontrolle hohe Intensitatsschwankungen aufweisen und
die Grauwertbetrdge insgesamt niedriger ausfallen, als bei den Experimenten mit Mate-
rial aus Reinkulturen, ist auch bei dieser Versuchsreihe die Identifizierung der einzelnen
Phytophthora-Arten gelungen. Die Grauwertbetrige reichen bei der Positivkontrolle von
70 bis 200 und bei den hybridisierten Proben von 75 bis 100 (Abb. 75).

Stimmen Fédnger- und Ziel-Sequenz nicht tiberein, bleiben die Grauwerte unter einem
Wert von 10. Es wurden die vier Phytophthora-Arten P. ramorum, P. kernoviae, P. plurivora
und P. cinnamomi mit Hilfe entsprechender Fanger-Oligonukleotide auf dem Mikroarray
eindeutig identifiziert und voneinander unterschieden. Zusatzlich wurden verschiede-
ne Kontrollen eingesetzt, darunter andere Phytophthora-Arten, wie P. cactorum oder

P. cambivora sowie Rhododendron ohne Infektion. Bei all diesen Kontrollen ergaben sich
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keinerlei signifikante Intensitédten an den Positionen der artspezifischen Fanger-Molekii-
le auf dem Mikroarray. Damit konnte gezeigt werden, dass eine Infektion eindeutig
nachgewiesen werden kann und damit die pflanzliche DNA keine Kreuzreaktionen mit
den verwendeten Proben hervorruft. Auflerdem wurde erneut demonstriert, dass die

verwendeten Sequenzen eine hohe Artspezifitdt aufweisen.

323215 Optimierung der Protokolldauer fiir den Phytophthom-NaChweis mit dem
DNA-Chip Modul

Miniaturisierte Chip-Systeme fiir die Bioanalytik weisen groles Potential fiir hohe Re-
aktionsgeschwindigkeiten auf. Dies ist auf die geringe Grofse und damit reduzierte,
thermische Masse zurtickzufiihren. Das verwendete DNA-Chip Modul bietet zusitzlich
den Vorteil einer effizienteren Umsetzung des Nachweises durch die Bewegung der Lo-
sungen wahrend der Reaktion. Im Ergebnis der Entwicklung sollte die Nachweisreakti-
on mit dem neuen Lab-on-a-Chip System deshalb nicht wesentlich mehr Zeit in An-
spruch nehmen, als es mit den derzeit géngigen Verfahren der Fall ist. Dazu gehort bei-
spielsweise der Phytophthora-Nachweis mittels konventioneller Real-Time PCR, der in-
nerhalb von zwei Stunden durchfiihrbar ist [175]. Deshalb bestand eine Zielstellung da-
rin, die gesamte Analysendauer méglichst gering zu halten. Aus diesem Grund wurde
neben der Dauer fiir die Amplifikation der PCR-Produkte auch die Dauer fiir den Hy-
bridisierungsnachweis mittels Mikroarray reduziert. Zu diesem Zweck wurde zunichst
die Hybridisierungszeit schrittweise verkiirzt und die Ergebnisse auf eine gleichblei-
bende Signalqualitdt hin tiberpriift. Es konnte gezeigt werden, dass auch bei einer Hy-
bridisierungszeit von nur 5 min hohe Signalintensitidten mit Grauwertbetrdgen von 150
fiir die Positivkontrolle und 115 fiir die hybridisierten PCR-Produkte erzielt werden
konnen (Abb. 76).

Hybridisi 11 | Hybridisi ||‘1' ati

P =
T
stmin “.""--'----u
I s
e “"----qh---
E L ’ |
s ‘*"**‘--------
i “““‘--------
;AN NN NN (NN NN
5 min ‘..“"-------- 30min 20min  15min  10min  5min

Puffer

200
175 | I il |

150 | o . B i

15 BE— N B R B

Positivkontrolle

1 W Hybridisierung

100 SE—SE— SR — SR — =&

Negativkontrolle
Puffer

75 =N | SR 1 B 1 B S

s BE—TRE SR B TR

5 BB | B L 1| | . L |

Betrag des mittleren Grauwertes

Abb. 76: Verringerung der Hybridisierungszeit

81



Kapitel 3 Ergebnisse

Bei langeren Hybridisierungszeiten von bis zu 30 min waren die geringfiigig schwan-
kenden Signale nur leicht erhoht. Somit ist davon auszugehen, dass der groite Teil der
Fanger-Oligonukleotide bereits in den ersten Minuten der Hybridisierungsphase mit
den PCR-Produkten hybridisiert.

Im weiteren Verlauf wurde eine dhnliche Zeitoptimierung fiir die Enzymanbindung
durchgeftihrt. Die in Abb. 77 dargestellten Ergebnisse demonstrieren, dass bei einer Re-
duzierung der Enzymanbindungszeit von 15 auf 10 oder 7 min die Signalintensitdten
nur sehr geringfligig abnehmen. Bei einer Enzymanbindungszeit von nur 7 min konn-
ten Grauwertbetrage von 190 bei der Positivkontrolle und 130 bei den hybridisierten

PCR-Produkten gemessen werden.
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Abb. 77: Verringerung der Enzymanbindungszeit

Damit konnten fiir den Phytophthora-Nachweis mittels elektrisch auslesbaren DNA-
Chips insgesamt 33 min eingespart werden. Zusammen mit den kurzen Waschschritten
und der enzymatischen Silberabscheidung ergibt sich von urspriinglich insgesamt
66 min fiir die Nachweisreaktion mit dem DNA-Chip Modul nun eine Dauer von
33 min. Im Vergleich dazu wurden fiir die Nachweisreaktion bei stationdrer Hybridisie-
rung insgesamt mehrere Stunden bendtigt.

3.24 Entwicklung des Komplettsystems und Anpassung der Nachweisprotokolle
Anhand der gewonnenen Erkenntnisse aus der Entwicklung von PCR- und DNA-Chip
Modul wurde ein neues Lab-on-a-Chip System entwickelt, das die Amplifikation von
Nukleinsduren mit einem Mikroarray-Nachweis in direkter Aufeinanderfolge kombi-
niert. An dieses neue System wurden dabei bestimmte Anspriiche hinsichtlich dem ap-

plizierbaren Reaktionsvolumen sowie der zu realisierenden Temperaturen gestellt, die

bei den Entwicklungen berﬁcksichtigt werden mussten.
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3.2.4.1 Autbau und Konstruktion des Gesamtsystems

Das Kernsttick des neuen Lab-on-a-Chip-Systems ist eine Baugruppe mit jeweils zwei
integrierten Peltier-Heizelementen und Temperatursensoren (Abb. 78a). Die beiden
Temperierungszonen sind durch einen Luftspalt voneinander getrennt und kénnen un-
abhéngig voneinander betrieben werden. Eine der Zonen ist fiir das thermische Mana-
gement bei der PCR, die andere bei der Hybridisierung vorgesehen. Die verwendeten
Peltier-Elemente weisen insgesamt einen Temperaturbereich von rund -10 bis 120 °C
auf. Bei der PCR miissen wahrend der Denaturierungsphase Temperaturen um 94 °C
erreicht werden. Das erforderliche Temperaturminimum liegt bei rund 0 °C, da durch
zligiges Abkiihlen die Einzelstrange der amplifizierten und denaturierten PCR-Produk-
te fixiert und damit fiir den anschlieBenden Hybridisierungsnachweis zugénglich ge-
macht werden. Zur Kontrolle der Temperatur ist jeweils ein Pt1000-Messelement einge-
baut und an den Temperaturregler angeschlossen. Die Baugruppe verfligt zudem tiber
einen Kiihlk6rper zur Warmeabfuhr sowie eine Vorrichtung zum Verschlieen der Re-

aktionskammer.

A .;’:;iﬁaﬂ'ﬁ' Mikroarray-Chip Komponente

+

Pumpen

. — = Mikrofluidik-Chip Komponente

Computer

Elektische Auslesung
Temperaturregler

Heizplatten aus Kupfer
Pt-1000 Temperatursensor
Peltier-Heizelemente
Kiihlkdrper

AbDb. 78: Darstellung des neuen Lab-on-a-Chip Systems

Baugruppe zur Positionierung, Tem-
perierung und Auslesung der Chips

(a - Komponenten des Gesamtsystems, b - Detailansicht der Baugruppe)

Zur Peripherie des Systems gehort aulerdem ein elektrisches Auslesegerit sowie kom-
pakte Einbau-Peristaltikpumpen zur Bewegung der Reaktionslosung durch die Kanile
des Chips (Abb. 78b). Zusammen mit einem Laptop oder auch PDA und verfiigbarer
Steuerungs- und Auswertesoftware (Abb. 79) ist ein System entstanden, welches sich
durch ein relativ kompaktes Format und geringes Gewicht auszeichnet. Neben dem ei-
gentlichen Chip, auf dem die molekularbiologischen Reaktionen stattfinden, sind damit
im Gesamtsystem alle technisch notwendigen Komponenten fiir den Reaktionsablauf

enthalten.
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3.24.2 Chip-Design

Abb. 79: Grafische Benutzeroberfliche mit thermischen Profil einer Nachweisreaktion

Die Chips bestanden ihrerseits aus zwei Komponenten. Ein Glas-Chip mit Elektroden-

strukturen représentiert die Mikroarray-Komponente (Abb. 80b).

Die verschiedenen Fanger-Oligonukleotide werden an den Positionen der 32 Elektro-

denspalte immobilisiert. Um Fliissigkeiten tiber den Chip leiten zu konnen, wird eine

flexible Mikrofluidik-Komponente (Abb. 80a) mit integrierten, halbgeoffneten Kanal-

strukturen mit der Mikroarray-Komponente zusammengefiihrt.

[

1. Amplifikation

2. Nachweis

Abb. 80: Darstellung der entwickelten Chip-Komponenten (a - Mikrofluidik-Komponente,

b - Mikroarray-Komponente mit vergriéfierter Darstellung von Elektrodenspalten sowie

des Chips nach Befiillung zur Umsetzung der beiden Reaktionsschritte (c))

Durch angemessenen Druck beim Zusammenfiihren der Chips werden die Kandle ab-

gedichtet. Im Verlauf der Reaktion erfolgt zundchst die Amplifikation der PCR-Produk-

te innerhalb einer S-formigen Reaktionskammer. Der Hybridisierungsnachweis erfolgt

innerhalb einer zweiten, M-formigen Kammer, die ebenfalls im Chip integriert ist

(Abb. 80c). Die Mikrofluidik-Komponente besitzt zudem Fiihrungsstrukturen fiir die

anzuschlieBenden Kaniilen sowie Septen an den Aus- bzw. Einlédssen.
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3.2.4.3 Anpassung der Temperatureinstellungen

Aufgrund der Dicke der Chip-Komponenten sowie der Anordnung der Temperatursen-
soren unterhalb der Heizplatten aus Kupfer war davon auszugehen, dass die Tempera-
turen im Inneren der Reaktionskammern von den gemessenen Werten abweichen. Bei
ersten Versuchen zur Amplifikation der Phytophthora-DNA in dem neuen Lab-on-a-Chip
System konnten bei Anwendung des im PCR-Chip Modul optimierten Protokolls aus
diesem Grund keine PCR-Produkte nachgewiesen werden. Eine Warmebildaufnahme
von der Oberfldche eines auf die Baugruppe aufgelegten Chips ist in Abb. 81a darge-
stellt und verdeutlicht diesen Aspekt sehr anschaulich. Anstatt der in diesem Fall mit
dem Temperatursensor gemessenen Temperatur von 90 °C im Bereich der links darge-

stellten PCR-Zone liegt die erreichte Temperatur fiir diesen Bereich nur bei 74 bis 80 °C.
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Abb. 81: Temperaturmessungen am Chip-System (a - Warmebildaufnahme,

b - Messung der Temperatur im Kanal in Abhangigkeit von der Temperatur am Heizelement)

Da mit einem Warmebild lediglich die Temperaturen der Oberfldche von Objekten be-
stimmt werden konnen, wurde schliefSlich ein zweites Pt1000-Element zur Tempera-
turmessung im Inneren der Reaktionskammer verwendet. Die Ergebnisse der Ver-
gleichsmessung sind im Diagramm von Abb. 81b dargestellt. Innerhalb des fiir die
PCR-Reaktion relevanten Temperaturbereiches zwischen 50 °C und 100 °C ergab sich
ein nahezu linearer Zusammenhang. Dabei steigt mit zunehmender Zieltemperatur die
Temperaturdifferenz zwischen Heizelement und Kanal.

Bei praktischen Tests wurden dann die Zieltemperaturen der Denaturierungs-, Annea-
ling- und Elongationsphase nacheinander in einem Bereich um die zu erwartende, kor-
rigierte Temperatur variiert und anschlieend der Erfolg der Amplifikation elektropho-
retisch tiberpriift. Dabei ist anhand der in Abb. 82 dargestellten Agarosegele erkennbar,

dass sowohl die Denaturierungs- als auch die Elongationstemperatur ein breites Opti-
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mum aufweisen. Flir die Annealingtemperatur ergab sich ein relativ konkreter Wert von
50 °C. Bei der Denaturierung sollte am Heizer eine Temperatur zwischen 100 °C und
106 °C eingestellt werden. Bei einer Variation der Elongationstemperatur in einem Be-
reich zwischen 76 und 84 °C zeigten sich gleichbleibend gute Resultate bei den PCR-
Produkten. Fiir weitere Experimente wurden aufgrund der praktisch ermittelten Tem-
peraturabweichungen Werte von 104 °C, 50 °C und 80 °C angewendet. Die berechneten
Werte betragen 104°C , 52 und 78 °C. Trotz der geringen Differenz kann vor allen fiir die
Annealingtemperatur festgestellt werden, dass bei dem neu entwickelten Lab-on-a-
Chip System eine praktische Uberpriifung und Anpassung der Temperaturoptima uner-

lasslich ist.

Denturierungstemperatur b Annealingtemperatur Elongationstemperatur

M - DNA-GroRenmarker 1
- PCR-Ansatz

-98°C

-100°C

- DNA-Grofenmarker 1
- PCR-Ansatz

- DNA-Grofenmarker 1
- PCR-Ansatz

-102°C
- 104 °C
- 106 °C
-108°C
-110°C MlA|[1[2|3|a]|5|M MlA|1|2|3]4a|5|M
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&
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Abb. 82: Denaturierungs- (a), Annealing- (b) und Elongationstemperatur (c)

Neben einer Korrektur der Temperaturen bei Verwendung des neuen Lab-on-a-Chip
Systems wurde auflerdem die Zeitdauer fiir die einzelnen Phasen erhht. Der Grund ist
ein verzogertes Erreichen der Zieltemperatur in der Reaktionskammer im Vergleich
zum Heizelement. Diese Zeitdifferenz wurde ermittelt unter Anwendung derselben
Versuchsanordnung, die auch zur Ermittlung der Temperaturdifferenz eingesetzt wur-
de. Fiir die einzelnen Reaktionsschritte bei der PCR ergeben sich dabei zeitliche Verzo-
gerungen von 24 s fiir die Denaturierung, 16 s fiir Annealing und 27 s fiir die Elonga-
tion. Diese Differenzwerte wurden dann zu den urspriinglichen Reaktionszeiten hinzu-
addiert, wodurch ein reproduzierbar funktionierendes PCR-Protokoll fiir die Amplifi-

kation des ausgewdhlten Genabschnittes der Phyfophthora-DNA erstellt werden konnte.
3.2.44 Uberpriifung der Funktionsfahigkeit

Das Ergebnis der Agarose-Gelelektrophorese in Abb. 83a zeigt, dass die PCR mit dem
korrigierten Temperatur- und Zeitprotokoll im neuen Lab-on-a-Chip-System erfolgreich
verlduft. Es konnten hohe Ausbeuten der Amplifikate erreicht, sowie die Vergleichbar-
keit zum konventionellen Thermocycler und der tropfenbasierter on-Chip-PCR de-

monstriert werden. Als Ausgangsmaterial wurde bei diesen Versuchen aufgereinigte,
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genomische DNA von P. ramorum eingesetzt. Neben dem PCR-Ansatz mit der tiblichen
Zusammensetzung wurde auch eine Hot-Start-Polymerase und entsprechender Puffer

verwendet, was ebenfalls zu positiven Resultaten fiihrte (Abb. 83b).

M - DNA-Groffenmarker 1
A - PCR-Ansatz mit gemomischer DNA M - DNA-Groflenmarker 1
1 - konventionell A - PCR-Ansatz mit Hot-Start-Polymerase
2 - Tropfen auf PCR-Chip 1 - konventionell
3 - Chip-System 2 - Chip-System
4 - Chip-System

Abb. 83: Ergebnisse der Polymerase-Kettenreaktion im neuen Lab-on-a-Chip

Systems mit genomischer DNA (a) sowie Hot-Start-Polymerase (b)

Bei einem mobilen Einsatz des Systems muss eine temperaturstabile Polymerase einge-
setzt werden, welche bei Temperaturen tiber -20 °C aufbewahrt wird. Hot-Start-Poly-
merase kann mehrere Monate bei 4 °C und auch einige Stunden bei Raumtemperatur
gelagert werden.

Das in Abb. 84 dargestellte Agarosegel demonstriert, dass auch die DNA anderer Phy-
tophthora-Arten erfolgreich in dem Lab-on-a-Chip System amplifiziert werden kann.
Dabei wurde eine DNA-Ausgangskonzentration von 1,2 fg /ul angewendet. Neben den
Proben aus Phytophthora wurde auch DNA anderer, nahe verwandter phytopathologi-
scher Spezies, wie Py. oligandrum und Py. ultimum eingesetzt. In diesen Fillen wurde
allerdings keinerlei PCR-Produkt amplifiziert, sodass von einer hohen Primer-Spezifitit

ausgegangen werden kann.

- DNA-GroBenmarkerl

- konevtionell

- Chip-System

- P. ramorum mit Biotin-Markierung
- P. lateralis mit Biotin-Markierung

- P. kernoviae mit Biotin-Markierung

- P. citricola mit Biotin-Markierung

- P. cinnamomi mit Biotin-Markierung

- Py. oligandrum mit Biotin-Markierung
- Py. ultimum mit Biotin-Markierung

= L
LN T

Abb. 84: Amplifikation des ausgewdhlten DNA-Abschnittes von verschiedenen Phyfophthora-Arten

Die amplifizierte DNA der verschiedenen Phytophthora-Arten sollte auch tiber Sequenz-
spezifische Hybridisierung auf dem DNA-Mikroarray des neuen Lab-on-a-Chip Sys-
tems nachgewiesen werden. Zur Uberpriifung der Anwendbarkeit des Nachweisproto-
kolls wurden zunichst Glas-Chips ohne Elektrodenstrukturen verwendet, weshalb die

Ergebnisse ausschliefilich optisch ausgewertet werden konnten. Abb. 85 verdeutlicht,
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dass auch mit dem neuen Chip-System verschiedene Phytophthora-Arten eindeutig von-
einander unterschieden werden kénnen. Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen deut-
lich erkennbare Spots aus abgeschiedenem Silber jeweils bei Positivkontrolle und tiber-
einstimmender Sequenz bzw. Phytophthora-Art. Die Resultate der Grauwert-Analyse

korrelieren entsprechend.

Probe Positivkontrolle P. ramorum P. plurivora P. alni Negativiontrolle Puffer
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Abb. 85: Hybridisierungsnachweis von P. ramorum, P. plurivora

und P. alni mit dem neuen Lab-on-a-Chip System

Das mit dem DNA-Chip Modul etablierte Protokoll fiir den Hybridisierungsnachweis
konnte auf das neue Chip-System iibertragen werden. Die im PDMS abgeformten
Strukturen, welche technisch durch den Frasvorgang der Gussform bedingt sind, wer-
den im Bildhintergrund erkennbar. Die technische Realisierung beim Transfer der ge-
kiihlten Lésung auf den Mikroarray-Bereich sollte noch verbessert werden. Vor allem
im Fall von P. alni verlief dieser Prozessschritt nicht mit ausreichender Geschwindigkeit,
sodass sich die Reaktionslosung vor Erreichen der Fianger-Molekiile bereits erwérmte.
Dadurch kommt es zur verstdrkten Renaturierung der DNA-Strénge, sodass diese nur

noch in verringerter Anzahl zur Hybridisierung auf dem Array verfiigbar sind.
3.24.5 Optimierung der Protokolldauer

Das im Bezug auf Temperaturen und Reaktionszeiten korrigierte PCR-Protokoll mit

dem neuen Lab-on-a-Chip System beansprucht eine Gesamtdauer von 4 h 33 min. All-
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erdings ist hinsichtlich des aktuellen Entwicklungsstandes bei der PCR-basierten Ana-
lytik sowie aus Zeit- und Kostengriinden eine wesentlich geringere Reaktionsdauer
wiinschenwert. Da das bereits mit dem PCR-Chip Modul optimierte Protokoll zur
DNA-Amplifikation aufgrund unterschiedlicher, thermischer Eigenschaften nicht direkt
auf das neue Chip-System {ibertragen werden konnte, musste das angepasste Protokoll
erneut zeitlich optimiert werden. Die Resultate dieser Optimierungsversuche sind in
Abb. 86 dargestellt. Die Denaturierungsdauer konnte auf 44 s, die Annealingdauer auf
26 s und die Dauer fiir die Elongation auf 87 s reduziert werden. Damit ergab sich ins-

gesamt eine Zeitersparnis von 1 h 49 min.

Denturierung (104 °C)

- DNA-Gréfienmarker 1
- PCR-Ansatz

-84s

-79s

-74s

-69s

-64s

-59s
-49s
-44 s
-39s
-34s
-29s

C\U‘IAQJI\)D—‘g
Ul WM =

b Annealing (50 °C)
M - DNA-Groenmarker 1
1 - PCR-Ansatz 7 %6
2 -76s
8 -1l6s
3 -66s
9 -6s
456 10 -1s
5-46s
6 -36s
M(A[1]|2]|3]|4|5|6|7 |89 |10|M
Fe: Elongation (80 °C)
M - DNA-Gréfienmarker 1 5 -107s
A -PCR-Ansatz 6 -97s
1-147s 7 -87s
2 -137s 8 -77s
3 -127s 9 -67s
4 -117s 10 -57s
M| A1 |2]|3|4]|5]|6|7 |89 (|10M

Abb. 86: Zeitliche Protokolloptimierung fiir die PCR im neuen Lab-on-a-Chip System

(a - Denaturierung, b - Annealing, ¢ - Elongation)
3.2.4.6 Anpassung des Chip-LayoutS

Im Verlauf der Entwicklung der Chip-Komponenten erwies sich eine Anpassung des
Layouts sowohl bei der mikrofluidischen Chip-Komponente als auch beim Mikroarray-

Chip als notwendig. Die Anordnung der Elektrodenspalte im Bezug zum Fluidkanal
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wurde gedndert. Die Elektrodenspalte sind nun nicht mehr versetzt, sondern mittig
tiber den Kanalbereich verteilt. Dadurch ist gewahrleistet, dass auch bei gewissen Ab-
weichungen der Positionierung des Kanals (Abb. 87a) die Spots noch vollstindig mit
Reaktionsldsung iiberstrémt werden. Andernfalls ist eine vollstindige Uberbriickung
des betreffenden Elektrodenspaltes nicht gewahrleistet, was die elektrische Detektion in
diesem Fall unméglich macht. Die Anzahl der 32 Elektrodenspalte wurde nicht veran-
dert. Die Anordnung der Elektroden wurde angepasst, da sonst beim Einfiihren der
Kantile im Kanal befindliche Elektrodenbahnen beschddigt und zerstért werden. Be-
sonders zwei Elektroden, die im urspriinglichen Layout quer tiber den Kanal verliefen,
waren davon betroffen. Dadurch konnten einige Messpunkte nicht mehr elektrisch aus-
gelesen werden. Diese Elektrodenbahnen wurden nun lings dem Kanal angeordnet,

was ein derartiges Durchtrennen verhindert.
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Abb. 87: Anpassung des Chip-Layouts bei den Chip-Komponenten (a - Resultat bei

ungenauer Positionierung, b - urspriingliches Chip-Layout, ¢ - angepasstes Layout)

Bei der mikrofluidischen Komponente wurden ebenfalls Anderungen vorgenommen.
Dabei wurde der Kanal zwischen den Reaktionskammern unterbrochen. Nur so konnte
gewdhrleistet werden, dass die PCR-Losung wéhrend der gesamten Amplifikation in
der betreffenden Kammer verbleibt. Durch die starke und wiederkehrende Temperatur-
erhdhung steigt der Druck im Inneren der Kammer und die Losung wird herausge-
driickt. Mit Hilfe einer Unterbrechung der Kanalstruktur konnte dieses Problem besei-
tigt werden. Allerdings wird dadurch ein Aufstechen der Kanalzufiihrung im An-
schluss an die PCR erforderlich, da nur dann die fiir den Nachweis nétigen Reagenzien
dem Mikroarray-Bereich zugefiihrt werden kénnen. Auierdem wurde die Spritzenna-
delfithrung an der Eintrittsstelle erweitert und die Septen vergrofert, was die Handha-
bung bei der Versuchsvorbereitung sowie die Gewahrleistung der Sterilitdt verbessert.
Das urspriingliche Chip-Layout ist in Abb. 87b dargestellt, die angepasste Variante in
Abb. 87c.
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3.2.4.7 Untersuchungen zu verschiedenen Materialien und Oberflachenmodifikationen

Fiir den Mikroarray-Chip wurden verschiedene Materialien- und Oberflachenmodifika-
tionen getestet. Diese Untersuchungen erwiesen sich als notwendig, da die Chip-Ober-
flache sowohl mit der PCR-Losung in Kontakt kommt, als auch zur Erstellung des Mik-
roarrays genutzt wird. Allerdings erfordern beide Prozesse spezielle, unterschiedliche
Oberfldcheneigenschaften. Zur erfolgreichen Umsetzung einer on-Chip-PCR wird eine
Oberfldche benétigt, bei der die Anlagerung von Komponenten aus dem PCR-Ansatz,
wie z. B. Polymerase, weitgehend unterbunden wird. Oberfldchen aus Teflon-beschich-
tetem Glas erwiesen sich bereits fiir die tropfenbasierte on-Chip PCR sowie reines Glas
in Kombination mit PDMS fiir die on-Chip PCR mit einem miniaturisierten Kammer-
system als geeignet. Diese Erkenntnisse konnten mit dem kombinierten Chip-System
bestdtigt werden (Abb. 88). Bei Mikroarrays ist eine Immobilisierung der Fanger-Mole-
kiile auf der Chip-Oberfldche erforderlich, damit z. B. die DNA-Hybridisierung orts-
aufgelost detektiert werden kann. Im Fall von DNA-Mikroarrays verwendet man dabei
hiufig eine kovalente Bindung z. B. iiber Amino-modifizierte Oligonukleotide. Zur
Praparation der Mikroarrays fiir die beschriebenen Experimente wurden deren Oberfla-
chen stets mit GOPS beschichtet, um schliellich Amino-modifizierte Oligonukleotide
kovalent darauf zu immobilisieren. Es stellte sich allerdings heraus, dass GOPS-be-
schichtetes Glas nicht PCR-kompatibel ist, d. h. in diesem Fall konnten keine PCR-Pro-
dukte amplifiziert werden, was vermutlich auf die Inhibierung der Polymerase an die
reaktiven Epoxy-Gruppen dieses Silans zurtickzufiihren ist. Durch eine Bestrahlung mit
UV-Licht der Wellenldnge 254 nm ist es allerdings moglich, diese reaktiven Gruppen zu
inaktivieren. In diesem Fall war die Amplifikation erfolgreich und die Ausbeute an

PCR-Produkten vergleichbar zum konventionellen Verfahren.

- DNA-Groflenmarker

- PCR-Ansatz

- konventionell

- PCR-Kammer-Chip mit Glas

- PCR-Kammer-Chip mit Glas/ Teflon

- PCR-Kammer-Chip mit PDMS

- PCR-Kammer-Chip mit Glas/ GOPS

- PCR-Kammer-Chip mit Glas/GOPS + 1 h UV

cuk wn =K

Abb. 88: Uberpriifung der PCR-Kompatibilitét

Neben der Uberpriifung einer erfolgreichen Amplifikation wurden auch Kontaktwinkel

zu den einzelnen Materialien und Oberflichen ermittelt (Abb. 89). Hohe Randwinkel
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bedeuten eine geringe Benetzung der Oberfliche durch die entsprechende Lésung und

damit geringe Wechselwirkung zwischen Reagenzien und Oberfldche.

120 = =

— 100 ST = | PCR-Lésung
O: _ Mineralol
g 80 = = e .
‘ - Hybridisierungslésung
E 60 B o | i Wasser
S 40 = : ‘ | | m 3xS5C
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Glas GOPS GOPs uv Teflon PDMS

Abb. 89: Optimierung der Annealing- und Elongationstemperatur

Im Fall von Teflon und PDMS sind die Randwinkel jeweils am hochsten. Besonders fiir
wassrige Losungen mit niedrigem Salzgehalt ergeben sich hier Randwinkel von 100 °
und mehr. Die Randwinkel bei der salzhaltigen PCR- und Hybridisierungslésung errei-
chen auf Teflon- und PDMS-Oberflachen Werte zwischen 60 und 85 °. Teflon wurde we-
gen des erhohten, technischen Aufwandes allerdings nicht zur Beschichtung der Mikro-
array-Chip-Komponenten eingesetzt. Bei einer Verwendung der Chips fiir PCR und
Mikroarray miisste in diesem Fall der Chip zunéchst mit Teflon beschichtet und dann
zur Halfte durch Atzung wieder davon befreit werden, um diesen Bereich mit GOPS zu
beschichten. Eine komplette Beschichtung mit GOPS und anschlieBende Bestrahlung
bei UV-undurchléssiger Abdeckung des Mikroarray-Bereiches ist mit einem deutlich

geringeren, technischen Aufwand verbunden.
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4 Diskussion

4.1 Verwendetes Ausgangsmaterial und Probenpréaparation

Bei den durchgefiihrten Applikationsversuchen mit den entwickelten Chip-Systemen
wurden neben DNA oder RNA auch Zellen direkt dem PCR-Ansatz zugefiihrt. Je nach
Ausgangsmaterial waren dabei verschiedene Schritte zur Probenpraparation im Vorfeld
der PCR noétig. Beim Nachweis von RNA erfolgte zunichst die reverse Transkription.
Der in diesem Fall eingesetzte PCR-Ansatz enthielt alle ntigen Komponenten sowohl
fiir die reverse Transkription als auch fiir die Amplifikation. Damit konnten beide Teil-
reaktionen in direkter Aufeinanderfolge durchgefiihrt werden, sodass eine Uberfiih-
rung der transkribierten DNA in einen neuen Ansatz und damit ein erhéhtes Risiko fiir
Kontaminationen der Reaktionslosung vermieden wird. Gebrauchsfertige PCR-Kits fiir
diese Anwendung sind kommerziell erhiltlich, jedoch muss deren Funktionsfdhigkeit
am konkreten Anwendungsfall stets tiberpriift werden. Das erforderliche Temperatur-
protokoll fiir die reverse Transkription lie8 sich ebenfalls mit dem entwickelten PCR-
Chip und der dazugehorigen Temperaturregeleinheit realisieren. Der direkte Einsatz
von Zellen bei der PCR erfordert einen zusétzlichen Lysierungsschritt, um die Nuklein-
sduren im Inneren der Zelle fiir die Reaktion zugénglich zu machen. Grundsétzlich gibt
es dafiir verschiedene Methoden, wobei vor allem mechanische, chemische oder ther-
mische Verfahren angewendet werden. Die Anwendung mechanischer Methoden er-
fordert eine entsprechende Geréatetechnik. Beim Einsatz von Chemikalien wird eine zu-
sdtzliche Aufreinigung notwendig, weil diese den PCR-Prozess inhibieren konnen. Eine
Lysierung der Zellen ausschliefllich durch Hitzeeinwirkung ist mit dem verwendeten
PCR-Chip ohne zusitzlichen, technischen Aufwand realisierbar. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde anhand von Anwendungsversuchen sowohl mit HBME-Zellen als auch mit
Phytophthora-Sporen demonstriert, dass eine thermische Behandlung der Zellen ausrei-
chend ist, um bei der sich direkt anschlieSenden PCR erfolgreich die ausgewahlten
DNA-Fragmente zu amplifizieren. Dabei wurden die Probentrédger mit den immobili-
sierten Zellen zundchst bei -80 °C eingefroren. Zur Durchfiihrung des PCR-Prozesses
werden die Probentrdger dann auf die mikrostrukturierten PCR-Chips mit den integ-
rierten Heizer- und Temperatursensorstrukturen aufgelegt. Bevor die Reaktionslosung
und das Mineraldl aufgetragen und die Amplifikation gestartet wird, werden die im-
mobilisierten Zellen auf 75 °C und dann auf 95 °C erhitzt. Letztlich konnte das DNA-
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Fragment vom codierenden Gen fiir RPL13A an einzelnen HBME-Zellen mit Hilfe der
Real-Time PCR nachgewiesen werden. Im Fall der Sporen, die aus Reinkulturen von
Phytophthora ramorum entnommen wurden, war der Nachweis des ausgewdhlten Gen-
abschnittes der ribosomalen DNA ebenfalls erfolgreich. Sporen, die von verschiedenen
Organismen zum Zweck der Vermehrung gebildet werden, sind h&ufig mit einer sehr
widerstandsfdhigen Zellwand ausgestattet. So bestehen die Zellwidnde von Eipilzen,
denen auch die Gattung Phytophthora zuzuordnen ist, u. a. aus Glukanen, Hydroxypro-
lin und Zellulose. Speziell die Zellbegrenzung der Zoosporen, welche bei den durchge-
fithrten Experimenten ausschliefSlich verwendet und erfolgreich durch Temperaturein-
wirkung lysiert wurden, besteht ausschlieSlich aus Glukan. Aufgrund der relativ gerin-
gen Bandenintensitdten bei den resultierenden Agarosegelen zur PCR mit Sporen als
Ausgangsmaterial verglichen mit Ergebnissen beim Einsatz von aufgereinigter DNA,
kann davon ausgegangen werden, dass nicht jede Spore ausreichend lysiert wurde.
Dennoch ist auch bei einer Gesamtzahl von nur fiinf Sporen, die auf der entsprechen-
den Chip-Struktur aufgebracht oder im Reaktionsgefdf8 appliziert wurden, eine Bande
erkennbar. Obwohl die beschriebenen Versuche mit RNA oder Zellen ausschliefSlich
mittels tropfenbasierter on-Chip Real-Time PCR durchgefiihrt wurden, ist davon aus-
zugehen, dass diese PCR-Protokolle auch auf das kombinierte Lab-on-a-Chip-System
mit integrierter PCR und DNA-Mikroarray tibertragbar sind. Auch Versuche, bei denen
Sporen direkt dem PCR-Ansatz zugefiithrt wurden, verliefen erfolgreich. Bei der An-
wendung dieses PCR-Protokolls sollte allerdings die eingesetzte Konzentration an Spo-
ren nicht weniger als 85 Stiick je Mikroliter betragen. Die thermische Lysierung von auf
der Oberfldche applizierten und eingetrockneten Sporen fiihrt deshalb zu einer gestei-
gerten Reaktionseffizienz durch die deutlich geringere Nachweisgrenze.

Letztlich konnte demonstriert werden, dass bei der Anwendung von HBME-Zellen oder
Phytophthora-Sporen zur Nukleinsdure-basierten Diagnostik mittels Lab-on-a-Chip Sys-
temen auf eine aufwindige Probenpraparation verzichtet werden kann. Neben der Ge-
winnung des Zellmaterials aus Reinkulturen kénnten die Sporen beispielsweise auch
direkt vom Blattmaterial gewonnen werden. Damit wére die gesamte Analyse auf dem
Chip-System und damit ein uTAS realisiert, sodass eine Moglichkeit zur Vor-Ort-Analy-
se gegeben ist. Dennoch bleibt zu bemerken, dass die betreffende Pflanze bereits einen
hohen Infektionsgrad aufweist, wenn Sporen an den Bléttern austreten. Fiir eine Friih-
erkennung oder Untersuchung von Pflanzen vor deren Verkauf oder Export miissen
andere Methoden zur Probennahme angewendet werden. Denkbar wére beispielsweise

die Untersuchung einzelner Wurzelspitzen, da die Sporen bei einer Verbreitung tiber
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das Bodenwasser dort anbinden. Prinzipiell miissen die Methoden der Probennahme
allerdings noch weiter untersucht und eventuell notwendige Schritte zur Probenprépa-
ration in den Reaktionsablauf integriert werden.

Zur Untersuchung von Blattmaterial, wie z. B. bei den ebenfalls angewendeten Rhodo-
dendron-Blatter, wurde die enthaltenen DNA aufgereinigt. Die angewendete Methode,
bei der Blattsaft mit Hilfe eines Homogenisators und spezieller Extraktionstiiten ge-
wonnen und schliellich die DNA mit Hilfe spezieller Magnetpartikel aufgereinigt wird,
erfordert einen relativ geringen, technischen Aufwand (z. B. keine Zentrifuge notig)
und konnte auch auBerhalb eines spezialisierten Labors durchgefiihrt werden. Die Auf-
reinigung der DNA ist in diesem Fall empfehlenswert, da der Blattsaft u. a. Phenole
enthilt, welche die PCR inhibieren kénnen. Bei der DNA-Extraktion aus Blattmaterial
wird neben der in Fall einer Infektion enthaltenen Phytophthora-DNA auch die pflanz-
liche DNA gewonnen. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass die angewendeten
Primer eine ausreichende Spezifitit aufweisen und damit keinerlei pflanzliche DNA
amplifiziert wird. Zur Uberpriifung dieser Spezifitit wurden als Negativkontrollen
auch Rhododendron-Blitter ohne Infektion eingesetzt.

Hinsichtlich des eingesetzten Ausgangsmaterials erwiesen sich die bei der Chip-PCR
angewendeten Protokolle als geeignet. Damit konnte die vielseitige Einsetzbarkeit des
Chips fiir den Nachweis von aufgereinigten Nukleinsduren sowie bei der direkten Ap-

plikation von Zellen demonstriert werden.
4.2 Applikation von Zellen

Es wurden verschiedene Methoden angewendet, um Zellen auf Chip-Oberfldchen oder
in Reaktionsgefdfse zu iibertragen, sodass diese als Ausgangsmaterial fiir die Polymera-
se-Kettenreaktion zur Verfiigung gestellt werden konnten. Eine Moglichkeit bestand
dabei in der direkten Applikation verdiinnter Zellsuspension durch Pipettieren. Diese
Methode eignet sich fiir Prinzipstudien zur Etablierung funktionsfdhiger Protokolle.
Allerdings konnen damit nur ungenau sehr geringe Zellzahlen appliziert werden, da
bei der Entnahme bestimmter Volumina an verdiinnter Zellsuspension die tatsdchlich
enthaltene Zellzahl statistischen Schwankungen unterliegt. Bei den im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Versuchen wurde stets ein Mikroliter Zellsuspension appliziert.
Bei sehr niedrigen Verdiinnungsstufen wirken sich Schwankungen beziiglich der An-
zahl der enthaltenen Zellen stiarker aus. So bestand bei der Verwendung einer entspre-

chend niedrigen Verdiinnung zur Applikation einer einzelnen Zelle eine relativ hohe
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Wahrscheinlichkeit, dass zwei oder keine Zelle in dem tiberfiihrten Volumen der Zell-
suspension enthalten waren.

Zur gezielten Applikation einer geringen Anzahl von Zellen bzw. einer einzigen Zelle
haben sich andere Methoden als geeigneter erwiesen, bei denen parallel zum Transfer
die optische Kontrolle des Separationsvorganges ermdglicht wird. Um einzelne Zellen
zu manipulieren, wurde die Methode der on-Chip Dielektrophorese oder eine prazise
zu steuernden Glaskapillare angewendet. In beiden Fillen erfolgte eine visuelle Kon-
trolle des Separationsvorganges mittels Mikroskop. Mit diesen Methoden war es mog-
lich, Einzelzellen gezielt auf die Chip-Oberfldche zu tibertragen. Im Anschluss an die
Separation erfolgte der thermisch induzierte Zellaufschluss und schliefilich, nach Zuga-
be von PCR-Ansatz und Mineral6l, der Nachweis bestimmter DNA-Abschnitte. Durch
den erhohten, technischen Aufwand ist das System zur Analyse vor Ort allerdings we-
niger geeignet. Zudem konnen diese Separationsvorgénge nur von geschultem Fach-
personal durchgefiihrt werden.

Bei der Mikromanipulation mittels Glaskapillare konnten einzelne HBME-Zellen auf
den optisch transparenten Probentrdger tiberfithrt und anschliefend eine Real-Time
PCR durchgefiihrt werden (siehe Abb. 49 bis 52 im Abschnitt 3.1.3). Diese Methode er-
wies sich als sehr geeignet fiir Real-Time PCR Versuche an einzelnen Zellen. Allerdings
ist die Separation einer Vielzahl einzelner Zellen auch durch die fehlende Moglichkeit
zur Automatisierung sehr aufwandig.

Die Einzelzellseparation mittels Dielektrophorese erfolgte durch Auftragen der Zellsus-
pension in einem geeigneten Konzentrationsbereich, Anlagerung einzelner Zellen an
den kontaktierten Elektroden im elektrischen Wechselfeld und anschlieBendem Wa-
schen zum Entfernen ungebundener Bestandteile. Mit Hilfe dieser Methode konnten
sowohl einzelne HBME-Zellen als auch Phytophthora-Sporen an den Elektroden im Zen-
trum dieser Chips separiert werden. Die Oberfliche der strukturierten Chips wurde
analog der Probentrdger fiir die tropfenbasierte on-Chip PCR mit Repel-Silan und
Teflon beschichtet sowie mit kreisférmigen, hydrophilen Strukturen versehen. Dadurch
konnte auch auf diesen Chips im Anschluss an die Separation und Lyse der einzelnen
Zellen eine PCR im Tropfenformat durchgefiihrt werden. Es stellte sich allerdings he-
raus, dass durch die Anordnung der Elektrodenstrukturen ein Teil des Fluoreszenzsig-
nals bei der Real-Time Detektion verloren geht, weil die Elektroden den Lichtdurchtritt
zur unterhalb des Chips befindlichen, optischen Faser teilweise verdecken. Dieses Pro-
blem konnte durch eine Anpassung des optischen Detektionsaufbaus geldst werden,

indem die Faser oberhalb des Tropfens angeordnet wird.
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Prinzipiell war bei der Durchfithrung der PCR mit zuvor auf der Chip-Oberfldche im-
mobilisierten und lysierten Zellen darauf zu achten, dass die PCR-Losung in der Mitte
der kreisféormigen Struktur aus Repel-Silan und Teflon appliziert werden muss, bevor
das Mineraldl aufgetragen wird. Nur dadurch kann ein Kontakt von Reaktionslosung
und Zelle gewihrleistet werden. Diese Durchfiihrung steht im Gegensatz zur Anwen-
dung von PCR-Losung mit enthaltener Ausgangs-DNA oder -RNA, weil in diesen
Féllen stets zunéchst das Mineral6l aufgetragen und die PCR-Losung schliefflich darin
eingebettet wird. Dadurch soll die Kontaktfliche zwischen PCR-Losung und Chip-
Oberfldche und somit die Inhibierung der Tag DNA-Polymerase minimiert werden. Al-
lerdings trdgt das im Ansatz enthaltene BSA dazu bei, die Chip-Oberfliche abzusitti-
gen, was die Anbindung der Polymerase ebenfalls verhindert und damit die Analyse

von Zellen ermoglicht, die auf dem Chip immobilisiert sind.

4.3 Nachweisgrenzen

Um die Sensitivitdt der Chip-basierten PCR genauer zu untersuchen und den Vergleich
zur konventionellen Technologie zu ermdglichen, wurden Nachweisgrenzen in Bezug
auf die Menge an eingesetztem Ausgangsmaterial ermittelt. Wie bereits im vorange-
gangenen Abschnitt erwédhnt, konnte eine Gesamtzahl von nur finf Phytophthora-Spo-
ren sowie eine einzelne HBME-Zelle mit Hilfe der tropfenbasierten on-Chip PCR nach-
gewiesen werden. Beim Einsatz einer einzelnen HBME-Zelle ergab sich bei Verwen-
dung des Chip-Systems eine hohe Ausbeute an PCR-Produkt, was an der entsprechend
hohen Intensitit der Gelbanden erkennbar ist (sieche Abb. 50).

Der Verlauf der Fluoreszenzintensitét bei der Chip-basierten Real-Time-Detektion sowie
die detektierten Schmelzkurven weisen beim Einsatz eines geringen Reaktionsvolu-
mens von nur drei Mikrolitern im Vergleich zu den mit dem konventionellen Ther-
mocycler gemessenen Intensitdtsverldufen ein deutlich geringeres Signal-Rausch-Ver-
hiltnis auf.

Bei der Verwendung einer geringen Anzahl von Phytophthora-Sporen konnten aufgrund
der deutlich geringeren Ausbeute an PCR-Produkt sowohl mit dem PCR-Chip als auch
dem konventionellen Thermocycler keine ansteigenden Fluoreszenzintensitdten gemes-
sen werden. Mogliche Ursachen dafiir konnten die sehr geringe Ausbeute an PCR-Pro-
dukt oder eine unspezifische Anlagerung der SYBR-Green Molekiile an Bestandteilen
der Zelle sein. Fiir diesen Fall konnte eine Optimierung des Protokolls hinsichtlich der

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes zu einem verbesserten Ergebnis fiihren.
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Die Bestimmung der Nachweisgrenze beim Einsatz von aufgereinigter DNA wurde so-
wohl mit dem Genabschnitt vom Exon 6 des codierenden Bereiches fiir das Protein p53
durchgefiihrt als auch mit dem ausgewahlten ITS-Genabschnitt bei Phytophthora. Mittels
UV /Vis-Spektroskopie kann die DNA-Konzentration gemessen und die Anzahl der
enthaltenen DNA-Molekiile berechnet werden. Dadurch konnten definierte DNA-Kon-
zentrationen bei den PCR-Ansitzen eingestellt werden. Bei beiden DNA-Abschnitten
ergab sich eine Nachweisgrenze von 1 bis 2 Molekiilen/ ul bei einem Gesamtvolumen
an Reaktionslosung von nur drei Mikrolitern.

Nach Anpassung der Temperatureinstellungen beim Lab-on-a-Chip System mit integ-
rierter PCR und DNA-Mikroarray ist es schliefSlich gelungen, ein funktionsfahiges Pro-
tokoll zur Amplifikation des ITS-Genabschnittes verschiedener Phytopthora-Arten zu
etablieren. Dabei konnte eine Nachweisgrenze von 200 Molekiilen/ ul erreicht werden.
Obwohl in diesem Fall (verglichen zur tropfenbasierten on-Chip Real-Time PCR) die
Sensitivitdt geringer ist, reicht diese Nachweisgrenze fiir die praktische Anwendung
aus. Da sich der ausgewdhlte Genabschnitt innerhalb eines repeat-Clusters der riboso-
malen DNA befindet, welches nach Judelson [173] mit einer bis ca. 400-fachen Wieder-
holung im Genom vorliegt, sollte das Genom einer einzelnen Zelle fiir den Nachweis
ausreichend sein. Zwar beziehen sich die Untersuchungen von Judelson auf die Arten
P. mirabilis und P. infestans, es ist aber davon auszugehen, dass bei anderen Phytopthora-
Arten Wiederholungen diese Clusters in dhnlicher Anzahl vorhanden sind.

Die amplifizierten PCR-Produkte konnten sowohl mit Hilfe einer sich anschlieenden
Agarosegelelektrophorese, als auch durch Messung der Fluoreszenzintensitdt im Ver-
lauf der Amplifikation nachgewiesen werden. Die ZweckmaBigkeit der angewendeten
Protokolle insbesondere bei der on-Chip PCR ist damit ebenfalls bewiesen, da geringste
Mengen der in einer Probe enthaltenen Nukleinsduren auf diese Weise nachgewiesen
werden konnten. Die Detektion geringer Nukleinsdurekonzentrationen bzw. einzelner
DNA-Molekiile und eine damit verbundene, hohe Empfindlichkeit der verwendeten
Thermocycler-Technologie ist in vielen Anwendungsfillen sogar notwendig, da oft nur
geringe Probenmengen gewonnen werden konnen (z. B. bei einer Biopsie) oder die
Menge an enthaltenen Nukleinsduren gering ist (z. B. bei fossilen Funden).

Bei der tropfenbasierten on-Chip Real-Time PCR wurden verschiedene Detetionsver-
fahren angewendet. Sowohl beim Finsatz des interkalierenden SYBR-Green, als auch
mit der fiir das Protein p53 spezifischen TagMan-Sonde verlief die Detektion erfolgreich
und Nachweisgrenzen von 1 bis 2 Molekiilen/ul wurden erreicht. Der gelungene

Nachweis geringster DNA-Ausgangskonzentration mit einer Fluoreszenz-markierten
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Sonde ist ebenfalls als sehr positiv zu bewerten, da die Zahl an fluoreszierenden Mole-
kiilen und damit die maximal erreichbaren Fluoreszenzintensititen im Vergleich zur
Anwendung von SYBR-Green wesentlich geringer ausfillt. Die Auswahl des Detekti-
onsmittels und damit auch Detektionsverfahrens ist abhéngig davon, auf welche Frage-
stellung hin die PCR-Produkte untersucht werden sollen. Prinzipiell eignet sich die
Fluoreszenz-basierte Real-Time Detektion besonders fiir quantitative Analysen von
Nukleinsduren. Dazu ist jeweils die Erstellung einer Standardgeraden mit Hilfe ver-
schiedener, definierter DNA-Ausgangskonzentrationen nétig. Damit kénnen Riick-
schliisse auf den Gehalt bestimmter Mikroorganismen innerhalb einer Probe gezogen
werden und somit z. B. mikrobiologische Kontaminationen in Lebensmitteln quantifi-
ziert werden. Fiir eine zusétzliche, qualitative Aussage empfiehlt sich der Einsatz einer
Sequenz-spezifischen Sonde. Sind die Sondensequenz sowie die Annealingtemperatur
bei der PCR giinstig ausgewdhlt, wird nur bei Komplementéritit der Sonde zur Ziel-
DNA eine ansteigende Fluoreszenzintensitdt im Verlauf der Reaktion messbar. Dagegen
wird beim Einsatz von SYBR-Green prinzipiell samtliche, doppelstrangige DNA detek-
tiert, was bei der Entstehung von unspezifischen Nebenprodukten zu falsch-positiven
Ergebnissen bei der Real-Time Detektion fithren kann. Eine Uberpriifung der amplifi-
zierten PCR-Produkte ist deshalb besonders bei der Anwendung von interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffen zu empfehlen. Zu diesem Zweck kann entweder eine elektro-
phoretische Analyse oder eine Schmelzkurvenanalyse im Anschluss an die PCR durch-
gefiihrt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde im Anschluss an sémtliche PCR-Expe-
rimente stets eine Agarose-Gelektrophorese durchgefiihrt, welche ca. 30 bis 45 min in
Anspruch nahm. Eine Schmelzkurvenanalyse, die nur ca. 5 bis 10 min dauert, konnte
direkt im Anschluss an die PCR mit dem Chip sowie der dazugehorigen Peripherie
durchgefiihrt werden. Dadurch war es nicht nétig, die Reaktionslésung vom Chip zu
entnehmen, wodurch die Gefahr von Kontaminationen oder Verlusten ausgeschlossen
wurde. Die Schmelzkurvenanalyse ermoglicht aufgrund der reversiblen Interkalation
der SYBR-Green Molekiile in doppelstrangige DNA eine qualitative Analyse der PCR-
Produkte. Dabei wird die PCR-Losung erhitzt und eine Verringerung der Fluoreszenz-
intensitét bei der Denaturierung der PCR-Produkte messbar. Die auf diese Weise ermit-
telte Schmelztemperatur der einzelnen PCR-Produkte ist dabei abhédngig von deren
Lange sowie dem Gehalt an Cytosin und Guanin. Hinsichtlich qualitativer Untersu-
chungen erlaubt der Einsatz einer Fluoreszenz-markierten Oligonukleotidsonde aller-

dings eine wesentlich hohere Spezifitit.
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Bei der Betrachtung der erzielten Ergebnisse zur Real-Time PCR mit verschiedenen
Konzentrationen an Ausgangsmaterial kann letztlich festgestellt werden, dass sich bei
PCR-Chip und konventionellem Thermocycler jeweils die gleichen Nachweisgrenzen
ergeben, sowohl bei den Versuchen mit Zellen oder Sporen als auch beim Einsatz von
aufgereinigter DNA. Wie auch bei den anderen PCR-Experimenten wurden dabei stets
alle Parameter gleichermaflen gewahlt und eingestellt. Somit konnte eine hohe Ver-
gleichbarkeit des Chip-Systems mit dem verwendeten, konventionellen Thermocycler
demonstriert werden. Damit ist die Funktionalitdt und praxisnahe Anwendbarkeit des
Lab-on-a-Chip Systems zur Real-Time PCR fiir diese Anwendungsfille erwiesen. Die
Funktionsfihigkeit dieses Chip-Systems konnte neben den im Rahmen dieser Arbeit
angewendeten Assays auch bereits an anderen Anwendungen mit Produktldngen zwi-
schen 100 bp und 1000 bp demonstriert werden (u. a. spezifische Gene fiir Glycerinal-
dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) sowie vom Humanen Papiloma Virus).

4.4 Temperaturmanagement der Systeme

Im Entwicklungsverlauf der Chip-Systeme sowie bei den durchgefiihrten Applika-
tionsversuchen stellten sich zunehmend Unterschiede im Temperaturmanagement der
einzelnen Thermocycler-Technologien heraus, welche letztlich auf deren unterschiedli-
che Konstruktion und Bauweise zuriickzufiihren sind. Dies sollte bei einem Vergleich
der Systeme unbedingt beachtet werden. Aufgrund der thermischen Unterschiede ist
eine direkte Ubertragung etablierter Protokolle zwischen den Systemen oft unméglich.
Stattdessen sind Anpassungen hinsichtlich Temperatureinstellungen sowie Reaktions-
zeiten notig.

Ein Vergleich der Peakmaxima aus den Diagrammen der im Anschluss an die PCR
durchgefiihrten Schmelzkurvenanalyse (sieche Abb. 35 und 38) ergibt einen Unterschied
von ca. 1,5 °C, sowohl bei der Analyse des p53- als auch des Phytophthora-Genabschnit-
tes. Dabei ist dieser Wert stets im Fall des konventionellen Thermocyclers erhéht. Da
die mittlere Schmelztemperatur fiir einen bestimmten DNA-Abschnitt immer gleich ist,
deutet dieser Effekt auf Unterschiede bei der Warmetibertragung vom Heizelement zur
Reaktionslosung. Da das Peakmaximum in Fall des PCR-Chips stets einen niedrigeren
Wert aufweist, kann davon ausgegangen werden, dass die Warmeankopplung zwi-
schen der mikrostrukturierten Diinnschicht-Heizerstruktur des Chips und der tropfen-
formig aufgetragenen PCR-Losung besser ist, als von der erwdrmten Luftkammer

durch das ReaktionsgefdfS aus Polycarbonat. Ein weiterer, méglicher Grund fiir diesen
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Unterschied ist auch die Positionierung der Temperatursensoren (Abb. 89), die jeweils
mit einem Regelelement verbunden sind. Diese kénnen nicht direkt in der Reaktionslo-
sung platziert werden, weil dadurch z. B. der technische Aufwand sowie das Risiko von
Kreuzkontaminationen deutlich erhcht wére. Im Fall des PCR-Chips kann davon aus-
gegangen werden, dass die ebenfalls auf der Chip-Oberfliche angeordneten Sensoren
sich ndher an der PCR-Losung befinden, als beim konventionellen Thermocycler, wo sie
im Bereich der zu temperierenden Kammer angeordnet sind. Letztlich kommt dadurch
die mit dem Peakmaximum der Schmelzkurvenanalyse angegebene Temperatur beim
PCR-Chip der tatsdchlichen Schmelztemperatur des jeweiligen DNA-Abschnittes deut-
lich ndher. Vergleiche von Schmelzkurven-Daten sind in jeden Fall nur mit dem glei-
chen Thermocycler-System moglich und zulédssig. Anhand der Temperaturdiffferenzen
konnen zwar Korrekturfaktoren fiir die einzustellenden Temperaturen berechnet wer-
den, allerdings weisen die unterschiedlichen Systeme auch Differenzen bei den Heiz-
und Kiihlgeschwindigkeiten auf. Deshalb ist insbesondere bei umfangreichen Anwen-
dungsversuchen die ausschlielliche Verwendung eines einzigen Real-Time PCR Sys-

tems zu empfehlen.

Il a 1mm|| ¢ 10 mm|
| — | I |
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Abb. 89: Positionierung der Temperatursensoren (TS, gelb) relativ zur Reaktionslosung (blau) beim kon-
ventionellen Thermocycler (a), der tropfenbasierten on-Chip PCR (b) und dem Lab-on-a-Chip System
mit integrierter PCR und DNA-Mikroarray (c)

In das Lab-on-a-Chip System mit integrierter PCR und DNA-Mikroarray wurden Pel-
tier-Elemente integriert, da zur Stabilisierung der DNA-Einzelstrange eine aktive Kiih-
lung auf Temperaturen deutlich unter Raumtemperatur notwendig wurde. Diese Heiz-
elemente sind ebenfalls fiir die Temperierung bei der Polymerase-Kettenreaktion im
Chip-Format geeignet [111, 176, 177]. Zwischen dem Temperatursensor, der unterhalb
einer Kupfer-Platte zusammen mit dem Peltier-Element untergebracht ist, und der Re-
aktionslosung besteht ein Temperaturunterschied (Abb. 89c). Diese Differenz, welche
schliellich als Korrekturfaktor zur eingestellten Temperatur addiert wurde, konnte

messtechnisch erfasst werden, indem ein Pt1000-Element in die Reaktionskammer ein-
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gebracht wurde. In einem Temperaturbereich zwischen 50 °C und 100 °C ergab sich da-
bei ein linearer Zusammenhang, wobei mit steigendem Temperatur-Sollwert auch der
Korrekturfaktor zunimmt (siehe Abb. 81b). Mit Hilfe der dazugehorigen Geradenglei-
chung kénnen die einzustellenden Temperaturwerte bei der Anwendung neuer PCR-
Protokolle kalkuliert werden. Eine praktische Uberpriifung der optimalen Temperatur-
werte fiir die einzelnen Phasen des PCR-Prozesses zur Amplifikation des Phytophthora-
Genabschnittes ergab eine gute Korrelation zu den kalkulierten Werten. Es hat sich aber
gezeigt, dass die Temperaturoptima fiir Denaturierung, Annealing und Elongation un-
terschiedlich breit ausfallen konnen. So kann z. B. die Elongation ohne signifikante Ver-
luste bei der Ausbeute an PCR-Produkt in einem Temperaturbereich zwischen 76 °C
und 84 °C erfolgen. Aufierdem ergab sich ein Arbeitsbereich von 100 °C bis 106 °C fiir
die Denaturierung. Einzig die Annealingtemperatur weist mit 50 °C ein sehr enges Op-
timum auf und liegt damit etwas unter dem kalkulierten Wert von 52 °C (siehe
Abb. 82).

Die zweite Temperierungszone dieses Lab-on-a-Chip Systems ist zum Kiihlen der Reak-
tionslosung vorgesehen, um die DNA-Einzelstrédnge zu stabilisieren, sowie zum Einstel-
len der Hybridisierungstemperatur fiir den Nachweis der PCR-Produkte mittels DNA-
Mikroarray. Die beiden Temperierungszonen fiir PCR und Hybridisierungsnachweis
sind durch einen Spalt thermisch voneinander entkoppelt. Mit Hilfe von Warmebild-
aufnahmen konnte gezeigt werden, dass sich die Zonen nicht gegenseitig beeinflussen
(sieche Abb. 81a). Hinsichtlich der erreichten Heiz- und Kiihlraten sind ebenfalls Unter-
schiede beim Vergleich der angewendetem Thermocycler Systeme festzustellen, wobei
der PCR-Chip fiir die tropfenbasierte DNA-Amplifikation besonders hohe Raten auf-
weist (Abb. 90).
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Abb. 90: Vergleich der Heiz- und Kiihlraten von konventionellem

Thermocycler und den entwickelten Chip-Systemen
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Beim Vergleich der Real-Time Detektionskurven von PCR-Chip und konventionellem
Thermocycler fallen weitere, temperaturbedingte Unterschiede auf. Die im Verlauf der
Amplifikation auftretenden Unterschiede hinsichtlich der Temperaturregelung werden
durch eine Verschiebung der Detektionskurven deutlich. Bei der Amplifikation zur
Bestimmung der Nachweisgrenze vom p53-Genabschnitt wurde ein zeitlich optimiertes
PCR-Protokoll mit stark verkiirzten Reaktionszeiten angewendet. Es fillt auf, dass die
einzelnen Detektionskurven zur gemessenen Fluoreszenzintensitit beim PCR-Chip mit
einer Verzogerung der Zyklenanzahl ansteigen. Dies erscheint zunéchst als Wider-
spruch zur Feststellung einer besseren, thermischen Ankopplung, welche anhand der
gemessenen Schmelzkurven gemacht wurde. Die Ursache dafiir, dass die Real-Time De-
tektionskurven im Fall des konventionellen Thermocyclers im Verlauf der PCR eher an-
steigen, besteht allerdings in einer Verldngerung der einzelnen Reaktionsphasen. Da bei
diesem Gerédt die Temperaturiibertragung weniger effizient ist, als beispielsweise bei
dem vorgestellten PCR-Chip, errechnet das Gerdt zur Reaktionszeit der einzelnen
Schritte des PCR-Zyklus eine zusétzliche Zeitdauer, die zur gewiinschten Reaktionszeit
addiert wird. Somit betrdgt die Denaturierungsphase bei diesem PCR-Protokoll mit
dem konventionellen Thermocycler nicht 5 s, sondern 13 s und die Dauer der Annea-
ling-/ Elongationsphase ist nicht 15 s, sondern 17 s. Dadurch soll die vollstindige Tem-
perierung des Reaktionsgefdfles mit der darin enthaltenen Reaktionslosung gewahrleis-
tet werden. Da beim PCR-Chip die Zeitdauer der einzelnen Phasen nicht zusétzlich er-
hoht wird, steigen die Kurven verzogert an. Auf die Ausbeute an PCR-Produkten hat
dieser Effekt bei einer Gesamtzahl von 45 PCR-Zyklen allerdings keinen Einfluss, da
stets die Sattigung (Plateauphase) erreicht wird.

Aufgrund der guten Warmeankopplung an den mikrostrukturierten Heizern auf der
Oberfldche des PCR-Chips eignet sich dieser auch fiir die Durchfithrung von Hybridi-
sierungsexperimenten, wobei die Fldche des applizierten Mikroarrays nur einige Qua-
dratmillimeter betragen kann, damit dieser iiber der Heizerstruktur platziert und die
Hybridisierunglésung zum Schutz vor Verdunstung mit Mineral6l bedeckt werden
kann. Die fiir einen spezifischen Hybridisierungsnachweis notigen Temperaturen kon-
nen am Chip mit einer hohen Genauigkeit eingestellt werden.

Ein Grund fiir die Umsetzbarkeit besonders kurzer Reaktionszeiten mit dem PCR-Chip
besteht in der geringen, thermischen Masse, die erhitzt und gekiihlt werden muss und
sich nur aus dem 700 ym dicken Chip mit einem ebenfalls 700 yum dicken Probentrédger
sowie dem Tropfen mit einen Gesamtvolumen von 13 ul zusammensetzt. Beim entwi-

ckelten PCR-Chip Modul, welches als Vorldufer fiir das neue Lab-on-a-Chip System mit
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integrierten Reaktionskammern fiir Amplifikation und Hybridisieungsnachweis dienen
sollte, wurde eine deutlich gréfiere thermische Masse auf dem PCR-Chip appliziert. Um
die Amplifikation innerhalb einer Reaktionskammer durchfiihren zu kénnen, wurden
Chips aus 170 ym dicken Deckgldsern und ca. 1 mm dicken Abformungen aus PDMS
gefertigt. In die Silikonabformungen waren kreisférmige Reaktionskammern einge-
bracht, die nach Zusammenfiigen mit dem Deckglas mit ca. 12 ul Reaktionslésung be-
fiillt wurden. Bei der Ubertragung eines zuvor fiir die tropfenbasierte on-Chip-PCR
zeitlich optimierten Protokolls auf diese Technologie konnten keine PCR-Produkte
amplifiziert werden. Offenbar bewirkt die zusétzliche, thermische Masse aus PDMS ei-
ne verzogerte Warmeiibertragung. Eine Verldngerung der Reaktionszeiten konnte die-
sem Effekt entgegenwirken.

Beztiglich des Temperaturmanagements bei Thermocyclersystemen bleibt festzuhalten,
dass sich Zeit- und Temperaturparameter meist nicht ohne weiteres von einem System
auf ein anderes tibertragen lassen. Dies gilt insbesondere bei zeitlich stark verkiirzten
Protokollen. Vielmehr ist hdufig eine Anpassung bzw. erneute Optimierung des jeweili-
gen Protokolls notig. Fiir anwendungsrelevante Versuchsreihen sollte deshalb auch
stets nur ein bestimmtes System verwendet werden. Griinde fiir die schlechte Uber-
tragbarkeit und damit auch mangelnde Vergleichbarkeit der erzielten Resultate liegen
in unterschiedlichen Heiz- und Kiihlraten, variabel verldngerten Reaktionszeiten, un-
terschiedlichen Heiz- und Kithlmechanismen bzw. Bauweisen der Systeme sowie einer

z. T. stark abweichenden thermischen Masse.
4.5 Chip-Materialien und Oberflichenmodifikation

An das Material, welches bei der Produktion von Chips fiir die Nukleinsdure-basierte
Bioanalytik Anwendung findet, werden verschiedene Anforderungen gestellt, damit die
Biokompatibilitit sowie eine wirtschaftliche Herstellung der Chips gewé&hrleistet sind.

Als Materialien zur Chip-Herstellung erwiesen sich Glas und PDMS grundsitzlich als
geeignet. Wahrend PDMS sich stets als PCR-kompatibel erwies, kann unbehandeltes
Glas nur bedingt bei der Chip-basierten PCR eingesetzt werden, da sich Komponenten
des PCR-Ansatzes, wie z. B. die Tag DNA-Polymerase, an diese Oberfldche anlagern
konnen und dadurch in ihrer Beweglichkeit sowie Funktionalitit stark eingeschrankt
werden. Durch die Zugabe von BSA zum PCR-Ansatz kann dieser Effekt weitgehend
unterbunden werden. Die Oberflachencharakterisierung mittels Kontaktwinkelmes-

sung bestitigt diese Erkenntnisse (siehe Abb. 88). Prinzipiell deutet ein hoher Rand-
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winkel auf eine geringe Benetzung der jeweiligen Losung mit der untersuchten Ober-
flache hin. Fiir den Fall einer Chip-PCR ist es von Vorteil, wenn die PCR-Losung die
Chip-Oberfliche wenig benetzt und damit kaum Inhibierung auftritt. Um giinstigere
Eigenschaften fiir diese Anwendung zu erzielen, kann die Glas-Oberfldche beschichtet
werden. Neben der Benetzung spielen aber auch andere Faktoren, wie beispielsweise
das Oberflichen-Volumen-Verhiltnis oder Zusdtze von Blockierungsreagenzien, eine
Rolle bei der Auswahl der Chip-Materialien oder Oberflichenmodifikationen. Auf-
grund des relativ grolen Reaktionsvolumens von 12 ul sowie des im Ansatz enthalte-
nen BSA konnte, auch bei Verwendung eines unbehandelten Glas-Chips in der entspre-
chenden Reaktionskammer des Lab-on-a-Chip Systems, erfolgreich DNA amplifiziert
werden. Da auf der einen Hilfte dieses Glas-Chips ein DNA-Mikroarray appliziert
werden sollte, wurden Versuche zur PCR-Kompatibilitdt der GOPS-Oberfldche durch-
gefiihrt. Eine mit GOPS beschichtete Oberfliche erméglicht die kovalente Anbindung
von Amino-modifizierten Oligonukleotiden und ist damit sehr geeignet fiir die Prédpa-
ration von DNA-Mikroarrays. Es stellte sich allerdings heraus, dass diese Oberfldche
nicht PCR-kompatibel ist, was vermutlich auf eine Inhibierung durch die reaktiven
Epoxy-Gruppen des Silans zuriickzufiihren ist. Mit Hilfe von UV-Licht kénnen diese
Gruppen inaktiviert werden, sodass die erfolgreiche Durchfiihrung einer PCR moglich
wird. Damit konnte ein Protokoll zur Herstellung der Mikroarray-Chip-Komponente
etabliert werden, dass ohne zusétzliche Mikrostrukturierung der Oberfliche auskommt.
Es gentigt, die Seite des Chips, welche mit der PCR-Ldsung in Berithrung kommt, im
Anschluss an die Mikroarray-Préparation mit UV-Licht zu bestrahlen. Damit war der
Chip letztlich kompatibel fiir beide Teilreaktionen.

Die Durchfiithrung der tropfenbasierten on-Chip PCR erfordert einen hohen Randwin-
kel zwischen PCR-Lésung und Mineraldl zur Chip-Oberflache. Ein Erfolg der Reaktion
ist nur dann gewdhrleistet, wenn die PCR-Losung vollstindig mit Mineral6l umschlos-
sen ist und dabei kaum Kontakt zur Chip-Oberfldche besteht. Das Mineraldl verhindert
ein Verdunsten der wéssrigen PCR-Losung beim Erhitzen. Der Kontakt zur Chip-Ober-
fliche sollte nicht nur wegen Immobilisierungseffekten hinsichtlich der Polymerase
verhindert werden, sondern auch, um die Entstehung von Luftblasen beim Erhitzen der
Reaktionslosung zu vermeiden. Um die halbkugel- bzw. kugelférmige Struktur des
Tropfens zu erzeugen, hat sich eine kombinierte Beschichtung mit Repel-Silan und
Teflon als geeignet erwiesen. Bei einer homogenen Beschichtung mit diesen Reagenzien
auf der gesamten Chip-Oberfldche wurden allerdings unerwiinschte Effekte hinsichtlich

der Stabilitdt der Tropfenposition beobachtet. Beispielsweise kam es zu einer Bewegung
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des Tropfens aus PCR-Lésung an den Rand des Oltropfens, sodass der Verdunstungs-
schutz nicht mehr gewéhrleistet und der Tropfen nicht mehr vollstindig tiber dem De-
tektionsfenster und damit der optischen Faser angeordnet war, was zu Verlusten beziig-
lich der Signalintensitdt gefiihrt hat. Dadurch war auch die Vergleichbarkeit verschie-
dener Messungen nicht mehr gewdhrleistet. Zur Losung dieses Problems wurde die
Repel-Silan-/ Teflon-Oberfliche mit einer kreisférmigen Struktur versehen, wobei stel-
lenweise die Beschichtung entfernt wurde. Dadurch konnten hydrophile Bereich inner-
halb der hydrophoben Struktur erzeugt werden. Diese Oberflachenstruktur erméglichte
eine exakte Ausrichtung des Tropfens tiber dem mikrosturkturierten Heizer inkl. dem
optisch transparenten Detektionsfenster mit mittiger Position der PCR-Losung. AufSer-
dem war dadurch eine stabile Lage des Tropfens im gesamten Reaktionsverlauf ge-
wihrleistet.

Mit einer Beschichtung aus Repel-Silan und Teflon wurde auch bei der Durchfiihrung
der Kammer-PCR experimentiert. Allerdings erwies sich eine stark hydrophobe Ober-
flache bei der Herstellung der Kammer-PCR-Chips als ungeeignet, da aufgrund der un-
gentigenden Haftung keine dichten Kammern durch Verkleben erzeugt werden konn-
ten.

Beim kombinierten Chip-System werden beide Chip Komponenten in eine Baugruppe
eingelegt, die mechanisch verschlossen wird. Durch den aufgebrachten Druck kann
auch bei Verwendung eines Chips mit hydrophober Oberfldche eine dichte Reaktions-
kammer erzeugt werden. Allerdings ist in diesem Fall eine Beschichtung mit Repel-Si-
lan und Teflon nicht erforderlich, da aufgrund des relativ giinstigen Oberfldche/Volu-
men-Verhiltnisses eine ausreichende Absittigung mit BSA erfolgt und damit die Inhi-
bierung der Tug-Polymerase weitgehend verhindert wird. Aus diesem Grund kann so-
wohl unbehandeltes Glas, als auch eine mit UV-Licht behandelte GOPS-Oberfliache fiir

die PCR mit dem kombinierten Lab-on-a-Chip System verwendet werden.
4.6 Fluidische Umsetzung

In Rahmen der Entwicklung der vorgestellten Lab-on-a-Chip Systeme wurden ver-
schiedene, fluidische Ansédtze verfolgt. Der tropfenbasierte Ansatz ermdglicht eine be-
sonders sparsame und schnelle Analyse, da mit sehr kleinen Volumen an PCR-Ldsung
im Bereich von 3 bis 0,5 ul gearbeitet wird. Die wiéssrige PCR-Losung wird dabei von
einen Tropfen aus Minerall umschlossen und dadurch vor Verdunstung geschiitzt.

Mit einer speziellen Kombination der Oberflichenbeschichtung war es auch mdoglich,
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einen Hybridisierungsnachweis direkt an die Amplifikation anzuschlieffen (siehe
Abb. 58a). Dabei konnte eine gute Benetzung der Hybridisierungslosung mit der Chip-
Oberflédche realisiert werden. Fiir die tropfenbasierte Hybridisierung wurde der PCR-
Losung ein geringes Volumen an Hybridisierungspuffer zugesetzt. Dennoch erlaubt
dieser technologische Ansatz fiir einen Mikroarray-Nachweis ebenfalls einen sehr spar-
samen Reagenzienverbrauch. Der angewendete Mikroarray umfasste insgesamt acht
Spots. Moderne Préparationstechniken wiirden auf der gleichen Flache auch die Unter-
bringung einer weitaus hohere Anzahl von Proben erlauben. Neben der relativ auf-
wiandigen Oberflaichenmodifikation bestand ein Nachteil bei Anwendung dieser Tech-
nologie in der manuellen Ubertragung der Lésung mit einer Pipette. Eine automatisier-
te Tropfenbewegung wére zur Realisierung eines Point-Of-Care Systems allerdings un-
erldsslich. Ein moglicher Ansatz zur Losung kénnte in der Anwendung der Surface-
Acoustic-Wave Technologie (SAW) bestehen. Die Bewegung von auf Chip-Substraten
befindlichen Probentropfen mittels akustischer Oberflichenwellen wurde bereits be-
schrieben [178]. Die Herstellung der dafiir verwendeten Chips aus Lithiumniobat ist
allerdings sehr aufwandig und teuer.

Hinsichtlich des PCR-Chip Moduls stellte sich die fluidische Umsetzung als ungtinstig
heraus. Problematisch war die Anordnung der Offnungen zum Befiillen des Kammer-
Chips. Diese waren direkt mit den Reaktionskammern verbunden und nach oben ge-
richtet (Abb. 61), sodass bei Erwdrmung und damit einhergehender Ausdehnung der
Fliissigkeit diese aus der Reaktionskammer gedriickt wurde. Da bei ausschliefSlicher
Befiillung der Reaktionskammern mit PCR-Ansatz die wéssrige Losung komplett ver-
dunstet, wurde die Kammer zunidchst mit Mineraldl befiillt und der PCR-Ansatz an-
schlieBend hineingegeben. Damit konnte die Amplifikation erfolgreich realisiert wer-
den. Allerdings ist der Einsatz von Mineraldl in einem Chip-System mit mikrofluidi-
schen Kanalstrukturen dann ungiinstig, wenn im Anschluss an die Amplifikation ein
Hybridisierungsnachweis erfolgen soll. Das verwendete Mineraldl kann die Mikroar-
ray-Oberflache benetzen und damit eine Hybridisierung der Ziel-DNA an den Féanger-
Sequenzen unmdglich machen. Zudem ist die Befiillung des Kammer-Chips nicht au-
tomatisiert und erfordert praktisches Geschick. Aus diesem Grund ist der Chip nicht fiir
Routine-Abldufe geeignet.

Beim DNA-Chip Modul ist die fluidische Umsetzung weitgehend automatisiert. Der
Chip wird in eine Hybridisierungskammer eingelegt, die tiber Schlduche mit einer Pe-
ristaltikpumpe verbunden ist. Dadurch ist es moglich, die verschiedenen Reaktionslo-

sungen durch einen fluidischen Kanal tiber die auf dem Chip angeordneten Messpunk-
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te zu leiten. Durch die fortwdhrende Bewegung der Losung wird die Effizienz der
Nachweisreaktion erhoht. Das verwendete Reaktionsvolumen an Hybridisierungslo-
sung betrdgt 90 ul. Alle Komponenten, die mit den Reagenzien in Kontakt kommen,
sind preiswert herzustellen, leicht austauschbar und damit fiir den Einmalgebrauch ge-
eignet. Dazu gehoren die DNA-Chips mit Siebdruck-Strukturen, Abformungen aus
PDMS sowie die zum Fliissigkeitstransport verwendeten Schlduche.

Auch beim neu entwickelten Lab-on-a-Chip System, welches neben dem Nachweis mit-
tels Mikroarray auch die Amplifikation der DNA integriert, wurden Kanalstrukturen in
einer Abformung aus PDMS realisiert und der Chip tiber Schlduche an Peristaltikpum-
pen angeschlossen. Um im Anschluss an die PCR unter Zudosierung des Hybridisie-
rungspuffers die Reaktionslosung auf den Mikroarray-Bereich zu tibertragen, werden
zwei Pumpen sowie zwei Einldsse fiir Reaktionslosungen im Chip benétigt. Zu diesem
Zweck wurden kompakte Einbaupumpen verwendet, wodurch der Platzbedarf fiir das
Komplettsystem gering bleibt. Da zur Durchfithrung der PCR innerhalb einer Reakti-
onskammer diese im Verlauf des Prozesses absolut dicht sein muss, wurde der Verbin-
dungskanal unterbrochen und im Anschluss an die PCR mit einer Kantile geo6ffnet. Die-
ser Uberfiihrungsschritt ist technisch noch nicht véllig ausgereift oder reproduzierbar.
Fiir die Entwicklung von Point-of-Care Systemen wére auch eine Ventilsteuerung uner-
lasslich, sodass der Zugriff auf die verschiedenen Fliissigkeitsreservoirs automatisch

erfolgt.
4.7 Optimierung der Protokolldauer

Durch eine Reduzierung der Protokolldauer kénnen Einsparungen von Zeit und Kosten
erzielt werden. Bei bestimmten Anwendungen, wie z. B. in der Sepsis-Diagnostik, sind
kurze Reaktionszeiten besonders wichtig, da der Krankheitsverlauf schnell fortschreitet
und eine gezielte Behandlung moglichst rasch erfolgen muss. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden verschiedene PCR-Protokolle zeitlich optimiert. Fiir die tropfenbasierte Ampli-
fikation des 131 bp umfassenden p53-Genabschnittes konnte ein besonders kurzes PCR-
Protokoll realisiert werden, mit dem die Amplifikation innerhalb von 24 min durch-
fiihrbar ist. Dieses Protokoll war auch auf den konventionellen Thermocycler tibertrag-
bar, wobei sich die Reaktionsdauer aufgrund der erhohten, thermischen Masse verldn-
gerte, da gerateintern die Dauer der einzelnen Phasen des PCR-Zyklus erhcht wird, um
die vollstindige Temperierung des Heizblockes mit den darin befindlichen Reaktions-

gefdlen zu gewdhrleisten (siehe Abschnitt 4.4). Die Optimierbarkeit der Reaktionsdauer
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bei der PCR ist abhdngig von der vorhandenen, thermischen Masse sowie der Linge
der zu amplifizierenden PCR-Produkte. Deshalb konnte das PCR-Protokoll zur Ampli-
fikation des 550 bp umfassenden Phytophthora-Genabschnittes nicht auf eine Gesamt-
dauer von weniger als 1 h verkiirzt werden.

Fiir beide Assays konnte die Anwendung eines zweischrittigen PCR-Protokolls de-
monstriert werden, wobei Annealing und Elongation bei einer gemeinsamen Tempera-
tur durchgefiihrt wurden. Dadurch entfillt je ein Heiz- bzw. Kiihlschritt, was ebenfalls
zu einer zeitlichen Verkiirzung der Gesamtdauer beitrdgt. Die Moglichkeit, die Elonga-
tion bei einer Temperatur deutlich unter 72 °C durchzufiihren, bestétigte sich durch die
Ergebnisse der PCR mit variablen Elongationstemperaturen (siehe Abb. 82¢c). Dabei hat
sich gezeigt, dass das entsprechende Temperaturoptimum offenbar einen breiten Be-
reich umfasst. Bei der Protokolloptimierung zur Amplifikation des ausgewdhlten Gen-
abschnittes der Phytophthora-DNA mit dem kombinierten Lab-on-a-Chip System wurde
das dreischrittige Protokoll beibehalten, da zunéchst eine aufwéndige Temperaturan-
passung notig war, um eine reproduzierbar hohe Ausbeute an PCR-Produkt bei der
Amplifikation zu erhalten.

Das verwendete Protokoll zum Nachweis verschiedener Genabschnitte aus HBME-Zel-
len wurde ebenfalls nicht verkiirzt, da zundchst der Nachweis der Funktionsfahigkeit
bei dieser Anwendung im Vordergrund stand. Zur Amplifikation des ausgewdhlten
Genabschnittes von Phytophthora wurde eine Reihe unterschiedlicher Protokolle ange-
wendet. Eine Ubersicht zu den verwendeten und etablierten PCR-Protokollen beziiglich
der verschiedenen Thermocycler-Systeme ist in Tab. 17 dargestellt.

Das Protokoll fiir den Hybridisierungsnachweis mit einer Hybridisierungszeit von
30 min und einer Enzymanbindungszeit von 15 min ist bereits verhéltnismaig kurz. Im
Vergleich zur stationdren Hybridisierung wird durch die fortwdhrende Bewegung der
Reaktionslosung eine hohe Anbindungseffizienz erzielt. Dennoch konnte ein Erfolg der
Reaktion auch bei einer Dauer von nur 5 min Hybridisierungszeit und 7 min Enzyman-
bindungszeit nachgewiesen werden. Fiir den Hybridisierungsnachweis des p53-Genab-
schnittes, der im Tropfenformat auf dem PCR-Chip durchgefiihrt wurde, betrug die
minimale Hybridisierungsdauer 30 min.

Prinzipiell besteht meist ein hohes Potential, die notwendige Reaktionsdauer zu ver-
kiirzen. Allerdings sind solche Optimierungsversuche sehr aufwiandig, sodass zunachst

die Notwendigkeit der Protokolloptimierung genau abgewogen werden sollten.
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PCR-Produkt PCR-Protokoll | konventioneller Thermocycler PCR-Chip PCR/Mikroarray Chip-System
20594 °C v v
p53 Genabschnitt aus Al 82 min 55 min
humaner DNA 4594 °C v v
15560°C 52 min 24 min
Genabschnitte von RPL13A, 30594 °C v v
Gremlin und Vimentin aus 605 60 °C i )
HBME-Zellen 60572°C 150 min 140 min
60594 °C
60550 °C v v b 4
1208 72 °C 226 min 192 min
60594 °C v v X
120555 °C 177 min 146 min
40594 °C v
40555 °C x 2 x
¥ 71 min
ITS-Genabschnitt
aus Phytophthora 5594 °C v
65555 °C 94 min x x
845104 °C v
765 50 °C b'4 X
147 5 80 °C 273 min
445104 °C v
26550 °C X X
87580 °C 164 min

Tab. 17: Vergleich der PCR-Protokolle, die zur Amplifikation der verschiedenen

Genabschnitte entwickelt wurden (inkl. Angaben zur jeweiligen Gesamtdauer)
4.8 Auslesung der Mikroarrays

Bei der Auslesung der Messergebnisse von den Hybridisierungsexperimenten wurde
neben einer optischen auch eine elektrische Detektion angewendet. Bei erfolgreicher
Silberabscheidung verfarben sich die entsprechenden Spots grau bis schwarz. Die opti-
sche Analyse erfolgt tiber eine Grauwert-Messung. Dazu wurde an mikroskopischen
Aufnahmen der Spots innerhalb einer definierten Fliche jeweils der Grauwert unter
Abzug des Hintergrundsignals ermittelt. Eine elektrische Auslesung wird mdglich,
wenn durch das abgeschiedene Silber der Elektrodenspalt leitfihig iiberbriickt wird. Da
nach einer Silberabscheidungszeit von 5 Minuten oft noch keine ausreichende Menge
an Silber auf den Spots vorhanden ist, kann eine Nachverstirkung durchgefiihrt wer-
den. Die Leitfdhigkeit insbesondere der Spots, an denen die PCR-Produkte hybridisie-
ren, wird erst nach einigen Minuten Nachverstirkung messbar. Bei der Nachverstar-
kung werden bereits vorhandene Silberpartikel vergréBert und verbinden sich dadurch
zu einer durchgingig, leitfdhigen Struktur. Deshalb werden die Messungen stets in Ab-
hingigkeit von der Zeit dargestellt. Die Grauwert-Analyse wurde nach 5 min enzymati-

scher Silberabscheidung durchgefiihrt.
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Prinzipiell korrelieren die Daten der optischen und elektrischen Auslesung. Bei einem
hohen Grauwert-Betrag von mehr als 100, wie er nur bei der Postitivkontrolle und in
Fall einer erfolgreicher Hybridisierung erreicht wird, ergab sich in der Regel eine mess-
bare Leitfdhigkeit nach einer Abscheidungszeit von max. 11 min. Wéhrend zur elektri-
schen Detektion von Mikroarrays Chips mit Elektrodenstrukturen bendtigt werden,
kann bei ausschlieSlicher, optischer Detektion unstrukturiertes Glas als Substrat ver-
wendet werden. Die optische Auslesung von Mikroarrays ist sehr verbreitet, vor allem
bei der Anwendung von Fluoreszenz-markierter DNA. Dabei kdnnen auch verschiede-
ne Farbstoffe eingesetzt und mit Hilfe entsprechender Computerprogramme deren An-
teile bei den Spots ermittelt werden. Bei Fluoreszenz-markierten Proben ist allerdings
die Langzeitstabilitdt der Signale aufgrund von Ausbleicheffekten beeintrachtigt. Au-
Berdem sind optische Gerdte mit hoher Empfindlichkeit zum Auslesen der Mikroarrays
mit Fluoreszenz-Markierungen nétig. Zur optischen Detektion von Mikroarrays, bei
denen die Hybridisierungsereingnisse iiber eine Silberabscheidung nachgewiesen wer-
den, gentigt eine Durchlicht-Aufnahme mit ausreichender Auflésung, um die mikro-
skopisch kleinen Spots aufzunehmen. Fiir die elektrische Detektion wird eine technisch
wenig aufwindige Widerstandsmessung durchgefiihrt, die innerhalb weniger Sekun-
den das Ergebnis liefert. Im Rahmen der durchgefiihrten Versuche zur Identifizierung
und Unterscheidung verschiedener Phytophthora-Arten mit Hilfe des elektrischen DNA-
Chips hat sich gezeigt, dass die elektrische Detektion sensitiver und spezifischer ist, als
die optische Auslesung. Der Grund dafiir ist, dass nahezu keine Hintergrundsignale bei
der Widerstandsmessung auftreten, denn der messbare Schwellenwert des Gerétes wird
nur im Fall einer leitfihigen Uberbriickung des Elektrodenspaltes durch ausreichend
abgeschiedenes Silber tiberschritten. Die entsprechenden Spots weisen eine dunkel-
graue bis schwarze Farbung auf, was nur bei der Positivkontrolle und einer erfolgrei-
chen Hybridisierung zutrifft. Bei der Grauwertanalyse dagegen ergeben sich oft schwa-
che Signale an den Positionen der nicht komplementiren Proben. Insgesamt ist die
elektrische Auslesung ein sehr niitzliches Werkzeug, dass sich aufgrund des damit ver-
bundenen, geringen technischen Aufwandes gut in ein kompaktes Diagnosesystem zur
Point-of-Care Analytik integrieren ldsst. Die Verwendung von Chips mit Siebdruck-

Strukturen ermdglicht zudem eine preiswerte Umsetzung dieser Technologie.
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4.9 Bedeutung fiir die Diagnostik

Das Tumorsuppressorprotein p53 ist eines der am meisten untersuchten Faktoren bei
der Entstehung von Tumoren. Eine Analyse moglicher Mutationen bestimmter, fiir die-
ses Protein codierender, Gensequenzen sowie von deren Expression kann hilfreich bei
der Ursachenforschung einer Krebserkrankung sein.

Die molekularbiologische Untersuchung einzelner Zellen ist vor allem dann interessant,
wenn nur geringe Mengen an biologischem Material bei der Probennahme gewonnen
werden konnen. Bei HBME-Zellen handelt es sich um Zellen der Blut-Hirn-Schranke.
Bei diesen Zellen kann eine Analyse bestimmter Strukturbestandteile interessant sein,
welche fiir die Barrierefunktion bzw. Durchldssigkeit verantwortlich sind. Idealerweise
gelangen Niahrstoffe aus dem Blut zum Gehirn und Stoffwechselabbauprodukte heraus.
Fehlkonstruktionen der Membranen der HBME-Zellen sowie der Zellzwischenrdume
konnen eine Storung des Stofftransportes verursachen. Auch in der Krebsforschung
sind diese Zellen interessant im Hinblick auf die Durchlissigkeit von Metastasen und
damit verbundene Entstehung von Hirntumoren.

Zur Identifizierung und Unterscheidung verschiedener Phytophthora-Arten ist eine mo-
lekularbiologische Analyse nahezu unerlisslich, da sich die einzelnen Arten morpholo-
gisch kaum unterscheiden. Nur Spezialisten mit jahrelanger Erfahrung sind in der Lage,
anhand gestaltspezifischer Merkmale mit geringsten Varationen, z. B. bei der Form von
Sporen und Hyphen, die einzelnen Phytophthora-Arten zu identifizieren. Mit Hilfe eines
kompakten, automatisierten und einfach bedienbaren Diagnosesystems, wie es Ziel der
Entwicklung war, konnte eine Analyse auSerhalb von spezialisierten Laboren durchge-
fithrt werden. Der Einsatz der Mikroarray-Technologie erméglicht die Untersuchung
einer einzelnen Probe auf eine Vielzahl von genetischen Variationen hin. Im Gegensatz
dazu ist aktuell nur fiir wenige Arten ein Protokoll zur Real-Time PCR mit dazugehori-
gen, artspezifischen Fluoreszenzsonden vorhanden [179]. Auflerdem nimmt die Anzahl
relevanter Schadorganismen der Gattung Phytophthora weiter zu. Eingesetzt werden
konnte ein Lab-on-a-Chip System mit integrierter PCR und DNA-Mikroarray bei-
spielsweise in Baumschulen und Gartenbaubetrieben zur Untersuchung potentieller
Wirtspflanzen im Vorfeld von Verkauf oder Export. Bei Betrieben, die mit Pflanzen oder
Pflanzenprodukten handeln, besteht grofles Interesse an einem schnellen, sicheren und
preiswerten Testsystem nicht zuletzt auch deshalb, weil der Verkauf von befallenem
Material den wirtschaftlichen Ruin bedeuten kénnte. Auch von behordlicher Seite im

Rahmen von Grenzkontrollen, insbesondere bei der Einfuhr potentieller Wirtspflanzen
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der Quaratane-pflichtigen Phytophthora-Arten, wire ein Einsatz denkbar und in Anbe-
tracht der zunehmenden, ldndertibergreifenden Verbreitung auch wiinschenswert. Um
eine Fritherkennung zu ermdglichen, wire eine Untersuchung empfehlenswert. Die
Probennahme sollte dabei an potentiellen Infektionsstellen (z. B. Wurzelspitzen) vorge-
nommen werden. Bei bereits deutlich erkennbarer Schadigung sollte die Probennahme
in Ndhe der Schadstelle erfolgen. Nach der Infektion setzt Hyphenwachstum ausge-
hend von den auf das Pflanzenmaterial getroffenen Sporen ein. Die Hyphenzellen sind
polynuklid, sodass bereits bei einer geringen Menge an pflanzlicher Probe mit enthalte-
nen Hyphen genetisches Material des Pflanzenschiddlings enthalten sein sollte. Der
Nachweis von Zoosporen konnte insbesondere bei der Kontrolle von Bewédsserungsan-
lagen sinnvoll sein sowie bei der Untersuchung von Wasserproben aus der Umwelt.

Zur Untersuchung von HBME-Zellen sowie des Tumorsupressors p53 auf der Basis ei-
ner nukleinsdurebasierten Analytik bietet sich die Anwendung der tropfenbasierten
Real-Time PCR an. Mit dieser Technologie konnen sehr geringe Probenmengen schnell
und mit gleichzeitiger, quantitativer oder in begrenztem Umfang qualitativer Analyse
untersucht werden. Steht jedoch eine umfangreiche, qualitative Analyse im Vorder-

grund der Untersuchungen, dann bietet sich die Verwendung eines Mikroarrays an.
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5  Zusammenfassung

Lab-on-a-Chip Systeme zur Umsetzung analytischer und diagnostischer Prozesse in ei-
nen miniaturisierten Mafistab sollen die Untersuchung von Proben vor Ort ermdgli-
chen. Mit der Entwicklung solcher Systeme fiir die nukleinsdurebasierte Bioanalytik be-
schiftigt sich diese Arbeit.

Eine Zielstellung bestand dabei in der Weiterentwicklung der tropfenbasierten on-Chip
Real-Time PCR zur Verbesserung der Funktionsfihigkeit. Dabei stand auch die De-
monstration der Funktionsfdhigkeit anhand verschiedener Beispiele im Vordergrund.
Die Entwicklung eines neuen Chip-Systems, welches die Amplifikation von Nuklein-
sduren sowie deren Hybridisierungsnachweis mittels DNA-Mikroarray verbindet, war
ein weiteres Ziel dieser Arbeit.

Die Anwendbarkeit dieses Systems wurde am Beispiel der Diagnose verschiedener Ar-
ten des Pflanzenpathogens Phytophthora demonstriert. Neben der Etablierung funkti-
onsfdhiger Nachweisprotokolle bestand ein weiterer Schwerpunkt in Untersuchungen
zur Spezifitit und Sensitivitdt der Systeme sowie dem Vergleich mit einem konventio-
nellem System, insbesondere von Ergebnissen der Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
Die im Rahmen dieser Arbeit angestrebten Ziele wurden erreicht. Es konnten zwei Lab-
on-a-Chip Systeme entwickelt bzw. weiterentwickelt (Abb. 91) sowie deren Funktions-

fahigkeit anhand verschiedener Anwendungsbeispiele demonstriert werden.

[ Lab-on-a-Chip System 1 ] [ Lab-on-a-Chip System 2 j

[ on-Chip Real-Time PCR j { on-Chip PCR und DNA-Mikroarray j

Anreicherung von + Fluoreszenz-basierte Anreicherung von + Optisch und elektrisch
Nukleinsduren mittels PCR Real-Time Detektion Nukleinsduren mittels PCR auslesbarer DNA Mikroarray

L !

[ vorwiegend quantitative Analysen ] [ vorwiegend qualitative Analysen ]

Abb. 91: Entwickelte Chip Systeme und bevorzugte Einsatzbereiche

Durch eine spezielle Oberflichenmodifikation der Probentriger fiir die tropfenbasierte
on-Chip PCR konnte die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse entscheidend verbessert

werden. Die Anwendbarkeit dieses Chip-Systems wurde an verschiedenen Beispielen
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demonstriert. Fiir den Nachweis spezifischer Genabschnitte, die den Tumorsupressor
p53 codieren oder zur Identifizierung des Pflanzenpathogens Phytophthora dienen,
konnten beim Einsatz von DNA im PCR-Ansatz Nachweisgrenzen von 1 bis 2 Molekii-
len/ ul erreicht werden. Fiir den Nachweis des p53-Genabschnittes wurde neben einem
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff auch eine Fluoreszenz-markierte Hybridisie-
rungssonde erfolgreich bei der Detektion eingesetzt.

Der Nachweis bestimmter Genabschnitte bei direkter Applikation von einzelnen, hu-
manen Hirn-Endothelzellen (HBME-Zellen) sowie Phytophthora-Zoosporen konnte
ebenfalls erfolgreich demonstriert werden. Die Zellen wurden dabei ausschliefSlich
durch Temperatureinwirkungen auf dem Chip lysiert. Um einzelne Zellen gezielt auf
den entsprechenden Positionen der Probentrdger fiir die Chip-PCR zu positionieren,
wurde auf eine Mikromanipulationstechnik mittels Glas-Kapilare sowie eine Methode
zur Chip-basierten Dielektrophorese zurtickgegriffen.

Ein funktionsfihiges Labormuster des Lab-on-a-Chip Systems zur Kombination von
PCR und DNA-Mikroarray wurde entwickelt. Fiir dieses System wurden Nachweispro-
tokolle zur Identifizierung verschiedener, nah verwandter Phytophthora-Arten etabliert.
Dazu waren genaue Untersuchungen beziiglich des Temperaturmanagements notig.
Zudem wurde das Protokoll zur Préparation der Mikroarrays angepasst, um reprodu-
zierbare Ergebnisse zu erhalten. Mit diesem Lab-on-a-Chip System ist es schliefSlich ge-
lungen, fiinf verschiedene Phytophthora-Arten eindeutig voneinander zu unterscheiden.
Neben den verwendeten Proben aus Reinkulturen dieser Pflanzenpathogene wurde
auch infiziertes Blattmaterial verwendet. Die hohe Spezifitdt des Systems konnte nach-
gewiesen werden, da keine Kreuzreaktionen beim Einsatz von pflanzlicher DNA sowie
DNA der nah verwandten Gattung Pythium auftraten. Die Verwendung von Mikroar-
ray-Chips mit Elektrodenstrukturen ermoglichte nach enzyamtischer Silberabscheidung
an den entsprechenden Messpunkten neben der optischen Detektion auch ein elektri-
sches Auslesen der Ergebnisse. Der entwickelte Chip besteht aus zwei Komponenten,
darunter eine flexible Silikon-Abformung mit integrierten Mikrokandlen und Reakti-
onskammern. Die Reaktionslésungen werden tiber angeschlossene Pumpentechnik auf
den Chip gebracht und kénnen auch wihrend der Reaktion bewegt werden, wodurch
die Reaktionseffizienz erhdht wird. Ein Protokoll zu Oberflichenmodifikation der zwei-
ten Chip-Komponente (Mikroarray-Chip) konnte etabliert werden, sodass dieser Chip
eine ausreichende Kompatibilitdt sowohl fiir die PCR als auch zur Immobilisierung der

Fanger- Oligonukleotide des Mikroarrays aufweist.
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Letztlich wurden anhand der in dieser Arbeit vorgestellten Chip-Systemen zwei Tech-
nologien mit grofSen Potential fiir eine Vielzahl von Anwendungen préasentiert. Der Ein-
satz des jeweiligen Systems hdngt von der analytischen Fragestellung ab. Wahrend sich
die Real-Time PCR besonders bei quantitativen Analysen eignet, ist der Einsatz eines
DNA-Mikroarrays sehr niitzlich, um eine umfassende, qualitative Untersuchung
durchzufiihren. Die Entwicklung der Systeme ist allerdings noch nicht vollstandig ab-
geschlossen. Die existierenden Labormuster demonstrieren die Umsetzbarkeit analyti-
scher Methoden wie PCR und DNA-Hybridisierung im Chip-Format. Fiir einen prakti-
schen Einsatz bedarf es aber einer technischen Weiterentwicklung.

Die Detektion spezifischer Genabschnitte spielt nicht nur in der medizischen Diagnostik
oder der Phytopathologie eine wichtige Rolle, sondern auch bei der Ermittlung von
Verwandschaftsbeziehungen (z. B. Vaterschaftstests) oder der Lebensmittelkontrolle
(z. B. Detektion mikrobiologischer Kontaminationen oder des Gehaltes an gentechnisch
verdnderten Bestandteilen). Damit ergeben sich vielfdltige Anwendungsmdglichkeiten
fiir solche Lab-on-a-Chip Systeme, die eine schnelle Untersuchung des Probenmaterials

vor Ort ermdglichen konnen.
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6 Ausblick

Hinsichtlich der technischem Umsetzung der beschriebenen Lab-on-a-Chip Systeme
besteht ein Bedarf an Weiterentwicklung, vor allem im Bereich Automatisierung, um
die Handhabung méglichst einfach sowie den Aufwand zur Auswertung der Ergebnis-
se fiir potentielle Anwender moglichst gering zu halten. Im Fall des Lab-on-a-Chip Sys-
tems mit integrierten Mikrokanédlen und Reaktionskammern kénnten Ventile zur auto-
matisierten Zudosierung der verschiedenen Reaktionslosungen angekoppelt werden.

Fiir die tropfenbasierte Analytik existieren ebenfalls Ansitze fiir eine automatisierte
Bewegung von Reaktionslosungen. Mit Hilfe akustischer Oberflichenwellen (SAW-
Technologie, engl. surface acoustic wave) kénnen auf entsprechend strukturierten Chip-
Oberflachen Fliissigkeitstropfen gezielt bewegt werden [180, 181]. Damit ist beispiels-

weise auch die Zudosierung von Reagenzien moglich (Abb. 92).

Abb. 92: Vereinigung von zwei Fliissigkeitstropfen mit Hilfe der SAW-Technologie [Q26]

Um die komplette Prozesskette einer Analyse im Chip-Mafstab zu realisieren, kann es
erforderlich sein, Methoden zur Vorbereitung des Probenmaterials in das System zu in-
tegrieren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich HBME-
Zellen und Phytophthora-Zoosporen thermisch lysieren lassen. Da Standard Tag DNA-
Polymerase empfindlich gegeniiber Phenolen ist, wie sie z. B. in Blattmaterial vorkom-
men, wurde die DNA aus Rhododendron-Blattern zundchst extrahiert und aufgereinigt,
bevor sie dem PCR-Ansatz zugefiihrt wurde. Dazu wurden magnetische Partikel ver-
wendet, die DNA binden und eine Aufreinigung ohne Zentrifugation ermdglichen.
Mittlerweile sind spezielle Polymerasen sowie dazugehdtrige PCR-Kits kommerziell er-
haltlich, die eine direkte Verwendung von pflanzlichem oder sogar tierischem Gewebe
im PCR-Ansatz zulassen [Q27]. Erste Versuche wurden mit Blattsaft aus infiziertem und
nicht infiziertem Rhododendron durchgefiihrt. Dabei wurde eine Variante des Protokolls
angewendet, die einen zusitzlichen Lésungs- und Zentrifugationsschritt vorsieht. Bei

Anwendung der Phytophthora-spezifischen Primer wurde nur im Fall einer Infektion
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das entsprechende PCR-Produkt synthetisiert (Abb. 93a). Méglicherweise kann das Pro-
tokoll optimiert und Blattsaft direkt dem PCR-Ansatz zugefiihrt werden.

Zur Chip-basierten Extraktion von Nukleinsduren aus biologischen Proben existieren
verschiedene Methoden. Mit Hilfe von Kunststoff-basierten Systemen im Compact
Disk-Format mit integrierten, mikrofluidischen Strukturen konnten Zentrifugationspro-

zesse realisiert werden (Abb. 93b) [182, 183].

M - DNA-Gréfenmarker 1 g

Al - PCR-Ansatz ohne Infektion N
1 - konventionelle PCR mit Al ] i )
A2
2

- PCR-Ansatz mit Infektion , ~==
- konventionelle PCR mit A2 i
M[A1|1 [A2]| 2 |Mm :

Abb. 93: Ergebnis der Agarose-Gelelektrophorese zum Nachweis von Phytophthora in Blattsaft, der dem

PCR-Ansatz direkt zugefiihrt wurde (a) und Kunststoff-Pressling mit integrierten mikrofluidischen
Strukturen im Compact-Disk-Format (b)

Ein weiterer, mikrofluidischer Ansatz zur Separation von DNA oder auch Zellen, die an
Magnetpartikel gebunden werden kénnen, ist in Abb. 94 dargestellt. Auf einem speziel-
len Chip mit Mikrostrukturen aus Permalloy konnen die Partikel in einem magneti-
schen Streufeld eingefangen und transportiert werden. Der Transport kann dabei in ei-
ner anderen Richtung erfolgen, als die fluidische Stromung. Dadurch sind beispielswei-
se Waschprozesse moglich, um saubere Fraktionen zu erhalten. Befinden sich auf der
Oberflache der Magnetpartikel Antikérper, so konnen Zellen sehr spezifisch sortiert

und fiir weitere Analysen bereitgestellt werden.
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Abb. 94: Bewegung eines Magnetpartikels entlang von Permalloy-Strukturen.
Durch ein gedrehtes Magnetfeld (griiner Pfeil) werden Streufelder erzeugt.

Die Identifizierung genetischer Unterschiede mit Hilfe einer Schmelzkurvenanalyse, die
im Anschluss an die PCR durchgefiihrt wird, gewinnt zunehmned an Bedeutung im Be-

reich der Bioanalytik. Mit dieser Methode kénnen bei optimaler Einstellung der Heizra-
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te sowie geeigneter Zusammensetzung der Reaktionslosung (verwendeter Farbstoff,
Pufferkonzentration) Einzelbasenunterschiede detektiert werden (HRM, engl. high reso-
lution melt) [184-186]. Ein Experiment mit den PCR-Produkten der ribosomalen DNA
von drei verschiedenen Phytophthora-Arten, welches mit dem konventionellen Real-Ti-
me Thermocycler durchgefiihrt wurde, demonstriert deren Unterscheidbarkeit mit die-
ser Methode (Abb. 95). Die Differenzen der mittleren Schmelztemperatur sind auf ein-
zelne Basenunterschiede sowie Insertionen und Deletionen in amplifizierten Bereich der
ribosomalen DNA zurtickzufiihren. Beispielsweise bestehen im betreffenden Sequenz-
abschnitt zwischen P. ramorum und P. lateralis exakt drei einzelne Basenunterschiede.
Dabei sind die Basen so ausgetauscht, dass anstelle einer dreifachen Wasserstoffbrii-
ckenbindung bei P. ramorum eine Doppelbindung bei P. lateralis vorliegt. Dies bedingt
die niedrigere Schmelztemperatur bei P. lateralis. Eine Transformation des angewende-
ten Protokolls auf den PCR-Chip kénnte die Identifizierung verschiedener Phytophthora-

Arten auch tiber eine Schmelzkurven-Analyse im Tropfenformat erméglichen.

86°C 87°C 87,5°C

iR

+ Phytophthora ramorum
20 + Phytophthora lateralis

- + Phytophthora hibernalis

0

70 75 80 85 90 95

Relative Fluoreszenzintensitit differenziert

Temperatur [°C]

Abb. 95: Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte von drei verschiedenen Phytophthora-Arten

Letztlich gibt es zahlreiche Moglichkeiten, die Anwendbarkeit der existierenden Syste-
me an weiteren Beispielen zu demonstrieren. Neben den im Rahmen dieser Arbeit ver-
anschaulichten Anwendungen in Medizin und Phytopathologie kdnnten die beiden,
entwickelten Chip-Systeme bei einer Vielzahl weiterer, diagnostischer und analytischer
Fragestellungen zum Einsatz kommen. Systeme zur Nukleinsdureanalytik mit integrier-
ter PCR oder DNA-Mikroarrays konnten ebenso im Bereich Umweltanalytik, Lebens-
mittelkontrolle oder Forensik eingesetzt werden. Dadurch ergeben sich neue Méglich-
keiten fiir weitere Forschungsvorhaben.

Zur Umsetzung der kompletten Prozesskette fiir die Nukleinsdureanalytik in einen mi-

niaturisierten Mafistab wird weitere Entwicklungsarbeit nétig sein. Kommerziell erhalt-
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liche Systeme bearbeiten meist Teilschritte der gesamten Analyse, sodass in der Regel
ein entsprechend ausgestattetes Labor benétigt wird. Anhand vorhandener, wissen-
schaftlichen Veroffentlichungen kénnen dagegen zunehmen Ansitze fiir Komplettl-
sungen beobachtet werden. Ein Problem besteht oft in der kostengiinstigen Umsetzung,
vor allen im Hinblick auf Einmalgebrauchsartikel, wie sie z. B. in der medizinischen
Diagnositk unerldsslich sind. Ein einziges Universalsystem wird kaum umsetzbar sein,
wenn es darum geht, kompakte und damit portable Systemldsungen zu entwickeln.
Vielmehr sollten Systemlosungen fiir breite Gruppen an analytischen Fragestellungen

realisiert werden.
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7.3  Abkiirzungsverzeichnis

A
Abb.
BSA

Ca(Cl
CCD
cm

Ct

DEP
DEPC
DMSO
DNA

EDTA
engl.
EPPO

et al.
ETS

FAM
FITC

GAPDH
gaf.
GOPS
HBME
HCl

ITS

KCl

Adenin

Abbildung

Rinderserumalbumin oder fetales Kélberserum (engl. bovine serum albumine)
Basenpaar (engl. base pair)

Cytosin

Calciumchlorid

ladungsgekoppeltes Bauteil (engl. charged-coupled device)

Zentimeter

Schwellenwert, bei Real-Time PCR im Ubergangsbereich der Kurve in die ex-
ponetielle Phase (engl. critical threshold)

Dielektrophorese

Diethylpyrokcarbonat

Dimethyl-Sulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (engl. desoxyribonucleic acid)

Effizienz

Ethylendiamintetraessigsdure (engl. ethylenediaminetetraacetc acid)

englisch

Pflanzenschutzorganisation fiir Europa und den Mittelmeerraum (engl. Euro-
pean and Mediterranean Plant Protection Organization)

und andere (lat. et alii, et aliae)

Abschnitt einer Transkriptionseinheit der ribosomalen DNA (engl. external
transcribed spacer)

Carboyxfluoreszein

Fluoreszeinisothiocyanat

Guanin

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydroganse

gegebenenfalls

Glycidoxytrimethoxypropylsilan

Humane Hirn-Endothelzellen (engl. human brain microvascular endothelial cells)
Salzsdure

Abschnitt einer Transkriptionseinheit der ribosomalen DNA (engl. internal
transcribed spacer)

Kaliumchlorid
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lat. lateinisch
LED Leuchtdiode (engl. light-emitting diode)

mm Millimeter

nm Nanometer

NTS Abschnitt einer Transkriptionseinheit der ribosomalen DNA (engl. non-
transcribed spacer)

P. Phytophthora

p53 Protein 53

Pa Pascal

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung (engl. phosphate buffered saline)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
PDMS  Poyldimethlysiloxan

Pt Platin

PTFE Polytetraflourethylen

Py. Pythium

R Widerstand

R? Bestimmtheitsmaf

rDNA  ribosomale DNA

RNA Ribonukleinsdure (engl. ribonucleic acid)
RPL13A Ribosomales Protein L13A

S Sekunde

S Siemens

SAW Akustische Oberflichenwelle (engl. surface acoustic wave)
SDS Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)
SiON Siliziumoxynitrid (Mischung aus Siliziumoxid und Siliziumnitrid)

SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus (engl. single nukleotide polymorphism)

SSC Natriumchlorid-haltiges Natriumcitrat (engl. saline-sodium citrate)
T Thymin
Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
TAMRA Carboxytetramethylrhodamin

TE Tris-Hypochlorid-EDTA
Tm mittlere Schmelztemperatur
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

U/min  Umdrehungen pro Minute
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uv Ultraviolettstrahlung

z. B. zum Beispiel

z. T. zum Teil

°C Grad Celsius

) Kontaktwinkel

uTAS (engl. mikro total analysis system)
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