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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR, engl. polymerase chain reaction) ist eine der
am meisten verbreiteten Standard-Methoden in der modernen biomolekularen Analy-
tik. Sie findet in vielen Bereichen, wie beispielsweise der Lebensmittel- und Umwelt-
analytik, der Forensik oder der medizinischen Diagnostik Anwendung. Im Mittelpunkt
steht dabei immer die spezifische Vervielfaltigung von DNA-Abschnitten (im Fall der
RT-PCR von RNA-Proben).

Seit ihrer ,Entdeckung” im Jahre 1983 durch K.B. Mullis [1] beschéttigt sich eine Viel-
zahl an Wissenschaftlern weltweit mit der Weiterentwicklung der Methoden, der Er-
weiterung maglicher Applikationen sowie der effizienteren Nutzung der notwendigen
Materialien und Gerate [2]. Ein grof3er Meilenstein auf diesem Weg war die Verwen-
dung von thermostabilen Polymerasen, deren Aktivitat Gber den gesamten PCR-
Prozess stabil bleibt und somit einen kontinuierlichen und leicht automatisierbaren
Ablauf zulésst [3]. Die Entwicklung von entsprechenden Biochemikalien zielt im All-
gemeinen auf die Verbesserung von Prozessparametern ab, wie kirzere Reaktions-
zeiten, die Reduzierung von Verbrauchsmaterialien und die Vereinfachung von Ar-
beitsablaufen (MasterMix-Ansatze).

Ein wichtiger Aspekt der Forschungsarbeiten zur Weiterentwicklung der PCR ist die
Gerateentwicklung. Derzeit sind verschiedenste Gerate-Konzepte verfigbar. Am wei-
testen verbreitet sind dabei die so genannten Blockthermocycler, kommerziell entwi-
ckelt und vertrieben von Applied Biosystem, Eppendorf, Corbett Research etc.
(Tabelle 1). Daneben gab es erste Umsetzungen von Geraten auf der Basis von
Glaskapillaren, welche kleinere Probenvolumen verarbeiten kénnen und schnellere
Heizraten erzielen (Light-Cycler, Roche).

Der allgemeine Entwicklungstrend geht derzeit in Richtung schnellerer und kosten-
gunstiger arbeitende Thermocycler mit integrierter Realtime-Detektion. Diese Realti-
me-Thermocycler ermdglichen eine qualitative und zusatzlich quantitative Aussage
uber die PCR-Produktbildung wahrend der Amplifikation. Bisher wurde eine qualitati-
ve Aussage im Allgemeinen durch eine elektrophoretische Auswertung im Anschluss
an die PCR-Reaktion getroffen. Neben der Qualitat spielt bei vielen Anwendungen
auch die Quantitat eine wichtige Rolle. Vor dem Einsatz der Realtime-PCR, war eine
anndhernde Quantifizierung durch den Vergleich mit Standard-Proben bekannter
Konzentrationen moglich. Diese wurden analog zur eigentlichen DNA-Probe mit dem

selben Ablauf amplifiziert und anschlieRend die Produktmengen miteinander vergli-
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chen, um auf die unbekannte Ausgangskonzentration der gesuchten DNA-Abschnitte

zu schlie3en. Diese Quantifizierungsmethoden sind allerdings sehr zeitaufwandig.

Tabelle 1  Kurzibersicht der Gerateparameter verschiedener konventioneller
Thermocycler fur die Polymerase Kettenreaktion
Proben- |Heiz-und |Realtime-
Al MEIRE: VT2 volumen |Kuhlraten |Detektion
Eppendorf, i 3 K/s und ,
Mastercycler gradient 10-50 ! 1 K/s keine
Blockthermocycler Eppendorf,
mit 200 pul Eppendorf | Mastercycler ep 10-100 pl 2 5 EE und Al\r/l-fuallt(i;hlex
Reaktionsgefal3en realplex4 ’ P
Applied Biosystems, 4-fach
ABI 7300 20-100 2,5 Ks |y inlex
Rotorthermocycler Corbett Research, i
mit 200 pl Eppendorf | Rotor-Gene 6000 5-100 pl 10K/sund |5 fa(.:h
: " 5 K/s Multiplex
Reaktionsgefalen
Kapillarthermocvcler Roche, 20 od. |bis zu 20 6-fach
b Y Light Cycler 2.0 100 yl  |K/s Multiplex

Ein alternativer geratetechnischer Ansatz ist die Entwicklung von Mikrochip-
Thermocyclern, wie er von vielen wissenschaftlichen Arbeitsgruppen weltweit und
unter andern auch am Institut fir Physikalische Hochtechnologie in Jena verfolgt
wird. Bei diesen Entwicklungen steht die Frage der Arbeitsgeschwindigkeit in Kombi-
nation mit hoher Mobilitat der Gerate fur die Vor-Ort-Analytik im Vordergrund. Dabei
spielen Parameter wie Heizraten, Leistungsbedarf und Probenvolumen eine ent-
scheidende Rolle. Aul3erdem besteht eine grof3e Nachfrage nach Gerateentwicklun-
gen fur einen hohen Probendurchsatz (High-Throughput-Screening) oder die kontinu-
ierliche Probenanalytik, beispielsweise in der medizinischen Diagnostik oder der Me-
dikamentenherstellung. Im Allgemeinen kénnen die genannten konventionellen
Thermocycler derzeit 96 PCR-Proben parallel verarbeiten, in Einzelféllen ist auch
eine spezielles Umristen zur Verwendung von 384-iger Probenplatten mdglich
(Speedcycler, Analytik Jena AG). Die kontinuierliche Analyse vor PCR-Proben ist
zum jetzigen Stand der Technik mit keinem konventionellen Thermocycler durchfihr-

bar.
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1.1 Polymerase Kettenreaktion und Reverse Trans-
Kription

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist ein enzymatisch katalysierter, Temperatur-
kontrollierter Prozess und ermdglicht die gezielte Vervielfaltigung von Genabschnit-
ten, die in sehr geringen Mengen (eine DNA-Kopie) verfugbar sind [1, 52].

Die PCR verlauft Gblicherweise in einem 3-Schritt-Protokoll (Abbildung 1). Dabei er-
folgt in einem ersten Schritt die DNA-Denaturierung (Auftrennung des DNA-
Doppelstranges in seine beiden Einzelstrange). Daraufhin lagern sich im zweiten
Schritt, in der Phase des "Annealings"”, die Primer an die DNA-Einzelstrédnge an. Bei
den Primern handelt es sich um kurze, zur Zielsequenz komplementare Einzelstrang-
DNA-Molekule (Oligonukleotide), die den zu amplifizierenden Abschnitt an beiden
Seiten flankieren. In einem abschlie3enden dritten Schritt werden die DNA-Strange in
Gegenwart der DNA-Bausteine (einem Gemisch der Desoxynukleosid-Triphosphate
dATP, dGTP, dCTP, dTTP) und dem Enzym Tag-Polymerase verlangert (Elongati-
on). Durch die zyklische Wiederholung der drei Temperaturschritte erfolgt im idealen
Fall (keine Limitierung der einzelnen Reaktionskomponenten) mit jedem PCR-Zyklus

eine Verdopplung der vorliegenden DNA-Menge.

h

.

1=94°C 1=94°C

Temperatur

I 3=72°C

S =5l T 5
— /
i

Zeit =
| - Denaturierung

2 - Annealing
3 - Elongation

Abbildung 1  Schematische Darstellung der Funktionsweise der PCR
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Aus einer einzelnen DNA-Kopie beim Start der Reaktion, kdnnen mit Hilfe der PCR
somit nach 25 PCR-Zyklen theoretisch 33 Millionen DNA-Kopien synthetisiert und
analysiert werden.

AulBer zur Vervielfaltigung von DNA kann das PCR-Verfahren grundsatzlich auch
zum Nachweis von RNA eingesetzt werden. Hierzu wird dem beschriebenen DNA-
Amplifikationsprozess eine Reverse Transkriptase (RT)-Reaktion vorgeschaltet. Da-
zu wird aus der RNA mit Hilfe spezifischer Primer und dem Enzym Reverse
Transkriptase eine einzelstrangige cDNA hergestellt. Durch den Einsatz von
Oligo(dT)-Primern, kann nur mRNA revers transkribiert werden, da diese spezifisch
an die polyadenylierten 3"-Enden der mRNA binden.

Fur die so genannte Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR) gibt es verschiedene
Anwendungsbereiche. Diese Methode lasst sich u.a. zur Genexpressionsanalyse
[53], zur mRNA-Quantifizierung, zum diagnostischen Nachweis von Viren [54] oder
zur Vervielfaltigung spezifischer RNA-Matrizen fur die nachfolgende Klonierung [55]

einsetzen.

1.1.1 Das PCR-System p53

Als ein PCR-Testsystem fur eine mogliche diagnostische Anwendung von Mikrochip-

Thermocyclern wurde in der vorliegenden Arbeit der Nachweis eines Genabschnittes

(Exon 6) des Protein P53 ausgewahlt.

Bei dem Protein P53 handelt es sich um ein Tumorsuppressorprotein, das an defi-

nierte Stellen der DNA bindet und im Zellkern vorliegt. Die Entwicklung von unkon-

trolliert wachsenden, malignen Tumoren stellt einen mehrstufigen Prozess dar, in

welchem dem Protein P53 eine entscheidende Rolle zugewiesen wird. Das Gen

(Abbildung 2) fur das Protein P53 befindet sich auf dem Chromosom 17. Seine Funk-

tion umfasst die Regulation des Zellzyklus im Falle von DNA-Schéden (z.B. durch

Bestrahlung, Umwelteinflisse usw.) in einer betroffenen Zelle [56-59] durch:

- die Arretierung der Zellen in der G1-Zellzyklusphase durch die Verhinderung der
DNA-Replikation und Zellteilung

- den Einfluss auf DNA-Synthese und - Reparatur

- die Auslosung des programmierten Zelltods (Apoptose).

Der Wildtyp des P53-Proteins steuert somit nicht nur die Zelldifferenzierung sowie die

Zellreifung, sondern verhindert damit auch unkontrolliertes Wachstum mutierter Zel-

len.
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Abbildung 2 Schematische Darstellung des p53 Gens mit der Verteilung und
GroélRenangabe der einzelnen Exons und Introns

Quelle: http://p53.free.fr/p53_Info/gene/p53GENE.html

Mutationen des p53-Gens stellen die haufigste genetische Veranderung bei der Ent-
wicklung und Progression humaner Tumore in verschiedenen Geweben wie Lunge
[60], Brust [61], Darm, Leber, Pankreas, Blase, Gehirn, Knochen und hamatopo-
etischem System dar [62]. Diese Alterationen &uf3ern sich in einer teilweisen oder
manchmal vollstandigen Eliminierung des p53-Gens, meist jedoch in einer Uberex-
pression des P53-Proteins. Die Uberexpression, sowie eine ggf. stark erhéhte Stabili-
tat des mutierten Proteins fihren zur massiven Akkumulation der Mutante des P53-
Proteins [62, 63]. Neben dem Verlust der wachstumskontrollierenden Eigenschaften
des Proteins deuten zahlreiche Forschungsergebnisse auf ein zusatzliches onkoge-
nes Potential einiger P53-Mutanten hin.

Ein wichtiges diagnostisches Mittel ist daher die Suche nach Veranderung im Genom
fur das Protein P53, um Mutanten zu erkennen und ihre Funktionalitdt ndher zu er-
forschen. Fur diese Forschungsarbeiten ist die PCR bzw. RT-PCR eines der wich-
tigsten Analyseverfahren.

1.1.2 Das PCR-System HPV 16 E6

Ein weiteres in dieser Arbeit verwendetes PCR-System wurde zum Nachweis eines
bestimmten onkogenen Abschnitts (E6) des Genoms vom Typ 16 des Humanen Pa-
pillomavirus (HPV) eingesetzt.
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Das Klinische Erscheinungsbild einer Infektion mit Papillomaviren in Form von gutar-
tigen Tumoren der Haut und der Schleimhaut ist schon seit Gber 2000 Jahren be-
kannt. Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie wurden 1950 schlief3lich Viruspartikel in
Hautwarzen und 1968 in Genitalwarzen nachgewiesen. Bei den identifizierenden
Partikeln handelte es sich um nicht umhillte ikosaedrische Viren mit einem Durch-
messer von 55 nm, die in ihrem Inneren eine doppelstrangige ringférmig geschlosse-
ne DNA mit einer L&nge von ca. 8000 Basenpaaren (bp, engl. base pair) enthalten,
die mit zellularen Histonen assoziiert ist [64]. Der entscheidende Durchbruch in der
Papillomavirusforschung gelang erst mit Hilfe der Molekularbiologie und Gentechno-
logie. Im Jahr 1980 wurde aus Viruspartikeln Papillomavirus-DNA isoliert und in bak-
terielle Vektoren kloniert. Diese klonierten viralen Nukleinsauren konnten als radioak-
tiv markierte Sonden eingesetzt werden, um eine ganze Reihe maligner Tumoren
des Menschen auf die Anwesenheit von Virus-DNA zu untersuchen. Sehr schnell
wurde dabei deutlich, dass vor allem Karzinome des Genitalbereiches und Hautkar-
zinome bei Patienten zu einem hohen Prozentsatz Papillomavirus-DNA enthielten
[65].

Gt il

%Cbstums- Stimuiato™

Abbildung 3 Graphische Darstellung der Genomorganisation von humanen Papil-
lomaviren (HPV)

Quelle: http://www.cervical-cancer.de/hpvartikel/abblb.html

Das virale Genom (Abbildung 3) wird in drei Segmente mit unterschiedlicher Lange

und Funktion unterteilt. Der Kontrollbereich (NCR fur non coding region) entspricht
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etwa 10% der GesamtgenomgrofRe und enthélt wichtige Steuersequenzen fir die
koordinierte Genexpression und die Replikation des Virus im differenzierenden Epi-
thel. Die ,frihe Region® enthalt vor allem Gene (E1, E2, E 5-E 7) mit regulatorischen
Genprodukten, die bei der Virusvermehrung, aber auch im Prozess der malignen
Entartung, eine wichtige Rolle spielen. In der ,spaten Region® finden sich die zwei
Strukturgene (L1, L2) des Virus, deren Genprodukte das virale Kapsid aufbauen.Die
Klassifizierung von mucosal-genitalen HPV erfolgt aufgrund ihres unterschiedlichen
onkogenen Potentials in zwei Gruppen: low risk (LR) und high risk (HR) [66]. HPV-
HR Typen werden mal3geblich fur die Entstehung von Gebarmutterhalskrebs verant-
wortlich gemacht. Der frihzeitige Nachweis solcher Hochrisiko-HPV-Typen ist daher
ein wichtiger Schritt, um eine mdgliche Krebserkrankung zu erkennen und entspre-
chend schnell notwendige therapeutische Schritte einleiten zu kénnen. Neben stan-
dardisierten zytologischen Untersuchung werden zum HPV-Nachweis zusatzlich

auch verschiedene PCR-Techniken eingesetzt.

1.2 Realtime-Detektion von PCR-Produkten

Fur eine genaue Quantifizierung der PCR-Reaktionen und vor allem fur eine Optimie-
rung der Reaktionsbedingungen stellt die Einfihrung der Realtime-PCR [67] einen
besonderen Fortschritt da. Damit ist es moglich, den Amplifikationsprozess in Echt-
zeit (Realtime) durch die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen zu beobachten.
Prinzipiell gibt es zwei Methoden fir die Realtime-Detektion von fluoreszensmarkier-
ten PCR-Produkten, der Sequenz-unspezifische und der Sequenz-spezifische Nach-

weis.

Emission

yALCNANTTRNNN g >
~ Denaturierung € Iy Annealing Elongation Polymerase

BHENRN

Abbildung 4 (1) Einzelstrangige DNA, Sybr Green liegt nicht gebunden in der L6-
sung vor = kein Fluoreszenzsignal detektierbar
(2) Primer binden (Annealing), es entstehen kurze doppelstrangige
DNA-Abschnitte, in die sich nur wenig Sybr Green einlagern kann
= geringes Fluoreszenzsignal detektierbar
(3) Strangverlangerung (Elongation), es entstehen pro PCR-Zyklus
mehr doppelstrangige PCR-Produkte in die sich Sybr Green einla-
gern kann = Anstieg des Fluoreszenzsignal detektierbar

Quelle: Hoffmann La Roche
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Eine Variante der Realtime-Detektion ist der unspezifische Nachweis von PCR-
Produkten unter Verwendung von interkallierenden Fluoreszensfarbstoffen wie Ethi-
diumbromid und Sybr Green (Abbildung 4). Ethidiumbromid ist bis heute der am
meisten verwendete Farbstoff fir den Nachweis von DNA und RNA mittels Gele-
lektrophorese [68] und wurde erstmals im Jahre 1992 von Higuchi zur Realtime-
Detektion von DNA eingesetzt [69, 70]. Da Ethidiumbromid aufgrund seiner mutage-
nen Wirkung ein sehr hohes Gefahrdungspotenzial fur Mensch und Umwelt aufweist
[71] und dartber hinaus noch unempfindlicher gegeniber Sybr Green ist [72], findet
es in der heutigen Realtime-Detektion nur noch selten Anwendung.

Als Alternative zu der unspezifischen Realtime-Detektion mit Sybr Green wurden
verschiedene Moglichkeiten der spezifischen Detektion auf der Basis des Fluoresz-
nes Resonanz Energie Transfers (FRET) entwickelt [73-75]. Bei FRET handelt es
sich um einen physikalischen Prozess bei dem Energie eines angeregten Fluores-
zenzfarbstoffs (Donor-Fluorophor) strahlungsfrei auf einen zweiten Fluoreszenzfarb-

stoff (Akzeptor-Fluorophor) tbertragen werden kann.

1)

Primer : ¥ Emission

NN

- 1! JL1L Ll Inmnnr AL
5 ! NMN NN (00 1 (A URS R R A f
g NANC RNy

. “Denaturierung 1y Annealing Elongation Polymerase

Abbildung 5 (1) Einzelstrangige DNA, TagMan-Sonde liegt gequenscht vor
= keine Fluoreszenzsignal detektierbar
(2) Primer und TagMan-Sonde binden an DNA-Einzelstrang (Annea-
ling), TagMan-Sonde liegt weiter gequenscht vor
= keine Fluoreszenzsignal detektierbar
(3) Strangverlangerung und dabei Abbau der TagMan-Sonde
= Fluoreszenzsignal detektierbar

Quelle: Hoffmann La Roche

Die am meisten verbreitete Methode ist der Einsatz von TagMan-Sonden (Hydrolyse-
Sonden [76]). TagMan-Sonden sind kurze doppelt markierte, einzelstrangige DNA-
Fragmente mit einer Lange von 20-30 Basen, die in einem Abstand von 5-10 Basen
zum Primer an die Target-DNA binden (TagMan-Design [77]). Liegt die Sonde ein-
zeln oder gebunden an den DNA-Strang vor, ist kein Fluoreszenzsignal des Repor-
terfarbstoffs messbar, da dieses von dem benachbarten Farbstoff gequencht wird.
Erst bei der Synthese eines neuen DNA-Doppelstrangs wahrend der PCR-Reaktion,
wird die TagMan-Sonde durch die Exonukleaseaktivitat der DNA-Polymerase abge-
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trennt, und das Fluoreszenzsignal des Reporterfarbstoffes wird messbar (Abbildung
5).

1.3 PCR in Mikrochip-Thermocyclern

Der einfache Mechanismus der PCR-Reaktion machte diesen in dem vergangenen
Jahrzehnt zu einem idealen Prozess fir die Miniaturisierung. Das Potenzial von
miniaturisierten PCR-Chips gegeniuber kommerziellen Thermocyclern besteht vor
allem in dem geringen Leistungsbedarf, den schnellen Reaktionszeiten und der Re-

duzierung von Proben- und Reagenzienvolumen (Tabelle 2).

Tabelle 2  Abschatzung wichtiger Gerateparameter von konventionellen Thermo-
cyclern und Mikrochip-Thermocyclern

Art Leistungsbedarf Reaktions- Heizraten/
volumen Kihlraten
Konventionelle 1000 bis 2000 Watt | 10-100p  |° K/Sbis20K/s

Thermocycler
Mikrochip-
Thermocycler

1 K/s bis 5 K/s
15 K/s bis 40 K/s
5 K/s bis 15 K/s

1 bis 100 Watt 85 pl -10 ul

Wahrend der Entwicklung von PCR-Mikrochip-Thermocyclern wurden international
verschiedene Strategien verfolgt [4]. Von besonderer Bedeutung waren dabei die
oOrtlich stationaren und die Durchfluss-PCR-Chipthermocycler. Neben etablierten Ma-
terialien fur die Mikrosystemtechnik wie Silizium bzw. Glas werden fir die Herstellung
der Chipsysteme auch Kunststoffe [5-7] und Keramik [8] verwendet. Die PCR-Chips
werden Uber integrierte Widerstandsheizer oder Uber externe Heizelemente wie Pel-
tierelemente [9] und Induktionsheizer [10] betrieben.

Unabhangig von ihrer Betriebsweise werden die meisten PCR-Mikrochips auf der
Basis der Mikrosystemtechnik entwickelt. Diese Technologien werden verwendet, um
moglichst kleine Strukturen herzustellen und beispielsweise den Vorteil von Silizium
als guten Warmeleiter zu nutzen. Durch die Anwendung solcher Herstellungstechno-
logien wird aul3erdem die notwendige Integration verschiedener Funktionselemente
auf einem Chip ermoglicht. Das angestrebte Ziel der Integration aller Prozessschritte
auf einem Mikrochip verfolgen die so genannten uTAS (micro total analysis systems),
dessen Konzept Manz et al. erstmals 1990 vorstellte [11-13].

Ein generelles Problem bei der Entwicklung von Mikrochip-Thermocyclern ist die
PCR-Kompatibilitdt der verwendeten Materialien. Durch die zunehmende Miniaturi-
sierung spielt der Einfluss der Oberflachen auf das PCR-Ergebnisse eine bedeuten-

de Rolle, da das Oberfachen-Volumen-Verhaltnis bei Chip-basierten Systemen im
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Vergleich zu konventionellen Thermocyclern sehr grof3 ist. Dadurch sind PCR-
Reaktionen auf nativen Chipsubstraten wie Glas oder Silizium teilweise vollstandig
inhibiert. Besonders beeinflusst werden die PCR-Reaktionen durch die Adsorption
von Biomolekilen, wie DNA und DNA-Polymerasen, an den Chipoberflachen, welche
fur die Reaktion damit nur noch eingeschrankt oder gar nicht zur Verfigung stehen
[14]. Dieses Problem kann durch die Modifikation der Chipoberflachen (z.B. Silanisie-
rung) und durch Anderung der Reagenzienzusammensetzung (z.B. Zugabe von Ad-
ditiven wie BSA) gel6st werden [15-18].

1.3.1 Prinzip der stationdren PCR-Chips

Eine Entwicklungsstufe der Mikrochip-Thermocycler stellen die stationdre PCR-Chips
dar. Diese arbeiten zeitabhangig und basieren somit grundlegend auf dem Funkti-
onsprinzip der konventioneller Blockthermocycler (Abbildung 6). Dabei wird der PCR-
Reaktionsmix Ublicherweise in eine Kammer gefullt und mittels entsprechender Heiz-
elemente amplifiziert. Die stationaren PCR-Chiothermocycler zeichnen sich dadurch
aus, dass sie kleinste Probenvolumina (bis zu 85 pl [19]) in kirzesten Zeiten (8 min
fur 30 PCR-Zyklen [6]) amplifizieren kbnnen.

Die ersten stationaren PCR-Chips wurden in den Jahren 1993/94 von den Arbeits-
gruppen um Northrup und Wilding prasentiert [9, 20]. Das erste vollstandig mobile
Analysesystem stellten Northrup et al. [21, 22] 1998 in Form eines miniaturisierten
Thermocyclers (MATCI) fur die Amplifikation und integrierte Online-Detektion von
DNA vor.

Deckelung meist mit fluidi-

Stationare Proben schen Ein- und Auslassen

A

O O O 94 °C Reaktions- —ALL/
OOO—F 72°C |-P> raum
OOO| \w .
n Zyklen Interne oder externe
T(t) Heizelemente

Abbildung 6 Schematische Darstellung der Stationdren PCR-Chips mit der Be-
schreibung ihrer Funktionsweise (links) und dem typischen Chipauf-
bau (rechts)

Seit dieser Zeit entwickelten und optimierten eine Vielzahl von Arbeitsgruppen welt-
weit stationdare PCR-Chips [23-35]. Besondere Ergebnisse bei der Optimierung der
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Reaktionsvolumen erzielte dabei eine Forschergruppe aus Japan um Nagai [19],
welche im Jahre 2001 erfolgreiche PCR-Reaktionen in einem Picoliter-Array mit ei-
nem Fassungsvolumen von je 85 pl demonstrierten. Allerdings besald dieses Chip-
system kein eigenes Temperierungssystem, sondern wurde auf einen kommerziellen
Thermocycler aufgelegt und ist somit ein System, das von den Heiz- und Kihlraten
der verwendeten konventionellen Thermocycler abhangt. Mit Reaktionsvolumen im
Nanoliterbereich (10-50 nl) machte 2004 eine Gruppe aus Norwegen um Gulliksen
[36] auf sich aufmerksam, welche die Methode der isothermalen PCR mit Online-
Detektion in Chipreaktoren prasentierte.

Ein neuer Ansatz fur die PCR mit Mikrochip-Thermocyclern sind die Planaren Ober-
flachen-Chipthermocycler, welche am IPHT Jena in Zusammenarbeit mit der Advaly-
tix AG entwickelt wurden. Die PCR-Reaktion lauft nicht mehr wie bisher in einem ge-
schlossenen Reaktionsraum, sondern direkt auf der planaren Chipoberflache, gede-
ckelt von einem Mineraldltropfen als Verdunstungsschutz, ab. Dabei war es mdglich,
Mikrofluidik mit einem stationar arbeitenden PCR-Chip zu kombinieren [37]. Das Re-
aktionsmedium wurde in einzelnen Tropfen, mit der Hilfe von akustischen Oberfla-
chenwellen (SAW) auf einem piezoelektrischen Material (Lithiumniobat), an die ge-
wunschte Stelle auf dem Chip transportiert und konnte zusétzlich gezielt dosiert und
gemischt werden. Die Mikrofluidiktechnologie wurde von der Firma Advalytix AG
entwickelt. Die Weiterentwicklung diese Chipthermocycler und deren Etablierung fur
die Polymerase Kettenreaktion wird in dieser Arbeit vorgestellt.

1.3.2 Prinzip der Durchfluss-PCR-Chips

Alternativ zu den stationdren Chipthermocycler wurden international Mikrochip-
Thermocycler fur die Durchfluss-PCR entwickelt. Diese arbeiten im Gegensatz zu
den stationaren und konventionellen Systemen ortsabhangig. Das heil3t der Reakti-
onsansatz wird in Mikrokanalen tber die verschiedenen Temperaturzonen geleitet
und die Probe dabei amplifiziert. Die Reaktionszeit wird durch die vorliegende Kanal-
geometrie und die angelegte Flussrate bestimmt, mit der die Medien im Chip ge-
pumpt werden und nicht wie bei einem stationaren System von den Heiz- und Kuhlra-
ten. Die Durchfluss-PCR wurde besonders fur Hochdurchsatzanwendungen entwi-
ckelt, da mit dieser Methode theoretisch eine beliebige Anzahl an Proben kontinuier-
lich analysiert werden kann. Das am haufigsten verwendete Prinzip ist bis heute die
Verwendung von maandrischen Mikrokanalen, hergestellt aus Glas- oder Kunststoff-
substraten (Abbildung 7, links).
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Die ersten Durchfluss-PCR-Chips wurden 1998 parallel von Kéhler und Kopp vorge-
stellt [38, 39]. Diese Chipentwicklungen wurden im Laufe der vergangenen Jahre von
verschiedenen Forschungsgruppen weltweit verbessert, angepasst und auf verschie-
dene Materialien tGbertragen [8, 40-45]. AuRerdem wurden die Chipmodule erweitert,
so dass auch komplexe RT-PCR-Reaktion durchgefihrt werden konnten, und die
Detektion der Produkte online erfolgte [46-48].

n PCR-Zyklen 60 °C 72 °C 94 °C i
[ L 7 1l [ ]
—» (O O OO O Y4
17 11 )
/ Q I 5 A 60 °C
=
s
Mobile Phase ; e [7n2°C
@)
&
\ Sly 94 °C
<_

v

Abbildung 7 Schematische Darstellung zweier Prinzipien fur die Durchfluss-PCR:
links — maandrische Mikrokanéle sind Uber den Temperaturzonen
angeordnet, durch welche die Reaktionsansatze gepumpt
werden
rechts— das Sample-Shuting-Prinzip, bei dem der Reaktionsansatz
zwischen den Temperaturzonen hin und her bewegt wird
Ein weiteres Prinzip (Abbildung 7, rechts) wurde in den letzten Jahren etabliert, bei
dem die Probe in schnellen Wechseln zwischen den verschiedenen Temperaturzo-
nen hin und her bewegt wird [49-51]. Diese Methode brachte zwar einen entschei-

denden zeitlichen Vorteil, allerdings eignet sie sich nicht als Hochdurchsatzverfahren.

1.4 Zielstellung und Aufgaben der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Entwicklung und Etablierung verschiedener Chip-basierter
Technologien fur die Polymerase Kettenreaktion mit einer anwendungsorientierten
Ausrichtung auf die medizinische Diagnostik. Neben der Realisierung von verschie-
denen PCR-Reaktionen mittels am IPHT entwickelter Mikrochip-Thermocyclern stan-
den dabei deren Charakterisierung und der Vergleich zu konventionellen Tischther-

mocyclern im Mittelpunkt.
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Im Bereich der Mikrochip-Thermocycler sollten die verschiedene Betriebsarten stati-
ondre PCR und Durchfluss-PCR getestet werden und fur die jeweiligen PCR-
Systeme die optimalen Reaktionsbedingungen ermittelt werden. Eine Zielstellung war
dabei die Erzeugung von mechanisch und chemisch stabilen, PCR-kompatiblen O-
berflachen und die Charakterisierung der Oberflachenbeschaffenheit (Schichtdicken,
Homogenitéat, Benetzungsverhalten).

Die Arbeiten sollten die Anpassung und Optimierung vorhandener Chiplayouts, den
Aufbau der Chipsysteme, sowie deren Erweiterung fur die Mdglichkeit einer Realti-
me-Detektion der PCR-Produkte umfassen.

Neben den technologischen Aufgabengebieten (Chipkonstruktion und -aufbau, An-
passung und Optimierung der Chipumgebung) sollte die Arbeit die allumfassende
Adaption von PCR-Protokollen und PCR-Bedingungen, fur eine sichere Durchfih-
rung von PCR-Reaktionen auf Mikrochips mit niedrigen Reaktionsvolumen enthalten.
Die Etablierung von Methoden zur Realtime-Detektion der PCR-Produkte auf dem
Chip sollte einen weiteren Schwerpunkt darstellen.

Mit Hilfe der Untersuchungen sollte bewertet werden, ob und unter welchen Bedin-
gung sich die Mikrochip- Thermocyclern fur Durchfihrung der Polymerase Ketten-

reaktion im Hinblick auf die schnelle medizinische Diagnostik eignen.
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2 Materialien und Methoden

In dem folgenden Kapitel werden die verwendeten Methoden beschrieben und die fir
die Durchfuihrung der Experimente notwendigen Gerate und Materialen genannt, um
die im Ergebnisteil dargestellten Resultate nachvollziehen zu kdnnen.

2.1 Gerate

Alle fur die PCR relevanten Geréte (Tabelle 3), Arbeitsflachen und Reagenzien wur-
den vor dem Gebrauch autoklaviert oder chemisch desinfiziert. Die verwendeten Pi-
petten wurden in einem vierteljahrlichen Rhythmus autoklaviert und vor jeder Anwen-
dung mit RNase Away dekontaminiert. AulRerdem kamen spezielle Filter-
Pipettenspitzen (Roth, Karlsruhe) zum Einsatz, die eine Kontamination tber Aerosole
verhindern. Das Pipettieren der Reaktionsansatze erfolgte ausschliel3lich unter einer

sterilen Werkbank.

Tabelle 3  Gerateauflistung zu den durchgefiihrten Versuchsteilen

Gerat Typ Hersteller

. . H+P Labortechnik GmbH,
Dampfsterilisator Varioklav 300 EP OberschleiRheim
Elektrophorese Mupid 2 Eglrrc])gentec Deutschland GmbH,
Filtersétze. optisch Filter-Set 09 Carl Zeiss AG,

» 0P 488009-0000 Jena

Anregungsfilter HQ 470/40 AHF Analysentechnik AG,

Tlbingen
Sperrfilter HQ 510/20 AHF Analysentechnik AG,
Tlbingen
SensiCam Long Exposure, :
Fluoreszenzdetekto- Cooled Imaging CCD- PCO Qomputer Optics GmbH,
ren Kelheim
Kamera
L Perkin Elmer Optoelectronics
Photomultiplier Mp 962-2 GmbH, Wiesbaden
Fluoreszenzmikro- Axiotech 100 Carl Zeiss AG,
skop Jena

Hybridisierungsofen [HB-1000 Hybridizer UVP Laboratory Prodcts,

Cambridge
Kontaktwinkelmess- DataPhysics Instruments GmbH,
. OCA 20 :

gerat Filderstadt

Delta 10 BM Spinner Mo- [ Siss MicroTec AG,
Lackschleuder -

dule Minchen

Quecksilber- .
Lichtquellen Kurzbogenlampe HBO 100 \C]::r:;ze'ss AG,

W/2
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Lichtauellen Xenon-Kurzbogenlampe Carl Zeiss AG,
g XBO 75 W/2 Jena
Lumatec Superlite SUV- Lumatec GmbH,
DC-E Minchen
Muffelofen L3-11-S27 Nabertherm GmbH,
Lilienthal
DNA-Workstation | LO20- |G. Kisker GbR,
PCR-Werkbank GC Srenfurt
Pipetten Calibra digital 822 Socorex Isba S.A.,
Ecublens

Rasterkraftmikroskop

Dimension 3100

Digital Instruments/Veeco,
Mannheim

Reinstwasseranlage

Millipore GmbH,
Schwalbach

Jasco Deutschland,

Tischhermocycler

Mastercycler Gradient

Spektrometer V-530 UV/Vis GroR-Umstadt
_ Cetoni GmbH,
Spritzenpumpe CeDoSys SP-4 KorbuRen
Eppendorf,

Wesseling-Berzdorf

Applied Biosystems,

ABI 7300 Darmstadt
Trockenschranke T5042 Heraeus Instruments GmbH,
Hanau
Memmert GmbH + co. KG,
Typ UFE 400 Schwabach
UV/VIS- i NanoDrop Technologies,
Spektrometer Nanodrop ND-1000 Wilmington
UV-Transluminator Herolab GmbH,
RH-5 ;
Wiesloch
Vortexer VortexGenie 2 Scientific Industries, Inc.,
New York
Zentrifuge MiniSpin Eppendorf,

Wesseling-Berzdorf

2.2 Software

Zur Auswertung aufgenommener Datensatze (Bilder, Kurvenverlaufe) stand an den

verschieden

Messplatze

(Elektophoreseplatz,

Fluoreszenzmikroskop, PCR-

Arbeitsplatz) entsprechende Rechentechnik mit der notwendigen Anwendersoftware

zur Verfugung (Tabelle 4).

Tabelle 4  Software zur Auswertung aufgenommener Datensatzen
Art Typ Hersteller
AFM-Analyse NanoScope Version 3 Digital Instruments/Veeco,

Mannheim
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Geldokumentation

EasyWin 32

Herolab GmbH,
Wiesloch

Grauwertanalyse

Image J

National Institues of Health,
USA

Fluoreszenzanalyse
(Mikroskopie)

SensiControl

PCO Computer Optics GmbH,
Kelheim

Kontaktwinkel-

DataPhysics Instruments GmbH,

analyse SCA 20 Filderstadt
Realtime- Applied Biosystems,
Auswertung 7300 System SDS Darmstadt

2.3 Chemikalien und Biochemikalien

Alle kommerziell verfigbaren Chemikalien und Biochemikalien (Tabelle 5) wurden,

falls nicht gesondert aufgefiihrt, ohne spezielle Vorbehandlung eingesetzt. Das Was-

ser zum Spulen der Oberflachen wurde Uber eine Reinstwasseranlage deionisiert,

wahrend fir die PCR-Ansatze kommerziell erhéaltliches ultrareines, DNase- und

RNase-freies Wasser verwendet wurde.

Tabelle 5 Chemikalien und Biochemikalien
Art Typ Hersteller
Carl Roth GmbH + Co. KG,
Agarose GTQ Karlsruhe
Desinfektionsmittel Bacillol Plus Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe
RNase Away Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe
. Abgene,
DNA-Marker ®X174 RF DNA/Hinc Il Hamburg
Farbstoffe Bromphenolblau Merck KgaA,
Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

2-Propanol

Ethidiumbromid Taufkirchen
Invitrogen GmbH,
Sybr Green | Karlsruhe
- _ Merck KgaA,
Ldsungsmittel Aceton Darmstadt
Carl Roth GmbH + Co. KG,
1-Butanol
Karlsruhe
Merck KgaA,
Ethanol Darmstadt
ABCR GmbH + Co. KG,
Perfluoroctan
Karlsruhe
Merck KgaA,

Darmstadt
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Fluka-Sigma-Aldrich Chemie

Losungsmittel Tetradekan GmbH,
Taufkirchen
Merck KgaA,
Toluol Darmstadt
Wasser dest. UltraPure Invitrogen GmbH,
Karlsruhe
Oberflachen- (3- Glycidoxypropyl)- ABCR GmbH + Co. KG,
Beschichtung trimethoxysilane Karlsruhe
Perfluorodecyltrichloro- ABCR GmbH + Co. KG,
silane Karlsruhe
Oberflachen- Repel Silane ES Amersham Biosciences,
Beschichtung Minchen

Teflon AF 1600

DuPont Fluoroproducts,
Bad Homburg

PCR-Kits

.| Qiagen GmbH,
HotStarTaq Polymerse Kit | . -
HotStarTag Master Mix Kit | 2/29en GmbH,
Hilden

SuperHot Tag-Polymerase

Genaxxon bioscience GmbH,
Biberach

Tag-DNA-Polymerase S

Genaxxon bioscience GmbH,
Biberach

i Qiagen GmbH,
Taq PCR Core Kit oot
Taq PCR Master Mix Kit | 21a9en GmbH,
Hilden

PCR-Zuséatze

BSA (Rinderserumalbumin)

Fluka-Sigma-Aldrich Chemie
GmbH,
Taufkirchen

Tween 20

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

SuperScriptll Reverse

Invitrogen GmbH,

larbiologie

RT-PCR-Kits )
Transcriptase Karlsruhe
SuperScriptlll One-Step Invitrogen GmbH,
RT-PCR System Karlsruhe
. Mineral6l fir die Moleku- Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
sonstiges

Taufkirchen

2.4  Chip-Substrate

Die Grundlage aller eingesetzten PCR-Chips waren 4- bzw. 5-Zoll Glassubstrate

(Schott Jena® Glas GmbH, Jena) mit einer Waferstarke zwischen 0,5 und 1,0 mm.

Die PCR-Kompatibilitatsuntersuchungen wurden mit den gleichen Glassubstraten,

4-Zoll Siliziumwafern (Filtronics) und 4-Zoll Lithiumniobatwafern (Advalytix AG)

durchgefihrt (Tabelle 6). Die Polymerchips (microfluidic ChipShop GmbH, Jena) be-

standen aus Polycarbonat (PC) und wurden mit verschiedenen PC-Folien gedeckelt.
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Tabelle 6  Substratspezifikationen

Glas Silizium Lithiumniobat
SubstratgroRe 4", 5" 4" 4"
Substratstarke 0,5;0,7,1,0mm |0,5mm 0,5 mm
Substrattyp Borofloat 33 <100> <128 ° cut>
Substratbeschaffenheit |einseitig poliert einseitig poliert beidseitig poliert

2.5 Aufbau der verwendeten Mikrochip-Thermocycler

Es wurden Mikrochip-Thermocycler getestet, welche am IPHT Jena entwickelt und im
Rahmen dieser Arbeit optimiert und weiterentwickelt wurden. Dazu wurden zwei
Chipsysteme gegenuber gestellt. Die stationdren PCR-Chipthermocycler, bei denen
die PCR-Reaktionen auf planaren Chipoberflachen [37] ablaufen und welche eine
Weiterentwicklung der urspringlichen Silizium-Kammer-Chipthermocycler [27] sind.
AulRerdem wurden verschiedene Entwicklungsstufen der Durchflusschip-
Thermocycler [40, 78] verglichen und damit eine PCR-Anwendung fur die medizini-

sche Diagnostik etabliert.

2.5.1 Aufbau- und Verbindungstechnik

Vor der Inbetriebnahme der PCR-Chips mussten diese fir die elektrische Kontaktie-
rung vorbereitet werden. Dafur wurden fir das entsprechende Chiplayout angepass-
te Platinen hergestellt, auf welche die Kontaktierungspins flach oder im 45° Winkel
angeldtet wurden. Die anschlielende Fixierung der Chips auf den Platinen erfolgte
bei den Durchfluss-Chips durch Kleben mit Zwei-Komponenten Epoxydharz Kleber
(Uhu) und bei den stationaren Chips mit doppelseitigen Klebeband. Die elektrische
Kontaktierung zwischen Platine und Chip wurde mittels Aluminium-Drahtbondung
realisiert (Abbildung 8).

Die Chips wurden vor der Verwendung kalibriert. Die Kalibrierung erfolgte in einem
Warmeschrank, an dem nacheinander vier Temperaturen (40, 55, 70 und 90 °C) ein-
gestellt wurden. Die entsprechenden gemessenen Widerstdnde wurden nach einer
Aquilibrierungszeit von 20 Minuten notiert. Durch die Kalibrierung konnten die Tem-
peratur-Widerstands-Kennlinien der einzelnen Temperatursensoren auf dem Chip
bestimmt werden. Da die Kennlinien fur die Platinsensoren in diesen Bereichen linear
verlaufen, ermdglicht das die Umrechnung der spéater gemessenen Sensorwider-

stande in die fiur die PCR-Reaktion relevanten Temperaturen. Die Richtigkeit der ge-
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messenen Werte wurde durch die Ermittlung der Raumtemperatur mit dem Chip U-
berpruft und mit dem Wert eines Quecksilberthermometers verglichen. Betrug die
Abweichung der beiden gemessenen Wert mehr als 0,5 K, wurde der Chip erneut

kalibriert oder als defekt aussortiert.

Abbildung 8 (a) Platine mit Pins fur die elektrische Kontaktierung zum Regler
(b) 3x Drahtbondung fur die elektrische Kontaktierung zwischen
Chip und Platine
(c) Temperatur-Widerstandskennlinie eines Platinsensors auf dem
PCR-Chip
2.5.2 Stationéare Oberflachen-Chipthermocycler
Fur die Herstellung der stationaren PCR-Chipthermocycler wurden 4“-Glaswafer mit
einer Substratstarke von 0,7 mm verwendet. Auf einen Wafer konnten 12 Einzelchips

prozessiert werden (Abbildung 9).

Abbildung 9 links - Aufnahme eines prozessierten 4“-Glaswafers mit 12
PCR-Chips
rechts - Aufnahme eines PCR-Chips mit den AbmafRen 2 x 2 cm
Nach der Waferprozessierung im Reinraum wurde es notwendig, den gesamten Wa-
ferverbund bei 200 °C Uber 12 Stunden zu tempern, um Veranderungen der Platin-
strukturen wahrend des Chipbetriebes zu verhindern und eine genauere Tempera-

tursteuerung zu erreichen. Im Anschluss an diesen Temperschritt wurden die Wafer
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im Reinraum mit einem Schutzlack beschichtet. Dieser Schutzlack wurde eingesetzt,
um die Oberflachen bei der Chipvereinzelung vor mechanischen Beschadigungen zu
schitzen. Im Anschluss wurden die Wafer bis auf eine Substraththe von 150 pm
angesagt und zum endgdltigen Vereinzeln an einer sauberen Kante gebrochen. Die

Abmalie eines Chips betrugen immer 2,0 x 2,0 cm.

2.5.3 Glas-Silizium-Durchfluss-Chipthermocycler

Die Glas-Silizium-Durchfluss-Chipthermocycler wurden aus einem Glas- und einem
Silizium-4“-Wafern im Reinraum hergestellt. Dabei wurden auf jedem Wafer die
Strukturen fur 2 Chipmodule aufgebracht. Durch den Prozess des anodischen Bon-
dens wurden die beiden Wafer exakt miteinander verbunden, und anschlieRend die
Chips entlang der aufgebrachten Markierungen gesagt.

Die Temperierung der Heizzonen fur die Denaturierung und die Elongation wurde
uber Platinheizerstrukturen realisiert, welche sich auf der Ruckseite des Chips (Silizi-
umseite) befanden. Die eingestellten Temperaturen wurden tber Platintemperatur-
sensoren kontrolliert, welche ebenfalls auf der Chipriickseite Uber Dunnschichttech-
nologien aufgebracht wurden (Abbildung 10, a). Die eigentlichen Chipabmalie ohne
Platine betrugen 2,6 x 5,3 cm und umfassten 25 PCR-Zyklen.

(b)
Abbildung 10 (a) Siliziumseite mit Platinheizern (breite Strukturen) und

Platintemperatursensoren (schmale Strukturen)

rot - Denaturierung, blau — Annealing, gelb - Elongation

(b) Glasseite mit maandischen Mikrokanalen fur 25 PCR-Zyklen

Die Platine wurde lber einem Kupferblock befestigt und mittels Thermopaste ther-
misch an die Annealingzone kontaktiert. In einem separaten Wasserbad wurde die
bendtigte Annealingtemperatur eingestellt und das erwarmte Wasser durch den Kup-
ferblock geleitet, worliber die entsprechende Zone auf dem Chip temperiert wurde.
Auf der mit Mikrokanalen strukturierten Glasseite (Abbildung 10, b) wurden Uber die
vorbereiteten Bohrungen standardisierte HPLC-Anschlisse fur den Einlass und Aus-

lass anschraubt, und lber diese Teflonkapillaren (Dinnen=0,5 mm) fur die Aufnahme
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der notwendigen Medien befestigt. Die Schlauchkapillare des Einlasses fuhrte zur
Spritzenpumpe (Cetoni), welche die bendétigten Flussraten erzeugte. Die amplifizierte

PCR-L6sung wurde am Auslass in einen Eppendorf-Reaktionsgefald gesammelt.

2.5.4 Glas-Glas-Durchfluss-Chipthermocycler

Aufgrund der Erkenntnisse des im Abschnitt 2.5.3 verwendeten Glas-Silizium-Chips
wurde ein Chipmodul mit einem veranderten Layout entwickelt .

Im Gegensatz zu dem urspringlichen Chipmodulansatz wurden die Temperaturen
nicht mehr Uber integrierte Heizerstrukturen erreicht und kontrolliert, sondern Uber
eine separate Heizplatte, auf welche der Fluidik-Glas-Glas-Chip aufgelegt wurde
(Abbildung 11).

|
ZELLEX HM V3

IPHT JENA E.V.

(@) (b)

Abbildung 11 (a) Heizplatte des Chipmoduls mit abgedeckten Platinheizer- und
sensorstrukturen: grin — Reverse Transkription, rot -—

Denaturierung/HotStart, blau — Annealing, gelb — Elongation
(b) Fluidikchip mit Mikrokanalen fir 35 PCR-Zyklen, Reaktionsbe
reiche fur die Reverse Transkription und HotStart sowie
verschiedene fluidische Einlasse: 1- PCR, 2- RT-PCR,

3- Tragermedium, 4- HotStart-PCR
Die Heizplatte erzeugt funf verschieden Temperaturzonen fiir die Reverse Transkrip-
tion, die Aktivierung der modifizierten DNA-Taqg-Polymerase (HotStart - HS) und die
notwendigen drei Temperaturschritte fir den eigentlichen PCR-Prozess (Denaturie-
rung, Annealing, Elongation). Sie ist aus drei unterschiedlichen vertikalen Schichten
aufgebaut: Auf der Unterseite befinden sich 16 Dunnfilm-Platinheizer und
-sensorstrukturen auf einem Glassubstrat, flr die Generierung und Kontrolle der not-
wendigen Temperaturzonen. Die mittlere Schicht besteht aus Kupferstreifen, welche
die homogene Temperaturverteilung in den einzelnen Temperaturzonen ermdagli-
chen. Die Oberseite der Heizplatte bildet eine strukturierte Glasabdeckung fir eine
gleichmafiige thermische Anbindung des Fluidikmoduls. Zwischen den Heizerchips

der einzelnen Temperaturzonen wurden thermische Gaps mit einer Breite von 2 mm
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eingebracht, welche die Einhaltung der festgelegten, scharfen Temperaturgradienten
sichern.

Fur das fluidische Management wurden die Fluidikmodule in Glas konstruiert, da so-
mit die notwendige optische Transparenz fir eine stabile Prozesskontrolle gesichert
wurde. Mit Flusssaure wurden Halbkandle in je zwei Glassubstrate geatzt und diese
mittels eines anodischen Bondprozesses miteinander verbunden. Auf dem Fluidik-
chip wurde mittels eines Zweikomponenten Klebers eine Kanule fir den Fluidikaus-
lass geklebt, wahrend die verschiedenen fluidischen Einlasse uber spezielle Flui-
dikklemmen mittels HPLC-Technologie befestigt wurden. Die Fluidiksteuerung erfolg-
te Uber ein 4-Kanalspritzenpumpensystem von Cetoni. Die amplifizierten Proben
wurden analog zum Silizium-Glas-Chip tber Teflonkapillaren in ein Eppendorfreakti-
onsgefal geleitet und dort gesammelt.

2.6 Untersuchungen zur PCR-Kompatibilitat

Die Frage der PCR-Kompatibilitdt von Materialien, welche fur die beschriebenen
Chipsysteme zum Einsatz kamen, spielte eine besondere Rolle. Daher wurden die
Effekte der eingesetzten Chipmaterialien auf die PCR-Effizienz mit verschiedenen

Experimenten untersucht.

2.6.1 PCR-Kompatibilitat planarer Chipoberflachen

Zur Untersuchung des Einflusses der Chipoberflachen auf die PCR-Reaktionen wur-
den verschiedene Experimente zur Bestimmung der PCR-Kompatibilitat der Chip-
materialien durchgefuhrt. Dafir wurden Silizium, Glas und Li-Niobat-Stiicken eines
4“-Wafers mit einem Mdrser zu feinem Pulver gemahlen. Die Materialstiicke wurden
vorab gereinigt (Tabelle 7, Seite 24). Es wurden je 5, 10, 15 und 20 mg Materialpul-
ver in ein 200 pl Eppendorfreaktionsgefald abgewogen mit 100 pl PCR-Ansatz Uber-
schichtet, gemischt und amplifiziert. Vor der Probenauftragung auf ein Agarosegel
wurden die Losungen erneut gemischt und zentrifugiert. Fur die Elektrophorese wur-
den ausschlie3lich 1 ul des Loésungsiuberstandes aufgetragen. Die Zusammenset-
zung der PCR-Ansatze erfolgten analog den Protokollen 1 und 2 aus Abschnitt 2.9.1

(Tabelle 13, Seite 30) sowohl ohne als auch mit Additiven.

2.6.2 PCR-Kompatibilitat der Mikrokanéle
Die Uberpriifung der PCR-Kompatibilitat im Mikrokanal erfolgte mit PCR-Ansétzen
hergestellt nach den PCR-Protokollen 7 und 8 (Tabelle 18, Seite 32). Es wurden
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Chipthermocycler getestet, die aus verschiedenen Materialien aufgebaut waren:
Glas-Silizium; Glas-Glas; Polycarbonat-Polycarbonat (Abbildung 12).

Im ersten Versuchsteil wurden diese Chips mit den jeweiligen PCR-Ansatzen voll-
standig gefillt, verschlossen und auf dem Tischthermocycler mit dem in-situ-Adapter
temperiert. Im zweiten Versuchsteil wurden 10 pl PCR-L6sung zwischen Mineral6l
aufgenommen, welches spater in der Durchfluss-Betriebsweise als Tragermedium
dient. Bei diesen Versuchen wurde nur noch das modifizierte PCR-Protokoll 8 ver-
wendet. Die Chips wurden nach dem Befullen ebenfalls verschlossen und auf dem
Tischthermocycler mit dem in-situ-Adapter temperiert und dabei die PCR-Proben

amplifiziert.

VA Caution: I-loi Hot éEﬂace

Abbildung 12 Testaufbau fur den Nachweis der PCR-Kompatibilitdt in drei ver-
schieden Chipmodulen auf dem in-situ-Adapter: links — Glas-Silizium-
Chip, mitte — Glas-Glas-Chip, rechts — Polycarbonat-Chip

Die Analyse der amplifizierten PCR-Proben erfolgte durch Gelelektrophorese. Daflr

wurden je 1 pl der PCR-Probe auf ein 3%-iges Agarosegel aufgetragen.

2.7 Chemische Modifikation der Chipoberflachen

Fur die Entwicklung von PCR-kompatiblen Chipoberflachen wurden Oberflachenmo-
difikationen notwendig, da aus vorangegangenen Arbeiten (Diplomarbeit, Jana Fel-
bel; [79]) bereits deutlich wurde, dass die eingesetzten Chipsubstrate, wie beispiels-
weise Silizium oder Glas, die PCR-Reaktionen stark behindern. Die Untersuchungen
wurden in Abhéngigkeit von den verwendeten Chipthermocyclertypen sowohl fir

planare Chipoberflachen als auch fur Mikrokanale durchgefuhrt.

2.7.1 Oberflachenmodifikation der stationdren Chipthermocycler

Eine erfolgreiche und stabile Oberflachenmodifikation ist maf3geblich von sauberen
Substratoberflachen abhangig. Durch Spulen mit Aceton wurde der Sageschutzlack
von den Chips entfernt. Anschliel3end wurden die Chips nach dem in Tabelle 7 be-

schriebenen Protokoll gereinigt.
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Tabelle 7 Reinigungsprotokoll

Reinigungsmittel Reinigungsschritt

Deconex 10 min im Ultraschallbad
Wasser 10 min im Ultraschallbad
Ethanol 10 min im Ultraschallbad
Aceton 10 min im Ultraschallbad

Um eine hohe Beladungsdichte an OH-Gruppen auf der Oberflache zu erreichen,
wurden die Chips nach der Reinigung aktiviert. Die Aktivierung erfolgte bei frisch
produzierten Chips im Sauerstoffplasma fir 2 min bei 50 W. Nach langerer Lagerung
unter Laborbedingungen wurden die Chips in einem Gemisch von Schwefelsédure % :
Wasserstoffperoxid 30% (4:1 [v/v]) aktiviert. Nach dem Spuilen mit Wasser wurden
die Substrate im Stickstoffstrom getrocknet.

Um die Chips mehrmals benutzen zu kénnen, wurden sie nach einmaliger Benutzung
aller Strukturen auf einem Chip mittels reaktiven lonenéatzens im Sauerstoffplasma

fur 10 min bei 70 W regeneriert und anschlie3end wieder frisch beschichtet.

2.7.1.1 Silanisierung

Um erfolgreich eine PCR auf Chipoberflachen durchfihren zu kénnen, war es not-
wendig, die Oberflachen zu modifizieren. Ein etabliertes Verfahren dafir ist das Auf-
bringen von Self Assembled Monolayers. Auf der Grundlage voran gegangener Ar-
beiten (Diplomarbeit, Jana Felbel) wurden fur die Silanisierung drei Silane ausge-
wahlt. Fur die PCR-Reaktionen kamen neben Dimethyldichlorosilan (Repel-Silan,
Pharmacia Biotech) mit Perfluorodecylsilan (SIH5841.0, ABCR) beschichtete Ober-
flachen zum Einsatz. Beide Beschichtungsreaktionen liefen bei Raumtemperatur ab.
Dimethyldichlorosilan (Handelsnahme Repel) wurde als 2%-ige gebrauchsfertige LO-
sung verwendet, indem die Oberflachen vollstandig damit benetzt und nach 10 min
mit Isopropanol und Wasser gespltilt wurden. Die Chips wurden im Stickstoffstrom
getrocknet und fur 1 Stunde bei ca. 100 °C im Trockenschrank getempert.

Die Silanisierung mit Perfluorodecylsilan (PFS) erfolgte fur 30 min in einer 10 mM
Lésung in Perfluoroctan als Lésungsmittel unter Argonatmosphare. Im Anschluss
folgten Waschschritte mit je zweimal Perfluoroctan, Ethanol und Wasser fur je 10
min. Die Chips wurden im Stickstoffstrom getrocknet.

Fur den PCR-Produktnachweis mit on-Chip-Hybridisierung wurde an spezifischen
Stellen auf dem Chip GOPS (3-Glycidoxypropyltrimethoxysilan, ABCR) als Oberfla-
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chenbeschichtung verwendet. Die Erzeugung dieser Stellen erfolgte im Reinraum
mittels Mikrostrukturierung nach dem angegebenen Schema (Abbildung 13). Fir die
Silanisierung der hydrophilen Pads wurde eine 10 mM GOPS-L6sung mit trockenem
Toluol hergestellt. Die Silanisierung erfolgte darin Uber Nacht (6-8 Stunden) bei 70 °C
unter Argonatmosphéare. Im Anschluss wurde je zweimal fir 10 min mit Toluol, Etha-
nol und Wasser gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Bis zur Weiterbehand-

lung wurden die Substrate in einem Vakuum-Exsikkator gelagert.

(1) Silanisieren mit PFS (2) Belacken
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Abbildung 13 Herstellung spezifischer Oberflachenarsenale mittels  Mikro-
strukturierung und Silanisierung

2.7.1.2 Polymerbeschichtung

Alternativ zu den Silanoberflachen wurden Chips mit einer Teflonbeschichtung ver-
wendet. Die Polymerbeschichtung erfolgte nach einer vorangegangen Oberflachen-
modifizierung mit Dimethyldichlorosilan (Abschnitt 2.7.1.1). Das Polymer Teflon AF
(DuPont Fluoroproducts) wurde als 1,0 oder 0,1%-ige Lésung auf die Substrate auf-
geschleudert (Tabelle 8). Dieser Schritt wurde fiir einen geschlossenen Schichtauf-
bau dreimal wiederholt. Die Chips wurden danach fur 1 Stunde bei ca. 160°C getem-

pert.

Tabelle 8  Schleuderprogramm fir die Beschichtung mit Teflon AF

Ablauf Drehzahl [U/min] Zeit [s]
1. Schritt 500 S
2. Schritt 3000 60
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2.7.1.3 Oberflachencharakterisierung

Die Charakterisierung der Oberflachen erfolgte in erster Linie durch die Bestimmung
der Kontaktwinkel. Alle Messergebnisse beziehen sich auf den statischen Kontakt-
winkel und wurden ausschliel3lich mit der Methode des liegenden Tropfens (Sessile-
Drop-Method) ermittelt (Abbildung 14).

Gleichung 1: Osg = Os T 0)g COS o

I-FIU'S';szelt o)

| Osl__ — —

Festkorper [s]

Abbildung 14 links - rechnerische Herleitung der Kontaktwinklebestimmung
[80]
rechts - Kontaktwinkel-Messeinheit OCA 20 von Dataphysics

Der Kontaktwinkel ist ein quantitatives Mal3 fur die Benetzbarkeit von Oberflachen. Er
ist nach der Young-Gleichung (Gleichung 1) das Ergebnis der Wirkung der drei Vek-
toren (osg, Oig, os1) IN Form der spezifischen Ober- und Grenzflachenspannung [81].

In der Regel gibt es drei mogliche Situationen der Benetzbarkeit einer Festkdrper-
oberflache durch Flussigkeiten: vollstandige Benetzung (Spreitung o = 0°), partielle
Benetzung (0 > o > 90°) und vollstdndige Unbenetzbarkeit (o = 180°). Die Kontakt-
winkelmessung wurde in Abhangigkeit von der jeweiligen festen und fliissigen Phase
durchgefuhrt. Als flissige Phasen wurden die fir die PCR relevanten Medien Was-
ser, PCR-L6sung und Mineral6l ausgewahlt. Mineraldl wurde bei einer Chip-PCR als
Verdunstungsschutz zum Deckeln der Probe eingesetzt. Als feste Phasen kamen die
im Abschnitt 2.7 beschriebenen Beschichtungen Dimethyldichlorosilan, Perfluoro-
decylsilan und Teflon AF zum Einsatz.

Fur die weitere Charakterisierung der Oberflachen wurde zusatzlich die freie Oberfla-
chenenergie aus den Kontaktwinkeln und den bekannten Oberflachenspannungen

von Wasser, Diiodmethan, Dimethylsulfoxid (DMSO) und Ethanol bestimmit.
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Tabelle 9 Die gesamte Oberflachenspannung (SFT total) mit ihren dispersen
(SFT D) und polaren (SFT P) Anteilen der gemessenen Flissigkeiten
fur die Bestimmung der freien Oberflachenenergie auf verschiedenen
Beschichtungen

Flussigkeit SFT (total) SFT (D) SFT (P)

Wasser [82] 72,80 mN/m 21,80 mN/m 51,00 mN/m
Diiodmethan [83] 50,80 mN/m 48,50 mN/m 2,30 mN/m
DMSO [84] 43,54 mN/m 34,86 mN/m 8,68 mN/m
Ethanol 22,10 mN/m 17,50 mN/m 4,60 mN/m

Es wurden drei verschiedene Berechnungsmethoden fir die Bestimmung der freien
Oberflachenenergien herangezogen. Die Berechnungstheorie ,Equation of State®
nach Neumann [85] nutzt die Bestimmung der freien Oberflachenenergie nach einer
thermodynamischen Ableitung und ist universell einsetzbar. Dagegen betrachtet die
Methode nach Fowkes [83] vorrangig die dispersen Anteile der freien Oberflachen-
energie und ist speziell fur nicht polare Systeme geeignet. Das Modell nach Owens-
Wendt-Rabel & Kaelble [86, 87] fur die Berechnung der freien Oberflachenenergie
lasst Ruckschlisse auf die dispersen und polaren Anteile zu und ist universell ein-
setzbar (Polymere, Aluminium, Beschichtungen, Lacke).

In Tabelle 9 sind die aus der Literatur bekannten Oberflachenspannungen der ver-
wendeten Flussigkeiten mit ihren dispersen und polaren Anteilen dargestellt.

Neben den Benetzungseigenschaften wurde aul3erdem die Qualitdt der Oberfla-
chenmodifikation, wie Homogenitat und die Schichtdicken Uberprift. Dafir wurden
Aufnahmen mit dem Rasterkraftmikroskop (AFM) zur genaueren Charakterisierung
herangezogen.

Um eine moglichst scharfe Kante fur die Schichtdickenbestimmung zu erhalten, wur-
den je ein Glaschip (2 x 2 cm) mit Repel, Perfluorosilan und Teflon AF beschichtet
und im Reinraum strukturiert. Fur die Strukturierung wurde 50 % der Oberflache mit
einem Schutzlack bedeckt und auf der freien Chiphélfte wurde im Sauerstoffplasma
(5 min, 70 W) die Beschichtung bis auf die Substratoberflache weggeatzt.

2.7.2 Oberflachenmodifikation der Durchfluss-Chipthermocycler
Die Beschichtung der Mikrokanale erfolgte bei den verwendeten Glas-Silizium und
Glas-Glas-Chipthermocyclern mit den bereits etablierten Silanen (Dimethyl-
dichlorosilan, Perfluorodecylsilan) und Teflon AF.

Die Reinigung und Aktivierung der Mikrokanéle wurde nach dem in der Tabelle 10

dargestellten Protokoll durchgefihrt.
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Tabelle 10 Reinigungs- und Aktivierungsprotokoll fir die Mikrokanale

Chemikalien Ablauf

NaOH (20 %) Befiillen, 6 min bei 100°C

NaOH (1 M) Spulen

Wasser Spulen

HCI (2 M) Spulen

Wasser mehrfach Spulen

Luft Trocknen im Trockenschrank , 100°C

Die Beschichtung mit Dimethyldichlorosilan (Repel) erfolgte, indem die gebrauchsfer-
tige Losung bis zur vollstandigen Befilllung in den Mikrokanal gepumpt wurde und
dort 5 Minuten verweilte. AnschlieRend wurden die Kanale mehrmals mit Isopropanol
und Wasser gespilt und im Trockenschrank getrocknet.

Fur die Beschichtung mit Perfluorodecylsilan wurde eine 10 mM Ldsung in Perfluo-
roctan hergestellt und der Mikrokanal mit dieser geftllt. Nach 30 min wurden die Mik-
rokandle des Chips als erstes mit Perfluoroctan, dann mit Isopropanol und zum
Schluss mit Wasser mehrfach grundlich gespult, bevor die Trocknung im Trocken-
schrank erfolgte.

Bei der Beschichtung mit Teflon AF erfolgte die Vorbehandlung, wie beschrieben, mit
Repel. Im Anschluss daran wurde durch die Kanéle eine 0,1 %-ige Teflonlésung (in
Perfluoroctan) gepumpt. Es musste darauf geachtet werden, dass der Fluidstrom nie
zum Stillstand kam. Das Spulen der Kanale erfolgte analog zu dem Ablauf bei der
Beschichtung mit Perfluorodecylsilan.

Zur Untersuchung der jeweiligen Beschichtungen wurden die Chips mit 10 pl PCR-
Losung, aufgenommen zwischen Mineraldl, befullt, verschlossen und auf dem

Tischthermocycler mit dem in-situ-Adapter fir 35 PCR-Zyklen amplifiziert.

2.8 PCR-Systeme

Zur Etablierung der PCR auf verschiedenen Mikrochip-Thermocyclern wurden drei
PCR-Systeme mit unterschiedlichen Produktlangen eingesetzt. Dabei handelte es
sich um Plasmid-DNA eines Abschnitts des Tumorsuppressorgens p53 mit einer
Lange von 151 bp, welches zur Etablierung der PCR auf dem stationdren PCR-Chip
diente. Als Referenzsysteme wurden auf3erdem ein Standardsystem des GAPDH-
Gens mit 379 bp (Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase) und zwei Fragmente
(124, 740 bp) des onkogenen Abschnitt E6 von HPV 16 (Human Papillomavirus) Ge-

noms verwendet. Zur Etablierung der PCR in Durchflusschip-Thermocyclern wurde



2 Materialien und Methoden 29

ausschlief3lich das PCR-System zum Nachweis von HPV 16 E6 verwendet. Dieses
System wurde durch Prof. Dr. M. Durst von der Frauenklinik der Friedrich-Schiller-
Universitat Jena (FSU) zur Verfugung gestellt und wird zum Nachweis von HPV-
infizierten Zellen fur die Diagnostik von Gebarmutterhalskrebs verwendet. Die einge-

setzten Primersequenzen sind in der Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11 Primersequenzen der verwendeten PCR-Systeme

Typ Primer 1 (forward) Primer 2 (reverse)

?f??lbepc;n 6 5-GCTCTTAGGTCTGGCCCCTC-3" |5 -CAAACCAGACCTCAGGCGGC-3
HPV 16 E6 5 -AATGTTTCAGGACCCACAGG-3’ 5-CTCACGTCGCAGTAACTGTTG-3’
(124 bp)

?72\6 éS)EG 5 -AATGTTTCAGGACCCACAGG-3’ 5 -ATGGTTTCTGAGAACAGATGGGGC-3’
GAPDH . - .
(379 bp) 5-CCCATCACCATCTTCCAGGAGC-3" |5 -CCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC-3

2.9 PCR-Protokolle

Alle folgenden Temperatur-Zeit-Protokolle und PCR-Ansatze wurden als Referenzen
zu den jeweiligen Chiplaufen im kommerziellen Tischthermocycler von Eppendorf
mitgefuihrt und gegenubergestellt. Aufgrund der verschiedenen technologischen An-
forderungen zwischen den Stationaren- und den Durchfluss-PCR-Chipsystemen wur-

den auch spezifische Protokolle entwickelt und etabliert.

2.9.1 3-Schritt-Protokolle fur die stationédre PCR

Wenn nicht anders angegeben, wurden die in Tabelle 12 aufgefiihrten PCR-
Programme mit 25 Zyklen verwendet. Die einzelnen PCR-Ansatze unterschieden
sich in ihrer Zusammensetzung nur in der Art der Zusatze. Es wurden Ansatze
(Tabelle 13) ohne Verwendung von Additiven (Protokoll 1) oder Anséatze unter der
Zugabe von BSA und Q-Solution (Protokoll 2) eingesetzt. Q-Solution ist ein firmen-
spezifisches Additiv von Qiagen, dessen Hauptbestandteile Betain und DMSO sind
[88]. In der Regel wurde das PCR Core Kit der Firma Qiagen eingesetzt.

Tabelle 12 Temperatur-Zeit-Protokolle der verschiedenen PCR-Systeme

Programmschritt p53 Exon 6 HPV 16 E6 GAPDH

1 x Denaturierung 94°C >3 min | 94°C —->3 min | 94°C -3 min
¢ 5 Denaturierung 94°C > 20 s 94°C »> 20 s 94°C > 20 s
£x Annealing 60°C — 20 s 60°C —» 20 s 50°C —» 20 s
<N Elongation 68°C —» 40 s 68°C > 40 s 68°C —»> 40 s




2 Materialien und Methoden 30

Tabelle 13 Zusammensetzung der PCR-Ansétze unter Verwendung des Qiagen
PCR Core Kits, Ansatzvolumen = 50 pl

Komponenten Protokoll 1 Protokoll 2
Wasser 37 ul 22 ul
PCR-Puffer (10x) 5,0 ul 5,0 ul
BSA (10 uM in Wasser) / 5,0 ul
Q-Solution (5x) / 10 pl
dNTP (je 10 mM) 1,0 ul 1,0 ul
Primer 1 (10 uM) 2,5 ul 2,5 ul
Primer 2 (10 uM) 2,5 ul 2,5 ul
DNA 1,0 ul 1,0 ul
Tag-DNA- Polymerase (5U/ul) 1,0 ul 1,0 ul

Um die Variabilitat gegeniber alternativen Kit-Zusammensetzungen zu testen,
kamen auch MasterMix-Kits und HotStar-Kits von Qiagen zum Einsatz. Die Zusam-
mensetzung des HotStarTag-DNA-Polymerase-Kits unterschied sich nicht von dem
in Tabelle 13 beschriebenen Protokoll. Die Zusammensetzung der Master-Mix-
Anséatze wurde in Tabelle 14 dargestellt.

Tabelle 14 Zusammensetzung der PCR-Ansatze unter Verwendung der Qiagen

MasterMix-Kits mit Tag- oder HotStar-Tag-DNA-Polymerase, Ansatz-
volumen = 50 pl

Komponenten Protokoll 3 Protokoll 4
Wasser 19,0 pl 4,0 ul
BSA (10 uM) / 5,0 pl
Q-Solution (5x) / 10 pl
Primer 1 (10 uM) 2,5 ul 2,5 ul
Primer 2 (10 uM) 2,5 ul 2,5 ul
DNA 1,0 1,0
MasterMix 25 ul 25 ul

2.9.2 PCR-Protokoll fir die on-Chip-Hybridisierung

Fur den PCR-Produktnachweis des p53 Exon 6 mittels on-Chip-Hybridisierung wurde
das Protokoll 5 (Tabelle 15) unter Verwendung eines Qiagen Master-Mix-Kits ange-
wendet. Zur Etablierung dieses Nachweisverfahrens wurden 100 pl des PCR-
Ansatzes hergestellt, um entsprechend vergleichbare PCR-Proben vorliegen zu ha-
ben. Das Temperatur-Zeit-Protokoll entsprach dem in der Tabelle 12 (Seite 29) be-

schriebenen 3-Schritt-Protokoll.
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Tabelle 15 PCR-Protokoll fir die on-Chip-Hybridisierung, Ansatzvolumen = 100 pl

Komponenten Protokoll 5
MasterMix (Qiagen) 50 pl
Wasser 32 pl
DMSO 5,0 ul
MgCl, (25 mM) 1,0 pl
Primer 1 (100 pM) 5,0 pl
Primer 2 (100 pM) 5,0 pl
DNA (10° Molekiile/ul) 2,0 ul

2.9.3 2-Schritt-Protokoll fur die stationare PCR

Zur weiteren Optimierung der gesamten Reaktionszeit wurden das PCR-Protokoll auf
ein Zwei-Temperaturschritt-Programm (Tabelle 16) umgestellt. Damit liefen die
Schritte Annealing und Elongation auf einer Temperaturzone bei 60 °C Uber 40 Se-

kunden ab.

Tabelle 16 Temperatur-Zeit-Protokoll der 2-Schritt-PCR mit p53

Programmschritt

Temperatur — Zeit

1x Denaturierung 94°C >3 min
o G E Denaturierung 94°C > 20 s
a =
<R Annealing/Elongation 60°C > 40 s

Gleichzeitig erhdhte sich die PCR-Zyklenzahl von bisher 25 auf 35 bzw. 45 Zyklen.
Mit diesen Parametern sollte es mdglich sein, die Nachweisgrenze des PCR-

Systems p53 auf ein DNA-Molekdil als Startkonzentration herabzusetzen.

2.9.4 Protokolle fur die Durchfluss-PCR im Silizium-Glas-
Chipthermocycler

Die vorhandenen HPV-PCR-Protokolle (Protokoll 6), die im konventionellen
Tischthermocycler zum Einsatz kamen, wurden auf die Kits von Qiagen angepasst
(Protokolle 7 und 8) und die Temperatur-Zeit-Protokolle entsprechend modifiziert
(Tabelle 17 und Tabelle 18).

Die Anzahl der PCR-Zyklen betrug in dem Si-Glas-Chip konstant immer 25. Falls
nicht anders angegeben, wurde Plasmid-DNA mit einer Ausgangskonzentration von
1 ng/ul verwendet. Die Chips wurden ausschlief3lich in der kontinuierlichen Betriebs-

weise mit einem PCR-Reaktionsvolumen von 25 ul verwendet.
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Tabelle 17 Temperatur-Zeit-Protokoll fir das HPV-PCR-System

Programmschritt Standard . modifiziert .
Temperatur —» Zeit Temperatur - Zeit
1x Denaturierung 95°C —» 10 min 94°C >3 min
& € |—> Denaturierung 95°C »> 15 s 94°C > 20 s
Px Annealing 60°C - 20's 60°C — 20's
c N Elongation 72°C > 40s 70°C —> 40 s

Tabelle 18 Zusammensetzung der PCR-Anséatze in der FSU (Kit von Applied Bio-
system) und des angepassten sowie modifizierten Protokoll unter Ver-
wendung des Qiagen PCR Core Kits, Ansatzvolumen = 50 pl

Komponenten Protokoll 6 Protokoll 7 Protokoll 8
Wasser 33,0 pl 37,0 ul 15,3 ul
PCR-Puffer (10x) 5,0 pl 50u 5,0 pl
MgCl, (25 mM) 1,5 pl - -
BSA (10 uM) - - 5,0 pl
Q-Solution - - 10 pl
DMSO 2,5 ul - -
Tween 20 - - 6,7 ul
dNTP (10 mM) 1,5u 1,0 pl 1,0 ul
Primer 1 (10 uM) 2,5 ul 2,5u 2,5 ul
Primer 2 (10 uM) 2,5 ul 2,5u 2,5 ul
DNA (Plasmid HPV 16) 1,0 ul 1,0 pl 1,0 ul
Tag-Polymerase (5 units/ul) 0,5 ul 1,0 pl 1,0 pl

2.9.5 Protokolle fir die Durchfluss-PCR im Glas-Glas-
Chipthermocycler

Da der Glas-Glas-Durchflusschip eine Zone fir die HotStart-PCR beinhaltete, wurde
eine chemisch modifizierte Polymerase der Firma Genaxxon (Protokoll 9, Tabelle 19)
verwendet und die Zeit fur die erste Denaturierung auf 15 min erhoht. Fur alle Ver-
suchsreihen wurde ein Ansatzvolumen von 10 pl verwendet. Wurden die Experimen-
te im segmentierten Probenstrom durchgefihrt, kam neben dem Einlass fur das Tra-
germedium Mineraldl, je nach Versuchsanordnung, eine der drei mdglichen Injekti-
onsstellen (RT-PCR, HotStart-PCR, Standard-PCR) auf dem Chip zum Einsatz
(Abbildung 49, Seite 71). Das Verhaltnis der Flussraten von Tragermedium und PCR-
L6sung wurde mit 5:1 festgelegt. Wurde fiir die Experimente ein kontinuierlicher Pro-
benstrom eingestellt, so wurde ein einzelner Fluideinlass verwendet und die Probe in

Mineral6l eingebettet (vor der Probe 5 pl, nach der Probe 150 pl).
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Tabelle 19 Zusammensetzung der PCR-Ansatze unter Verwendung der Genaxxon
SuperHot Tag-DNA-Polymerase, Ansatzvolumen = 50 pl

Komponenten Protokoll 9
Wasser 22 ul
Puffer X 5ul
BSA (10 uM) 5l
Q-Solution (Qiagen) 10 pl
dNTP (je 10 nM) 1l
Primer 1 (10 uM) 2,5 ul
Primer 2 (10 pM) 2,5 ul
DNA (1ng/ul) 1l
SuperHot Tag-DNA-Polymerase (5 units/ul) 1l

2.9.6 Protokolle fur Reverse Transkription mit PCR (RT-PCR)

In Abhangigkeit von den verwendeten Chipmodulen wurden fir die RT-PCR-
Reaktionen sowohl 2-Schritt (getrennte Ansatze und Abldufe von RT und PCR-
Reaktion nacheinander) als auch 1-Schritt-Protokolle (beide Reaktionen laufen in

einem Ansatz mit einem Enzym-Mix ab) getestet und im Folgenden beschrieben.

2.9.6.1 2-Schritt-Protokoll: Kombination RT mit Durchfluss-PCR

Fur die Etablierung der RT-PCR-Reaktionen in den Durchflusschip-Thermocyclern
wurde ein 2-Schritt-Protokoll angewendet, bei dem der RT-Schritt im Tischthermo-
cycler und die anschlieBende PCR im Durchflusschip-Thermocycler durchgefiihrt
wurde. FiUr die RT-Reaktion wurde das Kit SuperScript 1l von Invitrogen mit dem in

Tabelle 20 angegebenen Protokoll 10 verwendet.

Tabelle 20 Protokoll fur die Reverse Transkriptase mit dem SuperScript Il Kit

Komponenten Protokoll 10
Oligo(dT)-Primer 1l
total RNA (0,5 ug) 1 pl
dNTP (je 10 mM ) 1l
Wasser 9 ul
Mischen = Zentrifugieren = Erhitzen auf 65°C flir 5 min = sofort auf Eis Abkihlen
Puffer (5x) 4 ul
DTT (0,1 M) 2 ul
RNaseOUT (40 units/ul) 1l
Mischen = Erhitzen auf 42°C fur 5 min

SuperScript I| RT (200 units) | 1l

Mischen = Erhitzen auf 42°C fir 50 min
Inaktivierung durch Erhitzen auf 70°C fur 15 min

Bei der anschlieBenden PCR-Reaktion wurden 2 pl der synthetisierten cDNA als

Template auf einen 50 pl PCR-Ansatz eingesetzt. Die Zusammensetzung der
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Reaktionsansatze fir die PCR entsprach beim Glas-Si-Chip dem Protokoll 8 und
beim Glas-Glas-Chip dem Protokoll 9. Lediglich der reverse PCR-Primer wurde ver-
andert (Tabelle 21), um ausschliel3lich RNA-spezifische Produkte nachweisen zu

kdnnen.

Tabelle 21 Spezifische Primersequenzen fur die RT-PCR

Typ Primer 1 (forward) Primer 2 (reverse)
HPV 16 E6 , — '
(143 bp) 5-AATGTTTCAGGACCCACAGG-3 |5 -CTTTTGACAGTTAATACACCTCACG-3

2.9.6.2 1-Schritt-Protokoll fur die Durchfluss-RT-PCR

Fur die Durchfihrung der Durchfluss-RT-PCR-Reaktionen mit einem Ein-Schritt-
Protokoll wurde das kommerzielle One-Step-RT-PCR-Kit der Firma Invitrogen einge-
setzt und auf die besonderen Gegebenheiten des Durchflussverfahrens angepasst.
Die getesteten Zusammensetzungen der verwendeten Reaktionsmixturen sind in der
Tabelle 22 beschrieben.

Tabelle 22 Zusammensetzungen der RT-PCR-Ansatze unter Verwendung des
1-Schritt-RT-PCR-Protokolls

Komponenten Protokoll 11 | Protokoll 12 | Protokoll 13 | Protokoll 14
Reaktions-Mix 25,0 ul 25,0 ul 25,0 ul 25,0 pl
Wasser 17,0 ul 2,0 ul 1,0 ul -
Q-Solution (5x) - 10,0 pl 10,0 pl 10,0 pl
BSA (10 uMm) - 5,0 pl 50u 5,0 pl
Primer 1 (10 pM) 2,5 ul 2,5 pl 2,5 ul 2,5 ul
Primer 2 (10 puM) 2,5 ul 2,5 pl 2,5 ul 2,5 ul
total RNA (0,3 pg/ul) 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl
Enzym-Mix 2,0 ul 2,0 pl 2,0 ul 2,0 ul
SuperHot Tag-DNA-

Poﬁlmerase (qS units/pl) ) i 1,0 ul 204

Tabelle 23 Temperatur-Zeit-Protokolle fur die 1-Schritt-RT-PCR

Programmschritte Temperatur - Zeit
Reverse Transkription 60°C — 30 min
Aktivierung der HotStart-Tag-DNA-Polymerase 94°C — 15 min
¢ s Denaturierung 94°C - 20 s
Px [ Annealing 60°C —» 20 s
<N Elongation 72°C > 40 s




2 Materialien und Methoden 35

Die 1-Schritt-RT-PCR-Reaktionen wurden alle mit dem in Tabelle 23 beschriebenen
Temperatur-Zeit-Protokoll durchgefihrt.

Zur Absicherung der Ergebnisse wurden bei den RT-PCR-Versuchen verschiedene
Negativkontrollen mitgefihrt. Zum einen wurden Kontrollen ohne Zusatz von RNA
(RNA-Negativkontrolle) durchgefuhrt, bei denen anstatt des RNA-Templates Wasser
zugesetzt wurde. Zum anderen spielte auch die Kontrolle auf mogliche vorhandene
DNA in der Probe eine wichtige Rolle (DNA-Negativkontrolle). Dafir wurde der stan-
dardmafRig eingesetzte RT-PCR-Enzymmix durch eine HotStart-Tag-DNA-
Polymerase ersetzt und der Reaktionsansatz nach dem Standard-Protokoll amplifi-

ziert.

2.10 PCR-Produktnachweise

Der Nachweis von PCR-Produkten kann prinzipiell nach zwei verschiedenen Metho-
den erfolgen. Zu den Standardmethoden gehért der Nachweis mittels Endpunktbe-
stimmung, bei dem der Produktnachweis im Anschluss an die eigentliche PCR-
Reaktion erfolgt. Als Alternative dazu wurden in den letzten Jahren vermehrt Realti-
me-Verfahren entwickelt, welche den qualitativen und quantitativen Produktnachweis

bereits wahrend der PCR-Reaktion ermdglichen.

2.10.1 Endpunktbestimmungen

Die Elektrophorese der PCR-Proben mit Agarosegelen ist ein Standardverfahren, um
DNA-Fragmente unterschiedlicher Grol3e aufzutrennen und so eine qualitative Aus-
sage Uber das amplifizierte PCR-Produkt zu treffen. Daher wurde diese Methode fir
alle beschriebenen PCR-Reaktionen in dieser Arbeit verwendet.

Als Alternative zu dem Elektrophorese-Verfahren wurde zuséatzlich eine on-Chip-
Hybridisierung der PCR-Produkte getestet.

2.10.1.1 Horizontale Agarosegelelektrophorese

Der Nachweis der PCR-Produkte erfolgte immer mittels Gelelektrophorese auf
3%igen Agarosegelen (Agarose GTQ). Die elektrophoretische Auftrennung der Pro-
dukte fand bei 100 V fur ca. 20 min statt. Die Farbung der Produktbanden erfolgte mit
Ethidiumbromid, welches sowohl dem Laufpuffer als auch dem Agarosegel zugesetzt
wurde. Als DNA-Standard fur die spatere Produktgréf3enbestimmung wurde der Mar-
ker ®X174 Hinc Il aufgetragen. Die notwendigen Rezepturen fir die Elektrophorese

befinden sich nachfolgend in Tabelle 24-Tabelle 27.
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Tabelle 24 Rezeptur fur 50x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA)

Bestandteil Konzentration Menge pro 1|
Tris base 242 g
Eisessig 57,1 ml

EDTA 0,5M 100 ml

Tabelle 25 Rezeptur fur Elektrophorese-Laufpuffer

Bestandteil Konzentration Menge pro 1|
TAE-Puffer 50x 20 ml
Ethidiumbromid 10 mg/ml 40 pl

Tabelle 26 Rezeptur fur ein 3%iges Agarosegel

Bestandteil Konzentration Menge pro 100 ml
Agarose 39

TAE-Puffer 50x 2 ml
Ethidiumbromid 10 mg/mi 5ul

Tabelle 27 Rezeptur fur den Probenpuffer

Bestandteil Konzentration Menge pro 10 ml
Bromphenolblau 1 mg
TAE-Puffer 1x 7 ml
Glycerol 3 ml

2.10.1.2 on-Chip-Hybridisierung

Eine andere Methode zum spezifischen Produktnachweis mittels Endpunktbestim-
mung stellte die on-Chip-Hybridisierung dar. In Anlehnung an das Prinzip von DNA-
Mikroarrays wurden auf speziell oberflachenmodifizierten und strukturierten Chip-
oberflachen (2.7.1.1, Seite 25 - Abbildung 13) Fangermolekile gebunden, an denen
die amplifizierten PCR-Produkte hybridisieren sollten. Als spezifische Fangermoleki-
le diente die Sequenz einer TagMan-Sonde, welche Uber eine Aminomodifizierung
am 5°-Ende kovalent an die mit GOPS (3-Glycidoxypropyltrimethoxysilan) modifizier-
te und mit KOH aktivierte Chipoberflache gebunden wurde. Als Kontrollen fir die kor-
rekte Anbindung wurde zum einen eine Kaliumhydroxidlésung (KOH, 100 mM) und
zum anderen zwei Oligonukleotid-LOsungen mit verschiedenen Sequenzen zur
Hybridisierung verwendet, welche am 5°-Ende ebenfalls eine Aminomodifizierung
und am 3"-Ende eine Fluoreszenzmarkierung mit Fluorescein (FITC) besal3en. KOH

diente dabei zum Nachweis unspezifischer Bindungen an der Chipoberflache, da an
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dieser Stelle keine Hybridisierung stattfindet. Mit den direkt fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotiden konnte nachgewiesen werden, dass eine kovalente Anbindung tber
die Aminogruppe sequenzunabhéngig stattfand.

Die entsprechenden Sonden (Tabelle 28) wurden fir die Anbindung an die Chipober-
flache in 100 mM KOH aufgenommen und auf vergleichbare Konzentrationen
(ca. 30 uM) eingestellit.

Tabelle 28 Sequenzen und Modifizierungen der verwendeten Fangermolekile,
welche auf die Oberflache gebunden wurden

Modifikation
Name Sequenzen - -
5-Ende | 3’-Ende
Sonde 5 -TCTTATCCGAGTGGA AAATTTGCGTGTG-3’ NH,-Cg -
Kontrolle 1 5'-GAGGGGCCAGACCTAAGAGC-3’ NH,-Cg FITC
Kontrolle 2 5- TTTTTTCAGCATGTGCTCCTTGATTCTATG-3’ NH,-Cg FITC

Die hergestellten Losungen wurden anschlieend unter feuchter Atmosphéare
(LF = 50 %) in das vorgesehene Detektionsfenster auf den PCR-Chip aufgetragen
(Nadelspotter: SpotBot, Telechem International, Inc.). Dabei wurden Spotternadeln
des Typs SMP 4 verwendet, welche ein Aufnahmevolumen von 0,25 ul haben und
pro Spott in Abhangigkeit von der Hydrophobizitat der Oberflache ca. 1,1 nl abgeben.
Der Chip mit dem aufgetragenen Sondenmuster wurde fur ca. 16 Stunden in einer
Feuchtkammer im Hybridisierungsofen (HB-1000 Hybridizer, UVP) bei 37°C inkubiert

und anschlielend nach dem Standardprotokoll (Tabelle 29) gewaschen.

Tabelle 29 Standardprotokoll zum Waschen der Chips nach der Inkubation der

Sonden
Waschlésung Konzentration Zeit wdh.
Triton X-100 0,1 % 5 Minuten -
Salzsaure (HCI) 37 % 2 Minuten 1x
Kaliumchlorid (KCI) 0,1 M 10 Minuten -
Wasser 1 Minute -
Blockungsreagenz: fur 100 ml: 15 Minuten
Ethanolamin 0,305 ml (61 g/mol)
SDS 1 ml (10 %) -
Tris 10 ml (1 M, pH 8)
Wasser 89 ml
Wasser 1 Minute -
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Die Waschlésungen (je 100 ml) wurden entsprechend der bendtigten Konzentration
hergestellt. Das Waschen erfolgten in Glaspetrischalen auf einem Schitteltisch.
Im Anschluss wurden die Chips im Stickstoffstrom getrocknet.
Fur den anschlieBenden Hybridisierungsschritt wurde die PCR mit einem fluores-
zenzmarkierten Primer (Primer 2 -Tabelle 30) nach dem Protokoll 5 (Tabelle 15, Sei-
te 31) mit 25 PCR-Zyklen im Tischthermocycler durchgefuhrt.

Tabelle 30 Primersequenzen fir den PCR-Produktnachweis mittels on-Chip-
Hybridisierung

Typ Primer 1 (forward) Primer 2 (reverse)
p53 Exon 6 (131 bp) |5-GCTCTTAGGTCTGGCCCCTC-3" | 5'-FIC-CAAACCAGACCTCAGGCGGC-3’

Das PCR-Ergebnis wurde mittels Elektrophorese kontrolliert. Von der amplifizierten
PCR-L6sung wurden 60 pl abgenommen, mit 20 pl SSC-Puffer (20x konzentriert)
sowie 0,8 ul SDS (10%-ig v/v) gemischt. Von dieser Lésung wurden 2 pul auf das far
die Hybridisierung mit angebundenen Fangermolekilen vorbereitete Detektions-
fenster des stationdren PCR-Chips aufgetragen. Die Lésung wurde zum Verduns-
tungsschutz mit 10 ul Mineral6l gedeckelt. Anschlieend wurde der Chip auf den in-
situ-Adapter gelegt und das Programm zur Hybridisierung (4 min — 94°C, 60 min —
70°C, 30 min — 60°C, 72 h — 37°C) gestartet. Nach der Hybridisierung wurden die
Chips je zweimal fur 10 Minuten mit 2 x SSC und anschlie3end je zweimal fir 10 Mi-
nuten mit 0,2 x SSC-Puffer gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Die Aus-
wertung erfolgte durch Fluoreszensmikroskopie und durch einen Fluoreszenzscan-

ner.

2.10.2 Realtime-Detektion

Der Detektionsaufbau fur die Realtime-Detektion der PCR-Produkte auf dem statio-
naren PCR-Chip wurde, wie in Abbildung 15 beschrieben, in einem vollstandig abge-
dunkelten Aufbau realisiert. Die Abdunklung war notwendig, um mdglichst gleichblei-
bende Bedingungen fir die Messungen zu schaffen und ein gute Abschirmung ge-
gen das einfallende Tageslicht zu erreichen, welches zur Ubersteuerung des Photo-
multipliers fihren wiirde. Die verwendeten Filtersatze fur die Anregung und Detektion
der Fluoreszenzsignale wurden anhand der eingesetzten Fluoreszensfarbstoffe (Sybr
Green und 6-FAM) ausgewahlt. Als Referenz-Thermocycler wurde das kommerzielle

Realtime-System ABI 7300 von Applied Biosystems herangezogen. Die Auswertung
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der Messdaten mit dem Referenz-Thermocycler erfolgte mit der 7300 System SDS
Software.

USB-Kamera zur Tropfenbeobachtung

PCR-Chip mit der Probe

e Anregungseinheit mit LED und Filter
4 (Absorptionsmaximum = 470 nm)

Abbildung 15 Schematischer Chipaufbau mit Realtime-Detektion

Detektionseinheit mit Filter und Photo-
multiplier (Emissionsmaximum = 520 nm)

Die ermittelten Fluoreszenz-Rohdaten wurden nach folgendem System ausgewertet
(Abbildung 16). Im ersten Schritt wurde ein Wert fur das Grundrauschen ermittelt.
Dafur wurde der Mittelwert der Reportersignale (R,) wahrend der ersten PCR-Zyklen,
vor einem signifikanten Anstieg der Detektionskurve, errechnet. Im zweiten Schritt
wurde dieser Mittelwert von allen aufgenommenen Reportersignalen abgezogen und
SO0 AR, bestimmt. Dieser Schritt wird durchgefihrt, um Schwankungen auszuglei-

chen, die wahrend der PCR auftreten kdnnen.

Rn = normalisiertes Reportersignal
ARy = R, — Grundrauschen

I | Ct-Wert = Threshold-Cycle

[ Probe
| "
R. | Thresheld
Ce— A e
| Grundrauschen /| et
| bt S ITALt A Negativ-Kontrolle
I i I I I i f——
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
4 Zyklen
Cy-Wert

Abbildung 16 Auswertung einer Realtime-Detektionskurve
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In einem dritten Arbeitsschritt wurde fir jede aufgenommene Detektionskurve der C+-
Wert bestimmt. Der so genannte Threshold-Cycle (Ct-Wert) driickt die Zyklenzahl
aus, bei der zum ersten Mal ein Anstieg des Reportersignals tber die Grundlinie er-
fasst wird.

Fur eine Quantifizierung wurden die Cr-Werte gegen die logarithmische Verteilung
bekannter DNA-Konzentrationen aufgetragen, daraus die Standardkurve der jeweili-
gen DNA-Verdunnungsreihe ermittelt und Gber dessen Anstieg auf die PCR-Effizienz
(E) ruckgeschlossen (Gleichung 2). Eine PCR-Effizienz von 100 % entspricht einer
genauen Verdoppelung der Kopienzahl in jedem PCR-Zyklus.

Gleichung 2: E = (10°YAnste9)_1 — Anstieg = -3,3 = E = 100 %

2.10.2.1 Unspezifische Realtime-Detektion

Es wurde ausschlie3lich mit Sybr Green | der Firma Molecular Probes gearbeitet,
welches kommerziell 10.000x konzentriert in DMSO (Dimethylsulfoxid) zur Verfiigung
stand. Von der konzentrierten Losung wurde eine 20x Verdunnung in DMSO herge-
stellt, von welcher 0,5 ul pro 50 pl PCR-Ansatz hinzugefigt wurde. Dies entsprach
einer 0,2x Endkonzentration von Sybr Green im PCR-Ansatz. Die Bestimmung der
Nachweisgrenzen wurde analog zu dem im Abschnitt 2.9.3 (Seite 31) beschrieben
Versuchen auf dem PCR-Chip wiederholt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte
zum einen Uber die Analyse der Detektionskurve und zum anderen wurden die PCR-
Produkte unter Verwendung von Ethidiumbromid als Fluoreszenzfarbstoff auf ein A-

garosegel aufgetragen und nach der Elektrophorese ausgewertet.

2.10.2.2 Spezifische Realtime-Detektion

Fur den spezifischen PCR-Produktnachweis miitels Realtime-Detektion wurde eine
TagMan-Sonde verwendete, welche durch die Firma Thermo Electron GmbH synthe-
tisiert und mit den Fluoreszensfarbstoffen 6-FAM und TAMRA modifizert wurde. Da-
fur wurde an das 5" -Ende 6-Fam als Reporterfarbstoff, sowie an das 3"-Ende TAMRA
als Quencherfarbstoff angehangen. Die konstruierte Sonde hatte eine Lange von 31
Basen mit folgender Sequenz:

5 -TCTTATCCGAGTGGAAAATTTGCGTGTG-3".

Es wurde eine 10 pM LOsung der Sonde in Wasser hergestellt, wovon 0,5 pl auf ei-
nen 50 pl PCR-Reaktionsansatz verwendet wurden. Die Bestimmung der Nachweis-
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grenzen wurde analog zu dem im Abschnitt 2.9.3 (Seite 31) beschriebenen Versu-
chen auf dem PCR-Chip wiederholt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte Uber die
Analyse der Detektionskurve und zuséatzlich wurden die PCR-Produkte unter Ver-
wendung von Ethidiumbromid als Fluoreszenzfarbstoff auf ein Agarosegel aufgetra-

gen und nach der Elektrophorese ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Stationdre PCR in Chipthermocyclern

Die Versuchsreihen zur Durchfihrung von PCR-Reaktionen in Chipthermocyclern
umfassten im ersten Teil die Etablierung von PCR-Protokollen auf den stationdren
PCR-Chips. In Vorversuchen musste dabei die PCR-Kompatibilitat der verwendeten
Chipoberflachen geklart und die Reaktionsansatze entsprechend angepasst werden.
Die Oberflachenmodifizierung spielte dabei eine besondere Rolle. Fiur die folgenden
PCR-Versuche wurde das PCR-System p53-Exon 6 verwendet, welches im Abschnitt
1.1.1 (Seite 4) beschrieben wurde.

3.1.1 PCR-Kompatibilitatsuntersuchungen fir die Chip-PCR

Um zu untersuchen, ob die Chipoberflachen mit den eingesetzten Enzymen, der
DNA und anderen PCR-Reagenzien der Reaktionsansatze kompatible sind, wurden
PCR-Reaktionsanséatze mit verschiedenen Mengen an trockenem Chipmaterial-
pulvern versetzt, nach dem Protokoll 1 (Tabelle 13, Seite 30) im Tischthermocycler

amplifiziert und ihr Einfluss auf die PCR untersucht.

M1 2 3 4 5 6 M feels €23 ¥4 &5 6" M M: I 2 3 4 562M
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Zugabe von Glaspulver Zugabe von Siliziumpulver Zugabe von Li-Niobatpulver

Abbildung 17 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme, die den Einfluss der Zu-
gabe von verschiedenen Mengen Materialpulver auf eine PCR-
Reaktionen im Tischthermocycler (Volumen = 100 pl) zeigt:
links - Zugabe von Glaspulver; mitte - Zugabe von Siliziumpulver;
rechts - Zugabe von Li-Niobatpulver

Marker

neg. Kontrolle, ohne DNA
pos. Kontrolle, ohne Material
Zugabe von 5 mg Material
Zugabe von 10 mg Material
Zugabe von 15 mg Material
Zugabe von 20 mg Material
Marker

ZToOoOUAWNRZ

Die Auswertung der Gelaufnahmen nach der Elektrophorese (Abbildung 17) zeigten,

dass schon bei der Zugabe von 5 mg Materialpulver die PCR-Reaktion vollstandig
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inhibiert wurde. Dabei wurde der negative Einfluss unabhangig von der Materialart
(Glas, Silizium oder Li-Niobat) gleich stark sichtbar.

In einem weiteren Versuchsteil sollte beurteilt werden, ob sich die PCR-Effizienz
unter Verwendung von Additiven, wie BSA (Rinderserumalbumin) und Q-Solution
mafgeblich verbessern lasst. Dafiir wurden die beschriebenen Versuche mit dem
Protokoll 2 (Tabelle 13, Seite 30) wiederholt.

M 1 2 2k @B &5 e 1Y) M= SR SRE S /5 O 6=\ M 1 2 3 4 5 6 M
— — -
= = = = E =
'f-' = = = 8 -
SR S — — — D S SIS CaSe S - - -

Zugabe von Glaspulver Zugabe von Siliziumpulver Zugabe von Li-Niobatpulver

Abbildung 18 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme, die den Einfluss der Zuga-
be von verschiedenen Mengen Materialpulver in Kombination mit der
Verwendung von BSA und Q-Solution als Additive auf eine PCR-
Reaktionen im Tischycler (Volumen = 100 pl) zeigt:
links - Zugabe von Glaspulver; mitte - Zugabe von Siliziumpulver;
rechts - Zugabe von Li-Niobatpulver

Marker

neg. Kontrolle, ohne DNA
pos. Kontrolle, ohne Material
Zugabe von 5 mg Material
Zugabe von 10 mg Material
Zugabe von 15 mg Material
Zugabe von 20 mg Material
Marker
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Die erneute Uberpriifung der PCR-Kompatibilitat (Abbildung 18) zeigte unter Ver-
wendung entsprechender Additive bei der Zugabe von Glas und Silizium eine deutli-
che Verbesserung der PCR-Effizienz. Die PCR-Anséatze erreichten bei Silizium die-
selbe Produktausbeute wie in der positiven Kontrolle ohne Materialzugabe. Unter der
Zugabe von Glas wurde ein leichtes Abschwachen der Produktbande mit steigender
Materialmenge erkennbar. Dem gegenuber wurde die PCR bei der Zugabe von mehr

als 5 mg Li-Niobat-Pulver vollstandig unterdrickt.

Aufgrund dieser Ergebnisse der PCR-Kombatibilitdtsuntersuchungen erfolgte eine
Modifikation der Chipoberflachen mittels Dimethyldichlorosilan, Perfluorodecylsilan
und Teflon AF.
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3.1.2 Charakterisierung der modifizierten Chipoberflachen

Aufgrund dieser Ergebnisse der PCR-Kombatibilitatsuntersuchungen wurden die
Chipoberflachen mittels Dimethyldichlorosilan, Perfluorodecylsilan und Teflon AF, wie
Im Abschnitt 2.7 (Seite 23) beschrieben, modifiziert und anschlieRend charakterisiert.
Die Charakterisierung erfolgte zum einen Uber die Bestimmung der Kontaktwinkel,
worlber Aussagen zu den Benetzungseigenschaften abgeleitet wurden, sowie Uber
die Rasterkraft-Mikroskopie, welche Aussagen Uber die Schichtdicke und Homogeni-
tat der Oberflachenmodifikation zulasst.

Die Kontaktwinkelergebnisse zeigten, dass auf sauberen, unbehandelten Silizium-
und Glasoberflachen alle getesteten Flussigkeiten spreiteten und somit die Chipober-
flachen vollstandig benetzt wurden. Die beschichteten Oberflachen zeigten alle
hydrophobes Verhalten und wiesen einen Kontaktwinkel mit Wasser gro3er als 100°
auf. Bei der Kontaktwinkelbestimmung mit PCR-Ldsung lagen die Ergebnisse ca. 10°
niedriger. Dagegen zeigten die beschichteten Oberflachen bei der Messung mit
Mineral6l verschiedene Messergebnisse. Wahrend die Dimethyldichlorosilan-
Oberflachen mit Mineraldl noch gute Benetzungseigenschaften aufwiesen, zeigten
Telfon AF oder Perfluorosilanoberflachen ein partielles nicht-Benetzungsverhalten.
Mit der Kombination Perfluorodecylsilan (PFS) und Mineraldl konnte ein Kontaktwin-
kel von max. 85° erreicht werden. Die gewonnenen Messdaten sind detailliert in der
Tabelle 31 dargestellt.

Tabelle 31 Kontaktwinkel (KW) der verschiedenen Oberflachenbeschichtungen mit
Wasser, PCR-L6sung und Mineraldl

Flussige Phase
Feste Phase ~ - ”
Wasser PCR-LOsung Mineraldl
KW < 20° KW < 10° KW < 10°
Silizium, Glas e —
T L
. KW 100° - 110° KW 85° - 95° KW 30° - 50°
Dimethyl-
dichlorosilan [ &) . . —t...
KW110° - 120° KW 95° - 105° KW 65° - 75°
Teflon AF ﬂ a -
KW 110° - 120° KW 95° - 105° KW 75° - 85°
Perfluorodecylsilan n ﬂ ﬂ
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Zur weiteren Charakterisierung wurden zusatzlich die Oberflachenenergie nach drei
verschiedenen Methoden (Equation of State, Fowkes und Owens&Kaelble) bestimmt.
Aus Tabelle 32 wird ersichtlich, dass die totale freie Oberflachenenergie aller ver-
wendeten Beschichtungen im Vergleich zu den unbehandelten Glasoberflachen ge-
ring ist. Betrachtet man die Verteilung zwischen dispersen und polaren Anteilen der
Oberflachenenergie genauer, so wird deutlich dass die modifizierten Oberflachen fast
ausschlief3lich durch den dispersen Anteil (>90%) bestimmt sind.

Tabelle 32 Aufstellung freier Oberflachenenergien (SE) unterschiedlicher Be-

schichtungsarten mit ihren dispersen und polaren Anteile, sowie deren
Regressionskoeffizienten (RQ)

Methode
Oberflache [Eduation of State Fowkes Owens-W.-R. & Kaelble
SE SE SE SE SE
(total) RQ (disp.) RQ (total) (disp.) | (polar) | RQ
Glas 4593 | 0,9679 | 60,48 | 0,8649 | 50,27 26,54 23,74 |0,9387
Dimethdichl. 2155 10,9954 | 24,61 | 0,9719 | 19,36 17,51 1,85 |0,9973
Teflon AF 15,87 10,9982 | 16,66 | 0,9659 | 13,26 12,11 1,15 |0,9974
Perfluorodec.| 15,34 |0,9984 | 15,72 | 0,9484 | 13,37 12,73 | 0,63 [0,9824

Um einen Eindruck tber die Homogenitat der Beschichtungen und die Art ihrer Aus-
bildung, sowie ihrer Schichtdicke zu bekommen, wurden die modifizierten Oberfla-
chen mittel Rasterkraft-Mikroskopie untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass mit
allen angewanden Beschichtungsprotokollen geschlossene, homogene Oberflachen-

beschichtungen erzeugt werden konnten.

254 20
Hm nm .
7,307
- 204 | |
0 25 um 50 0 25 50

Abbildung 19 links - Ausschnitt einer Rasterkraft-mikroskopischen Aufnahme
einer Dimethyldichlorosilan-Beschichtung mit einer Flache
von 25 x 50 ym

rechts - Hohenprofil an der Kante zwischen Dimethyldichlorosilan
und der Glasoberflache

Bei der Beschichtung mit Dimethyldichlorosilan (Abbildung 19) betrug die Schicht-
héhe durchschnittlich 5 nm (SH im dargestellten Schnitt = 7,307 nm) und bei der
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Beschichtung mit Teflon AF (Abbildung 20) wurden ca. 60 nm gemessen (SH im dar-
gestellten Schnitt = 61,714 nm).

2 70—
pm nm -
61,714
- 70+ | |
0 25 50 0 25 50

um

Abbildung 20 links - Ausschnitt einer Rasterkraft-mikroskopischen Aufnahme
einer Teflon AF-Beschichtung mit einer Flache von
25 x50 pym
rechts - Hohenprofil an der Kante zwischen Teflon AF und der Glas-
oberflache

Dabei wies Perfluorodecylsilan (Abbildung 21) eine durchschnittliche Schichthéhe
(SH) von 10 nm auf (SH im dargestellten Schnitt = 8,717 nm).

2 20—
pm & nm
8,717
0 T 1 - 207 I |
0 25 um 50 0 25 50

Abbildung 21 links - Ausschnitt einer Rasterkraft-mikroskopischen Aufnahme
einer  Perfluorodecylsilan-Beschichtung mit einer Flache
von 25 x 50 ym

rechts - Hohenprofil an der Kante zwischen Perfluorodecylsilan und
der Glasoberflache

In einer weiteren Untersuchung sollte die Stabilitat der verwendeten Oberflachenmo-
difikationen unter PCR-Bedingungen Uberprift werden. Daher wurden in Vorversu-
chen unstrukturierte Glaschips mit den drei beschriebenen Beschichtungsarten (Di-
methyldichlorosilan, Teflon AF, Perfluorodecylsilan) modifiziert. Die PCR-Versuche
wurden auf dem Tischthermocycler unter Verwendung des in-situ-Adapter durchge-
fuhrt. Daftir wurden je 3 pl PCR-Ansatz unter Verwendung von Mineralol zur Uber-
schichtung auf einer markierten Stelle der Glaschipoberflache amplifiiziert. Ziel war

es, die Kontaktwinkel der Oberflachen Uber einen Zeitraum von 10 PCR-Laufen (a 25
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Zyklen) zu verfolgen. Die Ergebnisse der PCR-Versuche wurden parallel dazu mittels
Gelelektrophorese ausgewertet. Die Kontaktwinkelmessungen erfolgten mit Wasser,

PCR-L6sung und Mineraldl. Beispielhaft fur das Verhalten der Flissigkeiten Uber die
Anzahl von 10 PCR-Laufen wurde im Diagramm 1 der Kontaktwinkelverlauf von
Wasser (PCR-Losung => Diagramm 11, Mineralél => Diagramm 12: Anhang,

Seite 105) dargestellt.

—O— Dimethyldichlorosilan —%—Teflon AF Perfluorodecylsilan

115,v

o R
= 1100 ‘*"’"‘\*
3 \/

~ P~ X
£ 1050 CW — e 9
= S
£ 100,0 - P
e
c i
S 950
<

9010 T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PCR-Zyklen

Diagramm 1 Stabilitat der Kontaktwinkel von Wasser tuber 10 PCR-L&ufe in Abhan-
gigkeit von der Oberflachenbeschichtung

Nach jedem PCR-Lauf wurde beim Auftragen von Wasser auf die Oberflache sicht-
bar, dass sich die Kontaktwinkel nur in einem geringem Bereich zwischen 95 und 112

Grad anderten, dabei zeigten Teflon AF und Perfluorodecylsilan leicht abnehmende

Tendenz.

i o WY W AT | 0D e A Ged s BYOM e 4. M

-_— -——

- - - = = =
— — e e —a —
— — —
= = = = = =
— —— — — T ems e e —

Abbildung 22 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen, die den Einfluss auf die
PCR-Effizienzen im Abhangigkeit von der Anzahl der PCR-Laufe auf
identischen Reaktionsflachen auf dem Chip zeigen:

links - 1. PCR-Lauf; mitte - 5. PCR-Lauf; rechts - 10. PCR-Lauf
Marker

pos. Kontrolle, TC

Dimethyldichlorosilan, in-situ-Adapter

Teflon AF, in-situ-Adapter

Perfluorodecylsilan, in-situ-Adapter

Marker

ShPONERPZ
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Betrachtet man die im Abbildung 22 dargestellten Ergebnisse der PCR-Laufe, so war
zu erkennen, dass im Bezug auf die Referenzproben aus dem Tischthermocycler
sich die Produktbanden in ihrer Intensitat nicht merklich in Abhéngigkeit von der An-

zahl der PCR-Laufe unterschieden.

Als Ergebnis lasst sich festhalten, dass alle getesteten Beschichtungen fir die statio-

naren Chipthermocycler ahnlich gut geeignet sind.

3.1.3 Entwicklung eines stationaren PCR-Chipthermocyclers

Um zu untersuchen ob sich Mikrochip-Thermocycler fir die Durchfihrung von PCR-
Reaktionen mit geringen Probenvolumen (<10 pl) eignen, wurde ein spezielles Chip-
layout entwickelt (Abbildung 23). Es umfasste 4 Heizer- und Sensorstrukturen, die
getrennt ansteuerbar sind. Dabei wurden die Platinheizer- und Temperatursensoren
um ein quadratisches Detektionsfenster (2 x 2 mm) angeordnet. Aul3erdem
wurde ein kreisformiger fluidischer Anker, mit einem Durchmesser von 1,7 mm in
zwei Detektionsfenster eingebracht. Der Leistungsbedarf der Heizer betrug 1,5 W.
Der Widerstand der Sensoren bei Raumtemperatur lag in Abhangigkeit von der Pla-
tinschichtdicke zwischen 400 und 600 Q. Die Temperaturgenauigkeit der Strukturen

war bis auf 0,1 K einstellbar und regelbar.

[ 12 8] J‘L | | J’L (]2 o] Grundmaterial: Glas

E Schichtengenerierung und -strukturierung:

1 Sputtern von Platin (Heizer- und Sensorstrukturen)
2 Sputtern von Gold (Zuleitung, Anschlusspads, fluid. Anker)
3 nass-chemisches Atzen von Gold
4 reaktives lonenéatzen (RIBE) von Platin
5 Plasmainduziertes chemisches Bedampfen (PECVD) mit
SiOxN,/SiOy (elektrische Isolationsschicht)

l= s | 6 nass-chemisches Atzen von SiO«N,/SiOy

Abbildung 23 Darstellung des verwendeten Chiplayout mit der Beschreibung des
Schichtaufbaus

Wenn nicht anders angegeben, wurden mit Teflon AF beschichtete Oberflachen ver-
wendet, wodurch stabile Oberflachenbeschichtungen mit besonderen Benetzungsei-
genschaften erzielt wurden. Der Vorteil von Teflon AF lag neben seiner einfachen
Handhabung, bei der geringen Kontaktflache des PCR-Tropfens zur Chipoberflache.
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Als Deckelmedium zum Verdunstungsschutz kam Mineral6l, im Allgemeinen mit ei-

nem Volumen von 10 — 20 ul, zum Einsatz (Abbildung 24).

Passivierung

Diinnfilm Heveer und Sensoran

(b)

Abbildung 24 (a) Aufnahme eines PCR-Tropfens (blau) der mit Mineraldl
gedeckelt wurde.
(b) Funktionsprinzip der PCR auf planaren Chipoberflachen

3.1.3.1 Funktionsnachweise der stationaren PCR-Chips

Vergleich Tischthermocycler (TC) — in-situ-Adapter — stationarer PCR-Chip

Um die Funktionsweise und Leistungsfahigkeit der stationaren Chipthermocycler ein-
zuschatzen wurde Untersuchungen zur Gegenuberstellung mit einem konventionel-
len Geratesystem durchgefihrt. Daftir wurden die Produktausbeuten der PCR in Ep-

pendorf-ReaktionsgefalRen, auf dem in-situ-Adapter und dem stationaren PCR-Chip

miteinander verglichen (Abbildung 25).

Abbildung 25 links - Tischthermocycler mit Eppendorf-Reaktionsgefal3en
mitte - Tischthermocycler mit in-situ-Adapter
rechts - stationédrer PCR-Chip

Die Auswertung erfolgte mittels Grauwertanalyse der originalen Abbildungen der
Produktbanden im Agarosegel nach der Gelelektrophorese. Dabei wurde fir alle
Versuche der identische PCR-Ansatz verwendet. Die Experimente in Eppendorf-
Reaktionsgefallen wurden mit einem Standardvolumen von 25 pl, sowie um die Er-
gebnisse vergleichbar zu machen mit 3 pl PCR-L6sung und 10 pl Mineraldl-
Uberschichtung durchgefiihrt. Die stationaren Chipthermocycler wurden auf ver-

schiedene Art und Weisen betrieben. Als erstes erfolgte die Temperierung Uber einen
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auf den Tischthermocycler aufgesteckten in-situ-Adapter. Fir eine bessere Warme-
Ubertragung wurde auf diesen Thermopaste gleichmafig verteilt, auf welche danach
die Chips platziert wurden. Die zweite Betriebsweise war die Chips uber die integrier-
ten Heizerstrukturen zu heizen. Auf dem PCR-Chip wurde eine Heizrate von 4 K/s
festgelegt, welche unter Umsténden auf 15 K/s héatte erhéht werden kdnnen. Die vom
Hersteller des Tischthermocyclers angegebenen 3 K/s Heizrate fir den Thermoblock
wurde nicht erreicht. Bei der Messung mit dem Eppendorf-Reaktionsgefald wurden
1 K/s und mit dem Chip auf dem in-situ-Adapter 0,5 K/s ermittelt. Die durchschnittli-
chen Kuhlraten lagen bei dem PCR-Chip bei 3 K/s, bei dem Tischthermocycler unab-
hangig von der Betriebsweise bei 0,5 K/s. Daraus ergaben sich fir die gesamte Re-
aktionszeit bei einer PCR mit 35 Zyklen gerateabhangig folgende Werte: Tischther-
mocycler mit Reaktionsgefal3 = 1 h : 44 min; Tischthermocycler mit in-situ-Adapter =
3 h : 54 min; PCR-Chip = 48 min.

Marker

neg. Kontrolle, ohne DNA

TC: pos. Kontrolle 25 pl

TC: 3 pl+ 10 ul Ol )

in-situ-Adapter: 3 pl + 10 ul Ol

Chip: 3 pl + 10 pl Ol
Marker

M 1 2 3 4 5 M

—-—

]
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Abbildung 26 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zum Vergleich der PCR-
Effizienz von Tischthermocycler (TC), in-situ-Adapter und PCR-Chip
unter Angabe der Reaktionsvolumina und der quantitativen
Auswertung  der  Produktbanden  mittels  Grauwertanalyse
(Anhang, Seite 105), PCR-Ansatz ohne Zugabe von Additiven

Bei der Durchfihrung der PCR nach dem Protokoll 1 (Tabelle 13, Seite 30) ohne Zu-
gabe von Additive konnte lediglich beim Tischthermocycler ein Produktnachweis er-
folgen (Abbildung 26). Die Starke der Produktbande war dabei unabhangig vom ein-
gesetzten PCR-Volumen, 25 und 3 pl, gleich gro3. Bei den PCR-Laufen auf dem in-
situ-Adapter und dem PCR-Chip konnte kein PCR-Produkt nachgewiesen werden.

Die Auswertung der PCR-Versuche unter der Verwendung des Protokolls 2
(Tabelle 13, Seite 30) mit Zugabe von Additiven (Abbildung 27) zeigte vergleichbar
starke Produktbanden zwischen den getesteten Versuchsanordnungen im
Tischthermocycler, dem in-situ-Adapter und dem stationaren PCR-Chip. Die Grau-
wertanalyse bestatigte den optischen Eindruck und ergab Bandenintensitaten im Be-

reich von 6,7 bis 7,8. Die Abweichung vom Mittelwert betrug dabei weniger als 10%.
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e o Marker

o ey neg. Kontrolle, ohne DNA
— - pos. Kontrolle TC 25
= = TC 3 pl + 10 pl Mineralél

in-situ-Adapter 3 pl + 10 pl Mineraldl
Chip 3 pl + 10 pl Mineralol
Marker

ZOAWNREZ

Abbildung 27 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zum Vergleich der PCR-
Effizienz von Tischthermocycler (TC), in-situ-Adapter und PCR-Chip
unter Angabe der Reaktionsvolumina und der quantitativen
Auswertung der Produktbanden mittels Grauwertanalyse, PCR-
Ansatz mit Zugabe von Additiven (BSA + Q-Solution)

Als Ergebnis wurde damit der Funktionsnachweis der entwickelten stationaren
Chipthermocycler unter Verwendung von Teflon AF als Oberflachenbeschichtung
und einem Reaktionsvolumen von 3 pl bei einer Reaktionszeit Uber 25 PCR-Zyklen

von 48 Minuten erbracht.

Vergleich verschiedener PCR-Kits im Tischthermocycler und auf dem PCR-Chip

Nach dem prinzipiellen Funktionsnachweis der stationaren PCR-Chipthermocycler
wurde Uberprift, welchen Einfluss die Verwendung unterschiedlicher kommerzieller
PCR-Kits auf das PCR-Ergebnis hat. Grundsatzlich kénnen fir die PCR-Anséatze ver-
schiedene PCR-Kits verwendet werden. Die Kits unterscheiden sich dabei im Allge-
meinen in der Zusammensetzung der Puffer und in der Modifizierung der DNA-
Polymerase. Es wurden verschiedene PCR-Kits der Firma Qiagen getestet. Dabei
wurden neben Mastermix-Ansatzen vor allem die Eignung von modifizierten Poly-
merasen, sogenannte HotStart-Polymerasen, Gberpruft.

Die gezeigten Aufnahmen (Abbildung 28) wiesen deutliche Unterschiede in den Pro-
duktausbeuten zwischen den Tischthermocycler-Laufen und dem stationdren PCR-
Chip auf. Wahrend die verschiedenen PCR-Kits im Tischthermocycler vergleichbare
Ergebnisse zeigten (Gel links), verhielten sich die verwendeten Kits auf dem
Chipthermocycler (Gel rechts) sehr unterschiedlich. Besonders deutlich wird der Un-
terschied zwischen den Standard-Ansatzen und den Master-Mix-Ansatzen. Die Pro-
duktausbeuten der Standard-Ansatze auf dem stationdren PCR-Chip waren in Ab-
hangigkeit von der eingesetzten Polymerase vergleichbar grof3. Dagegen waren die
Produktausbeuten mit den Master-Mix-Ansatzen sichtbar niedriger und im Fall der

HotStart-Polymerase kaum nachweisbar.
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M 1 2 3 4 M M 1 2 3 4 M M Marker
- 1 Tag-Polymerase
2 Tag-Polym.-MasterMix
-— - @ - - 3 HotStart-Polymerase
- - @ = 4 HotStart-Polym.-MasterMix
— —
- . - = M Marker
— — . —
— — | — ——

Abbildung 28 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich der PCR-
Effizienz von Tischthermocycler (Gel links) und stationaren PCR-
Chip (Gel rechts) mit verschiedenen PCR-Kits der Firma Qiagen bei
einem Reaktionsvolumen von 3 pl

Die Ergebnisse lielRen damit den Schluss zu, dass die MasterMix-Kits der Firma Qia-
gen sich nicht fir PCR-Reaktionen auf den stationaren PCR-Chipthermocycler eig-

nen.

Vergleich verschiedener Volumen an PCR-L6sung auf dem stationdren PCR-Chip

Ein Vorteil der stationdren Chipthermocycler liegt bei der Analyse kleiner Probenvo-
lumina. Daher sollte in den nachsten Untersuchungen geklart werden, wie weit man
das Volumen an PCR-LOsung reduzieren kann, ohne dass die PCR-Reaktion auf-
grund von Limitierungen der Reagenzien behindert wird. Das dabei verwendete

Volumen an Mineral6l zum Deckeln wurde mit 10 pl konstant gehalten.

o i=lPR s T - h

Marker

pos. Kontrolle TC 25 ul
Chip 0,5 pl + 10 pl Mineraldl
Chip 1,0 pl + 10 pl Mineralol
Chip 2,0 pl + 10 pl Mineralol
Chip 3,0 pl + 10 ul Mineralol
Marker

PN
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Abbildung 29 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zum Vergleich der PCR-
Effizienz auf dem PCR-Chip in Abhangigkeit von dem aufgegebenen
PCR-Volumen

Die Abbildung 29 zeigt, dass das minimal verwendbare Volumen bei 1 pl PCR-

Ansatz lag. Mit diesem Volumen konnte allerdings nur eine geringe Produktausbeute

erzielt werden. Ab einem Volumen von 2 pl wurde die PCR-Effizienz deutlich erhdht

und damit entsprechend gute PCR-Ergebnisse, vergleichbar zu einem 25 ul PCR-

Ansatz im Tischthermocycler, erreicht.
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Vergleich verschiedener PCR-Systeme im Tischthermocycler und auf dem PCR-Chip

Um die universelle Einsatzfahigkeit des PCR-Chips nachzuweisen, wurden verschie-
dene PCR-Systeme getestet und mit dem Tischthermocycler verglichen. Bei den
verwendeten PCR-Systemen handelte es sich um Genabschnitte der Human-
Papillomavirus-DNA  (HPV), der Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
(GAPDH) und des Tumorsuppressorgens p53. Die amplifizierten PCR-Produkte un-
terschieden sich in ihrer Fragmentlange von 740, 379 und 131 Basenpaaren (bp).
Die eingesetzten Protokolle sind im Abschnitt 2.9.1 (Tabelle 12, Protokoll 2-
Tabelle 13, Seite 30) beschrieben.

bp Vil il e SR (s Gy RHCEE Y M Marker
1 TC: HPV 740 bp

1057 w740 bp i 2 Chlp: HPV 740 bp

170 —F - = = o — 3 TC: GAPDH 379 bp
495 — = P = 4 Chip: GAPDH 379 bp
341 — — m = - .

210 W i by 5 TC_. p53 131 bp

162 — - an — 6 Chip: p53 131 bp

79 —— M Marker (X174 Hinc Il)

Abbildung 30 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zum Vergleich der PCR-
Effizienz von Tischthermocycler und PCR-Chip mit verschiedenen
PCR-Systemen (HPV, GAPDH, p53)

Der Abbildung 30 kann entnommen werden, dass die verschiedenen PCR-Systeme
auf dem stationaren PCR-Chip vergleichbar gute Ergebnisse zum Tischthermocycler
aufwiesen. Unabhangig von der Anzahl der Basenpaare konnten alle PCR-

Fragmente erfolgreich amplifiziert werden.

3.1.3.2 Vergleich der Nachweisgrenzen Tischthermocycler, in-situ-Adapter und
PCR-Chip

Nachdem der prinzipielle Funktionsnachweis der PCR-Chips erbracht wurde, war es
notig, die unteren DNA-Nachweisgrenzen zu bestimmen und die PCR-Effizienzen der
verschiedenen PCR-L&aufe (Tischthermocycler, in-situ-Adapter und PCR-Chip) mit-
einander zu vergleichen. Daflr wurde das bisher verwendete PCR-Protokoll auf ein
2-Temperatur-Schritt-Protokoll (Tabelle 16, Seite 31) modifiziert und auf 35 PCR-
Zyklen erhoht.

Fur die Nachweisgrenzenbestimmung wurden DNA-Startkonzentrationen von 2000,

200, 20 und 2 Molekule/ul im Reaktionsansatz eingesetzt. Zusatzlich wurde in jedem
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Versuchsteil eine Negativkontrolle ohne DNA mitgefuhrt. Es wurden jeweils 3 pl

PCR-L6sung und 10 pl Mineraldl fur die Reaktionen verwendet.
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Abbildung 31 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich der Nach-
weisgrenzen von Tischthermocycler, in-situ-Adapter und PCR-Chip:
links - Tischthermocycler; mitte - in-situ-Adapter; rechts - PCR-Chip

Marker

2000 Molekule/pl
200 Molekule/pl
20 Molekule/pl

2 Molekile/ul
ohne DNA
Marker
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Das linke Gel der Abbildung 31 zeigt fur die PCR im Tischthermocycler bei einer Ge-
samtmolekilzahl von 6 noch eine deutliche Produktbande. Dagegen ist bei der PCR
auf dem in-situ-Adapter (mittleres Gel) in diesem Molekilbereich nur noch eine sehr
schwache Produktbande erkennbar. Mit der Chip-PCR (rechtes Gel) wurde ein Er-
gebnis erzielt, welches von der Bandenintensitat zwischen dem Tischthermocycler

und dem in-situ-Adapter einzuordnen ist.

Damit wurde fur alle getesteten Gerateansatze unter den beschriebenen Bedingun-

gen eine untere Nachweisgrenze von 2 Molekilen/ul-Reaktionsansatz erzielt.

3.1.3.3 Chip-PCR mit unspezifischer Realtime-Detektion der PCR-Produkte

Ein Problem der Chip-PCR ist das Handling und die Analyse der kleinen PCR-
Volumen. Daher wurde eine Realtime-Detektion zur Analyse der PCR-Produkte an-
gestrebt. Zur unspezifischen Detektion von doppelstrangiger DNA werden interkalie-
rende Farbstoffe wie Ethidiumbromid und Sybr Green eingesetzt. Aus Grinden der
Empfindlichkeit solcher Fluoreszenzfarbstoffe wurde sich im Folgenden fur Sybr-
Green entschieden. Dieser Fluoreszenzfarbstoff behindert allerdings in zu hohen
Konzentrationen die PCR-Reaktion, daher musste als erstes untersucht werden, wel-

ches die optimale Menge ist, die dem PCR-Ansatz zugesetzt werden kann.
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Kommerziell lag die Sybr Green Losung 10.000x konzentriert vor. Die empfohlene
Endkonzentration im PCR-Ansatz sollte ca. 0,25x konzentriert sein. Daher wurden
vier Verdinnungsstufen im Bereich von 0,1x bis 0,8x konzentriert getestet. Alle PCR-
Produkte wurden unabhéangig von der Zugabe von Sybr Green fir die Realtime-
Detektion wahrend der Elektrophorese im Gel mit Ethidiumbromid nachgefarbt.

In Abbildung 32 kann man erkennen, dass die PCR-Reaktion bei einer 0,8x Konzent-
ration an Sybr Green vollstdndig unterdrickt wurde. Bei einer 0,4x bis 0,1x Konzent-
ration konnte dagegen ein vergleichbares PCR-Ergebnis erzielt werden wie in einem

Ansatz ohne Zugabe von Sybr Green. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im weiteren

Verlauf immer mit einer 0,2x Konzentration von gearbeitet.

Ml a2 SECSERUATELE ok M Marker

1 ohne Sybr Green

— - 2 Sybr Green 0,8x

= = 3 Sybr Green 0,4x

- = 4 SybrGreen 0,2x

e — 5 Sybr Green 0,1x
- e M Marker

Abbildung 32 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zur Bestimmung der
optimalen Sybr Green Konzentration fir eine Realtime-Detektion der
PCR-Produkte

Fur die Vergleichsversuche mit Realtime-Detektion zwischen dem Realtime-
Thermocycler ABI 7300 und dem stationdren PCR-Chip wurden die identischen
PCR-Ansatze verwendet, welche nach dem Protokoll 2 aus Tabelle 13 (Seite 30)
hergestellt wurden. Das Reaktionsvolumen entsprach auf dem stationaren PCR-Chip

3 pl und im Realtime-Thermocycler 25 pl.

Marker

2000 Molekule/pl
200 Molekule/ul
20 Molekule/pl

2 Molekule/ul
ohne DNA
Marker
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Abbildung 33 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich der Nach-
weisgrenzen von Tischthermocycler (links) und PCR-Chip (rechts)
unter Einsatz der Realtime-Detektion mit Sybr Green
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Die Abbildung 33 zeigt die gelelektrophoretische Auswertung einer Verdinnungs-
reihe mit einer DNA-Ausgangskonzentration von 2000 Molekilen/ul in 10-er Potenz-
schritten fallend bis auf 2 Molekile/ul und einer Negativkontrolle ohne DNA im Ver-
gleich zwischen dem kommerziellen Realtime-Thermocycler ABI 7300 (links) und
dem stationdren PCR-Chip (rechts). Die Elektrophoresegele zeigten bei beiden Ver-
suchen Produktbanden bis zu einer Nachweisgrenze von 2 Molekulen/pl, womit das
Ergebnis der Nachweisgrenzen ohne Realtime-Detektion bestatigt wurde.

Tabelle 33 Festlegung der Auswerteparameter fur den kommerziellen Realtime-
Cycler (ABI 7300) und den PCR-Chip mit Sybr Green

Auswerteparameter ABI 7300 PCR-Chip
Baseline 3. bis 10. Zyklus 3. bis 10. Zyklus
Threshold (delta Ry) 5.000 75.000

Die Auswertung der Detektionskurven zu den zuvor gezeigten Elektrophoresegelen
des kommerziellen Realtime-Thermocyclers (Diagramm 2) und des stationaren PCR-
Chips (Diagramm 3) zeigen prinzipiell &hnliche Kurvenverlaufe, wobei die Reporter-

signale (delta Ry) bei dem Chipthermocycler deutlich héher lagen.

88000 1950000 -
78000 -
68000 -
58000 -
48000 -
38000 -
28000 -
18000

8000 - -
2000 |mmmmmmmmena @it -50000 -FEERES
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
PCR-Zyklen PCR-Zyklen

1450000 -

950000 -

delta Rn
delta Rn

450000 -

Diagramm 2 links - Detektionskurven des Realtime-Cyclers ;45600 5000 Molekiile/jul

ABI 7300 mit verschieden DNA-Ausgangs- aanAA 200 Molekiile/l
konzentration *skkk 20  Molekile/ul
Diagramm 3 rechts - Detektionskurven des PCR-Chips 2 Molekule/ul

mit verschieden DNA-Ausgangs- - ohne DNA

konzentrationen

Die bei dem jeweils festgelegten Threshold (Tabelle 33) ermittelten Ct-Werte, fir die
einzelnen DNA-Konzentrationen, lagen bei dem ABI 7300 immer leicht Gber denen
des stationaren PCR-Chips. Anhand der gezeigten Ct-Werte (Tabelle 34) konnte zu

jeder Versuchsreihe eine Standardgerade und deren Anstieg bestimmt werden.
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Tabelle 34 Ct-Werte des ABI 7300 und des PCR-Chips in Abhéngigkeit von
der DNA-Konzentration

DNA-Konzentration Ct-Werte -
ABI 7300 PCR-Chip
2000 Molekule/pl 17,68 16,85
200 Molekule/pl 21,12 19,80
20  Molekule/pl 25,40 23,63
2 Molekdle/ul 27.48 26,88

Die Genauigkeit der einzelnen Messwerte zu den dargestellten Standardgeraden
(Diagramm 4, Diagramm 5) wird durch das BestimmtheitsmaR R? angegeben, wel-
ches bei dem kommerziellen Realtime-Thermocycler mit 98,4 % und beim stationa-
ren PCR-Chip mit 99,8% errechnet wurde. Anhand der Steigung der jeweiligen Stan-
dardgeraden konnte auRerdem auf die PCR-Effizienz (Berechnung 2.10.2, Seite 38)
rickgeschlossen werden:

ABI 7300 : Anstieg der Standardgerade = -3,368 = Effizienz = 98%

PCR-Chip: Anstieg der Standardgerade = -3,392 = Effizienz = 97%.

D 30 S 30
o o
£ 25 £ 25
7] n
9 | ’\\’\' E - \
e e
= 15 = 15
T 10l Y7 -3,368x + 28,986 E 0l Y= -3,2392x + 27,899
p= R® = 0,984 = R®=0,9978
s} | | | G ‘ ‘ |
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Ig DNA-Konzentration Ilg DNA-Konzentration

Diagramm 4 links - Standardgerade der Verdinnungsreihe des ABI 7300
Diagramm 5 rechts - Standardgerade der Verdiinnungsreihe des PCR-Chips

3.1.3.4 Chip-PCR mit spezifischer Realtime-Detektion der PCR-Produkte

Fur einen spezifischen Produktnachweis mittels Realtime-Detektion wurde eine dop-
pelt-fluoreszenzmarkierte TagMan-Sonde konstruiert, die spezifisch an einem be-
stimmten DNA-Abschnitt des gesuchten PCR-Produktes bindet (Abschnitt 2.10.2.2,
Seite 40). Unter Einsatz dieser Sonde wurden die Versuche zur Bestimmung der

Nachweisgrenze, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, wiederholt.
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Die ausgewerteten Gelaufnahmen zeigten fir die PCR im ABI Realtime-
Thermocycler (Abbildung 34-links) und auf dem stationaren PCR-Chip (Abbildung 34-

rechts) eine Nachweisgrenze bei 2 Molekilen/pl.

Mo 1.0n200 3.0 45 ' 4 M 1 2 3 4 5 M M Marker
1 2000 Molekule/pl
- -—" - e 2 200 Molekile/ul
= E = = 3 20 Molekiile/ul
! = = 2 ., 2 Molekile/ul
- e G & - = amts = 5 ohne DNA
T o - M Marker

Abbildung 34 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich der Nach-
weisgrenzen von Tischthermocycler (links) und PCR-Chip (rechts)
unter Einsatz der Realtime-Detektion mit TagMan-Sonden

Aus der Tabelle 35 sind die Parameter (Baseline, Threshold) zu entnehmen, mit de-

nen die Auswertung der folgenden Detektionskurven erfolgte.

Tabelle 35 Festlegung der Auswerteparameter fir den kommerziellen Realtime-
Thermocycler (ABI 7300) und den Chipthermocycler mit TagMan-

Sonden

Auswerteparameter ABI 7300 PCR-Chip
Baseline 7. bis 22. Zyklus 3. bis 10. Zyklus
Threshold (delta Rp) 100 10.000

20000 350000

15000 4 300000 -
- o5 < 250000
¢ 100001 Ca @ 200000 -
© 5000 - o 4 © 150000 -
E o A ‘x\?‘ =
] I L P - @® 100000 -
° 01" e | © 50000 {oxeE

5000 e | 0 %

-10000 T T T T T T T T 1 -50000 ; ; ; ;

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
PCR-Zyklen PCR-Zyklen

Diagramm 6 links - Detektionskurven des Realtime-Cyclers ©0000 2000 Molekiile/pl

ABI 7300 mit verschieden DNA-Ausgangskon- 24444 200 Molekule/pl
kkkk 20 Molekile/pl

. zentration . . 2 Molekile/p
Diagramm 7 rechts - Detektionskurven des PCR-Chips ohne DNA
mit verschieden DNA-Ausgangskonzen-
trationen

Bei den Kurvenverlaufen der einzelnen DNA-Konzentrationen konnten, aul3er der

Hohe der Reportersignale, keine weiteren Unterschiede zwischen dem ABI-Cycler
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(Diagramm 6) und dem PCR-Chip-System (Diagramm 7) festgestellt werden. Die
gemessenen Fluoreszenzsignale lagen analog zu den Sybr Green Versuchen auf
dem stationaren PCR-Chip deutlich (10-fache) hoher als die bei den Messungen im
ABI-Cycler.

Die Signalhtéhen bei der DNA-Konzentration von 2 Molekilen/ul lagen bei beiden
verwendeten Technologie-Plattformen unter den festgelegten Werten fir den
Threshold und konnten daher nicht mit in die Berechung der Ct-Werte (Tabelle 36)
fur die Standargeraden einfliesen.

Tabelle 36 Ct-Werte des ABI 7300 und des PCR Chips in Abhangigkeit von der
DNA-Konzentration

DNA-Konzentration Ct-Werte ,
ABI 7300 PCR-Chip

2000 Molekule/pl 25,52 24,18

200 Molekule/pul 28,45 28,08

20  Molekule/ul 34,09 32,85

2 Molekdile/ul nicht auswertbar nicht auswertbar

Die Genauigkeiten der Standardgeraden wurden fir den ABI-Cycler mit 96,77% und
fur den PCR-Chip mit 99,67 % berechnet. Anhand der berechneten Steigung der
Standardgeraden (Diagramm 8, Diagramm 9) wurden folgende PCR-Effizienzen be-
stimmt:  ABI 7300 : Anstieg der Standardgerade = -4,285 = Effizienz = 71%

PCR-Chip: Anstieg der Standardgerade = -4,335 = Effizienz = 70 %
Somit lag die PCR-Effizienz bei der Verwendung der TagMan-Sonde flr beide Sys-
teme ca. 30 % unter den ermittelten Effizienzwerten bei der Verwendung von Sybr
Green als Fluoreszenzfarbstoft.

T 40 T 40
2 351 Q35
8 30 $ 30 A
E 25 _E 25 |
20 - — 20
< 15| y=-4,285x + 39,213 < 151 Y =-4,335x + 38,345
£  R'=09677 2191 R*=0,9967
S o | ‘ ‘ S o ‘ | ‘
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
lg DNA-Konzentration Ilg DNA-Konzentration

Diagramm 8links - Standardgerade der Verdinnungsreihe des ABI 7300
Diagramm 9 rechts - Standardgerade der Verdinnungsreihe des PCR-Chips
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Die Ergebnisse mit Realtime-Detektion zur Echtzeitiberwachung des Amplifi-
kationsprozesses auf dem stationdren PCR-Chip ergaben, dass der entwickelte De-
tektionsaufbau vergleichbare Nachweisgrenzen zum konventionellen Realtime-
Thermocycler erzielt. Dabei wurden fur den Nachweis mit Sybr Green 2 Molekule/ul
und mit der spezifischen TagMan-Sonde 20 Molekile/ul Reaktionsansatz erfolgreich
detektiert.

3.1.3.5 Chip-PCR in Kombination mit on-Chip-Hybridisierung

Eine weitere Moglichkeit des spezifischen Produktnachweises ist die Hybridisierung
an spezifische Sonden nach der eigentlichen PCR-Reaktion. In diesem Versuchsteil

sollte getestet werden, ob eine Hybridisierung auf dem PCR-Chip mdglich ist.

-------------- KOH (keine Bindung an Oberflache)

Missmatch (keine Hybridisierung)
‘rrO direkt markierte Sonde (Kontrolle der
'E Anbindung an die Oberflache)

! jIl—O Hybrid (erfolgreiche Hybridisierung

zwischen Sonde und markierten PCR-
Produkt)

Abbildung 35 Schematische Darstellung der Hybridisierungsproben auf dem PCR-
Chip.

Als Hybridisierungssonde wurde dabei dieselbe Sequenzfolge wie bei der TagMan-
Sonde verwendet, nur wurde diese am 5°-Ende mit einer Aminogruppe, fur die An-
bindung an die Oberflache, modifiziert. Die Uberprifung der erfolgreichen Hybridisie-

rung erfolgte Uber den Einbau eines fluoreszenzmarkierten Primers wahrend der
PCR (Abbildung 35).

1 erfolgreiche Hybridisierung des PCR-Produkts mit
der Sonde

2 neg. Kontrolle ohne Sonde (Missmatch)

3 pos. Kontrolle mit direktmarkierter Sonde, anderer
Sequenz

4 pos. Kontrolle mit direktmarkierter Sonde, anderer
Sequenz

Abbildung 36 Chipaufnahme des Spotmusters nach der Hybridisierung
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Nach Optimierung des Hypridisierungsprotokolls und der richtigen Spotplatzierung
auf dem Chip war es moglich, einen erfolgreichen PCR-Produktnachweis mittels On-
Chip-Hybridisierung durchzufuhren.

In der Abbildung 36 ist die erfolgreiche Hybridisierung mit der Sonde (Position 1) so-
wie die positiven Kontrollen mit den direktmarkierten Sonden zu erkennen (Positio-
nen 3, 4). Auf diese Weise wurde die erfolgreiche Anbindung der Sonden Uber eine
chemische Ringoffnung an den oberflachenmodifizierten Chips nachgewiesen. An
Position 2 wurde KOH als negative Kontrolle gespottet. Hier ist, wie zu erwarten, kein
Bindeereignis mit dem PCR-Produkt aufgetreten. Damit konnte nachgewiesen wer-

den, dass keine unspezifische Bindungen an der Chipoberflache auftreten.

3.2 Entwicklung von Chipthermocyclern fir die Durch-
fluss-PCR

Neben den stationaren Chipthermocyclern wurde Chipsysteme fur die Durchfuhrung
von PCR-Reaktionen im Durchfluss entwickelt. Im Folgenden wurden Untersuchun-
gen durchgefiihrt, welche deren Funktionsweise und Eignung fur die Amplifikation
eines ausgewahlten PCR-/RT-PCR-Systems nachweisen sollen.

Fur die Versuchsreihen im Flussbetrieb wurden zwei verschiedene Chipsysteme, der
Glas-Silizium-Chipthermocycler und der Glas-Glas-Chipthermocycler, verwendet.
Diese unterschieden sich grundsatzlich in ihrem Aufbau und wurden in den Abschnit-
ten 2.5.3 und 2.5.4 dieser Arbeit detailliert vorgestellt. Das Glas-Silizium-Chipsystem
lag wahrend der Bearbeitung dieser Dissertation bereits funktionsfahig vor und wurde
zur Etablierung des PCR-Systems HPV 16 (Abschnitt 1.1.2, Seite 5) herangezogen.
Der Glas-Glas-Chipaufbau wurde auf der Grundlage dieser Ergebnisse neu kon-

struiert und erweitert.

3.2.1 PCR-Kompatibilitdtsuntersuchungen im Mikrokanal

Analog zu den Versuchen auf dem stationaren Chipthermocycler mussten auch die
PCR-Kompatibilitat in Mikrokanalen untersucht werden. Die Oberflachen-Volumen-
Verhaltnisse in einem Mirokanal mit kontinuierlichen Probendurchfluss unterscheiden
sich zu denen auf planaren Chipoberflachen unterscheiden. Die Kontaktflachen zwi-
schen der Probe und der Chipoberflache sind in der Durchfluss-Betreibweise wesent-
lich gréRer und damit die Moglichkeit der Wechselwirkung mit den PCR-Reagenzien
erhoht.
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Um den Einfluss der Chipoberflachen der auf die Durchfluss-PCR zu testen, wurden
die Chips im ersten Schritt jeweils mit PCR-Losungen nach dem Protokoll 1 und dem
Protokoll 2 (Tabelle 13, Seite 30) mit Additiven gefullt, verschlossen und auf den in-
situ-Adapter fur 35 PCR-Zyklen gecycelt. Dafiir kamen drei verschiedene Materialzu-
sammensetzungen der Chips zum Einsatz. Neben einem Glas-Silizium und einem

Glas-Glas-Hybrid wurden Chips aus Polycarbonat getestet.
1. 2 3 4 56 M M. .1 2 3 4 5 6 M 't 2 34 5 6 M
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Abbildung 37 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich der PCR-
Effizienzen mit verschiedenen PCR-Protokollen in Durchfluss-Chips
(FC) aus folgenden Materialien:
links — Glas-Silizium, mitte — Glas-Glas, rechts — Polycarbonat

Marker

TC: neg. Kontrolle ohne Zusatze 4 TC: neg. Kontrolle mit Zuséatzen
TC: pos. Kontrolle ohne Zuséatze 5 TC: pos. Kontrolle mit Zusatzen
FC: ohne Zuséatze 6 FC: mit Zusatzen
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Prinzipiell konnte festgestellt werden, dass die Verwendung des PCR-Protokolls 2 mit
Zusatz von Additiven eine Erhéhung der Produktausbeute schon im konventionellen
Tischthermocycler (in Eppendorf-ReaktionsgefaRen mit 25 ul) zur Folge hat. Fir die
PCR in den Glas-Silizium-Chip wurde mit der Zugabe von BSA und Q-Solution (Pro-
tokoll 2) eine leichte und fur den Polycarbonat-Chip eine deutliche Verbesserung er-
zielt. Daflur wurden jeweils die Intensitaten der Produktbanden mit und ohne Zusatze
miteinander verglichen (Abbildung 37). Als Besonderheit fur die Polycarbonat-Chips
zeigte sich eine geringfiigige Veranderung der Materialbeschaffenheit nach dem Ein-
satz. So kam es an einigen Stellen zu Blasenbildungen zwischen dem Bulkmaterial
(Mikrokanalseite) und der gebondeten Folie, sowie zu leichten Auswoélbungen der
Folienschicht.

Im Gegensatz zu der eben beschriebenen stationaren Betriebsweise spielt der Ein-
fluss des verwendeten Tragermediums in der Durchflussbetriebsweise eine besonde-
re Rolle. Daher war zu prufen, ob sich die erzielten PCR-Ergebnisse in Kombination
mit dem Tragermedium Mineral6l andern. Die Chips wurden dazu mit einer definier-
ten Menge von 10 pl PCR-L6sung, hergestellt nach beiden Protokollvarianten mit
und ohne Additiven (Tabelle 13, Seite 30), geflllt. Diese 10 pul PCR-L6sung wurden
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zwischen Mineraldl aufgenommen, welches den Rest der Mikrokanale fullte. Auf dem

in-situ-Adapter wurden die Chips Uber 35 PCR-Zyklen temperiert.
M 1L #2834 5 6 M M 12 3. 456 M M ids2 3 & S
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Abbildung 38 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich der PCR-
Effizienzen in Kombination von Mineral6l mit verschiedenen PCR-
Protokollen in Durchflusschips (FC) aus folgenden Materialien:
links — Glas-Silizium, mitte — Glas-Glas, rechts — Polycarbonat

Marker

TC: neg. Kontrolle ohne Zusatze 4 TC: neg. Kontrolle mit Zusétzen
TC: pos. Kontrolle ohne Zusatze 5 TC: pos. Kontrolle mit Zusatzen
FC: ohne Zusétze 6 FC: mit Zusatzen
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Unabhangig von dem verwendeten Chipmaterial zeigten alle drei getesteten Chip-
module das gleiche Ergebnis bei der PCR in Kombination mit Mineraldl
(Abbildung 38). Bei den PCR-Anséatzen ohne Zugabe von Additiven (Protokoll 1)
konnte kein PCR-Produkt nachgewiesen werden. Dagegen zeigte der Einsatz des
PCR-Protokolls 2 die gewiinschte Wirkung und es konnte bei den Glas-Silizium und
Polycarbonat-Chipmodulen eine PCR-Produkt-Ausbeute vergleichbar zu der im
Tischthermocycler erzielt werden. Bei den Glas-Glas-Chips wurde ein Produktbande
geringerer Intensitat detektiert.

Da in den folgenden Untersuchungen sowohl die Glas-Silizium als auch die Glas-
Glas-Chipmodule zum Einsatz kommen, wurden die Mikrokanale zur Verbesserung
der PCR-Effizienz analog zu den stationaren Chipthermocyclern mit verschieden Be-

schichtungen modifiziert.

3.2.2 Oberflachenmodifikation der Mikrokanale

Zur Bestatigung des Einflusses der Oberflachenmodifikation, welche bereits bei dem
stationdren PCR-Chip etabliert wurde, erfolgte die Beschichtung der Mikrokanéle ei-
nes Glas-Silizium-Chipmoduls nach den Protokollen von Abschnitt 2.7.2 (Seite 27)
mit Dimethyldichlorosilan, Perfluorodecylsilan und Teflon AF. Aufbauend auf den Er-
gebnissen aus den PCR-Kompatibilitatsuntersuchungen wurden die Chips jeweils mit
einer definierten Menge von 10 pl PCR-Lo6sung geflllt. Die PCR-Ansatze wurden
nach dem PCR-Protokoll 2 (Tabelle 13, Seite 30) mit Additiven hergestellt. Diese

10 pl PCR-L6sung wurden wieder zwischen Mineralél aufgenommen, welches den
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Rest der Mikrokandle fullte. Auf dem in-situ-Adapter wurden die Chips tber 35 PCR-

Zyklen temperiert.

-

Marker

TC: neg. Kontrolle, ohne DNA
TC: pos. Kontrolle

FC: Dimethyldichlorosilan

FC: Perfluorodecylsilan

FC: Teflon AF

Marker
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Abbildung 39 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich der PCR-
Effizienzen in Durchflusschips (FC) mit verschiedenen Oberflachen-
modifikationen

Aus der Abbildung 39 wird deutlich, dass alle getesteten Oberflachenmodifikationen
vergleichbar gute PCR-Ausbeuten erreichen konnten und somit fir den Einsatz zur

Beschichtung von Mikrokandlen fir die PCR-Reaktion geeignet sind.

3.2.3 PCRin einem 25-Zyklen-Glas-Silizium-Durchflusschip

Fur die Etablierung des HPV 16 PCR-Systems wurde ein 25-Zyklen-Glas-Silizium-
Chipthermocycler mit Dimethyldichlorosilan beschichtet und anschlieBend im kontinu-
ierlichen Fluss betrieben.

Abbildung 40 (a) Chipaufbau mit fluidischen Anschlissen:
1 - Einlass, 2 - Auslass
(b) Regler zum Betrieb der Heizer- und Sensorstrukturen
(c) Fluidisches Management Uber 4-Kanal-Spritzenpumpensystem
von Cetoni
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Der genaue Chipaufbau bestand neben dem Glas-Silizium-Chipmodul mit 25 PCR-
Zyklen aus einem Regler zum Betreib und der Kontrolle der Heizer- und Sensorstruk-
turen, sowie einem Spritzenpumpensystem zur Steuerung des Fluidikstroms
(Abbildung 40).

Als Tragermedium wurde Mineraldl verwendet. Das Volumen an PCR-Ansatz betrug
in jedem Versuchsteil 25 pl und der PCR-Ansatz wurden nach dem Protokoll 8
(Tabelle 18, Seite 32) hergestellt. Die PCR-L6sung wurde mit einer Flussrate von
0,25 pl/min durch den Chip gepumpt. Bei der Aufnahme der Probe war auf eine mog-
lichst luftblasenfreie Beflllung der Spritzen zu achten. Vor der Probe wurden 25 ul
und nach der Probe 100 pl Mineraldl aufgenommen, wodurch die Probe beidseitig

von Mineraldl flankiert war und so gleichméanRig durch den Chip gepumpt wurde.
M Nt 3 a3 6 M Marker

TC: 740 bp, neg. Kontrolle, ohne DNA

TC: 740 bp, pos. Kontrolle

FC: 740 bp

TC: 124 bp, neg. Kontrolle, ohne DNA

TC: 124 bp, pos. Kontrolle

FC: 124 bp

Marker

3

ZOURWONRZ

Abbildung 41 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich von PCR-
Laufen im Tischthermocycler (TC) und Flusscycler (FC) mit zwei ver-
schiedenen HPV-Produkten (124 bp, 740 bp)

Unter den beschriebenen Bedingungen war es maoglich, mittels Durchfluss-PCR
beide HPV-Fragmente erfolgreich und in der PCR-Effizienz vergleichbar zum

Tischthermocycler zu amplifizieren (Abbildung 41).

3.2.3.1 Bestimmung der optimalen Flussraten bei 25 PCR-Zyklen

Um die Reaktionsbedingungen der PCR im Durchfluss zu verbessern, war es not-
wendig das Fluidische Management zu optimieren. Die Einstellung der optimalen
Flussrate ist dabei von besonderer Bedeutung, da dies die Verweilzeiten in den ein-
zelnen Temperaturzonen bestimmten.

Die Ermittlung der optimalen Flussbedingungen wurde in Abhangigkeit von der
Fragmentlange des zu amplifizierenden PCR-Produktes durchgefiihrt. Im folgenden
Versuchsteil wurden die Flussraten von 0,25 pl/min bis 1,75 pl/min variiert und die
Auswirkung auf die Produktausbeute beobachtet. Die Ausgangskonzentration der
Plasmid-DNA betrug 1 ng/ul.
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M Marker
R R s S b w6 -7 8 9 M 1 TC: neg. Kontrolle, ohne DNA

2 TC: pos. Kontrolle
-4 _=_ 3 FC:0,25 ul/m!n
= = 4 FC:0,50 pl/min
- @ 5 FC: 0,75 p/min
- R == 6 FC: 1,00 pl/min

7 FC: 1,25 pl/min

8 FC: 1,50 pl/min

9 FC: 1,75 pl/min

M Marker

Abbildung 42 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich der PCR-
Effizienzen in Abh&ngigkeit von der eingestellten Flussrate,
Produktgrol3e = 124 bp

Fur das kleine HPV-Fragment (124bp, Abbildung 42) erfolgte ein Produktnachweis
bis zu der maximal getesteten Flussrate von 1,75 pl/min. Ab einer Flussrate von 1,00
ul/min lies die Effizienz der PCR allerdings deutlich nach, welches an der Banden-
starke bzw. den ermittelten Intensitaten der Produktbanden zu erkennen war. Wurde
bei einer Flussrate von 0,5 pl/min noch eine Intensitat von 7,1 festgestellt (vergleich-
bar zum TC mit | = 7,8), betrug diese bei der doppelten Flussrate von 1,0 pl/min nur
noch | = 4,1 und nimmt bis zu einer Flussrate von 1,75 pl/min auf | = 0,5 ab. Errech-
net man aus der optimalen Flussrate von 0,75 pl/min die Analysezeit fur 25 pl, so
bendotigte der Flusscycler ca. 1:15 h, was genau dem Zeitregime im Tischthermocyc-
ler entsprach.

VIEF AR R s (mead) (it (o) P M  Marker
1 TC: neg. Kontrolle, ohne DNA
e e 2 TC: pos. Kontrolle
— . T - — 3 FC: 0,25 pl/min
o s 4 FC: 0,50 pl/min
— — 5 FC: 0,75 pl/min
— — 6 FC: 1,00 pl/min
M Marker

Abbildung 43 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zum Vergleich der PCR-
Effizienzen in Abhéngigkeit von der eingestellten Flussrate,
Produktgrol3e = 740 bp

Der Flussratenbereich fur das grofe HPV-Fragment war wesentlich schmaler

(Abbildung 43). Lediglich bei einer Flussrate von 0,25 pl/min konnte eine vergleichba-

re PCR-Produktbande zum Tischthermocycler erzielt werden (ltc : lrc = 4,9 : 3,6).
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Schon bei einer Flussrate von 0,5 pl/min sank die Produktausbeute sichtbar (I = 1,9).
Bei einer Flussrate von 1,00 pl/min konnte bereits kein PCR-Produkt mehr nachge-
wiesen werden. Bei der Rickrechnung der optimalen Flussrate von 0,25 pl/min ergab
sich damit fur die Analyse von 25 ul PCR-Probe eine Gesamtreaktionszeit von
3:48 h.

3.2.3.2 Bestimmung der Nachweisgrenzen bei 25 PCR-Zyklen

Zur weiteren Charakterisierung der Durchfluss-Chipthermocycler wurden im n&chsten
Versuchsteil die Nachweisgrenzen fur beide HPV-Fragmente ermittelt und mit denen
des konventionellen Tischthermocyclers verglichen.

Fur die Bestimmung der Nachweisgrenzen wurden die Experimente mit beiden HPV-
Fragmenten bei 25 PCR-Zyklen zuné&chst im Tischthermocycler durchgefuhrt. Die
Ausgangskonzentration an Plasmid-DNA wurde dabei beginnend bei 1000 pg/pl in
funf 10er-Potenz-Schritten auf 1 pg/ul reduziert. Die PCR-Ansatze wurden nach dem
Protokoll 8 (Tabelle 18, Seite 32) hergestellt. Das PCR-Volumen betrug in allen Ver-
suchsteilen 25 pl (beinhaltet 0,5 pl Plasmid-DNA). Rechnet man aus den vorgegebe-
nen Konzentrationsangaben die Molekulzahl, so wurde in der héchsten Verdinnung
1.700 Molekule/ul PCR-Ansatz als Startkonzentration eingesetzt.

VR TRE e S s S oK M 1 2 3 4 5 M M Marker
1 1000 pg/ul
- = =l = 2 100 p?/rl
= ——— = 3 10pg/u
- = = = 4 1pghl
124 bp — .. 5 ohne DNA
o e - iz . M Marker

Abbildung 44 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich der PCR-
Effizienzen in Abhangigkeit von der Ausgangskonzentration an Plas-
mid-DNA bei 25 PCR-Zyklen:
links - kurzes HPV-Fragment = 124 Basenpaare
rechts - langes HPV-Fragment = 740 Basenpaare

Die Auswertung der Elektrophoreseaufnahmen (Abbildung 44) zeigten bei 25 PCR-
Zyklen fur beide Fragmentlangen eine Nachweisgrenze von 10 pg/ul, dies entsprach
17.000 Molekulen/pl Reaktionsansatz.

Im Anschluss wurden die Versuche in dem Glas-Silizium-Chipmodul wiederholt.

Um die Nachweisgrenzenbestimmung fir die beiden Fragmentlangen vergleichbar zu

machen, wurden die Experimente mit einer Flussrate von 0,25 pl/min durchgefihrt.
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Abbildung 45 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zur Bestimmung der
untersten DNA-Nachweisgrenze, Produktgrof3e = 124 bp

Fur das kleine HPV-Fragment (124 bp, Abbildung 45) wurde eine minimale Produkt-
bande bei einer DNA-Konzentration von 1.700 Molekilen/ul (1 pg/ul) detektiert, wo-
bei ein sicherer Produktnachweis nur bis zu einer Ausgangs-DNA-Menge von 17.000
Molekulen/ul (10 pg/ul) moglich wurde und somit die Ergebnisse aus dem Tischther-

mocycler bestatigt wurden.

Marker

1000 pg /ul
100 pg /ul
10 pg/ul
1 pg /ul
0,1 pg/u
ohne DNA
Marker
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Abbildung 46 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zur Bestimmung der
untersten DNA-Nachweisgrenze, Produktgrof3e = 740 bp

Fur das groRe HPV-Fragment (740 bp, Abbildung 46) konnte unter den gleichen
PCR-Bedingungen eine niedrigere Nachweisgrenze erreicht werden. Sie betrug bei
minimaler Produktintensitat 170 Molekule/ul (0,1 pg/ul) und bei der ersten deutlich
sichtbaren PCR-Produktbande 1.700 Molekule/ul (1 pg/pl).

Unabhangig von der eingesetzten Fragmentlange wurden bei allen Versuchen Nega-
tivkontrollen ohne Zusatz von Plasmid-DNA mitgefiihrt, welche bei den dargestellten
Gelaufnahmen (Abbildung 45, Abbildung 46) jeweils in der Bahn 6 zu sehen sind und

keine Produktbanden zeigten.

Die Ergebnisse der bisherigen Untersuchungen im Glas-Silizium-Chipthermocycler

zeigten, dass die Durchfluss-PCR fur die Amplifikation von Abschnitten des HPV 16-
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Genoms geeignet ist. Fir den Nachweis geringerer Kopienzahlen wird allerdings eine
Weiterentwicklung des Chipsystems mit der Erhéhung der PCR-Zyklenzahl notwen-
dig sein.

3.2.3.3 Durchfluss-PCR mit vorgeschalteter Reverser Transkription (RT)

Neben der DNA-Analytik spielt in der Tumordiagnostik die Untersuchung von RNA-
Proben fur die Genexpressionsanalyse eine grol3e Rolle. Daher wurde versucht, die
Durchfluss-PCR mit einem vorgeschalteten Reverse Transkriptase Schritt (RT) zu
kombinieren. Es wurde ein 2-Schritt-Protokoll verwendet, bei dem im ersten Schritt
die vorliegende RNA in cDNA umgeschrieben wird, welche anschliel3end mittels der
PCR vervielfaltigt wird. Die PCR sollte dabei in dem 25 Zyklen Glas-Silizium-
Durchflusscycler durchgefiihrt werden.

M 1 2 3 4 5 6 M M Marker

1 TC:0 Zyklen
- e 2 TC: 10 Zyklen
— —_ 3 TC: 20 Zyklen
- -— 4 TC: 25 Zyklen
-— - 5 TC: 35 Zyklen
il e 6 TC: 45 Zyklen
— [re—— M Marker

Abbildung 47 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zum Vergleich der RT-PCR-
Effizienzen in Abh&ngigkeit von der PCR-Zyklenzahl

Die eingesetzte Menge an Start-RNA fur den RT-Schritt betrug 0,3 pg/ul. Aus diesem
Ansatz wurde 1 pl cDNA fir 25 pl PCR-Ansatz verwendet. In dem ersten Ver-
suchsteil wurde die RT-PCR im Tischthermocycler durchgefiihrt, um das Protokoll zu
Uberprifen und die notwendige Zyklenzahl herauszufinden. Nach 20 PCR-Zyklen war
keine und nach 25 PCR-Zyklen wurde im Gel nur eine sehr leichte Produktbande
sichtbar (Abbildung 47), weshalb die Zyklenzahl auf 35 und 45 PCR-Zyklen erhoht
wurde. Nach diesen 35 und 45 PCR-Zyklen war eine deutliche Produktbande sicht-
bar, welche auch im Durchflusscycler zu erwarten war.

Da der Durchflusscycler nur tber 25 PCR-Zyklen verfugte, wurde es notwendig, fur
den Nachweis von 35 und 45 PCR-Zyklen die Probe im Tischthermocycler fur 10
bzw. 20 Zyklen vor zu amplifizieren. In Abbildung 48 konnte nach 25 Zyklen sowonhl
im Tischthermocycler als auch im Flusscycler eine sehr schwache Produktbande de-

tektiert werden. Nach 35 und 45 PCR-Zyklen wurden mit beiden Technologie-
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Plattformen vergleichbar starke Produktbanden sichtbar, welche auf eine sehr gute
PCR-Effizienz schlie3en liel3en.

M 1 2 3 4 5 6 7k M M Marker
1 TC:0 Zyklen
- - 2 TC:25Zyklen
- 4 == 3 FC:252Zyklen
- == 4 TC:352Zyklen
! ; 5 FC: 35 Zyklen
e - e G G- 5 TC: 45 Zyklen
6 FC: 45 Zyklen

M Marker

Abbildung 48 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich der RT-
PCR-Effizienzen zwischen Tischthermocycler (TC) und Durchfluss-
cycler (FC)

Durch das voramplifizieren der Proben im Tischthermocyclern konnte eine erfolgrei-

che Amplifikation im Durchflusscycler mit nur 25 vorhandenen PCR-Zyklen nachge-

wiesen werden. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde erneut deutlich, dass ein wei-

terentwickeltes Chipmodul Uber mindestens 35 PCR-Zyklen verfliigen muss.

3.2.4 PCR/RT-PCR in einem 35-Zyklen-Glas-Glas-Durchflusschip
Aufgrund der im vorhergehenden Abschnitt gewonnenen Erkenntnisse wurden fir die
Konstruktion eines neuen Chipaufbaus folgende Parameter festgelegt: 35 PCR-
Zyklen, Integration einer Zone fir Reverse Transkriptase und Integration einer
HotStart (HS)-Zone um das Arbeiten mit 1-Schritt-RT-PCR-Kits zu erméglichen.

Der Chipaufbau bestand aus einem zweiteiligen Chipmodul (Heizplatte und Fluidik-
chip), einem Regler zum Betreiben und zur Kontrolle der Heizplatte sowie einem
Spritzenpumpensystem zur Steuerung des Fluidikstroms (Abbildung 49). Von dem
Spritzenspumpensystem wurde in Abhangigkeit von der Flussart 1 (kontinuierlicher
Fluss) oder 2 Kanale (segmentierter Fluss) verwendet.

Im Unterschied zu dem Glas-Silizium-Chipmodul beinhaltet der entwickelte Fluidik-
chip Injektionsdiisen zur Erzeugung eines segmentierten Probenstromes
(Abbildung 49, d). Alle folgenden Ergebnisse wurden daher auch nicht wie bisher nur
im kontinuierlichen Probenstrom, sondern zum Teil auch im segmentierten Proben-
strom durchgefiihrt. Die PCR-Ansatze wurden nach dem Protokoll 9 (Tabelle 19, Sei-
te 33) hergestellt.
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Abbildung 49 (a) Chipaufbau mit fluidischen Anschliissen und Injektionsstellen fir:
1- PCR, 2- RT-PCR, 3- Tragermedium, 4- HS-PCR
(b) Mikrocontroller gesteuerter Regler zum Betrieb der Heizplatte
(c) 4-Kanal-Spritzenpumpensystem von Cetoni
(d) segmentierter Probenstrom in einem Ausschnitt der HotStart-
Zone des Fluidikmoduls

Bei der Etablierung des neuen Fluidikmoduls wurde als erstes die PCR-Effizienz im
Vergleich zum Tischthermocycler getestet. Dazu wurden PCR-Versuche mit beiden
HPV- Fragmentlangen bei einer konstanten Flussrate von 0,5 pl/min durchgefuhrt
und mit dem PCR-Lauf im Tischthermocycler verglichen.
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TC: 740 bp, neg. Kontrolle
TC: 740 bp, pos. Kontrolle
FC: 740 bp, 0,5 pl/min
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Abbildung 50 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zum Vergleich der PCR-
Effizienz von Tischthermocycler und Durchfluss-Chip mit verschiede-
nen HPV-Fragmentlangen (124 bp, 740 bp)

Die Auswertung dieses Versuches (Abbildung 50) ergab fir die kontinuierliche

Durchfluss-PCR mit 10 pl PCR-Volumen vergleichbar gute Produktbanden zur PCR

im Tischthermocycler mit demselben Probenvolumen unabhéngig von der PCR-
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Produktgro3e. Der Nachweis der Funktionsfahigkeit des entwickelten Chipmoduls

war somit erbracht.

3.2.4.1 Bestimmung der optimalen Flussraten bei 35 PCR-Zyklen

Die Ermittlung der optimalen Flussbedingungen fir das Glas-Glas-Chipmodul mit 35
PCR-Zyklen erfolgte analog zu den Versuchen mit dem 25-Zyklen-Chip (3.2.3.1, Sei-
te 65) und wurde in Abhangigkeit von der Fragmentlange des zu amplifizierenden

PCR-Produktes im kontinuierlichen Fluss durchgefuhrt.

M Marker
Bl e S e G 2 8: 9 M 1 TC: neg. Kontrolle, ohne DNA
2 TC: pos. Kontrolle
- - 3 FC: 0,25 pl/min
= et 4 FC: 0,50 pl/min
= = 5 FC: 0,75 pl/min
= )
- ~ 6 FC:1,00 pl/min
- 7 FC: 1,25 pl/min
e ee e 8 FC: 1,50 pul/min
9 FC: 1,75 pl/min

Abbildung 51 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich der PCR-
Effizienzen in Abhéngigkeit von der eingestellten Flussrate:
Produktlange = 124 bp

Fur das kleine HPV-Fragment (124bp, Abbildung 51) erfolgte wie bei 25 PCR-Zyklen
ein Produktnachweis bis zu der maximal getesteten Flussrate von 1,75 pl/min. Aller-
dings wurde bei dieser Flussrate nur noch ein sehr schwaches PCR-Produkt nach-
gewiesen (I = 0,5). Sehr gute PCR-Ergebnisse wurden mit Flussraten von 0,5 und
1,0 yl/min erzielt. In diesem Bereich waren die Bandenintensitaten vergleichbar stark
zum Tischthermocycler (Itc=7,2; lIrc = 7,5 — 5,6). Wurde die Flussrate zu niedrig ein-
gestellt, wie bei 0,25 pl/min nahm die PCR-Effizienz bereits wieder leicht ab. Bezo-
gen auf die zeitliche Effizienz der Gesamtreaktion mit einem Probenvolumen von 10
ul betrug die Amplifikationszeit im Tischthermocycler ca. 2 h, wahrend diese im
Flusscycler bei guter Produktausbeute in Abhangigkeit von der Flussrate zwischen
10 h (0,25 pl/min) und 2:30 h (1,0 pl/min) lag.

Fur das groBe HPV-Fragment konnten &ahnliche Ergebnisse erzielt werden
(Abbildung 52). Im Unterschied zu dem kurzen PCR-Produkt konnte nur bei einer
Flussrate von 0,5 und 0,75 pl/min eine deutliche Produktausbeute (It¢=10,7; lrc = 8,8
und 8,5) erzielt werden. Wurden Flussraten unter- und oberhalb dieser Werte einge-
stellt, war kein bzw. nur ein sehr schwaches PCR-Signal (0,25 pl/min, | = 1,0) im Gel
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zu detektieren. Damit ergab sich im Flusscycler eine Amplifikationsdauer von 5 h (0,5
pl/min) bzw. 3:20 h (0,75ul/min).

M 1 2 3 4 5 6 M M Marker
1 TC: neg. Kontrolle, ohne DNA
— iy 2 TC: pos. Kontrolle
b o e — 3 FC: 0,25 pl/min
— — 4 FC: 0,50 pl/min
= =, 5 C075umin
— — 6 FC: 1,00 pl/min
M Marker

Abbildung 52 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich der PCR-
Effizienzen in Abhéngigkeit von der eingestellten Flussrate:
Produktlange = 740 bp

Um nachzuweisen, dass die Ergebnisse auf die Betriebsart im segmentierten Fluss
Ubertragbar sind, wurden die Versuche bei den jeweils optimalen Flussraten in Ab-
hangigkeit von der Produktlange mit dem gleichen Gesamtprobenvolumen von 10 pl
wiederholt. Die Gro3e der erzeugten Segmente betrug dabei ca. 100 nl und das Ver-
haltnis des Probenstroms zum Fluidikstrom des Tragermediums (Mineraldl) wurde

mit 1:5 eingestellt.

. : Marker
M. e e iedl e ol D Sl S M TC: 740 bp, neg. Kontrolle
b TC: 740 bp, pos. Kontrolle
P FC: 740 bp, 0,5 pl/min, konti.
™ SPods

FC: 740 bp, 0,5 pl/min, segm.
TC: 124 bp, neg. Kontrolle
TC: 124 bp, pos. Kontrolle
FC: 124 bp, 1,0 pl/min, konti.
FC: 124 bp, 1,0 pl/min, segm.
Marker
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Abbildung 53 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zum Vergleich der PCR-
Effizienz von Tischthermocycler und Durchfluss-Chip mit verschiede-
nen HPV-Fragmentldngen und verschiedenen Flussarten

In Abbildung 53 wird deutlich, dass fur beide HPV-Fragmentlangen die Produktaus-

beuten zwischen der PCR im Tischthermocycler und im Flusscycler bei segmentier-

ten Probenstrom vergleichbar gut waren. Dagegen ergab die PCR im kontinuierlichen

Probenstrom leicht schwachere Produktbanden, bei gleichen Analysebedingungen

(740 bp: lseg=3,4 : lkon=2,6; 124 bp: lseg=1,9 : lkon=1,5). Unabhangig vom Flussregime

wurde die Auswahl der optimalen Flussraten bestatigt, da bei allen durchgefiihrten

Versuchen die gewiinschten spezifischen PCR-Produkte amplifiziert wurden.
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3.2.4.2 Bestimmung der Nachweisgrenzen bei 35 PCR-Zyklen

Durch die Erhohung der Amplifikationsdauer auf 35 Zyklen, wurde eine erneute Er-
mittlung der untersten Nachweisgrenze notwendig.

Die Ausgangskonzentration an Plasmid-DNA wurde dabei beginnend bei 100 pg/ul in
vier 10er-Potenz-Schritten auf 0,01 pg/upl reduziert. Die PCR-Ansatze wurden nach
dem Protokoll 9 (Tabelle 19, Seite 33) hergestellt. Das PCR-Volumen betrug in allen
Versuchsteilen 10 pl (beinhaltet 0,2 pl Plasmid-DNA). Rechnet man aus den vorge-
gebenen Konzentrationsangaben die Molekilzahl, so wurde in der hochsten Verdin-
nung 17 Moleklle/ul PCR-Ansatz als Startkonzentration eingesetzt. Diese Versuche

wurden sowohl im Tischthermocycler als auch im Glas-Glas-Chipthermocycler

durchgefuhrt.

MBSN85 8 4 05 0.6 M M 1 2 3 4 5 6 M M Marker
1 100 pg/ul
- e SR B 2 10 pou
= = =B = 3 1 pgpl
- - = 4 01 pgnmul
= = = = 5 0,01 pg/ul
124 bp 6 ohne DNA

- e - - M Marker

Abbildung 54 Inverse gelelektrophoretische Aufnahmen zum Vergleich der PCR-
Effizienzen in Abhangigkeit von der Ausgangskonzentration an Plas-
mid-DNA bei 35 PCR-Zyklen:
links - kurzes HPV-Fragment = 124 Basenpaare
rechts - langes HPV-Fragment = 740 Basenpaare

Die Ergebnisse im Tischthermocycler mit 35 PCR-Zyklen zeigten, dass der Nachweis
von 0,1 pg/ul Plasmid-DNA (170 Molekule/pl PCR-Ansatz) fur beide Fragmentlangen
maoglich war(Abbildung 54).

M 1 2 3 4 5 6 M M Marker
1 100 pg/ul
o - 2 10 pg/pl
E._- - 3 1 pg;u:
et 4 01 pg/u
= - 5 01 oo
S ps 6 ohne DNA
— M Marker

Abbildung 55 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zur Bestimmung der
untersten DNA-Nachweisgrenze, Produktgrof3e = 124 bp
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Fur den Glas-Glas-Chipaufbau erfolgte die Bestimmung der untersten Nachweis-
grenze in Abhangigkeit von Produktgrofl3e bei der jeweiligen im vorherigen Abschnitt
(3.2.4.1, Seite 72) ermittelten optimalen Flussrate im kontinuierlichen Fluss. Diese
wurde fur das kurze HPV-Fragment (124 bp) bei 1,0 pl/min und fir das lange HPV-
Fragment (740 bp) bei 0,5 pl/min festgelegt.

Die Abbildung 55 zeigt fur die kleine Fragmentlange einen minimalen Produktnach-
weis bis zu einer Konzentration von 17 Molekulen/ul (0,01 pg/ul), wobei ein sicherer
Produktnachweis lediglich bis zu einer Ausgangs-DNA-Konzentration von 170 Mole-

kulen/pl (0,1 pg/ul) gewahrleistet werden konnte.
M 1 2 3 4 5 6 M Marker
100 pg/ul
10  pg/ul
1 pa/ul
0,1 pg/ul
0,01 pg/ul
ohne DNA
Marker
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Abbildung 56 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zur Bestimmung der
untersten DNA-Nachweisgrenze, Produktgrof3e = 740 bp

Fur das langere HPV-Fragment erfolgte ein sicherer Produktnachweis (Abbildung 56)
ebenfalls bis zu einer unteren Nachweisgrenze von 170 Molekulen/ul (0,1 pg/ul),
darunter konnte kein PCR- Produkt mehr nachgewiesen werden. Die ermittelten
Nachweisgrenzen entsprachen fir beide Fragmentlangen den Werten, welche an-

hand der Vorversuche im Tischthermocycler zu erwarten waren.

M Marker
M bl 84t DB B 7 8 M 1 TC: 740 bp, neg. Kontr.: ohne DNA
2 TC: 740 bp, pos. Kontr.: 1,0 pg/ul
740 bp ew 3 FC:740bp, kontinu.: 1,0 pg/ul
e e g
! = 4 FC:740Dbp, segment.. 1,0 pg/pl
= = 5 TC: 124 bp, neg. Kontr.: ohne DNA
o 124bp 6 TC: 124 bp, pos. Kontr.: 0,1 pg/ul
- _— 7 FC:124 bp, kontinu.: 0,1 pg/ul
8 FC: 124 bp, segment.: 0,1 pg/ul
M Marker

Abbildung 57 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zur Bestimmung der
PCR-Effizienz bei der optimalen DNA-Konzentration in Abhangigkeit
von der ProduktgrofR3e und des Fluss-Regimes
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Um sicherzustellen, dass die Ergebnisse im Durchflusschip auch im segmentierten
Fluss erzielt werden kénnen, wurden die Versuche bei festgelegten Ausgangs-DNA-
Konzentrationen mit beiden Fluss-Regimen wiederholt und fur beide Fragmentlangen
gegenibergestellt. Die DNA-Konzentration betrug dabei fur das lange Fragment
1700 Molekuile/ul und fur das kurze Fragment 170 Molekule/pl.

In Abbildung 57 wird deutlich, dass fur die Produktausbeuten bei der jeweils unteren
Nachweisgrenze beider Fragmentlangen im Glas-Glas-Durchflusschip mit segmentie-
ren Flussregime vergleichbare Ergebnisse zum Tischthermocycler erzielt wurden.
Dagegen waren die Intensitdten im kontinuierlichen Fluss deutlich geringer (740 bp:
lseg=1,6 : lkon=1,1; 124 bp: lseg=0,7 : lkon=0,2).

3.2.4.3 RT-PCR im Durchflusscycler

Das Glas-Glas-Chipmodul wurde unter anderem fiur die Durchfihrung von RT-PCR-
Reaktionen entwickelt und musste daher auf diese Eignung untersucht werden. Fur
die Ubertragung von RT-PCR-Protokollen zum Nachweis von RNA mittels Durch-
fluss-PCR wurden sowohl Experimente im 2-Schritt als auch im 1-Schritt-Protokoll

durchgefuhrt. Die Ergebnisse werden im Folgenden beschrieben.

2-Schritt-RT-PCR
Vergleichbar zu den Versuchen im 25-Zyklen-Glas-Silizium-Cycler (Abschnitt 3.2.3.3,
Seite 69) wurde bei dem verwendeten 2-Schritt-RT-PCR-Protokoll der Schritt der Re-

versen Transkription im Tischthermocycler durchgefiihrt und die gewonnene cDNA
fur die anschlieBende PCR-Reaktion im Durchflusscycler eingesetzt. Fur die PCR
wurde das Protokoll 9 (Tabelle 19, Seite 33) verwendet. Die Versuche wurden so-
wohl im kontinuierlichen als auch im segmentierten Probenstrom mit einem Proben-

volumen von 10 ul und einer Flussrate von 0,75 pl/min durchgefihrt.

M- Ll e R M Marker

1 TC: neg. Kontr., ohne RNA
— g 2 TC: pos. Kontrolle
-— = 3 FC: kontinuierlicher Fluss
= @ 4 FC: segmentierter Fluss
s — M Marker

Abbildung 58 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zum Vergleich der RT-PCR-
Effizienzen von Tischthermocycler und Durchfluss-Chip bei unter-
schiedlichen Flussregimen



3 Ergebnisse 77

Es konnte mit beiden Flussregimen das spezifische PCR-Produkt amplifiziert werden
(Abbildung 58). Die ermittelten Intensitaten der Produktbanden der Durchflussversu-
che lagen dabei unter denen des Tischthermocyclers, wobei im kontinuierlichen Pro-
benstrom die geringste PCR-Produktausbeute erzielt wurde.

1-Schritt-RT-PCR

Die 1-Schritt-RT-PCR wurde zunachst im kontinuierlichen Probenstrom durchgefihrt,

um die optimalen Reaktionsbedingungen zu finden. Es wurden verschieden Zusam-
mensetzungen der Reaktionsansatze getestet (Tabelle 22, Seite 34).

Marker

TC: neg. Kontrolle RNA
TC: neg. Kontrolle DNA
TC: Invitrogen Enzymmix
FC: Invitrogen Enzymmix
TC: zusatzlich 1 pl HS-Taq
FC: zusatzlich 1 yl HS-Taq
TC: zusatzlich 2 pl HS-Taq
FC: zusatzlich 2 yul HS-Taq
Marker

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

(T

-— R o GED e

e
ZTONOURAWNRZ

Abbildung 59 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zum Vergleich der RT-PCR-
Effizienzen von Tischthermocycler und Durchfluss-Chip mit verschi
denen Enzymzuséatzen

Aus Abbildung 59 wurde deutlich, dass mit der 1-Schritt-RT-PCR unter standardisier-
ten Reaktionsbedingungen (Protokoll 12, Tabelle 19, Seite 33) im Durchflusscycler
kein PCR-Produkt nachgewiesen werden konnte. Unter zusatzliche Zugabe von
HotStart-DNA-Polymerase gelang die spezifische Amplifikation des gewiinschten
RNA-Abschnittes sowohl im Tischthermocycler als auch im Flusscycler. Die Intensitat
der Produktbanden nahm im Vergleich zur Standardzusammensetzung der
Reaktionsansatze auch im Tischthermocycler zu. Allerdings wurden keine Unter-
schiede zwischen der Zugabe von 1 und 2 pl HotStart-DNA-Polymerase festgestellt.
Die Auswertung der RT-PCR-Ergebnisse im Durchflussbetrieb ergab die besten Pro-
duktausbeuten bei der Zugabe von 2 pl HotStart-DNA-Polymerase (Protokoll 14,
Tabelle 19, Seite 33). Im Unterschied zum Standardprotokoll konnte bei der Zugabe
von 1 ul HotStart-DNA-Polymerase (Protokoll 13, Tabelle 19, Seite 33) auch ein RT-
PCR-Produkt nachgewiesen werden. Die Intensitdt der Produktbande war hierbeli
deutlich geringer, als bei der Zugabe von 2 pl.
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Marker

TC: neg. Kontrolle, ohne RNA
TC: pos. Kontrolle

FC: kontinuierlicher Fluss

FC: segmentierter Fluss
Marker

I ,hPONRZ

Abbildung 60 Inverse gelelektrophoretische Aufnahme zum Vergleich der RT-PCR-
Effizienzen von Tischthermocycler und Durchfluss-Chip bei unter-
schiedlichen Flussregimen

Aufgrund der gezeigten Ergebnisse wurde fur die RT-PCR im 1-Schritt-Verfahren das
Protokoll 14 (Zugabe von 2ul HotStart-DNA-Polymerase) fur die Durchfihrung der
weiteren Versuche festgelegt. Die Wiederholung der RT-PCR erfolgte anschlie3end
sowohl im kontinuierlichen als auch im segmentieren Probenstrom.

Die RT-PCR Versuche mit segmentierten und kontinuierlichen Probenstromen besta-
tigten die Ergebnisse der vorangegangenen Experimente, da auch diesmal eine ver-
besserte Produktausbeute im Durchflusscycler mit segmentierten Fluss erzielt wurde.
Abbildung 60 zeigt, dass im Vergleich zum Tischthermocycler mit der Durchfluss-RT-
PCR nur geringere Intensitaten der Produktbanden ermittelt werden konnten (lyc =
2,6; | rc,seg = 1,3; | k¢, seg =1,1).



4 Diskussion 79

4 Diskussion

4.1 PCR-Kompatibilitat und chemische Oberflachen-
modifikation

Im Hinblick auf die Verwendung von mikrosystemtechnischen Materialien fur die Her-
stellung von PCR-Chipbauelementen, wie beispielsweise Silizium, Glas oder Li-
thiumniobat-Oberflachen, wurde deren aus der Literatur bekannte [15, 79, 89] inhi-
bierende Wirkung auf die PCR-Produktausbeute bestétigt. In den durchgeflhrten
Versuchen konnte dieser Effekt zum Teil durch die Zugabe entsprechender Additive
wie BSA und Q-Solution vermindert, meist aber nicht vollstandig unterdriickt werden.
Diese wurde durch eine leichte Verbesserung der Produktausbeuten sichtbar. BSA
wird in der PCR zur Oberflachenpassivierung [28] eingesetzt, um die Effektivitat der
Amplifikation zu erhéhen und um als Blocker unspezifische Bindungen der Tag-
Polymerase mit der Oberflache zu vermeiden. Die Effizienz von BSA ist dabei hoher
als die anderer Zuschlagstoffe, wie beispielsweise DMSO oder Glycerol [90]. Bei
dem, von dem Anbieter Qiagen, verwendeten PCR-Kit ist Q-Solution ein spezifischer
Zuschlagstoff. Q-Solution verandert das Schmelzverhalten der DNA und wird zur Op-
timierung von PCR-Systemen eingesetzt [91].

Neben den in dieser Arbeit verwendeten Additiven sind aus der Literatur weitere
Mdglichkeiten fur eine dynamische Oberflachenmodifikation bekannt. Unter anderen
wurden Polymere wie PVP, PEG oder Detergenzien wie Tween 20 den PCR-
Ansatzen zugesetzt [18, 40, 92, 93].

In eigenen Versuchen brachte der Einsatz von Tween 20 im kontinuierlichen Durch-
flussbetrieb des 25-Zyklen Glas-Silizium-Chipthermocyclers den gewinschten positi-
ven Effekt auf die PCR-Produktbildung (Abschnitt 3.2.3), dagegen wirkte es sich ne-
gativ auf die Segmentbildung in den 35-Zyklen Glas-Glas-Chipthermocycler aus.
Tween 20 ist ein Detergenz, welches die Grenzflachenenergien zwischen der Probe
und der Mikrokanaloberflache herabsetzt, wodurch der kontrollierte Tropfenabriss an
den Injektionsdusen, der fur eine stabile Segmentbildung wichtig ist, verhindert wur-
de.

Um direkte Wechselwirkungen mit den nativen Chipoberflachen zu vermeiden, wur-
den verschiedene statische Oberflachenmodifikationen mit Dimethyldichlorosilan,

Teflon AF und Perfluorodecylsilan  getestet.  Aufgrund der  hohen
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Kontaktwinkelausbildung mit Wasser und den homogen ausgebildeten Oberflachen-
schichten, schienen alle getesteten Modifikationen geeignet zu sein.

Betrachtet man die Auswirkungen der Oberflachenmodifikation auf die stationare
Chip-PCR, so zeigte sich, dass die Stabilitdt der modifizierten Oberflachen aufgrund
der gunstigen Oberflachen-Volumen-Verhéltnisse keinen Effekt auf die PCR-Produkt-
Ausbeute hatte. Vielmehr ist ein limitierender Parameter eine unzureichende Kon-
taktwinkelausbildung mit Mineralol als Verdunstungsschutz. Dadurch wurde Di-
methyldichlorosilan fiir die stationare PCR nicht weiter verwendet und fur weiterge-
hende Untersuchungen, auch wegen der einfachen Handhabung Teflon AF als Ober-
flachenmodifikation gewahlt. Neben den getesteten und bewerteten Modifikations-
varianten gibt es eine Reihe weiterer Silane die prinzipiell fir den Einsatz in der PCR-
Chiptechnologie in Frage kommen und bei verschiedenen aus der Literatur bekann-
ten Chipaufbauten verwendet wurden [15, 16, 24-26, 30, 35, 37, 79, 92, 94-98].

Bei der Durchfluss-PCR lagen die Problemstellungen anders. Die Verdunstung der
Probe spielte hierbei keine Rolle, da es sich um abgeschlossene Chipsysteme han-
delte, in denen Mineraldl als Transportmedium verwendet wurde, um den Prozess
maglichst pulsationsarm zu fuhren. Um die guten Stabilitatsbedingungen zu nutzen
wurden die 25-Zyklen-Glas-Silizium-Chipthermocycler in der kontinuierlichen Be-
triebsweise mit Repel beschichtet. Die Beschichtung mit Teflon AF gestaltete sich
deutlich schwieriger, da ein Aufreilen der Schichten an den Ein- und Auslasen nicht
unterbunden werden konnte und somit die Mikrokandale zeitweise durch abgerissene
Beschichtungspartikeln verstopften. Bei dem Wechsel auf das 35-Zyklen-Glas-Glas-
Chipmodul und der damit verbundenen Betriebsweise des segmentierten Flusses
wurde ein weiterer Wechsel der Oberflachenmodifizierung notwendig. Unter den ge-
gebenen PCR-Bedingungen war ein stabiles Segmentierungsverhalten nur bei
Perfluorodecylsilan zu beobachten, wofir die notwendigen Grenzflachenspannungen
zwischen der PCR-Ldsung, dem Tragermedium und der Mikrokanaloberflache erfullt
wurden. Fir die Durchfluss-Chipthermocycler wurden in den bekannten Publikatio-
nen, neben dem hier beschriebenen Dimethyldichlorosilan (Repel, [38, 47, 99]), le-
diglich Hexamethyldisilazan (HMDS, [40]) verwendet, welches wegen seiner niedri-
gen Kontaktwinkelausbildung und der mangelnden Stabilitat [79] nicht zum Einsatz

kam.
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Die Ubersicht in der Tabelle 37 spiegelt die bekannten statischen und dynamischen
Beschichtungsmethoden mit dem Verweis auf die entsprechenden Literaturstellen

wider.

Tabelle 37 Ubersicht der verschiedenen publizierten Beschichtungsmethoden fiir
PCR-Chipmodule

Methode Chemikalien / Mengen Referenzen
statische Beschichtungen:

Hexamethyldisilazan (HMDS) |[40, 79]

Trimethylchlorosilan (TMCS) [79]

Dimethyldichlorosilan (DMDCS, |[38, 47, 79, 99]

Repel)

Propyltrichlorosilan (PTCS) [79]
Silanisierung Perfluorosilan (PFS) [37]

Chlorodimethyloctylsilan [92]

(CDMOS)

Epoxy(poly)dimethylacrylamid | [92]

(EPDMA)

Aminopropoyltriethoxysilan [92]

(APTES)

500 A [16], [35]

1000 A [15]
SiO; 2000 A [24, 26, 94, 95]

3000 A [30]

4000 A [25]
SizNy4 keine Angabe der Schichth6he |[15]

1,0 mg/ml [97]
BSA 2,5 mg/ml [96]

keine Mengenangabe [98]
dynamische Beschichtungen:

0,25 mg/ml [93, 100]

2,5 mg/ml [16]
BSA 5,0 mg/ml [40]

keine Mengenangabe [21]
PEG 8000 =8,5 % [w/V] [92]

8000 = 0,75 % [w/V] [18, 93]
PVP keine Mengenangabe [92]
Tween 20 5 % [v/V] [40]

4.2 Vergleich der stationaren Oberflachen-Chips mit
kommerziellen Blockthermocyclern

Basierend auf einem am IPHT entwickelten und bereits publizierten Chip-Design [37],
wurde ein Layout entworfen, welches die Platzverhéltnisse auf dem Chip optimal

ausnutzte und im Gegensatz zu den vorherigen Layouts vier statt zwei PCR-
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Strukturen auf einem Chip vereint, welche parallel genutzt werden kénnen. Zusatzlich
wurden fluidische Anker in Form eines Goldrings integriert, welche aufgrund ihrer
geometrischen Form eine bessere PCR-Tropfenplatzierung wahrend des PCR-
Prozesses ermdglichten. Eine Besonderheit gegenlber bisherigen PCR-

Chipmodulen stellte die angewendete 2D-PCR auf planaren Chipoberflachen dar.

Abbildung 61 Verschiedene Layouts von Silizium-Kammer-Cyclern, welche am
IPHT Jena entwickelt wurden

StandardméafRlig wurden fur die stationdre Chip-PCR am IPHT so genannte 3D-
Chipmodule verwendet, welche eine oder mehrere Kammern bzw. einen Mikrokanal-
abschnitt als Reaktionsraum nutzten (Abbildung 61, [4, 101]). Der Vorteil der Kam-
mer-Chipthermocycler lag in der Verwendung von Silizium als Chipsubstrat. Die gute
Warmeleitfahigkeit dieses Materials ermoglichte Heizraten von mehr als 40 K/s und
Kdhlraten von 10 K/s, welche mit den entwickelten Oberflachenchips aus Glassub-
straten nicht erreicht werden konnen. Allerdings sind die Herstellungskosten der
Kammer-Chipthermocycler aufgrund des aufwendigen Herstellungsprozesses und
der Materialkosten sehr hoch. Bei der Herstellung der stationaren Oberflachenchips
waren keine Tiefenatzprozesse zur Erzeugung der Reaktionskammer notwendig und
es mussten keine zusatzlichen, kostenintensiven Prozessschritte zum Deckeln der
Chips durchgefihrt werden. Durch die Anordnung der Heizer- und Sensorstrukturen

auf der Chipoberflache konnten bei dem 2D-PCR-Chip Heizraten von 15 K/s und
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Kahlraten von 5 K/s erreicht werden, welche deutlich Gber denen konventioneller
Blockthermocycler (Heizen: 3 K/s, Kuhlen: 1 K/s) lagen.

Ein weiterer Vorteil der Oberflachenchips gegentber den Kammerchips war das flui-
dische Handling. Das Aufbringen und Entnehmen der Proben erfolgte tber einfache
Pipetierschritte. Die Kammer-Chipthermocycler dagegen waren im Allgemeinen mit
Glas gedeckelt und mit fluidischen Anschlissen versehen, Uber welche die luftbla-

senfreie Befillung und Entleerung der Chips meist nicht vollstandig realisiert werden

konnte.
—©—Tischcycler =¥=in-situ-Adapter PCR-Chip
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Diagramm 10 Vergleich der tatsachlichen Temperatur-Zeit-Profile von Tisch-
thermocycler, in-situ-Adapter und PCR-Chip bei folgendem PCR-
Protokoll: Denaturierung: 20 s bei 94°C; Annealing + Elongation: 40 s
bei 60 °C

Vergleicht man die Oberflachenchips mit kommerziellen Blockthermocyclern, so er-
reichten sie vergleichbare Ergebnisse in der Produktausbeute und den Nachweis-
grenzen, bei deutlich kirzeren Reaktionszeiten und niedrigeren Probenvolumen von
1,0 - 3,0 ul gegentuber gebrauchlichen Volumen von 10 - 100 ul in Eppendorfreakti-
onsgefalien oder 5 - 25 pl in Glaskapillaren. Beim Vergleich der durchschnittlichen
Heiz- und Kuhlraten der verwendeten Aufbauten (Tischthermocycler mit Eppendorf-
ReaktionsgefalRen und in-situ-Adapter, PCR-Chip) wurden deutliche Unterschiede
festgestellt (Diagramm 10), was sich auf die gesamte Reaktionszeit auswirkte. Bei
den durchgefuihrten Versuchen betrug die Reaktionszeit der Chip-PCR ca. die Hélfte
des Tischthermocyclers im Betrieb mit Eppendorf-Reaktionsgefal3en und nur ein Drit-
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tel beim Betrieb mit dem in-situ-Adapter. Dabei ergab sich ein Leistungsbedarf der
Chipthermocycler von ca. 1,5 W, was ca. einem Tausendstel von dem konventionel-
ler Gerate entspricht. Die Anforderungen an Chipthermocycler mit hohen Arbeitsge-
schwindigkeiten, niedrigen Probenbedarf und hoher Mobilitdt bei niedrigen Leis-
tungsbedarf sowie kleinen Gerateabmal3en wurden bei den verwendeten Oberfla-

chenchips somit alle erfullt.

4.2.1 PCR-Effizienz auf stationaren Chipthermocyclern

Im Hinblick auf die variablen Einsatzmoéglichkeiten der stationdren PCR-
Chipthermocycler ist es gelungen, verschiedene PCR-Systeme in einem Produktlan-
genbereich von 100 bis 1000 Basenpaaren erfolgreich zu amplifizieren, was darauf
schlieBen lasst, dass es keine Einschrankung in der Verwendung der Chips im Hin-
blick auf die Anzahl der Basenpaare gibt. Allerdings wurde deutlich, dass eine Modi-
fikation der PCR-Protokolle durch die Zugabe von Additiven (BSA, Q-Solution) in je-
dem Fall notwendig wird, um vergleichbar gute PCR-Effizienzen zum Tischthermo-
cycler zu erreichen. Die Hauptursache fir die eingeschrankte Produktbildung wah-
rend der PCR mit Standardprotokollen liegt in der Wechselwirkung der verwendeten
DNA-Polymerasen mit dem hydrophoben Chipoberflachen und die dadurch einge-
schrankte Aktivitat dieser. Eine Modifikation der nativen Chipoberflachen ist wie in
4.1 beschrieben zusatzlich notwendig, um die PCR auf stationaren Chipsystemen
Uberhaupt zu ermdglichen. Durch die Zugabe von Additiven, wie BSA sollen die klei-
nen Kontaktflachen der PCR-L6sung mit der Oberflache abgesattigt werden, so dass
die DNA-Polymerasen ohne Einschrankung der Aktivitat in der Losung zur Verfigung
stehen. Diesen Effekt kann man auch durch die zuséatzliche Erhéhung der zugesetz-
ten Menge an DNA-Polymerase erreichen, allerdings steht bei einer Chip-basierten
L6sung auch immer die Frage der Kostensenkung im Vordergrund, was diesem An-
satz widersprechen wirde. Die Zugabe von Q-Solution als Additiv sorgte bereits bei
den Versuchen im Tischthermocycler fur verbesserte PCR-Ergebnisse und zeigte
diese auch in Kombination mit BSA auf den PCR-Chips, da sie eine stabilisierende
Wirkung auf die PCR-Anséatze hat [88].

Die Versuche unter Verwendung verschiedener PCR-Kits zeigten, dass der Einsatz
von so genannten Master-Mix-Ansatzen auf dem PCR-Chip nur mit einer deutlich
verringerten PCR-Effizienz mdglich war. Die Griinde dafir liegen bei der veranderten

Konzentration an Polymerase in den PCR-Ansatzen. Wahrend bei den Master-Mix-



4 Diskussion 85

Ansatzen 2,5 Units/50ul eingesetzt wurden, betrug die Konzentration bei den ande-

ren Ansatzen 5 Units/50pl.

4.2.2 Effizienz der Realtime-Detektion auf stationdaren PCR-Chips
Die Erweiterung des PCR-Chipaufbaus mit der Mdglichkeit einer Realtime-Detektion
der PCR-Produktbildung war von besonderer Bedeutung. Zum einen wurde die ge-
samte Analysezeit um ca. 45 Minuten verkirzt, da der nachtragliche Produktnach-
weis mittels Agarosegelelektrophorese entfiel. Zum anderen wurde damit die Gele-
genheit der schnellen und spezifischen Quantifizierung der PCR-Produkte auf dem
Chip geschaffen.

Ein Problem der Realtime-PCR in konventionellen Blockthermocyclern ist das Min-
destprobenvolumen, welches fir die sichere Analyse mit diesen Geraten bendtigt
wird. StandardmafRig werden mit der Realtime-PCR-Methode Probenvolumen zwi-
schen 10 und 100 pl untersucht. Einen alternativen Ansatz zu den Blockthermocyc-
lern stellt der so genannte Light Cycler von Roche dar. In speziellen Glaskapillaren
wurden mit diesem Gerat Realtime-PCR-Reaktionen mit 5 pl Probenvolumen erfolg-
reich durchgefuhrt [102], wobei Reaktionszeiten von weniger als 15 Minuten fir 30
PCR-Zyklen erreicht wurden. Ein Nachteil dieser Geréte-Plattform ist allerdings der
risikoreiche Umgang mit den dinnwandigen Glaskapillaren, welche im Allgemeinen
nur in Routinelaboratorien mit speziell geschultem Fachpersonal eingesetzt werden.
Erste Veroffentlichungen zum Chip-basierten Nachweis der PCR-Produkte stammen
aus den Jahren 1997/98 [21, 22, 25, 103]. Taylor et. al [25] beschreibt beispielsweise
einen Detektionsaufbau fir den Nachweis von PCR-Produkten in Silizium-Kammer-
Chipthermocyclern mit einem Fassungsvermégen von 5 pl unter der Verwendung
von TagMan-Sonden. Mit diesem Aufbau wurde eine Detektionsgrenze von 1,2 Ko-
pien, bei einer PCR-Effizienz von 91% erreicht. Allerdings beruhte das Konzept nicht
auf einen miniaturisierten Gesamtaufbau. Alle anderen genannten Forschergruppen
verwirklichten einen méglichst mobilen und kleinen Gerateaufbau in Laptop-Grol3e,
arbeiten aber mit einem Probenvolumen zwischen 25 und 50 pl.

Mit entwickelten Chip-basierten Detektionsaufbau, der in dieser Arbeit verwendet
wurde, konnten dagegen Probenvolumen von bis zu 1,0 pl sowohl mit unspezifischen
als auch mit spezifischen Nachweismethoden im Echtzeitverfahren analysiert wer-
den. Der gewahlte faseroptische Aufbau mit speziell auf die eingesetzten Fluores-
zenzfarbstoffe abgestimmten Filtersatzen fir die Anregung und Detektion, dem
Photomultiplier als Detektor sowie dem verwendeten Chipdesign wurden so kombi-
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niert und optimiert, dass auch geringe Fluoreszenzsignalausbeuten mit einem maog-

lichst guten Signal-Rausch-Verhéltnis aufgenommen werden konnten.

4.2.2.1 Gegenuberstellung der Realtime-Detektion mit Sybr Green

Der Nachweis der PCR-Produkte mit Fluoreszenzfarbstoffen wie Sybr Green ist kos-
tengunstig und sehr empfindlich, hat aber den Nachteil, dass alle doppelstrangig vor-
liegende DNA nachgewiesen wird, unabhangig von der Sequenz des zu amplifizie-
renden PCR-Produktes. Von Vorteil sind dagegen die hohen Fluoreszenzsignale die
beim Einbau der Sybr Green Molekile in die doppelstrangige DNA erreicht werden
und somit eine sichere Auswertung der Detektionskurven gewahrleisten. Die Uber-
prufung der PCR-Produkte auf ihre Spezifitat kann zusétzlich durch eine so genannte
Schmelzkurvenanalyse erfolgen, womit die Qualitdt der erzeugten PCR-Produkte
nachgewiesen wird.

Vergleicht man die aufgenommenen Detektionskurven des Realtime-Thermocyclers
von Applied Biosystems (ABI 7300) mit denen des PCR-Chipsystems, so wurden
prinzipiell ahnliche Ergebnisse erzielt. Die PCR-Effizienzen der detektierten Verdin-
nungsreihen lagen bei beiden Systemen bei anndhernd 100 %, was einer optimalen
Produktverdoppelung in dem linearen Bereich der Detektionskurve entspricht. Die
héheren Signalintensitdten bei dem Chipsystem waren auf die verwendeten opti-
schen Komponenten und den Gesamtaufbau zurlckzufihren. Wahrend bei dem
kommerziellen Realtime-Thermocycler eine gekihlte CCD-Kamera zum Einsatz kam,
wurde bei dem Chip-basierten Aufbau ein Photomultiplier verwendet, welcher sich
durch eine héhere Empfindlichkeit auszeichnet. Aul3erdem erfolgte die Anregung und
Detektion mittels eines Lichtfaserbiindels, welches direkt an der Unterseite der PCR-
Chips platziert wurde und somit die ideal Ausleuchtung des gesamten PCR-Tropfens
ermdglichte.

Die Empfindlichkeit beider Technologieansatze (Realtime-Thermocycler und stationa-
rer PCR-Chip) ermdglichte den sicheren Nachweis von nur 2 Molekule/pl als Kon-
zentration der Ausgangsprobe, was auf das eingesetzte PCR-Volumen bezogen 6
DNA-Kopien entsprach. Damit wurden die urspringlich ohne Realtime-Detektion er-
mittelten Nachweisgrenzen bestétigt. Die Ergebnisse der Realtime-Detektion zeigten
allerdings ebenfalls eine Detektionskurve bei den getesteten Negativkontrollen ohne
Zusatz von DNA. Dabei handelte es sich um kleine unspezifische PCR-Produkte im

Bereich von 40-60 Basenpaaren, welche besonders bei niedrigen DNA-
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Konzentrationen in den ausgewerteten Agarosegelen sichtbar wurden und auf die
Bildung von Primerdimeren zuriickgefihrt wurde. Die aufgenommenen Schmelzkur-
ven mit dem ABI 7300 zeigten deutlich, dass es sich dabei nicht um das spezifische
PCR-Fragment handelte. Eine solche Schmelzkurvenanalyse ist technologisch auch
bei dem Chipsystem mdglich, zum jetzigen Zeitpunkt aber noch nicht realisiert. Eine
entsprechende Weiterentwicklung der Anwendersoftware wurde daher empfohlen
und wird zur Zeit etabliert.

Durch den Einsatz der Realtime-Detektion mit Sybr Green wurde die Analysezeit um
ca. 45 Minuten verkirzt, da ein nachgeschalteter Nachweis der PCR-Produkte mittels
Elektrophoresetechniken entfallt. Zusatzlich bietet diese Nachweismethode auch eine
gute Moglichkeit, um quantitative Aussagen zu treffen und Uber die ermittelte Stan-
dardgerade auf die DNA-Ausgangskonzentration einer unbekannten Probe schliel3en
zu konnen. Die dargestellten Ergebnisse wiesen eine sehr hohe Genauigkeit (>95%)
der berechneten Ct-Werte zu der entsprechenden Standardgerade auf, welches eine
Grundvoraussetzung fur eine sichere Quantifizierung ist. Im Gegensatz zu dem kon-
ventionellen Realtime-Thermocycler konnten die Detektionskurven einer DNA-
Verdiinnungsreihe nicht parallel aufgenommen werden, da das optische Detektions-
system nur fur eine PCR-Struktur auf dem Chip ausgelegt war. Das sowohl eine ho-
he PCR-Effizienz von 97 % als auch ein Bestimmtheitsmal? von 99,8 % der Stan-
dardgeraden auf dem PCR-Chip erzielt wurden, zeigte, dass die nacheinander abge-
laufenen Experimente, auch mit verschiedenen Chipstrukturen, eine hohe Reprodu-
zierbarkeit aufwiesen. Die Mdglichkeit einer parallelen Auslesung von 3 verschiede-
nen, bekannten Konzentrationen einer DNA-Verdinnungsreihe und die Analyse einer
PCR-Probe unbekannter Konzentration ist aufgrund des gewahlten Chiplayouts prin-
zipiell moglich.

4.2.2.2 Gegenuberstellung der Realtime-Detektion mit TagMan-Sonden

Eine zuverlassige Methode der spezifischen Realtime-Detektion von PCR-Produkten
ist der Einsatz von so genannten TagMan-Sonden, da diese sequenzspezifisch an
das gesuchte PCR-Produkt hybridisieren.

Die in dem Abschnitt 3.1.3.4 (Seite 57) verwendete TagMan-Sonde wurde fir die
spezifische Detektion des Exon 6-Abschnittes im p53-Genom konstruiert. TagMan-
Sonden zeichnen sich im Allgemeinen durch eine hohe Selektivitat aus, sind aber im
Vergleich zu Sybr Green weniger sensitiv. Die durchgefuihrten Experimente bestatig-



4 Diskussion 88

ten diese Aussage. Im Gegensatz zu der im vorigen Abschnitt diskutierten Detektion
mit Sybr Green wurden mit der TagMan-Sonde deutlich niedrigere Signalintensitaten,
sowohl im Realtime-Thermocycler als auch mit dem PCR-Chip-System aufgenom-
men.

Im direkten Vergleich der beiden Gerate-Technologien wurde bei dem Realtime-
Thermocycler erneut eine deutlich niedrigere Fluoreszenzsignalhbhe zum Chip-
system registriert. Dieser Signalunterschied entsprach im Verhaltnis dem der Mes-
sungen mit Sybr Green und wurde daher auf dieselben geratetechnischen Grinde im
Detektionsaufbau zurtickgefuhrt. Die andiskutierte niedrigere Sensitivitat der
TagMan-Sonde spiegelte sich aul3erdem in den ermittelten Ct-Werten der DNA-
Verdunnungsreihen wider. Diese waren im Vergleich zu den Ct-Werten bei der De-
tektion mit Sybr Green zu deutlich héheren Werten verschoben. AuRerdem konnten
fur die geringste DNA-Konzentration keine Ct-Werte ermittelt werden, da diese De-
tektionskurven unterhalb der festgelegten Threshold-Grenze (Schwellenwert-Grenze)
verliefen.

Ein weiterer Unterschied konnte bei den ermittelten PCR-Effizienzen festgestellt wer-
den. Diese waren bei beiden Geratetechnologien im Vergleich zu den Sybr Green
Messungen um mehr als 30 % vermindert. Der Grund flir diese deutliche Effizienz-
minderung wurde in einem unzureichenden Bindeverhalten der Sonde vermutet. Zum
einen bestand die Moglichkeit, dass die Sonde nicht wie vorgesehen an jedem zur
Verfigung stehenden spezifischen DNA-Strang gebunden hatte und zum anderen
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass sie nicht wie vorgesehen vollstandig
durch die 5°-3"-Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase hydrolisiert wurde, son-
dern teilweise selbstdndig vom Strang abdissozierte. Dies hétte zur Folge, dass zwi-
schen dem Reporterfarbstoff und dem Quenscher keine rdumliche Trennung vorge-
legen héatte, da die Sonde noch intakt war. Damit konnte auch kein Anstieg des Re-
portersignals erfolgen. Aufgrund der Verkirzung der Reaktionszeit in der Elongation
von standardmalfiig 60 s auf 40 s ware es auch denkbar, dass bei niedrigen Konzent-
rationen die Hybridisierungszeit der Sonde an das DNA-Template nicht ausreichte.
Die ausgewerteten Elektrophoresegele zeigten in allen Banden vergleichbare Pro-
duktintensitaten. Das bedeutete, dass die tatsachliche PCR-Effizienz vergleichbar zu
denen mit Sybr Green sein mussten. Um eine Verbesserung der PCR-Effizienz bei
der Realtime-Detektion mit TagMan-Sonden zu erreichen und die Vorteile dieser

Methode besser zu nutzen, sollten daher zukinftig an der Optimierung der PCR-
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Ablaufprotokolle gearbeitet werden, bei denen sowohl die Reaktionszeiten als auch
die Reaktionstemperaturen variiert werden.

Im Vergleich zu den Sybr Green Messungen konnte eine deutliche héhere Spezifitat
der TagMan-Sonde festgestellt werden. Die Negativkontrollen zeigten sowohl mit
dem Realtime-Thermocycler von ABI, als auch auf dem PCR-Chip keine Erhéhung
des Fluoreszenzsignals. Auf den ausgewerteten Agarosegelen nach der Elektropho-
rese wurden lediglich deutliche Primerdimer-Banden nachgewiesen, aber kein spezi-
fisches PCR-Produkt, was die Richtigkeit der dargestellten Kurven bestatigte.

4.2.3 Effizienz der on-Chip-Hybridisierung

Um eine weitere Chip-basierte Analysemethode der PCR-Produkte zu erarbeiten,
wurden Hybridisierungsversuche auf dem PCR-Chip durchgefiihrt. Im Vergleich zu
den Realtime-Detektionsmethoden erfolgte im Anschluss an die PCR-Reaktion der
Produktnachweis mit einer Endpunktbestimmung, vergleichbar zu den Gelelektro-
phorese-Verfahren.

Die durchgefuhrten Experimente dienten als Voruntersuchungen, um abzuschéatzen,
ob eine solche Methode zum Produktnachweis auf dem Chip geeignet ware. Prinzi-
piell konnte nachgewiesen werden, dass ein solcher Ansatz auch mit geringen Ana-
lyse-Volumen von 1 ul spezifisch on-Chip méglich war.

Allerdings war der Zeit- und Materialaufwand fur diese Hybridisierungsmethode ver-
glichen mit den konventionellen Nachweisverfahren sehr hoch. Im Vergleich zu den
standardmafig eingesetzten PCR-Chips wurden zusatzliche Strukturierungs- und
Modifikationsschritte auf der Oberflachenbeschichtung notwendig, welche nicht nur
einen hoheren Arbeitsbedarf sondern auch héhere Kosten verursachten. Der Zeit-
aufwand von der Immobilisierung der eingesetzten Sonden, Uber die Hybridisierung
der PCR-Produkte mit allen Waschschritten bis zur endgultigen Auswertung betrug 2-
3 Tage. Obwohl weitere Optimierungen bei den verwendeten Protokollen und Ablau-
fen eine erhebliche Verkirzung der Reaktionszeit versprechen, ist nicht davon aus-
zugehen, dass Analysezeiten von 45 min wie bei den Elektrophorese-Verfahren zu
erreichen sind.

Die on-Chip-Hybridisierungstechniken eignen sich besonders bei Anwendungen, in
denen grofRe Probemengen auf vielseitige Fragestellungen hin untersucht werden
sollen und werden mittels der DNA-Microarraytechnolgie erfolgreich realisiert. Dabei
wird allerdings eine grof3e Anzahl an Sonden in dichtesten Anordnungen auf Chip-
oder Objekttrageroberflachen immobilisiert. Die Verfahren laufen hoch automatisiert
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und in hohen Durchsatzen ab, so dass der Kosten- und Zeitaufwand umgerechnet
auf die Ergebnismenge niedrig ist. Dieser Effekt konnte mit dem realisierten Ansatz
auf dem PCR-Chip nicht erreicht werden. Denkbar ware eine solche Auswerteme-
thode fir PCR-Chips, die Uber eine grof3e Anzahl an Strukturen verfiugen. Dabei ist
eine vollstandige Automatisierung der Ablaufe denkbar. Zum derzeitigen Stand der
PCR-Chiptechnologie ist allerdings ein Realtime-PCR-Verfahren wesentlich zeit- und

kosteneffizienter und daher der on-Chip-Hybridisierung vorzuziehen.

4.3 PCRin Durchfluss-Chipmodulen

Das Verfahren der Durchfluss-PCR ist auf eine Patentanmeldung aus dem Jahr 1990
(DE 40 24 714 C2) zuruckzufihren, welches eine Vorrichtung zum wiederholten, au-
tomatischen Ausfihren eines Warmebehandlungszyklus fur die Behandlung einer
Probe im Durchfluss beschreibt. Die ersten aus der Literatur [104] bekannten Umset-
zungen dieses Prinzips erfolgten in Teflonkapillaren, durch welche die PCR-Proben
mittels Spritzen-Pumpen bewegt wurden und die Proben so durch entsprechend
temperierte Bader gepumpt wurden. Das Probenvolumen betrug ca. 50 pl. Einzelne
Proben wurden durch Luftpolster voneinander getrennt. Allerdings ist die Tempera-
turstabilitat derartig aufgebauter Kapillarsysteme sehr begrenzt und die Warmeuber-
tragung relativ langsam.

Erste Arbeiten zur Ubertragung des Durchfluss-PCR-Prinzips auf der Basis von Mik-
rochip-Thermocyclern wurden erstmals im Jahr 1998 patentiert (WO 99/41015) und
veroffentlicht [38] mit dem Ziel, eine hohe Anzahl an Proben in kleinen Volumen und
kirzeren Reaktionszeiten zu analysieren.

Der in dieser Arbeit verwendete Ansatz der Durchfluss-PCR beruht auf Mikrochip-
Thermocyclern, welche sich zum einen durch eine schnelle Warmeibertragung aus-
zeichnen und zum anderen die Einhaltung extremer Temperaturgradienten mit einer
hohen Temperaturstabilitdt garantieren. Durch den modularen Aufbau des Glas-Glas-
Chipmoduls und der damit verbundenen Trennung des thermischen und fluidischen
Managements ist das Chipsystem fir verschiedene Anwendungsbereiche der PCR-
Technologie einsetzbar. Parallel zu den urspringlichen Chip-basierten Durchfluss-
PCR-Verfahren in dem Glas-Silizium-Chipthermocycler wurde der Glas-Glas-
Chipaufbau entwickelt und etabliert, der zusatzlich den integrierten Schritt der Rever-
sen Transkription und somit auch die Vervielfaltigung von RNA ermdglichte. Fir den
Einsatz in der medizinischen Diagnostik ist dieses Verfahren fur die Durchfihrung

von Genexperessionsanalysen von besonderer Bedeutung.
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4.3.1 PCR-Effizienz im 25-Zyklen-Glas-Silizium-Durchflusschip

Die Ergebnisse der konventionellen Durchfluss-PCR in  Glas-Silizium-
Chipthermocyclern (3.2.3) ergaben wichtige Erkenntnisse fur eine optimale Weiter-
entwicklung der Durchfluss-Chiptechnologie und deren Erweiterung in der Art der
Anwendung. So wurden die Rahmenbedingungen, wie beispielsweise die notwendi-
ge Zyklenzahl, die Flussraten und die Nachweisgrenzen, fur die Etablierung des
HPV-PCR-Systems im Durchfluss-Verfahren abgeleitet. Der Vorteil der Glas-Silizium-
Chipthermocycler lag im guten Warmetransfer der Heizerstrukturen zum fluidischen
Probenstrom. Dies gelang durch die Verwendung von Silizium als Substrat fur die
aufgebrachten Platin-Heizerstrukturen und der direkten Verbindung dieser Silizium-
substrathalften mit den Mikrokanalen auf den Glassubstrathalften. Allerdings war das
gesamte Chipdesign auf die Realisierung ausgewéhlter PCR-Protokolle ausgelegt
und musste fir die Etablierung neuer PCR-Systeme meist modifiziert und neu herge-
stellt werden.

Ein kritischer Faktor bei der Durchfihrung von PCR-Reaktionen im Durchfluss-
Verfahren ist das fluidische Management. Der Glas-Silizium-Chipthermocycler wurde
im kontinuierlichen Fluss mit einem Reaktionsvolumen von 25 pl betrieben. Bei den
verwendeten Flussraten und Probenvolumen konnte von einem laminaren
Fluidikstrom ausgegangen werden, welcher dazu fuhren konnte, dass die Probe in
Abhangigkeit von der Entfernung zur Kanalwand unterschiedlich schnell bewegt wur-
de und somit einen negativen Einfluss auf das PCR-Ergebnis hatte. Dieser theoreti-
sche Aspekt konnte allerdings in den Versuchsreihen nicht beobachtet werden. Wei-
terhin bringt die Verwendung derartiger Probenvolumen ein Kontaminationsrisiko
durch dynamische Ablagerungen einzelner Reaktionskomponenten (BSA und Tag-
Polymerase) an den Mikrokanalwénden mit sich. Dem wurde durch entsprechende
Modifikation der Mikrokanale (Oberflachenbeschichtung) und notwendigen Spul-
schritten zwischen den einzelnen PCR-Versuchen entgegengewirkt.

Stellt man die ermittelten KenngroRen (Verweilzeiten = Flussrate; Nachweisgrenzen)
des HPV-Systems im Durchflusscycler mit 25 PCR-Zyklen denen des Tischthermo-
cyclers gegenuber, so wurden vergleichbare PCR-Produktausbeuten erzielt. Die Be-
stimmungen der untersten Nachweisgrenze von 1700 Molekule/pl zeigten ebenfalls,
dass die beiden Technologiesysteme denselben Amplifikationsbereich aufwiesen,
wenn gleich die Durchfluss-PCR bei dem grof3en HPV-Fragment (740 bp) minimal
bessere Ergebnisse erzielte. Dies war allerdings auf die relativ langsamen Flussraten
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und die damit verbundene Erhdéhung der Verweilzeiten in den entsprechenden Tem-
peraturzonen zurickzufuhren. Insgesamt konnte festgestellt werden, dass die
Arbeitsgeschwindigkeit der Durchfluss-PCR bei der langsamsten Flussrate
(0,25 pl/min) das 3-fache des Tischthermocyclers ausmachte. Bei einer Flussrate
von 0,75 ul/min konnten die gleichen Prozesszeiten von 1:15 h erreicht werden. Das
Ziel der Durchfluss-PCR liegt in der Hauptsache nicht bei der Durchfiihrung von so
genannten Fast-PCR-Protokollen, wie es auf den stationaren PCR-Chips realisierbar
ist, sondern bei der Moglichkeit von Hochdurchsatzanwendungen durch kontinuierli-

che Probenverarbeitung.

4.3.2 PCR-Effizienz im 35-Zyklen-Glas-Glas-Durchflusschip

Um eine erweiterte Einsatzmdglichkeit der Mikrochip-Thermocycler zu gewahrleisten,
wurde ein modulares Chipsystem aufgebaut und in dieser Arbeit auf seine Funktiona-
litat getestet. Die Herstellung der Heizplatte erfolgte analog zu den bisher verwende-
ten Durchfluss-Chips auf der Basis von Dinnschichttechnologie. Fur die Integration
zusatzlicher Temperaturzonen (Reverse Transkription und HotStart) und ein besse-
res thermisches Management wurde die Anzahl der Heizerstrukturen von bisher drei
auf 16 erhéht (Abbildung 62).
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Abbildung 62 links- Thermobild eines temperierten Mikrochip-Thermocyclers fur
die Durchfluss-PCR mit einer Temperaturstabilitat von
+/- 0,1 K
rechts- Verteilung der 16 Heizerstrukturen in den jeweiligen Tem-
peraturzonen: RT = Reverse Transkription, D = Denaturie-
rung, A = Annealing, E = Elongation

Aus Kostengriinden wurden fur die Herstellung ausschlief3lich Glassubstrate verwen-

det. Diese besitzen eine geringere Warmeleitfahigkeit als Silizium. Da die Tempera-
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turzonen bei dem Durchfluss-Verfahren konstant gehalten werden, hatte diese Ver-
anderung jedoch keinen negativen Einfluss auf die Reaktionsergebnisse. Um die
maoglichen negativen Einflisse aufgrund des zu grof3en Probenvolumen zu reduzie-
ren, wurden in dem weiterentwickelten Chipmodul Injektionsstellen integriert, welche
den zugefuhrten Probenstrom in Segmente von ca. 100 nl Grol3e aufteilen. Bei idea-
len Oberflacheneigenschaften wurden somit die kleinen Probentropfen in ein Tra-
germedium eingeschlossen und passierten den Mikrokanal ohne direkten Wandkon-
takt. Zusatzlich wurde durch diese kleinsten Probemengen eine schnelle und gleich-
mafige Temperaturverteilung erreicht. Eine mogliche Anwendung fur ein solches
Durchfluss-Konzept ist die Ubertragung von in-situ-RT-PCR-Protokollen zur Zell-
basierten Genexpressionsanalyse. Eine Grundvoraussetzung dafur war die Entwick-
lung und der Funktionstest eines mikrosystemtechnischen Chipmoduls, welches fir
die Anwendungen geeignet sein wird.

Der erste Schritt bestand in der Etablierung von HotStart-PCR-Protokollen, da diese
modifizierte Polymerasen enthalten, wie sie bei allen kommerziellen RT-PCR-Kits
Verwendung finden. Dafiur wurden vergleichbar zu den Versuchsreihen in den
Glas-Silizium-Chipthermocyclern die optimalen Flussraten und die entsprechenden
untersten Nachweisgrenzen anhand des HPV-PCR-Systems ermittelt. Wie zu erwar-
ten, waren die Flussratenabhangigen PCR-Ergebnisse vergleichbar. Da die Verhalt-
nisse der Mikrokanallangen Uber den jeweiligen Temperaturzonen konstant gehalten
wurden, entsprachen damit auch die Verweilzeiten (Denaturie-
rung:Annealing:Elongation = 1:1:2) in Abhangigkeit von der Flussrate dem urspring-
lichen Layout. Die untersten Nachweisgrenzen konnten fir beide HPV-Fragmente
deutlich gesenkt werden (von 17.000 auf 170 Molekule/ul PCR-Ansatz), da das er-
weiterte Chiplayout Uber 35 PCR-Zyklen verfiigte. Fir eine mogliche in-situ-Analyse
auf Einzel-Zell-(bzw. Einzel-Kopie)-Niveau fir das vorliegende PCR-System sollte die
Zyklenzahl zukinftig allerdings auf 40 bis 45 erhoht werden, da dies mit den 35-PCR-
Zyklen noch nicht erzielt werden konnte.

Ein grol3er Vorteil des 35-Zyklen-Cyclers lag in der integrierten Erzeugung eines
segmentierten Probenstroms. Im Vergleich zu der kontinuierlichen Betriebsweise
konnten die PCR und RT-PCR-Ergebnisse im segmentierten Fluss deutlich verbes-
sert werden. Die Forderung der Proben in einem flussig/fliissig Zweiphasensystem
(PCR-L6sung/Mineraldl) fuhrt dabei zur Vermeidung von fluidischer Dispersion und
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ermdglicht damit einen homogenen Fluidiktransport durch die einzelnen Temperatur-

zonen.

4.3.3 RT-PCR-Effizienzen in Durchflusscyclern

Fur die Etablierung von RT-PCR-Protokollen wurden zwei verschiedene Strategien
angewendet, welche beide auch in molekularbiologischen Routinelabors eingesetzt
werden. Dabei handelte es sich um die 2-Schritt und 1-Schritt-RT-PCR. Das Silizium-
Glas-Chipsystem wurde hauptséachlich fur erste Vorversuche, in Kombination mit
dem Tischthermocycler fur den Schritt der Reversen Transkription, mit dem so ge-
nannten 2-Schritt-Protokoll verwendet. Die beiden Methoden der Reversen
Transkription und der PCR laufen dabei mit den jeweiligen Enzymen in getrennten
Reaktionsansatzen ab.

Es zeigte sich, dass fur die eingesetzte Konzentration an Ausgangs-RNA (0,5 pg) mit
dem 25-PCR-Zyklen-Chip keine erfolgreiche Amplifikation nachgewiesen wurde,
dass aber bei voramplifizierten Proben positive Ergebnisse erzielt werden konnten.
Daraus wurde ersichtlich, dass die Erh6hung der PCR-Zyklenzahl nicht nur flr das
Erreichen besserer Nachweisgrenzen, sondern besonders fiur die erfolgreiche Durch-
fuhrung von RT-PCR-Protokollen notwendig wurde.

Die durchgefiihrten 2-Schritt-Versuche mit getrennten RT- und PCR-Ablaufen zeigten
die erwarteten positiven Ergebnisse. Fir einen schnellen und sicheren Ablauf von in-
situ-RT-PCR-Protokollen, welche ein zukinftiges Anwendungsgebiet dieser Durch-
flussmodule darstellen, war es allerdings notwendig, den stabilen Ablauf von 1-
Schritt-Protokollen zu gewabhrleisten.

Bei der 1-Schritt-RT-PCR werden die jeweiligen Enzyme in einem Ansatz gemischt
zugegeben und die einzelnen Reaktionsschritte laufen in direkter Folge ohne zusatz-
lichen Handlungsbedarf in einem System ab. Es konnten RNA-Proben mit 1-Schritt-
RT-PCR-Protokollen sowohl im kontinuierlichen als auch im segmentierten Proben-
fluss erfolgreich amplifizert werden. Im Gegensatz zu den Standard-PCR-
Reaktionen werden dabei noch Entwicklungs- und Optimierungsarbeiten notwendig,
um Produktausbeuten vergleichbar zum Tischthermocycler zu erreichen. Dabei mus-
sen durch die Variation der Flussraten die Temperatur-Zeit-Protokolle angepasst
werden. Aul3erdem kann die weitere Modifikation der Reaktionszusammensetzung
hilfreich sein. Die zukinftige Ermittlung der unterer Nachweisgrenzen fir die notwen-
dige Menge an Ausgangs-RNA spielt eine besondere Rolle bei der mdglichen Analy-
se von Proben auf Einzelzell-Niveau, da eine solche Technologie zum heutigen
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Stand der PCR-Technik noch nicht verfligbar ist. Zuséatzlich ist auch fur alle Durch-
fluss-Verfahren die Integration einer Realtime-Detektion notwendig, um die Analyse-

zeit zu verkirzen und quantitative Aussagen zu ermoéglichen.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit der Entwicklung und Etablierung von
Mikrochip-Thermocyclern fir die Miniaturisierung der Polymerase Kettenreaktion.
Zielsetzung war es dabei, zwei verschiedene Strategien, die stationédre Chip-PCR
und die Durchfluss-PCR, auf ihre Funktionalitat hin zu testen, ihren Einsatzbereich zu
ermitteln sowie Schlussfolgerungen fur moégliche Weiterentwicklungen zu ziehen und
die Ergebnisse den konventionellen Tischthermocycler-Systemen gegenuberzustel-
len.

Die Schwerpunkte lagen neben der Entwicklung der Chipthermocycler auf der Reali-
sierung PCR-kompatibler Oberflachenbeschichtungen und deren Charakterisierung,
der Anpassung und Umsetzung von PCR-Systemen aus der medizinischen Diagnos-
tik, sowie die Anpassung und Optimierung der Protokolle fur die einzelnen Chipsys-
teme.

Die Ergebnisse der stationdren PCR-Chips zeigten, dass die Technologie fir einen
Produktlangenbereich von ca. 100 bis 1000 Basenpaaren geeignet ist und damit ver-
gleichbare PCR-Effizienzen zu konventionellen Tischthermocyclern erzielt werden
konnen. Fur eine schnelle und einfache Quantifizierung wurde ein Chip-basiertes
Realtime-Detektionssystem entwickelt und erfolgreich getestet. Damit wurden Nach-
weisgrenzen von bis zu 2 Molekilen/pul PCR-Ansatz erreicht. So steht nun ein Chip-
system zur Verfigung, welches vollstdndig dem technischen Stand derzeitiger Real-
time-Thermocycler entspricht und wesentliche Vorteile mit sich bringt. Dazu gehort
vor allem eine dreifach hdhere Arbeitsgeschwindigkeit bei einem tausendstel des
notwenigen Leistungsbedarf eines konventionellen Tischthermocyclers. Die einge-
setzten Probenvolumen lagen bei 1 bis 3 pl und senkten die damit verbundenen Kos-
ten fur einen PCR-Ansatz um ca. ein zehntel, wenn man von minimalen Probenvolu-
men der konventionellen Gerate von 10 pl ausgeht. Der entwickelte stationare
Chipthermocycler ist vor allem fiir die Analyse geringer Probendurchsatze von maxi-
mal 4 parallel analysierbaren Proben ausgelegt. Die durchgefiihrten Untersuchungen
mit dem stationdre Chipsystemen zeigten, dass diese fiur die Durchfihrung der
Polymerasen Kettenreaktion im Hinblick auf die schnelle medizinische Diagnostik
geeignet sind.

Die Grundlage fir die Realisierung von PCR-Reaktionen mit einem hohen Proben-
durchsatz, bilden die entwickelten Durchfluss-PCR-Module, mit denen theoretisch

eine unbegrenzte Menge an Proben kontinuierlich analysiert werden kann. Es wur-
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den zwei Durchfluss-Chipsysteme entwickelt, der Glas-Silizium-Chipthermocycler mit
25 PCR-Zyklen und der Glas-Glas-Chipthermocycler mit 35 PCR-Zyklen. Fur die
Etablierung von PCR-Protokollen zum Nachweis von Humaner Papillomavirus-DNA
wurde der Glas-Silizium-Chipthermocycler herangezogen. Diese Experimente schaff-
ten die Grundlagen fur eine zielgerichtete, anwendungsspezifische Weiterentwick-
lung der Durchfluss-Chipthermocycler. Mit diesem System wurden in Abhangigkeit
von der vorliegenden Grol3e des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts lediglich Nach-
weisgrenzen im Bereich von 1.700 bis 17.000 Molekulen/pl Reaktionsansatz erreicht.
Daher wurde der Glas-Glas-Durchflusschip entwickelt, welcher neben der Erhéhung
der PCR-Zyklenzahl, auch die Durchfihrung von komplexen RT-PCR-Reaktionen
ermoglichte. Mit dieser neue Entwicklungsstufe der Durchfluss-Chipthermocycler
wurde die Nachweisgrenze auf 170 Molekile/ul reduziert. Damit wurde unter den
verwendeten PCR-Bedingungen ein vergleichbares Niveau zum Tischthermocycler
erreicht. Zusatzlich konnte durch die Erzeugung eines segmentierten Probenflusses
auf dem Chip ein gekapseltes Probenvolumen von 100 nl, eingebettet in Mineraldl
als Tragermedium, erzielt werden. In diesem Flussregime konnten sowohl PCR als
auch RT-PCR-Reaktionen durchgefuhrt werden, was zu einer Verbesserung der
PCR-Ergebnisse im Vergleich zum kontinuierlichen Flussbetrieb fuhrte.

Die Kombination von RT-PCR und segmentiertet Probenfluss in Mikrochip-
Thermocyclern bildet die Grundlage fir zukUnftigen Arbeiten auf dem Gebiet der Zell-
basierten in-situ-RT-PCR.

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse stellen eine Grundlage da-
fur, dass die erfolgreiche Entwicklung von Mikrochip-Thermocyclern am IPHT Jena
weiter voranschreiten wird und auch spezielle Anwendungsbereiche, wie beispiels-

weise die medizinische Diagnostik bearbeitet werden kdnnen.
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6 Ausblick

Die auf dem Bereich der stationaren PCR-Chiptechnologie vorgestellten Ergebnisse
und verwendeten Chipsysteme haben bereits einen Entwicklungsstand erreicht, der
eine zeitnahe Umsetzung der Erkenntnisse in ein marktfahiges Geratekonzept mog-
lich macht. Wahrend der Erstellung dieser Arbeit wurde bereits ein Industrie-
unterstitztes Forschungsprojekt bearbeitet und erfolgreich beendet. Derzeit werden
bereits in Absprache mit einem weiteren Industriepartner Konzepte erstellt, wie eine
Geraterealisierung fur die schnelle Vor-Ort-Analytik vorstellbar ist. Neben der techno-
logischen Umsetzung steht dabei auch die Entwicklung von biochemischen Kit-
Systemen im Vordergrund, die an die speziellen Anforderungen der Chiptechnologie
angepasst werden und damit die Arbeitsablaufe stark vereinfachen.

Die Entwicklung von Durchfluss-PCR-Systemen wird zukinftig in den Bereich der
medizinischen Diagnostik in Hinblick auf die in-situ-RT-PCR weitergefuhrt werden.
Eine groRe Herausforderung stellt die Uberfilhrung der Protokolle auf Zell-basierte
Proben dar. Die Moglichkeit einer Analytik auf Einzel-Zell-Niveau mit einer sicheren
und zeitnahen Aussage Uber das PCR-Ergebnis bietet ein weites Anwendungsfeld
dieser Methode insbesondere fur die Krebsdiagnostik. Durch die integrierten
Funktionselemente zur Erzeugung segmentierter Probenstrome, wie sie in dem vor-
gestellten Glas-Glas-Chipsystem verwirklicht wurden, ist es mdglich, Zellen in einzel-
ne Kompartimente zu transferieren und nacheinander zu analysieren. Derzeitig sind
keine Gerate verfiighar, welche eine groRe Anzahl an Zellen (10* bis10°) mit Hilfe der

PCR-Technik auf Einzel-Zell-Niveau analysieren kénnen.
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8 Anhang
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Diagramm 11 Stabilitat der Kontaktwinkel mit PCR-L6sung Uber 10 PCR-L&ufe in
Abhangigkeit von der Oberflachenbeschichtung
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Diagramm 12 Stabilitat der Kontaktwinkel mit Mineral6l tber 10 PCR-Laufe in Ab-
hangigkeit von der Oberflachenbeschichtung
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Datensammlung der Grauwertanalyse:

Fur alle aufgenommenen Elektrophoresegele wurde mittels der Software Image J
eine Auswertung der Bandenintensitat durch eine Grauwertanalyse durchgefuhrt. Far
die korrigierten Intensitaten wurde der Wert fir den Hintergrund des jeweiligen Gels
von den Intensitaten der Produktbanden abgezogen. Der Hintergrund entspricht bei
Gelen mit einer Negativkontrolle, dieser Gelbahn. Bei Gelen ohne entsprechende
Kontrolle, einem Bereich in der Nahe der Produktbanden mit gleicher Flache. Die

entsprechen numerischen Daten sind in den folgenden Tabellen aufgefuhrt:

Tabelle 38 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 22.
linkes Gel - 1. PCR-Lauf

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
Hintergrund 0,077 42 62 4,0 0,0
1 0,077 64 255 14,5 10,4
2 0,077 68 255 15,4 11,3
3 0,077 68 255 15,3 11,3
4 0,077 62 255 13,2 9,2
mittleres Gel - 5. PCR-Lauf
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
Hintergrund 0,096 54 72 6,1 0,0
1 0,096 70 255 17,5 11,4
2 0,096 74 255 16,4 10,3
3 0,096 74 255 17,1 11,0
4 0,096 66 255 14,9 8,9
rechtes Gel - 10. PCR-Lauf
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
Hintergrund 0,082 36 48 3,5 0,0
1 0,082 46 255 14,3 10,8
2 0,082 50 255 12,8 9,4
3 0,082 36 255 12,7 9,2
4 0,082 46 255 12,2 8,8

Tabelle 39 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 26.

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,123 76 94 10,2 0,0
2 0,123 90 255 21,8 11,6
3 0,123 94 255 22,1 11,9
4 0,123 88 114 11,6 1,3
5 0,123 78 96 10,6 0,4

Tabelle 40 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 27.

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,06 66 80 4.3 0,0

2 0,06 76 255 11,4 7,1

3 0,06 72 255 11,0 6,7

4 0,06 72 255 12,1 7,8

5 0,06 66 255 11,6 7,3
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Tabelle 41 Berechnete Intensitaten der Produktbaden zu Abbildung 28.

linkes Gel = Tischthermocycler

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
Hintergrund 0,084 58 70 55 0,0
1 0,084 64 255 14,6 9,1
2 0,084 64 255 12,3 6,8
3 0,084 66 255 14,7 9,3
4 0,084 62 255 13,5 8,0
rechtes Gel = PCR-Chip
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
Hintergrund 0,091 84 132 9,6 0,0
1 0,091 124 255 21,2 11,5
2 0,091 116 255 18,1 8,4
3 0,091 124 255 21,3 11,7
4 0,091 108 164 12,9 3,2
Tabelle 42 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 30.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
Hintergrund 0,065 38 50 2,8 0,0
1 0,065 34 255 11,6 8,9
2 0,065 32 255 9,9 7,1
3 0,065 36 255 12,1 9,4
4 0,065 34 255 10,2 7,4
5 0,065 36 255 9,1 6,3
6 0,065 38 255 12,1 9,3
Tabelle 43 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 29.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,058 82 255 11,3 7,0
2 0,058 72 82 4.4 0,0
3 0,058 74 140 6,3 1,9
4 0,058 92 255 11,6 7,2
5 0,058 86 255 12,3 8,0

Tabelle 44 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 31.

linkes Gel - Tischthermocycler

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,093 66 255 16,8 11,5
2 0,093 74 255 16,5 11,2
3 0,093 70 255 15,1 9,8
4 0,093 64 188 10,8 5,5
5 0,093 50 68 5,3 0,0
mittleres Gel - in-situ-Adapter
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,089 78 255 17,1 10,4
2 0,089 76 255 15,5 8,9
3 0,089 76 196 10,9 4,3
4 0,089 72 132 8,7 2,0
5 0,089 70 84 6,7 0,0
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rechtes Gel - PCR-Chip

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,112 100 255 22,6 11,9
2 0,112 108 255 22,7 12,0
3 0,112 104 255 17,8 7,1
4 0,112 96 202 15,7 5,0
5 0,112 88 102 10,7 0,0

Tabelle 45 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 32.

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,084 188 255 19,7 3,7
2 0,084 174 202 15,6 0,0
3 0,084 180 202 16,0 0,0
4 0,084 194 255 20,2 4,3
5 0,084 190 255 20,1 4.1

Tabelle 46 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 33.

linkes Gel = Realtime-Thermocycler

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,013 86 255 2,3 1,3
2 0,013 84 255 2,4 1,4
3 0,013 78 255 2,2 1,2
4 0,013 74 212 1,6 0,6
5 0,013 72 84 1,0 0,0
Rechtes Gel = PCR-Chip
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,014 38 255 2,3 1,9
2 0,014 32 255 1,7 1,3
3 0,014 26 154 1,0 0,6
4 0,014 26 92 0,6 0,2
5 0,014 22 40 0,4 0,0

Tabelle 47 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 34.

linkes Gel = Realtime-Thermocycler

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,017 84 255 3,7 2,5
2 0,017 84 255 3,6 2,4
3 0,017 72 255 3,0 1,8
4 0,017 66 128 1,7 0,5
5 0,017 62 74 1,2 0,0
Rechtes Gel = PCR-Chip
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,018 82 255 3,8 2,6
2 0,018 88 255 3,9 2,7
3 0,018 72 255 3,3 2,1
4 0,018 66 108 1,5 0,3
5 0,018 60 86 1,2 0,0
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Tabelle 48 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 37.

Linkes Gel = Glas-Silizium

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,086 40 52 3,9 0,0
2 0,086 54 255 15,1 11,2
3 0,086 46 255 13,2 9,3
4 0,086 40 54 3,9 0,0
5 0,086 60 255 18,8 14,9
6 0,086 56 255 15,1 11,1
Mittleres Gel = Glas-Glas
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,129 62 80 9,0 0,0
2 0,129 70 255 24,2 14,4
3 0,129 72 86 10,1 0,3
4 0,129 72 94 10,4 0,6
5 0,129 88 255 26,6 16,8
6 0,129 72 255 15,8 6,0
Rechtes Gel = Polycarbonat-Polycarbonat
1 0,101 52 72 5,7 0,0
2 0,101 62 255 15,5 9,8
3 0,101 56 106 6,8 1,1
4 0,101 56 72 6,3 0,0
5 0,101 72 255 19,1 12,8
6 0,101 64 255 14,9 8,6

Tabelle 49 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 38.

Linkes Gel = Glas-Silizium

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,086 40 52 3,9 0,0
2 0,086 54 255 15,1 11,2
3 0,086 46 255 13,2 9,3
4 0,086 40 54 3,9 0,0
5 0,086 60 255 18,8 14,9
6 0,086 56 255 15,1 11,1
Mittleres Gel = Glas-Glas
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,154 64 80 11,1 0,0
2 0,154 72 255 28,2 16,6
3 0,154 70 84 11,8 0,2
4 0,154 70 104 12,1 0,5
5 0,154 76 255 27,2 15,6
6 0,154 66 164 14,2 2,6
Rechtes Gel = Polycarbonat-Polycarbonat
1 0,135 92 104 13,2 0,0
2 0,135 88 255 27,5 14,3
3 0,135 80 106 13,1 -0,1
4 0,135 88 108 13,1 -0,1
5 0,135 102 255 27,6 14,4
6 0,135 96 255 23,5 10,3
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Tabelle 50 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 39.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat |Intensitat korr
1 0,084 100 122 9,1 0,0
2 0,084 114 255 18,5 9,4
3 0,084 110 255 15,8 6,7
4 0,084 106 255 15,8 6,7
5 0,084 96 255 13,3 4,2
Tabelle 51 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 41.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat |Intensitat korr
1 0,143 52 70 8,4 0,0
2 0,143 70 255 26,3 17,9
3 0,143 68 255 25,9 17,5
4 0,143 60 255 16,6 8,2
5 0,143 58 255 18,1 9,6
Tabelle 52 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 42.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,071 82 96 6,3 0,0
2 0,071 92 255 14,1 7,8
3 0,071 86 255 13,9 7,6
4 0,071 80 255 13,5 7,1
5 0,071 78 255 12,4 6,1
6 0,071 72 255 10,7 4.3
7 0,071 68 254 8,5 2,2
8 0,071 64 170 6,9 0,6
9 0,071 60 170 6,8 0,5
Tabelle 53 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 43.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,068 156 176 11,4 0,0
2 0,068 184 255 16,3 49
3 0,068 180 255 15,0 3,6
4 0,068 176 255 13,4 1,9
5 0,068 170 242 12,7 1,3
6 0,068 154 180 11,3 -0,12

Tabelle 54 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 44.

linkes Gel = kurzes Fragment 25 Zyklen

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,1 82 255 17,5 10,3
2 0,1 78 255 14,9 7,7
3 0,1 70 136 9,2 2,0
4 0,1 72 84 7,8 0,7
5 0,1 62 80 7,1 0,0
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rechtes Gel = langes Fragment 25 Zyklen

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitéat Intensitat korr
1 0,082 92 255 15,1 8,9
2 0,082 80 255 13,7 7,5
3 0,082 74 255 8,3 2,1
4 0,082 80 90 7,0 0,8
5 0,082 70 88 6,2 0,0
Tabelle 55 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 45.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitéat Intensitat korr
1 0,021 94 255 4,4 3,0
2 0,021 74 255 3,3 19
3 0,021 72 255 2,4 1,0
4 0,021 66 140 1,6 0,2
5 0,021 64 88 1,4 0,0
6 0,021 60 72 14 0,0
Tabelle 56 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 46.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,017 98 255 3,1 1,7
2 0,017 100 255 3,2 1,8
3 0,017 94 206 2,1 0,7
4 0,017 88 106 1,6 0,2
5 0,017 84 122 1,6 0,2
6 0,017 76 94 14 0,0
Tabelle 57 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 47.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitéat Intensitat korr
1 0,014 26 40 0,4 0,0
2 0,014 26 40 0,5 0,0
3 0,014 28 48 0,5 0,1
4 0,014 34 70 0,6 0,2
5 0,014 48 255 2,4 2,0
6 0,014 38 255 2,6 2,2
Tabelle 58 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 48.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitéat Intensitat korr
1 0,014 46 62 0,8 0,0
2 0,014 48 72 0,8 0,0
3 0,014 48 76 0,8 0,0
4 0,014 60 255 2,5 1,7
5 0,014 56 255 2,2 14
6 0,014 56 255 2,4 1,6
7 0,014 48 255 2,6 1,8
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Tabelle 59 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 50.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitét Intensitét korr
1 0,096 68 86 7,2 0,0
2 0,096 90 255 21,7 14,5
3 0,096 84 255 18,8 11,6
4 0,096 70 84 7,4 0,2
5 0,096 82 255 19,0 11,8
6 0,096 66 255 17,9 10,7
Tabelle 60 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 51.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,06 52 62 3,4 0,0
2 0,06 68 255 10,6 7,2
3 0,06 68 255 9,0 5,6
4 0,06 70 255 10,9 7,5
5 0,06 66 255 10,1 6,7
6 0,06 62 255 9,0 5,6
7 0,06 54 196 5,7 2,3
8 0,06 52 100 4,0 0,6
9 0,06 48 100 3,9 0,5
Tabelle 61 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 52.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,075 68 80 5,5 0,0
2 0,075 78 255 16,2 10,7
3 0,075 74 106 6,5 1,0
4 0,075 68 255 14,3 8,8
5 0,075 66 255 14,0 8,5
6 0,075 60 74 51 -0,4
Tabelle 62 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 53.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitédt | Intensitat korr
1 0,027 20 40 0,8 0,0
2 0,027 30 255 4,5 3,7
3 0,027 40 255 3,4 2,6
4 0,027 50 255 4,2 3,4
5 0,027 28 46 1,0 0,0
6 0,027 42 255 3,6 2,6
7 0,027 40 255 2,5 15
8 0,027 38 255 2,9 1,9

Tabelle 63 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 54.

linkes Gel = kurzes Fragment 35 Zyklen

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,066 70 255 10,7 6,6
2 0,066 72 255 10,3 6,2
3 0,066 62 255 9,2 51
4 0,066 58 190 5,6 1,5
5 0,066 56 90 4,5 0,4
6 0,066 56 68 4,1 0,0
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rechtes Gel = langes Fragment 35 Zyklen

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,047 66 255 9,6 7,1
2 0,047 56 255 7,7 5,2
3 0,047 52 255 4,9 2,4
4 0,047 50 90 2,7 0,2
5 0,047 48 62 2,5 0,0
6 0,047 46 58 2,5 0,0
Tabelle 64 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 55.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,016 40 255 1,7 0,8
2 0,016 46 192 15 0,6
3 0,016 54 142 1,4 0,5
4 0,016 52 156 1,2 0,3
5 0,016 52 84 1,0 0,1
6 0,016 46 68 0,9 0,0
Tabelle 65 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 56.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,023 32 255 3,6 2,7
2 0,023 30 255 2,4 15
3 0,023 28 255 2,0 1,1
4 0,023 28 156 1,2 0,3
5 0,023 26 44 0,9 0,0
6 0,023 30 48 0,9 0,0
Tabelle 66 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 57.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitéat Intensitat korr
1 0,013 40 58 0,6 0,0
2 0,013 42 255 2,0 1,4
3 0,013 40 255 1,7 1,1
4 0,013 34 255 2,2 1,6
5 0,013 20 34 0,3 0,0
6 0,013 22 255 1,5 1,2
7 0,013 8 58 0,5 0,2
8 0,013 8 198 1,0 0,7
Tabelle 67 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 58.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,02 4 22 0,3 0,0
2 0,02 28 255 3,3 3,0
3 0,02 20 244 1,9 1,6
4 0,02 24 255 2,0 1,7
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Tabelle 68 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 59.

Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,022 16 36 0,6 0,0
2 0,022 16 38 0,6 0,0
3 0,022 28 255 3,4 2,8
4 0,022 28 48 0,8 0,2
5 0,022 36 255 3,6 3,0
6 0,022 30 190 1,6 1,0
7 0,022 28 255 3,6 3,0
8 0,022 16 255 1,7 1,1
Tabelle 69 Berechnete Intensitaten der Produktbanden zu Abbildung 60.
Gelbahn Flache min. GW max. GW Intensitat Intensitat korr
1 0,02 10 26 0,4 0,0
2 0,02 24 255 3,0 2,6
3 0,02 20 250 1,5 1,1
4 0,02 22 255 1,7 1,3
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Abklrzungen

ABI Applied Biosystems

AFM Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic force microscopy)
BSA Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin)

bp Basenpaar (engl. base pair)

Ct engl. cycle threshold

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl. desoxyribonucleic acid)
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytosintriphosphat

dGTP Desoxyguanidintriphosphat

dTTP Desoxythymintriphosphat

DTT Dithiothreitol

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraacetat

E Effizienz

engl. Englisch

FC Flusscycler

FITC Fluorescein

FSU Friedrich Schiller Universitat Jena

GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase

GOPS 3-Glycidoxypropyltrimethoxysilan

GW Grauwert

HCI Salzsaure

HPLC engl. high pressure liquid chromatography

HPV Humane Papillomaviren

HPV-LR Humane Papillomaviren- niedriger Risikotyp (engl. low risk)
HPV-HR Humane Papillomaviren- hoher Risikotyp (engl. high risk)
HS HotStart

I Intensitat

IPHT Institut fir Physikalische Hochtechnologie

KCI Kaliumchlorid

KOH Kaliumhydroxid

KW Kontaktwinkel

LF Luftfeuchtigkeit

Li Lithium

MATCI engl. miniature analytical thermal cycling instrument
MgCl, Magnesiumchlorid

min Minute

mM Millimolar

uM Mikromolar

MTAS engl. micro total analysis systems

NaOH Natriumhydroxid

neg. negativ

NH Aminogruppe

NCR engl. non coding region

PC Polycarbonat

PCR Polymerase Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)

PFS Perfluorosilan (=> Perfluorodecylsilan)



Abkirzungen 116

SSC
TAE
TC
TE

positiv

Bestimmtheitsmal

Reportersignal normiert

Ribonukleinsaure (engl. ribonucleic acid)

Reverse Transkription

Sekunde

akustische Oberflachenwellen (engl. surface acoustic waves)
Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulphate)
Oberflachenenergie (engl. surface energy)
Oberflachenspannung (engl. surface tension)
Schichthohe

Silizium

Salzhaltiges Natriumcitrat (engl. saline sodium citrate)
Tris-Acetat-EDTA

Tischthermocycler

Tris-Hydrochlorid-EDTA
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