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1 Einleitung

In den letzten zehn Jahren verzeichnete der Bereich der Biotechnologie einen rasanten
Aufschwung. Mit dem Aufkommen der Bioinformatik konnten die riesigen, dort an-
fallenden Datenmengen verarbeitet und analysiert werden. Parallel dazu wurden neue
Techniken entwickelt. Der enorme Fortschritt in diesem Bereich eréffnet neue Hori-
zonte fiir vielfiltige Anwendungen. Die Biotechnologie gilt daher nicht umsonst als
eine der Schliisseltechnologien fiir das 21. Jahrhundert.

Ein Meilenstein der Biotechnologie war die Entschliisselung der menschlichen DNA
im Jahr 2004 [1]. Dies war das Ergebnis einer jahrelangen, weltweiten Kooperation
von tausenden Wissenschaftlern. Doch die Entschliisselung war nur der erste Schritt.
In einem zweiten Schritt muss jetzt das Verstindnis gewonnen werden, wie iiber die
DNA das komplexe Zusammenspiel von Proteinen in einer Zelle funktioniert.

Bis heute sind bereits etwa 1500 Stellen in der menschlichen DNA identifiziert worden,
die verdidchtig werden, durch Mutationen Ausloser fiir Erbkrankheiten zu sein. Eine
der groBen Aufgaben der genetischen Forschung ist es jetzt, ein Verstdndnis fiir die
krankheitsauslosenden Mechanismen zu entwickeln.

Dazu ist es notig in sehr vielen Experimenten unterschiedliche, menschliche DNA auf
thre Mutationen zu iiberpriifen. Zu diesem Zweck werden auf Glasplittchen tausende
Oligonukleotide immobilisiert. Dies sind kurze, einzelstringige DNA-Abschnitte. An
diese Oligonukleotide kann die aufbereitete DNA eines Menschen hybridisiert werden.
Durch die Auswertung der Bindungssignale kann die DNA auf Mutationen untersucht
werden. Das Auslesen eines solchen Arrays geschieht iiber eine Laserfluoreszenztech-
nik, indem die doppelstringige DNA nach der Hybridisierung mit einem Fluorophor
markiert wird. Ein solches Experiment wird auch als High-Throughput-Anwendung
bezeichnet, da fiir eine Probe gleichzeitig viele unterschiedliche Parameter getestet
werden.

Solche High-Throughput-Anwendungen gibt es auch in anderen Bereichen der biolo-
gischen Forschung. Bei der Entwicklung von Medikamenten und Experimenten zum
Verstidndnis von Protein-Protein-Wechselwirkungen ist man an der Reaktion eines An-
tigens auf viele unterschiedliche Antikorper interessiert. Zur Detektion wird hierbei
meist ein sekundérer, mit einem Farbstoff markierter Antikorper verwendet. Dies ist
ein Nachteil dieser Methode, denn sie versagt, wenn der immobilisierte Antikorper
an die gleiche Stelle des Antigens bindet wie der sekundére Antikdrper. Auch macht
sie die Analyse teuer und aufwindig, da mehrere Bindungsreaktionen notig sind und
jedes Array nur einmalig verwendet werden kann. Eine Detektionstechnik, die daher
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direkt die Bindung eines Antigens an einen immobilisierten Antikorper detektieren
kann, wire von grolem Vorteil.

Es existieren einige Verfahren, die eine Bindungsreaktion direkt nachweisen kon-
nen. Elektrochemische Verfahren nutzen dazu eine Veridnderung des Oberfldchenwi-
derstands. Quartzmikrowaagen und Kantilever reagieren auf eine Massenzunahme
durch gebundene Biomolekiile. Diese Techniken werden jedoch nur fiir die Beobach-
tung einzelner Bindungsreaktionen eingesetzt werden. Zur Detektion in einem High-
Throughput-Experiment sind sie kaum geeignet, da dies sehr schwer zu realisieren
wire.

Eine ebenfalls weit verbreitete, optische Detektionstechnik ist die so genannte Oberfli-
chenplasmonenresonanz (SPR, Surface Plasmon Resonance). Sie basiert auf der Anre-
gung von Oberflachenplasmonen in einem diinnen Goldfilm. Binden auf dem Goldfilm
weitere Biomolekiile, dindern sich die Resonanzbedingungen durch eine Veridnderung
des Brechungsindizes an der Goldoberfliche. Dieser Effekt wird zur Detektion der
Bindungsreaktion ausgenutzt. Mit ihr kann im Gegensatz zu den meisten Fluoreszenz-
techniken auch die Kinetik einer Bindungsreaktion bestimmt werden.

Die Empfindlichkeit wird iiblicherweise iliber die Stabilitdt der Basislinie definiert.
Diese wird in RIU (Refractive Index Units) angegeben und bezieht sich auf Volumen-
brechungsindexdnderungen. RIU ist eine kiinstliche Einheit, wird aber zur Beschrei-
bung von SPR Experimenten allgemein verwendet. Die besten kommerziellen Gerite
besitzen eine Empfindlichkeit von 3 x 10~7 RIU. Allerdings eignen sich diese Ge-
rite nicht fiir den Einsatz in High-Throughput-Anwendungen, da sie lediglich einige
wenige Reaktion simultan beobachten konnen.

In der jlingsten Vergangenheit finden sich bereits einige experimentelle Arbeiten, die
ein bildgebendes und damit zum Auslesen von Immunoassays geeignetes SPR Ver-
fahren zeigen. Eine solche alternative Technik ist von groem Interesse fiir die biolo-
gische Forschung. Dazu wird ein Goldchip mit einer monochromatischen Lichtquelle
beleuchtet und die reflektierte Intensitit mit einer CCD Kamera ortsaufgelost detek-
tiert. Die beste, dokumentierte Empfindlichkeit betriigt 5 x 10~¢ RIU fiir die simultane
Messung von 144 moglichen Reaktionen [2]. Sie ist jedoch um mehr als eine Groflen-
ordnung schlechter als die Empfindlichkeit kommerzieller Gerite fiir Einzelmessun-
gen.

Das ISAS besitzt viel Erfahrung in der Entwicklung und Verbesserung neuer analyti-
scher Methoden. Durch die Verwendung zweier Laserwellenlingen und der Bestim-
mung des Differenzsignals konnte die Empfindlichkeit von Absorptionsmessungen
verbessert werden [3]. Die Technik generiert ein hoheres Signal, ist unempfindlich
gegen Streulicht und bietet die Méglichkeit einer Stabilisierung der Lichtintensitét.

Ziel dieser Arbeit ist es, diese Vorteil auch auf eine Messung von Oberflichenplasmo-
nenresonanz zu iibertragen und die Empfindlichkeit dadurch zu verbessern. Die ersten
Experiment konnten eine simultane Beobachtung von drei Bioreaktionen demonstrie-
ren [4]. Die Empfindlichkeit betrug 5 x 10~¢ RIU. Fiir einen hochparallelen Einsatz
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war dieser Versuchsaufbau jedoch ungeeignet, da fiir jede weitere Bioreaktion ein zu-
satzlicher Messkanal notig gewesen wire.

Das Hauptaugenmerk dieser Doktorarbeit lag daher auf der Entwicklung eines bildge-
benden SPR-Verfahrens, das fiir eine High-Throughput-Anwendung geeignet ist und
eine hohe Empfindlichkeit besitzt. Dazu wurde eine eigens fiir unsere Anforderungen
modifizierte CCD-Kamera anstelle der Lock-In-Technik verwendet. Dies ist eine Vor-
aussetzung fiir den Einsatz in einer High-Throughput-Anwendung.

Es war notwendig, eine ausfiihrliche Analyse der Faktoren, die die Empfindlichkeit
und laterale Auflosung begrenzen, durchzufiihren. Auf diesen Ergebnissen aufbauend
konnte eine Methode entwickelt werden, die es erlaubt diese Limitierungen teilweise
zu iiberwinden.

Das Potential der doppelten Wellenldngentechnik wurde anhand von zwei biologischen
Systemen demonstriert, was sowohl maximale Empfindlichkeit als auch einen mogli-
chen Einsatz in einer High-Throughput-Anwendung zeigt.
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2 Theorie

2.1 Volumenplasmonen in Metallen

Die Valenzelektronen eines metallischen Leiters konnen in einem einfachen Modell
als ein quasifreies Elektronengas beschrieben werden. Werden die Elektronen durch
eine externe Anregung aus ihrer Ruhelage ausgelenkt, so entsteht eine elektische Po-

larisation P innerhalb des Elektronengases:

— —
P =—ped . (2.1)

Dabei bezeichnet p die Valenzelektronendichte, e die Elementarladung eines Elektrons
— —
und d die Auslenkung aus der Ruhelage. Die Polarisation P des Elektronengases
ﬁ
erzeugt ein riicktreibendes elektrisches Feld F£':

1
E=—P=_" 2, (2.2)
E0ER E0ER

(g9 = Dielektrizitdtskonstante im Vakuum, € = Dielektrizititskonstante im Metall)

Dadurch ergibt sich zusammen mit der Masse m,. der Elektronen die Bewegungsglei-
chung eines harmonischen Oszillators:

d? pe?
o—T = — ) 2.3
m dth 6053:6 2.3)

Diese kollektiven Schwingungen der Valenzelektronen in einem Festkorper werden
Volumenplasmonen genannt. Die Eigenfrequenz hingt von den Materialeigenschaften
ab und wird Plasmafrequenz wp genannt:

2
wp = 1| —L— . (2.4)
MeEOER
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2.2 Oberflachenplasmonen an Grenzflachen

Plasmonen konnen auch an metallischen Grenzflichen auftreten und werden dann
Oberflichenplasmonen genannt. Sie fithren keine statischen Oszillationen aus, sondern
bewegen sich wellenférmig entlang der Oberflache.

Die erste dokumentierte Beobachtung findet sich im Jahr 1902 [5]. Allerdings konnten
die experimentellen Daten erst 1941 von Fano als elektromagnetische Wellen an einer
Oberfliche interpretiert werden [6].

Um die Entstehung von Oberflichenplasmonen zu verstehen, betrachtet man eine
Grenzfliche zwischen einem Metall und einem Dielektrikum (siehe Abbildung 2.1).
Die Oberflichenplasmonen bewegen sich als p-polarisierte Welle entlang der Grenz-
flache. Die dabei entstehenden Felder konnen folgendermallen beschrieben werden

[7]:

z2>0 a = (Eu1,0, E,1) exp[+i(kaz — kaz — wt)]
Hy = (0, Hy1,0) exp[+i(kox + ka2 — wt)]

<0 By = (Eu,0, E.)expl+i(kpr + kuz — wt)]
Hy = (0, H,,0)exp[+i(koot + kuz — wt)] .

2
E
Dielektrikum £1
SR TRNIAMY
M N AN L X
etall €2

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Ladungen und des elektromagnetischen Feldes
der Oberflichenplasmonen an der Grenzflache von Metall und Dielektrikum.

Die elektrischen und magnetischen Felder miissen die vier Maxwellgleichungen

V x E(r,t) + u% 0 (2.5)
V-(uH(rt) = 0 (2.6)
Vxﬁ(r,t)—eoe(r)% ~ 0 2.7)
V- (coe(r)E(r,t) = 0 (2.8)

und die Kontinuitidtsbedingungen an der Grenzfliche
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E:J:l = Ez2
Hy Hyo
el = ek (2.9)

erfiillen. Aus den Kontinuitdtsbedingungen 2.9 folgt fiir den Wellenvektor des elektro-
magnetischen Feldes in x-Richtung direkt

kxl = ka = ka: .

Zusitzlich erhdlt man durch Anwendung der ersten beiden Maxwellgleichungen und
den Kontinuitidtsbedingungen die Dispersationsrelation in beiden Medien

2
K4k = (%) . (2.10)

Fiir den Wellenvektor in x-Richtung ergibt sich daher also die allgemeine Dispersions-
relation der Oberflichenplasmonen an der Grenzfliche:

w E1€ 1/2
;{;x:_( 12) , (2.11)

c \€1+ &9

Die Dielektrizititsfunktion des Dielektrikums ist in den meisten Fillen (Luft, Wasser)
reell und zeigt wenn iiberhaupt nur eine sehr geringe Wellenldngenabhéngigkeit. Die
Dielektrizitdtsfunktion von Metallen ist dagegen im Allgemeinen komplex (2 = €5, +
iy, ¢/ < 0) und wellenldngenabhéngig. Daher hat auch der Wellenvektor k, einen
reellen und einen imaginédren Anteil:

, w [ €15 1/2
k,=— - (2.12)
Cc \ €1+ €5
/ 3/2
k= ( 6152,) = (2.13)

Der reelle Teil beschreibt eine sich in x-Richtung fortbewegende Welle des elektri-
schen Feldes, wohingegen der imagindre Teil die Schwingung dimpft. Die Ausbrei-
tungsldnge L der Oberflichenplasmonen ist definiert als die Strecke, nach der sich die
Intensitét des elektrischen Feldes um den Faktor 1/e verringert hat:

(2.14)
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Die Wellenvektoren in z-Richtung k., und k., sind imaginér, da w/c < k, und &}, < 0
sind. Das elektrische Feld féllt daher wie eine Exponentialfunktion auf beiden Seiten
der Grenzfliche ab. Die Eindringtiefe Z der Oberflichenplasmonen in das Metall bzw.
in das Dielektrikum ist definiert als der Abfall des Feldes um den Faktor 1/e:

A (e +e,\"?
Dntetatt = 5 ( 152 2) (2.15)
1
A e+, \ 2
Zpictekt = ( 15'2 2) . (2.16)
2

Die Dielektrizititsfunktion von Metallen ist stark wellenldngenabhingig. Daher zei-
gen auch die Ausbreitungslidnge und die Eindringtiefe in das Dielektrikum eine solche
Abhingigkeit (siche Abbildung 2.2).

100

600 _ Eindringtiefe in Wasser (Gold)
1| — — - Eindringtiefe in Wasser (Silber) 1

] - 80
500 - A
400 | 60

300

Eindringtiefe [nm]

- 40

Ausbreitungslange [um]

200

20

e o - - - - Ausbreitungslénge (Gold)

I —-—- Ausbreitungslénge (Silber) | |
———

500 600 700 800 900 1000
Wellenlange [nm]

Abbildung 2.2: Abhéngigkeit der Ausbreitungsldnge der Oberflichenplasmonen und der Ein-
dringtiefe des elektrischen Feldes von der Wellenléinge fiir Gold / Wasser bzw. Silber / Wasser
Grenzflichen (Daten aus [8]).

2.3 Verlauf der Dispersionsrelation

Um einen Eindruck vom Verlauf der Dispersionsrelation der Oberflichenplasmonen zu
erhalten, kann die Dielektrizitiatsfunktion von Metallen im Drude-Modell vereinfacht
folgendermallen beschrieben werden [9]

W) =12 (2.17)
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Dabei wird der imaginidre Anteil der Dielektrizitdtsfunktion der Metalle vernachlis-
sigt. Die Niherung beschreibt daher nicht die Ddmpfung der Oszillationen. Zur Be-
stimmung des Wellenvektors entlang der Grenzflache eignet sie sich jedoch sehr gut,
da fiir Metalle meist € < ¢}, gilt. Nimmt man Luft als Dielektrikum (g2(w) = 1), so
ergibt sich fiir die Dispersionsrelation der Oberflachenplasmonen an der Grenzfldche
folgender Ausdruck

2 _ 2
wp

ky(w) = (2.18)

w w
C

2 _ 2
2w? — wp

Die Abhingigkeit der Wellenldnge der Plasmonen von k£, und die Dispersionsrela-
tionen des Lichtes in der Luft (w = ck) und im Metall (w = \/w% + ¢?k?) sind in
Abbildung 2.3 dargestellt. Fiir kleine &, néhert sich die Dispersionsrelation der Ober-
flachenplasmonen der des Lichtes im Dielektrikum an, bleibt jedoch stets rechts von
ihr. Fiir groBe k, strebt sie asymptotisch dem Wert wp/+/2 entgegen.

Da kein Schnittpunkt der Dispersionsrelationen besteht, ist es nicht moglich Oberfld-
chenplasmonen durch Einstrahlung von Licht anzuregen - weder durch Lichteinfall
von Seiten des Dielektrikums noch von der Metallseite.

Um die Oberflichenplasmonen trotzdem anregen zu konnen, reduziert man die Me-
tallschicht zu einem diinnen Metallfilm, der von zwei unterschiedlichen Dielektrika
begrenzt wird - der so genannten Kretschmann-Anordnung (siehe Abbildung 2.4). P-
polarisiertes Licht wird von der Seite des zweiten Dielektrikums unter dem Einfalls-
winkel © eingestrahlt. Die Dispersionsrelation fiir Licht in diesem Medium lautet

wp

wp/V2
u)p/\/ €1+ 1

>

K

Abbildung 2.3: Die Dispersionsrelation der Oberflichenplasmonen an einer Metall/Luft
Grenzfliche (schwarze Linie) hat mit den Dispersionsrelationen von Licht in Luft (rot) bzw.
in einem Metall (blau) keinen Schnittpunkt. Besitzt das Dielektrikum eine Dielektrizitdtskon-
stante €1 ungleich eins, so ist die Dispersionsrelation der Oberflichenplasmonen flacher und
nihert sich asymptotisch dem Wert wp/+/1 + €1 (griin).
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Dielektrikum 1 €1~ B\ p o~
_ T I I S e B A A
Metallfilm €2

Dielektrikum 2 €3 /\

Abbildung 2.4: Das Licht fillt in der hier schematisch dargestellten Kretschmann-Anordnung
durch das optische dichtere Dielektrikum 2 auf den Metallfilm und wird dort totalreflektiert.
Das evaneszente elektrische Feld, das durch die Totalreflexion erzeugt wird, dringt in den Me-
tallfilm ein und kann unter Resonanzbedingungen Oberflichenplasmonen an der gegeniiberlie-
genden Grenzfliche anregen.

ky = \/5—3% Sin @ . (2.19)

Diese hat bei geeigneter Dielektrizitiatskonstante (¢35 > ;) einen Schnittpunkt mit
der Dispersionsrelation der Oberflachenplasmonen (siehe Abbildung 2.5). Licht, das
durch das zweite Dielektrikum auf die Metallflache féllt, erzeugt bei der Totalreflexi-
on ein evaneszentes Feld, welches in den Metallfilm hinein exponentiell abfillt. Dieses
evaneszente Feld kann unter Resonanzbedingungen Oberflichenplasmonen auf der ge-
geniiberliegenden Seite des Metallfilms anregen.

Neben der Impulserhaltung muss dabei auch die Energieerhaltung erfiillt sein. Das
bedeutet, dass es fiir die Anregung mit monochromatischen Licht nur einen Resonanz-
winkel gibt. Bei diesem schneiden sich die Dispersionsrelationen in einem Punkt, wo

o

Abbildung 2.5: Die Dispersionsrelation der Oberflichenplasmonen (schwarze Linie) besitzt
einen Schnittpunkt mit der Dispersionsrelation des Lichtes im zweiten Dielektrikum (blaue
Linie). Alle Wellenldangen unterhalb des Punktes P konnen angeregt werden, indem der Ein-
fallswinkel des Lichtes variiert wird. Wird monochromatisches Licht (E = fwp) eingestrahlt,
werden Oberflichenplasmonen nur unter einem bestimmten Winkel © angeregt - nadmlich ge-
nau dann, wenn sich die Dispersionsrelationen des Lichtes und der Oberflichenplasmonen im
richtigen Energieniveau schneiden.
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die Energie der einfallenden Photonen gleich der Energie der Oberflachenplasmonen
ist. Beobachtet man die Reflektivitit von monochromatischem Licht in Abhiingigkeit
vom Einfallswinkel, so zeigt sich die Anregung der Oberflaichenplasmonen als Ein-
bruch der Reflektivitiit bei einem bestimmten Resonanzwinkel. Alternativ kann auch
die Reflektivitit in Abhiingigkeit von der Wellenldnge bei einem fixen Einfallswinkel
beobachtet werden. Auch in diesem Fall findet sich fiir eine bestimmte Wellenldnge
ein Resonanzminimum (siehe Abbildung 2.6).

094
0,84 0,84
0,7 o
0,6 o 0,6 4

0,54

Reflektivitat
Reflektivitat

0.4 044
0,34

0,24 0,24

0,14

50 nm
0,0 : T

010 T T T T T T T
740 760 780 800 820 840 860 58 59 60 61 62 63 64

Wellenlédnge [nm] Winkel [°]

Abbildung 2.6: Das reche Bild zeigt eine Resonanzkurve fiir eingestrahltes, weifles Licht bei
einer Fixierung des Einfallwinkels (dgoq = 50 nm). Die linke Abbildung zeigt Reflektivitits-
kurven fiir unterschiedliche Schichtdicken des Goldfilms in einem Glas / Gold / Wasser System
(ngras = 1.61, A = 780 nm). Bei der optimalen Schichtdicke von 50 nm wird die komplette
Energie der Photonen bei Einstrahlung unter dem Resonanzwinkel in Oberflichenplasmonen
umgewandelt (Berechnung mit [10]).

Eine Anregung der Oberflichenplasmonen an der Grenzfliche zwischen zweitem Di-
elektrikum und Metall ist nicht moglich, da dies der Situation fiir ein 2-Schicht-System
entspricht.

Die Dicke des Metallfilms spielt bei diesem Vorgang eine wichtige Rolle. Sie ist ent-
scheidend dafiir, wie viel Energie der einfallenden Photonen durch das evaneszente
Feld an die Oberflachenplasmonen iibertragen wird. Bei einer optimalen Ankopplung
wird die komplette Energie der einfallenden Photonen zur Anregung von Oberfldchen-
plasmonen genutzt. Um die optimale Dicke des Metallfilms zu bestimmen, nutzt man
die Fresnel-Formeln, um die Reflektivitiat R des Drei-Schicht-Systems zu bestimmen

[7].

E_% _ ro1 + 1o exp(2tk1d)
E} 1+ rhrly exp(2ik,1d)

kzi kz kzi kz
o= (-t (e ) 2.20

Anschaulich erklirt sich die optimale Schichtdicke dadurch, dass Photonen in den Me-
tallfilm eindringen und zwischen den Dielektrika mehrmals reflektiert werden. Dabei

R = |7‘g12| = ‘

} mit
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entsteht an den Grenzflichen konstruktive bzw. destruktive Interferenz. An der Grenz-
flache des ersten Dielektrikums mit dem Metall sorgt die konstruktive Interferenz fiir
die Entstehung der Oberflichenplasmonen. An der anderen Grenzflache sorgt die de-
struktive Interferenz fiir die Ausloschung des reflektierten Strahls [11]. Theoretische
Reflektivitidtskurven fiir unterschiedliche Schichtdicken sind in Abbildung 2.6 aufge-
zeichnet.

2.4 Oberflachenplasmonen als Biosensor

Der typische experimentelle Aufbau zur Detektion von Biomolekiilen mit Hilfe der
Oberflichenplasmonenresonanz besteht aus einem Prisma, auf dessen Riickseite eine
etwa 50 nm dicke Goldschicht aufgebracht ist. Auf der anderen Seite des Goldfilms
wird eine Flusszelle befestigt, durch die man unterschiedliche Fliissigkeiten iiber den
Goldfilm leiten kann. Die Oberflichenplasmonen werden durch Lichteinfall durch das
Prisma angeregt (sieche Abbildung 2.7).

Das evaneszente elektrische Feld der Oberflachenplasmonen fillt iiber einige hundert
Nanometer im Wasser ab. Der Brechungsindex in diesem Bereich beeinflusst die Re-
sonanzbedingungen stark. Andert sich der Brechungsindex des Wassers beispielsweise
durch die Zugabe von Salzen, so verschiebt sich die Position des Resonanzminimums.
Die Form der Resonanzkurve bleibt dabei weitestgehend unverdandert. Die Reaktion
auf eine Brechungsindexinderung des Wassers von 1072 RIU zeigt Abbildung 2.8.

Da sich in diesem Fall der Brechungsindex homogen im gesamten evaneszenten Feld
dndert, spricht man auch von einem Volumeneffekt. Die Oberflichenplasmonenreso-
nanz lieBe sich somit theoretisch nutzen, um Brechungsindizes von Fliissigkeiten zu
bestimmen.

Interessanter ist jedoch die Moglichkeit diinne Schichten auf der Goldoberfliche mit

T T e

Flusszelle 5 - 5

Goldschicht
p-polar. Bri Messung der
Licht risma Reflektivitat

Abbildung 2.7: Kretschmann-Anordnung in einem typischen Oberflichenplasmonenreso-
nanzexperiment. Auf der Riickseite eines Prismas ist eine diinne Goldschicht aufgebracht. Uber
der Goldschicht ist eine Flusszelle befestigt, durch die man Fliissigkeiten tiber die Goldschicht
leiten kann. Die Oberflachenplasmonen werden an der Gold-Wasser-Grenzfliche durch Licht-
einfall durch das Prisma angeregt.



Oberflachenplasmonen als Biosensor 17

Reflektivitat

Winkel [°]

Abbildung 2.8: Verschiebung des Resonanzminimums auf Grund einer Brechungsindexin-
derung des Wassers in einem Glas / Gold / Wasser Schichtsystem (berechnet mit [10];
NGlas = 1.61, dgoig = 50 nm, ng,o = 1.33, A = 780 nm, An = 10~2 RIU)

Hilfe der Oberflichenplasmonenresonanz zu messen. Das sind in den meisten Fiéllen
diinne Schichten aus Biomolekiilen mit einer typischen effektiven Dicke von hundert
Picometern bis wenigen Nanometern. Man nutzt dabei aus, dass sich die Brechungs-
indizes von Biomolekiilen (ng ~ 1.50) und Wasser unterscheiden (np = 1.33).

Das evaneszente Feld dringt iiblicherweise einige hundert Nanometer in das Wasser
ein. Der Einfluss der diinnen Biomolekiilschicht ist gering und kann daher im Rahmen
der Storungstheorie umfassend behandelt werden [11].

In einem einfacheren Ansatz berechnet man lediglich eine effektive Volumenbre-
chungsindexinderung, die das evaneszente Feld erfihrt, wenn sich Biomolekiile auf
der Goldschicht anlagern. Dazu berechnet man den mittleren Brechungsindex inner-
halb des evaneszenten Feldes:

Neff = (/ n(a:)e_szdx> / (/ e_fa:dx)
0 0
(/ nBede:l:—l—/ npede:c) /L,
0 d
d " 0o N d "
= (/ nge Lz dx +/ npe Lzdr —/ npe_dex) /L, .
0 0 0

2.21)
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Dad <« L, ist, ldsst sich der Ausdruck vereinfachen zu

d o) d
Neff R (/ npdr —|—/ npe I dx —/ npd:c) /L,
0 0 0

d
:(nB — TLP)L— +np. (222)

Bildet sich eine diinne Biomolekiilschicht der Dicke d auf dem Goldfilm, so reagiert
die Resonanzkurve, als ob eine Volumenbrechungsindexinderung der Grofe n. s auf-
getreten wire. Diese effektive Brechungsindexénderung fithrt dazu, dass die Reso-
nanzkurve zu einem grofleren Resonanzwinkel verschoben wird (siehe Abbildung 2.9).

Die Bindung von Biomolekiilen an eine Goldschicht ist jedoch in den meisten Fél-
len nicht sehr interessant. Vielmehr ist man an der Bindung zwischen zwei Molekii-
len interessiert (DNA-DNA, DNA-Protein, Protein-Protein Wechselwirkungen). Dazu
immobilisiert man so genannte Fangermolekiile in einem ersten Schritt auf der Gold-
oberfliache. In einem zweiten Schritt werden die zu untersuchenden Molekiile in einer
Losung iiber die Goldoberflache geleitet. Die Molekiile binden an die Fangermolekiile
und vergréBern dadurch die Biomolekiilschicht.

Da L, und np konstant sind, ist die Verschiebung der Resonanzkurve direkt propor-
tional zur Dicke der Bioschicht

d
An =ngsf —np = (nB—np)L— . (2.23)

Reflektivitat

IIIIIIIIIIII|IIII..|IIII|IIII|IIII|IIII
58,0 58,5 59,0 59,5 60,0 60,5 61,0 61,5 62,0

Winkel [°]

Abbildung 2.9: Verschiebung des Resonanzminimums bei Anlagerung einer 1 nm (rote Kur-
ve) bzw. 2 nm (blaue Kurve) dicken Schicht aus Biomolekiilen (berechnet mit [10]: ngies =
1.61, dgoig = 50 nm, ng,0 = 1.33, A = 780 nm).
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Durch eine zeitaufgeloste Messung der Resonanzkurve ist es daher moglich die Dyna-
mik einer Bindungsreaktion zu beobachten.

Es gibt drei weitverbreitete Techniken um die Verschiebung der Resonanzkurve zu
messen. Alle Methoden basieren auf der Einstrahlung von p-polarisiertem Licht um
die Oberflichenplasmonen anzuregen.

Im meist genutzten Aufbau wird der Goldfilm mit monochromatischem Licht diver-
gent beleuchtet. Die Intensitét des reflektierten Lichtes wird mit Hilfe einer Dioden-
zeile winkelaufgelost gemessen. Durch Interpolation der gemessenen Reflektivititen
kann das Resonanzminimum in Abhingigkeit vom Einfallswinkel bestimmt werden
[12, 13].

Ein weiterer Ansatz beruht auf weilem Licht, das unter einem festen Winkel die Ober-
flache beleuchtet. Mit Hilfe eines Spektrometers kann die Reflektivitit fiir unterschied-
liche Wellenldngen ermittelt werden und dariiber die Position des Resonanzminimums
in Abhéngigkeit von der Wellenléinge bestimmt werden [14].

Im dritten Ansatz wird monochromatisches Licht unter einem fixen Winkel einge-
strahlt. Der Winkel ist dabei meist so gewdhlt, dass er auf der linken Seite des Re-
sonanzminimums liegt, wo die Resonanzkurve ihre steilste Stelle aufweist. Verschiebt
sich das Resonanzminimum, so lédsst sich eine Erhohung der Reflektivitit detektieren.
Der Anstieg ist dabei direkt proportional zur Verschiebung des Resonanzminimums
innerhalb eines gewissen linearen Bereiches [15].

2.5 Bindungskinetik auf einem Biosensor

Molekiile aus einem Puffer binden an die Fingermolekiile auf der Oberfliche gemif3
folgender Reaktionsgleichung:

kdes
A+ B+—AB.

ads

Im Langmuir-Modell, das die meisten Adsorptionsprozesse gut beschreibt, geht man
davon aus, dass

e cs keine Wechselwirkung zwischen den adsorbierten Molekiilen gibt,
e alle Bindungsplitze energetisch identisch sind
e und die Menge von Bindungsplitzen begrenzt ist.

Die Geschwindigkeit, mit der die Molekiile aus der Losung auf die Oberfldache binden,
wird durch die Konstante k4, beschrieben. Die Desorption wird durch die Konstante
kqes ausgedriickt.

In einem typischen Experiment wird die zu untersuchende Substanz kontinuierlich
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iiber die Sensoroberfliche gepumpt. Die Konzentration c4 ist daher stets konstant,
obwohl einige Molekiile auf die Oberflache binden. Die Anzahl der freien Bindungs-
stellen cp hingt direkt mit der Anzahl der gebundenen Molekiile auf der Oberflache
CAp Zusammen:

CB = Co — CAB - (2.24)
(co = Zahl der insgesamt verfiigbaren Bindungsstellen)
Im Gleichgewicht gilt das Massenwirkungsgesetz und die Rate der Adsorption ist
gleich der Desorption [16]:
kaascacp = Kaescap -
Es stellt sich eine definierte Oberfldchenbelegung ein, die von den Adsorptions- und

Desorptionskonstanten, sowie von der Konzentration der Molekiile im Puffer abhéingig
ist:

1 kdes
it S = .
1 + S m kadsCA

(2.25)

CAB = Cp

Da jeder Sensor ein gewisses Rauschniveau besitzt, gibt es nur einen gewissen Be-
reich, in dem eine analytische Bestimmung der Konzentration c4 moglich ist (siehe
Abbildung 2.10).

Die Kinetik der Bindungsreaktion ergibt sich aus der Differentialgleichung

d
—cap = kaascacp — KaesCan

dt
= kadscACO —capK mit K = kdes + CAkabs . (2.26)

Daraus ergibt sich fiir die Kinetik der Oberfldchenbindung folgende Darstellung

1

cap(t) = D(1 — e K mit D= T g

(2.27)

Die Hohe des Bindungssignals und die Geschwindigkeit der Bindung ist durch das
Verhiltnis der Adsorptions- und Desorptionsgeschwindigkeiten und der Konzentration
der Molekiile in der Losung bestimmt. Je hoher die Konzentration der Molekiile im
Puffer, desto schneller erreicht die Reaktion ihr Gleichgewicht (siehe Abbildung 2.11).
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Sensorrauschen V

[ Analytischer Bereich |

Belegung im Gleichgewichtszustand

A Sensorrauschen

Konzentration C,

Abbildung 2.10: Die Oberflachenbelegung im Gleichgewichtszustand ist abhdngig von der
Konzentration der Molekiile im Puffer. Auf Grund des sensorspezifischen Rauschens kann
die genaue Konzentration c4 nur in einem eng definierten Bereich ermittelt werden. Ist das
Sensorsignal zu niedrig, kann es nicht detektiert werden. Ist das Sensorsignal zu hoch, kann es
nicht mehr eindeutig einer Konzentration zugeordnet werden.

Gebundene Molekile auf der Oberflache

Zeit

Abbildung 2.11: Die berechneten Langmuir-Adsorptionskurven fiir drei unterschiedliche
Konzentrationen c4 zeigen, dass die Reaktion umso schneller ins Gleichgewicht kommt, je
hoher die Konzentration der Molekiile im Puffer ist. Die Hohe des Bindungssignals ist in allen
Fillen gleich hoch, da S <« 1.
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3 Experimenteller Aufbau

Die meisten kommerziellen SPR-Gerite basieren auf der winkelaufgeldsten Messung
divergenten, monochromatischen Lichtes in einer Kretschmann-Anordnung. Diese Ge-
rite besitzen eine meist sehr hohe Empfindlichkeit. Sie wird bestimmt durch die Sta-
bilitit der Basislinie und liegt bei den besten Geriiten bei etwa 3 x 10~7 RIU.

Kommerzielle Gerite bieten jedoch in den meisten Féllen nur die Mdoglichkeit einige
wenige Bindungsreaktion auf der Oberfliche zu beobachten. Da der Brechungsindex
von Wasser stark temperaturabhéngig ist, benotigen sie eine hochprizise Temperatur-
stabilisierung um Driften zu vermeiden. Das winkelaufgeloste Messprinzip ldsst sich
jedoch nicht fiir High-Throughput-Anwendungen adaptieren. Die Entwicklung einer
SPR-Methode, die die simultane Beobachtung von mehreren Bioreaktionen bei einer
gleichzeitig hohen Empfindlichkeit bietet (so genanntes SPR-Imaging), ist daher von
grofer Bedeutung.

Die meisten und vielversprechensten Entwicklungen in diesem Gebiet basieren auf
der Einstrahlung monochromatischen, p-polarisierten Lichtes unter einem festen Win-
kel [2, 17-21]. Die Intensitit des reflektierten Lichtes ldsst sich dabei leicht mit einer
CCD-Kamera beobachten, so dass eine ortsaufgeloste Messung auf der Goldoberfld-
che moglich ist. Der Winkel wird so gewihlt, dass sich die eingestrahlte Wellenldnge
auf der linken Seite der Resonanzkurve befindet. Verschiebt sich die Resonanzkurve,
so dndert sich die Reflektivitit (siehe Abbildung 3.1). Sind auf der Goldoberflache
mehrere Stellen (so genannte Spots) mit unterschiedlichen Biorezeptoren beschichtet,
so lassen sich Reaktionen in diesen Spots gleichzeitig beobachten. Heutzutage erreicht
man dabei Empfindlichkeiten von etwa 5 x 107¢ RIU fiir 144 simultane Messungen

[2].

Ein alternativer Ansatz basiert auf einer phasenempfindlichen Detektion, die Interfe-
renzeffekte ausnutzt [22-25]. Dieser bietet eine sehr hohe Empfindlichkeit, die mit
kommerziellen Geréten vergleichbar ist. Allerdings ist dieser Aufbau sehr anfillig ge-
geniiber mechanischen Vibrationen und der lineare Messbereich stark eingeschrinkt.

Ein weiterer Ansatz verwendet eine Weilllichtquelle und einen steuerbaren Monochro-
mator, um die Resonanzkurve in der Wellenlingendomine ortsaufgeldst messen zu
konnen [26, 27]. Die erreichte Empfindlichkeit ist jedoch ein bis zwei Groflenordnun-
gen schlechter als bei anderen Ansétzen.

Eine interessante Idee, die auf dem Vergleich einer Intensititsmessung zweier unter-
schiedlich beschichteter Messstellen beruht, wurde von J. Homola entwickelt [28]. Sie
erreicht ebenfalls eine hohe Empfindlichkeit, bendtigt jedoch eine ganz spezielle Pri-
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Abbildung 3.1: Der Winkel und die Wellenlinge des einfallendes Lichtes ist bei der Intensi-
tdtsmessung mit einer Wellenlidnge so gewihlt, dass man sich auf der linken Seite der Reso-
nanzkurve befindet. Findet eine Verschiebung der Resonanzkurve statt, erhoht sich die Intensi-
tit des reflektierten Lichtes.

paration der Sensoroberfliche.

3.1 SPR-Imaging Aufbau mit doppelter
Wellenlangentechnik

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit entwickelte neue SPR-Imaging Methode mit zwei
Wellenldngen bietet einige Vorteile gegeniiber der Intensitdtsmessung mit nur einer
Wellenldnge. Dazu werden zwei monochromatische Lichtstrahlen mit unterschiedli-
chen Wellenldngen gemeinsam unter einem festen Winkel auf die Goldoberflache ein-
gestrahlt. Die Wellenldngen und der Einfallswinkel sind dabei so gewihlt, dass eine
Wellenldnge auf der linken Seite und die andere Wellenlidnge auf der rechten Seite
der Resonanzkurve liegt. Durch Feinabstimmung des Winkels kann dabei ein Punkt
erreicht werden, bei dem die reflektierten Intensititen beider Laser gleich sind.

Entsteht nun eine Verschiebung der Resonanzkurve durch eine Anlagerung von Bio-
molekiilen, erhoht sich die Reflektivitit fiir die eine Wellenldnge und verringert sich
fiir die andere. Ein Differenzsignal entsteht, das etwa doppelt so grof} ist wie bei der
Messung mit nur einer Wellenlinge (siehe Abbildung 3.2).

Der experimentelle Aufbau basiert im Prinzip auf zwei monochromatischen Laser-
strahlen, die vereinigt werden und unter einem festen Winkel die Sensoroberflidche be-
leuchten (siehe Abbildung 3.3). Die Laser werden alternierend eingeschaltet und die
Reflektivititen der beiden Wellenldngen mit Hilfe einer modifizierten CCD-Kamera
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separat und ortsaufgelost gemessen.
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Abbildung 3.2: Bei der Zwei-Wellenldngen-Methode ist der Einfallswinkel fiir die benutzten
Wellenlidngen so gewéhlt, dass diese sich auf den gegeniiberliegenden Seiten der Resonanzkur-
ve befinden. Tritt eine Verschiebung der Resonanzkurve auf, so erhoht bzw. verringert sich die
Intensitét des reflektierten Lichtes. Das gemessene Differenzsignal ist etwa doppelt so hoch
wie bei der Messung mit nur einer Wellenlédnge.
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Abbildung 3.3: Prinzipieller Versuchsaufbau: Das Licht zweier Laser wird vereinigt und unter
einem festen Winkel auf die Sensoroberfliche gestrahlt. Die Intensitiit des reflektierten Lichtes
wird mit Hilfe einer modifizierten CCD-Kamera ortsaufgelost gemessen.
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3.1.1 Auswahl der Lichtquellen

Als monochromatische Lichtquellen werden zwei Laserdioden genutzt. Diese besitzen
eine sehr geringe Spektralbreite (<1 pm). AuBerdem liefern sie bei geeignetem Einbau
bereits p-polarisiertes Licht, so dass auf einen Polarisator im Strahlengang verzichtet
werden kann. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden drei unterschiedliche Laserdi-
oden benutzt, die entweder als 780/830 nm oder 780/850 nm Paar eingesetzt wurden
(siehe Tabelle 3.1).

’ Wellenldnge \ Hersteller \ Bezeichnung \ Leistung ‘

780 nm Sharp GHO781JA2C | 120 mW
830 nm Hitachi HIL-8325G 40 mW
850 nm Thorlabs L850P100 100 mW

Tabelle 3.1: Ubersicht der verwendeten Laserdioden

Die Laserdioden sind in einer am ISAS entwickelten Laserdiodenhalterung eingebaut.
Diese besteht aus einem Kupferblock, dessen Temperatur iiber ein Peltierelement ein-
gestellt werden kann. Die Abwéarme wird mit Hilfe einer Wasserkiihlung abgefiihrt.
Zur Temperaturmessung wird ein AD590 Thermofiihler eingesetzt.

Die Laserdiodenansteuerung und die Temperaturstabilisierung wird von einem Laser-
diodentreiber des Typs ITC502 der Firma Thorlabs tibernommen.

Zur Aufweitung und Vereinigung der Laserdiodenstrahlen wurden im Laufe der Ar-
beit zwei leicht unterschiedliche Ansidtze verwendet (siehe Abbildung 3.4). Im ersten
Ansatz sitzen direkt vor den Laserdioden zwei kurzbrennweitige Linsen. Diese erzeu-
gen jeweils einen parallelen Laserstrahl mit einem Durchmesser von etwa 1 mm. Die
beiden Laserstrahlen werden mit Hilfe eines Strahlteilers vereinigt. Dieser Strahl wird
durch eine weitere sehr kurzbrennweitige Linse aufgeweitet und durch eine langbrenn-
weitige Linse (f=500 mm, d=50 mm) wieder parallelisiert. Der resultierende Strahl hat
einen Durchmesser von 50 mm.

Im zweiten Ansatz wird auf die kurzbrennweitige Linse vor der Laserdiode verzich-

A -~
[e— Laser A
Laser A
>

Laser B / Laser B

v v

» 4

Abbildung 3.4: Es wurden zwei unterschiedliche Ansétze zur Vereinigung der Laserstrahlen
getestet. Im ersten Ansatz (linkes Bild) werden diinne, parallele Laserstrahlen vereinigt und
anschlieBend gemeinsam aufgeweitet. Im zweiten Ansatz (rechtes Bild) werden die Strahlen
direkt hinter der Laserdiode aufgeweitet und dann vereinigt.



SPR-Imaging Aufbau mit doppelter Wellenlangentechnik 27

tet. Die Laserdiode emittiert das Licht dann mit einem Offnungswinkel von etwa 30°.
Jeweils eine Linse (f=100 mm, d=40 mm) im Abstand von 10 cm vor jeder Laserdio-
de sammelt einen Teil des abgestrahlten Lichtes und erzeugt einen parallelen Strahl.
Mit Hilfe eines dicken, goldbedampften Glasblocks der als Strahlteiler genutzt wird,
werden beide Strahlen groBflachig vereinigt. Ein diinner, konventioneller Strahlteiler
kann nicht eingesetzt werden, da dabei Interferenzen durch Reflexionen an der Vorder-
und Riickseite auftreten wiirden. Die GroBle des vereinigten Strahls wird durch den
Strahlteiler begrenzt und betriigt etwa 20x30 mm?.

Der zweite Ansatz erwies sich im Laufe dieser Arbeit als der bessere. Nicht zu un-
terdriickende, leichte mechanische Vibrationen fiihrten beim ersten Aufbau dazu, dass
die Position des vereinigten Strahls leicht variierte. Diese Verschiebungen wurden in
der kurzbrennweitigen Linse verstirkt und fiihrten zu Interferenzverschiebungen und
Reflexionen innerhalb der Linse. Daraus resultierend war die Intensititsstabilitéit stets
schlechter als beim zweiten Ansatz.

3.1.2 Zusammenbau der Kretschmann-Anordnung

Fiir die Beobachtung des SPR Effektes wurden 60° Prismen verwendet, deren Spit-
zen zum Teil abgeflacht waren, um eine leichtere Befestigung zu gewihrleisten. Die
Grundfliche der Prismen betrug entweder 25 x25 mm? oder 25x30 mm?2,

Goldbeschichtete Glasplittchen (20x20x 1 mm?) der Firma Mivitec dienten als Sen-
sorflichen [29]. Diese waren mit einer etwa 2 nm dicken Haftvermittlerschicht aus
Chrom und einer 50 nm dicken Goldschicht beschichtet. Die Schichtdicke war so ge-
wihlt, dass die Resonanzkurve fiir die verwendeten Wellenldngen ein moglichst tiefes
Resonanzminimum aufwies. Der Brechungsindex der Glasplittchen und der Prismen
betrug 1.61.

Ein Tropfen Immersionsdl (Cargille, n=1.61) zwischen dem goldbeschichteten Glas-
plittchen und dem Prisma diente der optischen Verbindung der beiden Glaskorper.
Dies ermoglicht die Wiederverwendung der Prismen und den Verbrauch der Glasplatt-
chen als Einwegartikel.

Auf die Oberfliche des Goldchips wurde eine Flusszelle angebracht. Eine 1 mm di-
cke Form aus PDMS (Polydimethylsiloxan) diente als Dichtung. Darauf wurde ein
Plexiglas- oder Kupferblock gelegt, der Bohrungen aufwies, durch die Fliissigkeiten in
den entstandenen Hohlraum geleitet werden konnten. Anschliefend wurde der kom-
plette Sandwich - bestehend aus Prisma, goldbeschichtetem Glasplittchen und Fluss-
zelle - zusammengedriickt, fixiert und auf einem Rotationstisch befestigt (siehe Abbil-
dung 3.5).
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Abbildung 3.5: Die Kretschmann-Anordnung wird durch die Fixierung des Prismas, des
Goldchips, einer Flusszellendichtung und eines Plexiglas bzw. Kupferblocks in einer
Sandwich-Anordnung hergestellt.

3.1.3 Ubersicht liber die verwendeten Flusszellen

Zwei unterschiedliche Flusszellentypen wurden je nach Art des Experimentes genutzt.
Der Typ A besteht aus einer Dichtung, die eine U-formige Flusszelle bildet, 7.45 mm
lang und 5.7 mm breit ist. Der mittlere Steg ist 3.5 mm lang und 1 mm breit. Bei einer
spiteren Variante der Flusszelle sind die Ecken abgerundet, um einen besseren Durch-
fluss zu gewihrleisten. Vier U-formige Flusszellen sind in einem Sandwich nebenein-
ander angeordnet, so dass mehrere unterschiedliche Experimente auf einem Goldchip
durchgefiihrt werden konnen. Die Riickseite fiir die Flusszelle des Typ A besteht aus
Plexiglas. Das Volumen einer Flusszelle betrigt etwa 39 pl.

Der Typ B besteht aus einer S-férmigen Flusszelle, die 18x18 mm? groB ist. Zwei Ste-
ge mit einer Linge von 16x1 mm? teilen die Flusszelle in drei iibereinander liegende,
gleichgrof3e Bereich auf. Fiir diese Flusszelle gibt es zwei unterschiedliche Riickwiin-
de. Die eine besteht wie beim Typ A aus Plexiglas, die andere aus einem Kupferblock.
Das Volumen der S-formigen Flusszelle betrigt etwa 290 pl.

Abbildung 3.6: Ansicht der Dichtungen des Typs A und B, sowie der zugehorigen Gussfor-
men und den verwendeten Riickseiten der Flusszellen.
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3.1.4 Charakterisierung der temperierbaren Flusszelle

Fiir einige Experimente ist es wichtig, die Temperatur der Fliissigkeit einstellen und
kontrollieren zu konnen. Zu diesem Zweck wurde als Riickwand fiir die S-férmige
Flusszelle ein Kupferblock mit seitlichen Zuleitungen angefertigt (siche Abbildung
3.7). Am Rand des Kupferblocks wurde eine kleine Vertiefung eingefrist, in der ein
AD590 Temperaturfiihler festgeklemmt werden kann, um die Temperatur des Kup-
ferblocks zu messen. Auf die Riickseite des Kupferblocks konnen ein Peltierelement
(3.9 Watt) und ein Kiihlkorper befestigt werden. Das Peltierelement und der AD590-
Temperaturfiihler konnen an die Temperaturregelung eines Laserdiodensteuergeriits
angeschlossen werden.

Abbildung 3.7: Die temperierbare Flusszelle besitzt einen Kupferblock als Riickwand. Der
Block hat zwei seitliche Bohrungen, in denen Schlduche mit Plastikgewinden befestigt werden.
Die Fliissigkeit flieBt durch Kanéle im Inneren des Blocks und tritt an der Oberfliche durch
kleine Offnungen aus. Am Rand ist ein AD590 Thermofiihler befestigt. Die PDMS Dichtung
wird durch eine 1.5 mm tiefe Mulde auf dem Kupferblock fixiert.

Die Temperatur des Kupferblocks kann im Bereich von 5-90°C mit einer Genauig-
keit von 0.01°C geregelt werden. Da die Fliissigkeit durch Zuleitungen innerhalb des
Kupferblocks flieBt und auch innerhalb der Flusszelle mit dem Kupferblock kontak-
tiert, nimmt sie die Temperatur des Kupferblocks sehr schnell an. Ob eine Fliissigkeit,
die durch die Flusszelle gepumpt wird, tatsdchlich die Temperatur des Kupferblocks
erreicht, hingt von der Pumpgeschwindigkeit und der Temperaturdifferenz ab.

Um zu iiberpriifen, ob die Pumpgeschwindigkeit korrekt gewéhlt wurde, beobachtet
man das SPR-Signal und stoppt dann den Pumpvorgang. Spitestens beim Stillstand
nimmt die Fliissigkeit die Temperatur des Kupferblocks komplett an. Beobachtet man
keine Anderung des SPR-Signals, bedeutet dies, dass die Fliissigkeit schon wihrend
des Pumpens die Temperatur des Kupferblocks angenommen hatte. Ansonsten wére
eine Temperatur- und damit auch eine Brechungsindexinderung die Folge, was man
im SPR-Signal beobachtet hitte.

Ein Heizvorgang des Blockes von 20°C auf 50°C benétigt weniger als 60 Sekunden.
Allerdings dauert es etwa 10 Minuten bis sich ein Gleichgewicht eingestellt hat und
auch die Fliissigkeit die Temperatur angenommen hat (siehe Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Die Temperaturinderung der Fliissigkeit ldsst sich iiber das SPR-Signal beob-
achten, da der Brechungsindex von Wasser temperaturabhéngig ist.

3.1.5 Funktionsweise der modifizierten CCD-Kamera

Eine Linse (f=50 mm, d=40 mm) zwischen Goldchip und CCD-Kamera ermoglicht
die Abbildung eines bestimmten Bereiches der Goldoberfliche aut den CCD-Chip.

Um die reflektierten Intensitdten der beiden Laserdioden ortsaufgelost detektieren zu
konnen, stehen zwei von der Firma Devael (Woltersdorf, Deutschland) modifizierte
Kameras zur Verfiigung - die MV 205 und die MV 285.

Die Laserdioden werden alternierend mit einer Frequenz von etwa 1.5 kHz an- und
ausgeschaltet, d.h. es leuchtet jeweils nur ein Laser. Mit der gleichen Frequenz knnen
bestimmte Zeilen auf dem CCD-Chip der beiden Kameras lichtempfindlich geschaltet
werden. Man unterscheidet dabei die Zeilentypen A und B, die in einem nicht ganz
regelmédBigem Muster auf dem CCD-Chip angeordnet sind (siehe Abbildung 3.9).
Das Muster war durch bauartbedingt und durch die Firma Devael vorgegeben. Eine
gleichmiBige Aufteilung der Zeilentypen wire von Vorteil, da dadurch der Einfluss
des Schrotrauschens auf die Empfindlichkeit verringert werden konnte (sieche Kapitel
4.2.4).
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Abbildung 3.9: Die separat ansteuerbaren Zeilen des Typs A und B (rote bzw. blaue Pixel)
sind in einem sich alle 8 Zeilen wiederholenden Muster auf dem CCD-Chip angeordnet.




SPR-Imaging Aufbau mit doppelter Wellenlangentechnik 31

Je ein Zeilentyp wird aktiv geschaltet, wenn einer der beiden Laser leuchtet. Diese
Zeilen sammeln daher nur die reflektierte Intensitit einer Laserdiode. Das Bild, das
von der Kamera an den PC geliefert wird, enthélt deshalb zeilenweise die Informati-
on fiir die eine oder andere Wellenldnge. Eine selbstentwickelte Software kann diese
Informationen auswerten und die reflektierten Intensitéten fiir jede Wellenlinge orts-
aufgelost messen.

Sowohl die MV 205 als auch die MV 285 setzen den Sony Chip ICX285 ein und be-
sitzen eine Auflosung von 1360x 1024 Pixeln. Der einzige Unterschied besteht darin,
dass die MV 205 eine Elektronenkapazitit von 16000 und die MV285 eine von 36000
Elektronen pro Pixel besitzt.

Auf dem CCD-Chip ist neben jedem lichtempfindlichen Pixel ein lichtgeschiitzter
Speicherpixel angeordnet. Normalerweise werden diese Speicherpixel genutzt um
nach einer festgelegten Belichtungszeit die in den photoempfindlichen Pixeln gesam-
melten Elektronen zeitgleich in die Speicherpixel zu schieben und dann nacheinander
auszulesen.

Bei den modifizierten Kameras wird diese Technik zweckentfremdet. Ein Frequenz-
generator speist die Kamera mit einem rechteckigem Triggersignal mit einer Frequenz
von etwa 1.5 kHz. Die Laserdiodenansteuerung iibernimmt dieses Signal ebenfalls.

Zu Beginn eines Triggersignals werden die photoempfindlichen Pixel in den Zeilen
des Typs A zuriickgesetzt und Laser A eingeschaltet. AnschlieBend werden in allen
Pixeln Elektronen durch Photoneneinfall generiert. Nachdem die halbe Triggerperiode
vorbei ist und das Triggersignal fillt, werden jedoch nur die Elektronen aus den zuvor
zuriickgesetzten Pixeln in die Speicherpixel geschoben. Gleichzeitig werden die Zeilen
des Typs B zuriickgesetzt und die Laser umgeschaltet. AnschlieBend werden wieder
Elektronen in allen Pixeln generiert, jedoch werden gegen Ende des Triggersignals
nur die Elektronen aus den Zeilen des Typs B in die Speicherpixel geschoben (siehe
Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: Die aktiven CCD Pixel (hier orange dargestellt) werden mit einer Frequenz
von etwa 1.5 kHz abwechselnd geschaltet und sind jeweils wihrend des rot markierten Berei-
ches des Triggersignals aktiv.
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Der Kreislauf beginnt danach wieder von vorne. Durch mehrmaliges Durchlaufen die-
ses Zyklus werden nach und nach Elektronen in den Speicherpixeln akkumuliert.

Jeweils zu Beginn eines Triggerzyklusses iiberpriift die Kamera, ob eine vorher einge-
stellte Belichtungszeit erreicht ist. Ist dies der Fall, werden die Speicherpixel ausgele-
sen und das Bild an den PC transferiert.

3.1.6 Triggerung der Laserdioden

Die Laserdioden werden mit Hilfe einer im ISAS entwickelten Elektronik an- und
ausgeschaltet. Dabei wird jedoch die Laserdiode nicht komplett ausgeschaltet, son-
dern der die Diode durchflieBende Strom soweit verringert, dass er sich unterhalb der
Laserschwelle befindet. Das Verhiltnis der benutzten Laserintensitét zur Lichtintensi-
tit, wenn der Laserdiodenstrom unter die Laserschwelle geregelt wurde, ist geringer
als 1072, Durch vier Regler (je zwei pro Laserdiode) lésst sich diese Schwelle und die
Geschwindigkeit, mit der der Strom wieder hochgeregelt wird, einstellen.

Hilt man die Temperatur der Diode konstant und erhdht den Diodenstrom, so vergro-
Bert sich die Wellenliinge stetig. Bei bestimmten Stromstirken wird diese stetige An-
derung jedoch unterbrochen und die Wellenlédnge des emittierten Lichtes dndert sich
abrupt - die Laserdiode springt in eine andere Longitudinalmode. Derselbe Effekt tritt
auf, wenn der Laserdiodenstrom kontinuierlich verringert wird. Allerdings sind die
Sprungpunkte von der Richtung der Strominderung abhingig (Hysterese, siche Ab-
bildung 3.11). Der selbe Effekt tritt auf, wenn der Strom konstant gehalten und die
Temperatur gedndert wird.

Wellenlange

T T T T T T
Laserdiodenstrom

Abbildung 3.11: Die Wellenldnge einer Laserdiode dndert sich mit der Stromstéirke stetig.
An bestimmten Punkten springt die Laserdiode jedoch in eine andere Mode und dndert ihre
Wellenlidnge abrupt. Dieser Effekt besitzt eine Hysterese und ist abhingig von der Richtung
der Stroménderung.
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Dieser Effekt der Modenspriinge tritt beim Ein- und Ausschalten ebenfalls auf. Die
Temperatur der Laserdiode wird zwar iiber einen Kupferblock konstant gehalten, die
in ihrem Inneren verdndert sich durch das alternierende Ein- und Ausschalten jedoch
standig. Dadurch sind die Resonanzbedingungen in der Laserdiode nicht stabil und
die Laserdiode springt bei einem ungiinstig gewihlten Arbeitspunkt nicht bei jedem
Einschaltvorgang wieder in dieselbe Mode. Die Geschwindigkeit, mit der der Strom
der Laserdiode beim Einschalten hochgeregelt wird, hat ebenfalls einen Einfluss auf
die Modenstabilitit, da dabei mehrere Moden durchlaufen werden.

Unterschiedliche Moden sind fiir die SPR-Messung nachteilig. Jede Wellenlidnge be-
sitzt einen leicht verschobenen Winkel fiir das SPR-Resonanzminimum. Variiert die
Wellenldnge daher wihrend der Messung, dndert sich durch die Verschiebung des Re-
sonanzminimums die Reflektivitdt und ein Rauschsignal ist die Folge.

Um einen geeigneten Arbeitspunkt zu finden, setzt man in den Strahlengang ein 100
pm dickes Glasplittchen in einem 45° Winkel. Die reflektierte Strahlung sammelt man
mit einer Linse auf einer Photodiode und beobachtet die Intensitit mit Hilfe eines
Oszilloskops.

Der Strahl wird sowohl an der Vorder- als auch an der Riickseite des Glaspléttchens zu
etwa 4% reflektiert. Die beiden Strahlen interferieren miteinander. Andert sich die Wel-
lenlinge durch einen Modensprung, so dndert sich das Interferenzmuster und damit
auch die auf der Photodiode auftreffende Intensitit. Auf dem Oszilloskop beobachtet
man dann nicht nur ein, sondern zwei oder mehrere Intensitdtsniveaus (abhingig von
der Anzahl der Moden, siche Abbildung 3.12).

Abbildung 3.12: Das linke Bild zeigt ein Oszilloskop-Signal fiir eine Laserdiode ohne Mo-
denspriinge (linkes Bild). Auf dem rechten Bild ist zu erkennen, dass die Laserdiode nicht nur
beim Einschalten in unterschiedliche Moden springt, sondern auch wihrend eines Triggerzy-
klusses spontan die Mode wechseln kann.

Durch Variation der Temperatur und des Stromes am Laserdiodentreiber und Drehen
der Regler an der Schaltelektronik versucht man den Arbeitspunkt so zu wihlen, dass
nur noch ein Intensitdtsniveau auf dem Oszilloskop beobachtet werden kann. Dabei
muss jedoch beriicksichtigt werden, dass sich die Intensitéit des Lasers proportional
zum Strom verédndert. Die Intensitidten der beiden Laser miissen jedoch auf der CCD-
Kamera gleich hoch sein, um eine homogene Ausleuchtung des CCD-Chips fiir beide
Wellenldngen zu gewihrleisten.
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3.1.7 Software

Mit Hilfe der mit der Kamera mitgelieferten Software MV Control lassen sich alle
wichtigen Kameraparameter einstellen. Auerdem erhélt man ein Livebild der Kamera
um alle Anpassungen direkt verfolgen zu konnen.

Die Kamera kann auch als normale Kamera benutzt werden. In diesem Fall ist die
maximale Belichtungszeit fiir ein Bild 100 ms. Kiirzere Belichtungszeiten konnen mit
einem Schieberegler innerhalb der Software eingestellt werden. Die Bildiibertragung
an den PC dauert ebenfalls 100 ms. Die maximale Bildrate betrdgt 5 Bilder pro Sekun-
de.

Wihlt man den Triggermodus aus, so werden bestimmte Zeilen iiber eine externe Fre-
quenzsteuerung aktiv und inaktiv geschaltet. Die Belichtungszeit ¢ lédsst sich in Viel-
fachen von 2 us angeben. Die maximal erreichbare Framerate wird durch die Belich-
tungszeit und eine Konstante von 200 ms, die fiir den Transfer des Bildes benotigt
wird, bestimmt:

1

F=—. 3.1
O.28+tB ( )

Innerhalb der Kontrollsoftware lédsst sich ebenfalls der so genannte Gain einstellen.
Dieser ist ein Mal fiir die Verstirkung des A/D-Wandlers innerhalb der Kamera. Der
A/D Wandler arbeitet mit einer 14-Bit Auflosung. Er sollte so eingestellt sein, dass fiir
einen vollstindig gesittigten Pixel ein Wert von 2! zuriickgegeben wird.

Ist der Gain zu hoch gewihlt, so wird auch fiir einen noch nicht vollstindig gesit-
tigten Pixel das maximale digitale Signal ausgegeben. Das fiihrt dazu, dass nicht die
komplette Elektronenkapazitit der Pixel genutzt wird.

Ist der Gain zu niedrig eingestellt, wird fiir einen komplett gesittigten Pixel nicht das
maximale digitale Signal ausgegeben. In diesem Fall verringert sich die effektive Auf-
16sung des A/D-Wandlers. Beides hat zur Folge, dass sich das Rauschen des CCD
Chips verstirkt.

Der Offset regelt den Pegel, ab dem der A/D-Wandler eine Anzahl von Elektronen
in den Pixeln als Null interpretiert. Ist der Offset zu niedrig, so wird selbst fiir einen
vollstdandig leeren Pixel ein gewisses digitales Signal zuriickgegeben. In diesem Fall
wird nicht die komplette 14-bit Auflosung des A/D-Wandlers genutzt. Ist der Offset zu
hoch, so werden auch Pixel, die eine geringe Anzahl von Elektronen gesammelt haben,
als leer interpretiert. Dies kann zu einer Verfilschung der Messung fiihren.

Nachdem alle Parameter in der Kontrollsoftware eingestellt wurden, wechselt man
zum selbstentwickelten Messprogramm LiveProzessor. Dieses bietet ebenfalls ein Li-
vebild der Kamera. Wenn man dieses einfriert, lassen sich mit der Maus rechteckige
Bereiche auf der Oberfliche definieren. In diesen Bereichen wird in der spiteren Mes-
sung die Reflektivitit und damit das SPR-Signal gemessen.
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Die Software berechnet die mittlere Intensitit pro Pixel fiir die Zeilen des Typs A und
B in jedem Messbereich und zeigt sie auf dem Bildschirm an. Zusitzlich werden diese
Werte subtrahiert und in einer Tabelle als Differenzsignal ausgegeben.

Zunichst werden in diesem Programm die Intensititen der Laser abgeglichen. Da-
zu setzt man einen Messbereich auf eine Stelle, in der das Licht totalreflektiert wird
(bspw. die PDMS Dichtung). Dann gleicht man die Intensitédten der Laser iiber Regu-
lation des Laserdiodenstroms ab.

AnschlieBend werden eine oder mehrere Messbereiche, an Stellen die Oberfldichen-
plasmonenresonanz zeigen, positioniert. Der grobe Winkel wurde bereits vorher mit
einer Fluoreszenzkarte per Auge eingestellt. Nun wird der Winkel feinjustiert, so dass
die Wellenldngen auf den gegeniiberliegenden Seiten der Resonanzkurve liegen und
eine gleich hohe Reflektivitit besitzen.

Dann werden je nach Art des Experimentes Messbereiche auf der Goldoberfliche
platziert und anschlieBend in den Livemodus gewechselt. Dort werden kontinuierlich
die Bilder der Kamera fiir die gesetzten Messflachen ausgewertet und der zeitliche Ver-
lauf des Differenzsignals in einem Diagramm dargestellt. Dadurch lassen sich in-situ
Anderungen der Resonanzkurve in allen Messbereichen beobachten.

Die Software speichert jedoch sowohl die Daten fiir die einzelnen Wellenlingen als
auch das Differenzsignal fiir eine spitere Auswertung in einer Textdatei. Zusitzlich
kann die Software sowohl automatisch zu bestimmten Zeitpunkten als auch manuell
einzelne Bilder abspeichern. Dies ist niitzlich, um evtl. auftretende Luftblasen in der
Flusszelle spiter identifizieren zu konnen.

3.1.8 Fluidikdesign

Eine Schlauchpumpe des Typs Gilson Minipuls 2 dient der Fluidiksteuerung. Die
maximale Flussrate betrdgt etwa 2 ml pro Minute (abhingig vom Gegendruck im
Schlauchsystem) und ist stufenlos einstellbar.

Die Pumpe ist vor der Flusszelle eingebaut und driickt die Fliissigkeit durch das
Schlauchsystem. Dies wirkt einer moglichen Luftblasenbildung in den Schlduchen ent-
gegen, da ein leichter Uberdruck im Schlauchsystem entsteht.

Luftblasen miissen vermieden werden, da sie meistens nicht problemlos durch die
Flusszelle gepumpt werden, sondern dort verharren und im Laufe der Zeit weiter wach-
sen. Gelangt eine Luftblase in den Messbereich, muss die Messung abgebrochen wer-
den.

Um Luftblasen aus der Flusszelle zu entfernen, ist zwischen Pumpe und Flusszelle ein
Ventil fiir eine Spritze zwischengeschaltet. Mit dieser konnen Luftblasen mit hohem
Druck aus der Flusszelle entfernt werden.
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3.2 Normierung der Empfindlichkeit

Unter optimalen Bedingungen wiirde die Goldoberfldche komplett homogen beleuch-
tet. Dies ist jedoch in der Realitit nie der Fall, da die Laserdiode ein gauB3formiges In-
tensitéitsprofil aufweist und es durch Linsen, Strahlteiler und Staubkorner Interferenz-
und Beugungseffekte gibt. Daher lassen sich absolute Intensititsinderungen, die die
Kamera an unterschiedlichen Stellen misst, nicht vergleichen.

AuBerdem weisen die Resonanzbedingungen auf der Goldoberflache lokale Inhomo-
genititen auf. Dies ist auf eine nicht ganz homogene Bedampfung des Glasplittchens
zuriickzufiihren. Sie treten jedoch auch auf, wenn bestimmte Bereiche mit Biomole-
kiilen prépariert sind, die eine Verschiebung der Resonanzkurve zur Folge haben.

Da iiblicherweise in unterschiedlichen Bereichen auf der Goldoberfliche Messungen
vorgenommen werden, die Ergebnisse aber vergleichbar sein miissen, wird vor jedem
Experiment eine Normierung vorgenommen. Dabei nutzt man aus, dass sich die Reso-
nanzkurve bei einer Anderung des Brechungsindizes der Fliissigkeit gleichformig und
unabhéngig von einer unterschiedlichen Préparationen der Sensorfliche verschiebt.

Vor jedem Experiment wird zunédchst Puffer gepumpt, um eine stabile Basislinie zu
erreichen. AnschlieBend wird Puffer gepumpt, dessen Brechungsindex um einen be-
stimmten Wert verdndert wurde. In allen Messbereichen beobachtet man daraufhin ei-
ne Anderung des Resonanzsignals. Die Hohe der Anderung ist abhiingig von der Lage
der Resonanzkurve und der eingestrahlten Laserintensitit in diesen Messboxen.

In einer spiteren Auswertung wird die Hohe dieses Signals zur Normierung der Mes-
sung genutzt. Wissrige Puffer wurden mit 0.3% NaCl versetzt. Dies hat eine Ande-
rung des Brechungsindex von 4.5 x 10~* zur Folge [30]. Wurde Ethanol als Puffer
verwendet, wurde 0.5% H,O zugegeben, was eine Anderung des Brechungsindizes
von 2.4 x 10~* zur Folge hat [30].

3.3 Herstellung der Polydimethylsiloxan
Dichtungen

Die Dichtungen der Flusszellen sowie die Flusszelle fiir die Mikrostrukturierung der
Goldoberfliche (siehe Kapitel 5.1.3) bestehen aus Polydimethylsiloxan (PDMS), das
farblos, ungiftig und chemisch inert ist. Es wird durch Mischen der Komponenten Sili-
kon Elastomer und Curing Agent (Sylgard) im Verhiltnis 10:1 hergestellt. Die beiden
fliissigen Komponenten fithren im Zusammenspiel dazu, dass sich Dimethylsylilgrup-
pen iiber Sauerstoftbriicken miteinander verbinden und nach Erwirmen die Fliissigkeit
erstarrt und in einer elastischen Form verharrt.

Zuerst wird das fliissige Gemisch jedoch fiir etwa 45 Minuten in einen evakuierten
Exsikkator gegeben. Dadurch werden Luftblasen aus der Mischung entfernt.
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Anschlieend wird die Losung in eine Gussform aus Aluminium gefiillt (siche Ab-
bildung 3.6). Die Gussform besitzt eine 1 mm tiefe Mulde, die in ihrer Form der ge-
wiinschten Dichtung entspricht. Uberschiissiges PDMS an der Oberseite wird durch
Abstreifen mit einem diinnen Glasplittchen entfernt. AnschlieBend wird der Metall-
block auf eine Heizplatte gestellt und das PDMS bei 80°C circa 10 Minuten ausgehir-
tet. Danach kann die Dichtung aus der Gussform vorsichtig herausgelost werden.

Die Herstellung einer Maske zur Mikrostrukturierung der Goldoberfliche erfolgt dhn-
lich. Allerdings besteht die Form aus einem Hohlraum, der komplett mit PDMS gefiillt
wird, so dass das Abstreichen iiberfliissigen PDMS entfillt. Da auBBerdem das Volumen
grofer ist, muss die Zeit zum Aushérten verdoppelt werden.
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4 Analyse der einschrankenden
Faktoren

4.1 Laterale Auflosung der optischen Abbildung

Fiir die Beobachtung von High-Throughput-Anwendungen ist es notig auf der Gold-
oberfliche viele unterschiedliche Biorezeptoren in einem regelmifBligen Muster auf-
zubringen. Der Durchmesser der meist runden Biorezeptorflachen liegt typischerwei-
se zwischen 100 ym und 1 mm. Die Biorezeptorflichen haben normalerweise ge-
geniiber der Goldoberfliche eine verdnderte Reflektivitit, so dass sie sich als hellere
oder dunklere Bereiche abzeichnen. Eine Linse zwischen Goldoberfliche und CCD-
Kamera wird genutzt, um den gewiinschten Ausschnitt der Goldoberfliche auf die
CCD-Kamera zu projizieren.

Obwohl paralleles Licht von der Goldoberfliche zuriickgeworfen wird, muss darauf
geachtet werden, dass die Linsengleichung erfiillt ist, da ansonsten Beugungseffekte
auftreten (siche Abbildung 4.1)

1. (4.1)

Fiir das Verhiltnis V' der abgebildeten Goldoberfliche auf den CCD Chip gilt

Gegenstands- A

ebene
el Bildebene
[¢]

Abbildung 4.1: Bei einem von einer Struktur ausgehenden parallelen Strahl kann durch eine
Linse jede VergroBerung der Struktur erreicht werden (Position a und b). Beugungseffekte
werden jedoch nur fiir eine bestimmte Vergréferung unterdriickt, die alle von einem Punkt
ausgehenden Strahlen auch wieder in einem Punkt vereinigt (Position a).
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V= b . (4.2)
g

Selbst wenn das System optimal justiert ist, wird eine punktformige Lichtquelle in der
Gegenstandsebene bekanntermallen als kreisformiger Fleck mit dem Durchmesser s in
der Bildebene dargestellt. Die GroBe des Kreises wird durch die Apertur des optischen
Systems bestimmt

Ab
s~ 1.22 x 7 4.3)

Dabei bezeichnet A\ die verwendete Wellenlidnge und d den Durchmesser der Linse.
Allerdings ist die dafiir notwendige optimale Justage beim SPR-Imaging nicht mog-
lich, da die abzubildende Goldoberfliche schridg zur optischen Achse steht. Das fiihrt
dazu, dass die korrekte Bildebene ebenfalls schrig zur optischen Achse steht. Die Pho-
tonenausbeute von CCD-Kameras ist jedoch stark winkelabhingig (sieche Abbildung
4.2) und fillt bereits fiir leichte Neigungswinkel stark ab. Die CCD-Kamera und da-
mit auch die Bildebene muss daher meist senkrecht zur optischen Achse positioniert
werden. Die korrekte Gegenstandsebene steht dann jedoch ebenfalls senkrecht zur op-
tischen Achse. Wenn die CCD-Kamera etwas verkippt justiert werden kann, verbessert
dies die optische Abbildung leicht, da dann auch die Gegenstandsebene leicht schrig
steht.

Der Einfallswinkel fiir Oberflaichenplasmonenresonanz und damit auch die Kippung
der Goldoberfliche zur optischen Achse betrégt fiir A = 800 nm ungefihr 60°. Aller-
dings durchlaufen die Strahlen ein Prisma mit einem Brechungsindex von 1.61. Da-
durch verkiirzt sich der optische Weg im Prisma und die Schrigstellung reduziert sich
auf etwa 47° (siehe Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.2: Die Quantenausbeute einer CCD-Kamera (hier exemplarisch fiir den Kodak
KAI 1020 Chip gezeigt) ist abhiingig vom Winkel des einfallendes Lichtes (horizontaler Einfall
griin, vertikaler Einfall rot; aus [31]).
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Einfallender Strahl
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Abbildung 4.3: Die Goldoberfldche ist gegeniiber der optischen Achse um etwa 60° («) ver-
kippt. Da der Lichtstrahl jedoch das Prisma durchlduft und dabei der optische Weg verkiirzt
wird, reduziert sich die Schrigstellung auf etwa 47° (3) bei einem Brechungsindex des Glases
von 1.61.

Die Schrigstellung der Goldebene hat auch Auswirkungen auf die Abbildung durch
die Linse. Wihrend in einer Dimension die Gleichung 4.2 weiterhin Giiltigkeit besitzt,
werden Strukturen auf der Goldoberfliache in die andere Dimension um einen zusétz-
lichen Faktor 1/ cos 3 gestaucht. Dies und natiirlich auch die Dimensionen des CCD-
Chips miissen bei der optimalen Anordnung von Biorezeptorflachen auf der Goldober-
fldche beriicksichtigt werden.

Die Gegenstandsebene steht wie auch die Bildebene senkrecht zur optischen Achse.
Die abbildende Linse wird meist so justiert, dass sich die Gegenstandsebene in der Mit-
te des abzubildenden Bereiches der Goldoberflache befindet. Dort befindliche Struk-
turen werden auf dem CCD-Chip scharf abgebildet. Strukturen in den Randbereichen
konnen jedoch nicht ohne Beugungseffekte auf den CCD-Chip projiziert werden. Da
der Abstand der abzubildenden Strukturen zur Gegenstandsebene jedoch nur gering
ist, handelt es sich dabei um Beugung im Nahfeld. Beugungseffekte treten iiberall dort
auf, wo eine leicht unterschiedliche Reflektivitit auf der Goldoberflache auftritt (bspw.
durch zwei unterschiedliche préiparierte Biorezeptorflachen hervorgerufen). Das exak-
te Beugungsmuster lisst sich im Rahmen der Fresnel-Beugung im Allgemeinen nur
numerisch berechnen [32, 33].

Um trotzdem eine Abschétzung der optischen Auflosung liefern zu konnen, kann der
Abstand der Beugungsmaxima geometrisch bestimmt werden. Dazu betrachtet man
das Beugungsmuster, das Strukturen, die am Rand der Goldoberflache liegen, in der
Gegenstandsebene besitzen. Dieses Beugungsmuster in der Gegenstandsebene kann
als ein neues Bild betrachtet werden, das durch die Linse ohne weitere Beugungsef-
fekte auf den CCD-Chip projiziert wird.

Zunichst betrachtet man dazu eine planare Wellenfront, die sich auf einen Beobach-
tungspunkt P zu bewegt (siche Abbildung 4.4). Der Abstand der Front zum Beobach-
tungspunkt ist w. Durch den Punkt P werden nun Kreise gezogen mit Radien, die sich
jeweils um \/2 unterscheiden
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Abbildung 4.4: Kreise durch den Beobachtungspunkt P, deren Radii sich jeweils um \/2
unterscheiden, teilen die Wellenfront in Fresnelzonen ein. Benachbarte Fresnelzonen haben
einen Gangunterschied von A/2 und interferieren destruktiv. Bei einer ungestorten Wellenfront
16schen sich die duBeren Fresnelzonen aus, nur die innerste trigt zur Intensitdt am Beobach-
tungspunkt P bei.
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Die Schnittpunkte der Kreise mit der parallelen Strahlenfront unterteilen diese in so
genannte Fresnelzonen [7]. Benachbarte Fresnelzonen haben eine Phasenverschiebung
von A\/2 und interferieren destruktiv miteinander. Bei einer ungestorten Wellenfront
treten keine Beugungseffekte auf, da nur die innerste Fresnelzone zur Intensitdt am
Beobachtungspunkt beitrdgt und sich das Licht aus den dufleren Fresnelzonen gegen-
seitig ausloscht.

Die hier skizzierte geometrische Losung beriicksichtigt nicht die Schriagstellung der
Goldoberfliche, da es sich lediglich um eine Abschitzung handelt. Die Breite der n-
ten Fresnelzone d,, ist vom Abstand w abhédngig und lédsst sich berechnen als

dpn=A< 21”7”+n2—\/%_1)+(n—1)2) . 4.4)

Um die Beugungsmuster, die an einer Strukturen auf der Goldoberfliche entstehen,
abzuschitzen, betrachtet man die planare Wellenfront, deckt jedoch den unteren Teil
durch eine Blende ab (siehe Abbildung 4.5). Dies entspricht der Situation, dass man die
Kante einer Struktur, die auf der Oberfldche durch Intensititsunterschiede entsteht, be-
obachtet. Die Intensitidt im Beobachtungspunkt féllt auf ein Viertel der urspriinglichen
Intensitit ab, da nur noch die Hélfte der mittleren Fresnelzone zur Intensitit beitragt.
Das Licht aus den duBleren Fresnelzonen 16scht sich jedoch weiterhin gegenseitig aus.
Die Intensitdt verringert sich um dem Faktor 4, da fiir die Intensititsberechnung die
Amplitude der Wellenfront quadriert werden muss.
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Abbildung 4.5: In Position a trigt nur die halbe innerste Fresnelzone zur Intensitit im Beob-
achtungspunkt P bei. In Position b trigt die komplette innere Fresnelzone zur Intensitit bei, so
dass sich das erste Beugungsmaximum beobachten ldsst. Der Abstand des ersten Beugungs-
musters vom tatsdchlichen Rand der abzubildenden Struktur entspricht daher der GroBe der
ersten Fresnelzone. In Position ¢ 16schen sich die zweite und dritte Fresnelzone komplett aus,
so dass das erste Nebenmaximum erscheint.

Das erste Beugungsmaximum der Struktur erhélt man, wenn der Beobachtungspunkt
soweit verschoben wird, dass die komplette innere Fresnelzone wieder zur Intensitit
beitrdgt. Auf den ersten Blick wiirde man dies als den Rand der Struktur identifizieren.
Dabei weicht es um dy; vom tatsdchlichen Rand ab.

Neben dem ersten Beugungsmaximum erhélt man weitere Nebenmaxima, deren Inten-
sititen jedoch zur Mitte der Struktur hin abnehmen. Das erste Nebenmaximum erkennt
man, wenn zwei weitere Fresnelzonen zur Intensitit im Beobachtungspunkt beitragen.
Es tritt also im Abstand dre + dps auf.

Die geometrische Betrachtung versagt, wenn die zu beobachtende Struktur auf der
Oberfliche die gleiche Grolenordnung wie die Fresnelzonen hat. Dann interferieren
Maxima und Nebenmaxima von beiden Seiten der Struktur und das resultierende Beu-
gungsmuster ldsst sich nur numerisch bestimmen. Das Beugungsmuster wird jedoch
irgendwo zwischen dem oben skizzierten und einer gau3férmigen Intensitédtsverteilung
liegen.

Die laterale Auflosung der optischen Abbildung ist also durch zwei Faktoren begrenzt.
Zum einen durch die Apertur des optischen Systems. Diese Begrenzung gilt fiir al-
le Strukturen auf der Goldoberfliche. Die zweite Begrenzung ergibt sich durch die
Schrigstellung der Goldoberflache. Dadurch ist es nur moglich einen schmalen Strei-
fen auf der Goldoberfliche ohne Beugungsmuster abzubilden. Alle Strukturen, die
links bzw. rechts davon liegen, zeigen Fresnelbeugung. Die Groe dieses Beugungsef-
fektes ist abhingig vom Abstand der Struktur zur Gegenstandsebene.

Um eine Vorstellung von diesen GroB3en in einem realen Experiment zu bekommen,
wird die laterale Auflosung am Beispiel einer mikrostrukturierten Goldoberfldche dis-
kutiert. Auf der Goldoberfliche befinden sich 200 pm breite Protein-Streifen in ei-
nem Abstand von 400 pm. Durch die Verschiebung der Resonanzkurve erscheinen die
Protein-Streifen dunkel (sieche Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6: Die Bereiche, die mit einem Proteinmonolayer bedeckt sind, erscheinen dunk-
ler. An der PDMS Dichtung existiert Totalreflexion, so dass sie deutlich heller ist als die Fldche
in der Oberflichenplasmonenresonanz auftritt. Die Gegenstandsebene befindet sich rechts von
der Mitte des Bildes. Die Strukturen dort werden deutlich schirfer abgebildet als am linken
Rand.

Die Abbildung auf den CCD-Chip betrug etwa 1:1. Die Apertur ergibt sich mit der
verwendeten Linse (f=50 mm, d=50 mm) als 0.5. Die kleinste laterale Auflosung ist
daher 2 pm fiir Strukturen auf der Goldoberfldche, die sich direkt in der Gegenstand-
sebene befanden. Die Protein-Streifen mit den schirfsten Kanten befinden sich etwas
rechts von der Mitte des Bildes.

Der duBlerste linke Streptavidin-Streifen ist etwa 3 mm vom scharf abgebildeten Strei-
fen entfernt. Durch die Verkippung und die Verkiirzung des optischen Weges durch
das Prisma, entspricht das einem Abstand der Strukturen am &duBersten linken Rand
zur Gegenstandsebene von etwa 2 mm.

Die GroB3e der ersten Fresnelzone betrigt daher etwa 56 pm. Dies ist die Verschiebung
des ersten Beugungsmaximums gegeniiber des tatsdchlichen Randes der Struktur. Die
Breite der zweiten und dritten Fresnelzonen sind 24 bzw. 18 um. Die Breite der Strep-
tavidinstreifen hat die gleiche Grofenordnung wie die erste Fresnelzone. Die oben
skizzierte Beugungsstruktur mit Haupt- und Nebenmaxima tritt daher nicht auf, da
sich die Beugungsstrukturen iiberlagern.

Ein Intensitétsprofil durch den duBerst linken Streptavidinstreifen zeigt Abbildung 4.7.
An den Réndern der Streptavidinstreifen treten Uberschwinger auf, die aus der Fresnel-
beugung resultieren. Nebenmaxima sind nicht zu erkennen. Das Intensitétsprofil durch
einen Streptavidinstreifen, der in der Mitte des Bildes liegt, zeigt diese Uberschwin-
ger nicht, da hier keine Fresnelbeugung auftritt. Auch mit bloBem Auge erscheint der
duBerst linke Streifen deutlich unschirfer als die Streptavidinstreifen in der Mitte des
Bildes.

Wenn man die Totalreflexion an der etwa 1 mm breiten PDMS-Dichtung beobachtet, so
erkennt man dort die typischen Fresnelbeugungsmuster mit Haupt- und Nebenmaxima
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Abbildung 4.7: Intensititsprofil durch zwei Streptavidinstreifen, die in der Abbildung blau
markiert sind: Der linke Streptavidinstreifen zeigt im Gegensatz zum rechten Streptavidin-
streifen Beugungseffekte. Rechts ist das Intensitédtsprofil an der PDMS Dichtung gezeigt (rot
markierter Bereich). Dort sind sowohl Haupt- als auch Nebenmaxima zu erkennen.

(siehe rechten Teil der Abbildung 4.7). Die Beugungsmuster werden zur Mitte des

Bildes hin enger, da sich die erste Fresnelzone zur Gegenstandsebene hin ebenfalls
verkleinert.

4.2 Begrenzung der Empfindlichkeit

Die Messung von Intensititsverdnderungen ist die Grundlage fiir SPR Imaging. Dies
erfordert jedoch eine moglichst intensitétsstabile Lichtquelle, weil jede Fluktuation
der Intensitiit eine Verschiebung der Resonanzkurve vortduscht. Dies zeigt sich als
Rauschsignal auf der Basislinie. Der Zusammenhang zwischen Intensitétsfluktuatio-
nen und dem Rauschen der Basislinie (ausgedriickt in An) betriagt etwa

1 Al

n = 300 T fiir die Messung mit einer Wellenlénge und
1 AT . . . N

n~ 600 T fiir die Messung mit zwei Wellenldngen.

4.2.1 Stabilisierung der Lichtintensitat

Die besten kommerziellen SPR-Geriite, die jedoch nur die Messung einer einzelnen,
groBflichigen Bioreaktion erlauben, weisen ein Rauschsignal von 3x 10~ RIU der Ba-
sislinie auf. Um dieses Niveau zu erreichen, miisste die Lichtquelle beim SPR-Imaging
eine Intensititsstabilitit von etwa 1 x 10~ fiir die Messung mit einer Wellenlinge bzw.
2 x 10~ fiir die Messung mit zwei Wellenlingen besitzen.
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Beim Aufbau mit zwei Wellenldngen sind die Intensititen der beiden Laser gleich
stark. Da die Laser abwechselnd ein- und ausgeschaltet werden, kann eine Photodiode
und ein nachgeschalteter Lock-In-Verstarker genutzt werden, um das Differenzsignal
der beiden Intensititen zu messen. Dieses Signal ist sehr klein. Dadurch ist es leichter,
auch geringe Schwankungen der Intensitédten tiber diesem niedrigen Differenzsignal
zu messen. Der Ausgang des Lock-In Verstirkers kann au8erdem auch als Riickkopp-
lung genutzt werden. Dazu schlie3t man ihn an einen der beiden Laserdiodencontroller
an. Registriert der Lock-In-Verstérker eine Intensititsfluktuation, regelt dieser den Di-
odenstrom eines Lasers nach und stabilisiert dadurch das Differenzsignal der beiden
Laserstrahlen.

Dabei ist unerheblich, welcher Laser die urspriingliche Fluktuation erzeugt hat. Erhoht
sich die Intensitit eines Lasers durch Rauschen und die des anderen durch die Riick-
kopplung, @ndert sich zwar die mittlere Intensitidt der beiden Laser. Das Differenzsi-
gnal wird davon jedoch nicht beeinflusst. Und dies ist auch die Messgrof3e in einem
SPR-Imaging Experiment mit zwei Wellenldngen. Dort wird ebenfalls das Differenz-
signal der beiden Intensititen gemessen. Eine gleichmiiBige Anderung der mittleren
Intensititen der Laser wird dabei kompensiert. Es sollte daher getestet werden, ob die
Strahlqualitit in einem SPR-Imaging Experiment mit zwei Wellenldngen durch eine
Riickkopplung verbessert werden kann, um eine stabilere Beleuchtung zu realisieren.

Um das Potential dieser Technik zu testen, werden zwei diinne Laserstrahlen (d ~
1 mm) vereinigt und mit einem Strahlteiler in zwei Strahlenginge aufgeteilt (siehe
Abbildung 4.8). Die Laser werden wie beim SPR-Imaging mit einer Frequenz von etwa
1.5 kHz abwechselnd eingeschaltet. Zwei Photodioden, denen jeweils ein Lock-In-
Verstirker nachgeschaltet ist, messen das Differenzsignal der beiden Intensititen in je
einem Strahlengang. Der Ausgang eines Lock-In-Verstédrkers kann als Riickkopplung
fiir die Strommodulation einer Laserdiode hinzugeschaltet werden. Der andere Lock-
In-Verstarker wird zur Messung der Strahlqualitét genutzt.

\ Sensor
) Y

Feedback

Abbildung 4.8: Aufbau zur Stabilisierung der Lichtintensitdt zweier diinner Laserstrahlen mit
Hilfe einer Riickkopplung: Zwei Photodioden werden mit Hilfe von zwei nachgeschalteten
Lock-In-Verstirker zur Messung der Strahlqualitét eingesetzt. Ein Lock-In-Verstirker kann
mit einem Laserdiodencontroller (LDC) verbunden werden und als Riickkopplung dienen. Die
Laserdioden werden mit einer Frequenz von etwa 1.5 kHz getriggert. Als Triggerquelle dient
ein Frequenzgenerator (FG).
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Abbildung 4.9: Messung der Intensitétsstabilitidt zweier vereinigter, diinner Laserstrahlen. Die
Riickkopplung wurde nach 19 Minuten dazugeschaltet. Die Strahlqualitét verbessert sich durch
die Riickkopplung um einen Faktor sechs.

Ohne Riickkopplung betrug die Intensititsstabilitdt in diesem Experiment AI/] =
3.7 x 10~*. Dies entspriiche einem theoretischem Rauschen der Basisline von etwa 6 x
10~7 RIU. Nach 19 Minuten wurde die Riickkopplung zugeschaltet. Dies stabilisierte
die Intensitit auf 6 x 10~° (siche Abbildung 4.9). Dies entspriiche einem Rauschen der
Basislinie von etwa 9 x 10~® RIU.

In einem nichsten Schritt soll gekldrt werden, ob auch fiir einen aufgeweiteten Strahl
eine Riickkopplung zur Stabilisierung der Intensitdt moglich ist. Dazu wird ein Teil ei-
nes aufgeweiteten Strahls mit Hilfe eines Glaskeils ausgekoppelt. Die keilartige Form
des Strahlteilers ist notig, um Interferenzen der Reflexionen an Vorder- und Riickseite
zu vermeiden. Der teilreflektierte Strahl von einer Fldche des Glaskeils wird mit Hil-
fe einer Linse auf eine Photodiode gebiindelt. Ein Lock-In-Verstirker misst dort das
Differenzsignal und dient als Riickkopplung fiir einen der beiden Laser.

Da die CCD-Kamera nur einen Teil des aufgeweiteten Strahls beobachtet, die Riick-
kopplungsphotodiode jedoch den kompletten Strahl nutzt, wird vor den Glaskeil eine
rechteckige Blende eingebaut. Diese begrenzt den aufgeweiteten Strahl, so dass er als
eine rechteckige Fliche auf dem CCD-Chip beobachtet werden kann. Dadurch ist si-
chergestellt, dass sowohl die CCD-Kamera als auch die Photodiode das gleiche Licht
detektieren. Verzichtet man auf die Blende, so ldsst sich die Strahlqualitit durch die
Riickkopplung nicht verbessern.

In der Messsoftware wird die Intensitét des Lichtstrahls in einem groBen Bereich, der
fast den gesamten Lichtstrahl abdeckt, gemessen. Ebenso werden einige kleinere Be-
reiche ausgewihlt in denen die Auswirkung der Riickkopplung ebenfalls beobachtet
wird.

Die Intensitdtsstabilitdt des aufgeweiteten Strahls im groen Bereich betrug ohne
Riickkopplung 3.6 x 10~* und mit Riickkopplung 6 x 10~ (sieche Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.10: Messung der Intensititsstabilitit eines aufgeweiteten Strahls mit und ohne
Riickkopplung: Die Strahlqualitiit verbessert sich durch die Riickkopplung um einen Faktor
sechs.

Die Riickkopplung verbesserte also wie im Fall der unaufgeweiteten Laserstrahlen die
Intensitétsstabilitdt um den Faktor sechs.

Jedoch war die Verbesserung durch die Riickkopplung in den kleineren Bereichen
deutlich schlechter. Circa 2/3 der Boxen erfuhren lediglich eine Verbesserung des Rau-
schens um etwa einen Faktor 1.5. Die iibrigen Boxen zeigten keine Verbesserung oder
eine leichte Verschlechterung der Intensititsstabilitdt durch die Riickkopplung. Dies
ist bemerkenswert, da alle kleineren Bereiche zusammengenommen in ihrer Gesamt-
flache ziemlich genau der Fliche des grofen Bereiches entsprachen. Dort verbesserte
sich die Strahlqualitit jedoch um einen Faktor sechs.

Der Grund liegt in nicht statischen Interferenzmustern. Sie lassen sich mit bloBem Au-
ge nicht beobachten, da ihre Modulationstiefe sehr gering ist und im Promillebereich
der Gesamtintensitit liegt. Um diese Strukturen sichtbar zu machen, miissen zwei Bil-
der, die mit einem gewissen zeitlichem Abstand aufgenommen wurden, in einem Bild-
bearbeitungsprogramm Pixel fiir Pixel voneinander abgezogen werden. Passt man den
Kontrast an, so lassen sich Interferenzstrukturen erkennen, die sich im Laufe der Zeit
verdandert haben (siehe Abbildung 4.11).

Die Interferenzmuster konnen durch Staubkorner auf Linsen, Beugungseffekte an Lin-
sen und Blenden oder durch Interferenzen an optischen Bauteilen entstehen. Die Pho-
todiode kann diese lokalen Inhomogenitéten nicht beobachten, da sie stets nur die Ge-
samtintensitédt detektiert. Trotz der geringen Modulationstiefe der Interferenzen beein-
flussen diese die Stabilitdt der Lichtintensitit negativ, da das gemessene Differenzsi-
gnal unterhalb des Promillebereiches der Gesamtintensitit liegt (AT /1 < 1073).

Die nicht statischen Interferenzmuster sind vor allem bei der Beobachtung kleinerer
Bereiche storend, da dort die Randbereiche im Vergleich zur kompletten Messfliche
groBer sind. Ein Interferenzmaximum, das sich aus einem Beobachtungsbereich her-
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Abbildung 4.11: Fiir die Intensitdtsmessung eines aufgeweiteten Strahls wurde vor den Glas-
keil eine rechteckige Blende gesetzt, so dass sowohl die CCD-Kamera als auch die Riickkopp-
lungsphotodiode das selbe Licht detektieren (linkes Bild). Subtrahiert man zwei in einem ge-
wissen zeitlichen Abstand gemachte Bilder voneinander und passt den Kontrast an, so erkennt
man nicht statische Interferenzmuster, die sich im Laufe der Zeit verandern (rechtes Bild). Man
beachte vor allem das Interferenzmuster im oberen linken Bereich, das im Ursprungsbild nicht
erkennbar ist.

ausbewegt, fiihrt zu einer deutlich stiarkeren Storung der mittleren Intensitét als ein
Interferenzmaximum, das sich innerhalb eines Beobachtungsbereiches bewegt. Das
erklédrt auch, warum die Riickkopplung fiir den grolen Bereich gut funktionierte, aber
nur geringe oder gar keine Verbesserung in den kleineren Bereichen beobachtbar war.

Die Griinde fiir die nicht statischen Interferenzmuster lassen sich leider meist nicht lo-
kalisieren, da sie fast immer eine so geringe Modulationstiefe der Interferenz besitzen,
dass sie im Originalbild nicht sichtbar sind.

4.2.2 Einfluss der Wellenlangenstabilitat

Es zeigt sich leider jedoch, dass eine Stabilisierung der Lichtintensitit fiir ein SPR-
Experiment nicht der einzige entscheidende Faktor ist. Eine Kretschmannanordnung,
die einen Oberflichenplasmoneneffekt zeigt, ist ein spektral empfindliches Element.
Es muss daher auch die Stabilitit der eingestrahlten Wellenlédngen beriicksichtigt wer-
den.

Den Einfluss der Wellenldnge der emittierten Strahlung auf ein SPR-Experiment, ldsst
sich am einfachsten im Aufbau mit den unaufgeweiteten Laserstrahlen testen. Dazu
wird hinter dem Strahlteiler zusitzlich eine Kretschmann-Anordnung in den Strahl ge-
setzt. Die Riickkopplungsphotodiode misst dabei weiterhin den direkten Strahl, die
Messdiode misst den Strahl jedoch erst hinter dem SPR Aufbau (siche Abbildung
4.12).

Ist der Einfallswinkel der Kretschmannanordnung so gewihlt, dass der Laserstrahl
totalreflektiert wird und keine Oberflichenplasmonenresonanz auftritt, verbessert die
Riickkopplung die Intensititstabilitit wie erwartet. Die Intensititstabilitidt A/ betrug
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Abbildung 4.12: Die Skizze zeigt den Aufbau zur Messung der Strahlqualitét hinter einer
Kretschmann-Anordnung mit Riickkopplung.

2.1 x 10~* ohne Riickkopplung und 2.5 x 10~° mit Riickkopplung.

Dreht man die Kretschmannanordnung jedoch so, dass sich die beiden verwendeten
Wellenldngen auf den gegeniiberliegenden Seiten der Resonanzkurve befinden, so ldsst
sich keine Verbesserung mehr beobachten. Die gemessene Intensititsstabilitidt hinter

der Kretschmann-Anordnung betrug mit und ohne Riickkopplung weiterhin etwa 2 x
1074,

Dafiir sind mehrere Faktoren ausschlaggebend. Die Anderung der Reflektivitiit bei ei-
ner Anderung der Wellenliinge betriigt auf der linken Seite der Resonanzkurve etwa
0.016 A7/ nm. Eine typische SPR Messung wird bei etwa 20% Reflektivitit durchge-
fihrt (/ = 0.2).

Existieren wihrend eines Einschaltvorganges einer Laserdiode zwei konkurrierende
Moden, so springt der Laser bei jedem Einschaltvorgang in eine der beiden Moden.
Welche Mode dabei vom Laser gewihlt wird, ist zuféllig. Der Abstand zweier Di-
odenlasermoden ist im vorliegenden Fall 0.2 nm. Daraus resultiert eine Intensitéitsin-
derung von 0.3% der Gesamtintensitit hinter der Kretschmannanordnung durch einen
Modensprung. Diese Intensitétsinderung tritt nur auf, wenn sich wie hier ein spektral
empfindliches Element im Strahlengang befindet. Auf die eigentliche Ausgangsleis-
tung der Laserdiode haben Modenspriinge keinen grolen Einfluss.

Bei einer typischen Zeitperiode von einer Sekunde fiir die Detektion eines Datenpunk-
tes und einer iiblichen Triggerfrequenz von 1.5 kHz wird eine Laserdiode 1500 mal
eingeschaltet. Kann die Mode dabei in zwei oder mehr Moden springen, so stellt sich
eine mittlere emittierte Wellenldnge ein. Diese Wellenlidnge ist jedoch nicht konstant
und daher mit einem statistischen Fehler behaftet. Ist das Verhiltnis zweier vorliegen-
der Moden etwa 50:50, so hat dies ein Rauschen der Intensitiit von 8 x 10~2 hinter der
Kretschmann-Anordnung zur Folge. Zur Vereinfachung wurde hier davon ausgegan-
gen, dass nur eine Laserdiode diese Modenspriinge zeigt. Die Limitierung ist abhédngig
vom Verhiltnis der vorhandenen Moden (siehe Tabelle 4.1).

Es muss also darauf geachtet werden, dass beide Laserdioden ohne Modenspriin-
ge betrieben werden. Leider haben Laserdioden meist nur wenige bestimmte Strom-
Temperatur-Kombination bei denen dies gelingt.
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| Modenverhiltnis | 50:50 [ 90:10 | 99:1 [99.9:0.1 |
O 100 pm 60 pm 30 pm 7.5 pm
AT/ 8§x 1073 [5x 1072 [2x 1073 | 6 x 1074

Tabelle 4.1: Das Verhiltnis der vorhandenen Moden hat Einfluss auf die Stabilitdt der mitt-
leren emittierten Wellenldnge. Je ausgeglichener das Verhiltnis, desto stirker fluktuiert die
mittlere Wellenlédnge mit einer Standardabweichung von o um den Mittelwert. Die maximale
Intensititstabilitidt A7/ ist von der Stabilitidt der Wellenlénge abhéngig.

Aber selbst, wenn eine Laserdiode ohne Modenspriinge betrieben werden kann, muss
man davon ausgehen, dass bis zu einem Prozent der Laserleistung nicht in der Haupt-
mode emittiert wird, sondern auf die Nebenmoden verteilt ist. Diese Verteilung lésst
sich leider nicht beobachten. Es ist jedoch davon auszugehen, dass auch das Verhiltnis
der Nebenmoden untereinander nicht konstant ist. Da hier eine Intensititsstabilitdt im
Bereich von 10~ beobachtet wird, fiihrt dies zu einem zusitzlichem Rauschen.

Die Wellenlinge des Lasers ist aulerdem linear abhéngig vom Laserdiodenstrom und
wurde experimentell bestimmt zu etwa

AN & 0.005— . (4.5)
mA

Durch die Riickkopplung wird der Laserdiodenstrom eines Lasers und damit auch des-

sen Wellenlinge geringfiigig verdndert. Variiert der Laserdiodenstrom um einen typi-

schen Wert von etwa 0.1 mA, so begrenzt die dadurch hervorgerufene Wellenlidngen-

dnderung (AX = 0.5 pm) die Qualitit der Intensititsstabilitit bereits auf 4 x 107°

hinter der Kretschmann-Anordnung.

Sowohl die Variation der mittleren emittierten Wellenlnge durch Modenspriinge oder
immer vorhandene Nebenmoden und die Wellenlidngeninderung durch die Riickkopp-
lung verhindern eine Verbesserung der Intensitétsstabilitdt hinter der Kretschmann-
Anordnung.

4.2.3 Test unterschiedlicher Ansatze zur Stabilisierung der
Wellenlange

Um die emittierte Wellenldnge zu stabilisieren, wurden die beiden Laserdioden in La-
sergehiuse der Firma Toptica mit einer externen Riickkopplung eingesetzt. Dabei wird
der Laserstrahl etwa 3 cm hinter der Laserdiode von einem Diffraktionsgitter reflek-
tiert. Den Reflexionswinkel stellt man dabei so ein, dass das erste Beugungsmaximum
der reflektierten Strahlung in die Laserdiode zuriickreflektiert wird. Dadurch vergro-
Bert sich die Resonatorlinge und verkleinert sich der Modenabstand. Die Laserdiode
wird in eine bestimmte Mode gezwungen. Allerdings fiihrte auch dies nicht zu einer
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Verbesserung der Strahlqualitéit durch die Riickkopplung hinter einer Kretschmann-
Anordnung.

Die Ursache dafiir liegt in der Triggerung der Laserdioden. Durch das stindige Ein-
und Ausschalten der Laserdioden variiert die Temperatur im Inneren der Diode stin-
dig. Dies fiihrt dazu, dass die Resonanzbedingungen beim Einschalten der Diode konti-
nuierlichen Veridnderungen unterliegen. Um diesen Effekt sichtbar zu machen, wurden
zwei einfache Etalons hergestellt. Diese bestehen aus je einem 100 pum dicken Glas-
plittchen, das von beiden Seiten mit 25 nm Gold bedampft wurde. Der freie Spek-
tralbereich des Etalons betrdgt fir A = 800 nm etwa 2 nm. Um ein Etalon fiir die
emittierte Wellenlinge durchlédssig zu machen, wird es leicht schrig gestellt, so dass
das Resonanzmaximum des Etalons und die emittierte Wellenlénge iibereinstimmen.

Das Etalon wurde vor eine der Laserdioden gestellt und die Intensitdt des emittier-
ten Strahles mit einer Photodiode und einem Oszilloskop beobachtet. Es zeigt sich,
dass die Laserdiode dabei wihrend jeder Leuchtperiode mindestens einmal die Mo-
de wechselt (sieche Abbildung 4.13). Dies ist ungewohnlich, da eigentlich der externe
Resonator die Mode der Laserdiode bestimmen sollte. Doch offenbar hat auch hier
die Temperaturdnderung im Inneren der Laserdiode einen Einfluss auf die emittierte
Wellenlinge.

Abbildung 4.13: Intensitit einer getriggerten Laserdiode mit externem Resonator: Die Laser-
diode wechselt wihrend der Leuchtphase die Mode, was sich in einer Anderung der Intensitiit
zeigt. Der untere Graph zeigt die direkt gemessene Intensitidt der Diode. Im oberen Graphen
befindet sich ein Etalon zwischen Photodiode und Laser, so dass bereits kleine Wellenldngen-
dnderungen grof3e Intensitdtsdnderungen zur Folge haben.

Das fiihrt dazu, dass bei jedem Einschaltvorgang zwei oder mehr Wellenlidngen emit-
tiert werden. Da jedoch der Zeitpunkt des Modensprungs wéhrend der Einschaltpha-
sen nicht fix ist, fiihrt dies dazu, dass das Verhiltnis der vorhandenen Wellenldingen
variiert. Dies entspricht der Situation, dass eine Diode ohne externen Resonator Mo-
denspriinge beim Einschalten zeigt.

Laserdioden ohne externen Resonator zeigen dieses Verhalten nicht (wenn keine Mo-
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denspriinge auftreten). Thre Wellenlidnge veridndert sich wihrend der Leuchtphase
ebenfalls leicht, aber kontinuierlich. Um dies sichtbar zu machen, stellt man das In-
terferometer so ein, dass die emittierte Wellenldnge auf einer Flanke des Resonanzma-
ximums liegt. Bereits geringe Anderungen der Wellenlinge wihrend der Leuchtphase
zeigen sich dann in starken Anderungen der Intensitit (siche Abbildung 4.14).

Abbildung 4.14: Intensitit einer normalen Laserdiode ohne externen Resonator: Ein Etalon
zwischen Laser und Photodiode zeigt die Drift der Wellenlinge wihrend eines Einschaltvor-
ganges. Ohne Etalon entspricht die Intensitit des Lasers einem Rechtecksignal.

In einem weiteren Experiment wurde daher getestet, ob die Strahlqualitét frei laufender
Laserdioden mit Hilfe der Etalone verbessert werden kann. Setzt man ein Etalon vor
eine Laserdiode, so wird nur die Wellenldnge der Hauptmode durchgelassen, wohin-
gegen die Nebenmoden geschluckt werden. Die Stabilitdt der Wellenldnge verbessert
sich daher.

Die Strahlqualitit, die in Totalreflexion und ohne Etalon vor den Laserdioden gemes-
sen wurde, betrug dabei 1.6 x 10~%. Die Etalone wurden anschlieBend so vor die La-
serdioden gesetzt, dass das Resonanzmaximum der Etalone mit den emittierten Wel-
lenldngen iibereinstimmte. Die zuvor gezeigte dramatische Intensitidtsanderung beim
Einschalten der Laserdiode ldsst sich daher nicht mehr beobachten. Die Strahlqualitét
verschlechterte sich dennoch auf 6.7 x 10~*. Dies hat seine Ursache in der Unter-
driickung der Beitrige der Nebenmoden zur Gesamtintensitit der Laser. Mit Riick-
kopplung konnte die Strahlqualitit anschlieBend wieder auf 1.9 x 10~ verbessert wer-
den.

Eine groBere Qualititssteigerung verhinderte dabei die schmale Transmissionslinie des
Etalons. Der Strom der Laserdiode konnte nur in einem sehr engem Bereich variiert
werden, da ansonsten die emittierte Wellenlidnge auf eine der Flanken der Resonanz-
linie geriet und starke Intensitédtsinderungen die Folge waren. Diese wirkten dann der
eigentlichen Kompensation durch die Riickkopplung entgegen. Daher stieg die Strahl-
qualitédt durch die Riickkopplung nur um einen Faktor 3 und glich lediglich die Ver-
schlechterung aus, die zuvor durch die Unterdriickung der Nebenmoden entstanden
war. Es gelang daher zwar durch die Etalone die Nebenmoden zu unterdriicken und
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eine sehr hohe Wellenlidngenstabilitit zu realisieren, aber die schmalen Transmissi-
onslinien begrenzten gleichzeitig den dynamischen Bereich der Riickkopplung.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass es fiir ein SPR-Imaging Experiment nicht
praktikabel ist, einen Aufbau mit Riickkopplung oder Interferometern vor den La-
serdioden zu nutzen, da diese keinen Gewinn in der Intensititsstabilitit hinter einer
Kretschmann-Anordnung bringen. Eine Stabilitiit von 1 x 10~* hinter einer SPR-
Anordnung scheint eine natiirliche Grenze zu sein, die sich vermutlich nur mit sehr
viel hoherem Aufwand als hier bereits gezeigt, iberwinden lie3e. Denkbar wire bspw.
eine elektrooptische bzw. akustooptische Modulation der Laserstrahlen.

Eine Lichtquelle zu finden, die eine Intensititsstabilitit unterhalb von 10~ zeigt, ist
sehr schwer. Es wurde daher eine Methode entwickelt, diese Fluktuationen auf eine
andere Art und Weise zu kompensieren (siche Kapitel 4.3.1)

4.2.4 Einfluss des Schrotrauschens der CCD-Kamera

Die fundamentale Begrenzung der Empfindlichkeit ist das Schrotrauschen. Bei nicht
bildgebenden SPR-Experimenten spielt dies keine Rolle, da stets ausreichend Photo-
nen zur Verfiigung stehen. Bei einer Intensitdtsmessung mit einer CCD-Kamera steht
aber je nach Anzahl der zu beobachtenden Bioreaktionen nur eine begrenzte An-
zahl von Pixeln zur Verfiigung. Jeder Pixel der CCD-Kamera besitzt eine bestimm-
te Elektronenkapazitit. Das ist die maximale Anzahl von Elektronen, die ein Pixel
wihrend der Belichtung eines Bildes speichern kann. Die Lichtintensitit kann daher
nicht beliebig erhoht werden, sondern muss so gewihlt werden, dass keine Sattigung
der Pixel auftritt. Dadurch kann das Schrotrauschen vor allem bei High-Throughput-
Anwendungen zur dominierenden Rauschquelle werden.

Um fiir ein Standard SPR-Experiment mit nur einer Wellenldnge die geringst mogli-
che detektierbare Intensitdtsveranderung zu berechnen, muss das Schrotrauschen der
Elektronen in der benutzten Anzahl von Pixeln Np;,.; pro Messbereich beriicksichtigt
werden. Dieses ist abhiingig von der Elektronenkapazitit cg,), der Fiillrate der Pixel
W und der Anzahl von Bildern £, iiber die fiir einen Datenpunkt gemittelt wird. Die
Gesamtzahl der Elektronen fiir einen Messbereich ergibt sich daher als

NElekt’/‘onen :NPizel X CKap xW x F.
(4.6)

Damit ein Signal messbar ist, muss es das Rauschniveau iibertreffen. In der Analytik ist
die Nachweisgrenze iiblicherweise definiert als ein Signal-zu-Rausch-Verhiltnis von
3. Fiir SPR-Experiment wird allgemein ein S/R-Verhiltnis von 1 als Empfindlichkeit
definiert. Die untere Schranke fiir die Messung einer Intensitéitsinderung ergibt sich
daher als
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AT _v/Neicktronen _ 1 4.7)

I NElektronen V NElektronen

Fiir die in dieser Arbeit benutzten modifizierten Kameras stimmt diese Rechnung je-
doch nur teilweise. Es muss beriicksichtigt werden, dass die Intensitéten fiir zwei Wel-
lenléngen separat gemessen werden. Das resultierenden Schrotrauschen fiir beide Wel-
lenlidngen addiert sich im Differenzsignal. AuBerdem sind die zur Verfiigung stehenden
Pixel nicht gleichmifig auf beide Wellenlidngen verteilt, sondern im Verhéltnis 1 : 3.
Die Begrenzung durch das Schrotrauschen der CCD Kamera fiir die Messung mit zwei
Wellenlidngen lisst sich daher ausdriicken als

AT 1 1 1 2.3

— —I— X ~ .
[ 075 025 vV NElektrOn@n V NElekztronen

(4.8)

Dabei geht man davon aus, dass die Fiillrate W fiir beide Wellenldngen etwa gleich
hoch ist. Die durch das Schrotrauschen gegebene Intensitdtsbegrenzung ist daher bei
Messungen mit zwei Wellenldngen um einen Faktor 2.3 hoher als bei Messungen mit
nur einer Wellenldnge. Wiren die Pixel gleichméBig auf beide Wellenldngen verteilt,
so wiirde das Rauschen nur um einen Faktor zwei steigen. Allerdings muss man be-
riicksichtigen, dass das Signal bei der zweifachen Wellenldngenmessung doppelt so
hoch wie bei der Messung mit nur einer Wellenlidnge ausfillt. Das gleicht den Verlust
der Empfindlichkeit durch das Schrotrauschen fast aus.

4.3 Verbesserung der Empfindlichkeit durch
Referenzierung

Die Stabilitét der Lichtquelle ist ein entscheidender Faktor fiir die maximal erreichbare
Empfindlichkeit beim SPR-Imaging. Allerdings begrenzen auch andere Faktoren die
Empfindlichkeit.

Der Brechungsindex zwischen Laufpuffer und einer zu untersuchenden Probe ist in
den meisten Fillen leicht unterschiedlich, da es schwierig ist sie auf < 1076 RIU
anzupassen. Dies fithrt dazu, dass beim Wechsel von einer Fliissigkeit zu einer anderen
eine Brechungsindexstufe existiert. Ein mogliches Bindungssignal, das zum selben
Zeitpunkt auftrite, kann dadurch iiberlagert und moglicherweise verdeckt werden.

Zusitzlich besitzt auch der Brechungsindex von Wasser eine Temperaturabhingigkeit.
Eine Anderung von 0.1°C hat bereits eine Brechungsindexinderung des Laufpuffers
von ~ 1075 RIU zur Folge. Um eine Stabilitit der Basislinie von 3 x 10~7 RIU zu
erreichen, muss die Temperatur der Fliissigkeiten auf 3 mK genau kontrolliert werden.
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Daher besitzen die meisten kommerziellen SPR-Geriten eine aufwéndige Temperatur-
stabilisierung, um Driften der Basislinie zu minimieren.

Das SPR-Imaging bietet eine elegante Losung, um solche Storungen zu kompensieren.
Dazu nutzt man aus, dass die Goldoberflache ortsaufgeldst beobachtet werden kann.
Neben den eigentlichen Messflachen, auf denen Féangermolekiile immobilisiert sind,
werden bestimmte Bereiche auf der Goldoberfliche als Referenzflachen genutzt.

Variiert der Brechungsindex der Fliissigkeit auf Grund von Temperaturschwankungen
oder dem Durchleiten einer anderen Fliissigkeit, verschiebt sich sowohl im Messbe-
reich als auch im Referenzbereich die Resonanzkurve. Diese Verschiebung kann in
beiden Bereichen gleichermaBen detektiert werden. Die storende Anderung des Volu-
menbrechungindexes kann durch Subtraktion der Signale kompensiert werden.

Allerdings muss gegebenenfalls auch die Referenzfliche mit geeigneten Biomolekiilen
prapariert werden, um eine unspezifische Bindung der zu detektierenden Molekiile zu
unterbinden. Dies wiirde die Messung ansonsten verfalschen. Kurze Oligonukleotide
binden beispielsweise kaum unspezifisch an Goldoberflichen, so dass keine Prépara-
tion der Referenzflichen notig ist. Proteine hingegen besitzen eine sehr hohe Affinitét
zu Gold. In diesen Fillen muss die Goldschicht durch eine proteinabweisende Schicht
geschiitzt werden.

Fluktuationen der Intensitdt und der Wellenldnge werden bis zu einem gewissen Grad
ebenfalls durch die Referenzierung kompensiert. Eine vollstindige Kompensation er-
gibt sich leider nicht, da dazu die Oberfliche homogen ausgeleuchtet sein miisste. Au-
Berdem liegt der Messpunkt auf der SPR Kurve in den Referenz- und Signalbereichen
oft an leicht unterschiedlichen Positionen, da zumindest in den Signalbereichen Bio-
molekiile immobilisiert sind. Dies fiihrt dazu, dass eine Intensitits- bzw. Wellenlédn-
gendnderung nicht die gleiche Volumenbrechungsindexdnderung in beiden Bereichen
vortduscht, da die Steigung in den Messpunkten auf der SPR Kurve unterschiedlich
ist.

4.3.1 Rauschunterdriickung durch verteilte Referenzflachen

Die Rauschunterdriickung mit nur einer Referenzfliche funktioniert jedoch nur, so-
lange die Storung homogen ist und auf der gesamten Goldoberfliche gleichzeitig auf-
tritt. Dies ist jedoch oft nicht der Fall. Eine externe Temperaturinderung hat einen
Temperatur- und damit auch einen Brechungsindexgradienten in der Flusszelle zur
Folge. Auch das Verdringen einer Fliissigkeit aus der Flusszelle durch eine Fliissig-
keit mit einem anderen Brechungsindex geschieht zeitlich und raumlich fluktuierend.
Diese Storungen werden besser kompensiert, wenn die Signal- und Referenzflichen in
mehrere kleine, eng nebeneinander liegende Bereich aufgeteilt werden. Die Gesamt-
flache der Bereiche bleibt dabei konstant (siehe Abbildung 4.15). Dieser Ansatz wird
als Distributed Reference bezeichnet und wurde erstmalig im Rahmen dieser Arbeit
eingefiihrt und angewendet [34].
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Referenzbereich

Abbildung 4.15: Zur Kompensation von storenden Volumenbrechungsindexidnderungen kann
in einer U-formigen Flusszelle der obere Teil als Signal- und der untere Teil als Referenz-
bereich genutzt werden (linkes Bild). Eine deutlich bessere Rauschunterdriickung ergibt sich,
wenn die Signal- und Referenzbereiche in kleine, eng nebeneinander liegende Bereiche aufge-
teilt werden (rechtes Bild). Die Gesamtfliche der Messbereiche bleibt dabei unverindert.

Um den Sachverhalt zu verdeutlichen, wird der Einfluss der Distributed Reference auf
eine eindimensionale Stérung betrachtet (siche Abbildung 4.16). Dies kann beispiels-
weise ein Temperaturgradient in der Flusszelle sein. Dieser fiihrt automatisch auch
zu einem Gradienten der reflektierten Intensitidt F'([,0). Der Gradient ist jedoch nicht
statisch, so dass sich seine Form F'(I, At) nach einer gewissen Zeit At gedndert hat

AF(l) = F(1,0) — F(I,At) . (4.9)

Das Rauschen, das durch die zeitliche Anderung des Gradienten verursacht wird, ist in
einem Signal- und einem Referenzbereich, die einen Abstand von Al/2 haben, nicht
korreliert. Das differentielle Rauschen Nx; ergibt sich daher als

Al/2 Al
N = / AF(1)dl — / AF(l)dl . (4.10)
0

Al)2

Geht man davon aus, dass F(/) hinreichend klein und stetig ist, kann der Ausdruck
vereinfacht ausgedriickt werden als

AF(Al) — AF(0 Al
N = ( )2 © X 5 (4.11)

Ordnet man mehrere Signal- und Referenzbereiche entlang der Strecke [ nebenein-
ander an, so ist das resultierende Rauschen umgekehrt proportional zur Anzahl der
benutzten Segmente:
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Abbildung 4.16: Teilt man die Storung F'(1) in mehrere kleine Segmente im Abstand [/2 auf,
verringert sich das Rauschsignal zwischen zwei benachbarten Signal- und Referenzbereichen.
Das Signal S ist von der Aufteilung unberiihrt.

m—1 EAI+AL/2 kAI4Al
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- 2 2
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Zu Beginn der Messung haben noch keine Molekiile an die Oberfliche gebunden. We-
der in den Signal- noch in den Referenzbereich existiert ein Signal (S(0) = 0). Binden
sich nach einer Zeit At Molekiile aus der Fliissigkeit an die Fingermolekiile auf der
Oberfliche, entsteht ein Signal nur in den Signalbereichen (AS(At) = const). In den
Referenzbereichen tritt keine Anderung des Signals auf (AS(At) = 0). Das Signal
entlang der Strecke [ ergibt sich dann zu
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1 kAlJrAl/Q kEAI+Al
S / 1dl — / AS(1)dl
k k

Al Al+AL/2

-1 Al/2
/e

=0

I
3@
O

R‘

= const X m; . 4.13)

Das resultierende Signal-zu-Rausch-Verhiltnis ist daher direkt proportional zu der
Anzahl der verwendeten Segmente m (dem so genannten Splittingfaktor). Je hoher
der Splittingfaktor durch Aufteilung der Sensorfldache in kleinere Messflichen gewéhlt
werden kann, desto hoher ist die Empfindlichkeit:

2m

S/N = const x AFQ) —AF(0) |

(4.14)

4.3.2 Anwendung der Distributed Reference

Um die Verbesserung durch eine Distributed Reference Anordnung zu testen, wur-
den in einer U-formigen Flusszelle insgesamt 24 nebeneinander liegende, gleichgrof3e
Messbereiche auf einer unbehandelten Goldoberfliache definiert. Das SPR-Signal wur-
de in allen Bereichen separat gemessen.

Zunichst wurde durch die Flusszelle Laufpuffer gepumpt, um eine stabile Basislinie
zu erhalten. Nach etwa 4 Minuten wurde der Laufpuffer durch einen mit zusitzli-
chem NaCl versetzten Puffer ersetzt, der einen leicht unterschiedlichen Brechungsin-
dex besitzt (siche Abbildung 4.17). Das simuliert eine Brechungsindexinderung, wie
sie meist auch beim Wechsel vom Laufpuffer zu einer realen Probe auftritt. Anschlie-
Bend wurde wieder Laufpuffer gepumpt. Nach etwa 15 Minuten wurde der Laufpuffer
durch einen auf 55°C erwédrmten Laufpuffer ersetzt. Dadurch dnderte sich der Bre-
chungsindex des Laufpuffers und es entstand ein Temperaturgradient innerhalb der
Flusszelle. Nach etwa 2 Minuten wurde wieder der vorher verwendete Laufpuffer ge-
pumpt.

Zunichst wurden die Signale in allen Bereichen summiert, um eine Messung ohne
Referenz zu simulieren. Die Brechungsindexdnderung durch dem mit NaCl versetzten
Laufpuffer betrug 4.5 x 10~% RIU. Ein mdgliches Bindungssignal wire von der Bre-
chungsindexstufe iiberlagert worden. In der Realitét fallen die Unterschiede zwischen
einem Laufpuffer und einer realen Probe jedoch normalerweise ein bis zwei Groflen-
ordnungen kleiner aus.

Fasst man die ersten 12 Bereiche zu einem grof3en Signal- und die iibrigen 12 Bereiche
zu einem groflem Referenzbereich zusammen, so lédsst sich die Brechungsindexstufe
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Abbildung 4.17: Kompensation von Brechungsindexidnderungen, die durch eine Salzlosung
bzw. eine Temperaturdnderung hervorgerufen wurden: Die obere Box zeigt die Brechungsin-
dexdnderung in einem grofen Signalbereich. Die Kompensation mit einem Referenzbereich re-
duziert die Storung bereits (mittlere Box). Doch erst die Anwendung der Distributed Reference
kompensiert die Storung wirklich effektiv (unterste Box, Signal mit Faktor 10 multipliziert).

teilweise kompensieren. Ist der Austausch der Fliissigkeit komplett erfolgt, befindet
sich das Differenzsignal wieder auf der Basislinie. Lediglich wihrend des Austausches
entstehen Uberschwinger des Differenzsignals in der Hohe von etwa 1 x 10~ RIU, was
etwa 20% der urspriinglichen Stérung entspricht. Diese sind darauf zuriickzufiihren,
dass die Front der Fliissigkeiten zeitlich versetzt die Signal- bzw. Referenzbereiche
erreicht.

Teilt man die 24 Bereiche abwechselnd in Signal- und Referenzbereiche auf und sum-
miert gleichartige, kompensiert dies die Storung deutlich besser. Die Uberschwinger
sind nur noch etwa 5 x 10~% RIU groB und damit zwei GréBenordnungen kleiner als die
urspriingliche Storung. Selbst kleine Bindungssignal konnten trotz der grof3en Stérung
problemlos beobachtet werden.

Bei der Kompensation des temperierten Puffers zeichnet sich ein dhnliches Bild ab.
Die eigentliche Storung ist in einem einzelnen groBen Signalbereich etwa 5 x 10~*
groB3. Die Referenzierung mit einem Referenzbereich reduziert die Storung um etwa
eine halbe Groenordnung. Mit aufgeteilten Signal- und Referenzbereichen verbes-
sert sich die Kompensation jedoch noch deutlich weiter. Allerdings ist sie nicht ganz
so gut wie bei der Kompensation der Brechungsindexstufe. Dies konnte daran liegen,
dass sich durch die Erwdarmung Luftblasen im Puffer bilden konnen, die natiirlich den
Brechungsindex stark beeinflussen und in diesem Fall zu einem Sprung in der Basisli-
nie fiihrten.

Die Verbesserung durch die Distributed Reference lasst sich auch an der Stabilitit
der Basislinie beobachten. Dazu bestimmt man die Standardabweichung der Basisli-
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nie vom Mittelwert zwischen der Salzstufe und der durch den erwirmten Puffer her-
vorgerufenen Signaldnderung. Das Rauschen der Basislinie betrigt fiir einen einzel-
nen groBen Signalbereich etwa 2.7 x 10~% RIU. Nutzt man einen groBe Signal- und
einen groBBen Referenzbereich erhoht sich die Stabilitit bereits um einen Faktor 2 auf
1.3 x 1079 RIU. Durch die Anwendung der Distributed Reference gewinnt man einen
Faktor fiinf und verbessert die Stabilitit auf 2.9 x 10~ RIU.

Mit Hilfe des Distributed Reference Ansatz konnte in diesem einfachen Experiment
die gleiche Empfindlichkeit erreicht werden, wie sie auch kommerzielle SPR-Gerite
mit einer aufwéndigen Temperaturstabilisierung bieten. Auf eine solche konnte jedoch
komplett verzichtet werden. Eine weitere Verbesserung der Nachweisgrenze durch ei-
ne Erhohung der benutzten Segmente m ist denkbar. Die Methode der Distributed
Reference ist universell einsetzbar und lésst sich auch bei jeder anderen bildgebenden
Detektionstechnik, deren Empfindlichkeit durch inhomogene Storungen beeinflussbar
ist, anwenden.
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5 Experimentelle Ergebnisse

5.1 Test der maximalen Empfindlichkeit anhand
von Biotin-Bindungen

Die Bindung von Streptavidin an Biotin ist eine der stirksten nicht kovalenten Bindun-
gen (Kp = 10714—10716)7~1) [35]. Es ist ein Standardsystem in der Bioanalytik. Sein
Einsatzgebiet ist vielféltig und erstreckt sich vom Aufbau von Streptavidinmonolayer
auf Oberflichen [36, 37] {iber die Praparationen von 2D-Strukturen auf Oberflichen
[38] bis hin zur Verstirkung von Signalen in der Bioanalytik [39, 40].

Streptavidin ist ein Protein und wird aus dem Bakterium Streptomyces avidinii gewon-
nen. Es besitzt vier Bindungsstellen fiir Biotinmolekiile und hat ein Molgewicht von
etwa 60 kg/mol. Biotin ist ein relativ kleines Molekiil und auch als Vitamin H bekannt.
Die chemische Summenformel lautet Co H16/N2O3S. Das Molekiilgewicht ergibt sich
daher als 244 g/mol.

5.1.1 Praparation einer Biotin-Streptavidin-Schicht auf Gold

Fiir die Priparation eines Biotin-Streptavidin-Systems auf Gold wurden zwei verschie-
dene Biotinthiole eingesetzt: HS(CH;);;NHC(O)-Biotin und HS(CH,),;EG3-Biotin
(Prochimia, Polen, Abbildung 5.10). Es wurden zwei Biotinthiole getestet, da das zu-
erst gekaufte Biotinthiol nicht zu einer optimalen Priparation eines Streptavidinmono-
layers geeignet war.

Beide Molekiile bestehen aus einer Kohlenstoffkette, die an einem Ende eine Thiol-
gruppe besitzt. Die Thiolgruppe besitzt eine hohe Affinitdt zu Gold und bildet eine
kovalente Bindung mit dem Gold aus. Daher lassen sich mit diesen Thiolgruppen
selbst ordnende Schichten auf Gold préiparieren (so genannt SAM s - self assembled
monolayers). Am anderen Ende der Kohlenstoffkette befindet sich jeweils ein Biotin-
molekiil. Binden die Thiolgruppen an die Goldschicht, stehen die Biotinmolekiile von
der Oberfliche ab und koénnen als Bindungspartner fiir Streptavidin dienen. Der Un-
terschied zwischen den beiden Biotinthiolen liegt in einer hydrophilen EG3-Gruppe
zwischen der Kohlenstoffkette und dem Biotin, die nur das zweite Biotinthiol besitzt.
Die EG3-Gruppe besteht aus 3 CoH,O-Gruppen.

Beide Biotinthiole wurden als 1 mM-Ldsungen in Ethanol angesetzt (Sigma Aldrich,
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99.8%). Wiirden allein diese Losungen zur Préiparation einer Biotin-Schicht auf dem
Gold genutzt, so wire die Biotindichte auf der Oberflache zu hoch. Es wire kaum Platz
vorhanden, um eine Bindung zwischen einem Streptavidin-Molekiil und einem Bio-
tinthiol auszubilden. Daher verwendet man zusétzliche Mercaptothiole, um die Biotin-
dichte zu reduzieren. Diese bestehen aus einer Kohlenstoffkette mit einer Thiolgruppe
an einem Ende. Sie binden ebenso wie die Biotinthiole an Gold. Durch Wahl eines
geeigneten Verhiltnisses zwischen einem Biotinthiol und einem Mercaptothiol kann
die Dichte der Biotinmolekiile auf der Oberfliche eingestellt werden.

Als Abstandhalter wurden zwei unterschiedliche Mercaptothiole eingesetzt: 11-
Mercapto-1-Undecanol und 6-Mercapto-1-Hexanol (Sigma Aldrich, 97%). Die Koh-
lenstoffkette des ersten Abstandhalters besitzt 11 Kohlenstoffatome und hat daher die
gleiche Linge wie die Kohlenstoffkette der Biotinthiole. Der zweite Abstandhalter ist
kiirzer und besitzt lediglich sechs Kohlenstoffatome.

Die Mercaptothiole wurden ebenfalls als 1 mM Losungen in Ethanol angesetzt. An-
schlieBend wurden diese im Verhiltnis 9:1 (Biotinthiol ohne EG3-Gruppe) bzw. 12:1
(Biotinthiol mit EG3-Gruppe) mit den Biotinthiolen gemischt. Jede Losung wurde an-
schlieBend in Kontakt mit einer Goldoberfliche gebracht. Das Bindungssignal wurde
mit Hilfe der Oberflichenplasmonenresonanz beobachtet. Innerhalb von wenigen Mi-
nuten bildete sich eine komplette Biotinthiol-Schicht aus [41].

Streptavidin wurde als 200 nM Losung in einem Hepes-Puffer angesetzt. Dieser be-
steht aus 10 mM Hepes und 150 mM NaCl, gelost in Wasser. Der pH-Wert wurde mit
Hilfe von NaOH auf 7.4 eingestellt. Um die Bindung des Streptavidins an die unter-
schiedlichen Biotinthiolschichten vergleichen zu konnen, wurde vor jedem Experiment
eine Brechungsindexstufe von 4.5 x 10~ RIU gemessen. Dazu wurde Hepes-Pulffer,
dem zuvor 0.3 % NaCl zugegeben war, durch die Flusszelle gepumpt.

Die Bindung des Streptavidins an die Biotinthiolschicht ohne EG3-Gruppe war unab-
hingig vom gewihlten Mercaptothiol. In beiden Féllen betrug das resultierende Si-
gnal etwa 3 x 10~* RIU (siche Abbildung 5.2). Nachdem keine weitere Steigerung
des Streptavidin-Signals mehr beobachtet werden konnte, wurde wieder Hepes-Puffer

Hy” NH
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Abbildung 5.1: Strukturformel von HS(CHs);; NHC(O)-Biotin (oben) und HS(CHz);1EG3s-
Biotin (unten)
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Abbildung 5.2: Die Bindung von Streptavidin an eine Biotinthiolschicht, die aus einer Losung
von 11-Mercapto-1-Undecanol (schwarze Kurve) bzw. 6-Mercapto-1-Hexanol (rote Kurve) mit
einem Biotinthiol ohne EG3-Gruppe pripariert wurde, ist in beiden Fillen etwa 3 x 10~4 RIU
grof3. Durch Spiilen mit Puffer ldsst sich etwa die Hélfte der Streptavidinmolekiile im Fall
des langeren Mercaptothiols wieder abwaschen. Benutzt man ein Biotinthiol mit EG3-Gruppe
und 11-Mercapto-1-Undecanol, fillt das Bindungssignal des Streptavidins deutlich hoher aus
(blaue Kurve).

durch die Flusszelle gepumpt. Darauthin 16sten sich im Fall der mit 11-Mercapto-1-
Undecanol priparierten Biotinschicht etwa die Hilfte der Streptavidinmolekiile wieder
ab. Bei der mit dem kiirzeren Mercaptothiol préaparierten Biotinschicht war der Abfall
des SPR-Signals deutlich geringer. Hier wurden nur wenige Streptavidinmolekiile ab-
gewaschen.

Offenbar fiihrt das lingere Mercaptothiol zu einer sterischen Behinderung. Die Bio-
tingruppen ragen nicht weit genug iiber die Kohlenstoffketten hinaus, so dass sie die
tiefliegenden Bindungstaschen des Streptavidinmolekiils nicht erreichen konnen. Die
Streptavidinmolekiile binden daher unspezifisch an die Biotinthiolschicht und kénnen
zum Teil wieder abgewaschen werden.

Fiir das Biotinthiol mit EG3-Gruppe wurde nur die Mischung mit 11-Mercapto-1-
Undecanol getestet. Die Bindung des Streptavidins an diese Biotinschicht zeigte ein
deutlich hoheres Signal als die zuvor getesteten Biotinschichten (An ~ 1.8 x 1073
RIU).

Die Dicke der Streptavidinschicht ldsst sich mit Hilfe der Formel 2.23 berechnen und
betrug etwa 4 nm. Das Volumen eines Streptavidin-Molekiils kann iiber die Faustfor-
mel

1Da=0.1nm? (5.1)

abgeschitzt werden. Geht man von einer kubischen Form des Proteins aus, so wire



66 Test der maximalen Empfindlichkeit anhand von Biotin-Bindungen

jede Seite des Proteins 4 nm lang. Das gemessene Bindungssignal reprisentiert da-
her bereits einen absolut deckenden Streptavidinmonolayer ohne Zwischenrdume. Das
Zusammenspiel von 11-Mercapto-1-Undecanol und dem Biotinthiol mit EG3-Gruppe
ist offenbar optimal, um einen duflerst dichten Streptavidinmonolayer auf einer Gold-
schicht zu préparieren.

Bei allen Experimenten war die Biotindichte auf der Oberfliche in etwa gleich, da die
Unterschiede zwischen den Biotinthiolen duBerst gering und die Mischungsverhiltnis-
se dhnlich waren. Der Grund fiir die schlechtere Prédparation eines Streptavidinmono-
layers mit Biotinthiolen ohne EG3-Gruppe ist also nicht dort zu suchen.

Offenbar liegt die Ursache in der EG3-Gruppe selbst. Dabei ist jedoch die Verlin-
gerung der Kohlenstoffkette durch die EG3-Gruppe nur teilweise entscheidend. Der
Abstand zwischen dem Biotinmolekiil beim Biotinthiol mit EG3-Gruppe und dem 11-
Mercapto-1-Undecanol war in etwa genauso grofl wie beim Experiment mit dem Bio-
tinthiol ohne EG3-Gruppe und 6-Mercapto-1-Hexanol. Die Verkiirzung der Kohlen-
stoffkettenliinge fithrte dort jedoch nicht zu einer besseren Anbindung des Strepta-
vidins im Vergleich zu der Pridparation mit dem ldngeren Mercaptothiol. Es ist also
wichtig, dass zwischen Biotingruppe und den Kohlenstoffketten ein gewisser Abstand
besteht. Allerdings kann dies nicht der entscheidende Faktor sein, da man ansonsten
auch fiir das Biotinthiol ohne EG3-Gruppe ein hoheres Streptavidinsignal hitte messen
miissen.

Wichtiger ist die hydrophile Eigenschaft der EG3-Gruppe. Die Goldoberfldche ist hy-
drophob. Die EG3-Gruppen sto3en sich daher von der Goldoberfliche und damit auch
von den Kohlenstoffketten der Mercaptothiole ab. Dadurch sind die Biotingruppen bes-
ser orientiert und konnen eine Bindung mit dem Streptavidin eher ausbilden.

5.1.2 Identifikation des besten Mischungsverhaltnisses

Um das optimale Mischungsverhiltnis des Biotinthiols mit EG3-Gruppe und 11-
Mercapto-1-Undecanol fiir die Bildung eines moglichst dichten Streptavidinmono-
layers zu bestimmen, wurden unterschiedliche Mischungsverhiltnisse angesetzt und
das Bindungssignal des Streptavidins an die Biotinthiolschicht gemessen [41].

Es zeigt sich, dass ein Mischungsverhiltnis von etwa 2.5:1 das grofite Streptavidin-
signal besitzt. Bei einem etwas ausgeglichenerem Mischungsverhiltnis von 1.5:1 fallt
das Streptavidinsignal im Vergleich um etwa 10% ab. Offenbar sind die Biotingrup-
pen in diesem Fall auf der Oberflidche zu dicht angeordnet, um einen optimalen Néhr-
boden fiir einen moglichst dichten Streptavidinmonolayer zu bilden. Erh6ht man das
Mischungsverhiltnis, so verringert sich das Streptavidinsignal ebenfalls. Offenbar ist
in diesen Fillen der Biotinabstand zu grof3 und es bilden sich Zwischenrdume in der
Streptavidinschicht.

Die Unterschiede sind jedoch sehr gering und in allen Fillen entsteht ein geordneter
Streptavidinmonolayer mit einer hohen Dichte. Insofern kann das Mischungsverhiltnis
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Abbildung 5.3: Die Hohe des Streptavidinsignals wurde fiir unterschiedliche Mischungsver-
hiltnisse des Biotinthiols und des Mercaptothiols jeweils nach 15 Minuten bestimmt.

in einem weitem Bereich variiert werden, ohne die Funktionalitit zu stark zu beein-
triachtigen.

5.1.3 Messung der Biotinbindung an Streptavidin

Zur Demonstration neuer Gerite und Techniken wird in vielen Fillen auf das Biotin-
Streptavidin-System zuriickgegriffen, da dieses leicht zu handhaben und allgemein be-
kannt ist. Dabei wird meist die gut messbare Bindung des Proteins an Biotin verwendet
[42]. Eher seltener wird die deutlich schwerer messbare Bindung des Biotins an eine
Streptavidinschicht verwendet [43]. Die Molekiile sind sehr klein und rufen nur ein
geringes Signal hervor. Auflerdem ist die maximale Dichte der Biotinmolekiile durch
die Anzahl der Bindungsstellen der Streptavidinmolekiile vorgegeben. Der resultie-
rende Biotinmonolayer besitzt daher Zwischenrdume, die das zu erwartende Signal
zusitzlich reduzieren.

Doch gerade diese Bindung empfiehlt sich als Gradmesser fiir die Empfindlichkeit der
SPR-Imaging Methode mit zwei Wellenlidngen, da hier eine sehr empfindliche Tech-
nik zur Verfiigung steht, die auch zur Messung von sehr kleinen Molekiilen eingesetzt
werden kann. Um die maximale Empfindlichkeit zu testen, wurde der Distributed Re-
ference Ansatz verwendet [34].

Dazu wurde eine PDMS Struktur hergestellt, die insgesamt 4 Fliissigkeitsreservoirs
besitzt. Davon sind jeweils zwei durch 17 parallele Kanile mit einem Querschnitt von
200 x 200 pm? verbunden. Die Kanilen sind voneinander durch eine 200 pm dicke
PDMS-Wand getrennt und zu einer Seite des PDMS Blocks hin offen. Die Struktur
kann mit Hilfe einer extra angefertigten Passform auf ein Goldplittchen gedriickt wer-
den. Dadurch kann die Kanalstruktur als Flusszelle verwendet werden. Die Reservoirs
konnen durch Zuleitungen von der gegeniiberliegenden Seite des PDMS Blockes be-
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fiillt werden. Leitet man eine Fliissigkeit durch die Kanile, konnen Molekiile auf der
Oberflache immobilisiert und dadurch eine Strukturierung der Oberfliche erreicht wer-
den.

Die Flachen, die durch PDMS vor dem Kontakt mit der Fliissigkeit geschiitzt sind,
konnen spiter als Referenzflichen genutzt werden. Da sich an der PDMS-Oberfliche
jedoch sehr schnell Staubteilchen und Biomolekiile anlagern und diese bei Kontakt
mit der Goldfldche die Referenzflichen kontaminieren wiirden, muss die PDMS Mas-
ke vor jeder Verwendung gereinigt werden. Dazu wurde sie zunédchst mit Wasser und
Ethanol gespiilt und mit Stickstoff getrocknet, um grobe Verunreinigungen zu entfer-
nen. AnschlieBend wurden das PDMS fiir etwa 5 Minuten einem Sauerstoffplasma
ausgesetzt. Dazu wird die Maske in einen mit Raumluft gefiillten Exsikkator gegeben,
der anschliefend bis auf etwa 1 mbar evakuiert wird. Dann wird ein Sauerstoffplas-
ma im Exsikkator durch ein elektromagnetisches Wechselfeld erzeugt. Diese Prozedur
entfernte samtliche organischen Verbindungen auf dem PDMS.

Anschlieend wurde die Struktur auf ein Goldplittchen gesetzt und angedriickt. Die
Flusszelle wurde zunédchst mit Ethanol gefiillt, wobei darauf geachtet wurde, dass kei-
ne Luftblasen in der Flusszelle zuriickblieben. 1 mM Losungen eines biotinylierten
Thiols und 11-Mercapto-1-Undecanols wurden im Verhiltnis 1:9 gemischt. Diese Mi-
schung wurde anschlieBend fiir 2 Minuten durch die Flusszelle gepumpt, um einen
Biotin-Monolayer auf der Goldoberflache zu pridparieren. AnschlieBend wurde erneut
mit Ethanol gespiilt, um iiberfliissiges Biotinthiol aus der Flusszelle zu entfernen. Die
PDMS Struktur wurde entfernt und der komplette Goldchip mit einer 1 mM OEG-6-
Ethanol-Losung bedeckt. OEG-6 ist ein proteinresistentes Thiol, das auf den Referenz-
flachen zwischen den Biotinstreifen immobilisierte und diese gegen Proteinanlagerung
resistent machte.

Der so priparierte Goldchip wurde anschlie3end mit Hilfe eines Immersionsols an ein
Prisma gekoppelt. Eine etwa 300 pm dicke Gummi-Dichtung und eine Riickwand aus
Plexiglas bildeten eine S-formige Flusszelle iiber dem Goldchip. Die abbildende Lin-
se wurde so positioniert, dass ein etwa 6x 10 mm? groBer Bereich beobachtet werden
konnte. Die Biotinthiole und die OEG-Molekiile rufen nur eine sehr kleine und @hnlich
groBle Verschiebung der Resonanzkurve hervor. Ein Intensitdtsunterschied der Reflek-
tivitdt zwischen den unterschiedlichen Bereichen und damit eine Streifenstruktur war
nicht erkennbar.

Die Flusszelle wurde zunidchst mit Hepes-Puffer gefiillt. Dann wurde eine 200 nM
Streptavidin-Losung hindurch gepumpt. Sobald die ersten Streifenstrukturen erkenn-
bar waren, wurde auf diesen ein Messbereich definiert und die weitere Bindung des
Streptavidins an die Biotinschicht beobachtet. Dadurch war es zwar nicht moglich die
Hohe des Streptavidinsignals, jedoch den Zeitpunkt der Sittigung der Streptavidin-
schicht zu bestimmen.

Nach etwa 30 Minuten war der Bindungsprozess beendet und es wurde mit Hepes-
Puffer gespiilt. Ein Streptavidinmonolayer erzeugt eine starke Verschiebung der Re-
sonanzkurve und damit auch eine starke Reflektivititsdnderung. Daher war die Strei-
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Abbildung 5.4: Die helleren Streptavidinstreifen lassen sich von den dunkleren OEG-6-
Flachen auf Grund der unterschiedlichen Reflektivititen gut voneinander unterscheiden. Im
rechten oberen Teil des Bildes sind die originalen Signal- und Referenzbereiche eingezeichnet.

fenstruktur anschlieBend gut zu identifizieren. Auf Grund der starken Verschiebung
der Resonanzkurve durch das Streptavidin musste der Resonanzwinkel neu justiert
werden. AnschlieBend wurden 25 Signalbereiche auf den Streptavidinstreifen und 25
Referenzbereiche auf den OEG-6 Flichen positioniert (sieche Abbildung 5.4).

Vor der Messung der Biotinbindung wurde etwa 20 Minuten lang Hepes-Puffer iiber
den Goldchip gepumpt, um die Basislinie zu stabilisieren. Dann wurde eine 1 M
Biotin-Losung in Hepes-Puffer durch die Flusszelle geleitet. Fiir jeden aufgenomme-
nen Datenpunkt wurde iiber 25 Bilder integriert. Daraus resultiert eine Zeitauflosung
von 10 Sekunden. Die Signale aus den Signal- bzw. Referenzbereichen wurden jeweils
normiert, aufsummiert und anschlieend voneinander subtrahiert. Die Biotinbindung
erzeugt ein Signal, das einer Volumenbrechungsindexidnderung von 3.3 x 107¢ RIU
entspricht. Das S/R-Verhiltnis betrug etwa neun (siehe Abbildung 5.5).

Die Stabilitét der Basislinie wurde iiber einen Zeitraum von zehn Minuten vor der Bio-
tinbindung gemessen und betrug bei der Verwendung aller 50 Messbereiche 3.7 x 107
RIU. Dies ist vergleichbar mit der Empfindlichkeit des besten momentan verfiigbaren
kommerziellen SPR-Gerites fiir Einzelmessungen. Nutzt man lediglich neun Paare
bzw. nur ein Paar von Signal- und Referenzbereichen zur Auswertung, so reduziert
sich das S/R-Verhiltnis auf 4 bzw. 2.5 (siehe Abbildung 5.6).

Das Bindungssignal der Biotinstufe ist um einen Faktor drei kleiner als in einer frii-
herem Messung [4]. Diese basierte jedoch auf der Detektion der Reflektivitdt mit Hil-
fe einer Photodiode und verwendete lediglich einzelne, gro3ere Messbereiche (3 x 4
mm?).

Ein Grund fiir diese Diskrepanz konnte darin liegen, dass das bei der Messung mit der
CCD-Kamera verwendete OEG-6 bereits mehr als vier Wochen alt war, da die ersten
Versuche nicht erfolgreich waren und keine frische OEG-6-Losung zur Hand war. Die
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Abbildung 5.5: Verwendung aller 50 Messbereiche: Die Hohe der Biotinbindung betrug 3.3 X
10~% RIU. Die Stabilitit der Basisline wurde iiber einen Zeitraum von 10 Minuten vor der
eigentlichen Bindung gemessen.

Proteinresistenz eines OEG-6-Monolayers reduziert sich jedoch bereits nach vier Wo-
chen deutlich [38]. In diesem Fall wire auf den OEG-6 Flichen ebenfalls Streptavidin
vorhanden und wiirde als Bindungspartner fiir Biotin zur Verfiigung stehen. Ein dabei
entstehendes Bindungssignal wiirde jedoch von dem eigentlichen Bindungssignal auf
den Streptavidinstreifen abgezogen. Das Differenzsignal entspriche daher lediglich
der Differenz der gebundenen Biotinmolekiile auf den Signal- und Referenzbereichen.

Um diese Vermutung zu bestidtigen, wurde ein weiterer Goldchip mit Biotinstreifen
und OEG-6 Flidchen prépariert. Da die Streifenstruktur im SPR Bild nicht erkennbar
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Abbildung 5.6: Biotinbindung und Basisline fiir unterschiedlich viele Paare aus Signal- und
Referenzbereichen.
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Abbildung 5.7: Bildung eines Streptavidinmonolayers in den Biotin- bzw OEG-6-Bereichen.

war, wurden vor Beginn der Streptavidinbindung einige Messbereiche unterschiedli-
cher GroBe und Form zufillig auf der Oberflidche positioniert.

Die Bindung des Streptavidins wurde von Beginn an in allen Messbereichen beobach-
tet. Da nach der Immobilisierung des Streptavidins die Streifenstruktur sichtbar war,
konnten nachtriglich zwei Messbereiche identifiziert werden, die nur einen Biotin-
streifen bzw. eine OEG-6 Flidche abdeckten. Das Streptavidinbindungssignal auf einem
Biotinbereichen betrug etwa 1 X 1073 RIU, in einem OEG-6 Bereich war es immer
noch groB (etwa 6 x 10~* RIU, siehe Abbildung 5.7).

Das Ergebnis zeigt, dass die OEG6-Flichen nicht proteinresistent waren, sondern eine
Anlagerung von Streptavidinmolekiilen auch dort stattfand. Es ist allerdings anzumer-
ken, dass die OEG-6 Losung in diesem Experiment noch etwa zwei Wochen ilter war
als beim vorherigen Experiment zur Beobachtung der Biotin-Bindung. Die Proteinre-
sistenz war daher weiter herabgesetzt. Da sich auf den OEG-6-Fldchen etwa halb so
viele Streptavidinmolekiile wie auf den Biotinflachen angelagert haben, wiirde auch
ein spiter gemessenes Biotinbindungssignal nur halb so grof3 ausfallen, als wenn die
OEG-6-Flichen eine Streptavidinanlagerung verhindert hitten.

Zusitzlich deutet auch die geringe Hohe des Streptavidinsignals darauf hin, dass der
auf den Biotinthiolen aufbauende Streptavidinmonolayer nicht die hochst mogliche
Dichte aufweist. Ein Grund dafiir konnte darin liegen, dass auch die Biotinthioll6-
sung schon einige Wochen alt war. Wegen der reduzierten Streptavidindichte reduziert
sich die Zahl der moglichen Bindungsstellen fiir Biotinmolekiile und dementsprechend
auch das zu erwartende Signal. Diese beiden Faktoren konnen daher als Erkldrung die-
nen, warum das Biotinsignal bei dem beschriebenen Experiment um einen Faktor drei
kleiner als im Experiment mit den Photodioden ausfiel.

Bei einer Optimierung der Oberflichenchemie konnte das Biotinsignal vergrof3ert wer-
den. Dass es in diesem Experiment zu klein ausfiel, war jedoch nicht von Nachteil,
da es die Empfindlichkeit der Technik unterstrich. Ein sehr kleines Molekiil konnte
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trotz nicht optimaler Oberflachenchemie mit einem sehr guten S/R-Verhiltnis detek-
tiert werden. Selbst kleinere Molekiile mit einem Molgewicht von unter 50 Dalton
sollten bei einer geeigneten Oberflachenchemie messbar sein.

5.1.4 Empfindlichkeitssteigerung durch Erhéhung des
Splittingfaktors

Um den Einfluss des Splittingfaktors auf die Rauschunterdriickung zu untersuchen,
wurden die Signale von je 16 benachbarten Signal- und Referenzbereichen von der
Messung der Biotinbindung in unterschiedlichen Zusammensetzungen analysiert, um
unterschiedliche Splittingfaktoren zu simulieren. Je acht Paare befanden sich im obe-
ren bzw. unteren Teil der Flusszelle (siche Abbildung 5.8). Um einen Splittingfaktor
von 1 zu simulieren, wurden die oberen acht Paare zu einem groB3en Signalbereich zu-
sammengefasst. Die unteren acht Paare bildeten den Referenzbereich. Die resultieren-
den Signale wurden voneinander abgezogen und die Stabilitit der Basislinie iiber einen
Zeitraum von zehn Minuten vor dem Zeitpunkt der Biotinbindung gemessen. Das Bio-
tinsignal ldsst sich natiirlich nicht mehr beobachten, da die konstruierten Messbereiche
die gleiche Anzahl von Streptavidin- bzw. OEG-6-Flachen besitzen.

Analog zu dem oben beschriebenen Vorgehen wurden die Signal- und Referenzberei-
che immer kleiner konstruiert, so dass auch die Splittingfaktoren 2,4 und 8 simuliert
werden konnten. Die Messung des Rauschens fiir einen Splittingfaktor von 16 ent-
spricht dann wieder der originalen Aufteilung von Signal- und Referenzbereichen.

Splittingfaktor 2

i Ibereich Referenzbereic

=

Splittingfaktor 4

Abbildung 5.8: Insgesamt 16 Paare aus Signal- und Referenzbereichen wurden zur Simula-
tion unterschiedlicher Splittingfaktoren genutzt. Fiir den Splittingfaktor 1 wurden die oberen
16 Boxen zu einem groflen Signalbereich und die unteren 16 Boxen zu einem groflen Refe-
renzbereich zusammengefasst. Fiir jede Verdopplung des Splittingfaktor wurden diese Flachen
geteilt, so dass doppelt so viele Signal- und Referenzbereich simuliert werden konnten.
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Abbildung 5.9: Die Stabilitit der Basislinie verbessert sich mit jeder Erhohung des Splitting-
faktors. Lediglich der Datenpunkt fiir 16 weicht von diesem linearem Zusammenhang ab.

Die Abhingigkeit des Rauschens vom Splittingfaktor zeigt Abbildung 5.9. Das Rau-
schen verringert sich linear mit der Erhhung des Splittingfaktors. Dies bestitigt die
theoretische Vorhersage. Fiir den Splittingfaktor 8 ergibt sich das Rauschen der Basis-
linie nur noch mit 1.6 x 10~7 RIU und ist damit etwa einen Faktor 2 besser als das
beste kommerzielle Gerit. Nur das Ergebnis fiir den hochsten Splittingfaktor weicht
von der linearen Abhingigkeit ab. Der Grund dafiir ist in der unterschiedlichen Ober-
flachenbeschaffenheit der Referenz- und Signalbereiche zu suchen.

Fiir den Splittingfaktor 16 sind alle Signalbereiche auf den Streptavidinstreifen und
alle Referenzbereiche auf den OEG-6-Flidchen positioniert. Die Reflektivitdt zwischen
diesen Bereichen ist stark unterschiedlich. Dies bedeutet aber auch, dass die Mess-
punkte auf der Resonanzkurve in beiden Bereichen an unterschiedlichen Stellen liegen.
Die Kompensation von inhomogenen Volumenbrechungsindexidnderungen ist dadurch
nicht beeintrichtigt. Intensititsfluktuationen der Lichtquelle konnen jedoch nicht voll-
standig korrigiert werden. Diese unvermeidbaren Fluktuationen tauschen abhidngig von
der Position des Messpunktes auf der Resonanzkurve unterschiedliche Volumenbre-
chungsindexinderungen vor und sind daher die Limitierung fiir die Stabilitit der Ba-
sislinie.

Bei den niedrigeren Splittingfaktoren tritt dieses Problem nicht auf, da in jedem si-
mulierten Messbereich gleichviele Streptavidin- und OEG-6-Fldchen vorhanden sind.
Die Position des Messpunktes auf der Resonanzkurve zwischen simulierten Signal-
und Referenzbereichen ist daher identisch.

Um eine weitere Sensitivititssteigerung zu erhalten, miissten die Referenzflichen mit
einem Protein beschichtet werden, das eine gleichgrofle Verschiebung der Resonanz-
kurve wie das Streptavidin hervorruft, aber keine Affinitédt zu Biotin zeigt. Eine Extra-
polation des Rauschverhaltens ergibt, dass die Stabilitdt der Basislinie in diesem Fall
auf unter 1 x 10~ RIU gesenkt werden kann.
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Allerdings treten in diesem Fall neue Probleme auf, da die Signal- und Referenzbe-
reiche dann nicht mehr optisch voneinander zu unterscheiden sind. Aulerdem wire
eine aufwindigere Oberflachenchemie fiir die Mikrostrukturierung nétig. Fiir die im
Allgemeinen sehr schwierige Messung von sehr kleinen Molekiilen oder sehr niedri-
gen Konzentrationen konnte sich ein solcher Aufwand jedoch in einigen Féllen lohnen.
Solche Nachweise sind momentan nur iiber eine nachtrigliche Signalamplifikation mit
Hilfe eines zweiten, groBeren Antikorpers moglich [25, 44]. Demgegeniiber bietet das
SPR-Imaging eine schnelle und direkte Detektion ohne zusétzlichen Aufwand.
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5.2 ldentifikation einer einzelnen
Nukleotid-Polymorphismus Mutation

Die Erbinformation einer menschlichen Zelle steckt in ihrer DNA (Desoxyribonuklein-
sdure - engl. deoxyribonucleic acid). Sie enthilt die Informationen fiir die Produktion
aller im menschlichen Korper vorkommender Proteine und Ribonukleinsiduren (RNA).
Chemisch gesehen handelt es sich bei der DNA um eine Nukleinsdure, die aus einer
Kette von vier unterschiedlichen Basen (Adenin, Thymin, Guanin, Cytosin) besteht.
Die Basen werden iiblicherweise mit ihren Anfangsbuchstaben abgekiirzt. Normaler-
weise ordnet sich die DNA in einer Doppelhelix an, in der sich jeweils Adenin und
Thymin bzw. Guarin und Cytosin gegeniiberliegen. Zwischen Adenin und Thymin bil-
den sich dabei zwei, zwischen Guarin und Cytosin drei Wasserstoftbriickenbindungen
aus.

Nachdem das menschliche Genom 2001 weitestgehend und 2004 vollstindig ent-
schliisselt wurde [1, 45, 46], konzentriert sich die Forschung im Bereich der Genomik
heutzutage auf die Analyse der so genannten SNP (Single Nucleotide Polymorphism).
Dies sind Variationen im menschlichen Genom, die bei mindestens 1% der mensch-
lichen Population vorliegt. Etwa 90% aller Variationen sind SNP. Sie treten etwa alle
100-300 Basenpaare entlang der menschlichen DNA, die insgesamt 3 Milliarden Ba-
senpaare besitzt, auf.

SNP werden verdichtigt, Ausloser fiir bestimmte Krankheiten zu sein. Eines der best-
dokumentierten Beispiele dafiir ist das so genannte ApoE Protein [48]. Sein Bauplan
ist auf einem Teil der DNA kodiert, der zwei SNP aufweist. So existieren insgesamt
drei leicht unterschiedliche ApoE Proteine (abgekiirzt E2, E3, E4). Menschen, die ein
E4-Protein besitzen, haben eine erhohte Wahrscheinlichkeit an Alzheimer zu erkran-
ken. Demgegeniiber besitzen Menschen mit dem E2-Protein offenbar eine natiirliche
Resistenz gegen diese Krankheit. Die Ergebnisse sind jedoch nicht eindeutig. So kon-
nen auch Menschen mit dem E2-Protein an Alzheimer erkranken, ebenso wie Men-
schen mit dem E4-Protein bis an ihr Lebensende von der Krankheit verschont bleiben
konnen.

1 Umdrehung = 10 Basenpaare = 3.4 nm

Abbildung 5.10: DNA-Doppelhelix [47]
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Hochstwahrscheinlich ist nie ein einzelner SNP fiir den Ausbruch einer Krankheit ver-
antwortlich, sondern eine Kombination von mehreren SNP. Diese Zusammenhénge zu
erkennen, ist die groe Aufgabe der Genomforschung.

Um zu bestimmen, welche SNP-Modifikationen bei einer zu untersuchenden mensch-
lichen DNA vorliegen, werden auf einem Mikroarray je nach Anzahl der zu untersu-
chenden SNP einige hundert bis mehrere tausend Oligonukleotide immobilisiert. Dies
sind kurze DNA-Einzelstringe mit einer Linge von etwa 20-30 Basenpaaren. Jeweils
vier Oligonukleotide sind so modifiziert, dass sie zur Messung eines SNP dienen. Thre
DNA-Sequenzen sind gleich und eindeutig einem bestimmten Teil der menschlichen
DNA zuzuordnen. Sie unterscheiden sich lediglich an der Position des SNP und besit-
zen dort je eine der vier moglichen Basen.

Bindet eine Einzelstrang-DNA an ein vollstindig komplementédres, immobilisiertes
Oligonukleotide, spricht man von einem perfect match. Allerdings bindet sich die
Einzelstrang-DNA auch an die iibrigen drei immobilisierten Oligonukleotide, da sie
nur an einer Stelle in der DNA-Sequenz differieren. In diesem Fall spricht man von
einem one mismatch. Diese Bindungen sind energetisch weniger stabil, da sich an der
Stelle des Fehlers keine Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden. Daher binden sich
in einem SNP-Experiment mehr Oligonukleotide an eine vollstindig komplementire
DNA. Durch eine Messung der Hybridisierungssignale und eines Vergleichs der Si-
gnale untereinander, ldsst sich daher der Typ des SNP identifizieren.

In einem realen Experiment wird menschliche DNA extrahiert, gestiickelt und in ei-
nem Puffer auf das Microarray gegeben. Die DNA liegt dabei immer noch als Dop-
pelhelix vor. Die Temperatur des Puffers wird dann soweit erhoht, dass sich die Dop-
pelhelix auflost. AnschlieBend wird die Temperatur gesenkt, so dass die vorliegenden
DNA-Einzelstringe wieder zu einer Doppelhelixbindung iibergehen. Allerdings bin-
den dabei auch einige der Einzelstringe an die immobilisierten Oligonukleotide auf
der Oberflédche.

Durch Anfédrben der gebundenen DNA auf der Oberfliche durch Fluorophore kann
dann bestimmt werden, welchen SNP die untersuchte DNA besitzt. Allerdings sind
diese Microarrays je nach Anzahl der zu untersuchenden SNP sehr teuer und kénnen
nur einmalig benutzt werden.

Das SPR-Imaging konnte zukiinftig in diesem Bereich eingesetzt und anstelle der
Fluoreszenztechnik zum Auslesen der Microarrays benutzt werden. Dadurch wiirden
zum einen Kosten fiir das Anfiarben der Doppelbindungen entfallen und zusétzlich wi-
re ein solches Mikroarray mehrfach einsetzbar, da eine Renaturierung des DNA-Chips
beim SPR Imaging moglich ist.

5.2.1 Theorie der DNA-Schmelzkurven

Zwei komplementidre DNA-Einzelstrange bilden unter normalen Umstédnden (Raum-
temperatur, in Puffer gelost) eine Doppelhelix. Der Ubergang in Einzelstringe bei Er-
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hohung der Temperatur ist flieBend und vollzieht sich in einem relativ engen Tempe-
raturfenster. Die Anzahl der in einer Doppelhelix vorliegenden DNA in Abhiéngigkeit
von der Temperatur wird Schmelzkurve genannt. Als Schmelztemperatur wird dabei
die Temperatur bezeichnet, bei der nur noch 50% der DNA in einer Doppelhelix vor-
liegt.

Die Schmelztemperatur ist abhéngig von der Linge der DNA. AuBlerdem spielt die
Zusammensetzung der Basenpaare eine Rolle, da GC-Paare eine Wasserstoffbriicken-
bindung mehr ausbilden als AT-Paare. Befindet sich eine falsche Basenpaarung in der
Doppelhelix, reduziert dies die Schmelztemperatur deutlich. Wie hoch die Redukti-
on ausfillt, ist abhéngig von der Linge der DNA und der Position der Fehlstelle in
der Doppelhelix. Zusitzlich wird die Schmelztemperatur auch noch durch die Salz-
konzentration des Puffers beeinflusst. Je hoher der Salzgehalt, desto niedriger ist die
abstoBende Wirkung der negativ geladenen DNA-Einzelstringe und umso hoher die
Schmelztemperatur.

5.2.2 Immobilisation von Oligonukleotiden auf Gold

Um Oligonukleotide auf Gold zu immobilisieren, gibt es mehrere Ansidtze mit einer
jeweils unterschiedlichen Oberflichenchemie [49-52]. Am einfachsten gelingt die Im-
mobilisation, wenn das 5’-Ende des Oligonukleotids mit einer zusitzlichen Thiolgrup-
pe modifiziert wurde. Diese Thiolgruppe kann dann direkt zur Immobilisation des Oli-
gonukleotids dienen.

Bei der Immobilisation muss auf eine ausgewogene Dichte der Oligonukleotide ge-
achtet werden. Ist die Dichte zu hoch, stehen zwar sehr viele Bindungsplitze zur Ver-
fligung, aber die Hybridisierungseffizienz ist niedrig, da nicht genug Platz zur Aus-
bildung einer Doppelhelix zur Verfiigung steht [53]. Das resultierende Bindungssignal
ist kleiner, als man erwarten wiirde, wenn alle Bindungsplitze genutzt wiirden. Ist die
Dichte auf der Oberfliche zu niedrig, liegt zwar die Hybridisierungseffizienz bei 100%,
aber das Signal fillt trotzdem zu niedrig aus, da Raum fiir zusitzliche DNA Bindungen
verschenkt wurde. Dies ist insbesondere fiir SNP-Analytik wichtig, da dort Bindungs-
signale unterschiedlicher DNA-Spots miteinander verglichen werden. Die Dichte der
unterschiedlichen DNA Spots muss also identisch sein.

Die Dichte lasst sich auf unterschiedliche Arten beeinflussen. Grof3en Einfluss hat da-
bei die Salzkonzentration des Puffers, in der die DNA zur Immobilisierung gelost ist.
Eine Einzelstrang-DNA ist negativ geladen. Das fiihrt dazu, dass bereits immobilisierte
Oligonukleotide einer Immobilisation von weiteren Oligonukleotiden entgegenwirken.
Durch eine Erhohung der Salzkonzentration im Puffer schirmen die Salzionen die ne-
gativ geladenen Oligonukleotide ab und reduzieren die abstoBende Wirkung. Daher ist
die resultierende Oligonukleotiddichte auf der Oberfliche umso grofer, je hoher die
Salzkonzentration im Puffer ist [54, 55].

AuBerdem lasst sich die DNA-Dichte iiber die Immobilisationszeit und durch eine
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Immobilisation als Doppelhelix beeinflussen [56, 57].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Immobilisation von Oligonukleotiden jeweils
1 uM DNA in einem Kaliumdihydrogenphosphat-Puffer (1 M KH,PO, gelost in Was-
ser) angesetzt. Die Losung wurde fiir mindestens 2 Stunden in Kontakt mit der Gold-
oberflache gebracht, was zur Ausbildung eines kompletten Monolayers ausreicht [57].
Geschah die Immobilisation auBerhalb der SPR-Flusszelle, so wurde die Goldoberfla-
che anschliefend mit Wasser gespiilt und mit Stickstoff getrocknet.

Eine Ubersicht iiber die in dieser Doktorarbeit verwendeten Oligonukleotide zur Im-
mobilisation auf der Goldoberfliche findet sich in der Tabelle 5.1. Die Oligonukleo-
tide RS1 und RS2 unterscheiden sich lediglich an einer Position und werden daher
zur Demonstration einer SNP-Analyse verwendet. Alle Oligonukleotide beginnen am
5’-Ende mit 5 Thymin-Basen. Diese dienen lediglich als Abstandhalter der aktiven
DNA-Sequenz von der Goldoberfliche.

Auf die Verwendung menschlicher DNA wurde verzichtet. Dies hitte den experimen-
tellen Aufwand extrem vergroBert, da man dazu die DNA extrahieren und aufbereiten
hitte miissen. Stattdessen wurde zu jeder thiolmodifizierten DNA ein kiinstlich herge-
stelltes Einzelstrang-Oligonukleotide gekauft (siche Tabelle 5.2).

’ Bezeichnung \ Basenfolge \ M [g/mol] ‘
RS1 5’-TTT TTA GAA GAC AAA GAG CTC AT-3’ 7268
RS2 5’-TTT TTA GAA GAG AAA GAG CTC AT-3’ 7308
G-HCV 5’-TTT TTC CAA GAA AGG ACC CG-3’ 6299
TI-HCV 5’-TTT TTC TCC AGG CAT TGA GC-3’ 6271
T2-HCV 5’-TTT TTC AAC CCA ACG CTA CT-3’ 6184

Tabelle 5.1: Liste aller zur Verfiigung stehenden Oligonukleotide, die eine Thiolgruppe am
5’-Ende besitzen und daher zur Immobilisation auf Gold geeignet sind.

’ Bezeichnung \ Basenfolge \ M [g/mol] ‘
RSIc 5’-ATG AGC TCT TTG TCT TCT-3’ 5447
RS2c 5’-ATG AGC TCT TTC TCT TCT-3’ 5407
G-HCVc 5’-TTT CGG GTC CTT TCT TGG-3’ 5479
TI1-HCVc 5’-GCT CAA TGC CTG GAG-3’ 4594
T2-HCVc 5’-AGT AGC GTT GGG TTG-3’ 4680

Tabelle 5.2: Liste der komplementéiren DNA.
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5.2.3 Verbesserung der SNP Identifizierung durch
Optimierung der Messtemperatur

Ublicherweise wird die DNA Hybridisierung in einem SNP Experiment bei Raum-
temperatur durchgefiihrt. Das garantiert eine maximale Bindung der Oligonukleotide
und ein groBes Signal. Allerdings gibt es die theoretische Vorhersage, dass die Unter-
scheidbarkeit eines SNP deutlich verbessert werden kann, wenn die Verschiebung der
Schmelztemperatur durch einen SNP fiir die Analyse ausgenutzt wird [58].

Um dies experimentell zu verifizieren, wurde auf eine Hélfte eines Goldchips das Oli-
gonukleotide RS2 immobilisiert. Die andere Hilfte des Goldchips wurde als Refe-
renz genutzt. AnschlieBend wurde das Goldplittchen in die temperierbare Flusszelle
eingebaut. Mit Hilfe des Peltierelements war es moglich, die Puffertemperatur in der
Flusszelle frei zu wihlen.

Zunichst wurde Hepes-Puffer zur Stabilisierung der Basislinie durch die Flusszel-
le geleitet. Darauf folgte eine 1 M Losung der komplementiren RS2c-DNA, die
ebenfalls in Hepes-Puffer gelost war. Das Bindungssignal wurde mit Hilfe der Ober-
flachenplasmonenresonanz detektiert. AnschlieBend wurde eine 6 M Harnstofflosung
fiir etwa 10 Minuten durch die Flusszelle geleitet. Diese 10ste die Doppelhelix auf
und renaturierte die Oberflache, so dass diese anschlieBend fiir ein weiteres DNA-
Hybrdisierungsexperiment genutzt werden konnte. Das Hybridisierungssignal wurde
fiir unterschiedliche Puffertemperaturen gemessen und daraus die Schmelzkurve fiir
den perfect match bestimmt [41]. AnschlieBend wurde das gleiche Experiment auch
mit RS1c durchgefiihrt, um die Schmelzkurve fiir eine one mismatch Bindung zu be-
stimmen.

Es wurden mehrere Experimente mit jeweils neu priaparierten Goldoberfldchen fiir die
Auswertung verwendet. Die absoluten Bindungssignale der einzelnen Experimente
waren jedoch nicht vergleichbar, da die Immobilisierung nicht reproduzierbar gelang.
Daher wurde fiir jedes Experiment auch ein Bindungssignal bei Raumtemperatur ge-
messen. Dieses wurde dann zur Normierung und Vergleichbarkeit der Experimente
verwendet. Das Bindungssignal fiir den one mismatch wurde dabei auf 70% des per-
fect match Bindungssignals gesetzt, da dies einem spiter gemessenen Verhiltnis bei
Raumtemperatur entspricht. Beide Schmelzkurven sind in Abbildung 5.11 dargestellt.

Das Temperaturfenster, in dem der Ubergang zwischen einer Doppelhelix und dem
Vorliegen von Einzelstrang-DNA liegt, ist fiir beide Schmelzkurven etwa gleich gro8.
Die Schmelztemperaturen unterscheiden sich wie erwartet um etwa 7.2°C auf Grund
der Fehlstelle innerhalb der Doppelhelix beim one mismatch.

Allerdings sind die absoluten Werte der Schmelztemperatur im Vergleich zu der Hybri-
disierung in einer wissrigen Losung deutlich herabgesetzt. Die theoretische Schmelz-
temperatur fiir den perfect match betridgt unter Beriicksichtigung der vorliegenden
Salzkonzentration 56.9°C [59]. Dies liegt deutlich iiber der gemessenen Schmelztem-
peratur von 43.5°C. Die theoretisch berechnete Schmelztemperatur fiir den one mis-
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match ist 51.1°C.

Die Differenz zwischen der theoretischen und der gemessenen Schmelztemperatur re-
sultiert aus der abstoenden Wirkung der DNA auf der Oberfliache untereinander [58].
In einer Losung stoBen sich nur die zwei negativ geladenen DNA-Einzelstringe von-
einander ab. Dem wirken die Wasserstoftbriickenbindungen in der Doppelhelix ent-
gegen. Auf einer Oberfliche kommen zusitzlich noch die abstoBenden Krifte hinzu,
die benachbarte immobilisierte Oligonukleotide auf eine DNA-Doppelhelix ausiiben.
Das fiihrt dazu, dass die stabilisierend wirkenden Kriften der Wasserstoffbriickenbin-
dungen eher iiberwunden werden und die Schmelztemperatur daher gesenkt wird. Je
hoher die DNA-Dichte auf der Oberflache, desto weiter wird die Schmelztemperatur
herabgesetzt [58].

Entscheidend ist jedoch, dass die Differenz der Schmelztemperaturen zwischen per-
fect match und one mismatch auch bei einer Messung mit immobilisierter DNA er-
halten bleibt. Bei einer Messung bei Raumtemperatur ist der Unterschied zwischen
den absoluten Bindungssignalen etwa 30%. Subtrahiert man die beiden Schmelzkur-
ven, so erkennt man jedoch, dass das grofite Differenzsignal bei etwa 40°C auftritt.
Bei dieser Temperatur ist die Hybridisierungseffizienz fiir den one mismatch bereits
auf unter 50% gesunken, wohingegen sie fiir den perfect match noch oberhalb von
50% liegt. Eine SNP-Messung bei dieser Temperatur verspricht eine deutlich bessere
Unterscheidbarkeit der Bindungssignale.

Daher wurde ein neuer Goldchip wie oben beschrieben mit RS2 pripariert. Auf dieser
Oberfliche wurden bei 25°C und bei 40°C jeweils drei Hybridisierungssignale fiir den
perfect match und den one mismatch gemessen. Dies erlaubt die Bestimmung eines
mittleren Bindungssignals und einer Standardabweichung zur Bestimmung des Feh-
lers (sieche Abbildung 5.12). Zwischen den Messungen wurde die Oberfliche durch
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Abbildung 5.11: Fiir die Auswertung der Schmelzkurven fiir einen perfect match und einen
one mismatch wurden die Bindungssignale jeweils auf das bei Raumtemperatur gemessene
Bindungssignal normiert. Die Schmelztemperatur fiir den perfect match betrigt 43.5 °C bzw.
36.2°C fiir den one mismatch.
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Abbildung 5.12: Das mittlere Hybridisierungssignal eines perfect matches und eines one mis-
matches ist bei 40°C deutlich gréBer als bei 25°C.

zehnminiitiges Spiilen mit einer 6 M Harnstoff Losung renaturiert. Die absoluten Bin-
dungssignale sind in diesem Fall miteinander vergleichbar, da fiir alle Experimente die
selbe Oberflidche genutzt wurde.

Das mittlere Bindungssignal bei 25°C fiir einen perfect match betrug (1.11 4+ 0.12) x
10~* RIU bzw. (0.79 £ 0.06) x 10~* RIU fiir einen one mismatch. Der Gesamtfehler
ergibt sich aus den beiden Einzelfehlern zu 0.14 x 10~* RIU. Die Differenz der beiden
Signale (0.32 x 10~* RIU) ist kleiner als die 30-Umgebung des Gesamtfehlers. Mit
einer gewissen Wahrscheinlichkeit kommt es daher vor, dass das Bindungssignal eines
one mismatches groBler ausfillt als das Bindungssignal eines perfect matches. Dies
wiirde zu einer falschen SNP-Analyse fiihren.

Bei 40°C ergibt sich ein mittleres Bindungssignal von (0.62 £ 0.06) x 10~* RIU fiir
den perfect match und (0.15 + 0.05) x 10~* RIU fiir den one mismatch. Die Differenz
zwischen den Bindungssignalen hat sich vergroBert auf 0.47 x 10~* RIU und liegt da-
mit weiter auBerhalb der 30-Umgebung des Gesamtfehlers (0.08 x 10~*RIU). Dadurch
ist die Wahrscheinlichkeit fiir eine falsche SNP-Analyse deutlich herabgesetzt.

Durch eine Erhéhung der Messtemperatur wird die Hohe des absoluten Messsignals
zwar etwas verringert, allerdings kann die Wahrscheinlichkeit fiir eine falsche SNP-
Identifikation deutlich verringert werden, da die Differenz zwischen den beiden Werten
erhoht wird.

Die optimale Messtemperatur fiir eine SNP-Analyse ist jedoch abhingig von den ver-
wendeten Oligonukleotiden und kann daher nicht fiir alle Messungen als Standard fest-
gelegt werden. So ist die Schmelztemperatur zu einem grof3en Teil durch die Linge und
Zusammensetzung der DNA bestimmt. Die Salzkonzentration des Puffers verschiebt
die Schmelztemperatur zu hoheren Temperaturen. Demgegeniiber hat die Oberflichen-
dichte einen negativen Einfluss auf die Schmelztemperatur. In dem oben beschriebenen
Experiment wurde sie um etwa 13°C abgesenkt. Je nach Art der Oberflichenchemie
kann diese Verschiebung aber auch kleiner oder grofer ausfallen.
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Fiir eine temperaturoptimierte SNP-Analyse in einem Microarray wire daher eine
sorgfiltige Auswahl der Oligonukleotide notig, um eine einheitliche optimale Mess-
temperatur fiir alle Oligonukleotide zu gewihrleisten. Es wire auch denkbar, mehrere
gleichartige DNA Spots mit unterschiedlichen Oberflachendichten zu préiparieren und
so fiir jede SNP-Analyse mehrere optimale Messtemperaturen zur Auswahl zu haben
[58].

5.2.4 Praparation eines DNA Microarrays

Neben der Unterscheidbarkeit eines SNP in einem Hybridisierungsexperiment ist das
Auslesen eines DNA Microarrays ein wichtiges Kriterium fiir die Einsetzbarkeit des
SPR Imagings. Daher wurden in Zusammenarbeit mit der Universitit Tiibingen einige
Microarrays auf Gold prépariert.

Dazu wurde ein Prototyp eines TopSpot Microrarryers verwendet [60]. Das Herzstiick
des Spotters ist ein Druckkopf, der aus einer Fluidikzelle mit 24 Fliissigkeitsreservoirs
besteht (siehe Abbildung 5.13). In der Mitte des Druckkopfes befinden sich 24 diinne
Bohrungen, die in einem 4 x 6-Muster angeordnet sind und iiber diinne Kanile mit den
Reservoirs verbunden sind. Durch Kapillarkrifte fiillen sich die Bohrungen mit den
Fliissigkeiten aus den Reservoirs.

Der Druckkopf wird anschlieend in den TopSpot eingebaut und das Goldplittchen
darunter positioniert. Ein kurzer piezoelektrischer Impuls, der auf den Druckkopf aus-
geiibt wird, ldsst die in den Bohrungen vorhandene Fliissigkeit als Tropfen aus dem
Druckkopf austreten. Diese landen dann auf dem Goldchip, der einige Millimeter
unter dem Druckkopf positioniert ist. Die Bohrungen fiillen sich sofort wieder mit
Fliissigkeit und konnen kurze Zeit spiter erneut benutzt werden. Der Goldchip kann
schrittweise unter der Fluidikzelle verschoben werden, so dass auf dem Goldchip durch

Abbildung 5.13: Das Foto zeigt den TopSpot Microarrayer. Der Goldchip konnte unter dem
Druckkopf schrittweise verschoben werden, so dass der komplette Goldchip mit einem Micro-
array prapariert werden konnte. Dieses bestand aus einem sich wiederholendem 2 x 3 Muster
von 5 Oligonukleotiden und einem Protein.
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mehrmalige Spotvorgéinge ein regelmifliges Muster erzeugt werden kann. Die maxi-
male Anzahl unterschiedlicher Fliissigkeiten ist dabei auf 24 begrenzt. Es gibt aller-
dings auch Druckkdpfe, die 96 bzw. 384 Reservoirs besitzen.

Das Microarray wurde mit 5 unterschiedlichen Oligonukleotiden und einem Protein
aufgebaut. Die unterschiedlichen Molekiile waren dabei in einem 2x3-Muster ange-
ordnet, das sich iiber den kompletten Goldchip wiederholte (sieche Abbildung 5.13).
Die Oligonukleotide waren am 5’-Ende thiolmodifiziert und lagen zum Spotten als 1
uM Losung in 1 M KH,PO, Puffer vor. Das Protein hatte ebenfalls eine Thiolmodifi-
zierung und war in einem Kaliumphospatpuffer gelost (20 mM K3POj5, 5 mM MgCls,
pH=7.4). Zum Spotting wurde die Proteinlosung im Verhiltnis 1:1 mit Wasser ver-
diinnt. Das Molgewicht des Proteins war sehr grof3 und betrug etwa 250 kg/mol.

Die durch die DNA erzeugte Reflektivitdtsinderung ist nicht gro3 genug, um die DNA
Spots in einem SPR-Experiment direkt identifizieren zu konnen. Die Proteinspots er-
zeugen eine deutlich grolere Reflektivititsdnderung, so dass sie als Erkennungsmuster
fiir das DNA Microarray genutzt wurden.

Ungliicklicherweise produzierte der Spotter kein regelméfiges Muster auf der Gold-
oberfliche (siehe Abbildung 5.14). So fehlten einige Tropfen in der Matrix oder wur-
den etwas abseits von ihrer eigentlich vorgesehenen Position auf die Goldoberflidche
gesetzt.

W

Abbildung 5.14: Vollstindig gespottetes Microarray auf einem Goldchip: Ungliicklicherwei-
se war das Array nicht perfekt, so dass an einigen Stellen Tropfen fehlten oder nicht an der
vorgesehenen Stelle positioniert waren.

Der Goldchip wurde wihrend des Spotvorganges auf 10°C Celsius gekiihlt. Dies ver-
hinderte eine vorzeitige Verdampfung der DNA- und Proteintropfen, was einer Im-
mobilisierung der Molekiile auf das Gold entgegengewirkt hitte. Nach dem Spotpro-
zess wurden die Goldplittchen in ein geschlossenes Becherglas gegeben, in dem etwas
Wasser vorhanden war und eine gesittigte Wasserstoffatmosphire herrschte. Dies ver-
hinderte eine Verdampfung der Tropfen dauerhaft.

Die Goldchips wurden fiir mehr als 12 Stunden in diesem Behéltnis aufbewahrt. An-
schlieBend wurde die Oberfliche mit Wasser gespiilt und mit Stickstoff getrocknet.

Einige DNA Chips wurden nicht abgewaschen und an Luft getrocknet. Die Tropfen auf
dem Goldchip verdampften dabei sehr schnell. Dadurch blieb eine diinne Salzschicht
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auf der Goldoberfldache zuriick, die der GroBe und Form des urspriinglichen Tropfens
entsprach. Die Salzschicht konnte anschlieBend unter einem Lichtmikroskop beobach-
tet werden. Der mittlere Durchmesser der Tropfen betrug 480 £ 50 pum. Der Abstand
zwischen zwei Tropfen wurde mit 800 ym bestimmt.

5.2.5 Untersuchung der Einsetzbarkeit fir
High-Throughput-Messungen

Ein préparierter DNA Goldchip wurde in den SPR Aufbau eingebaut. Dabei wurde die
S-formige Flusszelle benutzt. Auf eine Temperaturstabilisierung wurde jedoch ver-
zichtet, so dass alle Messungen bei Raumtemperatur durchgefiihrt wurden [61].

Die Proteinspots erzeugten eine starke Reflektivitdtsdnderung, so dass sie leicht iden-
tifiziert werden konnten (sieche Abbildung 5.15). Da die relative Position der DNA
Spots zu den Proteinspots bekannt war, wurden die Messbereiche fiir die DNA Spots
daher anhand der sichtbaren Proteinspots positioniert. Insgesamt wurden 32 Messbe-
reiche fiir DNA Spots und neun Referenzflichen fiir die Messung platziert. Jede DNA-
Messfliche war 18 x 42 Pixel groB. Leider erlaubte die von uns verwendete Software
nicht mehr als 50 Bereiche gleichzeitig zu messen.

Zunichst wurde Laufpuffer (10 mM KH;PO,, 100 mM KCl, pH=6.5) zur Stabilisie-
rung der Basislinie gepumpt. AnschlieBend wurden fiir jeweils etwa fiinf Minuten 1
uM Losungen von RS1c, T1-HCVc und G-HCVc durch die Flusszelle geleitet. Zwi-
schen den einzelnen DNA Losungen wurde jeweils wieder Laufpuffer gepumpt.

Zur Auswertung wurden fiir die RS1-, RS2-, T2- und G-HCV-Messbereiche iiber 35,

Abbildung 5.15: Ansicht des Microarrays im SPR-Experiment: Lediglich die Proteinspots
konnen eindeutig identifiziert werden. Anhang ihrer Positionen wurden die Messbereiche fiir
die DNA und Referenzbereiche festgelegt.



Identifikation einer einzelnen Nukleotid-Polymorphismus Mutation 85

4,0

55] [——RS1-HCV
°7 | ——RS2-HCV
——T2-Hev

3,04
] G-HCV

2,54

2,04

An (10%)

1,5

]
1,0
05
0,0 L /

1 1M T2-HCVC. 1 uM G-HCVc
-0,5...,...,...,...,...,..—v—.—v—v—v—.—v—v—v—.%
12 10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8

Zeit (min)

Abbildung 5.16: Spezifische Hybridisierung im Microarray. Fiir jedes Signal wurde iiber eine
bestimmte Anzahl von gleichartigen Messbereichein gemittelt.

4, 8 bzw. 5 gleichartige Messbereiche gemittelt. Die Hybridisierungssignale sind in
Abbildung 5.16 dargestellt. Zur Veranschaulichung sind die Hybridisierungssignale
fiir T2-HCVc und G-HCVc zeitlich verschoben worden, so dass sie in der Abbildung
2 bzw. 4 Minuten nach der RS 1c Bindung auftreten. Tatsédchlich traten sie etwa 7 bzw.
14 Minuten nach der RS1c Bindung auf.

Bei der Injektion von RS1c treten sowohl im RS1 als auch im RS2 Bereich Bindungs-
signale auf. Dieses ist fiir den RS1 Messbereich etwas grofer als fiir den RS2 Bereich.
Dies ist zu erwarten, da es einem perfect match entspricht und zeigt, dass eine SNP
Analyse auch in einer Microarrayanordnung méglich ist.

Die Stabilitdt der Basislinie ist in den T2-Bereichen deutlich schlechter als in den
anderen Messbereichen. Dabei konnte hierfiir iiber 8 Messbereiche gemittelt werden.
Daher wiire eigentlich eine Stabilisierung im Vergleich zu den anderen Messbereichen
zu erwarten gewesen. Der Grund fiir das hohere Rauschen liegt in der Anordnung
der T2-Spots auf dem Goldchip. Sie befinden sich in Flussrichtung direkt hinter den
Proteinspots. Sehr wahrscheinlich ist daher, dass sich einige unspezifisch gebundene
Proteine aus den Proteinspots 16sen und durch den laminaren Fluss hauptsichlich iiber
die T2-Spots abtransportiert werden. Diese Proteine konnen sich an die DNA Spots
anlagern und auch wieder ablosen (so genanntes rebinding). Auf Grund des hohen
Molekulargewichtes des verwendeten Proteins stort dies die Basislinie erheblich.

Das Bindungssignal von T2-HCVc fillt auf Grund der etwas geringeren Molmasse
etwas kleiner aus als das von RS2c. Das Bindungssignal von G-HCVc in den ent-
sprechenden Messbereichen ist jedoch noch einmal deutlich kleiner und lésst sich
nicht durch unterschiedliche Molgewichte erkldren. Der Grund hierfiir wird ersicht-
lich, wenn man jeden G-HCV-Messbereich einzeln betrachtet. Lediglich in zwei der



86 Identifikation einer einzelnen Nukleotid-Polymorphismus Mutation

fiinf G-HCV-Messbereiche lisst sich eine Bindung beobachten. Die anderen drei Be-
reiche zeigen iiberhaupt keine Anderung der Basislinie bei Zugabe der komplementi-
ren DNA. Durch die Mittelung iiber 5 Messbereiche fillt das mittlere Bindungssignal
daher kleiner aus.

Der Grund dafiir ist in der ungleichformigen Strukturierung des Microarrays zu su-
chen. Die DNA Spots waren nicht direkt identifizierbar und die Messbereiche mussten
daher blind gesetzt werden. Drei der G-HCV Messbereiche waren daher vermutlich in
Bereichen platziert, in denen der DNA Tropfen entweder gar nicht oder deutlich abseits
vom Muster gespottet wurde. Daher war keine G-HCV DNA in diesen Messbereichen
vorhanden. Ein Bindungssignal konnte deswegen nicht beobachtet werden.

Die UngleichmiBigkeit des Musters machte sich auch an einer anderen Stelle bemerk-
bar. Betrachtet man die Bindung von RS1c in jedem der 5 RS1-Messbereich separat,
erkennt man deutliche Unterschiede in der Hohe des Messsignals (siche Abbildung
5.17). Bereits bei leichten Abweichung der DNA Spots aus dem Muster des Microar-
rays decken die blind gesetzten Messbereiche nur zu einem gewissen Teil eine Fliche
mit immobilisierter DNA ab. Im Rest des Messbereiches wird lediglich eine Goldober-
fliche beobachtet, bei der keine Bindung erwartet wird. Das Bindungssignal verringert
sich daher, je nachdem wie weit der gespottete DNA Tropfen vom Muster abweicht.

Fiir die Auswertung wurde fiir jeden Datenpunkt iiber 25 Bilder gemittelt, um nicht
durch Schrotrauschen des CCD-Chips begrenzt zu sein. Daraus resultiert eine Zeitauf-
16sung von 10 Sekunden. Die Stabilitéit der Basislinie eines einzelnen Messbereiches
wurde exemplarisch anhand der fiinf RS1-Spots iiber zehn Minuten mit 1.4 x 107°
RIU bestimmt. Die Limitierung durch das theoretisch berechnete Schrotrauschen lag

4,5
4‘0__ 10 Min Messung
3,54 Stabilitat der
. Basislinie
3,0 1

2,54

2,04

An (10°%)
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i

})

A ¢<5
S, 4"‘/%" ’

Zeit (min)

Abbildung 5.17: Bindung der komplementidren DNA in den 5 RS1-HCV Messbereichen. Die
Stabilitédt der Basislinie wurde anhand dieser Messungen iiber einen Zeitraum von 10 Minuten
bestimmt.
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trotz der Datenmittelung iiber 25 Punkte immer noch bei 7 x 10~ RIU und trug daher
nicht unwesentlich zum Gesamtrauschen bei. Mittelt man die fiinf RS1-Messbereiche,
so reduziert sich das Rauschen der Basislinie auf 8 x 10~7 RIU. Das theoretische
Schrotrauschen verringert sich auf 3 x 10~7 RIU.

Die gemessenen Hybridisierungssignale sind etwa fiinf mal kleiner, als in fritheren
Messungen, bei denen die selben Oligonukleotide verwendet wurden [4]. Dort ge-
schah die Immobilisation jedoch von Hand indem ein groBer Tropfen der Fliissigkeit
auf die Goldoberflache gesetzt wurde. Bei der hier verwendeten Spottingtechnik be-
trug das Volumen eines Tropfens etwa 17 nl. Selbst wenn alle Oligonukleotide, die
in einem solchen Tropfen vorhanden waren, auf der Goldoberfliche immobilisierten,
betrug die DNA-Dichte nur etwa 5 x 10'? Molekiile pro cm?. Dies ist einen Faktor
zwei geringer als fiir einen vollstiandig gesittigten DNA Monolayer notig ist [62, 63].
Eine Steigerung des Hybridisierungsignals lieBe sich also durch eine Optimierung der
Oberflachenchemie erreichen. Auflerdem sollte durch eine exaktere Positionierung der
DNA Spots die Streuung der Bindungssignale verringert und die Vergleichbarkeit un-
terschiedlicher DNA Spots verbessert werden.

Legt man die GroB3e der hier verwendeten Messbereiche zu Grunde und beriicksichtigt,
dass etwa 25% der Goldoberfliche mit DNA Spots belegt ist, konnten bei optimaler
Anordnung des DNA Arrays und der vollen Ausnutzung des CCD-Chips insgesamt
400 DNA Spots gleichzeitig beobachtet werden. Dabei ist die Empfindlichkeit von
1.4 x 107% RIU fiir diese 400 parallelen Einzelmessungen etwa um einen Faktor 4
besser als konventionelle SPR-Imaging Experimente, die lediglich 144 Reaktionen si-
multan messen konnten [2].
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5.3 Verbesserung der Empfindlichkeit durch
Optimierung des Einfallwinkels

In den meisten SPR-Imaging Experimenten wird lediglich eine Wellenlidnge zur Be-
leuchtung der Goldoberfliche genutzt. Dies vereinfacht den experimentellen Aufbau,
da Standardkomponenten zur Ausleuchtung und Messung verwendet werden konnen.
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde eine Moglichkeit gefunden, die Empfindlich-
keit konventioneller SPR-Imaging Experimente ohne zusitzlichen Aufwand zu erho-
hen [64].

Eine Verschiebung der Resonanzkurve durch eine Brechungsindexinderung An fiihrt
dabei zu einer Signaldnderung .S, die sich allgemein folgendermaBen ausdriicken l4sst:

_dIR dR

S o An = ]O%An . (5.2)

Dabei bezeichnet R die Reflektivitdt im gewihlten Messpunkt auf der Resonanzkurve
und [, die Intensitét der Lichtquelle.

In fast allen experimentellen Arbeiten wird dieser Ausdruck zur Optimierung des Ein-
fallswinkels genutzt. Dieser wird daher so gewihlt, dass an der steilsten Stelle der
Resonanzkurve gemessen wird, wo dR/dn ein Maximum besitzt.

Dabei wird iibersehen, dass nicht ein maximales Signal der entscheidende Faktor fiir
die Empfindlichkeit ist, sondern das S/R-Verhiltnis. Dieses gilt es zu optimieren. Dazu
muss analysiert werden, welche Faktoren zum Rauschen beitragen.

Ist die Nachweisgrenze durch Fluktuationen des Volumenbrechungindex der Fliissig-
keit beschrinkt (bspw. durch einen Temperaturgradienten), so ist es gleichgiiltig, an
welcher Stelle der Resonanzkurve gemessen wird. Denn das Rauschen wird genauso
wie ein auftretendes Signal verstédrkt. Das S/R-Verhiiltnis ist in diesem Fall unabhéngig
vom Einfallswinkel.

Anders stellt sich die Lage jedoch dar, wenn lediglich wenige Pixel des CCD-Chips zur
Beobachtung eines Messbereiches verwendet werden. Das Schrotrauschen des CCD-
Chips kann dann die Empfindlichkeit beschrinken. Das Rauschen N ist in diesem Fall
abhingig von den Kameraparametern (siehe Kapitel 4.2.4)

IR

Iccp

N = \/NpmechapWF =VaxW=,/a (5.3)

(Npige=Pixelanzahl, ckq,=Elektronenkapazitit, ['=Bilderanzahl)
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Die Fiillrate 11 ergibt sich aus dem Quotienten der reflektierten Intensitéit und der ka-
meraspezifischen Intensitit /¢ p, die ausreicht um einen Pixel vollstindig zu sittigen.
Das S/R-Verhiltnis ergibt sich daher zu

Inlccp dR
—An . 4
aR dn " A

S/N =

Dieser Ausdruck ist direkt proportional zu /1. Eine simple Erh6hung der Beleuch-
tungsintensitit wiirde daher zu einem verbesserten S/R-Verhiltnis fithren. Diese Folge-
rung ist jedoch ein Trugschluss, da sich die Beleuchtungsintensitit nur so weit erhdhen
lasst bis die reflektierte Intensitidt das Sattigungsniveau des CCD-Chips erreicht. Fiir
die maximale Beleuchtungsintensitit gilt deswegen

I = Ieep/R . (5.5)

Das S/R-Verhiltnis ergibt sich daher zu

[CCD dR/dTL

SN =

An . (5.6)

Resultiert das Rauschen hauptsichlich aus Intensitdtsfluktuationen der Lichtquelle, so
ist das Rauschen proportional zur reflektierten Intensitit:

N = BI)R (5.7)
— S/N = %dR}/%dnAn . (5.8)

In beiden Féllen ist das S/R-Verhiltnis abhidngig von der relativen Empfindlichkeit £:

_ dR/dn

E
R

(5.9)

Um den optimalen Einfallswinkel zu bestimmen, muss daher nicht der Ausdruck
dR/dn optimiert werden, sondern die relative Empfindlichkeit . Allerdings ist es
experimentell sehr aufwiéndig, Reflektivititsdnderung, die auf Grund einer Brechungs-
indexdnderung auftreten, fiir alle Positionen auf der Resonanzkurve zu messen. Man
kann jedoch ausnutzen, dass
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dO/dn = const = (5.10)

gilt. Daher lisst sich die relative Empfindlichkeit auch durch eine einfache und schnelle
Messung der Resonanzkurve bestimmen und optimieren:

p_dR1 _dRdO1 _ dR/d©

“dnR _d0dnR_ R

. (5.11)

5.3.1 Theoretische Betrachtung

Um den Einfluss einer optimierten relativen Empfindlichkeit auf ein SPR-Imaging Ex-
periment simulieren zu konnen, wurde eine theoretische Analyse durchgefiihrt [10].
Als Parameter wurde eine eingestrahlte Wellenlidnge von 780 nm, eine Goldschicht-
dicke von 48 nm und ein Brechungsindex von 1.61 fiir das Glasprisma gewdhlt. Die
Resonanzkurve wurde fiir zwei wissrige Losungen, deren Brechungsindex sich um
6 x 10~° RIU unterschied, berechnet.

Den Verlauf der relativen Empfindlichkeit zeigt Abbildung 5.18a. Das Maximum liegt
bei 58.68° und damit 0.07° links vom Resonanzminimum bei 58.75° (sieche Abbildung
5.18c¢). Die relative Empfindlichkeit ist dort um etwa einen Faktor 3.5 grofler als an
der steilsten Stelle der Resonanzkurve, wo das grofite Signal auftritt (sieche Abbildung
5.18b). Die Reflektivitit im Minimum betrug 1.1%. Diese hat einen groBen Einfluss
auf die Steigerung der Sensitivitdt durch Maximierung der relativen Empfindlichkeit.
Wiirde sie durch eine Optimierung der Goldschichtdicke verringert, lieBe sich eine
noch groflere Sensitivititssteigerung erreichen. Allerdings ist es experimentell schwie-
rig, kleinere Reflektivititen als 1% im Resonanzminimum zu erreichen.

5.3.2 Demonstration der Empfindlichkeitssteigerung

Um die theoretischen Uberlegungen experimentell zu verifizieren, wurde in eine
Kretschmann-Anordnung ein etwa 1 mm breiter Laserstrahl eingestrahlt (A =780 nm).
Die Reflektivitit wurde mit einer Photodiode gemessen. Das dominierende Rauschsi-
gnal war die Instabilitdt der Laserintensitit. Die Reflektivitit im Resonanzminimum
betrug 1.5%. Durch die Flusszelle wurden abwechselnd zwei wissrige Losungen ge-
leitet, deren Brechungsindizes sich um etwa 6 x 10~ unterschieden. Die Signaldnde-
rungen, die durch diese Volumenbrechungsindex@nderung hervorgerufen wurden, und
die Stabilitdt der Basislinie wurden fiir unterschiedliche Einfallswinkel gemessen. Im
linken Teil der Abbildung 5.19 sieht man sehr deutlich, warum das maximale S/N-
Verhiltnis nicht an der steilsten Stelle der Resonanzkurve erreicht wird: Das Rauschen
verringert sich relativ linear, wohingegen das Signal erst zum Resonanzminimum hin
deutlich abfillt.
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Abbildung 5.18: Die Abbildung zeigt die Theoretische Reflektivitdtskurve (c), die Empfind-
lichkeit (b) und die relative Empfindlichkeit (a) in Abhingigkeit vom Einfallswinkel (dg;q=48
nm, A=780 nm, ng.s=1.61). Die gestrichelten Linien zeigen die Positionen an, in denen die
Empfindlichkeit bzw. die relative Empfindlichkeit ihre Maxima besitzen.
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Abbildung 5.19: Die Abbildung zeigt die mit einer Photodiode gemessene Intensititsidnde-
rung (M), die durch eine Volumenbrechungsindexinderung hervorgerufen wurde, und das
dazugehorige Rauschen des reflektierten Intensitit (o) in Abhéngigkeit vom Einfallswinkel.
Rechts ist die relative Empfindlichkeit aufgetragen, die aus diesen Daten resultiert, und das
S/N-Verhiltnis in Abhédngigkeit vom Einfallswinkel zeigt.



92 Optimierung des Einfallwinkels

Berechnet man aus den experimentellen Daten die relative Empfindlichkeit, ergibt sich
eine gute Ubereinstimmung mit den theoretischen Abschitzungen (siehe rechten Teil
der Abbildung 5.19). Die relative Empfindlichkeit betrdgt bei einem Winkel von 58.68°
etwa 1300, wohingegen sie an der Stelle des maximalen Signals bei 59.40° nur etwa
340 betrigt. Das demonstriert die Verbesserung des S/R-Verhiltnisses um einen Faktor
3.5 bei Optimierung des Einfallswinkels im Vergleich zu dem iiblicherweise benutzten
Winkel, der ein maximales Signal garantiert.

Fiir einen Test, bei der die Empfindlichkeit durch das Schrotrauschen eines CCD-Chips
begrenzt ist, wurde eine Kretschmannanordnung mit einem aufgeweiteten Laserstrahl
beleuchtet (A = 850 nm). Die reflektierte Intensitit wurde in kleinen Bereichen (20 x
20 Pixel) gemessen.

Die Reflektivitit im Resonanzminimum fiel in diesem Experiment nur auf etwa 5% der
Gesamtintensitét ab. Dies ist zum einen auf die verdnderte Wellenldnge zurtickzufiih-
ren, kann jedoch auch an einem nicht vollstidndig parallelisierten bzw. teilweise falsch
polarisierten Strahl gelegen haben. Zum Fitten der experimentellen Daten wurde die
Dicke der Goldschicht verdandert (d = 54.5 nm).

Das Schrotrauschen wurde einmalig gemessen. Da die Laserintensitét stets so nachge-
regelt wurde, dass der CCD-Chip immer zu etwa 70% gesittigt war, war das Schro-
trauschen fiir alle Einfallswinkel gleich groB3. Zur Signalmessung wurden die selben
Fliissigkeiten wie bei der Messung mit der Photodiode verwendet. Die Hohe des re-
sultierenden Signals wurde fiir unterschiedliche Einfallswinkel gemessen. Da die La-
serintensitit fiir geringe Reflektivititen deutlich erhoht werden konnte, tritt das grofte
gemessene Signal nicht an der steilsten Stelle der Resonanzkurve auf, sondern an der
Stelle der maximalen relativen Empfindlichkeit.

Die gemessene relative Empfindlichkeit ist zusammen mit dem theoretischen Fit in
Abbildung 5.20 gezeigt. Die Verbesserung der Empfindlichkeit durch die Wahl eines
optimierten Einfallswinkels reduziert sich im Vergleich zu der Messung mit der Photo-
diode auf den Faktor 2. Dies liegt daran, dass die Reflektivitdt im Resonanzminimum
lediglich 5% betrug.

5.3.3 Linearer Messbereich

Kalibrationskurven fiir SPR Experimente, die auf Messungen von Reflektivitdtsiande-
rungen basieren, sind niemals perfekt linear, da die Flanken der Resonanzkurve stets
leicht gekriimmt sind. Allerdings liegt die Vermutung nahe, dass durch die stirkere
Kriimmung in der Nédhe des Resonanzminums der lineare Bereich bei einer Messung
in dessen Nihe stirker eingeschrinkt ist, als bei einer Messung an der steilsten Stelle
der Resonanzkurve.

Um dies zu untersuchen, wurden unterschiedliche Salzlosungen angesetzt und nach-
einander durch die Flusszelle geleitet. Die Anderung der Reflektivitit wurde mit Hilfe
des 780 nm Lasers und der Photodiode gemessen. Beide Kalibrationskurven sind in
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Abbildung 5.20: Mit einer CCD-Kamera gemessene relative Empfindlichkeit £/ in Abhingig-
keit vom Einfallswinkel. Das Rauschen ist fiir alle Einfallswinkel gleich grof3, da die CCD-
Kamera stets gleich stark gesittigt ist. Lediglich die Signalhthe dndert sich in Abhéngigkeit
vom Einfallswinkel.

Abbildung 5.21 gezeigt. Die quadratischen Datenpunkte wurden beim optimalen Ein-
fallswinkel gemessen, wohingegen die runden Datenpunkte durch die Messung am
steilsten Punkt der Resonanzkurve entstanden. Beide Messkurven zeigen eine gute
Ubereinstimmung mit den theoretisch berechneten Kalibrationskurven.

Bis zu einer Volumenbrechungsindexinderung von etwa 10~2 RIU zeigen beide Kali-
brationskurven ein annihernd lineares Verhalten. Erst danach treten deutliche Abwei-
chungen auf.

Es ist allerdings anzumerken, dass der lineare Bereich bei einer Messung mit einer
CCD-Kamera durch die Séttigung des CCD-Chips begrenzt wird. Um einen groferen
Messbereich zu gewéhrleisten, muss die anfiangliche Sattigung der Pixel herabgesetzt
werden. Dies fiihrt jedoch direkt zu einer Verschlechterung des S/R-Verhiltnisses. In
der Praxis muss daher immer ein Kompromiss zwischen maximaler Empfindlichkeit
und einem angemessenen Messbereich gefunden werden.
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Abbildung 5.21: Kalibrationskurven fiir unterschiedliche NaCl Losungen gemessen im Ma-
ximum der relativen Empfindlichkeit (schwarze Kurve) bzw. an der steilsten Stelle der Reso-
nanzkurve (rote Kurve).



6 Zusammenfassung

Die Entwicklung eines bildgebenden SPR-Verfahrens, das auf der doppelten Wellen-
langentechnik basiert, war das Ziel dieser Doktorarbeit. Dazu wurden unterschiedliche
Techniken der Strahlaufweitung und -vereinigung getestet und eine leistungsfihige
Software entwickelt.

AuBerdem war es notig, eine umfassende Analyse der die Empfindlichkeit limitieren-
den Faktoren durchzufiihren. Die Ergebnisse lassen sich groftenteils auch auf konven-
tionelle SPR-Imaging-Verfahren iibertragen, die nur eine Wellenldnge benutzen.

Die optische Auflosung von Strukturen auf der Sensoroberfldache ist durch die Schrig-
stellung der Goldoberfliche in Bezug zur optischen Achse eingeschrinkt. Es kann le-
diglich ein kleiner Bereich der Sensoroberflache scharf abgebildet werden. Hier ist die
maximal erreichbare Auflosung durch die Apertur des optischen Systems bestimmt.
An Strukturen in den Randbereichen der Sensorflache tritt Fresnelbeugung auf. Die
GroBe der Interferenzeffekte wurde geometrisch hergeleitet und abgeschitzt. Die opti-
sche Auflosung ist wichtig fiir die Priparation von Microarrays fiir High-Throughput-
Anwendungen. Die Spotgrofle muss an diese angepasst gewéhlt werden.

Die Intensitétsstabilitit der Laser ist ein entscheidender Faktor fiir die maximal er-
reichbare Empfindlichkeit. Die doppelte Wellenldngentechnik erlaubt die Stabilisie-
rung des Differenzsignals zweier Laser. Es wurde gezeigt, dass eine solche Stabili-
sierung auch fiir einen aufgeweiteten Strahl realisiert werden kann. Allerdings wirken
nicht statische Interferenzen mit einer sehr geringen Modulationstiefe storend und ver-
hindern eine effektive Verbesserung der Strahlqualitét fiir kleine Messbereiche.

In einem SPR-Experiment traten bei der Stabilisierung der Lichtintensitét zusatzli-
che Schwierigkeiten auf. Die emittierte Wellenldnge ist nicht stabil und fluktuiert auf
Grund des kontinuierlichen Ein- und Ausschaltens der Laserdioden. Es entstehen dabei
Modenspriinge und das Verhiltnis der vorhandenen Nebenmoden variiert. Ebenfalls
wird die Wellenldnge durch die Strommodulation der Riickkopplung beeinflusst.

Mit Hilfe eines Etalons konnten die Nebenmoden freilaufender Laserdioden unter-
driickt und die emittierte Wellenldnge stabilisiert werden. Allerdings fiihrte dies zu-
nichst zu einer Verschlechterung der Intensitétsstabilitit. Eine Intensititsstabilisierung
mit einer Riickkopplung konnte jedoch auf Grund des eingeschrinkten dynamische
Bereiches durch das Etalon nur die zuvor eingetretene Verschlechterung der Strahl-
qualitit kompensieren. Unter dem Strich brachte dies keine Verbesserung.

Als Ergebnis kann festgehalten werden, dass eine Stabilisierung der Laserintensitéiten
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fiir ein SPR-Experiment mit einfachen Mitteln nicht realisierbar ist. Um sowohl die
Wellenldnge als auch die Intensitédt zu stabilisieren, miissten die Laser elektro- oder
akustooptisch moduliert werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde daher auf eine
Riickkopplung verzichtet und eine Methode entwickelt, um Intensitédtsfluktuationen
auf andere Art und Weise zumindest teilweise zu kompensieren.

Daher wurde das fiir Biosensoren neuartige Distributed Reference Verfahren entwi-
ckelt, das Intensititsfluktuationen und inhomogene Stérungen wie Brechungsindex-
gradienten innerhalb der Flusszelle durch eine geschickte Anordnung von Signal- und
Referenzflichen kompensiert.

Um die Empfindlichkeit des SPR-Imaging Verfahrens mit zwei Wellenlidnge zu un-
tersuchen, wurde die Distributed Reference zum Nachweise einer Biotinbindung an
Streptavidin eingesetzt. Dazu wurde ein Streptavidinmonoschicht in 200 gm breiten
Streifen, zwischen denen sich jeweils eine 200 pm breite Referenzfliche befand, auf
einem Goldchip pripariert. Die Bindung des Biotins war 3.3 x 107% RIU groB und
wurde durch Mittelung iiber 50 Signal- und Referenzbereiche gemessen. Die Stabilitiit
der Basislinie betrug 3.7 x 10~7 RIU und ist vergleichbar mit der Empfindlichkeit von
kommerziellen SPR-Geriten fiir Einzelflichenmessungen.

Die Empfindlichkeit war dabei durch Intensitdtsfluktuationen beschrinkt, da in Signal-
und Referenzbereichen in unterschiedlichen Messpunkten auf der Resonanzkurve ge-
messen wurde. Wiirden die Signal- und Referenzflachen dhnlich préipariert, wire eine
Empfindlichkeit unterhalb von 10~7 RIU erreichbar. Dies zeigt, dass ein bildgebendes
SPR-Experiment sehr flexibel ist und auch eingesetzt werden kann, wenn maximale
Empfindlichkeit benotigt wird.

AuBerdem wurde die Einsetzbarkeit des SPR-Imaging zur SNP-Analyse demons-
triert. Dabei wurde zunéchst experimentell verifiziert, dass sich die Schmelztemperatur
von Oligonukleotiden durch Immobilisation wie theoretisch vorhergesagt verringert.
Durch Ausnutzen unterschiedlicher Schmelztemperaturen konnte die Unterscheidbar-
keit einer SNP-Analyse durch eine Optimierung der experimentellen Hybridisierung-
stemperatur um einen Faktor 2.6 verbessert werden.

AnschlieBend wurde gezeigt, dass die doppelte Wellenldngentechnik auch eine Ver-
besserung beim Auslesen von DNA Microarrays bringt. Die Empfindlichkeit fiir einen
einzelnen 500 x 500 pm? groBen Messbereich betrug 1.4 x 107%. Durch optimale
Anordnung des Microarrays auf dem Goldchip wire es moglich, gleichzeitig 400 Re-
aktionen mit dieser Empfindlichkeit zu beobachten. Dadurch gelang es im Vergleich zu
bisherigen Arbeiten sowohl die Anzahl der beobachtbaren Reaktion zu verdreifachen
als auch gleichzeitig die Empfindlichkeit deutlich zu verbessern.

Das SPR-Imaging ist daher eine wertvolle Alternative zum Auslesen von DNA Mi-
croarrays. Im Gegensatz zur Fluoreszenztechnik konnen die Microarrays dabei mehr-
fach genutzt werden, da die Hybridisierung riickgéingig gemacht werden kann. Da die
Messung in der Fliissigkeit geschieht, kann zusétzlich die Hybridisierungstemperatur
optimal gewihlt und die Wahrscheinlichkeit einer falschen SNP Identifizierung ver-
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ringert werden. Aber auch fiir andere High-Throughput-Anwendung, bei denen eine
Wiederverwendung des Microarrays sinnvoll ist oder auf die Verwendung eines se-
kundidren Antikorpers verzichtet werden soll, ist das SPR-Imaging eine Alternative.

AbschlieBend wurde eine kurze Analyse der hdufigsten Rauschquellen in bildgeben-
den SPR Experimenten gezeigt. Als Konsequenz daraus wurde gezeigt, dass die Emp-
findlichkeit von konventionellen SPR-Imaging Experimente deutlich gesteigert wer-
den kann, wenn der Messpunkt nahe des Resonanzminimums statt wie bisher iiblich
an der steilsten Stelle der Resonanzkurve liegt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass mit der entwickelten SPR-Imaging Tech-
nik ein groBer Schritt nach vorne gelungen ist. So konnte eine Empfindlichkeit fiir
eine Einzelmessung demonstriert werden, die einen Vergleich mit den besten kom-
merziellen Geriten nicht scheuen muss. Dabei ist das Empfindlichkeitspotenzial noch
nicht vollstindig ausgeschopft, da eine weitere Steigerung durch eine Optimierung
der Oberflichenchemie zu erwarten ist. Aber auch im Bereich der High-Throughput-
Anwendung konnte die Empfindlichkeit fiir eine simultane Beobachtung von 400
Spots deutlich gesteigert werden. Die Empfindlichkeit wurde dabei zu einem grof3en
Teil vom Schrotrauschen der CCD-Kamera limitiert.

Die Elektronenkapazitit und die Bildrate moderner CCD-Kameras wird durch den
schnellen Fortschritt der CCD-Technik jdhrlich verbessert. Es ist daher abzusehen,
dass man zukiinftig entweder mehr Bioreaktionen mit der gleichen Empfindlichkeit
oder genauso viele Bioreaktionen mit einer hoheren Empfindlichkeit wird messen kon-
nen.

Denkbar ist auBerdem, einen Metallfilm aus Silber statt aus Gold zu verwenden. Die
Resonanzkurve von Silber ist deutlich schmaler, so dass Brechungsindexdnderungen
zu einer stirkeren Reflektivititsdanderung und damit Empfindlichkeitssteigerung fiih-
ren. Vermutlich miisste jedoch die Silberschicht durch eine diinne Goldschicht ge-
schiitzt werden, da Silber chemisch deutlich aktiver als Gold ist.

Die laterale optische Auflosung ist fiir alle SPR Experimente durch die Schrigstellung
der Goldoberfliche begrenzt. Ein Fortschritt konnten dort die so genannte Localized
Surface Plasmon Resonance bringen. Diese tritt in sehr kleinen, diinnen Metallstruk-
turen (< 100 nm) auf, die auf einem Glastrdger prapariert werden konnen. Die Breite
der Resonanzkurve ist dort dhnlich grofl wie bei der Oberflichenplasmonenresonanz
in einem Metallfilm. Das préparierte Glasplittchen kann wie die Goldoberfldche in
einem konventionellen SPR-Experiment zur Messung von Bioreaktionen genutzt wer-
den. Allerdings wird das Licht dabei in Transmission detektiert, so dass das Glasplitt-
chen senkrecht zur optischen Achse positioniert werden kann. Die optische Auflésung
ist daher lediglich durch die Apertur des optischen Systems begrenzt. Der Einsatz der
doppelten Wellenldngenmethode ist auch dort méglich und verspricht vor allem auf
Grund einer nur geringen Modulationstiefe der Resonanz eine Steigerung der Emp-
findlichkeit.
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