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Theoretischer Teil 1

1 Theoretischer Teil

1.1 Aligemeine Einleitung

Die Fluoreszenzspektroskopie ist eine verbreitete Methode zur Detektion und Quantifizierung
unterschiedlicher Analyten sowohl in der klassischen, chemischen Analyse als auch in den
verschiedenen Bereichen der ,life sciences® [1]. Hier wird sie unter anderem erfolgreich zur
Detektion von Proteinen [2, 3] oder DNA (deoxyribonucleic acid) [4] eingesetzt und selbst die
Lokalisation von Biomolekilen in lebenden Zellen ist mdglich [5]. Neben der eigentlichen
Fluoreszenzspektroskopie gibt es eine Vielzahl bioanalytischer Assays und Methoden, die
ebenfalls auf der Fluoreszenz basieren, wie z. B. die real time PCR [6, 7], die Fluoreszenz in-
situ Hybridisierung (Fish) [8] oder die Fluoreszenzmikroskopie [9], um nur einige zu nennen.
Da jedoch die wenigsten Biomolekile eine hohe intrinsische Fluoreszenz zeigen, ist das
Markieren der zu untersuchenden Substanzen mit geeigneten Fluorophoren fiir die Detektion
essentiell. Obwonhl bereits eine Vielzahl von Fluoreszenz-Markern bekannt und kommerziell
erhaltlich ist, besteht weiterhin eine grole Nachfrage nach neuen Fluorophoren mit
verbesserten und fir spezielle Anwendungen mafgeschneiderten Eigenschaften. Der Markt
in diesem Bereich ist grofl und wachst standig.

Die DNA-Chiptechnologie [10] ist eine der modernen Techniken, die auf der Verwendung
von Fluoreszenzfarbstoffen basiert. Hier werden immer neue, leistungsfahige Fluorophore
mit hohen Quantenausbeuten, langer Fluoreszenzlebensdauer, hoher Wasserloslichkeit und
guter chemischer Bestandigkeit bendtigt. Mit Hilfe der DNA-Chiptechnologie werden
beispielsweise Genexpressionsanalysen durchgefiihrt oder Punktmutationen nachgewiesen.
Neue Anwendungsgebiete flir Fluorophore sind auch die Biosensoren, wie z.B. der DNA-
Biosensor des ICB (Institut fur Chemo- und Biosensorik) [11, 12].

Die Lebensmittelanalytik und die Forensik sind zwei Bereiche, die sich prinzipiell die
fluoreszenz-basierte DNA-Chiptechnologie und die DNA-Biosensor-Technik zu Nutze
machen koénnten. In der Lebensmittelanalytik tritt haufig die Frage nach der
Tierartendifferenzierung auf, um die genauen Bestandteile eines Produktes zu identifizieren.
Bei forensischen Ermittlungen hingegen kann die Bestimmung der in einer Probe
enthaltenen Spezies Hinweise auf den Tathergang geben. Die Tierart wird in beiden
Techniken durch die hochspezifische Hybridisierung von bekannten Sonden mit der
fluoreszenzmarkierten Proben-DNA bestimmt. Dies bietet neue Mdglichkeiten im Vergleich
zu den heutigen Methoden wie Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) oder
Sequenzierung. Die Uublichen Verfahren kénnen durch den Einsatz von Chip- oder

Sensortechnologie stark beschleunigt und vereinfacht werden.
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1.2 Fluoreszenzfarbstoffe

1.2.1 Fluoreszenz aligemein

In der Literatur gibt es sehr viele Werke, die sich mit der Fluoreszenz beschaftigen und
Theorie, Instrumentierung und praktische Anwendungen ausfuhrlich erlautern [13-27]. An
dieser Stelle sollen nur ganz kurz die Grundlagen der Fluoreszenz dargestellt werden.

Zuerst wurde der Effekt der Fluoreszenz 1565 an Flussspat beobachtet. BEQUEREL
entdeckte 1858 die Phosphoreszenz nach Lichtinduktion an Alkalien und seltenen Erden.
Das Entstehen von Fluoreszenz und den verwandten Effekt der Phosphoreszenz beschreibt
das JABLONSKI-Diagramm, in dem Energieniveaus und mdgliche Ubergénge dargestellt sind.
Abbildung 1 zeigt beispielweise die Spektren und das JABLONSKI-Diagramm von Chlorophyll.
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Abbildung 1: Elektronische Spektren und JABLONSKI-Diagramm fiir Chlorophyll [28].

Fluoreszenz ist nur einer der méglichen Relaxationsprozesse eines Atoms oder Molekiils
nach Absorption von elektromagnetischer Strahlung. Bei dieser ,strahlenden® Relaxation
wird Energie in Form von Photonen freigesetzt. Konkurrierende, ,nicht-strahlende®
Relaxationsprozesse kénnen zu Fluoreszenzldschung fuhren. Abbildung 2 zeigt die diversen

Relaxationsprozesse eines angeregten Molekiils.
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Abbildung 2: Mégliche Relaxationsprozesse eines Moleklils aus dem S;-Zustand [28].

Die einfachste Art, die aufgenommene Energie wieder abzugeben ist die Kollision mit
anderen Molekiilen, wobei Warme frei wird. Die interne Konversion (IC, internal conversion)
ist ein schneller Ubergang aus elektronisch héheren Zustinden in Tiefere und erfolgt
isoenergetisch in hochliegende vibronische Zustande des tieferen elektronischen Zustandes.
Es folgt vibronische Relaxation (Warme). Die interne Konversion fiir Ubergédnge von S, nach
S, ist wesentlich schneller als optische Ubergidnge (KASHA-Regel), daher finden
Fluoreszenzibergange in der Regel von Sy nach S, statt. Unter intersystem crossing (1ISC)
wird ein Ubergang von einem S;- in einen tieferliegenden T;-Zustand verstanden. Der
Ubergang zwischen Singulett und Triplett ist quantenmechanisch auf Grund der
Drehimpulserhaltung verboten. Singulett-Triplett-Ubergéange sind jedoch maglich, wenn der
Elektronenspin an einen anderen Drehimpuls ankoppelt, z.B. an den Bahndrehimpuls (s. g.
Spin-Bahn-Kopplung, besonders grof beim Vorhandensein schwerer Atome im Molekil). Da
auch der Ubergang von T; nach S, verboten ist, hat der Triplettzustand eine sehr hohe
Lebensdauer. Der folgende Ubergang in den Grundzustand kann strahlend erfolgen
(Phosphoreszenz) oder strahlungslos. Ein angeregtes Molekiil kann seine Energie auch auf
ein anderes Molekil Ubertragen (EET, elektronischer Energietransfer). Dabei wird die
Fluoreszenz des Donormolekiils geldscht, das Akzeptormolekil emittiert rotverschoben.
Photochemie und Elektronentransferreaktionen (ET) sind weitere Deaktivierungsprozesse.
Im angeregten Zustand kénnen viele chemische Reaktionen ablaufen, die im Grundzustand

nicht moéglich sind.

Die Fluoreszenzquantenausbeute beschreibt die Zahl der emittierten Photonen im Verhaltnis
zur Zahl der absorbierten Photonen und gibt Aufschluss dariiber, wie gut das Molekill

fluoresziert. Definitionsgemall liegt die Quantenausbeute zwischen 0 und 1. Die
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Fluoreszenzquantenausbeute @ als Funktion samtlicher Deaktivierungsprozesse beschreibt
Gleichung 1.
@ = emittierte Photonen / absorbierte Photonen

1
kp+kie +kisc +kyp + Ky,

(Gl. 1)

F

Die Konstanten ke sind die Geschwindigkeitskonstanten der jeweiligen
Deaktivierungsprozesse. Eine weitere wichtige GroRe ist die Fluoreszenzintensitat des
Molekils. Sie hangt neben der apparativen Nachweiswahrscheinlichkeit (NW) von der
Quantenausbeute und der Energietbertragungswahrscheinlichkeit ®ger ab. Einfluld haben
natirlich auch das Anregungslicht mit |y, einfallende Lichtintensitat, I+ transmittierte
Lichtintensitdt und der Term hc/A = Energie des Fluoreszenzphotons. Die

Fluoreszenzintensitat (F) beschreibt Gleichung 2:

F=NW®,®,,.(I,-1,)A/hc (Gl.2)

Absorptions- und Fluoreszenzspektren verhalten sich spiegelbildlich, da die vibronischen
Zustande von Grund- und angeregtem Zustand &hnlich sind. Das Fluoreszenzspektrum ist
dabei immer um den so genannten STOKES-Shift bathochrom verschoben, da ein Teil der
aufgenommenen Energie Uber andere Relaxationsprozesse abgegeben wird. Abbildung 3

zeigt die Zusammenhange.
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o o s Il
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Abbildung 3: Spiegelsymmetrie zwischen Absorptions- und Fluoreszenzspektrum [28].

Fur eingehendere theoretische Betrachtungen der Fluoreszenz muss auf oben genannte

Literatur verwiesen werden.
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1.2.2 Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen in der Bioanalytik

1.2.2.1 Fluoreszenztechniken in der Bioanalytik allgemein

Die Fluoreszenzspektroskopie selbst und die Vielzahl fluoreszenzbasierter Assays sind aus
der biochemischen und klinischen Analyse nicht mehr wegzudenken, wie schon in Kapitel
1.1 angedeutet wurde. Weitere Anwendungen sind beispielsweise die Untersuchung
molekularer Wechselwirkungen von Biomolekulen in ihrer natirlichen Umgebung (z.B. auf
Zelloberflachen oder im Cytoplasma) [29]. Fluoreszenz-Korrelationstechniken wurden
verwendet, um die pH-Abhangigkeit der Dynamik der Konformationsfluktuation des griin-
fluoreszierenden Proteins in Ldésung zu untersuchen [30]. Wellenlangen-selektive
Fluoreszenz wurde benutzt, um die Eindringtiefe eines Reporter-Fluorophores in eine
biologische Membran zu studieren [31]. Die Geometrie der molekularen Bindung an ,Carrier-
Molekile“ wurde mit Hilfe der Elektrofluoreszenz-Polarisations-Spektroskopie mit DNA als
,Carrier" untersucht [32]. Weitere Techniken sind die Fluoreszenz-
Resonanzenergielibertragung [33], die konfokale Koinzidenzanalyse [33], die konfokale
Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) [34, 35] und viele andere mehr.

Diverse Reviews beschreiben die zahlreichen biologischen Anwendungen der Fluoreszenz
und zeigen die gro3e Anwendungsbreite. WEISS et al. [36] berichten beispielsweise Uber
Fortschritte bei der Detektion einzelner Biomolekile, wahrend WAGNIERES et al. sich mit der
in vivo Fluoreszenzabbildung beschaftigen [37]. MIDDENDORF et al. berichten Uber die
Instrumentierung bei der Nahinfrarot-Fluoreszenz fir die DNA-Analyse [38]. Andere Reviews
beschaftigen sich mit dem Hochdurchsatz-Screening [39, 40]. Ein eher allgemeineres

Review wurde von OLDHAM et al. veroéffentlicht [1].

1.2.2.2 Fluoreszenztechniken in der DNA-Analytik

Die Anwendungsbereiche flr Fluoreszenzfarbstoffe bei der Detektion von Nukleinsauren
wachsen ebenfalls kontinuierlich mit der Entwicklung neuer, empfindlicher Assays. Da
Nukleinsduremolekiile wenige intrinsische Eigenschaften besitzen, die sich fiir eine direkte,
hochsensitive Detektion eignen, basieren die meisten Assay-Formate auf der Detektion einer
charakteristischen Eigenschaft eines Markers [41, 42]. Friher waren Methoden, die auf
radioaktiven Isotopen als Marker beruhten, in der Bioanalytik weit verbreitet, wurden aber in

letzter Zeit weitgehend durch die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen ersetzt.
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Fluorophore dominieren heute eine Reihe von neu entwickelten Methoden, die die Detektion
von DNA in flissiger oder fester Phase, mit und ohne vorherige Separation, den Transfer auf
Membranen (Blotting) oder physikalische Trenntechniken wie Elektrophorese beinhalten.
Neben dem Messen der reinen Fluoreszenzintensitat sind auch Anwendungen verbreitet, die
auf Polarisation oder Energietransfer (z.B. TagMan-Assay) beruhen. Multilabelling mit
verschiedenen Farbstoffen unterschiedlicher Emissionswellenlangen findet Anwendung in
der DNA-Sequenzierung oder Chromosom-Farbung und in der CLSM. Die rasante
Entwicklung im Bereich von Mikrochips geht ebenfalls einher mit einem steigenden Bedarf
an leistungsstarken Fluorophoren. Solche Mikrochips finden beispielsweise Verwendung bei
der Mutations- oder Genexpressionsanalyse. Einen Uberblick iiber verschiedene Methoden

in der DNA-Analytik mit Fluoreszenztechniken liefern KRICKA et al. [4].

1.2.3 Fluorophore - Stand der Technik

1.2.3.1 Fluorophore flr die Bioanalytik

Die Ublichen in der Bioanalytik verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe basieren auf den
Xanthenen Fluorescein (z.B. FAM, JOE) und Rhodamin (z.B. ROX, TAMRA) [38, 42-44] oder
auf den Cyaninen (z.B. Cy5, vergl. Kapitel 1.2.3.2). Fluorescein ist zwar immer noch weit
verbreitet, aber die Cyaninfarbstoffe erlangen immer gréRere Bedeutung, da sie mit ihren
Absorptions- und Emissionsmaxima den gesamten Bereich des sichtbaren Spektrums von
blau (z.B. PoPo™-1 ex/em 434/456 nm) bis Nah-Infrarot (z.B. Cy5.5 ex/em 675/694 nm)
abdecken. Besonders die Nahinfrarot-Farbstoffe haben gro3e Bedeutung in bioanalytischen
Anwendungen, da ihre Emission aulerhalb des Wellenlangenbereichs liegt, in dem typische
Hintergrundemission biologischer Matrices erfolgt. Weiterhin zeigen die Fluorescein-
basierten Farbstoffe diverse Nachteile, wie starkes Photobleaching, groRe pH-Abhangigkeit
der Fluoreszenz und eine hohe Tendenz zu Quenching-Effekten bei Konjugation an
Biomolekile [45-47], die bei den Cyaninen weniger stark ausgepragt sind. Den
Cyaninfarbstoffen verwandte Fluorophore sind die Phthalo- bzw. Naphthalocyanine [38], die
Hemicyanine (z.B. Dy-Farbstoffe [48]) und die Oxazine (z.B. Evoblue [48]), die ebenfalls zur
Markierung von Biomolekulen verwendet werden. Die relativ neuen Farbstoffe der TOTO-
Serie [43, 49], dimere Cyanine, die vier positive Ladungen an quaternaren Aminogruppen
tragen, werden zur elektrostatischen Markierung von DNA benutzt. Klassische
interkalierende Farbstoffe zur Markierung von DNA sind die Phenanthridine und Acridine, wie
Ethidium Bromid [50] oder Acridine Orange [51]. Da diese Farbstoffe jedoch ein sehr hohes

cancerogenes Potential besitzen, sollten sie heutzutage weitestgehend durch weniger
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gefahrdende Substanzen ersetzt werden. Die Bisbenzimidine (Hoechst-Farbstoffe, DAPI
[43]) und die Bor enthaltenden Bodipy-Farbstoffe [43] finden ebenfalls haufig Verwendung in

verschiedenen biochemischen Anwendungen [52].

1.2.3.2 Cyaninfarbstoffe

Historisch grof’e Bedeutung besallen die Cyanine in der Photografie-Industrie. Heute
werden sie in Farbstoff-Lasern verwendet und sind eine der am weitesten verbreiteten
Farbstoffgruppe in der Bioanalytik. In den Cyaninfarbstoffen sind zwei Heteroaromaten durch
eine Bricke von Polymethin-Einheiten verbunden. Die Lange der Polymethinkette und somit
die Zahl der konjugierten Doppelbindungen beeinflu3t das Absorptions- und Fluoreszenz-
Maximum. Die Heteroaromaten sind haufig Indole, kdénnen aber auch Benzoxazole,
Benzthiazole, Pyridine oder andere sein. Im Folgenden ist die allgemeine Struktur eines Di-
Indol-Cyanins gezeigt, bei dem beide heteroaromatischen Kopfgruppen Indole sind (Abb. 4).
Ausfuhrliche Informationen zur Synthese und den Eigenschaften von Cyaninen finden sich in
diversen Werken [53-56].

x=1,2,3...

Abbildung 4: Allgemeine Struktur eines Di-Indol-Cyanins.

R; und R, tragen in der Regel die funktionelle Gruppe, die eine Koppelung an das Biomolekiil
erméglicht. Rz sind héufig Methylgruppen und an den Positionen R; und Rg sind gelegentlich
Sulfonséurefunktionen vorhanden (z.B. bei Cy5).

Cyaninfarbstoffe werden haufig zur Markierung von Proteinen [57-59] oder DNA [60, 61]
verwendet und die bekanntesten und meist verwendeten Farbstoffe dieser Klasse sind wohl
die Cy-Farbstoffe von WAGGONER [62], wie Cy3 oder Cy5 (Abb. 5). Diese Cyaninfarbstoffe
zeichnen sich dadurch aus, dass sie in 5-Position des Indols mit einer Sulfonsauregruppe
derivatisiert sind und daher eine sehr hohe Wasserl6slichkeit besitzen. Synthese und
charakteristische Eigenschaften werden unter anderem von WAGGONER beschrieben [63-66].
Die Anwendungen fiir die Cy-Farbstoffe sind zahllos und erstrecken sich Gber den gesamten

Bereich der biologischen und klinischen Fluoreszenzanalyse.
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Cy3:x=1;Cy5: x=2

Abbildung 5: Cyaninfarbstoffe Cy3 und Cy5 mit charakteristischen Sulfonsduregruppen.

Die Reste R, ; tragen die Gruppen zur Koppelung an das Biomolekdil.

Ein Nachteil der Cy-Farbstoffe ist, dall sie nach Kopplung an Proteine oder einzelstrangige
DNA zum Teil ausgepragte Dimeren-Bande zeigen, die durch Wechselwirkungen zwischen
den Fluorophoren untereinander und zwischen Fluorophor und Biomolekil bei zu hoher
Markierungs-Dichte entstehen [60]. Dies &uRert sich in Form eines zweiten, blau-
verschobenen Maximums im Absorptionsspektrum, welches nicht fluoresziert. In Abbildung 6
sind die Dimerenbanden einiger Cy-Farbstoffe gezeigt. Es wird deutlich, dass die
Quenching-Effekte bei monomerer DNA starker auftreten, als bei Duplex-DNA. Die
Sulfonsauregruppen fihren zur Verminderung von Dimerenbanden, wie der Vergleich

zwischen mono- und bisulfoniertem Farbstoff zeigt.

B — probe S6NOS (sing le-stranded)
- probe S6NDS . .
probe 56 (single-stranded) | Absorpt|onsmax|ma

probe 56

5/ = &

Dimerenbanden

02 ' Il
450 500 550 600

wavelength (nm)

Abbildung 6: Dimerenbanden bei Kopplung von Cy3 (zwei Sulfonséduregruppen) und Cy3NOS (eine
Sulfonséuregruppe) an DNA.

Die roten Kurven sind von Cy3-Konjugaten, die schwarzen von Cy3NOS-Konjugaten, wobei jeweils
die durchgezogene Linie fiir monomere DNA steht, die gepunktete Linie fiir dopplestrdngige DNA [60].
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Eine hohe Farbstoffdichte auf dem Biomolekll ist bei vielen Messungen jedoch
wlnschenswert, da so ein starkeres Signal erhalten wird, was die MeRempfindlichkeit erhéht.
Durch die Quenching-Effekte sinkt jedoch die Fluoreszenzausbeute pro Farbstoffmolekil, so
daf eine hohere Markierungsdichte nicht mit einem starkeren Fluoreszenzsignal einhergeht.
WAGGONER regt daher an, die Wechselwirkungen zwischen den Fluorophoren durch
Modifizieren des Farbstoffes mit voluminésen Gruppen zu reduzieren, wie mit den
Sulfonsauregruppen in den Cy-Farbstoffen gezeigt. Weiterhin wird festgestellt, dass
Fluorophore als Biomarker méglichst hydrophil sein sollten und lange Linker zum Biomolekdl

besitzen sollten. Dies soll weiter die Quenching-Effekte reduzieren.

1.2.3.3 Die Oysterfarbstoffe der Denovo Biolabels GmbH

Am ICB wurde eine neue Klasse von Cyaninfarbstoffen, die so genannten Oyster-Farbstoffe
(Abb. 7) entwickelt, deren Vertrieb und Weiterentwicklung die Denovo Biolabels GmbH als
Lizenznehmer des ICB verfolgt [67]. Diese Farbstoffe zeichnen sich durch charakteristische
spiro-Gruppen an den Positionen Rz aus. Die sperrigen spiro-Gruppen sollen, in Anlehnung
an WAGGONER [60] die Interaktion der Farbstoffe untereinander und mit dem Biomolekdl
reduzieren, so dass Quenching-Effekte zurickgedrangt werden. So sollen hdhere
Markierungsgrade am Biomolekil realisiert werden, ohne dass es zu einem Verlust an
Fluoreszenzintensitat durch gegenseitige Fluoreszenzléschung der Farbstoffe kommt. Dies
spielt besonders in der Proteinanalytik eine Rolle, da mdglichst viele Fluorophore an das

Protein gekoppelt werden sollen.
©0,s
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Abbildung 7: Oy656, ein Farbstoff der Oyster-Serie der Firma Denovo-Biolabels als monofunktionelles
NHS-Derivat.

Das Absorptionsmaximum in Wasser liegt bei 656 nm, was sich in der Bezeichnung des Farbstoffes
widerspiegelt.
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Cyanine mit spiro-Gruppen wurden in einem anderen Zusammenhang bisher nur einmal in
der Literatur erwahnt [68]. Es wurden spiro-Cyclohexylindole mit Methylmagnesiumiodid
umgesetzt, wobei unerwarteterweise ein fluoreszierendes spiro-Cyanin in sehr geringer
Ausbeute (5 %) entstand. Das Produkt wurde mittels Réntgenstrukturanalyse charakterisiert.

Abbildung 8 zeigt die zufallige Synthese des spiro-Cyanins.

MeM Me®
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Abbildung 8: Zuféllige Synthese eines spiro-Cyanins.

1.2.4 Fluorophor-DNA-Konjugate: Synthese und charakteristische
Eigenschaften

Um Oligonukleotide, die selbst nur eine geringe intrinsische Fluoreszenz besitzen, mit Hilfe
der Fluoreszenz-Spektroskopie bzw. anderen Fluoreszenz-basierten Methoden detektieren
zu kénnen, muld zuvor eine Markierung mit einem geeigneten Fluoreszenzfarbstoff erfolgen.
Die Anbindung des Fluorophores an die DNA kann dabei entweder Uber nicht-kovalente
Wechselwirkungen (elektrostatisch oder interkalierend) oder Uber kovalente chemische
Bindungen erfolgen.

Klassische interkalierende Farbstoffe sind die Phenanthridine und Acridine, wie Ethidium
Bromid oder Acridine Orange. Diese Fluorophore schieben sich zwischen die beiden Strange
von doppelstrangiger DNA, wobei die Fluoreszenz des Farbstoffes ansteigt [50]. Auch
monomere  DNA  kann gefarbt werden, da auf Grund intramolekularer
Wasserstoffbrickenbindungen auch hier Duplexregionen existieren. Durch die
interkalierenden Eigenschaften sind diese Farbstoffe jedoch stark cancerogen [69].

Verwendung finden die interkalierenden Fluorophore z.B. bei der Farbung von Gelen.
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Farbstoffe, die teilweise Uber elektrostatische Wechselwirkungen und teilweise durch
Interkalation an die DNA binden, sind beispielsweise die relativ neuen Farbstoffe der TOTO-
Serie. Diese dimeren Cyanine, die vier positive Ladungen an Stickstoffatomen tragen,
kénnen mit den negativen Ladungen der Phosphatgruppen der DNA wechselwirken kénnen.
Die direkte, kovalente Anbindung von Fluorophoren an DNA ist mit der Phosphoramidit-
Chemie moglich [70-73], mit der auch Oligonukleotide chemisch synthetisiert werden. Eine
freie OH-Gruppe der DNA (je nach Anwendung am 3‘- oder 5-Ende) reagiert mit einem
Phosphoramidit-substituierten Farbstoff zu einem Phosphit, welches zum Phosphat oxidiert
wird (Abb. 9). Zwischen Farbstoff und Phosphoramidit-Gruppe wird haufig noch ein ,spacer®
eingebracht, um die Wechselwirkungen zwischen Farbstoff und DNA zu reduzieren. Da in
dieser Synthese Cyanoethylschutzgruppen verwendet werden, die spater mit Ammoniak
wieder entfernt werden, missen die Fluorophore ein gewisses Mall an Basenstabilitat

bieten.

FarbstoffH Spacer —O—P_ . 0 o Bae—sG
N— I ——

0=P—0 N N
(I) _l o Base — §G
1. Kuppeln 0
2. Oxidieren (I,) osb0 N
3. Entschiitzen (NH;) o
(l)H
FarbstoffH Spacer —O—P—0 o as
Il
(I
0
0=P—0°
(I) Base
I
0
0=P—0°
(I) Base
-
0
0=P-0°
0
1
1
'

Abbildung 9: Phosphoramiditchemie zum Markieren von DNA (SG = Schutzgruppe).

Alternativ zur Phosphoramidit-Methode kann Amino-modifizierte DNA hergestellt werden, die

mit Fluorophoren mit Succimidylester-Funktionen reagieren kann. Diese Reaktion lauft schon
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bei Raumtemperatur in wassriger Lésung bei pH 8.5 ab, so dass hier keine erhéhte
chemische Stabilitdt der Farbstoffe ndétig ist. Die Aminoallylgruppen kdénnen mit
enzymatischen Methoden in die DNA eingefuhrt werden, z.B. wahrend der PCR oder einer
reversen Transkription durch Einbau von Aminoallyl-Nukleotiden in die Produkte [60, 74, 75].
Mit den enzymatischen Methoden kdnnen ebenfalls Nucleotide in die DNA eingebracht
werden, die schon vorher mit einem Farbstoff markiert wurden, z.B. Cy5-dUTP [76-78]. Das
voluminése Farbstoffmolekiil kann jedoch die enzymatische Reaktion behindern, so dass der
Einbau von Aminoallyl-Nukleotiden und eine nachtragliche Markierung oft wesentlich
bessere Markierungsgrade liefert [75]. Statt Aminoallyl-modifizierter Nucleotide werden auch
Biotin-modifizierte Nukleotide mit enzymatischen Methoden in DNA eingebracht [79]. Eine
Markierung kann dann mit Streptavidin-markierten Farbstoffen erfolgen, wobei die
hochspezifische Wechselwirkung zwischen Biotin und Streptavidin genutzt wird. Die
Eigenschaften des DNA-Farbstoff-Konjugats koénnen sich bei dieser Art der Markierung
durch die hohe molekulare Masse des Streptavidins jedoch andern.

Die Eigenschaften von Cy3-DNA-Konjugaten werden ausfihrlich bei WAGGONER [60]
diskutiert. Betrachtungen der Schmelzkurven zeigten, dass die Cy3-markierten Proben
normales Schmelzverhalten zeigen, auch bei sehr hohen Markierungsgraden, wie 1
Farbstoffmolekdl pro 5 Basen. Die Markierung flhrte jedoch zu einem Absenken des
Schmelzpunktes, wobei jedes Cy3-Molekul den Schmelzpunkt um etwa 2 °C erniedrigte.
Quantenausbeute und Fluoreszenzintensitdt hdangen vom Markierungsgrad ab. Anfangs
steigen beide, wenn zusatzliche Farbstoffmolekiile an das Oligonukleotid gekoppelt werden.
Befinden sich zu viele Farbstoffe an der DNA, sinkt die Fluoreszenz auf Grund von
Quenching-Effekten wieder (bei mehr als einem Farbstoff auf 6 Basen). Bei Hybridisierung
einzelstrangiger DNA mit einem komplementaren Strang andert sich die Fluoreszenz des
Konjugates. Dabei kann die Fluoreszenz zu- oder abnehmen, abhangig von
Markierungsgrad, Ladung des Fluorophores und Lange des Linkers. Langere Linker und die
Anwesenheit von Sulfonsauregruppen fiihrten zu einer Erhéhung der Fluoreszenz bei der
Hybridisierung. In den Konjugaten treten sowohl Fluorophor-Fluorophor-Wechselwirkungen,
als auch Fluorophor-Nukleotid-Wechselwirkungen auf. Die Bildung von Farbstoff-Dimeren
I6scht bekanntlich teilweise die Fluoreszenz. Es wird aber vermutet, dass Wechselwirkungen
des Farbstoffes mit den Nukleotiden unter Umstanden zu einer Erhéhung der Fluoreszenz
fuhren konnten, falls sie die planare Konformation des Farbstoffes unterstitzen. Diese
komplexen Effekte bei der Synthese vorherzusagen ist jedoch sehr schwer. Es sollte
allgemein Ziel der Synthese sein, die Aggregationstendenz der Farbstoffe zu reduzieren
(sterisch anspruchsvolle Gruppen) und die Hydrophilie zu erhéhen (geladene Gruppen). Die
Sulfonsauregruppen der Cy-Farbstoffe sind ein mdglicher Ansatz, der gute Ergebnisse
liefert.
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1.3 Nukleinsaureanalytik mit DNA-Chips und DNA-Biosensoren

1.3.1 Nukleinsaureanalytik mit DNA-Chips

Im Bereich der DNA-Analytik hat in den letzten zehn Jahren eine enorme Entwicklung
stattgefunden. Neben den PCR-Methoden stellen DNA-Chips heutzutage einen wichtigen
Teilbereich der Nukleinsdureanalytik dar. DNA-Chips, auch Mikroarrays genannt, sind
miniaturisierte Glasstrager, auf denen DNA-Molekule mit bekannter Sequenz als
Fangsonden in Form eines Rasters (array) immobilisiert sind. Die Probenlésung mit
Fluorophor-markierter DNA (targets) wird auf das Array aufgetragen und langere Zeit
inkubiert. Dabei hybridisieren die Targets an entsprechenden komplementaren Sonden.
Nach einem Waschschritt zur Entfernung ungebundener Targets wird die Fluoreszenz mit
einem Arrayscanner ausgelesen. Das charakteristische Signalmuster erlaubt Rickschllisse
auf die in der Probe enthaltene DNA. Um diese Methode von den in Kapitel 1.3.2
beschriebenen DNA-Biosensoren zu unterscheiden, wird im Folgenden von ,konventioneller®
DNA-Chiptechnologie gesprochen. Abbildung 10 zeigt einen Ausschnitt eines typischen
DNA-Chips. Ubersichten (iber verschiedene Aspekte zur DNA-Chiptechnologie findet sich in
diversen Artikeln [80-82].

Abbildung 10: Ausschnitt aus einem typischen konventionellen DNA-Chip.

Mit konventionellen DNA-Chips kann eine sehr hohe Informationsdichte erzielt werden, da
auf so genannten ,high-density-microarrays® viele tausende von Sonden immobilisiert
werden konnen. Bei gezielten Fragestellungen werden jedoch auch low-density-arrays mit
bis zu wenigen hundert Sondenspots eingesetzt, da diese extrem hohe Informationsdichte in
vielen Experimenten nicht bendtigt wird.

Typische Anwendungsgebiete fir DNA-Chips sind die Genexpressionsanalyse und der

Nachweis von Punktmutationen (SNP, single nucleotide polymorphism). Bei der
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Genexpressionsanalyse liefern  DNA-Chips  quantitative = Aussagen Uber das
Expressionsniveau der verschiedenen Gene, also der Menge an entsprechender mRNA, des
gesamten Genoms [83]. Der Vergleich zweier Gewebeproben ist durch Markierung mit
unterschiedlichen Fluorophoren mdglich. Diese differentielle Expressionsanalyse erlaubt den
Vergleich der Transkriptionsaktivitat individueller Gene und damit Ruckschlisse auf die
Wirkung externer Parameter auf die zellulare Genexpression. Beispiele hierflr finden sich in
der Krebsforschung bei der Tumorklassifizierung [84, 85] oder der Pharmakogenetik bei der
Entwicklung von Medikamenten flir die Chemotherapie [86, 87]. Weitere Anwendungen sind
das Hochdurchsatz-Screening von potentiellen pharmazeutischen Wirkstoffen auf Toxizitat
[88], die Charakterisierung von Krankheitsverlaufen [89] oder Beitrage zum besseren
Verstandnis zellularer Mechanismen [90]. Bei der Detektion von Punktmutationen, einer
weiteren klinisch wichtigen Analyse, wird die hohe Spezifitdt der Hybridisierung genutzt [91,
92]. Auch Genotypisierungen einzelner Patienten im Rahmen pharmakogenomischer
Untersuchungen sind mit DNA-Chips moglich [93]. Neben den klinischen Fragestellungen,
die den Schwerpunkt in der DNA-Chip-Technologie bilden, sind auch die Lebensmittel- und
Umweltanalytik mogliche Einsatzgebiete. Bisher werden DNA-Chips jedoch im Wesentlichen
zu Forschungszwecken eingesetzt, die Einfuhrung in die Routineanalytik erfolgt nur langsam

und wird von der Verfugbarkeit preiswerter Arrayscanner abhangen.

1.3.2 DNA-Biosensoren - Uberblick

Die konventionelle DNA-Chiptechnologie bietet den Vorteil einer sehr hohen mdglichen
Informationsdichte in den einzelnen Experimenten. Die Methode ist jedoch auf Grund der
vielen Waschschritte arbeitsaufwandig und relativ kostenintensiv. Fir ausgewahlte
Fragestellungen mit weniger hohem Informationsgehalt sind DNA-Biosensoren daher eine
sinnvolle Alternative. lhre Vorteile gegenliber den konventionellen DNA-Chips sind die
Durchfihrung  schneller  Hybridisierungsexperimente  und die  Detektion  der

Wechselwirkungen in Realzeit.

1.3.2.1 Biosensoren allgemein

In den letzten Jahren haben Biosensoren vermehrt Einzug in unterschiedliche Bereiche der
analytischen Chemie gehalten, wie klinische Analytik, Umwelt- oder Lebensmittelchemie.
Ihre Vorteile liegen in der Regel in niedrigen Anschaffungs- und Betriebskosten, einfacher
Bedienung und haufig der Moglichkeit einer ,Vorortanalyse®. Der Begriff ,Biosensor wurde

bereits 1977 von CAMMANN eingeflihrt. Wahrend es fiir elekirochemische Biosensoren
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bereits eine Definition gibt, wird an einer allgemeinen Definition des Begriffes Biosensor zur
Zeit noch gearbeitet (IUPAC, International Union of Pure and Applied Chemistry). Es
herrscht jedoch Ubereinstimmung, dass Biosensoren, als Untergruppe der Chemosensoren,
aus einer selektiven biologischen Komponente und einem Transducer bestehen, die direkt
raumlich gekoppelt sind [94, 95]. Die biologische Komponente ermdglicht eine
hochspezifische Stofferkennung, wahrend der Transducer die bei der Erkennung des
Analyten entstehenden physikalischen oder chemischen Veranderungen in ein messbares
elektrisches Signal umwandelt. Die enge raumliche Kopplung von biologischer Komponente
und Transducer wird durch Immobilisierungstechniken erreicht. Als biologische
Komponenten kommen Enzyme, Antikérper, Nukleinsauren, Mikroorganismen oder ganze
Zellen in Frage. Typische Transducer sind optische, elektrochemische, piezoelektrische oder
akustische Signalerfassungssysteme. Idealerweise ist die Wechselwirkung zwischen Analyt

und Rezeptor reversibel, so dass der Sensor mehrfach verwendbar ist.

1.3.2.2 Das Prinzip der DNA-Biosensoren

DNA-Biosensoren nutzen die hochspezifische Wechselwirkung zwischen komplementaren
DNA-Einzelstrangen, die so genannte Hybridisierung, als biologische Erkennungsreaktion.
Dazu werden auf der Transduceroberflache einzelstrangige Oligonukleotide (die Sonden)
immobilisiert. Diese hybridisieren bei Sequenzibereinstimmung mit komplementaren
Oligonukleotiden einer Probenlosung (den Targets). Es werden sowohl optische, als auch
elektrochemische  Transducer eingesetzt [96-99]. Seltener verwendet werden
piezoelektrische Methoden, wie die Quarzmikrowaage [100, 101]. Einen Uberblick (iber die
Entwicklungen im Bereich der DNA-Biosensoren geben BIER und FUSTE [102], sowie
VERCOUTERE und AKESON [103].

Die optischen Transducer sind am weitesten verbreitet und nutzen in der Regel das
Phanomen des evaneszenten Feldes aus. Ein evaneszentes Feld tritt bei totaler interner
Lichtreflexion an Grenzflachen von Medien mit unterschiedlichen Brechungsindices auf. Mit
Evaneszentfeld-Biosensoren ist eine Detektion von Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen in
Realzeit moglich, wobei diese Wechselwirkung markierungsfrei detektiert werden kann
(direktoptische Systeme) oder mittels fluoreszierender Marker.

Bei direktoptischen Sensoren werden Anderungen von Brechungsindices auf der sensitiven
Oberflache, hervorgerufen durch das Anbinden von Analytmolekilen an den Rezeptoren auf
der Oberflache, detektiert. Kommerzielle direktoptische Sensoren fur die DNA-Analytik sind
das SPR-System (surface plasmon resonance) von BlAcore (Uppsala, Schweden) [104-112],
der Resonant Mirror [113-115] oder der Gitterkoppler [116-118].
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Eine hohere Sensitivitat als mit den direktoptischen Sensoren wird mit Biosensoren erreicht,
die das evaneszente Feld zur Anregung von Fluoreszenz nutzen. Dazu werden die zu
messenden Target-DNA-Molekiile mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, der nach
erfolgter Hybridisierung des Oligonukleotides an den Sonden auf der Oberflache des
Sensors im evaneszenten Feld angeregt wird. Die Fluoreszenzintensitat ist ein Mal3 fir die
Menge der gebundenen DNA. Eine Fluoreszenzmarkierung nach der Hybridisierung ist mit
interkalierenden  Farbstoffen wie  Ethidiumbromid moglich [119, 120]. Auch
fluorophormarkierte Sonden (Molecular Beacons), die nach erfolgter Hybridisierung ein
Fluoreszenzsignal liefern, kénnen eingesetzt werden [121, 122]. Fir die Detektion des
Fluoreszenzlichtes kommen planparallele Wellenleiter im Chipformat [123-128] oder
faseroptische Transducer [119, 120, 122, 129-131] in Kombination mit CCD-Kameras
(charge coupled device) oder Photomultipliern in Frage. Die Detektion von Fluoreszenz in
einem planaren System mit einem Durchflusssensorchip aus Plastik wurde am Institut flr
Chemo- und Biosensorik (ICB) fir immun- und DNA-analytische Fragestellungen entwickelt
[11, 12, 132, 133]. Auf der Basis dieses Systems wurde am ICB ein weiterer Sensor
entwickelt [134], der die Fluoreszenz auf einer sensitiven Glassoberflache ortsaufgelost
mittels einer CCD-Kamera detektiert. Dieser Sensor wurde bereits erfolgreich zur DNA-
analytischen Untersuchung von Lebensmitteln und zur Detektion von Mikroorganismen
eingesetzt [135].

Mit Evaneszentfeld-DNA-Biosensoren kann die Hybridisierung in Realzeit analysiert werden,
so dass Untersuchungen zur Reaktionskinetik mdglich sind. Kinetische Parameter fur
verschiedene Oligonukleotidsysteme wurden sowohl mit direktoptischen [112, 117, 136], als
auch mit fluoreszenzbasierten Systemen [112, 117, 123-125, 136] bestimmt. Ein
theoretisches Modell zur Beschreibung solcher heterogenen Hybridisierungskinetiken wurde
von ERICKSON et al. [137] entwickelt. O’SHANESSY beschreibt weiterhin ausflihrlich die Kinetik
von Ligand/Rezeptor-Systemen [138].

1.3.3 Der DNA-Biosensor des ICB

In der vorliegenden Arbeit wurden Messungen an dem DNA-Biosensor des ICB
durchgefthrt. Im Folgenden soll das Gerat kurz beschrieben werden. Eine detaillierte
Beschreibung findet sich bei SCHULT [133] und PETER [134, 135].
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1.3.3.1 Theoretische Grundlagen

Am ICB wurde ein Evaneszentfeld-DNA-Biosensor entwickelt, der die simultane Detektion
multipler Hybridisierungsereignisse in Realzeit ermdglicht. Das System besteht aus dem
Sensorchip, der im Durchflussformat konzipiert ist und aus dem Auslesegerat. Auf dem
Glaschip werden DNA-Sonden als Array aufgebracht. Die Messldsung wird durch einen
FlieRkanal Gber den Array gepumpt und fluoreszenzmarkierte DNA-Targetmolekile kénnen
an den Sonden anbinden. Die Fluoreszenzmarker werden im evaneszenten Feld angeregt,
das durch Totalreflexion eines Laserstrahls an der Grenzflache zwischen Glas und
Messldsung entsteht (Abb. 11). Da die Intensitat des evaneszenten Feldes exponentiell mit
dem Abstand von der Chipoberflache abnimmt, werden nur Fluorophore innerhalb der

charakterisitischen Eindringtiefe d, (Gl. 3) angeregt.

E=E,-exp(-d/d,) (Gl 3)

d,=212m,[sin’> @ —(n,/n)*1" (G 4)

Die Tiefe des evaneszenten Feldes in der Probenldsung liegt in etwa in der GréRenordnung
der Wellenlange des eingestrahlten Lichtes (Gl. 4) [139]. Im vorliegenden System betragt die
Eindringtiefe etwa 200 nm. Dadurch werden nur die Fluorophore der Targetmolekiile
angeregt, die an den Sonden hybridisiert haben, nicht jedoch ungebundene Targets. Somit
sind jegliche Waschschritte Uberflissig. Die ortsaufgeloste Detektion des Fluoreszenzlichts
erfolgt mit einer CCD-Kamera, so dass viele verschiedene Targets simultan detektiert

werden konnen.

A < Fliel3richtung B

Intensitat (E)

Eo

Totalreflexion

Abbildung 11: Evaneszentes Feld zur Anregung von Fluorophoren im DNA-Biosensor.

A: Ausbildung des evaneszenten Feldes durch Totalreflexion eines Laserstrahls. B: Intensitétsprofil
des evaneszenten Feldes.
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1.3.3.2 Kinetik der Hybridisierung

Eine Ausfiihrliche Beschreibung der Kinetik von Ligand/Rezeptor-Systemen findet sich bei
O’SHANNESSY [138], hier soll nur auf grundlegende Parameter, die fir den DNA-Biosensor
des ICB entscheidend sind, kurz eingegangen werden.

Die Gleichgewichtsreaktion zwischen den immobilisierten Fangsondenmolekilen B und den

geldsten Targetmolekilen A lasst sich folgendermassen beschreiben:

kon
A+B = AB
koff
Dabei ist ko, die Geschwindigkeitskonstante fir die Assoziation und k. die
Geschwindigkeitskonstante flir die Dissoziation. Fir die Bildung des Produktes AB gilt

folgende Geschwindigkeitsgleichung:

d[AB]/dt = kon[A][B] — kot[AB] (G. 5)

Nach einer Reaktionszeit t ist bereits eine bestimmte Anzahl der Rezeptorpositionen auf der
Oberflache belegt und es gilt: [B] = [Blo — [AB] mit By = Anfangskonzentration der
Sondenmolekiile B. Aus Gl. 5 ergibt sich:

d[ABJ/dt = kon[A]([Blo — [AB]) — k[ AB, (Gl. 6)

Da das detektierte Signal R proportional zu der Anzahl der gebildeten AB-Komplexe auf der
Oberflache ist und das maximal erreichbaren Signal Rn.x proportional zu der

Anfangskonzentration der freien Fangsondemolekile [B]o, ergibt sich:

dR/dt = KonC(Rmax — R) - kofiR (Gl. 7)

dR/dt ist die zeitliche Anderung des gemessenen Signals, ¢ die aufgrund der Durchfluss-
messung konstante Konzentration der Targetmolekiile und (Rnax—R) entspricht der Anzahl
der freien Oberflachenbindungsstellen zum Zeitpunkt t.

In der Anfangsphase der Hybridisierungsreaktion besteht ein groRer Uberschuss an
immobilisierten Rezeptormolekilen und es gilt Ry >> R, womit die Terme -k#R und Ry,ox—R

vernachlassigt werden konnen. (Gl. 7) vereinfacht sich daher zu:

AdR/dt = KonCRumax (Gl. 8)



Theoretischer Teil 19

Durch Intergration von t = 0 bis t erhalt man mit R, als Hintergrundsignal:

R(t)= konCRmax *t+Ro  (GI. 9)

Innerhalb einer Messung sind Kon, Rmax Und ¢ konstant. Daher besteht zu Beginn der
Messung ein linearer Zusammenhang zwischen dem Mefsignal R und der Zeit t. Im
Weiteren Verlauf der Hybridisierung erreicht das Detektionssignal jedoch ein Sattigungs-
niveau Rqq Es hat sich auf der Oberflache ein Gleichgewicht zwischen sich ablésenden und
bindenden Targetmolekiilen eingestellt. Bei Durchfluss von reinem Hybridisierungspuffer
kann auch die Dissoziationsphase betrachtet werden. Auch diese kann ausgewertet werden
(Abb. 12).
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Abbildung 12: Verlauf der Hybridisierung mit Assoziation, Gleichgewicht und Dissoziation.

Ry’ ist der Anteil nicht reversibel gebundener Targetmolekiile.

Die Durchflusszelle des Sensorchips ist derart konzipiert, dass die Diffusionsschicht sehr
gering ist und der Stofftransport daher nahezu nicht diffusionslimitiert ist, sondern im
Wesentlichen durch Konvektion erfolgt. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist in
diesem Fall die Wechselwirkung zwischen den Fangsonden und den Targetmolekilen. Somit
kann der kinetische Beschreibungsansatz aus Gleichung 8 gewahlt werden und es gilt der
lineare Zusammenhang zwischen Signal R und Targetkonzentration c fur die Anfangsphase
der Hybridisierung. Dabei mussen folgende Voraussetzungen stets erflillt sein: Messung zu
Beginn der Hybridisierung (kurze Messzeiten), konstante Targetkonzentration (Messung im
Durchfluss), Uberschuss an Fangsondenmolekiilen. Die Anfangssignalsteigung dR/dt an
einem Spot ermdglicht dann eine Quantifizierung der Targetmolekile unabhangig vom

Fluoreszenzhintergrund.
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1.3.3.3 Aufbau des Messgerates

Eine ausfiihrliche Beschreibung des DNA-Biosensorgerates findet sich bei SCHULT [134]. In
dieser Arbeit wurde im Wesentlichen der erste Prototyp des Auslesegerates verwendet, der
sich noch als Laboraufbau auf einem optischen Tisch befindet (Abb. 13). Das System
besteht aus dem Glasprisma, auf das der Sensor-Chip mit einem Schrittmotor abgesenkt
werden kann, der Anregungsoptik mit dem Lasermodul, der Detektionsoptik mit der CCD-
Kamera, dem Fluidiksystem mit Pumpe und Ventil, einem Thermostaten und der
elektronischen Steuereinheit. Glasprisma und Chip werden mit einem Silikondl zu einer
optischen Einheit verbunden, so dass der Laserstrahl erst an der Grenzflache zur

Messldsung total reflektiert wird.

A Steuereinheit Thermostat CCD-Kamera B Chiphalterung

Pumpe + Ventil Verschlussklappe Lasermodul Prisma Sensorchip

Abbildung 13: A: Aufbau des DNA-Biosensor Auslesegerétes. B: Zentrales optisches Bauteil im
geodffneten Zustand.

Die Fluoreszenzanregung erfolgt mit einer Laserdiode bei 635 nm. Der Laser zeigt ein
Strahlungsprofil von 7.3 mm x 1.6 mm, wobei die Laserleistung am Rand auf bis zu 50 %
abfallt. Eine teilweise Relativierung wird durch einachsige Strahlaufweitung und eine
Rechteckblende erreicht, eine absolut homogene Intensitatsverteilung des Anregungslichtes
auf der Flache des Sensorchips (10 mm x 10 mm) kann jedoch nicht erreicht werden. Das
Fluoreszenzlicht wird von der Unterseite des Prismas Uber ein System aus Spiegeln und
Linsen auf die sensitive Flache der CCD-Kamera abgebildet. Die Steuerung des Systems

erfolgt mit einer speziell am ICB entwickelten Software.
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1.3.3.4 Aufbau des Sensorchips

Der DNA-Biosensorchip besteht aus einem Glasobjekttrager, auf dem die Fangsonden
immobilisiert werden und diversen Plastikteilen, die zur Ausbildung des FlielRkanals

aufgeklebt werden.

Aktivierung und Immobilisierung:
Die Aktivierung der Chips und die Immobilisierung der Sonden wurde nach einer
Standardmethode durchgefiihrt [134, 140]. Das Verfahren ist in Abbildung 14 skizziert.

1. Silanisierung 2. Aktivierung 3. Immobilisierung
Zugabe von Zugabe von Dispensieren der
3-[2-(2-Aminoethylamino) Phenyl-Diisothio- aminomodifizierten
ethylamino] propyl- cyanat Oligonukleotide
trimethoxysilan
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Abbildung  14: Immobilisierung  von  aminomodifizierten  Oligonukleotid-Fangsonden  auf
Glasoberflachen: Ablauf der chemischen Modifikation der Glaschips.

Standardobjekttrager aus Glas werden mit 3-[2-(2-Aminoethylamino)ethylamino]
propyltrimethoxysilan silanisiert. Es folgt die Aktivierung mit Phenyldiisothiocyanat. Die
Isothiocyanatgruppen kdnnen dann mit 5-aminomodefizierten Oligonukleotiden, den
Sonden, reagieren. Die Sonden werden in Form eines Arrays mit einem Dispenser
ortsaufgeldst aufgetragen. Es folgt eine Deaktivierung der noch freien Isothiocyanatgruppen
mit 6-Aminohexansaure und die Oberflache der Chips wird anschliefend mit Rotiblock

behandelt, um unspezifische Wechselwirkungen bei den Messungen zu minimieren.
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Aufbau des Sensorchips:

Der eigentliche DNA-Sensorchip ist aus insgesamt finf Komponenten aufgebaut, die in
Abbildung 15 dargestellt sind. Die Basis des Chips bildet der Glasobjekttrager mit dem
immobilisierten  Sondenarray. Zur Ausbildung des FlieBkanals wird mit einem
zugeschnittenen Klebefilm ein graues PVC-Stuck mit zwei gefréasten Schlitzen, den Zu- und
Ablaufen des FlieBkanals, aufgeklebt. Uber einen weiteren zugeschnittenen Klebefiim wird
das Chipoberteil aus klarem PMMA aufgeklebt. In das Chipoberteil ist neben dem

Probenauslal} eine Kavitat zur Aufnahme der Probe integriert.

Oberteil mit Probencontainer Zwischenstiick Glasobjekttrager mit
Klebefilm 130 ym Klebefilm 50 ym Array

Sensorchip

Abbildung 15: Einzelkomponenten und fertiger DNA-Biosensor-Chip.

Die genaue Positionierung des Arrays auf dem Chip ist von grof3er Bedeutung, da sich das
Array genau im Zentrum des Laserprofils befinden soll. Die Sonden werden mehrfach im
Array aufgetragen, so dass sich jeder Spot mindestens einmal im Zentrum des Arrays
befindet.

1.3.4 Entwicklung eines neuen DNA-Biosensor-Chipreaders mit h6herem
Automatisierungsgrad

Basierend auf der Technik des ersten Prototyps ist am ICB ein weiterer DNA-Biosensor-
Chip-Reader entwickelt worden (Abb. 16). Dieses Gerat besitzt einen hdoheren
Automatisierungsgrad und eine leicht veranderte Optik. Die Laserdiode ist so angeordnet,
dass das Anregungslicht nun nicht mehr umgelenkt werden muss. Die CCD-Kamera befindet
sich jetzt direkt unter dem Chip, so dass auch das Detektionslicht nicht mehr umgelenkt
werden muss, sondern direkt auf der sensitiven Flache der CCD-Kamera abgebildet werden

kann. Es wird daher nur ein einfaches Glasprisma bendtigt und nicht mehr ein sehr anfalliges
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und teures, mit Gold bedampftes Prisma. Zudem wurde eine empfindlichere CCD-Kamera
eingebaut und der Laser starker ausgelegt, um eine hdéhere Empfindlichkeit im Vergleich
zum alten Gerat zu erreichen.

Messingblock Prisma

s

[

A _ illilmlizl

Laser ——

CCD-Kamera
Probeneinlass Probenauslass Chip
B
Messingblock
Laser

Prisma

Abbildung 16: Photos des neuen DNA-Biosensor-Chipreaders.

A: Blick auf das Gerét von vorne. B: Chiphalter und Prisma im geéffneten Zustand.

Der Messingblock dient als Halter fir den Chip. Er kann mittels eine Schrittmotors auf- und
abwarts bewegt werden, so dass der Chip auf das Prisma abgesenkt werden kann und

drickt mit seinem Gewicht den Chip in definierter Weise auf das Prisma. Chip und Prisma
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werden mit einem Silikondél zu einer optischen Einheit verbunden. An der Grenzflache
zwischen Glas und Messldsung entsteht das evaneszente Feld. Der Zu- und Abfluss der
Probe erfolgt Uber zwei Stutzen, die in den Messingblock eingelassen sind. Eine
Kolbenpumpe hinter dem Chip saugt die Probe mit gewlnschter Flussrate tber den Chip.

Ein grofRer Vorteil der Neuentwicklung ist die automatisierte Probenaufnahme. Das Gerat
verfugt Uber ein Probenvorlagekarussel, in das mehrere Probenbehalter gegeben werden
kénnen (Abbildung 17). Eine Nadel durchsticht den Deckel des Probenbehélters und die
Probe wird von der Kolbenpumpe iiber den Chip gesaugt. Uber eine spezielle Software ist es
maoglich, samtliche Mess- und Waschvorgange automatisch hintereinander ablaufen zu
lassen. Beim alten DNA-Biosensor-Gerat erfolgte die Probenaufgabe manuell mit Hilfe einer
Pipette in den auf dem Chip integrierten Probencontainer. Dies barg die Gefahr, dass die
Probe hierbei auslief und sich mit dem Silikonél vermischte. Diese Fehler bei der
Probenaufgabe sind nun nicht mehr mdglich. Weiterhin wird der Zeitaufwand fir eine
Messung deutlich minimiert, da die Wasch- und Regenerierungsschritte nun nicht mehr

einzeln manuell ausgefuhrt werden, sondern automatisch direkt nach der Messung erfolgen.

Nadel

1 Probenhalter

Abbildung 17: Automatisierte Probenaufnahme am neuen DNA-Biosensor-Chip-Reader.

Der Aufbau des Chips ist gegenliber dem alten DNA-Biosensor-Chip vereinfacht. Durch die
automatisierte Probenaufnahme ist es nicht mehr nétig den Probencontainer im Chip zu
integrieren. Weiterhin ist der Fliesskanal nun nicht mehr gefaltet, sondern optimale
Stromungsverhaltnisse tber den Chip werden durch einen langeren FlieBweg gewahrleistet.

Der alte DNA-Chip-Reader verfiligt zwar tiber eine Moglichkeit zu temperieren, jedoch ist die
Temperatureinstellung dort sehr langsam. Beim neuen Gerat wurde die Temperierung des
Chips Uber eine Heizung des Glasprismas realisiert, so dass nun in recht kurzer Zeit die

Gleichgewichtstemperatur erreicht wird.
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1.4 Tierartendifferenzierung in der Lebensmittelanalytik und in der Forensik

Die analytischen Fragestellungen in dieser Arbeit stammen aus zwei Teilbereichen der
Analytik, der Lebensmittelanalytik und der Forensik. In der Lebensmittelanalytik wird die
Tierartendifferenzierung in Fleisch- und Milchprodukten betrachtet, in der Forensik sollen
Informationen (ber die Spezies einer bestimmten DNA-Probe einer kriminalistischen
Untersuchung geliefert werden. Nachfolgend wird der Stand der Technik in beiden Bereichen

kurz erlautert.

1.4.1 Tierartendifferenzierung in der Lebensmittelanalytik

In den letzten Jahren hat die Notwendigkeit von Lebensmittelkontrollen verschiedener Art
stark zugenommen und in diesem Zusammenhang auch die Frage nach der
Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln. Die Globalisierung der Markte und die Produktion
von Lebensmitteln im groflindustriellen MalRstab machen Kontrollen hinsichtlich der
Zusammensetzung der verschiedenen Produkte unumganglich. Qualitatssicherung, und das
Erkennen von Falschdeklarationen bzw. Verfalschungen von Lebensmitteln ist ein wichtiger
Punkt, aber auch gesundheitliche Aspekte spielen eine Rolle, wie z.B. in der BSE-
Problematik (Bovine Spongiformen Enzephalopathie), bei der die eindeutige Deklaration von
Rindfleisch in Fleischwaren von groflem Interesse ist. Fir viele Allergiker ist es wichtig zu
wissen, welches tierische Eiweil} sich in einem Lebensmittel befindet. Religidose Griinde (z.B.
Schweinefleisch bei Muslimen, Rindfleisch bei Hindus) konnen ein weiterer Grund fiir ein
verstarktes Interesse an der genauen Zusammensetzung eines Produktes sein. Aus
seuchenhygienischer Sicht ist das Erkennen von exotischen Tierarten interessant, um das
Einschleppen neuer Tierseuchen zu verhindern. Vom Gesetzgeber anerkannte Verfahren zur
Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln finden sich in der amtlichen Sammlung von
Untersuchungsverfahren nach §35 des Lebensmittel- und Bedarfsgegenstandegesetz
(LMBG). Prinzipiell kommen verschiedene Methoden der Tierartendifferenzierung in

Lebensmitteln zum Einsatz [141-143].

Bisher basierten die meisten Methoden auf dem Nachweis speziesspezifischer Proteine. Bei
stark verarbeiteten oder hoch erhitzten Produkten liegen die Proteine jedoch in hohem Male
denaturiert vor, was zu Problemen bei diversen Nachweismethoden flihren kann.

Gelelektrophoretische Methoden nutzen die Trennung von Proteinen im elektrischen Feld,
wobei tierartenspezifische Bandenmuster erzeugt werden. Die Tierartendifferenzierung in

rohen, unverarbeiteten Fleischmaterialien war mit der Elektrophorese erfolgreich moglich
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[144, 145], marinierte Proben konnten jedoch nicht bestimmt werden [146]. In erhitzten
Proben war eine Analyse nur mittels isoelektrischer Fokussierung (IEF) méglich [147, 148],
bei der die Trennung der Proteine in einem pH-Gradienten erfolgt.

Verbreitet sind auch immunchemische Methoden zur Tierartendifferenzierung, bei denen
spezifische  Antikdrper  flr  charakteristische  Tierproteine  eingesetzt  werden.
Kreuzreaktivitaten nah verwandter Spezies sind hier jedoch oft ein Problem. Haufig
eingesetzte Tests sind der Immunodiffusionstest nach OUTERLONY [149] oder diverse

Enzymimmunoassays (ELISA, enzyme-linked immuno sorbent assay) [150, 151].

DNA-analytische Methoden basieren auf dem Nachweis speziesspezifischer DNA-
Sequenzen und bieten eine groflere Sensitivitat und Spezifitat. Da DNA wesentlich
hitzebestandiger als Proteine ist und sich hdchstens hinsichtlich der Lange, nicht aber im
Informationsgehalt verandert, ist sie wesentlich besser flr analytische Verfahren geeignet.
Einen Uberblick Uber DNA-analytische Methoden zur Tierartendifferenzierung in
Lebensmitteln liefern MEYER und CANDRIAN [152].

Zunachst wird die DNA aus der Lebensmittelprobe extrahiert und kann dann nach
gelelektrophoretischer Auftrennung und Transfer auf eine Membran z.B. durch
Hybridisierung mit tierartenspezifischen Sonden in einem Southern-Blot analysiert werden
[153-157]. In jingerer Zeit finden verstarkt PCR-basierte Methoden Verwendung, bei denen
speziesspezifische DNA-Sequenzen in der Probe ampilifiziert und anschlieRen nachgewiesen
werden. Die PCR-Verfahren unterscheiden sich durch die Art der gewahlten Primer. In der
tierartenspezifischen PCR werden Primer verwendet, die nur an der DNA einer bestimmten
Tierart binden kdnnen [158, 159]. Die Primer werden zusatzlich so gewahlt, dass die PCR-
Produkte speziesspezifische Fragmentlangen besitzen, die mittels Gelelektrophorese
detektiert werden koénnen [160-163]. Mittlerweile gibt es diverse kommerzielle Kits flr
tierartenspezifische PCR-Nachweise in Lebensmitteln, wie die Animal-Kits (Alcum, Rietberg),
die PCR-Kits von Coring oder die CIB-A-Kits (Cibus Biotech, Gutersloh). Im Gegensatz zu
der tierartenspezifischen PCR bietet die Konsensus-PCR die Moglichkeit mit einem
universellen Primerpaar alle in der Probe enthaltenen Spezies zu amplifizieren. Die Primer
werden so gewahlt, dass sie in Regionen anbinden, die in allen untersuchten Spezies stark
konserviert sind, jedoch eine variable Region flankieren. Diese Konsensus-PCR-Produkte
sind demnach alle gleich lang, unterscheiden sich aber hinsichtlich der Basenabfolge. Die
Analyse der PCR-Produkte kann mittels Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)
erfolgen [164], wobei ein Restriktionsenzym die PCR-Produkte an definierten Sequenzstellen
spalten. Es entstehen artspezifische Spaltprodukte, die mittels Gelelektrophorese analysiert

werden konnen.
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Die meisten PCR-RFLP-Methoden nutzen das Cytochrom B (CytB) — Gen der mtDNA, da
mitochondriale DNA evolutionsbedingt eine viel hdhere Mutationsrate zeigt, als nukleare
DNA, so dass hier auch eine Differenzierung nah verwandter Spezies moéglich wird [165,
166]. Weiterhin liegt mt-DNA in wesentlich héherer Kopienzahl in der Zelle vor, so dass
grolkere Probenmengen flr die Analytik erhalten werden. Das CytB-Gen ist flr zahlreiche
Spezies untersucht worden [167, 168], so dass ausreichend Sequenzdaten fir die
Entwicklung von Primern zur Verfigung stehen. Eine wegweisende Arbeit in diesem
Zusammenhang war die von MEYER et al. [169], bei der 1995 mittels PCR-RFLP bis zu drei
verschiedene Spezies auch in erhitzten Fleischproben auf der Basis des CytB-Gens
nachgewiesen werden konnten. Es folgten diverse weitere Arbeiten mit den selben Primern
[170-172].

Bei Mischproben ist die Interpretation der Bandenmuster der PCR-RFLP-Produkte jedoch
haufig komplex bzw. nicht eindeutig [173, 174]. Eine gute Alternative stellen daher die
wesentlich eindeutigeren Hybridisierungsassays, wie der PCR-ELISA der Firma Congen dar,
bei dem in einer Mikrotiterplatte verschiedene Sonden immobilisiert werden, die mit der
Proben-DNA hybridisieren konnen. Eine schnelle und eindeutige Erkennung der Spezies
I&sst sich auch mittels Hybridisierung der PCR-Produkte auf DNA-Chips realisieren, wie es
unter anderem in dieser Arbeit demonstriert wird. Weiterhin kénnen die Konsensus-PCR-
Produkte mit dem DNA-Biosensor des ICB analysiert werden, der noch schnellere

Ergebnisse liefert, wie von PETER gezeigt wurde [135].

1.4.2 Tierartendifferenzierung in der Forensik

Wenn von der forensischen DNA-Analytik gesprochen wird, so ist in der Regel die
Untersuchung von menschlicher DNA zur Identifizierung eines Taters mit Hilfe eines
Verfahrens, das umgangssprachlich auch ,genetischer Fingerabdruck® genannt wird,
gemeint. Hierbei wird mittels PCR-basierter DNA-Analytik aus der DNA eines Menschen
(z.B. Abstrich der Mundschleimhaut) ein Bandenmuster generiert, das wie der echte
Fingerabdruck individualspezifisch ist und einem Barcode an einer Supermarktkasse ahnelt
[175, 176]. Teile der menschlichen DNA werden zunachst amplifiziert, und nicht kodierende
Bereiche, die so genannten STRs (short tandem repeats, auch Mikrosatelliten), eine Klasse
von repetitiver DNA, werden mittels hochauflésender Kapillarelektrophorese untersucht. Die
STRs stellen hoch-spezifische und hoch-diskriminative Systeme dar und die nahezu
einmalige Kombination von Allelpaaren unterschiedlicher STR-Marker werden daher zur
Individualisierung und fir Vaterschaftstests genutzt [177, 178]. Wichtig fur die Akzeptanz in

der Bevolkerung ist, dass die untersuchte, nicht kodierende DNA keinerlei Rickschlisse auf
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Gene oder Personlichkeitsmerkmale der Person zuldsst [179]. Neben der genomischen DNA
kann auch mitochondriale DNA im Bereich der variablen Regionen fir die Individualisierung
verwendet werden [180], was vorteilhaft ist, wenn stark degradierte DNA-Proben vorliegen,
wie es in forensischen Anwendungen haufig vorkommt (z.B. alte Blutspuren). Mitochondriale

DNA liegt in wesentlich hdherer Kopienzahl vor und eignet sich daher gut zur Spurenanalytik.

Haufig ist bei einer unbekannten Spur, z.B. einer Blut- oder Gewebespur jedoch die erste
Frage, ob es sich um menschliches Material handelt, oder um die Spur eines Tieres. Hier
kommen z.B. immunologische Verfahren zum Einsatz, bei denen speziesspezifische
Antikorper eingesetzt werden [181]. Prinzipiell eignet sich dieses Verfahren auch zur
Unterscheidung verschiedener Tierarten. Problematisch ist jedoch, dass zu wenige
passende Antikorper fir die verschiedenen Spezies am Markt sind und die meisten nicht die
gewlnschte hohe Spezifitat auf der Speziesebene zeigen, da es zu vielen Kreuzreaktivitaten
kommt. Weiterhin zeigen immunulogische Verfahren stets den Nachteil, dass Proteine
untersucht werden, die wenig stabil sind und speziell in forensischen Spuren haufig nicht
mehr in ihrerer nativen Form zu finden sind. Die Tierartendifferenzierung wird daher nur
selten immunulogisch durchgeflhrt, die generelle Unterscheidung zwischen Mensch und Tier
findet jedoch Anwendung. DNA-analytische Verfahren zur Erkennung menschlicher Proben
sind die oben beschriebene STR-Technik oder reverse Dot-Blot-Techniken, z.B. an Hand
des HLA-DQalpha-Gens [182-185]. Diese Verfahren beruhen darauf, dass die verwendeten
Primer nur Primaten-DNA amplifizieren, nicht jedoch DNA anderer Spezies. Allenfalls
kénnen Amplifikate erhalten werden, die nicht die erwartete Lange besitzen.

In vielen Fallen ist jedoch eine genaue Erkennung der Tierart einer Probe gewlinscht, z.B.
bei der Untersuchung von unbekannten Blut- und Gewebespuren, Knochen- oder
Haarproben oder Mageninhalten, um daraus weitere Hinweise auf den Tathergang zu
erhalten, aber auch bei Verkehrsunfalle mit Tieren, Wilderei oder Sachschaden durch Tiere.
Morphologische Marker fir bestimmte Tierarten finden zwar Verwendung [186], sind aber
wenig geeignet fir Untersuchungen von Wildtieren. Biochemische Merkmale wie
Gallensekret Eigenschaften [187] oder der Blut-Ham-Analyse [188] werden ebenfalls zur
Identifizierung genutzt. Generell ist es schwierig diese Marker in ausreichender Zahl und
nattrlicher Form in forensischen Proben zu finden.

Es gibt derzeit drei Ansatze, die wie in der Lebensmittelanalytik das mt-CytB-Gen zur
Tierartendifferenzierung in forensischen Proben nutzen [181, 189, 190]. Teile des mt-CytB-
Gens werden mittels Konsensus-PCR ampilifiziert und anschlieRend untersucht. Der Vorteil
dieser Methoden ist, dass bei Amplifikation nur kurzer Bereiche des Gens auch stark
degradierte Proben noch gut amplifiziert werden kdnnen. VERMA et al. [190] konnten auf

diese Art 221 Spezies mit nur einem universellen Primerpaar amplifizieren. Die PCR-
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Produkte wurden in diesem Fall mittels Sequenzierung untersucht und die Spezies mit
Datenbankrecherchen (BLAST, National Center of Biotechnologie Information, NCBI)
ermittelt. Das 421 Basenpaare grof3e PCR-Produkt war kurz genug, um forensische Spuren
zu untersuchen. PARSON et al. [181] nutzten ein 358 Basenpaar grol’es Amplifikat des CytB-
Gens und analysierten ebenfalls mit Sequenzierung diverse forensische Proben auch aus
problematischen Materialien wie Haar, Knochen, Borsten oder Federn nach Extraktion mit
organischen Losungsmitteln. Ein etwas anderer Ansatz stammt von ZEHNER et al. [189]. Hier
wurde ebenfalls mit Konsensusprimern ein sehr gro3es Amplifikat des CytB-Gens hergestellt
(981 von insgesamt 1140 bp). Die PCR-Produkte wurden in diesem Fall durch
speziesspezifische RFLP untersucht mit den Restriktions Endonukleasen Alu | und Nco I. Es
konnten Gemische von zwei und mehr Spezies analysiert werden und forensische Proben
wurden exemplarisch untersucht (Mageninhalte und Knochenproben). Bei Verdacht auf
menschliche DNA waren zusatzliche Tests noétig, weil das Restriktionsmuster dem
ungeschnittenen Amplifikat zu ahnlich war (der Schnitt erfolgt bei 3 bp). Spezies, die
evolutionar sehr nah beieinander liegen, konnten nicht differenziert werden (z.B. Huhn und
Truthahn), denn obwohl die Sequenzen nur 86 % Homologie aufweisen sind, war die Lage
der Restriktionsstellen zu ahnlich. Die RFLP-Methode hat jedoch ihre Vorteile bei der
Analyse von Mischungen. Sequenzierungen kdénnen nur durchgefuhrt werden, wenn die
interessierende Minorkomponente mindestens im Verhaltnis 1:4 vorliegt. Die beschriebene
RFLP-Studie konnte noch Gemische von 1:10 richtig analysieren.

Auf Grund der Rahmenbedingungen war zu erwarten, dass die DNA-Chiptechnologie und
der DNA-Biosensor des ICB sehr gut fir die Analyse der CytB-PCR-Produkte forensischer
Proben eingesetzt werden kdnnen, wie mit der vorliegenden Arbeit demonstriert wird. Dies
macht die aufwandigen Verfahren RFLP oder Sequenzierung Uuberflissig und liefert

schnellere Ergebnisse.
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2 Ziel der Arbeit

Auf der Basis der Oyster-Farbstoffe (Denovo Biolabels GmbH), die sich durch
charakteristische spiro-Cyclohexylgruppen an den 3-Positionen der Indole auszeichnen,
sollen weitere Cyaninfarbstoffe mit anderen spiro-Substituenten, insbesondere mit
Piperidylsubstituenten, synthetisiert werden. Von Fluorophoren dieser Art werden
verbesserte Fluoreszenzeigenschaften und erhéhte Wasserloslichkeit im Vergleich zu den
bisherigen Oyster-Farbstoffen erwartet. Der spiro-Piperidylsubstituent mit seiner reaktiven
Aminofunktion ermdglicht weiterhin das Einfihren funktioneller Gruppen, die das
Fluoreszenzverhalten oder die Wasserloslichkeit des Farbstoffes positiv beeinflussen
konnen. Aulierdem erdffnet der Piperidylsubstituent alternative Kopplungsmaoglichkeiten an

Biomolekdle.

Die neu synthetisierten Fluorophore sollen exemplarisch in der DNA-Analytik getestet
werden. Dabei sollen sie zum einen in dem am Institut fir Chemo- und Biosensorik (ICB)
entwickelten DNA-Biosensor eingesetzt werden, dariber hinaus aber auch in der

konventionellen DNA-Chiptechnologie.

Zunachst soll der DNA-Biosensor auf der Basis von Cy5-markierter DNA charakterisiert
werden. Als biologisches Modellsystem dient die Tierartendifferenzierung in der
Lebensmittelanalytik. Der bisher in einer ersten Arbeit entwickelte Sondensatz fiir die
Nutztiere soll erweitert und optimiert werden. Ziel ist es, zwei Chips flr die gezielte
Verwendung in der Milchprodukte- und der Fleischprodukte-Analytik zu entwerfen und an
Realproben zu testen. AnschlieRend soll das System auch auf Wildtier- und Mensch-DNA
ausgeweitet werden, so dass neben der Lebensmittelanalytik auch ein Einsatz des
Biosensors in der Forensik moglich ist. Im Folgenden soll DNA, die mit den neuen spiro-
Fluorophoren markiert wurde, im DNA-Biosensor analysiert werden. Es soll geprift werden,

ob die neuen Farbstoffe flir das vorliegende Messsystem geeignet sind.

Das so entwickelte und optimierte Protokoll der Tierartendifferenzierung soll weiterhin auf die
konventionelle Chiptechnologie Ubertragen werden. Es sollen entsprechende konventionelle
DNA-Chips fir die Milch- und Fleischprodukte-Analytik und die Forensik entworfen und
getestet werden. Die neuen spiro-Fluorophore sollen dann auch auf ihre Eignung fir dieses

weit verbreitete Detektionssystem hin untersucht werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Synthese neuer spiro-Cyanine

3.1.1 Einleitung

Auf der Basis der Oysterfarbstoffe wurden weitere spiro-Cyanine synthetisiert, wobei der
Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Synthese von Farbstoffen lag, in denen der spiro-
Cyclohexylring durch einen spiro-Piperidylring ausgetauscht wurde (Abb. 18). Die spiro-
Piperidylcyanine sind von groRem Interesse, da die Aminofunktion im Piperidylring die
Méglichkeit zur Einfihrung weiterer funktioneller Gruppen bietet. Es kdnnen beispielsweise
die Fluoreszenzeigenschaften verbessernde oder die Wasserloslichkeit erhohende Gruppen
am Piperidylring angebracht werden. Weiterhin kann die Kopplung des Farbstoffes an das
Biomolekil Giber eine Funktionalisierung am Piperidin erfolgen. Von der Moglichkeit weiterer
chemischer Modifikationen abgesehen, sollte sich allein das Vorhandensein einer
zusatzlichen Aminofunktion schon positiv auf die Eigenschaften des Farbstoffmolekils
auswirken, da tertidre Amine die Wasserl6slichkeit des Farbstoffes erhdhen kénnen. Eine
hohe Wasserldslichkeit der Farbstoffe ist fir die in der Regel in wassriger Phase
ablaufenden Bioassays eine elementare Grundbedingung. Weiterhin sollen hohe
Quantenausbeuten der Konjugate und hohe Photostabilitat der Farbstoffe gewahrleistet sein.
Ein wichtiger Punkt ist auRerdem, dass sich die Anregungswellenlange im Bereich typischer
Laserwellenlangen befindet. Flr die Cyanine sind das in der Regel der rote Diodenlaser
(635 nm) und der YAG-Laser (532 nm).
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Abbildung 18: Grundstruktur der Hetero-spiro-Cyanine.
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3.1.2 Synthese von spiro-Piperidylcyaninen

Die im Folgenden beschriebenen Synthesewege zur Darstellung der verschiedenen spiro-
Piperidylcyanine wurden auf der Basis des Patentes von WAGGONER et. al. [62] entwickelt.
Dabei wurden jedoch zahlreiche Abwandlungen der Synthesen vorgenommen, um die
urspriingliche Synthese an die wesentlich aufwandigere Darstellung von hdher
derivatisierten Cyaninen anzupassen.

Im Verlauf der Synthese der spiro-Piperidylcyanine wurden zundchst die bendtigten
Piperidylmethylketone dargestellt, welche anschliel3end in einer FISCHER-Indolsynthese mit
Phenylhydrazinderivaten umgesetzt wurden. Die Indole wurden im Folgenden mit dem
gewlnschten Alkylierungsmittel quaterniert, wobei je nach Bedarf eine weitere funktionelle
Gruppe in das Molekil eingefuhrt werden konnte. Zur Synthese symmetrischer Cyanine
wurden zwei Aquivalente eines quaternéren Indols mit einem Aquivalent des jeweiligen
Kupplungsreagenz in einer Polymethinkondensation umgesetzt. Das verwendete
Kupplungsreagenz gab den Ausschlag dafir, wie viele Doppelbindungen sich spater in der
Polymethinkette befanden. Zur Darstellung unsymmetrischer Cyanine wurde ein Indol
zunachst zum Hemicyanin umgesetzt, das nachfolgend mit einem anderen Indol zum Cyanin

reagieren konnte.

Ausgehend von Piperidin-4-carbonsdure erhalt man das Piperidyl-4-methylketon in einer
funfstufigen Synthese (Abb. 19 A). Zunachst wurde die reaktive Aminofunktion durch eine
Carboxybenzylgruppe (Cbz) geschiitzt. Es folgte die Umsetzung mit Thionylchlorid zum
Saurechlorid. Die derart aktivierte Sauregruppe wurde mit MELDRUMS-Saure umgesetzt,
anschlielende Hydrolyse des Acylierungsproduktes mit Essigsaure lieferte das Cbz-
geschitzte Piperidylmethylketon. Die Cbz-Schutzgruppe konnte beispielsweise durch
Hydrieren entfernt werden, haufig wurde das Piperidylmethylketon jedoch geschitzt in der

nachfolgenden Indolsynthese eingesetzt.

Die Schlisselstelle in der Synthese der spiro-Piperidylcyanine war die Derivatisierung an der
Piperidylaminfunktion. Sie kann bereits sehr friih (z.B. schon vor der FISCHER-Indolsynthese)
erfolgen, oder erst gegen Ende des Syntheseweges (z.B. am fertigen Farbstoff). Eine frihe
Derivatisierung zeigt den Nachteil, dass man das Synthon schon zu Beginn der Synthese flr
eine bestimmte Anwendung spezifiziert. Es wurde daher zunachst ein Syntheseweg verfolgt,
bei dem die Funktionalisierung am Piperidin erst am Ende der Synthese durchgefiuhrt wird
(Abb. 19 B). Dies bietet die Mdglichkeit, erst am fertigen Farbstoff je nach Anwendung

entsprechende Gruppen anzubringen.
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Abbildung 19: Allgemeines Syntheseschema zur Darstellung von Piperidylcyaninen.

Syntheseweg mit Derivatisierung des Pipieridins am Ende der Synthese. A:Synthese des
Piperidylmethylketons, B: Farbstoffsynthese.
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Bei diesem Syntheseweg wurde die Piperidylaminofunktion zu Beginn der Synthese durch
eine Cbz-Gruppe geschitzt, die erst am fertigen Farbstoff wieder entfernt werden sollte, so
dass dann die jeweilige Derivatisierung des Farbstoffes vorgenommen werden konnte. Das
Schutzen der Aminfunktion war unerlasslich, weil sich diese sehr reaktive Gruppe im Laufe
des Syntheseweges mit unterschiedlichen Reagenzien, wie z.B. mit Alkylierungsmitteln
umsetzen kann. Selbst die starke Cbz-Schutzgruppe war nicht vollstandig bestandig gegen
die fur die Quarternierungen bendtigten starken Alkylierungsmittel. Ethyliodid war
beispielsweise auf Grund seines geringen Siedepunktes nicht geeignet, die
Indolaminogruppen zu quarternieren, so dass starke, hoch siedende Alkylierungsmittel wie
z.B. Diethylsulfat gewahlt werden mussten. Mehrstiindiges Erwarmen auf Temperaturen
Uber 100 °C mit sehr starken Alkylierungsmitteln fihrte jedoch teilweise zu einem Abspalten
der Cbz-Schutzgruppe, so dass als Nebenprodukt der Alkylierungen immer auch am
Piperidin alkyliertes Produkt erhalten wurde (etwa 5-10 %), welches saulenchromato-

graphisch abgetrennt werden musste.

Die beiden Indolkopfgruppen wurden entweder beide mit dem selben Alkylierungsmittel
quaterniert, so dass spater symmetrische Farbstoffe dargestellt werden konnten, oder aber
die Indole wurden mit unterschiedlichen Alkylierungsmitteln umgesetzt, so dass
unsymmetrische Farbstoffe synthetisiert werden konnten. Als Alkylierungsmittel wurden
Diethylsulfat, Toluolsulfonsaurediethylester, lodhexansaure, lodbutylacetat und Bromhexanol
erfolgreich getestet. Letzteres zeigte jedoch auf Grund seiner schwacheren
Alkylierungseigenschaften nur sehr maRige Ausbeuten.

Die nicht-sulfonierten Indole lieRen sich relativ leicht quarternieren. Sie reagierten in
hochsiedenen Lésungsmitteln wie Toluol oder 1,2-Dichlorbenzol mit den entsprechenden
Alkylierungsmitteln in  wenigen Stunden. Im Fall von Diethylsulfat diente das
Alkylierungsmittel selbst als Lésungsmittel fir die Reaktion. Die Alkylierung von sulfonierten
Indolen war Anfangs erfolglos. Die meisten organischen Losungsmittel waren nicht geeignet
das stark polare, sulfonierte Indol zu l16sen, ohne Zusatz von Lésungsmitteln wurde jedoch
kein Alkylierungsprodukt erhalten. Es wurde schlieRlich das hydrophile, sulfonierte Indol mit
einem volumindsen, quartaren Amin (tert.-Butylamin) als Gegenion versehen (Abb. 20). Auf
diese Weise konnte das sulfonierte Indol in organischer Phase gelost werden. Die
Alkylierungen konnten dann in Acetonitril erfolgreich durchgefuhrt werden. Da bei der
Alkylierung eine positive Ladung am Indolamin entsteht, bildet sich ein Innersalz mit der
Sulfonsauregruppe. Das Alkylierungsprodukt fiel demnach aus der organischen Phase aus

und lief3 sich so leicht wieder vom voluminésen Gegenion abtrennen, das in Lésung verblieb.
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Abbildung 20: Austausch des Gegenions der Sulfonsduregruppe.

Ein quartdres Amin als Gegenion ermdglicht Alkylierungen der sulfonierten Indole in organischen
Lésungsmitteln.

Entsprechend dem Syntheseweg aus Abbildung 19 wund unter Ausnutzung der
Phasentransfereigenschaften des tert.-Butylaminkations wurden eine Reihe von neuartigen
symmetrischen und unsymmetrischen Farbstoffen mit und ohne Sulfonsauregruppen

synthetisiert und charakterisiert (Kapitel 3.2).

Da sich zeigte, dass die Fluoreszenz von Farbstoffen mit zwei spiro-Gruppen relativ gering
war und ihre Absorptionsmaxima sehr langwellig waren (im Vergleich mit Cy5, Kapitel 3.2.1.2
und 3.2.1.3), wurden Farbstoffe synthetisiert, die nur an einer Indolkopfgruppe einen spiro-
Substituenten trugen. Das andere Indol wurde an der 3-Position alternativ mit zwei
Methylgruppen substituiert. Abbildung 21 zeigt ein Beispiel eines solchen mono-spiro-
Cyanins. Solche Farbstoffe zeigen bessere Fluoreszenzeigenschaften und kirzere
Anregungswellenlangen. Von den mono-spiro-Cyaninen wurden ebenfalls diverse Derivate

hergestellt und vergleichend mit den bi-spiro-Cyaninen charakterisiert (Kapitel 3.2).

OH

Abbildung 21: Unsymmetrischer Piperidylfarbstoff mit nur einer spiro-Gruppe.
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Ein gemeinsames Problem tritt jedoch bei allen bisher beschriebenen Farbstoffen auf: Das
chromophore  System zeigt sich sehr empfindlich gegeniber den meisten
Reaktionsbedingungen, die zur Entfernung der Cbz-Gruppe notwendig sind. Stark basische
oder stark saure Bedingungen fiihrten zu einer Ring6éffnung des Indols, so dass sich die
Farbstofflésungen sehr schnell auf Grund der Zerstérung des hochkonjugierten n-Systems
entfarbten. Auch Hydrierungen erwiesen sich wegen der vielen Doppelbindungen als
unbrauchbar. Nach Testen einer Vielzahl von Reagenzien flir das Abspalten der Cbz-Gruppe
(Trimethylsilylchlorid, AICl;, Trifluoressigsaure, methanolische HCI, Bromcatecholboran,
hydrieren mit Pd-Aktivkohle und Cyclohexen oder Ameisensaure) wurde dieser

Syntheseweg verlassen und alternative Schutzgruppenstrategien wurden getestet.

Zunachst wurde die tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe (Boc) getestet. Abbildung 22 zeigt

den Sch utzg ru ppenwechsel .
\ )<
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Abbildung 22: Schutzgruppenwechsel von Cbz zu Boc.

Die Boc-Schutzgruppe lasst sich schon unter schwach sauren Bedingungen, die dem
chromophoren Gerlst des Farbstoffes nicht schaden, wieder abspalten. Die vergleichsweise

schwache Boc-Schutzgruppe konnte jedoch erst nach der Quarternierung der Indole
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eingefiihrt werden, da sie den harschen Alkylierungsbedingungen nicht Stand halten konnte.
Die quaternierten Indole wurde daher mit AICI; entschiitzt und anschlieRend mit Boc-
Anhydrid umgesetzt. Dieser Wechsel der Schutzgruppe fihrt zu einer Verlangerung des
Syntheseweges um zwei weitere Stufen, was besonders ungtinstig ist, da die Umsetzungen
der Cbz-Indole mit AICI; nur mafige Ausbeuten von etwa 30 - 40 % zeigten. Aus den Boc-
geschitzten Indolen wurde ein symmetrischer Farbstoff hergestellt, der jedoch nur in nicht
zufrieden stellender Ausbeute entstand. Die sterisch sehr anspruchsvolle Boc-Gruppe
scheint die Kopplung der Indole zum Farbstoff stark zu beeintrachtigen. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass sich die Boc-Gruppe unter schwach sauren Bedingungen
(methanolische HCI) vom Farbstoff entfernen lie. Der Syntheseweg wurde auf Grund zu
geringer Ausbeuten in unterschiedlichen Syntheseschritten und daraus resultierender nicht-

Wirtschaftlichkeit jedoch wieder verworfen.

Als weitere Schutzgruppe wurde die Methoxybenzylcarbamat-Gruppe (Moz) getestet. Sie
tragt im Vergleich zur Cbz-Gruppe am Phenylring in para-Position einen
Methoxysubstituenten und ist daher sterisch ahnlich anspruchsvoll. Im Gegensatz zur Cbz-
Gruppe lasst sich die Moz-Gruppe jedoch, wie die Boc-Gruppe, unter milden sauren
Bedingungen abspalten. Die Moz-Gruppe ist ebenfalls zu schwach, um den Bedingungen
der Alkylierungen der Indole Stand zu halten und wurde, wie die BOC-Gruppe, erst nach der
Quarternierung eingefihrt.

Die mit AICI; entschiitzten, quarternaren Indole konnten quantitativ mit Moz-ON (a-(4-
Methoxybenzyloxycarbonyloxyimino)phenylacetonitril) umgesetzt werden. Die folgende
Kopplung zum Farbstoff war in zufrieden stellenden Ausbeuten moglich und der Moz-
geschutzte Farbstoff konnte mit 10 % Trifluoressigsaure in Methanol von der Schutzgruppe
befreit werden. Es wurden ein symmetrischer blauer Farbstoff und ein unsymmetrischer roter
Farbstoff hergestellt, wobei bei letzterem ein Indol mit zwei Methylgruppen, statt mit einer
spiro-Gruppe substituiert war. Rote Farbstoffe mit zwei spiro-Moz-Indolen konnten nicht
synthetisiert werden, da der Moz-Substituent offensichtlich sterisch schon zu anspruchsvoll
fur die kurzkettigeren Cyanine war. Diese Synthesestrategie ermdglichte es erfolgreich
Piperidylfarbstoffe zu synthetisieren, die erst als fertige Farbstoffe von ihrer Schutzgruppe
befreit werden und dann mit entsprechenden aminreaktiven Reagenzien umgesetzt werden

kbnnen.

Um den aufwandigen Schutzgruppenwechsel zu vermeiden wurde eine weitere
Synthesestrategie erprobt, in welcher das Indol zundchst am Piperidin derivatisiert wurde
und danach erst zum fertigen Farbstoff umgesetzt wurde (Abb. 23). Dies hat zwar den

Nachteil, dass ein Teil der Flexibilitat der Synthese eingebilsst wird, jedoch ist der gréite Teil



38 Ergebnisse

des gesamten Syntheseweges fir die unterschiedlichen Indolgruppen immer noch derselbe,

so dass die meisten Synthons vielseitig verwendbar bleiben.
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Abbildung 23: Derivatisierung des quarternéren Indols mit Bromessigséure.

In dieser Synthese wurde ein sulfoniertes Indol verwendet. Da sich die quaternierten,
sulfonierten Indole nicht wie die unsulfonierten Indole mit AICI; von der Cbz-Gruppe befreien
lieRen wurde hier die Schutzgruppe mit eine Lésung von Bromwasserstoff in Eisessig
entfernt. Das derart entschiitzte Indol konnte statt mit einer anderen Schutzgruppe direkt mit
Bromessigsaure umgesetzt werden, so dass eine Saurefunktion Uber einen kurzen Linker
am Piperidin in das Molekiil eingeflihrt wurde.

Wurde dieses Synthon in der Farbstoffsynthese eingesetzt, so konnte nachher leicht an der
Sauregruppe weiter funktionalisiert werden, indem die Carbonsaurefunktion zunachst in eine
N-Hydroxysuccinimidylesterfunktion (NHS-Esterfunktion) umgewandelt und damit aktiviert
wurde. So entstand eine aminreaktive Gruppe am Farbstoff, die im wassrigen Medium bei
moderaten pH-Werten reagieren kann. Es kénnen nun Substituenten, die die Eigenschaften
des Farbstoffes beeinflussen sollen, als Aminderivate an den Farbstoff gekoppelt werden
(z.B. PEG, hydrophile Gruppen etc.). Eine andere Variante ist, den Farbstoff direkt Gber die
NHS-Esterfunktion an aminomodifizierte Biomolekile zu koppeln. Abbildung 24 zeigt einen

Piperidylfarbstoff fir die Kopplung an Biomolekile tber die spiro-Piperidylfunktion.
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Abbildung 24: Piperidylfarbstoff fiir die Kopplung an Biomoleklile (iber die spiro-Piperidylgruppe.
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Der Farbstoff in Abbildung 24 besitzt durch die Substitution mit Bromessigsaure nur einen
relativ kurzen Linker zum Biomolekiil. Dies kann bei der Kopplung ein Nachteil sein, da es zu
verstarkter Wechselwirkung zwischen Biomolekul und Farbstoff kommen kann.

Um auch einen Farbstoff mit Iangerem Linker zu synthetisieren, wurde lodhexansaure
ebenfalls zur Alkylierung des Piperidins getestet. Zunachst wurden Alkylierungen mit
lodhexansaure am quarternaren Indol versucht, wobei jedoch kein Produkt erhalten wurde.
Alternativ wurde das noch nicht quaternierte Indol mit AICI; entschitzt, was quantitativ
maoglich war, und dann mit lodhexansaure erfolgreich alkyliert. Dieses Produkt lie sich
jedoch im Anschluss nicht zufrieden stellend mit Diethylsulfat quarternieren. Eine weitere
getestete Strategie war die Alkylierung des Piperidylmethylketons mit lodhexansaure. Das
daraus synthetisierte Indol lasst sich jedoch, wie vermutet, ebenfalls nicht mit Diethylsulfat
quaternieren. Da diese Synthesewege prinzipiell viel versprechend erscheinen, sollte an der
Optimierung der Quarternierungsbedingungen noch weiter gearbeitet werden. Abbildung 25

fasst die verschiedenen Synthesewege zusammen.
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Abbildung 25: Drei bisher nicht erfolgreiche Synthesewege zur Derivatisierung des Piperidylamins mit
lodhexanséure.

1: Alkylierung am quarternéren Indol. 2: Alkylierung des Indols vor der Quarternierung. 3: Alkylierung
des Piperidylmethylketons.
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Ein nachtragliches Verlangern des kurzeren Essigsdure-Linkers sollte jedoch ebenfalls
mdglich sein. Dies bietet sogar diverse Vorteile gegeniber der Einflhrung eines langeren
Linkers mittels lodhexansaure. Beispielsweise ware es mdglich statt eines einfachen Alkyl-
Linkers einen hydrophileren Linker zu wahlen. Die Firma Denovo-Biolabels hat verschiedene

hydrophile Linker entwickelt und optimiert, die hier zum Einsatz kommen kénnten.

Ein weiterer interessanter Piperidylfarbstoff konnte synthetisiert werden, der ebenfalls deren
Potential als Biomarker unter Beweis stellt (Abb. 26). Dieser Farbstoff war sehr gut
wasserloslich und zeigte gleichzeitig ein sehr kurzwelliges Anregungsmaximum (643 nm).
Offensichtlich ibt schon die zusatzliche Aminofunktion im Piperidylring allein einen positiven
Einfluss auf die Eigenschaften des Farbstoffes aus. Kopplungsfahige Derivate dieser

Grundstruktur wurden bereits beschrieben.

Abbildung 26: Asymmetrischer Piperidylfarbstoff, mit hoher Wasserléslichkeit und sehr kurzem
Anregungsmaximum.

3.1.3 Synthese weiterer Cyanin-Farbstoffe

Neben den oben beschriebenen Piperidylfarbstoffen wurde noch eine Reihe weiterer spiro-
Cyanin-Farbstoffe synthetisiert und auf ihre Fluoreszenzeigenschaften und ihre Eignung als

Biomarker getestet. Sie werden im Folgenden beschrieben.

3.1.3.1 Synthese von Stearylfarbstoffen

Ein Derivat des Oy656 mit sehr langen Alkylresten an den Indolgruppen wurde fir das
Farben von Zellmembranen synthetisiert. Dazu wurde das Indol mit Stearyliodid quarterniert.
Der daraus synthetisierte Farbstoff kann sich nun mit seinen langen Alkylketten in die
Zellmembranen einlagern und diese somit farben. Abbildung 27 zeigt die Struktur der

dargestellten Stearylfarbstoffe.
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Abbildung 27: Stearylfarbstoffe in roter (n = 1) und blauer (n = 2) Form zum Férben von
Zellmembranen.

Die Farbstoffe wurden in Zusammenarbeit mit Dr. J. Wegener (Institut fir Biochemie,
Munster) im Einsatz fur das Farben von Zellmembranen erfolgreich getestet. Es wurden
NRK-Zellen (normal rat kidney) mit dem roten Stearylfarbstoff behandelt und die Farbung der
Zellmembran anschliellend im CLSM betrachtet. Abbildung 28 zeigt zwei der CLSM-Bilder.
Die Ergebnisse waren vergleichbar mit den Bildern, die mit dem in dieser Arbeitsgruppe

Ublicherweise verwendeten Cy5-Farbstoff erhalten wurden.

Abbildung 28: CLSM-Aufnahmen von NRK-Zellen, deren Zellmembranen mit dem Stearylfarbstoff
geférbt wurden.

Links: Ausschnitt iber mehrere Zellen. Rechts: Eine einzelne Zelle.

3.1.3.2 Synthese von spiro-Cyclopentylfarbstoffen

Es zeigte sich bei allen bisher betrachteten spiro-Farbstoffen, dass die sterisch
anspruchsvollen spiro-Gruppen im Vergleich zur einfachen Substitution des Indols in 3-
Position mit zwei Methylgruppen zwar den Vorteil besitzen, Wechselwirkungen mit dem
Biomolekll zu reduzieren, andererseits aber auch die Fluoreszenz vermindern und zu einer

Rotverschiebung der Absorptions- und Emissionsmaxima fiihren (vergl. Kapitel 3.2.1.2 und
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3.2.1.3). In einem weiteren Ansatz wurden daher spiro-Cyclopentylfarbstoffe synthetisiert, die
an der 3-Position des Indols mit einem spiro-Cyclopentylring substituiert sind. Es wurde
erwartet, dass der sterisch weniger anspruchsvolle Cyclopentylring zu einer hoheren
Fluoreszenzausbeute und einer geringereren Rotverschiebung der Farbstoffe fihrt. Die
Synthese der Cyclopentylfarbstoffe sollte damit auch weitere Informationen dartber liefern,
wie sich die Art der Substitution am Indol auf die Eigenschaften des Farbstoffes auswirkt. Auf
der Grundlage der Ergebnisse kénnten Modelle zur Erklarung des Fluoreszenzverhaltens
aufgestellt werden. Die Synthese der spiro-Cyclopentylfarbstoffe ist im Folgenden dargestellt
(Abb. 29):
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Abbildung 29: Synthese von spiro-Cyclopentylfarbstoffen.

Die neu entwickelte Synthesestrategie flr die Darstellung des Piperidylmethylketons wurde
auf die Synthese des Cyclopentylmethylketons Ubertragen. Nach Aktivierung der
Saurefunktion der Cyclopentylcarbonsaure mittels Thionylchlorid wurde mit MELDRUMS-
Saure acyliert und anschliefend mit Essigsaure hydrolysiert. Das Cyclopentylmethylketon
wurde mit Phenylhydrazinsulfonsaure zum sulfonierten Indol umgesetzt, das mit dem
voluminésen tert.-Butylammoniumkation versehen wurde, um die folgende Quaternierung in

organischer Phase zu ermoglichen. Als Quaternierungsmittel kamen Dimethylsulfat,
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Diethylsulfat und lodhexansaure zum Einsatz. Die quaterndren Indole wurden dann zu den
gewilnschten Cyaninen umgesetzt.

Es wurden sowohl symmetrische di-Cyclopentylfarbstoffe (Rs, R, = Methyl/Ethylgruppe) als
auch unsymmetrische Analoga (R1 = Methylgruppe, R, = Carboxypentylgruppe) in roter (n =
1) und blauer (n = 2) Form synthetisiert. Weiterhin wurden Farbstoffe, die nur eine spiro-
Cyclopentylgruppe trugen und auf der anderen Seite ein Dimethylindol besal’en hergestellt.
Es wurde mit den Cyclopentylfarbstoffen eine weitere Farbstoffklasse mit interessanten

Eigenschaften erschlossen die in Kapitel 3.2 beschrieben werden.

3.1.3.3 Farbstoffe mit nicht indolischen Kopfgruppen

Es wurden weiterhin diverse Farbstoffe synthetisiert, die nur auf der einen Seite eine spiro-
Indol-Kopfgruppe trugen, auf der anderen Seite eine Kopfgruppe, die nicht auf der
Indolstruktur beruhte. Die Indolstruktur ist relativ empfindlich gegenltber Basen. Fir einige
biochemische Kopplungsmethoden, z.B. in der Phosphoramiditchemie, ist jedoch eine
hohere Basenstabilitat winschenswert. Es wurde daher Uberprift, ob der Ersatz eines Indols
durch eine andere Gruppe wie z.B. Benzoxazol zu einer hoheren Basenstabilitat des
Farbstoffes flhrt. Gleichzeitig ist es von groBem Interesse, wie sich das
Fluoreszenzverhalten dieser Farbstoffe darstellt. Abbildung 30 zeigt die verschiedenen

Farbstoffe, die zu diesem Zweck synthetisiert wurden.

Die Basenstabilitdt der Farbstoffe wurde getestet, indem die wassrigen Farbstofflésungen mit
wenigen Tropfen konzentrierter NaOH-LOsung versetzt wurden. In der Regel entfarbten sich
alle Losungen schlagartig bei einem pH-Wert Uber 10. Die Reaktion war jedoch teilweise
reversibel. Setzte man zu den farblosen Lésungen einige Tropfen HCI-Lésung zu, so kehrte
die blaue Farbe teilweise zurlck. Eine vollstdndige Reversibilitdt war jedoch nicht gegeben,
was sich an der weniger intensiven Blaufarbung bzw. einer Grinfarbung der Losungen auf
Grund entstandener gelber Nebenprodukte zeigte.

Einzig bei den Pyridinfarbstoffen (Abb. 30, 3. und 5.) konnte eine Erhdhung der
Basenstabilitat verzeichnet werden. Diese Farbstoffe blieben in alkalischer Lésung noch
mehrere Stunden blau, bis sie sich langsam entfarbten. Die Fluoreszenz der Pyridinfarbstoffe
war jedoch deutlich schwacher, als die Fluoreszenz der Di-Indol-Farbstoffe. Die mono-

indolischen Farbstoffe waren demnach keine gute Alternative zu den Di-Indol-Cyaninen.
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Abbildung 30: Farbstoffe mit anderen Kopfgruppen als Indolen.
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3.2 Charakterisierung der Fluorophore und der DNA-Konjugate

3.2.1 Eigenschaften der spiro-Cyaninfarbstoffe

Die verschiedenen neuen Cyanine wurden auf einige fir typische biologische Anwendungen
wichtige Eigenschaften getestet, wie Wasserlgslichkeit oder Absorptions- und

Fluoreszenzeigenschaften.

3.2.1.1 Wasserloslichkeit

Fluorophore, die als Biomarker eingesetzt werden sollen, missen diversen Kriterien
genugen. Eine wichtige Grundvoraussetzung ist eine hohe Wasserldslichkeit. Je hydrophiler
ein Farbstoff ist, desto besser eignet er sich zur Markierung von Biomolekilen, da die
meisten Assays, in denen fluorophormarkierte Biomolekiile eingesetzt werden, im wassrigen
Milieu ablaufen. Cyaninfarbstoffe an sich zeigen eine geringe Wasserldslichkeit, so dass in
der Regel zusatzliche Gruppen eingeflihrt werden missen, die das Molekll hydrophiler
machen. Die Cy-Farbstoffe (Cy5, Cy3) besitzen beispielsweise Sulfonsduregruppen, um die
Wasserloslichkeit der Farbstoffe erhdhen.

Die Piperidylfarbstoffe hingegen besitzen tertiare Aminogruppen in den spiro-Ringen. Je
nach pH-Wert liegten diese Gruppen in wassriger Losung geladen vor und erhéhen somit die
Wasserloslichkeit des Farbstoffes deutlich, wie an Hand von Retentionszeiten in der HPLC
nachgewiesen werden konnte. Dazu wurden die HPLC-Chromatogramme von Cy5, Oy656
und des Piperidylfarbstoffes Pip (Abb. 31) auf einer Kromasil C18 — Saule mit einem
Acetonitril/Wasser-Gradienten vergleichend aufgenommen. Eine kirzere Retentionszeit
zeigte eine groRere Hydrophilie des Farbstoffs. Es ergaben sich Retentionszeiten von
16.1 min flr Cy5, 18.8 min fir Pip und 19.2 min fir Oy656. Damit ist Pip deutlich hydrophiler
als Oy656, obwohl dieser Piperidylfarbstoff nur eine Sulfonsauregruppe tragt, Oy656 jedoch
zwei. Offensichtlich hat die Aminofunktion im Piperidylring die Wasserl6slichkeit
entsprechend erhdht. Schon aus diesem Grund ist es glnstig, den hydrophoben spiro-
Cyclohexylring des Oy656 gegen einen Piperidylring zu tauschen.

Cy5 mit zwei Sulfonsauregruppen und ohne die hydrophoben spiro-Gruppen ist jedoch noch
deutlich hydrophiler als Pip. Die EinflUhrung von weiteren Sulfonsaduregruppen in das
Piperidylmolekdl sollte also auch hier zu erhdhter Wasserldslichkeit fihren. Da die Kopplung
bei Pip uUber die 3-Position des Indols erfolgt, ware es moglich, auler den
Sulfonsauregruppen in 5-Position direkt am Indol auch an der 1-Position iber einen kurzen
Linker Sulfonsauregruppen einzufiihren. Mit der Piperidylstruktur ware es also moglich bis zu

vier Sulfonsauregruppen am Farbstoff zu realisieren. Auch andere hydrophile Gruppen, wie
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weitere Aminofunktionen kdnnten angebracht werden. Das Piperidylgerist bietet damit die
Moglichkeit extrem hydrophile Farbstoffe zu synthetisieren.

Das Chromatogramm von Pip zeigt darliber hinaus, dass dieser Farbstoff im Vergleich zu
kommerziell erhaltlichen Farbstoffen wie Cy5 sehr rein vorliegt. Es findet sich nur ein
nennenswerter Peak (4.3 %) neben dem eigentlichen Farbstoffpeak (91.2 %) (Abb. 31). Der
hohe Reinheitsgrad des Farbstoffes wurde durch mehrfaches Reinigen mittels FPLC (RP-18)

erreicht.
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Abbildung 31: HPLC-Chromatogramm des Piperidylfarbstoffes Pip.

A: Struktur des Piperidylfarbstoffes Pip. B: HPLC-Chromatogramm und Lésungsmittelgradient. Es
wurde ein Gradient aus Acetonitirl und Wasser gewéhlt. Beiden Lésungsmitteln war jeweils 0.1 %
Trifluoressigsdure zugesetzt.
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3.2.1.2 Absorptions- und Emissionsmaxima

Die Absorptions- bzw. Emissionsmaxima der Fluorophore sind weitere wichtige GréRen. In
den meisten bioanalytischen Methoden werden Standardlaser verwendet. Die Farbstoffe
mussen mit ihren Anregungsmaxima im Bereich der typischen Laserwellenlangen liegen. Die
Cyanine kénnen z.B. mit dem roten Diodenlaser bei 635 nm (fir die blauen Farbstoffe) oder
mit dem YAG-Laser bei 532 nm (fir die roten Farbstoffe) angeregt werden. Je naher das
Absorptionsmaximum des Fluoreszenzfarbstoffes an der Emissionswellenlange des Lasers
liegt, desto besser kann er angeregt werden und desto intensiver wird die resultierende
Fluoreszenz sein. In Tabelle 1 sind die Absorptions- und Emissionswellenlangen einiger der
synthetisierten Farbstoffe in Wasser oder Ethanol vergleichend gezeigt.

Wie wichtig ein modglichst kurzwelliges Absorptionsmaximum fur die resultierende
Fluoreszenzintensitat ist, zeigt Abbildung 32. Fur den Farbstoff Oy656 mit zwei spiro-
Cyclohexylgruppen wurde beispielsweise bei Anregung mit 635 nm (roter Diodenlaser) nur
60 % der Fluoreszenzintensitdt im Vergleich zur Anregung am Absorptionsmaximum
(656 nm) gefunden. Eine Optimierung der Synthese hinsichtlich mdglichst kurzwelliger
Absorptionsmaxima war demnach fir das Erreichen hoher Fluoreszenzintensitaten der

resultierenden Farbstoffe extrem wichtig.
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Abbildung 32: Fluoreszenzintensitét in Abhéngigkeit von der Anregungswellenldnge bei Oy656.
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Tabelle 1: Absorptions- und Emissionswellenldngen einiger synthetisierter Farbstoffe im Vergleich.
(Zur genaueren Bezeichnung der Farbstoffe und deren Substituenten bitte die beigefiigte
Strukturformel beachten.)

Farbstoff: Abs.in HO Abs.in EtOH Em.inH,O Em.in EtOH
n - Indol 1: (RN), R1, R2, R3/Indol 2: (RN), R1, R2, R3 [nm] [nm] [nm] [nm]

Farbstoffe ohne spiro-Gruppen:
5 - DM, (CH)sCOOH, SOs;H / DM, (CH)sCOOH, SOsH (Cy5) 647 652 664 -
3 - DM, (CH)sCOCH, SO;H / DM, (CH)sCOOH, SO3H (Cy3) 549 - - -

Farbstoffe mit spiro-Cyclohexylgruppen:

5 — CH, C;Hel, SOsH / DM, (CH)sCOOH, SO3H 652 660 670 -
5— CH, (CH)sCOOH I, SOsH / CH, (CH)sCOOH, SO3H (Oy656) 656 657 674 -
3 — CH, (CH)sCOOH |, SO3H / CH, (CH)sCOOH, SOsH (Oy556) 557 - - -

Farbstoffe mit spiro-Cyclopentylgruppen:

5 - CP, CH3, SO3H / DM, CH3, SO3H 647 - - -
5 - CP, (CH)sCOOH, SOsH / DM, CH3, SO;H 651 - 669 -
5 - CP, C;Hs, SO3H / DM, (CH)sCOOH, SO3H 651 - 668 -
5 - CP, CHs, SO3H / CP, CH3, SO3H 651 - 669 -
5 - CP, CzHs, SO3H / CP, (CH)sCOOH, SOsH 653 - 674 -
3 - CP, (CH)sCOOH, SO3H / DM, CH3, SO3H 547 - - -
3 - CP, CH3, SO3H / DM, CH3, SO3H 551 - - -

Farbstoffe mit spiro-Piperidylgruppen:

5 — (CzHe), Pip, CaHs / (C2Hs), Pip, CoHs 645 - 617 -
5 — (CH,COOH), Pip, C;Hs / DM, C;Hs, SO3H 647 - 667 -

5 (Cbz), Pip, (CH)sCOOH, SO3H / CH, C,Hs, SOsH - 660 - 683
5 (Cbz), Pip, C;Hs, SO3H / (Cbz), Pip, C,Hs, SOsH 662 671 - 689
5 (Cbz), Pip, C:Hs / (Cbz), Pip, C.Hs - 662 - 680
5 — (Cbz), Pip, C:Hs / (Cbz), Pip, (CH)sOH - 665 - 687
5 (Cbz), Pip, (CH)sCOOH / (Cbz), Pip, (CH)sCOOH - 667 - 689
3 — (HBr), Pip, (CH)sCOOH / DM, C,Hs 549 554 - 574
3 — (Moz), Pip, C;Hs / DM, C,Hs 552 - 572 -

3 — (Cbz), Pip, CHs / (Cbz), Pip, CoHs - 562 - -

Farbstoffe mit nicht indolischen Kopfgruppen:

5 — CH, (CH),SO3H / Benzoxazol - 618 - 643
5 — CH, (CH)4SO3H / Benzthiazol - 654 - 685
5 — CH, (CH)sSO3H / Pyridin - 653 - 687
5 — CH, (CH)4SO3H / Chinolin - 703 - 754

Bezeichnung der Farbstoffe:

n - Indol 1: (RN), R1, R2, R3/ Indol 2: (RN), R1, R2, R3
R1 = DM (Dimethyl), CH (Cyclohexyl), Pip (Piperidyl)
RN = Substituent am Piperidyl-Stickstoff

n = Anzahl der CH,-Gruppen in der Polymethinkette
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Beim Vergleich der Spektren der spiro-Farbstoffe mit denen der Farbstoffe ohne spiro-
Gruppen (wie Cy5 oder Cy3) fallt auf, dass die spiro-Farbstoffe insgesamt langerwelligere
Absorptionsmaxima besitzen, als die klassischen Cyanine ohne spiro-Gruppen. Hier zeigt
sich, dass der sterische Anspruch der Substituenten an der 3-Position des Indols einen
Einfluss auf die spektralen Eigenschaften des Fluorophors zu haben scheint, obwohl er nicht
ins n-System einbezogen ist. Der Vorteil der sterischen Abschirmung der Farbstoffe vom
Biomolekil und anderen Farbstoffmolekilen durch die voluminésen Gruppen geht also
einher mit einer Rotverschiebung der Absorptions- und entsprechend auch der
Emissionswellenlangen. Die di-spiro-Farbstoffe sind mit ihren Absorptionsmaxima schon
relativ weit von den klassischen Lasern entfernt und konnen dementsprechend nicht optimal
angeregt werden (z.B. Oy 656: Aas = 656 nm, roter Diodenlaser: A = 635 nm, zum Vergleich:
Cy5: Aaps = 647 nm). Um dieses Problem zu |6sen wurden diverse Farbstoffe synthetisiert,
die nur auf einer Seite einen spiro-Substituenten tragen, auf der anderen Seite an der 3-
Position des Indols jedoch mit zwei Methylgruppen substituiert sind. Diese Farbstoffe zeigen

entsprechend kirzere Absorptionswellenlangen.

Der Zusammenhang zwischen dem sterischen Anspruch der Substituenten und der
Rotverschiebung der Absorptionswellenlange wird auch beim Vergleich der verschiedenen
spiro-Farbstoffe untereinander deutlich. Der kleinere Cyclopentylrest flihrt z.B. zu nahezu
keiner Rotverschiebung im Vergleich zu den Cy-Farbstoffen (Cyclopentyl: Ay, = 647 —
651 nm), wahrend der grofere Cyclohexylrest zu einer merklichen Verschiebung der
Absorptionswellenlange fuhrt (Cyclohexyl: A.ps = 652 — 656 nm). Die Cyclopentylfarbstoffe
sind demnach ein guter Ansatz, um fir die Standardlaser besser passende Farbstoffe zu
synthetisieren.

Die folgende Abbildung (Abb. 33) zeigt einen Vergleich der Absorptionsspektren von
Farbstoffen mit unterschiedlich substituierten Cyaninen. Es wird deutlich, dass die
Rotverschiebung des Absorptionsmaximums mit steigendem sterischen Anspruch der

Substituenten an der 3-Position des Indols zunimmt.
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Abbildung 33: Das Absorptionsmaximum verschiebt sich in Abhdngigkeit vom sterischen Anspruch der
Substituenten.

Cy5: keine voluminésen Substituenten (647 nm), Pentyl1: 1 Cyclopentylrest (651 nm), Pentyl2:
2 Cyclopentylreste (653 nm), Oy503: 1 Cyclohexyirest (653 nm), Oy656: 2 Cyclohexylreste (657 nm).
Alle Farbstoffe wurden in wéssriger L6sung gemessen.

Auch innerhalb der Gruppe der Piperidylfarbstoffe zeigen sich die sterischen Einflliisse der
Substituenten (Abb. 34). Farbstoffe, die noch die sperrige Cbz-Schutzgruppe tragen,
besitzen wesentlich langwelligere Absorptionsmaxima (A.,s = 660 — 670 nm), als Farbstoffe,
bei denen der Piperidylring mit Alkylgruppen substituiert ist (Aaps = 645 — 647 nm). Hier zeigt
sich ein groRer Vorteil der Piperidylfarbstoffe: Die Absorptionsmaxima der alkylsubstituierten
Piperidylfarbstoffe sind deutlich kurzwelliger, als bei den urspringlichen Oyster-Farbstoffen
mit Cyclohexylresten. Teilweise werden sogar die Wellenlangen der Cy-Farbstoffe
unterschritten, so dass diese Farbstoffklasse besser von den Standardlasern angeregt
werden kann. Die Blauverschiebung im Vergleich zu den Oysterfarbstoffen hangt jedoch
nicht mit dem sterischen Anspruch des Substituenten am Indol zusammen, da der
substituierte Piperidylring sterisch vergleichbar mit dem Cyclohexylring sein sollte. Hier
mussen noch andere Faktoren zum tragen kommen.

Um die Art des Einflusses des Substituenten an der 3-Position des Indols auf die spektralen
Eigenschaften des Farbstoffes naher zu untersuchen wurden einige modellchemische

Berechnungen durchgefihrt (Kap 3.2.1.5).
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Abbildung 34: Absorptionsspektren verschiedener Piperidylfarbstoffe im Vergleich zu Cy5 (647 nm)
und Oy656 (657 nm).

Die Wellenldnge héngt ab vom sterischen Anspruch der Substituenten am Piperidylamin. Ethylpip:
Ethylgruppe am Piperidylamin (645 nm), COOHPIp: Essigséduregruppe am Piperidylamin (651 nm),
CbzPip: Cbz-Schutzgruppe am Piperidylamin (662 nm).

Die Cyaninfarbstoffe, bei denen jeweils eine Kopfgruppe durch eine nicht indolische Struktur
ausgetauscht wurde, zeigen sehr unterschiedliche Absorptionswellenlangen, von 618 nm
(Benzoxazolfarbstoff) bis hin zu 703 nm (Chinolinfarbstoff) (Tab. 1). Bis auf den
Chinolinfarbstoff lassen sich die nicht-indolischen Cyanine relativ gut vom roten Dioden
Laser anregen. Da die resultierende Fluoreszenzintensitat jedoch bei diesen Farbstoffen
sehr gering ist wurden diese Strukturen nicht weiter verfolgt, zumal sie nicht die erhoffte
erhohte Basenstabilitat zeigen.

In Bezug auf die zu den Standardlasern passende Absorptionswellenlange waren die
alkylsubstituierten Piperidylfarbstoffe und die Cyclopentylfarbstoffe die am besten geeigneten

Strukturen.

3.2.1.3 Intrinsische Fluoreszenz

Ein weiteres Kriterium flr einen guten Biomarker ist eine hohe Fluoreszenzausbeute im
verwendeten Assay. In diesem Zusammenhang ist zunachst die intrinsische Fluoreszenz der
Farbstoffe interessant. Fir den Assay entscheidend ist aber letztendlich die
Fluoreszenzausbeute des Konjugates aus Biomolekiil und Farbstoff und das Verhalten des
Konjugates im Bioassay. Je nach Anwendung kdnnen unterschiedliche Farbstoffe besser

oder schlechter fir eine bestimmte Anwendung geeignet sein, da nicht nur die Fluoreszenz,
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sondern auch Eigenschaften wie Wasserl6slichkeit, Kopplungseffizienz mit dem Biomolekdil

und ahnliche Faktoren eine Rolle spielen.

Der EinfluR des sterischen Anspruchs der Substituenten an der 3-Position der Indole spiegelt
sich nicht nur in der Lage der Absorptions- und Emissionsmaxima wieder, sondern auch in
der Fluoreszenzausbeute der Farbstoffe. Auch bei Anregung mit der jeweils optimalen
Anregungswellenlange zeigen Farbstoffe mit mehr sterisch anspruchsvollen spiro-Gruppen
geringere Fluoreszenzintensitdten (Abb 35). Beispielsweise wurden drei bis auf die
Substituenten in 3-Position der Indole identische Farbstoffe mit keiner (Cy5), einer (Oy503)
oder zwei (Oy656) spiro-Cyclohexylgruppen vergleichend gemessen. Der Farbstoff Cy5, der
keine spiro-Gruppen tragt, zeigt die hochste Fluoreszenzintensitat. Oy503 mit nur einer
spiro-Cyclohexylgruppe und Oy656 mit zwei spiro-Cyclohexylgruppen zeigen nur 84 bzw.
78 % der Fluoreszenzintensitat von Cy5. Alle Spektren wurden in PBS-Puffer gemessen, die
Anregung erfolgte jeweils 20 nm kurzwelliger als das Absorptionsmaximum des
entsprechenden Farbstoffes liegt. Um annahernd gleich konzentrierte Losungen vorliegen zu
haben, wurden die Farbstofflésungen vor der Fluoreszenzmessung auf dieselbe Absorption
(z.B. A = 0.1) eingestellt. Da jedoch auch der Extinktionskoeffizient nach LAMBERT-BEER in
die Konzentration eingeht, ist dieses Verfahren prinzipiell mit einem Fehler behaftet, da die
Extinktionskoeffizienten der verschiedenen Farbstoffe zwar vermutlich ahnlich, aber nicht

gleich sind. Zur Abschatzung der Fluoreszenzeigenschaften ist das Verfahren aber durchaus

geeignet.
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Abbildung 35: Zusammenhang zwischen Zahl der spiro-Substituenten und der resultierenden
Fluoreszenzintensitét.
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Neben der Absorptionswellenldnge wird also auch die resultierende Fluoreszenzausbeute
des Farbstoffes durch den sterischen Anspruch des Substituenten in 3-Position des Indols
beeinflusst. Es wurden daher im wesentlichen Farbstoffe mit nur einem spiro-Substituenten

synthetisiert, die kurzwelligere Anregungsmaxima und hdhere Fluoreszenzausbeuten zeigen.

Die Cyclopentylfarbstoffe  mit ihren sterisch weniger anspruchsvollen  spiro-
Cyclopentylgruppen zeigen wie erwartet auch hdhere Fluoreszenzintensitaten als die spiro-
Cyclohexylfarbstoffe. Die folgende Abbildung (Abb. 36) zeigt einen Vergleich zweier
Cyclopentylfarbstoffe mit jeweils einer (Pen1) bzw. zwei (Pen2) spiro-Cyclopentylgruppen mit
Oy656. Die Cyclopentylfarbstoffe zeigen eindeutig héhere Fluoreszenzintensitaten als der
Cyclohexylfarbstoff. Hier zeigte sich ebenfalls, dass sterisch weniger anspruchsvolle
Gruppen nicht nur eine Blauverschiebung der Absorptionsbande sondern auch eine damit
einhergehende Erhdéhung der Fluoreszenz bewirken. Die Cyclopentylfarbstoffe sind demnach

ein guter Ansatz zur Synthese von spiro-Cyaninen mit guten Fluoreszenzeigenschaften.
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Abbildung 36: Fluoreszenzintensitét zweier Pentylfarbstoffe und Oy656 im Vergleich.

Pen2: Zwei Cyclopentylsubstituenten, Pen1: Ein Cyclopentylsubstituent, Oy656: Zwei
Cyclohexylsubstituenten. Alle Spektren wurden in Wasser gemessen, die Lésungen wurden vor der
Messung auf die gleiche Absorption eingestellt. Die Anregung erfolgte jeweils 20 nm kurzwelliger als
das Absorptionsmaximum des Farbstoffes liegt.

Die Piperidylfarbstoffe zeigen, je nach Substituent am Piperidylring, sehr unterschiedliche
Fluoreszenzeigenschaften. Zunachst wurden die Cbz-geschitzten Piperidylfarbstoffe
untersucht. Diese Farbstoffe zeigen in der Regel geringere Fluoreszenzintensitaten, als die

Cyclohexylfarbstoffe. Dies steht im Einklang mit der Erfahrung, dass grofiere sterische
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Hinderung zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensitat des Farbstoffes fuhrt. Ein Vergleich
von Cy5 (keine spiro-Gruppen), Oy656 (zwei spiro-Cyclohexylgruppen) und CbzPip (zwei
spiro-Piperidylgruppen, Cbz-geschutzt) findet sich in Abbildung 37. Der Piperidylfarbstoff
fluoresziert etwa 10 % schlechter als der Oy656-Farbstoff und 30 % schlechter als Cy5.
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Abbildung 37: Vergleich der Fluoreszenzintensitét eines Cbz-geschlitzten Piperidylfarbstoffes mit Cy5
und Oy656.

Die Spektren wurden in Ethanol gemessen, die Lésungen wurden vor der Messung auf die selbe
Absorption eingestellt. Die Anregungswellenldnge betrug jeweils 20 nm weniger als das
Absorptionsmaximum des Farbstoffes. Die Struktur des Piperidylfarbstoffes ist nebenstehend
abgebildet.

Mit einem Ethyl-substituierten Piperidylfarbstoff wurden hingegen recht gute Ergebnisse
erhalten. Dieser Farbstoff zeichnet sich auch schon durch sehr kurzwellige Absorptions- und
Emissionsmaxima aus (643 nm / 661 nm), die sogar kurzwelliger sind, als bei Cy5. Fur
diesen Farbstoff wurde trotz des Vorhandenseins einer spiro-Gruppe im Farbstoffmolekil
eine nur noch 15 % geringere Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu Cy5 gefunden (Abb. 38),
womit dieser Farbstoff besser fluoresziert als Oy656, der in der Regel eine ca. 25 %

geringere Fluoreszenz als Cy5 zeigt.
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Abbildung 38: Fluoreszenzintensitét eines Ethyl-substituierten Piperidylfarbstoffes.

Die Spektren wurden in Wasser gemessen, die Lésungen wurden vor der Messung auf dieselbe
Absorption eingestellt. Die Anregungswellenldnge betrug 20 nm weniger als das Absorptionsmaximum
des Farbstoffes. Die Struktur des Piperidylfarbstoffes ist nebenstehend abgebildet.

Auf Grund dieser Beobachtung wurden im Folgenden kopplungsfahige Derivate dieser
Grundstruktur synthetisiert, die ber eine Carboxyfunktion verfligen. Die kopplungsfahigen
Alkyl-Piperidylfarbstoffe zeigen Uberraschender Weise jedoch eine geringere intrinsische
Fluoreszenz. Die Fluoreszenz eines unsymmetrischen, am Amin funktionalisierten
Piperidylfarbstoffes ist im Folgenden im Vergleich mit Oy656 dargestellt (Abb. 39). Es zeigt
sich, dass der Piperidylfarbstoff eine etwa 30 % geringere Fluoreszenzintensitat besitzt, als

Oy656 und damit weit unterhalb der Fluoreszenzintensitat von Cv5 liegt.
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Abbildung 39: Fluoreszenzintensitét eines Piperidylfarbstoffes und Oy656 im Vergleich.

Die nebenstehende Strukturformel zeigt, um welchen Piperidylfarbstoff es sich handelt. Die Spektren
wurden in Wasser gemessen, die Absorption der Farbstofflésungen wurde zuvor auf die gleiche
Absorption eingestellt. Die Anregung erfolgte bei 635 nm.
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Die Synthese der verschiedenen Cyanin-Farbstoffe machte wiederholt deutlich, dass die
Fluoreszenzeigenschaften der Farbstoffe sehr schwer vorherzusagen sind. Das Verandern

verschiedenener Substituenten flhrte oft zu unerwarteten Ergebnissen.

3.2.1.4 Solvatochromie

Die Polaritdt der Umgebung des Fluoreszenzfarbstoffes hat einen grof3en Einfluss auf die
Lage des Absorptionsmaximums, daher zeigen die Cyanine eine deutliche Solvatochromie.
Das Interessante bei den synthetisierten Cyaninen war, dass sie eine so genannte negative
Solvatochromie aufwiesen. Die Absorptionsmaxima wurden also bei sinkender Polaritat des
Ldsungsmittels bathochrom verschoben. Bei den meisten andern bekannten Fluorophoren
ist das Gegenteil der Fall. Die Absorptionswellenlange eines Piperidylfarbstoffes
(2 Piperidylgruppen, jeweils Cbz-substituiert) sinkt beispielsweise in Abhangigkeit von der

Polaritat des Losungsmittels in der folgenden Reihenfolge:

Dichlormethan (670 nm) > Tetrahydrofuran (664 nm) > Ethylacetat (663 nm) >
Isopropanol (662 nm) = Ethanol (662 nm) > Methanol (657 nm)

3.2.1.5 Modellchemische Berechnungen

Es wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Stefan Grimme (Institut flir Organische Chemie,
WWU Miuinster) einige modellchemische Berechnungen der Farbstoffmolekile Cy5 und
Oy656 durchgefuhrt, um Aufschlisse Uber den Einfluss des spiro-Substituenten auf die
Eigenschaften der Farbstoffe zu erhalten. Die Geometrien der Molekule wurden mit dem
MMX-Kraftfeld optimiert, wobei sich das n-System planar zeigte. Die vertikalen
Anregungsenergien wurden mit der TDPPP-Methode berechnet, dabei wurden nur die =-
Elektronen bericksichtigt. Fir Oy656 ergab sich eine Anregungsenergie von 2.32 eV, fir
Cy5 wurden 2.34 eV berechnet. Der Unterschied von 0.02 eV entspricht exakt der
Verschiebung der Absorptionsspektren der beiden Farbstoffe von 649 nach 657 nm.

Die beobachtete Verschiebung der Anregungswellenlange bei Einfihrung der spiro-
Cyclohexylgruppen ist nicht auf eine Verdrilung des Chromophores zuriick zu flhren,
sondern kann durch leicht geanderte C-C-Bindungslangen im Polyenteil erklart werden, die
auf verschiedenen sterischen Anspriichen der Dimethyl- und spiro-Cyclohexylsubstituenten

beruhen.
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3.2.2 Kopplung von Fluorophoren an Amino-modifizierte DNA

DNA-Farbstoff-Konjugate wurden durch die Markierung der DNA mit den gewinschten
Fluorophoren mittels Amino-Modifizierung der DNA und anschlieRender Reaktion mit den
Farbstoffen hergestellt und anschlieRend charakterisiert.

Die Amino-Modifikation der DNA wurde mit einer PCR erreicht. Wahrend der Amplifikation
wurde im dNTP-Mix 50 % des dTTP gegen Aminoallyl-dUTP ausgetauscht, welches von der
Tag-Polymerase in das PCR-Produkt eingebaut wurde. Dabei wurde DNA mit einer
statistisch verteilten Anzahl reaktiver Aminogruppen erhalten, an die nach Aufreinigung
mittels Saulentechnik die gewlinschten Farbstoffe gekoppelt werden konnten. Die Farbstoffe
lagen zunachst als Carbonsaurederivate vor und wurden zum NHS-Ester aktiviert (z.B. mit
N-Hydroxisuccinimid (NHS) und Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)). Die aktivierte Sduregruppe
des Farbstoffes konnte dann in wassriger Hydrogencarbonat-Losung bei Raumtemperatur
mit der Aminofunktion der DNA reagieren. Uberschiissiger Farbstoff wurde erneut mittels
Saulentechnik abgetrennt, so dass die markierte DNA in wassriger Lésung erhalten wurde.
Die Konzentration des Farbstoffes und der DNA in Losung und der daraus berechnete
Markierungsgrad, das Verhaltnis von Farbstoffkonzentration zu DNA-Konzentration, wurden
mittels Absorptionsspektroskopie nach LAMBERT BEER ermittelt (Abb. 41).

Bei den Kopplungen wurde einer der neu synthetisierten Piperidylfarbstoffe, der groRes
Potential als Biomarker versprach (Abb. 40), im folgenden Pip genannt, im Vergleich zu
Oy656 und Cy5 getestet. Dieser Farbstoff unterscheidet sich im Wesentlichen durch die
Kopplungsposition von Cy5 und Oy656. Die Kopplung an die DNA erfolgt hier nicht Gber die
1-Position, sondern Uber die 3-Position des Indols. Die Aminofunktion im Piperidylring wurde
Uber einen kurzen Linker mit einer Carbonsauregruppe derivatisiert, die nach Aktivierung

zum NHS-Ester mit der Amino-modifizierten DNA reagieren kann.

o
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Abbildung 40: NHS-aktivierter Piperidylfarbstoff (Pip) fiir die Markierung von DNA.
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Die folgende Tabelle zeigt typische Ergebnisse der Markierungen:

Tabelle 2: Typischer Markierungsgrad mit verschiedenen Farbstoffen.

Farbstoff DNA-Konzentration Farbstoffkonzentration Labelgrad (LG)

Cy5 25-68nM 390 — 790 nM 11.7-154
Oy656 44 - 51 nM 58 — 134 nM 1.3-24
Pip 60 -72nM 116 — 233 nm 20-3.2

n = 3 bis 5 Markierungen je Farbstoff. Zur Berechnung der Farbstoff-Konzentration
wurde &= 250000 Imol'cm’'verwendet.

Es wird deutlich, dass die mit den spiro-Farbstoffen erreichten Markierungsgrade deutlich
schlechter sind, als mit Cy5. Allerdings zeigte sich, dass der Piperidylfarbstoff geringfligig
bessere Markierungsgrade aufweisst, als Oy656. Versuche zur Optimierung der
Kopplungsbedingungen (Erhdhung der Reaktionszeit von 1 h auf bis zu 12 h und Erhéhung
der Reaktionstemperatur von Raumtemperatur auf bis zu 35 °C) lieferten keine wesentlich
besseren Ergebnisse. Offensichtlich sind die spiro-Farbstoffe gegenuber der Amino-DNA
weniger reaktiv als Cy5. Sterische Hinderung koénnte ein Grund fur die schlechtere

Kopplungseffizienz der spiro-Farbstoffe sein.
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Abbildung 41: Absorptionsspektren verschiedener DNA-Farbstoffkonjugate.
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3.2.3 Eigenschaften der DNA-Farbstoff-Konjugate

3.2.3.1 Eigenschaften der DNA-Farbstoff-Konjugate in Losung

Als wichtiger Parameter wurde im Folgenden die Fluoreszenz der Konjugate mit der
Fluoreszenz der freien Farbstoffe verglichen. Dazu wurden wassrige Ldsungen der
Farbstoffe und der Konjugate hergestellt und auf dieselbe Absorption eingestellt, um die
Unterschiede in den Markierungsgraden auszugleichen. Die Ld&sungen sollten nun
annahernd  gleiche  Farbstoffkonzentrationen  besitzen. Da aber auch die
Absorptionskoeffizienten, die bei den verschiedenen Farbstoffen vermutlich zwar ahnlich,
nicht jedoch vollig gleich sind, Gber das LAMBERT BEERSCHE - Gesetz mit der Konzentration
zusammenhangen, ist diese Art der Messung natirlich immer mit einem gewissen Fehler
behaftet. Um die generellen Tendenzen abschatzen zu kénnen ist dieses Verfahren jedoch
gut geeignet.

Die Fluoreszenzspektren der Konjugate zeigen samtlich eine bathochrome Verschiebung der
Emissionsmaxima um knapp 2 nm im Vergleich zu den freien Farbstoffen. Diese typische
Verschiebung kommt durch Wechselwirkungen zwischen DNA und Farbstoffmolekilen
zustande. Abbildung 42 zeigt den Vergleich der Fluoreszenzintensitaten der freien Farbstoffe

in Lésung und der DNA-Konjugate.
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Abbildung 42: Fluoreszenzspektren der freien Farbstoffe und der DNA-Konjugate im Vergleich.
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Es zeigte sich ein unerwartetes Ergebnis. Wahrend die Lésungen der freien Farbstoffe und
der Konjugate bei den Farbstoffen Cy5 und Oy656 jeweils im Rahmen der Messgenauigkeit
vergleichbar grofe Fluoreszenzintensitaten zeigten, trat bei dem Piperidylfarbstoff eine
starke Erhéhung der Fluoreszenz bei Kopplung an DNA auf. Das DNA-Farbstoff-Konjugat
des Piperidylfarbstoffes fluoreszierte annahernd so gut, wie das von Cy5 und wesentlich
besser als das von Oy656, obwohl der freie Pip-Farbstoff eine deutlich geringere
Fluoreszenzintensitat aufwiel3. Die Fluoreszenz des Piperidylfarbstoffes stieg nach Kopplung
an DNA in der Regel um etwa 40 - 50 % an. Bei den anderen beiden Farbstoffen war im
Rahmen der Messgenauigkeit kein nennenswerter Unterschied in der Fluoreszenzintensitat

zwischen freiem Farbstoff und Konjugat festzustellen (Abb. 43).

400+

350
1 1100 %

300

250 +

200

150 4 56.7 %
. 41.4 %

100 H

50 4 [ Fluoreszenz des freien Farbstoffes
i [ Fluoreszenz des DNA-Konjugates
0 | T [
Cy5 0y656 Pip

Abbildung 43: Fluoreszenzintensitét der freien Farbstoffe und der Konjugate im Vergleich (n = 1).

3.2.3.2 Festphasenfluoreszenz der DNA-Farbstoff-Konjugate

Fir viele bioanalytische Methoden ist neben der Fluoreszenz in LOsung auch die
Festphasenfluoreszenz der Konjugate von Bedeutung, z.B. bei Chip-Experimenten. Daher
wurde im Folgenden die Festphasenfluoreszenz der freien Farbstoffe und der DNA-
Konjugate vergleichend betrachtet. Dazu wurden erneut Lésungen mit gleicher Absorption
hergestellt und mittels eines Dispensers (Gesim) auf gereinigte, fluoreszenzarme
Objekttrager in Form eines Arrays mit hoher Redundanz gespottet. Die Objekttrager wurden
Uber Nacht zum Trocknen stehen gelassen und am folgenden Tag mit einem Arrayscanner
direkt ausgelesen. Aus den Bildern lie sich mit Hilfe einer speziellen Software (vergl. Kap.
6.5.3) die Fluoreszenzintensitat der verschiedenen Spots ermitteln. Abbildung 44 zeigt ein

typisches Bild des Arrayscanners und das Dispensiermuster der Chips.
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Abbildung 44: Messung der Festphasenfluoreszenz der freien Farbstoffe und der Konjugate im
Vergleich nach Spotten auf Objekttréager.

Links: Typisches Bild, wie es mit dem Arrayscanner erhalten wurde. Rechts: Dispensiermuster und
Belegung innerhalb eines Arrays. Auf jedem Objekttrdger wurden zwei Meta-Arrays bestehend aus
vier einzelnen Arrays aufgebracht, in denen jede Lésung dreimal aufgebracht wurde.

Es wurden insgesamt drei Chips mit jeweils 2 Meta-Arrays ausgewertet. Die
Fluoreszenzintensitaten an den jeweils 72 Spots pro Farbstoff- bzw. DNA-Konjugatlésung
wurden berechnet und verglichen (Abb. 45).
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Abbildung 45: Festphasenfluoreszenz der freien Farbstoffe und der DNA-Konjugate im Vergleich.

Es zeigt sich erneut, dass der Piperidylfarbstoff in freier Form eher schlecht fluoresziert. Als
DNA-Konjugat weisst Pip jedoch wiederum einen deutlichen Anstieg der Fluoreszenz von ca.
80 — 90 % im Vergleich zum freien Farbstoff auf, so dass das Pip-Konjugat vergleichbar gut
fluoresziert, wie das Cy5-Konjugat und deutlich besser (ca. 40 %) als das Oy656-Konjugat.
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Bei Cy5 ist erneut kein nennenswerter Unterschied zwischen dem freien Farbstoff und dem
Konjugat hinsichtlich der Fluoreszenzintensitat festzustellen. Der Oy656-Farbstoff zeigt hier
jedoch ebenfalls einen deutlichen Anstieg der Fluoreszenz bei Kopplung an DNA.

Die relativ grol’en Fehlerbalken im Diagramm werden dadurch hervorgerufen, dass
verschiedene Objekttrager miteinander verglichen wurden. Hier kann es zu groleren
Unterschieden in der detektierten Fluoreszenz kommen. Da jedoch insgesamt sehr viele
Spots pro Lésung untersucht wurden (je 72), sollten die Ergebnisse die Tendenzen im
Fluoreszenzverhalten richtig widerspiegeln. Auch bei dieser Messung ist weiterhin zu
bertcksichtigen, dass ein gewisser Fehler dadurch entsteht, dass die
Extinktionskoeffizienten der verschiedenen Farbstoffe und Konjugate vermutlich nur ahnlich,

nicht aber genau gleich sind, so dass die Konzentrationen etwas schwanken kénnen.

Es bleibt zusammenfassend festzuhalten, dass der Piperidylfarbstoff in Losung zwar eine
geringe intrinsische Fluoreszenz zeigt, die bei Kopplung des Farbstoffes an DNA jedoch um
etwa 50 % ansteigt. Fir Oy656 und Cy5 konnte kein Fluoreszenzanstieg nach Kopplung an
DNA fir Konjugate in Losung festgestellt werden. Die Festphasenfluoreszenz des Pip-
Konjugates ist im Gegensatz zum freien Farbstoff noch sehr viel besser, da hier ein bis zu
90 %iger Anstieg der Fluoreszenz des Farbstoffes nach Kopplung an DNA erfolgt. Auch flr
Oy656 lasst sich ein Anstieg der Fluoreszenz des Konjugates im Vergleich zum freien
Farbstoff bei Betrachtung der Festphasenfluoreszenz feststellen. Die spiro-Farbstoffe,
insbesondere der Pip-Farbstoff, sind daher sehr gut geeignet fir Techniken, in denen die
Fluoreszenz in fester Phase gemessen wird, wie z.B. bei konventionellen DNA-Chips. Durch
seine besseren Fluoreszenzeigenschaften und héheren Fluoreszenzausbeuten ist Pip dem

Oy656 jedoch deutlich tGberlegen.
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3.3 Polymerase-Kettenreaktion zur Amplifikation und Markierung von DNA

Unterschiedliche tierische DNA-Extrakte, die entweder aus den laufenden Untersuchungen
des Chemischen und Veterinar Landesuntersuchungsamt (CVUA) oder aus dem Institut fur
Rechtsmedizin der Universitadt Minster stammten, wurden sowohl im DNA-Biosensor, als
auch auf konventionellen DNA-Chips gemessen. Dazu wurde zunachst die mitochondriale
Cytochrom B - DNA mittels einer Konsensus-PCR amplifiziert.

Bei dieser Art der PCR werden Primer verwendet, die an Regionen des CytB-Gens
anbinden, die innerhalb der interessierenden Spezies relativ konserviert sind. Die
dazwischen liegenden, bei den verschiedenen Spezies sehr variablen Regionen, werden
amplifiziert. So kann mit Hilfe eines einzigen Primerpaars eine Vielzahl von Spezies parallel
amplifiziert werden, wobei fir jede Spezies ein charakteristisches PCR-Produkt erhalten
wird. Da auf Grund der hohen Homologie der CytB-Gensequenzen keine Insertionen oder
Deletionen auftraten, waren die erhaltenen PCR-Produkte alle gleich lang. Hier wurden die
Primer CytB403 (sense) und Cy5CytB779 (antisense) verwendet, deren 5-Enden an den
Positionen 403 und 779 des CytB-Gens anbinden (Sequenzen siehe Anhang). Das
resultierende PCR-Produkt besteht demnach aus 376 Basenpaaren. Der antisense-Primer
war zusatzlich mit dem Farbstoff Cy5 markiert. So erfolgte wahrend der PCR gleichzeitig die
Markierung mit dem Fluorophor, wobei jedes DNA-Molekil genau mit einem
Farbstoffmolekll markiert wurde. Der Markierungsgrad der PCR-Produkte betrug demnach
in der Regel eins, was an Hand absorptionsspektroskopischer Untersuchungen einiger

gereinigter PCR-Produkte Uberprift wurde.

Folgende Spezies wurden als Referenzen vom CVUA bzw. dem Institut fir Rechtsmedizin

erhalten und der oben beschriebenen PCR unterworfen:

¢ Nutztiere: Rind, Schwein, Pferd, Ziege, Schaf, Huhn, Pute, Gans, Hauskaninchen,
Buffel

¢ Wildtiere: Reh, Damhirsch, Rothirsch, Sikahirsch, Wildschwein, Wildkaninchen, Hase,
Wildente, Springbock, Sitatunga-Antilope, Riesenkanguruh

e Weitere: Mensch, Hund

Die Referenzproben des CVUA waren in der Regel aus Muskelfleisch der betreffenden
Spezies gewonnen und lagen in einem sehr hohen Reinheitsgrad vor. Die Referenz-DNA der

Rechtsmedizin wurde aus Haar-, Blut- oder Speichelproben extrahiert und lag teilweise noch
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stark verunreinigt durch Beimengungen anderer Zellbestandteile wie z.B. Hamoglobin bei
Blutproben vor.

Neben diesen Referenz-DNA-Proben wurden aus beiden Instituten auch Realproben
erhalten. Beim CVUA handelte es sich um DNA-Extrakte aus Fleisch- und Kaseprodukten,
aus dem Institut fir Rechtsmedizin wurden DNA-Spuren verschiedener forensischer
Ermittlungen erhalten. Die Realproben bestanden haufig aus Gemischen von DNA
verschiedener Spezies. In Kapitel 6.1.3 finden sich Tabellen mit weiteren Informationen zu

den Referenz- und Realproben.

Die PCR wurde standardmafig mit 35 Zyklen bei einer Annealingtemperatur von 60 °C
durchgefiihrt. Die meisten der Referenz- und Realproben lielen sich unter diesen
Bedingungen gut amplifizieren. Die folgende Abbildung zeigt exemplarisch das Ergebnis
einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) der PCR-Produkte verschiedener Referenz-
DNA-Extrakte (Abb. 46). Es ist gut zu sehen, dass die PCR-Produkte alle die gleiche,

erwartete Lange besitzen.
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Abbildung 46: Gelelektrophorese der PCR-Produkte verschiedener DNA-Extrakte.

Probenverteilung auf den einzelnen Bahnen: 1:R-10, 2: R-11, 3: pUC-DNA-Marker, 4: R-9, 5: R-8, 6:
R-2, 7: R-4, 8: R-5, 9: R-6, 10: R-1, Zur Bezeichnung der Proben vergl. Tabellen in Kap. 6.1.3.

Menschliche DNA lie® sich unter diesen Bedingungen jedoch nur relativ schwach
amplifizieren, auch Ziegen-DNA lieferte gelegentlich nur sehr wenig PCR-Produkt.
Springbock, Sitatunga-Antilope und Riesenkanguruh waren mit diesen Konsensus-Primern
nicht zu amplifizieren. Schlechte bzw. keine Amplifikation der Proben-DNA bei diesen
Spezies sind auf Fehlpaarungen der Primer mit der Template-DNA zurtckzufiihren. Nicht

alle Spezies kénnen mit den Konsensusprimern gleich gut amplifiziert werden.

Versuche, bei denen verschiedene andere Annealingtemperaturen sukzessive von 57 bis

68 °C getestet wurden zeigten, dass noch bis zu einer Temperatur von 64 °C PCR-Produkt
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erhalten wurde, bei noch héheren Temperaturen konnte nicht mehr amplifiziert werden. Es
ist allerdings nicht ratsam mit der Annealingtemperatur ganz bis an die oberste Grenze der
Stringenz zu gehen, da dann Template-DNA von Spezies, die eventuell Fehlpaarungen mit
einem der Primer zeigt, nicht mehr ausreichend mit amplifiziert wird. Gelegentlich, wenn
geringe Spuren bestimmter Spezies detektiert werden sollten, wurde die PCR daher noch
weniger spezifisch bei 57 °C mit 45 Zyklen durchgefihrt. Ein Beispiel hier fir ist die
Detektion von geringen Spuren von Ziegen-DNA in Kaseproben. Bei weniger stringenten
PCR-Bedingungen konnten diese Spuren teilweise noch erfasst werden, bei 60 °C waren sie

oft nicht messbar.

Weiterhin ist bei der PCR und der anschlieBenden Analyse zu berlicksichtigen, dass die
Zusammensetzung der Proben vor und nach der Amplifikation nicht mehr dieselbe sein
muss. DNA-Bestandteile der Probe, die als Hauptbestandteile vorliegen, erreichen bei der
Amplifikation eher die Plateau-Phase der PCR, wahrend die Amplifikation von DNA-Spuren
in der Probe dann noch langere Zeit weitergehen kann. Dies fuhrt dazu, dass DNA-Spuren in
einer Probe unter Umstdnden Uberproportional amplifiziert werden und sich die
Zusammensetzung der Probe damit durch die PCR andert. Es zeigt sich aber auch der
Vorteil, dass so noch sehr geringe DNA-Spuren in den anschlieBenden Messverfahren
detektiert werden konnten. Messverfahren, die sich an eine PCR anschliellen kdnnen daher

prinzipiell immer nur semiquantitative Ergebnisse liefern.

Zu den Proben der Rechtsmedizin wurde standardmassig wahrend der PCR zusatzlich BSA
zugegeben, da diese teilweise so stark verunreinigt waren, dass die PCR inhibiert war. Das
folgende PAGE-Gel zeigt die Aufhebung der Inhibition der PCR einer Blutspur durch Zugabe
von BSA (Abb. 47):
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Abbildung 47: PAGE-Gel der PCR einer Blutspur des Instituts fiir Rechtsmedizin mit und ohne Zugabe
von BSA.

Probenverteilung auf den einzelnen Bahnen: 1: pUC-DNA-Marker, 2,3: PCR ohne Zusatz von BSA,
4,5: PCR mit Zusatz von BSA, jeweils 60 °C, 35 Zyklen, 6,7: PCR ohne Zusatz von BSA, 8,9: PCR mit
Zusatz von BSA, jeweils 57 °C, 45 Zyklen.
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3.4 Tierartendifferenzierung mittels Realzeithybridisierung im DNA-
Biosensor

Die neuen Farbstoffe sollten unter anderem fir den Einsatz im DNA-Biosensor des ICB
getestet werden. Hierfir wurde zunachst ein biologisches Modellsystem entwickelt. Dabei
wurde an die von PETER begonnene Tierartendifferenzierung mittels DNA-Biosensor
angeknupft [135]. Im Folgenden werden die in dieser Arbeit erfolgten Weiterentwicklungen

der Methode, sowie Anwendungen in der Lebensmittelanalytik und Forensik beschrieben.

3.4.1 Charakteristische Eigenschaften des DNA-Biosensors

Auf der Basis der Tierartendifferenzierung wurden zunachst einige charakteristische Daten
des DNA-Biosensors bestimmt. Dazu standen fir die Spezies Huhn und Rind genau
komplementére, fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide (vergl. Anhang), die so genannten
Targets zur Verfigung. In Kalibrationen konnten charakteristische Daten wie
Nachweisgrenze und Sensitivitdt bestimmt werden. Weiterhin wurden die Reproduzierbarkeit
bei Mehrfachmessungen und die Vergleichbarkeit von Messwerten an verschiedenen Spots
an unterschiedlichen Positionen im Array betrachtet. Mit genomischer Referenz-DNA konnte

gezeigt werden, dass das System auch fur die Messung von PCR-Produkten geeignet ist.

Kalibrationen
Im Folgenden ist exemplarisch eine Kalibrationsgerade fir Rind-Target-DNA gezeigt
(Abb. 48).
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Abbildung 48: Kalibration mit Rind-Target-DNA.

Es wurde nur ein zentraler Spot des Arrays ausgewertet (n = 3).
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Die Kalibrationsgeraden zeigten in der Regel hervorragende Linearitdt und geringe
Standardabweichungen. Die Steigung des Messsignals (dR/dt) an einem bestimmten
Sondenspot war demnach tatsachlich proportional zur DNA-Konzentration der Targetlésung
und bestatigte somit die Giiltigkeit der kinetischen Beschreibung (Gl. 8), eine wichtige
Voraussetzung fir die Quantifizierung der Messungen. Es ergab sich auf der Basis der
dreifachen Standardabweichung fiir Rind-Target-DNA eine typische Nachweisgrenze (NG)
von 15 pM bei einer Sensitivitat (S) von 7 counts/(s*nM). Die Sensitivitdt spiegelt die
Hybridisierungseffizienz wieder und ist flr verschiedene Spezies unterschiedlich. Die
Sensitivitdt war beispielsweise fir Rind-Target-DNA stets groRer, als fur Huhn-Target-DNA
(z.B.: S = 10 counts/(s*nM), NG = 17 pM). Griinde dafiir liegen in der speziellen Struktur des
jeweiligen DNA-Molekils. So koénnen der GC-Gehalt und damit der Schmelzpunkt, die
Abfolge der Basen oder die Sekundarstruktur der DNA die Hybridisierung beeinflussen.

Auf Grund der Erfahrungen mit den unterschiedlichen Kalibrationen wurde ein so genannter
cut-off-Wert eingefiihrt, eine minimale Signalsteigung, die noch als signifikant betrachtet
wurde. Der cut-off wurde mit 0.2 counts/s definiert, was je nach Spezies einer ungefahren
DNA-Konzentration von 25 pM entspricht. Steigungen, die grofRer als 0.2 counts/s waren
wurden dementsprechend als positives Signal gewertet, geringere Steigungen als

Hintergrund.

Messung von DNA-Mischungen

Mit den synthetischen Rind- und Huhn-Targets wurden einige Versuche zur parallelen
Messung verschiedener DNA nebeneinander durchgefiihrt, wobei ermittelt werden sollte, wie
viel DNA einer Spezies als Nebenkomponente in einer Probe noch sicher detektiert werden
kann. Dazu wurden aus 1nM Ldésungen der Rind- und Huhn-Targets Mischungen
hergestellt, in denen jeweils eine Spezies als Haupt- und eine als Nebenkomponente vorlag.
Es wurden Ldsungen mit Beimengungen von 0.1 bis 10 % Huhn-DNA in Rind-DNA bzw.
Rind-DNA in Huhn-DNA bei einer relativ hohen DNA-Gesamtkonzentration von 1 nM
gemessen. Abbildung 49 zeigt die Signalsteigungen an den Rind-Spots der Losungen mit
Rind-DNA als Beimischung in Huhn-DNA.

Erst eine Beimengung von 5 % Rind-DNA flihrte zu einem sicher zu detektierenden Signal,
das deutlich Gber dem cut-off von 0.2 counts/s lag. Beimengungen von 1 und 0.5 % zeigten
zwar im Vergleich zum Hintergrund leicht erhéhte Signalsteigungen (ca. 0.1 counts/s)
konnten aber per Definition noch nicht als sicher detektierbar gewertet werden. Auch Huhn-
DNA als Beimengung in Rind-DNA konnte erst ab 5 % sicher detektiert werden. Im Realfall
werden die DNA-Mischproben, die z.B. aus Lebensmitteln extrahiert werden, vor der
Messung noch einer PCR unterworfen. Hierbei werden die in geringerer Menge vorliegenden

Spezies Uberproportional amplifiziert, so dass in Bezug auf die Ausgangsprobe auch
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geringere Beimengungen als 5 % noch sicher erfasst werden konnten. Ein Beispiel hierzu

findet sich weiter unten.
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Abbildung 49: DNA-Biosensormessung von Rind-DNA als Beimengung in Huhn-DNA.

Gesamt-DNA-Konzentration = 1 nM; 0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 % Rind-DNA in Huhn-DNA. Die Lésungen
wurden auf Chips mit 6x6 Arrays, je 4 Spots pro Spezies (Rindspots: R1 — R4) gemessen. Die
Mittelwerte aus n = 3 Messungen wurden im Balkendiagramm fiir jeden Spot aufgetragen. Neben
Rind- und Huhn waren noch weitere, hier nicht relevante Sonden im Array vorhanden, die keine
Signale (iber dem cut-off-Wert lieferten.

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Weiterhin sollte die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse Uberprift werden. Dazu wurde
eine DNA-LAsung (Huhn-Target-DNA, 1 nM) vierzigmal hintereinander auf demselben Chip
gemessen. Die gemessenen Signalsteigungen sind in Abbildung 50 dargestellt. Es zeigte
sich, dass die Signale mit der Zeit schwacher wurden, da der Chip nach haufigem
Regenerieren mit NaOH-Lésung nicht mehr dieselbe Empfindlichkeit zeigte, wie zu Beginn
der Messung. Bei den durchgefiihrten 40 Messungen ergab sich im Mittel an den
untersuchten vier Spots ein Signalverlust von -0.04 counts/s, weniger als 1 % Signalverlust
pro Messung. Der letzte Messwert betrug im Mittel noch 75 % des Anfangswertes. Auf einem
Chip kénnen demnach mit geringem Signalverlust problemlos ca. 15 bis 20 Messungen
durchgefiihrt werden. Dies zeigt einen der grofen Vorteile im Vergleich zur konventionellen
Chiptechnologie, bei der jeder Chip nur einmal gemessen werden kann. Man erhalt hier eine

sehr gute Vergleichbarkeit unterschiedlicher Proben miteinander.
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Abbildung 50: Reproduzierbarkeit der Messergebnisse.

Die Messlésungen wurden 40 mal hintereinander auf einem 6x6 Array mit 4 Spots je Spezies
gemessen. Es sind die Signalsteigungen an den vier Rindspots gezeigt.

Ausleuchtungsprofil des Lasers

In samtlichen Messungen (vergl. z.B. Abb. 50) zeigte sich, dass die Signalintensitat an einem
bestimmten Spot davon abhangt, wo im Array er gelegen ist. Spots, die mehr im Zentrum
des Arrays lagen, lieferten in der Regel hoéhere Signale, als Spots, die sich am Rand des
Arrays befanden. Grund fiir dieses Verhalten ist das ovale Ausleuchtungsprofil des Lasers.
Die groRte Anregungsintensitat lag im Zentrum des Arrays, so dass die Fluorophore dort
entsprechend starker angeregt wurden. Abbildung 51 zeigt Bilder einer Messung eines
10x10-Arrays mit 1 mm Spotabstand. Man sieht deutlich, dass die hochsten
Signalintensitaten in der Regel im Zentrum des Arrays liegen. Innerhalb des Bereiches eines
typischen 6x6 — Arrays sinkt das Steigungssignal am Rand auf bis zu 38 % des
Steigungssignals im Zentrum des Arrays ab. Um diesen Effekt teilweise zu kompensieren,
wurden alle Sonden mehrfach an unterschiedlichen Positionen im Array aufgebracht. Es
konnten dann entweder die Mittelwerte der Spots betrachtet werden, oder nur der jeweils
intensivste Spot ausgewertet werden, wahrend die anderen Spots dann der Absicherung des

Ergebnisses dienten.
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Abbildung 51: End- und Steigungsbild eines 10x10 Huhn-Arrays mit 1 mm Spotabstand und
zugehdrige numerische Ergebnismatrix nach Messung einer Huhn-Targetlésung (1nM).

In der Ergebnismatrix ist der Bereich, in dem ein typischer 6x6 Array liegen wiirde, blau markiert. Das
Maximum der Fluoreszenzintensitét und der beobachteten Steigung (rot) liegt in etwa im Zentrum des
Arrays. Das Endbild zeigt deutlich das ovale Ausleuchtungsprofil des Lasers.

Dissoziation der Targets

Zur Auswertung der Messungen wurde ausschlieBlich der Signalanstieg dR/dt wahrend der
ersten zwei Minuten der Messung, also das Anbinden der Targets an die Sonden
herangezogen. Die Dissoziation kann jedoch ebenfalls fur gewisse Auswertungen genutzt
werden, zeigt jedoch in der Regel keine lineare, sondern eine exponentielle Abhangigkeit
von der Konzentration. Um die Dissoziation der Targets zu betrachten, wurde zunachst ein
Rind-Huhn-Targetmix (1 nM, 120 ul) Gber den Chip gepumpt und der Signalanstieg wie
gewohnt beobachtet. Direkt im Anschluss wurde Hybridisierungspuffer ohne DNA-Targets
Uber den Chip gepumpt (120 ul) und erst danach der Chip regeneriert und gewaschen. In
Abbildung 52 sind die Steigungsbilder der Assoziationsphase und der Dissoziationsphase
vergleichend gezeigt. Weiterhin ist die Signalsteigung an einem Pixel in einem Spot Uber
Assoziation und Dissoziation aufgetragen. Die Dissoziation zeigte hier ebenfalls einen
nahezu linearen Verlauf, was auf die unter diesen Bedingungen nur sehr schwache
Dissoziation zurlckzufiihren ist. Bei den gewahlten Stringenzbedingungen ist die

Hybridisierung relativ stabil. Die Auswertung der Dissoziationsphase kann zur Bestimmung
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der Konstante ks genutzt werden, bzw. erlaubt die direkte Diskriminierung von perfect
match- und mismatch-Targets.

Fur die Spezifitat der Messungen ist es glnstig, dass im gewahlten Hybridisierungspuffer
(50 % Formamid) schon wieder teilweise Dissoziation stattfindet. Das System wird demnach
mit sehr hoher Stringenz gefahren, so dass die DNA zwar noch stabil, aber sehr spezifisch

hybridisiert und es zu wenigen Kreuzhybridisierungen kommt.
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Abbildung 52: Assoziations- und Dissoziationsphase der Hybridisierung der Targets an die Sonden.

Der Huhn/Rind-Targetmix (1 nM) wurde auf einem 6x6-Array mit je 3 Huhn und 3 Rindspots
gemessen. Es sind die Steigungsbilder fiir Assoziation und Dissoziation gezeigt und der Verlauf des
Signals an einem Pixel innerhalb eines Rind-Spots.

Messung von PCR-Produkten

Nach den Modelltargets sollten nun reale PCR-Produkte gemessen werden. Dazu stand eine
Reihe von Referenz-DNA-Extrakten des Chemischen und Veterinar Landesuntersuchungs-
amtes (CVUA) Minster zur Verfigung. Die DNA-Extrakte wurden mittels Konsensus-PCR
amplifiziert und gleichzeitig tber einen fluorophormarkierten Primer markiert. Die Messung
der PCR-Produkte erfolgte in der Regel nach alkalischer oder thermischer Denaturierung in

Hybridisierungspuffer mit 50 % Formamid.
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Zunachst wurde geprift, ob bei den PCR-Produkten ebenfalls ein linearer Zusammenhang
zwischen Konzentration und Signalsteigung bestand. Dazu wurden analog zu den Target-
Messungen Kalibrationen aufgenommen. Da die PCR-Produkte normalerweise nicht
aufgereinigt zur Messung kommen ist eine photometrische Quantifizierung der DNA in der
Probe nicht méglich, da bei 260 nm nicht nur die amplifizierte DNA sondern samtliche noch
in der Lésung befindlichen Nucleotide absorbieren wiirden. Ahnliches gilt fiir die Absorption
bei 650 nm, da hier auch freie Primer mit Cy5-Markierung absorbieren wiirden. Daher wurde
als Bezugseinheit das Volumen an PCR-Produkt gewahlt, das flr eine Messung eingesetzt
wurde. Die folgende Kalibration fir Damhirsch-DNA (Abb. 53) wurde beispielsweise aus der
Messung von Losungen erstellt, in denen 0.1 bis 8 ul PCR-Produkt auf 120 pl

Gesamtprobenvolumen verdinnt wurden.
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Abbildung 53: Kalibrationsgerade fiir Damhirsch-PCR-Produkt.

Die Fehlerbalken beziehen sich auf eine dreimalige Messung der Ldsungen. Fiir die
Kalibrationsgerade wurde nur die Signalsteigung an einem zentralen Spot des Arrays benutzt.

Die Kalibrationsgeraden mit den PCR-Produkten zeigten ebenfalls Linearitdt, wenngleich die
Korrelationskoeffizienten hier nicht ganz so hoch, wie bei den synthetischen Targets waren.
Es ergab sich auf der Basis der dreifachen Standardabweichung z.B. fir das Damhirsch-
PCR-Produkt, das eine typische Bandenintensitat in der Gelelektrophorese auswiel3, eine
Nachweisgrenze (NG) von 0.03 pul PCR-Produkt auf 120 ul Messldsung. Da ein PCR-Ansatz
aus 25 ul PCR-Produkt besteht, kbnnen demnach sehr viele Messungen mit einer PCR-
Probe vergleichend durchgefuhrt werden. Standardmafig wurden in den folgenden
Messungen 4 ul PCR-Produkt verwendet, um auch in sehr geringer Menge vorhandene
DNA-Spuren in der Ausgangsprobe und entsprechend weniger Amplifikat mit zu erfassen.
Die Sensitivitdt (S) betrug typischerweise 1 count/(s*ul), auch hier abhangig von der

gemessenen Spezies.
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Es wurde Uberprift, ob die PCR, wie vermutet, die prozentuale Zusammensetzung von DNA-
Mischproben verandert, da in geringerer Menge vorliegende DNA Uberamplifiziert werden
kdnnte. Es wurden dazu drei Gemische aus Reh- und Damhirsch-DNA hergestellt, in denen
sich 50, 10 und 2 % Damhirsch-DNA befanden. Die Lésungen wurden den Standard-PCR-
Bedingungen unterworfen und dann im DNA-Biosensor gemessen. Dabei stellte sich heraus,
dass die in geringerer Menge vorliegende Damhirsch-DNA tatsachlich (beramplifiziert
wurde. Wahrend die Messung mit 50 % Damhirsch annahernd gleiche Signalsteigungen fur
beide DNA-Sorten zeigte, wurde bei 10 % Damhirsch-DNA trotzdem ein Dh-Signal in Héhe
von 60 % des Rehsignals erhalten. Auch 2 % Beimengung waren noch sehr gut zu erkennen
und lieferten ein Signal von 17 % der Hauptkomponente. Im Vergleich dazu konnte die
Minorkomponente bei der Messung synthetischer Targets ohne vorausgeschaltete PCR erst
ab 5 % detektiert werden. Die PCR filhrte also dazu, dass die Gesamtmethode nur
semiquantitativ blieb. Im Gegenzug brachte die PCR jedoch eine erhohte Empfindlichkeit

gegenuiber geringfliigigen Beimengungen mit sich.

3.4.2 Entwicklung neuer Sonden

Zu Beginn dieser Arbeit lag bereits ein Satz von einigen Nutztiersonden (Rind, Schwein,
Schaf, Huhn, Pute, Ziege (mit Einschrankungen)) fir die Tierartendifferenzierung in
Lebensmitteln vor [135]. Dieser Sondensatz wurde optimiert und erweitert, so dass das
System besser und differenzierter flir den Einsatz in der Lebensmittelanalytik einsetzbar
wurde. Als weiteres Anwendungsgebiet des DNA-Biosensors neben der Lebensmittelanalytik

wurde in dieser Arbeit die forensische Tierartendifferenzierung erschlossen.

3.4.2.1 Sequenzdatenverarbeitung

Um geeignete Sonden fir verschiedene Spezies zu entwickeln wurden die CytB-Sequenzen
samtlicher zu untersuchender Spezies im Bereich des PCR-Produktes miteinander
verglichen. Geeignete Sonden sollten keine Fehlpaarungen mit der jeweiligen Target-DNA
aufweisen, jedoch mdglichst viele Fehlpaarungen mit allen anderen in Frage kommenden
Spezies. Weiterhin musste ein mdglichst hoher GC-Gehalt im Sondenbereich erzielt werden.
Die Optimierung von Sonden erfolgte unter anderem mit verschiedenen im Internet
erhaltlichen Sequenzdatenverarbeitungsprogrammen (ClustalX, Blast).

Zur Unterstlitzung des bei mehreren Spezies schon recht komplexen Sondendesigns wurde
im Arbeitskreis Prof. Cammann von E. FRAUENDORFER ein spezielles Programm auf der
Basis von Matlab entwickelt (,scoreseq®). In diesem Programm werden Punktzahlen

(scores) von 0 bis 10 fur die verschiedenen Fehlpaarungen vergeben, und zwar in
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Abhangigkeit von der Position der Fehlpaarung innerhalb des Sondenbereiches. Damit wird
dem Umstand Rechnung getragen, dass sich eine zentrale Fehlpaarung wesentlich starker
auf die Hybridisierung auswirkt, als eine am Rand liegende. Eine Fehlpaarung genau in der
Mitte der Sonde erhielt demnach zehn Punkte, die direkt danebenliegende neun Punkte und
eine Fehlpaarung ganz am Rand erhielten nur noch einen Punkt. Die Punkte der
verschiedenen Fehlpaarungen wurden aufsummiert und die Summe gab Aufschlisse Uber
die Qualitat der Sonde. Durch Verschieben eines Fensters der Lange der Sonde wurde dann
die optimale Sonde gesucht, welche eine hohe Anzahl von Punkten in den paarweisen
Vergleichen mit allen Spezies, die nicht an ihr binden sollen, aufweisen sollte. Dies bedeutet,
dass entweder wenige, sehr zentrale Fehlpaarungen oder viele Fehlpaarungen in den
Randbereichen mit den nicht zu detektierenden Spezies vorhanden sein sollten. Im
vorliegenden Fall wurden nur Sonden in Betracht gezogen, die mindestens eine Punkizahl
von 15 (z.B. eine sehr zentrale Fehlpaarung und eine weniger zentrale Fehlpaarungen) mit
allen anderen Spezies aufwiesen. Dabei stellte sich heraus, dass es oft nur wenige Bereiche
im CytB-Gen gab, die diese Anforderungen im Vergleich mit samtlichen Spezies erfullten und
gleichzeitig auch einen ausreichend hohen GC-Gehalt von mindestens 45 % (Erfahrungswert
fur gute Anbindung) aufwiesen. Der GC-Gehalt der Sonden wurde ebenfalls mit der
beschriebenen Matlabroutine berechnet. Zur Unterstitzung des Sondendesigns wurden die
Scorefunktionen der relevanten Spezies sowie der GC-Gehalt graphisch dargestellt. Im
Folgenden ist das Sondendesign der Kaninchensonde mit Hilfe der Matlabroutine

exemplarisch erlautert.

Zunachst wurde die Sequenz des CytB-PCR-Produktes von Kaninchen vergleichend mit ihm
besonders nah verwandten Spezies (Hase, Mensch, Pferd etc.) betrachtet. Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit war es ratsam, sich auf die Diskriminierung von diesen Tierarten zu
konzentrieren. Im Nachhinein wurden samtliche anderen in Frage kommenden Spezies mit
der entwickelten Sonde verglichen, wobei bei den weniger nah verwandten Arten selten
nachher noch Probleme auftraten. Fir die Beurteilung des Verwandschaftsgrads wurde ein
Alignment der betrachteten Sequenzen (im Bereich der PCR-Produkte) mit dem Program
ClustalX durchgefiihrt und die Moglichkeit, aus diesen Daten phylogenetische Baume zu
erstellen, genutzt.

Die Ergebnisse der durch das Programm automatisch durchgefiihrten paarweisen Vergleiche
zur Ermittlung der scores wurden als Matrix erhalten und zum schnelleren Auffinden
glnstiger Bereiche graphisch aufgetragen (Abb. 54). Dabei wurden auch die beiden
Schwellwerte dargestellt, 15 flr die minimale Punktzahl und 45 % fur den minimalen GC-
Gehalt der Sonde. In dieser Graphik fand sich z.B. ein glnstiger Bereich bei ca. Base 300

(griner Pfeil). Nur in diesem Bereich war keine der score-Funktionen geringer als 15 und der
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GC-Gehalt gleichzeitig ausreichend hoch. Die Details im Ausschnitt der Ergebnismatrix in
Tabelle 3 zeigen, dass an Position 287 eine vermutlich gut geeignete Kaninchen-Sonde mit
hohem GC-Gehalt und hohen Punktzahlen liegen sollte. Genau dieser Sondenbereich wurde
nun mit allen anderen fir die Messungen in Frage kommenden Spezies verglichen, um zu
sehen, ob hier noch unerwartete Probleme auftraten. Auch hier kamen wieder die Ublichen
Programme wie ClustalX und Blast zum Einsatz. Stellten sich keine weiteren theoretischen
Probleme dar, wurde die Sonde auf Chips gespottet und im Praxistest im Biosensor auf ihre

Spezifitat mit s@mtlicher zur Verfligung stehender Tierarten-DNA getestet.
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Abbildung 54: Entwicklung einer Kaninchen-Sonde mit Hilfe der Matlabroutine.

Die Punktzahl fiir den Vergleich einer Kaninchen-Sonde mit den genannten Spezies an jeder Position
des PCR-Produktes ist gezeigt. Die violette Kurve zeigt den GC-Gehalt in %. Die Schwellenwerte von
15 Punkten und 45 % GC-Gehalt sind durch Linien gekennzeichnet.

Tabelle 3: Ausschnitt aus der Ergebnissmatrix der Kaninchen-Sondenentwicklung.

Schwein Dambhirsch Pferd Hase Mensch GC-Gehalt | Position im PCR-
Produkt
33 35 19 21 24 50 282
37 35 22 22 25 50 283
41 35 25 23 26 45 284
45 35 28 23 27 50 285
48 35 30 23 28 50 286
50 35 32 25 31 55 287
53 37 36 26 33 50 288
56 41 40 27 35 45 289
52 53 54 24 43 50 297
48 50 51 23 43 45 298
45 46 48 22 42 45 299
42 43 45 21 42 50 300
39 42 41 21 43 50 301
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Folgende Sonden wurden nach oben beschriebener Vorgehensweise neu entwickelt (die
eindeutige Kennzeichnung der Sonden erfolgt Uber die Position im CytB-Gen und nicht im
PCR-Produkt):

e Nutztiere: Pferd (Pf684), Ziege (Z690), Buffel (Bf690)

o Wildtiere: Damhirsch (Dh690), Reh (Re690 und Re629), Sikahirsch (Sh690),
Rothirsch (Rh629), Hase (Ha709), Kaninchen (Ka686),

¢ Sonstige: Mensch (Me684), Hund (Hu690)

3.4.2.2 Spezifitat der neuen Sonden

Um die Spezifitat der neuen Sonden zu testen, wurden diese auf Chips dispensiert und im
DNA-Biosensor mit PCR-Produkten aller verfigbaren Spezies (Referenz-DNA des CVUA
und der Rechtsmedizin, vergl. Kap. 6.1.3) sowohl auf gute Anbindung der Target-DNA, als
auch auf unerwartete Kreuzhybridisierungen mit anderer DNA getestet. Folgende Tierarten

standen zur Verfligung und wurden auf ihre Wechselwirkungen mit jeder Sonde untersucht:

¢ Nutztiere: Rind, Schwein, Pferd, Ziege, Schaf, Huhn, Pute, Gans, Hauskaninchen,
Biffel

e Wildtiere: Reh, Damhirsch, Rothirsch, Sikahirsch, Wildschwein, Wildkaninchen, Hase,
Wildente

e Weitere: Mensch, Hund

Viele der neu entwickelten Sonden konnten problemlos verwendet werden. Sie zeigten
hervorragende Ergebnisse mit der Target-DNA und keine Kreuzhybridisierungen mit der
DNA der anderen Spezies. Bei einigen Sonden wurden jedoch Besonderheiten beobachtet,

auf die im Folgenden naher eingegangen werden soll.

Entwicklung einer neuen Ziegesonde:

Ein Problem des urspriinglich entwickelten Sondensatzes stellte der Nachweis von Ziegen-
DNA dar [135]. Zum einen ist die Differenzierung der nah verwandten Spezies Schaf und
Ziege sehr anspruchsvoll, zum anderen traten auch unerwartete Kreuzhybridisierungen mit
anderen Spezies auf. Mehrere Ziegesonden wurden bereits getestet, lieferten jedoch nicht
zufrieden stellende Ergebnisse. Die zuletzt verwendete Sonde (Z684) konnte zwar Schaf und
Ziege differenzieren, zeigte aber eine Kreuzhybridisierung mit Schwein-DNA, so dass jede

Probe, die Schwein enthielt, falschlicherweise zusatzlich ein Ziegesignal lieferte.
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In der vorliegenden Arbeit wurde nun nach der in Abschnitt 3.4.2.1 dargestellten
systematischen Vorgehensweise eine neue Ziegesonde entwickelt (Z690), die die Schaf-
Ziege-Differenzierung erlaubte und dabei keinerlei Kreuzhybridisierungen mit der DNA
anderer getesteter Tierarten zeigte. Abbildung 55 zeigt die Ergebnisse mit der neuen
Ziegesonde im Vergleich zur alten Sonde (Z684) bei Messung mit Ziegen- und Schwein-
Referenz-DNA. Die neue Ziegesonde (Z690) differenzierte erfolgreich Ziege und Schaf und
zeigte dabei vergleichbar hohe Signale, wie die alte Ziegesonde. Wurde Schweine-PCR-
Produkt auf den Chip gegeben, wies die alte Ziegesonde bis zu 10 % Kreuzhybridisierung
bezogen auf das Schweinsignal auf (Signalsteigungen von 0.22 bis 0.36 counts/s). Dies
tauscht etwa 20 % Ziegen-DNA in der Probe vor. An der neuen Ziegesonde wurde keine
Kreuzhybridisierung mit Schwein-DNA beobachtet (-0.05 bis 0.06 counts/s).

2684 S566
Z690

S566 | Z684
Messung von 7690 Messung von
Ziegen-DNA S566 | 7684 Schwein-DNA
7690

Geradensteigung ven | = 50bis 1205 Geradensteigung vont = 60 bis 120

Belegung des Arrays

-0.11 1.57 -0.03 -0.02 -0.06 -0.03 0.36 -0.10 -0.03 -0.14
0.00 0.08 0.08 1.29 0.00 0.01 -0.02 -0.04 -0.16 -0.05 -0.11 -0.11

-0.09 0.05 0.03 -0.03 1.60 0.00 -0.04 -0.05 -0.14 0.22
1.51 -0.03 0.04 -0.04 0.04 0.06 -0.05 -0.01 -0.11 -0.07 -0.06 0.01
0.10 0.08 1.95 0.04 -0.09 0.14 0.28 -0.02 -0.15 -0.18
-0.03 -0.05 -0.04 0.05 1.51 0.04 0.01 -0.03 -0.01 0.09 0.06 0.00

Abbildung 55: Charakterisierung der neuen Ziege-Sonde (Z690) mit Referenz-DNA.

Die Steigungsbilder und die Hintergrund-korrigierten Steigungswerte (Ergebnissmatrices) sind
abgebildet. Es wurden jeweils 4 yl PCR-Produkt auf 120 ul Gesamtprobenvolumen gemessen.

Entwicklung von Sonden fiir Reh, Damhirsch, Rothirsch und Sikahirsch:

Die Reh- und Hirschspezies sind sehr nah miteinander verwandt und unterscheiden sich nur
sehr wenig in ihren CytB-Sequenzen. Zudem weisen sie haufig in den variablen Bereichen
nur geringe GC-Gehalte auf. Weiterhin besteht eine nahe Verwandtschaft zu Schaf, Ziege

und Pferd, wo mit weiteren Kreuzhybridisierungen zu rechnen ist. Daher war die
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Sondenentwicklung hier besonders anspruchsvoll. Ein Vergleich des CytB-Bereiches, in dem
das PCR-Produkt liegt, fihrte zunachst zu der Entwicklung von drei Sonden: Re690, Rh690,
Dh690 (alle 45 % GC-Gehalt) fur Reh, Rothirsch und Damhirsch. Der Test mit der
entsprechenden Referenz-DNA lieferte jedoch nur fur Damhirsch zufrieden stellende
Ergebnisse. Die Rothirschsonde zeigte insgesamt nur sehr schwache Signale und an der
Rehsonde war bei Standardbedingungen (50 % Formamid) keine Anbindung von Target-
DNA zu messen. Es wurden daher Versuche mit geringerer Stringenz (geringerem FA-
Gehalt) durchgefiihrt, um auf diese Art eventuell bessere Anbindung der Targets an die
Sonden zu erreichen. Abbildung 56 zeigt Messungen, die mit PCR-Pools von Reh, Rothirsch
und Damhirsch bei unterschiedlichen Formamidkonzentrationen durchgeflinrt wurden. Dabei
zeigte sich deutlich, dass unter Standardbedingungen (50 % FA, RT) nur die
Damhirschsonde geeignet war. Die Rothirschsonde zeigte bei Formamidgehalten von unter
40 % gute Ergebnisse, die Rehsonde jedoch erst bei sehr viel weniger stringenten

Bedingungen, wie bei unter 30 % Formamid.
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Abbildung 56: Variation des Formamidgehaltes bei der Messung von Wildtier-PCR-Produkten.

Es wurden 4 ul Damhirsch, bzw. 8 ul Rothirsch und Reh PCR-Produkt auf 120 pl Probenvolumen
Jjeweils zweimal gemessen. Fiir jede Spezies wurden alle drei Spots im Array ausgewertet.

Das Arbeiten mit der Rothirschsonde Rh690 bei 40 % Formamid ware gut moéglich, da auch
bei diesen etwas weniger stringenten Bedingungen noch keine Kreuzhybridisierungen zu
beobachten waren. Die Rehsonde Re690 ist fir das Messen von Reh-DNA jedoch nicht gut

geeignet, da sie nur bei unter 30 % FA einsetzbar ware und auch dann deutlich schwachere
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Signale zeigt, als Damhirsch und Rothirsch. Bei zu wenig stringenten Bedingungen kann
aber eine spezifische Hybridisierung nicht mehr in allen Fallen gewahrleistet werden.

Es gibt zwei Phanomene, die fur die schlechte Hybridisierung an Reh- und Rothirschsonde
verantwortlich sein kdnnen: Schlechte Hybridisierungseigenschaften oder eine falsche
Basensequenz der Sonde. Der GC-Gehalt der Sonden ist vergleichsweise gering, was zu
einer schlechteren Anbindung flihren kann, bzw. die Hybridisierung kann durch andere
Faktoren wie z.B. unglinstige Sekundarstruktur gehemmt sein. AuRerdem kann es sein, dass
die Target-DNA nicht genau mit der Sequenz Ubereinstimmt, die zur Entwicklung der Sonde
vorlag. Um dies auszuschliessen wurde eine PCR durchgefihrt, in der der Primer CytB403
durch die jeweilige Sonde ersetzt wurde. Es entstehen kirzere PCR-Produkte als
gewohnlich, die aber auf jeden Fall im betreffenden Bereich zu der Sequenz der Sonde
genau komplementar sind. Mit diesen PCR-Produkten wurde getestet, ob sich die schlechte
Anbindung auf die Hybridisierungseigenschaften der Sonde zurilckfihren lassen, oder ob
Sequenzunterschiede vorliegen. Die Rothirschsonde zeigte nun unter Standardbedingungen
sehr gute Ergebnisse (6 - 7 counts/s). Hier liegt demnach keine Hemmung der
Hybridisierung vor, auch der GC-Gehalt ist anscheinend nicht zu niedrig. Es kann also nur
ein Unterschied in der Sequenz von Sonde und Target, eine Fehlpaarung genau im Bereich
der Sonde, fur die schlechten Signale dieser Sonde verantwortlich sein. Dies konnte nach
erneuter, umfassender Recherche der Sequenzdatenbanken bestatigt werden. Die
Rehsonde zeigte mit diesen PCR-Produkten ebenfalls Signale, die aber immer noch sehr
schwach waren (1.5 — 2 counts/s). Hier scheint die Hybridisierung gehemmt zu sein. Es
kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass auch hier eine Abweichung der Sequenz von

Sonde und Target vorliegt.

Vor diesem Hintergrund wurden neue Sonden fir Reh und Rothirsch entwickelt (Re629,
Rh629) und getestet. Mit diesen Sonden wurden bessere Ergebnisse erhalten. Die Ziel-DNA
band nun sehr gut an die entsprechenden Sonden an. Bei der Rothirschsonde zeigte sich
nun aber eine schwache Kreuzhybridisierung mit den sehr artverwandten Spezies Schaf und

Ziege von 7 bzw. 9 % bezogen auf das Rothirschsignal (Abb. 57).
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Abbildung 57: Kreuzhybridisierung von Schaf- und Ziege-PCR-Produkten an der Rothirschsonde
Rh629.

Es wurden 4 ul PCR-Produkt auf 120 ul Gesamtprobenvolumen je einmal gemessen. Die
Fehlerbalken beziehen sich auf den Mittelwert der Steigungswerte aus je drei Spots eines Chips.

Eine Messung von Sika-Hirsch-Referenz-DNA zeigte eine sehr gute Anbindung an die zuerst
entwickelte Rothirschsonde (Rh690). Eine erneute Recherche in Sequenzdatenbanken und
ein Abgleich der Sequenzen zeigte, dass die erste Rothirschsonde Rh690 genau
komplementar zum entsprechende Bereich der Sika-Hirsch-DNA ist, mit Rothirsch jedoch
eine Fehlpaarung aufweist. Somit eignet sich diese Sonde als Sikahirschsonde, die eine
schwache Kreuzhybridisierung mit Rothirsch zeigt und wird im Folgenden entsprechend
Sh690 fur Sikahirsch genannt. Somit bestehen nun Sonden fur die Diskriminierung von Reh
(Re629), Rothirsch (Rh629), Damhirsch (Dh690) und Sikahirsch (Sh690). Tests mit

samtlichen anderen Spezies zeigten keine weiteren Kreuzhybridisierungen.

Messung von Hase-, Haus- und Wildkaninchen-DNA:

Es wurden eine Hase- und eine Kaninchensonde entwickelt (Ha709, Ka686). Vom CVUA
standen neben der Hase-Referenz-DNA zwei verschiedene Kaninchen-DNA-Extrakte zur
Verfugung, Haus- und Wildkaninchen. Mit den Sonden konnte sehr gut zwischen Hase und
Kaninchen differenziert werden. Mit der Sonde Ka686 wurde sowohl Haus-, als auch
Wildkaninchen-DNA sehr gut detektiert. Es gibt in den Sequenzdatenbanken keinen Hinweis
darauf, dass die beiden Kaninchenarten sich in ihreren CytB-Sequenzen unterscheiden.
Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse mit den beiden Sonden fiir Hase und Kaninchen. Gezeigt ist

jeweils die Steigung am zentralen Spot des Arrays.
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Tabelle 4: Charakterisierung der Hase- und Kaninchensonden.

Referenz-DNA Ha709 [counts/s] Ka686 [counts/s]

Hase 8.92 -0.01
Hauskaninchen 0.03 7.92
Wildkaninchen -0.11 7.21

Messung von Hausschwein- und Wildschwein-DNA:

Die Schweinsonde S566, entwickelt fur die Detektion von Hausschwein-DNA, wurde auf ihre
Wechselwirkung mit Wildschwein-DNA getestet. Wie erwartet wurde Wildschwein-DNA
ebenfalls sehr gut von dieser Sonde erkannt (Signalsteigungen von 3 bis 5 counts/s bei 4 ul
PCR Produkt pro Messung). Eine Diskriminierung dieser extrem &ahnlichen Spezies ist mit

dieser Sonde nicht moglich.

Messung von Gans- und Wildenten-DNA:

Um mdogliche Kreuzhybridisierungen der Gefligelsonden (H684 und P684 fir Huhn und
Pute) zu erkennen, wurde hier auch Gans- und Wildenten-DNA gemessen. Es waren keine
Kreuzhybridisierungen festzustellen, die Signalsteigungen an beiden Sonden lagen deutlich

unter dem cut-off Wert von 0.2 counts/s.

3.4.3 Messung von Realproben im DNA-Biosensor

Um beispielhaft den Einsatz des DNA-Biosensors in der Praxis zu demonstrieren wurden
Realproben aus der Lebensmittelanalytik und der Forensik analysiert. Mit der groRen Anzahl
neu entwickelter Sonden konnten die Lebensmittelproben wesentlich differenzierter
gemessen werden, als mit dem DNA-Chip der ersten Generation. Hierflr standen eine
Vielzahl von DNA-Extrakten aus Fleisch- und insbesondere Milchprodukten des CVUA zur

Verfligung. Weiterhin wurden Proben aus der Rechtsmedizin analysiert.
3.4.3.1 Messung von Fleischprodukten

Im Folgenden sind tabellarisch die Ergebnisse der Messungen von Fleischprodukt-
Realproben gezeigt. In der Regel reichten schon 4 ul PCR-Produkt auf 120 ul Probe bei
einem Formamidgehalt von 50 % zur Messung aus. Zunachst wurden schon vorhandene
und bereits mit dem alten Sondensatz bestimmte, Proben mit den neuen Sonden erneut
gemessen (Tab. 5). Weiterhin standen einige Proben aus der Pferd-Thematik (Tab. 6) und
der Wildtier-Thematik (Tab. 7) zur Verfligung.
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Tabelle 5: Analyse von Fleischprodukten der allgemeinen Nutztier-Thematik.

Nr. Bezeichnung Ergebnisse CVUA Ergebnisse ICB gt?;r;i:r"q
F-1 Hahnchen-Doner Huhn Huhn 100 %
F-2  Hahnchen-Déner Huhn Huhn 100 %
F-3  Hahnchen-Déner Huhn Huhn 100 %
F-4  Ddner-Kebap Huhn Huhn 100 %
F-5 Putenmedaillons Pute Pute 100 %
F-6  Mettwurst Schwein Schwein 100 %
F-7  Fleischwurst Schwein Schwein 100 %
F-8  Rostbratwurst Schwein Schwein 100 %
F-9  Wirstchen Schwein Schwein 100 %
F-10 Ddner Kebap Rind Rind 100 %
F-11  Lammbratwurst Rind, Schaf Rind, Schaf 100 %
F-12  Truthahnbrust Pute Pute 100 %
F-13 Thiringer Mett Rind, Schwein Rind, Schwein 100 %
F-14 Hot Dog Schwein, Huhn Schwein, Huhn 100 %
F-15 Fleischwurst Rind, Schwein, Huhn, Pute  Rind, Schwein, Huhn 75 %
F-16 Rostbratwurst Schwein, Pute Schwein, Pute 100 %
F-17 Putenbratwurst Rind, Schwein, Pute Rind, Schwein, Pute 100 %
F-23 BrUhwurst A Schwein Schwein 100 %
F-24 Briuhwurst B Rind, Schwein, Huhn, Pute  Rind, Schwein, Huhn, Pute 100 %
F-25 Leberwurst A Rind, Schwein, Pute Rind, Schwein, Pute 100 %
F-26 Leberwurst B Schwein Schwein 100 %
Tabelle 6: Analyse von Fleischprodukten aus der Pferde-Thematik.

Nr. Bezeichnung Ergebnisse CVUA Ergebnisse ICB" gtti);':\i:r-\g
F-27 Echt ungarische Salami Pferd negativ Schwein ja
F-28 Knoblauchwurst Pferd negativ Rind, Schaf ja
F-29 Truthahn Salami Pferd negativ Rind, Pute ja
F-30 org. fr. Ringsalami Pferd negativ Schwein ja
F-31 Fleischwurst Pferd negativ Schwein, Pute ja
F-32 Kordelsalami Pferd negativ Schwein ja
F-33 Gefliigelleberwurst Pferd negativ Huhn ja
F-34 Salami pur porc Pferd negativ Schwein, (Huhn) ja
F-35 Pferdesalami Pferd positiv Pferd ja

" Spezies in Klammern konnten nicht eindeutig nachgewiesen werden.
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Tabelle 7: Analyse verschiedener Fleischprodukte aus der Wildtier-Thematik.

Nr. Bezeichnung Ergebnisse CVUA Ergebnisse ICB Ul?erein-
stimmung
F-37 Rehkeule Reh Reh ja
F-38 Wildschweinbraten Wildschwein Schwein ja
F-39 Hasenkeule Hase Hase ja
F-40 Hirschmedallions Rothirsch Rothirsch ja
F-41 Hirschkeule Rothirsch Rothirsch ja

Die Messung der DNA-Extrakte aus Fleischprodukten war insgesamt unproblematisch. Die
Sonden waren sehr gut geeignet, die verschiedenen Spezies zu diskriminieren und mehrere
Spezies in einer Probe konnten problemlos parallel gemessen werden. Da ein Chip bis zu
15-mal verwendet werden kann, konnten in der Regel die Proben aus einer
Untersuchungsreihe alle auf demselben Chip gemessen werden, was die Ergebnisse sehr
gut vergleichbar machte. Eine semiquantitative Aussage in Form von Hauptkomponente oder
Nebenbestandteil an Hand der Steigungswerte war ebenfalls mdglich. Probe F-13 (Thiringer
Mett vom Schwein) enthielt beispielsweise als Hauptkomponente Schwein (12.05 counts/s),
als Nebenkomponente Rind (5.81 counts/s) und war damit eindeutig verfalscht.

Die erneute Messung verschiedener alter Fleischprodukt-Extrakte (Tab. 5) mit dem neuen
Sondensatz bestatigte die Ergebnisse von C. PETER [135]. Es wurden keine weiteren
Bestandteile gefunden. Die Messung verlief damit weitgehend in Ubereinstimmung mit der
Referenzanalytik des CVUA, mit Ausnahme von Probe F-15, in der auch in friheren
Experimenten Pute nicht nachgewiesen werden konnte [135]. Als groRRer Vorteil des neuen
Sondensatzes Dbestédtigte sich, dass es nun nicht mehr zu unerwlnschten
Kreuzhybridisierungen von Schwein-DNA an die Ziegesonde kommt, so dass die Ergebnisse
nun eindeutig waren und somit keine Interpretation mehr notwendig war.

Die neue Pferdsonde konnte erfolgreich an einer Pferdesalami getestet werden (Tab. 6). Bei
einer Kampagne des CVUA zur Verfalschung von Fleischprodukten mit Pferdefleisch wurde
in acht Proben durch die Referenzmethode PCR-RFLP keine Beanstandung festgestellt. Mit
dem DNA-Biosensor wurde die Abwesenheit von Pferd-DNA ebenfalls korrekt bestimmt.
Darlber hinaus wurde hier aber in derselben Analyse die tatsachliche Zusammensetzung
der Probe geliefert.

Die Diskriminierung zwischen Reh- und Rothirschproben war unproblematisch. Auch die
Hasen- und Wildschweinproben konnten richtig bestimmt werden (Tab. 7). Verfalschungen
durch andere Fleischsorten konnten in den untersuchten Wildprodukten in Ubereinstimmung

mit dem CVUA nicht festgestellt werden.
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Abbildung 58 zeigt beispielhaft die Messung der zwei Realproben Knoblauchwurst (F-28)
und Truthahnsalami (F-29). In beiden Proben wurde tatsachlich kein Pferd detektiert. In der
Truthahnsalami wurde jedoch neben Puten- auch Rind-DNA detektiert, was ebenfalls zu
Beanstandungen auf Grund falscher Deklaration fihren sollte. Dies wurde in der Analytik des

CVUA, die nur Verfalschungen durch Pferd untersuchte, nicht erfasst.

Pf684 | Rh629 | H684 | S566 | Si684 | Sh690
Sh690 Me684 | 7690 | R684 | Pf6s4
57684 | R684 | Re629 | Dh690 | S566 | Rh629
Knoblauchwurst 7690 | H684 | She90 | Pf6ss Me684 Truthahnsalami
Probe F-28 Re629 | S566 | Rh629 | Sf684 | H684 | Dh690 Probe F-29
Dh690 | Me684 R684 | 7690 | Re629

Belegung des Arrays

Geradensteigung vont = G0bis 1205

Genadensteigung vant = 60 bis 120

-0.06 -0.05 -0.01 -0.03 0.92 -0.01 0.05 0.01 -0.01 0.02 -0.11 -0.15
0.05 0.02 -0.03 0.06 3.38 -0.03 0.01 -0.01 -0.03 4.83 -0.05
0.94 3.21 0.02 0.01 -0.04 0.00 0.04 4.39 -0.05 -0.03 -0.08 -0.01
0.00 0.01 0.03 -0.01 0.05 -0.01 0.00 -0.08 -0.10 -0.12 0.01

-0.04 0.02 -0.01 1.20 -0.02 0.00 0.02 0.14 0.06 -0.02 -0.04 0.05
0.02 -0.03 0.03 2.96 -0.01 0.01 -0.02 -0.04 4.42 0.07 -0.03

Abbildung 58: Analyse von Fleischprodukt-Realproben.

Es wurden jeweils 4 ul PCR-Produkt auf 120 ul Probe nach thermischer Denaturierung gemessen.
Zusétzlich zu den Steigungsbildern sind die korrigierten Steigungswerte der beiden Proben gezeigt.

3.4.3.2 Messung von Milchprodukten

Mit den neuen Sonden fur Ziege und Buffel und den bereits bestehenden Sonden fur Rind
und Schaf war der DNA-Biosensor nun besonders geeignet diverse Kaseprodukte zu
untersuchen.

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der Analyse diverser Kaseproben zusammengefasst. Die
Bestimmungen waren in den meisten Fallen unproblematisch und die Ergebnisse stimmten
mit der Referenzanalytik des CVUA Uberein. Mit der neuen Buffelsonde konnte nun auch
Mozzarella (Probe K-7) richtig analysiert werden, wobei die Differenzierung der nah

verwandten Spezies Rind und Buffel erfolgreich war. Fir die Probe K-7 wurde beispielsweise
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eine Signalsteigung von 5.55 counts/s an der Buffelsonde gefunden, wahrend an der

Rindsonde kein Signal Uber dem cut-off Wert detektiert wurde (-0.02 counts/s).

Tabelle 8: Analyse von verschiedenen Késeprodukten.

Nr. Bezeichnung Ergebnisse CVUA Ergebnisse ICB Ul?erein- 1)
stimmung
K-1 Schafskase 1 Rind, Ziege Rind, Ziege 100 %
K-2  Schafskase 2 Rind Rind 100 %
K-3  Schafskase 3 Rind, Schaf, (Ziege) Rind, Schaf 100 %
K-4  Picodon Rind, Ziege Rind, Ziege 100 %
K-5 Ziegenfeta Ziege Ziege, (Bliffel) 100 %
K-6 Ziegenfeta + 10 % Ziege, Ziege, Rind, (Biiffel) 100 %
Kuhmilch Rind nicht nachgewiesen
K-7  Mozzarella Buffel Buffel 100 %
K-8  gr. Schafskase Schaf Schaf 100 %
K-9 Feta aus Schafs- Schaf, Ziege, Rind Schaf, Ziege, Rind 100 %
und Ziegenmilch
K-10 orig. Feta in Schaf, Ziege, Rind Schaf, Ziege, Rind 100 %
Salzlake
K-11 Schafskasecreme Schaf, Rind, Ziege Schaf, Rind, Ziege 100 %
K-12 Schafskase 4 Rind Rind 100 %
K-13 sp. Schafskase Schaf, (Ziege), (Rind) Schaf 100 %
K-14 Ziegenkéase Ziege, Rind, Schaf Ziege, Rind, Schaf 100 %
K-15 sard. Schafskase Schaf Schaf 100 %

" Die Angaben beziehen sich nur auf sicher detektierte Spezies. Spezies in Klammern konnten nicht
sicher nachgewiesen werden.

Die Messung von Mischproben, in denen nur eine sehr geringe Menge an Ziegen-DNA
vorlag, war teilweise nicht nach dem Standardverfahren (PCR mit 60 °C Annealing-
temperatur bei 35 Zyklen) mdglich. Wie oben erwahnt (Kap. 3.3), zeigte einer der
Konsensusprimer eine Fehlpaarung mit der Ziegen-DNA. Ziege wird demnach in der PCR
etwas schlechter amplifiziert. Dies machte sich bemerkbar, wenn sehr geringe Spuren von
Ziegen-DNA in einem Gemisch bestimmt werden sollten und flihrte dazu, dass Ziege in
einigen Proben nicht auf Anhieb detektiert wurde (Proben K-9, K-11, K-13). Um geringe
Mengen Ziegen-DNA ebenfalls zu erfassen, wurde die PCR etwas unspezifischer (57 °C
Annealingtemperatur, 45 Zyklen) durchgefuhrt. In den Proben K-9 und K-11 wurde dann
Ziegen-DNA sicher nachgewiesen (Abb. 59), in Probe K-13 war nach wie vor keine Ziegen-
DNA zu detektieren, die Referenzanalytik des CVUA hatte in diesem Fall jedoch auch keine
eindeutigen Ergebnisse geliefert.

In Probe K-9 wurden weiterhin unter Standardbedingungen sehr geringe Spuren von Rind-
DNA nicht detektiert, die aber unter den weniger spezifischen PCR-Bedingungen ebenfalls

erfasst wurden.
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In den Proben K-5 und K-6 fand sich ein Verdacht auf Buffel-DNA. In der Referenzanalytik
wurde Buffel nicht untersucht, so dass keine Vergleichsdaten vorliegen. Es bleibt zu klaren,
ob diese Spuren tatsachlich durch Kontamination mit Biffelmaterial, oder durch
Kreuzreaktivitaten der Sonde verursacht wurden.

Bei schwierigen, nicht eindeutig messbaren Proben wurde die Analyse mehrfach
durchgefiihrt und ggf. mehr PCR-Produkt eingesetzt. Dabei wurden die urspringlich

erhaltenen Ergebnisse bestatigt.

Abbildung 59 zeigt exemplarisch die Ergebnisse zweier Messungen von Kaseproben. Die
Steigungswerte in der Ergebnismatrix von Probe K-11 machen deutlich, dass auch noch sehr
geringe DNA-Spuren neben sehr hohen Signalen sicher detektiert werden kdnnen.
Beispielsweise sind die Ziegesignale mit 0.57 bis 0.79 counts/s noch sehr gut neben den

hohen Rindsignalen von 4.25 bis 9.35 counts/s zu erkennen.

X R684 Sf684 X Z690 Sf684
X X X X X X
. 7690 X 7690 X
Schafskasecreme X X X 51684 x Picodon
Probe K-11 X X R684 X x X Probe K-4
R684 X Z690 Sf684 R684

Belegung des Arrays

Geradensteigung vont = 60bis 1205 Gemadensieigungvont = B0bis 1205

0.03 1.45 5.65 0.01 0.16 1.20 -0.03 1.96 -0.11 -0.02 1.36 0.06
-0.02 0.02 -0.02 0.00 0.13 -0.04 0.01 -0.02 -0.02 0.06 0.05 -0.06
0.57 0.13 0.79 -0.03 -0.05 0.09 1.63 -0.05 2.19 -0.02 -0.06 0.06
-0.02 -0.07 -0.15 0.01 6.81 -0.07 0.00 0.02 0.00 -0.06 -0.06 -0.03
0.05 -0.10 9.35 -0.10 -0.11 -0.08 -0.06 0.12 2.01 0.12 0.02 0.04
4.25 -0.23 -0.17 0.72 5.96 6.02 1.51 0.06 -0.04 1.89 -0.03 1.73

Abbildung 59: Messung von Késerealproben K-11 (Schafskdsecreme) und K-4 (Picodon).

Es sind jeweils die Steigungsbilder und die korrigierten Steigungswerte der Proben gezeigt. Es
wurden je 4 ul PCR-Produkt auf 120 ul Gesamtprobenvolumen eingesetzt. Probe K-11 wurde bei
57 °C Annealingtemperatur mit 45 Zyklen amplifiziert, um Spuren von Ziegen-DNA mitzuerfassen.
Probe K-4 wurde unter Standardbedingungen amplifiziert (60 °C, 35 Zyklen).
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3.4.3.3 Messung von Proben aus der Forensik

Das Institut fir Rechtsmedizin stellte verschiedene DNA-Spuren aus unterschiedlichen
forensischen Ermittlungen und diverse Referenz-DNA zur Verfigung. Im Gegensatz zu den
Lebensmittelproben gab es fir diese Proben nur bedingt eine Referenzanalytik. In der Regel
stand Referenz-DNA zur Verfligung. Die Realproben und die Referenz-DNA wurden mit dem

DNA-Biosensor untersucht und alle Informationen Fallweise zusammengestellt.

Fall 1, Probe RM-7, Haarprobe aus einem Verkehrsunfall:

Ein hochwertiges KFZ erleidet einen Verkehrsunfall mit Totalschaden. Am Fahrzeug werden
Haarspuren gefunden, die darauf hin deuten, dass der Unfall durch den Zusammenstof3 mit
einem Tier verursacht wurde. Die versicherungstechnische Frage war, ob ein Wildtier oder
ein entlaufenes Nutztier (Verdacht: Ziege) Verursacher des Unfalls war. Von einem Jager
wird Referenzmaterial geliefert: Reh- und Hirschhaar, Reh- und Hirschblut, Ziegenspeichel,
Ziegenhaar (Proben RM-1 bis RM-6). Die Referenz-DNA konnte nach Amplifikation jeweils
richtig mit dem DNA-Biosensor bestimmt werden, wobei sich zeigte, dass das Hirschblut vom
Damhirsch stammte, das Hirschhaar vom Rothirsch. Die Messung der Haarprobe aus dem
Verkehrsunfall lieferte ein Uberraschendes Ergebnis. Es wurde Damhirsch als
Hauptbestandteil mit Spuren von Reh gefunden. Erwartet wurde jedoch keine Mischprobe
sondern eine einzige Spezies, da nur ein Tier Unfallverursacher sein kann (gdf.
Kontamination der Probe durch Reh bei der Probennahme méglich). Zur Absicherung des
Ergebnisses wurde die Probe auch mittels Sequenzierung des CytB-PCR-Produktes
bestimmt, wobei nach Abgleich mit BLAST ebenfalls Damhirsch als Ergebnis erhalten wurde.
Die Referenzanalytik im Institut fir Rechtsmedizin wurde ebenfalls mittels Sequenzierung

durchgefiihrt, lieferte bisher jedoch noch kein eindeutiges Ergebnis.

Fall 2, Probe RM-8, Gewebeprobe, Muskelfleisch:

Ein Mann totet eine Frau mit einem Messer. An seiner Socke wurde eine Gewebespur,
vermutlich Muskelfleisch gefunden. Die Pathologie stellte fest, dass weder dem Mann, noch
der Frau ein entsprechendes Gewebeteil fehlte. Der Verdacht lag nahe, dass es sich um ein
Lebensmittel handelt. Die Messung der Probe mit dem DNA-Biosensor lieferte als Ergebnis
Schwein-DNA und bestatigte somit den Verdacht. Die Referenzanalytik beschrankte sich auf
die Differenzierung zwischen Mensch und Tier. Mittels human-ACTBP2-PCR konnte ein
negatives Ergebnis fir Mensch geliefert werden, wobei es hierbei nicht moéglich ist, zu
entscheiden, ob die PCR auf Grund der Abwesenheit von menschlicher DNA negativ ist,
oder ob zwar menschliche DNA vorliegt, diese aber fir eine Amplifikation zu stark degradiert

vorliegt.
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Fall 3, Probe RM-9, Blutprobe:

Eine typische forensische Fragestellung ist die Untersuchung von Blutspuren. In diesem
Zusammenhang sollte eine Blutprobe aus einer Blutlache untersucht werden. Dabei ist
vorwiegend von Interesse, ob es sich um menschliches Blut handelt. Zu Aufklarungszwecken
ist jedoch haufig bei tierischem Blut auch die Kenntnis der Spezies interessant. Mit dem
Biosensor wurde die Blutprobe als nicht menschlich und darlber hinaus gleichzeitig als
Schafblut identifiziert. Die Referenzanalytik bestimmte ebenfalls Mensch negativ (ACTBP2-

PCR) und konnte serologisch ebenfalls die Spezies Schaf bestimmen.

Fall 4, Probe RM-10, Blutprobe:

Eine weitere Blutprobe (Blutspur an einem Turnschuh) wurde analysiert. In diesem Fall war
bereits bekannt, dass es sich nicht um menschliches Blut handelte, sondern um das Blut
eines Tieres. Die Spezies sollte bestimmt werden, um Hinweise auf einen Tater zu
gewinnen. Auch diese Blutprobe stellte sich nach Messung mit dem DNA-Biosensor als
Schafblut heraus. Eine serologische Bestimmung der Spezies in der Referenzanalytik war

nicht maoglich.

Fall 5, Probe RM-11, Gewebeprobe aus Erbrochenem:

Ein Saugling war verstorben. In einer Spur von Erbrochenem an einem Kleidungsstuck des
Kindes wurde eine Gewebeprobe entnommen. Starb der Saugling, weil er mit fir ihn nicht
geeignetem Fleisch geflttert wurde? Diese Probe konnte in der CytB-Konsensus-PCR nicht
amplifiziert werden, da die DNA offensichtlich schon zu stark degradiert war. Somit konnte
keine Messung erfolgen. In der Referenzanalytik war eine immunologische Bestimmung der

Probe ebenfalls nicht moéglich.

Referenz-DNA Hunde-Speichel:

Die Analyse von Hund-DNA ist beispielsweise interessant im Zusammenhang mit
Untersuchungen an Bisswunden lebender Menschen (Wundabrieb), bzw. bei Tierfral an
Toten (hier auch Vergleich mit Ratte). Auch als Verursacher von Verkehrsunfallen kommen
Hunde in Frage. Da eine Realprobe aus einer forensischen Ermittlung mit Verdacht auf Hund
leider nicht vorlag, wurden Messungen mit DNA aus Hundespeichel durchgefihrt. Die klaren
Ergebnisse zeigen, dass bei Bedarf der Sondensatz leicht um weitere Spezies erweitert

werden kann.

Tabelle 9 fasst die Ergebnisse der Analyse der Forensikproben zusammen.
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Tabelle 9: Analyse von Forensikproben.

Sonde RM-2 RM-6 RM-7 RM-8 RM-9 RM-10 Hundespeichel

Rh629
Ha709
Hu690
Re629
Dh690
Me684
Sf684
Ka686
R684
Z690
Pf684
S566

10.26

1.63
10.38

0.35

9.61

3.02

0.37

10.82

Es ist jeweils nur der Steigungswert am zentralen Spot des Arrays in counts/s
gezeigt. Werte, die unterhalb des cut-off von 0.2 counts/s lagen sind nicht dargestellt

Abbildung 60 zeigt beispielhaft Ergebnisse fiir einige Forensikproben.

RM-7: Haarspur aus
Verkehrsunfall

Geradensteigung vont = 60 bis 1205

R684 Pf684 | Sf684 | Me684 | Sh690 | Ka686
Ka686 | Z690 | Rh629 | Ha709 | Hu690 | R684
Sh690 | Hu690 | Re629 | Dh690 | Me684 | Pf684
Ha709 | Sf684 | Ka686 | R684 Z690 | Rh629
Re629 | Me684 | Pf684 | Sh690 | Sf684 | Dh690
Dh690 | Rh629 | Z690 | Hu690 | Ha709 | Re629

Belegung des Arrays

-0.10 -0.12 0.07 0.01 -0.06 -0.15
0.04 -0.08 0.00 0.07 -0.13 -0.07
-0.03 0.01 10.38 0.07 0.03
0.06 0.03 -0.08 0.03 -0.07 -0.13

0.01 0.10 0.01 -0.05 9.59
8.19 -0.01 -0.03 -0.04 0.11

Abbildung 60: Messung von Realproben aus der Forensik.

Gersdensieigung von t = B0 bis 1208

RM-9:
Blutspur

0.01 -0.18 6.65 -0.15 -0.02 0.05
0.01 0.08 0.00 -0.08 -0.01
0.03 -0.02 0.03 -0.08 -0.05 0.02
-0.07 9.61 0.04 -0.03 0.20

0.02 0.06 -0.06 0.07 8.99 -0.01
-0.06 0.15 -0.12 -0.11 0.00

Es sind jeweils die Steigungsbilder und die korrigierten Steigungswerte der Proben gezeigt. Es
wurden je 4 ul PCR-Produkt auf 120 ul Gesamtprobenvolumen eingesetzt.
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Die Haarspur RM-7 wurde als Damhirsch identifiziert, aber es sind geringe Beimengungen
Reh (1.08 — 1.63 counts/s) zu sehen (event. Kontamination). Die Blutspuren stammen beide
von Schafblut. Weiterhin findet man die bekannte schwache Kreuzhybridisierung von Schaf
an die Rothirschsonde Rh629 (0.35 — 0.39 counts/s).

Die Beispiele zeigen, dass mit dem DNA-Biosensor auch Proben gemessen werden
konnten, die in schlechterer Reinheit oder teilweise degradiert vorlagen, solange die DNA
noch in der PCR amplifiziert werden konnte. Auch das Messen von DNA aus Haar- und
Speichelproben war mdglich. Bisher waren mit dem Biosensor im wesentlichen Proben aus
Muskelfleisch oder Lebensmitteln gemessen worden, aus denen die DNA relativ aufwandig

unter Verwendung von Reinigungskits isoliert worden war.

3.4.4 Charakterisierung des neuen DNA-Biosensor-Chipreaders

Der neue DNA-Biosensor-Chipreader wurde ebenfalls auf der Basis des biologischen
Modellsystems Tierartendifferenzierung charakterisiert und mit dem alten DNA-Biosensor-
Chipreader verglichen. In Abbildung 61 ist exemplarisch eine Kalibrationsgerade fur Rind-

Target gezeigt.

80
70
60—-
50
40

30+

Steigung [counts/s]

20 4

-10 ; . ; . ; . ; . ; . ;
0.0 0.2 04 06 08 1.0

Konzentration [nM]

Abbildung 61: Kalibration mit Rind-Target am neuen DNA-Biosensor-Chipreader.

Die Fehlerbalken beziehen sich auf eine Dreifachmessung jeder Probe.

Die Linearitat in den Kalibrationen war sehr gut und die Fehlerbalken gering. Im Mittel betrug
der Variationskoeffizient 10 % des Steigungssignals, verglichen mit 5 % beim alten DNA-
Chip-Gerat. Auf der Basis der dreifachen Standardabweichung wurde eine Nachweisgrenze
von 5 - 10 pM bestimmt, wahrend die Nachweisgrenzen beim alten Gerat im Bereich 10 —

20 pM lagen. Mit dem neuen Gerat lieRen sich demnach geringfugig kleinere DNA-
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Konzentrationen als beim alten Gerat noch sicher detektieren, da die Empfindlichkeit des
Messsystems auf Grund des starkeren Lasers und der empfindlicheren CCD-Kamera
gesteigert wurde. Weitere Optimierungen (z.B. des FlieRsystems) bieten Spielraum fir die

Detektion noch wesentlich geringerer Konzentrationen an DNA.

Die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse wurde mit den Modelltargets an Rind- und
Huhn-Spots untersucht (Abb. 62). Wahrend der hier betrachteten 7 Messungen blieben die
Signale fast gleich. Beispielsweise betrug die relative Standardabweichung an den
Huhnspots im Mittel 8 %. Im Vergleich dazu betrug die mittlere Standardabweichung bei 7
Messungen an Huhn-Spots beim alten Gerat 4 %. Die geringfiigig schlechtere
Reproduzierbarkeit der Messungen ist wahrscheinlich mit der automatisierten Probennahme
zu erklaren. Die Messlosungen wurden auf Grund ihrer hohen Viskositat nicht immer unter
identischen Bedingungen Uber den Chip gesaugt. Hier besteht noch Optimierungsbedarf,

was zu besserer Reproduzierbarkeit flihren sollte.
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Abbildung 62: Reproduzierbarkeit der Messergebnisse liber 7 Messungen an Rind- (R1-R3) und
Huhnspots (H1-H3) am neuen DNA-Biosensor-Chipreader.

Es wurde eine Lésung mit 0.1 nM Huhn- und Rind-DNA gemessen.

Das neue DNA-Biosensorgerat zeigte ein ahnliches Ausleuchtungsprofil, wie das alte Gerat.
Auch hier befanden sich systembedingt nicht alle Spots im Zentrum des Laserfokus, so dass
die Signalintensitdt von der Lage der Spots im Array abhing. Abbildung 63 zeigt das
charakteristische Ausleuchtungsprofil. Innerhalb eines typischen 6x6-Arrays sanken die
Signalsteigungen am Rand auf bis zu 39 % des maximalen Steigungswertes im Zentrum des

Arrays ab.
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Abbildung 63: Ausleuchtungsprofil des neuen DNA-Biosensor-Chipreaders.

Oben: Typisches End (A)- und Steigungsbild (B) mit Spotabstand 1 mm. Unten: Ergebnismatrix, der
Bereich in dem ein typisches 6x6-Array (Spotabstand 0.7 mm) liegt ist griin markiert. Die maximalen
Steigungswerte (rot) liegen im Zentrum des Arrays.

Es wurde schlieBlich gezeigt, dass auch der neue DNA-Biosensor-Chipreader fiir die
Analyse typischer PCR-Produkte geeignet ist. Sowohl Referenz-DNA, als auch Realproben-
DNA lieRen sich erfolgreich untersuchen. Im Folgenden (Abb. 64) ist exemplarisch das
Ergebnis einer Realprobe (Thiringer Mett vom Schwein) gezeigt. Zu sehen ist hier erneut die
Problematik mit der alten Ziegesonde, die eine Kreuzhybridisierung mit der Schwein-DNA
zeigte, wahrend die neue Sonde Steigungswerte unterhalb des cut-offs von 0.2 counts/s
zeigte.

Weiterhin ist zu erkennen, dass das Steigungsbild keinen sehr einheitlichen Hintergrund
besitzt, sondern ein diagonales Wellenprofil aufweist. Dieses Phanomen wurde immer
wieder gefunden, wobei sich die Art und Ausrichtung des Wellenprofils andert. Vermutlich
sind Interferenzmuster fiir den Hintergrund verantwortlich, die sich aus dem Zusammenspiel

von Einstrahlwinkel und Brechungsindices von Glasprisma und Glaschip ergaben.

Zusammenfassend ergibt sich, dass der neue Chipreader schon sehr gut einsetzbar ist und
etwas empfindlicher messen kann, als das alte Gerat. Die erhoffte deutliche Verbesserung
der Empfindlichkeit durch Wahl leistungsstarkerer Komponenten wurde auf Grund des

ebenfalls erhdhten Hintergrundes nicht erreicht. Die automatisierte Probenaufgabe brachte
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jedoch eine grolte Zeitersparnis mit sich und machte den Umgang mit dem Gerat insgesamt
einfacher. Weitere Optimierungen des FlieRsystems und der Optik sollten zu noch besseren

Messergebnissen flhren.

Image 41 /65 Zeit 218.703 sec
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R684 5566 28.71 0.01 0.62 -0.54 49.76
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0.34 0.14 0.45 0.36 0.17

Abbildung 64: Messung einer Realprobe am neuen DNA-Biosensor-Gerét
A: Endbild, B: Steigungsbild, unten: Belegung des Arrays und korrigierte Steigungswerte.

Es wurde Probe F-13 (Thiringer Mett vom Schwein) mit 4 w4 PCR-Produkt auf 120 ul
Gesamtprobenvolumen gemessen. Die Probe enthielt Schwein und Rind. Die alte Ziegesonde (2684,
griin) zeigt hier die bekannte Kreuzhybridisierung mit Schwein-DNA, wéhrend die neue Ziegesonde
(Z690, orange) keine Kreuzhybridisierung aufweist. Die anderen Positionen im Array waren mit
weiteren Tierarten belegt.

3.5 Tierartendifferenzierung mit konventioneller DNA-Chiptechnologie

Die Methode der Tierartendifferenzierung mit dem neu entwickelten Satz an Sonden wurde
im Folgenden auch auf konventionelle DNA-Chips Ubertragen. Dazu wurde zunachst die
Spezifitat der neuen Sonden unter den etwas anderen Bedingungen, namlich der bis zum
Gleichgewicht durchgefiihrten Hybridisierung, getestet. Im Anschluss wurden exemplarisch

einige Realproben analysiert.

3.5.1 Spezifitat der Sonden

Die neuen und einige der alten Sonden wurden jeweils mit der passenden Referenz-DNA
und mit Referenz-DNA diverser anderer Spezies auf ihre Hybridisierungseigenschaften mit
dem passenden Target und eventuelle Kreuzhybridisierungen getestet. Folgende Sonden

wurden untersucht:
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¢ Wildtiere: Dh690, Sh690, Re690, Re629, Rh629, Ka686, Ha709
o Nutztiere: Z690, Sf684, R684, Pf684, S566, H684, Bf690
e Sonstige: Me684, Hu690

Insgesamt konnten zufrieden stellende Ergebnisse mit den neuen Sonden erzielt werden,
obwohl auf den konventionellen Chips auf Grund der Endpunktsbestimmung allgemein etwas
mehr Kreuzhybridisierungen auftraten. Dies war zu erwarten und ist typisch fir die Methode.
Die Kreuzhybridisierungen waren jedoch samtlich so gering, dass sie die Messung der
Proben nicht beeintrachtigten. Im Folgenden werden diese Kreuzhybridisierungen kurz
erlautert.

Das Mensch-PCR-Produkt zeigte unerwarteter Weise eine Kreuzhybridisierung an der
Pferdsonde (Pf684), wobei durch Mensch-DNA 3.1 % Pferdsignal vorgetduscht wurde. Diese
Kreuzhybridisierung war zuvor im DNA-Biosensor nicht aufgetreten. Auch mit dem Pferd-
PCR-Produkt wurden zwei unerwartete Kreuzhybridisierungen gefunden, sowohl an der alten
Rothirschsonde Rh690 (bzw. der neuen Sikahirschsonde Sh690) von 3.1 %, als auch an der
Schweinsonde von 5.5 %. Mit Schaf-PCR-Produkt wurde die bekannte Kreuzhybridisierung
an Rh629 wiedergefunden, die hier 3.3 % bezogen auf das Schafsignal betrug. Weiterhin
zeigte Schaf-DNA auch eine Kreuzhybridisierung an der Ziegesonde (1.1 %) und an der
Biffelsonde (2.3 %), die im Biosensor nicht gefunden wurden.

Abbildung 65 macht deutlich, dass zwar mehr Kreuzhybridisierungen, als beim DNA-
Biosensor auftraten, dass diese jedoch alle deutlich unter 10 % des Target-Signals lagen.
Kreuzhybridisierungen in dieser geringen GrofRenordnung sind flr die Methode der
konventionellen Chiphybridisierung vergleichsweise sehr gering und sind darauf zuriick zu
fuhren, dass die gewahlten Standardhybridisierungsbedingungen nicht fir alle Sonden gleich
optimal sind. Es empfihlt sich daher, wie auch beim Biosensor, einen cut-off Wert
einzufihren. Auf Grund der Erfahrungen mit den Messungen wurde ein cut-off von 500
counts gewahlt. Alle Signale, die unter diesem cut-off lagen werden demnach nicht als
positiv bewertet. Von den beobachteten Kreuzhybridisierungen befanden sich dann nur noch
die des Pferd PCR-Produkts an die Schweinsonde S566 (725 counts) und an die
Rothirschsonde Rh629 (1540 counts) deutlich Uber dem cut-off Wert. Die anderen
Kreuzhybridisierungen lagen an, bzw. deutlich unterhalb der Nachweisgrenze von 500

counts.



Ergebnisse 95

] Mensch 1 Pferd
16000 - 30000
14000 - 100
) i o
100 % 25000
12000
10000 - 200004
T oo e
5 sooo- & 15000+
D 000 n
1 10000 -
4000
1 5000 5.52 %
20004 3.09 % ] 3.06 % °
0 [ 1 0 P — N
Menschsonde Pferdsonde Pferdsonde Rothirschsonde Schweinsonde
18000 — Schaf
16000 1
14000 . Ziege—————— > ® <« = Schaf
1] 100% : i
. e & ..
12000 Rothirsch > o~ Biiffel
10000
© | ®
cC
D 8000+
(/) 4
60001 —
1 [ ]
4000
2000 11% 33% 23% _-
n f—\ P — ]

Schafsonde Ziegesonde Rothirsch- Biiffel-
Sonde Sonde

Abbildung 65: Spezifitdt der Sonden auf konventionellen Chips.

Die Grafiken zeigen die Kreuzhybridisierungen in % bezogen auf das Signal des passenden Targets.
Jede Sonde war dreimal pro Array bei 4 Arrays pro Metaarray gespottet. Die Fehlerbalken beziehen
sich auf die Auswertung aller 12 Spots pro Sonde. Unten rechts ist das Bild des Arrayscanners der
Schafprobe gezeigt, wobei nur der Ausschnitt eines Arrays gezeigt ist.Es wurden jeweils 3.25 ul PCR-
Produkt bei 13 ul Gesamtprobenvolumen auf den Chip gegeben. Der Formamidgehalt betrug 37.5 %.

Die Reh und Rothirschsonden an den Positionen 690 (erste Sondenentwicklung) und 629
(zweite Sondenentwicklung) wurden vergleichend auch auf konventionellen Chips getestet.
Es zeigte sich erneut, dass die neuen Sonden deutlich  bessere
Hybridisierungseigenschaften besitzen. Die alte Rehsonde Re690 zeigte bei der gewahlten
Stringenz nur 2.6 % des Signals der neuen Rehsonde Re629. Die alte Rothirschsonde
Rh690 zeigte ebenso nur 5.1 % des Signals der neuen Rothirschsonde Rh629. Eine zu
vernachlassigende Kreuzhybridisierung von 0.6 % des Reh-PCR-Produktes an die neue
Rothirschsonde trat auf. Demnach waren die neuen Sonden auch auf konventionellen Chips
deutlich besser zur Detektion der Ziel-DNA geeignet (Abb. 66).



96 Ergebnisse

50000 1
Reh 30000 Rothirsch
45000

25000

35000 1 100 %
[
30000 100% 20000

25000
15000

Signal
Signal

20000

15000 10000+

10000
5000 51%

5000 4 26 % 0.6 %

<

Reh alt Reh neu KH Rothirsch neu Rothirsch alt Rothirsch neu

Abbildung 66: Spezifitidt der Reh- und Rothirschsonden auf konventionellen Chips.

Kreuzhybridisierungen in % bezogen auf das Signal des passenden Targets. Die Fehlerbalken
beziehen sich auf die Auswertung aller 12 Spots pro Sonde. Es wurden jeweils 3.25 ul PCR-Produkt
bei 13 ul Gesamtprobenvolumen auf den Chip gegeben. Der Formamidgehalt betrug 37.5 %.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die neuen Sonden trotz einiger geringer

Kreuzhybridisierungen gut fir Messungen auf konventionellen DNA-Chips geeignet sind.

3.5.2 Messung von Realproben auf konventionellen Chips

Diverse Realproben aus der Kasethematik und der Forensik wurden mit den neuen Sonden
auf konventionellen DNA-Chips gemessen. Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse der

Analyse der Kaseproben verglichen mit dem Biosensor.

Tabelle 10: Messung von Késerealproben auf konventionellen DNA-Chips.

Nr. Probe Befund DNA-Chips Befund Biosensor Uberein-
stimmung
K-4  Picodon Ziege, Rind Ziege, Rind 100 %
K-5 Ziegenfeta Ziege, Biffel, Rothirsch  Ziege, Biffel 66 %
K-7  Mozzarella Biiffel Buffel 100%
K-9 Feta aus Schaf- und Ziege = Schaf, Ziege, Rind Schaf, Ziege, Rind 100%
K-11 Schafskasecreme Rind, Schaf, Ziege Schaf, Rind, Ziege 100%
K-12 Schafskase Rind Rind 100%
K-13 spanischer Schafskase Schaf Schaf 100%
K-14 Ziegenkase Ziege, Rind, Schaf Ziege, Rind, Schaf 100%

Bei der Auswertung der Chips mussten die bekannten Kreuzhybridisierungen des Schaf-
PCR-Produktes berlcksichtigt werden, die etwa 1 % Ziege-, 2 % Biffel- und 3 %
Rothirschsignal bezogen auf das Schafsignal ausmachen kénnen. Es zeigte sich aber, dass
diese Kreuzhybridisierungen bei der Messung der Realproben keine Rolle spielten, da die
Signale zu gering waren und deutlich unter dem cut-off-Wert von 500 counts lagen. Der
Vergleich mit den Ergebnissen des Biosensors und der Referenz-Analytik des CVUA zeigte,

dass die Proben im Wesentlichen richtig bestimmt wurden. Nur bei Probe K-5 wurde ein
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unerwartet hohes Rothirschsignal gefunden, obwohl keine Schaf-DNA in der Probe
vorhanden war. Da diese Kreuzhybridisierung bei anderen Proben jedoch nicht auftrat kann
es sich hier nur um eine Kontamination der Probe handeln. Im Folgenden sind die
Ergebnisse fir eine Kaserealprobe (K-9, Feta aus Schafs- und Ziegenmilch) gezeigt
(Abb. 67). Schaf wurde als Haupt- und Ziege als Nebenkomponente bestimmt. Weiterhin
konnte auch die nur als Spur vorhandene Rind-DNA nach Amplifikation unter
Standardbedingungen (60 °C Annealing, 35 Zyklen) direkt richtig bestimmt werden. Im DNA-
Biosensor konnte Rind erst nach Amplifikation der Probe unter weniger stringenten
Bedingungen detektiert werden. Die hoéhere Empfindlichkeit der Methode ist auf die
Endpunktshybridisierung zuriick zu fiihren. Die beobachtete Kreuzhybridisierung an der
Rothirschsonde Rh629 lag mit 251 counts deutlich unter dem cut-off Wert.
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Abbildung 67: Messung einer Kdserealprobe auf konventionellen DNA-Chips.

Es wurden 3.25 ul Probe auf 13 ul Gesamtprobenvolumen bei 37.5 % Formamidgehalt auf dem Chip
hybridisiert. Die Grafik zeigt die Signale an den verschiedenen Sonden in % (A), die Belegung des
Arrays (B) und das Bild des Arrayscanners (C).
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Die Messung der Forensik-Realproben war ebenfalls erfolgreich. Die Proben wurden alle in
Ubereinstimmung mit dem Biosensor bestimmt (Tab 11). Die bekannten
Kreuzhybridisierungen waren zum Teil zu sehen, insbesondere an der Pferdsonde Pf684. In

der Regel lagen sie jedoch unter dem cut-off Wert.

Tabelle 11: Analyse von Forensikproben.

Sonde RM-7 RM-8 RM-9 RM-10 Hundespeichel

R684 - - - - -
Z690 - - - - -
Sf684 - - 18551 14642 -
Ka686 - - - - -
Ha709 - - - - -
Hu690 - - - - 20743
Me684 - - - - -
Re629 877 - - - -
Rh629 - - - - -
Dh690 7903 - - - -
S566 - 43108 - - -
Pf684 - 749 586 - -

Gezeigt ist jeweils der Mittelwert aller 12 Spots eines Metaarrays
in counts. Signale unter dem cut-off von 500 counts nicht dargestellt.

3.6 Anwendung der neuen spiro-Cyanine in der DNA-Analytik

Die neuen spiro-Cyaninfarbstoffe wurden exemplarisch in der DNA-Analytik (am DNA-
Biosensor und auf konventionellen DNA-Chips) eingesetzt. Anwendungsbeispiel war das
biologische Modellsystem der Tierartendifferenzierung, das zuvor ausfuhrlich ausgearbeitet
wurde. Es wurden die in Kapitel 3.2.2 beschriebenen Konjugate verwendet: Damhirsch-PCR-
Produkt, das nach Einbau von Aminoallyl-dUTP mit dem als NHS-Ester vorliegenden
Farbstoff ,Pip“, einem neuen Piperidylcyanin, markiert wurde. Vergleichend wurden PCR-

Produkte gemessen, die auf dieselbe Weise mit Cy5 bzw. mit Oy656 markiert wurden.
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3.6.1 Messung der spiro-Cyanine am DNA-Biosensor

Lésungen der folgenden drei Damhirsch-DNA-Farbstoff-Konjugate wurden am DNA-

Biosensor vergleichend gemessen (Tab. 12).

Tabelle 12: Farbstoff-DNA-Konjugate flir Messungen am DNA-Biosensor.

Nr. Farbstoff ¢ (DNA) ¢ (Farbstoff) Markierungsgrad

1 Cy5 67.5nM 783 nM 11.7 (100 %)
Oy656  50.2nM 134 nM 2.7 (23 %)
Pip 71.7n0M 233 nM 3.2 (27 %)

Die Lésungen wurden zunachst auf die gleiche DNA-Konzentration (1 nM) eingestellt und
dann am DNA-Biosensor gemessen. Danach wurden Ldsungen mit gleicher
Farbstoffkonzentration (5 nM) hergestellt und ebenfalls gemessen. Abbildung 68 zeigt jeweils
die Steigungswerte an den Damhirschspots flir die drei verschiedenen Farbstoffe. Der
Vergleich der Farbstoffe zeigte, dass der Piperidylfarbstoff Pip bei der eigentlichen
Hybridisierung und Detektion im Biosensor &hnlich gute Ergebnisse lieferte, wie Cy5.

Eine Gegenuberstellung der Steigungswerte der Messungen mit gleicher DNA-Konzentration
zeigte, dass Pip immerhin 42 % der Steigungswerte von Cy5 lieferte, obwohl der
Markierungsgrad nur 27 % im Vergleich zum Cy5-Konjugat betrug. Die hdheren
Steigungswerte von Cy5 waren somit nur auf den deutlich hdéheren Markierungsgrad
zurtckzufiihren. Oy656 zeigte sehr geringe Steigungswerte (14 % bezogen auf Cy5), die
geringer waren, als der Markierungsgrad von 23 % im Vergleich zum Cy5-Konjugat vermuten
liel.

Die Messungen mit gleicher Farbstoffkonzentration ermdglichten einen Vergleich der
Farbstoffe unabhangig vom Markierungsgrad. Hier zeigte sich, dass Pip ebenso gute
Ergebnisse lieferte wie Cy5, Oy656 jedoch nur 32 % der Steigung von Pip aufwies. Pip
zeigte sich damit fir Messungen im Biosensor ebenso gut geeignet wie Cy5, hdéhere
Markierungsgrade sollten die Ergebnisse noch verbessern. Oy656 lieferte nur sehr schlechte
Signale bei Biosensor-Messungen und ist wenig geeignet.

Positiv ist weiterhin zu vermerken, dass es auch mit den spiro-Farbstoffen nicht zu
unerwarteten Kreuzhybridisierungen durch unspezifische Wechselwirkungen kam. Auffallig
ist jedoch, dass die Steigungswerte bei den Messungen dieser PCR-Produkte insgesamt
relativ niedrig waren, obwohl die Markierungsgrade hdher waren als bei der Ublichen
Markierung mittels Fluorophor-markiertem Primer. Die héheren Markierungsgrade konnten

schon zu einem gewissen Quenching fuhren. Weiterhin ist es moglich, dass die
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Hybridisierung beim Vorhandensein mehrerer Farbstoffmolekile am DNA-Molekil (hier auch
im Mittleren Bereich des PCR-Produktes, nicht nur am Ende) gehemmt ist. Es ist bekannt,

dass kovalent gebundene Fluorophore den Schmelzpunkt von Duplex-DNA herabsetzen

konnen.
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Abbildung 68: Vergleich der Steigungswerte bei Messung von DNA-Konjugaten verschiedener

Farbstoffe am DNA-Biosensor.

Jede L6sung wurde einmal auf einem 6x6 Array mit 3 Damhirschspots gemessen. Dargestellt sind
jeweils die Mittelwerte der Steigungen einer Messung (ber alle drei Damhirschspots fiir jeden
Farbstoff. A zeigt die Messung mit Lésungen gleicher DNA-Konzentration (1 nM), B die Messungen
mit Lésungen gleicher Farbstoff-Konzentration (5 nM). Nebenstehend ist jeweils ein Damhirschspot
des Arrays der einzelnen Messungen abgebildet (Ausschnitt des Steigungsbildes).
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3.6.2 Messung der spiro-Cyanine auf konventionellen DNA-Chips

Die in Tabelle 12 charakterisierten Konjugate wurden auch auf konventionellen DNA-Chips
vergleichend gemessen. Dazu wurden erneut sowohl Lésungen mit gleicher DNA-
Konzentration (15 nM) als auch gleicher Farbstoffkonzentration (40 nM) hergestellt und auf

die Chips gegeben. Die Intensitaten der Damhirschspots sind in Abbildung 69 dargestellt.
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Abbildung 69: Vergleich verschiedener DNA-Farbstoffkonjugate auf konventionellen DNA-Chips.

Es wurde jeweils nur das Array innerhalb des gr6Beren Metaarrays mit den héchsten Signalen
ausgewertet. In den Graphiken ist der Mittelwert der Signale der drei Damhirschspots aufgetragen. A:
Messungen mit gleicher DNA-Konzentration, B: Messungen mit gleicher Farbstoffkonzentration.
Nebenstehend ist jeweils ein Array aus einem Metaarray der verschiedenen Messungen abgebildet.
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Auch bei den konventionellen DNA-Chips zeigte sich, dass der neue Piperidylfarbstoff Pip
sehr gut eingesetzt werden konnte. Bei Messungen mit gleicher DNA-Konzentration zeigte
Pip trotz des geringeren Markierungsgrads noch 72 % des Signals von Cy5. Oy656 zeigte im
Gegensatz dazu wiederum nur 14 % des Cy5-Signals. Messungen mit gleicher
Farbstoffkonzentration lieferten diesmal fur Pip sogar erheblich bessere Ergebnisse, als fur
Cy5, der hier nur 61 % des Fluoreszenzsignals von Pip erreichte. Oy656 lieferte nur 20 %
des Pip-Signals. Betrachtet man die Messungen also unabhangig vom Markierungsgrad, so
ist Pip auf konventionellen DNA-Chips deutlich besser geeignet, als Cy5. Hoéhere
Markierungsgrade sollten zu noch besseren Empfindlichkeiten der Methode bei Verwendung
von Pip im Vergleich zu Cy5 flihren.

In Kapitel 3.2.3.2. wurde bei der Charakterisierung der Farbstoff-DNA-Konjugate bereits
festgestellt, dass das Pip-Konjugat nach einfachem Aufspotten auf Objekttrager im Vergleich
zu den anderen Farbstoffen eine erhohte Festphasenfluoreszenz zeigte. Die hier
dargestellten Messungen zeigen, dass die ausserordentlich gute Festphasenfluoreszenz von
Pip-Konjugaten auch bei einer echten Chip-Hybridisierung erhalten bleibt. Zusatzliche
Kreuzreaktivitdten auf Grund unspezifischer Wechselwirkungen konnten auch hier mit den
spiro-Farbstoffen nicht beobachtet werden. Die Signale waren in diesen Experimenten hoch
bis sehr hoch und zeigten keine Hemmung der Hybridisierung, wie dies vermutlich im
Biosensor der Fall war.

Fir Anwendungen mit Fluoreszenzdetektion in fester Phase, wie z.B. die konventionellen

Chipexperimente ist der neue Farbstoff Pip hervorragend geeignet.



Diskussion 103

4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden auf der Basis der Cyaninfarbstoffe der Oyster Serie neue
spiro-Cyaninfluorophore synthetisiert. Die Charakterisierungen zeigten, dass vor allem die
spiro-Piperidylcyaninstrukturen grofles Potential flir den Einsatz als Biomarker besitzen. Die
neuen Fluoreszenzfarbstoffe wurden exemplarisch in der DNA-Analytik getestet, wobei sie
sowohl in der konventionellen DNA-Chip-Technologie, als auch in einem neuen DNA-
Biosensor eingesetzt wurden. Dazu wurde die Tierartendifferenzierung in der
Lebensmittelanalytik und Forensik als biologisches Modellsystem gewanhlt. Durch spezifische
Hybridisierung Fluorophor-markierter Proben-DNA mit spezifischen Sonden kénnen parallel
eine Vielzahl verschiedener Spezies detektiert werden. In dieser Arbeit wurde eine Reihe
neuer Sonden entwickelt und getestet, mit denen dann eine Vielzahl von Realproben
erfolgreich analysiert werden konnte.

Im Folgenden werden zunachst die entwickelten Synthesestrategien und die Eigenschaften
der neuen Fluorophore diskutiert. Danach wird auf die DNA-analytische
Tierartendifferenzierung in der Lebensmittelchemie und Forensik eingegangen und

anschliel’end der Einsatz der neuen Fluorophore auf DNA-Chips und im Biosensor diskutiert.

4.1 Synthese und Charakterisierung der neuen Fluorophore

Die Ublichen Fluorophore (Fluoresceine, Rhodamine, Cyanine etc.) zeigen als Konjugate mit
Biomolekilen, insbesondere bei hohen Markierungsgraden, in wassriger Losung eine hohe
Tendenz zur Dimeren- bzw. Aggregatbildung. Damit bedeutet eine hohe Markerdichte am
Biomolekil nicht notwendigerweise auch eine héhere Sensitivitat der Probe [191]. Auch die
freien Farbstoffe in hoher konzentrierten wassrigen oder alkoholischen Lésungen, oder in
Lésungen mit hoher Salzkonzentration zeigen Aggregation. So werden strahlungslose,
intermolekulare Ubergénge (Quenching) méglich, die zu einer erheblichen Reduktion der
resultierenden Fluoreszenz der Farbstoffe im Vergleich zur Fluoreszenz der nicht
aggregierten Fluorophore in organischen Lésungsmitteln fihrt [192, 193]. WAGGONER et al.
konnten zeigen, dass die Einfiihrung hydrophiler und gleichzeitig sterisch anspruchsvoller
Substituenten die Quencheffekte reduziert [60]. Die von ihnen synthetisierten Cy-Farbstoffe,
Cyanine, die an der 5-Position des Indols Sulfonsauregruppen tragen, zeigen eine deutlich
geringere Aggregatbildungstendenz und hohe Fluoreszenzausbeuten am Biomolekuil. Mit
den am ICB entwickelten Oysterfarbstoffen [67] der Firma Denovo Biolabels wurde der

Ansatz der Ausnutzung sterisch anspruchsvoller Gruppen zur Reduzierung der



104 Diskussion

Aggregatbildung durch die Einfihrung von spiro-Cyclohexylgruppen an 2-Position des Indols
weiterverfolgt. Um eine hdhere Wasserldslichkeit zu erreichen wurde in der vorliegenden
Arbeit die spiro-Cyclohexylgruppen der Oysterfarbstoffe durch spiro-Piperidylgruppen
ersetzt. Die Aminofunktion im Piperidylring erhéht die Hydrophilie des Farbstoffes erheblich
und bietet dariber hinaus weitere Derivatisierungsmdglichkeiten. Neben den

Piperidylcyaninen wurden auch andere spiro-Cyanine synthetisiert und charakterisiert.

Synthese von spiro-Piperidylcyaninen

Der Schwerpunkt der Synthesen lag bei der Entwicklung einer Strategie zur Darstellung von
spiro-Piperidylcyaninen. Dazu wurde zunadchst eine neue Synthese flir das Piperidyl-4-
methylketon entwickelt. Unter Ausnutzung der Carboxybenzyl (Cbz) — Schutzgruppe konnte
eine vierstufige Synthese entwickelt werden, die in allen Syntheseschritten gute Ausbeuten
von 71 bis 99 % liefert. Die Umsetzung des Ketons zum Indol in einer FISCHER-Indolsynthese
war unproblematisch. Es folgte die Quaternierung des Indols, die bei den unsulfonierten
Indolen relativ einfach durch Umsetzung des Indols mit dem entsprechenden
Alkylierungsmittel in organischer Loésung maoglich war. Bei den sulfonierten Indolen, die auf
Grund ihrer hohen Polaritdt nicht in organischen Ldsungsmitteln I6slich sind, konnten
anfangs keine Produkte erzielt werden. Durch das Einflhren sterisch anspruchsvoller,
quaternarer Amine (tert.-Butylaminkationen) als Gegenionen der Sulfonsauregruppen
wurden die sulfonierten Indole in organischen Ldsungsmitteln l6slich, so dass
Quaternierungsreaktionen erfolgreich durchgefuhrt werden konnten. Die Quaternierungen
mit den diversen Alkylierungsmitteln zeigten insgesamt eher massige Ausbeuten (40 —
80 %). Haufig trat ein teilweises Abspalten der Cbz-Gruppe durch die Alkylierungsmittel auf.
Dies ist ein bekanntes Problem und wurde unter anderem bei BODANSzKY [194] beschrieben.
Die Nebenprodukte ohne Schutzgruppe mussten saulenchromatographisch abgetrennt
werden, was zum Teil sehr aufwandig war. Aus den quaternierten Indolen wurden zunachst
Hemicyanine, dann die gewlnschten Cyanine synthetisiert. Bei der Synthese
unsymmetrischer Cyanine wurden immer auch die beiden mdglichen symmetrischen
Cyanine als Nebenprodukte erhalten. Weiterhin entstand eine Vielzahl farbiger Beiprodukte,
so dass aufwandige Reinigungen, teils mittels FPLC, durchgefiihrt werden mussten. Die
Ausbeuten sind eher gering und liegen bei etwa 5 — 20 % fur die unsymmetrischen
Farbstoffe, und etwas hoher flir die symmetrischen Farbstoffe.

Die SchlUsselstelle der Piperidincyanin-Synthese war die Derivatisierung an der
Aminofunktion des Piperidins. Zunachst wurde eine Strategie verfolgt, in der die Cbz-
Schutzgruppe am Piperidin erst am fertigen Farbstoff entfernt wird, um dann die gewiinschte
Derivatisierung durchzuflhren. Dies hat den Vorteil, dass das Farbstoffgrundgerust vielseitig

verwendbar bleibt und erst der letzte Reaktionsschritt die jeweils gewunschte Derivatisierung
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bringt. Es zeigte sich jedoch, dass das chromophore System des Cyanins sehr empfindlich
ist, so dass keine der Uiblichen Reaktionen zum Abspalten der Cbz-Gruppe [194-196] genutzt
werden konnte. Alle Reaktionen fihrten zum Entfarben der Farbstofflésung auf Grund
Zerstoérung des chromophoren Systems. Vermutlich fand eine Ringdffnung der Indole unter
stark basischen oder sauren Bedingungen statt, wahrend Hydrierungen nicht geeignet
waren, da die ungesattigte Polymethinkette ebenfalls hydriert wurde. Es wurde daher ein
Schutzgruppenwechsel getestet. Nach der Quaternierung des Cbz-geschitzten Indols wurde
die Schutzgruppe entfernt und durch eine Andere ersetzt, die sich am fertigen Farbstoff unter
schwach sauren Bedingungen abspalten lasst, welche dem chromophoren System des
Cyanins nicht schadet. Mit der Benzyloxycarbonylgruppe (Boc) konnten keine guten
Ergebnisse erzielt werden, da diese sterisch sehr anspruchsvolle Gruppe die Kopplung der
Indole zum Cyanin behinderte. Die Methoxybenzylcarbamatgruppe (Moz), zeigte weniger
sterische Hinderung und Moz-geschiitzte Farbstoffe wurden erfolgreich synthetisiert. Das
Abspalten der Gruppe unter schwach sauren Bedingungen war ebenfalls moglich, so dass
dieser Syntheseweg eine Mdoglichkeit zur Darstellung von Piperidylcyaninen ist, der eine
Derivatisierung am fertigen Farbstoffmolekil ermdglicht. Die zum Teil nur massigen
Ausbeuten der verschiedenen Syntheseschritte im Laufe des Schutzgruppenwechsels und
die Verlangerung des Syntheseweges um zwei Stufen waren jedoch Grund dafur, auch
Synthesen mit einer Derivatisierung auf einer friiheren Stufe zu testen. Am erfolgreichsten
war hier das Entschitzen des quaternaren, Cbz-geschitzten Indols und anschliefende
Umsetzung mit Bromessigsaure. Man erhalt Gber einen kurzen Linker eine Saurefunktion am
Piperidin. Das Indol wird dann zum Farbstoff umgesetzt. Die Sauregruppe kann aktiviert
werden (z.B. mit NHS) und dann mit Aminen in wassriger Losung bei Raumtemperatur und
massigen pH-Werten (pH 7 - 8.5) reagieren. Auf diese Weise kdnnen am fertigen Farbstoff
weitere Gruppen (z.B. die Hydrophilie weiter erhéhende Gruppen, wie weitere Amine oder
Sulfonsauregruppen) am Piperidin angebracht werden. Es ist weiterhin moéglich den auf
diese Art aktivierten Farbstoff direkt mit einem aminmodifizierten Biomolekll umzusetzen.
Man erhalt hier eine ganz neue Art der Kopplung an das Biomolekil, namlich Uber die 3-

Position des Indols und nicht, wie Ublich Uber die 1-Position.

Synthese weiterer spiro-Cyanine

In einem weiteren Ansatz wurden spiro-Cyclopentylcyanine synthetisiert. Da sich zeigte,
dass die sterisch sehr anspruchsvollen Cyclohexylgruppen der Oysterfarbstoffe zu einer
bathochromen  Verschiebung der Absorptionsspektren und Verlusten in der
Fluoreszenzausbeute fihren (s.u.), wurde der sterisch weniger anspruchsvolle
Cyclopentylring als Alternative getestet. Die bei den spiro-Piperidylcyaninen entwickelte

Synthesetrategie wurde auf die spiro-Cyclopentylcyanine (bertragen. Hier wird analog
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zunachst ein Cyclopentylmethylketon hergestellt, zum Indol umgesetzt, quaterniert und
daraus der Farbstoff synthetisiert. Diverse Cyclopentylfarbstoffe wurden erfolgreich
synthetisiert, die Ausbeuten der verschiedenen Syntheseschritte waren, bis auf die
Farbstoffsynthese an sich, gut. Bei der Synthese der Cyanine entstanden auch hier diverse
farbige Nebenprodukte, die mittels FPLC abgetrennt wurden. Mit den spiro-
Cyclopentylfarbstoffen wurde eine weitere Farbstoffklasse mit interessanten Eigenschaften
erschlossen.

Neben den Di-Indolcyaninen wurden auch Cyanine synthetisiert, die nur auf der einen Seite
eine Indolgruppe tragen, auf der anderen Seite jedoch mit Benzoxazol, Benzthiazol, Pyridin
oder Chinolin substituiert sind. Bei einigen, typischen biochemischen Kopplungsreaktionen,
wie z.B. der Phosphoramiditchemie, werden wahrend der Kopplung starke Basen wie
Ammoniak eingesetzt. Vor diesem Hintergrund war es von Interesse, ob Farbstoffe mit nicht-
Indolgruppen hohere Basenbestandigkeit zeigen, als die Basen-empfindlichen Cyanine mit
zwei Indolgruppen. Die Synthese der Farbstoffe erfolgte wie bei den Di-Indolcyaninen, nur
dass hier im letzten Schritt die gewlinschte heteroaromatische Gruppe zur Farbstoffsynthese
eingesetzt wurde. Die Quaternierungen der Benzoxazol-, Benzthiazol-, Pyridin- und Chinolin-
Derivate war erfolgreich und mit hohen Ausbeuten (> 95 %) mdglich. Die Cyaninsynthesen
zeigten die bereits oben beschriebenen Nebenprodukte. Da die Farbstoffe nicht die erhoffte
hdhere Basenstabilitat zeigten und zudem keine guten Fluoreszenzeigenschaften aufwiesen,
wurde dieser Syntheseweg jedoch nicht weiter verfolgt.

Fir Anwendungen in der konfokalen Laser scanning Mikroskopie (CLSM) wurden Derivate
der Oysterfarbstoffe hergestellt, die an der 1-Position des Indols mit Stearylketten
derivatisiert sind. Diese Farbstoffe konnten erfolgreich zum Markieren von Zellmembranen

eingesetzt werden. Die Zellen wurden dann mittels CLSM betrachtet.

Eigenschaften der Fluorophore

Es ist nach wie vor sehr schwer, die Eigenschaften von Fluorophoren vorherzusagen.
Besonders der Zusammenhang zwischen molekularer Struktur und Fluoreszenzintensitat
des Fluorophors lasst sich schwer abschatzen, wahrend Absorptionsmaxima mit
modellchemischen Rechnungen relativ gut vorherzusagen sind. Geht man vom freien
Fluorophor zum Konjugat, so werden Vorhersagen Uber die resultierende
Fluoreszenzintensitat des Biomolekul-Farbstoff-Konjugates noch wesentlich schwerer, da
nun noch die Wechselwirkungen mit den unterschiedlichen Biomolekllen bzw. weitere
Eigenschaften wie Kopplungseffizienzen eine Rolle spielen. Meist kann nur empirisch
ermittelt werden, ob ein Farbstoff auch ein guter Biomarker ist, was viele zeitaufwandige
Synthesen bedeutet. SCHIEDEL et al. haben daher beispielsweise einen kombinatorischen

Ansatz mit automatisiertem Screening der Fluoreszenzeigenschaften fiir verschiedene
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Cumarine patentiert, um mdglichst viele Farbstoffe systematisch zu testen, um dann die
»1reffer” weiter zu verfolgen [197, 198]. Die in dieser Arbeit synthetisierten Farbstoffe wurden
hinsichtlich der Eigenschaften WasserlGslichkeit, Absorptions- und Emissionsmaxima,
intrinsische Fluoreszenz und Solvatochromie charakterisiert. Weiterhin wurde ein
Piperidylfarbstoff an DNA gekoppelt und die Eigenschaften des Konjugates wurden im

Vergleich zu einem Cy5- und einem Oy656-Konjugat untersucht.

Die Oysterfarbstoffe mit ihren spiro-Cyclohexylgruppen sind deutlich weniger hydrophil, als
vergleichbare Cyanine ohne spiro-Gruppen (z.B. Cy5). Dies war zu erwarten, da die
Cyclohexylringe sehr hydrophobe Gruppen darstellen. Es wurden daher die spiro-
Piperidylfarbstoffe synthetisiert, die im Vergleich zu den Oysterfarbstoffen eine polare
Gruppe (Aminofunktion) im spiro-Ring tragen, die die Wasserloslichkeit des Farbstoffes
entsprechend erhéhen sollte. Dies konnte mit HPLC-Daten belegt werden. Weiterhin bietet
das Piperidylfarbstoffgeriist mit seiner zusatzlichen Derivatisierungsmoglichkeit am Piperidin
die Méglichkeit noch weitere hydrophile Gruppen einzufiihren, wie weitere Aminogruppen
oder Sulfonsduregruppen. Eine hohe Wasserl6slichkeit der Farbstoffe ist wiinschenswert, da
die meisten Bioassays in wassriger Phase ablaufen. Ein Markieren eines Biomolekils, z.B.
eines Proteins mit vielen hydrophoben Farbstoffen wirde dazu flhren, dass es aus der
wassrigen Phase ausfallt. Weiterhin sind unspezifische Wechselwirkungen der Farbstoffe mit
den Biomolekllen weniger ausgepragt, wenn die Farbstoffe sehr hydrophil sind. Fir die
resultierende Fluoreszenzausbeute des Konjugates sind ebenfalls hydrophile Farbstoffe von
Vorteil, da diese in wassriger Losung weniger zu Aggregatbildung und Quencheffekten

neigen, als hydrophobe Farbstoffe [60, 64].

Die meisten biologischen Methoden arbeiten mit Standardlasern, die die Fluorophore bei
532 nm (YAG-Laser, fir rote Farbstoffe) oder 635 nm (roter Diodenlaser, fir blaue
Farbstoffe) anregen. Daher sollen die als Biomarker vorgesehenen Fluoreszenzfarbstoffe
maoglichst in diesem Bereich absorbieren, um gut angeregt zu werden. Cy5 absorbiert bei
647 nm (in Wasser), der vergleichbare Oysterfarbstoff Oy656 bei 656 nm, so dass er
weniger optimal angeregt wird, als Cy5. Dies flhrt unter anderem zu einer deutlich
geringeren Fluoreszenzausbeute im Bioassay (z.B. 40 % bei Oy656 im Vergleich zur
Anregung am Absorptionsmaximum).

Bei der Synthese der neuen spiro-Cyanine wurden daher bevorzugt Strukturen
weiterverfolgt, die moglichst kurzwellige Absorptions- und Emissionsmaxima besitzen. Der
Vergleich der verschiedenen Farbstoffe zeigte, dass eine bathochrome Verschiebung der
Absorptionsmaxima mit steigendem sterischen Anspruch der Substituenten in 3-Position des

Indols erfolgte. Der Cyclohexylring fihrte zum langwelligsten Absorptionsmaximum, wahrend
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der Cyclopentylring (651 — 653 nm) und eine Substitution des Indols mit Dimethyl (Cy5) zu
entsprechend kleineren Absorptionsmaxima fuhrten. Daher sind die Cyclopentylfarbstoffe
eine gute Alternative zu den Oysterfarbstoffen und lassen sich deutlich besser mit den
Standardlasern anregen. Um mdglichst kurzwellige Absorptionsmaxima zu erzielen wurden
weiterhin unsymmetrische Farbstoffe mit nur einem spiro-Indol synthetisiert, das andere
Indol wurde nur mit zwei Methylgruppen derivatisiert. Diese Farbstoffe zeigten deutlich
kurzwelligere Absorptionsmaxima (Cyclohexyl: 1 x spiro: 652 nm, 2 x spiro: 656 nm;
Cyclopentyl: 1 x spiro: 647 — 651 nm, 2 x spiro: 651 — 653 nm). Schwerpunktmassig wurden
daher in dieser Arbeit die mono-spiro-Cyanine verfolgt. Die bathochrome Verschiebung des
Absorptionsmaximums von Cyaninen mit steigendem sterischen Anspruch der Substituenten
am Indol wurde auch in anderen Fallen beobachtet und ist allgemein bekannt flir sterisch
gehinderte Farbstoffe [199]. DAI et al. testeten beispielsweise eine Reihe verschiedener
Substituenten an der 5-Position des Indols eines Cyaninfarbstoffes [200]. Sie fanden eine
bathochrome Verschiebung mit steigendem sterischen Anspruch der Substituenten in 5-
Position, wobei Elektronendonor- oder Akzeptoreigenschaften der Substituenten keinen
EinfluR auf das Absorptionsmaximum hatten. Der Einflu von Substituenten an der 1-
Position des Indols (am Stickstoff) war dagegen nur sehr gering. Auch SCHEIBE et al.
beschreiben eine bathochrome Absorptionsbandenverschiebungen auf Grund sterischer
Hinderung in Cyaninen, wobei der Substituent in 3-Position betrachtet wird. Bei den
betrachteten sehr kurzkettigen Cyaninen (eine Methingruppe) kann der Effekt eindeutig
darauf zurlckgefihrt werden, dass die sterisch anspruchsvollen Cyanine nicht mehr in
planarer Konformation vorliegen kénnen [201].

Die Vermutung lag nahe, dass die bathochrome Verschiebung der Absorptionsmaxima der
untersuchten spiro-Farbstoffe mit steigendem sterischen Anspruch der Substituenten in 3-
Position des Indols ebenfalls auf eine Verminderung der Planaritat des n-Systems der
Fluorophore zuriickzufiihren sein kénnte. Zur Uberpriifung dieser Arbeitshypothese wurden
in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. S. Grimme (Institut fir Organische Chemie, WWU
Minster) einige modellchemische Berechnungen der Strukturen Cy5 und Oy656
durchgefiihrt. Optimierungen der Geometrien mit dem MMT-Kraftfeld zeigten, dass die spiro-
Cyanine planar sind. Die vertikalen Anregungsenergien wurden quantenmechanisch mit der
TDPPP-Methode berechnet und bestatigten die gefundenen bathochromen Verschiebungen
der Absorptionsmaxima bei Ersetzen der zwei Methylgruppen (Cy5, DM) an der 3-Position
der Indole durch spiro-Cyclohexylgruppen (Oy656, CH). Die beobachtete Verschiebung ist
jedoch nicht auf eine Verdrillung des Chromophores zurlckzufiihren, da die spiro-
Substituenten die Planaritdt nicht beeintrachtigen. Vielmehr ist eine geringflgige
Veranderung der C-C-Bindungslangen im Polyenteil durch verschiedenen sterischen

Anspruch der Substituenten DM und CH fur die Verschiebung verantwortlich.
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Die Piperidylfarbstoffe zeigen zum Teil ungewdhnliche Absorptionsmaxima. Wahrend die
Cbz-substituierten Piperidylfarbstoffe wie erwartet langwelliger absorbieren, als die
Oysterfarbstoffe (660 — 671 nm, je nach Substituenten, zum Teil in Ethanol gemessen),
zeigen alkylsubstituierte Piperidylfarbstoffe extrem kurzwellige Absorptionsmaxima (645 —
647 nm), obwohl sie sterisch starker gehindert sind, als die Oysterfarbstoffe. Teilweise wird
das Absorptionsmaximum von Cy5 noch unterschritten. Neben den sterischen miissen also
auch elektronische Effekte einen EinfluR auf die Lage des Absorptionsmaximums haben,
entgegen den Beobachtungen von DAl et al. [200]. Da die TDPPP-Methode keine
elektronischen Effekte berlcksichtigt, sondern nur die n-Elektronen erfasst, kdnnen mit Hilfe
der durchgeflihrten Berechnungen keine Aussagen zum ungewohnlichen Verhalten der
Alkyl-Piperidylcyanine gemacht werden. Dazu waren All-Elektronen-TDDFT-Rechnungen

ndtig, die im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht durchgefiihrt werden konnten.

Um einen Eindruck davon zu bekommen, welche der neuen Farbstoffe gute Biomarker sein
kénnten, wurde zunachst die intrinsische Fluoreszenz betrachtet. Diese muss jedoch nicht
unbedingt relevant fir den Bioassay sein, da sich das Fluoreszenzverhalten des Konjugats
aus Biomolekul und Marker auf Grund von Quencheffekten von dem des freien Farbstoffes
unterscheiden kann.

Der sterische Anspruch der Substituenten in 3-Position der Indole, der zu bathochromer
Verschiebung der Absorptionswellenlange fihrt, hat auch einen Einflul auf die intrinsische
Fluoreszenz. Je mehr spiro-Gruppen sich im Molekil befinden, desto geringer ist die
resultierende Fluoreszenz, wie z.B. die folgende Reihe zeigt (Anregung jeweils 20 nm

kurzwelliger als das Absorptionsmaximum):

Cy5 (2xDiemthyl): I = 100 % > Oy503 (1xCyclohexyl, 1xDimethyl): | = 84 % >
Oy656 (2xCyclohexyl): | = 78 %

Ein &hnliches Ergebnis wurde auch beim Vergleich von Cyclohexyl- und Cyclopentylgruppe
gefunden. Die Cyclopentylfarbstoffe fluoreszieren etwa 10 % besser als vergleichbare
Cyclohexylfarbstoffe. Die Piperidylfarbstoffe zeigen hingegen sehr unterschiedliche
Fluoreszenzeigenschaften. Die sterisch stark gehinderten Cbz-Piperidylcyanine zeigen wie
erwartet vergleichsweise geringe Fluoreszenzintensitaten, was im Einklang mit den
Beobachtungen bei den Cyclohexyl- und Cyclopentylfarbstoffen steht. Die Fluoreszenz der
Cbz-Piperidylfarbstoffe betragt etwa 10 % weniger als die von Oy656 und 30 % weniger als
die von Cy5. Ein ethylsubstituierter Piperidylfarbstoff lieferte hingegen sehr gute Ergebnisse.
Dieser Farbstoff fluoresziert besser als Oy656 und nur 15 % schlechter als Cy5 trotz

Vorhandenseins eines spiro-Substituenten. Ein kopplungsfahiges Derivat dieses Farbstoffes,
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das am Piperidin mit einer aktivierten Essigsauregruppe substituiert war, fluoreszierte
Uberraschender Weise jedoch deutlich schlechter und zeigte eine 30 % geringere
Fluoreszenz als Oy656.

Es ist aulerst schwer, nur auf Grund der Strukturformel vorherzusehen, ob ein zu
synthetisierender Farbstoff eine gute intrinsische Fluoreszenz zeigen wird. Diverse zur
Fluoreszenz in  Konkurrenz  ablaufende  Deaktivierungsprozesse  kénnen  die
Fluoreszenzausbeute beeinflussen. Neben einer Deaktivierung durch Quencheffekte kénnen
z.B. auch Triplett-Ubergdnge eine Rolle spielen und zu einer Verminderung der
Fluoreszenzausbeute fiihren. Wird durch eine geringfiigige Anderung der Geometrie oder
der elektronischen Eigenschaften ein solcher Triplettkanal geotffnet, so kann dies zu einer
erheblichen Reduktion der Fluoreszenzausbeute fluhren. Die Uberraschend hohe intrinsische
Fluoreszenz einiger Alkyl-Piperidylcyanine, bzw. die geringe Fluoreszenz anderer spiro-
Cyanine ware eventuell Uber das Fehlen oder Vorhandensein von Triplettkanalen erklarbar.
Es konnte experimentell geprift werden, ob Triplettibergange in einem Chromophor
vorliegen, indem ein Sensibilisator zugegeben wurde, der die Energie des Triplettzustandes
des Fluorophores Ubernimmt und dessen Phosphoreszenz ausgewertet werden kann. Es
durfte allerdings schwer werden, einen Sensibilisator mit einem genlgend tief liegenden
Triplettzustand zu finden, wie er fiur die betrachteten NIR-Farbstoffe bendtigt wirde
(personliche Mitteilung Prof. Grimme). Weiterhin treten im NIR-Bereich Probleme hinsichtlich

der Instrumentierung auf.

Der Vergleich der Eigenschaften der verschiedenen Fluorophore und die teilweise
Uberraschenden Ergebnisse zeigen deutlich, wie schwer die Fluoreszenzeigenschaften der
Farbstoffe aus der Struktur vorherzusagen sind. Letztendlich zeigt nur der Praxistest, ob ein

Fluorophor die gewlinschten Eigenschaften besitzt.

Die synthetisierten Cyanine zeigen eine ausgepragte Solvatochromie, wobei sich die fir
Cyanine typische negative Solvatochromie fand. Mit sinkender Polaritdt des Lésungsmittels
wurde das Absorptionsmaximum bathochrom verschoben. Dies bedeutet, dass der
angeregte Zustand polarer ist, als der Grundzustand und entsprechend in polaren
Ldésungsmitteln besser stabilisiert wird, was die Rotverschiebung verursacht [53, 202].

Abbildung 70 zeigt die Zusammenhange.
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Abbildung 70: Elektronische Vorgadnge bei Absorption und Emission [28].

Das Dipolmoment des Grundzustandes ist kleiner, als das des angeregten Zustandes.
Wahrend der sehr schnellen Anregung bleibt die Orientierung der Lésungsmittelmolekiile
erhalten. Mit der Rotationsdiffusionszeit des Moleklls orientieren sich die
Losungsmittelmoleklle neu, entsprechend der neuen Ladungsverteilung des angeregten
Zustandes. Wie weit die Energie des S;-Zustandes dabei abgesenkt wird, hangt ab von der
Polaritat des Losungsmittels und seiner Fahigkeit den angeregten Zustand zu solvatisieren.
Bei der Emission wird das Dipolmoment wieder kleiner. Auch hier missen sich die
Lésungsmittelmolekille erst wieder neu orientieren.

Diese Annahmen basieren auf der Betrachtung der permanenten Dipolmomente der
Chromophore. Da Cyanine jedoch sehr geringe Dipolmomente besitzen, missen hier noch
andere Effekte eine Rolle spielen. WEST et al. und NOUKAKIS et al. setzen sich detalliert mit
den Solvenseigenschaften auf Cyanine auseinander [203, 204]. Sie spezifizieren die
allgemeine Abhangigkeit von der Polaritdt des Ldsungsmittels und zeigen, dass die
bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums auf dispersive Wechselwirkungen
zwischen dem Ubergangsdipolmoment des Farbstoffes und der elektronischen

Polarisierbarkeit des Solvens zuriickzufiihren ist.

Eigenschaften der Fluorophor-DNA-Konjugate

Der aussichtsreichste der neuen Farbstoffe, der Piperidylfarbstoff ,Pip“ (Abb. 40), wurde
hinsichtlich der Anwendung als Biomarker in der DNA-Analytik getestet. Die
alkylsubstituierten Piperidylfarbstoffe zeigen allgemein sehr kurze Anregungswellenlangen,
die gut zu den Standardlasern passen. Die intrinsische Fluoreszenz von Pip ist zwar eher
malig, aber andere Alkylpiperidylfarbstoffe (nicht kopplungsfahig) zeigen eine sehr hohe

intrinsische Fluoreszenz. Daher wurde vermutet, dass auch Pip noch das Potential eines gut
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fluoreszierenden Markers zeigen kénnte. Die Wasserldslichkeit von Pip ist relativ hoch im
Vergleich zu Oy656, was ihn ebenfalls zu einem guten Kandidaten fur einen Biomarker
macht. Weiterhin ist dieser Farbstoff besonders interessant, da er tber eine vollig andere Art,
namlich Uber die 3-Position des Indols, an das Biomolekil gekoppelt wird. Hingegen werden
herkdbmmliche Cyaninfarbstoffe tiber die 1-Position gekoppelt.

Die Markierungen von DNA mit Pip verliefen leider nicht zur vollen Zufriedenheit. Es wurde
zwar ein etwas hoherer Markierungsgrad (2.0 — 3.2), als mit Oy656 (1.3 — 2.4) erzielt, aber
die guten Markierungsgrade von Cy5 (11.7 — 15.4) wurden nicht erreicht. Die sterisch
anspruchsvolle spiro-Struktur scheint die Kopplung mit dem Biomolekil negativ zu
beeinflussen. Die bessere Wasserloslichkeit von Pip im Vergleich zu Oy656 kdnnte zu den
etwas hoéheren Markierungsgraden gefiihrt haben.

Die vergleichende Charakterisierung der DNA-Konjugate von Cy5, Oy656 und Pip lieferte
jedoch sehr gute Ergebnisse flir das Pip-Konjugat. Es wurde zunachst die Fluoreszenz von
Konjugatlésungen mit gleicher Farbstoffkonzentration gemessen, um einen direkten
Vergleich der Farbstoffe, unabhangig vom Markierungsgrad, zu ermdglichen. Oy656 zeigte
dabei nur 48 % der Fluoreszenz des Cy5-Konjugates, wahrend Pip 85 % der Fluoreszenz
zeigte. Der Ersatz des hydrophoben Cyclohexylrings durch den Piperidylring fuhrte zu
erheblich verbesserten Fluoreszenzeigenschaften der Konjugate. Weiterhin ist von Vorteil,
dass der Piperidylfarbstoff nur eine relativ geringe intrinsische Fluoreszenz besitzt, die
jedoch auf das Doppelte ansteigt, wenn der Farbstoff an DNA gekoppelt wird. Dies ist
glnstig bei allen Verfahren, bei denen Hintergrundfluoreszenz durch nicht abgetrennten,
ungebundenen Farbstoff auftritt. Diese wird hier deutlich geringer ausfallen, da das Konjugat
wesentlich starker fluoresziert, als der freie Farbstoff. Je nach Anwendung kénnten so
aufwandige Reinigungsschritte eingespart werden. Fiur Cy5 und Oy656 wurde eine solche
Erhéhung der Fluoreszenz bei Kopplung an DNA nicht festgestellt.

Ein weiteres unerwartetes Ergebnis lieferte die Untersuchung der Festphasenfluoreszenz.
Dazu wurden Konjugatlésungen mit gleicher Fluorophor-Konzentration auf Objekttrager
gespottet und die Fluoreszenz nach Trocknen ausgelesen. Das adsorbierte Pip-DNA-
Konjugat zeigte ebenso gute Fluoreszenz, wie das Cy5-Konjugat, wahrend das Oy656-
Konjugat nur etwa 60 % dieser Fluoreszenz aufwies. Bei der Festphasenfluoreszenz wurde
ein noch deutlich starkerer Anstieg der Fluoreszenz (um das 10fache) beim Koppeln an DNA
fur Pip gefunden. Oy656 zeigte hingegen nur einen dreifachen Anstieg der Fluoreszenz bei
Vergleich von freiem Farbststoff mit dem Konjugat, wahrend Cy5 keine
Fluoreszenzerhdhung nach Kopplung an DNA aufwies. Die ausserordentlich guten
Fluoreszenzeigenschaften der Pip-Konjugate in fester Phase machen diesen Farbstoff fir
alle Anwendungen, bei denen die Festphasenfluoreszenz gemessen wird interessant, wie

z.B. flr den Einsatz in der konventionellen Chiptechnologie. Durch eine Optimierung der
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bisher noch unzureichenden Markierungen kénnten die Markierungsgrade mit Pip noch
verbessert werden, so dass dieser Farbstoff sehr gut als Biomarker eingesetzt werden kann

und in einigen Anwendungen, vor allem in fester Phase, Cy5 Uberlegen sein sollte.

Ein Anstieg in der Fluoreszenz bei Kopplung an DNA wurde fiir diverse Cyanine beschrieben
[4] und fir DNA-Nachweisverfahren ausgenutzt. Besonders hervorzuheben sind hier die
kationischen, dimeren Cyanine TOTOR, POPOR, YOYO™ und BOBO™ der Firma Molecular
Probes [205, 206]. TOTOR ist beispielsweise ein Dimer von Thiazolorange und besitzt vier
positive Ladungen, davon zwei an den Benzthiazolgruppen und zwei an den tertidren
Aminogruppen, welche die beiden Thiazolorangeuntereinheiten verbinden. Dieser
interkalierende Farbstoff wird nicht kovalent an die DNA gekoppelt, sondern schiebt sich
zwischen die Strange der DNA. Die vielen positiven Ladungen flihren weiterhin zu
elektrostatischen Wechselwirkungen mit den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA.
Die anderen Farbstoffe dieser Serie haben vergleichbare Strukturen. Bei der Bindung an die
DNA tritt ein 200- bis 1800-facher Anstieg der Fluoreszenz auf. NETZTEL et al. [207] fUhren
dies darauf zurlick, dass die Anbindung an die DNA die Torsionsmdoglichkeiten in der
Polymethinkette reduziert und somit die planare Konformation des Farbstoffes stabilisiert
wird.

Auch WAGGONER et al. [60] konnten zeigen, dass die Fluoreszenz von Cy3 bei Kopplung an
DNA steigen kann, wenn die planare Konformation des Farbstoffes dadurch stabilisiert wird.
Sie fanden einen Anstieg der Fluoreszenz von Cy3-markierter, einzelstrangiger DNA nach
Hybridisieren zu Duplex-DNA. Bei einzelstrangiger DNA war die Fluoreszenz gering, stieg
aber bei der Hybridisierung an, da dann offensichtlich die planare Form des Farbstoffes
besonders gut stabilisiert wurde. Die Zunahme der Fluoreszenz bei der Koppelung von Pip
an DNA konnte auf eine ahnliche Stabilisierung der planaren Struktur des Farbstoffes

zuruckzufihren sein.

Weiterhin kdnnte auch die innovative Kopplung an das Biomolekil tUber die 3-Position des
Indols zu den guten Fluoreszenzeigenschaften der Pip-DNA-Konjugate fiihren. Diese Art der
Anbindung wurde bisher nur bei den ganz neuen Farbstoffen der Alexa-Serie
(Alexa Fluor 555° und Alexa Fluor 647°) der Firma Molecular Probes [208] beschrieben.
Diese Farbstoffe beruhen auf folgender Grundstruktur (Abb. 72):
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Abbildung 71: Struktur der Alexa-Farbstoffe bei Kopplung (ber die 3-Position des Indols.

Es handelt sich quasi um ein Derivat von Cy5, bei dem sich die Kopplungsgruppe zum
Biomolekil an der 3-Position des Indols befindet. Mit diesen Farbstoffen wurden sehr gut

fluoreszierende DNA-Konjugate erhalten, wie Abbildung 73 zeigt [43]:
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Abbildung 72: Absorptions- und Fluoreszenzspektren von Alexa Fluor 647- und Cy5-DNA-Konjugaten
im Vergleich [43].

An Hand der deutlich geringeren Dimerenbande im Absorptionsspektrum der Alexa-
Farbstoffe ist zu sehen, dass diese eine viel geringere Tendenz zur Aggregatbildung und den
daraus resultierenden  Quench-Effekten  zeigen, als die Cy-Farbstoffe. Die
Fluoreszenzausbeute des Konjugates ist entsprechend deutlich héher. Weiterhin zeichnen
sich die Alexa-Farbstoffe durch eine hohe Wasserloslichkeit und geringes Photobleaching
aus. Es kénnen auch viel héhere Markierungsgrade realisiert werden als mit Cy5, ohne dass
es zu einem Verlust in der Fluoreszenzausbeute durch Quencheffekte kommt. Protein-Alexa-
Konjugate, die ebenfalls deutlich besser fluoreszieren als entsprechende Cy-Konjugate,
wurden ebenfalls beschrieben [209]. Weiterhin wurden die Alexa-Farbstoffe erfolgreich im

Vergleich mit Cy5 in der Microarray-Technologie getestet [210], wo sie besser zur Ermittlung
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signifikanter Unterschiede in der Genexpression geeignet waren. Da der einzige signifikante
Unterschied zwischen den Cy- und den Alexafarbstoffen die Kopplungsposition des
Farbstoffes an das Biomolekil ist, kann nur diese neuartige Kopplungsart flr die guten
Fluoreszenzeigenschaften der Konjugate verantwortlich sein. Dies sollte vergleichbar fiir den
Pip-Farbstoff gelten. Die neuartige Kopplungsart scheint zu einer Stabilisierung der planaren

Struktur des Fluorophores am Biomolekil beizutragen.

Ausblick

Mit dem Piperidylfarbstoff Pip wurde ein Farbstoff synthetisiert, der den Weg zu einer sehr
vielversprechenden, vollig neuen Farbstoffklasse eroffnet. Dazu sollte allerdings die bisher
noch eher maRige Kopplungseffizienz bei Bindung an DNA weiter verbessert werden. Hierzu
konnten bereits Optimierungen der Kopplungsbedingungen Erfolge bringen (Puffer,
Temperatur, Reaktionszeit etc.). Weiterhin sollten Derivate von Pip synthetisiert werden, die
mehrere hydrophile Sulfonsduregruppen tragen. Solche extrem hydrophilen Farbstoffe
sollten noch wesentlich bessere Fluoreszenzeigenschaften als Biomarker besitzen, da die
Tendenz zur Aggregatbildung und Quencheffekten mit héherer Wasserloslichkeit abnimmt.
Auch die Kopplungseffizienz kénnte hierdurch vorteilhaft beeinflusst werden. Eine mdgliche
Struktur ware ein Farbstoff mit Sulfonsduregruppen an 1- und 5-Position der Indole und
Kopplung an das Biomolektl Uber die 3-Position (z. B. Abb. 73). Eine elektrostatische
AbstofRung von der DNA ist bei vier Sulfonsauregruppen, deren negative Ladungen teilweise
kompensiert werden noch nicht zu erwarten. Weiterhin sollte ein langerer Linker, eventuell
bestehend aus hydrophilen Gruppen verwendet werden, um Wechselwirkungen mit dem
Biomolekll weiter zu reduzieren. Ein solcher Linker kdnnte z.B. durch Aminosauren (hier:

Glycin) unter Ausnutzung der Amidbindung realisiert werden.
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Abbildung 73: Vorschlag fiir einen sehr hydrophilen Piperidylfarbstoff.
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4.2 Tierartendifferenzierung in der Lebensmittelchemie und Forensik

Die neuen spiro-Farbstoffe wurden exemplarisch in der DNA-Analytik (auf konventionellen
DNA-Chips und im DNA-Biosensor) getestet. Als biologisches Modellsystem diente die
Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln, die bereits von PETER [135] begonnen wurde. Es
wurde eine Reihe neuer Sonden entwickelt, die eine bessere und differenziertere
Bestimmung der verschiedenen Tierarten in einer Lebensmittelprobe zulassen. Mit den
neuen Sonden war es mdglich, auch die forensische Analytik als weiteres, neues
Einsatzgebiet flir den DNA-Biosensor zu etablieren. Im Folgenden werden die Ergebnisse
der Tierartendifferenzierung mit beiden Technologien diskutiert, wobei zunachst auf

Gerateparameter, dann auf die biologischen Zusammenhange eingegangen wird.

Charakterisierung der beiden DNA-Biosensor-Chipreader

Die Kalibrationsgraden bei Messungen synthetischer Targetoligonukleotide mit dem DNA-
Biosensor (erster Prototyp) bestadtigen den linearen Zusammenhang zwischen dem
Signalanstieg zu Beginn der Hybridisierung und der Konzentration der Targetldsung nach
Gleichung 8. Ausgewertet wurde entsprechend bei einer Messung nicht das eigentliche
Fluoreszenzsignal, sondern der Fluoreszenzanstieg zu Beginn der Hybridisierung. Auf diese
Art spielt der Fluoreszenzhintergrund nur eine geringe Rolle. Die Dissoziation kann prinzipiell
ebenfalls ausgewertet werden. Da es sich hierbei jedoch um eine Reaktion erster Ordnung
handelt, die einem einfachen exponentiellen Verlauf folgt, besteht kein linearer
Zusammenhang zwischen Konzentration und Signalsteigung. Die Beobachtung der
Dissoziationsphase ermdglicht aber die Bestimmung von ko und ist daher ein weiteres Mittel,
um Mutationen (Fehlpaarungen) in der Hybridisierungssequenz zu erkennen. Allerdings ist
der Zeitaufwand fiir eine Messung der Dissoziation grésser, so dass in dieser Arbeit auch zur
Beantwortung der Frage nach Fehlpaarungen die Assoziationsphase genutzt wurde. Weitere
Untersuchungen zur Kinetik der Hybridisierung und dem Einfluss verschiedener Parameter
wie der Sondenlange, eventuell vorhandener Fehlpaarungen, der Temperatur und des
Formamidgehaltes finden sich bei PETER [135].

Die rechnerische Auswertung der Steigungsbilder erfolgt nach der so genannten
Mittelwertsmethode. Dabei wird der Mittelwert der Steigung in einer Zelle eines
quadratischen Rasters ermittelt. Der Mittelwert der definierten Hintergrundzellen wird dann
vom Mittelwert der betrachteten Sondenzelle subtrahiert. Man erhdlt die
hintergrundkorrigierte Steigung. Diese Art der Auswertung ist eine vereinfachte Abwandlung
der Algorithmen typischer Softwareprogramme zur Auswertung von Microarray-Bildern, wie
z. B. GenePix Pro™, bei dem das Mittelwertsignal eines Spots in einem kreisférmigen Raster

ermittelt wird und der individuelle Hintergrund des Spots jeweils subtrahiert wird. Der
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vereinfachte Algorithmus mit einem quadratischen Raster war jedoch ausreichend zur
Ermittlung reproduzierbarer Ergebnisse und zur Bestimmung von Nachweisgrenzen
(personliche Mitteilung von E. Frauendorfer).

Typische Nachweisgrenzen lagen bei 10 — 20 pM fur die Rind- und Huhn-Targets. Dies ist
vergleichbar mit anderen DNA-Biosensor-Systemen, in denen Nachweisgrenzen von 10 pM
fur ein 18-mer Target [126] und 74 pM fiir ein 21-mer Target [123] gefunden wurden.
Bessere Nachweisgrenzen finden sich beispielsweise bei der Verwendung eines planaren
Wellenleitersytems mit 50 fM [127]. In einem faseroptischen Sensor konnten noch
Konzentrationen von 0.2 pM [131] und 70 fM [119] von fluorophormarkierten Targets
detektiert werden. Mit Methoden, die auf den Nachweis nicht markierter DNA beruhen,
werden jedoch deutlich schlechtere Ergebnisse erhalten, wie z.B. bei einem Resonant-
Mirror-SPR-Biosensor mit 9.2 nM [113], oder bei einem weiteren SPR-System mit 10 nM
[211].

Ein grosser Vorteil des DNA-Biosensors des ICB im Vergleich zur konventionellen DNA-
Chiptechnologie war die einfache Regenerierbarkeit der Chips durch einen alkalischen
Waschschritt. So konnten problemlos 15 bis 20 Messungen auf einem Chip nacheinander
durchgeflhrt werden. Die Reproduzierbarkeit war mit einem Variationskoeffizient von 4 % bei
7 betrachteten Messungen und weniger als 1 % Signalverlust pro Messung sehr gut. Auf
diese Art kdnnen ganze Messreihen auf demselben Chip durchgeflihrt werden, was die
Ergebnisse im hohen Male vergleichbar macht. Auch fur andere DNA-Biosensoren wurde
eine vergleichbar gute Arbeitsstabilitdt beschriebene, wie z. B. bei SCHRUDERER et al. oder
FERIOTTO et. al. [104, 126]. Die Ublicherweise nur sehr kurzen Messzeiten und die Bewegung
der Messlosungen auf den DNA-Biosensoren fuhren zu der allgemein sehr guten
Arbeitsstabilitat. Bei konventionellen DNA-Chips, auf denen eine stehende Ldsung Uber
einen langeren Zeitraum hybridisiert wird und die hybridisierten Produkte erst nach dem
Trocknen detektiert werden, ist eine vollstdndige Regenerierung nicht mehr mdglich, da
irreversible Wechselwirkungen auftreten. Fir jede zu messende Probe muss demnach ein
neuer Chip verwendet werden, wobei insbesondere die genauen Hybridisierungs-
bedingungen unter einem Deckglaschen haufig nicht einstellbar sind. Die Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse wird dadurch deutlich schlechter. So wird von 30 — 50 % Abweichung
zwischen den Mittelwerten verschiedener Arrays berichtet [212, 213].

Auf Grund des speziellen Ausleuchtungsprofils des Lasers ergaben sich beim hier
eingesetzten DNA-Biosensor jedoch Inhomogenitaten der Signale innerhalb eines Arrays.
Sonden-Spots am Rand wurden weniger gut vom Laser angeregt, als Sonden-Spots im
Zentrum des Arrays. Dieses Phanomen ist ein charakteristisches Problem des ICB-
Chipreaders und ist auf die Anregungsoptik zurtickzufilhren. Da dieser physikalische Effekt

jedoch sehr gut reproduzierbar ist, stellte er keine prinzipielle Einschrankung der Messungen
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dar. Die verschiedenen Sonden wurden in der Regel statistisch im Array verteilt, so dass sich
jede mindestens einmal im gut ausgeleuchteten Zentrum des Arrays befand. Haufig wurde
dann nur das intensivste Signal ausgewertet, wahrend die anderen Spots der Absicherung
des Ergebnisses dienten. So waren Methoden zur Korrektur des Ausleuchtungsprofils nicht
notwendig. Diesen definierten Abweichungen innerhalb eines Arrays, die durch
geratetechnische Veranderungen und mathematische Methoden vermutlich sogar fast
vollstandig auszugleichen waren, steht eine undefinierte Variation der Signale innerhalb
eines Arrays auf konventionellen DNA-Chips gegeniber. Bei der Hybridisierung stehender
Lésungen unter einem Deckglaschen oder in einem Hybridisierungsrahmen kommt es zu
inhomogenen Targetverteilungen auf dem Array. Dies flhrt auch innerhalb eines Arrays zu
Abweichungen der Signale von 10 — 25 % [212, 213] z.B. durch Verdunstung am Rand oder
ungenuigend planarer Ausbildung des Flissigkeitsfilms. Vor dem Vergleich der Ergebnisse
verschiedener Chips sollte daher stets eine Normalisierung erfolgen, um
Unregelmassigkeiten auszugleichen. Ansatze daflr finden sich bei HOLLOWAY et al. [81].

Nachdem das DNA-Biosensorsystem mit den synthetischen Modelltargets charakterisiert
wurde, konnte auch die Eignung zur Messung von PCR-Produkten demonstriert werden. Die
PCR-Produkte wurden in der Regel nach thermischer Denaturierung analysiert. Der Anstieg
des Fluoreszenzsignals mit der Zeit war bei den PCR-Produkten ebenfalls linear. Die
Kalibrationsgeraden zeigten, dass weiterhin auch der lineare Zusammenhang zwischen
Konzentration der Proben-DNA und Signalanstieg zu Beginn der Hybridisierung besteht. Die
Analyse von PCR-Produkten in DNA-Biosensoren wird in der Literatur nur relativ wenig
erwahnt, z.B. bei KAl et al., die die Hybridisierung von 143, 256 und 391 bp groRen,
doppelstrangigen PCR-Produkten mit einer 18-mer Sonde in einem BIlAcore-Sensor
beschreiben [214]. Auch mit elektrochemischen und piezoelektrischen Systemen wurde die
Detektion von PCR-Produkten nur selten beschrieben. MINNUNNI et al. verglichen
beipielsweise einen BlAcore-Sensor mit elektrochemischen und piezoelektrischen Systemen
[215]. Sie fanden dabei flr die elektrochemische Detektion schlechtere Reproduzierbarkeiten
und einen uneinheitlichen Zusammenhang zwischen Sensorsignal und PCR-Produkt-

Konzentration.

Am ICB wurde ein zweiter Prototyp des DNA-Biosensor-Chipreaders entwickelt und in der
vorliegenden Arbeit charakterisiert. Das neue System zeichnet sich durch einen starkeren
Laser und eine etwas empfindlichere CCD-Kamera aus. Die Anordnung der Detektionsoptik
wurde insofern vereinfacht, als dass sie nun linear ausgelegt ist, indem sich die CCD-
Kamera nun unterhalb des Prismas befindet. Eine Umlenkung der emittierten
Fluoreszenzstrahlung mit Hilfe einer Goldverspiegelung des Prismas ist ebenfalls nicht mehr

notwendig. Eine deutliche Verbesserung im Vergleich zum alten Chipreader stellt die
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automatisierte Probenaufgabe dar. Mess-, Wasch- und Regenerierungslésungen werden in
Eppendorfgefassen in einem Probenhalter vorgelegt. Eine Nadel durchsticht jeweils den
Deckel des Probengefasses und die Lésung wird mit einer Pumpe tUber den Chip gesaugt.
Der gesamte Messzyklus inklusive Regenerations- und Waschschritten 1auft automatisiert
ab, was zu einer wesentlichen Zeitersparnis fiihrt und ausserdem Fehler, wie sie bei der
manuellen Probenaufgabe vorkamen, ausschaltet.

Die Kalibrationen am neuen DNA-Biosensor zeigten ebenfalls sehr gute Linearitat, wobei
jedoch die Korrelationskoeffizienten insgesamt etwas schlechter waren, als beim ersten
Prototyp. Die automatisierte Probenaufgabe ist derzeit noch nicht voll optimiert, so dass es
zu Unregelmassigkeiten im Fluss der sehr hochviskosen Proben kam. Dies wirkte sich auf
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und somit auf die Korrelationskoeffizienten der
Kalibrationsgraden aus. Derzeit ist die Reproduzierbarkeit mit einer typischen
Standardabweichung von 8 % Uber 7 Messungen beim neuen Chipreader gegenuber 4 %
beim alten Gerat noch etwas schlechter. Optimierungen des FielRsystems kdnnten hier aber
noch zu deutlichen Verbesserungen fiihren. Die Nachweisgrenzen waren mit 5-10 pM etwas
besser, als bei dem alten Chip-Reader (10-20 pM). Auch hier wird das System derzeit noch
nicht voll ausgenutzt. Verbesserungen in der Empfindlichkeit werden durch einen etwas
schlechteren Hintergrund teilweise wieder zunichte gemacht. Der wellenférmige Hintergrund
wird wahrscheinlich durch Inteferenzmuster hervorgerufen, die ihre Ursache in dem
Zusammenspiel von Einstrahlwinkel, sowie den Brechungsindices des Glasprismas und des
Glaschips haben koénnten. Optimierungen der Optik bieten daher Spielraum fir das
Erreichen geringerer Empfindlichkeiten. Das Ausleuchtungsprofil des Lasers ist beim neuen
Chip-Reader ganz ahnlich wie beim Alten und ebenso reproduzierbar, so dass hier keine
Probleme auftraten. Die Messung von PCR-Produkten konnte ebenfalls erfolgreich
demonstriert werden und entsprechend wurden auch Realproben richtig bestimmt. Der neue
Chipreader zeigt groRes Potential hinsichtlich der Messung geringerer DNA-Konzentrationen
bei gleichzeitig stark vereinfachter Handhabung und deutlich schnelleren Messungen.

Zur Zeit wird der zweite Prototyp des DNA-Biosensor-Chipreaders von einem
Kooperationspartner (Prof. Dr. Schleifer, TU Miinchen) in einem Projekt zur Detektion von
Mikroorganismen eingesetzt [216]. Der Nachweis von 20 bis 50 Bakterienarten auf der Basis
ribosomaler 16sDNA vor einem Hintergrund enorm vieler, sehr ahnlicher Sequenzen, stellt
besondere Anforderungen an die Spezifitat der Hybridisierung. In diesem Projekt wird
ausgenutzt, dass bereits wahrend der Dissoziation in Hybridisierungspuffer DNA-Targets mit
Basenfehlpaarungen deutlich schneller abgeldst werden, als die perfekt hybridisierenden

Targets (Daten nicht gezeigt, und persénliche Mitteilung, A. Mehlen).
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Entwicklung neuer Sonden

Zu Beginn der Arbeit stand ein Satz von sechs Sonden [135] flr verschiedene Nutztiere zur
Verfugung, wobei eine der Sonden, die Ziegesonde, nur bedingt einsetzbar war, da sie eine
Kreuzhybridisierung mit Schwein-PCR-Produkt zeigte. Es wurde daher eine Reihe weiterer
Sonden entwickelt, um das Spektrum der messbaren Proben und Anwendungen deutlich zu
erweitern.

Bei der Entwicklung neuer Sonden sind im Wesentlichen zwei Gesichtspunkte zu
bericksichtigen, zum einen die Effizienz, zum anderen die Spezifitat der Hybridisierung der
Target-DNA mit der Sonde. Die Effizienz der Hybridisierung muss mdéglichst hoch sein, um
eine  hohe Empfindlichkeit zu erreichen. Fir verschiedene Spezies sind die
Hybridisierungseffizienzen unterschiedlich, was sich in den unterschiedlichen Sensitivitaten
in den Kalibrationsgraden wiederspiegelt. Beispielsweise ist die Sensitivitat flir Rind-Target-
DNA stets grosser als fir Huhn-Target-DNA, entsprechend einer besseren
Hybridisierungseffizienz des Rind-Targets. Identische Bindungsstarken flir samtliche der
Spezies mit ihren unterschiedlichen Sondensequenzen werden sich nicht realisieren lassen.
Es kann deutlich ein Zusammenhang zwischen der Signalstarke und den unterschiedlichen
Sondeneigenschaften festgestellt werden. Sonden mit einem sehr hohen GC-Gehalt liefern
viel starkere Signale, als Sonden mit einem geringeren GC-Gehalt. Dies entspricht der
bekannten Abhangigkeit des Schmelzpunktes einer Duplex-DNA vom GC-Gehalt. Besonders
deutlich wird dies bei den beiden Rehsonden Re629 (50 % GC) und Re690 (40 % GC), von
denen bei gleichen Hybridisierungebedingungen erstere sehr intensive Signale, zweitere
nahezu keine Signale liefert. Erfahrungsgemass sind die Hybridisierungseffizienzen
ausreichend hoch, wenn die Sonden mindestens 45 % GC-Gehalt besitzen (bei einer
Sondenlange von 20 Nukleotiden und Verwendung von Standardhybridisierungspuffer mit
50 % FA). Weiterhin spielt auch die Lage der GC-Bereiche innerhalb der Sonde eine Rolle.
GC-Paarungen am 5’-Ende, also in der Nahe der Oberflache des Chips zeigen geringere
Auswirkungen auf die Bindungsstarke, als GC-Bereiche im Zentrum der Sonde oder am 3’-
Ende. Auch eine ausgepragte Sekundarstruktur von Sonde und Target kann die
Hybridisierung beeinflussen. BODROSSY et al. beschreiben die zahlreichen Faktoren, die bei
der Entwicklung eines Sondensets mit moglichst einheitlicher Hybridisierungseffizienz eine
Rolle spielen [212].

Die Spezifitat der Sonde und damit die Vermeidung von Kreuzhybridisierungen, ist ein
weiterer wichtiger Punkt bei der Sondenentwicklung. Zum einen kdnnen Kreuzreaktivitaten
auf Grund sehr ahnlicher Sequenzen verschiedener Spezies und daher zu weniger bzw.
nicht gunstig positionierter Fehlpaarungen der Sonde mit den Spezies, die nicht detektiert
werden sollen, entstehen. Dies ist besonders bei sehr nah verwandten Spezies ein Problem,

wie z. B. bei Schaf, Ziege, Reh und den verschiedenen Hirscharten, die sich in ihren
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Sequenzen nur wenig unterscheiden. Beispielsweise zeigt sich eine Kreuzhybridisierung von
Rothirsch an der Sikahirschsonde, da hier nur eine einzige Fehlpaarung vorliegt. Schaf- und
Ziegen-DNA rufen beide eine schwache Kreuzhybridisierung an der Rothirschsonde (Rh629)
hervor, da hier jeweils nur zwei Fehlpaarungen vorliegen, von denen eine jedoch ganz am
Rand der Sondensequenz liegt und kaum die Hybridisierungseigenschaften beeinflussen
kann. Ausserdem konnen bestimmte Fehlpaarungen teilweise toleriert werden, da die
entsprechenden Basen (z.B. G-T) so genannte non-Watson-Crick-Paarungen eingehen
kénnen [135]. Weiterhin kénnen unerwartete Kreuzhybridisierungen auf Grund noch nicht
naher erklarbarer sekundarer Wechselwirkungen auftreten. Dies findet sich beispielsweise
bei der Hybridisierung von Schwein-PCR-Produkt an der alten Ziegesonde (Z684), die trotz
neun vorhandener Fehlpaarungen deutlich ausfallt. Insgesamt zeigen sich im DNA-
Biosensor jedoch wesentlich weniger Kreuzhybridisierungen, als auf konventionellen DNA-
Chips, da bei einem Abwarten der Gleichgewichtseinstellung auch schwachen
Wechselwirkungen die notige Zeit zur Anbindung gegeben wird. PETER [135] deutete in ihrer
Arbeit bereits an, dass die Entwicklung weiterer Sonden fur die Tierartendifferenzierung
durchaus problematisch ist. Flr ein Array, das aus einer Vielzahl von Sonden flr
verschiedene, teilweise sehr dahnliche Spezies bestehen soll, um komplexe Fragestellungen
zu beantworten, vermutet sie Schwierigkeiten hinsichtlich der Spezifitat der einzelnen
Bindungsreaktionen und deutet an, dass diese vermutlich nur bei unterschiedlichen
Stringenzbedingungen spezifisch erfasst werden koénnen.

Zur Entwicklung der neuen Sonden wurde unter anderem eine in unserer Arbeitsgruppe von
E. FRAUENDORFER entwickelte Matlabroutine verwendet, mit der es mdglich ist, Uber eine
Punktebewertung die Lage der Fehlpaarungen innerhalb mdglicher Sonden zu beurteilen.
Gleichzeitig wird deren GC-Gehalt berechnet und kann somit fir das Design der Sonden
bertcksichtigt werden. Die Sonden wurden auf einen moéglichst hohen GC-Gehalt optimiert
und sollten mit allen, auBer mit der zu detektierenden Spezies ein Mindestmal} an
Fehlpaarungen besitzen, die sich moglichst in der Mitte der Sonde befinden sollten. Es
zeigte sich, dass es bei einigen Spezies auf Grund hoher Verwandschaft nur schwer maglich
war, genlgend unterschiedliche Sequenzbereiche zu finden und gleichzeitig einen hohen
GC-Gehalt zu gewahrleisten. Demnach wurde eine Reihe neuer Sonden entwickelt, die
erfolgreich getestet wurden. Es existieren nun Sonden fir die Spezies Rind, Schwein, Pferd,
Ziege, Schaf, Huhn, Pute, Biiffel, Kaninchen, Hase, Reh, Damhirsch, Rothirsch, Sikahirsch,
Mensch und Hund, die alle nebeneinander bei gleicher Stringenz zum Einsatz kommen
kdénnen.

Das Problem der Kreuzhybridisierung an der alten Ziegesonde (Z684) [135] konnte mit der
Entwicklung einer neuen Ziegesonde (Z690) gelost werden. Diese konnte nun Schaf und

Ziege differenzieren und zeigte dabei keine Kreuzhybridisierungen mit anderen Spezies. Die
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neue Sonde liegt um sechs Basenpaare verschoben im Vergleich zu der alten Sonde und
weist sieben Fehlpaarungen zu Schwein im Vergleich zu vorher neun Fehlpaarungen auf.
Die ungunstigen sekundaren Wechselwirkungen, die offensichtlich nicht mit der Zahl der
Fehlpaarungen zusammenhangen und bei der alten Sonde die Kreuzhybridisierung von
Schweine-DNA an der Ziegesonde hervorriefen, treten nun nicht mehr auf.

Die Entwicklung der Reh- und Hirschsonden war besonders anspruchsvoll, da diese Spezies
sehr nah verwand sind. Zusatzlich fiel auf, dass in den Gendatenbanken teilweise
unterschiedliche Sequenzen fiir eine Spezies gefunden wurden, die vermutlich auf regionale
Differenzierungen innerhalb einer Art zuriickzuflihren sind. Dies stellte vor allem bei der
Entwicklung der Rothirschsonde ein Problem dar. Die zunachst zugrunde gelegte
Rothirschsequenz stimmte nicht genau mit der Sequenz der untersuchten DNA (berein. Es
trat zufalliger Weise eine Fehlpaarung genau im Bereich der Sonde auf, so dass mit der
Rh690-Sonde sehr schlechte Ergebnisse erhalten wurden. Sikahirsch-DNA jedoch
hybridisierte sehr gut an dieser Sonde. Nochmalige, ausfiihrliche Datenbankrecherchen
zeigten, dass die Sikahirsch-DNA in der Tat keine Fehlpaarung mit der Rh690-Sonde besitzt.
Die eigentlich zur Detektion von Rothirsch entwickelte Sonde stellt daher eine
ausgezeichnete Sikahirschsonde dar. Auf der Basis eines anderen Gendatenbankeintrags
wurde eine neue Rothirschsonde entwickelt (Rh629), die die geforderten Fehlpaarungen zu
Reh, Dam- und Sikahirsch aufweist und schlief3lich sehr hohe Hybridisierungseffizienzen mit
Rothirsch-PCR-Produkt zeigte. An dieser Sonde zeigt sich jedoch eine geringflge
Kreuzhybridisierung von Schaf- und Ziegen-DNA (s.0.). Die beschriebenen Diskrepanzen in
den Eintrdgen der Gendatenbanken sind nie auszuschliessen und erst die experimentelle
Uberpriifung mit Referenz-DNA kann endgliltig zeigen, ob eine Sonde wirklich gut geeignet
ist. Gerade bei Wildtieren sind solche Polymorphismen im Vergleich mit genetisch durch
Zlichtung stark selektierten Nutztieren durchaus zu erwarten. Hier bietet sich deshalb auch
eine gewisse Redundanz der Sonden an. Auch die gleichzeitig mit der ersten
Rothirschsonde an der Position 690 gewahlte erste Rehsonde (Re690) lieferte
unbefriedigende Ergebnisse. Vermutlich auf Grund eines zu geringen GC-Gehaltes im
Sondenzentrum war die Hybridisierungseffizienz sehr schlecht. Eine neue entwickelte Sonde

(Re629) mit héherem GC-Gehalt lieferte hingegen sehr gute Ergebnisse.

Effizienz und Spezifitiat der PCR

Neben der oben beschriebenen Hybridisierungseffizienz hat auch die Effizienz der
vorgeschalteten PCR einen Einfluss auf das in der nachfolgenden Analytik detektierte Signal.
Nur wenn eine Probe mit hoher Effizienz amplifiziert wird und somit nach der PCR in

ausreichend hoher Konzentration vorliegt, kann sie auch gut detektiert werden. Die Spezifitat
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der PCR beeinflusst ebenfalls das Ergebnis. Ist sie unterschiedlich fiir verschiedene Spezies,
so wird die Zusammensetzung der Probe durch die PCR verandert.

Die PCR-Effizienzen der verschiedenen Spezies konnten bis auf eine Ausnahme so optimiert
werden, dass sie sich nicht wesentlich voneinander unterscheiden. Eine schwache Bande in
der Gelelektrophorese war immer auf eine geringe Konzentration des Templates
zurtckzufiihren. Eine Ausnahme war Ziegen-DNA. Die Amplifikation von Ziege verlief mit
einer geringeren Effizienz, da der Primer CytB403 eine Basenfehlpaarung mit der Template-
DNA aufweist, die nicht durch das Wobbeln (statistische Basenverteilung an einigen
Positionen des Primers) ausgeglichen wurde. Flr die meisten Proben war die PCR-Effizienz
von Ziege jedoch noch hoch genug, um eine gute Detektion zu gewahrleiten. In einigen
Kaseproben jedoch, in denen nur geringe Spuren von Ziegen-DNA enthalten war, war die
Amplifikation problematisch. Hier wurde deshalb statt bei den Standardbedingungen
(Annealing bei 60 °C, 35 Zyklen) mit einer etwas geringeren Stringenz gearbeitet. Die
Stringenz sollte zwar mdglichst hoch gewahlt werden, damit die Bildung unspezifischer
Nebenprodukte weitestgehend unterdriickt wird, doch zum Nachweis von Ziege-DNA-Spuren
wurde die PCR bei 57 °C (45 Zyklen) durchgeflihrt, da die Primer dann eine hdhere Toleranz
der Fehlpaarung auf Grund niedrigerer Stringenz zeigen. Eine Entstehung unspezifischer
Nebenprodukte wurde nicht beobachtet. Um die PCR-Effizienzen weiter anzugleichen,
sollten die Primer optimiert werden. Es kénnten z. B. zusatzliche Wobbel-Positionen im
Primer CytB403 vorgesehen werden. Eine &hnliche Taktik bewahrte sich beispielsweise
auch bei der Identifizierung zahlreicher Fischspezies mittels PCR-RFLP [217]. Weiterhin
kdnnten beim Verdacht auf Ziege flr eine bessere Amplifikation der Ziegen-DNA eine kleine
Menge des perfekt passenden Ziegen-Primers zum PCR-Ansatz hinzugefligt werden.

Die urspriingliche Zusammensetzung der Proben-DNA wird durch die PCR verandert. Die
Anfangs exponentielle Amplifikation wird im Laufe der Reaktion zunehmend gehemmt. Die
Aktivitdt des Enzyms nimmt trotz Thermostabilitat im Laufe der Zeit ab, Nebenprodukte wie
Pyrophosphat akkumulieren, ein Re-Annealing der denaturierten Einzelstrange nimmt zu und
konkurriert mit dem Annealing der Primer und die Konzentration der Primer und dNTP’s
nimmt ab [218]. Die Amplifikationseffizienz sinkt dadurch, die PCR erreicht eine
Plateauphase und kommt zum Erliegen. DNA einer Spezies, die in hoherer Konzentration in
der Probe vorliegt, erreicht die Plateauphase eher, als DNA einer Spezies, die nur in
geringer Konzentration vorliegt. Die PCR kann also fir die Hauptkomponente schon zum
Erliegen gekommen sein, wahrend sie fur eine Nebenkomponente noch weitergeht. DNA-
Spuren werden daher (berproportional amplifiziert. Dies wurde exemplarisch fir
verschiedene Reh-Rothirsch-Mischungen demonstriert. Beimengungen von 2 % Reh in einer
Damhirsch-DNA-Probe lieferten nach der Amplifikation mittels PCR und Messung im DNA-

Biosensor beispielsweise ein Signal von 17 % der Hauptkomponente. Die PCR, in dieser
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Variante, ist daher nur ein qualitatives Verfahren [219]. Fir die nachfolgende Analytik
bedeutet das, dass in Bezug auf die Ausgangsprobe vor der PCR maximal semiquantitative
Ergebnisse erhalten werden kénnen, unabhangig davon, wie gut sich die Messmethode
selbst (hier das Chipexperiment) quantifizieren Iasst. Dies kann aber auch von Vorteil sein,
da es mit Hilfe der Uberamplifikation von Spuren mdglich wird, auch noch sehr geringe
Mengen einer Nebenkomponente mit dem Analyseverfahren zu erfassen und so deutlich

geringere Nachweisgrenzen zu erhalten.

Messung von Realproben im DNA-Biosensor

Aus dem Bereich der Lebensmittelanalytik wurden DNA-Extrakte diverser Fleisch- und
Milchprodukte (CVUA, Miinster) auf die in ihnen enthaltenen Spezies untersucht. Weiterhin
wurden diverse Proben aus forensischen Ermittlungen (Institut fiir Rechtsmedizin, Minster)
analysiert.

Fur die DNA-Extrakte der verschiedenen Lebensmittelproben ergab sich eine sehr gute
Ubereinstimmung mit der Referenzanalytik. Es wurden sowohl Proben, die nur aus einer
Spezies bestanden, als auch Mischungen aus bis zu vier Spezies richtig bestimmt. Auffallig
war, dass einige der Lebensmittel falsch deklariert waren, bzw. unerwartete Bestandteile
aufwiesen, was den dringenden Bedarf an schnellen Kontollmethoden aufzeigt. Typisch ist
z.B. der Zusatz von billiger Kuhmilch zu hochwertigeren Kaseprodukten aus Schafs-, Ziegen-
oder Biffelmilch. Bei den Proben K-2 und K-12, beide aus Schafskdse extrahiert, wurde
sogar ausschlieRlich Rind-DNA detektiert und demnach entgegen der Deklaration Uberhaupt
keine Schafmilch verarbeitet. Bei den Fleischprodukten findet man beispielsweise
Rindfleischzusatze in Lammprodukten (Lammbratwurst, Probe F-11) oder in
Geflugelprodukten (Putenbratwurst, Probe F-17). Mit dem neuen Sondensatz ist nun auch
die Analyse von Pferdefleischprodukten mdoglich, wie an Hand einiger Proben demonstriert
wurde. Wildprodukte kénnen nun ebenfalls getestet werden. Die neue Biiffelsonde erweitert
den Bereich der Kaseanalytik, da auch der hochwertige Mozzarella jetzt analysiert werden
kann. Das Anwendungsspektrum des DNA-Biosensors ist somit durch die neuen Sonden
erheblich erweitert worden.

Die im CVUA verwendeten Referenzmethoden gestalten sich im Vergleich zum DNA-
Biosensor deutlich aufwandiger. Dort ist es nicht moglich mit einer einzigen, standardtisierten
Methode alle Spezies zu bestimmen, sondern es kommen verschiedene Verfahren zum
Einsatz. Fleischproben werden zunachst mit einem ELISA immunchemisch analysiert. Die
Spezies Rind, Schwein, Schaf, Pferd und Gefligel kénnen bis zu einem Anteil von 1 %
nachgewiesen werden. Eine Differenzierung der verschiedenen Geflligelarten und der
Nachweis von Ziege sind so zunachst nicht moglich. Erscheinen Proben im ELISA auffallig,

so wird eine tierartenspezifische PCR durchgefihrt, bei der Anteile bis zu 0.01 %
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nachgewiesen werden kdnnen. Damit ist diese Methode fur die Praxis teilweise schon zu
empfindlich, da auch geringe Kontaminationen, die sich bei der Herstellung ergeben kdnnen,
noch nachgewiesen werden und zu einer Uberinterpretation der Ergebnisse fiihren kénnen
(C. Brinen-Nieweler, CVUA Minster, persoénliche Mitteilung). Auch MEYER et al. halten eine
Nachweisgrenze von 0.1 % fir Schwein als ausreichend [152]. Zum parallelen Nachweis von
Schaf und Ziege in Kaseproben wird am CVUA die tierartenspezifische PCR mittels des CIB-
A-Kit und die PCR-RFLP-Methode nach WOLF et al. [220] verwendet. Die
tierartenspezifische PCR zeigt dabei Kreuzreaktivititen der Primer, so dass fast
ausschliesslich die zeitaufwandigere PCR-RFLP verwendet wird. Oft ist auch hier eine
eindeutige Interpretation des Fragmentmusters nicht moglich, so dass vor allem die
Bestimmung von Schaf-Ziege-Mischproben haufig Probleme bereitet. Der gleichzeitige
Nachweis von Rind mittels PCR-RFLP ist haufig nicht mdglich, da die Restriktion hier
schwach ist. Daher werden die Kaseproben mit dem Casein-ELISA ,Ridascreen Cis“ auf
Rind getestet und positive Ergebnisse durch tierartenspezifische PCR bestatigt. Fir die
Wildtiere und Buffel stehen in der Regel keine kommerziellen Tests zur Verflgung, so dass
hier nur die PCR-RFLP Methode bleibt.

Eine absolute Quantifizierung der DNA in den Lebensmittelproben war auf Grund der
vorgeschalteten PCR nicht mdglich. Die Methode liefert jedoch in sofern zumindest
semiquantitative Ergebnisse, als dass ein schwaches Signal im Biosensor auf eine
Nebenkomponente hinweisst, wahrend ein starkes Signal einer Hauptkomponente
zuzuordenen ist. Fir eine absolute Quantifizierung kénnen beispielsweise Real-Time-PCR-
Verfahren eingesetzt werden. LAUBE et al. entwickelten z.B. ein Verfahren zum Nachweis
0.1 %iger Zumischungen von Rindfleisch in prozessierten Lebensmitteln [221].

Der DNA-Biosensor stellt somit eine einfache wund schnelle Methode zur
Tierartendifferenzierung in der Lebensmittelanalytik dar. Zudem koénnen alle Proben,
unabhangig, ob sie aus Fleisch- oder Kaseprodukten isoliert wurden, nach einem
standardtisierten Verfahren gemessen werden. Einschrankend mufd erwahnt werden, dass
im CVUA nur etwa 10 % der untersuchten Proben im ELISA aufféallig erscheinen und weiter
untersucht werden. Der DNA-Biosensor stellt keine Alternative zum sehr viel schnelleren
ELISA dar, da hier die zeitaufwandige DNA-Extraktion und Amplifikation nicht nétig sind. Fir
die Uberprifung der im ELISA auffélligen Proben ist der Biosensor jedoch hervorragend
geeignet. Weiterhin eroffnet nur das Arrayformat die Moglichkeit eine Probe ohne
VorUberlegungen zu analysieren. In einer einzigen Analyse kann auf die Anwesenheit einer
oder mehrerer (im Rahmen der gewahlten Sonden) beliebiger Spezies einer unbekannten

Probe geschlossen werden.



126 Diskussion

Fur die Proben aus dem forensischen Bereich ergab sich ebenfalls in den Fallen eine
Ubereinstimmung mit der Referenzanalytik (Institut fir Rechtsmedizin, Miinster) in denen die
Tierart bestimmt worden war. Dies konnte entweder mittels Sequenzierung oder durch
immunulogischen Nachweis erfolgt sein. Im Gegensatz zu den Proben aus dem CVUA
waren die DNA-Extrakte aus der Rechtsmedizin von einem deutlich geringeren
Reinheitsgrad. Besonders die DNA aus Blutspuren war noch stark durch Hamoglobin
verunreinigt. Um die dadurch bedingte Inhibition der PCR aufzuheben, wurde bei den
forensischen Proben standardmafig BSA zugegeben. Allgemein war die PCR bei den
Proben der Rechtsmedizin problematischer, als bei den Proben der Lebensmittelanalytik. In
forensischen Ermittlungen steht oft nur sehr wenig Material zur Verfligung und haufig ist die
DNA zudem stark degradiert, wie z. B. in alten, eingetrockneten Blutspuren. Eine
Amplifikation war nicht in allen Fallen moglich. Eine Probe aus Erbrochenem konnte z. B. auf
Grund zu starker Degradierung der DNA nicht amplifiziert werden. War jedoch die PCR
erfolgreich, so konnten die Proben anschliessend auch richtig mit dem DNA-Biosensor
bestimmt werden. Es wurde gezeigt, dass auch DNA aus den typischen forensischen
Probematerialien wie Blut und Haaren erfogreich amplifiziert und detektiert werden konnte.
Mit der Erweiterung auf Mensch, Hund und die Wildtiere wurde der neue Sondensatz speziell
fur die forensischen Anwendungen entwickelt. Die haufig erste Frage, ob in einer Probe
Mensch positiv oder negativ ist, kann somit schnell beantwortet werden, wobei im negativen
Fall gleichzeitig die Spezies genau identifiziert werden kann. Denn haufig sind weitere
Informationen als die blofe Differenzierung zwischen Mensch und Tier bei den
kriminalistischen Untersuchungen gefragt. Bei Probe RM-7, die aus einem Verkehrsunfall
eines Ferraris stammte, war es beispielsweise fur die Versicherung wichtig zu wissen, ob ein
Weidetier der Ausloser flr den Verkehrsunfall war und die Schuld eventuell beim Landwirt
lag, oder ob ein Wildtier Unfallverursacher war. Mit der Messung konnte schnell belegt
werden, dass es sich um ein Wildtier (Damhirsch) handelte. Auch die Information, dass es
sich bei einer Blutspur (RM-10) um Schafblut handelte, kann Hinweise auf den Tater liefern,
der eventuell aus einem Kulturkreis stammt, in dem das Schlachten von Schafen Ublich ist.
Es konnte sich aber auch um einen professionellen Schlachter handeln. Solche
Informationen kénnen wertvolle Hinweise fir die Ermittler sein.

In der forensischen Analytik wird bislang die Tierartendifferenzierung mittels Sequenzierung
oder PCR-RFLP durchgefiihrt [181, 189, 190]. Beide Verfahren sind relativ zeitaufwandig
und insbesondere die PCR-RFLP ist nicht immer eindeutig. In der einschlagigen Literatur
wurden Hybridisierungsassays, wie z. B. DNA-Chips, noch nicht fir die Tierarten-
differenzierung in der forensischen Analytik beschrieben. Sowohl die konventionellen Chips,
als auch der DNA-Biosensor kdnnten jedoch eine schnelle und einfache Mdglichkeit fur die

Untersuchung forensischer Proben darstellen.
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DNA-Analytik mit konventionellen DNA-Chips

Der am ICB entwickelte DNA-Biosensor befindet sich noch im Prototypstadium, wahrend die
konventionelle  DNA-Chiptechnologie gerade Eingang in die unterschiedlichen
biowissenschaftlichen Disziplinen findet. Da der fiir den Biosensor entwickelte Sondensatz
ebenso auf konventionellen DNA-Chips verwendbar ist, wurde die darauf beruhende
Methode der Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln und in der Forensik ebenfalls auf
konventionellen DNA-Chips etabliert. Sie steht somit jedem Anwender, der Zugang zu einem
Microarray-Scanner besitzt, offen. Im Unterschied zu den in der Expressionsanalyse
verwendeten high-density-Arrays [83], kommen hier der Aufgabenstellung entsprechenden
low-density-Arrays zu Einsatz. Es wurden dieselben Sonden wie zuvor flr den Biosensor
beschrieben immobilisiert. Da die Detektionsflache auf konventionellen Chips nicht
eingeschrankt ist, konnten die Sonden hier jedoch mit deutlich héherer Redundanz
aufgebracht werden. Die Spezifitat der Sonden wurde wiederum mit Referenz-DNA getestet,
wobei sich deutlich mehr Kreuzhybridisierungen zeigten, als im DNA-Biosensor. Dies ist auf
die Endpunktsbestimmung im Vergleich zur kinetischen Messung im Sensor zurtck zu
fuhren. Alle Kreuzhybridisierungen waren aber schwach und konstant, so dass die Messung
der Realproben aus der Lebensmittelanalytik und der Forensik, insbesondere nach
Einfihrung eines cut-off Wertes von 500 counts, nicht beeintrachtigt war.

Der Vorteil des Biosensors gegenuber den konventionellen Chips liegt vor allem in der
Zeitersparnis und in der besseren Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Beim Biosensor
kdnnen sehr viele Messungen auf einem Sensorchip durchgefuhrt werden. Dies fuhrt zu
einer sehr guten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, wahrend bei den konventionellen
Verfahren fur jede Probe ein neuer Chip verwendet werden muss. Die Abweichungen sind
entsprechend grosser. Die Endpunkthybridisierung der DNA-Chips ist auch deutlich
zeitaufwandiger, als die kinetische Messung im Durchfluss beim Biosensor. Die Probe muss
fur eine langere Zeit, mindestens eine Stunde, auf dem Array inkubiert werden, worauf noch
diverse Waschschritte folgen, bevor die Fluoreszenz ausgelesen werden kann. Die
Bearbeitungszeit betragt somit etwa 120 min pro Probe gegenuber 5 min im DNA-Biosensor.
Ein groRer Vorteil der konventionellen Chips ist jedoch, dass hier auch high-density-Arrays
verwirklicht werden kénnen, in denen bis zu mehreren tausend Sonden-Spots aufgetragen
sind. Da die sensitive Flache im Biosensor begrenzt ist und die Auflosung der Kamera keine
beliebig dichte Anordnung der Spots gestattet, kénnen im Biosensor nur low-density-Arrays
mit etwa 100 Spots verwirklicht werden. Das System ist also nur flr Fragestellungen
geeignet, die keinen allzu hohen Informationsgehalt bendtigen. Dies trifft aber fur die meisten
diagnostischen Fragestellungen durchaus zu. Tabelle 13 zeigt vergleichend die Vor- und
Nachteile beider Methoden [135].
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Tabelle 13: Vergleich von konvetionellen DNA-Chips und DNA-Biosensor des ICB.

Eigenschaft Konventionelle DNA-Chips DNA-Biosensor des ICB
Array high- und low-density low-density
Reproduzierbarkeit ca. 40 % ca.5%
viele schwache fast keine
Spezifitat o o
Kreuzhybridisierungen Kreuzhybridisierungen
Nachweisgrenze ca.0.1% ca. 0.1 %
Benotigte Menge
3.25 ul 4 ul
PCR-Produkt
Durchsatz 1 Messung / Array 20 Messungen / Array
Dauer 120 min 5 min

In der Literatur wird bisher nur ein System beschrieben, das zur Tierartendifferenzierung in
Lebensmitteln eine Kombination aus PCR und Hybridisierungsanalyse verwendet, ein so
genannter PCR-ELISA [222]. Das Verfahren beginnt ebenfalls mit der Amplifikation des
CytB-Gens mittels Konsensus-PCR. Das PCR-Produkt wird immobilisiert (in der Regel in
einer Mikrotiterplatte, event. auch auf Chips) und denaturiert. Die einzelstrangige,
immobilisierte DNA wird mit tierartenspezifischen Sonden zur Reaktion gebracht. Es folgt die
Detektion der Hybridisierung tber eine Markierung der Sonde und die Bestimmung der An-
oder Abwesenheit einer bestimmten tierischen DNA. Der Hybridisierungsschritt wird hier
invers im Vergleich zum ICB-Biosensor oder den DNA-Chips durchgefiihrt, da hier das PCR-
Produkt immobilisiert wird und danach eine Sonde zur Detektion zugegeben und hybridisiert
wird. Das Verfahren entspricht genau dem in unserer Arbeitsgruppe zuvor entwickelten PCR-
ELISA zum Nachweis von gentechnisch veranderten Pflanzen [223] bzw. von Salmonellen.
Der PCR-ELISA st deutlich zeitaufwandiger als die Chipexperimente, da auf die
Amplifikation noch die Immobilisierung der Proben-DNA und insbesondere diverse
Inkubations- und Waschschritte folgen. Fur den Biosensor des ICB kdénnen hingegen, wie
auch fur konventionelle Chipexperimente, diverse Chips mit unterschiedlichen Sonden
vorbereitet und gelagert werden. Bei Bedarf wird die Probe amplifiziert und direkt gemessen.
Ein Verfahren fir ein konventionelles DNA-Chip-Experiment nach Amplifikation des CytB-
Gens wurde im CarnoCheck-DNA-Chip der Firma Greiner Bio-one (Frickenhausen)
verwirklicht. Der Kit kann zum semiquantitativen Nachweis von acht Tierarten in Nahrungs-
und Futtermitteln eingesetzt werden. In der Literatur sind bisher keine Daten und

Informationen zur Anwendung des Systems zu finden.
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Ausblick

Da gezeigt werden konnte, dass die Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln und in der
Forensik sowohl auf konventionellen DNA-Chips, als auch mit dem ICB-Biosensor schnell
und einfach durchzuflihren ist, sollte die Methode noch auf weitere Spezies erweitert werden.
Bisher wurde beispielsweise die gesamte Gruppe der Fische noch nicht bertcksichtigt. Bei
den Fischen gibt es eine grol’e Vielzahl von Arten, die nur Uber eine parallele
Analysentechnik wie der Chiptechnologie unterschieden werden koénnen. Gerade bei
filettierten oder stark verarbeiteten Fischprodukten steht durchaus zu erwarten, dass
Beimengungen minderwertiger Fischsorten in der Praxis vorkommen. Fir die Geflligel sollte
der Sondensatz noch um die Spezies Gans und Ente erweitert werden. Gans- und Enten-
Produkte miissen zwar seltener Uberprift werden, da sie meist nicht verarbeitet, sondern am
Stlick verkauft werden, jedoch zeigt sich z. B. bei Ganseleberpasteten oder vergleichbaren
Produkten durchaus ein Bedarf. Exotische Tiere werden fir die Lebensmittelanalytik
ebenfalls zunehmend interessant, so dass z.B. Sonden fiir Kdnguruh oder Strauss nitzlich
waren. Hierbei ware jedoch auch noch weitere Entwicklungsarbeit an den Konsensus-
Primern noétig, da schon gezeigt werden konnte, dass Kéanguruh mit den derzeitigen Primern
nicht amplifizierbar ist. Perspektivistisch dirfte die Allergendiagnostik als spezieller Bereich
der lebensmittelanalytischen Tier- und Pflanzenartendifferenzierung interessant werden, da
hier nicht nur wirtschaftliche Erwagungsgrinde (Verfélschungen) eine Rolle spielen, sondern
ein echtes Risiko fir bestimmte Verbraucher vorliegt. Fir die Forensik waren auch Sonden
fur Katze und Ratte von Nutzen, da diese Tiere sich gerne in der Nahe von Menschen
aufhalten und zu untersuchende Spuren eventuell von ihnen stammen kénnten (z.B. Frass
an Toten, unbekannte Haarspuren etc.). Insbesondere im Bereich der forensischen Analytik
sollte noch eine Vielzahl weiterer Realproben gemessen werden, um die bisher in diesem

Bereich noch wenig bekannten Chiptechnologien weiter zu etablieren.

4.3 Verwendung der neuen Fluorophore im Biosensor und auf DNA-Chips

Nachdem das biologische Modellsystem optimiert und charakterisiert worden war, konnten
die neuen spiro-Cyanine erfolgreich sowohl im DNA-Biosensor, als auch auf konventionellen
DNA-Chips eingesetzt werden. Als realistisches DNA-Target wurde Damhirsch-DNA
wahrend der PCR durch Zugabe von Aminoallyl-dUTP zum PCR-Mix mit reaktiven
Aminogruppen modifiziert. Die PCR-Produkte wurden mit den Farbstoffen Cy5, Oy656 und
dem Piperidylfarbstoff Pip markiert. Die Eigenschaften der Konjugate werden ausfuhrlich in
Kapitel 4.1 diskutiert.
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Die markierte DNA wurde dann auf konventionellen Chips und im Biosensor hybridisiert. Vor
den Messungen wurden die Ldsungen jeweils auf gleiche Farbstoffkonzentrationen
eingestellt, so dass die unterschiedlichen Markierungsgrade nicht ins Gewicht fielen. Im
Biosensor wurden mit Pip ebenso gute Ergebnisse erhalten, wie mit Cy5, wahrend Oy656
deutlich schwachere Signale (nur etwa 30 %) lieferte. Auf konventionellen DNA-Chips, bei
denen im Gegensatz zum Biosensor die Festphasenfluoreszenz ausgelesen wird, zeigte Pip
sogar erheblich hdhere Signale als Cy5 (etwa 40 %). Oy656 zeigt hingegen nur einen
Bruchteil des Signals von Pip (20 %).

Auf Grund seiner hoheren Wasserloslichkeit und der innovativen Kopplungsart zeigt Pip
deutlich bessere Fluoreszenzeigenschaften, als Oy656. Dies machte sich auch in den
Hybridisierungsassays bemerkbar. Der Anstieg der Fluoreszenz des Farbstoffes bei
Kopplung an DNA fiihrte zu gut fluoreszierenden Konjugaten und damit zu starken Signalen
in den beiden getesteten DNA-Bioassays. Weiterhin zeigte Pip schon beim einfachen
Spotten des DNA-Konjugates auf Chips die Besonderheit einer erhéhten
Festphasenfluoreszenz, die sich auch in den konventionellen DNA-Chip-Experimenten
wiederspiegelte, in denen Pip sogar dem kommerziellen Farbstoff Cy5 Uberlegen war.

Schon dieser erste getestete Piperidylfarbstoff erwiel? sich in seiner Verwendung in der
DNA-Chiptechnologie insgesamt als vergleichbar gut, wie Cy5. Weitere Optimierungen, wie
das Anbringen einer Vielzahl von Sulfonsauregruppen oder hydrophiler Linker zum
Biomolekil sollten noch zu deutlich besseren Ergebnissen flhren. Die neu entwickelte
Klasse der spiro-Piperidylcyanin-Fluorophore stellt eine als Biomarker hervorragend
geeignete Klasse von Fluoreszenzfarbstoffen dar. Der Farbstoff Pip und weitere, noch zu
synthetisierende, hydrophilere Derivate dieser Grundstruktur sollten auch in anderen
Bereichen der DNA-Analytik getestet werden. Interessant ware beispielsweise die Kopplung
mit Hilfe der Phosphoramidit-Chemie, um die Probleme bei der Post-PCR-Markierung durch
Verwendung entsprechend markierter Primer zu umgehen. In dieser Arbeit wurden bereits
erste Versuche zur Synthese von Phosphoramidit-Derivaten der spiro-Cyanine durchgefiihrt
(Ergebnisse nicht gezeigt), bei denen die Alkohol-funktionalisierten Farbstoffe mit 2-
Cyanoethyl-N,N-diisopropylchlorophosphoramidit umgesetzt werden sollten. Die Synthesen
waren bisher jedoch nicht erfolgreich und scheinen nicht ohne weiteres maoglich zu sein.
Weiterhin boéte sich eine Kopplung der neuen Farbstoffe an Proteine an, um ihre
Verwendung in der Proteinanalytik  zu testen. Die aullergewOhnlichen
Fluoreszenzeigenschaften der Pip-Farbstoffe lassen auch in der Proteinanalytik noch grofes

Potential vermuten.
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5 Zusammenfassung

Auf der Basis der Oysterfarbstoffe (Denovo Biolabels), einer Klasse neuer Cyanine mit
charakteristischen spiro-Cyclohexylgruppen an der 3-Position der Indole, wurde eine Vielzahl
weiterer neuer spiro-Cyanin-Fluorophore synthetisiert. Die sterisch anspruchsvollen spiro-
Substituenten in 3-Position der Indole sollten Wechselwirkungen der Farbstoffmolekile
untereinander und mit dem Biomolekil, die Tendenz Aggregate zu bilden und die damit
verbundene Fluoreszenzléschung vermindern. Von den in dieser Arbeit synthetisierten
Farbstoffen zeigen besonders die spiro-Piperidylcyanine mit ihren vorteilhafen
Fluoreszenzeigenschaften groRes Potential als Biomarker flir unterschiedliche

Anwendungen.

Die Synthese der Piperidylfarbstoffe stellte sich relativ komplex dar und die richtige Wahl der
Schutzgruppen war essentiell fur den Erfolg. Vor allem die Quaternierung der Cbz-
geschitzten Indole war ein schwieriger Syntheseschritt und zeigte als Nebenreaktion immer
ein teilweises Abspalten der Schutzgruppe. Sulfonierte Indole konnten Uberhaupt nur dann
quaterniert werden, wenn als Gegenion das tert-Butylammoniumkation eingefuhrt wurde.
Synthesewege, bei denen erst am fertigen Farbstoff die Schutzgruppe von der reaktiven
Aminofunktion im Piperidylring entfernt wird, waren wenig erfolgreich. Die Cbz-Schutzgruppe
war nicht zu entfernen, ohne auch das empfindliche chromophore Gertist des Farbstoffes zu
zerstdren. Ein Schutzgruppenwechsel zu Boc war problematisch, da diese sterisch sehr
anspruchsvolle Schutzgruppe die Kopplung der Indolgruppen zum Farbstoff stark
beeintrachtigte. Mit der Moz-Schutzgruppe konnten hingegen erfolgreich Piperidyl-Farbstoffe
synthetisiert werden, bei denen die Schutzgruppe erst am Ende der Synthese entfernt wird.
Dies erlaubte es, die unterschiedlichen Derivatisierungen erst im letzten Schritt
vorzunehmen, so dass der Farbstoff an sich vielseitig verwendbar blieb. Da die Ausbeuten
bei der Synthese der Moz-geschiitzten Farbstoffe jedoch eher maRig waren und die
Synthese durch den Schutzgruppenwechsel unnétig lang war, wurde auch eine andere
Strategie verfolgt. Die quaternierten Indole wurden von der Cbz-Schutzgruppe befreit und am
Piperidin mit Bromessigsaure alkyliert. Nach der Kopplung zum Farbstoff konnte an der
Carbonsaurefunktion weiter derivatisiert werden. Weiterhin wurde gezeigt, dass das
Fluorophor auch Uber diese Saurefunktion, also Uber die 3-Position des Indols, an das
Biomolekll angebunden werden kann, was im Vergleich zur Ublicherweise durchgefiihrten
Kopplung Uber die 1-Position des Indols eine innovative Methode mit unerwarteten
Eigenschaften darstellt. Die Synthesestrategie der spiro-Piperidylcyanine wurde auf die

Synthese der spiro-Cyclopentylcyanine (bertragen. Diverse Farbstoffe mit spiro-
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Cyclopentylgruppen in roter und blauer Form konnten dargestellt und charakterisiert werden.
Auch Farbstoffe, die nur auf einer Seite eine Indolkopfgruppe tragen, auf der anderen jedoch
eine Benzoxazol-, Benzthiazol-, Pyrdidin- oder Chinolingruppe wurden erfolgreich
synthetisiert und charakterisiert, zeigten aber relativ schlechte Fluoreszenzeigenschaften.
Die neuen Fluorophore wurden zunachst als freie Farbstoffe vergleichend zu Cy5 und Oy656
charakterisiert. Es zeigte sich, dass der sterische Anspruch der Substituenten in 3-Position
des Indols einen Einfluss auf die Eigenschaften der Farbstoffe besall. Mit steigendem
sterischen Anspruch der Substituenten wurde das Absorptionsmaximum bathochrom
verschoben. So zeigte Oy656 mit den spiro-Cyclohexylgruppen ein langwelligeres
Absorptionsmaximum (656 nm), als die neuen Cyclopentylfarbstoffe (651 — 653 nm),
wahrend Farbstoffe ganz ohne spiro-Substituenten (z. B. Cy5, 647 nm) die kurzwelligsten
Absorptionsmaxima zeigten. Da Farbstoffe mit nur einer spiro-Gruppe stets kurzwelliger
absorbierten, als solche mit zwei spiro-Gruppen, lag der Fokus auf der Synthese von mono-
spiro-Cyaninen. Ein moglichst kurzwelliges Absorptionsmaximum ist von Vorteil, weil die
Farbstoffe dann besser im Anregungsbereich typischer Standardlaser, z. B. der roten
Laserdiode (635 nm), liegen. Mit Hilfe einiger Modellrechnungen konnte mangelnde
Planaritédt des n-Systems der Molekule als Ursache fiur die bathochrome Verschiebung bei
steigendem sterischen Anspruch der Substituenten ausgeschlossen werden. Vielmehr sind
Anderungen in den C-C-Bindungsabstanden im Polyenteil fiir den Shift verantwortlich.

Die intrinsische Fluoreszenz war fir Farbstoffe mit sterisch anspruchsvollen Substituenten
ebenfalls geringer, als fir nicht substituierte Farbstoffe. Oy656 zeigte eine geringere
Fluoreszenz als die Cyclopentylfarbstoffe, welche wiederum schlechter fluoreszierten als
Cy5. Alkylsubstituierte Piperidylfarbstoffe zeigten unerwarteter Weise trotz der sterisch
anspruchsvollen spiro-Substituenten mit Cy5 vergleichbar kurzwellige Absorptionsmaxima
(645 — 647 nm) und teilweise eine deutlich bessere intrinsische Fluorszenz als Oy656,
anndhernd vergleichbar mit Cy5. Daher und auf Grund ihrer hohen Wasserloslichkeit
schienen die Piperidylfarbstoffe besonders gut als Biomarker geeignet.

Zur weiteren Charakterisierung im Vergleich zu Cy5 und Oy656 wurde der alkylsubstituierte
Piperidylfarbstoff Pip an DNA gekoppelt. Die Anbindung an die DNA erfolgte bei diesem
Farbstoff auf neuartige Weise uber die 3-Position des Indols. Mit diesem Konjugat wurden
sehr gute Ergebnisse erzielt. Die Fluoreszenz des Pip-Farbstoffes stieg nach Kopplung an
DNA auf das Doppelte an, was vermutlich auf eine Stabilisation der planaren Konformation
des Farbstoffes durch Wechselwirkungen mit der DNA zurtckzufihren ist. Die Konjugate
fluoreszierten damit in Losung fast so gut wie die von Cy5 (85 % bezogen auf Cy5) und
deutlich besser als die von Oy656 (49 % bezogen auf Cy5). Die Festphasenfluoreszenz der
Pip-Konjugate war sogar um 10 % besser, als die von Cy5, wahrend Oy656 hier ein 40 %

geringeres Fluoreszenzsignal zeigte. Dieses Ergebnis ist auf einen noch starkeren Anstieg
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der Fluoreszenz des Pip-Farbstoffes nach Kopplung an DNA (bis zu zehnfach) bei
Beobachtung der Festphasenfluoreszenz im Vergleich zur Fluoreszenz in Lésung zurtick zu
fUhren.

Mit den Piperidylfarbstoffen wurde eine neue Farbstoffklasse erschlossen, die schon jetzt
sehr viel bessere Eigenschaften zeigt, als die bisherigen Oysterfarbstoffe, die
Ausgangspunkt der Synthese waren. Zukinftige Optimierungen, wie das Einbringen weiterer
hydrophiler Substituenten, sollten zu noch besseren Fluorophoren flihren, die auch Cy5 in

ihren Eigenschaften als Biomarker deutlich bertreffen kdnnten.

Die neuen Fluorophore wurden exemplarisch in der DNA-Analytik getestet. Dazu wurde die
Tierartendifferenzierung mit Hilfe eines am ICB entwickelten DNA-Biosensors und auf
konventionellen DNA-Chips als biologisches Modellsystem etabliert. Ausgangspunkt war ein
bereits bestehender Sondensatz von sechs Nutztiersonden (Rind, Schwein, Huhn, Pute,
Schaf, Ziege) fir die Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln [135].

Zunachst wurde das Biosensor-System des ICB ausflhrlich charakterisiert, wobei vor allem
die gute Reproduzierbarkeit der Messergebnisse (weniger als 1 % Signalverlust pro
Messung) und die wesentlich kiurzeren Messzeiten (etwa 5 min pro Messung) im Vergleich
zur konventionellen DNA-Chiptechnologie auffielen. Zusatzlich zu dem ersten Prototyp des
DNA-Biosensor-Chipreaders wurde auch ein zweiter Prototyp charakterisiert, der Gber einen
hdéheren Automatisierungsgrad verfiigte. Probenaufgabe, Regenerations- und Waschschritte
liefen automatisiert und damit besonders schnell ab. Auf Grund des starkeren Lasers und der
empfindlicheren CCD-Kamera lag die Nachweisgrenze mit 5 - 10 pM etwas niedriger, als
beim alten Chipreader (10 - 20 pM). In dieser Arbeit gemachte Beobachtungen Uber
UnregelmaRigkeiten im Flul3 der hochviskosen Proben und einen durch Interferenzen
verursachten etwas hoéheren Hintergrund konnen Ausgangspunkt flr weitere
Verbesserungen sein.

Dem bestehenden Sondensatz wurden weitere Sonden hinzugefiigt, die eine differenziertere
Untersuchung von Lebensmittelproben ermoglichten. Es konnten nun die Spezies Rind,
Schaf, Ziege und Biiffel problemlos in Kaseproben detektiert werden. Bisher stellte der
Nachweis von Ziege haufig ein Problem dar, da unerwartete Kreuzhybridisierungen
auftraten. Diese konnten durch die Entwicklung einer neuen Ziegesonde behoben werden.
Mit der neuen Pferd-Sonde ist nun auch die Analyse von Pferdefleisch-Produkten mdglich.
Wildtierprodukte kédnnen mit den neuen Sonden fir Reh, Dam-, Rot- und Sikahirsch, Hase
und Kaninchen analysiert werden. Zahlreiche Realproben des CVUA wurden erfolgreich
bestimmt. Das DNA-Biosensorsystem stellt somit eine schnelle und einfache Alternative zu
den herkdmmlichen Methoden der Tierartendifferenzierung wie PCR-RFLP oder

tierartenspezifischer PCR dar.



134 Zusammenfassung

Aul3er in der Lebensmittelanalytik wurde das DNA-Biosensor-System auch fur forensische
Fragestellungen eingesetzt. Hierzu wurden neben den neuen Wildtiersonden zwei weiteren
Sonden fir Mensch und Hund benétigt. Uber die bloRe Fragestellung nach der
Differenzierung zwischen menschlicher und tierischer DNA hinaus, lieferte der Biosensor im
selben Schritt auch die genaue Spezies im Fall von tierischer DNA. Die Kenntnis der Tierart
in einer DNA-Spur kann entscheidende Hinweise in einer kriminalistischen Ermittlung liefern.
Diverse Realproben (Spuren) des Instituts fir Rechtsmedizin wurden erfolgreich analysiert.

Die Entwicklung der neuen Sonden war nicht immer unproblematisch. Eine Herausforderung
bestand darin, auch bei vielen verschiedenen Spezies die Sonden so zu entwerfen, dass sie
moglichst alle bei derselben Stringenz optimal hybridisieren. Bei der groRen Ahnlichkeit der
Sequenzen einiger untersuchter Spezies war es manchmal schwierig Sequenzbereiche mit
genitigend Unterschieden zu finden, in denen gleichzeitig der GC-Gehalt grol3 genug war
(45 %). Dabei musste gewahrleistet sein, dass sich die Fehlpaarungen im wesentlichen in
der Mitte der Sonden befanden. Ein in unserer Arbeitsgruppe von E. FRAUENDORFER

geschriebenes Programm unterstitzte die Sondenentwicklung.

Da sich der Biosensor des ICB derzeit noch im Prototypstadium befindet, wurden die neuen
Tierarten-Sonden auch fur Anwendungen auf konventionellen DNA-Chips getestet. Bei
Zugang zu einem Array-Scanner kann der neue Sondensatz fir die Tierartendifferenzierung
dann von jedem Anwender genutzt werden.

Auf den konventionellen DNA-Chips zeigten sich auf Grund der langen Hybridisierungszeiten
deutlich mehr Kreuzhybridisierungen, als im DNA-Biosensor. Diese waren aber samtlich
schwach und konstant. Bei Einfuhrung eines geringen Schwellenwertes wurde die Messung
der diversen Referenz- und Realproben dadurch nicht eingeschrankt. Zahlreiche DNA-
Proben aus Kase- und Fleischprodukte konnten erfolgreich auf die in ihnen enthaltenen
Spezies Uberprift werden. Auch die Messung von forensischen Proben war moéglich. Mit der
Tierartendifferenzierung auf DNA-Chips wurde eine neue, leistungsstarke Methode in die

forensischen Analytik eingefihrt.

Schliellich wurden die neuen spiro-Piperidylfarbstoffe im DNA-Biosensor des ICB und auf
konventionellen DNA-Chips getestet. Dazu wurden Konjugate verschiedener Farbstoffe mit
aminoallylmarkiertem Damhirsch-PCR-Produkt hergestellt und Oy656, Cy5 und Pip wurden
vergleichend gemessen. Um die unterschiedlichen Markierungsgrade auszugleichen wurden
Lésungen mit gleicher Farbstoffkonzentration verwendet.

Im DNA-Biosensor war Pip ebenso gut geeignet wie Cy5, wahrend Oy656 deutlich
schlechtere Signale zeigte. Auf konventionellen DNA-Chips lieferte Pip sogar mit Abstand die

besten Ergebnisse, um etwa 40 % hdhere Fluoreszenzsignale als Cy5, wahrend Oy656 sich
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wenig geeignet zeigte. Auf Grund der hohen Fluoreszenz der Pip-DNA-Konjugate, ist der
neue spiro-Farbstoff hervorragend fur Anwendungen in der DNA-Chiptechnologie und im
Biosensor geeignet. Die oben beschriebenen guten Fluoreszenzeigenschaften der Pip-DNA-
Konjugate bestéatigen sich in der Anwendung in diesen beiden Bioassays. Insbesondere fiir
die klassische DNA-Chiptechnologie ist Pip gut geeignet, da sich die hohe
Festphasenfluoreszenz der Konjugate auch nach einer echten Hybridisierung beobachten
|&sst.

Mit den spiro-Piperidylfarbstoffen wurde eine vollig neue Farbstoffklasse erschlossen, die
ausgezeichnete Eigenschaften als Biomarker zeigt. Weitere Optimierungen der
Piperidylfarbstoffe, z.B. das Einfiihren weiterer hydrophiler Gruppen, sollten zu noch deutlich
besser fluoreszierenden DNA-Konjugaten und entsprechend besseren Nachweisgrenzen in
den DNA-Assays fiihren. Ein Einsatz in der Porteinanalytik ist ebenfalls gut vorstellbar und

sollte in weiteren Arbeiten getestet werden.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Gerate, Materialien, Chemikalien

6.1.1 Organisch synthetische Methoden

'H NMR-Spektroskopie ("H-NMR):

Die Kernresonanzspektren wurden mit den Spektrometern WM 300 (300.13 MHz), und AMX
400 (400.13 MHz) der Firma Bruker gemessen. Die 'H NMR-spektroskopischen Daten
beziehen sich auf Tetramethylsilan (TMS, & = 0.00 ppm) als internen Standard.

3C NMR-Spektroskopie ("*C-NMR):
Die Spektrometer WM 300 (75.47 MHz) und AMX 400 (100.61 MHz) der Firma Bruker

wurden verwendet. Die Signale des Losungsmittels wurden als interner Standard eingesetzt.

Massenspektrometrie (MS):
Die Messung der Elektronenspray-Massenspektren (ESI) erfolgte auf einem

Quadrupolmassenspektrometer Quattro LC-Z der Firma Micromass.

Ultraviolettspektroskopie (UV/Vis):
Die Elektronenspektren wurden in Quarzkivetten oder in Kunststoff-Einmalkivetten (UVette,
Eppendorf, Hamburg) der Schichtdicke 1 cm an dem UV/Vis-Spektrometer Lambda 11 der

Firma Perkin Elmer (Weiterstadt) gemessen.

Fluoreszenzspektroskopie (FS):
Die Fluoreszenzspektren wurden an einem Perkin Elmer (Weiterstadt) Luminescence

Spektrometer LS 50 B in Quarzkivetten gemessen.

Dunnschichtchromatographie (DC):

Fur die Dinnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel 60 Fs, beschichtete Fertigfolien
der Firma Merck (Darmstadt) oder Alugram RP-18W/UVys, Folien (0.15 mm) der Firma
Macherey-Nagel (Diren) verwendet. Die Detektion der Substanzen erfolgte mit UV-Licht der
Wellenlange 254 nm oder mit Hilfe geeigneter Sprihreagenzien. Es kamen Ehrlich’s-
Reagenz (1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd in 25 ml konz. Salzsdure und 75 ml Ethanol)
und Ninhydrinldsung (0.3 g Ninhydrin in 100 ml Butanol und 3 ml Eisessig) zum Nachweis
von Aminen zum Einsatz. Soweit moéglich wurden samtliche Syntheseprodukte

dinnschichtchromatographisch auf ihre Reinheit gepruft.
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Saulenchromatographie:

Fur die straight phase — Saulenchromatographie (SP) wurde Kieselgel 60 der Firma Fluka
(Steinheim)  (Korngréfle 0.063-0.200 mm) verwendet. Die reversed phase -
Saulenchromatographie (RP) wurde mit LiChroprep RP-18 (Korngréfke 40 — 63 um) der
Firma Merck (Darmstadt) durchgefiihrt. Weiterhin wurde fiir die Saulenchromatographie

Aluminiumoxid 5016A Basic (pH 9.5) der Firma Fluka (Steinheim) verwendet.

Fast performance liquid chromatography (FPLC):
Die Farbstoffe wurden in der Regel mehrfach mittels FPLC (Pharmacia, LKB, GP-10, Pump
P-50) dber LiChroprep RP-18 (KorngroRe 40 — 63 um) der Firma Merck (Darmstadt)

gereinigt.

High performance liquid chromatography (HPLC):
Die HPLC-Chromatogramme wurden an einer Hewlett Packard HPLC, Series 1050 mit dem
Fluoreszenzdetektor 1046A gemessen. Wenn nicht anders erwahnt, wurde eine 250 x 4 mm

Kromasil (100, C18, 5 um) Saule der Firma MZ Analysentechnik (Mainz) verwendet.

Lésungsmittel:

Die verwendeten Lésungsmittel wurden nach Standardverfahren gereinigt und getrocknet.

Arbeitstechniken:
Alle hydrolyseempfindlichen Reaktionen wurden unter Argon- oder Stickstoffatmosphare mit
Spritzen- und Septentechnik durchgefiihrt. Dazu wurden die Apparaturen im Vakuum

sorgfaltig ausgeheizt und anschliefend mit Schutzgas gespllt.
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6.1.2 Molekularbiologische und analytische Methoden

Gerate:

Analysenwaage AT261 Deltarange
Blockthermostat BT200

Dispenser Nano-Plotter
Elektrophoresis-Power-Supply-EPS 600
Fluoreszenzspektrometer LS 50 B
GMS418 Mikroarray-Scanner
Mikrozentrifuge

Minigel Twin-Kammer

PAGE Einzelkammer

pH-Elektrode Inlab 423

pH-Meter 763 Multi Calamatic
Reinstwasseranlage Seralpur PRO 90 CN
Schneidplotter Cutting Pro FC3100-60
Schittler Vortex Genie 2

Standard Power Pack P25

Sterilgard Sicherheitswerkbank
Thermocycler Hybaid OmniGene
Thermomixer 5437

Tischzentrifuge 5415 C

Ultraschallbad Sonorex Super RK103H
UV-Vis-Spektrometer Lambda 11

Materialien:

CSS-Silylated Slides

Deckglaschen 20 mm x 20 mm
Mikrotiterplatten mit 384 Kavitaten (PP)
PVC 3mm grau

Transferklebefilm 3M aus Reinstacrylat
(50 und 30 um)

vorgereinigte Objekttrager (25 x 75 mm)

Zentrifugenfiltereinheiten Ultrafree-MC

Mettler Gber Fleischhacker (Schwerte)
Kleinfeld (Gehrden)

GeSiM (GroRerkmannsdorf)
Pharmacia Biotech (Ebersberg)
Perkin Elmer (Weiterstadt)

MWG Biotech (Ebersberg)

Carl Roth (Karlsruhe)

Biometra (Goéttingen)

Werkstatt der Universitat Minster
Mettler (Toledo, USA)

Knick (Berlin)

Seral (Ransbach-Baumbach)
Graphtec Europe (Solingen)
Bender & Holbein (Zurich, CH)
Biometra (Géttingen)

Baker Company (Sanford, ME, USA)
MWG-Biotech (Ebersberg)
Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Bandelin (Berlin)

Perkin Elmer (Weiterstadt)

CEL Associates (Pearland, USA)
VWR (Darmstadt)

Nunc (Wiesbaden)

Carl Nolte Technik (Minster)
Witte Plusprint (Minster)

Sigma Aldrich (Steinheim)
Millipore (Schwalmbach)
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Chemikalien:
Die Chemikalien wurden, wenn nicht anders erwahnt, von den Firmen Sigma-Aldrich
(Taufkirchen), Merck (Darmstadt) und Fluka (Taufkirchen) bezogen und waren von hdchstem

Reinheitsgrad.

Elektrophorese:

Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid- Carl Roth (Karlsruhe)

Lésung 37.5:1(30 % AA)) fur PAGE

puc19-DNA-Marker, Msp | geschnitten MBI Fermentas (St. Leon Rot)

Loading Dye Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
PCR:

Biotherm DNA-Polymerase Genecraft (Mlnster)

(Tag-Polymerase)

dNTPs Genecraft (Mlnster)
Aminoallyl-dUTPs Ambion (Austin, USA)
10 x - PCR-Puffer Genecraft (Mlnster)
50 mM MgCl, — Lésung Genecraft (Mlnster)

Sonstige Reagenzien:

Ultrahyb Hybridisierungspuffer Ambion (Austin, USA)
Natriumdodecylsulfat (SDS) ICN Biomedicals (Aurora, USA)
Rotiblock 10 x Konzentrat Carl Roth (Karlsruhe)

Rotisol Carl Roth (Karlsruhe)

QlAquick PCR Purification Kit Qiagen (Hilden)

Formamid (FA) wurde ausschliel3lich in deionisierter Form eingesetzt. Die Deionisation

wurde mittels des lonentauschers AG 501-X8 Resin von Bio-Rad (Minchen) durchgefihrt.

Samtliche Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen. Die
Konzentration wurde durch Absorptionsspektroskopie bei 260 nm Uberprift. Alle Sonden-
Oligonukleotide wurden 5’-Amino-modifiziert eingesetzt mit einem C12-T8- bzw. einem C12-
T15-Spacer zwischen Aminogruppe und Sondensequenz. Die Target-Oligonukleotide trugen
jeweils am 5-Ende eine Cy5-Markierung. Im Anhang finden sich Ubersichten Uber die
Oligonukleotide, welche bei den Untersuchungen am DNA-Biosensor und auf

konventionellen DNA-Chips eingesetzt wurden.



140 Experimenteller Teil

Folgende Puffer bildeten die Grundlage fir zahlreiche Arbeitsschritte:

0.5xUH/50%FA (Standardhybridisierungspuffer)” 50 % (v/v) Ultrahyb
25 % (v/v) Formamid
25 % (v/v) Bidest-Wasser

10xTBE (Tris-Borsaure-EDTA-Puffer, pH 8.5) 890 mM TRIS Base
890 mM Borsaure
20 mM EDTA

20xSSC (Citrat gesattigte Kochsalzlésung, pH 7) 3 M NaCl
0.3 M NaCitrat

Deaktivierungspuffer (pH 8.5) 0.1 M NaHCO;
1 % (m/v) 6 Aminohexansaure
0.1 % (m/v) SDS

Regenerierungslésung? 0.125 NaOH
0.05 % Tween 20

Waschpuffer (pH 7.5) 0.5xSSC
0.1 % (m/v) SDS

PBS 8.04 mM Na,HPOQO, *2H,0
(Phosphat gepufferte Kochsalzlésung, pH 7.4) 1.47 mM KH,PO,
145 mM NaCl

Y Ultrahyb enthalt bereits 50 % Formamid, so dass der Standardhybridisierungspuffer eine
Endkonzentration von 50 % (v/v) Formamid aufweist.

? Die Regenerieungslosung wird vor jeder Messung frisch aus NaOH- und Tween-Stammliésungen
angesetzt.
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6.1.3 Referenz- und Realproben zur Tierartendifferenzierung

DNA-Extrakte von Referenzmaterialien, bestehend aus einer reinen Spezies, und DNA-
Extrakte von Realproben aus diversen Fleisch- und Milchprodukten wurden aus den
laufenden Uberpriifungen des Chemischen Landes- und Staatlichen
Veterinaruntersuchungsamt (CVUA) Mdunster erhalten. Fir die Extraktionen wurde dort
entweder der Wizard-Kit (Promega, Mannheim) oder der Cibus-Kit (Cibus Biotech, Guterloh)
verwendet.

Weiterhin wurden DNA-Extrakte von Referenzmaterialien und Realproben vom Institut fir
Rechtsmedizin der Universitat Mlnster bereitgestellt. Das Extrakt aus Menschenblut wurde
mit dem NucleoSpin Blood-Kit (Macherey-Nagel, Diren) hergestellt. Weitere Extrakte
wurden mit einer einfachen Standard DNA-Extraktionsmethode (Proteinase K, Chelex,)
hergestellt, wobei die DNA in einem weniger hohen Reinheitsgrad erhalten wird und die
Lésungen in der Regel gelb-braun gefarbt und trib sind. Teilweise wurden die Proben noch

mittels Ultrafiltration (Microcon) nachgereinigt.

Das CVUA fluhrte zu allen Proben eine Referenzanalytik mit unterschiedlichen Methoden
durch.

Die DNA-Extrakte von Nutztier-Fleischproben wurden zunachst mit einem ELISA-Test zum
Nachweis von Tierarten in erhitzten Fleischwaren (Transia, Ober-Mdrlen) immunchemisch
analysiert. Fur Spezies, die im ELISA auffallig erschienen, wurde eine tierartenspezifische
PCR mit dem Ciba-A-Kit (Cibus Biotech, Giitersloh) durchgefiihrt. Fiir den Nachweis der
Wildtiere kam die PCR-RFLP zum Einsatz, bei der nach WOLF et. al. [217] aus dem cytb-Gen
ein 464bp-Produkt erhalten und anschlief3end verdaut wird.

Der Nachweis von Schaf, Ziege und Biffel in Kaseproben wurde ebenfalls mit der PCR-
RFLP-Methode durchgefiihrt. Der Nachweis von Ziege war dabei jedoch nicht immer
eindeutig moglich. Der Nachweis von Rind in Kaseproben erfolgte mit dem Casein-ELISA
,Ridascreen Cis“ (R-Biopharm, Darnstadt). War das Ergebnis auffallig, wurde eine

tierartenspezifische PCR durchgefihrt.

Im Institut fir Rechtsmedizin wurden die Proben auf unterschiedliche Arten analysiert. Die
Unterscheidung zwischen Mensch und Tier erfolgte Uber die Hybridisierung mit Primaten-
spezifischen Sonden (QuantiBlot-Kit, ACTBP2-PCR). Als positiv-Nachweis wurde teilweise
eine humanspezifische PCR durchgefihrt. Zur Tierartendifferenzierung kamen serologische
Verfahren (Antikérper vermittelt, Cross-Elektrophorese) und CytB-Sequenzierung und

anschlief3ender Abgleich mit BLAST zur Anwendung.
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Die folgenden Tabellen enthalten weitere Angaben zu den Referenz- und Realproben. Die

DNA-Extrakte wurden bis zur Amplifikation bei -20 °C gelagert

Tabelle. 14: Genomische Referenz-DNA der einzelnen Spezies.

Probennummer Quelle Spezies

R-1 CVUA Huhn

R-2 CVUA Pferd

R-3 CVUA Pute

R-4 CVUA Rind

R-5 CVUA Schaf

R-6 CVUA Schwein

R-7 CVUA Ziege

R-8 CVUA Rothirsch

R-9 CVUA Damhirsch
R-10 CVUA Reh

R-11 CVUA Sikahirsch
R-12 CVUA Springbock
R-13 CVUA Hase

R-14 CVUA Wildkaninchen
R-15 CVUA Hauskaninchen
R-16 CVUA Wildschwein
R-17 CVUA Sitatunga Antilope
R-18 CVUA Riesenkanguruh
R-19 CVUA Buffel

R-20 CVUA Wildente

R-21 CVUA Gans

R-22 Rechtsmedizin Mensch

R-23 Rechtsmedizin Hund
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Tabelle 15:Zusammensetzung der Realproben-DNA-Extrakte von Fleischprodukten.

Probennummer Bezeichnung Tierarten laut CVUA
F-1 Hahnchen-Doner Huhn

F-2 Hahnchen-Doner Huhn

F-3 Hahnchenfleisch-Déner Huhn

F-4 Doéner-Kebap Huhn

F-5 Putenmedaillons Pute

F-6 Mettwurst Schwein

F-7 Fleischwurst Schwein

F-8 Rostbratwurst Schwein

F-9 Wirstchen Schwein

F-10 Doéner Kebap Rind

F-11 Lammbratwurst Rind, Schaf

F-12 Truthahnbrust geflillt Pute

F-13 Thuringer Mett v. Schwein Rind, Schwein

F-14 Hot Dog Schwein, Huhn
F-15 Fleischwurst Rind, Schwein, Huhn, Pute
F-16 Rostbratwurst Schwein, Pute

F-17 Putenbratwurst Rind, Schwein, Pute
F-23 Brihwurst A Schwein

F-24 Brihwurst B Rind, Schwein, Huhn, Pute
F-25 Leberwurst A Rind, Schwein, Pute
F-26 Leberwurst B Schwein

F-27 Echt ungarische Salami Pferd negativ

F-28 Knoblauchwurst Pferd negativ

F-29 Truthahn Salami Pferd negativ

F-30 Echt ungarische Salami Pferd negativ

F-31 org. franzdsische Ringsalami Pferd negativ

F-32 Fleischwurst mit Barlauch Pferd negativ

F-33 Kordelsalami Pferd negativ

F-34 Geflugelleberwurst Pferd negativ

F-35 Salami pur porc Pferd negativ

F-36 Pferdesalami Pferd

F-37 Rehkeule Reh

F-38 Wildschweinbraten Wildschwein

F-39 Hasenkeule Hase

F-40 Hirschmedallions Rothirsch

F-41 Hirschkeule Rothirsch
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Tabelle 16:Zusammensetzung der Realproben-DNA-Extrakte von Kdseprodukten.

Probennummer

Bezeichnung

Tierarten laut CVUA

K-1
K-2
K-3
K-4
K-5
K-6
K-7
K-8
K-9
K-10
K-11
K-12
K-13
K-14
K1-15

Schafskase 1

Schafskase 2

Schafskase 3

Picodon (Ziegenkase)
Ziegenfeta (zertifiziert)
Ziegenfeta + 10 % Kuhmilch
Mozzarella

griechischer Schafskase
Feta aus Schafs- und Ziegenmilch
original Feta in Salzlake
Schafskasecreme
Schafskase 4

spanischer Schafskase
Ziegenkase

sardinischer Schafskase

Rind, Ziege

Rind

Rind, Schaf, Ziege (?)
Rind, Ziege

Ziege

Ziege, Rind nicht nachgewiesen
Blffel

Schaf

Schaf, Ziege, Rind
Schaf, Ziege, Rind
Schaf, Rind, Ziege
Rind

Schaf, Ziege, Rind
Ziege, Rind, Schaf
Schaf

Tabelle 17: Realproben aus der Rechtsmedizin.

Probennummer

Bezeichnung

Tierarten laut RM

RM-1
RM-2
RM-3
RM-4
RM-5
RM-6
RM-7
RM-8
RM-9
RM-10
RM-11

Ziegenhaar

Rehhaar

Hirschhaar

Ziegenspeichel

Rehblut

Hirschblut

Haarprobe aus Verkehrsunfall
Gewebeprobe, Muskelfleisch
Blutprobe aus Blutlache
Blutprobe aus Blutlache
Gewebeprobe aus Erbrochenem

Ziege

Reh

Hirsch

Ziege

Reh

Hirsch
ungeklart
Mensch negativ
Schaf

Mensch negativ
nicht charakterisierbar
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6.2 Molekularbiologische Methoden

6.2.1 Sequenzdatenverarbeitung

Die Sequenzen des cytb-Gens der verschiedenen analysierten Spezies wurden mit dem
Programm ClustalX Multiple Sequence Alignment Program (Version 1.8, The National Center
for Biotechnology Information (NCBI), erhaltlich unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov) abgegli-
chen. Der daraus resultierende Sequenzvergleich findet sich im Anhang und war Vorlage bei
der Konzeption der verwendeten Primer und Sonden. Zum Abgleich zwischen einzelnen
Sequenzen kam dabei aullerdem der BLAST-Algorithmus (NCBI, ebenda online verfugbar)
zum Einsatz. Die Sondensequenzen wurden mit Hilfe des Oligonukleotide Properties
Calculator (http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html) auf Sekundarstrukturen und
Selbstkomplementaritat untersucht. Weiterhin kam eine Matlabroutine, die im Arbeitskreis
Prof. K. Cammann von E. Frauendorfer entwickelt wurde, zum Einsatz. Dieses Programm

wird ausfuhrlich in Kapitel 3.4.2.1 beschrieben.

6.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Standard-Konsensus-PCR zur Amplifikation des mitochondralen cytb-Gens der
verschiedenen untersuchten Spezies wurden die universellen Primer cytb403 und
Cy5cytb779 (vergl. Anhang) eingesetzt. Ein PCR-Ansatz enthielt dabei in der Regel 1x-PCR-
Puffer, 1.5 mM MgCl,, 200 yM dNTPs, 400 nM Primer cytb403, 400 nM Primer Cy5cytb779,
0.02 U/ul Polymerase und 1 ul Template-DNA. Bei nicht weiter aufgereinigten Proben der
Rechtsmedizin wurde auflerdem BSA (20 ug) zugesetzt. Das finale Reaktionsvolumen von
25 yl wurde durch Auffillen mit vollentsalztem (VE) Wasser erhalten. Als preiswerte DNA-
Polymerase aus Thermus aquaticus wurde Biotherm™ Taq verwendet. Die Reaktionen
wurden in dinnwandigen 600 ul-Reaktionsgefallen (Genecraft, Mlnster) in Thermoblcken
mit Deckelheizung durchgefiihrt. Dabei wurde das folgende Temperaturprogramm durch-

laufen:

= |nitiale Denaturierung: 94°C / 3 min

= 35 Zyklen, jeweils: 94°C /30 s, 60°C/30s,72°C/60s
= Finale Elongation: 72°C / 3 min

= Abkihlphase: 30°C / 15 min, dann RT
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Sofern nicht anders bei den Ergebnissen angemerkt, wurden die Amplifikationen unabhangig
von der Art der eingesetzten Template-DNA unter den genannten Bedingungen durchge-
fuhrt. Die Template-DNA-L6sungen wurden dabei normalerweise unverdinnt eingesetzt und

nicht auf eine bestimmte Konzentration eingestellt.

Zur Herstellung von PCR-Produkt-Pools einzelner Spezies wurde ein mindestens 10facher
Reaktionsansatz (,Mastermix®) einschlieRlich der jeweiligen Referenz-Template-DNA ange-
setzt und in 25pl-Aliquots zur Reaktion gebracht. Nach Analyse durch Polyacrylamid-

gelelektrophorese wurden die Ansatze mit guter Ausbeute vereint.

6.2.3 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch unter Auftrennung der DNA-Fragmente nach
ihrer Grolke mittels vertikaler PAGE analysiert. Fir die Differenzierung zwischen Frag-
mentgréRen von ca. 30-500 bp wurde standardmaRig die folgende Zusammensetzung des
Gels gewahlt: 10 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid-Gemisch (37.5:1), 0.2 % (v/v) N,N,N’,N’-
Tetramethyl-ethylendiamin, 0.08 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat, 1x TBE. Die Gele wur-
den in Glaskassetten der Grélke 8.5cmx7.5cmx0.1cm mit 10 Taschen pro Gel
hergestellt. Ublicherweise wurde 1 ul PCR-Produkt in 2 ul Probenpuffer (0.125 % (w/v) Brom-
phenolblau, 0.125 % (w/v) Xylencyanol FF, 30 % (v/v) Glycerin in 25 mM EDTA) sowie der
pUC19-DNA-Marker als Referenz im Gel aufgetragen. Nach der Elektrophorese in 1x TBE
wurde das Gel ca. 2 min in einer Farbelésung (0.5 ug/ml Ethidiumbromid) und im Anschluss
10 min in einem Wasserbad inkubiert, bevor die DNA-Banden dann im UV-Licht (Trans-
iluminator) sichtbar gemacht wurden. Photographien der Gele werden in dieser Arbeit

farbinvertiert dargestellt.

6.2.4 Markierung von PCR-Produkten mit Fluorophoren

Alternativ zur Markierung der PCR-Produkte durch Einbau von Cy5-markierten Primern
wahrend der PCR erfolgte eine nachtragliche Markierung mit den gewunschten Farbstoffen.
Dazu wurde wahrend der PCR 50 % des dTTP in der dNTP-Mischung durch Aminoallyl-
dUTP (Ambion, Austin, USA) ausgetauscht, so dass das erhaltene PCR-Produkt Aminoallyl-
modifiziert vorlag. Der Primer Cy5cytb779 wurde entsprechend durch den nicht-markierten
Primer cytb779 ersetzt. Das Aminoallyl-PCR-Produkt wurde mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden) gereinigt. Es wurden jeweils 3 PCR-Ansatze (75 pl) auf eine

Saule gegeben und die Reinigung nach Herstellerangabe durchgefiihrt. Die Elution des
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gereinigten PCR-Produktes erfolgte mit 50 pl bidest-Wasser. Es folgte eine Kontrolle der
Ausbeute mit Absorptionsspektroskopie. Das PCR-Produkt wurde in der speed-vac nahezu
zur Trockene eingeengt und anschliefend in 7.5 pl bidest-Wasser aufgenommen. Zur
Markierung wurden 20 umol des entsprechenden Farbstoffes in 15 pul
Natriumhydrogencarbonatlésung (0.1 M, pH 9) geldst und 7.5 ul dieser Lésung wurden zur
DNA gegeben. Die Mischung wurde im Dunkeln 1 h bei 30 °C inkubiert. Die Aufreinigung
erfolgte erneut mit dem QIAquick PCR Purification Kit nach Standardvorschrift. Eluiert wurde
einmal mit 30 ul und zur Sicherheit noch einmal mit 50 ul bidest-Wasser. Die Ausbeute und

der Markierungsgrad wurden mit Hilfe der Absorptionsspektroskopie bestimmt.

6.3 Charakterisierung der Fluorophore und Konjugate

6.3.1 Absorptionsspektren

Die Farbstoffe bzw. die Farbstoff-DNA-Konjugate wurden in den entsprechenden
Lésungsmitteln geldst und die Absorption in der Regel von 220 bis 800 nm bestimmt.

Fir die Messung der Absorptionsspektren von Farbstofflésungen standen preiswerte
Einwegkuvetten aus Kunststoff (PMMA) mit verschiedenen Volumina (1ml — 100 pl),
Schichtdicke 1 cm, flir Messungen ausschliellich im Vis-Bereich zur Verfliigung (z.B.
Plastibrand, Brand, Wertheim). Weiterhin standen flir die Messungen der Konjugate sterile
50 pl Einwegkuvetten, Schichtdicke 1 cm, der Firma Eppendorf (Hamburg) zur Verfugung.
DNA-Farbstoff-Konjugate, die in sterilen Klvetten gemessen wurden, wurden spater auch fir
weitere Arbeiten verwendet. Nach Messung in nicht sterilen Klvetten wurden die Lésungen

in der Regel verworfen.

6.3.2 Emissions- und Anregungsspektren

Die Messung von Emissions- und Anregungsspektren erfolgte an einem LS50B
Fluoreszenzspektrometer der Firma Perkin Elmer (Weiterstadt). Wenn nicht anders erwahnt,
wurden samtliche Spektren im Fluoreszenzmodus mit dem Detektor R928 bei automatischer
Spannungseinstellung und einer Scanspeed von 400 nm/min aufgenommen. Variiert wurden
jeweils die Anregungs- bzw. Detektionswellenlangen und die Breite der Ex- und Em-Spalte,
so dass optimale Spektren erhalten wurden.

Beim Vergleich der Fluoreszenzintensitat verschiedener Lésungen untereinander wurden

diese zunachst auf dieselbe Absorption eingestellt (hdufig A = 0.1), um anndherungsweise
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gleich konzentrierte Loésungen zu erhalten. Die Messung der Fluoreszenzintensitat erfolgte

dann fur alle Proben bei denselben Einstellungen der Ex- und Em-Spalten.

6.3.3 Festphasenfluoreszenz

Zur Bestimmung der Festphasenfluoreszenz der Farbstoffe und Konjugate wurden Lésungen
mit gleicher Absorption hergestellt, um ahnlich konzentrierte Lésungen vorliegen zu haben.
Die Losungen wurden mit einem Dispenser Nano-Plotter (GeSiM, GroRRerkmannsdorf) in
Form von Arrays auf gereinigte Objekttrager gespottet. Jede Probe wurde dabei dreimal pro
Aarray, bei vier Arrays pro Metaarray und zwei Metaarrays pro Chip gespottet, um eine
bessere Vergleichbarkeit zu erhalten (Abb. 74). Die Objekttrager wurden tGber Nacht zum
Trocknen im Dunkeln aufbewahrt und am folgenden Tag wurde mit einem Mikroarray-
Scanner (MWG-Biotech, Ebersberg) die Fluoreszenz ausgelesen und ausgewertet (vergl.
Kap. 6.5.2).

Abbildung 74: Dispensiermuster bei Messung der Festphasenfluoreszenz.
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6.4 Realzeithybridisierung im DNA-Biosensor

6.4.1 Herstellung der DNA-Biosensor-Chips

Die einzelstrangigen DNA-Fangsonden wurden auf aktivierten Glasobjekttragern im
Standardformat von 25 mm x 75 mm x 1 mm immobilisiert.

Die mit Ethanol vorgereinigten und markierten Glasobjekttrager wurden zunachst mit einer
Mischung aus gleichen Teilen Methanol und konz. Salzsdure und anschlieend in konz.
Schwefelsdure chemisch gereinigt. Nach Waschen mit VE-Wasser und Methanol wurde die
Oberflache mit 3 % (v/v) 3-[2-(2-Aminoethylamino)-ethylamino]-propyl-trimethoxysilan in
Methanol silanisiert. Es folgte das Waschen der Objekttrager in Methanol und Tempern bei
110°C. Anschliel’end wurde mit Phenyl-Diisothiocyanat (10 mg/ml in einer Lésung von 10 %
(v/v) Pyridin in Dimethylformamid (DMF)) aktiviert. Die Glasobjekttrager wurden daraufhin mit
DMF und mit Dichlormethan gewaschen, im Stickstoffstrom trocken geblasen und entweder
unter Trockenmittel bei -20°C zwischengelagert oder sofort weiter verwendet.

Die DNA-Fangsonden lagen in der Regel in einer Konzentration von 8 uM in wassriger
Lésung vor und wurden mittels eines Dispensers ortsaufgeldst in definierten Arrays auf der
Glasoberflache abgelegt. Ein Sondenspot entstand dabei liblicherweise aus einem Volumen
von ca. 2 nl Sondenlésung, und der Abstand zwischen verschiedenen Sondenspots des
Arrays betrug 0.7 mm. Nur in den Fallen, wo eine einzige Sonde als 10x10-Array
immobilisiert wurde, betrug der Abstand 1 mm. Weiterhin wurde bei der Herstellung einiger
Sondenarrays ein 5-Cy5- und 3’-NH,-markiertes Oligonukleotid als Positionsmarker an
verschiedenen, definierten Positionen neben dem Array mit einem Mindestabstand von
14 mm zu den Fangsondenspots immobilisiert, wobei nur ca. 0.6nl der 2uM
Positionsmarkerlésung pro Spot aufgetragen wurden.

In Abbildung 75 ist die Position des immobilisierten Sondenarrays auf den Glasobjekttragern
skizziert. Die relativen Koordinaten von x = 14 mm und y = 12.5 mm beschreiben dabei die
Lage des zentralen Bezugspunktes des Dispensers ausgehend von der linken, unteren Ecke
des Objekttragers. Bei der Konzeption der Arrays fir die DNA-Sensorchips wurden die
verschiedenen Sondenspots immer so angeordnet, dass sie mindestens zwei- oder dreifach
in unterschiedlichen Bereichen des Arrays, jedoch mindestens einmal im zentralen, relativ

stark angeregten Bereich lagen.
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Abbildung 75: Positionierung des Sondenarrays auf den Glasobjekttrdgern der DNA-Sensorchips

Bsp.: 10x10-Array mit Spotabstand von 1 mm; Angaben in mm

Nach der Belegung erfolgte eine Inkubation der Glasobjekttrager Uber Nacht bei
Raumtemperatur in einer Feuchtbox. Im Anschluss daran wurden die Uberschissigen
reaktiven Gruppen bei 37 °C durch Reaktion mit 6-Aminohexansaure (1 % (w/v) in 100 mM
Natriumcarbonat, pH 8.5) deaktiviert und die Oberflache zur Vermeidung unspezifischer
Wechselwirkungen bei RT durch Inkubation in 1x Rotiblock geblockt. Nach Waschen mit VE-
Wasser und Trocknen im Stickstoffstrom wurden die Glasobjekttrager bis zum Gebrauch bei
4 °C gelagert.

Neben den beschriebenen, selbst aktivierten Chips kamen in wenigen Fallen auch
voraktivierte Glasobjekttrager (CSS-Silylated, CEL Associates, Pearland, USA) zum Einsatz.
Das Dispensieren der Fangsonden erfolgte wie oben beschrieben, die Deaktivierung wurde
nach Angaben des Herstellers durchgeflihrt.

Der eigentliche DNA-Biosensorchip wurde erhalten, indem auf den Objekttrager mit
Sondenarray die Plastikteile zur Ausbildung des FlielRkanals aufgeklebt wurden (siehe auch
Abb. 15, Kap. 1.3.3.3 und Ref. [134]). Die Plastikteile wurden in der Werkstatt des ICB
gefrast. Der Objekttrager wurde zunachst mit einem grauen PVC-Zwischenstiick
(28 mm x 22 mm x 3 mm) Uber einen zugeschnittenen Klebefilm von 50 ym Hoéhe mit einer
mittigen Offnung von 14 mm x 22 mm verbunden. In das Zwischenstiick sind schlitzférmig
(14 mm x 1 mm) Zu- und Abfluss zum FlieRkanal integriert. Uber einen zweiten zugeschnit-
tenen Klebefilm von 130 um Dicke wurde die Oberseite des Zwischenstlickes mit dem Chip-

oberteil aus Polymethacrylsduremethylester (PMMA) verbunden.

6.4.2 Durchfithrung der Messungen

Auf der Unterseite des fertig zusammengebauten DNA-Biosensor-Chips wurde ein Tropfen
Silikondl aufgebracht und sorgfaltig unter vermeidung von Blasenbildung verteilt.

AnschlielRend wurde der Chip in die Halterung des Auslesegerates gelegt. Nach Absenken
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des Chips auf das Glasprisma wurde ca. 5 min gewartet, so dass sich ein gleichmaRiger
Olfilm zwischen Chip und Prisma ausbilden konnte.

Fir eine Messung wurden normalerweise 120 pl der in Standardhybridisierungspuffer
angesetzten Verdunnung der jeweiligen Targetoligonukleotide in den Probencontainer des
Sensorchips gegeben, die Verschlussklappe zum Ausschluss von Umgebungslicht
aufgesetzt und die Messung mit einer Flierate von 1 pl/s und einer Belichtungszeit von 5 s
gestartet. Wahrend der Messung wurde alle 7 s ein neues Bild aufgenommen. Die
Aufnahmen der CCD-Kamera wurden dabei im Modus des 2x2-Binnings gespeichert. Dabei
wurden je 2x2 der insgesamt 1024x1024 Pixel zu einem Wert zusammengefasst, wodurch
der Speicherplatzbedarf der Messdaten verringert wurde bei gleichzeitig noch ausreichend
groflier Auflésung der Bildinformation. Da mit einem Sensorchip mehrere Messungen durch-
geflihrt werden kénnen, wurde er nach erfolgter Hybridisierung durch Spulen mit 1x 200 pl
Regenerierungslosung und anschliefend 2x 200 pyl Waschpuffer bei einer Fliefdrate von
jeweils 25 pl/s regeneriert. Danach konnte eine neue Messung gestartet werden.

Die Einzelkomponenten des Sensorchips konnten teilweise mehrfach verwendet werden. Die

Chips wurden dafiir nach Gebrauch fiir einige Stunden in Rotisol™

eingelegt, woraufhin die
Klebefilme entfernt und die Kunststoffkomponenten nach weiterer Reinigung mit Ethanol
erneut benutzt werden konnten.

Die Messung von PCR-Produkten unterschied sich nicht wesentlich von der Messung der
Target-Oligonukleotide. Damit die fertige Messldsung dieselbe Zusammensetzung ausweist,
wie die synthetischen Target-Oligonukleotide (1 Teil Wasser, 1 Teil Formamid, 2 Teile
Ultrahyb), muss bei der Herstellung der Proben der durch das PCR-Produkt bedingte
Wasseranteil berticksichtigt werden. Es wurden 0.1 bis 25 pl, in der Regel jedoch 4 ul PCR-
Produkt pro 120 ul Probenlésung eingesetzt. Die Proben wurden vor der Messung thermisch
denaturiert (5 min 96 °C, 1 min Eis) und dann sofort gemessen, um ein Reannealing der

Einzelstrange zu verhindern.

Der Formamidgehalt der Proben wurde bei einigen Messungen von PCR-Produkten variiert.
Der entsprechende Hybridisierungspuffer wurde dann jeweils modular aus den drei
Komponenten Wasser, Formamid und Ultrahyb hergestellt. Dabei ist zu beachten, dass das
Ultrahyb selbst 50 % Formamid enthalt. Bei einem Gehalt von 50 % Ultrahyb bedeutet dies,
dass der Formamidgehalt der fertigen Probe nur zwischen 25 % (2 Teile Wasser, 2 Teile
Ultrahyb) und 75 % (2 Teile Formamid, 2 Teile Ultrahyb) variiert werden kann.
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6.4.3 Auswertung einer Messung

Die Auswertung der Messungen am DNA-Biosensor erfolgt mit einer eigens am ICB
entwickelten Software, der unter dem Programm Matlab betriebenen Routine Exprimage.
Dabei werden die 16Bit-Graustufenbilder der CCD-Kamera als Intensitaten im
Falschfarbenmodus dargestellt. Die Datenverarbeitung erfolgt schrittweise durch
Einzelbefehle, die nacheinander abgearbeitet werden: Festlegen des Datenordners, Einlesen
der darin gespeicherten Bilddaten, Festlegen der Zeitachse flr die Messung, Kontrolle des
Signalverlaufs an einzelnen Pixeln, Berechnen des Steigungsbildes, Quantifizierung der
dabei erhaltenen Werte.

Die Quantifizierung der Signalsteigungen an den einzelnen Spots erfolgte nach der
Mittelwertsmethode, wobei Uber den Mittelwert der gesamten Flache des Spots ausgewertet
wird. Dazu wurde in Exprimage ein Raster Uber die Sondenspots gelegt, das derart gestaltet
ist, dass sich jeder Spot innerhalb einer Zelle befindet und zwischen den Spots jeweils in alle
Richtungen eine freie Zelle derselben GroRe liegt. Die Mittelwerte der Intensitaten der Pixel
in den Zellen mit den Sondenspots wurden berechnet. Die freien Zellen dienten zur
Berechnung des Hintergrundes. Dabei wurde der Mittelwert der Intensitaten der vier zur
betrachteten Zelle diagonal liegenden Zellen gebildet. Man erhalt eine Ergebnismatrix mit
den Intensitaten an den einzelnen Sondenspots und eine weitere mit dem Hintergrund, der
zu dem betreffenden Spot gehort. Eine Hintergrundkorrektur durch einfache Subtraktion der

Matrices voneinander wurde in Excel durchgefihrt.

6.4.4 Messung am neuen DNA-Biosensor-Chipreader

Fur den neu entwickelten Chipreader wurden dieselben Chips verwendet, wie beim ersten
Prototyp, allerdings wurde hier auf den Objekttrager mit Sondenarray nur ein einziges
Plastikteil (PMMA, 55 x 28 mm mit integrierten, kreisféormigen Bohrungen mit Durchmesser
1.5 mm fir Zu- und Abfluss der Probe) zur Ausbildung des Fliesskanals mittels eines
Klebefilms (55 x 28 mm, 50 um Héhe mit ovaler Aussparung) aufgeklebt. Auf Grund der
anderen optischen Auslegung lag der zentrale Bezugspunkt fir den Array um 80 mm in x-
Richtung verschoben (Vergl. Abb. 75). Der fertige Sensorchip wurde in die Chiphalterung
gelegt und auf das Prisma abgesenkt, auf welches zuvor ein Tropfen Silicondl gegeben
wurde. Nach einer Wartezeit von 5 min hat sich ein homogener Olfilm ausgebildet und das
System war zur Messung bereit. In das Vorlagekarussel werden Eppendorfgefale (1.5 —
2ml) mit den bendtigten Losungen gegeben (Waschpuffer, Regenerierungslosung,

Hybridisierungspuffer und Probenldsung, samtlich hergestellt wie beim ersten Prototyp). Eine
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Nadel durchstach den Deckel des jeweils gewahlten Eppendorfgefales und die Flussigkeit
wurde entsprechend der eingestellten Parameter Uber den Chip gepumpt. Vor der ersten
Messung wurde der Fliel3kanal gefiillt, indem 400 ul Waschpuffer mit 100 pl/s Gber den Chip
gepumpt wurden. Es folgte Regenerierung mit 200 ul Regenerierungspuffer (25 pl/s) und
400 wl Waschpuffer (25 ul/s). Der Chip war nun bereit fir die Messung. Hierbei wurden
nacheinander 200 ul Hybridisierungspuffer mit 1 pl/s (dieser Schritt ist optional), 120 bis
500 pl Probe mit 1 ul/s, 200 ul Hybridisierungspuffer mit 1 ul/s, 200 ul Regenerierungspuffer
mit 25 pl/s und 400 pl Waschpuffer mit 25 pl/s tGber den Chip gepumpt. Die Temperatur
konnte frei gewahlt werden und betrug, wenn nicht anders erwahnt, 30 °C. Als
Belichtungszeit wurde pro Bild 1 s gewahlt und es wurde alle 3 s ein neues Bild des Arrays
von der CCD-Kamera aufgenommen. Die Aufnahmen wurden ebenfalls im Modus des 2x2-
Binnings gespeichert. Da der Sensorchip mit Regenerierungs- und Waschpuffer regeneriert
werden kann, waren auch hier mehrere Messungen pro Chip mdglich. Das Plastikoberteil

konnte ebenfalls wiederverwertet werden.

Fur die Auswertung wurde eine neue Matlabroutine geschrieben, die Anwendung DNA-Chip.
Dies Programm basiert mathematisch auf dem Programm Exprimage und die Auswertung
erfolgt nach der beschriebenen Mittelwertsmethode. Mit dem neuen Programm ist es dem
Anwender jedoch mdglich den Messverlauf detaillieter zu betrachten und eine

differenziertere Auswertung vorzunehmen.

6.5 Konventionelle Chiphybridisierung

6.5.1 Hybridisierung unter dem Deckglaschen

Bei den Versuchen zur konventionellen Chiphybridisierung wurden als Glastrager ebefalls
die Objekttrager im Standardformat (Sigma-Aldrich, Steinheim) verwendet, auf denen der
Sondenarray zweifach in angemessenem Abstand immobilisiert wurde (Abb. 76). Die
Anordnung der Sonden innerhalb des Arrays erfolgte dabei immer nach dem gleichen Prinzip
mit groRer Redundanz. Es wurden Ublicherweise bei einem Spotabstand von 0.7 mm zehn
verschiedene Sondensequenzen in zwei Reihen a 5 Spots untereinander immobilisiert. Drei
dieser identischen Doppelreihen ergaben einen Array, der wiederum viermal innerhalb eines

Meta-Arrays aufgebracht wurde.
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Abbildung 76: Sondenimmobilisierung bei konventioneller Chiphybridisierung

A: Positionierung der Sondenarrays auf den Glasobjekttrégern, B: Schema der immobilisierten
Sondenarrays mit zehn verschiedenen Sondensequenzen A-J, X: Positionsmarker

Fur die Hybridisierung unter dem Deckglaschen wurden ausschlieBlich PCR-Produkte
eingesetzt. Dabei wurden, wenn nicht anders erwahnt, 3.25 yl PCR-Produkt in Standard-
hybridisierungspuffer auf 13 ul Probenlésung verdinnt, 10 min bei 100 °C denaturiert, auf Eis
mindestens 1 min abgeschreckt und mit einer Pipette mittig auf dem Sondenarray
aufgebracht. Zur genauen Positionierung der Lésung auf dem Sondenarray wurde der
Glasobjekttrager auf eine entsprechende Schablone gelegt. Die Probenlésung wurde dann
mit einem zuvor mit Ethanol gereinigten 20 mm x 20 mm - Deckglaschen bedeckt und der
Objekttrager in einer Feuchtbox 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur Entfernung der ungebundenen
Targetmoleklle wurde er anschlieBend in einer Schale bei RT dreimal jeweils 5 min in

folgenden Lésungen unter schrittweiser Erhéhung der Stringenz gewaschen:

1. 2xSSC/0.1 % SDS
2. 1xS8SC/0.1% SDS
3. 0.5xSSC

Nach einem letzten Waschschritt unter flieRendem VE-Wasser flir ca. 10 s wurde der
Glasobjekttrager im Stickstoffstrom getrocknet und bis zum Auslesen am Mikroarray-

Scanner bei 4°C gelagert.
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6.5.2 Auslesen der hybridisierten Glasobjekttrager

Die hybridisierten Glasobjekttrager wurden in einem GMS418 Mikroarray-Scanner (MWG-
Biotech, Ebersberg) im Institut fur funktionelle Genomik der Universitdt Minster ausgelesen.
Das Gerat ermoglicht die Anregung der Fluorophore Cy3 und Cy5 durch zwei integrierte
Laserquellen der Wellenlangen 532 und 635nm und detektiert die angeregte
Fluoreszenzstrahlung mittels eines Photomultipliers (photomultiplier tube, PMT). In dieser
Arbeit wurde ausschliellich mit dem roten Laser bei 635 nm gearbeitet. Mit Hilfe der
Software GMS418 ArrayScanner wurden die Messungen gesteuert und die aufgenommenen
Fluoreszenzbilder betrachtet. Fur eine Messung wurde immer nur ein einzelner
Glasobjekttrager in den Zufuhrschacht des Geréates gelegt, automatisch eingezogen und mit
den eingestellten Parametern gescannt. Variabel waren dabei die Laserleistung (/aser
power, LP), die Verstarkung (gain) des Photomultipliers sowie die GroRe der gescannten
Oberflache zu wahlen. Wenn nicht anders vermerkt, wurde mit 100 % LP gescannt, wahrend
die prozentuale PMT-gain-Einstellung je nach Intensitat der hybridisierten Sondenspots
angepasst wurde, um eine Sattigung des Signals zu vermeiden. Die erhaltenen Bilder

wurden im 16Bit-Graustufenformat als tif-Dateien gespeichert.

6.5.3 Auswertung der Fluoreszenzbilder

Die Auswertung der am Mikroarrayscanner erhaltenen Bilder erfolgte mit der Software
GenePix Pro™ (Axon Instruments, Foster City, USA), die als Demo-Version zur Verfiigung
stand. Sie gliedert sich in verschiedene Benutzeroberflachen und ist grundsatzlich fur die
Analyse von Mikroarrays, auf denen Fluoreszenzmuster auf Basis zweier verschiedener
Wellenlangen mit beliebigen Arrayscannern erhalten werden, geeignet. In dieser Arbeit
wurden die Bilder zunachst im Anwendungsfenster ,/mage“ gedffnet und durch Bildbear-
beitung wie Helligkeit, Kontrast oder Falschfarbendarstellung optimal visualisiert. An-
schlielend wurde ein dem Format des immobilisierten Sondenarrays entsprechendes Raster
Uber dem Bild positioniert und automatisch vom Programm optimal an den erleuchteten
Sondenspots ausgerichtet. Durch Anklicken des ,Analyze“-Buttons wurden dann die Daten
fur jeden einzelnen Spot innerhalb des Rasters berechnet und im ,Results“-Fenster
dargestellt. Dabei wurden zum einen die Medianwerte innerhalb der angepassten Kreisfelder
als Spotintensitaten berechnet (F2Median). Zum anderen wurde als Hintergrundintensitat
eines Spots der Median Uber alle Pixel innerhalb der kreisférmigen Umgebung eines Spots
gebildet (B2Median), wobei die Grenze dieses Umgebungsbereiches durch den dreifachen

Durchmesser des jeweiligen Kreisfeldes bestimmt war und benachbarte Spots ignoriert
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wurden. Die einzelnen Werte wurden ebenso wie die hintergrundkorrigierten Spotintensitaten
(F2Median—B2) sowie die Rasterkoordinaten des betrachteten Spots bei den Ergebnissen

angegeben.

6.6 Synthese der Fluorophore

6.6.1 Synthese der Methylketon-Vorstufen

Synthese von 1-Benzyloxycarbonylpiperidin-4-carbonsaure (1)
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In 65 ml NaOH-Lésung (4 mol/l) werden 33.6 g (0.26 mol) Piperidin-4-carbonsaure geldst
und auf 0 °C gekihlt. Unter standigem Rihren wird langsam eine Ldsung von 47.8 g
(0.28 mol) Chlorameisensaurebenzylester in 78 ml NaOH-Lésung (4 mol/l) zugetropft. Die
klare, farblose Losung wird noch 30 min bei Raumtemperatur geriihrt und dann drei mal mit
je 80 ml Diethylether extrahiert. Die walirige Phase wird mit 6 M Salzsaure auf pH = 3
eingestellt, wobei sich ein farbloses Ol abscheidet. Das Ol wird mit Ethylacetat (3 x 100 ml)
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden Uiber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck abdestilliert,
wobei ein farbloses Ol zuriickbleibt. Nach Trocknen im Olpumpenvakuum wird das Produkt

(1) als weiler, kristalliner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 63.92 g (0.256 mol, 98.5 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), & (ppm): 1.65 (2H, tq, *J(8a,7a) = 21.75 Hz, J(8a,9¢) = 11.31 Hz, 2J(8a,8e) = 4.35 Hz,
%J(8a,7e) = 1.74 Hz, 8a-H), 1.90 (2H, dd, *J(8e,7e) = 13.92 Hz, 2J(8e,8a) = 2.61 Hz, >J(8e,9¢) = 2.61 Hz, 8e-H),
2.45 (1H, tt, 3J(9e, 8a) = 11.31 Hz, J(9e,8¢) = 4.35 Hz, 9e-H), 2.95 (2H, ddd, >J(7a,8a) = 20.01 Hz, %J(7a,7e) =
9.57 Hz, 3J(7a,8e) = 2.61 Hz, 7a-H), 4.05 (2H, d, J(7e,8¢) = 13.92 Hz, 7e-H), 5.05 (s, 2H, 5-H), 7.25 (5H, m, 1-H,
2-H, 3-H)

*C-NMR (300 MHz), & (ppm): 27.63 (2C, 8-C), 40.57 (1C, 9-C), 43.16 (2C, 7-C), 67.21 (1C, 5-C), 127.85 (1C, 1-
C), 127.99 (2C, 2-C), 128.47 (2C, 3-C), 136.68 (1C, 4-C), 155.24 (1C, 6-C), 179.71 (1C, 10-C)

ES-, m/z: 262.0 (32 %), 106.9 (100 %), 79.9 (24 %), 42.1 (8 %)

ES+, m/z: 263.7 (5 %), 219.8 (28 %), 171.7 (10 %), 127.7 (12 %), 90.8 (100 %)
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Synthese von 1-Benzyloxycarbonylpiperidin-4-carbonsaurechlorid (2)

HZ@WO@ - C;%qu@

1 2
60.6 g (0.23 mol) 1-Benzyloxycarbonylpiperidin-4-carbonsaure (1) werden unter Schutzgas-
atmosphare in 1.5 | wasserfreiem Toluol (getrocknet durch azeotrope Destillation) geldst und
55.4 ml (0.76 mol, 90.9 g) Thionylchlorid werden bei Raumtemperatur unter Rihren langsam
zugetropft. Die Losung wird mit drei Tropfen DMF versetzt und solange zum Sieden erhitzt,
bis keine Gasentwicklung mehr festzustellen ist. Das Lo&sungsmittel wird am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck abdestilliert, wobei ein gelbes Ol
zurlickbleibt. Es werden mehrfach kleine Mengen wasserfreies Toluol zugegeben und
abdestilliert, bis das Uberschussiges Thionylchlorid vollstandig entfernt ist. AnschlieRend wird
das Ol unter OIpumpen-Vakuum im Exsikkator Gber P,Os getrocknet, wobei es kristallisiert.

Das gelbe, kristalline Rohprodukt (2) wird direkt in der folgenden Synthese weiter eingesetzt.

Ausbeute: 64.2 g (0.228 mol, 99.1 %)

Synthese von 1-Benzyloxycarbonylpiperidin-4-methylketon (3)
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i) 31.7 g (0.22 mol) Meldrumssaure werden in 250 ml wasserfreiem Dichlormethan und
35.4 ml (0.44 mol, 34.8 g) wasserfreiem Pyridin unter Schutzgasatmosphare gelést und auf
0 °C gekuhlt. Das Rohprodukt (2) (64.2 g, 0.228 mol) wird in 50 ml wasserfreiem
Dichlormethan gelést, in einen Tropftrichter Gberflhrt und innerhalb einer Stunde zugetropft,
wobei sich die Losung tribt und rotbraunlich farbt. Nach beendeter Zugabe wird noch eine
Stunde bei 0°C und 3 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieBend wird die
Mischung viermal mit je 100 ml Wasser extrahiert. Die braunliche, organische Phase wird
Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach Abdestillieren des Loésungsmittels bleibt das
Acylierungsprodukt als braunes, hochviskoses Ol zurlick, das ohne weitere Reinigung direkt

verseift wird.



158 Experimenteller Teil

i) Zum Rohprodukt der Acylierung werden 300 ml einer wassrigen Essigsaurelésung
(HAc:H,0O = 2:1) zugegeben und es wird am Ruckfluss erhitzt, bis kein CO, mehr entweicht.
Die wassrige Losung wird anschlieend dreimal mit je 80 ml Chloroform extrahiert, wobei die
wassrigen Phase vorher mit NaCl gesattigt wird. AnschlieRend werden die vereinigten
organischen Phasen mit einer konzentrierten, wassrigen Natriumhydrogencarbonat-Losung
gewaschen, bis kein CO, mehr entweicht. Die organische Phase wird mit Natriumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck
abdestilliert. Man erhalt ein gelbes Ol, das im Olpumpenvakuum kristallisiert. Zum
umkristallisieren wird das Rohprodukt in 150 ml heilem Ethanol gelést. 300 ml Wasser
werden langsam unter kraftigem Rihren zugegeben, worauf sich ein Ol abscheidet, das bei
Erkalten unter stidndigem Rihren nach wenigen Stunden kristallisiert. Das Produkt wird
abfiltriert und im Exsikkator unter Vakuum getrocknet. Man erhalt das Produkt als farblose

Kristalle.
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Ausbeute: 41.0 g (0.16 mmol, 71.3 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), & (ppm): 1.50 (2H, tq, *J(8a,7a) = 21.75 Hz, *J(8a,9¢) = 11.31 Hz, 2J(8a,8e) = 4.35 Hz,
%J(8a,7e) = 1.74 Hz, 8a-H), 1.80 (2H, dd, >J(8e,7e) = 13.92 Hz, 2J(8e,8a) = 2.61 Hz, >J(8e,9¢) = 2.61 Hz, 8e-H),
2.10 (3H, s, 11-H), 2.45 (1H, tt, *J(9e, 8a) = 11.31 Hz, ®J(9e,8e) = 4.35 Hz), 9e-H), 2.80 (2H, ddd, %J(7a,8a) =
20.01 Hz, 2J(7a,7e) = 9.57 Hz, *J(7a,8e) = 2.61 Hz, 7a-H), 4.10 (2H, d, *J(7e,8e) = 13.92 Hz, 7e-H), 5.10 (s, 2H,
5-H), 7.30 (5H, m, 1-H, 2-H, 3-H)

*C-NMR (300 MHz), 5 (ppm): 27.35 (2C, 8-C), 27.83 (1C, 11-C), 43.41 (2C, 7-C), 48.97 (1C, 9-C), 67.23 (1C, 5-
C), 127.88 (1C, 1-C), 128.00 (2C, 2-C), 128.49 (2C, 3-C), 137.34 (1C, 4-C), 155.16 (1C, 6-C), 209.84 (1C, 10-C)
ES+, m/z: 261.9 (12 %), 217.8 (49 %), 169.7 (15 %), 125.7 (16 %), 90.8 (100 %)

Synthese von Methyl-4-piperidylketon (4)
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Unter Schutzgasatmosphare werden 20.9 g (0.08 mol) des Cbz-geschitzten Methyl-4-
piperidylketons (3) und 2 g Palladium auf Aktivkohle (10 %) in 300 ml Ethanol absolut und
200 ml Cyclohexen gel6st. Die Mischung wird 6 h unter Rickfluss erhitzt, wobei eine starke
Gasentwicklung zu beobachten ist. Nach Erkalten wird das Palladium an Aktivkohle abfiltriert

und mit Ethanol absolut gewaschen. Das gelbe Filtrat wird am Rotationsverdampfer



Experimenteller Teil 159

eingeengt und das zuriickbleibende braune Ol im Vakuum destilliert (b.p. = 75 — 76 °C,

2 mbar). Man erhalt das Produkt als farblose, klare Flussigkeit.

Ausbeute: 8.69 g (68.3 mmol, 85.4 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), 5 (ppm): 1.40 (2H, dq, 2J(3a,3e) = 8.8 Hz, *J(3a,4a) = 8.8 Hz, *J(3a,2) = 8.8Hz, *J(3a,4e) =
2.7 Hz, 3a-H), 1.75 (2 H, d, ®J (3e,3a = 8.8 Hz, 3e-H), 2.05 (3H, s, 1-H), 2.35 ( 1H, tt, °J(2,3a) = 8.8 Hz, *J(2,3e) =
2.7 Hz, 2-H), 2.55 (2H, dt, 2J(4a,4e) = 8.8 Hz, *J(4a,3a) = 8.8 Hz, *J(4a,3e) = 2.0 Hz, 4a-H), 3.05 (2H, td,
2)(4e,4a) = 8.8 Hz, 2U(4e,3e) = 2Hz, ®J(4e,3e) = 2 Hz, %J(4e,3a) = 2.7 Hz, 4e-H)

ES+, m/z: 128 (33%), 110 (59 %), 93 (26 %), 81 (43 %), 77 (14 %), 68 (18 %), 55 (28 %), 42 (100 %), 30 (8%)

Synthese von 1-(5-Carboxypentyl)piperidyl-4-methylketon (6)
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0.596 g (4.69 mmol) Piperidinmethylketon (4), 1.247 g (5.15 mmol) lodhexansaure (5) und
1.949 g (14.1 mmol) Kaliumcarbonat werden in 10 ml Ethanol absolut geldst und 8 h am
Ruckfluss erhitzt. Das Ldsungsmittel wird am Rotationsverdampfer abdestilliert und der
Riickstand wird in 10 ml Wasser aufgenommen. Uberschiissige lodhexansdure wird mit
Diethylether extrahiert. Die wassrige Phase wird eingeengt und das Produkt wird
saulenchromatographisch gereinigt (RP 18, Methanol/Wasser 1:2). Das Produkt wird als

hellrosa Feststoff erhalten.
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Ausbeute: 0.88 g (3.65 mmol, 77.8 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), 5 (ppm): 1.25 (2H, quin, *J(7,6) = 8 Hz, *J(7,8) = 8 Hz, 7-H), 1.50 (4H, m, 6-H, 8-H), 1.75
(2H, q, ®J(3a,4a) = 22 Hz, *J(3a,4e) = 10 Hz, 3a-H), 1.90 (2H, d, *J(3e,4e) = 13.92 Hz, 3e-H), 2.05 (3H, s, 1-H),
2.10 (2H, t, 2J(9,8) = 10 Hz, 9-H), 2.35 (3H, m, 2a-H, 5-H), 2.55 (2H, dd, ®J(4a,3a) = 22 Hz, 2J(4a,4e) = 9.57 Hz,
4a-H), 3.15 ((2H, d, ®J(4e,3e) = 13.92 Hz, 4e-H),

ES+, m/z: 2421 (14 %), 224.1 (14 %), 127.8 (13 %), 110.0 (30 %), 96.9 (13 %), 81.0 (12 %), 73.0 (19 %), 69
(100 %), 55.0 (11 %), 41.2 (11 %)
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Synthese von Cyclopentancarbonsaurechlorid (7)

_—
O

0~ ~OH = >l

7
4.75 ml (5 g, 43.8 mmol) Cyclopentylcarbonsaure und 3 Tropfen Dimethylformamid werden
unter Schutzgasatmosphare in 800 ml Toluol (getrocknet durch azeotrope Destillation)
geldst. 10.58 ml (17.25 g, 0.145 mol) Thionylchlorid werden Uber einen Tropftrichter langsam
zugegeben. Die Reaktionsmischung wird am Rickfluss erhitzt, bis keine Gasentwicklung
mehr zu beobachten ist (ca. 2.5 h). Das Loésungsmittel wird am Rotationsverdampfer
abdestilliert und das zuriickbleibende gelbe Ol wird noch mehrfach mit kleinen Portionen
trockenem Toluol gewaschen, bis der charakteristische Thionylchloridgeruch verschwindet.
Das Produkt wird im Olpumpenvakuum getrocknet, wobei es als hellgelber Feststoff

kristallisiert. Das Produkt wird direkt in der folgenden Synthese eingesetzt.
Ausbeute: 5.74 g (43.3 mmol, 98.9 % d.T.)

Synthese von Cyclopentylmethylketon (8)

0
N o
) ><
o
O/
—_—

o7 >cl i) H 0%

7 8
i) Unter Schutzgasatmosphare werden 2.42 g (16.8 mmol) Meldrumssaure und 2.7 ml
(2.66 g, 33.6 mmol) Pyridin in 20 ml trockenem Chloroform gelést und auf 0 °C gekuhlt. Uber
einen Tropftrichter wird eine Lésung aus 2.23 g (16.8 mmol) des Cyclopentylsaurechlorids
(7) in 10 ml trockenem Chloroform langsam (10 min) zugegeben. Die Reaktionsmischung
farbt sich dabei dunkelrot. Es wird 1 h bei 0 °C und 3 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die
Reaktionsmischung wird dreimal mit je 10 ml Wasser extrahiert, mit Magnesiumsulfat
getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das zuriickbleibende rotbraune Ol wird

sofort weiter umgesetzt.

Ausbeute: 2.03 g (8.41 mmol, 50.1 % d.T.)
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i) Das Acylierungsprodukt aus i) wird in 150 ml wassriger Essigsaure (HAc/H,O 2:1) geldst
und am Ruckfluss erhitzt, bis keine Gasentwicklung mehr zu beobachten ist (6 — 8 h).
Anschliessend wird die Lésung noch tber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Die wassrige
Lésung wird mit Natriumchlorid gesattigt und das Produkt mehrfach mit Chloroform
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Natriumhydrogencarbonatlésung
gewaschen, bis kein CO, mehr entsteht und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer abdestilliert und das zuriickbleibende Ol wird im
Vakuum destilliert (b.p. 39 — 41 °C, 12 — 15 mbar). Das Produkt wird als klare, farblose

FlUssigkeit erhalten. 4

3

—_

O/

Ausbeute: 0.558 g (5.47 mmol, 64.9 % d.T.)
"H-NMR (300 MHz), & (ppm): 1.55 (4H, m, 4-H), 1.75 (4H, m, 3-H), 2.10 (3H, s, 1-H), 2.80 (1H, quin, 3J(2,3) = 7.5
Hz)

6.6.2 Indolsynthesen

Synthese von Phenylhydrazin-4-Sulfonsaure (9)

® o i)NaNO, ® o
H;N SO; — H;N—N SO;3
ii) Na,SO5, HCI H

9

i) 26 g (0.15 mol) Sulfanilsdure und 8.25 g Natriumcarbonat werden in 100 ml heiflem
Wasser gelost. Die Loésung wird filtriert und auf Raumtemperatur abgekihlt. Unter Rihren
werden langsam 17.5 g konzentrierte Schwefelsdure zugetropft. Die Mischung wird im
Eisbad abgekihlt und in einem Zeitraum von 15 min werden unter Ruhren 13 g Natriumnitrit
in 25 ml Wasser zugegeben, wobei die Temperatur 10 °C nicht Ubersteigen soll. Es wird
noch weitere 15 min in der Kalte geruhrt, dann wird die kristalline Diazoverbindung in der
Kalte abfiltriert und es wird mit wenig Eiswasser nachgewaschen. Produkt nicht vollstandig
trocknen lassen, Explosionsgefahr.

ii) Die noch feuchte Diazoverbindung wird unter kraftigem Rihren in eine eisgekihlte Lésung
von 85 g (0.325 mol) Natriumsulfit in 125 ml Wasser gegeben. Dabei soll die Temperatur
unter 5 °C bleiben. Es wird eine Stunde unter Eiskuhlung gerlUhrt, wobei sich die Losung
orange farbt. Anschliefiend wird die Mischung zum sieden erhitzt und innerhalb von 30 min

werden 100 ml konz. Salzsaure zugetropft. Die Ldsung entfarbt sich dabei und ist zum
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Schluss hellgelb. Zur vollstandigen Entfarbung wird etwas Zinkstaub zugesetzt. Schon in der
Warme beginnt das Produkt (9) in Form glanzender, farbloser Schuppen zu kristallisieren.
Die Mischung wird Uber Nacht im Kuhlschrank aufbewahrt und die entstehenden Kristalle
werden anschlieBend abfiltriert und im Exsikkator tber P,Os unter Vakuum getrocknet.
Geringfligiges Einengen der Mutterlauge liefert noch weiteres Produkt (9). Man erhalt 26.5 g
(0.14 mol) farbloser Kristalle. Die Ausbeute betragt 94 %.

4 5

I @ 6 . .©
HN—N— SO,
H
2
Ausbeute: 26.5 g (0.14 mol, 94 % d.T.)

TH-NMR (300 MHz), 5 (ppm): 6.90 (2H, d, 5-H), 7.70 (2H, d, 4-H)
3C-NMR (300 MHz), 5 (ppm): 116.39 (2C, 5-C), 129.23 (2C, 4-C), 138.78 (1C, 6-C), 148.51 (1C, 3-C)
ES-, m/z: 186.9 (99 %), 170.8 (100 %), 79.8 (9 %)

Synthese von 2-Methyl-3-dimethyl-5-sulfo-3H-indol (10)
NHP
2058

® o
) + H;N-NH SOy ——> P
Y N

9 10
10 mmol (0.86 g) Isopropylmethylketon und 10 mmol (1.89 g) Phenylhydrazinsulfonsaure (9)
werden in 20 ml Eisessig geldst und 24 h am Ruckfluld erhitzt. Die Essigsaure wird am
Rotationsverdampfer abdestilliert. Das zurlickbleibende Ol wird in Ethanol aufgenommen
und dber Aluminiumoxid filtriert. Das Ld&sungsmittel wird abdestilliert, zuletzt im
Olpumpenvakuum. Das Produkt erstarrt glassartig und wird mit dem Spatel zu einem feinen,

hellbraunen Pulver zerstossen.

Ausbeute: 2.0 g (8.4 mol, 84 % d.T.)
ES-, m/z: 238 (100 %)
ES+-, m/z: 262 (73 %), 284 (100 %), 353 (28 %)
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Synthese von 2-Methyl-3-spiro-cyclohexan-3H-indol (11)

0

@NH—NHQ + - > p
N

11
Eine Mischung aus 1.25 mol (135.2 g, 123 ml) Phenylhydrazin, 1.5 mol (189.3 g, 206 ml)
Acetylcyclohexan und 1.25 | Essigsaure wird 3 h unter Schutzgasathmosphare am Rickfluss
erhitzt. Nach Erkalten wird die Essigsdure am Rotationsverdampfer abdestilliert. Der
Rickstand wird mit 1 | Wasser verrthrt und viermal mit je 200 ml Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit Natriumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt wird
destilliert (bp.143°C/3mbar). Man erhalt das Produkt (11) als farbloses Ol, das sich nach

langerem Aufbewahren gelb-braun farbt.

8a,e
Ta,e
5 6a,e
4 1
7
3 N

Ausbeute: 131.3 g (0.66 mmol, 52.8 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), & (ppm): 1.2 (2H, d, 2J(6e,6a =13 Hz, 6e-H), 1.7 (5H, m, 8e-H, 7e-H, 6a-H), 1.85 (3H, m, 8a-
H, 7a-H), 2.2 (3H, s, 1-H), 7.05 (1H, dt, *J(4,5) = 7.2 Hz, *J(4,3) = 7.2 Hz, *J(4,2) = 1 Hz, 4-H), 7.25 (1H, dt, °J(3,2
= 7.6 Hz, %J(3,4) = 7.6 Hz, *J(3,5) = 1 Hz, 3-H), 7.45 (1H, dd, *J(2,3) = 7.7 Hz, *J(2,4) = 1 Hz, 2-H), 7.60 (1H, dd,
%J(5,4) = 7.7 Hz, *J(5,3) = 1 Hz, 5-H)

ES+-, m/z: 200 (48 %), 185 (8 %), 158 (6%), 144 (100 %), 69 (4 %)

2-Methyl-3-spiro-cyclohexan-5-sulfo-3H-indol Na-Salz (12

)
_0
Na(‘B %38
@
%3SONH—NH3 + — ,
N
9 12

0.390 mol (73.40 g) Phenylhydrazin-4-sulfonsaure (9) und 0.466 mol (58.78 Q)
Acetylcyclohexan werden in 300 ml Essigsaure unter Schutzgasathmosphare 48 h am
Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen wird die Essigsdaure am Rotationsverdampfer
abdestilliert, der Ruckstand wiederholt in Wasser aufgenommen und das Wasser jeweils am
Rotationsverdampfer  abdestilliert. Sobald die Essigsdure und Uberschissiges

Acetylcyclohexan entfernt sind, setzt man eine Losung aus 15.6 g NaOH in 100 ml Wasser
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zu und wiederholt die Prozedur, bis der Geruch nach Ammoniak verschwunden ist.
Anschlieend wird mit 1 M H,SO, angesauert und mit NaHCO; abgestumpft. Die Lésung
wird am Rotationsverdampfer zur Trockene eingedampft und der Rlckstand im
Olpumpenvakuum bei 60 °C getrocknet (~ 8 h). Das pulverige Rohprodukt wird mit Ethanol
aufgenommen und Uber Aluminiumoxid filtriert. Das Ld&sungsmittel wird am
Rotationsverdampfer abdestilliert, zum Schluss im Olpumpenvakuum. Man erhélt das Indol
(12) als hellgelbes Produkt.

Ausbeute: 77.47 g (0.278 mol, 66.0 % d.T.)
ES-, m/z: 278 (100 %)
ES+-, m/z: 324 (100 %)

Synthese von 2-Methyl-3-spiro-4‘-(1‘-benzyloxycarbonyl)-piperidin-3H-indol (13)

Cbz

3 13

4.31 g (16.5 mmol) Piperidylmethylketon (3) und 1.48 ml (1.62 g, 15 mmol) Phenylhydrazin
werden in 15 ml Eisessig gelost und 3.5 h am Ruckfluss erhitzt. Die Essigsaure wird am
Rotationsverdampfer abdestilliert, wobei ein braunes Ol zuriick bleibt. Das Ol wird
saulenchromatographisch gereinigt (SP, Dichlotmethan/Ethylaetat 2:1). Das Produkt (13)

wird als rotbrauner, pulvriger Feststoff erhalten.

Ausbeute: 3.23 g (9.7 mmol, 64 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), § (ppm): 1.3 (2H, td, 2J(5e,5a) = 9 Hz, *J(5e,6€) = 3 Hz, *J(5e,6a) = 3 Hz, 5e-H), 1.95 (2H, dt,
2)(5a,5e) = 9 Hz, *J(5a,6a) = 9 Hz, J(5a,6e) = 3 Hz, 5a-H), 2.3 (3H, s, 7-H), 3.4 (2H, dt, J(6a,6e) = 9 Hz,
%J(6a,5a) = 9 Hz, *J(6a,5e) = 3 Hz, 6a-H), 4.25 (2H, td, 2J(6e,6a) = 9 Hz, *J(6e,5e) = 3 Hz, *J(6e,5a) = 3 Hz, 6e-
H), 5.15 (2H, s, 4-H), 7.15 (1H, dt, J(10,9) = 7.8 Hz, %J(10,11) = 7.8 Hz, “J(10,8) = 1 Hz, 10-H), 7.25 (1H, d,
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%J(8,9) = 7.8 Hz, 8-H), 7.35 (1H, d, *J(11,10) = 7.8 Hz, 11-H), 7.30 (5H, m, 1-H, 2-H, 3-H), 7.60 (1H, dt, *J(9,10) =
7.8 Hz, %J(9,8) = 7.8 Hz, *J(9,10) = 1 Hz, 9-H)
ES+, m/z: 335 (15 %), 291 (21 %), 262 (12 %), 248 (9 %), 234 (7 %), 91 (100 %)

Synthese von 2-Methyl-3-spiro-4’-piperidin-3H-indol (14)

Cbz

/
N NH

AlCk

/ - /4

N N

13 14

257 g (7.69 mmol) des Cbz-geschitzten Indols (13) werden in 60 ml trockenem
Dichlormethan und 10 ml Anisol gelést. Die Lésung wird auf 0 °C gekiihlt. Uber einen
Tropftrichter wird sehr langsam unter kraftigem Ruhren eine Losung von 12.29 g (92.2 mmol)
Aluminiumchlorid in 30 ml Nitromethan zugegeben, wobei sich die Reaktionsmischung
dunkelrot farbt. Die Lésung wird anschlieRend noch 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Unter
kraftigem Rihren werden vorsichtig 150 ml Wasser zugegeben. Die Phasen werden im
Schutteltrichter getrennt und die organische Phase wird noch zweimal mit je 50 ml Wasser
extrahiert. Die vereinigten wassrigen Phasen werden mit konz. Ammoniak versetzt, bis kein
Aluminiumhydroxid mehr ausfallt. Der Festsoff wird abfiltriert und mit verd. Ammoniakldosung
gewaschen. Das gelbe Filtrat wird mehrfach mit kleinen Portionen Chloroform extrahiert, bis
sich dunnschichtchromatographisch kein Produkt mehr in der wassrigen Phase nachweisen
lasst. Die vereinigten Chloroformphasen werden mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer abdestilliert. Das zuriickbleibende gelbe Ol

kristallisiert in Form hellgelber Kristalle im Eisfach aus.

Ausbeute: 0.89 g (4.89 mmol, 63.6 % d.T.)
ES+, m/z: 435.5 (8 %), 229.1 (100%)

Synthese von 2-Methyl-3-spiro-4‘-(1‘-benzyloxycarbonyl)-piperidin-5-sulfo-3H-indol
Ammoniumsalz (15)
,Cbz

0
N\ NHP

® o
+ H3N-NH s0P —— )
N N

|
Cbz

3 9 15
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0.1 mol (26.13 g) 1-Carboxybenzylpiperidin-4-methylketon (3) und 0.1 mol (18.82 g)
Phenylhydrazinsulfonsdure (9) werden in 150 ml Eisessig gel6st. Die hellbraune, tribe
Lésung wird 24 h am Ruckfluss erhitzt, wobei sie sich rotbraun farbt. Die Essigsaure wird
am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck abdestilliert, es bleibt ein rotbraunes,
hochviskoses Ol zuriick. Das Ol wird in wenig Methanol geldst und Uber Aluminiumoxid
filtriert (Laufmittel: Methanol). Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck, zuletzt
unter Olpumpenvakuum abdestilliert, wobei das zunachst 6lige Produkt (15) zu einem
glassartigen, rotbraunen Schaum erstarrt, der mit einem Spatel zu einem feinen Pulver

zerstof3en wird.

Ausbeute: 31.1 g (68.5 mmol, 68.5 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), § (ppm): 1.55 (2H, td, 2J(5e,5a) = 9 Hz, J(5e,6e) = 3 Hz, *J(5e,6a) = 3 Hz, 5e-H), 2.35 (2H,
dt, 2J(5a,5€) = 9 Hz, *J(5a,6a) = 9 Hz, *J(5a,6e) = 3 Hz, 5a-H), 2.5 (3H, s, 7-H), 3.8 (2H, dt, 2J(6a,6e) = 9 Hz,
%J(6a,5a) = 9 Hz, ®J(6a,5e) = 3 Hz, 6a-H), 4.55 (2H, td, 2J(6e,6a) = 9 Hz, *J(6e,5¢) = 3 Hz, *J(6e,5a) = 3 Hz, 6e-
H), 5.40 (2H, s, 4-H), 7.60 (5H, m, 1-H, 2-H, 3-H), 7.75 (1H, d, 2J(8,9) = 7.8 Hz, 8-H), 8.10 (1H, d, ®J(9,8) = 7.8
Hz, 9-H), 8.5 (1H, s, 10-H)

ES-, m/z: 413 (76 %), 397 (13 %), 276.9 (22 %), 263.0 (29 %), 235.9 (28 %), 221.8 (100 %), 199.0 (14 %), 79.8
(12 %)

Synthese von 2-Methyl-3-spiro-4‘-(1‘-(5-carboxypentyl))-piperidin-5-sulfo-3H-indol

Ammoniumsalz (16) Ox-oOH
N
0 ®
| ol
J N + H3N—NOSO3 —— /
0] H N
6 9 16

Das Carboxypentyl-derivatisierte Piperidylmethylketon (6) (0.847 g, 3.51 mmol) wird
zusammen mit der Phenylhyrazinsulfonsaure (9) (0.661 g, 3.51 mmol) in 10 ml Eisessig
gelést und 48 h am Rickfluss erhitzt. Am Rotationsverdampfer wird die Essigsaure

abdestilliert, es bleibt ein braunes Ol zuriick. Das Ol wird Ethanol aufgenommen und Uber
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Aluminiumoxid filtriert. Das Eluat wird eingeengt und das zuriickbleibende hellbraune Ol wird
saulenchromatographisch gereinigt (RP18, Methanol/Wasser 4:1). Das Produkt wird als
hellgelbes, hochviskoses Ol erhalten (Ausbeute: 0.564 g, 1.37 mmol, 39.1 % d. T.).

Ausbeute: 0.564 g (1.37 mmol, 39.1 % d.T.)
ES+, m/z: 393.2 (62 %), 375.2 (8 %), 279.0 (8 %), 263.0 (7 %9, 250.0 (8 %), 234.9 (42 %), 221.9 (33 %), 155.9
(7 %), 79.9 (100 %)

Synthese von 2-Methyl-3-spiro-1’-cyclopentyl-5-sulfo-3H-indol Ammoniumsalz (17)

O\
5 o . ~NH, 290,58
" H3N—NH@SO3 - . )
N
8 9

17
Das Cyclopentylmethylketon (8) (0.3 g, 2.94 mmol) und die Phenylhydrazinsulfonsaure (9)
(0.553 g, 2.94 mmol) werden in 5 ml Eisessig gelost und 24 h am Riickfluss erhitzt, wobei die
Reaktionsmischung braun und triib wird. Die Essigsdure wird am Rotationsverdampfer
abdestilliert und das =zurlickbleibende Ol wird (ber Aluminiumoxid filtriert (Laufmittel:
Ethanol). Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer abdestilliert, zuletzt unter
Olpumpenvakuum. Das hellbraune Ol schaumt dabei auf und erstarrt glasartig. Nach

zerstoRen erhalt man das Produkt als hellbraunes Pulver.

Ausbeute: 0.72 g (2.56 mmol, 87 % d.T.)
ES-, m/z: 354.1 (7 %), 308.1 (8 %), 264.0 (100 %), 229.0 (22 %), 213.9 (25 %)

6.6.3 Synthese von quaternaren Indolen

6.6.3.1 Synthese von Quaternierungsmitteln

Synthese von 6-lodhexansaure (18)

Nal
OH
S 1
0 © 0
18
0.12 mol (17.99 g) Natriumiodid werden in 100 ml Acetonitril (abs.) gelost und nacheinander

mit 0.1 mol (11,42 g) w-Caprolacton und 0.12 mol (13.04 g) Chlortrimethylsilan (GUber CaH,

getrocknet) versetzt. Die Mischung wird 5 h unter Ruckfluss erhitzt. Anschliefiend werden
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150 ml Wasser zugegeben, wobei sich ein braunes Ol abscheidet. Es werden 50 ml
Diethylether zugegeben und die organische Phase wird mit wenig Na,S,03-Lésung (1% in
Wasser) entfarbt. Nach abtrennen der organischen Phase wird die wassrige Phase noch
zweimal mit je 50 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten Etherextrakte werden Uber
MgSO, getrocknet und der Ether wird im Vakuum abdestilliert. Man erhalt das Rohprodukt
als schwach gelbe Kristalle, Uberfiihrt diese in eine Extraktionshiilse und extrahiert in einer
100 ml-Soxleth-Extraktions-Apparatur mit 160 ml Petrolether. Nach beendeter Extraktion
wird die Petroletherlésung flr langere Zeit bei — 20 °C stehen gelassen. Das Produkt (18)

fallt in Form farbloser Kristalle aus (Ausbeute: 23.80 g, 98 %).
1 3 5
OH

2 4 I
0

Ausbeute: 23.8 g (92.2 mmol, 98 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), & (ppm): 1.25 (2H, quin, %J(3,2) = 12 Hz, %J(3,4) = 12 Hz, 3-H), 1.40 (2H, quin, %J(4,3) =
12 Hz, *J(4,5) = 12 Hz, 4-H), 1.65 (2H, quin, >J(2,1) = 12 Hz, J(2,3) = 12 Hz, 2-H), 2.10 (2H, t, *J(5,4) = 7.5 Hz, 5-
H), 3.05 (2H, t, J(1,2) = 7.5 Hz, 1-H)

Synthese von 4-lodbutylacetat (19)

(0) CH;COCl1 OAc
s AN
Nal
19

Zu einer Losung von 0.425 mol (30.65 g, 34.5 ml) Tetrahydrofuran und 0.5 mol (74.95 g)
Natriumiodid in 250 ml Acetonitril tropft man bei 0 °C eine Lésung von 0.425 mol (33.36 g,
30.3 ml) Acetylchlorid in 25 ml Acetonitril. Die Mischung wird 24 h bei RT geruhrt, das
ausgefallenen NaCl wird abfiltriert und die Losung im Vakuum eingeengt. Die Verbleibende
Lésung wird gequenched und entfarbt durch Zugabe von ges. NaHCO;- und 1 %iger
NayS,05-Losung. Es wird dreimal mit je 100 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten
Etherextrakte werden mit MgSO,4 getrocknet. Das Rohprodukt wird im Olpumpenvakuum
destilliert. Man erhalt das Produkt (19) als farblose, mit der zeit gelb werdende Flussigkeit
(b.p. =92 -95 °C, 0.5 mm).

Ausbeute: 91.99 g (38 mmol, 89 % d.T.)
ES+-, m/z: 265 (100 %)
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6.6.3.2 Synthese von quaternaren, nicht-sulfonierten Indolen

Synthese von 1-Ethyl-2-methyl-3-spiro-cyclohexan-3H-indolium tosylat (20)

EtOTs
/ > /
N N
) ® eOTs
11 20

61 mmol (12.15 g) 2-Methyl-3-spiro-cyclohexan-3H-indol (11) und 65 mmol (13.02 g) 4-
Toluolsulfonsaureethylester werden 5 h bei 110 °C gerlhrt. Nach Erkalten wird die Mischung
mit 150 ml Diethylether Gberschichtet und tber Nacht gerihrt. Das Produkt kristallisiert und
wird abfiltriert. Nach digerieren mit Diethylether und Trocknen im Vakuum erhalt man das

Produkt als hellbraunen Feststoff.

Ausbeute: 19.02 g (47.6 mmol, 78 % d.T.)
ES+-, m/z: 228 (100 %)

Synthese von 1-(4-Acetoxybutyl)-2-methyl-3-spiro-cyclohexan-3H-indolium iodid (21)

OA
/ + I/\/\/ c_» /

® o

OAc

11 19 21
0.273 mol (54.32 g) 2-Methyl-3-spiro-cyclohexan-3H-indol (11) und 0.273 mol (65.97 g) 4-
lodbutylacetat (19) werden gemischt und ohne Lésungsmittel 5 h auf 110 °C erhitzt. Nach
dem Erkalten wird die Mischung in 100 ml Dichlormethan aufgenommen und langsam mit
500 ml Diethylether versetzt. Zunachst bilden sich 2 Phasen. Nach langerem Ruhren
kristallisiert das Produkt. Es wird abfiltriert, mit Diethylether gewaschen und im Vakuum

getrocknet. Man erhalt das Produkt (21) als beiges Pulver.
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13a,e
12a,e
2 11a,e
3 1
4 7
N
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Ausbeute: 104.86 g (206 mmol, 87 % d.T.)

ES+, m/z: 314 (55 %), 258 (27 %), 254 (40 %), 212 (48 %), 200 (31 %), 198 (100 %), 185 (17 %), 144 (44 %), 73
(17 %), 55 (47 %), 43 (15 %)

"H-NMR (300 MHz), 5 (ppm): 1.55 (2H, d, 2J(11e,11a) = 12.8 Hz, 11e-H), 1.80 — 2.00 (12H, m, 7-H, 8-H, 11a-H,
12a-H, 12e-H, 13a-H, 13e-H), 2.1 (3H, s, 1-H), 4.05 (2H, t, %J(6,7) = 5.9 Hz, 6-H), 4.70 (2H, t, °J(7,6) = 6.5 Hz, 7-
H), 7.5 (1H, dt, *J(4,3) = %J(4,5) = 7.2 Hz, *J(4,2) = 1 Hz, 4-H), 7.6 (1H, dt, ®J(3,4) = %J(3,2) = 7.2 Hz, *J(3,5) = 1
Hz, 3-H), 7.8 (1H, dd, 2J(5,4) = 7.9 Hz, *J(5,3) = 1 Hz, 5-H), 7.9 (1H, dd, %J(2,3) = 7.2 Hz, *J(2,4) = 1 Hz, 2-H)

Synthese von 2-Methyl-3-spiro-cyclohexan-1-(4-sulfobutyl)3H-indolium betain (22)

N O/\\O N@

2055

11 22
Das Indol (11) (5.716 g, 28.7 mmol) wird in 3.3 ml (4.36 g, 32 mmol) Butansulton 4h auf
120 °C erwarmt. Das entstehend, hochviskose Ol wird durch rithren mit 50 ml Diethylether
zur Kristallisation gebracht. Das Produkt wird abfiltriert, zweimal mit je 10 ml Ethylacetat und

einmal mit 10 ml Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 7.93 g ( 23.5 mmol, 82 % d.T.)
ES+-, m/z: 358 (100 %), 336 (16 %)
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Synthese von 2-Methyl-1-octadecyl-3-spiro-cyclohexan-3H-indolium iodid (23)

CigHs7l
/ /
N N@® O
(CHy)17
1 23

25 mmol (4.98 g) des Cyclohexylindols (11) und 25 mmol Stearyliodid (9.51 g) werden
gemischt und 3 h auf 120 °C erhitzt. Die anfangs gelbliche Mischung farbt sich im Laufe der
Synthese dunkelbraun und wird nach Abkihlen fest. Der Feststoff wird in 15 ml
Dichlormethan gelést und das Produkt wird durch Zugabe von Diethylether gefallt. Der

hellrosafarbene Feststoff wird abfiltriert und mit viel Ether gewaschen, bis er farblos ist.

Ausbeute: 8.63 g ( 14.9 mmol, 59.5 % d.T.)
ES+-, m/z: 452 (100 %)

Synthese von 1-Ethyl-2-methyl-3-spiro-4‘'-(1‘-benzyloxycarbonyl)piperidin-3H-indolium
Ethylsulfat (24)

Cbz Cbz
N N
0
. 0—Ss—0" >
N 0 Neg
0,SOEt
13 24

Unter Schutzgasathmosphare werden 2.06 g (6 mmol) des Indols (13) in 3 ml Toluol gelost.
Mit einer Spritze werden 1.02 g (0.89 ml, 6.6 mmol) Diethylsulfat zugegeben. Die
Reaktionsmischung wird 3.5 h am RickfluR erhitzt, wobei sich ein dunkel-violettes Ol
abscheidet, das nach Erkalten fest wird. Die Uberstehende Lésung wird abdekantiert und der
Ruckstand wird mehrfach mit kleinen Portionen Toluol gewaschen. Der Feststoff wird
saulenchromatographisch Uber Kieselgel gereinigt (SP, Aceton/Eisessig = 10:2). Man erhalt

das quaternierte Indol (24) als rétliches, hochviskoses Ol.

Ausbeute: 1.32 g (2.7 mmol, 45 % d.T.)

ES+, m/z: 363 (28 %), 290 (5 %), 276 (6 %), 272 (38 %), 257 (13 %), 243 (6 %), 228 (5 %), 212 (13 %), 198 (6
%), 186 (20 %), 172 (50 %), 91 (100 %)

ES-, m/z: 125 (100 %)
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Synthese von 1-(6-hydroxyhexyl)-2-methyl-3-spiro-4'-(1'-benzyloxycarbonyl)-piperidin-3H-
indolium bromid (25)
Cbz /Cbz

OH
13 25

Das Indol (13) (1.14 g, 3.4 mmol) und 0.52 ml (0.724 g, 4 mmol) Bromhexanol werden unter
Schutzgasatmosphare in 1 ml Toluol gelést und sieben Stunden auf 80 °C erwarmt. Im Laufe
der Reaktion scheidet sich ein dunkelbraunes Ol ab, das nach erkalten zu einer hochviskos
Masse wird. Das Ol wird mehrfach mit Toluol gewaschen und anschliefend
saulenchromatographisch Uber Kieselgel gereinigt (SP, Aceton/Eisessig = 10 : 2). Das
Produkt wird als rotbraunes Ol erhalten (0.71 g, 1.6 mmol, 48 % d. Th.).

Ausbeute: 0.71 g ( 1.6 mmol, 48 % d.T.)
ES+, m/z: 534 (100 %), 385 (9 %), 139 (7 %)

Synthese von 1-(4-Acetoxybutyl)-2methyl-3-spiro-4'-(1'-benzyloxycarbonyl)-piperidin-3H-
indolium iodid (26)

/Cbz /Cbz
N
OAc
/ + 1 > /
N N@ °
I
OAc
13 19 26

Das Indol (13) (2.41 g, 7.2 mmol) wird in 5 ml Toluol gelést. 3.63 g (15 mmol) lodbutylacetat

(19) werden zugegeben und die Mischung wird 4 h auf 120 °C erwarmt. Die Losung farbt
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sich im Laufe der Zeit tief violett und ein dunkles Ol scheidet sich ab. Nach Abklhlen der
Reaktionsmischung werden 20 ml Diethylether unter kraftigem Rihren zugegeben, wobei
das Ol kristallisiert. Der Ether wird abdekantiert und der zurlickbleibende dunkel violette
Feststoff wird in sehr wenig Dichlormethan geldst. Durch Zugabe von Diethylether wird das
Produkt erneut gefallt. Das derart vorgereinigte Rohprodukt wird sdulenchromatographisch

gereinigt (SP, Aceton/Dichlormethan 1:2). Man erhalt das Produkt als hellvioletten Feststoff.

Ausbeute: 3.73 g (6.5 mmol, 90 % d.T.)
ES+, m/z: 449.4 (100 %), 315.4 (12 %)

Synthese von 1-Ethyl-2-methyl-3-spiro-4’-piperidin-3H-indolium Ethylsulfat (27)

/Cbz

N NH

AICKL
/ — 4
N N
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) ©0,SOEt ) ©0,SOEt

24 27
Das geschitzte Indol (24) (2.13 g, 4.36 mmol) wird in 40 ml trockenem Dichlormethan und
5.7 ml Anisol gelést und auf 0 °C gekuhlt. Mit Hilfe eines Tropftrichters wird innerhalb von
30 min eine Lésung von 6.97 g (52.3 mmol) Aluminiumchlorid in 20 ml Nitromethan unter
kraftigem Rihren zugegeben. Die Mischung wird anschlieRend noch 4 h bei
Raumtemperatur gerlhrt. Es werden anschliefiend unter Eiskiihlung langsam 80 ml Wasser
zur Reaktionsmischung zugesetzt. Die Phasen werden in einem Schdtteltrichter getrennt und
die organische Phase wird noch zweimal mit je 30 ml Wasser extrahiert. Die rétliche,
wassrige Phase wird mit konz. Ammoniak versetzt, bis kein weiteres Aluminiumhydroxid
mehr ausfallt. Das Aluminiumhydroxid wird abfiltriert und die nun gelbe, wassrige Phase wird
mit Natriumchlorid gesattigt. Das Produkt wird mit Chloroform extrahiert. Die Extraktion muss
sehr haufig (mind. 10 mal) mit kleinen Portionen Chloroform durchgeflhrt werden. Auch
dann Iasst sich das Produkt nicht vollstandig in die organische Phase extrahieren. Einengen
der Wasserphase und erneutes haufiges Extrahieren kann die Ausbeute erhdhen. Die
vereinigten Chloroformphasen werden mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer abdestilliert. Trocknen des Produktes im

Olpumpenvakuum fiihrt zu Kristallisation des gelblichen Ols.

Ausbeute: 0.64 g ( 1.59 mmol, 36.4 % d.T.)
ES+, m/z: 435.5 (8 %), 229.1 (100 %)
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Synthese von 1-Ethyl-2-methyl-3-spiro-4‘-(1’-tert.-butyloxycarbonyl)-piperidin-3H-indolium

Ethylsulfat (28) NH _Boc
N
Boc,O
Y - Y
Ne N
) ©0,SOFt ) ©©0,50E
27 28

92.7 mg (0.23 mmol) des entschitzten Indols (27) werden in 0.7 ml trockenem Methanol und
0.3 ml Triethylamin gelost. Zu der gelblichen Lésung werden 100 mg (0.46 mmol) Boc-
Anhydrid gegeben. Die Reaktionsmischung wird 30 min bei Raumtemperatur gerthrt und
dann 5 min auf 50 °C erwarmt. Die Mischung wird am Rotationsverdampfer eingeengt, wobei
ein hellbraunes Ol zuriick bleibt. Es wird 1 ml verdiinnte HCI (pH > 2.15) zugegeben und die
Mischung wird 10 min bei 0 °C gerlhrt. Das Produkt wird mit Dichlormethan extrahiert und
die organische Phase wird mit verdunnter Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Die
gelbe, organische Phase wird mit Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel am

Rotationsverdampfer abdestilliert. Das Produkt (28) fallt als hellbraunes Ol an.

Ausbeute: 80.4 mg ( 0.18 mmol, 76.9 % d.T.)
ES+, m/z: 329.6 (22 %), 273.4 (100 %), 229.5 (23 %), 202.6 (8 %), 172.6 (8%)

Synthese von 1-Ethyl-2-methyl-3-spiro-4'-(1'-(4-methoxybenzyl)oxycarbonyl)-piperidin-3H-

indolium Ethylsulfat (29) MOZ
NH N

MOZ—ON
7 > /
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) ©0,50Et ) ©04SOEt

27 29
Das entschitzte Indol (27) (22 mg, 55 pmol) und 34.2 mg (110 pmol) o-(4-
Methoxybenzyloxycarbonyloxyimino)phenylacetonitrii (Moz-ON) werden in 1 ml Ethanol
absolut und 0.02 ml Triethylamin unter Schutzgasatmosphare gelést. Die Mischung wird 24 h
bei Raumtemperatur gerihrt und farbt sich dabei rétlich. Das Loésungsmittel wird am
Rotationsverdampfer abdestilliert und das zuriickbleibende rote Ol wird in Dichlormethan
aufgenommen. Es wird drei mal mit kleinen Portionen Wasser extrahiert. Die organische

Phase wird mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
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abdestilliert. Das  Rohprodukt wird  saulenchromatographisch  gereinigt (SP,

Methanol/Dichlormethan 1:10). Man erhalt das Produkt als hellrosa Feststoff.

Ausbeute: 9.1 mg ( 17.6 pmol, 32 % d.T.)
ES+, m/z: 393.3 (15 %), 186 (11 %), 121.1 (100 %)

Synthese von 1-Ethyl-2-methyl-3-spiro-4‘-(1’-carboxymethyl)-piperidin-3H-indolium

Ethylsulfat (30) OH
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32 mg (0.1 mmol) des Indols (27) werden in 3 ml Ethanol und 3 ml Wasser geldst. 0.139 g
(1 mmol) Bromessigsaure werden zugegeben und der pH wird mit verdunnter NaOH auf 7 —
8 eingestellt. Die Reaktionsmischung wird 1 h 15 min bei 50 °C und 1 h bei Raumtemperatur
geruhrt, wobei der pH gelegentlich durch Zugabe einiger Tropfen verd. NaOH nachgeregelt
wird. Das Ethanol wird am Rotationsverdampfer abdestilliert und es werden noch 5 ml
Wasser zugegeben. Die wassrige Phase wird mit NaCl gesattigt und mit NaOH konz. auf pH
14 gebracht. Das Produkt (als Na*-Salz) fallt als farbloser Feststoff aus und wird abfiltriert.

(Ausbeute: 10 mg, 23 umol, 23 %)

Ausbeute: 10 mg ( 23 mmol, 23 % d.T.)
ES+, m/z: 286.9 (16 %), 199.8 (16 %), 185.8 (100 %), 171.8 (14 %), 87.7 (11 %), 9.7 (10 %)

Synthese von 1-Ethyl-2-methyl-3-spiro-4'-(1’-ethyl)-piperidin-3H-indolium Ethylsulfat (31)

—
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Unter Schutzgasatmosphare werden 0.5 g (2.5 mmol) des entschitzten Indols (14) und
1.35 ml (1.55 g, 10 mmol) Diethylsulfat in 5 ml Toluol gelést und 4 h am Rickfluss erhitzt.
Die Reaktionsmischung farbt sich tiefviolett und das Produkt scheidet sich zum Teil 6lig ab.

Nach erkalten werden 15 ml Aceton unter kraftigem Rihren zur Reaktionsmischung
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gegeben. Das Produkt (31) kristallisiert als farbloser Feststoff und wird abfiltriert. Es wird mit
sehr viel Aceton gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet. Man erhalt 0.77 g (2.02

mmol, 81 %) des feinpulvrigen Produktes.

Ausbeute: 0.77 g ( 2.02 mmol, 81 % d.T.)
ES+, m/z: 256.2 (35 %), 202.1 (100 %), 160.2 (7 %)

6.6.3.3 Synthese von quaternaren, sulfonierten Indolen

Synthese von 1-(5-Carboxypentyl)-2-Methyl-3-spiro-cyclohexan-5-sulfo-3H-indolium
Innersalz (32)

e
N2 © 058
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25 mmol (7.94 g) Indols (12) und 50 mmol (9.78 g) 6-lodhexansaure (18) werden ohne
Lésungsmittel 5 h bei 120 °C zusammengeschmolzen. Nach dem Abklihlen wird die Zahe
Mischung mit Aceton digeriert und im Vakuum getrocknet. Man erhalt das Produkt (32) als

hellbraunes Pulver.

Ausbeute: 9.49 g ( 18.5 mmol, 74 % d.T.)
ES-, m/z: 392 (100 %)
ES+-, m/z: 416 (1100 %)

1-Ethyl-2-Methyl-3-spiro-cyclohexan-5-sulfo-3H-indolium Innersalz (33)

Na® ©0;8

12 33
20 mmol (6.402 g) Indol (12) und 60 mmol (12.015 g) 4-Toluolsulfonsaureethylester werden
in 25 ml 1,2-Dichlorbenzol 17 h auf 130 °C erhitzt. Nach Abkuhlen werden 30 ml Aceton
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zugesetzt, wobei das Produkt (33) kristallisiert. Das Produkt wird abfiltriert und mit Aceton
digeriert. Zum Schluss wird mit Ether gewaschen und das Produkt im Vakuum getrocknet.
Man erhalt 8.484 g (16.4 mmol, 82 % d. T.).

Ausbeute: 8.48 g ( 16.4 mmol, 82 % d.T.)
ES+-, m/z: 330 (100 %), 308 (7 %)

1-(4-Acetoxybutyl)-2-methyl-3-spiro-cyclohexan-5-sulfo-3H-indolium Innersalz (34)

N ©0;58 ©0,s

OAc
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6.402 g (20 mmol) Indol (12) und 14.52 g (60 mmol) 4-lodbutylacetat (19) werden bei 120 °C
fur 4 h erhitzt. Das Uberschussige 4-lodbutylacetat wird abdekantiert. Der Riickstand wird mit
Aceton gewaschen, in sehr wenig Dimethylformamid geldst und das Produkt aus der Lésung
mit Aceton geféallt. Der Niederschlag wird bei 60 °C im Olpumpenvakuum getrocknet. Die
teerartige Masse schaumt dabei auf und erstarrt in glassartiger Form. Man erhalt 5.57 g
(14.2 mmol, 71 % d. T.) des braunen Produktes.

Ausbeute: 5.57 g ( 14.2 mmol, 71 % d.T.)

Synthese von 2-Methyl-3-spiro-4‘-(1‘-benzyloxycarbonyl)-piperidin-5-sulfo-3H-indol tert.-

Butylammoniumsalz (35) _Cbz Chz
N N
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3.0 g (6.94 mmol) des Ammonimasalzes des Indols (15) werden in Wasser geldst und Gber
einen stark sauren lonentauscher (Amberlite IR-120) filtriert. Das Filtrat wird bei
Raumtemperatur unter Rihren mit 4.7 ml (7 mmol) Tetrabutylammonium Hydroxid Losung

(1.5 M) versetzt, wobei das Produkt zum teil 6lig ausfallt. Zur Entfernung des iberschiissigen
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Tetrabutylammonium Hydroxids wird eine Spatelspitze schwach sauren lonentauschers
(Amberlite IRC-86) zugegeben und nach 5 min rihren wieder abfiltriert. Nach abdestillieren
des Wassers am Rotationsverdampfer  und mehrfachem  waschen des
Destillationsriickstandes mit absolutem Ethanol erhalt man das Tetrabutylammoniumsalz des
Indols (35) als braunes Ol. Das Produkt wird in wenig Dichlormethan aufgenommen und
saulenchromatographisch gereinigt (SP, Aceton/Methanol/Dichlormethan 1:1:4). Man erhalt
3.43 g (5.21 mmol, 75.1 % d. T.) des Produktes (35) als hellbraunes Pulver.

Ausbeute: 3.43 g (5.21 mmol, 75.1 % d.T.)

ES+, m/z: 242 (100 %)

ES-, m/z: 413 (27 %), 397 (14 %), 277 (28 %), 263 (24 %), 236 (36 %), 222 (100 %), 199 (20 %), 80 (23 %), 65
(9 %)

Synthese von 1-Ethyl-2-methyl-3-spiro-4‘-(1‘-benzyloxycarbonyl)-piperidin-5-sulfo-3H-

indolium Innersalz (36) Cbz Cbz
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®
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0.709 g (1.08 mmol) des Indols (35) und 0.323 g (1.62 mmol) Diethylsulfat werden in 6 ml
Acetonitril gelést und 24 h am Rickfluss erhitzt. Die dunkelviolette Lésung wird am
Rotationsverdampfer eingeengt. Das zuriickbleibende violette Ol wird in sehr wenig
Dichlormethan geldst und das Produkt wird durch Zugabe von Aceton ausgefallt, abfiltriert

und mit Aceton gewaschen. Man erhalt ein hellviolettes, feinpulvriges Produkt (36).

Ausbeute: 0.28 g ( 0.64 mmol, 59 % d.T.)
ES+, m/z: 481 (12 %), 465 (29 %), 443 (12 %), 265 (18 %), 137 (27 %), 60 (100 %)
ES-, m/z: 441 (49 %), 291 (9 %), 277 (7%), 251 (6 %), 222 (100 %)
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Synthese von 1-(5-Carboxypentyl)-2-Methyl-3-spiro-4‘-(1‘-benzyloxycarbonyl)-piperidin-5-

sulfo-3H-indolium Innersalz (37)

/CbZ /CbZ
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®N(C4H9)4
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Das Indol (35) (3.43 g, 5.21 mmol) und 1.26 g (5.21 mmol) lodhexansaure (18) werden in
20 ml Acetonitril gelést und 30 h am Ruckflu® erhitzt, wobei sich die Losung violett farbt und
ein farbloser Feststoff ausfallt. Der Feststoff wird abfiltriert und noch mehrfach mit kleinen
Portionen Acetonitrii gewaschen. Nach Trocknem im Exsikkator unter Olpumpenvakuum

erhalt man das quaternierte Indol (37) als hellviolettes Pulver.

Ausbeute: 1.10 g ( 2.08 mmol, 39.9 % d.T.)
ES+, m/z: 529.4 (100 %)
ES-, m/z: 526.9 (88 %), 483.0 (7 %), 412.9 (6 %), 276.8 (7 %), 221.6 (100 %)

Synthese von 1-(6-Hydroxyhexyl)-2-Methyl-3-spiro-4‘-(1‘-benzyloxycarbonyl)-piperidin-5-
sulfo-3H-indolium Innersalz (38)
Cbz
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0.43 g (0.65 mmol) des Indols (35) und 0.18 g (0.13 ml, 0.98 mmol) Bromhexanol werden in

5 ml Acetonitril gelost und 24 h am Ruckfluss erhitzt. Die dunkelviolette Lésung wird am
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Rotationsverdampfer eingeengt und das zurlickbleibende violette Ol wird in sehr wenig
Dichlormethan geldst. Durch Zugabe von Aceton wird das Produkt geféllt. Man erhalt das
Produkt (38) als dunkelvioletten, leicht dligen Feststoff (0.15 g, 0.3 mmol, 67 % d. T.).

Ausbeute: 0.15 g ( 0.3 mmol, 67 % d.T.)
ES-, m/z: 513 (52 %), 363 (7 %), 277 (8 %), 222 (100 %)

Synthese von 1-(5-Carboxypentyl)-2-Methyl-3-spiro-4’-piperidinium-bromid-5-sulfo-3H-
indolium Betain (39)

H
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Das geschiitzte Indol (37) (1.101 g, 2.09 mmol) und 1 ml Anisol werden unter
Schutzgasatmophare in 10 ml einer 33 %igen Mischung von HBr in Eisessig gegeben. Die
dunkelrote Losung wird 2.5 h bei Raumtemperatur geriihrt, wobei leichte Gasentwicklung zu
beobachten ist. Es werden 80 ml Diethylether zugegeben und die Mischung wird tGber Nacht
bei Raumtemperatur gerihrt. Das Produkt kristallisiert als dunkelroter Feststoff, der abfiltriert
und mit viel Diethylether gewaschen wird. Das Produkt wird im Exsikkator ber P,Os im

Olpumpenvakuum getrocknet und gelagert. (Ausbeute: 0.97 g, 2.05 mmol, 98 % d. T.).

Ausbeute: 0.97 g ( 2.05 mmol, 98 % d.T.)
ES+, m/z: 395.4 (100 %)
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Synthese von 1-(5-Carboxypentyl)-2-methyl-3-spiro-4‘-(1°-(4-methoxybenzyl)oxycarbonyl)-
piperidin-5-sulfo-3H-indolium Betain (40)
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Das Indol (39) (0.356 g, 0.749 mmol) wird in 5 ml DMF gel6st. 0.3 ml Triethylamin und
0.465 g MOZ-ON (1.5 mmol) werden zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 3 Tage bei
Raumtemperatur geruhrt, wobei sich die vorher tiefviolette Losung gelb-orange farbt. Die
Lésung wird am Rotationsverdampfer eingeengt und das Produkt durch Zugabe von Aceton

gefallt. Der hellbraune Feststoff (40) wird abfiltriert und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 0.155 g ( 0.277 mmol, 37 % d.T.)
ES-, m/z: 557.4 (15 %), 81 (100 %)

Synthese von 2-Methyl-3-spiro-cyclopentan-5-sulfo-3H-indol Tetrabutylammoniumsalz (41)

ON(C4Hy)s
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Das Indol (17) (0.97 g, 3.44 mmol) wird in wassriger Losung Uber einen stark sauren
lonentauscher filtriert (Amberlite IR- 120). Zu der wassrigen Losung werden 2.3 ml
(3.4 mmol) Tetrabutylamonium Hydroxid Lésung (1.5 M) gegeben und die Ldsung wird
10 min bei Raumtemperatur gerihrt. Es wird eine Spatelspitze schwach sauren
lonentauschers (Amberlite IRC-86) zugegeben und nach 5 min rihren wieder abfiltriert. Das
Wasser wird am Rotationsverdampfer abdestilliert und das zuriickbleibende hellbraune Ol
wird mehrfach mit absolutem Ethanol gewaschen. Das Rohprodukt (41) wird direkt weiter in

der Synthese eingesetzt.
Ausbeute: 0.82 g (2.89 mmol, 84 % d.T.)
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Synthese von 1,2-Dimethyl-3-spiro-cyclopentan-5-sulfo-3H-indolium Betain (42)

ON(C4Ho)y
S)
05 Me,50, SOy
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0.65 g (2.29 mmol) des Indols (41) und 0.33 ml (0.434 g, 3.44 mmol) Dimethylsulfat werden
in 6 ml Acetonitril gelést und 20 h auf 80 °C erwarmt. Zu der dunkelbraunen Lésung werden
nach Erkalten unter kraftigem RlUhren 15 ml Aceton gegeben. Das Produkt fallt als
hellbrauner Feststoff aus und wird abfiltriert. Bei Luftkontakt wird das Produkt jedoch schnell
wieder 6lig und wird daher Uber P,Os im Vakuum im Exsikkator aufbewahrt oder direkt in

weiteren Synthesen eingesetzt. (Ausbeute: 0.5 g, 1.79 mmol, 78 % d. T.)

Ausbeute: 0.5 g (1.79 mmol, 78 % d.T.)
ES+, m/z: 280.2 (29 %), 265.0 (14 %), 238.2 (29 %), 199.1 (100 %), 184.0 (11 %), 171.2 (39 %)

Synthese von 1-Ethyl-2-methyl-3-spiro-cyclopentan-5-sulfo-3H-indolium Innersalz (43)
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Das Indol (41) (5.256 g, 10.37 mmol) und 1.96 ml (2.313 g, 15 mmol) Diethylsulfat werden in
10 ml Acetonitril gelést und 30 h am Rickfluss erhitzt. Die Reaktionsmischung farbt sich
violett und das Produkt (43) fallt teilweise als oliger Niederschlag aus. Nach erkalten werden
unter kraftigem Rihren 30 ml Aceton zugegeben. Das Produkt fallt als hellvioletter Feststoff
aus, wird abfiltriert, mit viel Aceton gewaschen und im Olpumpenvakuum Uber P,0s
getrocknet.

man 0.716 g (2.44 mmol, 24.7 % d.T.) des Produktes.

Ausbeute: 0.716 g ( 2.44 mmol, 24.7 % d.T.)
ES+, m/z: 332.1 (42 %), 316.1 (55 %), 294.1 (100 %), 222.6 (35 %)



Experimenteller Teil 183

Synthese von 1-(5-Carboxypentyl)-2-methyl-3-spiro-cyclopentan-5-sulfo-3H-indolium Betain
(44)

ON(C4Hy)
9
035 (CH,)sCOOH <0s
/ - /
N N
HO
I
0
41 18 44

0.32 g (1.15 mmol) des Indols (41) und 0.419 g (1.73 mmol) lodhexansaure (18) werden in
3 ml Acetonitirl gelost und 24 h am Rickfluss erhitzt. Zu der dunkelbraunen, triiben Lésung
werden nach erkalten 10 ml Aceton unter kraftigem Rihren zugegeben. Das Produkt (44)
fallt als dunkelbraunes Ol. Das Lésungsmittel wird vom Ol abdekantiert und das Ol noch
mehrfach mit kleinen Portionen Aceton gewaschen. Zum Schluss wird es im
Olpumpenvakuum getrocknet, wobei es teilweise kristallisiert. Das hygroskopische Produkt
kann im Exsikkator Uber P,Os unter Vakuum gelagert werden oder direkt in weiteren

Synrthesen verwendet werden.

Ausbeute: 0.27 g ( 0.71 mmol, 62 % d.T.)

ES+, m/z: 380.3 (16 %), 338.1 (8 %), 299.4 (18 %), 298.3 (16 %), 271.4 (19 %), 224.2 (16 %), 198.2 (86 %),
185.2 (32 %), 157.3 (8 %), 97.0 (14 %), 73.2 (22 %), 69.3 (100 %)

ES-, m/z: 378.2 (72 %), 349.9 (22 %), 275.8 (26 %), 262.2 (100 %), 249.3 (50 %), 235.1 (53 %), 221.9 (16 %),
79.8 (8 %)

6.6.4 Synthese der spiro-Cyanine

6.6.4.1 Synthese der Hemicyanine

Synthese von 1-Anilino-3-phenyliminiumpropen(l) Perchlorat (45)

cio?

—0
HCIO, ®
v 2 — NN
—0 0 H H
AN
0\ NH,

45
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In 5 ml Ethanol werden 11 g (0.05 mol) 1,1,3,3-Tetramethoxypropan und 9.3 g (1.0 mol)
Anilin geldst. Unter Rihren werden 10 ml Perchlorsaure (60 %ig) zugegeben, wobei das
Produkt augenblicklich ausfallt. Das gelbbraune Rohprodukt wird aus heillem Ethanol

umkristallisiert. Man erhalt das Produkt als gelbes Pulver.

Ausbeute: 12.5 g ( 38.6 mmol, 77.2 % d.T.)
ES+-, m/z: 314 (30 %), 223 (100 %)

1-Ethyl-2-(4-Acetanilino-1,3-butadienyl)-3-spiro-4‘-(1‘-benzyloxycarbonyl)-piperidin-3H-
indolium Ethylsulfat / Perchlorat (46)

/Cbz /CbZ
N N
©cio, Py

p + Ph\%//\/\N/Ph — / NPh
N®g H H Ne )\
> 0,50 Et0S0;© 0”7

Cl0,©

24 45 46

1-Anilino-3-phenyliminiumpropen(l) Perchlorat (45) (0.421 g, 1.3 mmol) und Kaliumacetat
(0.127 g, 1.3 mmol) werden in 2 ml Ethanol etwa finf Minuten auf 40 °C erwarmt. Am
Rotationsverdampfer wird bei vermindertem Druck das Ethanol vollstandig abdestilliert, der
Rickstand in 3 ml Diethylether aufgenommen und filtriert. Mit Ethylacetat wird die freie Base
des 1-Anilino-3-phenyliminiumpropen(l) Perchlorats aus dem Filterrickstand
herausgewaschen. Das Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer im Vakuum abdestilliert
und der Riickstand wird in 2 ml Eisessig und 2 ml Essigsdureanhydrid aufgenommen. Unter
Schutzgasatmosphare wird das Indol (24) (0.63 g, 1.3 mmol) in 2 ml Eisessig und 2 ml
Essigsaureanhydrid gelost. Die Mischung wird 40 min auf 80 °C erwarmt, wobei sie sich von
braun zu dunkelgrin verfarbt. Nach abdestillieren der Losungsmittel am
Rotationsverdampfer erhalt man das Rohprodukt des Hemicyanins (46) als ein schwarz-

griines Ol, das direkt fur die weiteren Synthesen verwendet wird.
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Folgende Hemicyanine wurden nach ebenfalls nach obiger Vorschrift synthetisiert:

R ©cio, Ry
) + Ph\(‘?\]/ _— N _Ph — » p = = NPh
H H Tf@ )\
Xe Rl O 4

Yoo
Ry X

R, ©cio, R, Py
p + Ph\('IB\I//\/\N/ Ph - > / NPh
Il\l% H H o ITI(D
%
R, X X7 R, 0
R2 S R2
Ph @CIO4 Ph Z = NPh
+ P —_—
/ \N/\/\N/ N/
ITI(-B H H | ©] 7
R1 Rl 0

R4 = Methyl, Ethyl, Carboxypentyl, Butylacetyl, Butylsulfonyl R, =H, SO3
X =Cl, Br, I, EtSO,, CIO,4

Synthese von 1-Ethyl-2-(2-Acetanilinoethen)-3-dimethyl-5-sulfo-3H-indolium Betain (47)

90,8 ©cio, ®0;s _
) + Ph\?\l/ N/Ph — , NPh
N® H H N@ y
o)
47

Das Hemicyanin (47) fir die folgende Synthese von roten Farbstoffen wurde ebenfalls

analog zu (46) synthetisiert.
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6.6.4.2 Synthese symmetrischer spiro-Cyanine

Synthese von 1-Octadecyl-2-[3-(1,3-dihydro-1-octadecyl-3-spiro-cyclohexan-2H-indol-2-
yliden)-propenyl]-3-spiro-cyclohexan-3H-indolium iodid (48)

HC(OE);
2 / -
N® 9
(CHy)17
23

Das quaternare Indol (23) (4.06 g, 7 mmol) wird in 20 ml Pyridin geldst und zum Sieden
erhitzt. Mit einer Spritze werden im Verlauf von 1 h 232 ml (2.07 g, 14 mmol)
Orthoameisensaurediethylester zugegeben. Die gelbliche Lésung farbt sich tief pink. Nach
3 h erhitzen am RuUckfluss wird die Lésung noch heif3 in 10 ml Nal-Lésung (1.5 M) gegossen
und wahrend des Erkaltens kraftig geruhrt. Der Farbstoff fallt als sehr feine Nadeln aus und
wird abfiltriert. Das Rohprodukt wird aus Propanol umkristallisiert und nach Filtration mit
wenig Diethylether gewaschen, bis der Pyridingeruch verschwindet. Man erhalt 3.01 g (2.9
mmol, 82.7 % d. T.) Farbstoff.

Ausbeute: 3.01 g (2.9 mmol, 82.7 % d.T.)
ES+-, m/z: 923 (100 %)

Absorption: Ls (MeOH) = 557 nm
Emission: Aem (MeOH) = 574 nm

Synthese von  1-Octadecyl-2-[5-(1,3-dihydro-1-octadecyl-3-spirocyclohexan-2H-indol-2-
yliden)-pentadien-1,3-yl]-3-spirocyclohexan-3Hindolium iodid (49)

EtO OEt
2 / +
N® @I OEt OEt
(CHy)y7
23

7 mmol (4.06 g) des Indols werden in 20 ml Pyridin geldst und auf 60 °C erwarmt. Wenn der
Festsoff vollstandig geldst ist werden mit einer Spritze 3.4 ml (3.08 g, 14 mmol) 1,1,3,3-
Tetraethoxypropan langsam zugetropft. Die Ldsung farbt sich tiefblau. Es wird noch eine

Stunde am Ruckfluss erhitzt. Die hei3e Losung wird in 10 ml Nal-lIésung (1.5 M) gegossen,
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wobei das Produkt als schwarze, teerartige Masse ausfallt. Die Lésung wird abdekantiert und
das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (Methanol/Ethylacetat 2:1, s.p.
Kieselgel). Man erhalt 4.16 g (3.9 mmol, 56.2 % d.T.) dunkelblaues Produkt.

Ausbeute: 4.16 g ( 3.9 mmol, 56.2 % d.T.)
Absorption: Laps (MeOH) = 655 nm
Emission: Lem (MeOH) = 676 nm

Synthese von 1-Ethyl-2-{3-[1-ethyl-3-spiro-4’-(1’-benzyloxycarbonyl)-piperidin-2,3-dihydro-
indol-2-yliden]-propenyl}-3-spiro-4’-(1’-benzyloxycarbonyl)-piperidin-3H-indolium  Ethylsulfat
(50)

/Cbz
N
HC(OFEt);
2 / _—
N@ o
> 0,SOH
Cb?
24 50

0.05 g (0.1 mmol) des Indols (24) werden in 1 ml Pyridin gelést. Mit einer Mikroliterspritze
werden 0.03 ml (0.03 g, 0.2 mmol) Orthothoameisensauretriethylester zugegeben. Die
Lésung wird fur 8 h auf 120 °C erwarmt, wobei sie sich langsam pink farbt. Die Mischung
wird nach Erkalten am  Rotationsverdampfer eingeengt. Es folgt eine
saulenchromatographische Aufreinigung des Rohproduktes (SP, Aceton/Dichlormethan 1:1).

Man erhalt des Farbstoffes (50) als dunkelrotes Pulver.

Ausbeute: 6.9 mg ( 8 umol, 8 % d.T.)
ES+, m/z: 735.4 (25 %)

ES-, m/z: 124.8 (40 %)

Absorption: Asps (MeOH) = 562 nm
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Synthese von 1-Ethyl-2-{5-[1-ethyl-3-spiro-4’-(1’-benzyloxycarbonyl)-piperidin-2,3-dihydro-
indol-2-yliden]-pentadien-1,3-yl}-3-spiro-4’-(1’-benzyloxycarbonyl)-piperidin-3H-indolium
Ethylsulfat (51)

/Cbz
N/Cbz N
©cio,
2 /, + Ph\?\]//\/\N/Ph —_—
Neg H H
> 0;S0E

EtOSOS

Cbz

24 45 51
0.1 g (0.2 mmol) des Indols (24) und 0.03 g (0.1 mmol) 1-Anilino-3-phenyliminiumpropen(l)
Perchlorat (45) werden in 0.5 ml Pyridin und 0.5 ml Essigsaureanhydrid unter
Schutzgasatmosphare 45 min auf 100 °C erwarmt. Die grine LOsung wird am
Rotationsverdampfer bei vermindertem Druck zur Trockene eingeengt. Der zurlickbleibende
schwarze Feststoff wird sdulenchromatographisch gereinigt (SP, Aceton/Dichlormethan 1:1),
wobei die erste blaue Fraktion gesammelt wird. Man erhalt 0.1 g (0.15 mmol, 75 % d. Th.)

des Cyaninfarbstoffes.

Ausbeute: 0.1 g (0.15 mmol, 75 % d.T.)

ES+, m/z: 761 (78 %), 373 (21 %), 322 (11 %), 289 (12 %), 262 (12 %), 256 (19 %), 198 (18 %), 172, (18 %), 91
(100 %)

ES-, m/z: 125 (17 %), 99 (100 %)

Absorption: Aaps (EtOH) = 662 nm

Fluoreszenz: ).« (EtOH) = 682 nm
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Synthese von 1-(5-Carboxypentyl)-2-{5-[1-(5-carboxypentyl)-3-spiro-4’-(1’-
benzyloxycarbonyl)-piperidin-5-sulfo-2,3-dihydro-indol-2-yliden]-pentadien-1,3-yl}-3-spiro-4'-

(1’-benzyloxycarbonyl)-piperidin-5-sulfo-3H-indolium betain pyridinium salz (52)
OH
00—

055

O— O—

OH OH
32 45 52

0.106 g (0.2 mmol) des quarternierten Indoles (32) und 0.130 g (0.4 mmol) 1,5-Diaza-1,5-
diphenyl-1H-pentadienium Perchlorat (45) werden in 1 ml Pyridin und 1 ml
Essigsaureanhydrid gelést und 2 h auf 180 °C erwarmt. Die olivgrine Reaktionsmischung
wird am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck, zuletzt im Olpumpenvakuum
destilliert. Der Riuckstand wird in sehr wenig walirigem Methanol (Methanol/Wasser = 1:2)
aufgenommen und Uber RP18-Kieselgel gereinigt (RP, Methanol/Wasser = 1:2). Nach
abdestillieren des Lésungsmittels und trocknen im Vakuum erhalt man das Produkt (52) als

dunkelblauen, rot fluoreszierenden Feststoff.

Ausbeute: g (0.13 mmol, 65 % d.T.)
Absorption: Aaps (EtOH) = 663 nm
Fluoreszenz: Lex (EtOH) = 683 nm
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Synthese von 1-Ethyl-2-{5-[1-ethyl-3-spiro-4’-(1’-tert.-butyloxycarbonyl)-piperidin-2,3-dihydro-
indol-2-yliden]-pentadien-1,3-yl}-3-spiro-4’-(1’-tert.-butyloxycarbonyl)-piperidin-3H-indolium
ethylsulfat (53)

/Boc
Boc
N N
©cio,
2 / + Ph\?\f//\/\N/ Ph — >
No o H H
0,S0E
EtOSO3
N
Boc/
28 45 53

Das Boc-geschiitzte Indol (28) (41.2 mg, 0.09 mmol) und 14.6 mg (0.045 mmol) des
Kupplungsreagenzes (45) werden in 0.5 ml Pyridin und 0.5 ml Essigsaureanhydrid gelost.
Die Mischung wird fiir 2 h auf 80 °C erwarmt, wobei sie sich oliv farbt. Die Mischung wird am
Rotationsverdampfer eingeengt und das zurlickbleibende Ol wird sdulenchromatographisch
gereinigt (SP, Dichlormethan/Aceton 1:1). Man erhalt eine tiefblaue Produktfraktion (53).
Diese wird am Rotationsverdampfer eingeengt, es bleibt ein dunkelblauer Feststoff zurtick
(6.6 mg, 8.1 umol, 9 % d. T.).

Ausbeute: 6.6 mg ( 8.1 umol, 9 % d.T.)
ES+, m/z: 693.7 (100 %)

Absorption: Aaps (EtOH) = 662 nm
Fluoreszenz: j.x (EtOH) = 682 nm

Synthese von 1-Ethyl-2-{5-[1-ethyl-3-spiro-4’-(1’-(4-methoxybenzyl)-oxycarbonyl)-piperidin-
2,3-dihydro-indol-2-yliden]-pentadien-1,3-yl}-3-spiro-4’-(1’-(4-methoxybenzyl)-oxycarbonyl)-
piperidin-3H-indolium ethylsulfat (54)

1/\/102
Moz
N’ N
©cio,
7 p + Ph\?\l//\/\N/Ph — ‘
N@@ H H
0;SOEt
EtOSO;
N
Moz/
27 45 54

18 mg (34.7 umol) des Moz-geschitzten Indols (27) und 5.6 mg (17.4 umol) des

Kupplungsreagenzes (45) werden in 0.5 ml Pyridin und 0.5 ml Essigsaureanhydrid gelost.
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Die Mischung wird 45 min auf 80 °C erwarmt und farbt sich dabei tiefblau. Nach
abdestillieren des Ldsungsmittels am Rotationsverdampfer wird das Rohprodukt
saulenchromatographisch gereinigt (SP, Aceton/Dichlormethan/Methanol 1:1:10). Das
Produkt wird als blauer Feststoff (6.9 mg, 7.3 umol, 21 % d. T.) erhalten.

Ausbeute: 6.9 mg ( 7.3 umol, 21 % d.T.)

ES+, m/z: 821.3 (66 %), 522 (27 %), 120.7 (100 %)
Absorption: Laps (EtOH) = 664 nm

Fluoreszenz: j.x (EtOH) = 683 nm

Synthese von 1-Ethyl-2-{5-[1-ethyl-3-spiro-4’-piperidin-2,3-dihydro-indol-2-yliden]-pentadien-
1,3-yl}-3-spiro-4’-piperidin-3H-indolium ethylsulfat (55)
I/\/loz

55
6.9 mg (7.3 umol) des Moz-geschutzten Farbstoffes (54) werden in 0.5 ml Dichlormethan

geldst. 0.05 ml Trifluoressigsaure werden mit einer Mikroliterspritze langsam zugegeben. Die
Lésung wird 3 h bei Raumtemperatur gerthrt. Mit verdiinnter Ammoniaklésung wird der pH
auf 7 eingestellt und das Lésungsmittel dann am Rotationsverdampfer abdestilliert. Das
Farbstoffrohprodukt (55) wird saulenchromatographisch gereinigt (SP,

Aceton/Methanol/Dichlormethan 1:1:10). Man erhalt das Produkt als blauen Feststoff.

Ausbeute: 3.6 mg ( 5.9 umol, 81 % d.T.)
ES+, m/z: 493.1 (14 %), 267.0 (21 %), 265.0 (8 %), 238.7 (100 %), 223.7 (19 %), 196.6 (11 %), 185.6 (24 %),
183.7 (21 %), 171.6 (11 %)
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Synthese  von 1-Methyl-2-{5-[1-methyl-3-spiro-cyclopentan-5-sulfo-2,3-dihydro-indol-2-
yliden]-pentadien-1,3-yl}-3-spiro-cyclopentan-5-sulfo-3H-indolium Pyridiniumsalz (56)

©0,8
®cio, \q O s05 @py
Ph @//\/\N
H N~

42 45
26.5 mg (94.9 umol) des Pentylindols (42) werden in 1 ml Pyridin und 1 ml
Essigsaureanhydrid geldst. Das Kupplungsreagenz (45) (154 mg, 47.5 pmol) wird
zugegeben und die Mischung wird 3 h auf 80 °C erwarmt. Die Reaktionsmischung farbt sich
langsam oliv. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer abdestilliert und das
zuriickbleibende Ol wird saulenchromatographisch gereinigt (RP, Methanol/Wasser 1:2).
Man erhalt das Produkt (56) als dunkelblauen Feststoff.

Ausbeute: 8.95 mg ( 13.3 umol, 14 % d.T.)
ES-, m/z: 593.2 (10 %)
Absorption: Aaps (H20) = 651 nm

Fluoreszenz: ).« (H2O) = 669 nm

6.6.4.3 Synthese unsymmetrischer spiro-Cyanine

Synthese von 1-Ethyl-2-{3-[1-(6-acetoxyhexyl)-3-spiro-4’-(1’-benzyloxycarbonyl)-piperidin-
2,3-dihydro-indol-2-yliden]-pentadien-1,3-yl}-3-spiro-4’-(1’-benzyloxycarbonyl)-piperidin-3H-
indolium ethylsulfat (57) OAc

46 25 57
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Das Rohprodukt des Hemicyanins (46) (1.3 mmol) wird unter Schutzgasatmosphare zu einer
Lésung des Indols (25) (1.561 mmol, 0.68 g) in 10 ml Pyridin gegeben und 2 h auf 80 °C
erwarmt. Die LOsung farbt sich sehr schnell tiefblau. Nach abdestillieren des Losungsmittels
am Rotationsverdampfer wird das Rohprodukt des Cyaninfarbstoffes (57) als blau-schwarzer

Feststoff erhalten, der ohne weitere Reinigung in der folgenden Verseifung eingesetzt wird.

Synthese von 1-Ethyl-2-{3-[1-(6-hydroxyhexyl)-3-spiro-4’-(1’-benzyloxycarbonyl)-piperidin-
2,3-dihydro-indol-2-yliden]-pentadien-1,3-yl}-3-spiro-4’-(1’-benzyloxycarbonyl)-piperidin-3H-
indolium ethylsulfat (58)

OAc

Das Rohprodukt des acylierten Cyaninfarbstoffes (57) wird in 200 ml Methanol gel6st und mit
10 g saurem lonentauscher (Amberlyst 15, H" - Form, Fluka) versetzt. Die Mischung wird
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt, wobei sie sich braun-grin farbt. Der nun blaue
lonentauscher wird abfiltriert und die methanolische LOsung wird verworfen. Der
lonentauscher wird in 200 ml eines Gemisches aus 80 % Wasser und 20 % Aceton gegeben
und mit 10 g Natriumchlorid versetzt. Die Mischung wird erneut Uber Nacht bei
Raumtemperatur gerihrt. Der nun wieder graue lonentauscher wird abfiltriert und mit viel
Aceton gewaschen. Die blaue Lésung wird am Rotationsverdampfer bei vermindertem Druck
destilliert. Der zurtckbleibende schwarz-blaue Feststoff wird sdulenchromatographisch
gereinigt (SP, Aceton/Methanol/Dichlormethan = 1:1:4). Man erhalt den Farbstoff (58) als

feines, blaues Pulver (ca. 0.16 mmol, Ausbeute: 12 % d. T.).

Ausbeute: 0.15g (0.16 mmol, 12 % d.T.)
ES+, m/z: 875.4 (23 %), 90.7 (100 %)
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Synthese von 1,3,3-Trimethyl-2-{5-[1-(5-Carboxypentyl)-3-spiro-4’-(1’-benzyloxycarbonyl)-
piperidin-5-sulfo-2,3-dihydro-indol-2-yliden]-pentadien-1,3-yl}-5-sulfo-3H-indolium betain

pyridinium salz (59) o oH
/Cbz
N
20,8 ©0,s
N@o N
®
| o”
o=
oH
46 37 59

Das Indol (37) (32 mg, 61 umol) und das Hemicyanin (46) (26 mg, 61 umol) werden in 2 ml
Pyridin gelést und 1 h auf 80 °C erwarmt, wobei sich die Loésung tiefblau farbt. Das
Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer abdestilliet und das Rohprodukt
saulenchromatographisch gereinigt (SP, Methanol/Dichlormethan 1:2). Das Produkt wird als

blauer Feststoff erhalten.

Ausbeute: 12 mg ( 13.4 mmol, 25 % d.T.)
ES-, m/z: 816.5 (22 %)

Synthese von 1-Ethyl-3,3-dimethyl-2-{5-[1-ethyl-3-spiro-4’-(1’-(4-methoxybenzyl)
oxycarbonyl)-piperidin-2,3-dihydro-indol-2-yliden]-propenyl} -5-sulfo-3H-indolium betain (60)

47 29 60
Das Hemicyanin (47) (20.6 mg, 50 umol) und das Indol (29) (26.1 mg, 50 umol) werden in
1 ml Pyridin gelést und 2 h auf 80 °C erwarmt. Die Losung farbt sich tief pink. Das
Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer abdestilliert und das Farbstoffrohprodukt (60)
saulenchromatographisch gereingt (SP, Methanol/Aceton/Dichlormethan 1:1:5). Man erhalt

das Produkt als tiefroten Feststoff.
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Ausbeute: 21.3 mg ( 31.8 umol, 63.5 % d.T.)

ES+, m/z: 670 (39 %), 121 (100 %)

Absorption: Laps (EtOH) = 556 nm, Aaps (PBS) = 549 nm
Fluoreszenz: j.x (EtOH) = 574 nm

Synthese von 1,3,3-Trimethyl-2-{5-[1-ethyl-3-spiro-4’-(1’ethyl)-piperidin-2.3-dihydro-indol-2-

yliden]-pentadien-1,3-yl}-5-sulfo-3H-indolium betain (61)
—_

0,8

46 31 61
Das Indol (31) (30 mg, 117 umol) und das Hemicyanin (46) (49 mg, 117 umol) werden in
1.5 ml Pyridin gelést und 2.5 h auf 80 °C erwarmt. Die Mischung farbt sich oliv. Nach
abdestillieren des Ldsungsmittels am Rotationsverdampfer wird das zuriickbleibende Ol
saulenchromatographisch gereinigt (RP, Methanol/Wasser 1:2). Das Produkt wird als
dunkelblauer Feststoff erhalten (14.7 mg, 26.9 umol, 23 % d. T.).

Ausbeute: 14.7 mg ( 26.9 umol, 23 % d.T.)

Absorption: Las (PBS) = 643 nm
Fluoreszenz: Lo (PBS) = 661nm

Synthese von 1-Ethyl-3,3-dimethyl-2-{5-[1-(5-carboxypentyl-3-spiro-4’-piperidinium bromid-5-

sulfo-2,3-dihydro-indol-2-yliden]-propenyl} -5-sulfo-3H-indolium betain pyridinium salz (62)
OH
0=

39®Py

47 39 OH 62
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Das Indol (47) (24 mg, 50 umol) und das Hemicyanin (39) (20 mg, 50 umol) werden in 2.2 mi
Pyridin gelést und 1 h auf 80 °C erwarmt. Die pinkfarbene Lésung wird am
Rotationsverdampfer eingeengt. Das Ol wird in 0.1 M HCI aufgenommen und sofort auf eine
RP18-Kieselgel-Saule gegeben. Mit viel Wasser wird die wassrige HCI-Losung abgesplilt.
Das Produkt wird mit Methanol eluiert. Das Eluat wird eingeengt und

saulenchromatographisch gereinigt (RP, Methanol/Wasser 1:4).

Ausbeute: 4.5 mg (6 umol, 12 % d.T.)

ES-, m/z: 670.3 (65 %), 435.3 (100 %), 334.7 (71 %), 294.2 (71 %), 265.2 (49 %), 217.2 (41 %), 167.1 (22 %)
Absorption: Laps (PBS) = 552 nm

Fluoreszenz: Lo« (PBS) = 572 nm

Synthese von 1-Ethyl-3,3-dimethyl-2-{5-[1-ethyl-3-spiro-4’-(1’-carboxymethyl)-piperidin-2,3-
dihydro-indol-2-yliden]-pentadien-1,3-yl}-5-sulfo-3H-indolium betain pyridinium salz (63)

SOl

46
Das Indol (30) (23 mg, 80 umol) und das Hemicyanin (46) (39 mg, 88 umol) werden in 2 ml
Pyridin geldst und bei Raumtemperatur 1 h geruhrt, wobei sich die Mischung sofort tief grin
farbt. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer abdestilliert und das zurlckbleibende
Ol wird saulenchromatographisch gereinigt (RP, Methanol/Wasser Gradient). Man erhalt
8.84 mg (15 umol, 19 % d. T.) des Produktes als dunkelblauen Feststoff.

Ausbeute: 8.84 mg (15 umol, 19 % d.T.)

ES+, m/z: 612.3 (44 %), 590.3 (37 %), 532.3 (100 %), 419.2 (29 %), 413.3 (31 %), 397.2 (29 %)
Absorption: Aaps (PBS) = 647 nm

Fluoreszenz: \em (PBS) = 666 nm
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Synthese von 1-Methyl-2-[3-(1,3,3-trimethyl-5-sulfo-2,3-dihydro-indol-2-yliden)-propenyl]- 3-

spiro-cyclopentan-5-sulfo-3H-indolium betain pyridinium salz (64)

42 47 64
28.5 mg (102 umol) des Indols (42) und 42.0 mg (102 umol) des Hemicyanins (47) werden in
2 ml Pyridin gel6st und 2 h auf 80 °C erwarmt. Die Mischung farbt sich sofort tief pink. Nach
abdestillieren des Ldsungsmittels am Rotationsverdampfer wird das Rohprodukt
saulenchromatographisch gereinigt (RP, Methanol/Wasser 1:2). Das Produkt wird als
dunkelroter Feststoff erhalten (39.9 mg, 64.3 umol, 63 % d. T.)

Ausbeute: 39.9 mg (64.3 umol, 63 % d.T.)
ES-, m/z: 541.2 (100 %)
Absorption: Aaps (H20) = 547 nm

Synthese von 1-Methyl-2-[5-(1,3,3-trimethyl-5-sulfo-2,3-dihydro-indol-2-yliden)-pentadien-

1,3-yl]- 3-spiro-cyclopentan-5-sulfo-3H-indolium betain pyridinium salz (65)

©0,5
SO s N O oY @py
/ + P = = Ph —
N N® k PN~

42 46 65
22 mg (78.8 umol) des Indols (42) und 33.5 mg (78.8 umol) des Hemicyanins (46) werden in
2 ml Pyridin gel6st und 2 h auf 80 °C erwarmt. Die Mischung farbt sich sofort tief blau. Nach
abdestillieren des Ldsungsmittels am Rotationsverdampfer wird das Rohprodukt
saulenchromatographisch gereinigt (RP, Methanol/Wasser 1:2). Das Produkt wird als
dunkelblauer Feststoff erhalten (36.7 mg, 56.7 umol, 72 % d. T.)

Ausbeute: 36.7 mg (56.7 umol, 72 % d.T.)
ES-, m/z: 567.2 (100 %)
Absorption: Aazps (H20) = 647 nm



198 Experimenteller Teil

Synthese von 1-(5-Carboxypentyl)-2-[5-(1,3,3-trimethyl-5-sulfo-2,3-dihydro-indol-2-yliden)-

pentadien-1,3-yl]-3-spiro-cyclopentan-5-sulfo-3H-indolium betain pyridinium salz (66)

©0,3
SR €058
/ + p = = Ph ——>
Je 1° A
0

72

O\
OH =0
44 46 HO 66
Das Indol (44) (0.285 g, 0.75 mmol) wird in 9 ml Pyridin gel6ést und 0.297 g (0.7 mmol) des
Hemicyanins (46) werden zugegeben. Die braune Lésung wird 3 h auf 80 °C erwarmt und
farbt sich dabei dunkelviolett. Nach abdestillieren des Ldsungsmittels am
Rotationsverdampfer wird das zuriickbleibende Ol saulenchromatographisch gereinigt (RP,
Methanol/Wasser 1:4). Das Produkt wird als blauer Feststoff erhalten (Ausbeute: 0.26 g,

0.35 mmol, 47 % d. T.).

Ausbeute: 0.26 g (0.35 mmol, 47 % d.T.)
ES-, m/z: 667.5 (14 %), 492.5 (14 %), 333.3 (24 %9, 268.3 (38 %), 97.1 (100 %), 80.1 (54 %)
Absorption: Aaps (H20) = 651nm

Fluoreszenz: \qx (H20) = 669 nm

Synthese von 1-(5-Carboxypentyl)-2-[5-(1-ethyl-3-spiro-cyclopentan-5-sulfo-2,3-dihydro-
indol-2-yliden)-pentadien-1,3-yl]-3-spiro-cyclopentan-5-sulfo-3H-indolium betain pyridinium
salz (67)

OH =0
44 46 o 67
Das Indol (44) (0.417 g, 1.1 mmol) wird in 8 ml Pyridin vorgelegt. 0.465 g (1.0 mmol)
Hemicyanin (46) werden zugegeben und die Reaktionsmischung wird 2 h auf 80 °C erwarmt.
Die tiefviolette Lésung wird am Rotationsverdampfer eingeengt und
saulenchromatographisch gereinigt (RP, Methanol/Wasser 1:2). Man erhalt 0.13 g (0.17
mmol, 17 % d. T.) des dunkelblauen Produktes.
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Ausbeute: 0.13 g (0.17 mmol, 17 % d.T.)
Absorption: Aas (H20) = 653 nm

Fluoreszenz: ).« (H2O) = 674 nm

Synthese von 1-(5-Carboxypentyl) -3,3-dimethyl -2-[5-(3-(4-acetoxybutyl)-2.,3-dihydro-indol-
2-yliden)-pentadien-1,3-yl] -5-sulfo-3H-indolium betain pyridinium salz (68)

©0;s <
3
SoR 058 O s0P @py
/ * 4 = = Ph — O N
N )N@ k N NP
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Das Indol (44) (0.139 g, 0.3 mmol) wird in Pyridin geldst und das Hemicyanin (46) (0.151 g,

0.33 mmol) wird zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 2 h auf 80 °C erwarmt, am

Rotationsverdampfer ~ eingeengt und  sdulenchromatographisch  gereinigt (RP,

Methanol/Wasser 1:2). Das Produkt wird als blauer Feststoff erhalten.

Ausbeute: 47.9 mg (63 umol, 21 % d.T.)
Absorption: Aaps (H20) = 651 nm

Fluoreszenz: \ex (H20) = 668 nm

6.6.5 Synthese von Farbstoffen mit nicht indolischen Kopfgruppen

Synthese von 1-Ethyl-4-methylpyridinium Ethylsulfat (69)

7 Et,SOy4 74
| —— |
®
) ©0,SOFEt
69

4.87 ml (4.66 g, 0.05 mol) y-Picolin und 6.55 ml (7.71 g, 0.05 mol) Diethylsulfat werden unter
Eiskiihlung zusammen gegeben. Die Lésung farbt sich dabei sofort gelb und ein Ol scheidet
sich ab. Die Mischung wird noch 30 min bei 0 °C und dann 2 h bei Raumtemperatur geruhrt.
Das Produkt (69) wird in hoher Reinheit als gelbliches Ol erhalten. Weitere

Reinigungsschritte sind nicht nétig.
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Ausbeute: 12.11 g (49 mmol, 97.9 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), § (ppm): 1.35 (3H, t, %J(7,6) = 7.0 Hz, 7-H), 1.80 (3H, t, >J(9,8) = 7.0 Hz, 9-H), 2.75 (3H, s, 3-
H), 4.35 (2H, d, %J(6,7) = 7.0 Hz, 6-H), 4.85 (2H, d, *J(8,9) = 7.0 Hz, 8-H), 8.0 (2H, d, °J(2,1) = 8.0 Hz, 2-H, 4-H),
9.25 (2H, d, *J(1,2) = 8.0 Hz, 1-H, 5-H)

ES-, m/z: 125.0 (100 %)

ES+, m/z: 122.0 (100 %), 102.1 (38 %)

Synthese von 1-(4-Acetoxybutyl)-4-methyl-pyridinium lodid (70)

_ OAc
|+ I/\/\/OAC — AQN(B/\/\/
©1

19 70
980 ul (0.93 g, 10 mmol) y-Picolin und 2.42 g (10 mmol) 4-lodbutylacetat (19) werden

zusammen 5 h auf 110 °C erwadrmt. Das olige Produkt wird nach erkalten in wenig

N

Dichlormethan gelést und mit 20 ml Diethylether gerthrt, bis das Produkt kristallisiert. Der

Feststoff (70) wird abfiltriert, mit Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet.

N/\/\/
1@® 5007 \(
@I O

Ausbeute: 2.08 g (6.2 mmol, 62 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), 5 (ppm): 1.6 (2H, quin, *J(4,5) = 7 Hz, ®J(5,6) = 7 Hz, 5-H), 1.85 (3H, s, 8-H), 1.95 (2H, quin,
3J(6,5) = 7 Hz, 2J(6,7) = 7 Hz, 6-H), 2.5 (3H, s, 1-H), 3.9 (2H, t, *J(4,5) = 7.2 Hz, 4-H), 4.75 (2H, t, *J(7,6) = 7.2 Hz,
7-H), 7.75 (2H, d, *J(2,3) = 6.3 Hz, 2-H), 9.15 (2H, d, *J(3,2) = 6.3 Hz, 3-H)

ES+, m/z: 208.1 (100 %)

Synthese von 1-Ethyl-4-methylchinolinium Ethylsulfat (71)

AN Et,SOy4 AN
e
=
N N7

) ® 0,50kt
71
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4.28 ml (4.64 g, 32.4 mmol) Lepidin und 4.24 ml (4.99 g, 32.4 mmol) Diethylsulfat werden
zusammen gegeben und 1.5 h auf 110 °C erwarmt, wobei die 6lige Mischung sich rotbraun
farbt. Das Rohprodukt wird in sehr wenig Dichlormethan gelést und mit Diethylether unter
heftigem RiUhren gefallt. Man erhalt nach Abfiltrieren des Ethers das Produkt (71) als hellrosa

Feststoff, der im Olpumpenvakuum getrocknet wird.

3
4
5 X 2
1
N
7 ®0,8—0 10
3 \
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9

Ausbeute: 9.52 g (32 mmol, 98.9 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), 5 (ppm): 1.2 (3H, t, %J(9,8) = 7.1 Hz, 9-H), 1.7 Hz (3H, t, °J(11,10) = 7.1 Hz, 11-H), 2.95 (3H,
s, 3-H), 4.05 (2H, q, 2J(9,8) = 7.4 Hz, 9-H), 5.15 (2H, q, %J(10,11) = 7.4 Hz, 10-H), (7.9 82H, m, 2-H, 5-H), 8.2 (1H,
dt, 2J(6,5) = 7.9 Hz, %J(6,7) = 7.9 Hz, “J(6,4) = 1.0 Hz, 6-H), 8.35 (1H, dd, %J(4,5) = 7.9 Hz, *J(4,6) = 1.0 Hz, 4-H),
8.45 (1H, d, °J(7,6) = 7.9 Hz, 7-H), 9.65 (1H, d, °J(1,2) = 5.9 Hz, 1-H)

ES+, m/z: 172.1 (100 %), 102.0 (24 %)

ES-, m/z: 125.0 (100 %)

Synthese von 1-(4-Acetoxybutyl)-4-methyl-chinolinium lodid (72)

N O @\)j
N

AcO

\

19 72
2.42 g (10 mmol) 4-lodbutylacetat (19) werden in 1.320 ul (1.43 g, 10 mmol) Lepidin 5 h auf
110 °C erwarmt. Nach Erkalten wird das olige Produkt in wenig Dichlormethan
aufgenommen und bis zur Kristallisation mit 20 ml Diethylether gerihrt. Der Feststoff (72)

wird abfiltriert, mit Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet.

7
3
1 X 6
—
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4 ®
8¢ O
9
10
11
o
=0
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Ausbeute: 2.74 g (7.1 mmol, 71 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), & (ppm): 1.85 (2H, quin, 2J(9,8) = 5.3 Hz, %J(9,10) = 5.3 Hz, 9-H), 1.95 (3H, s, 7-H), 2.15 (2H,
quin, 2J(10,9) = 5.3 Hz, 2J(10,11) = 5.3 Hz, 10-H), 3.05 (3H, s, 12-H), 4.05 (2H, t, °J(8,9) = 5.9 Hz, 8-H), 5.3 (2H, t,
®J(11,10) = 7.6 Hz, 11-H), 7.95 (2H, m, 5-H, 1-H), 8.2 (1H, t, *J(2,1 = 6.8 Hz), *J (2,4) = 6.8 Hz, 2-H), 8.35 (1H, d,
%J(3,1) = 7.6 Hz, 3-H), 8.5 (1H, d, *J(4,2) = 7.6 Hz, 4-H), 10.05 (1H, d, >J(6,5) = 6.1 Hz, 6-H)

ES+, m/z: 258.2 (100 %)

Synthese von 3-(4-Acetoxybutyl)-2-methyl-benzoxazolium lodid (73)

N N
@@I

AcO

19 73
2-Methylbenzoxazol (1.33 g, 1.19 ml, 10 mmol) und 4-lodbutylacetat (19) (2.42 g, 10 mmol)
werden 4 h auf 120 °C und 2 h auf 130 °C erhitzt. Es bildet sich ein hochviskoses Ol, das
durch rihren mit Ethylacetat zur Kristallisation gebracht wird. Der Feststoff (73) wird

abfiltriert, mit Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 2.17 g (5.8 mmol, 58 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), 5 (ppm): 1.85 (2H, quin, *J(7,6) = 6.3 Hz, *J(7,8) = 6.3 Hz, 7-H), 2.05 (2H, quin, >J(8,7) = 7.3
Hz, J(8,9) = 7.3 Hz, 8-H), 2.10 (3H, s, 1-H), 3.40 (3H, s, 10-H), 4.05 (2H, t, %J(6,7) = 5.7 Hz, 6-H), 4.80 (2H, t,
%J(9,8) = 6.9 Hz, 9-H), 7.65 (2H, m, 3-H, 4-H), 7.75 (1H, dd, *J(5,4) = 5.3 Hz, *J(5,3) = 1.2 Hz, 5-H), 8.00 (1H, dd,
%J(2,3) = 5.3 Hz, *J(5,3) = 1.8 Hz, 2-H)

ES+, m/z: 248.1 (100 %)



Experimenteller Teil 203

Synthese von 3-(4-Acetoxybutyl)-2-methyl-benzthiazolium lodid (74)

©i8/>7 NN A —— ©i8/>7
N N
®91

AcO
19 74

2-Methylbenzthiazol (1.49 g, 1.27 ml, 10 mmol) und 4-lodbutylacetat (19) (2.42 g, 10 mmol)
werden 4 h auf 120 °C erwarmt. Es bildet sich ein hochviskoses Ol, das durch Rihren mit
Diethylether zur Kristallisation gebracht wird. Der Feststoff (74) wird abfiltriert und im

Vakuum getrocknet. 2

Ausbeute: 3.01 g (7.7 mmol, 77 % d.T.)

"H-NMR (300 MHz), 5 (ppm): 1.85 (2H, quin, %J(7,6) = 5.4 Hz, *J(7,8) = 5.4 Hz, 7-H), 2.00 (2H, quin, *J(8,7) = 5.8
Hz, %J(8,9) = 5.8 Hz, 8-H), 2.10 (3H, s, 1-H), 3.45 (3H, s, 10-H), 4.05 (H, t, >J(6,7) = 6.6 Hz, 6-H), 4.90 (2H, t,
%J(9,8) = 7.8 Hz, 9-H), 7.65 (1H, t, 2J(4,3) = 7.4 Hz, J(4,5) = 7.4 Hz), 4-H), 7.75 (1H, t, *J(3,4) = 7.4 Hz, *J(3,2) =
7.4 Hz, 3-H), 8.10 (1H, d, %J(5,4) = 7.8 Hz, 5-H), 8.35 (1H, d, *J(2,3) = 7.4 Hz, 2-H)

ES+, m/z: 264.1 (100 %)

Synthese der verschiedenen Farbstoffe (75 — 82)

=
Y NPh  oder / NPh + R —> P

0/

©0,s
=0
HO
0.2 mmol des jeweiligen Hemicyanins und 0.2 mmol der gewlnschten Kopfgruppe (R)

werden in 1 ml Ethanol vorgelegt und 29.3 ul Triethylamin werden mit Hilfe einer
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Mikroliterspritze zugegeben. Die Reaktionsmischung wird eine Stunde am Ruckflud erhitzt.
Nach Erkalten werden 5 ml Diethylether zugesetzt und die Mischung wird Uber Nacht bei
4 °C stehen gelassen. Die Produkte (P) scheiden sich sdmtlich als hochviskose Ole ab, die
durch abdekantiern von der flussigen Phase befreit werden. Die Aufreinigung kleiner Proben
der Produkte erfolgt durch praperative Dinnschichtchromatographie (Acetonitril/Wasser =
1:1, RP). Umseitig gezeigte Farbstoffe wurden auf diese Art synthetisiert.

Die Produkte wurden samtlich mittels ESI untersucht.

(75): ES+, m/z: 641.1 (100 %), 619.0 (14 %), 413 (48 %), 326 (56 %), 301 (82 %), 272 (48 %)

(76): ES+, m/z: 635 (100 %)

(77): ES+, m/z: 685 (100 %)

(78): ES+, m/z: 580.1 (44%), 208.1 (100 %), 102.0 (51 %)

(79): ES+, m/z: 629.1 (56 %), 549.3 (100 %), 493.3 (62 %), 320.2 (73 %), 264.6 (61 %), 236.0 (38 %)

(80): ES+, m/z: 606.5 (100 %)

(81): ES+, m/z: 656.6 (32 %), 310.2 (22 %), 284.2 (21 %), 222.2 (30 %), 210.1 (34 %), 184.1 (51 %), 171.2 (33
%), 91.2 (100 %)

(82): ES+, m/z: 712.6 (100 %9, 378.3 (49 %), 204.0 (38 %)

A .

AcO (€] AcO ;s 7 AcO

80 81 82

HO HO HO
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1-(4-Sulfobutyl)-2-[5-(1-(4-acetoxybutyl)-2.3-dihydro-benz(1.3)oxazol-2-yliden)-pentadien-
1.3-yl]-3-spirocyclohexan-3H-indolium betain (75)
1-(4-Sulfobutyl)-2-[5-(1-(4-acetoxybutyl)-2.3-dihydro-benzo(1.3)thiazol-2-yliden)-pentadien-
1.3-yl]-3-spirocyclohexan-3H-indolium betain (76)
1-(4-Sulfobutyl)-2-[5-(1-(4-acetoxybutyl)-3-spiro-cyclohexan-dihydro-indol-2-yliden)-
pentadien-1.3-yl]-3-spiro-cyclohexan-3H-indolium betain (77)
1-(4-Sulfobutyl)-2-[5-(1-(4-acetoxybutyl)-1.4-dihydropyridin-4-yliden)-pentadien-1.3-yl]-3-
spirocyclohexan-3H-indolium betain (78)
1-(4-Sulfobutyl)-2-[5-(1-(4-acetoxybutyl)-1.4-dihydrochinolin-4-yliden)-pentadien-1.3-yl]-3-
spirocyclohexan-3H-indolium betain (79)
1(5-Carboxypentyl)-[5-(1-(4-acetoxybutyl)-1.4-dihydropyridin-4-yliden)-pentadien-1.3-yl]-3-
spiro-4’-(1’-benzyloxycarbonyl)-piperidin-3H-indolium betain (80)
1(5-Carboxypentyl)-[5-(1-(4-acetoxybutyl)-1.4-dihydrochinolin-4-yliden)-pentadien-1.3-yl]-3-
spiro-4’-(1’-benzyloxycarbonyl)-piperidin-3H-indolium betain (81)
1(5-Carboxypentyl)-[5-(1-(4-acetoxybutyl)-3-spirocyclohexan-2.3-dihydro-indol-4-yliden)-
pentadien-1.3-yl]-3-spiro-4’-(1’-benzyloxycarbonyl)-piperidin-3H-indolium betain (82)

6.6.6 Aktivierung von Farbstoffen

Aktivierung mit DCC und NHS

0]
0 / 0 9
Farbstoﬂf% + O—N:C:N@ + N—OH —> Farbstoﬁ—<
OH \ O—N
(0]

o?
1 Aquivalent des jeweiligen Farbstoffes als Carbonsaurederivat wird mit 10 Aquivalenten N-
Hydroxisuccninimid ~ (NHS) und 10 Agquivalenten Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in
trockenem Dimethylformamid 1-3 Tage unter Schutzgasathmosphare bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Kontrolle des Reaktionsfortschrittes erfolgt mittels Diinnschichtchromatographie.
Wenn das Edukt nicht mehr nachweisbar ist, wird die Reaktionsmischung in
Eppendorfgefale aliquotiert und der ausgefallene Feststoff wird abzentrifugiert (10 min, 9000
U/min). Die Uberstehende Losung wird in frische Eppendorfgefalle uUberfuhrt und der
aktivierte Farbstoff wird mit einem Uberschuss an Ethylacetat gefallt. Nach erneutem
zentrifugieren wird die Uberstehende Losung verworfen und das Farbstoffpellet wird wieder
in sehr wenig DMF geldst. Es folgt abermals das Fallen des Produktes mit Ethylacetat und
zentrifugieren. Wenn notig wird der Fallungsschritt noch mehrfach wiederholt. Der Farbstoff

wird im Exsikkator Uber P,Os im Olpumpenvakuum getrocknet. Zur Aufbewahrung der
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wasserempfindlichen, aktivierten Farbstoffe werden diese zusammen mit einem
Trockenmittel (z.B. Silicagel) in eine PE-Folie eingeschweift und bei -20 °C lichtgeschiitzt

gelagert.

Aktivierung mit Succninimidyltetramethyluroniumtetrafluoroborat
¢

\\\?
N 0
(0] - (0)
7 (0] DIEA
Farb stoif—< + )\ (\) — » Farb stoﬁ%/ \
OH \N NS N/ O—N
| [%e
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Der Farbstoff (1 Aquivalent) und das Aktivierungsreagenz (5 Aquivalente) werden in DMF
geldést und 30 min bei Raumtemperatur gerihrt. Das Produkt wird, wie oben beschrieben,
durch wiederholtes Fallen mit Ethylacetat erhalten. Einziges Problem dieser schnelleren
Synthese ist, dass das als Nebenprodukt entstehende Salz DIEA'BF, auf diese Weise mit
gefallt wird und sich nicht vom Farbstoff trennen lasst. Fir die Kopplung der Farbstoffe an

Oligonukleotide ist dies jedoch nicht von Nachteil.
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7 Anhang
7.1 Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide

Tabelle 18: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide

(R: A oder G, W: Aoder T, D: A oder G oder T (ohne C))

. , , GC T, Liange
Bezeichnung Basensequenz (5’ 2> 3’) (%) (°C) (nt)
Primer:
cytb403 CCATGRGGACAAATATCATTCTGAGG 4 62 26
cytb779 TGGGGTGWAGTTDTCTGGGTCTCC 56 65 24
Cybcytb779 Cy5-TGGGGTGWAGTTDTCTGGGTCTCC 56 65 24
Sonden": NH-C1-

Huhn684 Te-CATTCTGGGCTTAACTCTCA 45 50 20
Pute684 Ts-CATCCTAGGTCTAACAATCA 40 48 20
Rind684 Ts-CATCTTAGGGGCCCTCTTAC 55 54 20
Schaf684 Te-CATCCTAGGTGCTATCCTAC 50 52 20
Schwein566 Te-TTACCGCCCTCGCAGCCGTA 65 58 20
Ziege684 Ts-TATCTTAGGCGCCATGCTAC 50 52 20
Pferd684 Te-CATCCTAGGACTCCTCCTCC 60 64 20
Mensch684 Te-CGCCCTCGGCTTACTTCTCT 60 64 20
Ziege690 Ts-AGGCGCCATGCTACTAATTC 50 60 20
Reh690 Ts-AGGGGTTCTACTCTTAATTC 40 56 20
Reh629 Te-GAATCCCATCAAACGTGGAC 50 60 20
Damhirsch690 Tg-AGGCATCCTATTCCTATTTC 40 56 20
Rothirsch690 T3-AGGCATCTTACTTCTAGTAC 40 56 20
Rothirsch629  Tg- GAATTCCATCAGACGCAGAC 50 60 20
Hase709 Te-CTCCTGCTCATACTCCTAGT 50 60 20
Kaninchen686 T3-CCCTAGGTTTCCTTGTAGCC 55 62 20
Hund690 Ts-~AGGAGCCTTACTCCTACTCC 55 62 20
Blffel690 Te-rAGGCGCCCTACTACTAATCC 55 62 20
Targets: Cy5-

Rind-46-Cy5 AGAGCTAGAATTAGTAAGAGGGCCCCTAAGATG 41 72 46

TCCTTAATGGTAT
Huhn-46-Cy5 AATGGGGTGAGTATGAGAGTTAAGCCCAGAATG 44 73 46

TCTTTGAAGGAGT

' Bei den Berechnungen beriicksichtigt wurden nur die tatsachlich hybridisierenden Nukleotide.
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Anhang

7.2 Sequenzvergleich des CytB-Gens verschiedener Spezies

Die Sequenzdaten des cytb-Gens der mtDNA fir die in dieser Arbeit betrachteten Spezies

wurden mit der Datenbank Genbank (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov) erhalten. In Tab. xx

sind fur alle Spezies die Daten der Sequenzen zusammengefasst, denen die hier im

weiteren Verlauf verwendeten cytb-Abschnitte entnommen worden sind.

Tabelle 19: Sequenzdaten der verschiedenen Spezies.

Tierart Spezies Accession-No.
Huhn Gallus gallus NC_001323
Mensch Homo sapiens NC_001807
Pferd Equus caballus NC_001640
Pute Meleagris gallopavo  L08381
Rind Bos taurus NC_001567
Schaf Ovis aries NC_001941
Schwein Sus scrofa NC_000845
Ziege Capra hircus NC_005044
Rothirsch Cervus elaphus AF423196
hippelaphus
Damhirsch Dama dama AJ000022
Reh Capreolus capreolus  Y14951
Sikahirsch
Hase Lepus europaeus NC 004208
Kaninchen Oryctolagus NC_ 001913
cuniculus
Buffel Bubalis bubalis AY079132
Hund Canis familiaris NC_002008

Der Sequenzvergleich (alignment) des cytb-Gens der mtDNA im Bereich des PCR-Produktes

fur die mesiten Spezies ist im Folgenden gezeigt.
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