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EINFUHRUNG 1

1. Einfiihrung

Die vorgelegte Arbeit beschaftigt sich mit verschiedenen Problemen biosensorischer Applikationen.
Eines dieser Probleme betrifft die Anwendbarkeit von optischen Biosensoren in Assays zur quantita-
tiven Bestimmung von ganzen Zellen wie z.B. Bakterien. In der Regel sind solche Assays nicht prakti-
kabel, da die meisten Pathogene in weit geringerer Konzentration in einer Matrix vorkommen, als
dass sie mit optischen Biosensoren gut nachgewiesen werden kénnten. Das Messprinzip des hier
verwendeten Biosensors wird mit dem Begriff reflektometrische Interferenzspektroskopie bezeichnet.
Aus bestimmten Griinden, die auszufiihren sein werden, kdnnte diese Art Biosensor in Ganzzell-
Applikationen bessere Ergebnisse liefern. Bisher sind keine Studien bekannt, in denen das RIfS-
Prinzip auf die Ganzzell-Problematik angewendet worden ist.

Zwei weitere Probleme betreffen die Wiederverwendung der in der Biosensorik verwendeten Bioaf-
finitatsmodule und die gerichtete Immobilisierung von Biomolekilen auf Trageroberflachen fiir Bio-
sensoren. Meist werden Trager fiir die Bioaffinititsmodule verwendet, auf denen Biomolekiile mehr
oder weniger ohne Kontrolle der Orientierung von deren Bindestellen immobilisiert werden. Die
Orientierung derselben ist fur einen funktionierenden Assay jedoch kritisch. AuBerdem kdnnen der-
artige Bioaffinititsmodule meist nur einmalig verwendet werden, so dass der Gebrauch undkono-
misch und ineffizient ist. Methoden zur Regeneration des Tragers konnten daher zu erheblichen zeit-
lichen und finanziellen Einsparungen beitragen.

Diese Einfihrung besteht aus fliinf Abschnitten, die auf das Thema der Arbeit hinfiihren. Im ersten
Teil werden zunachst Grundlagen der Biosensorik, speziell der optischen Biosensoren am Beispiel der
reflektometrischen Interferenzspektroskopie, behandelt. Danach folgt im zweiten Teil ein Uberblick
Uber die Moglichkeiten, mittels oberflachenchemischer Verfahren Biomolekiile auf geeigneten Tra-
gern zu immobilisieren. Anschliefend werden im dritten Teil die bereits angedeuteten Probleme der
Biosensorik vorgestellt. Im vierten Teil wird das Bakterium Legionella pneumophila vorgestellt, wel-
ches wegen seiner Rolle als gefdhrliches Pathogen im Ganzzell-Biosensorik-Teil dieser Arbeit als Mo-
del-Bakterium verwendet wurde. Der flinfte Teil stellt einen Lésungsansatz vor, der im Arbeitskreis

von Prof. Dr. Keusgen zur Lésung des Regenerationsproblems entwickelt wurde.
1.1 Biosensoren

1.1.1 Aligemeines
Im Jahr 1962 veréffentlichten Leland C. Clark Jr. und Champ Lyons in den ,,Annals of the New York
Academy of Science” ihr Papier ,Electrode systems for continues monitoring in cardiovascular sur-

gery” (Clark & Lyons, 1962), in dem sie das erste Konzept eines Biosensors beschrieben. lhre Innova-
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tion nannten sie ,Enzymelektrode”, da es sich bei ihrem Biosensor um eine Sauerstoffelektrode han-
delte, die in unmittelbarer raumlicher Nahe zu zwei semipermeablen Dialysemembran angeordnet
war, in die eine Oxidoreduktase eingebettet wurde. Die Oxidoreduktase katalysiert die Reaktion von
Glukose unter Sauerstoffverbrauch zu Gluconsdure und Wasserstoffperoxid. Die auf -0,7 V polarisier-
te Sensor-Platinkathode registriert die Abnahme der Sauerstoffkonzentration durch die Reaktion

(Wang, 2008):

0, + 4H* + 4e~ - 2H,0.

Auf Basis ihrer Arbeit kam zwolf Jahre spater der erste Glukosesensor fiir die Bestimmung von Gluco-
se im Blut auf den Markt (Hall, 1995, S. 14). Inzwischen haben sich Biosensoren auf vielfiltige Weise
weiterentwickelt sowohl was ihre Detektionsprinzipien als auch was ihre Einsatzbereiche angeht. Der
Begriff Biosensor nimmt heute einen breiten Raum in der Analytik ein und unterliegt einer strengen
Definition. Demnach spricht man von einem Biosensor, wenn ein biologisches Erkennungselement
(=Bioaffinitatsmodul) und ein Transducer-Element in unmittelbarem rdumlichen Kontakt zu einander
stehen (Keusgen, 2002). Sie bilden ein abgeschlossenes, integriertes System zur spezifischen Erhe-
bung quantitativer oder halbquantitativer Daten. Wie in Abb. 1.1 dargestellt, steht das biologische
Erkennungselement in Kontakt mit einer Umgebung potentiell interessanter Analyten. An der Kon-
taktflache zur Umgebung werden Biomolekiile wie Antikorper, Lektine, Enzyme etc. immobilisiert.
Die spezifische Bindung der Biomolekiile am Erkennungselement mit potentiell in der Umgebung
vorhandenen Analyten fiihrt zu einer Anderung in einem oder mehreren physiko-chemischen Para-
metern (Brechungsindex, optische Schichtdicke etc.). Diese werden am Transducer zu einem elektri-
schen Signal umgewandelt. Erfolgt wegen Inkompatibilitat des Analyten mit den Biomolekiilen auf
der Oberflache keine Bindung, kommt es auch zu keiner Signaltransduktion.

Von einem Biosensor wird erwartet, dass er hohe Spezifitdt gegeniiber potentiellen Analyten besitzt
und im gewtlinschten Konzentrationsbereich brauchbare Daten aufnimmt (Sensitivitat). Es wird hohe
Stabilitdt wahrend des Betriebs (Temperatur, pH, etc.) gefordert sowie eine kurze Ansprechzeit
(Sethi, 1994). AuRerdem soll er reversibel sein, d.h., mehrere Messungen zulassen. AuBerdem sollte
das Signal-Rausch-Verhiltnis groR sein, die Ansprechzeit kurz, die Detektionsgrenzen niedrig und die
Kosten gering. Ferner sollte der Biosensor auch zur Analyse von Realproben einsetzbar sein (Gauglitz,
2004). Sethi unterteilt Biosensoren in vier Klassen und bezieht sich dabei auf die unterschiedlichen
Transducer-Systeme. Die erste Gruppe umfasst alle Sensoren auf Basis von elektrochemischen Pro-
zessen. Dazu zdhlen Verfahren zur Messung von Verdanderungen in der Konduktivitdt oder Impedanz
sowie amperometrische (z.B. Enzymelektroden) und potentiometrische (z.B. Field Effect Transistors,

lon-Selective Electrodes) Methoden. Eine zweite Gruppe bilden Transducer-Systeme, die auf dem
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piezoelektrischen Effekt basieren und Massendanderungen am Erkennungselement in elektrische Sig-
nale umwandeln (z.B. Quarz Crystal Microbalance (QCM)). In die dritte Gruppe gehéren alle opti-
schen Biosensoren (z.B. Surface Plasmon Resonance (SPR), Reflectometric Interferenz Spektroscopy

(RIfS)) und in die vierte Biosensoren, die auf kalorimetrischem Wege Signale erfassen (Sethi, 1994).

ot
@)"‘;’ o"d \
“"‘7«"’@ A<>O % <> <
! > S
v
D U = O [> Abb. 1.1: Prinzip eines Biosensors. A - Biosensor aus einem
) AO q O biologischen Erkennungselement und einem Transducer-
j O o ©< £ Element. B — Das biologische Erkennungs-Element kommt in
Kontakt mit einer Umgebung, welche zum Erkennungs-
j % AO D element kompatible Analyten enthalt. C — Das Erkennungs-
j <> O element bindet den kompatiblen Analyten. Es kommt zu einer
A O A Q Signaltransduktion. D - Das Erkennungs-Element kommt in
v C —> A Kontakt mit einer Umgebung, welche zum Erkennungs-
0] O <> element inkompatible Analyten enthélt. E — Der inkompatible
O A Analyt kann nicht gebunden werden. Es kommt zu keiner
8 ¢ Signaltransduktion.

1.1.2 Anwendungen von Biosensoren

Biosensoren finden Anwendung in vielen Bereichen. In der klinischen Diagnostik werden sie haufig
eingesetzt, um langwierige Analyseverfahren zu ersetzen. So ist der Einsatz von Biosensoren in der
Parameterkontrolle von Patienten, deren biochemische Parameter sich schnell und haufig dndern,
etabliert (D Orazio, 2003). Zum Beispiel werden Glukosesensoren eingesetzt, um den Blutzuckerspie-
gel bei Diabetes mellitus-Patienten zu kontrollieren (Fogh-Andersen & D'Orazio, 1998). Ein weiteres
Einsatzgebiet fiir Biosensoren ist die Prozesskontrolle. Brooks et al. beschrieben eine Dimethylfer-
rocen-vermittelte Enzymelektrode fiir Glukose zur Online-Kontrolle von Fermentationsprozessen
(Brooks et al., 1987/88). Auch in der Uberwachung von Umweltparametern finden Biosensoren An-
wendung. Z.B. kann mittels Reflektometrischer Interferenzspektroskopie (RIfS) die Verschmutzung
von Wasser durch organische Substanzen festgestellt werden (Yan et al.,, 1995). Avramescu et al.
beschreiben amperometrische Biosensoren auf Basis von Graphitelektroden, bei denen Tyrosinase,
NAD'-abhingige Dehydrogenase und Acetylcholinesterase als Biokomponente verwendet wurden,
zur Analyse von Umweltparametern und zur Nahrungsmittelkontrolle (Avramescu et al., 2002). Bio-
sensoren kdnnen auch bei der Detektion von pathogenen Bakterien in Nahrungsmitteln eingesetzt
werden (lvnitski et al., 1999; Mazumdar et al., 2007). Auch Serotypisierungen von Bakterien mittels
Oberflachenplasmonresonanz (SPR) ist fiir Salmonellen gezeigt worden (Mazumdar et al., 2010).

In der Forschung sind Biosensoren ebenfalls von groRer Bedeutung. Bioaffinitdtsstudien (BIA) spielen
gerade in der postgenomischen Zeit eine groRRe Rolle, da es nun darum geht das Proteom zu ent-

schliisseln und die vielfdltigen Interaktionswege von Proteinen zu kartieren (McDonnell, 2001). Bio-
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sensoren eigenen sich besonders gut, um Interaktionen nachzuweisen und ihre kinetischen Parame-
ter zu bestimmen. Mytska et al. untersuchten z.B. die Interaktion des humanen T-Zellen-Rezeptors
CD4 und einem monoclonalen anti-CD4-Antikorper mittels SPR und bestimmten die kinetischen Pa-
rameter (Myszka et al., 1997). Domagala et al. untersuchten die Interaktion von EGF (epidermal
growth factor) und der I6slichen, extrazelluldiren Domédne des Rezeptors sEGFR u.a. mittels SPR (Do-
magala et al., 2000). Auch bei der Suche nach neuen Wirkstoffen sind Biosensoren im Kontext der
Ltarget identification”, des ,ligand fishing” etc. hilfreich (Cooper, 2002). Eine Methode zur Suche
nach interessanten Lektinen wurde mit Hilfe der Spektralphaseninterferenz fir spezielle Zuckerober-

flachen gezeigt (Hartmann et al., 2006).

1.1.3 Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS)

Die RIfS ist eine Methode zur biologischen Interaktionsanalyse (BIA), die in optischen Biosensoren
Anwendung findet. Die BIA findet hier ohne die chemische Modifizierung des Analyten durch Markie-
rungen bzw. Labels statt. Das stellt einen Vorteil gegeniiber Methoden wie dem Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) dar (Gaits, 2003). Problematisch ist bei solchen Methoden die Modi-
fizierung der Zielstruktur mit Markern/Labels, da die Modifizierung selbst zu einer Funktionsverdnde-
rung oder sogar zu einem Funktionsverlust fiihren kann. Bei der RIfS dagegen wird ein Interaktions-
partner auf einer Oberflache immobilisiert, wiahrend der andere ohne jegliche Veranderung bleibt.
Bei der Verwendung des Lichts kommen bei der RIfS ganz andere Prinzipien zum tragen, die im fol-

genden ausgefiihrt werden sollen

1.1.3.1 Optische Grundlagen und Prinzipien der RIfS

Als Licht wird im engeren Sinne der sichtbare Bereich des elektromagnetischen Spektrums bezeich-
net (Wellenlangen A von 380 nm bis 750 nm). Licht, welches sich in einem Medium bewegt (z.B. Luft
oder Glas), wird von den Atomen im Medium absorbiert und direkt wieder mit der gleichen Frequenz
in alle Richtungen emittiert. Dabei gehen von den Atomen Elementarwellen aus, deren Einhillende
die Wellenfront darstellt. In homogenen Medien breitet es sich geradlinig aus. Tritt eine Inhomogeni-
tat auf, wird es von seiner Bahn abgelenkt. Der Ubergang von Licht an einer Grenzfliche zwischen
zwei Medien unterschiedlicher Brechungsindizes stellt eine solche Inhomogenitat dar. Ein Teil des
Lichts wird reflektiert, ein anderer Teil wird transmittiert. Dabei gilt, dass der Einfallswinkel und der
Ausfallwinkel des reflektierten Strahls gleich grofR sind und sich die beiden Strahlen in einer Ebene

befinden. AuBerdem gilt das Snellius’sche Brechungsgesetz:

nysina =nysinf (1)
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Es besagt, dass der transmittierte Teil des Lichts im Glas seine Ausbreitungsrichtung andert. Trifft ein
Lichtstrahl Se aus einem Medium mit der Brechzahl n; kommend auf eine Grenzflache G, wird ein Teil
des Lichts unter dem Einfallswinkel @ zur Normalen N der Grenzflache reflektiert. Ein weiterer Teil
des Lichts wird gebrochen und in einem anderen Medium mit einer Brechzahl n, (mit n; # n,) unter
dem Brechungswinkel 8 zur Normalen transmittiert. Trifft der Lichtstrahl senkrecht auf die Grenzfla-
che, betragen sowohl der Einfallswinkel als auch der Brechungswinkel 0°. Wird der Einfallswinkel
vergroRert, nehmen auch die Winkel des reflektierten Strahls und des gebrochenen Strahls zu.
SchlieRRlich wird ein kritischer Winkel ai erreicht, bei dem der Brechungswinkel 90° betragt. Fir o gilt
dann gemal Gleichung 1 mit sin a;=1:
sinag = Z—i (2)

Bei der RIfS werden wiederholte Reflexionen und Transmissionen von Licht an verschiedenen Grenz-
flachen genutzt, um Aufschluss Gber die optische Schichtdicke zu erhalten. Wahrend eines biologi-
schen Interaktionsexperimentes wird in jedem Schritt eine weitere Schicht an Biomolekiilen aufge-
tragen. Dabei entsteht auch eine weitere Grenzflache an der das Licht von einem Medium einer be-
stimmten Brechzahl in ein Medium einer anderen Brechzahl (ibergehen muss.

Im Lauf eines RIfS-Experiments kommt es zu wiederholten Reflexions- und Transmissionsvorgangen.
Die jeweils an unterschiedlichen Grenzflachen reflektierten Strahlen Gberlagern einander und inter-
ferieren gemaR dem Superpositionsprinzip (Gauglitz, 2004). Konstruktive und destruktive Interferenz
hdngen dabei vom Einfallswinkel des eingestrahlten Lichts, der Wellenlange und der optischen Dichte
der Schicht ab. Letztere ist das Produkt aus absoluter Schichtdicke und Brechungsindex. Der Bre-
chungsindex ist eine optische Materialeigenschaft. Er ist eine dimensionslose, frequenz- und wellen-
langenabhdngige GroRe, die Uber das Verhaltnis der Vakuumlichtgeschwindigkeit cyakuum zur Ausbrei-

tungsgeschwindigkeit Cyegium des Lichts in einem Medium M definiert ist:

n=-= (3)

M
Flr die optische Schichtdicke 6 gilt folgende Formel:
6 =nd (4)

Bei Anderungen in einer Schicht oder an einer Schicht verandern sich auch die Eigenschaften, welche
den Durchgang des Lichts durch diese Schichten beeinflussen. Lagern sich aufgrund von Bioaffinita-
ten auf einer bereits existierenden Schicht eine weitere Schicht an, so besitzt diese eine absolute
Dicke und meist einen anderen Brechungsindex als der von zuvor aufgelagerten Schichten von Bio-

molekiilen. Zusammen machen beide die optische Schichtdicke (OSD) aus.
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Es gibt zwei GroRRen, die das Licht betreffen und die sich im Laufe eines Experiments andern:
1. Die Intensitat sowohl des reflektierten als auch des transmittierten Lichts nimmt bei je-
dem Grenzflachenlibergang ab.
2. Es kommt aufgrund von verschiedenen optischen Weglangen zu Phasenverschiebungen
zwischen den an verschiedenen Grenzflachen reflektierten Lichtstrahlen, welche die op-

tische Schichtdicke reflektieren .

Im Folgenden wird auf die Intensitdtsanderungen und die Phasendnderungen eingegangen.

1.1.3.1.1 Anderung der Intensitét

Die Intensitat ist eine EnergiegroRe, da sie der Beschreibung eines Energieflusses dient, d.h., einer
Leistung, die durch eine Flache hindurchlauft, bezogen auf diese Flache.

Mit /. als der Intensitdt des einfallenden Lichts lassen sich die folgende Formeln fiir die Intensitat des

reflektierten Lichts /, und des gebrochenen bzw. transmittierten /; Lichts angeben:

= ()", )

ni+n,

fur die Intensitat /, des reflektierten Lichts und:

LG

ni+n,

fur die Intensitét /; des transmittierten Lichts. Fiir einen Ubergang von Licht aus Luft zu Glas ergibt
sich mit den Brechungsindizes n;=1 (Luft) und n,=1,5 (Glas), dass lediglich 4 % der Energie reflektiert

werden (Tipler, 1994).

1.1.3.1.2 Phasenverschiebung und optische Weglangendifferenz

Neben der Anderung in der Intensitit kommt es zu Verschiebungen in der Phase der Wellen. Ein
Strahl Sg monochromatischen Lichts der Wellenldnge A trifft unter dem Einfallswinkel o (zur Grenz-
flaichennormalen N) auf eine diinne Schicht mit der Dicke d (d=konstant) (Abb. 1.2). Die dinne
Schicht ist von Luft der Brechzahl n; = 1 umgeben und hat selbst die Brechzahl ny > n. = 1. Der
Strahl wird im Punkt A an der Oberflache am optisch dichteren Medium unter dem Winkel a teilwei-

se reflektiert und teilweise transmittiert.



EINFUHRUNG 1

i 5 5 3y
I - F 7
i ___.-" o

i g g

n=1 e 3 -
: : : X
g4
= Y
5y : 5 5 5
Einfallslot

Abb. 1.2: Interferenz an diinnen Schichten. Die Abbildung zeigt eine diinne Schicht (blau), auf welche der Licht-
strahl Sg in Punkt A einféllt. So wird teilweise gebrochen und setzt sich auf der Strecke AB fort und teilweise reflek-
tiert (S1). In Punkt B wird er wiederum teilweise gebrochen und setzt sich als Strahl S;" fort und teilweise reflek-
tiert (Aa). Auf diese Weise pflanzt sich der Strahl weiter fort. Weitere Erklarungen siehe Text.

Durch den Kontakt mit einem optisch dichteren Medium kommt es bei der Reflexion zu einem Pha-
sensprung um den Betrag 1. Die Phase des reflektierten Strahls S; ist demnach gegeniiber So um 1t
verschoben. Der andere Teil des Strahls So wird an der Oberflache im Winkel 8 zur Normalen N hin
gebrochen und dringt in das dichtere Medium ein. Dabei kommt es auch zu einem Phasensprung um
den Betrag m. Der Strahl lduft durch das Medium bis er wieder auf eine Grenzflache trifft, an der er
im Punkt B wieder teilweise reflektiert und teilweise gebrochen wird. Der reflektierte Strahl lauft
durch das Medium zum Punkt C. Der gebrochene Strahl tritt am Punkt B als Strahl S;” im Winkel a zur
Normalen aus dem optisch dichteren Medium wieder aus, diesmal ohne Phasensprung, da der Uber-
gang nun zu einem optisch weniger dichten Medium erfolgt. Der reflektierte Strahl wird wiederum in
Punkt C teilweise gebrochen (und verldsst das optisch dichtere Medium als Strahl S, ohne Phasen-
sprung unter dem Winkel a) und teilweise reflektiert usw. Fir die Transmissionen gilt das Snellius-
sche Brechungsgesetz, wonach nq sina = n, sin § gilt und fir die Reflexion a = ap (mit a = Ein-
fallswinkel; ar = Reflexionswinkel). Die Strahlen S;, S,, S; usw. und die Strahlen S;’, S,", S3" usw. inter-

ferieren und erzeugen ein beobachtbares Interferenzmuster.

Bei derartigen Reflexionen kommt es zu einer Phasendifferenz A® zwischen den Strahlen S; und S,.
Die Phasendifferenz ergibt sich aus dem optischen Wegldangenunterschied zwischen den optischen
Wegldngen A, und A,. Fir reflektierte Strahlen Sy, S,, Ss ... gelten folgende Uberlegungen.
Die optische Weglange Ab ergibt sich unter Berlicksichtigung des Phasensprungs um  zu:

Ab = n; AM -2 (7)

2
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mitn;= 1:

Ab=AM -%  (8)

Mit Hilfe des Dreiecks ACM berechnet sich die Strecke AM wie folgt:

cos(90° —ecg) = sin ocp = 22 (9)

Mit Hilfe des Dreiecks ABC ergibt sich die Strecke AC zu:

AC

tanf = 2—5 (20)

Durch Umstellen der Gleichung (9) zu AM = sinar AC ergibt sich unter Verwendung der Gleichung
(10) und Einsetzen in Gleichung (8):

Ab = 2d sinag tan 8 —% (12)

Substituiert man tan By mit der Umrechnungsformel:

sin 8 (12)

tanﬁT - J1-sin Bsinp

und sin B durch die aus dem Brechungsgesetz folgenden Beziehung der Winkel oo und B :

sin By = n—10 sin ag (13)

so erhalt man den Ausdruck:
3 2
2d(sin ag) 2 (14)

Ab =
/ng—(sin ag)?

Die Bestimmung der optischen Weglange Aa von Strahl a geht von der Beziehung aus

N

Aa = 2nyAB (15)

Das Dreieck ABC liefert den folgenden Ausdruck:
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sinf = % (16)

Aus Gleichung (10) lasst sich die Formel fiir die Strecke AC entnehmen zu:
AC =tanf X 2d (17)
Mit Hilfe dieser Umrechnung und den Beziehungen (12) und (13) ergibt sich:

2
Aa=¢ (18)

n3—sin« sino

Die optische Weglangendifferenz A, betragt dann:
Aap = Aq — Ap= 2d/n3 — (sin ag)? +’% (19)
Bei Sichtwinkeln as fir die gilt dag = ’51(25 + 1) mits =1, 2,3, .., nwird ein Intensitdtsminimum

beobachtet, da es an Beobachtungspunkten unter diesen Winkeln durch die Phasenverschiebung zu

destruktiver Interferenz kommt.
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Abb. 1.3: Prinzip der RIfS. A) Eine Weilllichtquelle strahlt Licht von unten auf den Glaschip auf dem bereits eine Schicht
eines Analyten immobilisiert worden ist. An jeder Grenzflache wird der Strahl teilweise gebrochen und teilweise reflek-
tiert. Die reflektierten Teilstrahlen Uberlagern einander. Durch die unterschiedlich langen Wege, die der Lichtstrahl
wegen der optischen Eigenschaften zurilicklegt, kommt es zu einer Phasenverschiebung d der einzelnen Teilstrahlen.
Das fihrt zu Interferenzmustern, die vom Detektor registriert werden. Bei Auflagerung weiterer Schichten dndern sich
die Interferenzmuster, was sich in einer Anderung des Signals duBert. B) Solange keine Assoziation stattfindet, wird
eine Basislinie aufgezeichnet. Mit der Assoziation einer Biokomponente verandern sich die Interferenzmuster aufgrund
von Anderungen in den optischen Eigenschaften der sich neu etablierenden Schicht. Die Bindungskurve zeigt eine fiir
die Assoziationsphase typische Gestalt. Nach Beendigung der Injektion setzt der Pufferstrom ein, wodurch lose gebun-
dene Komponenten wieder dissoziieren. Die Kurve nimmt den fiir die Dissoziationsphase typischen Verlauf. Nach
Beendigung der Dissoziationsphase geht die Kurve in eine ,steady-state“-Phase Uber (entspricht der Situation in A,
wenn sich die neue Schicht vollstandig etabliert hat).
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Benutz man statt monochromatischem Licht WeiRlicht, so kann es unter einem Winkel o, fir den die
obige Bedingung fur destruktive Interferenz erfiillt ist, zur Ausléschung einer bestimmten Wellenlan-
ge kommen, so dass man unter dem entsprechenden Sichtwinkel o die Komplementarfarbe be-
obachten kann.

Ahnliches gilt auch fiir die transmittierten Strahlen S;*, S,°, S5°... mit dem Unterschied, dass es beim
Ubergang vom optisch dichteren zum optisch weniger dichten Medium (in diesem Beispiel Luft) zu
keinem Phasensprung kommt. Das resultierende Interferenzmuster ist abhangig von der Wellenladn-
ge, der optischen Schichtdicke, dem Einfallswinkel des Lichts und dem Brechungsindex des umge-
benden Interaktionsmediums (Proll et al., 2009). Gemessen wird die optische Schichtdicke, wahrend
die anderen Variablen konstant gehalten werden. Sie wird aus dem sich dndernden Interferenzmus-

ter abgeleitet. Das Messprinzip ist in der Abb. 1.3 zusammengefasst dargestellt.

1.1.3.1.3 Weiterfiihrende Uberlegungen

Die RIfS basiert auf Weilllicht, welches an transparenten, diinnen Schichten teilweise gebrochen und
teilweise reflektiert wird. Die an den aufeinanderfolgenden Schichten reflektierten Strahlen interfe-
rieren und erzeugen ein Interferenzmuster, welches von einem Spektrometer aufgenommen wird.
Voraussetzung fiir das Interferieren ist, dass die Kohdrenzlange des Lichts kleiner ist, als die optische
Schichtdicke. Im Falle von Weilllicht werden in einem Zeitintervall T von einer Lichtquelle sehr viele
unterschiedliche Wellenziige ausgestrahlt, deren einzelne Phasen statistisch verteilt sind. Wenn das
Zeitinterval T verstrichen ist, sendet die Lichtquelle ein Strahlenbiindel aus, welches zum vorherigen
in keiner Beziehung steht. Das heiBt, dass nach Ablauf von t sich das Verhaltnis der Phasen zueinan-
der vollig verandert hat. Bei kohdrentem Licht dagegen bleibt die Phasendifferenz konstant. Wah-
rend eines Intervalls T ist das Licht demnach koharent, so dass t als Kohdrenzzeit angegeben werden
kann. Die Kohdrenzlange I ergibt sich als Produkt der Lichtgeschwindigkeit ¢ und Koharenzzeit t. Sie
gibt die rdumliche Ausdehnung des Wellenzugs an. Licht, welches in T ausgesendet wurde und im
Raum den Weg |, zuricklegt, heiBt demnach kohéarent, weil die Phasendifferenzen der einzelnen
Wellen untereinander konstant bleiben. Die Phasendifferenz verdandert sich auch standig, wenn Licht
unterschiedlicher Frequenz interferiert, so dass auch in diesem Fall keine stabile Interferenz zu be-
obachten ist. Da die RIfS eine reflektometrische Methode ist, wird dieses Koharenzproblem elegant
gelost. Das Licht, welches im Intervall T ausgesendet wird, wird an den Grenzflachen reflektiert. Das,
was hier zur Interferenz gebracht wird, sind also Wellen, welche bei Emission in einer festen Phasen-
beziehung zueinander stehen. Dies dndert sich auch nicht, wenn sie innerhalb von T an den Grenzfla-
chen reflektiert werden. Die Teilwellen, welche nach unterschiedlich hdufigem Grenzflaichenkontakt

am Ende miteinander interferieren sind zwar in der Phase verschoben, jedoch nur, weil die einzelnen

10



EINFUHRUNG 1

Teilstrahlen des kohdrenten Lichtbiindels unterschiedlich lange Strecken zuriicklegen mussten. Allein
aus diesem Grund weisen sie einen Gangunterschied auf. Licht, das an diinnen Schichten reflektiert
wird, ist also kohdrent. Die Koharenz ist dadurch gegeben, dass die interferierenden Wellen aus
demselben Wellenbiindel stammen. Dadurch kénnen theoretisch Schichten von einer halben Koha-
renzlange vermessen werden (die andere Halfte gehort dem Riickweg der zuletzt reflektierten Strah-
len). Das jedoch wird durch die Hohendimension der Flusszelle der verwendeten RIfS-Plattform (hier:
BIAffinty®, Analytik Jena) erheblich eingeschrankt. Der mogliche Messbereich ist demnach prinzipiell
durch die Hohe der Kanéle der Flusszelle begrenzt. Hier besteht ein groBer Unterschied zur Oberfla-
chenplasmonresonanz-Spektroskopie (SPR), bei welcher der Messbereich auf das sogenannte eva-
neszente Feld beschrankt ist, welches lediglich einige 100 nm in den Raum Uber der Oberflache (OF)

hinausreicht.

1.1.4 Immobilisierung der Biokomponenten auf Glasoberflichen

Aus der Definition des Biosensors (Kapitel 1.1.1) geht hervor, dass biologische Komponenten wie
Antikorper, Antigene, Lektine, Rezeptoren etc. an das Transducer-Element fixiert werden missen.
Die Immobilisation stellt einen kritischen Schritt dar, der folgenden Anforderungen gerecht werden

muss (Keusgen, 2002):

1. Biomolekiile miissen eine stabile und reproduzierbare Schicht bilden.

2. Sie dirfen bei der Immobilisierung nicht zerstért werden.

3. Die Enzym- bzw. Bindungsaktivitat der Biomolekile darf durch die Immobilisierung nicht
stark beeintrachtigt werden.

4. Die Substratspezifitat darf sich nicht andern.

Samtliche chemischen Modifikationen bzw. Immobilisierungen mit Biomolekiilen erfordern eine sehr
gute Reinigung der OF. Zu gingigen Reinigungsmethoden zahlen die Anwendung von Gemischen aus
Methanol:HCI (1:1), NH40H:H,0,; (1:1:5), HCI:H,0,:H,0 (1:1:5), 10%ige KOH in Isopropanol, NaOH und
H,S04:H,0, (3:2) (=Piranhaldsung) (Crass et al., 1999). AuRerdem werden NaOH und Aceton zur
Grundreinigung verwendet. Piranha-Losung ist ein sehr oft verwendetes Reagenz. Es handelt sich um
ein extrem starkes Oxidationsmittel, das dazu dient, organische Kontaminationen von der OF zu ent-
fernen. AuBerdem erzeugt es auf der OF von Glas Silanolgruppen, indem es Siloxan-Bindungen auf-
bricht (Seu et al., 2007). Eine vollstandig hydroxylierte Silica-OF besitzt unabhangig vom verwendeten
Material 5+1 OH-Gruppen pro nm? (Vigne-Maeder & Sautet, 1997).

In manchen Fallen erlaubt eine saubere Transducer-OF eine direkte Immobilisierung von Biomolekii-

len durch Physisorption wie es Wolny et al. fiir den Fall Streptavidin (SAv) auf Gold zeigten (Wolny et
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al., 2009). Auf diese Weise wird auch in gangigen ELISA-Methoden verfahren. Antikdrper kénnen
einfach auf Grund der hydrophoben Interaktion zwischen Antikérpern und dem Mikrotiterplattenma-
terial (Polystyrol) immobilisiert werden (Qian et al., 2000). In den meisten Fallen ist es jedoch not-
wendig die Interaktionsoberflaiche am Transducer chemisch vorzubehandeln, um die biologische(n)
Komponente(n) auf ihm zu immobilisieren. Zur chemischen Modifikation von Glasoberflachen finden
besonders siliziumorganische Verbindungen mit einer dualen Reaktivitdt (Matinlinna et al. 2004)
Verwendung. Mit ihrer Hilfe kann man an die nicht-organische Glas-Komponente einen Ubergang zu
organischen Komponenten etablieren. Der organische Rest kann verschiedenste funktionelle Grup-
pen tragen, um weitere organische Reaktionspartner zu binden. Siliziumorganische Verbindungen
leiten sich vom Monosilan (SiH;) ab. Wenn ein bis drei Wasserstoffe durch Halogene wie z.B. Chlor
substituiert sind, spricht man von Mono-, Di- oder Trihalogensilanen. Ist das vierte Wasserstoffatom
durch einen organischen Rest substituiert, bezeichnet man die Verbindungen als Siliciumorganische
Verbindungen. Um siliziumorganische Verbindungen fir die Oberflachenchemie nutzen zu kdnnen,
sind hydrolysierbare Gruppen am Siliziumatom notwendig (Osterholtz, 1992). Zu diesem Zweck wer-
den Mono-, Di- oder Trichlorsilane mit einem organischen Rest verwendet oder man macht sie zum
Ausgangspunkt fiir weitere Derivatisierungen. Von solchen Verbindungen werden wiederum die Al-
koxysilane abgeleitet. Das sind Silane mit einem Alkylrest R am Siliziumatom und 1-3 hydrolysierba-

ren organischen Resten R:

C\\
/ + 3HO—R' — = 3 Hel

- .
\, N\

R H

O/
R
S + 3H0 — 5i + 3 Ho—R'
o/ \ o/ \
o)

+ HZO
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Am freien Terminus des Rests R kann eine groRe Bandbreite an funktionellen Gruppen sitzen wie
Amino- oder Epoxygruppen. Auf diese Weise wird die Moglichkeit zu weiteren chemischen Modifika-
tionen erdffnet. Die Deposition von Alkylchlor- oder Alkylalkoxysilanen auf aktivierten (d.h., z.B. mit
Piranha-Losung behandelte OF) Glasoberflachen ist stark abhdngig von den Reaktionsbedingungen.
Die Temperatur, die Art der siliziumorganischen Verbindung (Mono-, Di-, Trialkoxy und funktionelle
Gruppen am organischen Rest), deren Konzentration, die Inkubationszeit, das zur Silanisierung ver-

wendete Losungsmittel und etwaige Katalysatoren und Ausharteprozesse gelten als kritisch.

R R = R
rRoH
T‘ .
A | 3 { = ;
1\ L0 oy /S . 40H HO&Q_ /
R 5, Ng R 5™ Ny
0N R R N7 Ho”  \, 4 on
(8] 0 g OH HO
H H H
% 1 1 ]
O\H O\H adsorbierte “H O\H
qH CI)H CIJH OH H,0-S chicht (I)H (I)H (I)H OH
1 1
- Triger —™
1) Physisorption 2) Hydrolyse

OH HO / o

HO 4 YoH HO? N £ oH
0 o) OH OH 0 0 OH OH
| 1 1 1 1 L 1 1 1
3) Kovalente Bindung an das Substrat 4) Quervernetzung

Abb. 1.4: Modell der OF-Funktionalisierung mit Alkylalkoxysilanen
nach Brzoska et al. (1994). Erklarungen siehe Text.

AuBerdem spielt das auf der OF adsorbierte und das im Losungsmittel enthaltene Wasser eine groRe
Rolle (White & Tripp, 2000; Tripp & Hair, 1995, McGovern, 1994). Idealerweise reagieren siliziumor-
ganische Verbindungen an der OF so, dass sie einen dichtgepackten llickenlosen Monolayer bilden,
der kovalent mit dem OF-Silizium verbunden ist. Die ideale Situation ware die in Abb. 1.4 demons-
trierte (Modell nach Brzoska et al., 1994, modifiziert).

In Schritt 1 physisorbiert die siliziumorganische Verbindung aufgrund von Wasserstoffbriickenbin-
dungen auf einem Wasserfilm (1), welcher fest an die OF gebunden ist. In Schritt 2 kommt es zur
Hydrolyse, so dass drei R'-OH-Reste pro siliziumorganischer Verbindung frei werden (2). SchlieBlich

kommt es zur Reaktion der siliziumorganischen Verbindung mit den OF-Silanolen (4) und zur Poly-
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merisation (5), so dass ein zweidimen- o
sionales Netzwerk entsteht, das kova-
lent an die OF gebunden ist. Weite
Verwendung finden mit .:;:"': |
3-Aminopropyltriethoxysilan ~ (APTES) 00 0 ~0° 0
(Hartmann et al.,, 2006; Jang & Liu, :‘ ‘I
2009)’ Octadecyltrimethoxysilan (OTS) 1) Aminopropyltriethoxysilan 2) 3-Glycidoxypropyltrimethoxysilan
und 3-Glycidoxypropyltrimethoxysilan

(GOPTS) (Wong et al. 2005; Proll et al,, i . . e e -

2009) funktionalisierte Glasoberflachen
(Abb. 1.5). OTS wird haufig eingesetzt, A0 ciadecyRTimethoxysiian
um Glasoberflichen zu hydrophobisie- Abb. 1.5: Haufig verwendete Silane.
ren. APTES und GOPTS bieten aufgrund der Exposition von funktionellen Gruppen auf der OF, eine
grofRe Bandbreite an Moglichkeiten, Polymere zu immobilisieren. Letzteres ist zum Beispiel fur den
Fall der Funktionalisierung mit Aminodextran (Tinnemann et al.,, 2001), IAP
(=poly[(1-methyl-vinyl isocyanate)-alt(maleic anhydride)]) (Beyer et al., 1996) oder Mannan (Hart-
mann et al., 2006) beschrieben worden. Durch die Funktionalisierung mit Polymeren kdnnen unspezi-
fische Wechselwirkungen von Biomolekilen mit der Siliziumoberflache reduziert werden (Zhang et
al., 1998). Solche Polymere sind haufig noch mit funktionellen Gruppen wie Amino- oder Caboxyg-
ruppen ausgestattet. Als Basis eignet sich Dextran, welches mit Aminogruppen ausgestattet als Ami-
nodextran (Akkoyun & Bilitewski, 2002) Verwendung findet. Aminodextrane kénnen auf der OF drei-
dimensionale Hydrogele bilden(Proll et al., 2009). Das gilt auch fir Polyethylenglykole (PEG), welche
z.B. in Form von Diamino- oder Diacarboxypolyethylenglycol verwendet werden. Sie bilden auf der
OF zweidimensionale, birstenartige Monolayer. Im Allgemeinen sind bei dieser zweidimensionalen
Struktur weniger funktionelle Gruppen als bei der dreidimensionalen zu erwarten. Jedoch gilt die
zweidimensionale Struktur als eine, die definiertere Oberflachen bildet (Proll et al., 2009).
Oberflachen, die auf diese oder dhnliche Weise Amino- oder auch Carboxyfunktionalitdten erhalten,
eignen sich auch, um Biomolekile liber elektrostatische Wechselwirkungen zu immobilisieren, da
diese Gruppen bei addquaten pH-Werten geladen sind. Der Nachteil ist, dass dieser Art immobilisier-
ter Biomolekiile bei Anderungen des pH-Werts, der lonenstirke oder der Temperatur leicht wieder
desorbieren (Kim & Kang, 2008). Sowohl Oberflachen, deren Grundchemie auf Biopolymeren beruht
als auch Oberflachen mit APTES- oder GOPTS-Monolayer werden eingesetzt, um in weiteren chemi-
schen Schritten Liganden auf der OF kovalent zu fixieren. Carboxygruppen von Proteinen kénnen
mittels EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide zu Aktivester-Zwischenprodukten um-

gesetzt werden. Mit NHS (N-Hydroxysuccinimid) oder dem besser wasserloslichen sulfo-NHS (N-
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Hydroxysulfosuccinimid) bilden sie ein (sulfo)-NHS-aktiviertes Intermediat. Solcher Art aktivierte Bi-
omolekile binden kovalent an Aminogruppen von APTES-Oberflaichen. Mit NHS-Biotin kann man
APTES-OF in Biotin-OF transformieren.

Aminofunktionen von APTES-Oberflachen kdnnen aber auch durch Behandlung mit Bernsteinsaure-
anhydrid (IUPAC: Oxolan-2,5-dion) oder Glutarsaureanhydrid (IUPAC: Dihydro-2H-pyran-
2,6(3H)-dion) zu Oberflachen mit Carboxyfunktionen transformiert werden. Behandlung mit EDC
oder N,N’-Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) in Verbindung mit NHS oder sulfo-NHS fuhrt zu (sul-
fo)-NHS-aktivierten OF-Carboxylgruppen, an die Biomolekile mit e-Aminogruppe (primare Amine in
Seitenketten von Aminosduren) binden kénnen. Es gibt noch viele andere Immobilisierungsstrate-
gien, die sich z.B. Schiff’sche Basen oder die Wechselwirkung von Proteinen mit poly-Histidin-Tag und

Ni**- oder Co**-lonen zu Nutze machen.

1.2 Probleme in der Biosensorik

In dieser Arbeit werden drei Probleme der Biosensorik beriihrt. Auch wenn es als Vorteil von Bio-
sensoren gilt, dass die Interaktionspartner nicht mit fluoreszierenden Molekilen oder radioaktiven
Substanzen markiert werden missen (markierungsfreie Interaktionsstudien), so hat doch die Not-
wendigkeit der Immobilisierung eines Interaktionspartners Schattenseiten. Fiir alle Anwendungen ist
es von entscheidender Bedeutung, dass die immobilisierte Komponente méglichst schonend und
gerichtet immobilisiert werden kann. Wie sich im folgenden zeigt, ist dies nicht immer gegeben (Ka-
pitel 1.2.1).

Ein weiteres Problem betrifft die Tatsache, dass die meisten OF sich nur zum einmaligen Gebrauch
eignen, was unter Umstanden teuer sein kann. SchlieBlich bieten sich Biosensoren auf allen Feldern
an, in dem es um schnelle und zuverlassige Detektion von z.B. pathogenen Bakterien geht. Bakterien,
als ganze Zellen, sind jedoch wesentlich groRer als Biomolekiile und Verhalten sich sowohl in Kivet-

ten- als auch Mikrofluidik-Systemen anders als vergleichsweise kleine Biomolekiile (Kapitel 1.2.2).

1.2.1 Orientierte Antikérper-Immobilisierung

In vielen Bioaffinitatsstudien und auf Bioaffinitdt griindenden Assays zum Nachweis bestimmter Ana-
lyten spielen Antikorper eine besondere Rolle. Antikdrper sind Immunglobuline mit Zuckerseitenket-
ten, die in Vertebraten die humorale Immunabwehr vermitteln. Sie dienen der Unterscheidung von
korpereigenen und korperfremden (antigenen) Substanzen zum Zweck der Eliminierung der Letzte-
ren. Sie kdnnen exorbitant viele unterschiedliche Spezifitdten entwickeln. Von den Ig-Klassen A, M, D,
E und G spielt die G-Klasse in der Biotechnologie und Analytik die groRte Rolle. IgG-Antikorper sind

durch Immunisierung von Tieren (Maus, Ratte, Kaninchen etc.) oder in Gewebekulturen herstellbar.
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Ein am besten gereinigtes Antigen (AG) wird zu diesem Zweck einem Organismus subkutan, in-
tramuskuldr, intravends etc. injiziert. Meist ist dem Antigen noch ein Adjuvans hinzugefiigt. Dabei
handelt es sich oft um ein nichtabbaubares Mineraldl, welches eine Depotwirkung beziglich des AG
besitzt. AuBerdem wird oft abgetdtetes Mycobacterium tuberculosis zugesetzt, um die Immunant-
wort zu verstarken (Rehm, 2006). Der Organismus reagiert darauf mit der Produktion von Antikor-
pern. Im Blut kénnen sich nach einiger Zeit und wiederholten AG-Injektionen mehrere Tausend AK
vor allem der Klasse IgG finden. Obwohl ein antigenes Protein meist mehr als drei Antigendetermi-
nanten besitzt, ist jeder AK gegen nur eine AG-Determinante gerichtet, da jeder an der Immunant-
wort beteiligter B-Lymphozyt einen leicht verschiedenen AK gegen eine bestimmte AG-Determinante
produziert. Pro Antigendeterminante kdnnen 10-1000 AK gebildet werden. Wegen der grofRen Zahl
von Antikorpern spricht man von polyklonalen AK, da sie von unterschiedlichen Plasmazellen produ-
ziert werden, die genetisch verschieden sind (Lottspeich et al., 1998). Aus dem Blut wird Blutserum
gewonnen. Man spricht auch von Antiserum. Da sich auch AK im Serum befinden, die nicht gegen das
gewiinschte Antigen gerichtet sind und auch viele andere Proteine, werden die gewiinschten AK hau-
fig Gber Affinitatschromatographie gereinigt. Zum Einsatz kommen dann etwa mit AG beschichtete
Saulen.

Monoklonale AK, also Antikorper, die von nur einer Plasmazellen (letztes Stadium der Differenzie-
rung der B-Zellreihe) stammen, kdnnen ebenfalls gewonnen werden. Entartung von Plasmazellen
und damit einhergehende ungehemmte Proliferation fuhrt zur Bildung eines bestimmten AK-Typs in
hohen Konzentrationen (Plasmozytom). Dieses Verhaltens bedient man sich in der Hybridom-
Technik. Dabei werden aus der Milz des immunisierten Organismus B-Zellen gewonnen. Gleichzeitig
werden Krebszellen, am besten entartete Plasmazellen, in Zellkulturen hergestellt. Diesen fehlt die
Fahigkeit zur Apoptose. Werden einzelne B-Zellen nach der Immunisierung mit diesen Krebszellen
fusioniert, entstehen Hybridzellen, die stark proliferieren. Antikorper, welche auf diese Weise ge-
wonnen werden, heiBen monoklonal, da sie alle vom selben Klon stammen (Lottspeich, 1998).
Antikorper des Typs 1gG bestehen aus zwei schweren und zwei leichten Ketten (Abb. 1.6). Die zwei
leichten Ketten setzen sich zusammen aus einer variablen (V) und einer konstanten Domaéne (C,). Die
schweren Ketten besitzen dagegen eine variable (V) und drei konstante Domanen (Cyl, Cy2, C43).
Die beiden schweren Ketten sind tiber Disulfidbriicken am Ubergang (der ,hinge region®) von den
Cy1- zu den Cy2-Doménen miteinander kovalent verbunden. AuBerdem ist je eine leichte Kette Uber
die C,-Domane mit der C41-Domaéane von je einer schweren Kette via Disulfidbriicke verknipft. Die
Antigenbindestellen werden gemeinsam von den N-terminalen V- und Vy-Doménen gebildet. Dort
finden sich die ,complementarity determining regions” (CDRs), welche die AG-AK-Bindung ermogli-
chen. Die Domanen C42 und Cy3 bilden zusammen das Fc-Fragment (fragment, crystallizable). Dieses

tragt in der C42-Domane je eine Kohlenhydratkette, tber die Proteine des Komplementsystems bin-
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den kénnen. Die Doméne Cy3 enthélt eine Bindestelle fir Fc-Rezeptoren. Die Vy- und Cyl-Domaéne
bilden zusammen die Fab-Region.

Aufgrund ihrer Spezifitdt finden Antikérper mannigfaltige Anwendungen in der Analytik. Sie werden
entweder als Fanger- oder Detektionsantikdrper eingesetzt. Ein Fangerantikorper (fAK) ist meist ein
polyklonaler Antikérper, der auf einer OF immobilisiert wird. Er dient dem Extrahieren eines Antigens
aus einer Probe undefinierter Zusammensetzung. Ein Detektionsantikdrper ist meistens monoklonal
und dient der Verifizierung oder Falsifizierung des eingefangenen Antigens. Der enorme Vorteil opti-
scher Biosensoren besteht in der Moéglichkeit von markierungsfreien Interaktionsanalysen, d.h., dass
die Interaktionspartner keine Markierungen wie z.B. Fluoreszenzfarbstoffe ndtig haben. Jedoch muss
ein Reaktionspartner auf der Oberflaiche immobilisiert werden. Das ist meistens ein Antikoérper. Jede
Immobilisierung impliziert jedoch die Gefahr eines partiellen bis absoluten Funktionsverlusts. So ist
z.B. bekannt, dass im Falle von ELISAs bei Immobilisierung von polyklonalen Antikérpern aufgrund
von hydrophoben Wechselwirkungen nur 5-10% der Antikdrper ihre Funktion erhalten. Bei monoklo-
nalen Antikorpern bleiben weniger als 3% bindungsfahig. D.h., mindestens 90% der Antikorper dege-
nerieren bei dieser Art der Immobilisierung. Das wirft die Frage auf, ob nicht auch die verbleibenden
funktionsfahigen Antikérper durch strukturelle Verdanderungen bei der Immobilisierung in ihrer Affi-
nitdt und Spezifitat beeintrachtigt sind (Butler et al., 1992). Auch die kovalente Immobilisierung fiihrt
haufig zu Ausfdllen der Aktivitdat von Antikdrpern. Kovalente Immobilisierung kann u.a. tiber die Ami-
no- sowie Carboxygruppen in den Aminosaureseitenketten von Antikérpern erfolgen. Diese Gruppen
sind aber statistisch verteilt und nicht auf einen Teil des Antikorpers beschrankt, der fir die AG-
Bindung keine Rolle spielte. Somit ist die Orientierung des Antikdrpers auf der Oberflache bei her-
kommlichen Verfahren nicht zu kontrollieren. Haufig werden Aminogruppen in zu immobilisierenden
Antikorpern durch die Oberflichenchemie anvisiert. Gerade Aminogruppen spielen jedoch an den
Antigeninteraktionsstellen im Antikorper (in der variablen Domane des Fab-Teils (Abb. 1.6) eine
wichtige Rolle (Lochspeich, 1998). Findet die kovalente Bindung in dieser Region statt, kann es zum
Funktionsverlust oder zur sterischen Hinderung fir die AK-AG-Bindung kommen. Um diese Probleme
zu umgehen, wurden unter anderem Protein A und Protein G zur Immobilisierung verwendet. Pro-
tein A ist ein Protein von 42 kDa Molekulargewicht, das aus der Zellwand des grampositiven Bakteri-
ums Staphylococcus aureus stammt. Es besitzt die Fahigkeit, an den Fc-Teil von humanen Immunglo-
bulinen der Subklassen G1 und G2 und an G2a, G2b und G3 der Maus mit hoher Affinitdt zu binden.
Es besteht aus fiinf Untereinheiten mit jeweils einer eigenen Bindestelle. Die Gleichgewichtskonstan-
te der Bindung von Antikérpern an Protein A betrigt 2,9x10" M™ (Saha et al., 2003). Protein G findet
sich auf der Oberflaiche von Bakterienzellen der Gattung Streptococcus. Es gibt Varianten des Pro-
teins mit Molekulargewichten zwischen 58-65 kDa. Am C-Terminus befinden sich zwei bis drei Binde-

domaénen fur den Fc-Teil von humanen IgGs. Am N-Terminus existiert noch eine Albuminbindestelle,
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die allerdings aus Protein G, welches fiir biotechnologische Zwecke eingesetzt wird, rekombinant
entfernt wurde (Sjobring et al., 1991). Die Gleichgewichtskonstante der Bindung zwischen Antikor-
pern und Protein G betragt 1,13x10° M™ (Saha et al., 2003). Eine weitere Methode zur orientierten

Immobilisierung von Antikdrpern ist die Nutzung des Biotin-(Strept-)Avidin-Systems (siehe Kapi-

tel 1.4.1).
Antigenbindestelle
| |
VN
Fab
vL
variable ol c1
Region
! ; \ leichte (L-) Kette
1
< SN 5.5 s
g §-§
Cu2 G2 ,Hinge" Region
konstante
Region
Fe
C,3 c3
<— schwere (H-) Kette

Abb. 1.6: Antikdrper-Schema. Erlduterungen siehe Text.

Diese kleine Auswahl an verschiedenen AK-Immobilisierungsmethoden soll verdeutlichen, welcher
Forschungsaufwand betrieben wird, um die Zahl der intakten und sterisch erreichbaren Paratope

(AG-Bindestellen von Antikdrpern) zu erhéhen.

1.2.2 Regeneration von Oberflachen

Ein weiteres Problem der Biosensorik ist, dass einmal verwendete OF haufig nicht wieder verwendet
werden konnen. Das liegt an der Kopplung der biologischen Komponenten an die Chip-OF, die oft
irreversible ist oder nur durch MaBnahmen aufgehoben werden kann, welche die biologische Kom-
ponenten beeintrachtigt bzw. die OF in einen Zustand versetzt, in der keine weiteren Immobilisie-
rungen mehr moglich sind. Abhdngig vom gewahlten System kann der Einsatz von immer neuen

Chips sehr teuer werden.
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1.2.3 Ganzzellbiosensoren

SchliefRlich ist eine besondere Herausforderung der Biosensorik ihre Anwendung in Assays zum
Nachweis ganzer Zellen. lvnitzky et al. stellten die Moglichkeiten der Anwendung von Oberflachen-
plasmonresonanz (SPR) auf diesem Feld in einem Ubersichtsartikel dar. Sie stellten fest, dass die De-
tektionsgrenze von 10° CFC/ml im Falle von ganzen Zellen bisher nicht unterschritten werden konnte
(Ivnitzky et al., 2000). Besonders in Biosensoren mit Mikrofluidik ist eine Detektion von ganzen Zellen
aufgrund ihrer Eigenbewegung sehr schwierig. Anldufe in der Nutzung von optischen Biosensoren auf
diesem Gebiet wurden fir Salmonella (Mazumdar et al., 2010), Listeria monocytogenes (Leonard et
al., 2004), E. coli (Fratamico et al., 1998) etc. unternommen. Sie spielen in der Lebensmittelkontrolle
als haufig auftretende Keime mit hohem, pathogenem Potential eine grofRe Rolle. Auch Legionella
pneumophila ist ein auBerordentlich wichtiges Pathogen. Da dieses Bakterium sehr anspruchsvoll ist,
ist ein schneller, sicherer und sensitiver Nachweis sehr schwierig. Aufgrund der Brisanz von
L. pneumophila-Kontaminationen sind daher entsprechende Nachweisverfahren sowohl hygienisch
als auch 6konomisch sehr interessant. Aus diesen Grinden wurde fiir die vorliegende Arbeit

L. pneumophila als Modelorganismus gewahlt.

1.3 Legionella pneumophila

Die erste dokumentierte Begegnung von Menschen und Legionellen geschah im Jahr 1976 wahrend
eines Kongresses der American Legion im Bellevue-Stratford Hotel in Philadelphia. Von insgesamt
10000 Kongress-Teilnehmern erkrankten 221 Menschen an einer geheimnisvollen Lungenentziin-
dung. Insgesamt starben 34 Menschen. Die Centers for Disease Control and Prevention (CDC) in At-
lanta sandten mit 20 Epidemologen die bis dato groRte Schar an ,,medical detectives” in den USA
nach Philadelphia, um den Fall zu untersuchen. Noch im Winter 1976 hielt man es fiir ausgeschlos-
sen, dass Bakterien fir die Erkrankungen verantwortlich sein konnten. Vermutlich, hielk es, sei der
Fall nicht aufzuklaren. Letztlich ist des Réatsels Losung dem angekratzten Stolz eines CDC-
Wissenschaftlers zu verdanken, der auf einer Weihnachtsfeier heftig fiir die Unfahigkeit seiner Be-
horde, den Fall zu I6sen, kritisiert worden war. Dadurch angespornt identifizierte er schlieflich im
Januar 1977 den Ausloser. Die Infektion mit dem Bakterium, das fortan Legionella heiRen sollte,
wurde in ihrer schweren Verlaufsform als Legionarskrankheit (Legionellose) bezeichnet. Zunachst
zeigt der Betroffene grippedhnliche Symptome und entwickelt spater eine ernsthafte Pneumonie.
Die andere Verlaufsform wurde mit dem Namen Pontiac-Fieber bezeichnet und verldauft mit Grippe-
symptomen ohne Pneumonie recht mild.

Die Arten der Gattung Legionella sind gramnegative, stabchenférmige Bakterien von 1,5 pum bis 5 pm
Lange und einem Durchmesser von 0,3 um bis 0,9 um. In Kulturmedien kdnnen sie bis zu 50 um lan-

ge Filamente bilden. Ihre Zellwand ist reich an verzweigten Fettsduren. Sporen und Kapseln bilden sie
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nicht. Legionellen metabolisieren keine Kohlenhydrate und sind nicht durch z.B. Katalase-, Oxidase-

oder Gelatinase-Tests zu identifizieren. (Liick & Helbig, 2006).

1.3.1 Systematik

Legionella ist eine Gattung innerhalb der Klasse der Gammaproteobacteria in der Ordnung Legionel-
lales GARRITY ET AL. 2005. Die Gammaproteobacteria sind nach den Firmicutes mit 250 Gattungen die
groBte Klasse der Bakterien. In ihr stehen wichtige Spezies wie Escherichia coli, die Pathogene Sal-
monella, Yersinia, Vibrio, Pseudomonas, Coxiella und Francisella. Die Klasse ist basierend auf einem
einzigen Merkmal, der 16S rRNA definiert (Garrity et al., 2004). Wegen der Unsicherheiten, welche
die Moglichkeit des horizontalen Gentransfers bei Bakterien mit sich bringen, werden in anderen
Ansatzen Proteinfamilien herangezogen, von denen man glaubt, sie wiirden die vertikale Abstam-
mung besser reprasentieren (Williams et al., 2010). Die Ordnung der Legionellales erscheint unter
beiden Arbeitshypothesen im Stammbaum an basaler Stelle. Sie besteht aus zwei Familien, den Legi-
onellaceae und den Coxiellaceae. In die letztere Familie werden die Gattungen Coxiella und Rickett-
siella eingeordnet, wobei die Richtigkeit der Einordnung von Rickettsiella umstritten ist. Die Familie
der Legionellaceae wird manchmal aufgrund von phenotypischen sowie physiologischen (Kohlenhyd-
rat- und Fettsduren-Komposition) Eigenschaften in die drei Gattungen Legionella, Fluoribacter und
Tatlockia unterteilt. Diese Auffassung wird durch DNA-Hybridisierungsexperimente gestitzt (Garrity
et al. 1980). Die Unterteilung kann aber durch Stammbaumanalysen basierend auf der 16S rRNA-
Sequenz nicht nachvollzogen werden, so dass Fluoribacter bozemanea meist als Legionella bozemanii
und Tatlockia micdadei als Legionella micdadei aufgefasst werden (Fry et al., 1991). Der phylogene-
tisch nachste Verwandte der Legionellaceae ist Coxiella burnettii.

Im Jahr 2002 waren 48 verschiedene Arten und 70 Stamme innerhalb der Gattung Legionella be-
kannt. Allein L. pneumophila besteht aus 15 Serogruppen. Daneben gibt es noch eine Reihe von Or-
ganismen, welche nicht auf dem Ublichen Legionellen-Ndhrmedien kultiviert werden kénnen. Man
kann sie nur durch Kokultivierung mit ihren Protozoenwirten anziehen. Sie werden mit dem Termi-
nus Legionella-like amoebal pathogens (LLAPs) bezeichnet, da sie sich auch aus Sputum von Men-

schen isolieren lieRen, die an Legionellose erkrankt waren (Marrie et al., 2001).

1.3.2 Lebensbedingungen

Legionellen leben in Wasser, in welchem sie sich durch eine oder mehrere Geilleln bewegen kénnen.
Gute Bedingungen finden sie in SiBwasser bei Temperaturen von 25-42°C. Die optimale Temperatur
far ihr Wachstum betragt 35°C. In natirlichen Habitaten konnen sie Temperaturen von 5-70°C Uber-

stehen. Die hohe Hitzeresistenz steht im Zusammenhang mit der zelluldren Fettsdure-
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Zusammensetzung, die derjenigen von thermophilen Bakterien dhnlich ist. Der pH-Wert darf zwi-
schen pH 5,5 und pH 8,1 liegen, die Konzentration an geléstem Sauerstoff zwischen 0,3 ppm und
9,6 ppm (Fliermans et al., 1981) Erst seitdem der Mensch im 20. Jahrhundert begonnen hat, starken
Einfluss auf seine Umwelt auszuiiben, konnten Legionellen als Krankheitserreger in Erscheinung tre-
ten. Zur modernen Bequemlichkeit des Menschen gehorte auch die flaichendeckende Verfligbarkeit
von Warmwasser. Unter diesen Bedingungen konnten sich Legionellen einerseits verstarkt teilen und
andererseits wurde das Gleichgewicht zwischen Legionellen und anderen Organismen im Wasser zu
Gunsten der Legionellen verschoben. Unter natiirlichen Bedingungen stellen Legionellen kaum eine
Gefahr dar (Fields et al., 2002). Sie sind Uberall anzutreffen, wo o.g. Bedingungen gegeben sind, sei es
in natdrlichen oder von Menschen geschaffenen Habitaten. Zu den letzteren zahlen vor allem
Schwimmbader, Whirlpools, Klimaanlagen, Duschkopfe, Wasserhdhne, Wasserkocher und Rohr-
schleifen in Wasser-Installationen, in denen der Fluss stagniert, Warmwassererzeugungs- und Vertei-
lungsanlagen etc. (Hoge & Breiman 1991). Legionellen kdnnen in 40 % der SiiBwasserquellen nach-
gewiesen werden. Durch Polymerasekettenreaktions (PCR)-Nachweis steigt diese Zahl auf 80% an
(Fields et al., 2002). Eine Besonderheit ist L. longbeachea, die in bis zu 73 % der in Australien ver-

wendeten Blumenerde gefunden wird (Steele et al., 1990).

Unter natlirlichen Bedingungen kommen Legionellen in drei Lebensformen vor: als Endoparasiten,
planktonisch in SiBwasser und assoziiert mit Biofilmen. Als Endoparasiten leben sie in Protozoen, die
in aquatischen oder feuchten Boden vorkommen. Darunter fallen 20 Amobenarten wie Acantha-
moeba castellanii und Hartmannella vermiformis, zwei weitere Protozoen mit Cilien und ein Schleim-
pilz (Carratala & Garcia-Vidal, 2010). Als Endoparasiten kdnnen sie sich reproduzieren, nicht jedoch in
ihrer freilebenden Form, da unter diesen Umstanden ihre anspruchsvollen Nahrungsbedingungen
nicht erfillt sind. Als Nichtparasiten sind Legionellen haufig biofilmassoziiert. Unter Biofilmen ver-
steht man nach Costerton eine multizellulare Gemeinschaft von pro- oder eukaryotischen Zellen, die
in einer extrazelluldren Matrix eingebettet ist. Die Matrix wird dabei zum Teil durch Material gebil-
det, welches die beteiligten Zellen selbst bilden und sezernieren (Costerton, 2007; Ricucci & Siqueira,
2010). Innerhalb der Matrix gibt es Kanéle, in denen Nahrstoffe frei zirkulieren kdnnen (Costerton et
al., 1987). Das Leben in einem Biofilm bietet einige Vorteile. Biofilme sind Habitate, in denen Bakte-
rien Uberleben kénnen, wenn die planktonische Lebensform chancenlos ist. Es herrscht eine hohe
metabolische Diversitadt, so dass die Nahrungsbedirfnisse der beteiligten Organismen erfillt sind.
AuBerdem bieten Biofilme Schutz gegen Konkurrenten und sogar gegen antibiotische Substanzen
(Ricucci & Siqueira, 2010). Der GrofRteil freilebender Legionellen lebt biofilmassoziiert (Rogers et al.,
1994). Wie aus Studien mit definierten Biofilmen aus Biofilmreaktoren hervorgeht, konnen sich Legi-

onellen unter diesen Bedingungen wahrscheinlich nicht reproduzieren (Murga et al., 2001). In Abwe-
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senheit von Protozoen ist Reproduktion nur unter Kulturbedingungen moglich, wenn alle Nahrungs-

bedirfnisse erflllt sind (Fields, 1996; Rowbotham, 1980).

1.3.3 Pathogenese

Legionellen decken ihren Nahrstoffbedarf ausschlieRlich iber Aminosauren. Essentiell sind Arginin,
Cystein, Isoleucin, Leucine, Threonin, Valin, Methionin, Phenylalanin und Tyrosin. Manche Stamme
bendtigen zusatzlich Serin und Prolin. Serin und Threonin sind dabei die alleinigen Lieferanten fir
Kohlenstoff und fiir den Energiestoffwechsel (George et al., 1980). Solange der Nachschub dieser
Aminosduren gewahrleistet ist, findet bakterielle Replikation statt. Verarmt die Wirtszelle an Nahr-
stoffen, wird zundchst Guanosin-3°,5"-bispyrophospat (ppGpp) gebildet, der als intrazelluldrer se-
cond-messenger wirkt. Daraufhin verldsst das Bakterium die exponentielle Wachstumsphase und
geht in die stationdre Phase iber (Hammer & Swanson, 1999). Vermutlich werden auBerdem bakte-
rielle Virulenzfaktoren exprimiert. Die Legionellen erlangen dann die Fahigkeit zur Bewegung, hohe
osmotische Resistenz, Zytotoxizitat gegeniiber der Wirtszelle etc. Diese Fahigkeiten stellen sicher,
das sie aus der Aminosadure-verarmten Umgebung der Wirtszelle ausbrechen und sich freilebend in
aquatischen Milieus bewegen kdnnen, um schlielllich einen Wirt zu finden. Studien haben gezeigt,
dass der Kontakt von L. pneumophila mit Amoben oder Makrophagen (iber Filopodie hergestellt
wird. Filopodien sind eine Form von Pseudopodien (ScheinfiBchen), also Plasmaausstilpungen, die
bei einigen Eukaryoten vorkommen. Sie spielen eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit Bewegung
und Erndhrung. Meist handelt es sich um haarféormige Zellauswiichse, die z.B. bei Makrophagen als
Fangarme dienen. Sie ziehen Nahrungspartikel F-Aktin-abhangig aus der Umgebung zur Zelle, um die
Partikel zu phagozytieren (Kress et al., 2007). Bei Amoben wie Hartmannella vermiformis kann die
Internalisierung von Legionellen aber auch unabhangig von F-Aktin, also auf einem nicht-
phagozytotischem Weg, stattfinden. Stattdessen kommt zu einer Rezeptor-vermittelten Endozytose
(King et al., 1991), bei der eine ganze Reihe von Wirtsproteinen an spezifischen Tyrosinresten
dephoshoryliert werden, was Signalkaskaden zur Folge hat, die zur Internalisierung eines Phagosoms
mit Legionellen fihrt. In den ersten Stufen des Prozesses spielt ein Lektin, welches durch Galaktose
und N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) inhibiert werden kann, eine besondere Rolle (Venkataraman et
al.; 1997). Dieses Protein kommt als eigentlicher Rezeptor (GalNAc-Rezeptor) zur Bindung von Legio-
nella in Frage. Die Infektion von humanen Macrophagen dagegen ist F-Aktin abhangig (Fields et al.,
2002). Die Unterschiede von der Internalisierung bis zur Freisetzung von Legionellen aus dem Wirt
sind in Abb. 1.7 schematisch dargestellt.

In Abb. 1.8 ist die Aufnahme einer Legionellen-Zelle in eine Amobe und die Biogenese der sogenann-
ten replikativen Vakuole schematisch dargestellt. Legionellen-Mutanten, welche nicht in der Lage

sind Dot/Icm-Effektoren zu sekretieren, werden anders internalisiert als Wildtyp-Legionellen (WT).
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Bekannt ist, dass bei dot/icm-Mutanten Phosphatidylinositol 3-Kinase-Aktivitit eine Rolle spielt, je-

doch nicht beim WT. Die Einzelheiten zu diesem Weg sind nicht bekannt.

Internalisierung in Amében: Rezeptor-vermittelt Freisetzung aus Amoben:
dot/icm-abhangig Nekrose; Porenbildung
Gal/GalNAc-Rezeptor

Legionellen in
replikativer
Phase/Form;
Fusion mit ER

Nahrstoffmangel,
ppGpp-Bildung,
Expression von
stationdre Phase-Gene,
intrazelluldre Motilitat

o
=

~mCD

Internalisierung in Makrophagen: Aktin-abhédngig Freisetzung aus Makrophagen: Apoptose
dot/icm-abhangig Nekrose; Porenbildung

Abb. 1.7: Lebenszyklus von L. pneumophila in Protozoa und humanen Makrophagen.

Gal — Galaktose; GalNAc — N-Acetylgalaktosamin; dot/icm — Gene zur Expression des dot/icm-
Typ-IV-Sekretionssystems; ppGpp — Guanosin-3°,5 -bispyrophosphat.

(Quelle: Fields et al., 2002; modifiziert)

Jedoch wird in diesem Fall das Phagosom dem normalen endosomalen Stoffwechselweg zugefiihrt
(a). Im Fall des Legionellen-WT sind die Prozesse Dot/Icm-Effektoren abhangig. Nach der Internalisie-
rung der Zellen in einem Phagosom setzt ein vier stufiger Transformationsprozess ein, an dessen
Ende die Phagosomen, die aus der Plasmamembran der Wirtszelle hervorgegangen sind, ein Organell
bilden, das nahezu identisch mit dem rauen Endoplasmatischen Retikulum (rER) ist. Aufgrund dieser
Transformation kann man ab einem gewissen Punkt nicht mehr von Phagosomen sprechen. Daher
wird der Terminus Legionella containing vacuole (LVC) verwendet. Zunachst wird ein Legionellum
phagozytiert (b). Unmittelbar darauf werden samtliche Vorgange blockiert, welche das Phagosom
dem normalen endosomalen Stoffwechselweg Giberantworten. Die dafiir verantwortlichen Vorgange
sind abhangig von Proteinen, die Uber den Typ-llI-Sekretionsweg (Rossier et al., 2004) und den
Dot/lcm Typ-1V-Sekretionssystem von L. pneumophila sezerniert werden (Vogel et al., 1998; Coers et
al., 2000) (nur dieser ist in Abb. 1.5 dargestellt). In der zweiten Phase induziert L. pneumophila, wie-
derum Dot/lcm-Sekretionapparat-abhangig, das Andocken von ER-Vesikeln (c) und Mitochondrien
(nicht gezeigt) an der LCV-Membran. Beispielsweise werden Uber diesen Weg Faktoren auf den LCVs

prasentiert, die in Wirtszellen eine Rolle bei der Regulation des Vesikelverkehrs zwischen ER-und
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Golgi-Apparat spielen (Machner & Isberg, 2006). In der dritten Phase 15-20 Minuten nach der Infek-
tion dndert sich die Zusammensetzung und Dicke der LCV-Membran, was auf eine Anderung der
chemischen Zusammensetzung hindeutet. Das kdnnte vor allem Cholesterol und Sphingolipide, die
in Plasmamembranen sehr haufig sind, in der Membran des ERs jedoch nahezu fehlen, betreffen
(Bretscher & Munro, 1993). In der vierten Phase nimmt die Besetzung der LCV-Membran mit Wirts-
organellen ab (nicht gezeigt). Nun sind Ribosomen direkt an der LCV-Membran assoziiert (e). Der
Eintritt in diese Phase der Entwicklung findet erst viele Stunden nach der Verdnderung der Memb-
randicke statt. Wie das geschieht ist unbekannt. Mdglicherweise fusionieren die an die LCV-
Membran-assoziierten rER-Vesikel mit den LCV-Mebran. Einen Hinweis darauf liefert die Beobach-
tung, dass die Zahl der Vesikel an der LCV-Membran im Laufe der Zeit abnimmt, wahrend die Zahl der
Ribosomen an der LCV-Membran steigt. AuRerdem vergrofRRert sich das Volumen des LCV.

dot/icm-Mutante

Wildtyp

Plasmamembran

und spdte
Endosomen

@ -
Tod\/ Q)

der Wirtszelle ™ (

. f
ER \(A)

l =
&

Lysosom

@ Ribosom

Abb. 1.8: Internalisierung von L. pneumophila und Biogenese der replikativen Vakuole im Wildtyp und in der
dot/icm-Mutante. a) Normalerweise werden fremde Zellen phagozytiert und dem endosomalen Stoffwechselweg
zugefiihrt. In dot/icm-Mutanten geschieht dies mit Legionellen nicht. b) Im Wildtyp werden L. pneumophila-Zellen
phagozytiert. c) Das Phagosom umgeht mit Hilfe von Dot/Icm-Effektoren den endosomalen Stoffwechselweg, indem
sofort rER-Vesikel (und Mitochondrien; nicht dargestellt) des Wirts angelagert werden. Es wird die Legionella Con-
taining Vacuole (LCV) gebildet. d) Weitere Dot/lcm-Effektoren fiihren zur Inhibition des Wirtszelltods. e) Die LCV
lagert Ribosomen an und verwandelt sich in ein ER-Kompartiment. Dieses bildet die Replikationsvakuole. f) In der
Replikationsvakuole findet Zellteilungswachstum statt. g) SchlieRlich verlassen die L. pneumophila-Zellen den Wirt
mit Hilfe weiterer Dot/Icm-Effektoren. (Quelle: Shin & Roy, 2008; modifiziert)

Auf diese Weise schafft sich L. pneumophila eine replikative Nische in der Wirtszelle. Durch den Um-
bau der LCV-Membran zu einem rER-Kompartiment, ist der Nahrstoffnachschub gegeben und eine
Azidifizierung ausgeschlossen. Mit einem pH-Wert von 7 im ER ist die Umgebung gegeniiber Lysoso-
men mit pH-Werten um pH 4,8 fiir L. pneumophila sehr gut. Nach etwa 20 Stunden hat Replikation
stattgefunden und viele L. pneumophila-Zellen befinden sich in einem LCV, welches zu diesem Zeit-
punkt von keinen rER-Vesikeln mehr begleitet wird aber dicht mit Ribosomen besetzt ist (Tilney et al.,

2001) (f). Die Prozesse, die mit dem Teilungswachstum im Wirt zu tun haben, sind ebenfalls abhdngig
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vom Typ-lI-Sekretionsweg (Rossier et al., 2004). Auch die Anknipfung an die ER-Physiologie wie z.B.
die ER-assoziierte Degradations-Maschinerie ist essentiell fir die Replikation (Dorer et al., 2006).

Kénnen Wirtszellen wie Makrophagen und alveolare Epithelzellen den Nahrstoffbedarf von Legionel-
la nicht mehr decken, kommt es zur Apoptose und in einer spateren Phase zur Nekrose, die durch
eine Porenbildung in der Zellmembran eingeleitet wird (Gao & Kwaik, 1999). Im Unterschied dazu
kommt es bei Amoében wie Acanthamoeba polyphaga zu keiner Apoptose, sondern zu einer durch
Porenbildung induzierten Nekrose (Gao & Kwaik, 2000). Dadurch werden die in der Zwischenzeit

replizierten Zellen frei und ein neuer Lebenszyklus beginnt (h).

1.3.4 Legionellosen

Legionellose ist der Name der Erkrankung, die in zwei verschiedenen klinischen Formen auftreten
kann. In etwa 85% der Krankheitsfalle ist L. pneumophila der Erreger. Davon entfallen je nach Quelle
etwa 50% bis 70% auf die Serogruppe (SG) 1 (Maiwald et al., 1998). Neben L. pneumophila wurden
L. micdadei, L. dumoffii, L. bozemanii, L. feelei, L. anisa und L. longbeachae als Erreger nachgewiesen

(Tab. 1.1). AuBerdem wurden auch Infektionen mit mehr als einer Art/Serogruppe festgestellt.

1.3.4.1 Legionarskrankheit

Die schwere Verlaufsform ist die Legionarskrankheit mit einer Letalitdt von 15-20% und einer Befalls-
rate von weniger als 5%. Sie tritt besonders nach Inhalation kontaminierter Aerosole auf. Haufige
Quellen sind Whirlpools, Klimaanlagen, Luftbefeuchter, kontaminiertes Untersuchungsbesteck fiir
den Einsatz bei Atemwegs-Untersuchungen usw. (Edelstein, 1987). Die Infektionsdosis ist unbekannt.
Eine Studie behauptet jedoch, dass eine einzige koloniebildende Einheit pro 50 | Luft ausreicht, um zu
einer Infektion zu fiihren (Breiman & Hoge, 1991). Laut Arbeitsblatt W551 des Deutschen Vereins des
Gas und Wasserfaches e.V. werden Legionellenbefunde wie in Tab. 1.2 bewertet (Behling, 2004).

Nur 20% der Legionellose-Félle in den USA und UK sind auf sogenannte Legionellose-,OQutbreaks”
zurlickzufihren; bei 65% - 80% handelt es sich um sporadische Falle. In den USA werden jahrlich 600-
1300 Félle gemeldet. Die Dunkelziffer wird auf 8000-18000 Fille geschatzt. In Deutschland sind Legi-
onellose-Fille erst seit 01.01.2001 meldepflichtig. Zuverlassige Statistiken gibt es daher noch nicht.
Schatzungen gehen von einer Dunkelziffer von 6000-10000 Fillen im Jahr aus. Bei gesunden Men-
schen betragt die Letalitat ca. 15% bei Menschen mit ernsthaften Vorerkrankungen betragt sie 80%
(Behling, 2004). Nach einer Inkubationszeit von 2-10 Tagen zeigen sich neben einer Pneumonie fol-
gende klinische Symptome, die Uber 10-14 Tage andauern kénnen: mehr als 40°C Fieber, Kopf-

schmerzen, Myalgie, Husten, Dyspnoe, Pleuritis, Diarrhoe, Delirium (Hoge & Breiman, 1991) und
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Brachykardie (Maiwald et al., 1998). Klinisch ist die Legionarskrankheit nicht von anderen Pneumo-

nien zu unterscheiden.

Tab. 1.1 : Erreger der Legiondrskrankheit in den USA (1980-1982). Angaben nach Centers for Disease
Control (CDC) fiir den Zeitraum. Diagnose mittels dIFA (s. Kapitel 1.3.4.1). SG - Serogruppe; (Quelle: Rein-
gold et al., 1984 )

Anzahl (%) der Legionella-positiven Proben berichtet von:

CDC State health department laboratories
Legionella pneumophila
SG1 83 (52) 82 (49)
SG2 8 (5) 2(1)
SG3 3(2) 7 (4)
SG4 3(2) 6 (4)
SG5 5 (3) 11 (7)
SG6 19 (12) 14 (8)
Gemischte Serogroups 6 (4) 0
Unbekannte oder andere SG 9 (6) 13 (8)
Summe L. pneumophila 136 (85) 135 (80)
L. micdadei 19 (6) 12 (7)
L. bozemanii 5(3) 3(2)
L. dumoffii 2 (1) 4(2)
L. gormanii 1(<1) 1(1)
L. longbeachae 1(<1) 5(3)
Summe bekannte Arten 160 168
Summe unbekannte Arten 0 7
Summe 160 175

Eine Studie ergab, dass die Wahrscheinlichkeit einer Legionellen-Infektion um so héher ist, je mehr
von den folgenden Symptomen festzustellen sind: hohe Korpertemperatur, keine Sputumproduktion,
niedrige Natriumkonzentration im Serum, hohe Lactat-Dehydrogenase-Konzentration, hohe CRP-
Konzentration und geringe Zahl an Thrombozyten. Solche Erkenntnisse flieRen in Scoring-Systeme fiir
die Diagnose eine. Doch sind diese

Tab. 1.2: Bewertung von Legionellenbefunden in Wasser.
Scores letzten Endes nicht sehr  KBE-Koloniebildende Einheiten; (Quelle: DVGW-Arbeitsblatt W551)

verldsslich (Carratald & Garcia-  Legionellen Bewertung der

L MaBnahmen
(KBE/100 ml) Kontamination

Vidal). Weitaus am haufigsten be-

Direkte Gefahrenabwehr

troffen sind Senioren, Raucher, Trin- >10000 Extrem hoch notwendig (Desinfektion
Trinker, Diabetiker, Menschen mit und Nutzungseinschriankung
. . . Kurzfristige Sanierung not-
chronischer Bronchitis, Leberzirrho- >1000 hoch .
wendig
se oder entziindlichem Rheuma und : Mittelfristige Sanierung
2100 mittel .
. notwendig
Menschen, die Immunsuppressoren : : .
<100 keine/gering keine

nehmen oder aufgrund von chroni-
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schen Herz-Kreislauf- oder Lungen-Erkrankungen sowie Krebs usw. immundepressiv sind (Hoge &
Breiman, 1991). In nosokomialen Fallen ist die Sterblichkeit héher, abhangig von der zugrunde lie-
genden Erkrankung. Unbehandelt kann es zu bleibenden Schaden kommen oder die Erkrankung t6d-

lich verlaufen (28 Todesfalle in Deutschland im Jahr 2002) (Behling, 2004).

1.3.4.2 Pontiac-Fieber

Die zweite klinische Verlaufsform ist das Pontiac-Fieber. Die Inkubationszeit ist mit 1-2 Tagen we-
sentlich kirzer. Die Befallsrate betragt bis zu 95%. Die Erkrankung ist nicht letal und beféllt auch
Menschen ohne zugrunde liegende medizinische Probleme. Lungenentziindungen treten nicht auf.
Der Verlauf dhnelt dem einer Influenza (Hoge & Breiman, 1991). Die Erkrankung klingt nach 2-5 Ta-
gen folgenlos ab. Die Infektion findet auch im Falle des Pontiac Fiebers lber die Inhalation von kon-
taminierten Aerosolen statt. Die Bakterien vermehren sich jedoch nicht in der Lunge. Bisher wurden
nur L. pneumophila, L. micdadei, L. anisa und L. feeleji in den Zusammenhang mit Pontiac Fieber ge-
bracht. Daneben gibt es Berichte (iber Legionellen-Nachweise im Zusammenhang mit Pyelonephritis,
Perikarditis, Myokarditis, Peritonitis, Sinusitis, perirektalen Abszessen, Wundinfektionen und Infekti-

onen nach dem Einsetzen kiinstlicher Herzklappen (Hoge & Breiman, 1991).

1.3.3.3 Nosokomial, ambulant und auf Reisen erworbene Legiondrskrankheit
In der Epidemiologie unterscheidet man zwischen ambulant erworbener, auf Reisen erworbener und
nosokomialer Pneumonie. GemaR Joseph et al. gelten folgende Kriterien fir:
1. Nosokomial-erworbene Legionellose
a) Der Patient muss mehr als 9 Tage im Krankenhaus verbracht haben, bevor die ersten
Legionellosis-Symptome auftraten.
b) Er muss 1-9 Tage im Krankenhaus verbracht, bevor die ersten Legionellose-
Symptome auftraten, wobei in dem Krankenhaus (I) noch andere Legionellose-
Patienten behandelt wurden oder (ll) Legionellen aus der Wasserversorgung des
Krankenhauses isoliert wurden, die mittels ,,Subgrouping” mit monoclonalen Anti-
korpern oder einer Genotypisierung ununterscheidbar sind, von den Legionellen des
Patienten.
2. Reise-assoziierte Legionellose
Der Patient muss in den 10 Tagen vor dem Auftreten erster Legionellose-Symptomen
mindestens eine Nacht auRerhalb seiner eigenen Umgebung verbracht haben.

3. Ambulant-erworbene Fille
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Treffen die Umstdnde unter 1 und 2 nicht ein, wird der Fall als ambulant erworben
eingestuft.
AuBerdem wird zwischen ,Outbreaks” und sporadischen Fallen unterschieden. Von einem ,Out-
break” wird gesprochen, wenn mindestens zwei Félle innerhalb von 6 Monaten auftreten. Sporadi-
sche Fille sind gelegentlich auftretende Falle (Joseph et al., 1994; Helbig et al., 2003).
In den Jahren zwischen 1989 und 1992 gab es in England und Wales 2347 Legionellose-Fille. In 15%
der Falle (218 Patienten) konnte die Infektion auf eine Quelle innerhalb eines Krankenhauses zuriick-
gefuhrt werden. Der Anteil an Legionarskrankheiten an allen Fallen von nosokomial erworbenen
Pneumonien betrug 47%. Von insgesamt 68 Krankenh&dusern waren 17 von ,Outbreaks” betroffen.
Insgesamt 62% der nosokomialen Fille traten im Zusammenhang dieser Outbreaks auf. Bei einer
Sterblichkeitsrate von 31% wird deutlich, dass die Uberwachung von eventuellen Legionellose vor-
kommen in Krankenhdusern eine extrem wichtige Angelegenheit ist. Sie sind also eine der grofiten

Gefahren fir immun-depressive Patienten, vor allem auf Intensivstationen (Joseph et al., 1994).

1.3.5 Labordiagnostik bei klinischen Proben und Umweltproben

Die Diagnose von Legionellen betrifft zwei unterschiedliche Bereiche. Zum einen muss bei einer
Pneumonie, bei der der Verdacht auf Legionellen-Infektion besteht, die Legionellose sicher nachge-
wiesen werden. Zum anderen ist es sehr wichtig, die Falle zu ihrer Quelle zuriick zu verfolgen. Da
keine Fille von Mensch-zu-Mensch-Ubertragung bekannt sind (Shin & Roy, 2008), stehen in solchen
Fallen meist kiinstliche StiBwasserquellen im Verdacht. Zur Diagnose von Legionellosen sind viele
verschiedene Methoden basierend auf Kultur-, PCR- und Antikérper-basierten Techniken entwickelt
worden. Da Legionellosen jedoch nur fir 1% bis 6% (Maiwald et al., 1998) der diagnostizierten

Pneumonien verantwortlich sind, ist eine sehr hohe Spezifitdat der Nachweis-Methoden notwendig.

1.3.5.1 Immunfluoreszenz-Assays

Friiher wurden direkte Immunfluoreszenz-Assays (dIFA) zur Diagnose verwendet. Dabei handelte es
sich um den direkten Nachweis von Legionellen-Antigenen in Gewebeproben, Abstrichen oder Kultu-
ren mittels fluorenzenzmarkierter Antikérper. Die Sensitivitat derartiger Tests ist mit 25-70% recht
niedrig (Murdoch; 2003). AuRerdem sind fiir einen positiven Nachweis 10%-10> Zellen/ml nétig. Ein
negatives Ergebnis schlieft demnach keine Legionellen-Infektion aus (Jonas et al., 2005)

Der Nachweis einer Legionellose wurde sehr haufig auch durch indireke Immunfluoreszenz-Assays
(ilFA) geflihrt. Dabei wird ein Trager mit Legionellen-Antigenen ausgestattet und Serum darauf appli-
ziert. Sind Antikorper spezifisch gegen Legionellen-Antigene im Serum, binden sie an den Trager und

kénnen mit einem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper, der gegen humane Antikorper gerich-
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tet ist, nachgewiesen werden (Wilkinson, Fikes et al., 1979). Die Antigenprdparation stammte von
Legionellen bekannter Art und Serogruppe, die zuerst in Dottersidcken von Hihnereiern kultiviert
wurden. Spater, als Kulturmedien zur Verfliigung standen, wurde es moglich Legionellen auf Kultur-
medien heranzuziehen (Wilkinson et al., 1981). Die Legionellen wurden mit Hitze, 10% Formalin oder
Diethylether inaktiviert. Formalin und Diethylether storen jedoch die Antigenintegritat auf der Zell-
oberflache (Wikinson & Brake, 1982). Im Fall der Diethylether-Inaktivierung ist bekannt, dass Anti-
korper gegen L. pneumophila SG 2 im ilFA nicht erkannt werden (falsch negative Resultate). Die ilFA
sind auch stark anfallig fur falsch positive Resultate. Das Immunsystem kann Antikorper gegen Anti-
gene produzieren, welche spezifisch in Legionellen vorkommen und gegen Antigene, die sowohl in
Legionellen als auch anderen gram-negativen Bakterien, vorkommen. Das Antigen ist dann spezifisch
flr taxonomisch héhere Einheiten. In solchen Fallen kann man ein falsch positives Resultat erhalten,
wenn der nachgewiesene Antikorper nicht im Zuge einer Legionellen-Infektion gebildet wurde aber
trotzdem das Legionellen-Antigen erkennt. Phdnomene dieser Art lassen sich jedoch weitgehend
unterdriicken, indem man beispielsweise E. coli-Antigene zum Probe-Serum zugibt, welches durch
Bindung an Antikdrper mit breitem Spektrum eben diese blockiert (Wilkinson et al., 1981). Die Anti-
korper-Titer unterscheiden sich auch in Abhangigkeit der Serogruppe des Bakteriums, aus dem die
Antigenpraparation stammt (Wilkinson, 1979). Die Serokonversion kdnnte also auch unbemerkt blei-
ben, wenn im ilFA Antigene Verwendung finden, die nicht zu den Antikdrpern im Serum passen
(Edelstein, 1987).

Meistens werden im Serum IgG-, IgM- und IgA-Antikdrper durch ilFA nachgewiesen. Aber es gibt
auch Félle, in denen nur IgG und IgM aber kein IgA gefunden wird oder IgG und IgA aber kein IgM.
Auch Nachweise von ausschlieRlich IgG oder ausschlieRlich IgA sind bekannt (Wilkinson, Farshi et al.,
1979). In diesen Fillen ist die Sensitivitdt des Assays zwar hoch, seine Spezifitdt jedoch gering. Um
moglichst alle Serokonversions-Maoglichkeiten abzudecken, kdnnen Polyimmunglobuline eingesetzt
werden, die sowohl mit IgG als auch mit IgM und IgA reagieren. In 25% der Falle kann in einem Zeit-
raum von 6-9 Wochen durch ilFA gar keine Legionellosis nachgewiesen werden, obwohl sie durch
Kultur bereits bestétigt ist. Bei nur 20% bis 40% der Patienten sind in der ersten Woche der Erkran-
kung (also ab prodromaler Phase) detektierbare Serum-Antikorper-Veranderungen feststellbar (Edel-
stein, 1987). Die Sensitivitdt der besten Tests dieser Art liegt zwischen 68% und 82% und die Spezifi-
tat zwischen 80% und 99%. Wenn Kreuzreaktionen mit Antigenen, die nicht von Legionellen stam-
men, mit Antigenen von verwandten Organismen (z.B. E. coli) geblockt werden, lasst sich die Spezifi-

tat sogar auf 100% erhéhen (Wilkinson et al., 1981).

1.3.5.2 Legionella-Antigen-Nachweis im Urin
Serokonversionstests sind trotz ihrer hohen Sensitivitdt und (serogruppen-abhangigen) Spezifitat nur

von geringem klinischem Wert, da die Serokonversion fiir vierfach erhdhte Antikorper im Blut bis zu
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neu Wochen dauern kann. Inzwischen werden Legionellosen Ublicherweise durch den Nachweis von
Legionellen-Antigenen im Urin diagnostiziert (Helbig et al., 2003). Bei dem Antigen handelt es sich
um ein l6sliches Polysaccharid, das bei Legionellen-Infektion im Urin zu finden ist. Zu diesem Zweck
stehen Radioimmunassays, Enzym-Immunassays (EIA), Latex-Agglutinationstests zur Verfligung. Die
Sensitivitdt der Tests liegt fir die Gattung Legionella zwischen 50% und 90%. Im Fall von
L. pneumophila SG1 ist die Sensitivitat mit 70% bis 90% am hochsten und die Spezifitat liegt bei Giber
99%. Flir manche Serogruppen ist die Sensitivitdt jedoch erheblich vermindert, so dass die Tests nur
far L. pneumophila verlasslich sind (Murdoch; 2003). Eine Studie von Yzerman et al. anhand von Pro-
ben, die 1999 wahrend eines Outbreaks in den Niederlanden erhoben wurden, zeigte, dass derartige
Tests bei sehr milden Verldufen der Legionarskrankheit nur eine Sensitivitdt von etwa 40% erreichen.
Bei schweren Verlaufen liegt der Studie zufolge die Sensitivitdt bei 88% und 100%. Die Sensitivitat
lasst sich bei milden Verldufen auch mit einer vorherigen Ankonzentration der Urinproben nur auf
53% erhohen. Bei schweren Verldufen lieR sich die Sensitivitat durch Ankonzentration von Urinpro-
ben bis auf 100% erhéhen (Ytzerman et al., 2002). Yzerman et al. kommen zu dem Schluss, dass auch
bei Ankonzentration der Urinproben im Fall von milden Verldufen und Involvierung anderer Sero-
gruppen die Inzidenzrate unterschatzt wird. Daher halten sie sowohl Kultur als auch serologische
Tests fur gleichermaRen wichtige diagnostische Methoden. Helbig et al. zeigen in einer Studie, dass
bei Anwendung von Urin-Antigentests im nosokomialen Kontext nur 45% der Falle richtig erkannt
werden (Helbig et al., 2003). Sie empfehlen, dass ein klinischer Mikrobiologe daher moglichst viele
Diagnosemethoden parallel verwendet. Fiir den Urin-Antigen-Test spricht, dass er in weniger als ei-
ner Stunde Resultate liefert, so dass therapeutische MalRnahmen sehr schnell getroffen werden kon-

nen, was die Sterblichkeit verringert.

1.3.5.3 Diagnose mittels PCR

Vielversprechend ist auch die Diagnose von Legionellosen durch Polymerasekettenreaktion (PCR).
Durch den Einsatz spezifischer Primer kann Legionellen-DNA in Patientenproben durch DNA-
Amplifikation mit hoher Spezifitdt und besserer Sensitivitdt gegenliber der Kultur nachgewiesen
werden. Von Vorteil sind hier die schnelle Durchfiihrbarkeit und die Méglichkeit auch andere Legio-
nellen-Arten festzustellen, d.h., nicht auf eine Art oder Serogruppe eingeschrankt zu sein. Als Marker
werden oft die 55- und 165-rRNA-Sequenzen oder die Sequenz des ,macrophage infectivity potentia-
tor“-Gens (mip) verwendet. Letztere wurde bei der Untersuchung auf Umwelt-, Urin-, Serum und
Schleimproben, die im Rahmen von bronchoalveolaren Lavagen (BAL) aus den Alveolen entnommen
wurden, verwendet. Verschiedene Assay-Formate wurden getestet. Zundchst wird das spezifische
Amplifikat einfach durch Farbung in Agarosegelen nachgewiesen. Das Resultat muss aber durch Hyb-

ridisierung oder reverse Hybridisierung bestatigt werden. Bei der letzteren Methode werden zu-
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nachst Oligonukleotid-Sequenzen auf einer Membran immobilisiert, die zu den im Assay bei Prasenz
von Legionellen amplifizierten Sequenzen homolog sind. Dann werden zur verdachtigen Proben-
Gesamt-DNA biotinylierte Primer zugesetzt und amplifiziert. Das Amplifikat wird dann ebenfalls auf
die Membran gegeben und inkubiert. Sollte bei der Amplifizierung ein Amplifikat entstehen, dessen
Sequenz zu der Sequenz der Sonde auf der Membran homolog ist, hybridisieren die beiden Sequen-
zen. Alles andere wird durch einen Waschschritt entfernt. Nun kann das Hybrid z.B. durch eine
Farbreaktion nachgewiesen werden, die durch Zugabe eines Komplexes aus Streptavidin und einer
Meerrettichperoxidase (HRP von engl. horseraddish peroxidase) bzw. Alkalischen Phosphatase (AP)
und eines entsprechenden Substrats katalysiert wird. Bei BAL-Proben erreichte man auf diese Weise
eine Sensitivitat von 80% - 100% und eine Spezifitdt von >90% (Murdoch; 2003). Solche konventio-
nellen PCR-Methoden sind noch recht arbeitsintensiv und dauern wegen der nachgeschalteten Hyb-
ridisierungsverfahren ca. einen Tag.

Schnelligkeit und Effizienz wird durch die Anwendung von real-time PCR-Methoden mit hoher Sensi-
tivitat und Spezifitdt verbunden. Bei einer Variante dieser Methode braucht man neben dem Primer-
Paar noch eine spezifische DNA-Sonde fiir den Sequenzabschnitt von Interesse. Es handelt sich um
eine kurze Nukleotidsequenz, welche am 5°-Ende einen fluoreszierenden Reportermarker tragt und
am 3’-Ende einen Quencher. Die Sonde soll bei einer bestimmten Temperatur mit dem gewiinschten
DNA-Abschnitt hybridisieren. Wird dann der Reporter an der Sonde mit Licht einer addaquaten Wel-
lenldnge angeregt, kommt es wegen der Ndhe zum Quencher zu einem Forstertransfer der Energie
vom Reporter auf den Quencher. Kein Fluoreszenzlicht wird emittiert. Durch den Einsatz spezieller
DNA-Polymerasen mit 5-3"-Exonuklease-Aktivitdt geschieht Folgendes: Die Polymerasen setzen in
der Primer-Region an und synthetisieren einen zur Zielsequenz auf dem Template komplementéaren
DNA-Strang. Sie schreiten das Template in 5°-3’-Richtung ab. Treffen sie auf die Sonde, wird die Exo-
nuklease-Funktion aktiv. Die Sonde wird in Einzelnukleotide zerlegt. Damit wird die rdumliche Néhe
von Reporter und Quencher aufgehoben. Die Bedingungen fiir den Forstertransfer sind dadurch nicht
mehr erfillt. Der Reporter emittiert Fluoreszenzlicht, welches detektiert wird. Je weiter die PCR-
Reaktion voranschreitet, desto mehr Fluoreszenz wird gemessen. Der Fluoreszenzanstieg ist direkt
proportional zur Anreicherung mit Amplifikat.

Hayden et al. berichten von einem L. pneumophila-Assay fur klinische Proben basierend auf Re-
al Time-PCR. Innerhalb von 1-2 Stunden kénnen Legionellen auf Gattungsniveau und auf Artniveau
nachgewiesen werden. Sowohl auf Gattungs- als auch auf Artebene konnte fiir BAL-Proben eine Sen-
sitivitat und Spezifitdt von 100% erreicht werden. Nur 10 CFU/ml waren notig. Diese Methoden fin-
den in der Praxis bisher noch keine Anwendung, da noch keine Assays kommerziell angeboten wer-

den. Weitaus haufiger verwendet man heute Kulturtechniken zum Nachweis.
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1.3.5.4 Kulturtechniken

Legionellen kénnen sehr gut auf selektiven BCYE-Medien kultiviert werden (Ta et al., 1995). BCYE
steht fur ,bufffered charcoal yeast extract“-agar (BCYE). Die Aktivkohle dient der Detoxifizierung des
Mediums. Der Hefe-Extrakt deckt als Aminosdure-Quelle den Nahrstoffbedarf. Das Medium ist au-
Rerdem mit a-Ketoglutarat (0,1%), L-Cystein und ldslichem (Fe3+)-Pyrophosphat angereichert. Der
pH-Wert sollte mit N-(2-Acetamido)-2-aminoethansulfonsdure (ACES)-Puffer auf pH 6,9 eingestellt
werden. Mit solchen Medien kénnen jedoch auch einige andere Arten wie Francisella tularensis kul-
tiviert werden (Ng et al., 1989). Ein Selektionsmedium wird hergestellt, indem dem BCYE-Medium
Antibiotika zugesetzt werden. Polymyxin wird verwendet, um Wachstum von gram-negativen Bakte-
rien zu verhindern, Cefamandol oder Vancomycin gegen gram-positive Bakterien und Anisomycin
gegen Hefen. Allerdings sind auch Félle publiziert, in denen bestimmte L. pneumophila-Stamme mit
Cefamandol im BYCE nicht nachgewiesen werden konnten. Vickers et al. (1991) berichten dies fir
L. pneumophila der Serogruppe 1, Stamm Bellingham, welcher nicht aus dem Sputum eines nosoco-
mial an Legionellose erkrankten Patienten isoliert werden konnte. Mit Vancomycin dagegen war es
gelungen (Vickers et al., 1991). Aufgrund héherer Hitze- und Saurestabilitat gegenliber anderen Bak-
terien werden Proben oft mit Hitze oder Sdure vorbehandelt (Edelstein, 1981; Maiwald et al., 1998).
Durch die etablierten Kulturbedingungen wird fiir Proben aus dem Lungengewebe oder von respira-
torischen Sekreten eine Spezifitdt von 100% erreicht. Jedoch ist die Sensitivitdt bei dieser Methode
schwer einzuschatzen und abhangig von der Aufarbeitung der Proben. Reller und Weinstein geben je

nach Bedingungen eine Sensitivitdt von weniger als 10% bis 80% an (Murdoch; 2003).

In Proben, die aus der Umwelt entnommen werden, kommen nur sehr wenige Legionellen vor. Fri-
her wurden Wasserproben in sterilen Flaschen entnommen und zentrifugiert oder gefiltert, um die
enthaltenen Bakterien anzukonzentrieren. Pellets wurden nach der Zentrifugation mit sterilem, des-
tilliertem Wasser kleineren Volumens resuspendiert oder von den Filtern gewaschen. Anschliefend
wurden die Konzentrate intraperitoneal in Meerschweinchen injiziert. Die Tiere wurden taglich un-
tersucht und wenn die Kérpertemperatur fiir zwei Tage um mehr als 1% von der Temperatur vor der
Injektion abwich, als fiebrig eingestuft. Nach dem Tod der Tiere wurden ihnen die Leber und Milz
entnommen sowie Abstrich des peritonealen Raums gemacht. Die Proben wurden anschliefend di-
rekt mit Immunfluoreszenzmethoden untersucht oder zuerst als Homogenisat auf BCYE-Medium
(s.u.) kultiviert. Die Meerschweinchen-Inokulation stellte lange Zeit den besten Weg dar, die Legio-
nellen aus Umweltproben zu extrahieren, die durch andere Arten kontaminiert sind (Tobin et al.,
1981; Fliermans et al., 1981; Edelstein et al., 1982). Inzwischen stehen selektive BCYE-Medien zur
Verfligung, wodurch der Zeit- und Kostenaufwand geringer ist. Sie eignen sich besser fir Proben aus

kiinstlichen Wasservorkommen, in denen weniger Bakterien vorkommen (Edelstein et al., 1982). Die
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Kultivierung auf solchen selektiven BCYE-Medien ist der Kultivierung in Meerschweinchen lberlegen,
da man bei 60-fach weniger eingesetztem Bakterienmaterial bessere Ergebnisse erzielt. Als eine der
sensitivsten Methoden gilt die Detektion von Legionellen durch direkte Applikation von Proben aus
einer Lungenbiopsie auf selektiven Kulturmedien. Bei der Diagnose spielt aber auch die Morphologie
der Kolonien und das Ergebnis einer Gram-Farbung eine Rolle. AuRerdem wird der Befund norma-
lerweise mit serologischen Tests abgesichert und die Spezies mit Immunfluoreszenz-Methoden er-
mittelt. Inokulierte Platten werden bei 35 °C—37 °C in feuchter Atmosphare fir 10 Tage inkubiert.

Kolonien sind im Durchschnitt nach fiinf Tagen zu erkennen (Maiwald et al., 1998).

1.3.5.5 Zusammenfassung

Die Labordiagnostik von Legionellen gilt als sehr problematisch. Der Grund ist, dass Legionellen auf
kiinstlichen Medien weit weniger gut wachsen als die meisten Arten anderer Gattungen. Alle Metho-
den haben ihre Vor- und Nachteile. Eine universelle Methode gibt es nicht (Maiwald et al., 1998).
Tabelle 1.3 zeigt eine Zusammenfassung der erreichbaren Sensitivititen und Spezifititen nach
Murdoch (Murdoch; 2003).

Kulturtechniken haben den Vorteil, dass damit samtliche Legionellen-Arten und Serogruppen nach-
gewiesen werden kénnen. Je nach Bedingungen wird bei klinischen Proben aus den unteren Atem-
wegen jedoch maximal eine Sensitivitdt von 80% erreicht. Die Spezifitat ist mit 100% sehr gut. Ein
Nachteil ist die lange Bearbeitungszeit, die Murdoch mit 3-7 Tage angibt (Murdoch; 2003). dIFA-
Methoden liefern zwar schon in weniger als vier Stunden Ergebnisse, ihre Sensitivitat ist mit nur 25-
70% jedoch sehr gering. AuRerdem ist die Methode technisch sehr anspruchsvoll. Der Antigen-
Nachweis im Urin dauert weniger als eine Stunde und besitzt mit 70-90% im Vergleich zu dIFA und
Kultur eine sehr hohe Sensitivitdt. Mit derartigen Tests lasst sich jedoch nur L. pneumophila SG 1
verlasslich nachweisen. Serologische Tests haben den grolRen Nachteil, dass die Serokonversion 3-10
Wochen in Anspruch nehmen kann. Auch mit der Sensitivitdt von 60-80% bleiben sie gegeniiber dem
Urin-Antigen-Test zuriick. Am vorteilhaftesten erscheinen PCR-Verfahren.

Sie kombinieren im Falle von BAL-Proben Sensitivitdten zwischen 80% und 100% mit hoher Spezifitat
(>90%) und sehr kurzen Bearbeitungszeiten von weniger als vier Stunden. Sie kombinieren im Falle
von BAL-Proben Sensitivitdten zwischen 80% und 100% mit hoher Spezifitdt (>90%) und sehr kurzen
Bearbeitungszeiten von weniger als vier Stunden. AulRerdem kénnen alle Arten und Serogruppen
nachgewiesen werden. Wie Hayden et al. zeigen, sind Spezifitdit und Sensitivitdt flir BAL-Proben

durch den Einsatz ihrer real time PCR-Methode auf 100% steigerbar.
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Tab.1.4: Diagnostische Tests fiir Legionellen-Infektionen. LRT — lower respiratory tract. (Quelle: Murdoch, 2003)

Test Dauer Probentyp Sensitivitat Spezifitat Kommentar
(%] [%]
Kultur 3-7d LRT <10-80 100 Detektiert alle Arten und SG
Blut <10 100 Fir klinischen Einsatz nicht
sensitiv genug
dIFA <4 h LRT 25-70 >95 Technisch anspruchsvoll
Antigendetek- <1lh Urin 70-90 >99 Nur fur L. pneumophila SG1
tion verlasslich
Serologische 3-10 w Serum 60-80 >95 Tests von Proben aus akuter
Tests und konvaleszenter Phase
notig;
PCR <4 h LRT 80-100 >90 Keine kommerziell erhaltli-
Serum 30-50 >90 che Tests fur klinische An-
Urin 46-86 90 wendung; Detektion aller

Arten und Serogruppen

1.3.6 Behandlung

Legionellosen wurden in der Vergangenheit meist mit Erythromycin behandelt, was lange Zeit als
Mittel der Wahl galt (Hoge & Breiman, 1991). Spater wurde Rifampin als die besser Alternative ver-
wendet (Hoge & Breiman, 1991). Als vielversprechend gelten Ciprofloxacinhydrochlorid, Clarithromy-
cin, Azithromycin und Levofloxacin. Mit Azithromycin kann eine Legionarskrankheit in 95% der Falle
innerhalb 10-14 Tagen geheilt werden. Levofloxacin, Moxifloxacin und Azithromycin gelten als die
effektivsten Inhibitoren von intrazellularem Legionellen-Wachstum. Carratald und Garcia-Vidal emp-
fehlen daher die Gabe dieser Antibiotika Gber 7-10 Tage und bei immundepressiven Patienten bis zu

20 Tagen (Carratald & Garcia-Vidal, 2010).

1.4 Regenerierbare Oberflachen auf Zucker-Lektin-Basis zur gerichteten Antikérper-

Immobilisierung

Wie aus Kapitel 1.2.1 hervorgeht, ist die gerichtete Immobilisierung von Antikérpern schwierig umzu-
setzen. Selbst wenn man Protein A, Protein G oder Streptavidin verwendet, mit dem Ziel, Antikdrper
gerichtet zu immobilisieren, gilt fir diese Proteine die gleiche Problematik. Sie missen zunachst
moglichst so immobilisiert werden, dass die Antikorper-Bindestellen so orientiert sind, dass die Ori-
entierung der Antikorper moglichst optimal ist. Im Falle von dhnlich hohen Funktionsverlusten wie
bei der Antikdrper-Immobilisierung ist nicht viel gewonnen, da bei Funktionsausfall dieser Proteine

moglicherweise nicht viel mehr funktionsfahiger Antikérper auf der Oberfliche vorhanden ist als es
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bei den herkdmmlichen Methoden der Fall ist. In Kapitel 1.2.1 wurde dies als eines der Probleme der
Biosensorik bezeichnet. Das zweite dort benannte Problem betraf die meist fehlende Regenerierbar-
keit von einmal verwendeten Oberflaichen. Um beide Probleme mit einem Ansatz zu l6sen, wurde im
Arbeitskreis von Prof. Dr. Keusgen mit einem Streptavidin-Concanavalin A-Fusionsprotein eine ele-
gante LOsung entwickelt. Streptavidin (SAv) hat die Fahigkeit, biotinylierte Antikérper (bAK) zu bin-
den. Immobilisierung von bAK an Streptavidin-OF sollte die Antikérperfunktion nicht stark beein-
trachtigen, da sterische Barrieren etc. bei dieser Methode stark minimiert sind. Nun soll das Strep-
tavidin aber reversibel immobilisiert werden. Um das zu erreichen, wird die Funktionalitdt des SAv
mit den Eigenschaften von einem Lektin kombiniert. Lektine sind zuckerbindende Proteine. Concana-
valin A (ConA) ist ein sehr gut untersuchtes Lektin, das spezifisch an Mannose und etwas schwacher
an Glucose bindet. Die Idee ist, ConA und SAv rekombinant zu fusionieren, so dass ein Fusionsprotein
entsteht, welches die zuckerbindenden Eigenschaften von ConA und die Fahigkeit von SAv zur Bin-
dung von bAKs vereint. Das Fusionsprotein mit dem Namen ConA-SAv soll als Linker zwischen einer
Mannan beschichteten Glasoberflache und bAKs dienen. Von der ConA-Mannan-Bindung wird erwar-
tet, dass sie durch Bindung eines thermodynamisch favorisierten Monosaccharids, welches mit dem
Mannan um die ConA-Bindestelle konkurriert gelést werden kann. Die Applikation eines Monosac-
charids gelost in einem Puffer sollte auf diese Weise zur Entfernung des ConA-SAv-Fusionsproteins

von der OF fuhren.

1.4.1 Streptavidin

Streptavidin ist in der Quartarstruktur ein homotetrameres Protein von ca. 60 kDa Molekulargewicht,
welches aus dem Actinobakterium Streptomyces avidinii stammt. Zunachst wird ein ,Precursor”-
Protein von 159 Aminosduren gebildet. Nach Prozessierung bleibt ein ,Core“-Protein aus den Amino-
sduren 18-139 Ubrig. Die Sekundarstruktur jedes Monomers besteht aus acht antiparallelen B-
Faltblattern, welch so gefaltet sind, dass sich in der Tertidgrstruktur ein B-Barrel ergibt (Hendrickson et
al., 1989). Uber deren OF lagern sich je zwei Monomere aufgrund von starken van-der-Waals-
Wechselwirkungen zusammen. Zwei Homodimere bilden aufgrund von van-der-Waals-Kraften und
elektrostatischen Wechselwirkungen, die schwacher ausfal-
len als zwischen den Monomeren, ein Homotetramer. Ohne H
Biotin sind an den Aminosduren Asn23, Tyr43, Ser27, Ser45, H” “hH
Asn49, Ser88, Thr90 und Asp128 im Inneren der Bindungs- HH
tasche Wassermolekiile via Wasserstoffbriicken gebunden W )]
(Hendrickson, et al. 1989). Bei Bindung von Biotin kommt es

Abb. 1.9: Strukturformel von Biotin
zur Exklusion von Wassermolekilen von der Bindetasche
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und zur Etablierung neuer Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Biotin und dem Valeriansaureteil
des Biotins (Abb. 1.9). AuRerdem tragen van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen vier in der Bin-
detasche vorhandenen Tryptophan-Resten mit dem Biotin zur Bindung bei. Dabei stammt jeweils ein
Tryptophan-Rest von einem benachbarten Monomer. Letztlich kommt es auch zu Konformationsan-
derungen im Streptavidin, welche thermodynamisch relevant sind. Diese Einflisse summieren sich
letztlich derart, dass sich die auBergewdhnlich starken Streptavidin-D-Biotin-Bindungen (K, = 10 M’
') ergeben (bei Avidin-D-Biotin-Bindung sehr dhnlich mit K, = 10™ M™) Sie gehdren zu den stérksten
nicht-kovalenten Bindungen in der Natur (deChancie & Houk, 2007; Reznik et al., 1996). Die Bindung
ist in einem groRen pH-Wert- und Temperaturbereich stabil (Holmberg et al., 2005). Die thermale
Denaturierung von Streptavidin findet bei 75°C statt. Bei Biotin-Sattigung erhdht sich die Denaturie-
rungstemperatur auf 112°C (Gonzalez et al., 1997). Anstelle von Streptavidin wurde friither Avidin
verwendet. Der Einsatz dieses Proteins ist von vielfdltigen unspezifischen Wechselwirkungen beglei-
tet. Diese Effekte werden auf Glykosylierungen am Avidin zurlickgefiihrt, die dem bakteriell expri-

mierten Streptavidin fehlen (Wilcheck & Bayer, 1990).

1.4.2 Concanavalin A

Der andere Teil des Fusionsproteins ist ein Lektin. Peter Hermann Stillmark machte 1888 erstmals auf
Substanzen aufmerksam, die in der Lage waren, Agglutination von Erythrozyten zu verursachen. Die-
se Substanzen wurden Hamagglutinine genannt oder, der Tatsache Rechnung tragend, dass sie in
pflanzlichen Extrakten gefunden wurden, als Phytoagglutinine. Stillmark isolierte diese Substanz aus
dem Wunderbaum (Ricinus communis L.; Euphorbiaceae) und nannte sie Ricin. Kurz darauf wurde
eine Substanz mit dhnlicher Wirkung aus der Paternostererbse (Abrus precatorius L.; Fabaceae) iso-
liert und als Abrin bezeichnet. Mit diesen Substanzen gelang es Paul Ehrlich in den 1890er Jahren die
Grundlagen der Immunologie zu legen (Sharon & Lis, 2004).

Verschiedene Lektin-Definitionen wurden vorgeschlagen (Dixon, 1981; Peumans & Van Damme,
1998). Eine sehr hilfreiche Definition wurde schliefRlich 1981 von Jan Kocourek und Vaclav Hofejsi in
Nature vorgenommen (Kocourek & Hofejsi, 1981). Danach sind Lektine als Proteine mit folgenden

Eigenschaften definiert:

1. Sie besitzen mindestens eine Bindungsstelle an der freie oder glykosidisch gebundene Koh-
lenhydrate binden kénnen. Die Wechselwirkung kann durch Kohlenhydrate von geringem
Molekulargewicht inhibiert werden.

2. Sie werden nicht im Zuge einer Immunantwort gebildet und sind strukturell von Immun-
globulinen verschieden.

3. Sie entfalten keinerlei enzymatische Aktivitat bezliglich des Zuckers, den sie binden.
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Concanavalin A (ConA) wurde 1919 von James B. Sumner entdeckt, jenem Forscher, dem erstmals
die Kristallisation eines Enzyms (Urease) gelang. Seine Isolation von ConA aus der Jackbohne (Cana-
valia ensiformis (L.) DC.; Fabaceae) war die erste Gelegenheit, zu der man ein reines Hamagglutinin in
Handen hielt. Sumner und Howell berichteten erst 1936 von der erythrozyten- und hefezellenagglu-
tinierenden Wirkung von ConA und deren Hemmung durch Saccharose. Das fiihrte erstmals zu der
Theorie, dass die Himagglutination durch Bindung von Proteinen an Zuckerstrukturen auf der Ober-
flache von Zellen verursacht wird. Lektine kdnnen agglutinierend aber auch mitogen wirken (Nowell,
1960). Sie sind in der ganzen belebten Natur anzutreffen, so z.B. in Mikroorganismen (Glick & Garber,
1983), Tieren (Harrison, 1991) und Pflanzen. Dort wurden sie in Blattern (Suzuki et al., 1979), Friich-
ten (Xu et al., 1991), Wurzeln (Yamashita et al., 1992) und vor allem in Samen (Matsuda et al., 1989)
entdeckt. Strukturell kénnen Lektine sehr verschieden sein. Ricin und das Pea Lectin sind z.B. Hete-
rodimere, Wheat Germ Agglutinin (WGA) ein Homodimer, ConA ein Homotetramer (Quiocho, 1986)
und Astragalus membranaceus Lectin (AML) ein Monomer (Yan et al, 2010). Die Zuckerbindestelle
vermittelt nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip die Spezifitdt der Bindung liber Wasserstoffbricken-
Netzwerke. Bei der Bildung des Zucker-Protein-Komplexes werden Wassermolekiile von polaren
Gruppen in der Bindetasche am Protein und um den Zucker verdridngt. Stattdessen werden neue
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Zucker und Protein gebildet und van-der-Waals-Krafte
kommen zum Tragen (Quiocho, 1986). Lektine spielen eine wichtige Rolle bei Zellagglutination, Toxi-
zitat, Antiproliferations- und Antitumoreffekten und kénnen antifungal, antiviral etc. wirken (Yan et
al., 2010). Seitdem Lektine gut verfligbar sind, finden sie vielfaltige Anwendungen in der Medizin und
Biologie. Sie wurden eingesetzt, um Rote Blutkérperchen zu typisieren (Nakajima et al., 1988), als
Mitogene (Licastro et al., 1991), um Kohlenhydrate auf Zelloberflichen zu untersuchen (Clark, 1991),
zur Reinigung von Glykoproteinen (Delanghe et al., 1989) etc. Unterschiedliche Lektine besitzen ver-
schieden Zuckerspezifitaiten. ConA aus Canavalia ensiformis (L.) DC. ist a-D-Mannose- und a-D-
Glukose-spezifisch, Wheat Germ Agglutinine (WGA) aus Triticum vulgaris N-Acetylglucosamin-
spezifisch, Jacalin aus Artocarpus integrifolius L.f. Milibiose und Methyl-a-D-Galactopyranose-
spezifisch und Ricin aus Ricinus comunis L. B—D-Galactose-spezifisch (Kennedy et al., 1995).

Eine eigene Lektinfamilie bilden die Leguminosen-Lektine. Die Vertreter dieser Gruppe zeigen sehr
verschiedene Zuckerspezifitdten trotzdem ihre Sequenzen hoch konserviert sind. Im allgemeinen
bestehen alle Monomere aus drei B-Faltblattern: einem B-Faltblatt aus sechs Strangen, einem aus
sieben und einem aus flnf Strangen. Sie bilden zunachst Dimere aufgrund der Assoziation von zwei
der 6-strangigen pB-Faltblattstrukturen im Monomer. Das Ergebnis ist ein einziges, groRes,
12-strangiges B-Faltblatt. Dieser als kanonisch angesehenen Struktur folgen jedoch nicht alle Lektine

der Leguminosen-Familie, wie die Beispiele Erythrina corallodendron L. und Griffonia simplicifolia
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(DC.) Baill. zeigen. Bei allen Lektinen dieser Gruppe ist die Bindung von Kohlenhydraten abhangig von
einem Ca®*- und einem weiteren Metall-lon. Die Metallionen-Bindestellen sind in der Leguminosen-

Gruppe hoch konserviert.

ConA ist ein homoterameres Protein, dass vor allem in den sich entwickelnden Kotyledonen der
Jackbohne Canavalia ensiformis (L.) DC.) gebildet wird und eine wichtige Rolle beim Anlegen von
Proteinreserven spielt. Zunachst findet die Translation eines , Precursor“-Proteins am rauen Endop-
lasmatischen Reticulum (ER) statt. Der Precursor wird durch das ER/Golgi-Systems transportiert, wo-
bei er eine Glykosyierung erfahrt. Das Endprodukt heildt Pro-Concanavalin A, ist kuppel-oder hauben-
formig, 42x40x39 A groR und hat eine Molekularmasse von 34 kDa (Herman et al., 1985). Im Folgen-
den lokalisieren die Precursorproteine in Proteinkérperchen (Herman & Shannon, 1984), die, als zum
vakuoldren Kompartiment gehoérend, schlielllich Protein-Speichervakuolen bilden kdnnen. Beide
Strukturen sind spezielle membran-umhiillte Speicherorganellen in Kotyledonen, in denen Speicher-
proteine akkumulieren. Die Kohlenhydratkette vom Oligomannose-Typ am proConA ist wesentlich
fur den Transport der Proteine durch die einzelnen Stationen des ER/Golgi-System und zu den Pro-
teinkdrperchen (Faye & Chrispeels, 1987). Das proConA wird in den Proteinkdrperchen durch zwei
endoproteolytische Eingriffe posttranslational modifiziert. Ein kleiner Teil der Aminosduresequenz im
Zentrum des proConA wird ,ausgeschnitten”. Das ist der Teil, der auch die Kohlenhydratseitenkette
enthalt. Die beiden resultierenden Stiicke werden in einem Ligationsschritt wieder zusammengefigt.
Die Aminosaduresequenzen von ConA und proConA sind jedoch nicht colinear, da die beiden Frag-
mente in einer anderen Anordnung zusammengefligt werden. Erst dieses nicht-glykosylierte ConA
von 30 kDa stellt die gereifte Version des ConA dar (Chrispeels, 1986). Min et al. fanden jedoch her-
aus, dass auch die deglykosylierte Form des proConA funktional ist. D.h., die Transposition der Ami-
nosaurekette vor der Religation ist nicht notwendig, um ein aktives Lektin zu erhalten (Min et al.,
1992). Bei ConA komplexiert das Ca’*-lon mit den Aminoséuren Aspl0, Asp1l9, Tyrl2, Arg 228 sowie
zwei H,0-Molekiilen, welche tber Wasserstoffbriicken an Asn14 und Asp208 gebunden sind. Das
zweite Metallion ist ein Mn**, welches ebenfalls tber Asp10 und Aspl19 und lber die Aminosauren
Glu8 und His24 und zwei H,0 komplexiert ist. Ohne die Metallionen ist das Monomer teilweise ent-
faltet; man spricht dann von der ,,unlocked“-Konformation im Gegensatz zur ,locked“-Konformation
mit gebundenen Metallionen. In der meatallionenfreien Variante befinden sich dennoch 10% der
ConA-Proteine in der ,locked“-Konformation. In Anwesenheit von hohen Konzentrationen an Man-
nose steigt der Prozentsatz (Brown et al., 1982). Die ,,locked”- und ,,unlocked“-Konformationen wer-
den daher als im Gleichgewicht befindlich angesehen, wobei hohe Mannose-Konzentrationen das
Gleichgewicht auf die Seite der ,locked“-Konformation verschieben. Denselben Effekt haben Calcium

und, weniger stark ausgepragt, Mangan und Cadmium. Sie stabilisieren die ,locked“-Konformation,
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was mit einer trans- zu cis-Isomerisierung der Peptidbindung von Ala207 und Asp208 einhergeht. Van
Dongen und Heck zeigten, dass auch das metallionen-freie apo-ConA spezifische Zuckerbindungen
eingehen kann (van Dongen & Heck, 2000). ConA liegt oberhalb von pH 7 als Tetramer vor und un-
terhalb von pH 5 als Dimer (McCubbin & Kay, 1971). Das Tetramer wird gebildet, in dem zwei Dimere
Uber ihr 12-stréngiges B-Faltblatt assoziieren (Reecke et al., 1975). ConA bindet spezifisch an manno-
se- oder glukosehaltige Kohlenhydrate. Besonders hohe Affinitdt besteht zu 3,6-di-O-(a-D-

mannopyranosyl)-D-mannose-Kernstrukturen (van Dongen & Heck, 2000).

1.4.3 Mannan und Mannose

Mannan ist neben Chitin, Galactanen und Glucanen ein komplexes Poly-
saccharid, das in den Zellwanden von Pilzen vorkommt. Ein Hauptbestand-
teil pilzlicher Zellwande wurde 1888 von Emil Fischer entdeckt: die Man-

nose (Abb. 1.10). Polysaccharide mit Mannose-Einheiten sind seit den

1890er Jahren bekannt. Der Nobelpreistrdager von 1937, Sir Walter Nor-

Abb.1.10: Mannose

man Hayworth, beschrieb die Hefe-Zellwand als aus Mannose bestehend.

Tatsdchlich kommen aber auch andere Zucker vor wie Glucose, Galactose, N-Acetylglucosamin und
manchmal Rhamnose. Sie sind als Monosaccharide in Polysacchariden verbaut wie Mannan, Glucan,
Chitin, Galactomannan, Glucomannan, Rhamnomannan und Phosphomannan. Auch finden sich Gly-
coproteine mit Zuckerseitenketten von enormer Vielfalt in den Zellwdnden. Saccharomyces cerevi-
siea Meyen ex E.C. Hansen, die Backerhefe, besitzt eine breite Palette an Glycokonjugaten wie z.B. Prote-
ine, die N- oder O-glykosidisch gebundenes Mannan tragen. O-glykosidisch gebundenes Mannan ist
an einen Serin- oder Threonin-Rest angehadngt, wahrend N-glykosidisch gebundenes Mannan an As-
paragin gebunden ist. Nur wenige Glykolipide kommen in den Zellwdnden von S. cerevisiae vor und
liegen als Mannosyl-Inositol-Phosphorylceramid (MIPC) vor. Auch durch Glycosylphosphatidylinositol
(GPI) auf der Zelloberflache verankerte Glycoproteine besitzen Mannose-Einheiten.

Studien an u.a. Trypanosoma brucei (Fergusson et al., 1988) und dem Glykoprotein Thy-1 im Ratten-
hirn (Homans et al., 1988) zeigten, dass es im GPIl-Anker eine unter Eukaryoten hoch konservierte
Kernstruktur gibt. Die Struktur verbindet den C-Terminus eines Proteins mit der Lipideinheit. Wie in
Abb. 1.11 dargestellt, enthalt die Struktur von GPIl-Ankern in dieser Kernstruktur ebenfalls Mannose
(Man)-Einheiten (Fankhauser et al., 1993). Die konservierte Kernstruktur besteht aus Ethanolamin-
phosphat, vier bis finf Mannose-Einheiten (M-1 bis M-5) und myo-Inosit (myolnositol), das an die
mannose-enthaltende Struktur gebunden ist. An letzterem bindet Uber eine Phosphatbriicke ein
Lipid in Gestalt eines Diacylglycerols bzw. eines Ceramids. Der flinfte Mannose-Rest fehlt in 80% der

GPI-Anker.
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Abb. 1.11: Struktur von GPI-Ankern bei S. cerevisiea. Die konservierte Struktur besteht aus Etha-
nolaminphosphat, welches (ber den C6-Kohlenstoff von Mannose-Einheit M3 an
Manal-2Manal-6Manal-4GlcNal-6myo-Ins gebunden ist. Man - Mannose; myo-Ins - my-
o-Inosit; GIcN - Glucosamin; M1-M5 - Mannose-Einheiten. (Quelle: Fankhauser et al. 1993)

In die Zellwand eingebettete = Manno-Proteine sind wie folgt aufgebaut: Ein
N-Acetylglucosamin(GIcNAc)-Dimer ist N-glykosidisch an Asparagin gebunden. Daran ist das Manno-
seriickgrat aus al-6-gebundenen Mannose-Einheiten angefiigt. Von dem Riickgrat zweigen al1-2- und
al-3-verbundene Mannose-Seitenketten ab. Manche der Seitenketten verzweigen Uber Phospho-
diesterbriicken (Abb. 1.12). Mannane in Proteinen mit N-gykosidisch gebundenen Seitenketten sind
in der Art ihrer Verzweigungen und Lange sehr verschieden. Daneben gibt es auch Proteine an die
Mannoseketten O-glykosidisch an die Reste der Aminosduren Serin oder Threonin gebunden sind.
Bei dieser Variante bleiben die Mannose-Strukturen in ihrer Komplexitdt, Heterogenitat und Lange

deutlich hinter denen von N-glykosidisch gebundenen zurilick (Cummings & Doering, 2009).

Abb. 1.12: Struktur von Mannan-Seitenketten an Proteinen. Asn — Asparagin; ax/Bx — Bezeich-
nung der glykosidischen Verbindung. (Quelle: Cummings & Doering, 2009)
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1.4.4 Prinzip des ConA-SAv/Mannan-Systems

Durch die Fusion der Proteine ConA und SAv zu ConA-SAv und der Etablierung von Mannan-OF kann
das Problem der orientierten Antikérperimmobilisierung und der Regeneration von OF elegant gelost
werden. Das Prinzip ist in Abb. 1.13 dargestellt. Auf einer mannanfunktionalisierten OF (oben) wird
im ersten Schritt das ConA-SAv immobilisiert (rechts), indem der ConA-Teil an Mannan bindet. Im
nachsten Schritt wird ein biotinylierter Antikdrper am ConA-SAv gebunden (unten). ConA-SAv fun-
giert hier nun als Linkerprotein zwischen einer Mannan-OF und einem biotinyliertem Antikdrper. Die
Orientierung des Antikorpers auf der OF ist im Vergleich zu adsorptiv an OTS-OF gebundene Antikor-
per weniger zufallig. Im nachsten Schritt wird eine Probe mit einem potentiellen Analyten appliziert

(links). Befindet sich ein Analyt in der Probe, wird er gebunden.

— e e~ e B cona-sav

" 9

Regenerations-
Losung

@l L in B s i J
® = y
Analyt

Abb. 1.13: Prinzip des ConA-SAv/Mannan-Systems. Erlduterungen s. Text.

X bAB

Alle anderen Probenkomponenten werden durch Waschschritte mit Puffer weggespilt. Nun soll mit
einer Regenerationslosung das Konstrukt aus ConA-SAv/bAK/Analyt von der OF gel6st werden. Als
Regenerationsreagenzien bieten sich thermodynamisch begiinstigte Monosaccharide wie
a-Methylmannopyranosid an. Die OF sollte dann wieder fiir ein neues Experiment zur Verfliigung

stehen (oben).

41



2 | GEBEN SIE DEN DOKUMENTTITEL EIN

2. Fragestellung

In dieser Arbeit werden die drei Probleme der Biosensorik behandelt, die in den Kapiteln 1.2.1, 1.2.2
und 1.2.3 herausgearbeitet worden sind. Die Thematik der Antikérper-Immobilisierung und
Regeneration der OF wird zusammen behandelt wahrend der Ganzellbiosensorik ein eigenes Kapitel

zukommt. Die Ziele dieser Arbeit konnen wie folgt formuliert werden:

1. Getestet werden soll, ob sich die RIfS-Plattform in Gestalt des BIAffinity® von Analytik Jena
dazu eignet Ganzzellbiosensorik zu betreiben. Wegen der theoretischen Limitierung des
Messbereichs auf die Hohendimension der Flusskandle wird erwartet, dass mit der RIfS-
Methodik bessere Ergebnisse resultieren als mit der SPR-Methodik. Die SPR-Methodik
erlaubt nur Messungen in einem Bereich von wenigen hundert Nanometern lber der OF.
Ivnitzky et al. geben in ihrem Review zu Ganzzellbiosensorik fiir SPR-basierte Methoden eine
Detektionsgrenze von 10°-10’ CFC/ml an, welches noch nicht reproduzierbar unterschritten
werden konnte (lvnitzky et al., 2000). Die Arbeiten sollen am Beispiel des klinisch relevanten
Bakteriums Legionella pneumophila durchgefiihrt werden. Im Erfolgsfall soll ein Legionellen-

Assay entwickelt werden.

2. Die Ziele im Zusammenhang mit der Problematik der orientierten Antikérperimmobilisierung
und der OF-Regeneration waren die Folgenden:

a. Die Technik zur Funktionalisierung von Oberflachen mit Mannan sollte von Gold-OF
(SPR) bzw. Mikroskopierdeckgldaschen (SPI) auf die RIfS-Glaschips Ubertragen
werden.

b. Auf diesen Oberflachen sollte die Funktionsfahigkeit des ConA-SAv-Fusionsproteins
nachgewiesen werden.

c. ConA-SAv sollte als Linkerprotein zwischen biotinylierten Antikérpern und einem
Analyten einerseits und der Mannan-OF andererseits etabliert werden.

d. Die Bindung des ConA-SAv/bAK/Analyt-Konstrukts zu Mannan sollte mit geeigneten
Regenerationsmitteln erreicht werden und zwar derart, dass die Mannan-OF wieder
verwendet werden konnte.

(Die Arbeiten verfolgten gleichzeitig ein weiteres Ziel: sie wurden im Rahmen des
,Multiprot“-Projekts (gefordert von der Arbeitsgemeinschaft industrieller
Forschungsvereinigungen , Otto von Guericke” e.V. (AiF)) durchgefiihrt und sollten den
,Proof of Principle” fir das ConA-SAv/Mannan-System liefern, um dieses anschlieRend auf

Polyethylen-Sinterkdrper zu (ibertragen (s. Kehrel et al., 2012).
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Die in der Arbeit verwendeten Materialien sind in Tab. 3.1 bis 3.8 samt Bezugsquelle und Hersteller-

angaben aufgefihrt.

3.1 Lésungsmittel

Losungsmittel Quelle Qualitat Zweck
Toluol Merck KGaA, for gas chromato- Silanisierung,
Darmstadt graphy SupraSoIv® Reinigung
Toluol Carl Roth GmbH & ROTISOLV 299,8%, Silanisierung,
Co., Karlsruhe GC Ultra Grade Reinigung
Methanol Carl Roth GmbH & | ROTISOLV® 299,98%, | Reinigung
Co., Karlsruhe Ultra LC-MS
Aceton hausintern technisch Reinigung
Aceton Merck KGaA, for gas chromato- Reinigung
Darmstadt graphy, SupraSoIve®
Wasser (ddH,0) Heraeus GmbH, doppelt destilliert (in Losungsmittel,
Hanau Wasserbidestillier- Reinigung
apparat Bl 4)
3.2 Chemikalien
Chemikalien Hersteller/Lieferant Qualitat
3-Aminopropyltriethoxysilan Sigma-Aldrich Co. LLC, 298%
Steinheim
Ammoniumperoxodisulfat Carl Roth GmbH & Co., 298 %
Karlsruhe
1,4-Butandioldiglycidylether (BDDG) Sigma-Alrdich Co. LLC, 295%
Steinheim
Calciumchloride Dihydrat Fluka (Sigma-Aldrich Co. 299,5%

(Caclzszzo)

Coomassie Brilliant Blue G250

LLC), Steinheim
Serva Feinbiochemie GmbH
& Co. KG, Heidelberg

Dextran Sigma-Aldrich Co. LLC, von Leuconostoc
Steinheim spp. (6 kDa)

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Co. LLC, anhydrous 2 99,9%
Steinheim,

di-Natriumhydrogenphosphat Dihyd- Merck KGaA, Darmstadt zur Analyse

rat

Ethanolamin Hydrochlorid Fluka (Sigma-Aldrich Co.
LLC), Steinheim
Sigma-Aldrich Co. LLC,

Steinheim

purum >98% (AT)

3-Glycidoxypropyldimethylethoxysilan 97%

Guanidinhydrochlorid Applichem GmbH, Darm-
stadt

Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.,

99%, BioChemica

Harnstoff 299,5%, p.a.

>99,5%, Buffer

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-
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ethansulfonsdure (HEPES)

Karlsruhe

Grade

Mannan

Sigma-Aldrich Co. LLC,
Steinheim

von Saccharomy-

ces cerevisiae

Manganese (1) chloride Tetrahydrate Fluka (Sigma-Aldrich Co. 299%
(MnCl,x4H,0) LLC), Steinheim
Methyl-a-D-mannopyranosid Fluka (Sigma-Aldrich Co. 299% (GC)

LLC), Steinheim

Natriumacetat

Riedel-de Haen

anhydrous, > 99,9
%

Natriumborhydrid

Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe

>97%, Granulat

Natriumborhydrid

Fluka (Sigma-Aldrich Co.
LLC), Steinheim

purum p.a. 296%
(gas volumetric)

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe

299,5%, p.a. ACS,
I1SO

Natriumdihdrogenphosphat Dihydrat

Fluka (Sigma-Aldrich Co.
LLC), Steinheim

purum p.a. crystal-
lized, 299% (T)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe

>99,5% fur die
Elektrophorese

Natriumhydroxid

hausinterne Quelle

Natriumtetraborat Decahydrat

Fluka (Sigma-Aldrich Co.
LLC), Steinheim

299.5%

N,N,N’,N’-
Tetramethylethylenediamine

Sigma-Aldrich Co. LLC,
Steinheim

BioReagent, sui-
table for electro-
phoresis, ~¥99%

PAGERuler Prestained Protein Ladder MBI Fermentas, St. Leon 10-170 kDA
Roth
Rotiphorese® Gel A Carl Roth GmbH & Co., A-30% Ac-
Karlsruhe rylamidlésung
B - 2 % Bisac-

rylamidlésung

Schwefelsaure

Fisher Chemicals AG,
Loughborough, UK

295%, analytical
reagent grade

3,3’,5,5'-tetramethylbenzidine (TMB)

Merck KGaA, Darmstadt

GR for analysis

Octadecyltrimethoxysilan

Sigma-Aldrich Co. LLC,
Steinheim,

technisch, 290%
(GC)

Triton X 100 (Alkylphenylpolyethyl-
englykol)

Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe

reinst

Tween® 20

Sigma-Aldrich Co. LLC,
Steinheim

cell culture tested

Wasserstoffperoxid

Sigma-Aldrich Co. LLC,
Steinheim

230%, TraceSE-
LECT Ultra, for

ultratrace analysis

Zitronensaure (2-hydroxypropane-
1,2,3-tricarboxylic acid)

(KMF Laborchemie)

98%

The Blocking Solution

CANDOR Bioscience GmbH,
Wangen

Keine Angabe
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Antikérper

Antigen

Lieferant

Details

Polyclonal Antibody to Rabbit
IgG [H&L]-HRP

(Kat.-Nr.: R1364HRP)
(Lot-Nr.: 22489)

Rabbit-1gG

Acris Antibodies
GmbH, Herford

Typ: sekundar
Klonalitate: polyklonal
Wirt: Ziege

Puffer: 0,02 M Kali-
uphosphat, 0,15 M Na-
triumchlorid pH 7,2 (mit
10 mg/ml BSA (IgG und
Protease-frei) und 0201%
(w/v) Gentamicinsulfat)

anti-Legionella pneumophila
Antibody
(Kat.-Nr.: ABIN237744)

L. pneumophila,
Serogruppe 1-12,
reagiert mit Antige-
nen ganzer Zellen

antikoerper-
online.de, Aachen

Typ: primar

Klonalitat: polyklonal
Wirt: Kaninchen
Puffer: 0,01 M PBS pH
7,2, 0,1% sodium azide

Polyclonal Antibody to
Concanavalin-A-HRP
(Kat.-Nr.: AP21430HR-N)
(Lot-Nr.: 20-783)

ConcanavalinA

Acris Antibodies
GmbH, Herford

Typ: primar
Klonalitat: polyklonal,
Wirt: Ziege,

Puffer: PBS pH 7,2;
Molares Verhaltnis:
Enzym/AK ~1,3

anti-Legionella pneumophila
antibody (Biotin)
(Kat.-Nr.:ABIN237746)

L. pneumophila Sero-
gruppe 1-12, reagiert
mit Antigenen ganzer
Zellen

antikoerper-
online.de, Aachen

Typ: primar

Klonalitat: polyklonal
Wirt: Kaninchen
Puffer: 0,01 M PBS, pH
7,2, 0,1% Natriumazid

anti-lg-fraction Antikorper
(Kat.-Nr.: ABIN400073)

Immunglobulin-
Fraktion

antikoerper-
online.de, Aachen

Typ: primar

Klonalitat: polyklonal
Wirt: Kanninchen
Puffer: 10 mM Natrium-
phosphat, 0,15 M Natri-
um-chlorid, pH 7,2,
0,05% Natriumazid,

anti-lgG b-Antikorper (Biotin)
(Kat.-Nr. ABIN375976)

Kaninchen-
Immunglobuline (IgM
und IgG)

antikoerper-
online.de, Aachen

Typ: sekundar
Klonalitat: polyklonal
Wirt: Ziege

Puffer: 0,1 M Boratpuf-
fer, pH 8,2

Polyclonal antibody to
Mouse IgG(H&L)-HRP
(Kat.-Nr.: R1253HRP)
(Lot-Nr.: 23976)

Maus-IgG ganzes
Molekiil

Acris Antibodies
GmbH, Herford

Typ: sekundar
Klonalitat: polyklonal
Wirt: Rabbit

Puffer: 0,02 M Kaliump-
hosphat, 0,15 M NaCl,
pH 7,2, mit 0,01% (w/v)
Gentamicinsulfat, 10
mg/ml BSA,

anti-Fibrinogen-Antikorper
(Biotin)
(ABIN457984)

Humanes Fibrinogen

antikoerper-
online.de, Aachen

Typ: primar
Klonalitat: polyklonal
Wirt: Ziege

Puffer: PBS pH 7,2

45




3 MATERIAL UND METHODEN

molares Verhaltnis Bio-
tin/IgG ~ 4,4

Monoclonal Antibody to
Streptavidin — Purified
(Kat.-Nr.: AM09035PU-N)
(Lot-Nr.: A1211901)

Rekombinantes
Streptavidin (25-183
aa) aus E. coli

Acris Antibodies
GmbH, Herford

Typ: primar

Klonalitat: monoklonal
Wirt: Maus

Puffer: PBS, pH 7,4,
0,09% Natriumazid

serogruppe 1, Phila-
delphia & Corby

LeglG3 L. pneumophila FzmB GmbH, Bad Typ: primar
serogruppe 1, Phila- Langensalza Klonalitat: monoklonal
delphia & Corby Wirt: Maus

Puffer: PBS pH 7,3
Charge: 09.02.2012
LeglE6 L. pneumophila FzmB GmbH, Bad Typ: Primar-AK

Langensalza

Klonalitat: monoklonal
Wirt: Maus

Puffer: PBS pH 7,3
Charge: 07.03.2012

Polyclonal Antibody to LSD-Ig
Fraction

(Kat.-Nr.: AP09743PU-N)
(Lot.-No: RS243-P11)

LSD-BSA-Konjugat

Acris Antibodies
GmbH, Herford

Typ: Primar-AK
Klonalitat: polykinal
Wirt: Schaf

Puffer: 20 mM Phosphat,
150 mM NaCl, pH 7,2,
0,09% Natriumazid

3.4 Andere Proteine

Protein Quelle Lieferant Details
ConcanavalinA Concanavalia Sigma-Aldrich Co. LLC, Type V
ensiformis Steinheim

Streptavidin

Streptomyces avidinii

Prozyme, USA

Protein A

Staphylococcus au-
reus

Sigma-Aldrich Co. LLC,
Steinheim

Persea americana-Lektin

Persea magnifera

EY Laboratories Inc.,
San Mateo, USA

Fibrinogen

humanes Plasma

antikoerper-online.de,
Aachen

0,1 M Natriumcitrat, 0,1
M Natriumphoshat, pH
7,3,

BSA (bovine serum al-

from bovine serum

Merck KGaA, Darmstadt

albumin fraction V, for

bumin), biochemistry
ConA-SAv AK Keusgen in PBS, pH 7,3
3.5 Puffer/Losungen

Puffer/Losungen Zusammensetzung Herstellung

PBS (phosphate buffered saline);
30 mmol/l Phosphat, 120 mmol/I

NaCl; pH 7,3

7,01 g NaCl + 4,27 g Na,HPO4x2H,0 +
0,94 g NaH2PO4XH20

900 ml vorbereiten, pH-Wert mit
NaOH einstellen und auf 1 L Puf-

fer auffiillen, 0,2 um-steril filtriert
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Substratpuffer pH 5,5

0,1 M Natriumacetat

Lektin-Puffer (PBS);
0,01 mol/I; 0,015 mol/l NaCl;
pH 7,3

78 mg NaH,P0O4x2H,0 + 89 mg
Na,HPO4x2H,0 + 87,66 mg NaCl

Jeweils 50 ml der 0,01mol/I
NaH,PO, und der 0,01 mol/I
Na,HPO4 zusammengeben.

0,2 M Borat-Puffer;
pH 10

50 mmol/l Natriumtetraborat-
Decahydrat;

mit 1 M NaOH auf pH 10

HEPES 2 (H2)

20 mmol/I HEPES
+5,5% (v/v) Glycerol
+ 325 mmol/I NaCl

+ 5 mmol/l MnCl,

+ 5mmol/I CaCl,

pH 6,8

mit 1M NaOH auf pH 6,8

HEPES 3 (H3)

25 mmol/I HEPES

+ 500 mmol/I NaCl

+ 1 mmol/l MnCl, ???
+ 1 mmol/I CaCl,???
pH 6,8

mit 1M NaOH auf pH 6,8

1 M Ethanolamin-Lésung

1,951 g EthanolaminxHCI + 20 ml
ddH,0

pH mit NaOH (2 mol/l) auf 8,5
einstellen. Mit der Stamml&sung
eine 0,1 mol/l Lésung herstellen

Tab. 3.6: Instrumente

Instrument Zweck Hersteller Details

Multiskan EX ELISA-Platten Reader Thermo Scientific, Schwerte

Costar 3595 96-well culture cluster Corning Incorporated (via (Flat bottom)
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Hera Safe Cleanbench Thermo Scientific, Schwerte

Hereaus Picol7 Zentrifuge Thermo Scientific, Schwerte

Titramax 101

Plattenschiittler

Heidolph Instruments
GmbH & Co.KG, Schwabach

HTM130

Heizblock

HLC

Ofen

Memmert GmbH + Co.KG,
Schwabach

Pipetten Research

Eppendorf AG, Hamburg

10 pl, 20 pl, 100 pl,
200 pl, 1000 pl, 5000 pl

Sonorex

Ultraschallbad

BANDELIN electronic GmbH
& Co. KG, Berlin

35 kHz

Electronicriihrer POLY15 | Magnetrihrer Variomag, Daytona Beach,

USA
BIAffinity RIfS Analytik Jena AG, Jena Prototyp
BIAffinity RIfS Analytik Jena AG, Jena Nullserie Generation 1
BIAffinity RIdS Analytik Jena AG, Jena Nullserie Generation 2
CP225D-0OCE Feinwaage Satorius AG, Gottingen

NanoWizard™

Atomic Force Microscop
(AFM)

JPK Instruments, Berlin

NSC 16 AIBS AFM cantilevers Micromasch, Estonia Ultra sharp tips
(Spitzenradius <
10 nm), Lange 125 pum,
Federkonstante 36 N/m
Hitachi S-510 Rasterelektronenmikroskop
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SmartSpec 3000

Photometer

Bio-RadLaboratories GmbH,
Minchen

Zellzahlbestimmung

Mini-PROTEAN® Tetra

Elektrophorese-Kammer

Bio-RadLaboratories GmbH,
Minchen

Puffer-Filtrierungs-Gerat VWR International GmbH, 1000 ml

Darmstadt

KNF Laboport Vakuumpumpe KNF Neuberger GmbH,
Freiburg i.B.

Lab 850 pH-Meter Schott AG, SI Analytics
GmbH, Mainz

Tab. 3.7: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Bezeichnung Hersteller/Lieferant Anmerkungen

Prazisionswischticher

KIMTECH Science

Kimberly-Clark Professional

fusselfrei

Filtervorsatz

CHROMAFIL® PET-45/25

Macherey-Nagel GmbH &
Co. KG, Diren

Vorsatz fir Spritze

Spritzen + Kanllen

NORM-JECT 5 ml (6 ml)

Henke Sass Wolf, Tuttlin-
gen

Spritzen + Kanllen

NORM-JECT 1 ml

Henke Sass Wolf, Tuttlin-
gen

unbehandelte Glaschips

Analytik Jena AG, Jena

Mikrotiterplatten fur

Costar 3590, 96Well

Sigma-Aldrich Co. LLC,

Mannan-Versuche EIA/RIA Plate, Flat Bottom Steinheim
without Lid, High Binding
Polystyrene
3.8 Software
Software Internetadresse
Origin 8 Pro kein Online-Tool
ProtParam http://web.expasy.org/protparam/

Outlier Calculator

http://graphpad.com/quickcalcs/grubbs1/

ACD/ChemSketch (Freeware)

Produktversion 12.01

http://www.acdlabs.com
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3.2 Methoden

3.2.1 Oberflaichenmodifikationen

3.2.1.1 OF-Modifikation mittels 3-Octadecyltrimethoxysilan (OTS-Chips)

Das verwendete Protokoll findet sich auch in der Dissertation von Dr. Saikat D. Mazumdar (AK Keus-
gen). Im Lauf der vorgelegten Arbeit wurden einige Modifikationen vorgenommen, die im nachfol-
genden Protokoll beriicksichtigt worden sind.

1. Jeweils 5 Glaschips wurden in einer extra angefertigten Teflonhalterung positioniert, so dass je-
weils ein Steckplatz zwischen den Chips frei war. Die Chips wurden samt Halterung in einen Farbe-
trog mit Aceton Uberfiihrt und fiir 10 min im Ultraschallbad gereinigt. Danach wurden die Chips in

der Halterung unter einer Cleanbench getrocknet.

Anmerkung: Zunachst wurde mit technischem Aceton gearbeitet; spater wurde zu Aceton fiir Gas-

chromatographie gewechselt (siehe Anmerkungen bei den entsprechenden Versuchen).

2. Die Chips wurden in einer anderen Teflon-Halterung in 40 ml NaOH (6 mol/I) Giber 2 min in einem
Ultraschallbad inkubiert. (Sie wurden in eine neue Halterung Uberfiihrt, damit keine Aceton-Reste in
die NaOH-L6sung Uberfihrt werden.)

3. AnschlieBend wurden die Chips durch viermaliges Waschen in 100 ml ddH,0 fiir 2 min in einem
Ultraschallbad von NaOH-Resten befreit.

4. Dann folgte die Inkubation der Chips in 40 ml Piranha-Lésung (24 ml H,SO,4 (95%) + 16 mL H,0,
(30%)) Gber 30 min in einem Ultraschallbad.

5. Reste von Piranha-Losung wurden durch viermaliges Spilen der Chips in 100 ml ddH,0 fir 2 min in
einem Ultraschallbad entfernt.

6. Reste von ddH,0 wurden durch dreimaliges Spilen der Chips samt Halterung in jeweils 40 ml Me-
thanol (fir Gaschromatographie) fir jeweils 2 min entfernt.

7. Reste von Methanol wurden durch dreimaliges Spilen der Chips samt Halterung in jeweils 40 ml
Toluol (fiir Gaschromatographie) fir jeweils 2 min entfernt.

8. Die Chips wurden dann in Zentrifugenglaser, befillt mit jeweils 6 ml 1%-iger (m/m)
3-Octadecyltrimethoxysilan-Lésung (technisch, 290%) in Toluol (fir Gaschromatographie), tUberfiihrt
und fir 6 h (RT, Schittler 300 rpm) inkubiert.

9. Reste von 3-Octadecyltrimethoxysilan wurden durch dreimaliges Spilen der Chips samt Halterung
in jeweils 40 ml Toluol (fir Gaschromatographie) fir jeweils 2 min entfernt (Schittler, 250 rpm).

10. Reste von Toluol wurden durch dreimaliges Spilen der Chips samt Halterung in jeweils 40 ml
Methanol (fiir Gaschromatographie) fir jeweils 2 min entfernt (Schittler, 250 rpm).

11. Reste von Methanol wurden durch dreimaliges Sptilen der Chips samt Halterung in jeweils 100 ml

ddH,0 fir jeweils 2 min entfernt (Schittler, 250 rpm).
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12. Die Chips wurden anschlieRend aus der Halterung mittels einer Pinzette entnommen. Sie wurden
mit der , dicken” Glasseite (s. 3.2.4.1) nach oben auf zuvor mit Aceton gereinigten Mikroskopierob-
jekttragern positioniert, welche zuvor in einem verschlieBbaren SchutzgefaR deponiert wurden. In
dieser Anordnung wurden sie in einem Ofen bei 220°C fir 15 min erhitzt.

Nach 15 min wurden die Chips in dem Schutzbehalter aus dem Ofen entnommen und zur Abkihlung
unter die Cleanbench gestellt. Zur Lagerung empfiehlt sich ein verschlieRbarer Rundkolben aus Glas
unter der Cleanbench. Die Chips sollten stets mit der , dicken” Seite (s. 3.2.4.1) nach oben gelagert
werden und sollten sich nicht Gberlappen. Sichtbare Fussel kdnnen im Folgenden mit reiner Druckluft

aus der Dose entfernt werden. Das Reaktionsschema ist bildlich in Abb. 3.1 dargestellt.

220% +x H,O

K RI-OH /¢ H,0

Abb. 3.1 Reaktionsschema OTS-Funktionalisierung. Linke Seite -
Zustand der OF nach Schritt 7 (aktivierte OF)

Im urspriinglichen Protokoll sind der erste Reinigungsschritt mit Aceton und das Erhitzen im Ofen bei

220 °C nicht enthalten sind:

3.2.1.2 Mannan I: , Klassische“ Mannan-Funktionalisierung von APTES-Chips

1. Die Chips wurden in einer Halterung platziert und in 40 ml NaOH (6 mol/l) Gber 2 min in einem
Ultraschallbad inkubiert.

2. NaOH-Reste wurden durch 4-maliges Waschen in 100 ml ddH,0 fiir 45 s in einem Ultraschallbad

von den Chips entfernt.
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3. Anschliefend wurden sie 30 min in 40 ml Piranha-Losung (24 ml H,SO,4 (95%) + 16 mL H,0,(30%))
in einem Ultraschallbad inkubiert.

4. Reste der Piranha-Lésung wurden durch 4-maliges Waschen der Chips in 100 ml ddH,0 fir je 60 s
in einem Ultraschallbad entfernt.

5. ddH,0-Reste wurden durch 3-maliges Waschen fiir je 60 s in 40 ml Methanol (fir Gaschromato-
graphie) in einem Ultraschallbad entfernt.

6. Methanol-Reste wurden von den Chips durch 3-maliges Waschen fiir je 60's in 40 ml Toluol (fiir
Gaschromatographie) in einem Ultraschallbad entfernt.

7. Die Chips wurden fur 6 h in je 6 ml einer 1%-igen (m/m) APTES-Losung (298%) in Toluol (fir Gas-
chromatographie) bei Raumtemperatur auf einem Schittler (350 rpm) inkubiert. Die APTES-LAsung
wurde zuvor mit PTFE-Filtern gefiltert, um eventuelle Polymerisierungsprodukte auszuschlieBen.

8. Uberschiissiges APTES wurde durch 3-maliges Waschen fiir je 60 s in 40 ml Toluol (fir Gaschroma-
tographie) entfernt. Dabei wurden die Chips mit einer Pinzette gehalten und hin und her ge-
schwenkt.

9. Toluol-Reste wurden durch 3-maliges Waschen fir je 60s in 40 ml Methanol (fir Gaschromato-
graphie) entfernt. Dabei wurden die Chips mit einer Pinzette gehalten und hin und her geschwenkt.
10. Methanol-Reste wurden durch 3-maliges Waschen fiir je 60 s in 100 ml ddH,0 entfernt. Dabei
wurden die Chips mit einer Pinzette gehalten und hin und her geschwenkt. Das Resultat dieser Schrit-

te ist im Reaktionsschema in Abb. 3.2 illustriert.

+ nHO_ 0./

Abb. 3.2: Reaktionsschema APTES an aktivierter Glasoberfldche.

11. Die Chips wurden ungetrocknet in Schnappdeckelglaschen mit je 6 ml BDDG-LOsung
(3ml/10ml 1,4 Butandioldiglycidylether (BDDG, 295%) in 0,2 mol/l Boratpuffer pH 10 + 6 mg/ml
NaBH, ((296%)) Gberfihrt und 12 h bei Raumtemperatur auf einem Schiittler (350 rpm) inkubiert.

12. Danach wurde ungebundenes BDDG durch 3-maliges Reinigen fiir je 60s in 100 ml ddH,0 von
den Chips entfernt. Dabei wurden die Chips mit einer Pinzette gehalten und hin und her geschwenkt.
Das Resultat dieser Schritte ist im Reaktionsschema in Abb. 3.3 dargestellt.

13. Anschliefend wurden die Chips 24 h in Schnappdeckelgldschen, befillt mit je 6 ml Mannan-
Lésung (5 mg/ml Mannan in 0,2 mol/l Boratpuffer pH 10), bei Raumtemperatur auf einem Schittler
(350 rpm) inkubiert. Die Mannan-L6sung wurde zuvor mit einer Spritze mit PET 45/25-Filter gefiltert,

um grofRere unldsliche Anteile aus der Losung zu entfernen.
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Abb. 3.3: Reaktionsschema BDDG an APTES-funktionalisierter Glasoberflache nach Mannan I-Protokoll.

14. Ungebundenes Mannan wurde durch 3-maliges Reinigen der Chips fiir je 60 s in 100 ml ddH,0
entfernt. Dabei wurden die Chips mit einer Pinzette gehalten und hin und her geschwenkt. Das Resul-

tat dieser Schritte ist im Reaktionsschema in Abb. 3.4 dargestellt.

I — 0 s} ~7
—0— NH ‘T[‘H o
+ [ M
OH 0 HO™
o MH_ 1 P N -,
- 0 VAN
1 J -
S
24 h, RT
M 0
g O-. ~ s ‘r"/ 07
o—si \ NH r OH
) OH
s}
/ OH
Ho— MH L -
| 0. . - s o
= (]

Abb. 3.4: Reaktionsschema Mannan an APTES/BDDG-funktionalisierter Glasoberfliche.

15. Die Trocknung und Lagerung der Chips erfolgte im Exsikkator unter Vakuum.

3.2.1.3 Mannan Il: Protokoll zur Mannan-Funktionalisierung von APTES-Chips

1. Jeweils 5 Glaschips wurden so in einer Teflonhalterung platziert, dass jeweils ein Steckplatz in der
Halterung frei blieb. Die Halterung samt Chips wurde zur Reinigung in einen Farbetrog mit Aceton
(fiir Gaschromatographie) tGberfiihrt und fiir 10 min in ein Ultraschallbad gestellt. Danach wurden die

Chips in der Halterung unter einer Cleanbench getrocknet.
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2. Die Chips wurden in eine neue, trockene der Halterung tberfihrt und in 40 ml NaOH (6 mol/l) fir
2 min in einem Ultraschallbad inkubiert.

3. NaOH-Reste wurden durch 4-maliges Waschen in 100 ml ddH,0 fiir je 2 min in einem Ultraschall-
bad von den Chips entfernt.

4. AnschlieBend wurden sie fiir 30 min in 40 ml Piranha-Losung (24 ml H,SO,4 (95%) + 16 mL H,0,
(30%)) in einem Ultraschallbad inkubiert.

5. Reste der Piranha-Lésung wurden durch 4-maliges Waschen der Chips in 100 ml ddH,0 fir je 2 min
im Ultraschallbad entfernt.

6. ddH,0-Reste wurden durch 3-maliges Waschen fiir je 2 min in 40 ml Methanol (fir Gaschromato-
graphie) in einem Ultraschallbad entfernt.

7. Methanol-Reste wurden von den Chips durch 3-maliges Waschen fiir je 2 min in 40 ml Toluol (fur
Gaschromatographie) in einem Ultraschalbad entfernt.

8. Die Chips wurden fiir 6 h in je 6 ml einer 1%-igen (m/m) APTES-L6sung (298%) in Toluol (fiir Gas-
chromatographie) bei Raumtemperatur auf einem Schiittler (350 rpm) inkubiert.

9. Uberschiissiges APTES wurde durch 3-maliges Waschen fiir je 2 min in 40 ml Toluol (fir Gaschro-
matographie) auf einem Schiittler (350 rpm) entfernt.

10. Toluol-Reste wurden durch 3-maliges Waschen fiir je 2 min in 40 ml Methanol (fiir Gaschromato-
graphie) auf einem Schittler (350 rpm) entfernt.

11. Methanol-Reste wurden durch 3-maliges Waschen fiir je 2 min in 100 ml ddH,0 auf einem
Schittler (250 rpm) entfernt.

12. Die Chips wurden 2 h in einem ddH,0-Bad bei 40 °C inkubiert.

13. Die Chips wurden dem ddH,0-Bad entnommen. Das Restwasser wurde unter der Cleanbench mit
einem fusselfreien Tuch vorsichtig abgezogen. Nachdem sie auf Raumtemperatur abgekihlt waren,
wurden sie 40 min in einem verschlossenen GlasgefaR (mit der ,dicken” Seite nach oben; s. 3.2.4.1)
in einem Ofen bei 120 °C erhitzt. Das Resultat dieser Schritte ist im Reaktionsschema in Abb. 3.5 dar-

gestellt.

OH

/ 6 h, RT, r A
Fon Wasserbad 40°C (2 h) , -

N _ 0 Ofen 120°C (40 min)
+ nHO /wj

-~ JNH4
TS -x Et-OH

S

Abb. 3.5: Reaktionsschema BDDG an APTES-funktionalisierter Glasoberflache nach Mannan II-Protokoll.
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14. Die abgekiihlten Chips (RT, unter Cleanbench, verschlossenes GefaR) wurden anschliefend in
Zentrifugengldaser mit je 6 ml BDDG-Losung (3ml/10ml 1,4-BDDG (295%) in 0,2 mol/l Boratpuffer
pH 10 + 6 mg/ml NaBH, (96%)) Uberfihrt und fir 12 h bei Raumtemperatur auf einem Schittler
(350 rpm) inkubiert. (Die Zentrifugenglaser wurden mit Parafilm verschlossen. Damit das entstehen-
de H; entweichen konnte wurden sie mit einigen Lochern versehen.)

15. Danach wurde ungebundenes BDDG durch 3-maliges Reinigen fiir je 2 min in 100 ml ddH,0 auf
einem Schiittler (350 rpm) von den Chips entfernt. (Das Resultat dieser Schritte ist im Reaktions-
schema in Abb. 3.3 dargestellt.)

16. Anschliefend wurden die Chips 24 h in Schnappdeckelglaschen, befillt mit je 6 ml Mannan-
Losung (5 mg/ml Mannan in 0,2 mol/l Boratpuffer pH 10) bei Raumtemperatur auf einem Schittler
(350 rpm) inkubiert.

17. Ungebundenes Mannan wurde durch 3-maliges Reinigen der Chips fiir je 2 min in 100 ml ddH,0
auf einem Schuttler (350 rpm) entfernt. (Das Resultat dieser Schritte ist im Reaktionsschema in
Abb. 3.4 dargestellt.)

18. Die Trocknung und Lagerung der Chips erfolgte im Exsikkator unter Vakuum.

3.2.1.4 Mannan lllI: Protokoll zur Mannan-Funktionalisierung von APTES-Chips

1. Jeweils 5 Glaschips wurden so in einer Teflonhalterung platziert, dass jeweils ein Steckplatz in der
Halterung frei blieb. Die Halterung samt Chips wurde zur Reinigung in einen Farbetrog mit Aceton
(fiir Gaschromatographie) tGberfiihrt und fiir 10 min in ein Ultraschallbad gestellt. Danach wurden die
Chips und Halterung unter einer Cleanbench getrocknet. Die Chips wurden in einer Halterung plat-
ziert und in 40 ml NaOH (6 mol/l) Gber 2 min in einem Ultraschallbad inkubiert.

2. Die Chips wurden in eine neue, trockene Halterung Gberfiihrt und in 40 ml NaOH (6 mol/l) tber
2 min in einem Ultraschallbad inkubiert.

3. NaOH-Reste wurden durch 4-maliges Waschen in 100 ml ddH,0 fiir 2 min in einem Ultraschallbad
von den Chips entfernt.

4. AnschlieBend wurden sie 30 min in 40 ml Piranha-Losung (24 ml H,SO,4 (95%) + 16 mL H,0,(30%))
in einem Ultraschallbad inkubiert.

5. Reste der Piranha-Lésung wurden durch 4-maliges Waschen der Chips in 100 ml ddH,0 fir je 2 min
in einem Ultraschallbad entfernt.

6. ddH,0-Reste wurden durch 3-maliges Waschen fiir je 2 min in 40 ml Methanol (fir Gaschromato-
graphie) in einem Ultraschallbad entfernt.

7. Methanol-Reste wurden von den Chips durch 3-maliges Waschen fiir je 2 min in 40 ml Toluol (fir

Gaschromatographie, getrocknet) in einem Ultraschallbad entfernt.
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8. Die Chips wurden fiir 6 h in je 6 ml einer 1%-igen (m/m) APTES-Losung in Toluol (fiir Gaschromato-
graphie, getrocknet) bei Raumtemperatur auf einem Schittler (250 rpm) inkubiert.

9. Uberschiissiges APTES wurde durch 3-maliges Waschen fiir je 2 min in 40 ml Toluol (fir Gaschro-
matographie) auf einem Schiittler (250 rpm) entfernt.

10. Toluol-Reste wurden durch 3-maliges Waschen fiir je 2 min in 40 ml Methanol (fiir Gaschromato-
graphie) in einem Ultraschallbad entfernt.

11. Methanol-Reste wurden durch 3-maliges Waschen fiir je 2 min in 100 ml ddH,0 in einem Ultra-
schallbad entfernt.

12. Das Restwasser wurde unter einer Cleanbench mit Hilfe der Kapillarkriafte eines fusselfreien
Tuchs, welches an den Rand des Chips angelegt wurde, so weit wie moglich entfernt. Die Chips wur-
den dann in ein sauberes GlasgefaR mit Deckel positioniert (,,dicke” Chipseite nach oben; s. 3.2.4.1)
und 15 min in einem Ofen bei 220 °C erhitzt. Das Resultat dieser Schritte ist im Reaktionsschema in

Abb. 3.6 dargestellt.

OH

6 h, RT,
Ofen 220°C (15 min)

_ =
-x Et-OH

+ nHO. 0

. _NH;

L 0 |
] - v

HO'

Abb. 3.6: Reaktionsschema BDDG an APTES-funktionalisierter Glasoberflache nach Mannan IlI-Protokoll.

13. Nach der Inkubation im Ofen wurden die Chips im verschlossenen Glasbehalter unter der Clean-
bench gelagert, bis sie wieder Raumtemperatur erreicht hatten. Dann wurden sie in Schnappdeckel-
glaschen mit je 6 ml BDDG-Losung (3ml/10ml 1,4-BDDG (295%) in 0,2 mol/l Boratpuffer pH 10 +
6 mg/ml NaBH, (296)) Uberfihrt und 12 h bei Raumtemperatur auf einem Schuttler (250 rpm) inku-
biert.

14. Danach wurde ungebundenes BDDG durch 3-maliges Reinigen fiir je 2 min in 100 ml ddH,0 auf
einem Schiittler (250 rpm) von den Chips entfernt. (Das Resultat dieser Schritte ist im Reaktions-
schema in Abb. 3.3 dargestellt.)

15. AnschlieBend wurden die Chips 24 h in Schnappdeckelglaschen, befillt mit je 6 ml Mannan-
Lésung (5 mg/ml Mannan in 0,2 mol/l Boratpuffer pH 10), bei Raumtemperatur auf einem Schittler
(250 rpm) inkubiert.

16. Ungebundenes Mannan wurde durch 3-maliges Reinigen der Chips fiir je 2 min in 100 ml ddH,0
auf einem Schuttler (250 rpm) entfernt. (Das Resultat dieser Schritte ist im Reaktionsschema in

Abb. 3.4 dargestellt.)
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17. Die Trocknung und Lagerung der Chips erfolgte im Exsikkator unter Vakuum.

3.2.1.5 Mannan IV: Mannan-Funktionalisierung von OTS-OF

1. Jeweils 5 Glaschips wurden in einer extra angefertigten Teflonhalterung positioniert, so dass je-
weils ein Steckplatz zwischen den Chips frei war. Die Chips wurden samt Halterung in einen Farbe-
trog mit Aceton (fiir Gaschromatographie) tGberfihrt und fiir 10 min im Ultraschallbad gereinigt. Da-
nach wurden die Chips in der Halterung unter einer Cleanbench getrocknet.

2. Die Chips wurden in einer neuen Teflon-Halterung in 40 ml NaOH (6 mol/l) Giber 2 min in einem
Ultraschallbad inkubiert. Danach wurden sie in eine neue Halterung gesetzt, damit keine Aceton-
Reste in die NaOH-Losung Uberfiihrt werden.

3. AnschlieBend wurden die Chips durch viermaliges Waschen in 100 ml ddH,0 fiir 2 min in einem
Ultraschallbad von NaOH-Resten befreit.

4. Dann folgte die Inkubation der Chips in 40 ml Piranha-Lésung (24 ml H,SO,4 (95%) + 16 mL H,0,
(30%)) Gber 30 min in einem Ultraschallbad.

5. Reste von Piranha-Losung wurden durch viermaliges Spilen der Chips in 100 ml ddH,0 fiir 2 min in
einem Ultraschallbad entfernt.

6. Reste von ddH,0 wurden durch dreimaliges Spilen der Chips samt Halterung in jeweils 40 ml Me-
thanol (fir Gaschromatographie) fiir jeweils 2 min entfernt.

7. Reste von Methanol wurden durch dreimaliges Spilen der Chips samt Halterung in jeweils 40 ml
Toluol (fiir Gaschromatographie) fiir jeweils 2 min entfernt.

8. Die Chips wurden dann in Zentrifugenglaser, befillt mit jeweils 6 ml 1%-iger (m/m)
3-Octadecyltrimethoxysilan-Lésung (290%) in Toluol (fiir Gaschromatographie), Gberfihrt und fir 6 h
(RT, Schittler 300 rpm) inkubiert.

9. Reste von 3-Octadecyltrimethoxysilan wurden durch dreimaliges Spilen der Chips samt Halterung
in jeweils 40 ml Toluol (fir Gaschromatographie) fir jeweils 2 min entfernt (Schittler, 250 rpm).

10. Reste von Toluol wurden durch dreimaliges Spilen der Chips samt Halterung in jeweils 40 ml
Methanol (fiir Gaschromatographie) fir jeweils 2 min entfernt (Schittler, 250 rpm).

11. Reste von Methanol wurden durch dreimaliges Spiilen der Chips samt Halterung in jeweils 100 ml
ddH,0 fiir jeweils 2 min entfernt (Schittler, 250 rpm).

12. Die Chips wurden anschlieRend aus der Halterung mittels einer Pinzette entnommen. Sie wurden
mit der ,,dicken” Glasseite nach oben (s. 3.2.4.1) auf zuvor mit Aceton gereinigten Mikroskopierob-
jekttragern positioniert, welche zuvor in einem verschlieBbaren Schutzgefdll deponiert wurden. In

dieser Anordnung wurden sie in einem Ofen bei 220°C fir 15 min erhitzt.
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13. Nach 15 min wurden die Chips in dem Schutzbehalter aus dem Ofen entnommen und zur Abkih-
lung (bis Raumtemperatur) unter die Cleanbench gestellt. (Das Resultat dieser Schritte ist im Reakti-
onsschema in Abb. 3.1 dargestellt.)

14. Die Chips wurden dann fiir 24 h bei RT in Zentrifugenglaser gegeben, die zuvor mit je 6 ml einer
Mannan-Losung (5 mg/ml Mannan in 0,2 mol/l Boratpuffer pH 10) befillt worden waren und auf
einem Schittler (250 rpm) bei RT inkubiert.

15. Ungebundenes Mannan wurde durch 3-maliges Reinigen der Chips fiir je 2 min in 100 ml ddH,0
auf einem Schittler (250 rpm) entfernt.

16. Die Trocknung und Lagerung der Chips erfolgte im Exsikkator unter Vakuum.

Anmerkungen:
1. Achtung: Die mit NaOH und Piranha-Losung gereinigten Chips besitzen eine hohe Oberflachen-

energie und dirfen nun nicht mehr trocken fallen (d.h., sie missen stets vollstandig benetzt sein,
wenn sie aus der Piranha-Lésung genommen werden und in Kontakt mit der Umgebungsluft kom-
men; solche Phasen missen so kurz wie moglich gehalten werden), da es ansonsten zu Verunreini-

gungen der Oberflache durch Stoffe in der Umgebungsluft kommen kann.

2. Achtung: Die Reaktion von H,SO, und H,0, ist stark exotherm! Wasserstoffperoxid sollte zu Beginn
der Arbeiten aus dem Kiihlschrank genommen werden und unter Lichtabschluss auf Zimmertempera-
tur erwarmt werden. Die Schwefelsdure wurde stets im Farbetrog vorgelegt, die Halterung mit den
Chips hineingestellt und das Wasserstoffperoxid hinzugefiigt, indem es langsam an der Farbetrog-
wand herunterlaufen gelassen wurde.

3. Die verwendeten Zentrifugenglaser wurden zuvor selbst mit dem Silan beschichtet, mit welchem
gearbeitet wurde, damit im Beschichtungsprozess die Konzentration des Reagenzes nicht durch Ad-
sorption an die Zentrifugenglaswand verandert wird.

4. Die Qualitat der hydrophoben Modifikation ldsst sich beim langsamen Herausziehen der Chips aus
dem Wasser abschatzen. Ist der Chip vollig trocken, spricht dies fir hohe Qualitit. Bleiben Tropfen
erhalten, sollte man den Chip vorsichtig mit der Kante auf ein sauberes, fusselfreies Tuch klopfen.
Lasst sich das Wasser auch dadurch nicht entfernen, sollte der Chip verworfen werden. APTES-
funktionalisierte Chips dagegen sind nach dem langsamen Herausziehen aus dem Wasserbad be-
netzt.

5. Der Ofen sollte vor Schritt 9 eingeschaltet werden, damit er rechtzeitig auf die gewilinschte Tem-
peratur kommt (Dauer: etwa 20 min). Die Skala des Temperatureinstellknopfs ist bei dem verwende-
ten Ofen sehr ungenau. Die Temperatur wurde durch ein Thermometer kontrolliert, welches im In-

nenraum deponiert wurde.
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3.2.2 Legionellenkultivierung und -preparation

3.2.2.1 Legionella pneumophila-Zellen vom Institut fiir Hygiene und Umweltmedizin des UKGM,
Giefien (Leg1G)

Die Legionella pneumophila-Zellen wurden vom Institut fir Hygiene- und Umweltmedizin des Univer-
sitatsklinikums GieBen und Marburg GmbH unter der Leitung von Frau Dipl. Ing. Susanne Harpel an-
gezogen und zur Verfligung gestellt. Sie stammen aus einem lsolat aus Wasserproben, welches ge-
maRk TrinkwV 2001 (,,Verordnung lber die Qualitdt von Wasser fiir den menschlichen Gebrauch”) der
Bundesrepublik Deutschland gewonnen wurde.

Das Isolat wurde auf Legionella-GVPC-Selektivnahrbdden (zur Isolierung aus der Umwelt) der Firma
Oxoid aufgebracht und inkubiert. Die gewachsenen Zellen wurden von den Platten mit 10 ml NaCl
abgeschwemmt. Die Konzentration der Zellen wurde mittels einer Verdiinnungsreihe bestimmt. An-
schlieBend wurde 1 ml der Zellsuspension zur Inaktivierung in 9 ml einer 1 %-ige Thimerosal-Losung
gegeben und fiir 48 h bei 36 °C inkubiert. Die Zellen wurden fir 48 h eingefroren, wieder aufgetaut
und jeweils 0,5 ml-Proben der Suspension zur Kontrolle der Inaktivierung auf zwei GVPC-Platten auf-

getragen. Blieb das Wachstum aus wurden die Zellen fiir die Experimente verwendet.

3.2.2.2 Legionella pneumophila-Zellen vom Forschungsinstitut fiir Medizintechnik und Biotechnolo-
gie (FzZMB), Bad Langensalza (Leg1P)

Die L. pneumophila-Zellen der Serogruppe 1, Stamm Philadelphia wurden von Frau Andrea Helming
vom Robert-Koch-Institut bezogen. Die Legionellen wurden von Frau Helming wie folgt kultiviert:
BCYE-Agar: 10 g Hefeextrakt und 5 g N-(2-Acetamido)-2-aminoethansulfonsdure (ACES) wurden in
900 ml H,0 geldst und mit 1 M KOH auf pH 6,9 eingestellt. Dann wurden 2 g Aktivkohle und 15 g Agar
hinzugefligt und mit Wasser auf 980 ml aufgefiillt. Das Medium wurde in einem Autoklaven sterili-
siert und anschlieBend durch 10 ml sterilisiertes L-Cystein (40 g/L) und 10 ml Fe(lll)Nos (25 g/L) er-
ganzt. Die Platten wurden mit je 20 ml des Mediums gegossen und zum Entfernen von Schaumblas-
chen an der Oberflache abgeflammt. Unter einer Sicherheitswerkbank wurde auf jeder Platte je eine
Mikrobankkugel ausgestrichen und bei 37°C inkubiert, bis deutliches Zellteilungswachstum zu erken-
nen war. Die Zellen wurden mit 2 ml dH,0 von den Platten abgeschwemmt

Flissigmedium: 10 g Hefeextrakt und 10 g ACES wurden in 900 ml (einfach-) destillierten Wassers
(dH,0) geldst und mit 1 M KOH auf pH 6,9 eingestellt. Das Medium wurde in einem Autoklaven steri-
lisiert. AnschlieBend wurde das Medium durch 10 ml sterilisiertes L-Cystein (40 g/L) und 10 ml
Fe(lll)Nos (25 g/L) erganzt. Die Zellen wurden zunachst auf BCYE-Platten gezogen, mit einem Watte-
stabchen abgenommen und in H,0 Uberfihrt, bis eine optische Dichte von ODgyo>2 gemessen wer-

den konnte. Das Flissigmedium wurde mit 500 pl dieser Suspension inokuliert und bei 37°C auf einen
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Schittler bei 90 rpm inkubiert. Nach 24 Stunden wurde das Medium auf Falcon-Tubes aliquotiert und
bei 5000xg fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand mit Medium wurde verworfen wihrend das Zell-
pellet in sterilem Wasser resuspendiert wurde. Auflerdem wurde die Zellsuspension mit BSA-
blockierten TF112 Filterfritten zur Beseitigung von Agglomeraten filtriert.

Zur Inaktivierung der Zellen wurden zunachst 1 ml Zellsuspension mit 9 ml einer 1%-igen Thimerosal-
|6sung versetzt und fir 48 h bei 36°C inkubiert. AnschlieBRend wurden die Zellen fiir 48 h bei -20°C
eingefroren. Nach dem Auftauen wurden die Zellen 2-mal mit PBS gewaschen, indem sie bei 5000*g
far 10 min zentrifugiert und anschliefend die Pellets mit PBS oder dH,0 resuspendiert wurden. Zum
Nachweis der erfolgreichen Inaktivierung wurde eine Probe auf Medium ausplattiert. Blieb das Me-
dium koloniefrei, wurde die Charge fiir Experimente freigegeben.

Die Zellen wurden in Form einer dH,0-Suspension geliefert. Die Messungen im RIfS fanden in PBS
statt. Da der Brechungsindex von dH,0 sich vom Brechungsindex von PBS unterscheidet, miissen die
Zellen in PBS lberfiihrt werden, um bei der Messung Brechungsindex-Effekte auszuschlielen. Mittels
Zentrifugation (10 min, 13000 rpm (Hereaus Picol7)) wurden die Zellen in der dH,0-Zell-Suspension
pelletiert und der Uberstand (dH,0) verworfen. Das Pellet wurde anschlieBend in sterilem PBS resus-

pendiert und die Zellen-Konzentration auf 1,5*10° Zellen/ml eingestellt.

3.2.3 Nachweis der Antikérperbindung an Legionella in Mikrotiterplatten

Da es sich bei den verwendeten Zellen um ein Wildtyp-Isolat aus GieRen handelte, musste lberpriift
werden, ob die erworbenen Antikdrper zur Antigenprasentation dieses speziellen Stammes passen.
Zu diesem Zweck wurden je 200 ul L. pneumophila-Losung einer Konzentration von 7,5*10’ Zellen/ml
in PBS pH 7,3 in Wells einer 96 Well EIA/RIA-Platte mit flachem Boden gegeben und flr 24 h bei 4°C
inkubiert, um die Adsorption der Zellen an den Boden der Wells zu erreichen. AnschlieBend wurde
zunachst mit 200 pl PBS pro Well gewaschen, um nicht-adsorbierte Zellen zu entfernen. Nicht besetz-
te Bindungsstellen wurden durch die Applikation von je 200 pl BSA (1 mg/ml) in PBS pH 7,3 und Inku-
bation fiir 1 h (RT, Schiittler 200 rpm) blockiert, um die Adsorption der im nachsten Schritt folgenden
Antikorpern an das Mikrotiterplattenmaterial zu verhindern. Durch einen Waschschritt mit 200 pl
PBS pro Well wurde nicht-adsorbiertes BSA entfernt. Darauf folgend wurden 200 pl einer 1:1000-
Verdiunnung des fraglichen Legionellen-Antikorpers (4,5 mg/ml-Stammlésung) in PBS fur 1 h (RT,
Schiittler, 200 rpm) inkubiert. Uberschiissige Antikdrper wurde durch drei 10-miniitige Waschschritte
mit jeweils 200 ul PBS pro Well entfernt (RT, Schittler 200 rpm). Danach wurde ein polyklonaler An-
tikbrper gegen Kaninchen-Antikorper mit einem HRP-Lable (anti-rabbit-lgG-[H&L]-HRP-Konjugat)
appliziert (1:10000-Verdinnung in PBS (2 mg/ml Stammlésung) und fur 1 h inkubiert (RT, Schuttler
200 rpm). Darauf folgten drei weitere Waschritte mit je 200 ul PBS fiir je 10 min (RT, Schittler

200 rpm) und ein Waschschritt mit Substratpuffer fir 10 min (RT, Schittler 200 rpm). Die HRP-TMB-
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Reaktion wurde ausgeldst durch Applikation von 150 pl einer Substrat-Losung (Stammlésung: 0,1 ml
TMB in DMSO (10 mg/ml) + 0,02 ml H,0;, (0,03% in ddH,0) + 1 ml Dextran-Lésung (100 mg/ml) +
8,88 ml Substratpuffer). Der Umsatz zum blauen Farbstoff wurde durch die Addition von 50 ul H,SO,
(24%) gestoppt.

Der Umsatz zum blauen Farbstoff wurde quantifiziert, indem in einem ELISA-Plate-Reader die Ab-
sorptionen bei den Wellenldngen von 450 nm und 620 nm gemessen wurde. Zur Kontrolle wurden
drei Experimente unter den gleichen Bedingungen jedoch unter Auslassung von L. pneumophila, anti-

L. pneumophila und des anti-rabbit-lgG-[H&L]-HRP-Konjugat durchgefiihrt.

3.2.4 Arbeiten mit dem BIAffinity®

Das BIAffinity der Analytik Jena GmbH misst die Anderung der optischen Schichtdicke wihrend Bioaf-
finitatsexperimente auf der Oberflache von Glaschips durchgefiihrt werden. Das zugrunde liegende
Messverfahren nutzt die Prinzipien der reflektometrischen Interferenz Spektroskopie (RIfS) (s. Kapitel
1.1.3). Gearbeitet wurde mit einem Prototyp, einem Gerat der Nullserie Generation 1 und einem
Gerat der Nullserie Generation 2. Experimente mit L. pneumophila wurden auf den Gerdten der
Nullserie durchgefiihrt, Experimente mit Mannanoberflachen auf dem Prototypen. Wenn von dieser

Regel abgewichen wurde, ist dies gesondert vermerkt.

3.2.4.1 Glassubstrate

Die Affinitatsstudien wurden auf Glaschips (Abb. 3.7 links A) durchgefiihrt, die von der Analytik Jena
GmbH zur Verfligung gestellt wurden. Die Chips sind dreischichtig aufgebaut. Zwischen einer diinnen
Glasschicht und einer dickeren Siliziumdioxidschicht befindet sich eine 10 nm dicke Tantalpentoxid-
schicht (Tantal(V)-O-oxid, Ta,0s) (Abb. 3.7 rechts). In Ermangelung einer besseren Ausdrucksweise
wird im Folgenden auf diese beiden Glasschichten mit den Begriffen ,dicke” und ,, dlinne Seite” refe-
riert. Die Chips werden nicht einzeln geliefert, sondern in Form von Platten mit Sollbruchkanten.
Abbrechen der Einzelchips von solchen Platten fiihrt zu einer Bruchkante an der diinnen Seite des
Chips, wodurch die diinne Seite erst erkennbar ist. Die Chips werden in einen Kunststoffrahmen
(Abb. 3.7 links B) eingefligt und in eine Halterung (Abb. 3.7 links C) eingelegt. Es ist wichtig darauf zu
achten, dass die diinne Seite nach unten zeigt. Die Experimentieroberflache ist stets die dicke Seite
und zeigt nach oben. Der Sensorchip ist auch im Gerat mit der dicken Seite nach oben orientiert. Die
Flusszelle liegt oberhalb des Chips. Die beiden Komponenten werden durch einen definierten An-
druck der Flusszelle an den Chip zusammengedriickt. Die Flusszelle liegt dann an der dicken Seite

des Chips, der Experimentieroberflache, an.
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Abb. 3.7: Einzelkomponenten (links) und Schema eines RIfS-Glaschips (rechts). Links: A — Glaschip; B — Rahmen; C—
Halterung; Rechts: A — dlinne Glasschicht (liegt im Rahmen nach unten orientiert); B — Tantalpentoxidschicht
(10 nm); C — dicke Glasschicht; dies ist die OF auf welcher die Experimente stattfinden (liegt im Rahmen nach oben
orientiert). (Abbildung rechts nicht maRstabsgetreu.)

Werden die beiden Seiten verwechselt, schlagt sich dies nach dem Start der Messung im als , Interfe-
rence Spectrum® bezeichneten Teil der Messsoftware nieder. Dort wird die Transmission in Prozent
aufgetragen gegen die Wellenldnge in einem Bereich von 400-750 nm angegeben. Der typische Ver-
lauf ist parabeldhnlich. Liegt die richtige Chipseite oben, ist die Skala der y-Achse im Bereich 0-80%
(Abb. 3.8 A). Andernfalls geht der parabel-artige Verlauf verloren und die Skala der y-Achse zeigt
einen Bereich von 0-20% Transmission (Abb. 3.8 B) an. In diesem Fall muss die Messung abgebro-

chen, der Chip aus der Halterung genommen und im Rahmen gedreht werden.

Abb. 3.8: Interferenzspektren. A — Gestalt des
yInterferenzspektrums®, wenn der Chip korrekt
eingelegt worden ist (dicke Seite nach oben
A A orientiert). B - Gestalt des ,Interferenzspekt-
A " sm 600  [om | B 500 600 [om] rums“, wenn der Chip falsch eingelegt wurde.

3.2.4.2 Aufbau des BIAffinity”

Wie die Abb. 3.9 zeigt besitzt das BIAffinityw zwei Injektionskolbenpumpen (Pufferpumpe und Pro-
benpumpe) mit einer Strokekapazitdt von 100 pl, die einen pulsfreien Fluss durch die Flusszelle ge-
wahrleisten sollen. Ist der Chip eingelegt und eine Messung gestartet, sorgt eine der Pumpen fir

einen laminaren Pufferstrom Uber den Chip (Pufferpumpe), der sich aus einem Pufferreservoir (Puf-
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ferreservoir) speist und in einem Abfallbehélter (Waste) endet. Die andere Pumpe (Probenpumpe) ist
ebenfalls mit dem Pufferreservoir verbunden und sorgt fir die Aufnahme der Proben Uber ein 6-
Wege-Injektionsventil (Injektionsventil), mit dessen Hilfe die entsprechenden Proben (ber eine Pro-

benschleife (Probenschleife) in den Strom in Richtung Flusszelle (Flusszelle) eingebunden werden.
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Abb. 3.9: Aufbau des BIAffinity. Erklarungen siehe Text. Mit freundlicher
Genehmigung durch Analytik Jena (Abbildung modifiziert).

Mit dem BIAﬁ‘inity® hat man die Moglichkeit, auf einem Glaschip (Chip) zwei Flusskanéle zu verwen-
den. Eine Kapillare C1 steht als Zufluss zum Flusskanal 1 der Flusszelle zur Verfligung. Der Strom wird
schlieBlich tiber Kapillare C2 weitergeleitet bis zu einem K1/K2-Umschaltventil (K1/K2-Ventil). Je nach
Stellung wird hier der Pufferstrom in das Abfallreservoir (Waste) weiter geleitet oder Uber Kapillare
C3 der zweite Flusskanal angesteuert. Ist Letzteres der Fall wird dann am Ausgang von Flusskanal 2
der Fluss Uber Kapillare C4 zum Abfallreservoir geleitet. Die Probenaufnahme geschieht mittels eines
Portventils (Portventile), welches die Ansteuerung von filinf verschiedenen Probenreservoirs ermog-

licht.

3.2.4.3 Flusszelle (Micro Fluidic Cartridge)
Die Flusszelle und die Messzelle mit dem dazwischen liegenden Glaschip werden mit einem definier-
ten Druck auf einander gepresst, um eine genligende Abdichtung zu erreichen (Abb. 3.9); andernfalls

kénnte aus der Zelle Puffer auslaufen.
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Die urspriinglichen Dimensionen der Flusskandle von 1000 um in der Lange, 600 um in der Breite und
150 um in der Hohe andern sich dadurch in der Hohendimension durch den Andruck auf 125 um. Die
Bauteile sind aus dem Silikonmaterial Sylgard 170 gefertigt, einem Material, welches haufig einge-
setzt wird, wenn Bauteile oder Bereiche gegen Feuchtigkeit, mechanische und thermische Schocks so
wie Vibrationen geschiitzt werden missen und gleichzeitig gute Adhasionseigenschaften nétig sind.
Die Flusszelle ist verbunden mit Kapillaren eines Innendurchmessers von 250 um. Damit kann das
Totvolumen auf 700 nl begrenzt werden. Die Flusszelle stellt zwei Flusskandle bereit, die zwar raum-
lich nebeneinander angeordnet aber bezlglich des Pufferstroms in Reihe geschaltet sind. Flusskanal

1 besitzt zwei Messspots, wodurch dieser zum Messkanal wird.

3.2.4.4 Optik

Die Messzelle ist beim eingelegten Chip unterhalb desselben angeordnet (Abb. 3.9). Die Lichtleitfa-
sern werden von unten mit einem definierten Druck an den Chip angedriickt. In Flusskanal 1 sind
zwei Messspots realisiert, die jeweils aus zwei optischen Fasern bestehen. Uber jeweils eine optische
Faser (OFA1 und OFA2) wird Weilllicht einer Halogenlampe zum Glaschip geleitet. Die jeweils andere
Faser (OFA 3 und OFA4) leitet das an den Grenzflachen der Schichten, die sich wahrend eines Expe-
rimentes bilden, reflektierte Licht weiter zu jeweils einem UV/VIS-Spektrometer in Form eines mono-
lithischen Miniaturspektrometer (MMS1 und MMS2) (Diodenarray). Das Signal wird schlieBlich iber
einen Multiplexer (MUX) an einen Rechner (ibermittelt. Der Signalverlauf im Sensorgramm ent-

spricht der zeitaufgeldsten Anderung des Lichts.

3.2.4.5 Messstrategien

Prinzipiell sind mit dem BIAffinity drei unterschiedliche Messstrategien moglich, die sich aus der spe-

ziellen Konstruktion zum Zweck einfacher Kontrollexperimente ergeben.
Messstrategie 1
In der Regel wird ein im Reagenzglas chemische modifizierter Chip in das Gerat eingelegt. An-
schliefend wird ein Biomolekil A, z.B. ein Protein, appliziert und online dessen Bindung an die
chemisch modifizierte Oberflache verfolgt (Abb. 3.10 A). Damit wéare ein moglicher Ausgangs-
punkt fur Bioaffinitatsstudien etabliert. Im einem der nadchsten Schritte soll die Interaktion eines
Biomolekiils B, z.B. eines anderen Proteins, mit dem immobilisierten Biomolekil A untersucht
werden. Zuvor muss jedoch ausgeschlossen werden, dass unspezifische Bindungen zu falsch posi-
tiven Ergebnissen fihren. Das erreicht man, durch sinnvolle PassivierungsmaBnahmen, die dafiir
sorgen, dass im |dealfall nur spezifische Wechselwirkungen zwischen den Biomolekiilen A und B

moglich sind. Das Instrument stellt dafiir eine Reihe von Mdoglichkeiten bereit. So kann es den
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Chip in zwei verschiedenen Orientierungen aufnehmen: der Immobilisierungsorientierung und
der Messorientierung. In der Immobilisierungsorientierung kann ein chemisch modifizierter Gla-
schip zunachst mit einem Biomolekiil A beladen werden. Dabei ist lediglich Flusskanal 1 (FK1) ak-
tiv (Abb. 3.10 A). Im néachsten Schritt werden die restlichen Stellen, an denen unspezifische
Wechselwirkungen moglich sind, mit einem Passivierungsreagenz blockiert. Dabei sind beide Ka-
nale aktiv (Abb. 3.10 B), d.h., das Blockierungsreagenz setzt sich an Stellen, die in FK1 nicht von
Biomolekiil A belegt sind und in FK2 (hier wurde das Protein nicht immobilisiert, sondern nur mit
Blockierungsreagenz blockiert) kann es die gesamte Oberflache belegen. Dann wird die Messung
gestoppt, der Chip ausgeworfen und in Messorientierung in das Gerat eingelegt (Abb. 3.10 C).
Fiir die folgende Interaktionsanalyse wird nur FK1 aktiviert. Biomolekll B, dessen Wechselwir-
kung mit dem immobilisierten Biomolekil A beobachtet werden soll, wird appliziert. Der Chip
liegt so im Instrument, dass der Strom mit Biomolekil B im FK1 zunachst Messspot 2 (MS2) er-
reicht. An dieser Stelle befindet sich die zuvor (als der Chip in Immobilisierungsrichtung blockiert
wurde) nur mit Blockierer belegt Oberflache. Das zu untersuchende Biomolekiil B sollte hier nicht
oder nur wenig wechselwirken (blass-rot auf unterem Messspot MS2). Als nachstes trifft der
Strom auf MS1, dessen Oberflaiche zuvor mit Biomolekil A beladen worden ist. Hier sollte nun
Biomolekiil B mit Biomolekiil A wechselwirken, was sich online beobachten lasst (rot auf MS2).
Man erhalt also zwei Sensorgramme: ein Sensorgramm, welches eine erfolgreiche Immobilisie-
rung und das AusmalR der Blockierung nachweist bzw. anzeigt. Der Signalverlauf im Sensorgramm
ist fiir beide Messpots dhnlich in Hohe und Verhalten. Im anderen Sensorgramm lasst sich nun

das Verhalten des Signals von MS1 mit dem Signal von MS2 vergleichen.

Abb. 3.10: Messstrategie 1. A — Chip in
Immobilisierungsorientierung  eingelegt;
FK1 offen; Immobilisierung des Biomole-
kils A (dunkel schraffiert). B — Chip in
Immobilisierungsorientierung; FK1 und 2
offen; Passivierung (weilRe Kreuze, grauer
Grund). C — Chip in Messorientierung
eingelegt; FK1 offen; Bioaffinitatstest mit
Biomolekil B (orange) = unterer Mess-
spot (MS2) mit wenig unspezifischer Bin-
dung von B; oberer Messspot (MS1) mit
spezifischer Bindung von B (rot). FK —
Flusskanal; W — Waste; P/p — Puffer (P)-
bzw. Proben (p)-Reservoir. Pfeile - Fluss-
richtung.

FK1
FK2

o
o A

Dem unterschiedlichen Verhalten liegt ein Unterschied in der Affinitdt des Biomolekiils B zum

immobilisierten Biomolekiil A einerseits und des Biomolekiils B zum Blockierungsreagenz ande-
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rerseits zugrunde. Damit hat man im gleichen Sensorgramm sowohl das eigentliche Experiment
als auch den Kontrollversuch. Mit dem Aufbau des BIAffinity ist somit eine bequeme Art gege-

ben, Kontrollversuche durchzufiihren.

Messstrategie 2

Man kann jedoch auch eine andere Messstrategie verfolgen, indem man Experiment und Kon-
trollversuch von einander trennt. Der Chip wird in Immobilisierungsrichtung eingelegt und nur
Kanal 1 aktiviert. Das Biomolekil A wird immobilisiert, ein Blockierungsreagenz appliziert und
schlieBlich das Biomolekil B injiziert. Die Messung wird online verfolgt. Auf beiden Messspots
wird der gleiche Prozess beobachtet. Da Kanal 2 in dieser Strategie noch nicht verwendet wurde,
kann der Chip nun in der Halterung um 180° gedreht werden und ein weiteres Experiment, z.B.
das Kontrollexperiment, durchgefiihrt werden. Auf diese Weise kann man pro Chip zwei Experi-

mente durchfuhren.

Messstrategie 3

Man verwendet den Chip fir eine erste Messung in der Immobilisierungsorientierung. Ist das Ex-
periment zu Ende, wird der Chip entnommen und aus Rahmen und Halterung genommen. Er
wird um 90° im Uhrzeigersinn gedreht, wieder eingelegt und ein weiteres Experiment unter-
nommen. Der Signalverlauf auf MS1 interessiert nicht, da die OF im Experiment davor schon be-
legt worden ist. Die Oberflache unter MS2 ist jedoch noch unversehrt und kann fir ein Experi-
ment verwendet werden. Dann bricht man erneut ab, entnimmt den Chip aus Rahmen und Hal-
terung, dreht ein weiteres Mal den Chip um 90° im Uhrzeigersinn im Rahmen und legt den Chip
wieder ein. Auch hier kann die OF unter MS1 nicht verwendet werden, so dass die Daten igno-
riert werden konnen. Die OF unter MS2 ist jedoch auch jetzt unversehrt und bereit fir ein weite-
res Experiment. Die Chiphalterung muss dabei stets in der gleichen Orientierung im Gerét liegen.
Auf diese Weise konnen drei Messungen pro Chip durchgefiihrt werden, solange nur MS2 be-

trachtet wird.

Die erste Strategie hat den Vorteil, dass Experiment und Kontrollexperiment gemeinsam in einem

Sensorgramm nachzuvollziehen sind. Der Nachteil ist, dass dadurch pro Chip nur ein Experiment

moglich ist. AuRerdem sind die Vorgange in FK2 nicht kontrollierbar, da hier keine Messspots vorlie-

gen, mit denen das Geschehen verfolgt werden kénnte. Diese beiden Probleme werden durch die

zweite Strategie geldst. Dazu kommt, dass auf diese Weise auf zwei unterschiedlichen Bereichen des

Chips das gleiche Experiment zweimal und zwar gleichzeitig durchgefiihrt werden kann. Jedoch diir-

fen hier strenggenommen die Messungen von Messspot 1 und 2 nicht direkt verglichen werden, da
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es zu unterschiedlichem Signalverhalten auf Grund der Tatsache kommen konnte, dass Kanal 2 von
dem Strom zuerst erreicht wird und Messspot 2 erst kurz danach. Das kdnnte dazu fiihren, dass es zu
einem Konzentrationsgefalle bezliglich des applizierten Biomolekils zwischen Messspot 2 und Mess-
spot 1 kommt. Auf der Oberflache unter Messspot 2 wird zunachst ein GroRteil der Biomolekiil ge-
bunden, so dass die Losung, welche in der Folge Messspot 1 erreicht, von geringerer Konzentration
ist. Daher ist gerade in den ersten Minuten, nachdem die Applikation stattfand, mit unterschiedli-
chem Verhalten zu rechnen. Es diirfen also, ohne Angabe guter Griinde davon abzuweichen, lediglich
die Signale von Kanal 1 mit anderen Signalen von Kanal 1 verglichen werden. Das gleiche gilt fiir Ka-
nal 2. Jedoch kénnen auch Kombinationen der Signale von Kanal 1 und Kanal 2 (Summe) untereinan-

der verglichen werden.

3.2.4.6 Vorbereitung einer Messung mit den BlAffinity®

Systemspiilung: Das BIAffinity® wurde zu Beginn jedes Arbeitstages zweimal mit dem Puffer gespiilt,
mit dem die anschlieBenden Experimente durchgefiihrt werden sollten. Am Ende des Arbeitstages
wurde das Gerat zweimal mit ddH,0 gespilt. Danach wurden die Eppendorfgefdlle gegen leere aus-
getauscht und mit ddH,0 aufgefiillt, so dass die Schlauchenden stets im ddH,0 standen. Dadurch
wird verhindert, dass Luft in das Gerat gelangt und Salze aus Pufferresten im Gerat kristallisieren.
(Das Pufferreservoir ist stets mit einem Deckel mit einem Loch fir den Schlauch zu versehen, damit
Verdunstung verhindert wird, welche sich auf die Stoffmengenkonzentrationen im Puffer auswirken
wirde.)

Chip-Aquilibrierung: Nach dem Einlegen eines trockenen Messchips und dem Starten des Systems

zum Zweck der Aquilibrierung des Chips im Pufferstrom wird ein Signal aufgezeichnet, welches nach
wenigen Sekunden stark ansteigt und auf einem hohen Niveau bleibt. Der Grund dafiir ist, dass zu-
nachst ein Signal aufgezeichnet wird, welches sich auf den trockenen Chip bezieht. Sobald der Puffer-
strom auf MS1 und etwas spater auf MS2 ankommt, verdandert sich der Brechungsindex des Medium
Uber der Glasoberflache. Dies fiihrt zu einer drastischen Veranderung in der Signalhdhe. Sobald sich
in der Vorbereitung eines Experimentes im Interferenzspektrum ein Bild wie in Abb. 3.8 A ergab und
sich das Signal im Sensorgramm konstant entwickelte (ohne Spriinge, die auf Verschmutzungen hin-
weisen), wurde die Aquilibrierung abgebrochen und nochmals gestartet. Andernfalls kann man nicht
den typischen Verlauf bei der Aquilibrierung verfolgen, was jedoch wichtig ist, da dies schon Riick-
schlisse auf die Qualitat einer Oberflichenmodifikation zu ldsst. Ergeben sich schon wahrend der
Aquilibrierung Schwankungen im Signalverlauf, sollte man den Chip nicht verwenden. Zu beachten ist
auRerdem, dass sich das Interferenzspektrum beim Ubergang vom trockenen zum benetzten Chip
deutlich verandert. Bei Chips gleicher Oberflichenmodifikation und Qualitdt hat das Spektrum im

benetzten Zustand ein typisches Aussehen, welches sich einstellen sollte, sobald der Pufferstrom die
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Messspots erreicht. Die beiden parabelférmigen Kurven sollten sich immer nahezu decken
(Abb. 3.8 A). Die genaue Gestalt hangt von der Kalibrierung mit dem mitgelieferten Referenzchip ab.
Sollten im benetzten Zustand Abweichungen zur typischen Gestalt des Spektrums auftreten, ist dies
ein Indiz fur Schmutz auf der Chipoberflache. In solchen Féllen wurde die Flussrate kurz auf 200-
300 pl/sec erhoht, bis das Spektrum beziglich MS1 und MS2 wieder in der typischen Gestalt vorlag.
Zeigen diese MaBnahmen keine Wirkung, sollte der Chip dem Gerat entnommen werden und seine
Unterseite mit einem fusselfreien Tuch vorsichtig gereinigt werden. In seltenen Féllen |duft ein Kanal
auch aus, vor allem, wenn auskristallisierte Salze einen dichten Abschluss zwischen Flusszelle und
Chipoberflache verhindern. Wenn alle genannten MaRnahmen keine Wirkung zeigen, besteht even-
tuell ein deutlicher Unterschied in der Qualitat der Oberflaichenmodifikationen unter MS1 und MS2.
Das spiegelt sich meist auch in den Signalen von Messungen wieder, die auf solchen Chips durchge-
flhrt werden. Die Ergebnisse sind dann zu verwerfen.

Wie vom Hersteller empfohlen wurde etwa alle sechs Monate eine Referenzierung des Systems mit
einem speziellen Referenzchip durchgefihrt. AuBRerdem wurde das System regelmaBig wie in der

Anleitung beschrieben mit Detergenzien und antibakteriellen Substanzen gereinigt.

3.2.4.7 Assay-Formate auf dem BIAffinity®

3.2.4.7.1 Experimente mit Legionella pneumophila

In dieser Arbeit wurde vor allem die Strategie des klassischen Sandwich-Assay-Formats (SAF) ge-
wahlt. Gemal dieser Strategie wird ein polyklonaler Fangerantikorper oder ein Lektin entweder
kovalent oder adsorptiv durch hydrophobe Wechselwirkung auf einer Oberflache immobilisiert. Im
nachsten Schritt wird gegebenenfalls mit einem addquaten Blockierungsreagenz blockiert. Als nachs-
tes wird der fragliche Analyt appliziert und schlieRlich ein monoklonaler Detektionsantikdrper
(Abb. 3.11 A). In einigen Experimenten wurde der Antikérper nicht direkt auf der modifizierten Ober-
flache immobilisiert sondern auf einer OF, die zuvor mit einem antikdrperbindenden Linkerprotein

ausgestattet worden ist (Protein A, Streptavidin, ConA-SAv-Fusionsprotein).

A B
A A A <
Jooo
chemisch modifizierter Glaschip chemisch modifizierter Glaschip
g L Abb. 3.11: Grundlegende Experimentaldesigns.
Y Detektionsantikérper (O Passivierungsreagenz bb. 3 G undlegende Expe e. aldesigns
A — Sandwich-Assay-Format; B — Direct-Assay-
) Zellen Y Fingerantikérper Format
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AulRerdem wurde auch die Strategie eines direkten Assay-Formats (DAF) verfolgt. Dabei wird der
Analyt auf bestimmte Weise unspezifisch, z.B. durch hydrophobe Wechselwirkung auf der Oberflache
fixiert und anschlieBend mit einem monoklonalen (oder seltener polyklonalen) Detektionsantikérper

nachgewiesen (Abb. 3.11 B).

3.2.4.7.2 Experimente mit dem Fusionsprotein auf der Mannanoberflache

Experimente auf mannanfunktionalisierten Oberflichen folgen der Idee eines regenerierbaren
Sandwich-Assay-Formats. Auch hier wird ein polyklonaler Antikorper als Fangerantikdrper auf der
Oberflache immobilisiert und die Bindung eines Analyten mit der Bindung eines monoklonalen De-
tektionsantikopers bestatigt. Der Polyklonale Antikorper wird allerdings nicht direkt auf einer Ober-
flaiche immobilisiert sondern auf einem zuvor applizierten Linkerprotein. Dabei handelt es sich um

eine rekombinant hergestellte Concanavalin A-Streptavidin-Chimare (ConA-SAv) (s. Kapitel 1.4)

3.2.5 Kontaktwinkelanalyse

3.2.5.1 Hintergrund

Flissigkeiten nehmen auf Oberflaichen wegen der Interaktion mit ihnen eine bestimmte Form an, die
von den Oberflaichenspannungen der Flissigkeit und der Festkorperoberfliche sowie der zwischen
ihnen herrschenden Grenzflaichenspannungen abhangig ist. Wird die Grenzflache zwischen zwei be-
liebigen Phasen vergroBert, muss Arbeit verrichtet werden. Der Grund liegt in den energetischen
Zustanden der Molekile in den beiden Phasen. Das System strebt dem energetisch giinstigsten Zu-
stand entgegen, d.h., dass z.B. Ladungen bzw. Partialladungen der Fllssigkeitsmolekiile sich raumlich
in der Flissigkeit derart ausrichten, dass sie sich im Mittel neutralisieren. An Oberflachen kann diese
rdumliche Organisation nicht im gleichen MaRe aufrecht erhalten werden, so dass ein Teil der Ladun-
gen und Partialladungen unkompensiert bleibt. Durch Diffusion kdnnen OF-Molekiile in die Bulk-
FlUssigkeit Ubergehen, wobei sie Energie abgeben. Umgekehrt muss Energie investiert werden, damit
Teilchen an die OF treten kdnnen. Das ganze System wird den energetisch giinstigsten Zustand an-
streben, also die kleinste mogliche OF exponieren. In der Schwerelosigkeit nimmt Flissigkeit dem-
nach eine kugelférmige Gestalt an. Dividiert man die aufzuwendende oder aufgewendete Arbeit dW
durch die zusatzlich erzeugte OF dA, erhdlt man die Oberflachenspannung y, welche abhangig ist von
der Temperatur T, dem Druck p, der Stoffmenge n und der Grenzfliche bzw. Oberflaiche A. Unter
isothermen, isobaren und isomolaren Bedingungen kann die Entropiednderung dG wie folgt ausge-

drickt werden:

dG = ydA =dW
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Wobei sich fiir die Oberflachenspannung y ergibt:

dG

V:a

Oberflachenspannungen y von Flissigkeiten liegen im Bereich 10-100 mN/m, die von Festkorpern im
Bereich einiger N/m. Aufgrund der Oberflachen- bzw. Grenzflaichenspannung wird die Form eines
Tropfens auf einer OF durch die Oberflaichenspannung des Festkorpers und der Flissigkeit sowie der
Grenzflachenspannung zwischen Flissigkeit und Festkorper bestimmt. Die Oberflichenspannung
kann man mittels des Kontaktwinkels am Dreiphasenkontaktpunkt (der Punkt, an dem Festkdrper,
Flissigkeit und Umgebungsluft aufeinander treffen) ermitteln. Die Methode der Kontaktwinkelanaly-

se wird aber nicht nur verwendet, um die Oberflaichenspannung zu bestimmen.

A B C
L P Y

hydrophil 8<90° 8=90° hydrophob 6>90°

Abb. 3.12: Schematische Darstellung von Tropfen auf Oberflachen mit ihren Kontaktwinkeln 6.

In dieser Arbeit wird die Methode verwendet, um den Silanisierungserfolg zu verifizieren und die
Reproduzierbarkeit der Silanisierungsmethode festzustellen. Dafiir ist es nicht noétig, die Oberfla-
chenspannung zu ermitteln. Kontaktwinkel groRer als 90° zeigen hydrophobe OF an, Winkel kleiner

als 90° hydrophile OF (Abb. 3.12).

3.2.5.2 Verfahren der Auswertung

Die Auswertung basiert auf einer digitalen Fotografie des Tropfens auf der Oberflache in der Ebene
der Oberflache. Die Software Drop Shape Analysis ermittelt zundchst die Konturen des Tropfens und
die Kontaktlinie des Tropfens und der Oberflache. Dies geschieht anhand der Nullstellen der 2. Ablei-
tung des Helligkeitsprofils. Bei dem entsprechenden Pixel liegt ein Wendepunkt im Helligkeitsverlauf
vor, der den Ubergang vom Tropfen zum umgebenden Medium (Luft) anzeigt. AnschlieRend wird
eine Konturanalyse durchgefiihrt, bei der verschiedene mathematische Modelle zum Einsatz kom-
men kdnnen. Berechnungsgrundlage ist stets der Schnittpunkt zwischen der Tropfenkontur und Kon-

taktlinie zwischen Tropfen und OF (dem sog. Dreiphasenkontaktpunkt). Fiir die hier pradsentierten
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Ergebnisse wurden die in Drop Shape Analysis integrierten mathematischen Verfahren Tangent-2
verwendet.
Beim Tangent-2-Verfahren wird auf die Tropfenkontur im Bereich des Phasenkontaktpunktes eine

Polynomfunktion folgender Form angewendet:

d e
=a+bx+cx+—+—
y=a x + cVx e 22

Die Parameter werden iterativ angepasst, so dass eine Tangente im Dreiphasenkontaktpunkt resul-
tiert. Aus deren Steigung wird schlieRlich der Kontaktwinkel 8 bestimmt.

Die Messungen wurden mit Hilfe eines Kontaktwinkelanalyse-Gerats der Firma Kriiss GmbH von
Dr. Jens Wallauer (Institut fir Physikalische Chemie, Philipps-Universitdat Marburg) durchgefiihrt.
Analysiert wurden Chips, die gemall Protokoll 3.2.1.1 OTS-funktionalisiert worden sind. Die Chips
wurden auf der Probenplattform des Gerates mit der Interaktions-OF (dicke Glasschicht) nach oben
positioniert. Dann wurden jeweils mindestens drei Tropfen eines Volumens von 4 pl Millipore-
Wasser auf die Oberflache gegeben, die Kamera justiert und jeder Tropfen fotografiert. Die Bilder
wurden am Computer mittels der Software Drop Shape Analysis der Firma Kriiss GmbH ausgewertet.
Dazu dienten die in der Software integrierten Methoden Tangent 2-Methode und Sessile Drop-
Fitting-Methode der Auswertung. Fir jeden Tropfen wurde anhand der Spiegelung des Tropfens an
der Chip-OF vom Computer automatisch oder von Dr. Wallauer manuell eine Basislinie bestimmt,
anhand derer die Kontaktwinkel gemessen wurden. Fiir jeden Tropfen wurden jeweils der linke und

rechte Kontaktwinkel gemessen.

3.2.6 Proteinsynthese
Die Herstellung des ConA-SAv ist Thema der Dissertation von Nina Dassinger (Institut fir pharmazeu-
tische Chemie, Philipps-Universitdt Marburg) und kann in entsprechenden Arbeiten nachgelesen

werden.

3.2.7 SDS-Page

Durchgefiihrt wurde eine SDS-PAGE nach Lammli mit einem 10%-igen Trenngel und einem 3,5%-igem
Sammelgel. Fir das Trenngel wurden 30% Acrylamid und 2% Bisacrylamid mit dem Radikalenspender
Ammoniumperoxidsulfat versetzt und zwischen zwei Glasplatten in einer Halterung mit dem Kataly-
sator N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED) zur Polymerisation gebracht (1 h). Anschlie-
Rend wurde das Sammelgel auf das Trenngel geschichtet (Polymerisation 30 min) und ein Kamm
hinzugefiigt, so dass das System zwischen den Glasplatten luftdicht abgeschlossen war. Nach der
Auspolymerisierung wurde der Kamm gezogen und der Aufbau in die Elektrophorese-Apparatur ein-

gespannt. Pro Probentasche wurden 15 pl der Probe mit einer flexiblen Pipettenspitze aufgetragen
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(5 ug Probe pro Lane in 5-fach Probepuffer wurde mit H,O auf 15 pl aufgefiillt, so dass der Proben-
puffer 1:5 verdiinnt wurde). Durch schlieen des Stromkreises wurde ein elektrisches Feld erzeugt, in
dem die Proben migrieren konnten (25 V, 300 mA). Der Stromkreis wurde zu dem Zeitpunkt wieder
unterbrochen, zu dem das im Probenpuffer enthaltene Bromphenolblau das Ende des Gels erreichte.
Das Gel wurde dann aus der Apparatur entnommen, das Sammelgel entfernt und das verbliebene
Trenngel in einer Coomassie Brilliant Blau G250-Lésung Gber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wur-
de es dreimal mit 10 %-iger Essigsdure (in Wasser) fiir je ca. 1 h gewaschen, um die Hintergrundfar-

bung zu minimieren. Das Gel wurde zuletzt in Plastik eingepackt und gescannt.

3.2.8 Rasterelektronenmikoskopie (REM)

Bei der Rasterelektronenmikroskopie werden Elektronen von einer Elektronenquelle (Lanthanhexab-
orid-Kristall, Feldemmisionskathode) erzeugt, durch ein elektrisches Feld beschleunigt und schlieBlich
zeilen- und spaltenweise Uber die Probe gefiihrt. Der feingebiindelte Strahl wird mittels Magnetspu-
len auf die Probe fokussiert. Dies findet in einem Hochvakuum statt, damit die Elektronen nicht mit
Komponenten einer umgebenden Atmosphéare interagieren. Die Probe wird mit einem diinnen Gold-
film bedampft. Dadurch werden der nétige Kontrast und die notige Tiefenscharfe hergestellt. Treffen
die Primarelektronen (die von der Quelle emittierten Elektronen) auf der zu untersuchenden OF auf,
werden einige reflektiert und als Rlckstreuelektronen detektiert. Andere Priméarelektronen fiihren
zur Freisetzung von Sekundarelektronen aus der Probe (Mantele, 2012). Sekundarelektronen sind
von geringer Energie (einige eV) und stammen aus den oberen Schichten der Oberflache. Sekundar-
elektronen aus tieferen Schichten besitzen nicht die notige Energie, um an die OF zu gelangen. Daher
bilden sie die Topographie der OF am besten ab. Die Sekundarelektronen werden im Detektor in ein
Spannungssignal umgewandelt, dessen Amplitude in Form einer Helligkeitsinformation eines Pixels
auf einem Bildschirm dargestellt wird (Zubkov, 2013).

Die fiir diese Arbeit gemachten REM-Aufnahmen wurden wie folgt durchgefiihrt. Die Chips wurden
auf Objekttragern fixiert und mit Gold besputtert (Gold-SputterCoater). Es wurden drei Coating-
Durchgdnge mit 10 mA in einem 10™ torr Vakuum fiir je 1 min durchgefiihrt. Die Messung fand bei 5
kV statt. Die REM-Aufnahmen lieferte freundlicherweise Boris Strehlow (Institut fiir Pharmazeutische

Technologie & Biopharmazie, Philipps-Universitat Marburg, AK Bakowksy).
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4. Ergebnisse

4.0 Praparation von OTS-funktionalisierten Glaschips

Ein Teil der vorliegenden Arbeit untersucht Strategien zur Detektion von ganzen Zellen mittels RIfS
unter Verwendung von gut etablierten und haufig verwendeten 3-Octadecyltrimethoxysilan (OTS)-
Oberflachen. Fiur die Arbeit wurde das in Kapitel 3.2.1.1 aufgefiihrte Protokoll verwendet. Da das
Protokoll zur OTS-Funktionalisierung erstmals auf die Glaschips, welche von Analytik Jena fir die
RIfS-Plattform BIAffinity® angewendet wurde, ist der Funktionalisierungserfolg mittels Kontaktwin-

kelanalyse kontrolliert worden.

4.0.1 Kontaktwinkelanalyse

Fir drei OTS-funktionalisierte Glaschips wurden mit einem Kontaktwinkelanalyse-Gerat der Firma
Kriss die Kontaktwinkel zwischen Millipor-Wasser und der Oberflaiche am Dreiphasenkontaktpunkt
bestimmt. Als Kontrolle dienten zwei Chips: Ein unbehandelter nur mit Methanol fiir zwei Minuten
im Ultraschallbad gereinigter Glaschip (Kontrollchip 1). Er wurde nicht mit 6 M NaOH oder Piranha-
Losung behandelt. Der zweite Kontrollchip wurde mit NaOH- und Piranha-Loésung ,aktiviert” (Kon-
trollchip 2). Auf jeden Chip wurden mindestens drei Tropfen eines Volumens von jeweils 4 pl mit
einer Eppendorf-Pipette gesetzt. Die Tropfen wurden fotografiert und am Computer mit der Soft-

ware Drop Shape Analysis (V 1.92.1.1) ausgewertet (Abb. 4.1).

Abb. 4.1: Tropfengestalt von Millipor-Wasser verschiedenen OF (Beispielbilder): Links - nicht-
»aktivierte“/nicht-silanisierte Glasoberflache (Kontrollchip 1); Mitte — ,aktivierte“/nicht-silanisierte Glas-
oberflache (Kontrollchip 2); Rechts — OTS-silanisierte Glasoberflache . Volumen 4 pl.

Es wurden stets zwei Kontaktwinkel (KW), der in der Aufnahme rechte und der linke, bestimmt und
deren Mittelwert berechnet. Die Mittelwerte aller Tropfen auf einem Chip wurden ebenfalls gemit-
telt. Zur Auswertung wurde die in der Software implementierte Methode , Tangent 2“ verwendet.
Tabelle 4.1 zeigt die erhaltenen Ergebnisse. Die Tropfen auf der Oberflache des ,aktivierten” Chips
(Kontrollchip 2/K2) waren nicht auswertbar, da sie zu klein ausfielen. Das Wasser verlor die Tropfen-

gestalt sofort bei Kontakt mit der OF. Der Mittelwert der Kontaktwinkel Gber alle drei OTS-Chips be-
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tragt 96,12° (+3,26°) nach der Tangent 2-Methode. Im Vergleich dazu betrdgt der mittlere Kontakt-
winkel des Kontrollchips (K1) 64,82° (£2,37°).

Tab. 4.1: Ergebnisse der Kontaktwinkel-Analyse. Angegeben sind die
Mittelwerte der Kontaktwinkel (KWyw) und Standardabweichungen
(StDev). K1 - nicht-, aktivierter”/nicht-silanisierter Kontrollchip; K2 - ,akti-
vierter“/nicht-silanisierter Kontrollchip; 1, 2, und 3 - OTS-Chips; N=Anzahl
der gemessenen Winkel (jeweils N/2 fir linken und rechten Kontaktwin-
kel); na — nicht auswertbar. Methode zur Auswertung: Tangent-2-Fitting.

Chip N KWnw [°] StDev
K1 6 68,58 4,04
K2 - na -

1 10 96,85 3,4
2 8 95,54 2,69
3 8 97,93 1,13
1+2+43 26 96,12 3,26

100 —

80

60

KW, [°]

40

Abb. 4.2: Ergebnisse der Kontaktwinkelanalyse
nach der Tangent 2-Methode. In Klammern steht
die Anzahl der Daten aus denen der Mittelwert
gebildet wurde. Jeweils die Halfte entspricht dem
linken bzw. dem rechten Kontaktwinkel.

20

Kontrolle 1 2 3
Chip

Ein Shapiro-Wilk-Test ergab, dass die Ergebnisse normalverteilt sind. Ein Levene’s Test im Rahmen
einer ANOVA zeigt, dass die Varianzen aller Stichproben homogen sind (a=0,05). Die Overall-ANOVA
gibt an, dass es signifikante Unterschiede zwischen den Stichproben gibt (a=0,05). Ein Tukey-Test
zum Vergleich der Mittelwerte ergibt, dass der Mittelwert der Kontrolle (Glas unbehandelt) signifi-
kant von den Mittelwerten, die fiir die Chips 1, 2 und 3 ermittelt worden sind, abweicht. Die Mittel-

werte der Chips 1, 2 und drei unterscheiden sich dagegen nicht signifikant (a=0,05).
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Der Befund der Kontaktwinkelanalyse zeigt einerseits, dass die OF-Modifikationen der Chip-
Oberflache hydrophobe Eigenschaften verleiht und andererseits, dass die Anwendung des Protokolls
zur Modifikation Oberflachen erzeugt, die beziiglich des Kontaktwinkels gut reproduzierbar sind. Es

wird daher davon ausgegangen, dass die Oberflache der Chips stets von gleicher Qualitat ist.

Anmerkung: diese Untersuchung fand auf Chips statt, welche in wasserfreiem Toluol OTS-
funktionalisiert worden sind. Mit Chips, die in wasserfreiem Toluol silanisiert worden sind, wurde erst

ab dem Kapitel 4.1.2 gearbeitet.

4.1 Legionella pneumophila-Assay (RIfS)

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse dargestellt, die im Bemiihen um einen Legionel-
la pneumophila-Assay entstanden sind. Eine einfache Methode ist die hydrophobe Immobilisierung
von polyklonalen Fangerantikdrpern (fAK) auf OTS-Chips mit anschlieBender Legionellen-Injektion
und einer weiteren Applikation eines monoklonalen Detektionsantikorpers (dAK) (Sandwich-Assay-
Format). Den Ergebnissen von Barlen et al. zufolge ist die Strategie besonders effektiv (Barlen et al.,
2009). Daher konzentrieren sich die Untersuchungen besonders auf Experimente mit OTS-
funktionalisierten Chips. Sie gehen aber Uber die einfache hydrophobe Immobilisierung von fAK hin-
aus. Es werden andere OTS-OF-basierte Methoden getestet, um eventuell bessere Detektionsmetho-
den zu entwickeln. Eine einfache Methode besteht in der direkten Immobilisierung von
Bakterienzellen auf einer hydrophoben OF mit anschlieBendem Nachweis durch spezifische Antikor-
per (Direct-Assay-Format=DAF). Antikérper wurden, wie bereits erwadhnt, direkt iber hydrophobe
Wechselwirkungen an einer Oberflache adsorbiert oder wurden (ber ein durch hydrophobe Wech-
selwirkung immobilisiertes Linkerprotein gebunden. Im Rahmen dieser Arbeit werden Protokolle
prasentiert, welche das Arbeiten mit Antikérpern auf OTS/Protein A- oder OTS/ConA-SAv-
Oberflachen ermdglichen. Als kritischer Punkt wird sich zeigen, dass es schwierig ist, ein passendes
Antikorper-Antigen-Paar fiir solche Experimente zu finden. Daher wurde auch getestet, ob mit dem
Gebrauch eines Lektins spezifisch flir Zucker in den Legionella-Lipopolysacchariden Vorteile gegen-

Uber Antikorpern auftreten.

Anmerkung: Wegen der besseren Lesbarkeit wird an manchen Stellen statt von optischen Schichtdi-
cken am Ende einer Dissoziationsphase einfach von Sensorsignal, Nettosignal oder OSD gesprochen.
Sofern nicht anders angegeben, wurden alle RIfS-Experimente mit dem BIAffinity® der Nullserie Ge-
neration 2 durchgefiihrt. Die Flussrate betrug 5 pl/min. Die Temperierung war auf 21°C eingestellt.

Als Laufpuffer wurde, wenn nicht anders angegeben, PBS pH 7,3 verwendet.
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4.1.1 Antikorper-immobilisierung auf OTS-Oberflache (Sandwich-Assay-Format)

4.1.1.1 Antikérpertests
Im Vorfeld der Untersuchungen wurden verschiedene Antikérper getestet, welche keine Bindung mit
den verwendeten Legionellen-Zellen eingingen. Die folgenden Ausfiihrungen betreffen die Experi-

mente mit dem Antikorper, der am vielversprechendsten war.

4.1.1.2 Antikérper-Bindungstest in Mikrotiterplatten

Im Vorfeld der ersten Versuche wurde ein Antikdrper gewahlt und zunachst einem Bindungstest un-
terzogen. Dazu wurde ein ELISA-artiges Experiment unternommen, bei dem zunachst die LeglG-
Zellen (L. pneumophila-Zellen bezogen durch das Institut fir Hygiene und Umweltmedizin des Uni-
versitatsklinikums GieRen Marburg) in Mikrotiterplatten-Wells immobilisiert wurden. Danach wurden
mit BSA freie unspezifische Bindestellen blockiert und als nachstes der zu testende Antikorper
AK237744 und ein Antikdrper-HRP-Konjugat hinzugefiigt. Der Antikorper des Konjugats war ein se-
kundéarer anti-Kaninchen-Antikorper. AK237744 ist ein sekundarer Antikorper, der in Kaninchen als
Wirt hergestellt worden ist. Bei Anwesenheit aller Komponenten sollte es unter Addition von
3,3’,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) zu einer Farbreaktion kommen. Zur Kontrolle wurde das Experi-
ment ohne die Zellen in mit BSA blockierten Wells wiederholt, um die unspezifische Bindung von
AK237744 an BSA zu testen. AuRerdem wurde ein Kontrollexperiment ohne AK237744 durchgefihrt,

um auszuschlielRen, dass das Antikorper-HRP-Konjugat an etwas anderes als AK237744 bindet.

Tab. 4.2: Antikorperbindungstest: a — alle Komponenten vorhanden aufer Leg1G-Zellen; b — alle Komponenten vorhan-
den; c — alle Komponenten vorhanden aufler AK237744; d — alle Komponenten vorhanden aufler Antikérper-HRP-
Konjugat; N — Anzahl der Messungen/verwendete Mikrotiterplatten-Wells; ODyw — mittlere optische Dichte; StDev —
Standardabweichung; SPW — Spannweite (Maximalwert-Minimalwert); Dk — Teststatistik von Kolmogorow-Smirnow-Test
mit einem Signifikanzniveau von a=0,05.

-Leg1G(Kontrolle)® Exp’ -AK1(Kontrolle)® ~AK2(Kontrolle)®
N 9 9 9 9
ODpw 1,1 1,42 0,54 0,01
StDev 0,33 0,36 0,18 7,26%10"
SPW 1,005 1,043 0,518 0,002
Dk(a=0,05) 0,21 0,22 0,17 0,4

SchlieRlich wurde ein Kontrollexperiment unternommen, in dem das Konjugat weggelassen wurde,
um sicher zu gehen, dass die Farbreaktion tatsdchlich durch die HRP ausgeldst wurde. Das Ausmal
der Farbreaktion wurde mittels eines UV-Photometers bei den Wellenldngen A=450 nm und
A=620 nm gemessen und die Werte beider Messungen voneinander subtrahiert. Die Ergebnisse, samt
einiger statistischer Parameter, sind in Tab. 4.3 zusammengefasst. Laut einem Kolmogorov-Smirnov-

Test sind die Messwerte normalverteilt. Um zu ermitteln, ob die entsprechenden Mittelwerte sich
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signifikant unterscheiden wurde jeweils ein Lord-Test durchgefiihrt. Ein F-Test zum Vergleich der
Varianz von -AK2(Kontrolle) vs. Exp ergab, dass sich die Varianzen signifikant unterscheiden (a=0,05).
Daher wurde zum Vergleich der entsprechenden Mittelwerte ein Weir-Test verwendet. Die Ergebnis-

se von Lord- und Weir-Test sind in Tab. 4.3 zusammengefasst.

Tab. 4.3: Resultate der Lord und Weir-Tests. N — Anzahl der Experimente; u — Teststatistik
Lord Test: Hy wird verworfen, wenn u = 0,28 (Signifikanzniveau a=0,05); t — Teststatistik Weir-
Test: Hy wird verworfen, wenn t 2n 2. Hy=Mittelwerte sind gleich groR.

Exp vs. -LeglG(Kontrolle) Exp vs. ~AK1(Kontrolle) Exp vs. ~AK2(Kontrolle)

N 9 9 9
u 0,31 3,33 -
t - = 23,43

Die Vergleiche zeigen, dass das Resultat von Exp sich signifikant von den Kontrollen unterscheidet. Es
darf also davon ausgegangen werden, dass die verwendeten Antikdrper spezifisch an die verwende-

ten Zellen binden.

4.1.1.3 Blockieren unspezifischer Bindestellen

4.1.1.3.1 Test von Blockierungsreagenzien

Zu Beginn der Arbeiten mit dem RIfS-Biosensor wurde getestet, welche Art der Blockierung unspezifi-
scher Bindestellen auf den OTS-Chips am besten funktioniert. Getestet wurden die Blockierer
Tween 20, The Blocking Solution der Candor Bioscience GmbH und BSA. Fiir diese Experimente wur-
de die Moglichkeit genutzt, den Chip im BIAffinity um 90° zu drehen, damit jedes Experiment mit
einem Blockierungsreagenz zusammen mit einem entsprechenden Kontrollexperiment in einem ein-
zigen Sensorgramm dargestellt werden kann (Messstrategie 1, Kapitel 3.2.4.5). Die Experimente sind

prinzipielle aufgebaut, wie in Abb. 4.1 dargestellt.

— LeglP Abb. 4.3: Schema Blockierertests.
- O Blockiererll Verwendete Blockierer: Tween20, The Blocking Solution,
Y fAK g BSA. Gestrichelter Balken - Applikation vor Drehen des
Chips; oranger Balken — Applikation nach Drehen des Chips;

fAK - Fangerantikorper.
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Tween 20

Der Chip wurde in das Gerat eingelegt und auf beiden Flusskanadlen dquilibriert. Nach dem Abbruch
der Aqulibrierung wurden 400 s Basislinie aufgenommen, bevor ein Antikérper (150 pl, 500 pg/ml)
(AK237744) injiziert wurde. Nach einer etwa 1900 s dauernden Dissoziationsphase wurde die Mes-
sung abgebrochen, der Chip entnommen und anschlieBend in der Kontrollausrichtung um 90° ge-
dreht wieder eingelegt. Es wurde erneut eine Basislinie aufgenommen (240s) und dann zwei
Tween 20-Injektionen vorgenommen (0,05 %, 50 ul). Nach 6800 s Dissoziation wurden LeglG-Zellen
(50 l, 4*10° Zellen/ml) appliziert. Die Sensorgramme in den Abbildungen 4.4 A und B zeigen die

Resultate dieses Experiments.
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Abb. 4.4 Blockierungstest mit Tween 20. A — fAK-Immobilisierung: AK - Antikdrper; B — Tween-Effekt und Kon-
troll-Experiment: Tween 20 (0,05 %, 50 pl); Dissoziation 1000 s; Tween 20 (0,05 %, 50 ul); Dissoziation 6900 s;
Legl - LeglG-Zellen; nach 500 s ,Hold“-Schritt fiir 180 s (= die Injektion samt Strom Uber die OF wurde unter-
brochen); Dissoziation 2570 s. * Ende der Dissoziationsphase.

Die Antikdrper-Immobilisierung ergab nach 1900 s Dissoziation eine OSD von etwa 6970 IU auf bei-
den Messspots (Messspot 1 — blau; Messspot 2 — griin). Nach dem Drehen des Chips um 90° liegt der
Messspot 1 lGber einem OTS-OF-Abschnitt, der vor dem Drehen mit Antikdrper belegt worden ist.
Messspot 2 dagegen liegt nun Uber einem unbelegten OTS-OF-Abschnitt. Bei den in B dargestellten
Sensorgrammen ist nun nachvollziehbar, wie sich Tween 20 (zwei Injektionen) auf einer bereits mit
Antikorper belegten OTS-OF (blau) und auf einer unbelegten OTS-OF (griin) verhalt. An beiden Mess-
spots wird zunachst ein Signal aufgezeichnet, welches sich auf 2100 IU (Messspot 1 — blau) bzw.
1800 IU (Messpot 2 — griin) belduft. In der Folge dissoziiert Tween 20 von der OF sehr langsam. Nach
6900 s konstanten Pufferstroms, war die Dissoziation offensichtlich noch nicht abgeschlossen. Auf
der AK-belegten OF fiel das Signal wahrenddessen um 1270 IU auf 830 IU. Auf der unbelegten OF
kommt es zu einem Signalriickgang um 300 IU auf 1500 IU. Die Injektion von LeglG-Zellen fihrte auf

beiden OF-Abschnitten fiir die Dauer der Injektion zu einem Signalanstieg von 200-250 IU. Der Ein-
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satz des Pufferstrom fiihrte allerdings zu einem schnellen Riickgang des Signals, so dass der Kurven-

verlauf von vor der Legl-Zellen-Injektion fortgesetzt wurde.

,The Blocking Solution” (Candor Bioscience GmbH)

Mit dem Blockierer , The Blocking Solution” wurde ein dhnliches Experiment durchgefiihrt. Der Chip
wurde in Immobilisierungs-Orientierung in das Gerat eingelegt und ein Flusskanal mit Antikdrpern
belegt (150 ul, 500 pg/m). Die blaue Kurve in Abb. 4.5 A zeigt das Signalveralten im Flusskanal unter
Messspot 1 und die griine Kurve unter Messspot 2. Nach einer Dissoziationsphase von 1580 s wurde
die Messung abgebrochen und der Chip um 90° gedreht wieder in das Gerat eingelegt. Die blaue
Kurve in Abb. 4.5 B zeigt das Signalverhalten auf einem zuvor mit Antikdrpern belegtem OF-Abschnitt
wahrend die griine Kurve das Signalverhalten auf dem unbelegten OF-Abschnitt abbildet. Zunachst
wurde , The Blocking Solution” (50 pl, unverdiinnt) appliziert und nach einer 4100 s dauernden Disso-
ziationsphase Leg1G-Zellen (50 pl, 4*108 Zellen/ml). Eine weitere solche Leg1G-Zellen-Injektion folgte
nach einer Dissoziationsphase von 480 s.

Die Antikorper-Immobilisierung ergab ein Signal von etwa 6630 IU (iber beiden Messspots. Nach dem
Drehen und Applizieren von , The Blocking Solution” stieg das Signal auf etwa 2000 IU an. In der fol-
genden Dissoziationsphase fiel das Signal auf 537 IU (Messspotl — blau) bzw. 369 IU (Messspot 2 —
grin). Die anschlieBenden zwei Injektionen von LeglG-Zellen fiihrten am Ende der Dissoziationspha-
sen (zum Zeitpunkt 9000 s) zu einer OSD von 643 |U (Messspot 1 — blau) bzw. 73 IU (Messspot 2 —
griin). Das entspricht einem Nettosignalzuwachs von 106 IU (Messspot 1 — blau) bzw. 73 IU (Mess-

spot 2 —griin).
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Abb. 4.5 Blockierungstest mit , The Blocking Solution“. A — Antikdrper-Immobilisierung: AK - Antikdrper; Ab-
bruch. B —,The Blocking Solution“-Effekt und Kontroll-Experiment: TBS - , The Blocking Solution®, Dissoziation
4100's; Legl - LeglG-Zellen nach 500 s ,Hold“-Schritt fir 180 s (= die Injektion samt Strom Uber die OF wurde
unterbrochen); * Ende der Dissoziationsphase.

78



ERGEBNISSE | 4

Bovines Serum Albumin (BSA)

Ein dhnliches Experiment wurde mit BSA unternommen. Ein Antikérper wurde immobilisiert (50 pl,
500 pg/ml), die Messung abgebrochen, der Chip dem Gerat entnommen und um 90° gedreht wieder
in das Gerat eingelegt. Dann erfolgte die Applikation von BSA (50 ul, 2000 ug/ml). Zuletzt wurden

nach einer Dissoziationsphase von 1080 s Leg1G-Zellen injiziert.
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Abb. 4.6 Blockierungstest mit BSA. A — Antikorper-Immobilisierung: AK — Antikdrper; Abbruch. B — BSA-
Effekt und Kontroll-Experiment: BSA - BSA (50 pl, 2000 pg/ml); Legl - Leg1G-Zellen (50 pl, 4*10°% Zellen/ml);
* Ende der Dissoziationsphase.

Wie Abb. 4.6 A zeigt ergab die Antikdrper-Immobilisierung am Ende der Dissoziationsphase ein Signal
von 4445 U iber Messspot 1 (blau) bzw. von 4530 IU Giber Messspot 2 (griin). Die BSA-Injektion nach
dem Drehen fihrte unter Messspot 1 am Ende der Dissoziationsphase nach der Injektion (1080 s) zu
einem Signalanstieg 431 IU (Messspot 1 — blau) bzw. 2149 IU (Messspot 2 — griin). Die Applikation
von LeglG-Zellen fuhrte nach der Dissoziationsphase von 600 s zu keinem Nettosignalanstieg unter

Messspot 1 und zu einem Anstieg von 49 IU unter Messspot 2.

Zwischenergebnis 1
BSA scheint sich auf den verwendeten Oberflachen am besten als Blockierungsreagenz zu eignen, da
es effektiv unspezifische Bindestellen blockiert und die anschliefenden Dissoziationsphasen schnell

beendet sind. Im Folgenden wird daher mit BSA als Blockierungsreagenz gearbeitet.
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4.1.1.3.2 BSA-Blockierung gegeniiber Antikorpern

In diesem Abschnitt werden Ergebnisse prasentiert, welche die Frage nach der addquaten Blockie-
rung von unspezifischen Bindestellen klaren sollten. Auf in PBS-Puffer dquilibrierten OTS-Chip wur-
den folgende Messungen durchgefiihrt (Abb. 4.7):

Nach 300 s Basislinien-Aufnahme wurde BSA (80 pl) A A

unterschiedlicher Konzentration immobilisiert. Nach

00000000000oIEVINNN
O BSA

einer Dissoziationsphase von 600 s erfolgte die Injek-

tion eines Antikorpers (80 ul, 500 pug/ml). Abb. 4.8

zeigt die Bindungskurven der entsprechenden Expe-  apb. 4.7: BsA-Blockierung gegeniiber AK
rimente. Die Sensorgramme zeigen ein konzentrati-

onsabhéngiges BSA-Signal. AulRerdem zeigt jedes Sensorgramm eine Bindung des Antikorpers. Abbil-
dung 4.9 zeigt eine Gegeniiberstellung der gemessenen BSA-Signale am Ende einer 600 s-
Dissoziationsphase und der entsprechenden Antikorper-Signale in Abhéangigkeit der BSA-
Konzentration. Wie sich zeigte, sind die Antikorper-Signale zwischen BSA-Konzentrationen von 500-
2000 pg/ml sehr dhnlich (rote Kreise). Der OSD-Mittelwert bei BSA-Konzentrationen 2500 pg/ml be-
tragt 295,7 IU (StDev 46,9 IU).

BSA PBS anti-lgG PBS
3500 : : : :
3000 + 2000 pg/ml
5 2500+
- |
§ 2000 1000 pg/mi
i ]
5 500 pg/ml
2 1500 | Hom
5] 100 pg/ml
& ]
2 1000 1 . .
e Abb. 4.8: Blockierungsexperimente auf
8 5004 OTS-OF mit BSA und anti-IgG b-
Antikorpern. BSA - Blockierer, unter-
0+ schiedliche Konzentration (angegeben am
0 500 1000 1800 2000 2500 3000 3500 rechten Rand); anti-IgG — Antikdrper anti-
Zeit[s] 1gG b; Werte von Messspot 1.

Bei 100 pg/ml BSA ist das Signal mit 727 IU weit hoher als dieser Mittelwert. Im Folgenden wird da-
her davon ausgegangen, dass die Oberflaiche durch Applikation von 80 ul BSA der Konzentration

500 pg/ml vollstandig blockiert werden kann.

80



ERGEBNISSE | 4
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Abb. 4.9: Vergleich der BSA-Signale und der anti-IgG b-Signalen in Abhangigkeit der
BSA-Konzentration am Ende einer 600s-Dissoziationsphase (in halblogarithmischer
Auftragung). AK - anti-IgG b-Antikérper.

4.1.1.3.3 Blockierung gegenliber ganzen L. pneumophila-Zellen

AuBerdem muss im Hinblick auf Experimente im Direct-Assay-Format die adaquate BSA-
Konzentration festgestellt werden, um die OTS-Oberflache gegeniiber ganzen Legionella-Zellen zu
blockieren. Zu diesem Zweck wurden folgende Experimente durchgefiihrt: Nach 300 s Basisliniensta-
bilisierung wurden 80 pl BSA unterschiedlicher Konzentration injiziert. Nach 600 s Dissoziationsphase
wurden jeweils Proben von LeglG-Zellen (150 pl, 1,5%10° Zellen/ml) appliziert (Abb. 4.9). Die ent-
sprechenden Bindungskurven  sind  in

Abb. 4.10 dargestellt.

In Abb.4.11 A sind die BSA-Bindekurven

nochmals im Detail dargestellt und in Abb. [ J
411 B die entsprechenden Legl- 10000090000 00N I Legtp
Bindungskurven im Detail. Abbildung 4.11 D O BSA

zeigt eine halblogarithmische Auftragung der

. . Abb. 4.9: BSA-Blockierung gegeniiber Legionellen-Zellen
BSA-Konzentration gegeniiber den BSA- (Leg1P)
LeglP).

Signalen bzw. der LeglG-Zellen-Signale am
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Ende von jeweils einer 600 s-Dissoziationsphase. Wie aus A hervorgeht, ergeben BSA-Applikationen
ab 1 pg/ml deutlich von der Basislinie zu unterscheidende Bindungskurven. Bei BSA-Konzentrationen
>500 pg/ml liegt das Signal bei etwa 2000 IU. B zeigt die auf Legl1-Zellen referierenden Bindekurven.
In C wurden die in B farbig dargestellten Bindungskurven in einer vergroRerten Darstellung abgebil-
det, um einen besseren Uberblick zu gewahren. Fiir die BSA-Konzentrationen von 0,5 pg/ml, 1 pg/ml,
5 pug/ml und 10 pg/ml sind deutliche Legl1-Zellen-Bindungskurven zu erkennen. Die Leg1G-Zellen-
Bindungskurven fir BSA-Konzentrationen groBer als 10 pg/ml und die BSA-Konzentration von

2,5 ug/ml ergeben am Ende der Dissoziationsphase von 1800 s Signale unterhalb von 200 IU.

BSA x Leg1
P?S i PB;S 0,5 pg/ml
3000 H H
2,5 ug/ml
> 5pug/ml
2500 + + 10 pg/ml
i « 50 pg/mi
=2 2000 500 pg/ml
[0 1000 pg/ml
S 2000 ug/ml
£ 1500
S
5 § Abb. 4.10: Bindungskurven von
n 4 3 . .
o 1000 ; Experimenten zur Blockierung der
S é .
3 M OTS-OF gegeniiber ganzen Legl-
2 i
g S0 : Zellen. BSA - Blockierer, unter-
f schiedliche Konzentration (ange-
0 .
geben in Legende am rechten

0 " 000 2000 3000 4000 5000 Rand); Legl — Leg1G-Zellen.

Zeit [s]

Aus D ist zu entnehmen, dass die Signale nach LeglG-Zellen-Applikation fiir BSA-Konzentrationen
<50 pg/ml anfangen zu steigen. Die Sensorsignale am Ende der LeglG-Dissoziationsphase liegen bei
BSA-Konzentrationen zwischen 50 pg/ml und 2000 pg/ml zwischen 711U und 111 IU. Der Mittelwert
der Signale in diesem Bereich betragt 85,6 IU (StDev=16,73 IU).

Tab. 4.4: Deskriptive, statistische Parameter beziiglich der Blockierungsexperimente gegen-
iiber ganzen L. pneumophila-Zellen. *Stichprobe von LeglG-Zellen-Experimenten ohne den
potentiellen AusreiRer; "Stichprobe von LeglG-Zellen-Experimenten mit dem potentiellen
AusreiRer; N — Anzahl der Messungen; OSDy,w — Mittelwert der optischen Schichtdicke; StDev -
Standardabweichung; SPW - Spannweite; Dk - Test-Statistik Kolmogorov-Smirnov-Test
(a=0,05); G — Test-Statistik Grubbs Test (a=0,05).

Leg1 G-Zellen-SignaI* Leg1 G-Zellen-SignaI**
N 5 6
OSDyw [1U] 85,6 126,33
StDev [IU] 16,73 100,89
SPW [IU] 40 259
Dk 0,20834 0,39373
G 14,61
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Aulerdem geht aus diesem Experiment hervor, dass Leg1G-Zellen auf BSA-belegten OF ein unspezifi-
sches mittleres Signal von im Mittel etwa 85 IU (StDev=16,73 IU) erzeugen, wenn man die finf Mes-
sungen bei 50, 100, 500, 1000 und 2000 pg/ml (N=5) zu Grunde legt. Signale nach Applikation von
Leg1G-Zellen auf BSA gesattigte OTS-OF, die im Bereich bis 136 U (85,6 IU + 3*16,73 IU aufgerundet)

liegen, sollten als unspezifische Signale angesehen werden.
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Abb. 4.11: Detail Darstellungen der Blockierungstests beziiglich der Blockierung mit BSA gegeniiber LeglG-Zellen
(Detail aus Abb. 4.10). A — Detail der BSA-Bindungskurven (Gesamtheit der aufgenommenen Bindungskurven). B —
Detail der Legl-Zellen-Bindungskurven (Signal zum Zeitpunkt der Injektion auf ,null” gesetzt). C — VergréRerung der in B
farbig dargestellten LeglG-Zellen-Bindungskurven. D — Halblogarithmische Auftragung der BSA- bzw. LeglG-Zellen-
Signale am Ende einer 600 s-Dissoziationsphase (BSA) bzw. 1800 s-Dissoziationsphase (LeglG-Zellen) gegen die loga-
rithmierte BSA-Konzentration. *Ende der Dissoziationsphase. Notiz: LeglG-Zellen-Diss.-Phase bei BSA 500 ug/ml nur
1252 s (wegen eines Artefakts gekurzt).

4.1.1.3.4 AK237744-Wechselwirkung mit BSA

Da mit AK237744 weiter gearbeitet werden sollte, musste nun noch ermittelt werden, ob der Anti-
korper eine Affinitat zu BSA hat, welches als Blockierungsreagenz zum Ausschluss von unspezifischen
Bindestellen verwendet werden sollte. Ein Experiment wurde durchgefiihrt, in dem zuerst 80 ul BSA
einer Konzentration von 2000 pg/ml immobilisiert wurden und anschlieBend 80 ul AK237744 einer

Konzentration von 200 pg/ml. Abbildung 4.12 zeigt das entsprechende Sensorgramm, aus dem her-
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vorgeht, dass der Antikérper AK237744 minimal an BSA-gesattigte OF bindet, jedoch durch den Puf-

ferstrom wieder weitgehend entfernt wird.

BSA200 AK237744
PBS PBS
2500 ]

2000 f

1500

1000

500

optische Schichtdicke [IU]

Abb. 4.12: AK237744-Verhalten auf BSA gesattigter
OTS-OF. Basislinie 300s; BSA — (80 ul; 2000 pg/ml);
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 Dissoziation 600 s; AK237744 — fAK (80 ul; 200 pg/ml);
Zeit [s] Flussrate 5 pl/min; Puffer PBS pH 7,3.

Zwischenergebnis 2

Die Blockierungsexperimente prasentiert in den Kapiteln 4.1.1.3.1, 4.1.1.3.2, 4.1.1.3.3 und 4.1.1.3.4
ergaben, dass BSA ein addquates Blockierungreagenz ist und bei Konzentrationen von 500 ug/ml die
OTS-OF gegenlber IgG-Antikorper blockiert und ab einer Konzentration von 50 ug/ml gegeniber
Ganzzellsuspensionen von LeglG-Zellen. Die mittlere unspezifische Bindung von LeglG-Zellen auf
BSA-passivierten OTS-OF nach 1800 s betragt 168,71 IU (StDev=134,12 IU). AuBerdem zeigt das Expe-
riment prasentiert in Kapitel 4.1.1.3.4, dass der fiir die folgenden Experimente gewdahlte Antikdrper

AK237744 nicht mit BSA (jedenfalls mit auf OTS-OF immobilisiertem BSA) interagiert.

4.1.1.4 Experimente mit Fidngerantikérper AK237744
Mit den Ergebnissen, welche in Kapitel 4.1.1.3.1,
4.1.1.3.2 und 4.1.1.3.4 prasentiert worden sind,

—_ LeglP
wurden Experimente durchgefiihrt, welche den O  BsA

»Proof of Principle” zur Legionellen-Detektion im Y fAK AK237744

,Sandwich-Assay-Format” liefern sollten.

Zunichst wurde nur das ,Capturing” mit polyklo- Abb. 4.13: Schema des Experiments im Sandwich-Assay
- Format .

nalen Antikorpenr als fAK getestet. Dazu wurden

AKs des Typs AK237744 auf der OTS-OF immobilisiert. Da die addquate Konzentration von fir ein

erfolgreiches Capturing erst bestimmt werden musste, wurden die AKs in unterschiedlichen Experi-

84



ERGEBNISSE | 4

menten in unterschiedlichen Konzentrationen appliziert (80 pl). Anschlieend wurden mit BSA (80 pl,
50 pug/ml = s. 4.1.1.3.2) unspezifische Bindungsstellen auf der OTS-OF blockiert und letztlich Leg1G-
Zellen (150 pl, 1,5%10° Zellen/ml) appliziert. Abbildung 4.13 zeigt das Schema und Abb. 4.14 die Bin-
dungskurven des gesamten Experiments. Die Konzentrationen der eingesetzten Antikdrper betrugen
zwischen 1 pg/ml und 500 pg/ml. Die BSA-Signale unterhalb von 10 ug/ml AK237744 fallen noch
hoch aus, ab 10 pg/ml betragen sie nur noch wenige 1U. In Abb. 4.15 A und B sind Details der Experi-
mente dargestellt. Abb. 4.15 A zeigt die Bindungskurven von AK237744 auf der OTS-OF.
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o 7 1 ug/mi i . .
< b Haim Principle“-Experimenten zur Bestimmung
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B 1 3 P er -Konzentration. - ;
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o 1
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zentrationen am rechten Rand angegeben.

— T T T T Artefakt in Bindungskurve bzgl. 100 pg/ml
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Zeit[s] korrigiert (s. Anhang)

In Abb. 4.15 B sind die Bindungskurven, die nach LeglG-Zellen-Applikation gemessen wurden, im
Detail abgebildet, wobei die Signale zum Zeitpunkt der Injektion der besseren Ubersicht wegen ,auf

III

null“ gesetzt worden sind. Aus der Abbildung geht hervor, dass die Leg1G-Zellen-Signale am Ende der
Dissoziationszeit von 1800s nicht groBer als 200 IU ausfallen. Lediglich das Signal bei einer

AK237744-Konzentration von 50 pg/ml fallt mit etwa 250 IU gréRer aus.
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500 pg/ml 600+ ' ; Eg; ::
= 10 pg/mi
50 pg/ml 500 |
4000 4 100 pg/ml - 50 pg/ml
— £ — - 100 pg/ml
2 : i
= : 2 400 - 500 pg/ml
@ 3000 :
§ . : 10 pg/ml %
il H 5 3004
5 z
o .
5 2000 4 i s o
) i @ 1
£ £
@ 10004 8 100
53 i Spgml &
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Abb. 4.15: Details der Bindungskurven zu den ,Proof of Principle“-Experimenten zur Bestimmung der
fAK-Konzentration. A — Detail AK237744-Bindung; B — Detail LeglG-Zellen-Bindungskurven (Signal zum
Zeitpunkt der LeglG-Zellen-Injektion auf ,,null” gesetzt).
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Im Vergleich zu den unspezifischen Signalen, welche in Kapitel 4.1.1.3.3 fir unspezifische Signale von
Leg1G-Zellen auf BSA-blockierten OF ermittelt worden sind, konnte hier im besten Fall eine spezifi-
sche Bindung von etwa 114 IU (=250 IU-136 1U) von LeglG-Zellen an AK237744 festgestellt werden.
Aufgrund der sehr geringen spezifischen Bindung wurde auf die Applikation eines Detektionsantikor-

pers verzichtet.

4.1.1.5 Experimente mit dem Féingerantikérper AK237744 mit vorhergehender BSA-Applikation

Die in diesem Kapitel prasentierten Experimente folgen dem Schema in Abb. 4.13 des vorhergehen-
den Kapitels, mit dem Unterschied, dass zundchst BSA so immobilisiert worden ist, dass keine BSA-
Sattigung erreicht wird und danach erst der fAK. Der Idee zufolge wurde angenommen, dass zwi-
schen den BSA-Molekiilen noch freie OTS-OF verfligbar sei, um in den Liicken zwischen den BSA-

Molekilen Antikoérper zu ,parken”.
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Abb. 4.16: ,,Proof of Principle“-Experiment mit AK237744-Immobilisierung auf BSA-vorbehandelter OTS-OF.

A — Bindungskurven: BSA — Blockierer; AK237744 — fAK; Legl — LeglG-Zellen; B — AK237744-Detail (Signale zum AK-
Injektionszeitpunkt auf ,null“ gesetzt); C — LeglG-Detail (Signale zum LeglG-Injektionszeitpunkt auf ,null” gesetzt); D -
halblogarithmische Darstellung der LeglG-Signale (am Ende einer 2056 s-Diss.-Phase) vs. AK237744-Signal (am Ende
einer 600 s-Diss.-Phase), AK237744-Konzentration in ug/ml Gber den Spalten angegeben. Artefakt in A bzgl. Bindungskur-
ve fur 1 ug/ml korrigiert (s. Anhang).
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Der Antikorper sollte so in einer glinstigeren Ausrichtung stabilisiert werden. In den Experimenten,
deren Ergebnisse im Folgenden prasentierten werden, wurden nach 300 s Basislinien-Aufnahme
80 ul BSA einer Konzentration von 50 pg/ml immobilisiert.

Darauf folgte jeweils eine Injektion von
Tab. 4.5: Statistische Parameter beziiglich der BSA-, LeglG- und

AK237744 (80 pl) bei unterschiedlichen AK237744-Sensorsignale am Ende der entsprechenden Dissoziati-
Konzentrationen und schlieRlich die Ap- onsphasen. N — Anzahl der Messungen; StDev - Standardabweichung;

SPW - Spannweite; Dk Test-Statistik Kolmogorov-Smirnov-Test

plikation von LeglG-Zellen (150 ul, (a=0,05).

1,5*%10° Zellen/ml). Abbildung 4.16 zeigt N BZA AKZ?;WM LeilG

die entsprechenden Ergebnisse in Form Mittleres Signal 1U] 1354 25,6 289,33
StDev [IU] 133,36 39,3 59,6

von Sensorgrammen. Die Injektionen von

BSA ergab ein mittleres Signal von 1354 |U. Die darauf folgende Applikation von AK237744 als fAK
fUhrte fur die Konzentrationen 1 pg/ml bis 100 pg/ml am Ende der Dissoziationsphase (600 s) zu ei-
nem mittleren Signalanstieg von 25,6 IU. Erst die Injektion von 80 pl einer AK237744-Probe von
200 pg/ml ergab einen deutlich Signalanstieg von 273 IU. Die anschlieBende Leg1G-Zellen-Injektion
resultierte am Ende der Dissoziationsphase (2056 s) in einem mittleren Signal von 289,3 IU. Die Mit-
telwerte und Standardabweichungen sind in Tabelle 4.5 zusammengefasst. Unter keinen der geteste-
ten Bedingungen wurde eine deutliche Erhéhung des Leg1G-Zellen-Signals festgestellt. Daher wurde

auf die Applikation eines Detektionsantikorpers verzichtet.

Anmerkung: Die Chips, welche in Kapitel 4.1.1.4 und 4.1.1.5 verwendet worden sind, wurden im
ersten Schritt der OTS-Funktionalisierung mit technischem Aceton gereinigt. Fir die Chips, welche in
den folgenden Experimenten verwendet worden sind, wurde Aceton flir Gaschromatographie ver-

wendet (sofern nicht anders angegeben).

4.1.2 Antikdrper-Immobilisierung auf OTS/Protein A-Oberfldche
Arbeiten mit Protein A auf Oberflichen bedienen sich meist kovalenter Kopplungsverfahren. Hier

wurde getestet, ob sich Protein A auch auf hydrophoben Oberflachen unter Ausnutzung hydropho-

ber Wechselwirkungen immobilisieren l&sst.
Aulerdem wurde getestet, ob sich Legionellen- ( ) CJ  leglP
Zellen durch Antikorper, welche auf der Pro- —
) ) o fAK237744
tein A-ausgestatteten OF immobilisiert worden
Protein A

sind, besser binden lassen als in den vorherge-

henden Experimenten. Die angestrebte Strate-

gie ist in Abb. 4.17 schematisch dargestellt.

Abb. 4.17: Schema des Experiments mit Protein A als Lin-

ker zwischen OTS-OF und fAKs.
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Zuerst wurden unterschiedliche Konzentrationen von Protein A auf eine C18-OF appliziert und freie
Stellen, an die unspezifische Anbindungen von anschliefend applizierten Antikérpern moglich waren,
mit BSA (500 pg/ml; 80 ul) blockiert. Die Sensorgramme in Abb. 4.18 zeigen die Ergebnisse dieser
Experimente. Fir jede nadchst hohere Konzentration wird nach 600 s Dissoziationsphase auch ein
hoheres Signal gemessen, wobei die Signale der drei niedrigsten Konzentrationen nur geringfligig
unterschiedlich ausfallen. Fur die Konzentrationen 50 pg/ml und 100 pug/ml Protein A ein Signal von
1621 IU bzw. 1627 IU (nach 600 s Dissoziationsphase). Bei der Gabe von 10 pg/ml erhélt man ein
etwas kleineres Signal von 1435 |U. Die beiden héchsten Konzentrationen zeigen einen fiir Assoziati-
onsphasen sehr untypischen Signalverlauf, mit Phasen der Signalverminderung und des Anstiegs.
Abb. 1.19 stellt die Nettosignale der Protein A-Bindephase und die Nettosignale, die bei der Applika-

tion von BSA gemessen wurden, einander gegeniber.

Protein A BSA
3500 . PBS . PBS
3000 : : : 1000 pg/r
— 2500 | : : : /—/’-—\ 500 pglr
2 : :
2000 7\\
Q .
B ] i
S 1500 b j
'_(E) ] I/
® 4000 100 pg/mi Abb. 4.18: Sensorgramme einer Pro-
[0} 10 pg/mi . . R .
5 j 50 Uil tein A-Verdiinnungsreihe auf einer OTS-
? Hg/m .
'*é_ 500 ~ OF. Protein A - x pg/ml (80 ul); BSA -
0' Blockierer; (Messungen auf Chips, bei
i denen die Funktionalisierung mit nicht
-500 — wasser-freiem Toluol als Losungsmittel
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 stattgefunden hat!)
Zeit [s]

Das kleinste BSA-Signal erhilt man bei Applikation von 80 ul einer 50 pug/ml bzw. 100 pg/ml-
konzentrierten Protein A-Losung. Die beiden BSA-Nettosignale unterscheiden sich mit 657 IU bzw.
659 IU nicht von einander. Das gleiche gilt fiir die entsprechenden Protein A-Signale.

Aufgrund dieser Daten wurde davon ausgegangen, dass die OF bereits bei Applikation von 80 pl einer
Lésung mit einer Protein A-Konzentration von 50 pg/ml gesattigt ist. In der Annahme, dass unter
diesen Bedingungen die Antikorperbindekapazitdt maximal sei, wurde mit dieser Konzentration wei-

ter gearbeitet.
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Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, welche Antikérperkonzentration addquat ist, um mog-
lichst effektiv Legionellen auf der OF einzufangen. In diesen Experimenten wurden zundchst 80 pl
Protein A einer Konzentration von 50 pg/ml injiziert, mit 80 pl BSA (500 pug/ml) blockiert und an-
schlieBend der Antikérper AK237744 in unterschiedlichen Konzentrationen appliziert (80 pl). Danach
wurden 150 pl einer Legionellen-Suspension der Konzentration 1,5x108 Zellen/ml zugegeben. Die

resultierenden Bindungskurven zeigt Abb. 4.20.

ProtA BSA AK Leg1G
PBS PBS PBS | PBS
7000 i
6000 ~ 500 pg/ml
5 5000 — 100 pg/mi
2 1 50 pg/ml Abb. 4.20: Sensorgramme  der
© 4000 10 pg/ml " . .
i<l AK237744-Verdiinnungsreihe auf einer
= .
% 3000 4 OTS/Protein A-OF. Prot A - 50 pg/ml,
] i 5 ug/ml 80 pl; BSA - Blockierer; AK - AK237744
g 0 pg/mi .
& 2000 x ug/ml, 80 ul; LeglG - LeglG-Zellen.
5 Daten erhoben auf Messspot 1. (Mes-
(o]
1000 + sungen auf OTS-Chips, bei denen die
o Funktionalisierung in  wasserfreiem
Toluol stattfand.) AK-Konzentration s.

T T T T T T T T T T T T T T T T
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Zeit [s]

rechter Rand

Die Sensorsignale nach Zugabe von 80 pl Protein A-Losung der Konzentration 50 ug/ml ergaben nach
600 s Dissoziation eine durchschnittliches Signal von 1788,5 IU (N=6) mit einer Standardabweichung

von 69,26 IU. Nach Gabe von 80 ul BSA der Konzentration 500 pug/ml und 600 s Dissoziation ergab
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sich ein durchschnittliches Signal von 456 IU (N=6) mit einer Standardabweichung von 47,38 |U (Tab.
4.6). Ohne die Applikation von AK237744 fallt das Sensorsignal Gber den Zeitraum, welcher der Injek-
tion eingerdumt wird und den 600 s Dissoziation, um 131 IU (Abb. 1.20; Sensorgramm beziglich
0 ug/ml). Die Applikation von 80 pl AK237744 der Konzentration 5 ug/ml ergibt lediglich ein Signal-
zuwachs von 48 |U. Erst ab 10 ug/ml wurden Signale gemessen, die groRer als 1000 IU sind.

Die Zugabe von 150 pl Legionellen-Suspension einer Konzentration von 1,5x10% Zellen/ml ergab fiir
die AK237744-Konzentrationen 50 pg/ml und 100 pg/ml sehr kleine Signale von 83 IU bzw. 16 IU. Bei
0 pug/ml AK237744 wurde noch ein Signal von 336 IU gemessen. Fiir 5 ug/ml AK237744 lag das Signal
mit 342 IU unwesentlich héher. Fur 10 pg/ml und 500 pg/ml wurden jedoch Signale von 602 IU
(10 pg/ml AK237744) bzw. 528 IU (500 pg/ml AK237744) gemessen. Aufgrund dieser Daten wurden
die Arbeiten mit AK237744 auf Protein A-OF eingestellt (s. Diskussion).

Zusatz: Wahrend der Experimente mit Protein A wurde eine neue Charge OTS-Chips hergestellt. Die-
se Charge wurde unter Verwendung getrockneten Toluols funktionalisiert. Die Ergebnisse der Pro-
tein A-Immobilisierung auf OTS-Chips, die mit wasserfreiem Toluol funktionalisiert worden sind,
unterschieden sich deutlich von den Ergebnissen der Protein A-lImmobilisierung, auf Chips, die in
nicht-wasserfreiem Toluol funktionalisiert worden sind. Im Folgenden werden die Ergebnisse, die mit
beiden Chargen erzielt worden sind, vergleichend dargestellt. Die Experimente wurden unter ansons-
ten gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Abbildung 4.21 A zeigt Protein A-Bindungskurven auf OTS-
Chips, die in nicht-wasserfreiem Toluol funktionalisiert worden sind und B die Ergebnisse der ent-

sprechenden Experimente auf OTS-Chips, welche in wasserfreiem Toluol hergestellt worden sind.
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Abb. 4.21: Vergleich der Protein A-Bindungskurven auf Chips, die in wasserfreiem bzw. nicht-wasserfreiem Toluol

OTS-funktionalisiert worden sind. A — OTS-Funktionalisierung in nicht-wasserfreiem Toluol (11 Experimente); B — OTS-
Funktionalisierung in wasserfreiem Toluol (6 Experimente).
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Tabelle 4.6 zeigt zum besseren Vergleich einige deskriptive Parameter. Beide Datensets sind laut
Shapiro-Wilk-Test normalverteilt (a=0,05; SW(nwf)=0,92424; SW(wf)=0,93463). Ein F-Test zum Ver
gleich der Varianzen zeigt, dass die Varianzen signifikant unterschiedlich sind (a=0,05; F=23,5394).
SchlielRlich zeigte ein t-Test, dass die Mittelwerte beider Datensets signifikant unterschiedlich sind
(a=0,05; t=-3,45923). Die Ergebnisse der Protein A-Immobilisierung sind also signifikant verschieden.
Die Statistik untermauert die Entscheidung zukiinftig die OTS-Funktionalisierung der Chips in wasser-

freiem Toluol vorzunehmen.

Tab. 4.6: Statistische Parameter zum Vergleich der OTS-OF, die in nicht-wasserfreiem (nwf) bzw. in wasserfreiem
(wf) Toluol hergestellt worden sind. Protein A-Sensorsignale am Ende der Dissoziationsphase von 600 s; N - Anzahl der
Messungen; OSDyw 600 — Mittlere optischen Schichtdicke am Ende der Dissoziationsphase von 600 s ; StDev — Stan-
dardabweichung; Max - Maximalwert; Min — Minimalwert; SPW — Spannweite.

R OSDMW,GODS StDev Min Max SPW
Protein A N

[1U] [1U] [1U] [1U] [1U]

nwfChips 11 1424,6 336,02 974 1911 937

wfChips 6 1788,5 69,26 1707 1882 175

4.1.3 ConA-SAv als Linker zwischen OTS-OF und Legionellen-Antikérpern
4.1.3.1 Vorversuche

4.1.3.1.1 ConA-Immobilisierung auf OTS-funktionalisierten Glaschips

Das folgende Experiment verfolgte zundchst nicht das urspriinglich angestrebte Ziel, Legionellen auf
einer OF zu immobilisieren. Das Ergebnis zusammen mit den Ergebnissen der folgenden Abschnitte
dieses Kapitels fuhrt aber direkt auf dieses Ziel zurtick (s. Diskussion Kapitel 5.1.3). Es wurde getestet,

ob ConA auf der OTS-Oberflache durch hydrophobe Wechselwirkung zu immobilisieren ist.
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1 Abb. 4.22: Bindungskurve nach ConA-Applikation auf

. ; . . . . . . . . , OTS-OF. ConA- Concanavalin A 1000 ug/ml; BSA
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Mit einer derartigen Oberflache kénnte es gelingen Proteine mit mannosehaltigen Zuckerseitenket-
ten oder Bakterien mit Mannose-Einheiten in den Lipopolysacchariden auf der Zelloberflache aus
einer komplexen Matrix heraus selektiv auf der Chip-OF einzufangen. Um die Bindefahigkeit von
ConA nach gelungener Immobilisierung zu testen, wurde Fibrinogen verwendet, ein Glykoprotein das
aufgrund von Mannose-Einheiten im Zuckeranteil an ConA binden sollte (Diaz-Maurifio et al., 1984).
Nach der Aquilibrierung eines OTS-Glaschips und nach 300 s Basislinienaufnahme wurde ConA (50 pl;
1000 pg/ml) injiziert, gefolgt von BSA (50 pl; 1000 pg/ml) nach 1738 s Dissoziation. Aus den Bin-
dungskurven in Abb. 4.22 geht hervor, dass ConA mit einem Signal von 4465IU an die OTS-
funktionalisierte OF bindet. BSA-Injektion fiihrte zu einem Signalzuwachs von 92 IU. Aufgrund dieses
Befunds wurde in einem weiteren Experiment zundchst ConA (1000 pg/ml, 150 ul) immobilisiert,
anschlieRend mit BSA (1000 pg/ml; 50 pg/ml) unspezifische Bindestellen blockiert und schlieRlich
Fibrinogen (80 ul; 50 pug/ml) appliziert (Abb. 4.23).
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i r i
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1000
1 Abb. 4.23: Bindungskurve von Fibrinogen auf ConA-

—_— -— : OTS-OF. ConA — Concanavalin A 1000 pg/ml; BSA —
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000  Blockierer; FIB -Fibrinogen;
Zeit [s]

Wie sich zeigte, konnte Fibrinogen nicht an die Oberflache binden.

4.1.3.1.2 Streptavidin-Immobilisierung auf OTS funktionalisierten Glaschips

In diesen Experimenten wurde getestet, ob sich Streptavidin auf einer OTS-funktionalisierten Glas-
oberflache durch hydrophobe Wechselwirkungen immobilisieren lasst. Auf derartigen vorbereiteten
Oberflachen kénnte man biotinylierte Antikdrper immobilisieren (Diamandis & Christopoulos, 1991).
Ein OTS-Chip wurde aquilibriert und nach der Aufnahme einer Basislinie Giber 300 s wurde SAv (80 pl;
1000 pg/ml) injiziert. Abb. 4.24 zeigt die resultierende Bindekurve. Das Experiment zeigte, dass SAv

unter diesen Bedingungen nicht an die OF bindet.
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Abb. 4.24: Bindungskurve von Streptavidin auf OTS-
OF. SAv — Streptavidin 1000 pg/ml;

4.1.3.2 ConA-SAv-Fusionsprotein-Immobilisierung auf OTS-funktionalisierten Glaschips

Aufgrund des Befundes, dass sich ConA in PBS pH 7,3 auf OTS-OF immobilisieren lasst, SAv unter den
gleichen Bedingungen jedoch nicht, wurde die Bindungsfiahigkeit des ConA-SAv-Fusionsproteins auf
einer OTS-OF getestet. Die Abbildungen 4.25 A-C zeigen die Bindekurven, welche aus diesem Experi-
ment hervorgegangen sind.

Die folgenden Experimente sind unter Verwendung der in Kapitel 3.2.4.5 beschriebenen Mdoglichkeit
zu Kontrollexperimenten durchgefiihrt worden (Messstrategie 1). In Abb. 4.25 A ist die Bindungskur-
ve dargestellt, welche (iber Messspot 2 bei Applikation von ConA (80 ul; 1000 pg/ml) gemessen wur-
de. Es ergab sich ein Nettosignal von 7984 IU. Der Chip wurde anschlieBend um 90° gedreht und
wieder in das Gerat eingelegt. Zweimalige Passivierung mit BSA (80 ul, 2000 pg/ml und 50 pl,
2000 pg/ml) fuhrte unter Messspot 1 (blau; ConA-SAv belegt) zu einem geringen Signalanstieg von
insgesamt (d.h., beiden BSA-Applikationen zusammen) 409 IU (Abb. 4.25 B). Uber Messspot 2 (griin,
freie OTS-OF) dagegen wurde am Ende der Dissoziationsphase (also dem Zeitpunkt der bAK-
Injektion) ein Signal von 2323 |U gemessen.

Die anschlieRende Zugabe von bAK (50 ul, 500 pg/ml) fihrte zu einem Signalzuwachs um 2891 IU
unter Messspot 1 (blau, ConA-SAv belegt und BSA-blockiert) und um 253 IU unter Messspot 2 (grin,
BSA-blockiert). Bei dem Antikdrper handelte es sich um den biotinylierten Sekundar-AK ,anti-IgG b-
Antikorper”, welcher sich gegen den Primar-AK ,anti-lg-fraction Antikorper” richtet. Letzterer wurde
als Analyt verwendet. Die zweimalige Injektion des Analyten (jeweils 50 pl; 1000 pg/ml) fihrte insge-
samt zu einem weiteren Netto-Signalanstieg von 2394 |U auf Messspot 1 (blau) bzw. 645 IU auf
Messspot 2 (griin) (nach 390 s Dissoziation nach der 2. Analyt-Injektion). Abb. 4.25 C zeigt die Diffe-
renz der Signale, die unter Messspot 1 und Messspot 2 gemessen wurden (Signal(Messspotl)-

Signal(Messspot2)).

93



4 | ERGEBNISSE

P BSA BSA bAK Analyt Analyt
PBS P8S P8s PBS PBS

BS
10000 - 11000 4
- -t

8000 4 S000 4

-l

7000 4

T84 W

optische Schichtdicke [IU)
optische Schichtdicke (IU]

bAK Anaiyt Analyt
PBS PBS PBS

e ¥ Vi A S A

IMIH;II 1] llll,l | ||MMM'H llilllllﬁllllll

17430

optische Schichtdicke [IU)

c i . . . . . . D ® 1.conAsAv (FP) ) 2.BSA Y 3bak Y 4 Anai
2500 3000 800 4000 4500 S000 5500

Zeit [s]

Abb. 4.25: Experimente auf OTS-OF. A) Immobilisierung vor Drehen: FP — ConA-SAv-Fusionsprotein. B) Immobilisie-
rungen nach Drehen: BSA — Blockierer (2x); bAK — anti-IgG b-Antikérper; Analyt - anti-Ig-fraction Antikorper (2x
50 ul, 1000 pg/ml); C) Differenz von Signal(Messspot1) und Signal(Messspot2) ab bAK-Immobilisierung. D — Schema
des Versuchs.

Die Moglichkeit, bAKs auf OTS-Oberflachen mittels ConA-SAv zu immobilisieren, wurde genutzt um
Legionellen-Experimente durchzufiihren. Zundchst wurde getestet, bei welcher ConA-SAv-
Konzentration die Oberflache gesattigt vorliegt. Den ConA-SAv-Applikationen (jeweils 80 pl) unter-
schiedlicher Konzentration folgte die Gabe von BSA (50 pg/ml; 80 pl). Abb. 4.26 zeigt die gemessenen
Signale.

Hohere ConA-SAv-Signale ergaben auch hohere Sensorsignale. Bei den FP-Konzentrationen ab
100 pg/ml wurden keine BSA-Signale mehr gemessen (Abb. 4.26 A). Der biotinylierte Antikorper
wurde im selben Experiment auf die OF gegeben jedoch aus Griinden besserer Ubersichtlichkeit als

Detaildarstellung in Abb. 4.25 B dargestellt.
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Abb. 4.26: A) Bindungskurven FP-Verdiinnungsreihe + B) Bindungskurven von bAK -Detail. A) FP — ConA-SAv x pg/ml,
80 pl; BSA — Blockierer; B) bAK — biotinylierter Antikorper.

Bei einer Konzentration von 50 pug/ml fallt das bAK-Signal geringer aus als bei den
FP-Konzentrationen ab 100 ug/ml. Es gibt keine groRen Signalunterschiede bei bAK-Konzentrationen
ab 100 pg/ml. Abbildung 4.27 zeigt eine halblogarithmische Auftragung der Konzentrationen von FP
und BSA gegen die entsprechend gemessenen Sensorsignale am Ende der Dissoziationsphase. Diese
Darstellung veranschaulicht den Befund, dass die OTS-OF ab einer ConA-SAv-Konzentration von 100
pug/ml (80 ul) so belegt ist, dass kein BSA mehr gebunden werden kann. Trotzdem scheint die OF erst

bei 200-500 pg/ml ConA-SAv gesattigt zu sein.
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Abb. 4.27: Halblogarithmische Darstellung der Konzentrationen von ConA-SAv und BSA aufgetra-
gen gegen die gemessenen Netto-Signale. Nettosignale nach jeweils 600 s Dissoziation; Daten wur-
den mit einem sigmoidalen Fitting-Model gefittet. FP — ConA-SAv-Fusionsprotein.
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4.1.3.3 Legionellen-Experimente auf ConA-SAv-belegter OTS-Oberfldche

Die Chips, die in den folgenden Experimenten verwendet worden sind, unterscheiden sich von den
Chips in den Experimenten, liber die zuvor berichtet wurde. Zur Herstellung der hier verwendet Chips
wurde mit trockenem Toluol gearbeitet. Fir die Experimente wurden zunachst jeweils 300 s Basisli-
nie aufgenommen bevor ConA-SAv (200 pg/ml; 80 pl) injiziert wurde. Nach 600 s wurde mit BSA
(50 pg/ml; 80 ul) passiviert und nach weiteren 600 s jeweils ein biotinylierter Antikorper gegen Legi-
onellen (AK237746) von unterschiedlicher Konzentration (80 ul) appliziert. Anschlielend erfolgte
eine Injektion von Leg1G-Zellen (1,5*108 Zellen/ml; 150 pl). Es sollte festgestellt werden, bei welcher
bAK-Konzentration sich Legionellen am besten auf der OF binden lassen. Die Abbildungen 4.28 A-C
zeigen die entsprechenden Bindungskurven. Abb. 4.28 A zeigt alle Bindungskurven der vollstandigen
Experimente. Die Abbildungen B und C zeigen Details der bAK-Bindung und der Legionellen-Bindung
aus A. Die Signale in den Detail-Abbildungen wurden so dargestellt, dass der Netto-Signalwert an der
Y-Achse abgelesen werden kann. Wie aus der Detailabbildung B hervorgeht unterscheiden sich die

Legionellen-Signale bei bAK-Injektionen von 50 ug/ml nicht stark voneinander.
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Abb. 4.28: Legionellen-,Capturing“-Experimente auf ConA-SAv-belegter OTS-Oberfldche. A ) Vollstandige Bindungs-
kurven. B) Detail-Darstellung der bAK-Bindekurven (zum besseren Vergleich der bAK-Nettowerte wurden die Signale
zum Zeitpunkt der bAK-Injektion (y-Achse-Wert) gleich 0 gesetzt). C) Detail-Darstellung der Legionella-Signale. D) Appli-
kations-Schema des Experimentes; FP — ConA-SAv; BSA — Blockierer; bAK - biotinylierter Antikérper (AK 237746)
x ug/ml; 80 pg/ml; LeglG — L. pneumophila SG1 (GieRen) 1,5*1078 Z/ml.
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Konzentrationen darunter fiihrten zu wesentlich kleineren Signalen. Detailabbildung C zeigt die Net-
tosignale nach Legionellen-Applikation. In dem Experiment, in welchem 500 ug/ml bAK injiziert wur-
den, binden die Legionellen gar nicht. Fiir alle anderen bAK-Konzentrationen ergeben sich Signale
300 IU und 450 IU (Tab. 4.7). Die hier

dargestellten Ergebnisse wurden auf Tab. 4.7: Nettosignale nach Legionellen-Applikation auf eine OTS-OF
auf der zuvor 1. ConA-SAv (200 pg/ml; 80 pl), 2. BSA (50 pg/ml; 80 ul)
OTS-Chips durchgefiihrt, bei denen  und 3. bAK (AK 237746; x pg/ml; 80 ul) immobilisiert wurden.

die OTS-Funktionalisierung mit tro- bAK-Konzentration [pug/ml] Optische Schichtdicke [IU]

5 325

ckenem Toluol vorgenommen wurde. 10 426
Davor erfolgte schon eine Messung 50 325
it Chips, die in nicht trock T 100 243
mi ips, die in nicht trockenem To- =~ 117

luol funktionalisiert worden sind.
Wie in Kapitel 4.1.2 berichtet, stellte sich heraus, dass Messungen mit Protein A auf Chips, die mit
trockenem Toluol funktionalisiert worden sind, besser reproduzierbare Ergebnisse lieferten. Da auch
fiir die ConA-SAv-FP-Strategie Daten bezlglich der FP-Immobilisierung vorliegen, werden sie hier

vorgefiihrt (Abb. 4.29).
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Abb. 4.29: Vergleich der ConA-SAv-Immobilisierung auf OTS-Chips. A) OTS-Funktionalisierung in nicht-
trockenem Toluol (Detail-Darstellung des gleichen Experimentes wie das in B, bevor bekannt wurde, dass tro-
ckenes OTS-Funktionalisierung in trockenem Toluol zu besser reproduzierbaren Ergebnissen mit Protein A
fuhrt); B) OTS-Funktionalisierung in trockenem Toluol (Detail-Darstellung der ConA-SAv-Immobilisierung, die fiir
die in Abb. 4.28 dargestellten Experimente durchgefiihrt wurde).

Die Abbildungen 4.29 A und B zeigen, dass die Netto-Signale auf nwChips (A) mit 5396,4 IU etwas
niedriger Ausfallen als die bei wChips (B) mit 5949,6 IU. Tabelle 4.8 versammelt die mittleren Sensor-
signale am Ende der Dissoziationsphase (600 s), Standardabweichungen Minimal- und Maximalwerte
sowie die Spannbreite der Sensorsignale. Die Mittelwerte der wfChips haben eine leicht héhere

Standardabweichung als die nwfChips, wobei die Spannweiten recht dhnlich ausfallen.
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Tab. 4.8: Netto-Signal-Vergleich von ConA-SAv-Signalen gemessen auf nwfChips und wfChips. nwfChips — Chips funkti-
onalisiert in nicht-wasserfreiem Toluol; wfChips — Chips funktionalisiert in wasserfreiem Toluol; N — Anzahl der Messun-
gen; OSDuw 600 — Mittlere optische Schichtdicke am Ende der Dissoziationsphase von 600 s; StDev — Standardabweichung;
Min — Minimalwert; Max — Maximalwert; SPW — Spannweite (Max-Min).

N OSDmw, 600 StDev Min Max SPW

[1U] [1U] [1U] [1U] [1U]
nwfChips 5 5396,4 391,69 4929 5943 1014
wfChips 5 5949,6 413,64 5407 6401 994

4.1.4 Legionella pneumophila-immobilisierung auf OTS-Oberflache (Direct-Assay-Format)

Aufgrund der fehlgeschlagenen Experimente im Sandwich-Assay-Format wurde ein anderes Format
getestet: das Direct-Assay-Format. In dem Experiment wurden nach erfolgter Basislinienstabilisie-
rung 150 pl LeglG-Zellen unterschiedlicher Konzentration auf die freie OTS-OF appliziert. Abbildung
4.30 zeigt das Schema der Versuche und Abb. 4.31 A die Resultate der Experimente in Form von Sen-

sorgrammen. Auf die Applikation von

AK237744 als dAK wurde verzichtet, da eine . \
brauchbare Interaktion mit den Antigenen Q bQ — LeglG
inzwischen ausgeschlossen wurde. In diesen O BSA

Experimenten sollte festgestellt werden, ob

sich bei Immobilisierung von Zellen aufgrund  Abb. 4.30: Schema der Experimente im Direct-Assay-
von hydrophoben Wechselwirkungen gréRere Format.

Signale messen lassen und, wenn das der Fall ist, welche Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenze sich
dadurch ergibt. Immerhin bestand die Hoffnung, dass, sollte ein addquater Antikdrper gefunden
werden, sich die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen noch weiter hin zu geringeren Zellkonzentrati-
onen verschieben lassen. Offensichtlich lassen sich Leg1G-Zellen gut auf der OTS-OF durch hydro-
phobe Interaktion immobilisieren.

Wie aus Abb. 4.31 B hervorgeht, ldsst sich mit Hilfe eines sigmoiden Fitting-Models ein sigmoider
Zusammenhang von LeglG-Zellen-Konzentration und Sensorsignal am Ende der Dissoziationsphase
(1758 s) herstellen. Eine Sattigung bzw. obere Nachweisgrenze wird durch das Fitting-Modell fir
Leg1G-Zellen-Konzentrationen fiir den Bereich 28,25*108 Zellen/ml angedeutet, wihrend die untere
Nachweisgrenze zwischen 10° und 10’ Zellen/ml zu liegen scheint. Ein linearer Bereich, in dem eine
Quantifizierung méglich ist (=dynamischer Bereich), kénnte zwischen 6*10” Zellen/ml und 2%10° Zel-
len/ml liegen. AuRerdem wurde die Steigung der Bindungskurven in den ersten 20 s der Legionellen-

Assoziation auf der OF berechnet.
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Abb. 4.31: ,,Proof of Principle“-Experimente im Direct-Assay-Format. A) Bindungskurven des Experiments: Legl —
Leg1G-Zellen (150 pl; x Zellen/ml). B) Halblogarithmische Auftragung der Legl-Zellen-OSD am Ende der Dissoziations-
phase (schwarz) und der Steigungen in den ersten 20 s der Assoziation (grau) gegen die LeglG-Zellen-Konzentration
(Fitting mit einem sigmoiden Model). * Ende der Dissoziationsphase (1758 s).

In diesem Zeitintervall entwickelte sich das Signal linear. Die Steigungen wurden ebenfalls gegen den
Logarithmus der Legionellen-Konzentration aufgetragen. Die untere Nachweisgrenze liegt bei dieser
Auftragung im Bereich zwischen 10’ Zellen/ml und 108 Zellen/ml. Eine obere Nachweisgrenze lasst
sich nicht angeben. Der Beginn eines dynamischen Bereichs lasst sich nicht sicher angeben. Moglich-

erweise liegt er im Bereich um 8*10° Zellen/ml.

Anmerkung: Die Experimente, welche in diesem Kapitel dargestellt worden sind, sind auf Chips

durchgefiihrt worden, die vor der Funktionalisierung mit technischem Aceton gereinigt worden sind.

4.1.5 Experimente mit Leg1G3- bzw. LeglE6-Antikorpern und LeglP-Zellen auf OTS-OF

Die Antikorper Leg1G3 und LeglE6 wurden von Frau Andrea Helming (FzmB) hergestellt. Sie verwen-
dete dazu aus Wasser extrahierte L. pneumophila der Serogruppe 1, Stamm Philadelphia (im Folgen-
den als LeglP bezeichnet). Fir die folgenden Arbeiten wurden sowohl die Antikdrper LeglG3 und
LeglE6 als auch ganze LeglP-Zellen von Frau Helming zur Verfligung gestellt. Sie flhrte auf dem ELI-
SA-Prinzip basierende Experimente durch, deren Ergebnisse eine enorm hohe Affinitat des Antikor-
pers zu praparierten Lipopolysacchariden von LeglP-Zellen zeigten. Die ganzen Zellen wurden nach
dem in Kapitel 3.2.2.2 vorgestellten Protokoll hergestellt.

Diese Antikorper-Antigen-Paare wurden eingesetzt, um weitere Experimente durchzufiihren, welche
die Moglichkeiten des BIAffinity zur Detektion ganzer Zellen aufzeigen sollten. Die Antikdrper wurden
dementsprechend als fAK adsorptiv auf eine hydrophobe OTS-OF aufgebracht. AuBerdem wurde

getestet, ob sie auch als dAK verwendbar sind.
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4.1.5.1 Vorversuche

Im Rahmen einiger Vorversuche wurde getestet, ob der Antikdrper LeglG3 auch im BIAffinity®-Setup
gute Ergebnisse zeitigte. Zunachst wurde die Bindungsfahigkeit des Antikorper Leg1G3 und von hitze-
deaktivierten L. pneumophila-Zellen auf einer BSA-geséattigten OF getestet. Zu diesem Zweck wurde
nach 300 s Basislinienaufnahme BSA (2000 pg/ml, 80 ul, immobilisiert und anschlieRend LeglG3
(200 pg/ml, 80 ul). Wie aus Abb. 4.32 zu entnehmen ist, ist nach der Antikérper-Applikation keine
Signalveranderung gemessen worden. Nach weiteren 600 s Dissoziation wurden hitze-deaktivierte
Legionellen-Zellen (unverdiinnt, 80 ul) injiziert. Das Signal dndert sich kurz darauf ein wenig, kehrt
aber nach Beendigung der Injektion auf das Signalniveau zuriick, welches vor der Injektion bestand.
Als nichstes wurde die Bindungsfahigkeit des Antikérpers unter BIAffinity -Bedingungen getestet.
Zuerst wurde fiir 300 s das Basislinien-Signal aufgezeichnet und anschlieBend eine Probe einer Anti-
gen-Praparationen (150 pl) und von hitzedeaktivierten Zellen appliziert. Nach einer Dissoziationspha-
se von 600 s wurden mit BSA (2000 pg/ml, 80 pul) eventuelle, unspezifische Bindungsstellen blockiert,
an die der darauffolgende Antikérper Leg1G3 (200 pg/ml, 80 ul) hatte binden kdnnen. Die Ergebnisse

dieser Experimente sind in Form von Sensorgrammen in Abb. 4.33 zu sehen.
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Wie sich zeigte, binden beide Antigen-Praparationen (hitzedeaktivierte Zellen von BCYE-Anzucht und
LPS-Prdparation von hitzedeaktivierten Zellen aus einer BCYE-Anzucht) an die freie OTS-OF. Die hit-
zedeaktivierten BCYE-Zellen lieferten nach 600 s Dissoziation mit einem Signal von 1498 IU ein hohe-
res Signal gegeniliber der LPS-Praparation mit 904 IU. Die Applikation von BSA fiihrt bei den
immobilisierten BCYE-Zellen zu einem Nettoabfall des Signals von 38 IU und bei der LPS-Prdparation
zu einem Nettosignalzuwachs von 1738 IU (Dissoziation 600 s). Injektion des Antikorpers LeglG3
erhohte das Signal im Falle der BYCE-Zellen um weitere 529 IU und im Falle der LPS-Praparation um

1007 IU (Dissoziation 600 s).
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Auf diese Weise wurde festgestellt, dass der Antikdrper mit beiden Antigen-Darreichungen auch un-
ter den Bedingungen der RIfS brauchbare Ergebnisse liefert. Aufgrund dieser Daten ist davon auszu-

gehen, dass der Antikorper spezifisch an die Antigene gebunden hat.
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4.1.5.2 Experimente mit Leg1G3-Antikérpern als Féinger-/Detektor-Antikérper im ,,Sandwich-Assay-
Format“

Die im vorhergehenden Abschnitt angefiihrten Ergebnisse warfen die Frage auf, ob die fehlgeschla-
genen Experimente, die in Kapitel 4.1.1.4 prasentiert worden sind, mit einem Ungeniigen der Bin-
dung des erworbenen Antikérpers mit dem Wildtyp-Stamm der verwendeten Zellen (L. pneumophila,
SG1, Wildtyp-Isolat GielRen) zu tun haben konnte. Um diese Frage zu klaren, wurden die Experimente
aus Kapitel 4.1.1.4 mit dem Antikdrper-Antigen-Paar LeglG3 (Antikérper) und den LeglP-Zellen wie-
derholt. Fur diese Experimente lieferte das FzmB Legionella-Zellen, welche gemafl des Protokolls
getodtet worden sind, das auch vom Institut fir Hygiene und Umweltmedizin (Universitatsklinikum
GielRen und Marburg GmbH) in GieBen angewendet wurde. Zunachst wurden Experimente unter-
nommen, um die addquate Antikorperkonzentration festzustellen. Abb. 4.34 zeigt die Sensorgramme
von Experimenten mit Leg1G3 (50 ug/ml und 100 pg/ml, 80 ul) als Fanger-Antikorper , welche nach
300 s Basislinien-Aufnahme appliziert worden sind. Nach einer Dissoziationsphase von 600 s mit PBS
wurde mit BSA (80 ul; 500 pug/ml) blockiert. AnschlieBend wurde eine LeglP-Probe
(1,5x10° Zellen/ml; 150 pl) injiziert. Darauf folgten eine Dissoziationsphase von 1500 s und anschlie-
Bend eine weitere Injektion von LeglG3-Antikoérper (80 ul, 100 ug/ml). Applikation von LeglG3-AK
auf eine leere OTS-OF fihrt bei einer AK-Konzentration von 100 pg/ml zu einem Sensorsignal am

Ende der Dissoziationsphase von 5092 IU und bei 50 pg/ml von 3916 IU bei. Bei beiden Signalen ist
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nur wenig Dissoziation in der Dissoziationsphase zu erkennen. Bei 100 pg/ml Leg1G3 ist kein Netto-
BSA-Signal zu verzeichnen, im Fall von 50 pug/ml LeglG3 ist es sehr niedrig. Die anschlieRende Appli-
kation der Zellen lieferte ein Sensorsignal am Ende der Dissoziationsphase von 3129 IU (bei

100 pg/ml Leg1G3) bzw. 3169 IU (bei 50 pg/ml Leg1-G3).
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Zu bemerken ist, dass das Signal der Zellen bei dem 100 pg/ml-Experiment mit dem Einsetzen des
Puffers konstant bleibt, wahrend es im 50 pug/ml-Experiment weiter ansteigt. Eine weitere Legl1G3-
Injektion (100 pg/ml) nach einer Dissoziationsphase von 1500 s ergab ein Nettosignal von 6076 IU (im
100 pg/ml-Leg1G3-Experiment) bzw. 5804 IU (im 50 pg/ml-Leg1G3-Experiment). Zur Kontrolle wurde
folgendes Experiment durchgefiihrt: Nach 300s Basislinien-Aufnahme wurde LeglG3 (80 pl,
100 pg/ml) appliziert.
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Einer Dissoziationsphase von 600 s folgte eine BSA-Injektion (80 ul, 50 pg/ml) zum Blockieren even-
tuell freier unspezifischer Bindestellen und, nach einer weiteren Dissoziationsphase von 600 s, eine

102



ERGEBNISSE | 4

Applikation von E. coli-Zellen (150 pl, 1.5x10° Zellen/ml). AnschlieRend wurde nach weiteren 1500 s
Dissoziationsphase erneut Leg1G3 (80 pl; 100 pug/ml) injiziert. Die Ergebnisse dieses Experiments sind
in Form von Sensorgrammen in Abb. 4.35 dargestellt. Die Immobilisierung des Antikorpers LeglG3

auf der OTS-OF fihrte zu einem
Tab. 4.9: Vergleich der relevanten Signale der Experimente mit LeglP

Sensorsignal am Ende der Dissozia und E. coli: Leg1G3 (fAK) — Leg1G3 in der Rolle des fAK; Leg1G3 (dAK) —
Leg1G3 in der Rolle des dAK.

tionsphase von 51761U. BSA- LeglP E. coli
LeglG3 (fAK) 3129 1U 1155 U

Blockierung ergab eine sehr geringe
Leg1G3(dAK) 6976 I1U 0lIU

Signalanderung. Die darauf folgende
LeglP-Zellen-Zugabe resultierte nach
1500 s Dissoziationsphase in ein Signal von 1155IU. Eine weitere Applikation von LeglG3-
Antikorpern (80 pl, 100 pug/ml) ergab keinen Signalanstieg. In Tab. 4.9 sind die Sensorsignale nach
Beendigung der Dissoziationsphase fiir die erste und zweite AK-Zugabe sowie die der Leg1P- bzw.

E. coli-Applikation einander gegenlibergestellt.

4.1.5.3 Experimente mit Leg1G3-Antikérper als dAK im Direct-Assay-Format

In Kapitel 4.1.4 wurden Ergebnisse prasentiert, die sich auf den Direct-Assay-Format-Ansatz bezogen.
Es konnte gezeigt werden, dass sich die LeglG-Zellen gut aufgrund von hydrophoben Wechselwir-
kungen zwischen Zellen und reiner OTS-OF immobilisieren lassen. Mit einem dAK wurde nicht gear-

beitet, da kein passender AK zur Verfligung stand.
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Abb. 4.36: Experimente mit auf OTS-OF immobilisierten LA A A Y g )
e ) ) A A A A ) LeglP/E. coli
LeglP-Zellen und Antikorper LeglG3 als dAK im Direct-Assay- O
8 BSA
Format. A) LeglP — LeglP-Zellen (1,5%10° Zellen/ml); BSA — Blo-

ckierer; LeglG3 — Leg1G3 als dAK; B) E. coli — E. coli-Zellen.
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Nun wurde getestet, welche Mdoglichkeiten sich durch die Anwendung des Antikérper-Antigen-Paars
LeglG3-LeglP im Direct-Assay-Format ergeben. Die Abbildungen 4.36 A und B zeigen die Sensor-
gramme des Direct-Assay-Format Experimentes und dem Kontrollexperiment mit E. coli. A zeigt die
Bindungskurve, die nach der Applikation von LeglP-Suspension (150 pl, 1.5x10® Zellen/ml), gefolgt
von BSA (80 ul, 500 ug/ml) und dem Antikérper Leg1G3 (80 ul, 100 pg/ml), aufgenommen wurde.Die
LeglP-Zellen auf der freien OTS-OF fiihrten zu einem Nettosignal von 2554 |U. Die Injektion von BSA
ergab einen weiteren Signalzuwachs von 663 IU. Die folgende Applikation des Antikorpers LeglG3
ergab nach 3780 s Dissoziationsphase ein Detektionsnettosignal von 2223 |U. Das gleiche Experiment
wurde zur Kontrolle mit E. coli BL21 DE3 statt L. pneumophila, SG 1, Stamm Philadelphia, unternom-
men. Abbildung 4.36 B zeigt das entsprechende Sensorgramm. E. coli lief sich auf der OTS-OF immo-
bilisieren und lieferte ein Signal von 2611 IU. BSA-Applikation lief das Signal um 78 IU steigen. Die

Injektion des Antikorpers LeglG3 erhohte das Signal um 203 I1U.

4.1.5.4 Experimente mit Leg1P-Zellen und AK237744-Antikérper sowie Leg1E6

Angesichts der Erfolge mit dem Antikorper-Antigen-Paar LeglG3 — LeglP wurde getestet, ob der
bisher eingesetzte Antikérper AK237744, welcher die LeglG-Zellen zwar im Mikrotiter-Platten-Test
jedoch im Biosensor-Setup nicht binden konnte, die Leg1P-Zellen binden kann. AuRerdem wurde ein

weiterer Antikérper vom FzmB, LeglE6, als Fanger- und Detektionsantikorper getestet.

4.1.5.4.1 Verwendung von AK237744 als fAK und Leg1G3 als dAK

Dazu wurde AK237744 (80 ul, 100 ug/ml) auf einer OTS-funktionalisierten OF immobilisiert, eventuell
freie, unspezifische Bindestellen mit BSA (80 ul, 50 ug/ml) blockiert, Leg1lP bzw. im Kontrollexperi-
ment E. coli (jeweils 80 pl, 1,5%10° Zellen/ml) injiziert und schlieBlich Leg1G3 (80 pl, 100 pg/ml) als
dAK appliziert. Die entsprechenden Bindekurven sind in Abbildung 4.37 dargestellt. Die Zell-
Immobilisierung ergab im Fall von E. coli ein Signal von 709 IU und im Fall von Legionellen ein fast 4-
fach hoheres Signal von 2689 IU. Leg1G3 als dAK fiihrte zu einem weiteren Signalanstieg von 2481 |U
far Legionellen und endete im Fall von E. coli mit einer Signalabnahme um 130 IU. Aufgrund der Er-
gebnisse wurde entschieden, dass mit AK237744 (80 pl, 100 ug/ml) als fAK und mit Leg1G3 (80 pl,

100 pg/ml) als dAK weitergearbeitet wird.
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4.1.5.4.2 Verwendung von LeglE6 als fAK und dAK
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Abb. 4.37: Experimente mit AK237744 als fAK
und LeglG3 als dAK. AK237744 — Antikorper
AK237744 — fAK; BSA - Blockierer; Zellen —
E. coli- bzw. LeglP-Zellen 1,5*108 Zellen/ml;

LeglG3 - dAK.

<0 =

dAK LeglG3
Zellen

BSA

fAK AK237744

Das FzmB stellte noch einen weiteren Antikérper zur Verfligung: LeglE6. In zwei Experimenten wur-

den jeweils LeglE6-Antikorper (80 ul, 100 ug/ml) mittels hydrophober Wechselwirkungen auf der

OTS-OF immobilisiert. Danach folgten auf die Blockierung eventueller unspezifischer Bindestellen mit

BSA (80 pl, 50 pg/ml) eine Injektion von LeglP-Zellen (150 pl, 1,5%10° Zellen/ml) bzw. E. coli-Zellen

(150 pl, 1,5%10° Zellen/ml). AnschlieRend wurde der Antikérper LeglE6 (80 pl, 100 ug/ml) als dAK

appliziert. Abbildung 4.38 zeigt die entsprechenden Bindungskurven. LeglE6-Immobilisierung fihrte

zu Signalen von 4457 IU bzw. 5353 IU. BSA fiihrte zu keinerlei Signalanstieg. Leg1P fiihrte dagegen zu

einem Nettoanstieg um 1497 IU und E. coli zu 501 IU.
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Abb. 4.38: Experimente mit LeglE6 als Finger-
und Detektionsantikérper. LeglE6 — Antikdrper
LeglE®6 als fAK; BSA — Blockierer; Zellen — E. coli-
bzw. LeglP-Zellen (1,5*108 Zellen/ml); LeglE6 —
Antikorper LeglE6 als dAK; (Artefakt in E. coli-

Sensorgramm s. Anhang).

LeglE6
Zellen
BSA
LeglE€

Die Injektion von LeglE6 als dAK ergab im Fall vorhergehender LeglP-Immobilisierung einen Signal-

anstieg um 1863 IU. Im Fall des E. coli-Experiments war nach einer Dissoziationsphase von 3340 s ein
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Signalriickgang um -577 IU festzustellen. In Tab. 4.10 sind die Signale der verschiedenen AKs bei

Verwendung als Fanger- und Detektionsantikérper im Sandwich-Assay-Format zusammengefasst.

Tab. 4.10: Vergleich LeglP-Sensorsignale am Ende der Dissoziationsphase unter Verwendung verschiedener AKs
im SAF: " Daten aus 4.1.8.4.1; " Daten aus 4.1.8.2; " Daten aus 4.1.8.4.1 (in 4.1.8.2 Dissoziationszeit zu kurz zum
Wertevergleich; *Daten aus 4.1.8.4.2; * Am Ende der Diss.-Phase! ,0“ in Klammern bedeutet: Signal nach dAK-
Injektion sinkt weiter. Signalriickgang nach dAK-Dissoziationsphase (negative Werte) mit ,, - “ =, keine Bindung”

gekennzeichnet. Nettosignale angegeben in IU.

AK237744 AK237744 LeglG3 LeglG3 LeglE6 LeglE6

fAK" dAK" fAK dAk” fAK" dAK"
LeglP 2689 - 3129 2481 1497 1863
E. coli 709 - 1155 - 501 (0)* -

4.1.5.5 Leg1P-Verdiinnungsreihe auf OTS-OF mit AK237744 als fAK- und Leg1G3 als dAK

Im nachsten Schritt wurde
untersucht, in welchem Kon-
zentrationsbereich eine

Quantifizierung von LeglP

mittels der RIfS-Methode
moglich ist. Zu diesem Zweck
wurde eine serielle Verdiin-
nungsreihe von LeglP ange-
fertigt und gemessen. Als fAK
wurde zundchst AK237744
(80 ul, 50 pg/ml) auf der OTS-
Danach

OF immobilisiert.

erfolgte eine Blockierung even-

Tab. 4.11: Sensorsignale am Ende der 600 s-Dissoziationsphase und Steigun-
gen von AK237744- und BSA-Bindungskurven. OSDgq - Sensorsignale am Ende
der Dissoziationsphase von 600s; Steigung,, - Steigungen der AK237744-
Bindungskurven in den ersten 12s; Steigungis - Steigungen der BSA-
Bindungskurven in den ersten 16 s; N — Anzahl der Messungen; @ — Mittelwert
nach N Messungen; StDev — Standardabweichung; Max - Maximalwert; Min —

Minimalwert; SPW — Spannweite.

AK237744 BSA
OSDggo [IU]  Steigungs, [IU/s] OSDggo [IU]  Steigungse [1U/s]

N 6 6 6 6

@ 7603,83 139,19 579,5 7,18

StDev  1684,53 48,75 627,92 3,25

Max 9804 201,59 1351 13,21

Min 5086 87,01 -83 4,69

SPW 4718 114,58 1438 8,52

tuell vorhandener, unspezifischer Bindestellen mittels BSA (80 ul, 50 pg/ml). AnschlieBend wurden

verschiedene Konzentrationen von Leg1P (150 pl) injiziert.
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Abb. 4.39: Bindungskurven aus Verdiinnungsreihen-
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Experimenten im SAF mit AK237744 als fAK und Leg1G3 als
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Zum Schluss wurde noch der Antikérper Leg1G3 (80 pl, 50 pg/ml) als dAK appliziert. Abbildung 4.39
A zeigt die kompletten Bindungskurven aller Experimente in einem Sensorgramm. Die Abbildungen
4.39 B und C zeigen die einzelnen Abschnitte der Experimente im Detail wobei die Signale zum Zeit-
punkt der Injektion auf ,0“ gesetzt worden sind. Die Mittelwerte der Sensorsignale am Ende der Dis-
soziationsphase von 600 s und die Steigungen beziiglich der AK237744- und BSA-Immobilisierung

sind in Tabelle 4.11 zusammen mit einigen deskriptiven Parametern angegeben.
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Abb. 4.40: Details der Bindungskurven aus Abb. 4.36 A. A — Detailabbildung der Bindungskurven nach Leg1P-Zellen-
Immobilisierung; B — Detailabbildung der Bindungskurven nach Leg1G3- (dAK) Applikation. * Ende der Dissoziations-
phase: Leg1P = 600 s Dissoziation; Leg1G3 = 4246 s Dissoziation
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In den Abbildungen 4.40 A und B sind die Bindekurven von LeglP und dem Detektions-Antikérper
Leg1G3 nochmals im Detail dargestellt, wobei die Kurven so angepasst wurden, dass das Signale zum

Zeitpunkt der Injektion auf der y-Achse den Wert ,,0“ annimmt.
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Die Leg1P-Nettosignale nach 600 s Dissoziation und die Leg1P-Steigungen sind in Abb. 4.41 graphisch
dargestellt. Die Darstellung erfolgt halblogarithmisch. Im Fall der Verwendung der Steigungen lasst
sich eine untere Nachweisgrenze zwischen 1,5%10’ Zellen/ml und 8,25*10’ Zellen/ml| angeben. Eine
obere Nachweisgrenzgrenze sowie ein dynamischer Bereich und damit die Bestimmungsgrenzen

konnten durch die Steigung der Leg1P-Bindungskurven nicht ermittelt werden.
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In Abb. 4.42 findet sich die halblogarithmische Aufbereitung der Ergebnisse bezliglich der Verwen-
dung des dAK. Dargestellt sind wiederum die optischen Schichtdicken nach 4246 s und die Steigun-

gen, die sich aus den Leg1G3-Bindungskurven ergaben. Sowohl im Fall der Nettosignale als auch im
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Fall der Steigungen ergab sich kein Zusammenhang mit der Zell-Konzentration beziiglich dessen man

ein sinnvolles sigmoidales Fitting hdtte vornehmen kdnnen.

4.1.5.6 Leg1P-Zellen der Charge 4: Experimente mit AK237744 als fAK- und Leg1G3 als dAK

Fir weitere Experimente mit LeglP-Zellen musste auf eine neue Charge der Zellen zurlickgegriffen
werden, da die Zellen der ersten Charge aufgebraucht waren. Die Bindungssignale von Leg1P-Zellen
der zweiten Charge an die immobilisierten AK237744-fAK fielen jedoch wesentlich niedriger aus als
die Bindungssignale von Legl1P-Zellen der ersten Charge. Die Ergebnisse fielen auch nach zweimali-
gem Austausch der zweiten Charge gegen eine dritte und eine vierte Charge anders aus als mit der
ersten Charge. Abbildung 4.43 zeigt eine Bindungskurve aufgenommen mit dem fAK AK237744
(80 pl; 50 ug/ml) und LeglP-Zellen der ersten Charge (Leg1P(1)) (griin) (1,5%10% Zellen/ml, 150 ul) im
Vergleich zu zwei Bindungskurven, die mit dem fAK AK237744 (s.0.) und Zellen der vierten Charge
(Leg1P(4)) (s.o0.) aufgenommen worden sind (blau, rot). Die OSD am Ende einer Dissoziationsphase
von 600 s betrug im Fall von LeglP(1) 5590 IU und im Fall von LeglP(4) =190 IU. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde schlieflich anhand der vierten Charge getestet, ob der Einsatz eines anderen Anti-
korpers als des bisher verwendeten AK237744 als fAK bessere Ergebnisse erbringe. Die Abb. 4.44

zeigt die Ergebnisse von Experimenten mit Leg1G3 als fAK und Leg1E®6 als dAK.
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Wie sich herausstellte, binden LeglP-Zellen der vierten Charge (Leg1P(4)) mit 1570 IU wesentlich

besser an immobilisierte Leg1G3-Antikdrper als an AK237744. LeglE6 lasst sich als dAK verwenden

und liefert einen Signalzuwachs von 1344 |U.
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4.1.5.7 Leg1P-Zellen (Charge 4): Leg1P(4)-Verdiinnungsreihe mit Leg1G3 als fAK und Leg1E6 als dAK
Aufgrund der Ergebnisse des vorangegangenen Abschnitts wurde eine weitere LeglP-
Verdiinnungsreihe gemessen. Dazu wurde Leg1G3 als fAK und Leg1E®6 als dAK verwendet. Die Leg1P-

Zellen stammten aus der vierten Charge (LeglP(4)). Die Abb. 4.45 zeigt die Ergebnisse der entspre-
chenden Messungen. Jede Konzentration der seriellen Verdiinnungsreihe wurde zweimal gemessen.

Insgesamt wurden zwolf Experimente durchgefiihrt (N=12). Die Immobilisierung des fAK fand in je-
dem Experiment unter gleichen Bedingungen statt, so dass der Mittelwert Gber die N=12 Messungen
gebildet werden konnte. Die mittlere OSD nach der Immobilisierung des Antikérpers LeglG3 am En-
de der 600 s-Dissoziationsphase betrug 4290,83 IU (StDev=1019,44 IU) und die mittlere Steigung
70,13 1U/s (StDev=24,7 IU/s) (Tab. 4.12). Die Abb. 4.45 A und B zeigen fur die beiden Satze der Ver-

diinnungsreihe sehr unterschiedliche Kurvenprofile.

Tab. 4.12: Deskriptive Parameter beziiglich der Leg1G3-Immobilisierung (fAK): OSDgqo — optische Schichtdicke am Ende der
Dissoziations-Phase von 600 s; Steigung;o — Steigung der Bindungskurven in den initialen 12 s; N — Anzahl der Daten; StDev —
Standardabweichung; Min — minimaler Messwert; Max - maximaler Messwert; SPW — Spannweite (Max-Min).

N Mittelwert StDev Min Max SPW
0SDggo [1U] 12 4290,83 1019,44 2197 5943 3746
Steigung,o [IU/s] 12 70,14 24,7 32,95 117,55 84,6

Um die Leg1P(4)-Bindekurven besser vergleichen zu kdnnen, werden sie in Abb. 4.46 A und B im De-
tail dargestellt. Die Bindungskurven in beiden Versuchsreihen decken in einem Konzentrationsbe-
reich von 8,25*10° Zellen/ml bis 1,5*%10° Zellen/ml einen Sensorsignalbereich bis etwa 6000 IU ab. In
Abb. 4.47 sind die Steigungen der Kurven in den ersten 10 s der Bindungsphase und die OSD am Ende

einer Dissoziationsphase von 600 s in halblogarithmischer Darstellung gegeben.
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Wie Abb. 4.47 zu entnehmen ist, kann man auf die Daten sowohl im Fall der Steigungen als auch im
Fall der OSD am Ende der Dissoziationsphase ein sigmoides Fitting-Model anwenden. Im Fall der OSD
am Ende der Dissoziationsphase ergibt sich jedoch eine Art Treppensignal (rot), wobei die kleinsten
Konzentrationen sogar negative Werte liefern. Die untere Nachweisgrenze kann demnach nur als
<8,25*10 Zellen/ml angegeben werden und die obere als <1,5%10° Zellen/ml. Im Fall der Steigungen
liegt die untere Nachweisgrenze zwischen 1,5%10’ Zellen/ml und 8,25*10’ Zellen/ml und die obere

Nachweisgrenze zwischen 1,5*108 Zellen/ml und 8,25*108 Zellen/ml.
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Abb. 4.46: Detail der Leg1P(4)-Bindungskurven (aus Abb. 4.42 A und B). A — 1. Versuchsreihe; B — 2. Versuchsreihe.
* Ende der 600 s-Dissoziationsphase. (Werte zum Zeitpunkt der Injektion auf gleich ,null“ gesetzt.)

Der dynamische Bereich, also der Bereich, in dem der Verlauf der Fitting-Kurve linear ist, fallt dem-
nach sehr klein aus. Die Bestimmungsgrenzen liegen zwischen der oberen und der unteren Detekti-

onsgrenze und markieren die Grenzen des dynamischen Bereichs.
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Abb. 4.47: Mittlere Steigung der Leg1P(4)-Kurven vs. mittleres Sensorsignal am Endpunkt der Dissoziati-
onsphase (halblogarithmische Darstellung): schwarz — Steigungen der Bindungskurven in Abhangigkeit von
Leg1P(4)-Konzentration; Fitting mit sigmoidem Fitting-Model; rot — OSD am Ende der Dissoziationsphase
(600 s) in Abhédngigkeit von Leg1P(4)-Konzentration. MW — Mittelwerte (aus 2 Messungen).

Auch die Applikation von LeglE6 ergab in beide Messreihen stark unterschiedliche Ergebnisse wie die
Abb. 4.48 A und B zeigen. Bei der 1. Messreihe wurden OSD am Ende der Dissoziationsphase zwi-
schen 1000 und 4000 IU gemessen. Im Fall der 2. Messreihe lagen die OSD zwischen 120 IU und
4600 IU. Bei der 2. Messreihe steigt die OSD folgerichtig mit steigender Zell-Konzentration. Fir die
Konzentrationen ab 8,25*10° Zellen/ml sind die OSD im Vergleich zur 1. Messreihe sehr hoch ausge-

fallen wahrend die Signale fiir 1,5%10° Zellen/ml vergleichsweise niedrig ausfallen.
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Abb. 4.48: Detail der Leg1E6-Bindungskurven (aus Abb. 4.45 A und B). A — 1. Versuchsreihe; B — 2. Versuchsreihe.
* Endpunkt der 2942 s-Dissoziationsphase. (Werte zum Zeitpunkt der Injektion auf gleich ,,null” gesetzt.)
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Das Verhalten der Signale in Abhdngigkeit von der Konzentration der LeglP(4)-Zellen ist in Abb. 4.49
in halblogarithmischer Darstellung abgebildet. Die Werte fir die Steigungen lieRen sich nicht gut
sigmoid modellieren. Die Sensorsignale am Ende der Dissoziationsphase konnten sigmoid ,gefittet”
werden. In der Abbildung sind die Mittelwerte aus beiden Messreihen dargestellt. Folgt man der
Kurve, welche die OSD am Ende der Dissoziationsphase modelliert, wird eine untere Detektionsgren-
ze zwischen 1,5%10” Zellen/ml und 8,25*10’ Zellen/ml nahegelegt und eine obere bei 8,25*10° Zel-

len/ml. Ein linearer Bereich ergibt sich zwischen 10% und 2*108 Zellen/ml.
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Abb. 4.49: Mittlere Steigung der LeglE6-Kurven vs. mittleres OSD am Endpunkt der Dissoziationsphase
(halblogarithmische Darstellung): schwarz — Steigungen der Bindungskurven in Abhangigkeit von
Leg1P(4)-Konzentration; Fitting mit sigmoidem Fitting-Model; rot — OSD am Ende der Dissoziationsphase
(600 s) in Abhangigkeit von Leg1P(4)-Konzentration. MW — Mittelwerte (aus 2 Messungen).

4.1.5.8 Leg1P-Zellen (Charge 4): Leg1P(4)-Verdiinnungsreihe auf OTS-OF mit Leg1EG6 als dAK (DAF)

Mit den Zellen der Charge 4 wurde desweiteren eine Verdiinnungsreihe auf einer OTS-OF durchge-
fiihrt. Ahnliche Experimente im Direct Assay Format wurden in Kapitel 4. 1.4 présentiert. In jenen
Experimenten sind Legionellen des Typs LeglG (Zellen vom Institut fiir Hygiene und Umweltmedizin
des UKGM) verwendet worden. Eine Detektion konnte nicht durchgefiihrt werden, da kein passender
dAK zur Verfligung stand. Die hier prasentierten Experimente wurden wie folgt durchgefiihrt: Nach
300 s Basislinienaufnahme wurden 150 pl Leg1P(4)-Zellen unterschiedlicher Konzentration auf eine
freie OTS-OF appliziert. Darauf folgte nach 600 s Dissoziation die Injektion von BSA (500 pg/ml, 80 ul)

und schlieflich nach weiteren 600 s Dissoziation die Injektion von Leg1E6 (100 pg/ml, 80 pl) als dAK.
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Die resultierenden Bindungskurven sind in Abb. 4.50 dargestellt. Die Abbildungen 4.51 A und B

zeigen die Detail der Leg1P(4)- bzw. LeglE6-Bindungskurven.
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Abb. 4.50: Volistandige Bindungskurven der Experimente im DAF mit LeglP-Zellen der 4. Charge

und LeglE6 als dAK: Leg1P(4) x — Leg1P-Zellen der 4. Charge von unterschiedlicher Konzentration;
BSA — Blockierer; LeglE6 — dAK; Zellkonzentrationen in Zellen/ml angegeben am linken Rand.

Aus den Detail-Abbildung 4.51 A geht schon hervor, was in der halblogarithmischen Darstellung der
Sensorsignale am Ende der Dissoziationsphase gegen die Zellkonzentration deutlich wird
(Abb. 4.52 A): Die Sensorsignale am Ende der Dissoziationsphase sind in keinen Zusammenhang zu
bringen mit der Konzentration zu bringen, der es erlauben wiirde, ein sigmoides Model zum Fitting

zu verwenden.
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Abb. 4.51: Bindungskurven-Details der Experimente: A) Detail der Bindungskurven nach LeglP(4)-
Immobilisierung. B) Detail der Bindungskurven nach LeglE6-Injektion; Zellkonzentrationen in Zellen/ml
angegeben am linken Rand. * Ende der Dissoziationsphase.
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Die Steigungen dagegen entwickeln sich plausibel, d.h. hohere Konzentrationen fiihren zu gréReren
Steigungen in der Anfangsphase der Dissoziation. Die Steigungen konnten somit in einen sigmoiden
Zusammenhang gebracht werden. Demnach liegt die Nachweisgrenze bei 10° Zellen/ml. Im Fall des
Detektionsantikdrpers entwickeln sich sowohl die Steigungen als auch die Signale am Ende der Disso-
ziationsphase (3200 s) zunichst wie erwartet. Die Konzentration von 8,25*10° Zellen/ml fillt aber
deutlich zu niedrig aus. In einem Kontrollexperiment wurde das entsprechende Signal jedoch besta-
tigt. Daher konnten weder die Steigungen noch die Signale am Ende der Dissoziationsphase in einen

sigmoiden Zusammenhang gebracht werden.
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Abb. 4.52: Halblogarithmische Auftragung der Steigungen bzw. Sensorsignale am Ende der Dissoziati-
onsphase gegen die Zellkonzentration: A) Semilogplot bzgl. Leg1P(4)-Immobilisierung. B) Semilogplot bzgl.
der LeglE6-Detektion.

4.1.6 Experimente mit Lektinen als Fanger oder Detektor fiir Legionellen-Zellen

In den folgenden Experimenten wurden Lektine als Fanger verwendet, die im Sandwich-Assay den
fAK ersetzen sollten. Lektine reagieren manchmal spezifisch mit den Polysaccharid-Anteilen von Bak-
terien-LPS (Slifkin & Doyle, 1990). Es sollte getestet werden, ob der Einsatz von Lektinen als Fanger

bessere Ergebnisse liefert als es beim Einsatz von Antikorpern der Fall ist.

4.1.6.1 Lektine als Ersatz fiir Fiingerantikorper

4.1.6.1.1 ConA als Fanger von Leg1P(1)-Zellen
Zunachst wurde ConA als Fanger verwendet. Die Abb. 4.53 zeigt die Ergebnisse eines Experiments, im
Zuge dessen als erstes ConA (50 ul, 100 pg/ml) gefolgt von BSA (50 pul, 50 pg/ml) appliziert worden

ist, gefolgt von drei Injektionen von Leg1P(1)-Zellen (je 50 pl, 1,5*10° Zellen/ml).
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Die ConA-Applikation lieferte ein Signal von 4465 IU. Die drei LeglP(1)-Injektionen dagegen fiihrten
in den ersten beiden Injektionen zu einem OSD-Anstieg von 46 IU bzw. 52 IU und bei der letzten In-

jektion zu einer OSD-Abnahme von 32 IU.

4.1.6.1.2 Persea-Lektin als Fanger von Leg1P(1)

AulRerdem wurde ein Persea americana-Lektin getestet, das Doyle et. al. zufolge L. pneumophila-
Zellen der Serogruppe 1, Stamm Philadelphia, binden kann (Doyle et al., 1982). Der Immobilisierung
des Persea-Lektins (80 pl, 100 ug/ml) folgte die Blockierung eventuell noch freier Bindestellen mit
BSA (80 pl, 500 ug/ml). Danach wurde eine Probe Leg1P(1)-Zellen injiziert (150 pl, 1,5*%108 Zellen/ml).
Abb. 4.54 zeigt das entsprechende Sensorgramm. Bei dem Experiment kam es zwischen 5000 s und
5500 s zu einem Signalsprung, welcher manuell korrigiert worden ist. Das Originalsensorgramm ist als

Bild im Bild in die korrigierte Darstellung des Sensorgramms eingefligt worden.
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Die Persea-Lektin-Immobilisierung ergibt ein Signal von 320 IU. BSA fiihrte zu einem weiteren Anstieg

um 1599 |U. Die Injektion der Zellen fiihrte zu einem weiteren Ansteigen des Signals um 75 IU.

4.1.6.2.1 Persea-Lektin als Ersatz flr Detektionsantikorper

Das Persea-Lektin wurde auch als Ersatz fir einen dAK getestet. In diesem Experiment wurde Leg1G3
(80 ul, 100 pg/ml) und anschlieRend BSA (80 ul, 50 pg/ml) injiziert. Dann wurden Leg1P(1)-Zellen
(150 pl, 1,5%10® Zellen/ml) injiziert und letztlich das Persea-Lektin (80 ul, 100 ug/ml). Das dazugeho-

rige Sensorgramm zeigt Abb. 4.55.
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Wahrend der Persea-Lektin-Assoziationsphase stieg das Signal um 133 U an. In der darauf folgenden

Dissoziationsphase kam es zu einem weiteren leichten Anstieg.

4.1.7 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung von Chips mit immobilisierten Legionellen
(SAF)

Bisher wurde Uber Experimente berichtet, bei denen mittels verschiedener Strategien ganze Zellen
(L. pneumophila) auf Glaschips immobilisierte worden sein sollen. Bisher fehlten jedoch Nachweise,
dass es tatsachlich ganze Zellen sind, die auf der Oberflache gebunden werden. Zu diesem Zweck
wurden Kontrollexperimente mittels Rasterelektronenmikroskopie REM durchgefiihrt, welche zeigen
sollten, ob das der Fall ist oder nicht. Die REM-Aufnahmen wurden nach dem Biosensor-
Experimenten freundlicherweise von Boris Strehlow (AK Bakowsky, Institut fiir Pharmazeutische

Technologie und Biopharmazie, Philipps-Universitat Marburg) gemacht.
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4.1.7.1 Sandwich Assay Format mit Leg1P(4) Zellen und Leg1G3 als fAK

Fir das Experiment wurde auf einem OTS-Chip der Fangerantikorper LeglG3 immobilisiert (80 ul,
50 pg/ml), danach mit BSA (80 ul, 50 pg/ml) blockiert und anschlieBend LeglP-Zellen der vierten
Charge (150 ul, 8,25*10° Zellen/ml) appliziert. Zum Schluss wurde der Detektionsantikérper LeglE6
(80 ul, 50 pg/ml) injiziert und anschlieBend das ,Sandwich” fiir 2942 s der Dissoziation Uberlassen.
Nach dem Biosensorexperiment wurde der Chip dem Gerat entnommen. Auf der Oberflache ist dort,
wo durch die Flusszelle der Flusskanal zu liegen kommt, ein Streifen Flissigkeit zu erkennen. Auf die-
sem Streifen wurden wahrend des Experiments Proteine immobilisiert und vermutlich auch Zellen
immobilisiert. Dadurch wird der Chip an diesen Stellen hydrophil, wahrend alle anderen Chipbereiche
hydrophob bleiben. Die Kontur des Flussigkeitsstreifens wurde auf der Riickseite des Chips mit einem
diinnen Stift nachgezeichnet, damit auf den Ort der Immobilisierungen nach dem Trocknen zugegrif-
fen werden konnte. Innerhalb dieser Markierung wurden mittels REM einige Aufnahmen gemacht.
Abbildung 4.56 U zeigt eine Ubersicht des Kanals und der Orte an denen REM-Bilder aufgenommen
worden sind. Bildausschnitt A zeigt eine Stelle, die im Experiment aulRerhalb des Flusskanals lag (Kon-
trollaufnahme). Die Bilder B und C wurden am Ubergang des durch den Kanal definierten Immobili-
sierungsbereich und dem Bereich aufgenommen, der von den Immobilisierungen durch die
Begrenzung durch die Flusszelle nicht betroffen war. Die Ausschnitte D und E betreffen Stellen, die
sich mittig innerhalb des Flusskanals befanden. Alle Bilder sind in den Abbildungen 5.56 A-E in groRe-
rer Ausfihrung dargestellt.

Wie in Abb. 5.56 A zu erkennen ist, ist die OF aulRerhalb der vom Flusskanal definierten OF so gut wie
frei von Zellen. Zwei Strukturen sind zu erkennen, die wie Zellen aussehen: oben, links und unten in
der Mitte. Abb. 5.56 B ist in der Ndhe des rechten Randes der Flusszellenbegrenzung (in Flussrich-
tung) aufgenommen worden. An dieser Stelle liegen etliche fadchenartige Strukturen von bis zu
20 um Lange vor. Gerade im unteren Teil des Bildes besitzen sie eine deutliche Links-/Rechts-
Ausrichtung. Abb. C zeigt die Situation an der rechten Spitze des Flusskanals. Auch hier liegen diese
Strukturen vor, allerdings weniger geordnet. Auf der rechten Seite im Bild werden die Zellen immer
weniger. Abb. D zeigt einen Ausschnitt aus der Mitte des Flusskanals. Hier liegen kaum Zellen vor.
Abb. E dagegen ist sehr weit rechts im Flusskanal in der Mitte aufgenommen worden. Hier liegen
viele dieser Strukturen vor, die kleine hdaufchenartige Ansammlungen bilden. Abbildung 5.57 A zeigt
einen vergréBerten Ausschnitt aus Abb. 5.56 C. Man erkennt, dass die Strukturen sich teilweise tber-
lappen. GroRere Bereiche der OF sind nicht mit Zellen bedeckt. AuBerdem scheinen auch andere
Partikel auf der OF vorzukommen, was sich auch in Abb. 5.56 C schon zeigte. Von Abb. 5.56 D liegt
ebenfalls ein vergroBerter Ausschnitt vor. Man erkennt, dass sich in D am unteren Rand einige Struk-
turen abzeichnen. Wegen der 50x-VergroRerung lassen sie sich schlecht erkennen. Abb. 5.57 B zeigt

eine 300x-VergroRerung dieser Region. Auch hier liegen die gleichen Strukturen vor.
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16.12.13 Chip Legionellen Rechts 600x 5kV — 40 um — 16.12.13 Chip Legionellen UBoden 600x 5KV — 40 um —

16.12.13 Chip Legionellen UMitte 50x 5KV 16.12.13 Chip Legionellen Uspitze800x 5KV “— 30 um —

Abb. 4.56: REM-Aufnahmen von Oberfliche mit im Sandwich-Assay-Format immobilisierten Zellen: U — topografisch
Ubersicht tber den Flusskanal: FK=Flusskanal; UFK=iiberkreuzender Flusskanal (FK von vorhergehendem Experiment =
Chip wurde nach dem Experiment um 90 ° gedreht). A — auBerhalb des FK (Kontrolle). B —am rechten Rand (in Flussrich-
tung); C —am Anfang des FK; D — in der Mitte des FK; E —am Ende des FK Rand;

Anhand der Abb. 4.57 A wurde die Lange der Zellen bestimmt. Dazu wurden nur Zellen herangezo-
gen, deren Zellkorper gut von anderen Zellkdrpern zu unterscheiden waren. Der Stichprobenumfang
betrdagt N=15 Zellen. Es wurde eine Liange von durchschnittlich 5 um festgestellt. Nur 13,3 % der Zel-

len sind kleiner oder gleich 3 um lang.
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e - -

16.12.13 Chip Legionellen UBoden 3000x 5KV — 9um — 16.12.13 Chip Legionellen UMitte 300x 5KV — 90 m —

Abb. 4.57: Details der Abbildungen 4.56 C und D. A — vergréRerter Bereich aus Abb. 4.53 C; B — vergrofRerter
Bereich aus Abb. 4.53 D.

4.1.7.2 Sandwich Assay Format mit Leg1P(1) Zellen und AK237744 als fAK

Auch wurden REM-Bilder von Leg1P(1)-Zellen (also Zellen der 1. Charge) auf einer OF aufgenommen.
Die OF wurde zunidchst im BIAffinity mit AK237744 (50 ug/ml, 80 pl) ausgestattet und mit BSA
(50 pg/ml, 80 pl) blockiert. Darauf folgte die Injektion von Leg1P(1)-Zellen (1,5*108 Zellen/ml, 150 pl).

Die Abb. 5.58 zeigt eine Ubersichtsaufnahme eines Bereichs, der im Flusskanal nahe der Mitte liegt.

4.4.14 SM125.10.2012 500x 5kV — 50 ym

Abb. 4.58: REM-Aufnahme einer Oberfliche mit LeglP(1)-Zellen. Die Zellen
wurden auf eine mit AK237744 ausgestattete und anschlieRend mit BSA behan-
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Es sind Zellen zu erkennen, jedoch ist die Dichte nicht sehr hoch. AuBerdem scheinen die Zellen deut-

lich kleiner zu sein als jene der Charge 4.

4.1.7.3 Vergleich der ZellgréfBen von Leg1P(1) und Leg1P(4)
Anhand der Abb. 4.59 wurden die Léngen der Legl1P(1)- und Leg1P(4)-Zellen bestimmt.

e X -

16.12.13 Chip Legionellen Boden 3000x 5kV

4.4.14 SM125.10.2012 2000x 5k C F10um 4
Abb. 4.59: REM-Aufnahmen mit deren Hilfe die Linge der Zellen bestimmt worden ist. Links — zur Lan-
gen-Bestimmung von Leg1P(1)-Zellen. Rechts - zur Langen-Bestimmung von Leg1P(1)-Zellen.

F— 9um —

Die Bestimmung ergab flr die durchschnittliche Lange von LeglP(1)-Zellen einen Wert von 3 um,
wobei 65 % der Zellen weniger oder gleich 3 um lang waren. Fir Legl1P(4)-Zellen betrug der entspre-
chende Durchschnittswert 5 um, wobei 13,3 % der Zellen weniger oder gleich 3 um lang waren. In

Tab. 4.13 sind einige deskriptive Parameter zusammengefasst.

Tab. 4.13: Parameter beziiglich der Zelllingen-Bestimmung. Leg1P(1) — L. pneumophila SG1, Philadelphia der
1. Charge (FzmB); Leg1P(4) — L. pneumophila SG1, Philadelphia der 4. Charge (FzmB); MW — Mittlelwert der
bestimmten Zelllangen; StDev — Standardabweichung; Min - Minimum; Max — Maximum; < 3 um — Anzahl der
Zellen in Prozent, die weniger oder gleich 3 um lang sind; > 3 um - Anzahl der Zellen in Prozent, die groRer

3 Hmsind. N MW [um]  StDev [um]  Min [um] Max [um] <3 um >3 um
LeglP(1) 20 3 1 2 6 65 % 35%
Leg1P(4) 15 5 1,5 2,2 7,2 13,3% 86,7 %

Die Haufigkeit von vorgefundenen Zell-Langen fiir verschiedene Intervalle ist in Tab. 4.14 dargestellt.
Zellen, deren Dimensionen von einer oberen Intervallgrenze getroffen werden, sind noch in das ent-

sprechende Intervall eingeschlossen worden.
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Tab. 4.14: Haufigkeit der gefundenen Lingen in einem Intervall von 1 um. Zellen,
deren Lange die obere Intervall-Grenze trifft, wurden in das entsprechende Intervall
eingeschlossen.

1-2uym 23 uym 3-4 um 4-5um 5-6 um 6-7 um 7-8 um

LeglP(1) 2 11 5 1 1 0 0
LeglP(4) O 2 3 3 3 2 2

4.1.7.4 Direct Assay Format mit Leg1P(1) Zellen
Es wurden auch Aufnahmen von einer OF gemacht, auf der LeglP(4)-Zellen (1,5*%10° Zellen/ml,

150 pl) im RIfS-Experiment im Direct Assay Format immobilisiert worden sind. Abbildung 4.60 zeigt

die entsprechenden Aufnahmen.

4414 SMII 16.01.201 1000x 5kV — 30um

L

— 4.4.14 SM1116.01.2013 3000x 5kV F— 9um —

Abb. 4.60: Leg1P(4)-Zellen im Direct-Assay-Format immobilisiert auf einer freien OTS-OF.

Auf den Bildern sind neben einigen Zellen auch sehr viele andere Strukturen zu erkennen, die auf den

Bildern zu den Experimenten im Sandwich Assay Format nicht auftraten.
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4.2 Experimente mit dem rekombinanten Fusionsprotein ConA-SAv auf Mannan-OF
4.2.1 Ergebnisse FP-Mannan-Experimente (RIfS)

4.2.1.1.Mannan I: Mannan-Funktionalisierung nach Hartmann und Vornholt

Die Experimente, die in diesem Kapitel prasentiert werden, wurden auf Sensorchips durchgefihrt,
die zuvor gemalRk dem Protokoll funktionalisiert worden sind, welche in den Dissertationen von Mar-
kus Hartmann und Wolfgang Vornholt dargelegt sind. Hartmann arbeitete auf Mikroskopierdeckglas-
chen mit Spektralphaseninterferenz-Spektroskopie (SPI) und Vornholt auf Goldprismen mit Oberfla-
chenplasmonresonanz-Spektroskopie (SPR). Das verwendete Protokoll wurde auf die Sensorchips
von Analytik Jena tGbertragen.

Da es in den Experimenten zu vielfaltigen Problemen kam, wird an dieser Stelle eine Auswahl an Ex-
perimenten vorgestellt, die beispielhaft flr die Vielfalt der festgestellten Phdnomene sind. So wurde
ein Mannanchip eingelegt und ein erster Versuch mit dem ConA-SAv-FP in PBS-Puffer pH 7,3 unter-
nommen. Zunachst wurde mit 40 pl BSA (2000 pg/ml) blockiert, um unspezifische Bindestellen zu
minimieren. Danach wurden 30 pul des ConA-SAv-FP (50 pg/ml) appliziert und letztlich 35 ul a-

Methylmannopyranosid (=aMP) (10% in PBS pH 7,3). Das Resultat ist in Abb. 4.58 dargestellt.

BSA FP aMP . MSP1
6000 — PBS BSA - MSP2
5000 \\f .
Ny

5 il 0Q
=, 4000 OO
g %
9
2 3000 E [6) 3. Regeneration
2 ) B  2.conasa
5 ] j eS8 058 - coniaiy
8 2000 | J\A\{'J\ . B‘% i ‘,‘ o 1 BSA
2
[}
L
a
o

— ;
o /‘—-’ Abb. 4.58: Sensorgramm zu ConA-SAv-

— ; —— , Immobilisierungsversuch. MSP1 - Mess-
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 spott 1; MSP2 — Messspot 2; FP — ConA-SAv.
Zeit [s]

BSA flihrt unter Messspot 2 (MSP2) zu einem Signalanstieg von 337 IU. Unter MSP1 kommt es zu
einem unerwarteten Verlauf, flir den keine sinnvolle Interpretation moglich ist. Nach ConA-SAv-
Injektion kommt es zu einem weiteren Anstieg um 1107 IU. Der Verlauf wird jedoch von einem Arte-
fakt bei 1300 s unterbrochen, setzt aber den Anstieg kurz darauf fort. Wie hoch das Signal unter
normalen Umstdnden ausgefallen ware, ist nicht ganz klar. Das Signal steigt nach dem ,Signal-
einbruch” bis zum Ende der Injektion noch um weitere 840 IU an, so dass man einen Gesamtanstieg

von 1940 IU annehmen kann. Injektion von aMP fihrt zu einer Regeneration von 48,8%.
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Der Chip wurde anschliefend mit 2% SDS behandelt, um die Proteine von der OF zu entfernen. Da-
nach wurde ein Proof of Principle-Experiment durchgefiihrt, welches zeigen sollte, dass sich durch
ConA-SAv auf Mannan immobilisiert, ein biotinylierter Antikérper immobilisieren lasst, der wiederum
einen Analyten bindet. Das Gesamtkonstrukt sollte wieder durch aMP von der OF entfernt werden.
Auch hier wurde zunachst mit 40 pl BSA (2000 pg/ml) blockiert und danach 30 pl des ConA-SAv-FP
(50 pg/ml) appliziert. AuBerdem wurden 30 pl eines biotinylierten primaren Antikérpers (50 ug/ml)
(anti-1gG b-Antikorper) und eines Analyten (50 pg/ml) (anti-lg-fraction Antikérper), der in diesem Fall
aus einem primaren Antikorper bestand, injiziert. Der biotinylierte Sekundarantikdrper und der als
Analyt gewahlte Primarantikorper wurden vom Hersteller als komplementdres Antigen-
Antikorperpaar deklariert. Letztlich wurde mit 35 pul SDS (2%, in PBS pH 7,3) regeneriert. Das Resultat
ist in Abb. 4.59 dargestellt.

BSA FP bAK A SDS
PBS PBS ' pes | pes - MSP1
2000 — H ‘ . MSP2 OQ
175 _‘ OO [0) 5. Regeneration
5 5 5 %% () aba

N 1500—_ . OQ X 3.baK
2, 1250 i B  2.conasav
[0} : At >
S 1000 4 : - O  1esA
5 ] .
G 750~
S
o 5004
[0} 4
S 250 -
2 Abb. 4.59: Sensorgramm zu Immobilisie-
S 0t rungsversuch von ConA-SAv-, bAK und

250 Analyt. MSP1 — Messsspot 1; MSP2 —

Messspot 2; FP — ConA-SAv.
-500 L e L L e L AL
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Zeit [s]

Die Passivierung mittels BSA ergibt unter beiden Messspots ein Signal von 250 IU bzw. 205 IU. Die
Immobilisierung von ConA-SAv ergibt am Ende der Dissoziationsphase einen weiteren Signalanstieg
von 879 IU bzw. 851 IU, die Immobilisierung von bAK einen Signalanstieg um 45 |U bzw. 96 IU und die
Zugabe des Analyten um 227 IU bzw. 264 IU. Die Regeneration mit SDS fallt zu 131,4% bzw. 115%
aus.

Nun wurde auf der gleichen Oberflache ein ganzer Zyklus von Experimenten durchgefiihrt. Nach ei-
ner Regeneration mit SDS wurde in gleicher Weise wie oben beschrieben zundchst BSA (2000 pg/ml)
immobilisiert und anschliefend ConA-SAv-FP einer bestimmten Konzentration. Danach wurde wieder
mit SDS regeneriert, so dass ein weiteres Experiment des gleichen Musters mit anderer ConA-SAv -
Konzentration erfolgen konnte. Abbildung 4.60 zeigt samtliche Bindekurven, die unter Messspot 2

aufgenommen worden sind, in einer einzigen Darstellung.
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Abb. 4.60: Sensorgramme zu ConA-
SAv-Verdiinnungsreihe 1. Messspot 2;
FP — ConA-SAv.
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Die BSA-Signale und die ConA-SAv-Signale am Ende der jeweiligen Dissoziationsphasen (BSA: 360 s;
FP: 1080 s) werden in Abb. 4.61 A in einer halblogarithmischen Auftragung gegen die ConA-SAv -
Konzentrationen dargestellt und in Abb. 4.461 B in der Reihenfolge, in der die Experimente durchge-

fuhrt worden sind.

3000 = BSA 3000 = BSA
® e FP b e FP
2500 . 2500 - °
2 S
@ 2000 - ‘o 2000+
3 3
3 2 .
° < 4
S 1500 J ° . = 1500 ] .
S [53
@ 3
® =
o u 2 1000 %
§ 1000 - 5 - 3 u . . .
5 . H . g .
o » 500 . . -
500 | . a L]
0 T T T T T T T T 1
o T T T 600 1200 100 300 20 50 5 10 -~ ug/ml
10 100 1000 B 1 2 3 4 5 6 7 8
A Log (FP-Konzentration [IU]) Reihenfolge der Experimente

Abb. 4.61: Auswertung der optischen Schichtdicken in ConA-SAv-Verdiinnungsreihe 1. BSA - je 2000 pg/ml;
ConA-SAv - verschiedene Konzentrationen; Regeneration - SDS(2%). A) Halblogarithmische Auftragung der
optischen Schichtdicken von ConA-SAv und BSA. B) Auftragung der BSA- und ConA-SAv-Messwerte in der Rei-
henfolge der durchgefiihrten Experimente.

In Abb. 4.61 A lasst die Entwicklung der Signale mit steigender Konzentration des ConA-SAv-FP auf
einen sigmoiden Zusammenhang schlieRen. Die BSA-Signale fallen recht unterschiedlich aus. In
Abb. 4.61 B sind die ConA-SAv -Konzentrationen auf der x-Achse in der Reihenfolge aufgetragen, in
der die entsprechenden Experimente tatsachlich stattfanden. Die Signale, die aufgrund der einzelnen
BSA-Auftragungen gemessen worden sind, nahmen im Laufe des Experimentalzyklus immer weiter
ab. Der Chip wurde um 180° gedreht und die Messreihe wiederholt. Die Resultate sind zusammen in

Abb. 4.62 dargestellt.
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Auch zu dieser Versuchsreihe wurde eine halblogarithmische Darstellung der Signale am Ende der
Dissoziationsphase gegen die FP-Konzentrationen erstellt (Abb. 4.63 A) und eine Darstellung der Sig-

nale in der Reihenfolge ihrer Messung (Abb. 4.63 B).
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Abb. 4.63: Auswertung der optischen Schichtdicken in ConA-SAv-Verdiinnungsreihe 1. BSA - je 2000 pg/ml;
ConA-SAv - verschiedene Konzentrationen; Regeneration - SDS(2%). A) Halblogarithmische Auftragung der
optischen Schichtdicken von ConA-SAv und BSA. B) Auftragung der BSA- und ConA-SAv-Messwerte in der
Reihenfolge der durchgefiihrten Experimente.

Fiir diesen Zyklus von Experimenten wurde darauf geachtet, dass die Reihenfolge der Experimente
die aufsteigende ConA-SAv -Konzentration spiegelt (Abb. 4.63 B). Einen sigmoiden Zusammenhang
kann man in der halblogarithmischen Darstellung nicht erkennen, da die Signale bei niedrigen Kon-
zentrationen zu hoch ausfallen. Gleichzeitig fallen auch die BSA-Signale bei den ersten Experimenten
bei geringen ConA-SAv -Konzentrationen am hochsten aus.

Im folgenden werden noch einige Sensorgramme gezeigt, welche mit Chips dieser Art aufgenommen

worden sind (Abb. 4.64 A-F).
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Abb. 4.64: Verschiedene Sensorgramme in Rahmen der Messungen fiir dieses Kapitel. A — Beispiel-
Sensorgramm mit Artefakten (gekennzeichnet); B — Beispiel-Sensorgramm mit massiven Artefakten; C — Beispiel-
Sensorgramm eines Experiments, bei dem keine Messung moglich war; D — Beispiel-Sensorgramm eines Experi-
ments, bei dem die Signale schon wahrend der Assoziationsphase abnehmen; E und F — Beispiel-Sensorgramme,
die verdeutlichen, wie unterschiedlich die Blockierung mit BSA ausfallen kann. BSA — Blockierungsreagenz; FP —

ConA-SAv-Fusionsprotein; bAK —biotinylierter Anitkdrper; aMP — Regenerationslosung a-Methylmannopyranosid;
MSP1 und MSP2 — Messspot 1 bzw. Messspot 2.

In dem Experiment, welches in Abb. 4.64 A dargestellt ist, zeigte die Bindungskurve, die Giber Mess-
spot 1 gemessen wurde, so viele Artefakte, dass nur die Ergebnisse von Messspot 2 dargestellt wer-

den. In dem Versuch wurde dreimal mit BSA (50 pl, 2000 pg/ml) blockiert, was insgesamt zu einer

127



4 | ERGEBNISSE

OSD von ca. 500 IU fiihrte. Im Verlauf der Blockierung kam es bei der 2. BSA-Injektion zu Artefakten.
Zweifache Applikation von ConA-SAv (50 pl, 50 pg/ml) fiihrte zu einem weiteren Signalanstieg 383 IU
und eine zweifache Applikation von bAK (50 ul, 50 pg/ml) zu weiteren 148 IU. Eine dreimalige An-
wendung von insgesamt 250 pl aMP (10%) bewirkte eine Regeneration um 30,7%. In der Dissoziati-
onsphase zwischen der 2. bAK- und der 1. aMP-Applikation kam es zu einem weiteren Artefakt.

Abb. 4.64 B zeigt ein Experiment, das auf demselben Chip durchgefiihrt wurde, nachdem er um 180°
in der Halterung gedreht worden war. Bei diesem Experiment traten von Anfang an auf MSP 2 massi-
ve Artefakte auf. Unter Messspot 1 konnte zunachst BSA immobilisiert werden, was eine Zunahme
der OSD von etwa 750 IU erzeugte. Nach der Injektion des ConA-SAv (50 pug/ml, 50 pl) kam es auch
unter MSP1 zu massiven Artefakten.

Abb. 4.64 C zeigt ein Experiment, in dem bei BSA- (2000 pg/ml, 75 pl) und ConA-SAv- (50 pg/ml,
30 pl) Applikation keine Signale gemessen werden konnten.

Bei dem Experiment, dessen Resultat in Abb. 4.64 D gezeigt wird, kam es kurz nach BSA-Applikation
(2000 pg/ml, 50 pl) unter MSP1 zu Artefakten und einem vorzeitigen Signalriickgang, obwohl die
Assoziationsphase noch nicht beendet war. Unter Messspot 2 kam es erst spater, jedoch auch wah-
rend der Assoziationsphase, zu einem Signalabfall und kurz vor Beginn der Dissoziationsphase zu
massiven Artefakten.

Abb. 4.64 E und F zeigen zwei Experimente, in denen zweimal BSA (2000 pg/ml, 50 pul) injiziert wurde.
Artefakte blieben aus. Das Experiment in E lieferte unter beiden Messspots eine Gesamt-OSD von

420 IU und das Experiment in F etwa 1630 IU. Unter Messspot 2 kam es dabei zu einem Artefakt
(s. *).

4.3.1.2 Mannan Il: Experimente mit Mannan-OF gemdf8 modifiziertem Mannan-Protokoll
Aufgrund der Ergebnisse des vorherigen Kapitels wurde das Protokoll modifiziert, um die Mannan-
funktionalisierung effektiver zu gestalten. Nach der sechsstiindigen Inkubation in der APTES-L&sung
wurden die Chips 120 Minuten bei 40°C in einem Wasserbad inkubiert und danach fiir 40 Minuten in
einem Ofen bei 120°C (siehe Protokoll in Kapitel 3.2.1.3).

Im Folgenden werden verschiedene Sensorgramme gezeigt, die, wie in Kapitel 4.3.1.2, die Diversitat
der Resultate von RIfS-Messungen wiederspiegeln. Als Laufpuffer wurde stets HEPES pH 6,8 mit 5%

Glycerol verwendet und als Regenerationslosung 10% aMP in PBS mit Gesamt-NaCl von 620 mM.

Als Erstes werden die Ergebnisse zweier Experimente mit ConA gezeigt (Abb. 4.65 A und B). Nach der
Blockierung unspezifischer Bindestellen mit dreimaliger BSA-Applikation (jeweils 2000 pg/ml, 50 pl)
wurde ConA (200 pg/ml, 50 pl in Abb. 4.65 A bzw. 50 pg/ml, 50 ul in Abb. 4.65 B) injiziert und an-
schlieBend aMP (3x in Abb. 4.65 A; 2x in Abb. 4.65 B 2> 10% + 620 mM NacCl). Die angegebenen OSDs
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wurden zum Zeitpunkt der jeweils folgenden Injektion erhoben (d.h., das Ende der Dissoziationspha-

se fallt mit dem Zeitpunkt der folgenden Injektion zusammen).
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In beiden Experimenten wurden Blockierungssignale zwischen 1010 IU und 2277 IU gemessen. Nach
einer Dissoziationsphase von 2920 s nach ConA-Applikation von 200 pug/ml wurde eine OSD von
1183 IU (MSP1) bzw. 1326 IU (MSP2) gemessen. Im Fall von ConA einer Konzentration von 50 pg/ml
wurde eine OSD von 428 IU (MSP1) bzw. 436 IU (MSP2) gemessen. Die Gesamt-Regeneration (Index
d in Abb. 4.65 A und Index c in Abb. 4.65 B) mit aMP betrug 112,9% (Abb. 4.65 A; MSP1), 88,5%
(Abb. 4.65 A; MSP2), 95,6% (Abb. 4.65 B; MSP1) und 97,9% (Abb. 4.65 B; MSP2).

Im Experiment, welches als ndchstes prasentiert wird, wurde zunachst mit ConA die Prdsenz von
Mannan auf der OF verifiziert, dann wurde die Binde- und Regenerationsfiahigkeit des ConA-SAv-FP
getestet und schlieRlich ein Proof of Principle mit ConA-SAv und bAK durchgefiihrt. Zunachst wurde
mit BSA (50 ul, 2000 pg/ml) blockiert (nicht gezeigt) und anschlieBend drei ConA-Injektionen (je
50 ul, 50 pg/ml) jeweils gefolgt von aMP-Injektionen (150 ul, 10% + 620 mM NaCl) durchgefiihrt
(Abb. 4.66; Detail s. Abb.4.67 A). Danach wurde das ConA-SAv-FP (50 ul, 50 pg/ml) injiziert und
zweimal mit aMP (150 ul, 10% + 620 mM NaCl) regeneriert (Abb. 4.66; Details s. Abb. 4.67 B). Als
letztes wurde wieder ConA-SAv (50 ul, 50 pg/ml) injiziert, gefolgt von bAK (50 pul, 50 pg/ml) und funf
aMP-Applikationen (150 pl, 10% + 620 mM NaCl) (Details s. Abb. 4.67 C). Die Abb. 4.66 zeigt das Re-

sultat des Experiments im Uberblick.
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Wie man aus Abb. 4.67 A entnehmen kann, ldsst sich ConA immobilisieren und erzeugt Sensorsignale
zwischen 600 IU und 828 IU. Die Regeration fallt nach der ersten aMP-Injektion zu 100%, nach der
zweiten zu 95,2% und der dritten Injektion zu 101,2% aus. Die Applikation von ConA-SAv resultiert in
einem Sensorsignal von 1400 IU. Regeneration nach aMP-Injektion findet zu 87,9% statt und wird

durch eine weitere aMP-Injektion auf 96,6% erhéht (4.67 B).
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Der anschlieBende Proof of Principle fihrte bei der Immobilisierung des ConA-SAv (FP) zu einem
Anstieg der OSD von 1318 IU und einem weiteren Anstieg bei Applikation von bAK um 1280 IU. Vier-
malige Injektion von aMP fiihrte zu einer Gesamtregeneration von 22,2% (4.67 C).

Im Rahmen der Experimente mit den Chips, die nach dem modifizierten Protokoll Mannanfunktiona-
lisiert worden sind, kam es auch zu haufigen Artefakten und anderen Schwierigkeiten. In
Abb. 4.68 A-C sind drei Sensorgramme dargestellt, welche dies beispielhaft illustrieren. Abbil-
dung 4.68 A zeigt ein Beispiel, bei dem sich weder BSA noch ConA auf der OF immobilisieren lieRen.
Stattdessen entwickelt sich das Signal unter MSP1 sehr schwankend. Die Kurve unter MSP2 zeigt
einen extremen Abfall des Signals um 100000 IU und wird nicht gezeigt. Das Sensorgramm in
Abb. 4.68 B zeigt erhebliche Artefaktentwicklung unter MSP1. Unter MSP2 ldsst sich BSA
(2000 pg/ml, 50 pl) mit einer OSD von 1055 IU zum Zeitpunkt der ConA-SAv-FP-Injektion immobilisie-
ren. Die folgende ConA-SAV-Applikation (50 pug/ml, 50 ul) fiihrt zu einem Signalanstiegt von 55 IU.

Injektion von aMP (10%, 150 pl) resultiert in einer Regenration von 358,2%.
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Abb. 4.68: Verschiedene Sensorgramme mit Artefakten
im Rahmen der Messungen fiir dieses Kapitel. A - Bei-
spiel-Sensorgramm eines Experiments, bei dem weder
BSA noch ConA immobilisiert werden konnten; B - Bei-
spiel-Sensorgramm eines Experiments, im Zuge dessen
unter MSP1 massive Artefakte auftraten wahrend unter
MSP2 zwar BSA aber kein ConA-SAv (FP) immobilisierbar
war; C — Beispiel-Sensorgramm eines Experiments, bei
dem ConA-SAv (FP)-Immobilisierung extrem kleine Werte
lieferte und die aMP-Applikation zu einer >500%-igen
,Regeneration” fihrte. BSA — Blockierungsreagenz; FP —
ConA-SAv-Fusionsprotein (nachgestellte Zahl gibt die
Konzentration in pg/ml an); aMP— Regenerationslésung
a-Methylmannopyranosid; MSP1 und MSP2 — Mess-
spot 1 bzw. Messspot 2. a,b,c — Kennzeichnung zur Refe-
renz aus Text (s. Text)

In Abb. 4.68 C wird das Experiment, dessen Resultat in Abb. 4.68 B dargestellt ist, wiederholt, jedoch
mit 300 pg/ml ConA-SAv-FP (50 pl). Unter beiden Messspots lieRen sich stabile Bindungskurven mes-
sen. BSA-Applikation resultierte in einer OSD von 1156 IU (MSP1) bzw. 1073 IU (MSP2). ConA-SAv-
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Injektion flhrte zu einem Signalanstieg um 451U (MSP1) bzw. 74 IU (MSP2). Die aMP-Lésung fihrte
zu einer Regeneration von 577,8% (MSP1) bzw. 444,6%.

4.3.1.3 Mannan IV: Mannan-Funktionalisierung von OTS-Oberfléchen

Die folgenden Experimente wurden aufgrund einer Uberlegung durchgefiihrt, der zufolge Mannan
des hier verwendeten Produkts hydrophobe Proteine enthalten kdnnte, die Linker zwischen einer
hydrophoben OTS-OF und Mannan fungieren kdonnten (Ndheres s. Diskussion). Um das zu testen,
wurden Mannan und Dextran einer SDS-PAGE nach Lammli (Trenngel 10%, Sammelgel 3,5%) unter-
zogen. Es wurde jeweils eine Mannan-Probe von 20 pg/ml und eine von 10 ug/ml und zur Kontrolle
eine Dextran-Probe von 20 pg/ml in die Geltaschen pipettiert und der Migration Uberlassen (25 V;
300 mA). AnschlieRend wurden eventuell vorhandene Proteine mit Coomassie Brillant Blau markiert.
Eine Fotographie des Resultats ist in Abb. 4.69 zu sehen.
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55
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35

25
Abb. 4.69: Ergebnis der gelelektrophoretischen Auf-

e 15+10 trennung einer Mannan-Lésung mit anschlieBender
Proteinfarbung. Marker: PAGERuler Prestained Protein
Ladder (GroRenangaben rechts im Bild [kDA]). Farbung

Marker Mannan Mannan Mannan Dextran mit Coomassie Brilliant Blau; Dextran proteinfrei (Kon-
kDa 20ug 10ug 5ug 20pg trolle).

Aus der Abb. 4.69 geht hervor, dass durch die Behandlung mit Coomassie Brillant Blau in den Spalten,
in denen Mannan vorgelegt worden ist, eine Anfarbung stattfindet, wohingegen das in der Dextran-
Spalte nicht der Fall ist.

Im nachsten Schritt wurden Proof-of-Principle-Experimente mit den so hergestellten OTS-Mannan-OF
durchgefiihrt. Die Experimente wurden gemaR folgendem Schema durchgefiihrt: Zuerst wurde nach
300 s Basislinienaufnahme mit BSA (500 pug/ml, 80 pl) blockiert, ConA (100 pug/ml, 80 pl) appliziert
und wieder mit aMP (10%, 150 ul) regeneriert. Dadurch sollte die prinzipielle Verwendbarkeit der OF
geprift werden (Abb. 4.70; Indizes a, b, c). Danach wurde ein neuer Experimentzyklus eroffnet
(Abb. 4.70; Indizes 1-4): Zuerst wurde ConA-SAv (=FP; 100 pg/ml, 80 pl) injiziert, anschlieBend ein
biotinylierter AK (bAK=anti-Fibrinogen-Antikérper (Biotin); 100 pg/ml, 80 ul) und schlieBlich ein Ana-
Iyt (A=Fibrinogen; 50 ug/ml; 80 ul). Dann wurde versucht, die OF durch die Applikation von
aMP (10%, 150 pl) zu regenerieren. Zum Schluss wurde nochmals das Verhalten von ConA-SAv (=FP;

100 pg/ml, 80 ul) bei anschlieBender Regeneration mit einer weiteren aMP-Zugabe getestet
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(Abb. 4.12; Indizes 5-6). Als Analyt wurde in diesem Experiment Fibrinogen verwendet und der bAK

war demnach ein biotinylierter anti-Fibrinogen-AK. Abbildung 4.70 zeigt das Resultat dieses Experi-

ments und Tab. 4.15 fasst die gemessenen Sensorsignale zusammen.
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e 2. ConA-Tetramer e e 2. ConA-SAv e 2. ConA-SAv
QIO Ross en efe aee
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] 1
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£ 40004 Abb. 4.70: Sensorgramm zu Proof of
E 1: Principle-Experiment mit ConA-SAv
¢ 3000: und Regeneration. BSA - Blockierer;
g 1: ConA — Lektin; aMP — Regenerations-
@ 2000+ I6sung; FP — ConA-SAv; bAK — antiFi-
é- 1: brinogen-AK; A — Analyt: Fibrinogen;
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o 13 (ID) zur Referenz auf den jeweiligen
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BSA liel8 sich mit einem Sensorsignal von 1058 IU immobilisieren. ConA, lieferte ein Sensorsignalzu-

wachs am Ende der Dissoziationsphase von 1470 IU und konnte anschlieend mit aMP zu 85,7%

regeneriert werden. Danach wurden nacheinander
ConA-SAv (FP), ein bAK und ein Analyt immobilisiert
(s. Tab. 4.15). Insgesamt wurde ein Signalzuwachs
von 2388 IU gemessen. Die anschlieBende aMP-
Injektion fiihrte zu einer Regeneration um 5,7%. Um
zu testen, ob die OF noch Kapazitdt zur weiteren
Immobilisierung von ConA-SAv besitzt, wurde es
nochmals immobilisiert, wobei ein Signalanstieg um
weitere 3029 IU registriert wurde. Die Regeneration
mit aMP erfolgte zu 3,7%. Nach dem gleichen Mus-

ter wurden weitere Experimente unternommen, um

Tab. 4.15: Regenerationserfolg und Sensorsignale
am Ende der Dissoziationsphasen (600 s) des Expe-
riments in Abb. 4.12. ID - Identifikationsnummer
(folgt der Zuordnung in Abb. 4.12); Komponente —
Applizierte Substanzen; OSD bzw. Regeneration —
Angabe der OSD in IU bzw. der Regeneration in %.

ID Komponente OSD bzw. Regeneration
a BSA 1058 IU

b ConA 1470 1U

c aMP 85,7%

1 FP(ConA-SAv) 1240 1U

2 bAK 999 IU

3 Analyt (A) 149 1U

4 aMP 5,7%

5 FP 3029 1U

6 aMP 3,7%

weitere Regenerations-Reagenzien zu testen. Die Bindungskurven sind in Abb. 4.71 A-C zu sehen.
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Der besseren Ubersicht wegen sind die Bindungskurven auf drei einzelne Diagramme aufgeteilt wor-
den: A zeigt die Blockierung mit BSA (500 pug/ml, 80 ul) und den auf ConA (100 pg/ml, 80 ul) und des-
sen Regeneration mit aMP (10%, 150 ul) basierenden Test, ob Mannan auf der OF vorhanden ist. B
zeigt die Immobilisierung von ConA-SAv (FP), bAK, und Analyt (A) und den folgenden Regenerations-
versuch mit unterschiedlichen Reagenzien. C schlieflich zeigt eine weitere Immobilisierung von FP
und einen anschliefenden Regenerationsversuch mit aMP, um zu testen, wie sich das FP auf einer OF
verhilt, die mit den unterschiedlichen Regenerations-Reagenzien in Kontakt kam.

In Tab. 4.16 werden die konkreten Sensorsignale am Ende der Dissoziationsphasen des ersten Ver-
suchsteil (BSA, ConA, aMP) angegeben (s. Abb. 4.71 A). Folgendes ist zu beachten: Vor jedem Expe-
riment mit FP, bAK und den verschiedenen Regenerationsmittel wurde, wie bereits erwdhnt, getes-
tet, ob auf der OF auch Mannan vorhanden ist. Der Test erfolgte durch Applikation von ConA (nach
Blockierung unspezifischer Bindestellen mit BSA) und die anschlieBende Regeneration mit aMP. Die
in der Tab. 4.16 unter ,Experiment” angesprochenen Regenerationslosungen geben nur an, zu wel-
chem Experiment mit FP, bAK, Analyt und der entsprechenden Regenerationslosung der vorherige
Mannan-Test mit ConA und aMP gehért. In der Rubrik ,,Regeneration” stehen Werte, die nur mit

aMP erzielt worden sind und nicht mit den Loésungen, welche unter ,Experiment” angegeben sind.
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Tab. 4.16: Ergebnisse der Mannan-Tests mittels ConA und aMP. Experiment gibt
den Namen der Experimente an, in deren Rahmen die Mannan-Tests durchge-
fihrt worden sind. Regeneration erfolgte in den Mannan-Tests stets mit aMP.
Werte beziehen sich auf die Bindungskurven in Abb. 4.71 A.

Experiment BSA [IU] ConA [1U] Regeneration [%)]
aMP 10% 1058 1470 85,7
NaOH 0,1M 1037 2688 82,8
HCI 2% 911 5356 91,2
TritonX-100 0,5% 591 5529 91,7
Tween20 2% 719 5167 93,1
OSDyw 839,2 4229,5 89,6
StDev 191,1 1715,9 4,3
SPW 467 4059 10,3

Aus der Tabelle 4.16 geht hervor, dass BSA mit einer mittleren OSD von 839,2 IU auf der OTS-
Mannan-OF immobilisiert werden kann. Mit einer Spannweite von 467 IU fallen die einzelnen Blo-
ckierungen recht unterschiedlich aus. Die mittlere OSD nach ConA-Applikation ergibt sich zu
4229,5 1U. Auch in diesem Fall ergibt sich eine hohe Spannweite (SPW). Die Regeneration mit aMP

flihrt zu einer durchschnittlichen Signalreduktion von 89,3% des ConA-Sensorsignals.

Im weiteren Verlauf wurden die Experimente mit FP, bAK, Analyt und verschiedenen Regenerations-
|6sungen unternommen, die in Abb. 4.71 B dargestellt worden sind. Die Tab. 4.17 zeigt die entspre-
chenden Werte. Bei der Applikation mit FP wurden Sensorsignale von durchschnittlich 1039,2 IU
gemessen. Die dquimolare Applikation des bAK fihrte zu einem mittleren Anstieg um 809,8 IU und
die Applikation des Analyten fiihrte zu einem weiteren Anstieg von 76,4 IU. Fir den gesamten Auf-
bau ergibt sich ein mittleres Gesamtsignal von 1925,4 |IU. Die Regenerationen vielen sehr unter-
schiedlich aus. aMP fihrte zu keiner Regenration, Tween20 zu einer 25%igen und HCl zu einer
85%igen Regeneration. NaOH und TritonX-100 bewirkten einen Signalriickgang von 129,9% bzw.
227%.

Im letzten Schritt dieser Experimente wurde schlielllich getestet, wie die OTS-Mannan-OF auf die
unterschiedlichen Regenerationsmittel reagiert. Dazu wurde zunachst nochmals mit BSA blockiert,
um eventuell neu entstandene unspezifische Bindestellen zu eliminieren. AnschlieRend wurde FP
immobilisiert und letztlich mit aMP regeneriert. Die Werte der Sensorsignale am Ende der jeweiligen

Dissoziationsphasen sind in der Tab. 4.18 angegeben (fur die Bindungskurven s. Abb. 4.71 C).
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Tab. 4.17: Ergebnisse der ,Proof of Principle” mit FP, bAK, Analyt und unterschiedlicher Regenerationslsungen.
Experiment - gibt die Regenerationslosung an, welche nach FP-, bAK- und Analyt-Applikation zur Regeneration ver-
wendet worden ist. Der Regenerationserfolg ist in der Rubrik Regeneration in Prozent angegeben. bAK — anti-
Fibrinogen-Antikorper, Analyt (A) - Fibrinogen; FP+bAK+A — Summe der Signalanstiege nach Applikation der einzelnen
Komponenten. Kursiv — Statistische Parameter: OSDyy (mittlere optische Schichtdicke), StDev (Standardabweichung),
SPW (Spannweite). Werte beziehen sich auf die Bindungskurven in Abb. 4.71 B.

Experiment ConA-SAv (FP) bAK Analyt (A) FP+bAK+A Regeneration
(] (] (] (] [%]

aMP 10% 1240 999 149 2388 5,7

NaOH 0,1M 828 577 25 1430 129,9

HCI 2% 549 440 38 1027 83

TritonX-100 0,5% 755 577 37 1369 227

Tween20 2% 1824 1456 133 3413 25,3

OSDyw 1039,2 809,8 76,4 1925,4 -

StDev 505,4 417,9 59,5 973,3 -

SPW 1275 1016 124 2386 -

Die erneute Blockierung mit BSA fiihrte im Fall von NaOH und Tween20 zu keinem Signalanstiegt im
Fall von HCl und Triton-X 1000 jedoch zu einem Signalanstieg von 1058 |U bzw. 1436 |U. Bei der Ap-

plikation von FP wurde im Fall von vorheriger HCl-  Tab. 4.18: Ergebnisse des Tests der OF nach Kontakt
mit verschiedenen Regenerationslésungen.

Regeneration ein Sensorsignal von 460 |IU gemes-

Experiment BSA FP Regeneration
sen, gefolgt von einer Regeneration von (ber (U] [l [%]
100%. Bei den anderen Experimenten wurden aMP 10% . 3029 3,7

NaOH 0,1M -27 1308 0,8
nach FP-Applikation Sensorsignale von Uber HCl 2% 158 460 18
1000 IU gemessen. Die Regeneration erfolgt nur TritonX-1000,5% 1436 1062 91

Tween20 2% -32 2157 5,0

zu 0,8% bis 3,7%.

4.3.1.4 Mannan Il

4.3.1.4.1 Vergleichsuntersuchung

Besonders auf Oberflachen, auf denen Mannan kovalent {iber zuvor auf der OF eingefiihrte Amino-
gruppen durch APTES-Funktionalisierung gebunden werden sollte, ergaben sich, wie in den vorher-
gehenden Kapiteln aufgezeigt, vielfaltige Probleme. Daher sollten in einer Versuchsreihe nochmals
die verschiedenen Protokolle einander gegeniibergestellt und der Funktionalisierungserfolg durch
Applikation von ConA verglichen werden. Aufgrund der Erfahrungen mit vorherigen Versuchen wur-
den Protokolle verwendet, welche einige Modifikationen gegeniiber den urspriinglichen Protokollen
enthielten (Tab. 4.19). AuRerdem wurde ein neues Protokoll getestet, welches in Kapitel 3.2.1.4 an-

gegeben ist.
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Tab. 4.19: Ubersicht iiber die verwendeten Protokolle bzw. Experimentalbedingungen. ID — Kennung des Experiments;
KP — klassisches Protokoll nach Kapitel 3.2.1.4. NP — neues Protokoll nach Kapitel 3.2.1.3 (modifiziertes KP wie angege-
ben); OTS+M — Mannan adsorptiv auf hydrophober OF adsorptiv immobilisiert gemaR Kapitel 3.2.1.5 (Chip mit OTS
hydrophobisiert); aktOF+M — Mannan auf hydrophilem Chip adsorptiv immobilisiert (Chip mit NaOH und Piranha-
Losung hydrophilisiert); aktOF — hydrophile OF ohne Mannan (Chip mit NaOH und Piranha-Lésung hydrophilisiert).

ID Protokoll Modifikation
KP 3.2.1.2 Aceton-Reinigung im ersten Schritt
Mannan | Waschschritte je 2 min
KP+220°C 3.2.14 Nach APTES-Funktionalisierung 15 min bei 220°C
Mannan Il
NP 3.2.13 Aceton-Reinigung im ersten Schritt
Mannan Il Nach APTES-Funktionalisierung Wasserbad fiir 2 h bei 40°C
ohne Hitze-Schritt (Schritt 13)
NP+220°C 3.2.13 Aceton-Reinigung im ersten Schritt
Mannan Il Nach APTES-Funktionalisierung Wasserbad fiir 2 h bei 40°C und
danach 15 min bei 220°C (statt 40 min bei 120°C)
OTS+M 3.2.1.5 Inkubation der OTS-Chips in Mannan-Lsung (5 mg/ml Mannan
Mannan IV in 0,2 mol/l Boratpuffer pH 10, 24 h)
aktOF+M 3.2.13 Protokoll nur Schritt 1-7. Danach Inkubation in Mannan-Losung
(5 mg/ml in ddH,0, 24 h, anschlieRend 3x2 min mit ddH,0 Spu-
len auf Rittler) gemaR Schritt 14-16
aktOF 3.2.13 Protokoll nur Schritt 1-7. Kontrolle.

Die Versuche auf den Chips, die gemal den Angaben in Tab. 4.19 funktionalisiert worden sind, wur-

den zunachst wie folgt durchgefiihrt: Die Chips wurden fir 1 h im PBS-Pufferstrom dquilibriert. Nach

der Aquilibrierung wurde fiir 300 s eine Basislinie aufgenommen, bevor BSA (500 ug/ml; 80 ul) inji-

ziert worden ist. Nach einer 600 s-Dissoziationsphase wurde ConA (100 pg/ml; 80 ul) und schlieBlich,

nach weiteren 600 s Dissoziationsphase, aMP (10%, 150 ul) appliziert. Die Experimente wurden je-

weils doppelt ausgefiihrt (Kontrolle aktOF nur einmal). Die Abb. 4.72 A-G zeigen exemplarisch jeweils

eine der Bindungskurven, die via Messspot 2 aufgenommen worden sind. Die Abb. 4.73 zeigt ein

Balkendiagramm, in welchem die Mittelwerte (jeweils zwei identische Experimente auf jeweils dem-

selben Chip; zweites Experiment nach Drehung des Chips um 180°) der optischen Schichtdicken von

BSA bzw. ConA am Ende einer 600 s-Dissoziationsphase, vergleichend einander gegenibergestellt

werden. In Tab 4.20 finden sich die entsprechenden Zahlenwerte und der ,,Grad der Regeneration”.
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Abb. 4.72: ConA-Immobilisierung und aMP-Regeneration zur
Feststellung der Prasenz von Mannan auf der Chip-OF. Ge-
ConA-Applikation und dessen Regeneration mit
aMP. BSA Blockierer; ConA — Lektin zum spezifischen Mannan-
Test; aMP Regenerationslosung; A) Klassisches Protokoll (KP);
B) Klassisches Protokoll + 220°C(KP+200°C); C) Neues Protokoll
(NP); D) Neues Protokoll + 220°C (NP+220°C); E) OTS-OF +
Mannan (OTS+M); F) Piranha-aktivierte OF + Mannan adsorp-
tiv (aktOF+M); G) Piranha-aktivierte OF ohne Mannan (aktOF)

testet durch

(=Kontrolle).
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Wie aus Abb. 4.72 und Tab. 4.20 hervorgeht, konnte unter allen Bedingungen mit BSA blockiert wer-

den. Am hochsten vielen die Blockierungssignale im Experiment KP, KP+220°C und aktOF+M. Die bei
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Abb. 4.73: Vergleich der mittleren OSD nach ConA- bzw. BSA-Applikation. Mittelwert aus
jeweils zwei Experimenten. OSDy,w — Mittelwert der optischen Schichtdicken aus jeweils
zwei identischen Experimenten. Abkiirzungen auf X-Achse siehe Zuordnung in Tab. 4.19.

weitem hochsten Sensorsignale nach ConA-Applikation wurden mit durchschnittlich 77907,5 IU in

den Experimenten KP+220°C erzielt. Auch die Experimente OTS+M zeigten mit durchschnittlich

15913,5 IU sehr hohe ConA-Sensorsignale. Im Kontrollexperiment zeigte sich, dass ConA auch an die
aktivierte und nicht weiter modifizierte OF binden kann. Das ConA konnte jedoch nicht durch aMP-

Applikation von der OF entfernt werden, wie der Regenerationswert von 8,7% anzeigt. An dritter

Stelle folgen die Experimente NP+220°C, bei denen nach ConA-Applikation ein mittleres Signal von

6153,5 IU gemessen worden ist.

Tab. 4.20: Mittelwerte der gemessenen OSD fiir ConA und BSA und Regenerationserfolg. OSDy,y — Mittelwert der
optischen Schichtdicke; SteDev — Standardabweichung der OSDy. Je zwei Experimente: Expl - erstes Experiment auf

Chip; Exp2 — zweites Experiment auf Chip (nach Drehen um 180°).

Protokoll OSDyw (BSA) StDev (BSA) OSDyw (ConA) StDev (ConA) Regeneration Regeneration
[1U] [1u] [1u] [1u] Expl [%] Exp2 [%]

KP 8705,5 2906,9 1493 722,7 132 74,2

KP+220°C 7185 2665,8 77907,5 17976,8 90,9 94,4

NP 3096 247,5 348,5 81,3 102,1 133,4

NP+220°C 1913,5 880,3 6153,5 1501,2 90,8 90,4

OTS+M 2176,5 508,4 15913,5 5592,5 93,4 88,5

aktOF+M  8173,5 327,34 746 97,6 61,1 68,3

aktOF - - 4699 - 8,7 -
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Bei der Regeneration in den beiden KP-Experimenten ergaben sich widerspriichliche Signale. Im ers-
ten Experiment kam es zu einer Regeneration von 132% und im zweiten nur um 74,2%. Die NP-
Experimente zeigten eine Regeneration von 102,1% bzw. 133,4%. In den Experimenten KP+220°C,

NP+220°C und OTS+M lagen die Werte fiir die Regenration um 90%.

4.3.1.4.2 Wiederholte ConA-Immobilisierung

Aufgrund der Daten, wurde mit dem Protokoll weitergearbeitet, welches fir den Versuch KP+220°C
verwendet worden ist. D.h., die Chips der folgenden Versuche wurden gemal dem Protokoll Mann-
an lll (Kapitel 3.2.1.4) mit vorhergehender Aceton-Reinigung und einer Inkubation von 15 min bei
220°C funktionalisiert. Um nachzuweisen, dass man ConA mehrmals auf einer Mannan-OF immobili-
sieren und mit aMP wieder von der OF entfernen kann, wurde ein Experiment unternommen, bei
dem drei mal ConA (100 pg/ml, 80 pl) immobilisiert worden ist, jeweils gefolgt von einer Regenerati-

on mit aMP (10%, 150 pl). Die Abb. 4.74 zeigt das entsprechende Ergebnis.

BSA ConA o-MP ConA aMP ConA o-MP
. PBS ! : PBS: PBS: PBS: PBS: PBS
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Abb. 4.74: Mehrfache ConA-Immobilisierung auf
Mannan-OF mit anschlieBender Regeneration
mit aMP. BSA - Blockierer; ConA — Lektin fur

T T T T T T T T T T T T T T '
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 spezifischen Mannan-Test; aMP - Regenerations-
Zeit[s] 16sung;

Die Applikation von BSA zur Blockierung ergab ein Sensorsignal von 1679 IU. Die drei ConA-
Applikationen fiihrten zu Signalanstiegen von 23567 IU, 16047 IU und 18816 IU. Die Regeneration

gelang nach der ersten ConA- Tab. 4.21: Signalerh6hung/-verringerung nach Applikation von BSA,

Applikation z2u 91,5%, nach der zwei- ConA und aMP. 1, 2, 3 — Reihenfolge der ConA-aMP-Zyklen gemal

Abb. 4.74.
ten zu 96% und nach der dritten BSA [IU] ConA [1U] Regeneration [%]
L 1679 23567 91,5
ConA-Injektion zu 96,2%. Tabelle 4.21
- 16047 96
stellt die Werte (bersichtlich einander | 3 - 18816 96,2

gegenuber.
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4.3.1.4.3 Unterschiedliche ConA-Konzentrationen

AuBerdem wurde getestet, wie sich ConA unterschiedlicher Konzentration auf der Mannan-OF ver-

hélt und ob BSA zur Blockierung notwendig ist. Dazu wurde in drei Versuchen zunachst wieder mit

BSA (500 pg/ml, 80 pl) blockiert, anschlieRend 80 pl ConA der Konzentrationen 25 pg/ml, 50 ug/ml

und 100 pg/ml appliziert und schlieBlich mit aMP (10%, 150 pul) regeneriert. In einem weiteren Expe-

riment wurde nicht mit BSA blockiert und stattdessen direkt 100 pg/ml ConA (80 pl) injiziert. Dieses

Experiment wurde
Abb. 4.75 werden

zusammengefasst.

25000

20000

15000

10000

optische Schichtdicke [IU]

5000

wieder durch einen Regenerationsschritt mit aMP (10%, 150 pl) beschlossen. In

die resultierenden Bindungskurven und in Tab. 4.22 die entsprechenden Werte

BSA ConA aMP

+ BSA500 ConA100
: : : : : : + BSA500 ConA50
1 ; i i 5 : +  BSAS500 ConA25
: ’ : ' : : ConA100 ohne BSA
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Abb. 4.75: Bindekurven nach ConA-Applikationen unterschiedlicher Konzentration. BSA500 ConA X —
Blockierung mit BSA (500 pg/ml, 80 ul) mit anschlieRender ConA-Injektion unterschiedlicher Konzentra-
tion; aMP-Regenerationsldsung. ConA100 ohne BSA — Keine Blockierung anschlieRend ConA 100 pg/ml
und aMP-Regeneration.

Die drei ConA-Applikationen ergeben folgerichtig bei kleineren Konzentrationen kleinere Sensorsig-

nale. Die Regeneration fallt mit Werten zwischen 87% und 90% sehr dhnlich aus. Ohne vorherige

BSA-Blockierung ergibt

sich flir  Tab. 4.22: Sensorsignale nach BSA-/ConA-Applikation und Regenerati-

onserfolg gemaR Abb. 4.75. Linke Spalte enthalt die Bezeichnungen der

100 pg/ml ConA das gleiche Bild wie

mit vorheriger Blockierung. Der
Sensorsignalzuwachs betragt mit
Blockierung 22049 1U und ohne

Blockierung 23249 IU. Die Regene-

Experimente, die schon in Abb. 4.75 verwendet worden ist. BSA500 —
Blockierung mit 500 pg/ml BSA; ConAXXX — x ug/ml ConA.

BSA[IU] ConA[IU] Regeneration [%]
ConA100 ohne BSA - 23249 87,2
BSA500 ConA100 2000 22049 89,2
BSA500 ConA50 2114 16241 87,9
BSA500 ConA25 2555 10123 89,2

ration betrdgt 87,2 IU bzw. 89,2 IU.
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4.3.1.4.4 Sattigung der Mannan-OF mit ConA

SchlieRlich wurde ein Experiment unternommen, mit dem getestet wurde, wie viel ConA sich auf der
Mannan-OF immobilisieren |dsst und wie die Regeneration bei maximaler Beladung ausfallt. Zunachst
wurde mit BSA (500 pg/ml, 80 ul) blockiert, ConA (100 pg/ml, 80 pul) appliziert und mit aMP (10%,
150 ul) regeneriert. Danach wurden neun weitere ConA-Injektionen a 100 pg/ml (80 pl) durchge-
fUhrt, ohne dass nach diesen Injektionen mit aMP regeneriert worden ware. Die Regeneration erfolg-

te erst nach der neunten ConA-Applikation. Das Ergebnis zeigt das Sensorgramm in Abb. 4.76.

BSA aMP ConA ConA ConA ConA ConA aMP
! ConA i ConA | ConA : ConA : ConA : '
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Abb. 4.76: Sattigungsexperiment mit ConA auf einer Mannan-OF. BSA —
Blockierer; ConA jeweils 100 pug/ml (80 ul); aMP - Regenerationsldsung.

Bei der BSA-Blockierung wurden am Ende der Dissoziationsphase (600 s) 2553 |IU gemessen. Nach der
ConA-Injektion stieg das Signal um weitere 10117 IU am Ende der Dissoziationsphase (600 s) an. Die
Regeneration mit aMP erfolgte zu 71,2%. Die neun Applikationen von ConA fiihrten zu einem erneu-
ten Sensorsignalzuwachs zum Zeitpunkt der zweiten aMP-Injektion von 18137 IU. Die anschlielende

Regeneration erfolgte zu 64,5% (Tab. 4.23).

Tab. 4.23: Sensorsignal und Regenerationserfolg bei ConA-Stapel-Experiment.

(s. Abb. 4.76)

BSA[IU] ConAl[lIU] Regeneration [%]
BSA-Blockierung 2553 = =
1. ConA-Applikation - 10117 71,2%
9xConA - 18137 64,5%

Zusammenfassende Bemerkungen

Insgesamt wurden auf den Chips dieser Charge fiinf Experimente unternommen, bei denen zuerst

mit BSA (500 ug/ml, 80 pl) blockiert, dann ConA (100 pg/ml, 80 pul) appliziert und schlieRlich mit aMP
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(10%, 150 ul) regeneriert worden ist. Abbildung 4.77 zeigt die Bindungskurven im Vergleich. Tabelle

4.24 fasst die Mittelwerte und einige diesbezligliche Parameter zusammen.

BSA ConA aMP
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04 Abb. 4.77: Fiinf ConA-Experimente im
Vergleich. BSA - Blockierer; ConA - jeweils
100 pg/ml; aMP — Regenerationsldsung;

dazwischen.
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Die Blockierung ergibt eine mittlere optische Schichtdicke (OSDyw) von 1926,4 IU bei einer Stan-
dardabweichung von 458,2 IU und einer Spannweite von 1221 IU. Die ConA-Applikation fihrt zu ei-
nem mittleren Anstieg der OSD von 20009,2 IU (StDev=8156,7 IU; SPW=20407 IU). Die Regeration
mit aMP betragt durchschnittlich 86,2% (StDev=8,5%, SPW=20,4%).

Tab. 4.24: Vergleich der OSDy,y nach BSA- bzw. ConA-Applikation und der Regeneration auf fiinf Chips.

1 2 3 4 5 OSDyw StDev SPW
BSA-Signal [IU] 1999 2553 1332 1679 2078 1926,4 458,2 1221
ConA-Signal [I1U] 22190 10117 13653 23567 30519 200009,2 8156,7 20402
Regeneration [%] 88,6 71,2 88,1 91,5 91,6 86,2 8,5 20,4

4.3.1.4.5 Regeneration der Mannan IlI-OF mit aMP und TritonX 100

Im Zusammenhang mit den Tests bezliglich des Protokolls Mannan Ill wurde auch ein Rege-
nerationsexperiment unternommen, welches priifen sollte, ob die Funktionalisierung nach
Protokoll Mannan Il etwas am Regenerationserfolg dndert. Dazu wurde ein Chip verwendet,
auf dem nach 300 s Basislinienaufnahme zunachst zweimal ConA (100 pg/ml; 80 pl) immobi-
lisiert wurde, gefolgt von jeweils einer aMP-Injektion (10%, 150 ul). Daraufhin wurden nach-
einander ConA-SAv (50 pg/ml; 80 pl), ein bAK (anti-Legionella-AK AK237746; 50 pg/ml; 80 ul)
und Legionellen-Lipopolysaccharide (unverdiinnte Probe bereitgestellt vom FzmB; 50 pl)

appliziert. AnschlieBend wurde wieder aMP (10%, 150 pl) injiziert und nach 600 s Dissoziati-
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onsphase TritonX 100 (0,1%, 80 ul). Um zu testen, ob die Mannan-OF durch die Regenerati-
onsschritte beeintrachtigt worden ist, wurden noch einmal ConA (100 pg/ml; 80 ul) und aMP
(10%, 150 pl) injiziert. Das Resultat, gemessen unter MSP2, ist in Abb. 4.78 dargestellt.

Das ConA der beiden Applikationen zu Beginn des Experiments lieR sich wie gewohnt mit
aMP von der OF entfernen. Die ConA-SAv-Injektion lieferte eine OSD von 3342 |U, die bAK-
Applikation eine OSD von 1907 IU und die LPS-Applikation eine OSD von 1476 IU. Insgesamt
betragt der Signalzuwachs des Gesamtkonstrukts vom Zeitpunkt der ConA-SAv-Injektion bis
zum Zeitpunkt der aMP-Injektion 6725 IU. Die aMP-Gabe reduzierte das Sensorsignal am
Ende der Dissoziationsphase um lediglich 1066 IU bzw. um 15,9%. Die darauf folgende Tri-
tonX 100-Injektion reduzierte das Signal um 4709 IU bzw. 83,2%. Insgesamt kam es mit aMP
und TritonX 100 zu einer Regeneration von 85,9%. Bei der folgenden ConA-Injektion stieg
das Sensorsignal wieder stark an bis zu dem Niveau der OSD, die bei der zweiten ConA-
Injektion im Rahmen des Mannan-Tests vor der ConA-SAv-Injektion gemessen worden ist.

Eine weitere Injektion von aMP fiihrte wieder zu einer Regeneration.

ConAoaMP ConAa-MP  FP bAK LPS o-MP Triton ConAa-MP
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Abb. 4.78: Regenrationsexperimente mit aMP und TRitonX 100 auf einer Mannan-OF
(Funktionalisierung gemaR Protokoll Mannan Ill). ConA — zum Test auf Mannan; aMP —
Regenerationslosung; FP — ConA-SAv; bAK — biotinylierter anti-Legionella-AK (AK237746);
LPS — Legionellen-Lipopolysaccharid-Losung; Triton — 0,1% TritonX 100. Gemessen wurde
unter MSP2.
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4.3.2 Mannan-Funktionalisierung von Mikrotiterplatten

Die Experimente, welche in diesem Kapitel prasentiert werden, gingen aus einem Kontrollexperiment
hervor, das im Anschluss an die RIfS-Experimente mit Mannan auf OTS-Chips unternommen wurde.
Da es zunachst unklar war, warum Mannan auf hydrophoben OTS-Chips immobilisierbar ist, wurde
ein Versuch unternommen Mannan auch auf hydrophoben Mikrotiterplatten aus Polystyrol zu im-
mobilisieren. Aus diesem Experiment erwuchs die Idee, dass sich mit mannanfunktionalisierten
Mikrotiterplatten leicht die Eigenschaften von neuen ConA-basierten Fusionsproteinen testen lassen.
Anders als mit Biosensoren, mit denen ein einziges bis wenige Experimente gleichzeitig durchgefiihrt
werden kénnen, kann man in 96er Mikrotiterplatten bis zu 96 Experimente unter verschiedenen Be-
dingungen durchfiihren.

Die pipettierten Volumina betrugen stets 200 pl/Well. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur
(RT) auf einem Ruittler bei 300 rpm. Zwischen den Pipettierschritten wurde jedes Well drei mal mit
einem Puffer gewaschen, indem 200 pl des Puffers in die Wells gegeben und 10 min auf dem Rittler
bei 300 rpm inkubiert wurden. Nach jedem dieser Waschschritte wurde die Mikrotiterplatte auf ei-
nem Tuch ausgeklopft und sofort wieder befiillt. Abweichungen werden im Folgenden speziell ange-

geben. Die Farbreaktion wurde wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben ausgelost.

4.3.2.1 Experimente mit ConA
Im Folgenden wird die Idee der Mannanfunktionalisierung von Mikrotiterplatten unter Verwendung

von ConA ausgearbeitet.

4.3.2.1.1 Immobilisierung von Mannan auf Polystyrol
Im ersten Experiment wurde getestet, ob sich Mannan auf Polystyrol immobilisieren ldsst. Die
Tab. 4.25 zeigt das Pipettierschema. Fir ,Test” wurde wie folgt vorgegangen: Immobilisiert wurde

eine Losung von 5 mg/ml Mannan in Boratpuffer pH 10 und (iber 24 h inkubiert. Nach dem Waschen

Tab. 4.25: Pipettierschema 1

Polystyrol/Mannan/BSA Positi Polystyrol/ Mannan | Polystyrol/BSA | Polystyrol/AK-HRP
itiv
(Kontrolle 1) (Kontrolle 2) (Kontrolle 3) (Kontrolle 4)

4x 4x 4x 4x 4x
Mannan Mannan Mannan - -

BSA BSA - BSA AK-HRP
- ConA - - -
AK-HRP AK-HRP AK-HRP AK-HRP -

wurde mit BSA (1000 pg/ml in PBS pH 7,3) fiir 1 h inkubiert (200 rpm). Nach erneutem Waschen
wurde ConA (1000 ug/ml in PBS pH 7,3) appliziert und 1 h inkubiert (200 rpm). Darauf folgten drei
weitere Waschschritte und die Inkubation mit anti-ConA-HRP (1:1000 in PBS pH 7,3) fir 1,5 h (200
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rpm). AnschlieBRend wurde die Farbreaktion ausgeldst. In ,Kontrolle 1“ wurde kein ConA appliziert
und in ,,Kontrolle 2“ weder BSA noch ConA. In , Kontrolle 3“ fehlten Mannan und ConA und in , Kon-

trolle 4“ Mannan, BSA und ConA. Die Ergebnisse dieses Experiments sind in Abb. 4.22 dargestellt.

1,0
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0,6

0,4

OD,,, (450 nm-620 nm)
o
N
1

k T T T " Abb. 4.79: Mannanfunktionalisierung auf Poylstyrol.
K o

o Swo\vasp‘ \]P\\g—\'\?‘? X-Achsen-Rubriken s. Pipettierschema 1 (Tab. 4.25);
P pay® N=4

Kontrolle 4 zeigt, dass das AK-HRP-Konjugat unspezifisch an Polystyrol bindet. Aus Kontrolle 3 geht
hervor, dass eine Blockierung der Polystyrol-OF mittels BSA die unspezifische Bindung von AK-HRP
drastisch verringert. Aus Kontrolle 2 folgt, dass eine Mannanfunktionalisierung nicht ausreicht, um
das unspezifische Binden von AK-HRP stark zu verringern. In dem Fall ist ein hohes Hintergrundsignal
zu erwarten. Kontrolle 1 zeigt den kombinierten Effekt von Mannan und BSA-Blockierung. In diesem
Fall ist mit dem geringsten Hintergrund zu rechnen. Das Positiv (=Test in Pipettierschema) zeigt, dass
nach ConA-Applikation auf einer mannafunktionalisierten und BSA-blockierten Polystyrol-OF hohe

Signale messbar sind.

4.3.2.1.2 Mannan-Immobilisierung auf Polystyrol in verschiedenen Puffern

Im nachsten Set an Experimenten wurde getestet, ob die Wahl des Puffers Auswirkungen auf den
Mannan-Immobilisierungserfolg in Polystyrol-Mikrotiterplatten hat. In Tab. 4.26 findet sich das Pipet-
tierschema. Wieder wurde Mannan in einer Konzentration von 5 mg/ml verwendet. GelGst wurde es

jeweils in Boratpuffer pH 10, PBS pH 7,3, doppeldestil-
Tab. 4.26: Pipettierschema 2

liertem Wasser (ddW) und HEPES pH 7,3. Danach
1 2 3 4

wurde mit BSA (1000 pg/ml in PBS pH 7,3) blockiert,
4x 4x 4x 4x
ConA (200 pg/ml in PBS pH 7,3) appliziert und schlieRR-

Mannan Mannan Mannan Mannan
lich antiConA-HRP (1:1000 in PBS pH 7,3) dazu pipet- | (Borat) (PBS) (ddw) (HEPES)
BSA BSA BSA BSA

AK-HRP AK-HRP AK-HRP AK-HRP

tiert. Zwischen den einzelnen Schritten erfolgten je-

weils drei Waschschritte in der oben angegebenen
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Weise. Als letztes wurde die Farbreaktion ausgeldst. Das Resultat der Experimente ist in Abb. 4.80

illustriert.
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Abb. 4.80:

Abhangigkeit

der

Mannan-

Funktionalisierung von Puffer bzw. pH-Wert.
X-Achsen-Rubriken geben Puffer und pH-Wert

an; N=4

Die Puffersysteme bzw. die pH-Werte scheinen fiir die Immobilisierung nicht von Bedeutung zu sein.

Deshalb wurde die Immobilisierung von Mannan ab diesem Zeitpunkt in ddH,0 durchgefiihrt.

4.3.2.1.3 Konzentration von Mannan

Als Nachstes wurde bestimmt, wie viel Mannan fiir eine effektive Funktionalisierung von Mikrotiter-

platten-Wells notig ist. Dazu wurde je 200 pl Mannan der Konzentrationen 8, 5, 3 und 1 mg/ml in

ddH,0 in je 4 Wells gegeben. Danach wurde wieder mit BSA (1000 pg/ml in PBS pH 7,3) blockiert,

ConA (200 pg/ml in PBS

pH 7,3) appliziert und
zuletzt antiConA-HRP
(1:1000 in PBSpH 7,3)

hinzu pipettiert. Zwischen

den Schritten wurde wie-

Tab. 4.27: Pipettierschema 3

1

2

3

4

4x

4x

4x

4x

8 mg/ml Mannan
BSA
ConA
AK-HRP

5 mg/ml Mannan
BSA
ConA
AK-HRP

3 mg/ml Mannan
BSA
ConA
AK-HRP

1mg/ml Mannan
BSA
ConA
AK-HRP

der in der oben angegebenen Weise gewaschen. Als Letztes wurde die Farbreaktion ausgelost. Das

Pipettierschema ist in Tab. 4.27 illustriert und das Resultat der Experimente in Abb. 4.81. Die Farbre-

aktion zeigt, dass es unter den gegebenen Bedingungen keinen wesentlichen Unterschied im Immo-

bilisierungserfolg ergibt, wenn Konzentration zwischen 1 pg/ml und 8 pg/ml verwendet werden. Im

Folgenden wir mit 1 mg/ml weitergearbeitet.
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4.3.2.1.4 Inkubationszeit von Mannan auf Polystyrol

Anschliefend wurde getestet, wie lange man in-
Tab. 4.28: Pipettierschema 4

kubieren muss, um 1 mg/ml Mannan in ddH,0

1 2 3 4 5
effektiv auf Polystyrol zu immobilisieren. Dazu ax ax 4x ax ax
wurde eine entsprechende Mannanlésung 6, 4, 2, | M 6h M 4h M 2h M1h M1/2h

BSA BSA BSA BSA BSA

1, % h vor der Auslosung der Farbreaktion in je ConA ConA ConA ConA ConA

vier Wells pipettiert. AnschlieBend wurde mit BSA | AK-HRP | AK-HRP | AK-HRP | AK-HRP | AK-HRP

(1000 pg/ml in PBS pH 7,3) blockiert und ConA (200 pg/ml in PBS pH 7,3) appliziert.

0,5

0,4
0,3
0,2
0,14
1 Abb. 4.82: Mannan-Inkubationszeit
0,0 . . . . X-Achsen-Rubriken geben die Inkubationszeiten
6h 4h 2h 1h 05h

von Mannan in ddH,0 an; N=4

MW (450 nm-620 nm)

Inkubationszeit von Mannan

Dann wurde antiConA-HRP (1:1000 in PBS pH 7,3) in jedes Well pipettiert. Auf jeden Schritt folgten
wie oben angegeben drei Waschschritte mit PBS pH 7,3. Zuletzt wurde die Farbreaktion ausgeldst.
Tabelle 4.28 zeigt das Pipettierschema und Abb. 4.82 die Resultate. Aufgrund der Ergebnisse wurde

die Mannan-L6sung (1 mg/ml in ddH,0) in Mikrotiterplatten-Wells nur noch fir 30 min inkubiert.
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4.3.2.1.5 Konzentration von BSA zum Blockieren

Um zu testen, welche BSA-Konzentration nétig ist, um moglichst wenig Hintergrundsignal zu erhal-
ten, wurde eine BSA-Verdiinnungsreihe unternommen. Als erstes wurden die Wells mit Mannan
(1 mg/ml in ddH,0, 30 min Inkubation) funktionalisiert. AnschlieRend wurde mit 200 pl BSA unter-
schiedlicher Konzentration (10, 50, 100, 250, 500 und 1000 pg/ml in PBS pH 7,3) blockiert und dann
ConA (200 pg/ml in PBS pH 7,3) appliziert. Zuletzt wurde antiConA-HRP (1:1000 in PBS pH 7,3) in je-

des Well pipettiert. Auf jeden Schritt
Tab. 4.29: Pipettierschema 5

folgten wie oben angegeben drei 1 2 3 4 5 6

Waschschritte mit PBS pH 7,3. Zuletzt 6x 6x 6x 6x 6x 6x

Mannan Mannan | Mannan | Mannan | Mannan | Mannan
BSA 1000 | BSA 500 | BSA 250 | BSA 100 | BSA 50 BSA 10

belle 4.29 zeigt das Pipettierschema und | - - - - - -
AK-HRP AK-HRP | AK-HRP | AK-HRP | AK-HRP | AK-HRP

wurde die Farbreaktion ausgeldst. Ta-

Abb. 4.83 die Resultate.
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Ab einer Konzentration von 250 ug/ml BSA (200 ul) verdandert sich das Signal nicht mehr wesentlich.

Daher wird im Folgenden mit dieser Konzentration blockiert.

4.3.2.1.6 ConA-Verdiinnungsreihe

Um zu testen, welche ConA-Kapazitat die mannanfunktionalisierten Wells besitzen, wurde eine
ConA-Konzentrationsreihe gemessen. Wieder wurden die Wells mit Mannan (1 mg/ml in ddH,0, 30
min Inkubation) funktionalisiert und anschlieRend mit BSA (250 ug/ml in PBS pH 7,3) unspezifische
Bindestellen blockiert. Dann wurde ConA unterschiedlicher Konzentration (1, 5, 10, 50, 100, 500,
1000 pg/ml in PBS pH 7,3) appliziert. Zuletzt wurde wieder antiConA-HRP (1:1000 in PBS pH 7,3) in
jedes Well pipettiert. Auf jeden Schritt folgten wie oben angegeben drei Waschschritte mit PBS

pH 7,3. Zuletzt wurde die Farbreaktion ausgelost. Tabelle 4.30 zeigt das Pipettierschema und
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Abb. 4.84 die Resultate. Aus Abb. 4.84 geht hervor, dass die Sattigungskonzentration bei etwa

100 pg/ml liegt.

Tab. 4.30: Pipettierschema

1 2 3 4 5 6 7
6x 6x 6x 6x 6x 6x 6x
Mannan Mannan Mannan Mannan Mannan Mannan Mannan
BSA BSA BSA BSA BSA BSA BSA
ConA1000 ConA500 ConA100 ConA50 ConAl10 ConA5 ConAl
aConA-HRP aConA-HRP aConA-HRP aConA-HRP aConA-HRP aConA-HRP aConA-HRP
0,6 -
0,5 - w
n
0,4 -

-
—

0,3_: J

0,14

1 J Abb. 4.84: ConA-Verdiinnungsreihe
0.0+ halblogarhitmische Darstellung der mittleren OD
T AR T T nach Farbreaktion in Abhangigkeit von der ConA-
1 10 100 1000 .
Konzentration; N=6

OD,,,, (450 nm-620 nm)
o
N
1

Log (ConA-Konzentration [ug/ml])

4.3.2.1.7 Pufferabhéangigkeit der ConA-Immobilisierung

Als ndchstes wurde getestet, welchen Einfluss der Puffer, in dem ConA geldst ist, auf den Immobili-
sierungserfolg hat. Um das herauszufinden wurden je Puffer ConA-Konzentrationen von 50 pg/ml
und 200 pg/ml verwendet. Die Mannanfunktionalisierung erfolgte wieder mit einer Losung der Kon-
zentration 1 mg/ml in ddH,0 (30 min Inkubation) und die BSA-Blockierung mit einer Konzentration
von 250 ug/ml. Danach folgte die ConA- und als letztes die antiConA-HRP-Zugabe (1:1000 in
PBS pH 7,3). Auf die einzelnen Schritte folgte stets die angegebene Waschprozedur. Das Pipettier-
schema zeigt Tab. 4.31, die Resultate werden in Abb. 4.85 illustriert. Aus der Abb. 4.85 ist zu ent-
nehmen, dass es bei beiden ConA-Konzentrationen fir die Immobilisierung unerheblich ist, ob HE-

PES 3 pH 6,8 oder PBS pH 7,3 verwendet wird. Die Signale fallen sehr dhnlich aus.
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Abb. 4.31: Pipettierschema 7. H — Hepes P — PBS; (Immobilisierungspuffer zur Losung von ConA);

1 2 3 4 5 6
6x 6x 6x 6x 6x 6x
Mannan Mannan Mannan Mannan Mannan Mannan
BSA BSA BSA BSA BSA BSA
ConA200 H pH 6,8 | ConA200 P pH 6 | ConA200 P pH 7,3 | ConA200 P pH 8 | ConA50 H pH 6,8 | ConA50 P pH 6
aConA-HRP aConA-HRP aConA-HRP aConA-HRP aConA-HRP aConA-HRP
7 8
6x 6x
Mannan Mannan
BSA BSA250
ConA50PpH?7,3 ConA50PpH8
aConA-HRP aConA-HRP

Die Signale, die bei der Immobilisierung von ConA PBS pH 6 und PBS pH 8 gemessen worden sind,

fallen fiir beide Konzentrationen niedriger aus. Im Folgenden wird PBS pH 7,3 verwendet.

0.45 ConA 50 pg/ml ConA 200 ug/ml
. (5)
0,40-_ @
0,35
£
§ 0,30
N
©@
& 025
c
3 0,20
N2 Abb. 4.85: Puffer-Abhdngigkeit der ConA-
2 0,15+ - .
Immobilisierbarkeit
O 9,104 X-Achsen-Rubriken geben die verschiedenen
1 Puffer und pH-Werte an, in denen ConA zur Im-
0,054 mobilisierung vorlag. Die Experimente wurden fiir
0.00 4 jeden Puffer mit zwei ConA-Konzentrationen
durchgefiihrt (50 ug/ml; 200 pg/ml); Zahlen in
68 . gn® a2 n® ged [ ga® (13 ga® ’ ’
\'\B"eso\’\ 9959?\359\'\ 9‘65\?\3‘,(359\'\ ?959?\359\'\ 982 ° Klammern geben Anzahl N der Experimente an.

Die in diesem Versuch erho- Tab. 4.32: Ergebnisse eines Tukey-Tests im Rahmen einer ANOVA. SIG — kenn-
zeichnet Unterschied der Stichproben-Mittelwerte: 1 — signifikant; O - nicht signi-

benen Daten sind dem Shapi- fikant.

Puffersystem bei SIG Puffersystem bei SIG

ro-Wilk-Test zufolge normal-

ConA 50 ug/ml

ConA 200 ug/ml

verteilt (a=0,05), so dass eine
ANOVA durchgefiihrt werden
konnte. Levene’s Tests auf
Varianzhomogenitdt  ergab,

dass es keine signifikanten

PBS pH 6 vs. Hepes pH 6,8
PBS pH 7 vs. Hepes pH 6,8
PBS pH 7 vs. PBS pH 6
PBS pH 8 vs. Hepes pH 6,8
PBS pH 8 vs. PBS pH 6
PBS pH 8 vs. PBS pH 7

O P O K

PBS pH 6 vs. Hepes pH 6,8
PBS pH 7 vs. Hepes pH 6,8
PBS pH 7 vs. PBS pH6
PBS pH 8 vs. Hepes pH 6,8
PBS pH 8 vs. PBS pH 6
PBS pH 8 vs. PBS pH 7

o o o o o o
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Unterschiede in den Stichprobenvarianzen gibt (a=0,05). Im Fall der 200 pg/ml-Konzentration konnte
durch die ANOVA kein signifikater Unterschied zwischen den Mittelwerten der Stichproben festge-
stellt werden (a=0,05).

Im Fall der 50 pg/ml-Konzentration dagegen wurde ein signifikanter Unterschied festgestellt
(a=0,05). Der Unterschied in den Daten bezuglich der 50 pg/ml-Experimente wird durch einen Tukey-
Test aufgedeckt (Tab. 4.32). Unterschiede ergeben sich lediglich bei 50 ug/ml. Aufgrund der Ergeb-

nisse wird im Folgenden mit PBS pH 7,3 gearbeitet. HEPES 3 pH 6,8 wére eine Alternative.

4.3.2.1.8 Regenerationsexperimente

Die in den vorherigen Kapiteln ausgearbeitete Mannan-OF in Mikrotiterplatten ist nur dann von Nut-
zen, wenn sich die OF regenerieren lasst. Aus diesem Grund wurde eine Reihe Experimente mit ver-
schiedenen Regenerationsreagenzien durchgefiihrt. Die Mannan-OF wurde gemal den Resultaten
der vorherigen Kapitel prapariert (Mannan 1 pg/ml in ddH,0, 30 min Inkubation). BSA wurde in einer
Konzentration von 250 pug/ml appliziert, ConA in einer Konzentration von 100 pug/ml. Den einzelnen
Schritten folgten Waschschritte. AnschlieBend wurde die Regenerationslésung pipettiert (10% aMP;
10% aMP + 100 mM EDTA; 8M Urea; 8M Urea + 10% aMP; 1% NaOH; 1% HCl; 2% SDS; 70% Ethanol)
und 1 h inkubiert. Daran schloss sich ein weiterer Waschschritt an gefolgt von einer 2.BSA-

Applikation. Diese diente der Blockierung unspezifischer Bindestellen, welche durch die

Abb. 4.33: Pipettierschema 8

1 2 4 7 9 10 11 12

8x 8x 8x 8x 8x 8x 8x 8x
Mannan Mannan Mannan Mannan Mannan Mannan Mannan Mannan
BSA250 BSA250 BSA250 BSA250 BSA250 BSA250 BSA250 BSA250
ConA100 ConA100 ConA100 ConA100 ConA100 ConA100 ConA100 ConA100
10% aMP EDTA/aMP UREA 8M UREA/aMP 1% NaOH 1% HCI SDS 2% Ethanol
BSA250 BSA250 PBS200 BSA250 BSA250 BSA250 BSA250 BSA250
AK-HRP AK-HRP AK-HRP AK-HRP AK-HRP AK-HRP AK-HRP AK-HRP

harteren RegenerationsmalRnahmen verursacht worden sein kénnten. Danach wurde antiConA-HRP
(1:1000 in PBS pH 7,3) zugegeben, erneut gewaschen und schlieBlich die Farbreaktion ausgel6st. Zur
Kontrolle wurden in einigen Wells keine Regenerationsreagenzien zugesetzt, um so eine 100%-
Baseline zur Quantifizierung der Regeneration zu etablieren (s. ,ohne Regeneration in Abb. 4.86). In
Abb. 4.86 sind die Resultate der Experimente illustriert und in Tab. 4.33 das entsprechende Pipettier-
schema. Die Daten zeigen fir alle Regenerationsmittel gegeniiber der 100%-Marke fir die Messung

ohne vorherige Regeneration einen deutlichen Riickgang der OD aufler bei den Reagenzien 70%
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Ethanol und 2% SDS. Laut Shapiro-Wilk sind die Daten normalverteilt (a=0,05). Eine ANOVA zeigt an,

dass die Mittelwerte der Stichproben signifikant verschieden sind (a=0,05).

OD,,,, (450 nm-620 nm)

N
cc3\)‘3") \0""’

ook \)(83%

«0"/&0“\\1\ eI Gum
A
AU

e «°Io\’\ o (%‘f\aﬁoe‘a“"“

0

Abb. 4.86: Regeneration mit verschiedenen
Reagenzien.

X-Achsen-Rubriken geben die verschiedenen
Regenerationsmittel an. ,ohne Regenerati-
on“ gibt Signalhdhe ohne Regeneration an
(=100% gesetzt).
N=6 (Ausnahmen:
N(1% NaOH)=5)

N(Urea 8M+aMP)=5;

Ein Levene’s Test jedoch zeigt, dass die Varianzen nicht homogen sind (a=0,05). Wenn man die Daten

flir 70% Ethanol, 2% SDS und ,,ohne Regeneration” aus dem Vergleich ausschlieBt, wird Varianzho-

mogenitat festgestellt. Hier werden dann die Effekte der Regenerationsmittel untereinander getes-

tet. Tukey’s Test ergibt, dass alle Stichproben sich paarweise signifikant unterscheiden. Ein Sidak-Test

dagegen findet signifikante Unterschiede geméaR der Tabelle 4.12. DemgemaR ist 1% NaOH das effek-

tivste Regenerationsmittel, gefolgt von 8 M Harnstoff plus 10% aMP, 6 M Guanidinhydrochlorid, und

8 M Harnstoff.

Tab. 4.34: Ergebnisse des Sidak-Tests. Vergleich — verglichene Datensatze; SIG — kennzeichnet signifikante (1)
und nicht-signifikante (0) Unterschiede; (a=0,05).

Vergleich
10% aMP+100mM EDTA
vs. 10% aMP

GUA 6M
vs. 10% aMP

GUA 6M
vs. 10% aMP+100mM
EDTA
Urea 8M
vs. 10% aMP
Urea 8M
vs. 10% aMP+100mM
EDTA
Urea 8M
vs. GUA 6M

Vergleich
Urea 8M + 10% aMP
vs. 10% aMP
Urea 8M + 10% aMP
vs. 10% aMP+100mM
EDTA

Urea 8M + 10% aMP
vs. GUA 6M

Urea 8M + 10% aMP
vs. Urea 8M

Urea 8M + 10% aMP
vs. GUA 6M + 10% aMP

1% NaOH
vs. 10% aMP

SIG

Vergleich SIG
1% NaOH 0
vs. Urea 8M + 10% aMP
1% HCI N
vs. 10% aMP
1% HCI
vs. 10% aMP+100mM 0
EDTA
1% HCI q
vs. GUA 6M
1% HCI B
vs. Urea 8M
1% HCI
1

vs. GUA 6M + 10% aMP
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1% NaOH
GUA 6M + 10% aMP 1% HCI
1 vs. 10% aMP+100mM 1
vs. 10% aMP vs. Urea 8M + 10% aMP
EDTA
GUA 6M + 10% aMP
1% NaOH 1% HCI
vs. 10% aMP+100mM 1 0 1
vs. GUA 6M vs. 1% NaOH
EDTA
GUA 6M + 10% aMP 0 1% NaOH 1
vs. GUA 6M vs. Urea 8M
GUA 6M + 10% aMP 0 1% NaOH
vs. Urea 8M vs. GUA 6M + 10% aMP

4.3.2.2 Experimente mit ConA-SAv-FP

Durch die Experimente, die in Kapitel 4.3.2.3 prasentiert worden sind, konnten Bedingungen fir eine
effektive Mannan-Funktionalisierung festgestellt werden. AuBerdem wurden einige Experimente mit
ConA unternommen, welche auf dessen moglichst effektive Immobilisierbarkeit abzielten. Das
Mikrotiterplatten-Mannan-Setup wurde nun auf ConA-SAv angewendet. In den Experimenten wur-
den folgende Parameter nicht verdandert: Die Mannan-Funktionalisierung wurde stets mit 200 pl
Mannan der Konzentration 1 mg/ml in ddH,0 durchgefiihrt. Die Inkubationszeit betrug 30 min und
wurde bei Raumtemperatur auf einem Riittler bei 200 rpm unternommen. Nach jedem Schritt wur-
den jeweils drei Waschschritte mit PBS pH 7,3 auf dem Rdttler (200 rpm) durchgefiihrt, um nicht
gebundenes Material zu entfernen (wenn nicht anders angegeben). Die Inkubation von Proteinen

dauerte jeweils 1 h.

4.3.2.2.1 Einfluss des Puffers auf ConA-SAv-Immobilisierung

Um den Einfluss des Puffers und des Blockierers auf die Immobilisierung von ConA-SAv zu ermitteln,
wurden nach Mannan-Funktionalisierung je 200 pl von verschiedenen Blockierern pipettiert:
250 ug/ml BSA in PBS pH 7,3, Candor-Puffer unverdiinnt, 1 mg/mlPEG6000 in PBS pH 7,3,
0,05% Tween 20 in PBS pH 7,3. Anschliefend wurden 200 pl ConA-SAv-FP einer Konzentration von
100 pg/ml in verschiedenen Puffern in die Wells pipettiert. Getestet wurden PBS pH 7,3 (PBS), Hepes
2 (H2) und Hepes 3 (H3) (s. Tab. 3.6, Kapitel 3.1). Die Waschschritte zwischen der Blockierung und
der ConA-SAv-Immobilisierung wurde in den verschiedenen Wells mit demjenigen Puffer durchge-
fihrt, in welchem die entsprechenden ConA-SAv-Immobilisierungen stattfinden sollten. Nach der
ConA-SAv-Immobilisierung wurde flr die Waschschritte wieder PBS pH 7,3 verwendet. Zum Nach-
weis der erfolgreichen ConA-SAv-Immobilisierung wurden dann 200 ul eines anti-Streptavidin-
Primarantikorpers (aSav) in einer 1:1000-Verdinnung in jedes Well pipettiert. Zuletzt erfolgte die

Applikation von 200 ul eines Sekundéarantikérper-HRP-Konjugats (aAK-HRP) gegen aSav in einer
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1:10000-Verdinnung. Auslosen der Farbreaktion lieferte die in Abb. 4.87 gezeigten Resultate. Tabel-

le 4.35 zeigt das entsprechende Pipettierschema.

I mit ConA-SAv-FP

0,50 ] [l ohne ConA-SAv-FP (Kontrolle)
0,45
0404 PBS HEPES 3 HEPES 2
E 035
o J
% 0,30
IS
c 0,254 Abb. 4.87: ConA-SAv-Immobilisierung mit
§ 020+ verschiedenen Puffern und Blockierungs-
‘-’; J reagenzien. X-Achsen-Rubriken geben die
DE 0,15 - verschiedenen Blockierer an. 250 ug/ml
1 BSA; Candor ,The Blocking Solution,
0’10__ unverdiinnt; 0,05% Tween 20; 1 mg/ml
0,05 PEG 6000; je Blockierer wurden Experi-
1 mente in PBS pH 7,3, HEPES 3 pH 6,8 und
0,00 1 — HEPES 2 pH 6,8 (mit 5,5% Glycerol) durch-
\asé a(\éo% wee® e ‘6‘5'33060‘1 wee® ped ‘35%3“60‘1 wee® pe® geflihrt; N=6.

Laut Shapiro-Wilk-Test und Kolmogorov-Smirnov-Test sind alle Daten (N=6) normalverteilt (a=0,05).
Im Rahmen einer ANOVA zeigte ein Levene’s Test innerhalb der PBS-, HEPES 3-, und HEPES 2-
Gruppen, dass die Varianzen nicht signifikant unterschiedlich sind (a=0,05). Die ANOVA ergibt signifi-
kante Unterschiede zwischen den Stichproben (a=0,05). Mit einem Sidak-Test wurden in der PBS-
Gruppe ein signifikanter Unterschiede zwischen der Candor- und der BSA-Blockierung festgestellt
und in der HEPES 3-Gruppe zwischen der PEG- und der Candor-Blockierung. Fiir die HEPES 2-Gruppe
wurden signifikante Unterschiede zwischen folgenden Blockierungen festgestellt: Candor vs. BSA,
Tween vs. BSA, PEG vs. BSA (a=0,05). Das Kontroll-Experiment, welches zu allen Blockierungsexperi-
menten in PBS unternommen worden ist, zeigt, dass ohne ConA-SAv nur im Fall von BSA ein niedriges
Hintergrundsignal entsteht. In HEPES 3 liefert das Kontrollexperiment zu jeder Versuchsreihe im Fall
von BSA das niedrigste Hintergrundsignal. Im Fall von HEPES 2 wurde fiir die Candor-Blockierung der
geringsten Hintergrund festgestellt, wobei das Kontrollexperiment im BSA-Fall nur wenig gréBer aus-

fallt.
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die Daten via ANOVA verglichen, die sich unter
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Tab. 4.36: Ergebnisse des Sidak-Tests zum Vergleich der
Mittelwerte beim Blockierer-Vergleich. Blockierer-
Vergleich — verglichenes Blockierer-Paar; PBS SIG - kenn-
zeichnet signifikant unterschiedliche PBS-Datensatze;
HEPES 3 SIG - kennzeichnet signifikant unterschiedliche

HEPES 3-Datensdtze; PBS SIG - kennzeichnet signifikant
unterschiedliche HEPES 2-Datensdtze: nicht signifikant
(0), signifikant (1); a=0,05.

Blocki Veraleich PBS HEPES3 HEPES2
ey . . g rer-ver

anzhomogenitat stellte keine signifikanten Unter- oclderer-Verglelc SIG SIG SIG
Candor vs. BSA
Tween vs. BSA

den verschiedenen Pufferbedingungen bei einer

BSA-Blockierung ergaben. Levene’s Test auf Vari-

schiede fest (a=0,05). Die Overall-ANOVA stellte

jedoch signifikante Unterschiede zwischen den  tween vs. Candor

PEG vs. BSA
PEG vs. Candor
PEG vs. Tween

einzelnen Datensdtzen fest (a=0,05). Der Sidak-

o O © O O ¥
o » O O © O
© O PP O KL K-

Test zum Vergleich der Mittelwerte zeigt auf, dass

Unterschiede bei dem Vergleich der PBS-Daten

Tab. 4.37: Ergebnisse des Sidak-Tests zum Vergleich der
Mittelwerte beim Puffervergleich. Puffer-Vergleich —
verglichenes Puffer-Paar bei BSA-Blockierung; SIG -
kennzeichnet signifikant unterschiedliche Datensatze:
nicht signifikant (0), signifikant (1); PBS pH 7,3; HEPES

und HEPES 3-Daten und der HEPES 3- und HE-
PES 2-Daten bestehen (a=0,05). Die Ergebnisse

der Sidak-Tests zum Blockierervergleich sind in

pH 6,8; a=0,05
Tab. 4.36 zusammengefasst und die fir den Puf- ' Puffer-Vergleich (BSA) SIG
fervergleich in BSA in Tab. 4.37. HEPES 3 vs. PBS 1
HEPES 2 vs. PBS
HEPES 2 vs. PBS 1

4.3.2.2.2 Einfluss des Puffers auf ConA-SAv-Regeneration mit aMP

Im nachsten Schritt wurde die Regeneration der Oberflache in Abhangigkeit des Puffers und des Blo-
ckierers untersucht. Dazu wurde das Versuchsprotokoll bzw. Pipettierschema des vorhergehenden
Kapitels verwendet, jedoch wurde nach der Applikation des ConA-SAv-FP dreimal mit dem Puffer
gewaschen, indem auch die Immobilisierung stattfand. AnschlieBend wurde ein aMP-
Regenerationsversuch mit jeweils 200 ul aMP (10%) in demjenigen Puffer unternommen, der im ent-
sprechenden Well schon zur Immobilisierung und zum Waschen Verwendung fand. Anschlielend
wurde wieder mit PBS gewaschen und mit der Zugabe von aSav und zuletzt aAK-HRP fortgefahren.
Unter diesen Bedingungen fanden jeweils sechs Experimente statt. AuBerdem wurde je ein Kontroll-
experiment durchgefiihrt: einmal ohne ConA-SAv und aMP und einmal ohne Blockierer und aMP. Das
entsprechende Pipettierschema findet sich in Tab. 4.38 und die Resultate in Abb. 4.88. Wie Abb. 4.89
zeigt, sind die besten Regenerationserfolge in PBS bei BSA-Blockierung zu erzielen. Mit dem Grubbs’
Test auf AusreiRer wurde ein Datum der BSA/PBS-Messungen als AusreiRer erkannt. Das Datum wur-

de nicht aus der Population entfernt (s. Diskussion).
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S 931 Abb. 4.89: Einfluss der Pufferbedingun-
g gen und Blockierungen auf aMP-
2024 Regeneration bei Arbeiten mit ConA-SAv.
8 X-Achsen-Rubriken geben die verschiede-
014 nen Blockierer an. 250 pg/ml BSA; Candor
’ ,The Blocking Solution”, unverdiinnt;
0,05% Tween 20; 1 mg/ml PEG 6000; je
0,0+ B Blockierer Experimente in PBSpH 7,3,
\35%3“605‘“26“ EC ‘65%@“‘30‘1«93“ eC ‘6‘5%3“@‘1\;433“ E0 HEPES 3 pH 6,8 und HEPES 2 pH 6,8 (mit

5,5% Glycerol); N=6

Eine OD von 0,02 nach aMP-Zugabe wird unter keinen anderen Bedingungen erreicht. In PBS fallt die
Regeneration bei Verwendung der anderen Puffer wesentlich schlechter aus. Tatsachlich sind die
entsprechenden ODs grofer als es bei den Kontrollexperimenten ohne ConA-SAv und aMP-
Behandlung der Fall ist. Die Regeneration in HEPES 3 und HEPES 2 fallt auch weniger stark aus. Die
Entfernung von ConA-SAv von der Mannan-OF mittels aMP funktioniert also am besten, wenn die

Komponenten in PBS vorliegen und mit BSA blockiert wird.

4.3.2.2.3 Kontrollexperimente beziiglich eines Proof of Principle

Bevor im nachsten Kapitel ein Proof of Principle mit ConA-SAv, einem bAK und einem Analyten plus
anschlieBende Regeneration durchgefihrt wurde, sind in diesem Kapitel eine Reihe von Kontrollex-
perimenten durchgefiihrt worden, die zeigen sollten, inwiefern die Komponenten bAK, Analyt, und
aAK-HRP mit der BSA-blockierten

Mannan-OF einerseits und mit dem  Tab. 4.37: Pipettierschema 11

. . 1 2 3 4 5 6
ConA-SAv andererseits interagieren.
6Xx 6Xx 6Xx 6Xx 6Xx 6x
Dazu wurde wieder eine Mannan- | Mannan | Mannan | Mannan | Mannan | Mannan | Mannan
funktionalisierte Mikrotiterplatte BSA BSA BSA BSA BSA BSA
- - - FP100 FP100 FP100
mit BSA blockiert (250 pg/ml, 200 | yax } } bAK } }
ul, PBS pH 7,3). AnschlieRend wurde | Analyt | Analyt | - Analyt | Analyt | -
aAK-HRP | aAK-HRP | aAK-HRP | aAK-HRP | aAK-HRP | aAK-HRP

wie im Pipettierschema in Tab. 4.37
verfahren. Dazu wurden von jeder Komponente 200 pl pipettiert, 1 h inkubiert und anschlieRend drei
Waschschritte durchgefiihrt. Bei dem bAK handelte es sich um den Sekundarantikorper ,anti-IgG b-
Antikorper (Biotin)“ einer 1:1000-Verdinnung und bei dem Analyten (Analyt) um den Primarantikor-

per ,anti-Ig-fraction Antikorper” (Rabbit) einer 1:10000-Verdinnung. Der Nachweis erfolgte mit dem
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AK-HRP-Konjugat ,Polyclonal Antibody to Rabbit IgG [H&L]-HRP” in einer 1:10000-Verdiinnung (aAK-

HRP). Gearbeitet wurde in PBS.

OD,,,, (450 nm-620 nm)
o o o o o o
w N [§,} [«2] ~ o]
1 1 1 1 " 1 L 1

o
N
|

Abb. 4.90: Kontrollexperimente mit ConA-
SAv, bAK und Analyt.

X-Achsen-Rubriken geben die immobilisier-
ten Komponenten an. bAK - biotinylierter

o
-
1

ON\ZF . oRC " st ?Koé\\m o“(\ebp\\( e ot Antikérper FP — ConA-SAv; Blockier.ung mit
e “B??.b N “{\\g?. O““eb BSA 250 pg/ml; Puffer PBS pH 7,3; in Klam-
o RN mern Anzahl der Experimente.

Wie der Abb. 4.90 zu entnehmen ist, wurde in drei Experimenten (mit FP (positiv)) eine OD von Uber
0,729 gemessen, wenn alle Komponenten anwesend waren (ConA-SAv, bAK, Analyt und aAK-HRP).
Fehlt das ConA-SAv-FP (ohne FP) aber alle anderen Komponenten sind anwesend, fillt die OD auf
0,187. Fehlt auch bAK (ohne FP, bAK), ergibt sich mit einer OD von 0,208 laut ANOVA kein signifikan-
ter Unterschied zu ,ohne FP“ (a=0,05). (Alle anderen Mittelwerte unterscheiden sich signifikant
(a=0,05).) Fehlt zusatzlich der Analyt (ohne FP, bAK, Analyt) ergibt sich eine OD von 0,056. Die OD-
Mittelwerte von ,mit FP (positiv)“ von 0,729 und ,, mit FP ohne bAK” mit 0,647 sind signifikant ver-

schieden. ,,Mit FP, ohne bAK und Analyt” fallt mit einer OD von 0,295 weit geringer aus.

4.3.2.2.4 Proof of Principle unter Verwendung unterschiedlicher Regenerationsmittel

Die Regenerierbarkeit der Mannan-OF wurde im vorherigen Kapitel gezeigt. In den folgenden Expe-
rimenten wurde anhand einiger Regenerationsldsungen untersucht, mit welchem Regenerationsmit-
tel sich das gesamte Konstrukt aus ConA-SAv, einem bAK und einem Analyten moglichst effektiv von
der OF l6sen ldsst. Zu diesem Zweck wurden Mikrotiterplatten-Wells mit Mannan funktionalisiert
und mit 200 pl BSA einer Konzentration von 250 pg/ml (in PBS pH 7,3) blockiert. Fiir jedes Regenera-
tionsexperiment wurden 93,45 pug/ml ConA-SAv immobilisiert. AnschlieRend wurden biotinylierte
anti-IgG b-Antikorper (bAK) einer Konzentration von 0,5 ug/ml (1:1000) appliziert (200 pl in PBS
pH 7,3). Als néachstes folgte der Analyt anti-lg-fraction-Antikdrper einer Konzentrationen von
93,45 pug/ml (200 pl in PBS pH 7,3). Darauf folgte die Applikation von je 200 ul Regenerationslésung
(siehe Schema Tab. 4.38): 10% aMP, 10% aMP + 8 mol/l Guanidinhydrochlorid (GUA), 8 mol/l Gua-
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nidinhydrochlorid, aMP + 8 mol/l Urea und 8 mol/l Urea (jeweils in PBS pH 7,3). Zur Detektion wurde
anschlieRend Polyclonal Antibody to Rabbit IgG [H&L]-HRP appliziert und die Farbreaktion ausgelost.

Zwischen den einzelnen Schritten wurden Waschschritte wie in den Experimenten zuvor vorge-

nommen. Tabelle 4.38 zeigt das dazu gehdorige Pipettierschema und Abb. 4.91 die Resultate.

Tab. 4.38: Pipettierschema 12

BSA
FP 93,45 pg/ml
bAK 0,5 ug/ml

BSA
FP 93,45 pg/ml
bAK 0,5 pg/ml

BSA
FP 93,45 pg/ml
bAK 0,5 pg/ml

BSA
FP 93,45 pg/ml
bAK 0,5 pg/ml

BSA
FP 93,45 pg/ml
bAK 0,5 pg/ml

1 2 3 4 5 6
6x 6x 6x 6x 6x 3x
Mannan Mannan Mannan Mannan Mannan Mannan

BSA
FP 93,45 pg/ml
bAK 0,5 pg/ml

A 93,45 ug/ml | A93,45 ug/ml | A 93,45 pg/ml | A 93,45 ug/ml | A93,45 ug/ml | A 93,45 ug/ml
aMP aMP + GUA GUA aMP + Urea Urea -
aAK-HRP aAK-HRP aAK-HRP aAK-HRP aAK-HRP aAK-HRP
0,7 -
] ®
06 (3)
© ) (®)
E 05
o 4
© ®
£ 247 (6)
c
o
O 0,34
N | Abb. 4.91: ODyws der Proof of Principle-
D§ 02 Experiment mit ConA-SAv + bAK + Analyt-Konstrukt
o auf Mannan-OF mit anschlieBender Regeneration.
014 aMP — a-Methylmannopyranosid 10%; GUA — Guna-
' nidinhydrochlorid (8 M); Urea — Harnstoff (8 M); K1
(Positiv) — Positivkontrolle ohne Regeneration.

Zahlen in Klammern — Anzahl der Datenpunkte.

aMP+GUA GUA aMP+UREA UREA K1 (Positiv)

aMP

Auch in diesem Experiment waren die Daten normalverteilt (a=0,05). Aufgrund der Ergebnisse des
Grubb’s-Test auf AusreiBer wurde in aMP+Urea und Urea jeweils ein Datum verworfen. K1 (Positiv)
reprasentiert das Detektionssignal in Form der OD (0OD=0,61) fiir die Kontrolle, in der nach
ConA-SAv-, bAK- und Analyt-Immobilisierung keine Regeneration stattgefunden hat. Regeneration
mit aMP fiihrt gemaR eines Tukey-Tests im Rahmen einer ANOVA zu keiner signifikant anderen OD
(a=0,05). Gleiches gilt fiir Urea und aMP+Urea. Ein signifikanter Unterschied lasst sich nur fiir Rege-
neration mit aMP+GUA und GUA feststellen. Der Unterschied zwischen der GUA- und der aMP+GUA-

Regeneration ist nicht signifikant.
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4.3.2.2.5 Einfluss des Antikérpers auf die Regeneration

Um herauszufinden, inwiefern der Antikorper bzw. der Analyt fiir die Ergebnisse des vorhergehenden
Abschnitts verantwortlich ist, wurde ein weiteres Experiment unternommen, in dem die Mannan-
und BSA-Immobilisierung in derselben Weise durchgefiihrt wurde wie im vorherigen Abschnitt und
anschlieRend 100 pg/ml ConA-SAv und 0,5 pg/ml des jeweiligen AntikGrpers appliziert worden sind.
Auf einen Analyten wurde verzichtet. Regeneriert wurde mit aMP und aMP+GUA. Als Antikorper
wurden der biotinylierte Antikérper ,anti-Legionella pneumophila Antibody (Biotin)” (=baleg) und
seine nichtbiotinylierte Variante ,anti-Legionella pneumophila Antibody” (alLeg) verwendet (aLSD).
Die Detektion erfolgte mit ,Polyclonal Antibody to Rabbit IgG [H&L]-HRP”. Der Ablauf samt Wasch-
schritten stimmt ansonsten mit dem im vorherigen Abschnitt (iberein. Jedes Experiment wurde

dreimal durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigt Abb. 4.92 und das Pipettierschema Tab. 4.39.

Tab. 4.39: Pipettierschema. FP — ConA-SAv; AK XXX — die Ansdtze 1-4 wurden je dreimal
mit AK XXX = antilLeg (anti Legionella pneumophila Antibody) und je dreimal mit AK XXX =
antiLeg (Biotin) (anti-Legionella pneumophila Antibody (Biotin)) durchgefihrt ; aMP —
a-Methylmannopyranosid; aAK-HRP — Antikorper-HRP-Konjugat gegen die eingesetzten
Antikorper (=AK XXX).

1 2 3 4
3x 3x 3x 3x
Mannan Mannan Mannan Mannan
BSA BSA BSA BSA
FP 100 pg/ml FP 100 FP 100 pg/ml -
AK XXX 0,5 pg/ml | AK XXX 0,5 pg/ml | AK XXX 0,5 ug/ml | AK XXX 0,5 pug/ml
aMP aMP + GUA - -
aAK-HRP aAK-HRP aAK-HRP aAK-HRP
antiLeg antiLeg (Biotin)
09— 09+
05 08
07 0,7
E oe] E o6l
§ 015_- § 0,54
E 0,4- E 0,4
£ o] ] E:; 03]
8§ 02 02
0,1 014
o0 1. T
-0,1 ; -0,1 4
A vp\a““ @ va““»e |a(\\\’ e \a“\\’g B ;Plyaa\*e Wmawg o et mau"g

Abb. 4.92: Verhalten von verschiedenen Antikdrpern auf ConA-SAv (FP) ausgestatteten Mannan-OFn. A - Expe-
rimente mit nichtbiotinylierten anti-Legionella-AKs. B — Experimente mit biotinylierten anti-Legionella AKs.

Erster Balken zeigt ODyw nach aMP-Regeneration, zweiter Balken Regeneration nach aMP + Guanidinhydrochlo-
rid-Regeneration, dritter Balken Positivkontrolle ohne Regeneration und vierter Balken die ODyy nach AK-
Applikation ohne ConA-SAv-FP und Regeneration.
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Laut Kolmogorov-Smirnov-Test sind die drei Messwerte jedes Experimentes normalverteilt (a=0,05).
Die Daten wurden wieder mittels ANOVA ausgewertet. Ein Levene’s Test auf Varianzhomogenitat
gibt an, dass die Ergebnisse jeweils varianzhomogen sind (a=0,05). Im Fall von alLeg (Abb. 4.92 A)
wird fiir die Positivkonrolle (FP/aLeg) eine OD von 0,315 gemessen. Die ANOVA zeigt, dass es signifi-
kante Unterschiede zwischen den Stichproben gibt (a=0,05). Ein Tukey-Test (a=0,05) zeigt, dass kein
signifikanter Unterschied fiir die Stichproben FP/aLeg/aMP (mit aMP-Regeneration) und FP/antiLeg
(ohne Regeneration) sowie fur FP/aLeg/aMPGUA (mit aMP+GUA-Regeneration) und FP/aleg (ohne
Regeneration) festzustellen ist. Dasselbe gilt fir den Vergleich der Stichproben FP/aleg/aMPGUA
und FP/alLeg/aMP. Ein signifikanter Unterschied ergibt sich fiir die Stichproben ,,ohne FP mit aLeg”
(Negativkontrolle) vs. FP/alLeg (Positivkontrolle) sowie fiir ,ohne FP mit aLeg” (Negativkontrolle) vs.
FP/alLeg/aMP. Im Fall des biotinylierten alLeg (balLeg) (Abb. 4.92 B) wurde in der Positivkontrolle eine
mittlere OD von 0,631 gemessen. Die OD-Mittelwerte der Experimente mit dem biotinylierten aleg-
AK mit (FP/balLeg/aMP) und ohne (FP/balLeg=Positivkontrolle) unterscheiden sich nicht signifikant
(a=0,05). Signifikante Unterschiede zeigen sich besonders beim Stichproben-Vergleich von FP/baleg
(Positivkontrolle) vs. FP/balLeg/aMPGUA und FP/baleg/aMP vs. FP/baleg/aMPGUA sowie fur die
Negativkontrolle (ohne FP mit baleg) vs. FP/baleg/aMP, FP/baleg/aMPGUA, Positivkontrolle
(FP/baleg). In der folgenden Tabelle sind die Signifikanzunterschiede wegen der besseren Ubersicht-

lichkeit noch einmal zusammengefasst (Tab. 4.40).

Tab. 4.40: Ergebnisse des Tukey-Tests zum Vergleich der Stichproben im Rahmen einer ANOVA. alLeg-Experiment -
Experimente mit nicht-biotinyliertem anti-Legionella-Antikorper (Abb. 4.46 A). baLeg-Experimente - Experimente mit
biotinylierten anti-Legionella-AK durchgefiihrt (Abb. 4.46 B). SIG — SIG=0 indiziert ,,Unterschied der ODy,y ist nicht
signifikant (a=0,05)" bzw. SIG=1 indiziert ,Unterschied der ODyyy ist signifikant (a=0,05).“
antiLleg-Experimente SIG bantiLeg-Experimente SIG
FP/antiLeg/aMPGUA vs. FP/antiLeg/aMP FP/baleg/aMPGUA vs. FP/balLeg/aMP
FP/antiLeg/aMPGUA vs. FP/antiLeg/aMP FP/balLeg/aMPGUA vs. FP/balLeg/aMP
FP/antiLeg vs. FP/antiLeg/aMP FP/baleg vs. FP/baleg/aMP
FP/antiLeg vs. FP/antiLeg/aMP FP/baleg vs. FP/balLeg/aMP
FP/antiLeg vs. FP/antiLeg/aMPGUA FP/baleg vs. FP/balLeg/aMPGUA
FP/antiLeg vs. FP/antiLeg/aMPGUA FP/baleg vs. FP/balLeg/aMPGUA
ohne FP mit antiLeg vs. FP/antiLeg/aMP ohne FP mit baleg vs. FP/balLeg/aMP

O B, O P O O O
I =
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5. Diskussion

5.0.1 Kontaktwinkelanalyse

Die Kontaktwinkelanalysen (Kapitel 4.0.1) wurden durchgefiihrt, um ein Aussage Uber eine erfolgrei-
che OTS-Silanisierung und deren Reproduzierbarkeit zu treffen. Um Aussagen (iber die Reproduzier-
barkeit verschiedener OF-Segmente innerhalb eines jeden Chips zu ermdglichen, wurden zwischen
drei und finf Tropfen auf unterschiedliche Stellen eines Chips pipettiert. Die resultierenden Kon-
taktwinkel wurden gemittelt und die Standardabweichungen berechnet. Die Ergebnisse zeigen, dass
die Chips nach einer einfachen Reinigung mit Methanol zwar hydrophil sind, der mittlere Kontakt-
winkel mit 68,58° aber relativ groR ist. Durch die Behandlung mit NaOH und Piranha-Lésung fallen die
Kontaktwinkel so klein aus, dass sie mit der Software nicht bestimmt werden kdnnen. Das zeigt, dass
die sog. Aktivierung der Chips mit NaOH und Piranha-Lésung die OF stark hydrophilisieren. Fir alle
drei OTS-silanisierten Chips konnten mittlere Kontaktwinkel Giber 90° bestimmt werden. Oberflachen
mit Kontaktwinkel 290° werden als hydrophob bezeichnet, Oberflachen mit Kontaktwinkeln <90° als
hydrophil (Notsu et al., 2005; Patankar, 2003). Die Ergebnisse zeigen, dass die Chips 1, 2 und 3 hyd-
rophob sind. AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass die Hydrophobizitit auf die OTS-
Silanisierung zuriick zu fiihren ist. Der Unterschied zwischen den Kontaktwinkeln der OTS-Chips 1, 2
und 3 zu dem aktivierten Kontrollchip (K2) ist offensichtlich. Der Unterschied zwischen den mittleren
Kontaktwinkeln der OTS-Chips und denen des nicht-aktivierten Kontrollchip (K1) sind statistisch signi-
fikant (ANOVA). Die Unterschiede zwischen den OTS-Chips sind statistisch nicht signifikant (ANOVA).
Da die Standardabweichungen ebenfalls sehr klein ausfallen, ist davon auszugehen, dass die Anwen-
dung von Protokoll 3.2.1.1 gut reproduzierbare OF liefert.

Die gemessenen Kontaktwinkel liegen nahe dem Minimalkriterium fiir Hydrophobizitdt von 90°. Es
lasst sich also vermuten, dass nicht samtliche Oberflachen-OH-Gruppen mit OTS umgesetzt worden
sind. Dabei handelt es sich um ein bekanntes Phanomen. Beispielsweise werden im Fall von ,re-
versed phase (RP)“-HPLC-Saulen die Oberflachen-OH-Gruppen des Kieselgels mit Silanen wie Octade-
cyltrichlorsilan nicht vollstandig umgesetzt, was sich in ,Leading”- und/oder ,Tailing“-Effekten nie-
derschlagt. Darum wird noch das sogenannte ,end-capping” mit Trimethylchlorsilan durchgefiihrt,
einem sehr kleinen, reaktionsfahigen Silan, welches auf der OF (brig gebliebene OH-Gruppen sattigt.
Dieser Schritt spielt bei dem verwendeten Protokoll keine Rolle. Ziel der hier angewendeten OTS-
Silanisierung ist nicht der Aufbau eines liickenlosen OTS-Monolayers. Fiir die gestellte Aufgabe reicht
es, eine reproduzierbare Oberfliche mit hydrophoben Eigenschaften zu produzieren, auf der die

Immobilisierung von Proteinen oder Zellen aufgrund von hydrophober Interaktion moglich ist.
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5.0.2 Zellzahlbestimmung

Sowohl die Konzentration der Legionellen- als auch die Konzentration der E. coli-Zellen-Proben wur-
de durch eine optische Zellzahl-Bestimmung bei einer Wellenldange von 600 nm mittels eines Photo-
meters gemessen. Die Methode basiert auf der Bestimmung des Intensitatsverlustes von durch eine
Suspension transmittierten Lichts. Bei Durchgang von Licht durch eine Probe einer homogen verteil-
ten Substanz kommt es zur Extinktion von Licht durch Reflexion, Absorption, Streuung und Beugung.
Reflexionsbeitrdge werden durch Leer- oder Quermessung eliminiert. Die Absorption spielt dann die
groflte Rolle. Bei Suspensionen allerdings spielt die Streuung die dominierende Rolle, vor allem, da
der Beitrag zur Extinktion durch Absorption bei Licht von 600 nm stark minimiert ist (Xu und Katz,
2008). Eine genaue Zellzahlbestimmung mit dem Photometer bei einer Wellenlange von 600 nm ist
nur flr E. coli moglich. Der Grund ist, dass das Photometer eine eingebaute Umrechnungsfunktion
besitzt, die jedoch genau genommen nur flr E. coli gilt. Die Streuung des Lichts ist abhdngig vom
Brechungsindex, der Form, GroRe und inneren Struktur von Zellen. Eine Anwendung auf
L. pneumophila erfordert demnach die Bestimmung einer Kalibrierfunktion, um genaue Konzentrati-
onen zu ermitteln. Zu diesem Zweck musste eine Verdlinnungsreihe mit L. pneumophila-Zellen er-
stellt werden mit Kenntnis der genaue Zellkonzentration. Leider ist die Ermittlung der genauen Zell-
konzentration daran gescheitert, dass die getoteten Zellen nicht mehr ausplattiert werden konnten.
Jedoch kann die Ermittlung der Konzentration mittels Photometer bei 600 nm in erster Naherung auf
Legionellen lbertragen werden. Die Streuung ist bei Objekten der GréRenordnung von Bakterien
abhéangig von deren Brechungsindex, Form, GroRe und innerer Struktur (Stull, 1972). Bei Prokaryoten
fehlen komplexe Strukturen wie Zellkerne und andere Organellen. Der Brechungsindex von Bakterien
in der GroRenordnung von 0,5 um bis 2 um betragt typischerweise etwa 1,39 (Xu und Katz, 2008).
AuRerdem sind sowohl E. coli- als auch L. pneumophila-Zellen stabchenformig. Ihre GroRe betrdgt im
Fall von E. coli typischerweise etwa 0,5 um in der Breite und 2 um in der Ldnge (Miao et al., 2003;
Bolshakova 2001) und im Fall von L. pneumophila typischerweise 0,3-0,9 um in der Breite und 2 um
in der Lange (Flchslin et al., 2010; United States Environmental Protection Agency, 2001). Da sich die
Zellen in den entscheidenden Parametern hinreichend dhnlich sind, darf davon ausgegangen werde,
dass die Zellzahlbestimmung bei einer Wellenlange von 600 nm im Fall von L. pneumophila eine erste
Annaherung der tatsachlichen Konzentration darstellt. Der Fehler, der bei dieser Bestimmung auf-
grund der oben angefiihrten Faktoren gemacht wird, ist angesichts dessen recht klein. Auerdem
muss bedacht werden, dass sich diese Arbeit mit einer Modell-Applikation beschaftigt. Das bedeutet
zundachst auch, dass die Zellen entgegen der Feld-Applikation tot sind. Mit lebenden L. pneumophila-
Zellen wurde aus Sicherheitsgriinden nicht gearbeitet. Versuche von Frau Hellming die Zellzahl mit-
tels Zahlkammer zu bestimmen, scheiterten ihrer Aussage zufolge an der Tatsache, dass sie sich im

Lichtmikroskop nicht fokussieren lieRRen.
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5.1 Versuche zur Detektion von L. pneumophila mit immobilisierten Fangerantikorpern
(Sandwich-Assay-Format)

Im Folgenden werden Experimente diskutiert, die mit fAK und LeglG bzw. LeglP-Zellen unternom-
men worden sind. Die fAKs wurden entweder direkt auf OTS-OF aufgrund von hydrophoben Wech-
selwirkung zwischen fAKs und OTS-OF immobilisiert oder sie wurden auf OTS-OF immobilisiert, die
zuvor mit einem fAK-bindenden Linkerprotein ausgestattet worden waren. Vorteile der direkten Im-
mobilisierung sind u.a. die Einfachheit der Immobilisierungsprozedur, die Tatsache, dass die Antikor-
per keine Modifikationen erfahren missen, dass viele OF bei diesem Verfahren hohe Antikorper-
Bindungs-Kapazitat zeigen (Jung et al., 2008; Tanaka et al., 2006) und dass das Verfahren glinstig,
schnell und oft sogar effektiver ist als andere Strategien (z.B. kovalenten Immobilisierungsmethoden)
(Barlen et al., 2009). Der Vorteil der Verwendung von Linkerproteinen besteht in der besseren Orien-
tierung der antigenbindenden Bereiche der fAKs. Zunachst werden die Experimente unter Verwen-
dung der LeglG-Zellen (Quelle: Institut fir Hygiene und Umweltmedizin des UKGM in GielRen) disku-

tiert. AnschlieRend folgt die Diskussion der Experimente mit Legl1P-Zellen (Quelle: FzmB).

5.1.1 Experimente mit fAKs und LeglG-Zellen

5.1.1.1 Antikérpertest

Um sicher zu gehen, dass der erworbene Antikdper L. pneumophila-Zellen bindet, wurden ELISA-
basierte Bindungstests durchgefiihrt. Wegen des besonders hydrophoben Lipopolysaccharids (LPS)
Legionaminsaure (5-Acetamidin-7-acetamid-8-0-acetyl-3,5,7,9-tetradeoxy-L-glycero-D-galacto-
nonulosonsaure) verhilt sich die Legionellen-Zelloberflachen hydrophob (Neumeister et al., 1998), so
dass sich die Zellen auf dem Boden von Mikrotiterplattenwells aus Polystyrol direkt (ohne fAKs) im-
mobilisieren lassen. Die Bindung des in Frage stehenden Antikdrpers wurde mittels eines passenden
AK-HRP-Konjugats nachgewiesen. Im Kontrollansatz ohne das Sekundarantikérper-HRP-Konjugat kam
es erwartungsgemall nur zu einer sehr geringen Farbentwicklung. Im Kontrollansatz ohne den in Fra-
ge stehenden Antikorper AK237744 kam es ebenfalls zu einer sehr geringen Farbentwicklung, was
bedeutet, dass das Sekundarantikorper-HRP-Konjugat nur an sehr wenige Bindestellen gebunden
hatte. Im Kontrollexperiment auf einer BSA-blockierten OF unter Auslassung von Zellen kommt es zu
einer recht starken Farbreaktion, was bedeutet, dass AK237744 oder das Konjugat an die BSA-
blockierte OF bindet. Dass der Antikdrper in Ansatzen mit allen Komponenten, insbesondere mit
Zellen, besser bindet, als auf bloB BSA-blockierten OF, wurde durch statistische Tests (Lord-Test bzw.
Weir-Test) gezeigt. Demnach binden die Antikorper spezifisch an die Zellen. Sie binden aber auch an
BSA, jedoch sind die Werte flr die Bindung an Zellen signifikant héher als die Werte fir die Bindung

an BSA. Es kann davon ausgegangen werden, dass der Antikérper 237744 in der Lage ist, die Zellen
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aus dem Pufferstrom zu ,fangen”. Es muss aber auch im Falle von BSA als Blockierungsreagenz mit
unspezifischen Bindungen von AK237744 an BSA gerechnet werden. Es wurden keine Tests mit
AK237744 als fAK durchgefiihrt sondern nur als dAK. So wurde die grundsatzliche Bedingungsfahig-
keit des Antikorpers getestet, indem er frei in Lésung mit dem Antigen konfrontiert wurde. Unter
Umstdnden bedeutet aber ein Nachweis einer spezifischen Bindung als dAK nicht, dass der AK auch
als fAK einsetzbar ist, da es moglich erscheint, dass ein AK infolge einer Immobilisierung seine Binde-

fahigkeit verliert und verandert.

5.1.1.2 Blockierung unspezifischer Bindestellen (RIfS)

Bei Bioassays muss darauf geachtet werden, dass die zu messenden Wirkungen, so weit wie moglich
durch spezifische Wechselwirkungen zwischen Antigenen und Erkennungsmolekiilen verursacht
werden (Mohammad und Esen, 1989). Im Falle eines Biosensors, bei dem die Erkennungsreaktionen
auf einer chemisch modifizierten Glasoberflache stattfinden, sind Wechselwirkungen zwischen den
Antigenen oder den Antikdrpern und der Oberflache der Glaschips moglich. AuBerdem kann es zu
Wechselwirkung mit anderen Komponenten wie Blockierungsreagenzien kommen, welche gerade
die unspezifische Wechselwirkung mit der OF unterdriicken sollen. Daher muss zuvor getestet wer-
den, welche Blockierer sich zu diesem Zweck eignen. Fir die Experimente, die in dieser Arbeit pra-
sentiert werden, wurden Tween20, The Blocking Solution (TBS) von Candor Bioscience GmbH und
BSA als Blockierer verwendet. Tween20 ist ein niedermolekulares, sehr kleines, nicht-ionisches Ten-
sid, welches im Rahmen von Immunoassays haufig als Lésungsvermittler zu Proteinldsungen zugege-
ben wird. AuRerdem lagert es sich auch an viele Arten von Oberflichen an und verhindert so, dass
die Proteine in der Losung an diese adsorbieren (Butler, 2000). Deshalb findet es auch Anwendung
als Blockierungsreagenz, um unspezifische Bindestellen nach der Antikérper-Immobilisierung zu blo-
ckieren (Batteiger et al, 1982). TBS ist laut Produktinformation ein Blockierungsreagenz, welches aus
Fragmenten unterschiedlichen Molekulargewichts von hochreinem, chemisch modifizierten Caseins
besteht. BSA ist ein Standardblockierungsreagenz fir hydrophile und hydrophobe Oberflachen (Jeya-
chandran et al., 2010), dass in vielen biochemischen (Western Blots) (Ida et al., 1996) und molekular-
biologischen Experimenten (als Additivum in PCR-Ansatzen) (Beattie et al., 1999) eingesetzt wird

aber auch besonders im Bereich der Immunoassays (Jeyachandran et al., 2010).

In dem durchgefiihrten Tween20-Experiment stieg das Signal nach Tween20-Injektion sehr schnell
an. In der Folge zeigt das Experiment, das Tween20 offenbar viel schneller von dem OF-Segment
dissoziiert, welches zuvor mit AKs ausgestattet worden war (wie in dem Experiment in Kapitel
4.1.1.3.1 beziiglich MSP 1 (blau) geschehen), als von dem Segment, welches frei von AKs war. Der

Dissoziationsprozess nahm in beiden Fallen mit 6800 s sehr viel Zeit in Anspruch. Dem Problem konn-
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te man mit geringeren Konzentrationen bzw. geringerem Volumen abhelfen. Das TBS-Experiment
wurde analog dem Tween20-Experiment durchgefiihrt. Nach der Injektion von TBS verlief die Disso-
ziation lberschiissigen TBSs jedoch viel schneller als die Dissoziation von Tween20. Schon nach etwa
4000 s stabilisierte sich das Signal sichtbar. Jedoch ergab sich fiir die freie OTS-OF (griin) und die AK-
belegte OTS-OF (blau) nur ein Signalunterschied von 168 IU. Das BSA-Experiment zeigte, dass sich mit
BSA sehr gut blockieren lieB. Auf dem Segment mit AKs (MSP 1; blau) ergab sich zwar ein Signal von
431 IU, jedoch fiel das Signal auf der dem AK-freien Segment (MSP 2; griin) mit 2149 IU weitaus ho-
her aus. Im Vergleich zum TBS-Test ist hier deutlich zu bemerken, dass auf MSP 1 schon AKs immobi-
lisiert worden waren. Der Unterschied zwischen AK-belegter und freier OTS-OF ist zwar auch im
Tween20-Experiment festzustellen. Jedoch ist die BSA-Dissoziation mit 1080 s wesentlich kiirzer als

die Tween20-Dissoziation (>6800 s).

Im Tween20-Experiment wurde nach 6800 s eine Legionellenprobe injiziert. Die Legl-Injektion wurde
zwar von dem Biosensor unter beiden Messspots registriert, jedoch nur mit einem sehr geringen
Signal. Auf MSP 2 war das Signal vor der Legl-Injektion nahezu stabil, so dass von einer vollstandigen
Dissoziation ausgegangen werden konnte. Das Signal fiel aber nach Beendigung der Injektion auf
dem MSP 2 auf das Niveau von vor der Injektion zuriick. Daher lag der Schluss nahe, dass auf einer
Tween20 blockierten OTS-OF keine Legl-Zellen binden kdnnen. Auf MSP 1 war die Dissoziation zum
Zeitpunkt der Zell-Injektion noch nicht vollstandig abgeschlossen. Das Signal fiel in der Dissoziations-
phase wieder ab und kehrte zu einer Signalentwicklung zuriick, welche die Signalentwicklung vor der
Legl-Injetion fortzusetzen schien. Vermutlich konnten die Zellen auf MSP 1 nicht binden, weil noch
Uberschissiges Tween20 dissoziierte und die Legl-Zellen mitriss. Ob sich Tween20 als Blockierungs-
reagenz eignet oder nicht, kann anhand dieses Experiments nicht entscheiden werden, weil die Dis-
soziationsphase zu kurz war. Da die Dissoziation unangemessen viel Zeit beanspruchte und das Expe-
rimentieren mit anderen Konzentrationen und/oder Volumina zu aufwendig erschien, wurde
Tween20 nicht weiter verwendet. Die zweimalige Injektion von Legl-Zellen im Rahmen des TBS-
Experiments ergab am Ende der Dissoziationsphase ein Sensorsignal von 106 IU (Messspot 1 — blau)
und 73 IU (Messspot 2 — griin). Wenn man hier von einem spezifischen Signal sprechen wollte, miss-
te man es auf lediglich 29 IU beziffern. Es wurde erwartet, dass die TBS-Injektion auf der freien OTS-
OF ein weitaus hoheres Signal erzeugt als auf der AK-belegten OF. Warum das nicht der Fall ist, bleibt
ungeklart. Die Blockierung der freien OTS-OF ist zwar gelungen, jedoch ist nicht klar, was auf der AK-
belegten OF passiert. Daher wurde TBS als Blockierer ausgeschlossen. Im BSA-Experiment wurde die
Legl-Zellen-Injektion zwar vom Detektor wadhrend der Injektion registriert, fiel aber sehr klein aus.
Nach 760 s Dissoziation konnte auf MSP 2 (griin — nur blockiert) keine Nettosignalanstieg festgestellt

werden und auf dem MSP 1 (blau — mit AKs) ein Signalanstieg von 49 IU. Aus folgenden Griinden
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wurde entschieden, BSA als Blockierungsreagenz zu verwenden. Erstens zeigte BSA eine besonders
kurze Dissoziationsphase, obwohl der Variation der Konzentration bzw. des Volumens von Tween20
und TBS die extrem langen Dissoziationsphasen wahrscheinlich zu vermeiden gewesen waren. Zwei-
tens konnte man besonders gegeniiber der TBS-Blockierung wesentlich besser die AK-belegte OF von
der nur blockierten OF unterscheiden. Vermutlich spielt hier der Brechungsindex von TBS eine ent-
scheidende Rolle, so dass die Unterschiede zwischen den beiden OF-Bereichen eingeebnet werden.
Letztlich erschien es aus pragmatischen Griinden besser zu sein, sich auf BSA zu konzentrieren, weil
sein Verhalten vorhersehbarer erschien. Der Nachteil von BSA besteht in der GrofRe. Tween20 und
bestimmte Bestandteile von TBS sind wegen ihrer geringeren GroRe in der Lage kleinere OF-
Segmente zu blockieren. Das schien aber nicht von hoher Relevanz zu sein, da hier mit ganzen Zellen
gearbeitet werden sollte. Es wurde als unwahrscheinlich angesehen, dass an freie OTS-OF-Segmente
an denen BSA wegen seiner GréBe nicht binden kann, dort zu Interaktionen zwischen OTS-OF und
ganzen Legionellen-Zellen kommen kann.

Im Tween20- und TBS-Experiment wurde wahrend der Legl-Injektionen per ,Hold“-Funktion der
Strom Uber die OF kurzzeitig gestoppt. Es sollte getestet werden, ob die Zellen im Statischen besser
binden kénnen als im Fluss. Erstaunlicherweise stieg das Signal in beiden Fallen nicht an sondern fiel

sogar ab. Eine Erklarung fiir dieses Phdnomen kann nicht gegeben werden

5.1.1.3 BSA-Blockierung gegeniiber Antikérpern und Zellen

Mit der Entscheidung fiir BSA als Blockierungsreagenz wurde es notwendig, zu ermitteln, bei welcher
Konzentration von BSA die OTS-OF gegeniiber Antikdrpern vollstandig blockiert sei (Kapitel 4.1.1.3.2).
Besonders im Zusammenhang mit dem Direct-Assay-Formats ist dies von Bedeutung, da hier die Zel-
len ohne vorherige fAK-Immobilisierung direkt auf der OF immobilisiert werden (hydrophobe Wech-
selwirkung) verfolgt wird. Zur Detektion und Quantifizierung der Zellen miissen anschlieBend dAKs
appliziert werden. Gerade im Fall von niedrigen Zellkonzentrationen ist zu erwarten, dass grofle OF-
Bereiche frei von Zellen sind. Werden solche Bereiche nicht ausreichend blockiert, wird es zu unspe-
zifischen dAK-Bindungen kommen, die zu falsch positiven Ergebnissen fiihren. Daher wurde diejenige
BSA-Konzentration gesucht, bei der die OF auch in Abwesenheit von Zellen gegeniiber AK vollstandig
blockiert ist. Zu diesem Zweck wurde BSA verschiedener Konzentration auf der OTS-OF immobilisiert
und anschlieBend der Test-Antikoérper anti-IgG b appliziert. Wie erwartet fallt das BSA-Sensorsignal,
wenn von hohen BSA-Konzentrationen zu geringeren fortgeschritten wird. In einem BSA-
Konzentrationsbereich zwischen 500-2000 ug/ml erhdlt man bei anschlieRender Antikérper-
Applikation sehr dhnliche AK-Signale in Hohe von durchschnittlich 295,7 IU (StDev 46,9 IU). Diese
Bindungssignale kénnen als Signale interpretiert werden, welche aus unspezifischen Wechselwirkun-

gen der Antikérper mit BSA resultieren. Unterhalb einer BSA-Konzentration von 500 pg/ml wurden

169



5 | DISKUSSION

weit hohere Signale infolge von AK-Applikationen gemessen. Daher ist davon auszugehen, dass eine
BSA-Konzentration von 500 pg/ml bei einem Volumen von 80 ul ausreicht, um die Oberflache so zu

blockieren, dass die Bindung von Proteinen der GroRe von Antikérpern minimale Signale erzeugt.

AuBerdem war es wichtig zu ermitteln, bei welcher BSA-Konzentration bzw. bei welchem BSA-
Volumen die OF gegeniiber Legionellen-Zellen vollstandig blockiert ist (Kapitel 4.1.1.3.3). Verfolgt
man die Strategie des ,,Sandwich Assay Formats”, wird man zunéchst feststellen missen, bei welcher
Konzentration man einen fAK eines festen Volumens immobilisieren muss, damit die hochste Bin-
dungswahrscheinlichkeit erreicht wird. Je nach dem wie viel AK immobilisiert werden muss, wird die
OF noch mehr oder weniger groRe OTS-Bereiche aufweisen, an denen Zellen oder dAK unspezifisch
binden kénnen. Da die entsprechenden AK-Bedingungen bei unterschiedlichen AK verschieden aus-
fallen kénnen, miisste man die addaquaten BSA-Bedingungen fir jeden Antikérper, den man einsetzt,
neu bestimmen. Um diesen Aufwand zu vermeiden, wurde einfach diejenige BSA-Konzentration be-
stimmt, ab der die Signale nach Applikation von Zellen minimal ausfallen. Auf einer OTS-OF ohne AK
wirden diese BSA-Bedingungen flir eine maximale Unterdriickung von unspezifischen Bedingungen
sorgen. Wenn AK auf der OF immobilisiert werden, kann diese Konzentration ebenfalls eingesetzt
werden, um Ubrige unspezifische Bindestellen zu blockieren. Aufgrund der Ergebnisse der Experi-
mente wurde eine BSA-Konzentration von 50 pg/ml bei einem Volumen von 80 ul als ausreichend
angesehen, um die OF gegeniiber ganzen Legionellen-Zellen vollstdndig zu blockieren. Die halbloga-
rithmische Darstellung der BSA- und LeglG-Signale am Ende der Dissoziationsphase (Abb. 4.11 D;
Kapitel 4.1.1.3.3) zeigt, dass die Leg1G-Signale liber einen BSA-Konzentrationsbereich von 50 ug/ml
bis 2000 pg/ml mit durchschnittlich 85,6 IU (Spannweite von 126,33 IU) relativ konstant bleiben.
Daraus ist zu folgern, dass die BSA-Blockierung im Konzentrationsbereich zwischen 50 pg/ml und
2000 pg/ml BSA (80 ul) gegenliber ganzen Legl-Zellen effektiv ist. Das Leg1G-Signal bei einer BSA-
Konzentration von 2,5 ug/ml fiel zwar mit weniger als 250 IU auch sehr klein aus, wurde angesichts
der anderen Leg1G-Signale bei BSA-Konzentrationen <10 ug/ml als Artefakt interpretiert.

Um spezifische Signale von unspezifischen zu unterscheiden, geht man in der Praxis wie folgt vor:
man behandelt das rein unspezifische Signal (hier: das Signal bei gegeniiber Leg1G-Zellen vollstandig
blockierter OF gemessen) als Untergrundsignal S, und berechnet den Mittelwert @S, und die Stan-
dardabweichung StDev. Das, was als Nutzsignal S, bezeichnet werden kann, wird dann wie folgt defi-
niert: S,, = @S, + 3xXStDev. Damit ergibt sich ein Signal von 136 IU, welches nicht unterschritten

werden darf, wenn es als ein spezifisches aufgefasst werden soll (Lohninger, 2012).
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5.1.1.4 AK237744-Wechselwirkung mit BSA

Um die nicht eliminierbaren unspezifischen Bindungen von anti-Legionellen-Antikérpern an mit BSA-
blockierten OF abzuschatzen, muss jeder zum Einsatz kommende anti-Legionella-Antikorper auf sei-
ne Bindefdhigkeit an BSA-blockierte OTS-OF getestet werden. Zu diesem Zweck wurde der Antikor-
per, welcher fiir die folgenden L. pneumophila-Experimente verwendet werden sollte (AK237744),
auf eine OF appliziert, auf der zuvor 80 pl BSA einer Konzentration von 2000 pg/ml immobilisiert
worden war (Kapitel 5.1.1.3.4). AK237744 fihrte zu keiner Erhohung des Sensorsignals. Der Antikor-
per bindet demnach nicht an BSA. Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen in Kapitel 4.1.1.2. In
dem Mikrotiterplatten-Test wurde AK237744 auch auf einer BSA gesattigten OF getestet wobei sich
zeigte, dass der Antikérper an BSA bindet. Allerdings unterscheidet die beiden Experimente, dass bei
der RIfS im Fluss (5 pl/min) und bei den Mikrotiterplatten-Versuchen mit einem Rittler, der auf einer
sehr niedrigen Stufe eingestellt war, gearbeitet wurde. AuRerdem betrug die Inkubationszeit in den
Mikrotiterplatten 1 h, wahrend die Applikationszeit im RIfS 16 min betrug. Der Unterschied ist offen-

bar ausreichend, um die Bindung von AK237744 an BSA zu verhindern.

5.1.1.5 Experimente mit immobilisierten Antikérpern (hydrophobe Wechselwirkung)

Die ersten Experimente zur Detektion von ganzen L. pneumophila-Zellen zielten auf die Strategie des
Sandwich-Assay-Formats ab. Die Strategie ist aus zwei Griinden von Vorteil: erstens werden meist
polyklonale Antikorper eingesetzt (wie in diesem Fall AK237744), die ein groReres Spektrum an Anti-
genen binden. Bindungsereignisse auf OF mit polyklonalen fAK lassen daher in der Regel zunachst auf
Antigene eines gewissen Verwandtschaftszusammenhangs schlieRen. Zweitens ist die Gefahr des
Funktionsverlusts durch Immobilisierung im Fall von polyklonalen Antikdrpern geringer. Das geht,
wie bereits erwdhnt, aus einer Untersuchung von Butler et al. hervor, in der gezeigt wurde, dass bei
Immobilisierung von monoklonalen Antikdrpern aufgrund hydrophober Wechselwirkungen im ELISA
lediglich 3% der monoklonalen Antikoérper ihre Antigenbindestellen bewahren, wahrend sich die Zahl
bei polyklonalen Antikorpern auf 10% belduft (Butler et al., 1992; Jung et al., 2008). Wegen des brei-
ten Spektrums an moglichen Antigenen gegen die Antikérper einer polyklonen Antikorpermixtur
gerichtet sind, besteht die Gefahr, dass auch Angehdrige von verwandten Arten oder sogar Gattun-
gen gebunden werden, welche nicht von Interesse sind. Um derartige falsch positive Ergebnisse aus-
zuschlieRen, kommt ein monoklonaler Antikdrper zum Einsatz, der frei in Losung vorliegt. Da sein
Bindungsspektrum enger ist, kann er die Antigene von Interesse mit hoherer Genauigkeit identifizie-
ren. Das erhoht die Spezifitdt eines Tests, da so die Haufigkeit von falsch positiven Ergebnissen redu-
ziert wird. Ziel der Versuche des Kapitels 4.1.1.4 war es, einen ,,Proof of Principle” zu liefern, der zei-

gen sollte, dass auf einer mit dem Antikorper AK237744 ausgestattete OF ganze L. pneumophila-
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Zellen gebunden werden kénnen. GemaR den Erkenntnissen der vorangegangenen Versuche (Kapitel
4.1.1.3.1, 4.1.1.3.2 und 4.1.1.3.4) wurden nun verschiedene Konzentrationen von AK237744 auf der
OF immobilisiert, um festzustellen, welche Konzentration(en) sich in dem experimentellen Design am
besten als Arbeitskonzentration eignete(n). Die Untersuchung wurde mit einer konstanten Konzent-
ration von 1,5%10° Zellen/m| durchgefiihrt. Bei allen Antikérperkonzentrationen konnten Legl-
Signale gemessen werden. Die OSDs, welche nach Zellen-Applikation am Ende der Dissoziationszeit
von 1800 s gemessen worden sind, fielen mit Werten <250 IU sehr niedrig aus. Bei den AK237744-
Konzentrationen von 1 pg/ml und 5 pg/ml konnten noch hohe BSA-Signale bei der Blockierung ge-
messen werden. Demnach liel die Oberflachenbelegung mit Antikérpern noch viel Raum fiir die Bin-
dung von BSA. Das deutet darauf hin, dass die AK-Konzentrationen in diesen Fallen zu niedrig gewe-
sen sein konnten, um Legl-Zellen effektiv zu binden. Bei hoheren AK237744-Konzentrationen dage-
gen wurde die Zugabe von BSA vom Sensor zwar registriert, es ergab sich am Ende der Dissoziations-
phase jedoch nur ein sehr kleines bis gar kein BSA-Signal. Von Interesse sind demnach die Konzentra-
tionen zwischen 10 pg/ml und 100 pug/ml. Hier scheint es zu unterschiedlichen OF-Belegungen mit
Antikdrpern zu kommen, die gleichzeitig dicht genug erscheinen, um kaum bis gar keine BSA-Bindung
zu zulassen. Andererseits kann aufgrund der Ergebnisse der Passivierungsexperimente davon ausge-
gangen werden, dass fir LeglG-Zellen keine Stellen fur unspezifische Interaktion mit der OTS-OF
Gbrig sind. Dennoch kam es zu keinen Bindungssignalen, welche sich von den Signalen unterscheiden
lieRen, die in Kapitel 4.1.1.3.3 als unspezifische Signale von Legl-Zellen auf vollstdndig mit BSA beleg-
ten OF ermittelt worden sind (136 IU). Demnach verhalten sich die Zellen bei allen AK237744-
Konzentrationen wie sie sich auch auf vollstandig mit BSA belegten OF verhalten. Davon abgesehen,
erwartet man bei so grofRen Objekten wie ganzen Zellen viel hohere Signale. Unter diesen Bedingun-
gen konnten also keine Signale gemessen werden, die als Signale einer spezifischen Bindung aufge-
fasst werden sollten. Die unspezifischen Signale, die sich bei Legl-Zellen-Applikation auf vollstandig
BSA-blockierten OF ergeben, legen dies nahe. Es kénnte aber auch sein, dass die Bindung der Zellen
an AK237744-ausgestattete OF doch spezifisch aber nicht von den genannten unspezifischen unter-
scheidbar ist. Unter diesen Umstdanden wiirde auch ein Blockierer, welcher die 136 IU unterdriicken
wirde, nicht weiterhelfen: Wenn eine LeglG-Probe einer Konzentration von 1,5*108 Zellen/ml bei
spezifischer Bindung nur ein Signal von weniger als 250 IU erzeugt, dann ist kaum Spielraum fir ver-
wertbare Signale bei kleineren Konzentrationen. Damit wiirden in Wasseruntersuchungen auch die
extrem hohen Belastungen von einigen 10000 Zellen/ml nicht erkannt werden (s. Kapitel 1.3.3.1).
Unter diesen Umstanden sind in den Experimenten keine dAKs mehr eingesetzt worden, wie es im
Sandwich-Assay-Format normalerweise Ublich ist. Angesichts der kleinen OSDs erschien das als Ma-

terialverschwendung.
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Fiir das Verhalten sind verschiedene Griinde moglich. Erstens ist es moglich, dass die Antikorper-
Antigen-Bindung zu schwach ist, als dass es zu einer stabilen Bindung kommen wiirde. In diesem Fall
ist das Antikorper-Antigen-Paar nicht addaquat gewahlt. Zweitens kann es sein, dass die Flussbedin-
gungen eine stabile Bindung verhindern. Eine Flussgeschwindigkeit von 5 pl/min kénnte ausreichend
sein, um die Wahrscheinlichkeit von Bindungen drastisch zu reduzieren. Das ware besonders dann
der Fall, wenn fiir die Bindung an einem Ort mehr Zeit bendtigt wird, als durch die Geschwindigkeit
der Zellen zur Verfigung steht. AuBerdem kdnnte es sein, dass eventuell ausgebildete Bindungen
aufgrund von Scherkraften wieder reiBen. Drittens konnte die Methode selbst nicht adaquat sein, um
ganze Zellen zu bestimmen. Wie bereits erwahnt ist die Methode konzipiert flr Falle, in denen die
GroBe der Analyten in GroRenordnungen kleiner oder gleich der GroRenordnung der Wellenlange
des eingesetzten Lichts liegen (innerhalb des sichtbaren Lichts ca. 380 nm bis 780 nm). Ganze Zellen
(2000 pm in der Lange und mehr) Gberschreiten die GroRenordnung. Die Konsequenzen dessen auf
die Signalprozessierung sind schwer abzuschéatzen. Es erscheint denkbar, dass die erhaltenen Legl-
Signale, obwohl sie sehr klein sind und sich nicht von unspezifischen Legl-Signalen auf BSA-OF unter-
scheiden, trotzdem eine Legl-gesattigte OF reprasentieren. In diesem Fall ware die gesamte Metho-

de ungeeignet, um mit ganzen Zellen zu arbeiten.

Viertens kann die Immobilisierungsmethode ei-

nen zu hohen Ausfall an bindungsfahigen Antikor-

pern zur Folge haben. Bei dieser Standardimmobi-
Abb. 5.1: Orientierung von polyklonalen Antikérpern

lisierung von Antikorpern auf OTS-OF wird in Kauf  auf OTS-funktionalisierte Glaschips. Immobilisierung
genommen, dass die Antikérper auf der OF zufal- aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen.
lig orientiert zu liegen kommen (Wang & Jin, 2003; Jung et al., 2008; Kausaite-Minkstimiene et al.,
2010). Allgemein wird in der zufalligen Orientierung der Antikérper der Hauptgrund fir den Ausfall
von 90% der polyklonalen Antikérper gesehen (Abb. 5.1) (Butler et al., 1992; Tanaka et al., 2006). Ein
weiterer Grund kénnte sein, wie Tanaka et al. zeigten, dass auch adadquat ausgerichtete Antikorper

aufgrund der Immobilisierung Konformationsanderungen durchmachen kdénnen , die zu Verdanderun-

gen in Spezifitdt und Affinitat bis hin zum Funktionsverlust fiihren kénnten (Tanaka et al., 2006).

Die in Kapitel 4.1.1.5 prasentierten Experimente hatten zum Ziel die Orientierung zu verbessern und
den moglichen Kontakt der Antikérper mit der OTS-OF zu verringern. Dazu wurden BSA-Molekiile
einer Konzentration auf die OTS-OF appliziert, dass die OF nicht BSA-gesattigt wird. Zwischen den
BSA-Molekilen sollte genug Platz fiir Immobilisierung von Antikérpern bleiben. Das ,Parken” von
Antikorpern zwischen den BSA-Molekiilen sollte zum einen die Kontaktflache der Antigen-bindenden
Bereiche des Antikdrpers mit der OTS-OF minimieren. Zum anderen wurde eine bessere Ausrichtung

der Antigen-bindenden Bereiche erwartet (s. Abb. 5.2). Die Ergebnisse, welche in Kapitel 4.1.1.3.3
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prasentiert worden sind, legen

fur diesen Zweck eine BSA-

Konzentration von 50 pg/ml
Y Antikorper O BSA

nahe, weil diese Konzentrati- Abb. 5.2: Immobilisierungsschema. Links — mit BSA vorbehandelter OTS-Chip

on einerseits ausreicht, um (BSA-Konzentration < Sattigungskonzentration). Rechts — Zwischen den BSA-
7

Molekilen eingeparkte polyklonale Antikorper.
die Bindung der Zellen an die

OTS-OF vollstandig zu blockieren und die OTS-OF andererseits noch nicht vollsténdig blockiert ist.

Die Immobilisierung von AK237744 verschiedener Konzentrationen fihrt erst bei einer AK237744-
Konzentration von 200 ug/ml zu einem deutlich Signalanstieg. Trotz der hohen Konzentration wurde
nur ein Signal von 273 IU gemessenen (im Vergleich zu den anderen AK237744-Konzentrationen, bei
denen ein mittleres Signal von 25,6 IU gemessen wurde). Das deutet zunachst darauf hin, dass die
BSA-Belegung der OTS-OF unerwartet hoch ausfillt, so dass nur wenige Antikérper zwischen dem
BSA binden konnten. Andererseits kann man aber auch vermuten, dass bei geringen Antikorper-
Konzentrationen im Fluss, die Wahrscheinlichkeit an freie Stellen auf einer ansonsten weitgehend
mit BSA-belegten OF zu binden, recht gering ist. Es kann auch erwartet werden, dass je hoher die
Konzentration der Antikdrper im Fluss ist, desto hoher ist auch die Bindungswahrscheinlichkeit der
Antikorper. Letztlich konnte unter keinen der getesteten Bedingungen eine Immobilisierung von
Legl-Zellen festgestellt werden. Das hochste Legl-Signal von knapp 400I1U wurde bei einer
AK237744-Konzentration von 10 pg/ml gemessen (s. Kapitel 4.1.1.3.3, Abb. 4.11 C). Angesichts der
Tatsache, dass bei der Immobilisierung von AK237744 nur ein Signal von weniger als 50 IU gemessen
worden ist (s. Kapitel 4.1.1.3.3, Abb. 4.11 B), ist es ausgeschlossen, dass das gemessenen Legl-Signal
eine spezifische Bindung indiziert. Auch bei einer Konzentration von 200 pg/ml AK237744 wurde
letztlich nur ein Legl-Zellen-Signal von weniger als 350 IlU gemessen. Auch dieser Wert, ware er als
Signal einer spezifischen Bindung interpretierbar, lieBe wenig Spielraum fiir verwertbare Signale bei
Legl-Konzentrationen kleiner als den eingesetzten 1,5*108 Zellen/ml. Der ,,Proof of Principle” mit

dieser Strategie muss daher auch als gescheitert angesehen werden.

Anmerkung: Die Experimente, die in den Kapiteln 5.1.1.4 und 5.1.1.5 diskutiert worden sind, wurden
vor der Funktionalisierung mit technischem Aceton gereinigt. Dasselbe gilt fir die Chips, welche fir
die Experimente in Kapitel 4.1.4 verwendet worden waren. Mit Aceton sollte eine Grundreinigung
erfolgen. In allen anderen Versuchen wurde Aceton flir Gaschromatographie verwendet. Es bestand
die Befiirchtung, dass die Qualitdt von technischem Aceton mehr dazu beitrage, die OF, welche fir
hochsensible oberflaichenchemische Reaktionen vorbereitet werden sollten, zu verschmutzen als sie

zu reinigen. Moglicherweise ist die Qualitdt der OTS-OF durch die Behandlung der rohen Chips mit
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technischem Aceton nicht vermindert worden, da darauf noch die Reinigung mit NaOH und Piranha-

Lésung folgten.

5.1.1.6 Antik6érperimmobilisierung auf OTS/Protein A-Oberfliche

Die erfolglosen Versuche, Legionellen-Zellen auf einer mit fAK-ausgestatteten OF zu binden, ist ver-
mutlich auf den hohen Verlust an bindungsfahigen fAK infolge ihrer Immobilisierung zurtickzufiihren.
Auch die Ublichen kovalenten Kopplungsstrategien, welche die Immobilisierung von Antikérpern tGber
deren Amino- oder Carboxygruppen anstreben, filhren letztlich zu einer Zufallsorientierung auf der
OF, da diese Gruppen statistisch Gber Antikorper verteilt sind. AuBerdem kommt es auch bei diesen
Strategien zu erheblichen Funktionsverlusten (Leckband & Langer, 1990). Um die Wahrscheinlichkeit
von erwiinschten Bindungsereignissen zu erhdhen, liegt es nahe, Antikérper moglichst so auf der OF
auszurichten, dass die Antigen-bindenden Bereiche zum Pufferstrom weisen und sie moglichst scho-
nend an die Oberflache zu binden. Der Einsatz von Protein A kann zu diesen Zwecken sehr hilfreich
sein, da es in der Lage ist, Antikdrper Gber ihren Fc-Teil zu binden, also Uber jene Region, die keine
Antigen-Interaktionsstellen besitzt (s. Kapitel 1.2.1, Abb. 1.5). Eine Immobilisierung von Protein A auf
einem Glaschip mit anschliefender Antikérper-immobilisierung kdnnte zu einer besseren Orientie-
rung der Antigen-bindenden Stellen des Antikdrpers fliihren. AuBerdem wird durch die spezifische
Immobilisierung die strukturelle Integritdt der AK gewahrt. Deshalb wurde untersucht, ob hydrophob
immobilisiertes Protein A eine effektivere Antikdrper-Immobilisierung erlaubt.

Zunichst wurde untersucht, welche Protein A-Konzentration zur effektivsten Antikoper-
Immobilisierung flihrt. Eine Reihe Protein A-Proben unterschiedlicher Konzentration wurde auf OTS-
Oberflachen appliziert. Der untypische Signalverlauf bei den Protein A-Konzentrationen von 500 bzw.
1000 pg/ml ist moéglicherweise auf eine Uberladung der OF mit Protein A zuriickzufiihren, die zur
Bildung von instabilen Mehrfachschichten fiihrt, die wieder kollabieren. Die Bindungskurven der drei
niedrigeren Konzentrationen zeigten den typischen Bindungskurvenverlauf. Da die OSDs am Ende der
Dissoziationsphase bei den Konzentrationen von 100 pg/ml und 50 pg/ml sehr &hnlich ausfielen
(1627 IU bzw. 1621 1U), ohne dass die BSA-Signale unterschiedlich ausfielen (659 IU bzw. 657 IU),
wurde angenommen, dass die OF bereits durch die Applikation von Protein A bei einer Konzentration
von 50 pg/ml maximal mit Protein A belegt sei. Das Nettosignal bei Zugabe von 10 pg/ml Protein A ist
nur geringfugig kleiner (1435 IU). Entscheidend fiir die Wahl der 50 pg/ml-Konzentration als Arbeits-
konzentration war, dass das BSA-Signal bei der 10 pg/ml-Konzentration mit 850 IU groRer ausfiel als
bei der 50 pg/ml-Konzentration. Von der Protein A-Konzentration, bei der die niedrigsten BSA-

Signale gemessen worden ist, wurde angenommen, dass sie die OF maximal belegt.

Als nachstes wurde untersucht, welche Antikérper-Konzentration am effektivsten fir die Bindung

von Legionellen-Zellen ist. Dazu wurden vor jeder AK-Konzentration jeweils 50 pg/ml Protein A im-
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mobilisiert. Wahrend dieser Experimente wurde eine entscheidende Entdeckung gemacht, die an
dieser Stelle diskutiert werden muss, bevor zum eigentlichen Thema zuriickgekehrt wird: Aus Kos-
tengriinden wurde dazu Ubergegangen das zur Funktionalisierung verwendete Toluol zu sammeln
und durch Destillation zu reinigen, so dass es fiir weitere Funktionalisierungen wiederverwendet
werden konnte. Bei dieser Gelegenheit wurde es auch mit Natrium getrocknet. Die Protein A-
Immobilisierungsergebnisse fielen auf Chips, welche mit Hilfe von getrocknetem Toluol funktionali-
siert worden sind, signifikant besser reproduzierbar aus (vgl. Kapitel 4.1.2, Abb. 4.21 & Tab. 4.6). Eine
Moglichkeit der Interpretation ist die folgende: Laut White und Tripp kann die Funktionalisierung mit
Silanen nicht ohne Wasser stattfinden. Andererseits erméglicht Wasser im Losungsmittel diejenigen
Polymerisations-Reaktionen im Losungsmittel, die erst an der Oberflache erfolgen sollen, was zu
einem Ausfallen des OTS fiihren kann. Zu mangelnder Reproduzierbarkeit kommt es gemal diesem
Modell aufgrund der Tatsache, dass viele Silanmolekiile schon im Ldsungsmittel Polymerisieren.
Dadurch stehen weniger monomere Silanmolekile zur Verfiigung, die an der OF adsorbieren und
durch kontrollierte Hydrolyse- und Kondensations- bzw. Polymerisationsreaktionen definierte Self-
Assembled-Monolayers (SAM) bilden kénnen (White & Tripp, 2000). Idealerweise sollten sich OTS-
Molekdle auf eine fest an das Glassubstrat gebundene Wasserschicht setzen, dort unter dem Einfluss
des OF-Wassers zu Methanol und Octadecyltrihydroxysilan hydrolysieren und anschlieBend polyme-
risieren. Der SAM stabilisiert sich dann aufgrund von van-der-Waals-Kraften zwischen den Alkylket-
ten des Silans (Sullivan & Huck, 2003). Die Molekiile werden zunachst durch Wasserstoffbriickenbin-
dungen an den Wasserfilm an der OF gebunden. Einerseits muss also OF-Wasser vorhanden sein,
damit es zu einer Adsorption der Silane kommt, andererseits soll das Wasser im Losungsmittel aber
minimal sein, damit es nicht zu Polymerisierung und Ausfallung im Lésungsmittel kommt. GemaR der
Funktionalisierungsvorschrift werden die Chips nach der Inkubation in Piranha-Losung zunachst in
ddH,0 gespiilt. AnschlieBend wird mit Methanol das Wasser entfernt und danach mit Toluol das Me-
thanol. Nicht trockenes Toluol ist wassergesattigt (in handelsiiblichem Toluol betrdgt der Wasser-
gehalt ca. 1% (Kreitmeier, 2001)). Trockenes Toluol dagegen wdre nun in der Lage, einen Teil des
Wassers, welches noch auf der OF leicht gebundenen ist, zu entfernen. Die ersten Wassermolekiil-
schichten, welche ndher an der Glasoberflache liegen, werden starker gebunden, als diejenigen, die
folgen bzw. weiter von der OF entfernt liegen (P. Van Der Voorta & Vansanta, 1996). Trockenes Tolu-
ol konnte einige lose gebundene Wassermolekiile von der OF entfernen, so dass ein Wasserfilm Gbrig
bleibt, der von trocknem Toluol nicht weiter abgetragen werden kann. Nur mit diesem stabilen
Restwasserfilm kann es gemall White und Tripp zu einer Reaktion zwischen Silanen an der Oberfl3-
che untereinander und zwischen Silanen und OF-OH-Gruppen kommen. Nach dreimaligem Spilen
mit trockenem Toluol ist also zu erwarten, dass noch OF-Wasser vorhanden ist. Die OTS-

Funktionalisierung findet auch in trockenem Toluol statt, so dass im Losungsmittel die Polymerisation
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wenn nicht eliminiert, so doch enorm minimiert sein sollte. Diese Uberlegungen kénnten den festge-
stellten Effekt erkldren. Der Schritt bei 220 °C ist n6tig, um Kondensationsreaktion zwischen benach-
barten Trisilanolen und den Trisilanolen und den OF-Silanolen anzuregen. So entsteht das 2-

dimensionale Polysiloxan-Netzwerk an der OF (Van Der Voorta & Vansanta, 1996).

Im weiteren Verlauf der Experimente wurden nach der Applikation von fAK unterschiedlicher Kon-
zentration jeweils eine Probe Legionellen (1,5%10° Zellen/ml) injiziert. Die Signale der Antikorper-
Bindung entwickeln sich folgerichtig, d.h. hohere Konzentrationen ergeben héhere Signale. In einem
Kontrollexperiment wurde kein Antikdrper appliziert. In diesem Fall wurde ein unspezifisches Signal
von 336 IU gemessen, nachdem Legionellen injiziert worden waren. Bei den Antikdrperkonzentratio-
nen von 10 pg/ml bzw. 500 pg/ml wurden Nettosignale von ca. 600 IU nach Legionellen-Applikation
gemessen. Abzliglich des unspezifischen Signals von ca. 300 IU bleiben etwa 300 IU spezifisches Sig-
nal Ubrig. Das Ergebnis der Versuche schien nicht vielversprechend, um unter diesen Bedingungen
mit einer Legionellen-Verdinnungsreihe fortzufahren. Ein spezifisches Signal von 300 IU bei einer
Konzentration von 1,5*108 Zellen/ml wiirde kaum Raum fiir niedrigere Zell-Konzentrationen bieten.

Es ist zu erwarten, dass die Anzahl funktionaler Antikdrper durch diese Strategie erheblich gesteigert
worden ist, wodurch auch die Wahrscheinlichkeit fiir Bindeereignisse hoher sein sollte. Wang und Jin
wiesen nach, dass dies tatsachlich so ist: Antikorper auf Protein A-OF binden ihren Ergebnissen zufol-
ge mehr Protein-Antigen als es Antikorper tun, die hydrophob immobilisiert wurden (Wang & Jin,
2003). In der vorliegenden Arbeit fihrt die erhdhte Wahrscheinlichkeit flir Bindungsereignisse im
Vergleich zur Strategie mit hydrophob immobilisierten Antikérpern jedoch nur zu einer unwesentli-
chen Erhéhung der Bindungssignale spezifischer Bindung (Signale aufgrund von spezifischer Bindung:
300 IU bei Protein A-Strategie, 114 IU bei AK-Immobilisierung aufgrund hydrophober Interaktionen;
290 IU bei AK-Immobilisierung aufgrund hydrophober Interaktion mit vorhergehender BSA-
Immobilisierung). Das kann aber daran liegen, dass mit ganzen Zellen gearbeitet wurde, statt mit
Proteinen. Insofern kann nur festgestellt werden, dass die Erh6hung der Bindungswahrscheinlichkeit
durch Protein A-immobilisierte Antikérper im Fall von ganzen Zellen das Problem nicht |6sen konnte.
Im Raum stehen noch immer die Fragen, ob sich Zellen (iberhaupt mit RIfS nachweisen lassen, ob sie
vielleicht nur im Flusssystem nicht auf OF eingefangen werden kénnen, oder ob andere Griinde fir
den Misserfolg verantwortlich sind? Ein positiver Befund dagegen ist, dass sich Protein A auf OTS-OF
immobilisieren lasst und noch Bindungsaktivitdt gegenliber Antikdrpern besitzt. Wang und Jin wiesen
dies schon fir Dichlordimethylsilan-modifizierte OF nach (Wang & Jin, 2003). Die Befunde der vorlie-
genden Arbeit bestatigen ihren Befund, dass Protein A durch hydrophobe Wechselwirkung sehr gut
reproduzierbar auf OF immobilisierbar ist. Meist wird Protein A kovalent auf Oberflachen immobili-

siert (z.B.: Jakovleva et al., 2003). Das verlangt aber nach einer komplexeren OF-Chemie, die mehr
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Zeit in Anspruch nimmt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass lediglich eine OTS-
Funktionalisierung von 6 Stunden nétig ist, um Protein A reproduzierbar zu immobilisieren. Jeder
weitere Schritt komplexerer OF-Chemie bringt auch neue Fehlerméglichkeiten mit sich, die das Er-
gebnis beeintrachtigen konnten. Ob sich durch die hier vorgeschlagene Strategie absolut gesehen
dhnlich viel Protein A auf der OF-immobilisiert lasst wie mit Methoden der kovalenten Protein A-
Kopplung an Oberflachen, ist im Rahmen der Arbeit nicht untersucht worden. Tanaka et al. vermu-
ten, dass auch die Immobilisierung von Protein A aus denselben Griinden, die fiir Antikorper ange-
fliihrt werden, zu Funktionsverlusten fiihrt, ohne dies jedoch explizit zu belegen (Tanaka et al., 2006).
Protein A ist jedoch ein Pentamer aus fiinf identischen Monomeren, die jeweils eine Fc-Binde-
Domane besitzen. Turkova zufolge werden drei der fiinf Monomere bei der Immobilisierung inakti-
viert (Turkova, 1999) sei es, weil sie Kontaktpunkte zur OF darstellen und ihre Bindungsstellen
dadurch nicht zugénglich sind oder durch den Kontakt denaturieren. Durch die pentamerische Natur
von Protein A bleibt die Funktionalitdt von zwei Monomeren jedoch erhalten. Die hier vorgestellte
Methode scheint wegen ihrer schnellen Praparierbarkeit und dem Vereiden von chemischen Modifi-

kationen sehr hilfreich.

5.1.1.7 Antikérperimmobilisierung auf OTS/ConA-SAv-Oberflidche

Im Folgenden werden Experimente diskutiert, die aus Uberlegungen hervorgegangen sind, welche
zunachst nichts mit dem hier dargestellten Legionellen-Projekt zu tun hatten. Die Ergebnisse der
entsprechenden Experimente filihrten zu einer unerwarteten Applikation eines ConA-SAv-
Fusionsproteins, welches im Rahmen des ,Multiprot“-Projekts im AK Keusgen von Nina Dassinger
hergestellt wurde. Dadurch ergab sich fiir das Legionellen-Projekt eine unerwartete Anwendung des
ConA-SAv-Fusionsproteins. Ausgangspunkt fiir diese Entwicklung war zunichst die Uberlegung, Ana-
lyten mit Hilfe von Lektinen aus einer beliebigen Matrix heraus auf einer OF einzufangen. Eine Reihe
von Proteinen besitzt Glykosylierungen, in denen z.B. Mannose vorkommt. Das ist z.B. bei Fibrinogen
der Fall (Diaz-Maurifio et al., 1984), welches eine wichtige Rolle bei der Blutgerinnung spielt und in
den Experimenten als Analyt fiir einen ,,proof of principle” verwendet wurde.

In Kapitel 4.1.3.1.1 konnte gezeigt werden, dass ConA auf OTS-OF immobilisiert werden kann. Das
kleine Signal nach Applikation von BSA legt nahe, dass die OF bei der eingesetzten Konzentration als
gesattigt anzusehen ist und diese durch ConA fiir BSA passiviert wird. Allerdings schlug die Fibrino-
gen-Immobilisierung auf der ConA-belegten OF fehl. Zwei wesentliche Mdéglichkeiten stehen im
Raum, die als Erklarung dieses Ergebnisses dienen konnen. Zunachst ist es moglich, dass ConA bei der
Immobilisierung aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen degeneriert und seine Bindungsfa-
higkeit verliert. Zum anderen ist es auch moglich, dass ConA sich derart auf einer OTS-OF ausrichtet,

dass sich die Zuckerbindestellen nicht nach oben, dem Pufferstrom zugewandt, orientieren. In Er-
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mangelung eines weiteren Analyten, der Mannose-Glykosylierungen enthalt, konnte das Experiment
nur mit Fibrinogen durchgefiihrt werden. AuRerdem wurde in Kapitel 4.1.3.1.2 Gberprift, ob sich
Streptavidin hydrophob immobilisieren ldsst. Typischerweise wird Streptavidin kovalent immobili-
siert (s. Einleitung). LieBe es sich dhnlich wie ConA hydrophob immobilisieren, kénnte man die kom-
plexere kovalente OF-Chemie umgehen. Wie sich zeigte, lieB sich Streptavidin unter den gewéhlten
Bedingungen nicht immobilisieren. Der theoretische Isoelektrische Punkt von Streptavidin liegt laut
,ProtParam tool” bei pl 6,06. Diamandis und Christopoulos geben einen pl von 5-6 an (Diamandis &
Christopoulos, 1991). Das indiziert, dass es bei den gewahlten pH-Bedingungen von pH 7,3 geladen
vorliegt und dadurch hydrophil ist. Besonders hydrophobe Bereiche, die dem Protein amphiphile
Eigenschaften verleihen wiirden und die eine Immobilisierung iber diese Bereiche ermoglichen wiir-
den, scheint das Protein nicht zu besitzen.

Aufgrund des Befunds, dass sich ConA auf OTS-OF hydrophob immobilisieren lasst, Streptavidin aber
nicht, wurde vermutet, dass sich das ConA-SAv-Fusionsprotein, welches im Rahmen des Multiprot-
Projekts von Nina Dassinger hergestellte worden ist, als Linkerprotein zwischen einer hydrophoben
OTS-OF und biotinylierten Antikorpern einsetzen lasse. Eine Kombination der beiden Proteine in ei-
nem Fusionsprotein kdnnte dem Fusionsprotein beide Eigenschaften verleihen: Immobilisierbarkeit
via ConA-Anteil und Antikérperbindung via Streptavidin-Anteil. Zunachst wurde getestet, ob sich
ConA-SAv so immobilisieren lasst, dass biotinylierte Antikdrper (bAK) gebunden werden kénnen.
Dazu wurde Antikérper-Antigenpaar ,anti-IgG b-Antikorper” - ,anti-Ig-fraction Antikdrper” verwen-
det. ,anti-IgG b-Antikdrper” ist ein biotinylierter Sekundarantikorper, der gegen den Priméarantikor-
per ,anti-lg-fraction Antikorper” (=Analyt) gerichtet ist. Die Experimente zeigten, dass sich ConA-SAV
immobilisieren ldsst und nach Blockierung unspezifischer Bindestellen auch eine Bindung des bAK
erfolgt. Das Kontrollexperiment mit bAK auf einer nur mit BSA-gesattigten OF zeigte zwar auch eine
Bindung aber diese fiel mit 253 |U sehr niedrig aus. Daraus wurde geschlossen, dass der bAK auf der
ConA-SAv-belegten OF aufgrund des Biotins gebunden worden ist. Weitere Experimente zeigten,
dass ab einer ConA-SAv-Konzentration von 100 pg/ml ConA-SAv eine BSA-Applikation zu keinem wei-
teren Signalanstieg fuhrte. Die halblogarithmischen Gegeniberstellung der ConA-SAv-
Konzentrationen und der BSA- und ConA-SAv-Signale am Ende der jeweiligen Dissoziationsphasen
zeigt, dass die OTS-OF erst ab einer Konzentration zwischen 200 pug/ml-500 pg/ml ConA-SAv als ge-
sattigt betrachtet werden kann. Das zeigt, dass ConA-SAv weniger affin zur OTS-OF ist als Antikorper,
mit denen schon bei 50 pg/ml bis 100 pug/ml eine Sattigung der OF zu erreichen ist. Fiir die Immobili-
sierung von bAK scheint es aber unerheblich zu sein, ob 100 pg/ml, 200 pg/ml oder 500 pug/ml ConA-
SAv immobilisiert worden ist. Die gemessenen bAK-Signale zeigen, dass ab einer ConA-SAv-
Konzentration von 100 pg/ml durch Erhéhung der ConA-SAv-Konzentration keine weiteren Bindestel-

len fur bAK eingefiihrt werden konnen. Es erscheint moglich, dass bei hoheren ConA-SAv-
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Konzentrationen eine weitere Schicht ConA-SAv auf der OF zu entstehen beginnt. Der Umstand, dass
ConA-SAv-Proteine nach Expression in E. coli und Zellaufschluss in Einschlusskérperchen (inclusion
bodies) vorliegen, zeigt, dass Interaktionen moglich sind, welche die Bildung von Mehrfachschichten
beglinstigen kénnten.

Das Streptavidin-bAK-System findet in der Biotechnologie sehr haufig Anwendung (Diamandis &
Christopoulos, 1991; D’Orazio, 2011). Das Streptavidin spielt dabei die Rolle eines Linkerproteins
zwischen OF und Antikdrpern. Dadurch wird der direkte Kontakt des Antikdrpers mit der OF vermie-
den und damit auch viele der Effekte der OF auf die Antikdrper. So kénnen Funktionsverluste und
Anderungen in Affinitit und Spezifitat aufgrund von totaler bzw. partieller Denaturierung minimiert
werden. Sofern die Biotinylierung nicht gerichtet sondern zufallig erfolgt, wird die Orientierung der
Antigen-bindenden Epitope allerdings dhnlich zufallig ausfallen, wie es bei adsorptiven oder den
meisten kovalenten Immobilisierungsmethoden der Fall ist (Jung et al., 2008). Ein Nachteil ist, dass
die Antikorper durch die Biotinylierung chemisch modifiziert werden. Da Biotin mit 244 Da ein im
Vergleich zu Antikérpern (150000 Da) sehr kleines Molekdl ist, stellt dessen Bindung an Antikdrper
keinen sehr starken Eingriff in die Struktur des AK dar, wenn darauf geachtet wird, dass pro Antikor-
per moglichst wenige Biotinmolekiile gebunden werden (Davies et al., 1994). Die Anzahl der Biotine
pro Antikorper des hier verwendeten Antikorpers war nicht zu erfahren. Davies et al. berichten von
60% funktionalen Antikorpern auf einer OF, unter Verwendung des Streptavidin-Biotin-Systems (Da-
vies et al., 1994). Streptavidin muss jedoch zunachst durch kovalente Kopplungschemie auf der OF
immobilisiert werden. Dadurch unterliegt es denselben OF-Effekten wie Antikorper, die direkt an OF
gekoppelt werden. Da Streptavidin ein (iberaus stabiles Protein ist, ist durch den Kontakt mit einer
OF ein weniger starker Funktionsverlust als bei Antikérpern zu erwarten. Jedoch ist auch die kovalen-
te Immobilisierung ein Verfahren, welches zu einer zufilligen Orientierung der Biotin-Bindestellen
fUhrt. Der Nachteil wird kompensiert durch das Vorkommen von Streptavidin als Homotetramer mit
vier Biotinbindestellen. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich bei dessen Immobilisierung Biotinbindestel-
len in addquater Weise ausrichten, ist viel grofRer als bei einem Monomer (Davies et al., 1994). Mit
dem ConA-SAv wurde ein Tool entwickelt, welches die Vorteile von Streptavidin konserviert und sich
wesentlich einfacher immobilisieren lasst. Inwieweit die Streptavidin-Funktionalitdt durch die Fusion
mit ConA zu ConA-SAv im Vergleich zu Streptavidin verandert ist, wurde nicht untersucht.

Bei der Anwendung des Fusionsproteins im Rahmen der Legionellen-Experimente wurde die niedrigs-
te Sattigungskonzentration von ConA-SAv (200 pg/ml, 80 pl) verwendet. Die Hoffnung auf verwertba-
re Signale mit dieser Strategie wurde leider enttiduscht, da bei allen getesteten bAK-Konzentrationen
kein Signal groRer als 426 IU gemessen werden konnte. AuRerdem waren die Signale mit Werten
zwischen 325 |U-426 IU alle recht dhnlich und damit unabhéngig von der bAK-Konzentration. Das

Signal bei 10 pg/ml ist mit 426 IU zwar ca. 25% groRer als die Signale, die bei den anderen Antikor-

180



DISKUSSION | 5

per-Konzentrationen gemessen wurden. Aber auch dieses Signal ware fiir die Quantifizierung als
nicht zielfiihrend klein einzuordnen. Angesichts der Tatsache, dass es bei Injektion von
1,5*1082ellen/ml gemessen wurde, ist nicht zu erwarten, dass sich bei geringeren Konzentrationen
Signale messen lielen, die sich flir eine Quantifizierung eigneten. Die Protein A-Strategie lieferte
zumindest ein Signal von héchstens 602 1U. Da die ConA-SAv-Strategie sich gegeniiber der Protein A-
Strategie nicht als (iberlegen zeigte, wurde auf Kontrollexperimente verzichtet, welche die unspezifi-
sche Bindung von Legionellen auf einer ConA-SAv-belegten OF aufzeigen hatten kdnnen. Wenn man
die erreichten Signale beider Strategien als ausreichend fiir einen spezifischen qualitativen Nachweis
gelten lassen mochte, bleibt immer noch die Frage nach dem Grund, warum so groRBe Objekte wie

ganze Zellen bei addquater Immobilisierung Signale ergeben, die derart klein sind.

Die Experimente, deren Ergebnisse in Kapitel 4.1.3.3 prasentiert wurden, sind auf OTS-Chips durch-
gefiihrt worden, welche mit trockenem Toluol funktionalisiert worden waren. Zuvor wurde aber un-
ter gleichen Bedingungen eine erste Versuchsreihe mit ConA-SAv auf Chips durchgefiihrt, welche in
nichttrockenem Toluol funktionalisiert worden waren. Ein Vergleich der Ergebnisse zeigt, dass das
Bindungssignal auf Chips, welche in trockenem Toluol funktionalisiert worden waren, im Mittel um

553,2 IU hoher lag als es bei den Chips

der Fall war, die in nichttrockenem To- Linkerprotein Toluol-Status N  StDev [IU] SPW [IU]

ol i _ brotein A nwf 11 336,02 937
in
uol hergestellt worden waren. Da in wi - 86,67 738
Zukunft die Funktionalisierung sowieso nwf 5 391,69 1014
ConA-SAv
wf 5 413,64 994

in trockenem Toluol durchgefiihrt wer-

Tab. 5.1: Vergleich der Standardabweichungen und Spannweiten
den wirde, war der Unterschied fir  ger gemessenen Sensorsignale nach Protein A- bzw. ConA-Sav-
Immobilisierung auf OTS-OF, die unter Verwendung von wasser-
freiem (wf) bzw. nicht-wasserfreiem Toluol (nwf) hergestellt
auf einen Signifikanz-Test verzichtet  worden sind. StDev — Standardabweichung; SPW — Spannweite; N

— Anzahl der Messungen.

keinerlei Entscheidung relevant, so dass

wurde. AulRerdem ist schon im Zusam-

menhang mit der Protein A-Immobilisierung auf OTS-OF, dass die Verwendung von wasserfreiem
Toluol einen signifikanten Unterschied ausmachen kann. Ware der Unterschied flir ConA-SAv nicht
signifikant, musste das auf das ConA-SAv zuriickgefiihrt werden. Das ConA-SAv ist ein rekombinantes
Fusionsprotein aus ConA- bzw. SAv-Monomeren, welche in der Natur als Tetramere vorkommen.
Daraus ergibt sich zumindest eine hohe Wahrscheinlichkeit fir Aggregatbildungen, welche im Ender-
gebnis den Effekt der OF-Modifikation in wasserfreiem bzw. nichtwasserfreiem Toluol unerkennbar
machen. Die Fahigkeit der Aggregatbildung zeigt sich in der Tatsache, danach der Expression und
Aufreinigung als Einschlusskdrperchen vorliegen. Auch aus diesem Grund wiirde in dem ConA-SAv-
Fall sowohl ein signifikanter als auch ein nichtsignifikanter Unterschied keine Informationen lber den

Effekt von Wasser im Toluol auf die OF-Modifikation liefern. Die Standardabweichung von den Mit-
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telwerten und die Spannweite der Einzel-Ergebnisse waren jedenfalls in beiden Fallen ahnlich. Ein
Vergleich der Ergebnisse der Protein A-Experimente und den ConA-SAv-Experimenten liefert folgen-
des Ergebnis (s. auch Tab. 5.1): Die Standardabweichung von den Mittelwerten, die sich bei der Im-
mobilisierung von Protein A auf Chips ergibt, die mit nichttrockenem Toluol funktionalisierte Chips
worden waren (nwfChips) fallt um 15% kleiner aus, als die Standardabweichung bei den entspre-
chenden Experimenten mit ConA-SAv. Die Standardabweichung der gemessenen Protein A-Signale,
welche sich bei entsprechenden Experimenten auf Chips ergibt, welche mit trockenem Toluol funkti-
onalisiert worden waren, fallt 75% geringer aus als im Fall der ConA-SAv-Immobilisierung. Offenbar
ist es flr die Protein A-lImmobilisierung bedeutsam, ob sie auf Chips stattfindet, die in trockenem
Toluol funktionalisiert worden sind oder auf Chips, die in nicht-trockenem Toluol hergestellt worden
sind. Fiir die ConA-SAv-Immobilisierung scheint das jedoch unerheblich zu sein. Die Griinde fiir dieses

unterschiedliche Verhalten sind voéllig unklar.

Zwischenfazit

Das ,Capturing” von Legionellen war weder mit immobilisierten fAKs noch mittels fAK-
Immobilisierung mit vorhergehender BSA-Immobilisierung, noch unter Verwendung des Biotin-
Streptavidin-Systems und Protein A erfolgreich. Die erzielten Legionellen-Bindungssignale fielen an-
gesichts der eingesetzten Legionellen-Konzentration von 1,5*10° Zellen/ml zu niedrig aus, um Bioas-
says zu entwickeln, mit denen Legionellen-Kontaminationen in Wasser quantifiziert werden kénnten.
Das hochste Sensorsignal unter diesen Bedingungen wurde unter Anwendung der Protein A-Strategie
gemessen. Es Betrug 602 IU. Unter Abzug unspezifischer Bindung bleibt ein Signal aufgrund von spe-
zifischen Bindungen von 300 IU. Tabelle 5.2 fasst die besten Ergebnisse zusammen. Die Detektion
von Legionellen bei einem geforderten Technischen MaRnahmenwert von 100 KBE/100 ml unmog-
lich. Auch die Detektion von 1000 KBE/100 ml, ab der eine Sanierung notwendig ist, scheint auler

Reichweite und ebenfalls Konzentrationen von 10000 KBE/100 ml, die als hohe Belastungen gelten

Strategie Antikorper AK-Konzentration Sensorsignal (EDP)
Protein A AK237744 10 pg/ml 600 U
SAF AK237744 50 pg/ml 2501V
SAF praBSA AK237744 200 pg/ml 3501V
ConA-SAv AK237744 (Biotin) 10 pg/ml 420U

Tab. 5.2: Vergleich der hochsten Sensorsignale bei den unterschiedlichen Strategien. Gemessene Sensorsignale am
Ende der entsprechenden Dissoziationsphasen (EDP) bei Applikation von Legl-Zellen einer Konzentration von 1,5%10°
Zellen/ml (150 pl). Antikérper — eingesetzter Antikérper; AK-Konzentration — Konzentration des AK, bei der das héchste
Legl-Zellen-Signal gemessen wurde; Sensorsignal (EDP) — hochstes gemessenes Sensorsignal am Ende der jeweiligen
Dissoziationsphase; SAF — Sandwich-Assay-Format; SAF praBSA — SAF mit vorhergehender BSA-Applikation.

(KBE — koloniebildende Einheiten) (s. Kapitel 1.3.3.1). Eine Losung dieser Problematik kdnnte durch
eine Anreicherung der Zellen aus einem groReren Volumen mittels Filtration erreicht werden. Auch
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eine Vorinkubation mit spezifischen Antikdrpern und eine anschlieRende Anwendung der RIfS-
Plattform waren eine mogliche Losung. Dazu missten antikdrperbindende Komponenten wie Pro-
tein A bzw., im Fall von bAKs, ConA-SAv auf der OF immobilisiert werden. Dadurch kdnnte eventuell
die Bindungswahrscheinlichkeit von Zellen, an die bereits Antikorper gebunden sind, an die OF, her-
hoht werden. Der Antikorpertest in Mikrotiterplatten (Kapitel 4.1.1.2) zeigte zwar eine spezifische
Bindung von AK237744 an, jedoch lieB das Ergebnis schon die Vermutung aufkommen, dass die Affi-

nitdt des AK zu den Zellen zu gering sein kdonnte.

5.1.2 Experimente mit fAKs und Leg1P-Zellen

5.1.2.1 Vorversuche

Die ersten mit Leg1G3 unternommen Experimente (Kapitel 4.1.5.1) zeigten, dass weder Leg1P-Zellen
noch der AK Leg1G3 an den Blockierer (BSA) binden kénnen. Zu diesem Zeitpunkt standen allerdings
nur Hitze-deaktivierte Legionellen-Zellen zur Verfligung, die auf BCYE-Platten gezlichtet worden sind.
Aulerdem zeigte ein Experiment, dass LeglG3 an eine zuvor immobilisierte Legionellen-LPS-
Praparation bzw. an zuvor immobilisierte, hitzedeaktivierte Legionellen binden kann. Im Fall der
hitzedeaktivierten Zellen ergaben infolge der Immobilisierung nur ein um etwa 500 IU héheres Signal
al bei der LPS-Immobilisierung. Auch hier stellt sich die Frage, warum so grofRe Objekte wie Zellen
nicht wesentlich héhere Signale ergeben, als es kleine Objekte wie LPS (s.u.) tun. Die Blockierung mit
BSA zeigte, dass im Falle der LPS sogar noch ein recht hohes BSA-Signal gemessen wird, wahrend bei
hitzedeaktivierten Zellen kein Signalanstieg festzustellen war. Das suggeriert den unwahrscheinlichen
Fall, dass auf der OF im Fall der hitzedeaktivierten Zellen kein Raum mehr zur Bindung von BSA vor-
handen ist. Man kdnnte versucht sein, zu schlieBen, die OF sei mit Hitze-deaktivierten Zellen gesat-
tigt. Gegen diese Vermutung spricht jedoch einerseits, dass die Signale von hitzedeaktivierten Zellen
gegen jede Erwartung nur geringflgig groRer ausfallen als jene der viel kleineren LPS. Hitzedeaktivie-
rung gilt als ein massives Zelltdtungsverfahren, bei dem Zellen hochstwahrscheinlich zerstért wer-
den. Dann liegen groRRere und kleinere Fragmente in der Probe vor. (AuRerdem kénnten eventuelle
Antigene denaturieren.) Das gemessene Signal konnte in diesem Fall also auf eine Sattigung der OF
mit einigen Antigenen und diversen anderen Zellbestandteilen (vor allem Proteine) zurlickzufiihren
sein. Das wirde auch erkldren, warum kein BSA-Signal gemessen werden konnte. Diese Interpretati-
on wird gestitzt durch die Resultate nach der AK-Injektion: das Signal fir die hitzedeaktivierten Zel-
len mit 529 IU war nur etwa halb so groR wie das fiir die LPS-Prdparation mit 1007 IU. Demnach ist
bei der LPS-Praparation die Dichte an Antigenen auf der OF hoher. Dass die Signale bei Experimenten

mit Leg1P und Leg1G3 hoher ausfielen als diejenigen, die mit AK237744 und LeglG (s. Kapitel 4.1.1.4)
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gemessen worden sind, kann als Bestatigung gewertet werden, dass es zumindest andere Paare als

AK237744 und LeglG gibt, die sich affiner zueinander verhalten.

5.1.2.2 Experimente mit Leg1P und Leg1G3 als fAK und dAK

Flir weitere Experimente stellte das FzmB in Flssigkultur geziichtete L. pneumophila-Zellen der Se-
rogruppe 1, Stamm Philadelphia, zur Verfligung (Leg1P), die gemall dem Protokoll, welches auch fiir
den GielRener Stamm (LeglG) benutzt worden ist, abgetétet worden waren. Es ist demnach davon
ausgegangen worden, dass diese schonende Zelltétungsmethode die Integritat der Zellen nicht stark
beeintrachtigt hat. Fir die ersten Experimente mit Leg1G3 als fAK wurden aufgrund der Erfahrungen
mit AK237744 ab Kapitel 4.1.1.4 die beiden Leg1G3-Konzentrationen 50 pg/ml und 100 pg/ml ver-
wendet. Dieser Konzentrationsbereich schien aufgrund der Ergebnisse in Punkto Bindungsfahigkeit
der immobilisierten AKs bzw. der Notwendigkeit von Blockierungen als adaquat. Die fAKs lieRen sich
wie erwartet immobilisieren (3916 IU (50 pg/ml) bzw. 5019 IU (100 pg/ml)). Die Injektion von BSA
ergab bei 50 pug/ml nur ein sehr kleines Nettosignal, wahrend bei 100 pg/ml keines gemessen wurde.
Die Legionellen-Applikation fihrte zu einem Nettosignalanstieg von 3169 IU (50 pug/ml) bzw. 3129 IU
(100 pg/ml). Unter diesen Bedingungen gelang nun erstmals die Immobilisierung von Legionellen auf
einer OF mittels eines spezifischen monoklonalen Antikorpers. Die beiden Nettosignale unterschie-
den sich kaum, so dass davon ausgegangen wurde, dass es unerheblich sei, welche der beiden Anti-
korper-Konzentration fir eine addquate Immobilisierung eingesetzt wird. Das Legionellen-
Nettosignal nach Injektion von 50 pug/ml LeglG3 war sogar leicht hoher. AnschlieBend wurde erneut
LeglG3 injiziert, um das Verhalten des Antikérpers als dAK zu testen. Die Bindungssignale von
5804 1U (50 pg/ml) bzw. 6976 IU (100 pg/ml) zeigten, dass Leg1G3 auch als dAK funktioniert.

Zur Kontrolle dieses Resultats wurde ceteris paribus eine Messung mit E. coli durchgefiihrt. Wie sich
zeigte, band auch E. coli mit 1155 IU an eine mit Leg1G3 belegte Oberflache. Das Signal fiel aber um
2000 IU niedriger aus als bei LeglP. Der Einsatz von LeglG3 als dAK im E. coli-Kontrollexperiment
flihrte zu keinem weiteren Nettosignal-Anstieg. Die Immobilisierung von LeglG3 auf einer OTS-
Oberflache hat unter diesen Bedingungen zur Folge, dass E. coli unspezifisch gebunden wird. Der
Antikorper bindet jedoch nicht an E. coli, wenn er als dAK frei in Losung ist. Offenbar hat die Immobi-
lisierung eine Verdnderung in der Spezifitdt des Antikdrpers zur Folge. Leg1G3 scheint daher als dAK
besser geeignet zu sein. Der ,Proof of Principle” ist mit dem Paar LeglG3-LeglP also gelungen. Die
gemessenen Sensorsignale bei Legionellen-Konzentrationen von 1,5*10% Zellen/ml fielen hoch aus,
dass es wahrscheinlich erschien, die Detektions- und Nachweisgrenzen hin zu geringeren Legionellen-
Konzentrationen zu verschieben. So kénnte sogar eine Quantifizierung der Zellen in einem brauchba-
ren Konzentrationsbereich moglich sein. Die Resultate der zuvor durchgefiihrten Experimente dage-
gen ergaben viel zu kleine Signale, die kaum Raum lieBen fir Signale bei geringeren Konzentrationen

als 1,5%10% Zellen/ml. Damit erwies sich als Tatsache, dass AK237744 nur geringe Affinitat gegeniber
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LeglG-Zellen besitzt. Offensichtlich prasentiert der hier verwendete Wildtyp-Stamm aus GieRen an-
dere Antigene, die beziiglich der kommerziell erhaltlichen Antikérper inkompatibel sind. Offenbar
sind die Antigene bei Legionellen selbst auf Stammebene sehr variabel (Brindlet et al., 1989; Helbig
et al., 1997). AulRer dem AK237744-LeglG-Paar wurden einige Antikdrper getestet, die alle noch
schlechtere Ergebnisse mit LeglG ergaben. Fiir die Entwicklung antikérperbasierter Bioassays zur
Legionellen-Detektion ware die Identifikation eines gattungs- bzw. artspezifischen Antigens und die
Produktion eines entsprechenden Antikorpers sehr hilfreich. Die Experimente zeigen, dass eine Im-
mobilisierung aus einer Ganzzell-Suspension unter den BIAffinityQ-Bedingungen durchaus moglich ist.
Damit scheiden einige zuvor fir moglich gehaltene Grinde, warum die Ganzzell-Detektion nicht
funktionierte, aus. Die Verwendung eines Flusssystems ist kein grundsatzliches Problem. Auch sind
die Signale nicht grundsatzlich sehr klein (siehe Kapitel 5.1.1.4). Allerdings liegen die Legionellen-
Nettosignale in derselben GréRenordnung wie die Signale, die bei Sattigung der OF mit BSA oder

Antikdrpern gemessen wurden.

5.1.2.3 Experimente mit AK237744 als fAK und Leg1E6 als dAK fiir Leg1P-Zellen

Normalerweise werden monoklonale Antikdrper eher als dAK eingesetzt. Als fAK werden normaler-
weise polyklonale AK bevorzugt, da sie in der Regel ein gréBeres Antigenbindungs-Spektrum besitzen
und deshalb ein groReres Spektrum an Arten aus einem gewissen Verwandtschaftszusammenhang
gezielt aus einem kruden Bakterienmix selektieren kénnen. Monoklonale AK wie LeglG3 werden
meist als AK zur Detektion und Serotypisierung eingesetzt. Mit dem Antikorper AK237744 lag bereits
ein polyklonaler AK gegen L. pneumophila der Serogruppe 1 vor, mit dem allerdings alle Versuche
LeglG-Zellen in quantifizierbarer Weise auf OF zu binden, scheiterten. Laut des Instituts fir Hygiene
und Umweltmedizin des UKGM handelte es sich bei den Zellen um L. pneumophila der Serogruppe 1,
eines unbekannten Wildtyp-Stamms aus Giellen. Da der AK AK237744 gegen dieselbe Art und Sero-
gruppe und den Stamm Philadelphia gerichtet ist, bestand der Verdacht, dass hier auf Stammebene
relevante Unterschiede vorliegen, welche die Bindung nicht erlaubt haben. Da mit den Zellen des
FzmB nun der Stamm Philadelphia vorlag, bot es sich an, den polyklonalen AK AK237744 als fAK mit
den Zellen LeglP (FzmB) zu testen. In Kapitel 4.1.5.4.1 wurde getestet, ob der kommerziell erworbe-
ne Antikdrper AK237744 als fAK in Kombination mit LeglP bessere Zell-Immobilisierungs-Ergebnisse
ergibt, als er es mit Leg1G tat. AuRerdem wurde der AK Leg1E6 vom FzmB getestet.

Ein Experiment mit AK237744 als fAK und Leg1P-Zellen, welches in Kapitel 4.1.5.4.1 prasentiert wur-
de, lieferte nach Leg1P-Applikation eine OSD von 2689 IU. Zieht man den Wert von 136 IU ab, der in
Kapitel 4.1.1.3.3 als unspezifisches Signal von Legl-Zellen auf BSA-gesattigten OF ermittelt wurde,
bleiben 2553 IU als spezifisches Sensorsignal Ubrig. Die analogen Versuche LeglG-Zellen auf OF zu

immobilisieren, die mit AK237744 ausgestattet worden waren, lieferte dagegen ein spezifisches Sig-
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nal von 114 1U (s. Kapitel 4.1.1.3.3) (unter Beriicksichtigung der 136 IU unspezifische Bindung auf
BSA). Gegenliber den Signalen, die mit Leg1G3 als fAK und Legl1P-Zellen gemessen worden sind, fal-
len die Signale bei der Bindung der Leg1P-Zellen mit AK237744 als fAK mit AK237744 um etwa 500 IU
niedriger aus (3129 IU mit Leg1G3 vs. 2689 IU mit AK237744) (Kapitel 4.1.5.2). Das spezifische ,Cap-
turing” von LeglP-Zellen kann demnach auch mit AK237744 erfolgen. Nun ist klar, dass die LeglG-
Zellen trotz Zugehorigkeit zur Serogruppe 1 eine Antigenausstattung besitzen, die nicht von
AK237744 erkannt werden kann. AK237744 stellt sich als polyklonaler Antikdrper heraus, der zumin-
dest einen Wildtyp-Stamm nicht erkennen kann. Das kann aber auch bedeuten, dass eventuell viele
regional auftretende Wildtypstamme nicht erkannt werden kdnnten. Diese Pointe stellt zwar fiir das
angestrebte Ziel eines allgemein einsetzbaren Legionellen-Assays auf Basis der RIfS-Plattform ein
erhebliches Hindernis dar. Jedoch sollten diese Ergebnisse fiir die Verwendung von Antikérpern in
Legionellen-Assays sensibilisieren, verdeutlichen sie doch die Gefahr von falsch negativen Ergebnis-
sen. Die Applikation von LeglE6 als dAK ergab flr L. pneumophila ein deutliches Bindungssignal wah-
rend flr E. coli keine Erhohung festgestellt werden konnte. Damit erweist sich Leg1E6 wie Leg1G3 als
addquater dAK. Ein direkter quantitativer Vergleich der Signale ist anhand der Versuche nicht mog-
lich, da die Zellen im Experiment mit Leg1G3 als dAK auf einer mit Leg1G3 als fAK ausgestatteten OF
gebunden wurden und im Experiment mit LeglE6 auf einer mit AK237744 ausgestatteten OF.

Bei den hier dargestellten Ergebnissen wurde die unspezifische Bindung, welche in Kapitel 4.1.1.3.3
auf 136 IU beziffert worden ist, in Anschlag gebracht. Da in Kapitel 4.1.1.3.3 mit Leg1G-Zellen gear-
beitet wurde und nicht mit Leg1P-Zellen ist zunadchst unklar, ob sich dieser Wert auf die hier prasen-
tierten Ergebnisse anwenden lasst. Es ist offensichtlich, dass sich die Leg1G-Zellen anders verhalten
als die LeglP-Zellen. Die Experimente mit hitzedeaktivierten LeglP-Zellen auf BSA-gesattigten OF
lieferten jedoch keinerlei Bindungssignal. Daher kann davon ausgegangen werden, dass die unspezi-
fische Bindung der LeglP-Zellen, welche statt mit Hitze mit Thimerosal abgetdtet worden sind, zu-
mindest keine hohere unspezifische Bindung zeigen als es die Leg1G-Zellen tun.

Das unspezifische E. coli-Bindungssignal auf der OTS-OF mit AK237744 ist mit 709 IU um 446 IU klei-
ner als das unspezifische Signal von E. coli auf der OF mit immobilisiertem Leg1G3 (1155 IU). Dieser
Unterschied ist in einem Bereich, in dem es schwer fillt, eine Aussage dariiber zu machen, ob
AK237744 als fAK besser geeignet ist als Leg1G3. Der Unterschied scheint nicht viel gréBer zu sein als
die GroRe, in der Bindungssignale schwanken kénnen. Aufgrund dieses Unterschieds in der unspezifi-
schen Bindung von E. coli und der Tatsache, dass polyklonale Antikérper sich als fAK besser eignen,
da sie eine breitangelegte Antigen-Vorauswahl treffen, die spater mit dAKs genauer untersucht wer-
den kann, wurde entschieden, dass mit AK237744 als fAK und Leg1G3 als dAK weitergearbeitet wird.

Sollte der Unterschied auf eine geringere Aviditdt von AK237744 gegeniiber E. coli-Antigenen zuriick-
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zufiihren sein, ist die Entscheidung richtig. Liegt der Unterschied im Bereich von Schwankungen und

hat nichts mit geringerer Aviditat zu tun, dann ist die Entscheidung auch nicht falsch.

5.1.2.4 Experimente mit Leg1E6 als fAK und dAK fiir Leg1P-Zellen

Die Ergebnisse, die in Kapitel 4.1.5.4.2 pradsentiert worden sind, zeigen, dass auch der Antikdrper
LeglE6 sowohl als fAK als auch als dAK einsetzbar ist. Am Ende der Dissoziationsphase wurde eine
OSD von 1497 IU erzielt. Mit einer unspezifischen Bindung von 136 IU (s. Kapitel 4.1.1.3.3) kann man
von 1361 IU ausgehen. Die OSD fallt hier deutlich kleiner aus als die OSD nach Immobilisierung von
LeglP auf Oberflachen, die mit AK237744 (spezifische Bindung von 2553 IU) bzw. LeglG3 (3129 IU)
ausgestattet worden sind. Der Immobilisierungs-Versuch von E. coli ergibt zwar auch ein Signal, ist
aber zum Zeitpunkt der dAK-Injektion 3-fach kleiner als bei LeglP. LeglE6 als dAK fiihrt im Experi-
ment mit E. coli zu keinem Signalanstieg sondern zu einer Signalabnahme um fast 600 IU. Das heif3t,
dass die E. coli-Zellen nur schwach und voriibergehend an LeglE6 als fAK gebunden haben. Aus die-
sem Grund mag LeglE6 die kleinste unspezifische Bindung zumindest von E. coli verursachen. Ande-
rerseits fiihrt Leg1E6 als fAK zum kleinsten gemessenen Leg1P-Nettosignal unter den drei getesteten

AKs. LeglE6 sollte daher als dAK angewendet werden (s. Kapitel 4.1.5.7).

5.1.2.5 Leg1P-Verdiinnungsreihe auf OTS-OF mit AK237744 als fAK und Leg1G3 als dAK

In Kapitel 4.1.5.5 sind Ergebnisse prasentiert worden, welche Aufschluss liber die Moglichkeiten ei-
ner Quantifizierung von Legionellen-Zellen mittels RIfS geben sollten. Der Antikorper AK237744 wur-
de unter den Bedingungen immobilisiert, die sich aus den vorhergehenden Experimenten ableiten
lieRen. Dasselbe gilt fir die Blockierung unspezifischer Bindestellen mit BSA. Auf derartig praparierte
Oberflachen wurden verschiedene Konzentrationen einer seriellen Verdiinnungsreihe von Legionel-
len-Zellen (LeglP) appliziert und gemessen. Die LeglP-Bindnungskurven wurden auf zwei verschie-
dene Weisen ausgewertet: zum einen wurde die Netto-OSD am Ende der Dissoziationsphase und
zum anderen die Steigung der einzelnen Kurven in der initialen linearen Assoziationsphase verwen-
det. Wie sich herausstellte, konnte die optische Schichtdicke der Leg1P-Zellen nach 600 s Dissoziation
in keinen sigmoiden Zusammenhang gebracht werden (Kapitel 4.1.5.5, Abb. 4.41). Die Daten legen
zwar eine Sattigung fur Konzentrationen 21,5%10% Zellen/ml nahe, jedoch ist kein linearer Bereich
erkennbar. Auch eine untere Nachweisgrenze ist nicht bestimmbar. Offenbar bildet die Immobilisie-
rung von ganzen Legionella-Zellen auf einer AK-ausgestatten OTS-OF die verschiedenen Konzentrati-
onen nicht in addaquater Weise ab. Moglicherweise hat dies mit der stark unterschiedlich ausfallen-
den Immobilisierung der Antikérper zu tun. Wie anhand der Kontaktwinkelanalyse und RIfS-

Experimente zur Immobilisierung von Protein A gezeigt wurde, darf davon ausgegangen werden, dass
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die OTS-OF gut reproduzierbar ist. Ein Vergleich der Ergebnisse von Immobilisierungsexperimenten
von Protein A und Antikérpern legt nahe, dass die Immobilisierung von Antikérpern auf ansonsten
reproduzierbaren OTS-OF im Gegensatz zu Protein A nicht gut reproduzierbar ist. In den Experimen-
ten dieses Kapitels wurde z.B. nach Injektion von AK237744 am Ende der Dissoziationsphase ein mitt-
leres AK-Signal von 7603 IU bzw. eine mittlere Steigung von 139,13 IU/s ermittelt. Die Standardab-
weichungen fallen mit 1685 IU (22% der mittleren optischen Schichtdicke) bzw. 48,75 IU/s (35% der
mittleren Steigung) sehr hoch aus. Dementsprechend fielen auch die Werte fiir die Blockierung mit
BSA aus (Tab. 4.11; Kapitel 4.1.5.5). Fiir Protein A betrug die mittlere optische Schichtdicke 1788,5 IU
und die Standardabweichung 69,25 IU (3,87% der mittleren optischen Schichtdicke). Woran das liegt
ist unklar. Moglicherweise ist dem aber geschuldet, dass die Sensorsignale bei unterschiedlichen Zell-
Konzentrationen so unterschiedlich ausfallen, dass sie in keinen sinnvollen sigmoiden Zusammen-
hang gebracht werden konnen. Die Immobilisierung von Zellen unterschiedlicher Art auf OF, die mit
dem fAK AK237744 ausgestattet waren, lieferte andere Ergebnisse bezlglich der Netto-OSD am Ende
der Dissoziationsphase als es bei den Experimenten in Kapitel 4.1.5 der Fall war. Dort lie sich, nach
Immobilisierung der Zellen auf der freien OTS-OF aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen,
mittels eines Fitting-Modells ein sigmoider Zusammenhang zwischen der logarithmierten Konzentra-
tion und der Netto-OSD herstellen.

Aulerdem wurde getestet, ob sich die Steigung besser eignet, um eine Quantifizierung vorzuneh-
men. In den ersten Sekunden der Assoziation entwickelt sich das Signal aufgrund von exzessiv vorlie-
genden Bindestellen fiir die Zellen auf der OF linear. Erst wenn viele Bindungsstellen besetzt sind und
dadurch die Haufigkeit von Bindungsereignissen abnimmt, verldsst der Kurvenverlauf die lineare
Phase und strebt einem asymptotischen Verlauf entgegen. Je hdher die Konzentration der Zellen ist,
desto steiler sollte der lineare Anfangsverlauf der Kurve ausfallen, da Bindungsereignisse desto hau-
figer sind. In dem Fall kann man die Steigung als quantitatives MaR verwenden. Die berechneten
Steigungen wurden gegen den Logarithmus der entsprechenden Konzentrationen aufgetragen und
ebenfalls mit einem sigmoiden Fitting-Model bearbeitet. Im Fall der Auswertung mittels der Steigun-
gen der LeglP-Bindungskurven liel sich auf die Daten zwar ein sigmoides Fitting-Model anwenden,
es konnte aber keine obere Nachweisgrenze ermittelt werden, da lber die Steigung bei den verwen-
deten Konzentrationen keine Sattigung angezeigt wird. Offenbar ist durch diese Methode die Ver-
wendung héherer Konzentrationen moglich als es fiir die Quantifizierung mittels der Signale am Ende
der Dissoziationsphase der Fall ist. Das ldsst sich so erklaren, dass die OF bei der Steigungsmethode
in den ersten Sekunden der Assoziation noch leer bzw. fast leer ist. Eine Erhdhung der Konzentration
schlagt sich in den ,,Bindungsereignissen pro Sekunde” nieder, die durch das , gemessene Sensorsig-
nal pro Sekunde” angegeben werden. Die Steigung kann in diesem Fall theoretisch noch héhere Kon-

zentrationen abbilden. Die Methode der Quantifizierung mittels Sensorsignal am Ende der Dissoziati-
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onsphase dagegen ist durch die absolute Zahl der Zellen beschrdnkt, die auf der OF immobilisierbar
sind. Offenbar ist in diesem Fall die Grenze fiir die Quantifizierung hoher Konzentrationen schneller
erreicht. Hohere Konzentrationen konnten jedoch nicht vermessen werden, da zu wenig Material fur
eine weitere Ankonzentrierung der Zellen zur Verfiigung stand. Daher konnte auch kein dynamischer
Bereich bzw. untere Bestimmungsgrenze angegeben werden, da dafiir die Kenntnis des weiteren
Verlaufs der Signalentwicklung bis zur Sattigung noétig gewesen ware. Mit dieser Methode liel’ sich
jedoch eine untere Nachweisgrenze zwischen 1,5%10° Zellen/ml und 8,25*10’ Zellen/ml angeben. Bei
den niedrigen Konzentrationen ist es jedoch sehr schwierig zu entscheiden, wo ein linearer Assoziati-
onsbereich beginnt und wo er endet. Das anlegen von Tangenten ist enorm schwierig. Bei Konzentra-
tionen groRer als 1,5%10” Zellen/ml fielen die BestimmtheitsmaRe R? fur die angelegten Tangenten
noch mit R*>0,9 recht gut aus. Sie sind ein MaRB fir die Variabilitdt bzw. Varianz der abhdngigen Vari-
ablen (Sensorsignal), die durch das verwendete lineare Fitting-Model erklarbar sind. Bei Konzentrati-
on kleiner als 1,5*10’ Zellen/m fiel R* mit <0,6 sehr gering aus. Die Steigungen im Bereich unterhalb
von 1,5%10’ Zellen/ml sind also mit einer enormen Unsicherheit belastet. In einem weiteren Schritt
ist der Antikorper LeglG3 als dAK dazu gegeben worden. Prinzipiell besteht die Méglichkeit auch
Uber diesen Antikorper eine Absenkung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze zu erreichen. Leider
spiegelten die Ergebnisse mit dem dAK die Ergebnisse des Legionellen-,Capturings” mit dem fAK
wieder. Weder die Auswertung der optischen Schichtdicken noch die Auswertung der Steigungen
lieferten Werte, welche in einen sigmoiden Zusammenhang gebracht werden konnten. Insgesamt ist
auch diese Strategie weit davon entfernt, die Legionellen im Bereich der geforderten 100 KBE/100 ml
Wasser detektieren zu kénnen. Auch hohe Belastungen von 10000 KBE/100 ml| Wasser, die eine so-
fortige Sanierung des infrage stehenden Wassersystems notwendig machen wiirden, sind auf diese
Weise nicht zu detektieren. Auch hier kdnnte das Problem durch eine Filtration héherer Volumina zur
Anreicherung von Zellen das Problem I6sen. Eine Erh6hung der Bindungswahrscheinlichkeit der Zel-
len auf der OF kdnnte eventuell auch erreicht werden, indem man die Zellen z.B. mit biotinylierten
Antikorpern vorinkubiert und sie anschlieend auf eine OF appliziert, die zuvor mit ConA-SAv ausge-

stattet worden ist.

5.1.2.6 Experimente mit Leg1P-Zellen der 4. Charge

Flir weitere Experimente mit den LeglP-Zellen vom FzmB musste eine neue Charge der Zellen ange-
fordert werden. Allerdings wurden die Zellen der 2. Charge und auch die einer 3. Charge nicht vom
AK237744 erkannt. Es erfolgte ein Austausch der Zellen beim FzmB (mindliche Mitteilung von Frau
Andrea Helming) und die Lieferung einer 4. Charge. Auch mit dieser Charge konnte nicht an die Ar-
beiten mit der 1. Charge angeknipft werden. Die Ergebnisse, welche in Kapitel 4.1.5.6 vorgestellt
wurden, zeigen dies deutlich: LeglP-Zellen der 1. Charge (LeglP(1)) banden mit einem Signal von

5590 IU an die mit AK237744 ausgestattete OF, wahrend zwei Experimente mit AK237744 und Zellen
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der 4. Charge (Leg1P(4)) lediglich Signale von weniger als 200 IU lieferten. Daher wurde statt mit dem
polyklonalen fAK AK237744 nun mit dem monoklonalen fAK LeglG3 (FzmB) weitergearbeitet und
statt LeglG3 wurde LeglE6 als dAK verwendet. Das behob das Problem nur teilweise. Die optische
Schichtdicke, die bei Immobilisierung von Leg1P(4) auf einer LeglG3-ausgestatteten OTS-OF erzielt
worden ist, lag mit 1570 IU weit unter den Ergebnissen, die mittels AK237744 und LeglP(1)-Zellen
erzielt werden konnten. LeglE6 war als dAK einsetzbar.

Da sich mit den Leg1P(4)-Zellen und AK237744 als fAK deutlich andere Resultate ergaben als in Expe-
rimenten mit den LeglP(1)-Zellen, wurden weitere Experimente mit LeglP(4)-Zellen unter Verwen-
dung von LeglG3 als fAK durchgefiihrt. Die Leg1G3-Immobilisierung liefert auch im Fall des Leg1G3-
Antikorpers Ergebnisse mit einer hohen Standardabweichung von 1019,44 IU und einer Spannweite
der Signale von 3746 IU (mittleren OSD: 4290,83 IU). Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Immobili-
sierung von AK237744 zeigt zundchst, dass die mittleren optischen Schichtdicken infolge der fAK-
Immobilisierung stark unterschiedlich ausfallen. Da die Kontaktwinkelanalyse und die Protein A-
Experimente zur Reproduzierbarkeit fiir eine hohe Reproduzierbarkeit sprechen, kann dies nicht an
den verwendeten OTS-OF liegen. Die weit hoheren optischen Schichtdicken werden mit dem
AK237744 gemessen. Der Grund kénnte sein, dass die Experimente mit AK237744 mit einem BIAffini-
ty der neusten Generation (3) durchgefiihrt worden waren, wahrend die Experimente mit LeglG3
und den Leg1P(4)-Zellen auf einem Ersatzgerat stattfanden, welches einer frilheren Generation an-
gehorte. Es sollte ausgeschlossen sein, dass zwei verschiedene Gerdte unterschiedliche Resultate
liefern. Andererseits kann ein Geratefehler nicht ausgeschlossen werden, weil bei dem Gerat der
friheren Generation der Messspot 1 trotz wiederholter Kalibrierung des Gerates ungewoéhnlich klei-
ne Signale hervorbrachte, wahrend Messspot 2 Signale lieferte, die auch mit den anderen Generatio-
nen gemessen werden konnten. Da auch im Austausch mit dem Ansprechpartner bei Analytik Jena,
wo das Gerat zuvor gewartet wurde, kein Grund fir dieses Verhalten gefunden werden konnte, sind
sicherheitshalber nur Messungen auf Messspot 2 beriicksichtigt worden. Ein Vergleich der Ergebnisse
von LeglG3-Immobilisierung im Rahmen der Vorversuche, welche noch unter Verwendung des BIAf-
finity der neuesten Generation gesammelt worden sind, zeigt, dass die optischen Schichtdicken in
drei Experimenten zwischen 4000 IU und 5000 IU liegen. Das entspricht den Ergebnissen, welche mit
diesem Antikdrper unter Verwendung des BIAffinity der dlteren Generation erzielt worden sind. Da-
her wird davon ausgegangen, dass die Gerdte-Generation nicht der Grund fiir die Abweichungen ist
und sich hier Unterschiede in den Affinitdten der Antikdrper gegentiber der OTS-OF niederschlagen.
Die beiden fAK Leg1G3 und AK237744 zeigen hohe Standardabweichungen und Spannweiten. Im Fall
der mittleren optischen Schichtdicken am Ende der Dissoziationsphase betragen die Standardabwei-
chungen 22% (AK237744) bzw. 23,76% (Legl1G3) von diesem Mittelwert, im Fall der Steigungen aber
nur 35,02% (AK237744) bzw. 35,22%. Offenbar sind die groRen Standardabweichungen typisch flr
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die Immobilisierung von Antikdrpern auf OTS-OF. Im Vergleich fallen die entsprechenden Werte fir
Protein A-Immobilisierung viel kleiner aus. Fiir die Immobilisierung von Protein A auf OTS-OF betragt
die Abweichung nur 3,87% von der mittleren optischen Schichtdicke am Ende der Dissoziationsphase
(Kapitel 4.1.2; Zusatz).

Jede der auf die fAK-Immobilisierung folgenden LeglP(4)-Konzentration wurde zweimal gemessen,
wodurch zwei vollstandige Sets an Experimenten fir die Verdiinnungsreihe vorliegen. Die beiden
Satze der Verdlnnungsreihe lieferten sehr unterschiedliche Kurvenprofile (s. Kapitel 4.1.5.7, Abb.
4.45 A und B). Fur die mittleren Signale wurde die Standardabweichung berechnet. Normalerweise
ist eine Standardabweichung bei nur zwei Messwerten statistisch nicht sinnvoll. Es ist mathematisch
aber nicht falsch. Die Standardabweichung
dient hier auch nur der Verdeutlichung, wie
stark die Messwerte differieren kénnen. Des-
halb sollte der Begriff Standardabweichung in
Parenthesen stehen. GemaR den sehr unter-

schiedlichen Kurvenprofilen fallen die ,Stan-

dardabweichungen” der mittleren Sensorsig-

nale fur héhere LeglP(4)-Zellen-  app. 5.3: Verschiedene theoretische Anordnungen von

Konzentrationen mit Ausnahme der Konzent-  ‘egionellen auf einer OF.

ration von 8,25*%10° Zellen/ml sehr groR aus (s. Kapitel 4.1.5.7, Abb. 4.47). Da die Experimente im
Sandwich-Assay-Format mit anderen Settings nur jeweils einmal durchgefiihrt worden sind, lasst sich
nicht sagen, ob sich die groRen Standardabweichungen fiir héhere LeglP(4)-Zellen-Konzentrationen
verallgemeinern lassen. Andererseits ist dies zumindest dann zu erwarten, wenn die Konzentrationen
der Zellen in einem Bereich liegen, bei dem sich die Sattigung der OF einzustellen beginnt. Aufgrund
der Tatsache, dass die Zellen keine globuldre sondern eine zylindrische Geometrie aufweisen, kann
man sich unterschiedliche Szenarien vorstellen, wie die Zellen auf der OF angeordnet werden kdnn-
ten. Abbildung 5.3 zeigt solche Szenarien. Auf jeweils einer OF von gleicher GroRe sind in A 28 Zellen,
in B 80 Zellen dargestellt. Ob die Signale unter diesen theoretischen Anordnungen verschieden aus-
fallen, ist nicht klar. Einerseits ist die Schichtdicke in B viel gréRer als in A. Andererseits ergeben Zell-
Applikationen, wie die Ergebnisse zeigen, nicht die erwarteten sehr hohen Signale sondern bleiben in
der GroBenordnung der Signale, die sich bei Protein-Applikationen ergeben. Es ist also jedenfalls
nicht der Fall, dass die absolute Schichtdicke der Zell-Schicht sich auch im Signal wiederspiegelt. Ob
aber nur eine Verdnderung des Brechungsindex zu einer so starken Verzerrung der GroRRenverhalt-
nisse fuhrt scheint zweifelhaft. Wahrscheinlicher erscheint es erstens, dass im Fall von Zellen andere
optische Effekte zum Tragen kommen als im Fall von Proteinen. An Letzteren kommt es zur Rayleigh-

Streuung, da die PartikelgrofRe d kleiner als die Wellenlange des Lichts ist. Zellen liegen in einer Gro-
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Renordnung, bei welcher die Mie-Streuung bedeutsam wird. Welchen Effekt dies auf die Signalent-
stehung und Signalverarbeitung hat, ist nicht bekannt und auch nicht Gegenstand dieser Arbeit.
Zweitens ist eine Zelle selbst aus verschiedenen Schichten aufgebaut, so dass bei der Immobilisierung
auf einem kleinen Bereich der OF gleich mehrere Schichten addiert werden. Aber wie viele Schichten
in die Signalentstehung eingehen und wie sich die absoluten Weglangen und die Brechungsindizes
dabei genau verrechnen, ist unbekannt. Auerdem muss beachtet werden, dass die einzelnen
Schichten sehr heterogen sind. In den Zellmembranen kommen z.B. viele Proteine vor, die wiederum
Brechungsindex-Inhomogenitdten darstellen, an denen es zu weiteren Streuvorgiangen kommt, de-
ren Beitrag zum Gesamtsignal unabsehbar ist. Davon auszugehen, dass sich diese Inhomogenitdten
im Mittel eliminieren lassen, ist hoch spekulativ. Die beiden Falle A und B in Abb. 5.3 beziehen sich
aber auf theoretische Fille, welche ausgeschlossen sein dirften. Viel realistischer erscheint der Fall C
in Abb. 5.3. Man darf also erstens erwarten, dass es auf der OF zu vielen freien Stellen kommt, deren
Flache addiert in verschiedenen Experimenten ,mehr oder weniger” grofRe sein wird. Dieses ,,Mehr
oder Weniger” kénnte fir die hohen Standardabweichungen in den Signalen nach Zellen-Applikation
verantwortlich sein. Das bedeutet aber auch zweitens, dass es keine ,echte” Schicht gibt. Wenn man
von Schicht spricht, wird eine liickenlose und beziiglich des Brechungsindex homogene Verteilung
der Komponenten impliziert. Nur auf solche Schichten ist die physikalische Beschreibung der Grenz-
flacheneffekte anwendbar. Drittens ist auch nicht klar, was es fir das Signal bedeutet, wenn auf ei-
nem OF-Segment eine Zelle von einer zweiten liberlappt wird.

Anders als im Fall der Experimente mit AK237744 als fAK (Kapitel 4.1.5.5), bei denen die optischen
Schichtdicken am Ende der Dissoziationsphase sich nicht mit einem sigmoiden Fitting-Model haben
fitten lassen, ist dies fur die Experimente mit Leg1G3-Antikérper moglich gewesen. Dass der Grund
fir das unterschiedliche Verhalten der Zellen in Verbindung mit den beiden Antikérpern darauf zu-
riickgefiihrt werden kdnnte, dass AK237744 ein polyklonaler Antikorper ist und Leg1G3 ein monoklo-
naler, erscheint ausgeschlossen. Warum die optischen Schichtdicken im Fall von AK237744 und
Leg1P(1)-Zellen einerseits und Leg1G3 und Leg1P(4) andererseits in Bezug auf das sigmoide Fitting so
unterschiedlich ausfallen, kann folgendermaBen erklart werden: Wie schon diskutiert, scheint die
Affinitat der verwendeten AK zu den LeglP-Zellen der 4. Charge drastisch reduziert. Das hat zur Fol-
ge, dass es zu weniger Bindungsereignissen in der gleichen Zeit kommt. Vermutlich wird ein oder
werden mehrere Antigen/e von Legionellen der 4. Charge nicht synthetisiert, welche/s in der
1. Charge jedoch existierte/n und zu den entsprechend hohen Bindungssignalen bzw. hohen Steigun-
gen fuhrte. Wenn die Bindungsereignisse weniger haufig sind, heilft das aber nicht notwendiger-
weise, dass die gemessenen Signale kleiner ausfallen. Denn wenn erst mal Legionellen binden, dann
liegen sie unabhangig davon wie viele Antikorper das Bakterium tatsachlich bindet auf der OF vor. Es

durfte flr das Signal egal sein, wie viele AK tatsdchlich an Antigene auf der OF der Zelle binden. So-
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lange die Zelle auf der OF liegt, wie auch immer dort hingekommen, entsteht das gleiche Signal. Der
Vergleich von den maximalen OSDgqs, die bei LeglP(1)-Immobilisierung auf AK237744 gemessen
worden sind, mit den entsprechenden maximalen OSDgqos bestdtigt das, weil in beiden Fallen tat-
sachlich ein maximales Signal von etwa 6000 |IU gemessen worden ist. Gleichzeitig unterscheiden sich
die Steigungen: die groRte Steigung in den Experimenten mit AK237744 als fAK und Legl1P(1) betrug
etwa 130 1U/s, wahrend sie in den Experimenten mit Leg1G3 als fAK und Legl1P(4) nur etwa 30
IU/s betrug. AuBerdem ist die maximale Rate der Anbindung im letzteren Fall schon bei LeglP(4)-
Konzentrationen von 1,5*10° Zellen/ml erreicht. Wenn diese Argumentation stimmt, dann lasst sich
etwas Uber die Anwendung der RIfS-Methode auf Ganzzell-Applikationen sagen: Offenbar zeigen die
vorgelegten Experimente, dass die Messungen besser Uber die Steigungen der Zellen-
Bindungskurven ausgewertet werden. Legt man Wert auf eine obere Bestimmungsgrenze, ist dies
durch weniger affine Antikérper erreichbar. An der unteren Nachweisgrenze dndert sich dadurch
nichts. Sowohl in den Experimenten mit dem Paar AK237744—-LeglP(1) als auch bei dem Paar
Leg1G3-LeglP(4) liegt sie in einem Signalbereich von >1,5%10” Zellen/ml. Die Frage ist, ob sich daran
etwas andern lasst, indem man einen Antikorper verwendet (und findet) der die Affinitdt von
AK237744 und LeglG3 zu LeglP(1)-Zellen libersteigt. Vermutlich lduft aber auch unter diesen Bedin-
gungen die OSD auf den gleichen Wert von etwa 6000 IU hinaus wie es bei den hier getesteten Paa-
ren der Fall war. Die Steigungen allerdings konnten dann anders ausfallen. Ist die Affinitdt des hypo-
thetischen Antikorpers gegeniiber einem bestimmten hypothetischen Antigen gréRer ist die Bin-
dungshaufigkeit bzw. die Bindungsrate groRer (sofern die Antigen- und Antikdrper-Konzentration
konstant ist). Es sollten sich dann auch bei kleineren Konzentrationen steilere Bindungskurven erge-
ben, wodurch die Nachweis- und Bestimmungsgrenze vermutlich gesenkt werden kann. Wie grof8 der
Gewinn sein wird, ist schwer abzuschatzen, da bei geringeren Konzentrationen die Wahrscheinlich-
keit, dass eine Zelle in die Nahe der Oberflache gerat, wo sie binden kdnnte, auch abhangig von den
Dimensionen des Flusskanals ist. Je starker der Fluss auf einen engen Bereich Uber der Oberflache
eingeschrankt ist, desto haufiger werden Bindungsereignisse sein. Die hier ermittelte untere Nach-
weisgrenze von bestenfalls 8,25*10’ Zellen/ml im Fall der optischen Schichtdicke und von etwa
1,5%10’ Zellen/ml im Fall der Steigungen ist angesichts der Legionellen-Grenzwerte in Wasser von
100 KBE/100 ml nicht praktikabel. Selbst hohe Konzentrationen von 10000 KBE/100 m| Wasser sind
nicht so nicht detektierbar.

Auch die Kurvenprofile nach LeglE6-Applikation in den beiden Durchgéngen der Verdinnungsreihe
zeigen unterschiedliche Kurvenprofile (Kapitel 4.1.5.7, Abb. 4.48). Diese Unterschiede schlagen sich
wiederum in den ,Standardabweichungen” der Mittelwerte von je zwei Messungen bei gleicher Kon-
zentration nieder (Abb. 4.49; Kapitel 4.1.5.7). In diesem Fall ldsst sich auf die Daten der Steigungen

der Bindungskurven nach LeglE6-Applikation kein sigmoides Fitting-Model anwenden. Die OSDs am
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Ende der Dissoziationsphase lassen sich sigmoid fitten. Aufgrund dieser Daten wird nur die untere
Nachweisgrenze zwischen 1,5%10’ Zellen/ml und 8,25*10’ Zellen/ml bestatigt. Offenbar ermaoglicht
die Anwendung des dAK keine Verschiebung der Nachweisgrenze in Richtung niedrigerer Konzentra-

tionen.

5.2 Experimente zur Detektion von L. pneumophila-Zellen im Direct-Assay-Format

In Kapitel 4.1.4 wurden Ergebnisse prasentiert, welche die Moglichkeit eines Legionellen-Assays in
Direct-Assay-Format eruieren sollten. Wie sich zeigte, lieBen sich die Zellen aufgrund von hydropho-
ber Interaktion immobilisieren. Die hydrophobe Immobilisierung wird durch den Besitz des LPS ,Le-
gionaminischen Saure” (,,legion aminic acid“) besonders forciert (Neumeister et al., 1998). Aulerdem
konnte festgestellt werden, dass die Signale im Zuge der Immobilisierung konzentrationsabhangig
waren. Leider lag die untere Nachweisgrenze im Fall der Korrelation der Zell-Konzentrationen und
der Signale am Ende der Dissoziationsphase im Bereich zwischen 10° Zellen/ml und 10’ Zellen/ml und
im Fall der Korrelation der Konzentration und der Steigungen in den ersten 20 s der Assoziationspha-
se zwischen 10’ und 10% Zellen/ml. Mittels der Nettosignale am Ende der Dissoziationsphase lasst
sich die Nachweisgrenze also um eine GroRenordnung kleiner als in den Experimenten im Sandwich-
Assay-Format (Kapitel 4.1.5.5 und 4.1.5.7) angeben. Von einem dynamischen Bereich kann man
kaum reden, da er so eng ausfallt, dass ein sinnvolles Quantifizieren nicht moglich ist. In beiden Fal-
len kann auf diese Weise das angestrebte Ziel, nicht erreicht werden (s. Technischer MaRnahmewert
in Kapitel 5.1.1.7, Zwischenfazit). Da zu diesem Zeitpunkt kein funktionierendes Antigen-Antikdrper-
System vorlag, konnte keine Detektion durchgefiihrt werden. AuBerdem stand die Frage im Raum, ob
mit einem funktionierendem Antikdrper-Antigen-System auch die Nachweisgrenze in einen brauch-
baren Bereich gesenkt werden kénne. Um diese Frage zu kldren, wurden die Experimente, welche in
Kapitel 4.1.4 prasentiert worden sind mit LeglP, wiederholt. Zunadchst wurde im Rahmen der Vorver-
suche mit Leg1P-Zellen und FzmB-AKs ein ,Proof of Principle” im Direct-Assay-Format durchgefiihrt
(Kapitel 4.1.5.3). LeglP und E. coli lieferten bei der Immobilisierung sehr dahnliche Nettosignale von
2554 |U und 2611 IU. Das Sensorsignal fallt bei der direkten LeglP-Applikation kleiner aus als die
entsprechenden Signale im Sandwich-Assay-Format (Kapitel 4.1.5.2), bei denen ein Signal von ca.
3100 IU gemessen worden ist. Die Ausstattung der OF mit Antikdrpern scheint die Bindungswahr-
scheinlichkeit von Legionellen-Antigenen zu erhéhen. Dagegen minimiert die fAK-Ausstattung der OF
die Bindung von E. coli: im SAF wurden 1155 IU gemessen, im DAF dagegen 2611 IU. Die Injektion des
Antikorpers LeglG3 als dAK im Fall von Legionellen fiihrt zu einem Signalanstieg von 2223 |U. Auch
dieses Sensorsignal fallt wesentlich kleiner aus als das Sensorsignal nach Applikation von LeglG3 als
dAK im SAF (Kapitel. 4.1.5.2) mit 6976 IU. Das bestatigt die Vermutung, dass die Ausstattung der OF

mit fAK zu einer hoheren Dichte von Legionellen-Antigenen auf der OF fihrt als dies bei der DAF-
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Strategie der Fall ist. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ein weiterer Satz von Experimenten mit einer
LeglP-Verdiinnungsreihe durchgefiihrt. Allerdings standen zu diesem Zeitpunkt keine LeglP-Zellen
der ersten Charge mehr zur Verfligung, weshalb LeglP(4)-Zellen verwendet werden mussten. Die
Immobilisierung von Legl1P(4)-Zellen fiihrte zu Signalen am Ende der Dissoziationsphase, die im Ge-
gensatz zu den in Kapitel 4.1.4 mit LeglG-Zellen gemessen Signalen nicht mit der Zell-Konzentration
korrelierten (Kapitel 4.1.5.8). Im Fall der Steigungen dagegen konnte in beiden Fallen ein sigmoides
Fitting-Model angewendet werden, welches in beiden Fallen eine untere Nachweisgrenze zwischen
107 und 10°® Zellen/ml lieferte. Die Ergebnisse von Kapitel 4.1.4 legen jedoch nahe, dass die Verwen-
dung der Signale am Ende der Dissoziationsphase zum Festlegen der unteren Nachweisgrenze im DAF
besser geeignet sind, da sich dadurch die untere Nachweisgrenze gegeniber der Verwendung der
Steigungen um eine GrofRenordnung auf einen Bereich zwischen 10° und 10’ Zellen/ml verringern
lasst. Die Ergebnisse in Kapitel 4.1.5.8 stellen jedoch den Befund, dass sich die Signale am Ende der
Dissoziationsphase zuverldssig mit der Konzentration korrelieren lassen stark in Frage. Die Daten
weisen also die Methode der Steigungen als zuverladssiger aus. Im Gegensatz zu den Experimenten in
Kapitel 4.1.4 wurde in denen des Kapitels 4.1.5.8 ein dAK eingesetzt. Die Verwendung von LeglE6
fUhrt leider nicht zu einer Senkung der unteren Nachweisgrenze. Auch hier scheint sowohl im Fall der
Steigungen als auch der Signale am Ende der Dissoziationsphase die untere Nachweisgrenze auf den
schon bei der Immobilisierung der Zellen festgestellten Bereich von 107 bis 10% Zellen/ml hinauszu-
laufen. Eine Korrelation der Steigungen und der Signale am Ende der Dissoziationsphase mit der Zell-
Konzentration war wegen des Ergebnisses bezlglich der Zell-Konzentration von 8,25*10° Zellen/ml
nicht moglich. Das Ergebnis lieB sich in einem zweiten Experiment reproduzieren. Ein Grund fiir die-
ses Verhalten kann nicht angegeben werden. Auch in diesem Fall lieRen sich demnach keine Ergeb-

nisse erzielen, die fir die Trinkwasserkontrolle in einem brauchbaren Bereich liegen.

5.3 Experimente mit Lektinen als Finger oder Detektor fiir Legionellen-Zellen (Leg1P(1))

Eine andere Methode bestimmte Analyten nachzuweisen, bedient sich der Lektine. Bakterien tragen
viele Oberflaichenmerkmale, an denen Lektine binden kdnnen: Peptidoglykane, Teichonsauren, Lipo-
polysaccharide etc. Aufgrund dieser Vielfalt sind Lektine ein oft eingesetztes Mittel z.B. bei der Iden-
tifikation und Taxonomie von Bakterien (Slifkin & Doyle, 1990). In der Biosensorik verwendeten bei-
spielsweise Serra et al. ConA, um E. coli-Zellen mittels elektrochemischer Quarz Crystal Microbalance
(EQCM) nachzuweisen (Serra et al., 2008). An Legionellen kdnnen nur sehr wenige Lektine binden.
Positive Ergebnisse wurden mit Aloe arborescens-, Mangifera indica- und Persea americana-Lektinen
erzielt (Doyle et al., 1982). Das nachste Experiment wurde daher mit dem Persea americana-Lektin
als Fangerlektin durchgefiuhrt. AuBerdem ist bekannt, dass im Core-Polysaccharid der Legionellen-

LPS Mannose vorkommt (Moll et al., 1997). Deshalb wurde zunachst getestet, ob sich die Zellen mit-
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tels hydrophob immobilisierten ConA auf einer OF binden lieBen. In einem ersten Experiment mit
LeglP(1)-Applikation nach hydrophober ConA-Immobilisierung wurden nur Bindungssignale von et-
wa 50 IU erzielt. Die Zellen binden also nicht an eine OF, die mit ConA als Fangerlektin ausgestattet
ist. Vermutlich ist der Grund, dass die Mannose im Core-Polysaccharid der LPS fiir (immobilisiertes)
ConA nicht zugénglich ist. Alternativ wurde das Persea-Lektin mittels hydrophober Wechselwirkun-
gen auf einer OTS-OF immobilisiert. Das Sensorsignal viel allerdings mit nur 320 U sehr klein aus. Die
Zugabe von BSA zur Blockierung unspezifischer Bindestellen fiihrte zu einem entsprechend hohen
Sensorsignal. Eine Leg1P(1)-Injektion fiihrte zu einem Signal von nur 75 IU. Das schlechte Ergebnis
nach Leg1P(1)-Applikation wurde zunachst darauf zuriickgefiihrt, dass offenbar nur sehr wenig Per-
sea-Lektin auf der Oberflache gebunden worden ist. Offensichtlich ist das Lektin nicht gut durch hyd-
rophobe Wechselwirkungen mit der OF immobilisierbar. Daher wurde geprift, ob das Persea-Lektin
geeignet ist, an Leg1P(1)-Zellen zu binden, welche zuvor mit Hilfe von Leg1G3 als fAK auf der Oberfla-
che immobilisiert worden waren. Wie erwartet ergab die LeglP(1)-Zellen-Applikation auf einer mit
Leg1G3 ausgestatteten OF ein gutes Bindungssignal (4107 IU). Die Injektion der Persea-Lektin-Probe
fUhrte auch nur zu einem sehr geringen Nettosignalzuwachs. Daher musste davon ausgegangen wer-
den, dass die Persea-Strategie im Falle der Leg1P(1)-Zellen nicht funktioniert. Der Grund kdnnte sein,
dass die Bedingungen, unter denen die Leg1P(1)-Zellen kultiviert worden waren, nicht zu der Ausbil-
dung von Strukturen fiihrten, an die das Persea-Lektin binden konnte. Slifkin und Doyle zeigten, dass
auch die Bindung von Lektinen an Legionellen-Zellen stark von den Kulturbedingungen abhangt
(Slifkin & Doyle, 1990). Der besseren Ubersicht wegen, muss man den Gesamtzusammenhang Revue
passieren lassen: Mit den Legl-Zellen aus GieBen und AK237744 konnten keine addquaten Bin-
dungsereignisse erzielt werden. Mit den Zellen LeglP der 1. Charge vom FzmB und AK237744 dage-
gen schon. Allerdings scheiterten Versuche mit LeglP-Zellen vom FzmB aus den Chargen 2, 3 und 4
und AK237744. Daflr konnte der Antikérper LeglG3 die LeglP(4)-Zellen binden. Diese Ergebnisse
sprechen dafir, dass es sich bei den Legl-Zellen aus GieBen (L. pneumophila, Stamm unbekannt)
entweder um einen speziellen GieRener Wildtyp-Stamm handelt, der zum Stamm Philadelphia hin-
reichend undhnlich ist oder dass sich seine OF-Strukturen unter den Kulturbedingungen am Institut
flir Umweltmedizin und Hygiene des UKGM veradndert haben. Bei den Leg1P-Zellen L. pneumophila,
Stamm Philadelphia) vom FzmB der 1. Charge und den spateren Chargen scheint es aber an den Kul-
turbedingungen zu liegen, dass die Zellen im zweiten Fall nicht binden. Die Kulturbedingungen mus-
sen in subtiler Weise unterschiedlich gewesen sein, da keine absichtlichen Anderungen der Bedin-
gungen vorgenommen worden sind. So ist anzunehmen, dass solche Verdnderungen auch die Bin-
dungsfahigkeit von Persea-Lektinen verhindert haben. Die Arbeiten mit Lektinen wurden eingestellt,
da es nicht zielfiihrend erschien Lektine kovalent an die Chip-OF zu binden, um dann mit Zellen zu

arbeiten, die offensichtlich nicht von Persea-Lektin gebunden werden konnten. Auch wurden keine
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anderen Lektine verwendet, da sie zu dem Zeitpunkt nicht erhéltlich waren. Die Strategie mit Lekti-
nen ist grundsatzlich jedoch sehr vielversprechend. Erfolgreiche Anwendungen im Rahmen von QCM-
Methodik finden sich bei Safina et al. fiir pathogene Enterobacterien mit einer Nachweisgrenze von
10° Zellen/ml (Safina et al., 2008) und bei Shen et al. fur E. coli-Bakterien mit einem dynamischen
Bereich von 7.5 x 10° Zellen/ml bis 7.5 x 10’ Zellen/mL (Shen et al., 2007). Vielversprechend ware
auch der Ansatz, ein 1997 von Venkataraman et al. identifiziertes Gal/GalNAc-Lektin aus Hartmannel-
la vermiformis als Fanger- oder Detektor-Molekil zu verwenden. Das 170 kDa-Protein leistet offen-
bar einen entscheidenden Beitrag bei der Anheftung von L. pneumophila an H. vermiformis (Venka-

taraman et al.; 1997).

Zwischenfazit

Die Grundfrage war, ob sich die RIfS-Methode fiir Ganzzellbiosensorik besser eignete als SPR. Durch
die Dimensionen des Evaneszenten Feldes von einigen 100 nm ist der Raum Uber der OF, in dem
gemessen werden kann, fiir Analyten in der GroRRe von Bakterien sehr eingeschrankt. Moéglicherweise
ist das der Grund dafiir, dass laut einem Review von Ivnitzky et al. SPR-basierte Ganzzell-Bioassays
lediglich untere Nachweisgrenzen im Bereich von 10°-10’ Zellen/ml erreichen. Die RIfS-Methode
beruht nicht auf Evanesznenten Feldern, so dass der Messbereich nur durch die halbe Koharenzldnge
des eingesetzten Lichts definiert (s. Kapitel 1.1.3.1.3) ist. Durch die Hohe der Flusszelle wird dem
Messbereich aber eine praktische Grenze von 125 um gesetzt. Die in dieser Arbeit in verschiedenen
Ansatzen eruierten unteren Nachweisgrenzen bei der Detektion von L. pneumophila-Zellen mittels
RIfS, stimmen mit den von Ivnitzky et al. flir SPR angegebenen unteren Nachweisgrenzen Ulberein.
Demnach ist die RIfS-Methode fiir Ganzzell-Bioassays jedenfalls fiir Legionellen der SPR-Methode
nicht Gberlegen. Die Ergebnisse zeigen auBerdem, dass die Kulturmethoden nach wie vor als Gold-

standard unter den Legionellen-Detektionsmethoden betrachtet werden missen.

5.4 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen von Chips mit immobilisier-

ten Legionellen

5.4.1. Sandwich-Assay-Format mit Leg1P(4) Zellen und Leg1G3 als fAK

Die REM-Bilder einer OF, auf der zuvor LeglP(4)-Zellen mittels immobilisiertem LeglG3 gebunden
worden waren, zeigten fadenférmige Strukturen, deren Durchmesser von etwa 0,5-0,7 um und deren
Lange zwischen 2,2 und 7,2 um betrug, wobei nur Strukturen gemessen worden sind, die klar als
abgeschlossene Korper erkennbar waren. Bei einigen Strukturen konnte nicht ausgeschlossen wer-

den, dass sie bis zu 20 pum lang sind. Der Durchmesser entspricht den Literaturwerten von 0,3-0,7 um
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(s. Kapitel 1.3), wahrend nur 13,3 % der Strukturen den Literaturwerten einer Ldnge von 2-3 um ent-
sprachen. Die meisten sind grofRer als 4 um. Allerdings ist bekannt, dass Legionellen besonders in
Kultur auch fadenartige Strukturen aus mehreren Zellen bilden. Es besteht auch die Méglichkeit, dass
hier einige sogenannte ,giant cells” vorliegen: bis zu 20 um groRe Zellen, die unter Kulturbedingun-
gen (im Gegensatz zu Naturbedingungen) entstehen kénnen. In den Kontroll-Aufnahmen auBerhalb
des Flusskanals sind zwei Zellen zu sehen, welche aber auch nachtréglich verursachte Kontaminatio-
nen darstellen kénnten. Aufgrund der Kontroll-Aufnahme und den passenden Dimensionen kann
man die Bilder der fadigen Strukturen als Beleg flir ganze stabchenférmige Zellen auf der Oberflache
akzeptieren. Vermutlich sind die Zellen etwas eingefallen, da die Chips nach dem Experiment ge-
trocknet wurden. Es wurden keine besonderen Trocknungsprotokolle verwendet. Nach dem Experi-
ment wurden die Chips lediglich in einem verschlossenen Plastikréhrchen, das zusatzlich mit Parafilm
abgedichtet worden ist, unter einer ,,Lamina-Air-Flow" gelagert. In der Zeit bis zum REM-Experiment
konnten die Chips samt Zellen trocknen. Eventuell sind die abgebildeten Zellen gerade im Durchmes-
ser sogar etwas groBer gewesen.

An den AuBenrdndern des Flusskanals liegen sehr viele Zellen vor. Zwischen den Zellen ist sehr viel
Platz, so dass keine einheitliche Schicht zu erkennen ist. AuRerdem kénnen Mehrfachschichten aus-
geschlossen werden. Allerdings ist ebenfalls zu erkennen, dass die Zellen sich teilweise tUberkreuzen
bzw. Uiberlappen. Es ist nicht klar, was an Signal entsteht, wenn sich Bereiche tiberlappen. Der Uber-

lappende Zellbereich kénnte eventuell die Ursache fiir

einen Beitrag eines lokalen Signals zum Gesamtsignal

sein, wobei nicht klar ist, wie dieses aussieht und wie
es mit den anderen Signalen durch die Software pro-

zessiert wird. Vielleicht kommt es aber durch die

Uberlappung zu keiner Anderung der Lichtverhaltnis- A

se. Dann wire der Sensor fiir solche Uberlappungen

blind. In diesem Fall kdnnten die Signale von zwei B

Zellen, die sich teilweise Gberlappen anders ausfallen, T X ) C o ® o

als es der Fall ware, wenn die Zellen nebeneinander

ligen. Ist der Sensor fiir solche stellen jedoch nicht  Abb-3.7: Querschnitt-Schema des Strémungs-

profils in einem Flusskanal mit rechteckigem
blind, ist vollig unkalkulierbar, welchen Beitrag zum  Querschnitt. A — Mitte des Flusses; B — Fluss in

.. der Nahe zweier Wande; C — Fluss in der Nahe
Signal solche Uberlappungen liefern. Beide Fille ’

g ppung einer Wand. Schwarze Kreise — auf der OF
kénnten ein Grund fir groRe Standardabweichungen immobilisierte Zellen. Der Farbverlauf zeigt die

unterschiedlichen  Strémungsgeschwindigkei-

(z.B. Kapitel 4.1.5.7) und Signalentwicklungen sein, bei . i1 der Flusszelle: dunkle Bereiche <> héhe-

denen die Signale nicht mit den Zellkonzentrationen @ Geschwindigkeit, helle Bereiche - geringere
Geschwindigkeit.

korrelieren (z.B. Kapitel 4.1.5.8). AuBerdem ist zu
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erwarten, dass sich bei hoheren Zellkonzentration die Zellen eventuell starker (iberlappen als bei
niedrigeren Konzentrationen. Dann sind zwar mehr Zellen auf der OF aber viele Teile tGberlappen
sich. Die Signalentwicklung wiirde anders verlaufen als in Fillen mit weniger Uberlappung. Das ist
wahrscheinlich der Grund, warum die Sensorsignale am Ende der Dissoziationsphasen sich haufig
nicht mit den Zellkonzentrationen korrelieren lieBen. Damit ist indirekt auch bestétigt, dass sich im
Fall von RIfS-Ganzzellanwendungen die Steigungen in der Anfangsphase der Bindung besser zur
Quantifizierung eignen als die Signale am Ende der Dissoziationsphasen. Einige weitere Interpretati-
onen betreffen die Sigmoiden aus Kapitel 4.1.4 und 4.1.5.7 einerseits und die aus Kapitel 4.1.5.5 an-
dererseits. Die Sigmoiden beziglich der Signale am Ende der Dissoziationsphase in Kapitel 4.1.4 und
4.1.5.7 zeigen bei den hohen Legionellen-Konzentrationen eine Sattigung der Oberflache an, da sie in
ein Plateau Ubergehen. Das weist auf Sattigung der Oberflache hin. Die REM-Bilder zeigen, dass die
Sattigung nicht derart ist, dass die OF komplett bedeckt ist. Je nach dem, wie die Zellen auf der OF zu
liegen kommen, ist mehr oder weniger viel der OF tatsachlich bedeckt. Aus geometrischen Griinden
ist zu erwarten, dass je groBer die Zellen sind, desto groRer werden auch die zu erwartenden freien
OF-Abschnitte sein. Kleinere Zellen wiirden sich wahrscheinlich dichter anordnen. Der Verlauf der
LeglP(1)-Signale am Ende der Dissoziationsphase in Kapitel 4.1.5.5 lie8 sich zwar nicht sigmoid fitten,
jedoch scheinen die Signale eine Sattigung der OF ab einer Zell-Konzentration von 1,5*10° Zellen/ml|
nahe zu legen. Sie entsprechenden OSD beliefen sich auf Werte zwischen 5000 IU und 6000 IU.

Ein weiterer interessanter Punkt, der sich aus den REM-Bildern ergibt, ist der folgende: Die Zellen
scheinen bevorzugt in den Randbereichen des Flusskanals zu liegen zu kommen. Sollten die REM-
Bilder reprasentativ flir die Situation an allen Stellen unter dem Flusskanal sein, dann gibt es auf der
OF in der Mitte des Flusskanals einen Bereich, in dem keine Zellen gebunden werden. Zellen findet
man erst weiter in Richtung Rand des Flusskanals. Mit Hilfe von einigen strémungsdynamischen
Uberlegungen ldsst sich das wie folgt erkldren. In Flusszellen der Art des BIAffinity® herrscht ein lami-
narer Strom. Der zugrundeliegenden Theorie zufolge zeigen Flissigkeiten im Strom, z.B. durch ein
Rohr, ein parabolisches Geschwindigkeitsprofil (Durst, 2006, S. 409). Aufgrund der innerer Reibung,
d.h., der Kraftwirkungen der Fllssigkeitsmolekiile untereinander und mit der OF des Rohres, kommt
es zu einem Energieverlust, der an den Oberflichen des Rohres am groRten ist. Hier ist die Ge-
schwindigkeit am geringsten. Je weiter entfernt von den OF der Wande sich ein Teilchen bewegt,
desto schneller ist es. So ergibt sich das parabolische Stromungsprofil. Im Flusskanal ist die Situation
etwas anders. Wegen der rechteckigen Geometrie der Flusszelle ist der Flusskanal im Querschnitt
rechteckig. In den Ecken ist daher die Geschwindigkeit am kleinsten (Abb. 5.7) und in der Mitte der
Flusszelle am hochsten (A). Die Wahrscheinlichkeit, dass Zellen in den Bereichen der Ecken binden,
ist am groRten. Uber der Chip-OF von den Ecken (B) in Richtung des mittleren Chipbereichs (C) wird

die Geschwindigkeit immer groRer wahrend die Bindungswahrscheinlichkeit wegen der hdheren
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Scherkréfte in diesem Bereich abnimmt. Offenbar reicht die Geschwindigkeit im Bereich C aus, um
eine Bindung zu verhindern. Der Befund ware sehr erstaunlich, da die Experimente stets bei einer
Flussrate von 5 pl/min durchgefihrt wurden, was eine sehr geringe Geschwindigkeit ist. Als drittes
ergibt sich aus Abb. 4.53 B (Kapitel 4.1.8.1), dass sich die Zelle in den Ecken zufillig ablagern (oben in
der Abb.), wahrend sie in Richtung Mitte (unten in der Abb.) sich deutlich entlang der Stromungsrich-
tung ausrichten. In diesem Kontext ist auch Abb. 4.53 E (Kapitel 4.1.8.1) interessant: Die Aufnahme
wurde in der Mitte des Kanals gemacht, jedoch am Ubergang zum (iberkreuzenden Kanal des vorhe-
rigen Experiments, in welchem auch Legionellen immobilisiert worden sind. Das Bild zeigt mehrere
ungewodhnliche Haufchen von Legionellen. Vermutlich ist hier die Situation aufgenommen worden, in
der die Zellen aus dem untersuchten Flusskanal auf den Bereich getroffen sind, in dem schon Zellen
im Zuge des vorherigen Experiment immobilisiert worden waren. Die Haufchenbildung in der Mitte
des Kanals lasst sich nun so erklaren, dass die im Experiment zuvor immobilisierten Zellen als eine Art
Geschwindigkeitsschwelle wirkten und sich Zellen aus dem Strom aufgrund dessen absetzten. Diese
Deutung mag als Uberinterpretation kritisierbar sein, sie fiihrt jedoch zu folgender Uberlegung: Man
kénnte auf der Oberfliche in gewissen Abstdnden Geschwindigkeitsschwellen kinstlich einfihren,
um die Geschwindigkeit an der Oberflache gerade in der Mitte des Kanals zu senken. (Anmerkung: Es
wurde schon bei der geringsten Flussrate von 5 pl/min gearbeitet). Auf diese Weise lieRe sich mog-
licherweise die Oberflachenbelegung verbessern und auch die Detektions- bzw. Bestimmungsgrenze
nach unten verlagern, da zu erwarten ist, dass die Bindungswahrscheinlichkeit steigt.

Mit dem fAK AK237744 und LeglP(4) konnten keine nennenswerten Signale erzielt werden (s. Kapi-
tel 4.1.5.6). Es wurde vermutet, dass dies auf eine verdnderte Antigenexpression zurtickzufiihren sei.
Daher wurde in darauf folgenden Experimenten auf das Antigen-Fangerantikorper-Paar LeglP(4)-
LeglG3 gesetzt. Die Signale fielen bei der Antigen-AntikOrper-Paarung AK237744-LeglP(1)-Zellen
(erste Charge) mit 5000 IU bis 6000 IU héher aus als bei der Paarung Leg1G3-Leg1P(4)-Zellen (vierte
Charge) mit 4000 IU bis 5000 IU (s. Kapitel 4.1.5.6, Abb. 4.43 und 4.44). Das unterschiedliche Satti-
gungsverhalten kdnnte nicht nur mit veranderter Antigenexposition zu tun haben sondern auch mit
der GroRe der Zellen. Wie die Bestimmung der Zelllange in Kapitel 4.1.7.3 zeigte, belduft sich die
durchschnittliche Lange der LeglP(1)-Zellen auf 3 um. In der Stichprobe sind 65 % der Zellen nicht
langer als 3 um. Leg1P(4)-Zellen dagegen sind durchschnittlich 5 um lang und nur 13,3 % der Zellen
sind weniger als oder gleich 3 um lang. In Charge 1 liegen also wesentlich mehr Zellen vor, die weni-
ger als oder gleich 3 um lang sind. Es ist zu erwarten, dass kleinere Zellen die OF dichter beladen
werden. Es wurden nur einige Stichproben-Bilder von Chips gemacht, auf denen LeglP-Zellen der
1. Charge zu sehen sind. Diese Bilder zeigen Bereiche in der Ndhe der Flusskanalmitte. In den Berei-
chen nahe der Mitte ist die Dichte immobilisierter Zellen geringer (Kapitel 4.1.7.1). Aufnahmen aus

den Randbereichen, wo den Bildern in Kapitel 4.1.7.1 zufolge die Zelldichte wesentlich héher ist,
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fehlen fir Leg1P(1)-Zellen. Daher bleibt die Behauptung, dass kleinere Zellen dichtere Anordnungen
auf der OF bilden theoretisch plausibel, empirisch aber unbestéatigt. Wie zuvor schon diskutiert, wur-
de versichert, die Zellen der Chargen 1, 2, 3 und 4 seien unter gleichen Kulturbedingungen gewach-
sen. Laut Frau Helming (FzmB) wurde wegen der Probleme mit den Chargen 2 und 3 eine neue Probe
von Legionellen beim Robert-Koch-Institut bestellt, weil die Vermutung bestand, dass die bisher ver-
wendeten Zellen nicht mehr in Ordnung sein kénnten. Trotzdem verhielten sich auch die Chargen,
die von dieser neuen Probe abgeleitet worden sind, anders als die Zellen der ersten Charge. Vor dem
Hintergrund der Erfahrungen mit den Legionellen und ihren sehr variablen Verhaltensweisen liegt es
nahe, dass Legionellen wesentlich sensibler fir kleine Abweichungen in den Kulturbedingungen sind
als andere Bakterien und daher mit recht groRen Anderungen ihres Verhaltens in antikdrperbasierten
Tests reagieren. Das erklart auch, warum sich Legionellen bisherigen Versuchen entzogen, Antikor-
per-basierte Bioassays zu ihrem schnellen und verlasslichen Nachweis zu entwickeln. Wie in der Ein-
leitung beschrieben, sind noch immer Kulturnachweise auf selektiven Medien oder PCR-basierte
Methoden nétig, um Legionellen nachzuweisen. Wenn die Zellen der ersten Charge nun nicht nur in
ihrer Antigenexpression sondern auch in ihrer GrofRe von den Zellen der vierten Charge abweichen,
kann das angesprochene unterschiedliche Sattigungsverhalten erklart werden: Die kleineren Zellen
der 1. Charge werden aus geometrischen Griinden eine dichtere Anordnung auf der OF bilden, als es
bei den groBen Zellen der 4. Charge der Fall ist. Sollten Legionellen auch in der Natur tatsachlich so-
wohl in Antigenexpression als auch in GroRe stark variieren, sollte dies bei zuklnftigen Projekten
bedacht werden. Allerdings ist bisher nicht bekannt, dass dies so sei. Die unterschiedliche GréRe der
Zellen konnte bei der Zellzahlbestimmung mittels Turbidimetrie bei einer Wellenldnge von 600 nm zu
einem Fehler gefiihrt haben. Wie bereits diskutiert ist die Methode nur fiir E. coli genau. Die REM-
Bilder zeigen jedoch, dass ein nicht unerheblicher Teil der Zellen der 4. Charge (Leg1P(4)) mit 5 um
Lange fast doppelt so lang sind, wie die Zellen der 1. Charge (Leg1P(1)) und damit auch deutlich von
den angegebenen Literaturwerten flr Legionellen abweichen (0,3 um-0,7um im Durchmesser und 2

um in der Lange). Der Fehler kénnte also gréBer ausfallen, als urspriinglich angenommen.

5.4.2 Direct-Assay-Format mit Leg1P(1) Zellen

Auf dem Chip, auf denen Legl1P(4)-Zellen immobilisiert worden sind, wurden weniger Zellen gefun-
den als auf dem Chip, welcher mit einem fAK ausgestattet war. Stattdessen wurden viele Strukturen
gefunden, welche nicht als Zellen erkennbar waren. Diese wiederum wurden nicht auf dem Chip ge-
funden, auf dem das Experiment im SAF durchgefiihrt worden war. Die Bakterien, die im SAF und im
DAF verwendet worden sind stammten aus der gleichen Stammsuspension. Daher ist davon auszu-

gehen, dass die Bestandteile, welche sich auf der OF des Chips aus dem DAF-Experiment finden, auch
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in der Probe vorhanden waren, die fir das SAF-Experiment in Kapitel 4.1.7.1 verwendet worden ist.
Das bedeutet, dass die Ausstattung der Chip-OF mit fAK und BSA gegeniiber solchen Verschmutzun-
gen blockiert. Demnach sind unerwartet viele Bestandteile in den Proben vorhanden, die im DAF
co-immobilisiert werden. Einerseits tragen sie so zum Sensorsignal bei andererseits kénnten sie ge-
geniber Legionellen blockieren. Die unteren Nachweisgrenzen, die in den Experimenten im DAF be-
stimmt worden sind (Kapitel 5.1.5.3 und 5.1.5.8), enthalten also auch Signalanteile, welche gar nicht
durch Legionellen verursacht worden sind. Demnach dirfte die untere Nachweisgrenze fir reine

Legionellen-Suspensionen hoher ausfallen als in diesen Experimenten.

5.5 Ergebnisse der ConA-SAv-Mannan-Experimente (RIfS)

Ein Zweck der Experimente dieses Kapitels war, eine mehrfach-verwendbare OF fiir Bioassays zu
entwickeln. Wie in Kapitel 1.2.2 dargelegt, sind biosensorische Methoden oft teuer, da die verwende-
ten Biochips nur einmal verwendbar sind. Darliberhinaus sollte durch die Etablierung einer derarti-
gen OF der Proof of Principle fiir das im AK Keusgen durchgefiihrte Drittmittelprojekt ,,Multiprot”
erfolgen. In dem Projekt ging es um die Entwicklung eines ,Enhancer-Moduls” fir Lateral Flow Assays
(LFA). Mit LFA kdnnen sehr niedrig konzentrierte Analyten oft nicht nachgewiesen werden. Ein prak-
tisches Beispiel stellen LSD-Tests dar. LSD wird vom Organismus sehr schnell abgebaut. Aufgrund der
biologischen Halbwertszeit von 3-5 Stunden sind im Urin nach kurzer Zeit noch weniger als 1 ng/ml
LSD enthalten (Baselt & Cravey, 1995). Bei einer Drogenkontrolle vor Ort wird darum auf einen LSD-
Test verzichtet. Ein einfach durchzufiihrender LSD-Test auf LFA-Basis kdnnte sehr hilfreich sein. In
Kapitel 1.4.4 wurde ein Konzept fiir regenerierbare OF fiir Biosensoren vorgestellt. Eine Ubertragung
dieses Konzepts auf LFAs wiirde ein Enhancer-Modul fiir LFAs realisieren. Ein Analyt in einem grofRen
Volumen konnte im LFA-Enhancer-Modul appliziert werden und anschlieBend das Losungsmittel
entfernt werden. Die Applikation eines kleinen Volumens einer Regenerationslosung kdénnte den
Analyten wieder Aufnehmen, was eine Ankonzentration des Analyten bedeuten wiirde, und einer

Nachweis-Reaktion zufliihren.

5.5.1 Mannan-Funktionalisierung auf APTES-OF 1

Die ersten Funktionalisierungen wurden gemaB dem zur Mannanfunktionalisierung durchgefihrt,
wie es im AK Keusgen entwickelt und von Markus Hartmann auf Mikroskopierdeckglaschen im Zu-
sammenhang mit SPI-Experimenten verwendet worden ist (Protokoll Mannan I; Kapitel 3.2.1.2). Das
Protokoll wurde einfach auf die Glaschips von Analytik Jena angewendet. Das Sensorgramm zu einem
der ersten Versuche, welche mit dem BIAffinity durchgefiihrt worden sind, zeigt auf MSP1 starke

Artefakte, so dass Daten, die Uber diesen Messspot gewonnen wurden, nicht auswertbar waren.
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Unter MSP2 bleibt die Aufzeichnung der Immobilisierungssignale wahrend der BSA-Injektion arte-
faktfrei. Es wurde davon ausgegangen, dass BSA nicht an Polysaccharide binden kann. Da BSA aber
an die OF bindet, kann man davon ausgehen, dass unspezifische Bindestellen vorhanden sind. Mit
anderen Worten: die Mannanfunktionalisierung erfolgt nicht derart, dass sie selbst zu einer Blockie-
rung von BSA von der OF fiihrt. Es sind also unspezifische Bindungsstellen vorhanden.

Einige Minuten nach dem Start der ConA-SAv-Injektion (FP) kommt es auch unter MSP2 zu Artefak-
ten, in Form eines abrupten Signalabfalls und anschlieRendem allmahlichen Anstiegs. ,Rechnet” man
die Artefaktbildung heraus, erhalt man ein ConA-SAv-Immobilisierungssignal von 1940 IU. Allerdings
ist keineswegs sicher, dass das Signal ohne Artefaktbildung nicht anders hatte ausfallen kénnen. Un-
ter diesen Voraussetzungen konnte jedoch fiir die Regeneration unter Verwendung von aMP ein
Regenerationserfolg von 48,8% berechnet werden. Die Regeneration mit aMP ist diesem Experiment
zufolge also moglich, wenn auch nur zu etwa 50%.

Zu derartigen Artefaktbildungen kann es durch Luftblasen im System, im Pufferreservoir und den
Probenbehéltern kommen. Um die Wahrscheinlichkeit fiir Luftblasen im System zu minimiert, wurde
mit entgastem Puffer gearbeitet. Wenn Luftblasen in dem durchsichtigen Schlauch beobachtet wer-
den konnten, der Flissigkeit aus dem System in den Abfallbehalter transportiert, wurde dies als Hin-
weis auf Luft im System angesehen. In solchen Fillen wurden weitere Systemspilungen durchge-
fiihrt, bis keine Blasen mehr auftraten. Da Luftblasen meist in das System geraten, bevor der Strom
Uber den eingelegten Chip und die beiden Messspots geht, sind Artefakte auf beiden Messspots zu
erwarten. In diesem Fall traten die Artefakte jedoch nur tiber MSP 1 auf, der in der zeitlichen Reihen-
folge nach dem MSP 2 erreicht wird. Wahrscheinlicher ist es demnach, dass die OF zwischen MSP 2
und MSP 1 verunreinigt war und die Verunreinigungen durch den Pufferstrom in Richtung MSP1
transportiert worden sind. Allerdings wurde streng darauf geachtet, dass die OF nicht verschmutzen.
Eine andere Moglichkeit ist, dass die Mannanfunktionalisierung nicht stabil geblieben ist und wah-
rend der Experimente Teile der Mannan-OF abgetragen worden sind. Manchmal treten solche Arte-
fakte auch bei Fehlern in der Dichtung zwischen Flusszelle und Sensorchip auf.

Der gleiche Chip wurde nun mit 2% SDS gespiilt, um die Proteine, die nicht durch aMP von der OF
entfernt worden sind, zu denaturieren. Das Ergebnis zeigt, dass diese die Proteine von der OF ent-
fernte. Dann sollte ein Proof of Principle-Versuch durchgefiihrt werden, in Rahmen dessen ConA-SAv,
bAK und ein Analyt immobilisiert werden sollten, gefolgt von einer Regenerationslosung. Zunachst
wurde erneut mit BSA blockiert. Das BSA-Signal viel mit 250 IU kleiner aus als im Versuch davor
(337 1IU). Moglicherweise hat SDS nicht alle Proteine von der OF entfernt, so dass nun weniger BSA
gebunden worden ist. ConA-SAv lieferte mit 879 IU bzw. 851 IU ebenfalls weniger Signalanstieg als
im Experiment zuvor. Der bAK lieferte ein sehr kleines Signal von etwa 60 IU und der Analyt von etwa

260 IU. Wie aus den Erfahrungen der Legionellen-Experimente hervorgeht, sind derart kleine Signale
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nicht unbedingt auf spezifische Bindungen zurlickzufiihren. Unspezifische Bindungen scheinen hier
wahrscheinlicher. Aufgrund dessen, dass mit aMP im ersten Versuch nur zu 50% regeneriert werden
konnte, wurde nun mit 2% SDS regeneriert. SDS denaturiert die Proteine auf der OF und flihrt negati-
ve Ladungen ein, was die Loslichkeit der Proteine verstarkt. Es verwundert daher nicht, dass das Sig-
nal dafiir spricht, dass sémtliche Proteine von der OF entfernt worden sind. Dass die Regeneration zu
mehr als 100% erfolgt, konnte an Brechungsindexdnderungen durch SDS erklart werden. Die unter-
schiedlichen Signale nach BSA-Injektion im ersten und zweiten Experiment kdnnen daher wahr-
scheinlich nicht auf Proteinreste aus dem ersten Experiment zuriickgefiihrt werden, welche die SDS-
Spilung Uberstanden. In diesem zweiten Versuch kam es auf beiden Messspots zu keinerlei Artefak-
ten, was flr die These spricht, dass sie im ersten Versuch durch Verunreinigungen oder durch einen

Abbau der OF (der im zweiten Experiment nicht weiter stattfand) verursacht worden sind.

Auf der gleichen OF wurde nun eine Reihe von Experimenten durchgefiihrt, in denen jeweils zuerst
mit BSA blockiert worden ist und danach ConA-SAv unterschiedlicher Konzentration immobilisiert
worden ist. Danach wurde jeweils mit 2% SDS regeneriert. Die halblogarithmische Auftragung der
Bindungssignale nach ConA-SAv (Abb. 4.61 A) suggeriert einen sigmoiden Verlauf. Die BSA-Signale
sollten jedoch konstant sein, schwanken jedoch relativ stark, vor allem bei den Experimenten, bei
denen hohere ConA-SAv-Konzentrationen verwendet worden sind. Dass die ConA-SAv-
Signalentwicklung irrefihrend sein kdnnte, zeigt die Auftragung der ConA-SAv- und BSA-Signale ge-
gen die Reihenfolge der Experimente. Abbildung 4.61 B zeigt auf der x-Achse die ConA-SAv-
Konzentration des 1., 2., 3. etc. Experiments. Nun erkennt man, dass die BSA-Signale trotz konstanter
Konzentration und konstantem Volumen immer weiter abnehmen. Der Trend ist auch im Fall von
ConA-SAv zu erkennen. Das legt nahe, dass die der Chip mit jedem Versuch ,altert”. Wiederholte
Protein-Applikationen gefolgt von 2% SDS sorgen dafiir, dass sich die moglichen Sensorsignale bei
einem Wert von etwa 500 IU einpendeln. Wie die Bindungskurven nach SDS-Zugabe (Abb. 4.60) zei-
gen, flhrt SDS zu einer etwa 100%-igen Regeneration. Die ,,Chip-Alterung” scheint daher unabhangig
von der Entfernung der Proteine zu sein. Mit anderen Worten: es sind wahrscheinlich nicht akkumu-
lierende Proteine, welche nicht durch SDS von der OF gewaschen worden sind, dafiir verantwortlich,
dass die ConA-SAv-Bindekapazitat der OF nachldsst. Es kdnnte aber auch sein, dass SDS etwas be-
wirkt, wodurch der Brechungsindex an der OF so gedndert wird, dass eventuell noch vorhandene

Proteine ,signal-maRig“ maskiert werden.

Um den Befund zu bestatigen wurde das Experiment noch einmal auf dem gleichen Chip wiederholt,
jedoch wurde er um 180° gedreht, so dass unter den Messspots eine unbenutzte OF zu liegen

kommt. Diesmal wurde die Reihenfolge so gewahlt, dass das erste Experiment mit der geringsten
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ConA-SAv-Konzentration durchgefiihrt worden ist und das letzte Experiment mit der héchsten Kon-
zentration endete. Abbildung 4.63 A und B zeigen wieder eine halblogarithmische Darstellung der
Signale gegen die Konzentration des ConA-SAv (BSA-Konzentration konstant) und eine Darstellung in
der Reihenfolge der durchgefiihrten Experimente. Wie sich zeigt, decken sich die beiden Abbildungen
(der Unterschied ergibt sich aus der halblogarithmischen Darstellung in A und der nicht-
halblogarithmischen Darstellung in B). Von einem sigmoiden Zusammenhang der ConA-SAv-
Konzentration und den entsprechenden Signalen, kann man nicht sprechen. Aus B geht hervor, dass
die niedrigsten Konzentrationen zunachst recht hohe Signale liefern. Bei 50 pg/ml ConA-SAv ist das
Signal am niedrigsten und steigt bei hoheren Konzentrationen allméahlich an. Erst eine Konzentration
von 600 ug/ml ergibt ein Signal der Hohe der niedrigsten Konzentrationen. Gleichzeitig fallt das Sig-
nal, welches die BSA-Blockierung liefert, kontinuierlich ab und , pendelt” sich auf einem Niveau von
ca. 100 U ein. Der BSA-Signal-Verlauf scheint auch hier auf eine ,Alterung” hinzudeuten. Der jahe
Signalrickgang nach ConA-SAv-Immobilisierung von 50 pg/ml kénnte einen plotzlichen Verlust von
Mannan auf der OF bedeuten. Allerdings steigen die Signale im Folgenden wieder je hoher die ConA-
SAv-Konzentration wird. Moéglicherweise handelt es sich hier aber um unspezifische Bindungen auf
der OF, die unter massiver ConA-SAv-Prasenz einsetzt. Dass die OF von maRiger Qualitat ist, zeigt
auch das Ensemble von Beispiel-Sensorgrammen, welche in Abb. 4.64 gezeigt werden. Den Sensor-
grammen liegen mehrere Chips zugrunde. Sie spiegeln die Haufigkeit von Artefakten auf verschiede-
nen Chips wieder (besonders B, C, D aber auch A (MSP1 wegen ausufernder Artefakte nicht gezeigt)
und F). AuBerdem wird deutlich, dass die Immobilisierbarkeit von BSA sehr unterschiedlich ausfallen
(Abb. 4.64 E und F) und die Regeneration mit aMP trotz mehrerer Injektionen fehlschlagen kann
(Abb. 4.64 A).

Die Ergebnisse sind sehr ratselhaft und unerwartet. Es kommt zu Phdnomenen, die letztlich nicht
geklart werden kdnnen. Eine naheliegende Vermutung ist, dass die APTES-Funktionalisierung auf den
RIfS-Chips nicht den gewiinschten Erfolg ergab. Moglicherweise fand eine APTES-Bindung an der OF
nur teilweise statt, so dass sich hier ein APTES-OF mit haufigen Vakanzen (Stellen ohne APTES) etab-
lierte aber keine homogene APTES-OF. Teilweise scheinen es, als seien Artefakte auf ein ,Wegbre-
chen” von Oberflachenstrukturen zuriickzufiihren. Der Grund kdnnte sein, dass die Bindung von AP-
TES oder einer anderen Komponente nicht stabil genug ausfallt. Moglicherweise ist die Qualitat des
Glases oder Verarbeitungsschritte bei der Herstellung dafiir verantwortlich (was nicht in Erfahrung
gebracht werden konnte). Dass sich Mannan zumindest teilweise auf der OF findet, dafiir spricht das
erste Experiment dieses Kapitels (Abb. 4.58). Die OF mit immobilisiertem ConA-SAv konnte 50%
regeneriert werden. Wenn man die Immobilisierbarkeit von ConA-SAv als notwendige und seine Ent-
fernung mittels eines um die spezifische Zuckerbindestelle konkurrierenden Monosaccharids als hin-

reichende Bedingung fiir die Prasenz von Mannan auf einer OF ansieht, dann sprechen 50% Regene-
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ration zumindest fur eine teilweise Mannanprasenz. Der nicht-entfernte Protein-Teil kdnnte unspezi-
fisch gebunden haben. Es liegt also nahe, dass die Mannanbelegung, wenn sie stattfand, sehr licken-

haft ist.

Daher wurde bei der APTES-Chemie angesetzt. Das Protokoll (Protokoll Mannan Il; Kapitel 3.2.1.3)
wurde ergdnzt durch einen 2-Stunden-Inkubationsschritt in einem ddH,0-Bad bei 40 °C, der nach der
Inkubation in APTES-Losung und den drei Reinigungsschritten in Toluol, Methanol und ddH,0 statt-
fand. AnschlieBend wurden die Chips 40 min bei 120 °C in einem Ofen inkubiert. Das Wasserbad soll-

te fur eine vollstandige Hydrolyse des APTES sorgen:

NH; NH, MHa MHz

INHz .-‘N Hz

NH; NH,

Da der Verdacht bestand, dass die Mannan-OF erhebliche Vakanzen aufwies, wurden fir die ersten
Experimente mit dem neuen Protokoll je drei BSA-Injektionen (50 ul, 2000 pug/ml) vorgenommen, um
sicher zu stellen, dass eine OF, die eventuell weiterhin erhebliche Vakanzen aufwies, geniigend zu
blockieren. Aus den Bindungskurven in den Abb. 4.65 A und B geht hervor, dass die beiden zuséatzli-
chen BSA-Injektionen nicht notwendig sind, um die OF zu blockieren. Die anschlieRende ConA-
Injektion flihrte zu einer Assoziation und die aMP-Regeneration zu einer deutlichen Abnahme der
Signale zwischen 88% und 113%. Die aMP-Injektionen bewirkten ein deutlich verdndertes Dissoziati-
onsverhalten, so dass der Signalrlickgang nach aMP-Injektion auf die spezifische Konkurrenz von aMP
und Mannan um die ConA-Bindestellen zuriickgefiihrt werden kann. Damit sind die notwendige und

hinreichende Bedingung fiir die Mannan-Pradsenz erfiillt.
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Im nachsten Experiment (Abb. 4.66, Ubersicht; Abb. 4.67 A (Detail)) wurde nur noch mit einer BSA-
Injektion blockiert. Danach wurden drei ConA-Injektionen (je 50 ul, 50 ug/ml) jeweils gefolgt von
aMP-Injektionen (150 ul, 10% + 620 mM NaCl) durchgefiihrt. Auch in diesem Experiment konnte auf
diese Weise nachgewiesen werden, dass Mannan auf der OF prasent ist. Darliberhinaus zeigt das
Experiment, dass die OF mehrmals (drei mal) benutzbar ist und die Regeneration zu 95% bis 100%

ausfallt.

Auch bei der darauffolgenden Injektion von ConA-SAv-FP (50 pl, 50 pg/ml) lieR sich eine Bindungs-
kurve beobachten sowie eine erfolgreiche Regeneration mit insgesamt 96,6% nach zweimaliger aMP-
Injektion (150 pl, 10% + 620 mM NaCl. Die Signale, die durch dquimolare Mengen an ConA und ConA-
SAv, verursacht worden sind, unterscheiden sich stark (OSD (ConA)<828IU und
OSD (ConA-SAv)<1400 IU). Dafir sind vermutlich Brechungsindexanderungen infolge der Fusion von
ConA und SAv verantwortlich. Welche Rolle die Dimensionen des Proteins spielen ist unklar, da der
Anteil des Brechungsindexes an der Signalveranderung nicht klar ist. Aus diesem Experiment geht
hervor, dass die Mannan-Bindefidhigkeit des ConA-Teils von ConA-SAv erhalten bleibt. Das zeigt die

Tatsache, dass ConA-SAv immobilisierbar und aMP-regenerierbar ist.

Als letzte in diesem Experiment wurde wieder ConA-SAv (50 pl, 50 pg/ml) injiziert gefolgt von einem
bAK und fiinf aMP-Injektionen. Die OSD nach ConA-SAv-Injektion viel mit 1318 IU sehr dhnlich aus zu
der vorherigen ConA-SAv-Injektion in diesem Experiment. Die Applikation eines bAK flihrte zu einem
weiteren Anstieg des Signals um 1280 IU. Demnach lasst sich ein bAK auf einer derartigen OF binden.
Allerdings schldgt die Regeneration mit aMP selbst nach fliinfmaliger Injektion fehl. Es konnte ledig-
lich eine Gesamtregeneration von 22,2% erzielt werden. Die Bindung des bAK scheint die Gegeben-
heiten auf der OF zu verdandern. Moglich ist, dass die Bindung des bAK durch die SAv-Doméane des
ConA-SAv zu einer Veranderung der Bindungseigenschaften des ConA-Teils flihrt, so dass die Mann-
an/ConA-SAv-Bindung starker ausfallt als die zwischen Mannan/ConA-SAv/bAK. Aufgrund der Tatsa-
che, dass AKs bei der Biotinylierung zumeist mehrfach biotinyliert werden, kann es aber auch zur
Vernetzungen von ConA-SAv-Einheiten durch bAKs kommen, die fir Regenerationsldosungen schwe-
rer zuganglich sind oder welche nicht leicht von der OF zu entfernen sind, weil sie ,schollenartige”

Strukturen bilden.

Der Vergleich der Bindungskurven, welche bei den Antikérperapplikationen im Rahmen der Arbeiten
mit Legionellen erzielt worden (z.B. Protein A 50 pg/ml) sind und der Héhe der Bindungskurven, die
mit dhnlichen Konzentrationen ConA und ConA-SAv erzielt worden sind, zeigt, dass im Rahmen der

Legionellen-Versuche wesentlich hohere Signale messbar sind. Das kann eventuell auf unterschiedli-
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che Brechungsindex-Gegebenheiten zuriickzufiihren sein. Dennoch bleibt angesichts der recht klei-
nen Signale, welche auf Mannan-OFen gemessen worden sind, ein gewisser Restzweifel, da hohere
Signale erwartet worden sind. Moglicherweise ist auch hier die Mannanfunktionalisierung nicht so
stark ausgefallen, dass die OF eine hohe Kapazitat fiir ConA- bzw. ConA-SAv-Bindung héatte. Anderer-
seits sind bei diesen Experimenten Artefakte wesentlich seltener aufgetreten. Abbildung 4.68 zeigt
einige Bespiele, bei denen es zu Artefakten kam (Abb. 4.68 B) bzw. bei denen keine Immobilisierung
von BSA (Abb. 4.68 A) bzw. keine Immobilisierung von ConA-SAv moglich war (Abb. 4.68 C). All das
weist darauf hin, dass die Mannafunktionalisierung auch mit den Modifikationen in der APTES-
Chemie nicht wie erwartet ausfallt. Auch hier scheint es Fille gegeben zu haben, in denen OF-
Abschnitte unter den MSPs zu liegen kamen, auf denen kein Mannan prasent war. Dass Artefakte
seltener vorkommen, kdnnte daran liegen, dass instabil gebundene Komponenten der OF-Chemie
bereits im Wasserbad entfernt worden sind. Dadurch konnte die Haufigkeit von Artefakten durch
Abtragungen von der OF im Pufferstrom verringert worden sein. Dass es sich um ein Dichtungsprob-

lem handeln kdonnte, kann an dieser Stelle nicht ausgeschlossen werden.

5.5.2 Mannan-Funktionalisierung von OTS-Oberflachen

Da es sich bei dem hier verwendeten Mannan um ein Produkt handelt, welches aus S. cerevisiae ge-
wonnen wird, kdnnten noch Membranproteine im Mannan enthalten sein (Kapitel 1.4.3). Da Memb-
ranproteine in den Transmembranbereichen hydrophob sind, konnten diese als Anker zur Bindung
von Mannan auf hydrophoben OF dienen. Um herauszufinden, ob in dem verwendeten Mannan Pro-
tein-Reste enthalten sind, wurde eine SDS-PAGE mit Mannan zweier Konzentrationen und Dextran
als Negativkontrolle (da es als proteinfrei deklariert ist) und einem Proteinmarker (PAGERuler) als
Positivkontrolle durchgefiihrt. Der Proteinnachweis wurde mittels Coomassie-Brillant Blau erbracht.
Wie die Abb. 4.69 zeigt, sind in der Markerreihe Proteine gelaufen. In der Reihe der Negativkontrolle
kam es zu keiner Farbung. Da Dextran dieses Produkts max. 6 kDa grol8 ist, wurde streng darauf ge-
achtet, dass das Gel nicht zu lange lauft, so dass eventuell angefarbtes Dextran unterhalb des Be-
reichs erscheinen misste, in dem die Markerbande fir Proteine von 10-15 kDa erscheint. Da das
nicht der Fall ist, kann man davon ausgehen, dass es, wie erwartet, zu keiner Interaktion zwischen
Zuckern (am Beispiel von Dextran) und Coomassie Brillant Blau kommt. Daraus ldsst sich schlieRen,
dass die Farbung in den beiden Mannanreihen auf eine Interaktion von Proteinen und dem Farbstoff
zuriickzufihren ist. Demnach scheinen Proteine in der Mannanfraktion enthalten zu sein.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurde ein Versuch unternommen, OTS-Chips unter Ausnutzung der
Wechselwirkung zwischen hydrophoben Membranproteinen und der OTS-OF mit Mannan zu funkti-
onalisieren. Ein RIfS-Experiment mit einem solchen Chip ist in Abb. 4.70 zu sehen. In diesen Experi-

menten war das ConA-SAv in PBS pH 7,3 geldst (Glycerol wurde bei der Umpufferung aus HEPES
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weitgehend entfernt). BSA-Blockierung, ConA-Applikation und aMP-Regeneration (85,7%) fihrten
zum Nachweis von Mannan auf der OF. Demnach funktioniert diese Art der Mannanfunktionalisie-
rung von OTS-Chips.

In den nachsten Schritten wurden ConA-SAv (100 pg/ml, 80 ul), bAK (100 pg/ml, 80 ul) und ein Analyt
(50 pg/ml, 80 ul) nacheinander appliziert. Auch ConA-SAv lasst sich immobilisieren, sowie der bAK.
Die Analyt-Injektion lieferte nur ein Signal von 149 IU. Die aMP-Regeneration flihrte nur zu einem
5,7%-igen Signalriickgang. Auch hier ist also ConA-SAv mit bAK und Analyt mit aMP nicht von der OF
zu entfernen. AuBerdem ist merkwiirdig, dass der Analyt nur ein sehr geringes Signal produziert,
obwohl der Anaylt (humanes Fibrinogen) im Set mit dem empfohlenen Antikdrper erworben wurde.
Moglicherweise sind die antigenbindenden Antikdrperepitope nicht zuganglich. Das ware der Fall,
wenn ein groller Teil der AK unspezifisch an das ConA-SAv binden wiirde. In einem weiteren Test
wurde nochmals eine ConA-SAv-Injektion vorgenommen. Erstaunlicherweise wurde ein weiterer
Signalanstieg um 3029 U registriert. Das zeigt, dass durchaus noch neues Material auf der OF regis-
triert werden kann. Die Regeneration mit aMP schlagt jedoch fehl. Vermutlich hat ConA-SAv bevor-

zugt an mehrfach biotinylierte AK gebunden, die zuvor auf der OF immobilisiert worden waren.

Daraufhin wurden Experimente mit verschiedenen Regenerationsmitteln unternommen. Die Regene-
ration mit einem thermodynamisch favorisierten Zucker stellt den Idealfall dar, weil dadurch die In-
tegritdit des Konstrukts ConA-SAv/bAK/Analyt nicht zerstort wird. Das Monosaccharid a-
Methylmannopyranosid gilt in der Literatur als das ConA-affinste Monosaccharid (Schwarz et al.,
1993). Die anderen hier verwendeten Regenerationsmittel zielen alle auf die Denaturierung oder
Verdanderung der Struktur zumindest des ConA-Teils des ConA-SAv ab, so dass die Mannan-ConA-
Bindung aufgehoben wird. Abbildung 4.71 A zeigt den ersten Teil der Experimente, in denen auf die
Prasenz des Mannan auf der OF mittels Applikation von BSA, ConA und aMP getestet worden ist. Aus
der Abbildung und Tab. 4.16 geht hervor, dass sowohl die Blockierung mit BSA als auch die ConA-
Immobilisierung recht unterschiedlich ausfallen. Das spiegelt sich auch in den Standardabweichun-
gen der OSD-Mittelwerte fir die BSA-Signale (OSDyw=839,2 IU, StDev=191,1 IU und SPW=467 IU)
und viel starker in denen fir ConA (OSDyw=4292,5 IU, StDev=1715,9 IU und SPW=4059 IU) wider. Die
erzielten Regenerationen betrugen zwischen 82,8% und 93,1%. Bei diesen Experimenten kam es zu
keinen Artefakten, welche auf Abbauprozesse auf der OF schliefen lassen. Auch wurde in keinem
Experiment gefunden, dass sich kein Mannan auf der OF befand. Insofern stellt diese Art der Funkti-
onalisierung eine sehr gute Alternative dar. Andererseits zeigen die BSA-Signale, dass die Blockierun-
gen unter verschiedenen Messspots unterschiedliche Signale ergeben, was auf eine gewisse Diversi-
tat in der OF-Belegung durch die Mannan-Protein-Komplexe hindeutet. Entsprechendes zeigen die

ConA-Signale. An manchen OF-Abschnitten scheint es mehr ConA-Bindestellen zu geben als auf an-
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deren Abschnitten. Die Regeneration fallt mit >80% zufriedenstellen aus. Das kann bedeuten, dass
ein gewisser Teil des ConA trotz Blockierung unspezifisch an die OF bindet. Andererseits sind unspezi-
fische Bindestellen mittels BSA blockiert worden. Das ConA-SAv nicht mit BSA interagiert geht aus
den Versuchen mit ConA-SAv auf OTS-OF hervor. Dabei wurden keine Hinweise auf eine derartige
Interaktion gefunden. Es ist aber bekannt, dass ConA an verschiedene Oligosaccharide wesentlich
starker bindet als an Monosacharide. Laut Mandal et al. be- al2

Man —= Man — QOH 1

tragt der K,-Wert fiir die Bindung nativen ConAs bei pH 7,2 an 12
Man 222 Man 242 Man — OH 2

aMP 0.82*10° M. Firr die Bindung von ConA an die in

Man al.3 Man — OH 3
Abb. 5.8 dargestellten Oligomere wurden mittels Kalorimetrie
. . . ) Man 22£ Man 4
hohere K,-Werte bestimmt. Fir 1 wurde ein K,-Wert von
K,=4.17*10* MY, fiir 3 ein K,-Wert von K,= 3.79*10° M %, far 4 Man ~&*
Man — OH 5

ein Ky-Wert von K,=1,34*10* M™ und fiir das Trimanosid in 5 Man 43

i - = * > -1 i -
ein K;-Wert von K,=3,37*10° M bestimmt. Der grofle Unter Abb. 5.8: Verschieden Oligosaccharide
schied in der Affinitdt der Trimanoside zeigt, dass ConA fiir  fiir die Mikrokalorimetrische Daten

vorliegen.

Trimanoside eine erweiterte Bindungsstelle besitzt (Mandal et

al., 1994). Wie aus Abb. 1.12 in Kapitle 1.4.3 hervorgeht, besteht Mannan aus einem ,Backbone” aus
al,6 gebundenen Mannose-Einheiten und al,2 bzw. al,3 gebundenen Verzweigungen. Es darf also
davon ausgegangen werden, dass gerade an Verzeigungspunkten, an welchen drei Mannose-
Einheiten aufeinander treffen, eine besonders hohe Affinitdt herrscht. Der ConA-Teil des ConA-SAv
kénnte hier so stark gebunden haben, dass eine Regeneration mit aMP aus thermodynamischen
Griinden keine besondere Wirkung zeigt. Vor diesem Hintergrund erscheint es sinnvoll Oberflachen
mit Mannose-Dimeren aufzubauen und Trimannoside in Regenerationsldsungen einzusetzen. Auch
die Applikation von ConA-SAv im weiteren Verlauf fallt sehr unterschiedlich aus (OSDyw=1039,2 IU,
StDev=505,4 IU und SPW=1275 IU) (Abb. 4.71 B; Tab. 4.16). Die Immobilisierung von bAK lieferte bei
gleicher Konzentration und gleichem Volumen wie ConA ein durchschnittliches Signal von
0OSDww=809,8 IU (StDev=417,91U und SPW=1016 IU). Spannweite und Standardabweichungen schei-
nen im Einklang mit jenen von ConA-SAv zu sein. Aulerdem zeigt sich erwartungsgemaR, dass je
héher das ConA-SAv-Signal ausfiel desto héher fiel auch das bAK Signal aus. Allerdings konnte bei
Analyt-Applikation nur ein Signalanstieg von durchschnittlich 76,4 IU beobachtet werden. Auch hier

wurde das Antikorper-Antigen-Paar ,,anti-Fibrinogen-AK“-,humanes Fibrinogen” verwendet.

Nach der Applikation der drei Komponenten ConA-SAv, bAK und Analyt erfolgte die Regeneration
und anschlieBend eine weitere Applikation von BSA und ConA-SAv gleicher Konzentration und glei-
chen Volumens wie zuvor. Dies diente dem Test, inwieweit die OF durch die Regenerationsldsungen

beeintrachtigt worden sein konnten. Bei intakter Mannan-OF sollte ConA-SAv immobilisierbar und
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aMP-regenerierbar sein. ldealerweise misste nicht nochmals mit BSA blockiert werden. Die Experi-
mente zeigten zunachst, dass alle Regenerationsmittel im Fall von ConA-SAv/bAK/Analyt effektiver
waren als aMP. Tween 20 fihrte allerdings nur zu einer 25,3%-igen Signalreduktion und scheidet
daher als Regenerationsmittel aus. HCl (2%) zeitigte eine 83%-ige Regeneration. Die BSA-Bindung
nach der HCI-Regeneration liefert nur ein Signal von 158 IU. Das bedeutet moglicherweise, dass die
Blockierung von der Regeneration nicht betroffen war. Allerdings konnten 100 pg/ml ConA-SAv an-
schlieBend nur noch eine Signalerhohung von 460 IU bewirken. Die folgende aMP-Regeneration be-
trug lediglich 1,8%. Offenbar fihrt HCI zu einem Verlust des Mannans. Damit scheidet HCl als ada-
guate Regenerationslésung aus. Auch nach der Regeneration mit Tween20 und NaOH konnte kein
weiteres BSA immobilisiert werden. NaOH scheint aber trotzdem mehr zu bewirken als die Denatu-
rierung des Komplexes ConA-SAv/bAK/Analyt, da es zu einer 130%-igen Signalreduktion fuhrt. Bei
NaOH wird ebenfalls vermutet, dass es Mannan und auch das Silan von der OF entfernt. Im Fall von
Tween20 lasst sich relativ viel ConA-SAv immobilisieren, jedoch schlagt auch hier die aMP-
Regeneration fehl. Der Fall wird dhnlich bewertet wie der der aMP-Regeneration. Wahrend letztere
zu keiner Entfernung von Proteinen von der Mannan-OF zu flihren scheint, ergibt sich fiir Tween20
lediglich eine 25%-ige Regeneration. Moglicherweise betrifft die auch eventuell unspezifisch gebun-
denes ConA-SAv, welches gar nicht spezifisch an Mannan gebunden hat. Eventuell entfernte es gera-
de die Menge Protein von der OF, welche bei der ConA-Regeneration mit aMP nicht entfernbar war.
Wenn dieser ConA-Teil nicht besonders fest an hochaffine Mannanstellen gebunden hat sondern
unspezifisch, dann kdnnte mit einer aMP-Tween20-Kombination eventuell eine 100%ige Regenerati-
on von ConA erreicht werden. In beiden Fillen bleibt also viel ConA-SAv/bAK-Konstrukt auf der OF.
Die hohen Signale von ConA-SAv und die unerwartete fehlende aMP-Regeneration kdnnten dadurch
erklarbar sein, dass das neu applizierte ConA-SAv nicht nur an Mannan sondern auch an freie Biotine
an den mehrfach biotinylierten AK bindet.

Im Fall von Triton X-100 fallt das Signal um 227%. Die BSA-Applikation liefert einen Signal-Anstieg um
1436 1U. Triton X-100 hat demnach auch die Blockierung zu Anfang des gesamten Experiments (also
vor der ersten ConA-Injektion) stark beeintrachtigt. AuRerdem fiel das BSA-Signal zu Beginn des Ex-
periments mit 591 IU viel geringer aus, als das BSA-Signal im letzten Teil des Experiments mit
1436 IU. Das ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass Triton X-100 alle Protein inklusive derjenigen von
der OTS-OF entfernt, die Gber hydrophobe Wechselwirkungen immobilisiert worden sind, also auch
die hydrophoben Mannan-Ankerproteine als auch das BSA. Demnach kann auch nicht beurteilt wer-
den, ob Triton X-100 auf das ConA-SAv den gewiinschten Effekt hatte: die Verdnderung der Konfor-
mation, so dass die Bindung an Mannan gel6st wird. Es besteht die Mdglichkeit, dass Mannan samt

Ankerproteinen und gebundenem ConA-SAv/bAK/Anaylt-Konstrukt von der OF gel6st worden ist.
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Die Mannan-Immobilisierungs-Alternative auf OTS-Oberflachen entpuppt sich also als wenig hilfreich,
wenn es um die Regeneration des Gesamtkonstrukts geht. ConA und ConA-SAv kénnen mit aMP zu-
friedenstellend von der OF entfernt werden. Méglicherweise verbessert ein Tween20-Zusatz die Wir-

kung. Mit bAK und Analyt gelingt die Regeneration bisher nicht.

5.5.3 Mannan-Funktionalisierung auf APTES-OF 2

5.5.3.1 Vergleichsuntersuchung

Die bisher gezeigten Ergebnisse waren nicht besonders zufriedenstellend. Zum Abschluss der Arbei-
ten wurde noch eine Vergleichsuntersuchung durchgefiihrt, in der alle bisherigen Funktionalisie-
rungsmethoden einander gegenilbergestellt werden sollten. AuBerdem wurden einige Detail-
Anderungen am Protokoll vorgenommen, welche aufgrund der gesammelten Erfahrungen im Zuge
sowohl der Legionellen- als auch der Mannan-Experimente gewonnen worden waren. Um auszu-
schlieBen, dass eventuell die Chemikalien fiir die Probleme in den zuvor durchgefiihrten Experimen-
ten verantwortlich sein kdonnten, wurden sie gegen neue ausgetauscht. Die verdnderten Arbeits-
schritte sind in Tab. 4.19 zusammengefasst. Die RIfS-Experimente sind alle mit vorheriger BSA-
Blockierung (500 pg/ml, 80ul) durchgefihrt worden. Die ConA-Immobilisierbarkeit und aMP-
Regenerierbarkeit (PBS pH 7,3) wurde hier als MaR fir das Vorkommen von Mannan verwendet. Auf
jedem Chip wurden zwei Experimente durchgefiihrt und mit den Mittelwerten von Messungen unter

MSP2 gearbeitet. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.73 zusammengefasst worden.

In dem Kontrollexperiment aktOF wurde ConA ohne vorherige BSA-Blockierung lber eine lediglich
mit Piranha-Losung aktivierte OF geleitet. Wie sich zeigt, ldsst sich ConA auf diese Weise auf der OF
immobilisieren. Eine im Anschluss durchgefiihrte aMP-Injektion flihrte nur zu einer 8,7%-igen Signal-
verringerung. Unter der Voraussetzung, dass Immobilisierbarkeit von ConA und Regenerierbarkeit
durch aMP notwendige und hinreichende Bedingungen fiir die Prasenz von Mannan auf der OF sind,
kann man schlieBen, dass ConA in diesem Experiment nur unspezifisch bindet. Im Kontrollexperiment
aktOF+M wurde ein Chip, welcher mittels Piranha-Losung aktiviert worden war, in einer Mannan-
Lésung inkubiert. Es zeigt sich, dass sich auch auf diesem Chip ConA sowohl immobilisieren als auch
zu 61,3 % bzw. 68,8 % aMP-regenerieren ldsst. Der deutliche Unterschied im Regenerationsexperi-
ment zeigt offenbar, dass eine Mannan-Immobilisierung aufgrund von hydrophilen Wechselwirkun-
gen zwischen Mannan und einer Piranha-aktivierten OF moglich ist. Da die aMP-Losung in PBS den-
selben Salzgehalt aufwies, wie der Puffer in dem das RIfS-Experiment durchgefiihrt worden ist, kann
man davon ausgehen, dass die Regenerationswirkung tatsachlich auf die Konkurrenz zwischen aMP

und Mannan um die ConA-SAv-Bindestelle zurtckzufihren ist. Im Versuch KP wurde ein mittleres
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Signal von 1493 IU gemessen und eine Regeneration von 132% im ersten und 74,2% im zweiten Ex-
periment. Demnach kann bei Anwendung von Protokoll Mannan | ein durchschnittlich doppelt so
hohes ConA-Signal gemessen werden, wie auf einem Chip mit hydrophil adsorbiertem Mannan. An-
dererseits ist das ConA-Signal im Vergleich zu OTS+M und aktOF relativ klein, was darauf schlieRen
lasst, dass bei weitem nicht soviel Mannan immobilisiert worden sein konnte, wie es die Kapazitat
des Chips erlauben wirde. Im Fall von NP wird nur ein mittleres ConA-Signal von 348,5 IU gemessen.
Die Regenration fallt mit 102,1 und 133,4% sehr hoch aus. Das sieht zunéachst aus, als seien die
348,5 IU auf eine spezifische ConA-Mannan-Bindung zuriickzufihren. Andererseits ldsst sich im ak-
tOF-Experiment (ohne Mannan), in welchem ConA nur unspezifisch binden konnte, nach
aMP-Injektion ein Signalriickgang von 408,8 IU (8,7%) beobachten. Der Signalriickgang im Experiment
NP von 348,5 IU unterscheidet sich also nicht von dem in Experiment aktOF. Signale in dieser GroRRe
enthillen offenbar den Effekt von aMP-Lésungen auf unspezifisch gebundenes ConA. Demnach kann
auch bezweifelt werden, dass sich auf diesem Chip Mannan befunden hat. Der Unterschied zu Expe-
riment KP bestand darin, dass in NP eine Inkubation von 2 h in einem Wasserbad von 40°C auf die
APTES-Funktionalisierung folgte. Da die ConA/aMP-Experimente nach Mannan | (KP) die Prasenz von
Mannan zeigen, kann geschlossen werden, dass das Wasserbad einen negativen Effekt auf die Man-
nanfunktionalisierung hat. Es liegt nahe, anzunehmen, dass APTES nur schwach an die OF gebunden
hat und sich im Wasserbad wieder von der OF Idste. Silane binden zundchst tiber Wasserstoffbrii-
ckenbindungen an die OF, missen dann aber zu Kondensationsreaktionen angeregt werden. In der
Tat fallen die Resultate der ConA-Immobilisierung (6153,5 IU) und Regeneration (90 %) im Experi-
ment NP+220°C besser aus als in NP und KP ohne Hitze-Schritt. Wenn es allerdings richtig ist, dass
das Wasserbad in NP dazu fiihrte, dass kein Mannan auf der OF ankommt, weil kein APTES zur Bin-
dung bereitsteht, misste das Wasserbad in NP+220°C denselben Effekt gehabt haben. Allerdings
scheint die Behauptung, dass in NP kein Mannan auf der OF ist, zu stark zu sein, da nur insgesamt
vier OF-Segmente mit den Messspots beobachtet worden sind. Es ist durchaus maoglich, dass die inef-
fektive Methoden der APTES-Funktionalisierung in Experiment NP auch hier erfolgreich war aber nur
an wenigen Stellen auf dem Chip. Diese Stellen missen aber nicht diejenigen gewesen sein, die unter
den Messspots zu liegen kamen. Das wiirde auch erklaren, warum in den vorherigen Kapiteln nach
Chipdrehung teilweise vollig andere Ergebnisse erzielt worden sind als vor der Chipdrehung. Das
betrifft sowohl die Reproduzierbarkeit als auch das Phanomen, dass nach Chipdrehen teilweise keine
Immobilisierung/Regeneration moglich war, wo es vor Drehen noch moglich war oder dass auf man-
chen Chips gar keine Immobilisierung/Regeneration moglich war wahrend auf anderen schon. So
konnte die erfolgreichere Immobilisierung in NP+220°C dadurch erklart werden, dass hier OF-
Segmente unter den Messspots zu liegen kamen, in denen APTES-Molekile auf der OF das Wasser-

bad Uberstanden haben und durch den Hitze-Schritt zur kovalenten Bindung an die OF und zur Poly-
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merisierung untereinander angeregt worden sind. Das Wasserbad kénnte eventuell dafiir gesorgt
haben, dass zu lose gebundenes APTES von der OF entfernt worden ist, so dass Mannan nur auf AP-
TES-stabilen OF-Bereichen gebunden worden ist. Das wiirde erkldren, warum die Artefakt-Haufigkeit
bei den Arbeiten mit den Mannan II-Chips (entspricht NP+220°C wobei in Kapitel 4.3.1.2 der Hitze-
Schritt bei 120°C stattfand) geringer war als bei den Experimenten mit Mannan I-Chips (entspricht
KP).

Der bei weitem groflte Erfolg wurde auf OF erzielt, die gemdR Mannan lll funktionalisiert worden
sind (Kapitel 3.2.1.4). Damit wird selbst die ConA-Immobilisierung auf OTS-Mannan-Chips in den
Schatten gestellt (OTS+M). Mit einem mittleren Signal von 77907,51U lieferte die ConA-
Immobilisierung die groBten Signale, welche im Rahmen dieser Arbeit gemessen worden sind. Auch
die Regeneration viel mit >90% sehr gut aus. Demnach ist die Mannanfunktionalisierung am erfolg-
reichsten, wenn keine Wasserbad-Inkubation stattfindet. Kritisch ist aber ein Hitze-Schritt von 220°C
fir 15 min. Nun ist die Frage, warum sich KP und KP+220°C so stark unterscheiden? Denn die APTES-
Molekiile werden ja durch den Hitze-Schritt nicht auf der OF eingefiihrt sondern vermutlich nur kova-
lent verankert. Die Einfihrung von APTES muss aber schon vorher stattfinden. Warum sollte APTES
wieder (zumindest in grofRen Teilen) von der OF verschwinden? In NP liegt es nahe, das Wasserbad
dafiur verantwortlich zu machen. Andererseits kénnte APTES, welches nicht kovalent gebunden hat
(etwa wenn der Hitze-Schritt fehlt) auch im Zuge des restlichen Funktionalisierungsverfahrens von
der OF gelost worden sein. Allein die BDDG-Inkubation dauert 12 h und die in Mannan-Losung weite-
re 24 h. Das kdonnte ausreichen, dass sich APTES, welches ohne Hitze-Schritt offenbar zum GroRteil
nur lose an der OG gebunden vorliegt, von der OF ablost. Dass eine erfolgreiche APTES-Silanisierung
auf RIfS-Chips anders verlduft als auf Gold oder Mikroskopierdeckglaschen, kénnte am verwendeten
Material liegen. Glas kann von unterschiedlicher Qualitdt sein und kommt in verschiedenen Typen
vor. Genauere Informationen zum Glas waren nicht zuganglich. Die Rolle des getrockneten Toluols
kann an dieser Stelle nicht bewertet werden, da kein Kontrollversuch mit nichttrockenem Toluol
durchgefiihrt worden ist, in dem nicht auch eine andere Variable verandert worden war. Es wird
trotzdem empfohlen, trockenes Toluol zu verwenden, da die Wasserbedingungen als kritisch einzu-
stufen sind. Das gilt auch flr das Toluol, welches fiir die Reinigung zwischen Piranha-Bad und APTES-

Inkubation verwendet wird. Somit erweist sich das Protokoll Mannan Il als brauchbar.

5.5.3.2 Wiederholte ConA-Immobilisierung

Aufgrund des Erfolgs mit dem Mannan lll-Protokolls wurden einige weitere Experimente durchge-
flihrt. Zunachst wurde getestet, ob sich ConA mehrmals immobilisieren und regenerieren lasst
(Abb. 4.74). Die OSD nach BSA-Blockierung betrug 1679 IU und viel damit wesentlich geringer aus als

die BSA-Blockierung bei den Versuchen KP+220°C. Die OSD nach ConA-Injektion fiel ebenfalls viel
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geringer aus als bei den beiden KP+220°C-Experimenten. Statt durchschnittlich 77907,5 IU betrug der
OSD-Anstieg nach den drei Injektionen hier 23567 IU, 16047 IU und 18816 IU. Die Regenerationen
fielen mit 91,5%, 96% und 96,2% wieder sehr hoch aus. Trotzdem die ConA-Bindekapazitdt wieder
wesentlich héher ausfillt als bei Chips, welche gemaR Mannan | und Mannan |l funktionalisiert wor-
den sind, werden bei weitem nicht die Signale erreicht, die fir KP+220°C gemessen worden sind. Nun
waére zu erwarten, dass wenn weniger ConA an Mannan bindet, der Grund dafir in einer kleineren
Menge Mannan auf der OF liegt. Dann ware zu erwarten, dass die BSA-Blockierung gréBer ausfallt.
Das ist jedoch nicht der Fall. Wahrend BSA-Blockierung in diesem Experiment eine OSD von 1679 IU
lieferte, betragen die OSDs in den beiden KP+220°C-Experimenten 7158 |U. Obwohl die geringer aus-
fallende Bindung von ConA an Mannan indiziert, dass sich hier weniger Mannan auf der OF befindet,
indiziert das ebenfalls geringere BSA-Signal, dass dadurch nicht mehr unspezifische Bindestellen auf
der OF vorhanden sind. Moglicherweise spielt hier der Umstand eine Rolle, dass Mannan ein Natur-
produkt ist und daher verschieden lange Polysaccharidketten einschlieBt. Man sollte aber erwarten,
dass sich diese Unterschiede nicht so stark auswirken. Eine andere Uberlegung ergibt sich aus Versu-
chen, mit dem gleichen Protokoll (Mannan Ill) Dextran zu immobilisieren (Dextran statt Mannan). Die
Ergebnisse sind in dieser Arbeit nicht prasentiert worden, aus Platzgriinden und wegen der Tatsache,
dass sie alle negativ ausfielen. Chemisch sollte es keinen Unterschied machen, ob OH-Gruppen von
Dextran oder Mannan mit dem BDDG-Linker reagieren. Deshalb ist zu vermuten, dass die Mannan-
Funktionalisierung tatsachlich nicht Gber Zucker-OH-Gruppen stattfand sondern Gber funktionelle
Seitengruppen in den Protein-Anteilen des Mannans. Epoxidringe wie in BDDG reagieren mit Nucleo-
philen durch Ring6ffnung. Die Reaktion ist stark pH-abhangig. OH-Gruppen reagieren mit Epoxiden
am besten bei pH 11-12, Aminogruppen bei pH 9 und SH-Gruppen bei pH 7,5-8,5 (Schiitz, 2000). Der
pH-Wert von pH 10 bei Mannan-Inkubation nach BDDG-Funktionalisierung ist also nicht ideal, kann
aber nicht hoher gewahlt werden, da das Glas unter héheren pH-Werten unbestandig wird. Es ist
also anzunehmen, dass Aminogruppen im Protein-Anteil des Mannans eine wichtige Rolle spielen.
Doch auch hier ist unklar, wie das Phanomen der unterschiedlichen ConA-Bindungssignale dadurch
erklart werden kénnte. Das Experiment zeigt, dass die Mannan-OF nach Protokoll Mannan Il mehr-

mals mit ConA belegt und mit aMP-Losung regeneriert werden kann.

5.5.3.3 Unterschiedliche ConA-Konzentrationen

In einem weiteren Experiment (Abb. 4.75) wurde ConA unterschiedlicher Konzentrationen auf eine
OF immobilisiert, die zuvor nach Mannan lll-Protokoll funktionalisiert worden ist. In drei Experimen-
ten ergab sich eine durchschnittliche BSA-OSD von 2223 IU (StDev=239,3 IU), die gut reproduzierbar
sind. Die OSDs nach ConA-Applikation verhalten sich wie erwartet. Je hoher die Konzentration desto

hoher das Signal. Die beiden ConA 100ug/ml-Applikationen ergeben ein sehr dhnliches Signal und
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liegen in dem Bereich, in dem auch die ConA 100 pg/ml-Signale im Experiment (Abb. 4.17) liegen. Die
Chips der letzten beiden Versuche (Abb. 4.74 und 4.75) stammen aus demselben Funktionalisie-
rungsvorgang. Der Chip aus dem Experiment, welches in Abb.4.72 B (Mannan llI-Protokoll
(KP220+°C) im Zuge der Vergleichsuntersuchung funktionalisiert worden ist) dargestellt ist, stammt
aus einem anderen Funktionalisierungsdurchgang. Offenbar sind Chips eines Funktionalisierungsvor-
gangs untereinander vergleichbar jedoch nicht Chips aus unterschiedlichen Funktionalisierungvor-
gangen. Auch die Regeneration fallt mit >87% vergleichbar hoch aus, wobei aufgrund zu weniger
Messergebnisse keine statistische Absicherung dieser Behauptung durchfiihrbar ist. AuRerdem zeigt
dieser Versuch, dass eine Blockierung unspezifische Bindestellen mit BSA offenbar nicht notig ist. Bei
einem Versuch ohne vorherige BSA-Blockierung wurde mit gleicher ConA-Konzentration ein ver-
gleichbares Signal fiir ConA 100 pg/ml gemessen. Auch die Regeneration schien durch das Auslassen

der BSA-Blockierung nicht beeintrachtigt.

5.5.3.4 Siittigung der Mannan-OF mit ConA

Zuletzt stellt sich die Frage, wie viel ConA auf einer solchen OF immobilisiert werden kann? Dazu
wurde ein Experiment mit einem Chip desselben Funktionalisierungsvorgangs (wie in Kapi-
tel 4.3.1.4.3) unternommen, in welchem zuerst mit BSA blockiert wurde (damit ein Vergleich zur BSA-
Blockierung der anderen Versuche moglich ist) (Abb. 4.76). Danach wurde ConA der Konzentration
100 pg/ml immobilisiert und mit aMP-regeneriert, um die Mannanprasenz auf der OF zu verifizieren.
Mit 2553 IU fiel die BSA-Immobilisierung vergleichbar aus. Die ConA 100 pg/ml-Injektion blieb mit
10117 IU hinter denen der Experimente in Abb. 4.72 und 4.74 weit zuriick. Das zeigt, dass es auch bei
Chips des gleichen Funktionalisierungsvorgangs zu gréBeren Unterschieden kommen kann. Darauf
folgend wurden neun ConA 100 pg/ml-Injektionen vorgenommen. Die OSD belief sich dann auf
18137 IU. Die Dissoziationsphase war zum Zeitpunkt der aMP-Injektion noch nicht abgeschlossen, so
dass die OSD sich vermutlich weiter verringert hatte. aMP-Injektion fiihrt zu einer Regeneration von
64,5 %. Die massive ConA-Immobilisierung hat vermutlich dazu gefiihrt, dass es Bereiche auf der OF
gibt, in denen ConA so dicht gebunden hat, dass keine Regeneration moglich ist. Dies kann u.U.
dadurch geschehen, dass aMP nicht in die Nahe der ConA-Bindestellen geraten konnte oder in dem
ConA bei entsprechend homogener Anordnung eine Kristallstruktur bildet. Die verminderte Regene-

ration in diesem Experiment gegeniiber den vorhergehenden Experimenten legt das nahe.

5.5.3.5 Regeneration der Mannan IlI-OF mit aMP und TritonX 100
Nachdem die Ergebnisse der Tests auf Chips, die gemal Protokoll Mannan Il funktionalisiert worden

waren, so gut ausgefallen sind, wurde nochmals an zwei Beispielen die Regeneration des Gesamt-
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konstrukts aus ConA-SAv/bAK/Analyt getestet. Zum einen wurde wieder eine aMP-Lésung verwendet
und zum anderen eine TritonX 100-L6sung. In den Kapiteln zuvor fiel die Regeneration der OF mit
aMP sehr gering aus, wenn zuvor das Gesamtkonstrukt immobilisiert worden war. In Kapitel 5.1.3.1
wurde TritonX 100 im Rahmen der Experimente mit mannafunktionalisierten OTS-OF getestet. Die
Ergebnisse sind so interpretiert worden, dass TritonX 100 nicht nur das Gesamtkonstrukt sondern
auch den Blockierer und die Mannoproteine von der OF entfernt hat. Es konnte deshalb nicht festge-
stellt werden, ob TritonX 100 auch den gewtlinschten Effekt hatte: das ConA-SAv/bAK/Analyt-
Konstrukt vom Mannan zu l6sen. Die Mannanfunktionalisierung gemaR Protokoll Mannan Il setzt
gegenlber Protokoll Mannan IV aber wieder auf kovalente Bindung von Mannan an die Glasoberfla-
che. Deshalb sollte nun getestet werden, ob TritonX 100 in der Lage ist, das Konstrukt von der OF zu
entfernen, ohne die Mannan-OF zu beeintrachtigen. Der Test auf Prasenz von Mannan auf der OF mit
ConA und Regeneration mit aMP fiel positiv aus. Auch die Komponenten ConA-SAv, bAK und Analyt
konten problemlos immobilisiert werden. Die Regeneration mit aMP fiel mit 15,8% erwartungsge-
malk wieder sehr gering aus. Die Regeneration mit TritonX 100 dagegen gelang mit 83,2%, so dass
sich die Regeneration mit der vorherigen aMP-Wirkung insgesamt auf 85,9% belief. Die anschlieBen-
de ConA-Injektion lieferte ein Bindungssignal, dass in seiner Starke dem glich, welches bei der zwei-
ten ConA-Injektion im Rahmen des Tests auf Mannan-Prdsenz gemessen worden war. Auch die fol-
gende aMP-Injektion verlief erfolgreich, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die Tri-
tonX 100-Injektion 1. das Konstrukt ConA-SAv effektiv von der OF entfernen kann und 2. die Mannan-
OF davon nicht beeintrachtigt wird. In Punkt zwei unterscheidet sich die OF nach Protokoll Mann-
an lll von der OF gemaR Protokoll Mannan IV (Mannan auf OTS- OF). Der Proof of Principle fir eine

regenerierbare Oberflache ist demnach gegliickt.

5.6 Mannan-Funktionalisierung von Mikrotiterplatten

Nachdem in Kapitel 4.3.1.3 festgestellt worden ist, dass sich Mannan durch hydrophobe Wechselwir-
kungen immobilisieren ldsst, entwickelte sich die Idee Mikrotiterplatten aus Polystyrol mit Mannan
zu funktionalisieren. Wie in den vorhergehenden Abschnitten gezeigt, erwies es sich als schwierig,
die richtigen Bedingungen zur Immobilisierung und Regeneration von ConA-haltigen Fusionsprotei-
nen auf Mannan zu eruieren. Mit Mannan funktionalisierte Mikrotiterplatten kdnnten hilfreich sein,
um in einem einzigen Set von gleichzeitigen Experimenten mehrere Bedingungen, welche Immobili-
sierung und Regeneration betreffen, zu testen. AuBerdem kénnten so schnell und effektiv verschie-
dene Varianten von ConA-haltigen Fusionsproteinen parallel getestet werden. Im Zuge dieser Arbei-
ten wurde ein Protokoll erarbeitet, mit welchem Mikrotiterplatten funktionalisiert werden kdnnen.
Die Tests erfolgten mit ConA. Schliefflich wurden einige beispielhafte Experimente mit ConA-SAv

durchgefihrt, um den Wert der Methode zu verdeutlichen.
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5.6.1 Immobilisierung von Mannan auf Polystyrol

Das Experiment wurde durchgefiihrt um Aufschluss lber die Einsetzbarkeit der verfiigbaren Materia-
lien zu erhalten. Es zeigte sich, dass eine Mannan-Immobilisierung nicht ausreicht, um unspezifische
Bindungen von AK-HRP zu unterdriicken. Es ist notwendig mit BSA zu blockieren, um den Hinter-
grund, den AK-HRP erzeugt, zu minimieren. Das steht im Wiederspruch zu den Biosensorexperimen-
ten. Bei Versuchen ohne BSA-Blockierung auf Chips, die nach Protokoll Mannan Il funktionalisiert
worden waren (Kapitel 4.3.1.4.3 und 4.3.1.4.5), zeigte sich, dass eine BSA-Blockierung nicht notwen-
dig ist. Einerseits unterscheiden sich die Bedingungen darin, dass bei den Mikrotiterplatten-
Experimenten Mannan adsorptiv immobilisiert worden ist, wahrend bei dem erwadhnten Bio-
sensorexperimenten die Funktionalisierung mittels kovalenter Kopplungschemie stattfand. Anderer-
seits finden Biosensorexperimente im Fluss statt, wahrend bei den Mikrotiterplatten-Experimenten
nur ein Rittler zum Einsatz kam.

AuBerdem wurde festgestellt, dass die Farbreaktion am starksten war, wenn ConA auf eine mannan-
funktionalisierte und BSA-blockierte OF gegeben wird. Das Ergebnis wurde als Bestatigung interpre-
tiert, dass sich Mannan auf der OF befand. Die Mannanfunktionalisierung von Mikrotiterplatten ist
demnach moglich. Wie das darauf folgende Experimenten zur Pufferabhangigkeit der Mannan-
Immobilisierung zeigte ist es irrelevant, ob in Borat-Puffer pH 10, PBS pH 7,3, ddH,0 oder HEPES
pH 6,6 gearbeitet wird. Die Immobilisierung in ddH,0 erscheint angesichts der Resultate am sinn-
vollsten, da sie mit minimalem Aufwand maoglich ist. Bei Versuchen mit unterschiedlicher Mannan-
Konzentration konnte in je vier Experimenten kein wesentlicher Unterschied in den ODyws festge-
stellt werden, so dass im Folgenden stets mit einer Konzentration von 1 mg/ml Mannan in ddH,0
gearbeitet worden ist. Beziiglich der Inkubationszeit, die fir die ConA-Immobilisierung in Mikrotiter-
platten notwendig ist, konnte gezeigt werden, dass es fir das Resultat keine wesentliche Rolle spielt,
ob langer als 30 min inkubiert wird. Angesichts der Zeitersparnis erschien es sinnvoll, im Folgenden
30 min zu inkubieren. Im Hinblick auf die BSA-Blockierung wurde gefunden, dass es bei Konzentrati-
onen bis zu 100 pg/ml BSA zu einem relativ hohen Hintergrundsignal kommt. Erst ab einer BSA-
Konzentration von 250 pg/ml wurde die unspezifische AK-HRP-Bindung an Polystyrol minimal (Abb.
4.84). Im Folgenden wurde daher mit 200 ul BSA einer Konzentration von 250 pg/ml blockiert. Durch
Experimente mit unterschiedlichen ConA-Konzentrationen konnte gezeigt werden, dass ab einer

ConA-Konzentration von 100 pg/ml keine héheren Signale erzielt werden kénnen (Abb. 4.84).

Eine wichtige Frage ist, inwiefern sich der Puffer und der pH-Wert auf die Immobilisierung von ConA
auswirken. Experimente mit ConA einer Konzentration von 50 pug/ml in verschiedenen Puffern liefer-
ten Resultate, die sich signifikant unterschieden. Bei dieser Konzentration konnte mit HEPES pH 6,8

und PBS pH 7,3 die grofite Farbstoff-Entwicklung festgestellt werden. Offenbar hat der Puffer selbst

218



DISKUSSION | 5

wenig Auswirkungen auf die Immobilisierbarkeit von ConA, da die Unterschiede in den Mittelwerten
zwischen den Immobilisierungen in HEPES pH 6,8 und PBS pH 7,3 nicht signifikant sind. Andererseits
fallen die ODyws im Falle von PBS pH 6 und PBS pH 8 signifikant kleiner aus als bei HEPES pH 6,8 und
PBS pH 7,3. Daraus lasst sich schlieBen, dass der pH-Wert fir das Immobilisierungsresultat der kriti-
sche Faktor ist und nicht die Art des Puffers. Im Fall von ConA 200 pg/ml sind die Unterschiede nicht
signifikant. Die Immobilisierung von 200 pg/ml ConA in den vier Puffersystemen fiihrt zu dhnlichen
Ergebnissen, wie sie fir die ConA-Konzentration von 50 pug/ml in PBS pH 7,3 und HEPES pH 6,8 erzielt
worden sind. Die vierfach hohere Konzentration fiihrt also unter den Pufferbedingungen PBS pH 6
und HEPES pH 8 im gleichen Zeitraum von 1 h zu einer vergleichbaren OF-Belegung mit ConA wie es
fiir eine ConA-Konzentration von 50 pug/ml in PBS pH 7,3 und HEPES pH 6,8 der Fall ist. Das deutet
darauf hin, dass pH-Werte um pH 7 eine schnellere Assoziation beglinstigen bzw. eine schnelle Disso-
ziation hemmen. Die vierfach héhere Konzentration erhéht die Wahrscheinlichkeit von Bindungser-
eignissen derart, dass die langsamere Assoziation bei pH-Werten von 6 und 8 kompensiert wird. Die
Ergebnisse legen nahe, dass eine OF, die mit dem Fusionsprotein ConA-SAv belegt worden ist, in Puf-
fern bei pH 6 bzw. pH 8 in Verbindung mit bAK und Analyt eventuell leichter regenerierbar ist, da die
Dissoziation unter diesen Bedingungen beglinstigt sein konnte. Dies gilt jedoch nur, wenn die ConA-
SAv-Bindungseigenschaften gegeniliber Mannan durch die Bindung des biotinylierten AKs verandert
werden. Wenn der Grund fiir das Fehlschlagen der Regeneration die Quervernetzung von ConA-SAv-
Einheiten durch mehrfach biotinylierte Antikorper ist, wiirde diese MaBnahme nicht greifen.

Die Regenerationsexperimente (Kapitel 4.3.2.1.8) bestéatigen die RIfS-Daten insofern, dass aMP einen
deutlichen regenerierenden Effekt hat. Nicht bestatigt wird dagegen der RIfS-Befund, dass sich die
Proteine durch 2% SDS von der OF entfernen lassen. Vermutlich ist in diesem Mikrotiterplatten-
Experiment im Fall von SDS ein Fehler unterlaufen, der unbemerkt blieb. Das gleiche kénnte fiir 70%
Ethanol gelten, was als wahrscheinlich gilt, da die Wells, die fir Ethanol vorgesehen waren direkt
neben denen lagen, in die SDS pipettiert worden ist.

Fiir die ANOVA mussten die Daten fir SDS, Ethanol und die Kontrolle (ohne Regeneration) ausge-
schlossen werden, da ansonsten keine Varianzhomogenitat vorlag. Ein Tukey-Test zeigte, dass bei
allen paarweisen Vergleichen signifikante Unterschiede festzustellen sind. Da hier aber nur eine
Auswabhl aller Daten verwendet wurde, empfiehlt es sich den Sidak-Test anzuwenden, der bei solchen
Untergruppen eine grolRere Teststarke besitzt. Wenn dieser Test angewendet wird, zeigt sich, dass
der Effekt von 10% aMP gegeniiber 1% HCl zu keinem signifikant verschiedenen Ergebnis fihrt. Aller-
dings deuten die Ergebnisse des Kapitels 4.3.1.3 (Diskussion in Kapitel 5.3.1.3) darauf hin, dass HCI zu
einem Verlust von Mannan fiihrt. Das wurde an dieser Stelle nicht untersucht. EDTA mit aMP ergab
keine signifikante Verbesserung des Regenerationsergebnisses. EDTA ist ein Chelator, der zweiwerti-

ge lonen sehr stabil bindet. Die Erwartung, dass er die Bindung von ConA an Mannan |6st oder
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schwicht, indem er ihm die lonen (Mn**, Ca®") entzieht, wird demzufolge enttiuscht. Die Vorstellung
basierte auf der Vermutung, dass sich das Protein bei Verlust der lonen entfaltet. Tatsachlich geht
aus der ConA-Literatur hervor, dass ConA in Abwesenheit der lonen teilweise entfaltet vorliegt und
spricht dann von der ,,unlocked“-Konformation. Aber auch ohne Metallionen liegen 10% des ConA in
der ,locked“-Konformation vor. In Anwesenheit von Mannose verschiebt sich das Gleichgewicht zwi-
schen ,,locked”- und ,unlocked”-Konformation in die Richtung der ,locked“-Konformation. Mannose
hat also einen ,locked”“-Konformation-stabilisierenden Effekt. Der Zusatz von EDTA zu aMP kénnte
also wirkungslos geblieben sein, weil zum einen das aMP der Wirkung von EDTA entgegenwirkt und
zum anderen dies auch von der Bindung von Mannan an ConA erwartet werden kann. Deshalb er-
scheint auch der Einsatz von EDTA ohne aMP fiir Regenerationszwecke wenig erfolgversprechend.

Alle anderen in den statistischen Vergleich eingeschlossenen Reagenzien erwiesen sich aMP gegen-
Uber als liberlegen. Besonders die beiden chaotropen Substanzen Guanidinhydrochlorid und Harn-
stoff erwiesen sich in der verwendeten Konzentration als effektiv. Die Effektivitdt von Harnstoff ist
signifikant groRer als die von Guanidinhydrochlorid, wobei der Unterschied sehr klein ausfallt. Gua-
nidiniumhydrochlorid im Vergleich mit Guanidinhydrochlorid plus aMP fihrt zu keinen signifikanten
Unterschieden. Angesichts der denaturierenden Wirkung von Guanidiniumhydrochlorid entwickelt
aMP keine weitere Wirksamkeit. Anders fallt der Vergleich von Harnstoff und Harnstoff plus aMP
aus. Im letzteren Fall ist die Regenerationwirkung groRRer. Hier liegt ein signifikanter Unterschied vor,
so dass ein anderer Wirkmechanismus wahrscheinlich ist. Welcher Mechanismus das sein kdnnte, ist
unbekannt. Dem Harnstoff iberlegen ist nur noch NaOH. Wie die RIfS-Experimente jedoch zeigen,
die in Kapitel 4.3.1.3 prasentiert worden sind, ist anzunehmen, dass auch hier NaOH zum Verlust von
Mannan fiihrte. Am besten wird zum Zweck der Regeneration 10% aMP, 8 M Guanidinhydrochlorid
oder 6 M Harnstoff (plus eventuell 10% aMP) verwendet. Da bekannt ist, dass im Falle von ConA-
SAv/bAK die Regeneration mit aMP nicht erfolgreich ist, sollte zu diesem Zweck eines der beiden

anderen Mittel verwendet werden.

5.6.2 Experimente mit ConA-SAv-FP

Mit dem erarbeiteten Setup wurden einige Experimente mit dem ConA-SAv-Fusionsprotein durchge-
flihrt. Aus Zeit- und Materialmangel konnten die Experimente nicht sehr weit gefiihrt werden. Daher
haben die hier diskutierten Ergebnisse, auch wenn sie einige relevante Daten liefern, eher exemplari-
schen Charakter, um die Méglichkeiten des Setups zu demonstrieren.

Der Einfluss des Puffers auf die Immobilisierung von ConA-SAv wurde getestet sowie verschiedene
Blockierungsreagenzien. Da die ConA-SAv-Aufreinigung im Zuge der Herstellung des Proteins die
hochste Ausbeute liefert, wenn Glycerol im Puffer das Protein stabilisiert, wurde in die Untersuchung

auch ein HEPES-Puffer mit 5,5% Glycerol (HEPES 2) einbezogen. Glycerol bindet an Proteine und er-
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hoht ihre Loslichkeit in wassrigen Puffern. Allerdings fihrt Glycerol bei Proteinen auch zu einer kom-
pakteren Konformation (Vagenende et al., 2009). Andererseits erhéht es auch die Loslichkeit. Glyce-
rol kdnnte demnach einen Einfluss auf die Bindungseigenschaften des ConA-SAv haben.

Die Untersuchung ergab, dass sich Tween und PEG unter keinen der getesteten Bedingungen als Blo-
ckierer eignen. Eine Kombination von PBS als Immobilisierungspuffer und BSA als Blockierer fiihrte zu
den besten Resultaten. Der Candor-Blockierer fiihrte unter HEPES-Bedingungen gegeniiber den PBS-
Bedingungen zu einer Reduktion unspezifischer Bindungen. Im Fall von HEPES 2 (mit Glycerol) fihrte
er sogar zu einem besseren Ergebnis als BSA in HEPES 2. Diese Kontroll-Experimente, deren Daten
mittels hellgrauer Balken dargestellt werden, sind jedoch nicht sehr aussagekraftig, da sie jeweils nur
einem Experiment entstammen. Glycerol scheint dariiberhinaus dafiir verantwortlich zu sein, dass
die ODs in HEPES 2 geringer ausfallen (der Unterschied der ODs, die in den HEPES 3- und HEPES 2-
Experimenten bei BSA-Blockierung auftraten, sind laut Sidak-Test signifikant). Auch die Unterschiede
bei den Resultaten der PBS- und der HEPES 3-Experimente ist signifikant. HEPES 3 ohne Glycerol
scheint offenbar die Bindung von ConA-SAv zu begiinstigen. Das scheint anders zu sein als im Fall von
ConA. In Kapitel 4.3.2.1.7 wurde gezeigt, dass ConA-Immobilisierung in HEPES 3 gegeniber
PBS pH 7,3 zu keinen signifikant verschiedenen Daten fiihrt. In dieser Hinsicht verhalt sich ConA-SAv
anders als ConA. Um eine effektive Immobilisierung mit moglichst geringem Hintergrund zu errei-
chen, scheint BSA als Blockierer und PBS als Puffer eine gute Wahl zu sein und wurde fiir alle folgen-
den Experimente verwendet.

Es wurde auch der Einfluss verschiedener Puffer und Blockierern auf die Regeneration mit aMP un-
tersucht (Kapitel 4.3.2.2.2). Bei der statistischen Auswertung wurde ein Wert mittels eines Grubb’s
Test als AusreiRer erkannt. Der Wert wurde aber nicht verworfen, da solche Tests nicht unreflektiert
zum Ausschluss von Daten fihren dirfen. Der Grund, warum hier davon abgesehen wurde, ist, dass
fir den Grubb’s Test die Daten normalverteilt sein missen. Laut Kolmogorov-Smirnov- und Lilliefors-
Test (a=0,05) sind die Daten zwar normalverteilt jedoch nicht Shapiro-Wilk zufolge. Shapiro-Wilk-
Tests besitzen bei kleinem Stichprobenumfang (<50) eine wesentlich hohere Teststarke als der Kol-
mogorov-Smirnov- bzw. Lilliefors-Test. Es gibt demnach gute Griinde, dem Shapiro-Wilk-Test zu fol-
gen. Dann aber ist der Grubb’s Test nicht addquat. AuBerdem schien der Wert weder biologisch,
noch methodisch oder chemisch nicht unméglich zu sein. Der Ausschluss war demnach nicht zu
rechtfertigen. In diesen Experimenten war bei erfolgreicher aMP-Regeneration eine stark verminder-
te OD zu erwarten. Durch aMP sollte ConA-SAv von der OF entfernt worden sein, so dass das HRP-
Nachweissystem kein Substrat detektiert. Die Ergebnisse zeigen, dass nur unter PBS pH 7,3-
Bedingungen und BSA-Blockierung eine aMP-Regeneration moglich ist. Das Kontrollexperiment (hell-
grauer Balken) zeigt, dass durch aMP-Behandlung keine neuen unspezifischen Bindestellen einge-

flihrt werden. Wenn es stimmt, wie im vorherigen Kapitel diskutiert, dass HEPES 3 die Assoziation
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gegentber HEPES 2 (mit 5,5% Glycerol) begiinstigt, dann zeigt dieses Experiment, dass die aMP-
Regeneration in HEPES 3 ebenfalls effektiver ist als in HEPES 2. Glycerol kdnnte demnach, durch sei-
nen stabilisierenden bzw. kompaktierenden Effekt die Assoziation von ConA-SAv hemmen. Anderer-
seits stabilisiert es aber auch an Mannan gebundenes ConA-SAv derart, dass die Regeneration mit
aMP weniger effektiv ist. Aus diesem Grund sollte auf Glycerol in Puffern bei Arbeiten mit ConA-SAv
verzichtet werden.

Im Rahmen der Kontrollexperimente im Hinblick auf einen ,,Proof of Principle” wurde getestet, inwie-
fern die einzelnen Komponenten (ConA-SAv, BSA, bAK, Analyt, aAK-HRP) mit einander agieren, um
falsch positive Resultate auszuschlieBen. Sind alle Komponenten anwesend, wird eine hohe OD von
0,729 gemessen. Fehlt der bAK, welcher den Kaninchen-Antikdrper als Analyten bindet, kommt es zu
einer sehr hohen aber signifikant verschiedenen OD von 0,647. Demnach bindet das Antikorper-HRP-
Konjugat an eine der anderen Komponenten auf der OF. Fehlt auch der Analyt, befindet sich nur
noch Mannan, BSA und ConA-SAv auf der OF. Die OSD sinkt dann auf 0,295. Das zeigt, dass der Ana-
lyt ohne bAK starke unspezifische Wechselwirkungen mit dem ConA-SAv, dem Mannan oder dem
BSA eingeht. Es zeigt aber auch, dass ein deutliche Wechselwirkung von ConA-SAv, Mannan oder BSA
einerseits und dem AK-HRP-Konjugat andererseits besteht. Wenn alle Komponenten fehlen und nur
Mannan ohne BSA auf der OF vorhanden ist, trifft das AK-HRP-Konjugat auf keinen Partner mit dem
es spezifisch oder unspezifisch interagieren kénnte. Die OD ist dann mit 0,056 am geringsten. Dem-
nach kann ausgeschlossen werden, dass eine Interaktion von Mannan oder BSA mit dem AK-HRP-
Konjugat fiir die unspezifischen Signale verantwortlich ist, die bei fehlendem bAK und fehlendem
Analyten und gleichzeitiger Prasenz von ConA-SAv festgestellt worden sind. Die oben genannte OD
von 0,295 geht also im Wesentlichen auf eine Interaktion von ConA-SAv mit dem AK-HRP-Konjugat
zuriick. Wenn der Analyt bei gleichzeitigem Fehlen von ConA-SAv und bAK appliziert wird, fallt die OD
mit 0,187 bei der Detektion durch das AK-HRP-Konjugat wieder héher aus (gegeniber der OD von
0,056). Das AK-HRP-Konjugat bindet spezifisch an den Analyten, jedoch nur sehr wenig an ein BSA-
blockierte Mannan-OF. Das zeigt, dass eine gewisse unspezifische Bindung des Analyten an BSA exis-
tiert. Fehlt nur ConA-SAv und wurden bAK und Analyt inkubiert bevor mit AK-HRP detektiert wird,
ergibt sich mit einer OD von 0,208 kein signifikanter Unterschied gegeniiber dem Experiment, in dem
bAK und ConA-SAv fehlten. Demnach andert die Applikation des bAK nichts an der festgestellten
Prasenz des Analyten auf einer bAK und ConA-SAv-freien OF. Daraus kann man schliefen , dass bAK
nicht unspezifisch an die BSA-blockierte Mannan-OF bindet. Damit ist bekannt, dass weder ConA-
HRP, bAK noch der Analyt in starke unspezifische Wechselwirkungen mit der BSA-blockierten Mann-
an-OF treten. D.h., dass die spezifische Bindung bei Prasenz aller Komponenten gegenlber der un-
spezifischen Bindung, die ohne ConA-SAv moglich sind, deutlich wird. Gleichzeitig ist festgestellt

worden, dass der Analyt eine recht starke unspezifische Wechselwirkung mit ConA-SAv zeigt. Ob der
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Analyt nun unspezifisch mit ConA-SAv oder spezifisch mit bAK interagiert, ist fir den ,,Proof of Prin-
ciple” irrelevant, da die Bedingungen firr eine Entfernung des Gesamtkomplexes untersucht werden.
Zu diesem Zweck wird bAk auf der OF gebunden. Die bAK-Bindung an die OF wurde mittels der RIfS-
Experimenten (in Kapitel 4.3.1.2, Abb. 6.67 C; Kapitel 4.3.1.3, Abb. 4.70; Kapitel 4.3.1.4.5, Abb. 4.78)
nachgewiesen. So kann davon ausgegangen werden, dass das Setup fir einen ,Proof of Principle”
geeignet ist. Dieses Experiment stellt flr die RIfS-Experimente einen wichtigen Kontrollversuch dar,
weil er zeigt, dass eine Wechselwirkung von bAK bzw. Analyt mit der BSA-blockierten Mannan-OF

von geringer Bedeutung ist.

Fir den folgenden ,Proof of Principle” (Kapitel 4.3.2.2.4) wurde aMP als Regenerationsmittel-
Referenz verwendet und mit der Wirkung der Regenerationslésungen verglichen, welche sich in Kapi-
tel 4.3.2.1.8 als am effektivsten im Zusammenhang mit ConA-Experimenten erwiesen hatten: 6 M
Guanidinhydrochlorid, 6 M Guanidinhydrochlorid+10% aMP, 8 M Harnstoff, 8 M Harnstoff+10% aMP.
AuBerdem wurde zum Vergleich ein Kontrollexperiment ohne jede Regeneration durchgefiihrt.

Wie schon in den RIfS-Experimenten konnte mit aMP allein keine Regeneration erreicht werden,
wenn ConA-SAv, bAK und Analyt gemeinsam vorlagen. Die aMP-Applikation fihrt gegeniiber der
Kontrolle zu keinem signifikanten Unterschied. Auch Harnstoff und ein Harnstoff-aMP-Mix erwiesen
sich als ungeeignet (kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle). Lediglich die Regeneration mit Gu-
anidinhydrochlorid-Losungen fihrte zu einer Regeneration, wobei der Zusatz von aMP keine signifi-
kante Verdanderung bewirkte. Das Ergebnis ist erniichternd, da selbst mit Guanidinhydrochlorid nur
eine Regeneration von 64,6% erreicht werden konnte. TritonX 100 bleibt demnach, wie die RiFS-
Experimente zeigten, die beste Losung.

Im letzten Experiment wurden zwei verschiedene Antikérper verwendet, um zu untersuchen, ob
verschiedene Antikérper unterschiedliche Wirkungen bei der Regeneration hervorrufen konnen.
Dazu wurde fiir die beiden Antikorper aleg und baleg wieder ein Satz Experimente auf BSA-
blockierten Mannan-OF mit und ohne Regeneration unternommen. Diese Messungen dienen der
Referenz fir die Regenerationsexperimente. Der Antikorper baleg ist die biotinylierte Version von
aleg. Auf diese Weise sollte die Auswirkung von Biotin bzw. die unspezifische Interaktion von ConA-
SAv und Antikorper festgestellt werden. Die Regeneration wurde mit 10% aMP als Regenerations-
Referenz durchgefiihrt. Der Wert dient dem Vergleich mit der Regenerationslosung
10% aMP+6 M Guanidinhydrochlorid. In einem weiteren Kontrollexperiment wurde die unspezifische
Bindung des Antikdrpers an die BSA-blockierte Mannan-OF getestet, um mogliche falsch positive
Resultate zu erkennen. Auf einen Analyten wurde hier verzichtet, da die Regenerationsschwierigkei-

ten offenbar vom Antikérper abhangen, der auf ConA-SAv folgt und nicht vom Analyten.
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Die Anwesenheit des nichtbiotinylierten Antikérpers aLeg hat in der Negativ-Kontrolle ohne ConA-
SAv-Immobilisierung zu einer OD von 0,058 geflihrt. Die Positiv-Kontrolle (FP/aLeg) mit einer OD von
0,315 ist davon signifikant verschieden. Das bedeutet, dass es zu einer deutlichen unspezifischen
Interaktion zwischen nichtbiotinylierten Antikdrpern (hier: aLeg) und ConA-SAv kommen kann. Dar-
Uber hinaus zeigt die Tatsache, dass die OD nach aMP-Behandlung (FP/aLeg/aMP) gegeniiber der
Positivkontrolle (FP/aLeg) nicht signifikant reduziert ist, dass unspezifische Bindungen nicht-
biotinylierter Antikorper die aMP-Regeneration verhindern kénnen. Es ist demnach nicht allein auf
die Bindung des Biotins zurlickzufiihren, dass die Regeneration fehlschldgt. In diesem Experiment
fihrt nicht mal die Regeneration mit dem aMP-Guanidinhydrochlorid gegeniber der Positiv-
Kontrolle (mit ConA-SAv (FP); ohne Regeneration) zu einer signifikanten Verdanderung in der OD.

In den Experimenten mit dem biotinylierten aLeg wurde eine vergleichbare OD fiir die Negativ-
Kontrolle (ohne ConA-SAv (FP);ohne Regeneration) gemessen. Hier fallt jedoch die Positiv-Kontolle
wesentlich héher aus, so dass hier von einer spezifischen Bindung des AK via Biotin gesprochen wer-
den kann. Allerdings ist der Anteil der unspezifischen Bindung von bAK an ConA-SAv durch den Ver-
such mit dem gleichen aber nicht-biotinylierten AK bekannt. Der Anteil, der fiir FP/alLeg ermittelt
worden ist, betragt 49,9% der OD (Abb. 4.92 A), welche fur FP/baleg (Abb. 4.92 B) gemessen worden
ist. Auch im Fall von baleg kommt es zu keiner signifikanten Regenerationswirkung mit aMP. Mit
dem aMP-Guanidinhydrochlorid-Mix wurde jedoch eine gegeniliber aMP signifikante OD-Reduktion
erreicht. Zur Erinnerung: im Fall der unspezifischen Bindung des nicht-biotinylierten alLeg-AK an
ConA-SAv konnte weder mit aMP noch mit dem aMP-Guanidinhydrochlorid eine Regeneration er-
reicht werden. Im Fall des baLeg war mit aMP auch keine Regeneration moglich. Mit dem aMP-
Guanidinhydrochlorid-Mix dagegen belief sich die Regeneration auf 63,9%. Das es nur im Zusam-
menhang mit Guanidinhydrochlorid und biotinylierten aLeg-AKs zu einer Regeneration kommt, legt
nahe, dass die Wirkung des Guanidinhydrochlorid etwas mit dem biotinylierten AK zu tun hat. Ange-
sichts der Tatsache, dass der Regenerationserfolg von 63,9% dem prozentualen Anteil der unspezifi-
schen Bindung des nicht-biotinylierten aLeg-AKs von 49,9% sehr nahe kommt, entsteht der Verdacht,
dass die Phanomene durch folgendes Szenario erkldart werden kdnnen: bAKs binden spezifisch via
Biotin und/oder unspezifisch an ConA-SAv. Der ConA-SAv-Anteil auf der OF, der bAK via Biotin bindet,
lasst sich nicht mit aMP aber mit Guanidinhydrochlorid von der Mannan-OF entfernen, wahrend der
ConA-Anteil, an welchen bAK unspezifisch gebunden hat, fest am Mannan gebunden. Es l3sst sich
also das Fazit ziehen, dass im Zusammenhang mit ConA-SAv nur biotinylierte Antikérper verwendet
werden kdnnen, deren unbiotinylierte Variante nicht unspezifisch an ConA-SAv bindet. Andernfalls

wird die Regeneration derart gehemmt, dass das System nur eingeschrankt nutzbar ist.
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6. Zusammenfassung

Einleitung

Verlassliche und effiziente Methoden der Legionellen-Detektion sind fiir den Bereich der Hygiene in
offentlichen Gebduden (iberaus wichtig. Die Legionellose ist eine der haufigsten Todesursachen
infolge von nosokomial erworbenen Infektionen. Die etablierten Legionellentests liefern erst nach
3-7 Tagen Ergebnisse. Eine schnellere Methode wird dringend gebraucht. Beispielsweise werden
Biosensoren in vielen Bereichen der Analytik eingesetzt. Allerdings lasst sich auf den entsprechenden

Sensorchips nur jeweils ein Experiment durchfiihren. Diese Einschrankung kostet Material und Geld.

Ziel

Es sollte am Beispiel des klinisch relevanten Bakteriums Legionella pneumophila die Einsetzbarkeit
der RIfS-Plattform BIAffinity® von Analytik Jena fiir die Ganzzellbiosensorik untersucht werden.
Angestrebt wurde eine Senkung der Detektionsgrenze unter diejenigen, die bisher mittels SPR erzielt
worden sind (10>-10" CFC/ml). Im Erfolgsfall sollte ein Legionellen-Assay entwickelt werden.
AuRRerdem sollte eine Technik zur Funktionalisierung von Oberflaichen mit Mannan auf die BlAffinity-
Glaschips Ubertragen werden und auf derartigen Oberflichen (OF) die Funktionsfahigkeit des
Concanavalin A-Streptavidin-Fusionsproteins (ConA-SAv) nachgewiesen werden. ConA-SAv sollte
dann als Linkerprotein zwischen biotinylierten Antikorpern (bAK) und einem Analyten einerseits und
der Mannan-OF andererseits etabliert werden. Die Mannan-OF mit gebundenem ConA-

SAv/bAK/Analyt-Konstrukt sollte mit geeigneten Regenerationsmitteln regenerierbar sein.

Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Technik der Octadecyltrimethoxysilan (OTS)-Funktionalisierung von Glas-
OF erfolgreich auf BIAffinity-Glaschips Gbertragen und durch die Verwendung von trockenem Toluol
die Reproduzierbarkeit verbessert. Erstmals wurde gezeigt, dass sich ganze Zellen mittels RIfS unter
Verwendung eines Flusssystems sowohl im Sandwich Assay Format (SAF) als auch im Direct Assay
Format (DAF) nachweisen lassen. Die Anwesenheit von ganzen Zellen auf der OF wurde mittels REM
nachgewiesen. Im SAF konnten untere Nachweisgrenzen zwischen 1,5%10” und 8,25*10’ Zellen/ml
sowohl im Fall der Sensorsignale am Ende der Dissoziationsphase (DP) als auch im Fall der
Verwendung der Steigungen ermittelt werden. Im DAF lag die untere Nachweisgrenze im besten Fall
zwischen 1,5%10° und 1,5*10’ Zellen/ml (Sensorsignal am Ende der DP) bzw. 1,5%10" und
1,5%10° Zellen/ml (Steigungen). Durch die Applikation von dAKs konnte keine Verringerung der

unteren Nachweisgrenze erreicht werden. Mit Protokoll Mannan Il und Mannan IV konnten

225



6 ZUSAMMENFASSUNG

BIAffinity-Glaschips erfolgreich mit Mannan funktionalisiert werden. Mit derartigen OF konnte die
Funktionsfahigkeit des ConA-SAv durch seine Bindung an und Entfernung von der OF mittels
a-Methylmannopyranosid (aMP) nachgewiesen werden. Auf ConA-SAv-ausgestattete Mannan-OF
konnten erfolgreich bAKs und Analyten gebunden werden. Die Regeneration durch aMP bei
Anwesenheit von bAKs und Analyten schlug allerdings fehl. Auf OF nach Protokoll IV fihrte die
Anwendung der Regenerationslésungen Tween20, HCI, NaOH und TritonX 100 zu erheblichen
Beeintrachtigungen der Mannan-OF. Im Fall von Mannan-OF nach Protokoll Il gelang die
Regeneration ohne Beeintrachtigung mittels 0,1% TritonX 100. AuBerdem wurde ein Protokoll zur

Funktionalisierung von Mikrotiterplatten-Wells mit Mannan erarbeitet.

Diskussion

Die RIfS erweist sich flir Ganzzell-Anwendungen der SPR als nicht Gberlegen (lvnitzky et al., 2000).
Auch die angestrebte untere Nachweisgrenze von mindestens 10000 Zellen/100 ml wurde nicht
erreicht. Eine Vorinkubation der Zellen mit Antikérpern oder eine Anreicherung der Zellen durch
Filtration erscheint daher als unabdingbar. Eine Quantifizierung der Zellen erweist sich als schwierig,
weil die Sensorsignale am Ende der Dissoziationsphase nicht zuverldssig mit den Zell-
Konzentrationen korrelierten. Der Grund ist offenbar, dass die Zellen auf der OF keine im
physikalischen Sinne wohl definierte Schicht bilden. Durch REM konnten grofRe leere Bereiche auf
einer OF festgestellt werden und haufige Uberlappungen der Zellen. Die Korrelation zwischen der
Steigung in der Anfangsphase der Bindung und der Konzentration ist offenbar zuverlassiger, da
Uberlappungen etc. in der Anfangsphase keine groRRe Rolle spielen. Legionellen erwiesen sich als sehr
yJlaunische”  Organismen, die unter verschiedenen Kulturbedingungen unterschiedliche
Verhaltensweisen generieren. Das betrifft besonders die Antigenpradsentation und die GroRe der
Zellen. Die erfolgreiche Mannanfunktionalisierung von BIAffinity-Glaschips gelingt offenbar nur unter
Verwendung von trockenem Toluol und einem Hitzeschritt bei 220°C. Leider sind die Ergebnisse auf
diesen Oberflachen nicht gut reproduzierbar. Der Grund dafiir ist unklar. Das Fehlschlagen der
Regenerationsfahigkeit mit aMP nach Applikation von ConA-SAv, bAK und Analyten steht der
intendierten mehrmaligen Anwendung solcher OF entgegen. Bei einem aMP-Regenerationsversuch
mit einem biotinylierten und dem gleichen aber nichtbiotinylierten AK im entwickelten
Mikrotiterplatten-Setup konnte gezeigt werden, dass auch im Falle des nichtbiotinylierten AKs die
aMP-Regeneration fehlschldgt. Das zeigt, dass ConA-SAv ein ausgepragtes Potential haben konnte,
unspezifische Wechselwirkungen mit anderen Komponenten (hier dem nichtbiotinylierten AK)
einzugehen. Das scheint beim Fehlschlagen der aMP-Regeneration eine entscheidende Rolle zu
spielen. Es sollte demnach nur mit bAKs gearbeitet werden, deren nichtbiotinylierte Form keine

unspezifischen Wechselwirkungen mit ConA-SAv zeigen.
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5. Summary

Introduction

Reliable and efficient methods for the detection of Legionella pneumophila germs are of utmost
importance for maintenance of hygienic standards in public buildings. Legionellosis is one of the
most frequent causes of death as a result of nosocomial infections. Established tests for Legionella
yield reliable results within 3 to 7 days at the earliest. Faster methods are urgently required.
Biosensors are an often used tool in a wide range of analytics. However, only one experiment can be

conducted on one appropriate sensor-chip, a limitation that is costly in material an money.

Aims

The aim of the study was to test the applicability of the RIfS-platform BIAffinity® by Analytik Jena for
detection purposes in the field of whole cell biosensorics using the example of the clinically relevant
germ L. pneumophila. The aim was a reduction of the detection limit to a level beyond the detection
limits achieved by using SPR (10>-10" CFC/ml). In the case of success an assay for the detection of
Legionella cells was to be developed. Moreover, the aim was to transfer a method for the
functionalization of surfaces with mannan to chips used in the BIAffinity®. On such surfaces the
functionality of a recombinant Concanavalin A-Streptavidin-fusionprotein (ConA-SAv) was to be
proven. Subsequently, ConA-SAv was to be established as a linker protein between the mannan
surface and biotinylated antibodies (bAK). A surface equipped with an ConA-SAv/bAK/analyte-

construct should be regenerative on application of appropriate solutions for regeneration.

Results

In this study a method for functionalization of surfaces using octamethyltrimethoxysilane (OTS) was
successfully applied on glass chips used in the BIAffinity. The reproducibility of the results was
improved by using dry toluene. For the first time it was shown that whole cells are detectable wit a
RIfS-biosensor equipped with a microfluidic cartridge using both a sandwich-assay-format (SAF) and a
direct-assay-format. The presence of whole cells on the surface was ascertained by REM. In the case
of the SAF the lower detection limit amounted to 1,5%10" - 8,25*10’ cells/ml using both the net-
signals at the end of the dissociation phase and the slopes of the binding curves. Using the DAF the
lower detection limit amounted to 1,5%10° - 1,5%10’ cells/ml (net signals at the end of the
dissociation phase) and 1,5*107 - 1,5*%108 cells/ml (slopes), respectively. On application of detection
antibodies no further reduction of the detection limit was achieved. Application of the protocols
Mannan Il and Mannan IV BlAffinity glass chips were successfully functionalized with mannan. Using
such surfaces the functionality of the ConA-SAv was proven by showing its binding to mannan and its

removal from the surface using methyl a-D-mannopyranoside (aMP). On surfaces equipped with
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ConA-SAv biotinylated antibodies and analytes were successfully immobilized. Unfortunately, the
removal of the construct failed when bAKs and analytes were present on the surface. Surfaces
functionalized according protocol Mannan IV were severely impaired upon usage of Tween20, HCl,
NaOH und TritonX 100. In the case of the functionalization of the surfaces using protocol Mannan IlI
the regeneration was successful without impairment upon application of TritonX 100. Moreover, a

protocol for the functionalization of the wells of microtiter plates was successfully established.

Discussion

According to this study the RIfS method was not shown to be superior to the SPR method in whole
cell detection (lvnitzky et al., 2000). The intended lower detection limit of at least 10000 cells/100 ml
was not be achieved. A pre-incubation of cells with antibodies or an enrichment by filtration seems
to be inevitable. A quantification of cells turned out to be problematic because the cell
concentrations did not reliably correlate with the net signals at the end of the dissociation phase. The
reason may be that the cells on the surface do not form a well-defined layer in the physical sense.
Using REM a lot of cell-free areas were found on the surface as well as many overlappings of
individual cells. The correlation of cell concentrations and the slopes in the initial binding phase seem
to be more reliable since overlappings do not impinge on the signal development at the beginning of
the experiment. Legionella proved to be a very “fickle” organism because it behaves differently
under different culture conditions concerning the antigene presentation and the size of the cells.

The functionalization of the surfaces apparently succeeds only upon usage of dry toluene and in
combination with a heat step at 220°C. Unfortunately, the results obtained on such surfaces are not
well reproducible. The failure of the regeneration when the whole ConA-SAv/ bAK/analyte is present
on the surface is a severe obstacle for the intended repeated use of the surfaces. An aMP-
regeneration experiment in mannan-functionalized microtiter plate wells with a biotinylated and a
not biotinylated but otherwise identical antibody showed that the regeneration failed in both cases.
This shows that ConA-SAv may have a distinctive potential for unspecific binding with other
biomolecules (here: not biotinylated antibodies). In this light this seems to be of crucial importance
for the failure of the aMP-regeneration. It is recommended to test not biotinylated antibodies for

unspecific binding towards ConA-SAv before usage.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

ACES N-(2-Acetamido)-2-aminoethansulfonsaure
AK Antikorper

AML Astragalus membranaceus-Lectin

aMP Methyl-a-D Mannopyranosid

AP Alkalische Phospatase

APTES 3-Aminopropyltriethoxysilan

bAK biotinylierter Antikdrper

BIA Biomolecular Interaction Analysis

BSA Bovines Serumalbumin

BCYE Buffered Charcoal Yeast Extract (gepufferter Holzkohle-Hefeextrakt)
CcbcC Centers for Disease Control and Prevention
CFP Cyan-fluorescent Protein

ConA Concanavalin A

ConA-SAv ConcanavalinA-Streptavidin-Fusionsprotein
DAF Direct-Assay-Format

dAK Detektionsantikorper

DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

ddH,0 doppelt-destilliertes H,0

dH,0 destilliertes H,0

dIFA direkter Immunfluoreszenz-Assay

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid

(IUPAC: 3-(Ethyliminomethylidenamino)N,N-dimethyl-propan-1-amin)

EIA Enzym-Immunassay

ER Endoplasmatisches Reticulum

fAK Fangerantikorper

FK Flusskanal

FP ConcanavalinA-Streptavidin-Fusionsprotein

FzmB Forschungszentrum fir Medizintechnik und Biotechnologie, GmbH
GC Gaschromatographie

GOPTS 3-Glycidoxypropyltrimethoxysilan

GUA Guanidinhydrochlorid

hd Hitze-deaktiviert
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HPLC
HRP
ilFA
IAP
KBE
Kw
Leg
LeglG

LeglP

Lcv
mip
MIPC
MS
NAD
NHS
nwfChips
OF
osD
OSDmw
oTS
p.a.
PBS
PCR
PEG
proConA
QcM
rerR
RIfS

RT

SAF
Sav

SDF
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High Performance Liquid Chromatography

horse raddish peroxidase

indirekter Immunfluoreszenz-Assay
Poly[(1-methylvinylisocyanat)-alt-maleinsdureanhydrid]
Koloniebildende Einheiten

Kontaktwinkel

Legionella pneumophila-Zellen

L. pneumophila Serogruppe 1, Stamm unbekannt, Wildtyp-Isolat GieRen; bezogen
vom Institut fiir Hygiene und Umweltmedizin des Universitatsklinikums GieRen
Marburg (UKGM).

L. pneumophila Serogruppe 1, Stamm Philadelphia; bezogen vom Forschungszentrum
flr Medizintechnik und Biotechnologie.

L. pneumophila-containing-vacuole

macrophage infectivity potentiator-Gen
Mannosyl-Inositol-Phosphorylceramid

Messspot

Nicotinamidadenindinukleotid

N-Hydroxysuccinimid

nwf=nicht wasserfrei. Chipfunktionalisierung in nicht trockenem Toluol
Oberflache

optische Schichtdicke

Mittelwert der optischen Schichtdicke

Octadecyltrimethoxysilan

per analysis

Phosphate buffered saline

polymerase chain reaction = Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglycol

Pro-Concanavalin A

Quarz Cristal Microbalance

raues Endoplasmatisches Retikulum

Reflektometrische Interferenzspektroskopie

Raumtemperatur

Sandwich-Assay-Format

Streptavidin

Sessile Drop Fitting bzw. Young-Laplace-Fitting
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SDS
SG

SPI
SPR
SPW
StDef
T2

TBS
TIR
UAW
UKGW
wfChips
WGA
YFP

Natriumdodecylsulfat

Serogruppe

Spektralphaseninterferenz

surface plasmon resonance (Oberflachenplasmonresonanz)
Spannweite (Max-Min)

Standardabweichung

Tangent-2 Verfahren zur Ermittlung von Kontaktwinkeln
The Blocking Solution

total immersion reactor

untere Atemwege

Universitatsklinikum GieRen und Marburg

wf=wasserfrei; Chipfunktionalisierung in wasserfreiem/trockenen Toluol
Wheat Germ Agglutinin

Yellow-fluorescent Protein
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9. Anhang

In einigen Experimenten kam es zu Artefakten aufgrund von z.B. Luft im System. Das lieR sich nicht
immer vermeiden. In solchen Fillen kommt es zu einem starken Signalabfall oder Anstieg oder zu
einem mehrmaligen Wechsel zwischen Abfall und Anstieg. Normalerweise stabilisierte sich das Signal
wieder sobald die Luftblasen den Bereich des Messspots wieder verlassen hatten. Jedoch setzte sich
die Signalentwicklung haufig auf einem hoheren bzw. niedrigeren Signalniveau fort. Die
Sensorgramme wurden dann in einigen Féllen,repariert”. Das geschah nur, wenn:

1. zwischen dem letzten Zeitpunkt des normalen Signalverlaufs vor dem entsprechenden
Ereignis und der erneuten Stabilisierung des Signalverlaufs nach dem Ereignis wenig Zeit
verging und

2. der Signalverlauf nach der Stabilisierung abgesehen von der Hohe einen erwarteten bzw.

plausiblen Verlauf zeigte.

Wenn nur wenig Zeit vergeht zwischen dem Zeitpunkt vor dem Artefakt und der Stabilisierung, kann
angenommen werden, dass in dieser Zeit keine besonderen Signalveranderungen stattfinden, die
durch eine rechnerische Anpassung der Bindungskurven, verloren gehen. Die Bindungskurven in
denen eine rechnerische Anpassung nach Artefakten vorgenommen wurde, sind im folgenden
angegeben. Luftblasen-Artefakte kénnen am Auftauchen von Luftblasen im durchsichtigen Schlauch,

der aus dem System in den Abfallbehalter flihrt, erkannt werden.

Zu 4.1.1.4 Experimente mit Fingerantikorper AK237744
- Artefakt in Bindungskurve bzgl. 100 pg/ml in Abb. 4.14. Dauer: 33 s.
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Zu 4.1.1.5 Experimente im Sandwich-Assay-Format mit vorhergehender BSA-Applikation

- Artefakt in Bindungskurve bzgl. 1 ug/mlin Abb. 4.16 A von. Dauer: 32 s.
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Zu 4.1.5.4.2 Verwendung von LeglE®6 als fAK und dAK)
- Artefakt in Bindungskurve von E. coli in Abb. 4.38. Dauer: 202 s. In Detail-Abbildung (rechts)
erkennt man, dass in der Zeit von 202 s mehrmals eine vorriibergehende Stabilisierung stattgefunden

hat, in der keine relevanten Signaldanderungen vorgekommen sind.
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Zu 4.1.7.1.2 Persea-Lektin als Fanger von Leg1P(1)
-> Artefakt in Bindungskurve in Abb. 4.54. Dauer: 10 s.
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