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Etablierung verschiedener Bead-basierter Multiplex-
methoden mit einem Suspensions-Array-System 
für molekulardiagnostische Zwecke

Lars Radke, Diana López-Hemmerling, Annika Lubitz, Christoph Giese, 
Franz-Xaver Wildenauer und Marcus Frohme

Zusammenfassung

Die simultane Bestimmung mehrerer Analyten und 

die Erstellung komplexer Parameterprofi le erlangt im-

mer größere Bedeutung in der heutigen Labordiag-

nostik. Die Bead-basierte Multiplexanalytik bietet hier 

eine fl exible, schnelle und einfache Methode zur Er-

stellung individueller Analysen. Aufgrund der Vielzahl 

von Anwendungsmöglichkeiten, die diese moderne 

Nachweismethode im Bereich molekularbiologischer 

Fragestellungen bietet, ist die Etablierung der Bead-

basierten Multiplexanalytik im Labor für Molekular-

biologie und funktionelle Genomik der Technischen 

Hochschule Wildau von großem Nutzen.

Zur Einarbeitung in das Testsystem wurden die Kon-

zentrationen der Zytokine IL-2, IL-4, IFN-γ und TNF-α 

in Zellkulturüberständen mit kommerziellen Fertigsys-

temen gemessen und mit mRNA-Expressionsraten der 

gleichen Proben verglichen. Des Weiteren wurde ein 

Testsystem zum Nachweis von humanen Antikörpern 

der Klassen IgG und IgM sowie deren antigen-spezi-

fi scher Anteil in Zellkulturüberständen entwickelt. Au-

ßerdem konnte durch die erfolgreiche Detektion von 

DNA-gekoppelten Beads mittels markierter Oligonuk-

leotidsequenz die Kopplung und die Anwendbarkeit 

der Methode auf Bindungsexperimente mit Nukleo-

tidsequenzen gezeigt werden. 

Abstract

The simultaneous determination of multiple analytes 

and the generation of complex parameter profi les gains 

increasing importance in today’s laboratory diagnostics. 

The bead-based multiplex assay is offering a fl exible, 

rapid and easy to handle method for the creation of indi-

vidual analyses. Because of the multitude of applications 

this modern detection system offers, the establishment 

of the bead-based multiplex technique is of great benefi t 

for the Laboratory for Molecular Biology and Functional 

Genomics of the Technical University of Applied Sciences 

Wildau. 

To familiarize with the testing system the concentrations 

of the cytokines IL-2, IL-4, IFN-γ and TNF-α in cell culture 

supernatant were analysed with commercially available 

assays and compared with mRNA expression ratios of the 

same samples. 

Furthermore a custom testing system was developed for 

the detection of human IgG and IgM antibodies and also 

antigen specifi c antibodies in cell culture supernatants. 

The assignability of the method to binding experiments 

with nucleotide sequences could be shown by the suc-

cessful detection of DNA-modifi ed beads by conjugated 

oligonucleotides.

1  Einführung

Zunehmende Kenntnisse über die Komplexität von 

Reaktionswegen und Krankheiten führen zu einer 

wachsenden Anzahl an zu untersuchenden Parametern 

in diagnostischen Analysen. Die steigende Nachfrage 

nach dem simultanen Nachweis verschiedener Analy-

ten in einer Probe führte zur Entwicklung von multiple-

xen (lat. vielfach) Detektionsmethoden. Unter diesen 

Verfahren nimmt die Bead-basierte Multiplexanalytik 

einen immer größeren Stellenwert ein [1].

Multiplexe Verfahren führen zur Ersparnis von Rea-

genzien, Probenvolumen, Zeitaufwand und abhängig 

von der Methode zur Einsparung von Kosten. Im All-

gemeinen kommt es zur Verbesserung der Aufwand-

Nutzen-Relation. 

Die bei diesem Verfahren verwendeten Mikropartikel 

(im Englischen Beads, »Kügelchen«, genannt) erhalten 
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ihre analytischen Eigenschaften durch die Kopplung 

von Biomolekülen wie Antikörper, Antigene, Enzyme, 

Lektine, Rezeptoren, modifi zierte DNA-Stränge oder 

Aptamere. Die Kopplung erfolgt dabei hauptsächlich 

durch kovalente Verfahren (EDC-NHS Kopplung von 

Carboxylgruppen mit Aminogruppen). Die Beads be-

stehen aus Polystyrol und unterscheiden sich durch 

intrinsische Farbstoffe. Durch den parallelen Einsatz 

mehrerer Beadklassen, welche durch Kopplungsreakti-

onen mit unterschiedlichen Fängermolekülen analy-

tisch funktionalisiert wurden, lassen sich aus einer Pro-

be mehrere Analyten gleichzeitig bestimmen. Dies führt 

zu einer großen Vielfalt an parallelen Untersuchungs-

möglichkeiten. Neben immunologischen Nachweisen 

können auch Rezeptor-Liganden-Bindungen, Enzym-

kinetiken oder Reaktionswege und Signalketten unter-

sucht werden und selbst der Nachweis von einzelnen 

Genen, wie zum Beispiel PCR-Produkten, ist möglich.

Die Identifi zierung der Beads und die Quantifi zie-

rung der gebundenen Analyten erfolgt dabei mittels 

Durchfl usszytometrie. Bei der von Luminex entwickel-

ten so genannten »xMAP«-Technologie enthalten die 

Beads zwei intrinsische Fluoreszenzfarbstoffe mit bis 

zu 10 verschiedenen Intensitäten, sodass sich bis zu 

100 spektralverschiedene Beadpopulationen parallel 

differenzieren lassen. Dabei werden die intrinsischen 

Beadfarbstoffe mit einem 635 nm Diodenlaser ange-

regt und bei 645–669 nm bzw. bei >712 nm mit Ava-

lanche-Photodioden gemessen. Die Anregung des fl u-

oreszenzmarkierten Analyten erfolgt bei 532 nm durch 

einen YAG-Laser und wird mittels Photomultiplier bei 

563–587 nm detektiert. Als Reporterfarbstoff eignen 

sich besonders Phycoerythrin, Cy3 oder Alexa 532. 

Zusätzlich wird mit einer Avalanche-Photodiode bei 

635 nm das Seitwärtsstreulicht jedes detektierten Par-

tikels gemessen und so ausgeschlossen, dass Beadaggre-

gate die Messung verfälschen [1]. Die Abbildung 1 zeigt 

das Messprinzip der Luminex-Technik.

In der Multiplexanalytik sind verschiedene Assayfor-

mate möglich. In der Regel werden Sandwich-Formate 

genutzt. Seltener werden kompetitive Assayformate 

verwendet. Bellisario et al [2] zeigten, dass auch die 

Kombination von kompetitiven und Sandwich-Assay 

im selben Testansatz möglich ist.

In den folgenden vier Absätzen wird kurz auf die ver-

schiedenen eingesetzten Moleküle bzw. Molekülklas-

sen eingegangen: 

Antikörper zirkulieren im Körper und binden an spe-

zifi sche Partikel und Moleküle, so genannte Antigene. 

Toxine, andere niedermolekulare Stoffe und sogar Vi-

ren werden inaktiviert, indem ihre Bindung an deren 

Rezeptoren bzw. Ziel-Zellen unterbunden wird. Durch 

die hohe Spezifi tät der Antigen-Antikörper-Reaktion 

werden Antikörper als Detektionsmolekül in einer Rei-

he von Nachweisverfahren in der Biotechnologie und 

Medizin eingesetzt [4, 5].

Zytokine sind meist einfache Polypeptidketten oder 

Glycoproteine mit regulatorischer Wirkung, die von 

Leukozyten und einer Vielzahl anderer Körperzellen se-

kretiert werden. Zu ihnen zählen die Interleukine, die 

Interferone, Tumornekrosefaktoren, Chemokine und 

koloniestimulierende Faktoren. Die pleiotrope Wir-

kung der Zytokine beinhaltet eine Vielzahl von Effekten 

auf Zellen des Immunsystems und bei der Modulierung 

von Entzündungsreaktionen, sowie dem Zellwachstum 

und der Signalübertragung, weshalb anhand der Zyto-

kinmuster wichtige diagnostische Aussagen getroffen 

werden können [6]. 

Aptamere (von lat. aptus, passen und griech. meros, 

Gebiet) sind kurze einzelsträngige DNA- oder RNA-Oli-

gonukleotide, welche eine Vielzahl dreidimensionaler 

Strukturen annehmen und so verschiedenste Moleküle 

mit hoher Affi nität binden können. Dabei beruht die 

Bindung auf der strukturellen Passfähigkeit der Oberfl ä-

che, die durch die Sequenz entsteht. So gibt es Aptame-

re gegen die unterschiedlichsten Bindungspartner, wie 

Viren, Proteine, Peptide und kleinste Moleküle [7, 8].

Der Cytomegalovirus (CMV) ist ein β-Herpes-Virus, 

welcher in weiten Teilen der Welt endemisch ist und 

Cytomegalie verursacht. Dies ist die derzeit häufi gste 

Abb. 1: Messprinzip der Luminex-Technik. Die Beads werden in einem 

Flüssigkeitsstrom aufgereiht und mit zwei Lasern gleichzeitig angeregt. 

Der rote Diodenlaser dient der Anregung der intrinsischen Farbstoffe, 

die mit zwei Avalanche-Photodioden (Bead Detector 1 und 2) gemessen 

werden. Zusätzlich werden mit dem Dublettendiskriminator (DD De-

tector) Beadaggregate erkannt. Mit dem grünen YAG-Laser werden die 

fl uoreszenzmarkierten Detektionsmoleküle angeregt. Dieses Signal wird 

von einem Photomultiplier (Assay Detector) gemessen [3].
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Ursache von Störungen während der Entwicklung des 

Kindes im Mutterleib [9, 10] und stellt bei immunsup-

primierten Patienten eine lebensbedrohliche Krankheit 

dar [11]. Das Polypeptid 65 (pp65) ist ein strukturelles 

Phosphoprotein der Virenmatrix des CMV mit einem 

Molekulargewicht von 65 kDa. Aufgrund seiner im-

mundominanten antigenen Wirkung handelt es sich 

derzeit um den am besten etablierten Parameter beim 

Nachweis einer aktiven CMV-Infektion [12, 13].

Ziele der experimentellen Arbeit sind die Zytokin-

messungen in Zellkulturüberständen von Stimulati-

onsexperimenten mit PBMC (Peripheral Blood Mo-

nonuclear Cell) und verschiedenen Wirkstoffen sowie 

die Bestimmung von Antikörpertitern ebenfalls in 

Zellkulturüberständen mit einem selbstentwickelten 

Bead-basierten Testsystem. Dabei werden verschiedene 

Fängermoleküle, wie Antigene, Antikörper und Apta-

mere verwendet. Die Ergebnisse einer Genexpressions-

analyse, die mit den Ergebnissen der Zytokinmessung 

verglichen werden, wurden bereits im Rahmen einer 

früheren Arbeit erhalten.

2  Material und Methoden

Für die Zytokinbestimmung wurden von der ProBio-

Gen AG aus Berlin Zellkulturüberstände aus Stimula-

tionsexperimenten bereitgestellt. Dabei handelte es 

sich um Zellkulturen von PBMC aus Vollblutproben 

adulter gesunder Spender in RPMI-Medium (Roswell 

Park Memorial Institute Medium) mit 10 % FKS (Fetales 

Kälberserum). Diese wurden zur Stimulation mit ver-

schiedenen Wirkstoffen versetzt: SEB (Staphylococcal 

Enterotoxin B) und PWM (Pokeweed Mitogen), einem 

Lektin sowie OKT-3 (ein monoklonaler Antikörper ge-

gen das CD3 Oberfl ächenantigen auf T-Lymphozyten) 

und ConA (Concanavalin A), ebenfalls ein Lektin. Die 

Probennahme der Zellen und Kulturüberstände erfolgte 

zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung bis zur 

72. Stunde. Die Analyse erfolgte mit dem Bio-Plex Pro™ 

Human Cytokine Assay, 8-Plex welcher unter anderem 

die Zytokine IL-2, IL-4 TNF-α und IFN-γ quantifi ziert. 

Dabei wurde jeweils nach den Angaben der Hersteller 

verfahren. Die erhaltenen Werte werden mit den Ergeb-

nissen einer mRNA-Expressionsmessung der gleichen 

Proben verglichen. Die mRNA-Expressionsmessung 

wurde mittels RT-PCR durchgeführt [14].

Die analytische Einsatzmöglichkeit der Beads ent-

steht durch gebundene Fängermoleküle. Um indivi-

duelle Testsysteme aufzubauen, können diese Fänger-

moleküle an unbeschichtete Beads gekoppelt werden. 

Hierfür wurde das »Bio-Plex™ Amine Coupling Kit« der 

Firma Bio-Rad Laboratories verwendet. Die Kopplungs-

reaktion basiert auf einer zweistufi gen Carbodiimid-

Reaktion. Im ersten Schritt werden die Carboxylgrup-

pen der Beads mit EDC aktiviert. Dabei fungiert NHS 

als Schutzgruppe. Im zweiten Schritt werden die NHS-

Moleküle von den Fängermolekülen verdrängt. 

Die Kopplung wurde nach der Vorschrift des Kits 

durchgeführt. Pro Kopplungsansatz wurden 100 μl Bio-

Plex COOH-Beads (1,25x106 Beads) verwendet.

Die gesamte Beadkopplung erfolgt bei Raumtempe-

ratur. Die Inkubationsschritte müssen aufgrund der 

Lichtempfi ndlichkeit der fl uoreszenzmarkierten Beads 

im Dunkeln stattfi nden.

Zur Detektion von humanen IgG und IgM wurden 

Goat anti-Human IgG-Antikörper (Dianova, Hamburg) 

bzw. Goat anti-Human IgM-Antikörper (Bethyl Labora-

tories, Inc., TX, USA) verwendet. Zum Nachweis von spe-

zifi schen anti-PP65-Antikörpern wurde rekombinantes 

PP65 aus E.coli (NatuTec GmbH, Frankfurt) verwendet. 

Bei der Kopplung von Beads gehen durch Wasch- 

und Pipettierschritte zwangsläufi g Beads verloren. Um 

die im Test zu verwendende Menge an Beads festzustel-

len, muss die Konzentration der Beads nach dem Kopp-

lungsprozess in den einzelnen Kopplungsansätzen 

bestimmt werden. Die Bestimmung erfolgte mit dem 

Casy® 1 Model TT (Schärfe System GmbH, Reutlingen) 

und mit dem Bio-Plex 200 (Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München). Bei der Messung im Zellzähler wurden 9 μl 

des Kopplungsansatzes mittels Vortexer homogeni-

siert, in 5 ml Casyton verdünnt und gemessen. Bei der 

Ermittlung der Beadkonzentration mit dem Bio-Plex 

200 wurde ein Mikroliter der ebenfalls homogenisier-

ten Kopplungsansätze in 124 μl PBS verdünnt gemes-

sen. Zur Zählung wurde der maximale »Beadcount« auf 

10000 gesetzt und die Messzeitbegrenzung deaktiviert. 

Das Messvolumen wurde auf 100 μl erhöht.

Abb. 2: Schema eines Sandwich-Assays; orange: Bead; blau: Analyt; 

gelb: Fluorophor
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Verschiedene Bead-basierte Multiplex-Methoden 

wurden für den Bio-Plex 200 etabliert. Alle durchge-

führten Versuche basierten hierbei auf dem Sandwich-

Assay-Format (siehe Abb. 2). 

Die mit Antikörpern, Antigen oder Nukleotidse-

quenzen funktionalisierten Beads wurden in einem 

ersten Schritt mit der Probe inkubiert. In einem zwei-

ten Inkubationsschritt erfolgte die Reaktion mit einem 

Farbstoff-konjugierten sekundären Antikörper. Im An-

schluss erfolgte die Messung mit dem Bio-Plex 200. 

In einem Testansatz wurden pro Well 5000 Beads 

jeder Beadklasse mit 50 μl Positiv- oder Negativprobe 

für 1 h im Dunkeln auf dem Plattenschüttler inkubiert. 

Nach einem zweifachen Waschschritt wurden der oder 

die entsprechenden Detektionsantikörper zugegeben 

und wieder für 1 h im Dunkeln auf dem Plattenschüttler 

inkubiert. Ein weiterer zweifacher Waschschritt folgte. 

Wurde ein biotinylierter Antikörper verwendet, folgte 

ein halbstündiger Inkubationsschritt mit Streptavidin-

Phycoerythrin-Lösung. Nach einem letzten Wasch-

schritt wurden zur Messung 125 μl PBS in jedes Well 

pipettiert und die Beads in einer fünfminütigen Inku-

bation auf dem Plattenschüttler in Lösung gebracht. 

Zur Optimierung des Testsystems wurden die Konju-

gatmenge und die Konzentration der Oberfl ächenbe-

schichtung der Beads variiert, um ein optimiertes und 

stabiles Testsystem mit einem möglichst hohen Signal-

Rausch-Verhältnis zu erhalten. Für die Bestimmung der 

Nachweisgrenzen des Testsystems wurde die Menge an 

positiver Kontrollprobe variiert. 

Als Detektionsantikörper wurden Cy3-markierte 

Goat Anti-Human IgM- bzw. Goat Anti-Human IgG-

Antikörper (beide Dianova, Hamburg) verwendet. 

Für die Testung der Analyse-Methode wurden Proben 

aus einem humanen Referenzserum (Bethyl Labora-

tories, Inc., TX, USA), welches u. a. IgG und IgM ent-

hält, mit unterschiedlichen Mengen an spezifi schen 

anti-pp65-Antikörpern (Diagnostic Automation Inc, 

CA, USA) versetzt. Dabei wurden vier unterschiedlich 

konzentrierte pp65-Standardlösungen verwendet, die 

jeweils in kleinen Verdünnungsreihen eingesetzt wur-

den. Auf diese Weise wurden 16 Proben hergestellt, bei 

denen die Proben P1-P5, P6-P10, P11-P13 und P14-P16 

einzelne Gruppen bilden. 

Zur Etablierung einer weiteren Bead-basierten 

Technik unter Verwendung von Nukleotidsequenzen 

und zur gleichzeitigen Erweiterung des Test-

systems soll ten humane IgE mit einem DNA-

Aptamer nachge wiesen werden. Das verwendete 
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Abb. 3: Vergleich der RNA-Ratios der Zytokine IL-2, IL-4, IFN-γ und TNF-α 

mit den Ergebnissen des Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Assays. Die mit 

* gekennzeichneten Ratios konnten nicht normiert werden. Einige Kon-

zentrationen und Ratios wurden zur besseren Darstellung logarithmiert. 
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Aptamer hatte die Sequenz 5’[Amine-C6]

GGGGC ACGTTTATCCGTCCCTCCTAGTGGCG 

TGCCCC3’ (Sigma-Aldrich, Steinheim). Der Nachweis 

der DNA-Sequenz erfolgte mit einem biotinylierten 

Oligonukleotid [Biotin]5’GGGGCACGCCACTAG3’ 

(Fisher Scientifi c GmbH, Schwerte). In einem Thermo-

cycler (Mastercycler® Gradient, Eppendorf) wurden 

die Bead-gekoppelten DNA-Stränge hitzedena turiert. 

Durch langsames Abkühlen wurde das bio tinylierte 

Oligomer angelagert. Im Anschluss wurden die Beads 

mit Streptavidin-Phycoerythrin-Lösung inkubiert und 

mit dem Bio-Plex 200 gemessen.

3  Ergebnisse

Die Quantifi zierung der Zytokine in Kulturüberständen 

erfolgte mit einem Fertigsystem der Firma Bio-Rad. An-

hand einer 8-stufi gen Standardreihe konnten die Fluor-

eszenzintensitäten der einzelnen Messungen in Kon-

zentrationen bestimmt werden. 

Die zuvor gemessenen relativen RNA-Expressions-

Werte (Ratios) in Zellproben wurden anhand des Refe-

renzgens »PBGD« (Porphobilinogendesaminase) nor-

miert. Ein Vergleich der so erhaltenen Expressionswerte 

mit den quantifi zierten Zytokinmengen in den gleichen 

Proben mit den Ergebnissen des Bio-Rad Testsystems ist 

in Abbildung 3 beispielhaft für jeweils nur einen Spen-

der, einen Analyten und einen Wirkstoff dargestellt. 

Bei dem von uns entwickelten System zum Nach-

weis humaner IgG, IgM und spezifi scher anti-pp65 

Antikörper wurde die optimale Menge an Fängermo-

lekülen bestimmt. Diese beträgt für die anti-IgG und 

anti-IgM-Antikörper 10 μg/100μl Beadlösung und bei 

den pp65-Beads 34 μg/100μl Beadstammlösung. Die 

optimale Menge Detektionsantikörper wurde eben-

falls sowohl für die Cy3-markierten anti-IgG- als auch 

für die Cy3-markierten anti-IgM-Antikörper bestimmt. 

Des Weiteren konnten die unteren Nachweisgrenzen 

des Testsystems ermittelt werden. Diese betragen für 

den IgM-Nachweis 11 ng/ml und für den IgG-Nachweis 

5 ng/ml (Ergebnisse nicht gezeigt). 

Mit dem entwickelten Testsystem wurden u. a. die 

Proben P1-P16 gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbil-

dung 4 dargestellt. Die Konzentrationsabhängigkeit der 

Fluoreszenzintensitäten der einzelnen Verdünnungs-

stufen ist deutlich zu erkennen. 

Erste Experimente dienten zur Entwicklung eines 

Testsystems zum spezifi schen Nachweis von humanen 

IgE mit einem DNA-Aptamer. In den durchgeführten 

Experimenten konnte jedoch bisher keine spezifi sche 

Bindung von IgE-Molekülen nachgewiesen werden (Er-

gebnisse nicht gezeigt).

Zum Nachweis der DNA-Kopplung an die Beads mit 

einer künstlich synthetisierten Nukleotidsequenz, die 

sich an das 3’-Ende der offenen Aptamersequenz bindet, 

wurden die Beads auf 75° C erhitzt und zusammen mit 

der komplementären DNA (Oligomer) wieder langsam 

auf 35° C abgekühlt. Anschließend erfolgten die Kon-

jugation des gebundenen biotinylierten Oligomer mit 

Streptavidin-Phycoerythrin und die Messung mit dem 

Bio-Plex. Zum Vergleich wurden gleichermaßen erhitz-

te Beads ohne Oligomerzugabe mit Streptavidin-Phyco-

erythrin inkubiert und gemessen. Abbildung 5 zeigt die 

Ergebnisse beider Versuchsreihen. Auch hier lässt sich 

ein konzentrationsabhängiger Signalverlauf erkennen. 

Abb. 5: Überprüfung der Aptamerkopplung mit Oligomeren. Mit zuneh-

mender Kopplungsmenge nimmt die Signalstärke ab.

4  Diskussion

Unsere Messungen zeigen, dass die Zytokinkonzentrati-

onen zu Beginn der Kultivierung sehr gering sind und je 

nach Behandlung ab der 4. Stunde, meist aber erst nach 

24 Stunden, deutlich ansteigen. Signifi kante Zytokin-
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Abb. 4: Messung von Proben mit IgG- und IgM- und PP65-Beads. Alle 

Proben enthalten die gleiche Menge an humanem Referenzserum und 

verschiedene Konzentrationen an spezifi schen anti-PP65-Antikörpern. 
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konzentrationen lassen sich erst nach oder frühestens 

mit einer erhöhten mRNA-Expression nachweisen. Die 

Änderung der mRNA-Expression ist in den meisten Fäl-

len entweder gering und erfolgt über einen größeren 

Zeitraum oder nur zu einem oder wenigen Messpunk-

ten, dann aber sehr stark. Die Konzentration der sekre-

tierten Zytokine erreicht ein Maximum und bleibt auf 

diesem Niveau oder fällt unterschiedlich schnell wieder 

ab. Zwischen dem Ausmaß der RNA-Expressionsände-

rung und der Höhe der Proteinkonzentration kann 

ein Zusammenhang hergestellt werden. Zum Beispiel 

führt eine um mehr als 10.000fach gesteigerte mRNA-

Expression zu IFN-γ Konzentrationen von mehr als 100 

ng/ml. Im Gegensatz dazu ist die Expression des IL-4-

Gens nicht sehr stark erhöht und es werden nur gerin-

ge IL-4-Konzentrationen im Bereich von 10–100 pg/ml 

gemessen. Genauere Schlussfolgerungen der dargestell-

ten Zusammenhänge erfordern spezielle Kenntnisse in 

verschiedenen Bereichen der Zellkultur und der Zellre-

gulation, auf die hier nicht eingegangen werden kann. 

Eine präzisere Aussage über den Verlauf der Zytokin-

bildung könnte durch kürzere Abstände zwischen den 

Probenentnahmen, insbesondere zwischen der 8. und 

24. Stunde, getroffen werden.

Die Einsatzfähigkeit des entwickelten Testsystems 

zur Analyse von Proben auf Antikörper-Gehalt im mul-

tiplexen Ansatz konnte mit der Messung der Proben P1-

P16 gezeigt werden. 

In der dargestellten Messung (Abb. 4) lässt sich bei den 

pp65-Beads gut die konzentrationsabhängige Zunahme 

der Fluoreszenzintensitäten beobachten. Auch das Sig-

nal der IgG- und IgM-Messung zeigt unterschiedliche 

Messwerte, obwohl in allen Proben die gleiche Menge 

an Referenzserum enthalten ist. Demnach werden die 

Antikörper der zugesetzten pp65-Positivkontrollen so-

wohl von den pp65-Beads als auch von den IgG- und 

IgM-Beads gebunden. 

Da die anti-pp65-Antikörper entsprechend ihres Iso-

typs auch von den IgG- und IgM-Beads gebunden wer-

den, ist eine genaue Bestimmung der einzelnen Kon-

zentrationen der Antikörper jedoch nur in getrennten 

Ansätzen möglich.

Die einzelnen Gruppen zeichnen sich durch unter-

schiedlich hohe Fluoreszenzwerte der IgG oder der IgM 

aus. Dies kommt durch die unterschiedlich hohen Kon-

zentrationen an IgG und IgM in den PP65-Positivkont-

rollen zustande.

Der spezifi sche Nachweis von IgE mit Aptamer-

gekoppelten Beads war im gewählten experimentellen 

Setup nicht möglich. Ein möglicher Grund ist die Aus-

bildung einer falschen oder gar keiner Aptamerstruktur. 

Es konnte jedoch die erfolgreiche Kopplung der Nukle-

otidsequenz nachgewiesen werden. Mit zunehmender 

Kopplungsmenge nimmt die Signalstärke ab. Die maxi-

male Fluoreszenzintensität wird bei einer Kopplungs-

menge von 0,3 nmol erreicht. Die Beads wurden sowohl 

mit als auch ohne Oligomer erhitzt und anschließend 

mit Streptavidin-Phycoerythrin inkubiert. Eine unspe-

zifi sche Bindung des Streptavidin-Phycoerythrin an die 

Beads konnte ausgeschlossen werden. 

Die Abnahme der Fluoreszenzintensität mit zuneh-

mender Kopplungskonzentration entsteht durch die 

dichte Packung der DNA-Stränge an der Oberfl äche der 

Beads, sodass die Interaktion der Oligomere mit den 

Zielsträngen sterisch gehindert wird. Zudem erzeugen 

die DNA-Stränge aufgrund der negativen Phosphat-

reste im Rückgrat der DNA hohe negative Ladungen. 

Bei höheren Oberfl ächenkonzentrationen auf der 

Bead oberfl äche können diese nicht mehr durch den 

verwendeten Puffer ausgeglichen werden. Die Bindung 

von Oligomer und Zielstrang wird aufgrund der pola-

ren Abstoßungskräfte vermindert. 

Mit diesem Versuch konnten zugleich die Anwend-

barkeit der Beads in möglichen Versuchen zum Nach-

weis von Nukleotidsequenzen sowie die Temperatur-

stabilität der Beads gezeigt werden. 

5  Schlussfolgerung und Ausblick

Die verschiedenen untersuchten Bead-basierten Mul-

tiplexmethoden zeigen die vielfältige Anwendbarkeit 

des Suspensions-Array-Systems. Bei der Entwicklung 

des Testsystems zur Detektion von humanen IgG und 

IgM konnte neben der hohen Messgenauigkeit des 

Mess systems, die Robustheit, die hohe Sensitivität und 

der große Messbereich von Nachweisen mit der Bead-

basierten Methode gezeigt werden. Die Vielseitigkeit 

der Messmethode sollte mit der Etablierung eines 

Testsystems zum Nachweis von humanen IgE durch 

Aptamer-gekoppelte Beads gezeigt werden. Hier gibt es 

jedoch eine große Anzahl von Einfl ussfaktoren, die wei-

tere Untersuchungen erfordern.

Die in diesem Zusammenhang gezeigte Verwendbar-

keit der Beads in Bindungsexperimenten mit Nukleo-

tidsequenzen, kann für eine Vielzahl möglicher Unter-

suchungen eingesetzt werden.
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