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Abstract

In this work, a Reichert single-channel surface plasmon resonance (SPR) apparatus, which
originally was developed for kinetic analysis, was tested in the field of residue analysis. Parallel
to the examination of the separate components this system is assembled of, these components
were improved continuously in close cooperation with the manufacturing company and, thus,
adjusted to the standards for residue analysis. For this purpose, diverse pumps, including pump
syringes, were tested and, finally, the Reichert pump SR7500 with its own software was
identified as pump that fulfilled most residue analytical needs. Similarly, maintenance, cleaning
and support protocols were developed especially for the autosampler but also for the entire
system. The performance characteristics of the Reichert system was compared to the Biacore Q
apparatus, which is widely used in routine residue analytical laboratories. While the first was
advantageous with regard to acquisition cost, the latter was superior with ease of use and
reliability. The residue analytical work in this thesis was focused on beta-lactam antibiotics with
the application of direct and indirect formats utilizing different biosensor surfaces including
synthesis and characterization of different beta-lactam-protein conjugates for antibody-based
SPR biosensor analysis.
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1. Einfithrung

1.1. SPR - Oberflichenplasmonresonanz
1.1.1. Hersteller

Oberfldchenplasmonresonanz-Gerite sind seit iiber 25 Jahren kommerziell erhiltlich. Das erste
Gerdt wurde 1990 von der Firma Pharmacia Biosensors AB (spiter Biacore bzw.
GE Healthcare) in den Handel gebracht [1]. In den folgenden Jahren wurden diese Gerite
weiterentwickelt und neben dem Marktfithrer Biacore konnten sich weitere Hersteller fiir
Oberflichenplasmonresonanz-Gerite etablieren. Einer dieser Anbieter ist die Firma Reichert
(Depew, NY USA). Ein Ein-Kanal-Oberflichenplasmonresonanz-Gerit (SR7000) dieser Firma
stand fiir die Arbeiten zur Verfiigung.

Abbildung 1: SPR-Gerit SR7000 Firma Reichert (Depew, NY USA), mit Autosampler und Pumpe [2]

Das SR7000 ist der SPR-Detektor und wurde 2006 standardméBig durch den Endurance
Autosampler (Spark Holland) und die Pumpe PHD 22/2000 (Harvard Apparatus) ergidnzt
(Abbildung 1). In dieser Zusammenstellung wurde dieses Geriit fiir kinetische Untersuchungen
angeboten. In dieser Arbeit sollte gepriift werden, ob sich diese Geridtezusammenstellung auch
fiir den Bereich der quantitativen Riickstandsanalytik von Tierarzneimitteln eignet.

Weitere Hersteller von SPR-Geriten bzw. Geriten basierend auf der SPR-Messtechnik sind
neben Biacore und Reichert, Autolab (Metrohm), Thermoscientific, GenOptics oder auch
Microspectra (Craic Technologies).



1.1.2. Messprinzip

Das Messprinzip der Oberflachenplasmonresonanz beruht auf der Totalreflexion des Lichtes [3-
6]. Sobald ein Lichtstrahl aus einem optisch dichteren Medium auf ein optisch diinneres
Medium trifft, wird er gebrochen (Snelliussches Brechungsgesetz). Geschieht dies oberhalb des
Grenzwinkels der Totalreflexion kann die elektromagnetische Welle nicht mehr in das optisch
diinnere Medium eindringen, sondern wird vollstindig an der Grenzfliche reflektiert. An der
Grenzfliche werden dabei elektromagnetische Wellen in das optisch diinnere Medium
abgegeben. Diese stehen senkrecht zur Grenzfliche und werden als evaneszente Wellen bzw.
als evaneszentes Feld beschrieben. Die Anordnung der optischen Medien (Prisma = dichteres
Medium; Goldschicht/Flusszelle = diinneres Medium) und der Flusszelle sind in Abbildung 2
dargestellt.

Ist die Grenzfliche mit einem diinnen Metallfilm wie der Goldschicht auf dem Sensorchip
beschichtet, konnen die evaneszenten Wellen in diesen eindringen und dort elektromagnetische
Oberflichenplasmonwellen anregen. Oberflachenplasmonen, hervorgerufen durch die
Anregung von freien Elektronen in Metallen zu Plasmaschwingungen um die Ionenkerne, sind
Oberflichenwellen (evaneszente Wellen), bei denen die longitudinalen -elektronischen
Schwingungen (Langsschwingungen) parallel zur Oberfliche des Metalls angeregt werden.
Voraussetzung fiir die Anregung des Plasmons durch die Energie des Photons sind gleiche
Wellen- und Partikel-Eigenschaften. Diese Oberflachenplasmonen breiten sich entlang der
Metalloberfldche aus, wobei ihre Intensitit mit der Ausbreitungslinge exponentiell abnimmt.
Bei einer Lichtwellenlinge von 633 nm zum Beispiel breiten sich Oberflichenplasmonen auf
Gold etwa 9 pm weit aus [7].

Fir einen spezifischen Einfallswinkel und eine definierte Wellenldnge wird die
Oberflichenplasmonresonanz als Abnahme der Intensitit des reflektierten Lichtes bei diesem
Winkel sichtbar. Dieser spezifische Winkel ist der SPR-Winkel (eSPR).

Flusszelle ﬁ N e
SN Glaschip mit
evaneszentes Feld /

Goldschicht

Prisma

Lichtquelle

isi ; Diodenarray-Detektor
p-polarisiertes Licht

Abbildung 2: Anordnung des Messsystems in der Reichert SPR



Die Wellenlinge des eingestrahlten Lichtes, die Art und Dicke der Metallschicht, die optischen
Eigenschaften des Prismas und der Brechungsindex des Mediums im evaneszenten Feld iiber
dem Goldchip beeinflussen den Winkel des Intensitdts-Minimums (eSPR). Sobald alle anderen
Einflussparameter konstant gehalten werden, ist die Winkeldnderung nur noch durch die
Anderung des Brechungsindexes im evaneszenten Feld abhingig. Diese Anderung kann dann
als Verschiebung des SPR-Winkels gemessen werden.

Die Anderung des Brechungsindexes korreliert dabei mit einer Masseninderung auf der
Chipoberflidche, hervorgerufen durch eine Immobilisierung oder durch eine Analytanbindung
wihrend der Analyse. Dabei wird der SPR-Winkel zu groeren Winkeln hin verschoben
(Abbildung 3). Hingegen hat eine Anderung der FlieBgeschwindigkeit des Puffers wie erwartet
keinen Einfluss auf den SPR-Winkel (Abbildung 4). Es erfolgt nur eine Verschiebung im
Bereich des Reflexionsgrades (y-Achse).
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Abbildung 3: Verschiebung des SPR-Winkels vor und nach einer Immobilisierung eines Ampicillin-
Glucoseoxidase-Konjugates; Reflexionsgrad wird durch den Photodioden-Array-Detektor (Multiplier)
detektiert
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Abbildung 4: SPR-Winkel bei verschiedenen FlieBgeschwindigkeiten des Puffers

Innerhalb des evaneszenten Feldes iiber der Goldoberfliche konnen  somit
Brechungsindexinderungen, welche mit Massenénderungen auf der Chipoberfldche korrelieren,
detektiert werden. Spezifische und unspezifische Wechselwirkungen auBlerhalb des
evaneszenten Feldes werden nicht detektiert. [siehe auch 3.4.]

Der Surface Plasmon Resonanz-Winkel bzw. die Anderung des Winkels ausgedriickt in pRIU
gegen die Zeit aufgetragen ergibt die Darstellung als Sensorgramm (Abbildung 12). Eine
uRefractive-Index-Unit (uRIU) entspricht dabei einer Winkelinderung von 7,3-10” Grad. Da
diese Anderung in engen definierten Zeitabstinden (2 s) gemessen werden, erfolgen die
Untersuchungen in Echtzeit.

Auf die einzelnen Geridtekomponenten und deren Zusammenspiel wird in Kapitel 3 ndher
eingegangen.



1.2. beta-Lactame

Die SPR als Echtzeit-Analytikverfahren, in der markierungsfrei Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkungen beobachtet werden konnen, bietet fiir die Riickstandsanalytik ein breites
Einsatzgebiet. Dieses beruht auf der hohen Spezifitit und Empfindlichkeit der verwendeten
Biosensoren, die es in vielen Fillen erlauben z.B. Tierarzneimittelriickstinde wie P-Lactam
Antibiotika in komplexen Matrices ohne eine aufwendige Probenaufarbeitung nachzuweisen [8,
9]. Der Biosensor besteht dabei aus einem fiir den Analyten spezifischen Bindungspartner, wie
Antikorper, Enzyme oder Proteinen, und einem Messwandler, welcher im Falle der SPR ein
optisches Messsignal produziert. Neben der markierungsfreien Arbeit liegt ein weiterer Vorteil
in der moglichen Automatisierung, welche einen hohen Probendurchsatz ermoglicht.

1.2.1. Wirkungsweise, Resistenzmechanismus, Anwendung

Die B-Lactame gehoren zur Gruppe der Antibiotika. Unter dem Sammelbegriff B-Lactam-
Antibiotika werden Antibiotika, die einen [-Lactamring im Grundgeriist enthalten,
zusammengefasst [10, 11]. Es handelt sich dabei um die Penicilline und Cephalosporine.

Sie wirken durch den Eingriff in die Zellwandbiosynthese der Bakterienzelle bei Bakterien [10-
13]. Die Zellwand bei Bakterien ist aus Peptidoglycanschichten (Murein-Sacculus) aufgebaut.
Diese kommen nur in Bakterienzellen vor, daraus resultiert die Unschidlichkeit dieser
Antibiotika fiir hoher entwickelte Organismen (Mensch, Tier). Der Murein-Sacculus fungiert
als Stiitzskelett der Zellwand. Bei gram-positiven Bakterien besteht die Zellwand aus etwa 40
dieser Peptidoglycanschichten und macht etwa 30-70 % der Trockenmasse der Zellwand aus.
Bei diesen geraden, unverzweigten heteropolymeren Polysaccharid-Ketten, alternierende Folge
von N-Acetylglucosamin (G) und N-Acetylmuraminsiure (M), sind die Tetrapeptidseitenketten
der Muraminsiure iiber Interpeptidketten miteinander verbunden, wodurch die Stabilitit und die
Druckbestéindigkeit der Zellwand bedingt werden (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Struktur des Mureins und schematische Darstellung der quervernetzten Holmen der Zellwand

Die Verkniipfung erfolgt dabei jeweils zwischen dem M-Dpm (m-Diaminopimelinsidure) einer
Muraminsdure und dem D-Ala (D-Alanin) der benachbarten Muraminséiure.

Der Wirkmechanismus der B-Lactame ist in Abbildung 6 (Weg a) schematisch dargestellt.
Hierbei wird die durch die Transpeptidasen erfolgende Quervernetzung des Mureinnetzes
unterbunden. Damit erreicht die Bakterienzellwand keine Stabilitdt und zerplatzt unter dem
osmotischen Druck. Nur neu gebildete Zellen werden zerstort, da bei ruhenden und nicht mehr
wachsenden Zellen der Mureinaufbau abgeschlossen ist.

Die Transpeptidasen in der Zelle nutzen einen dem Chymotrypsin sehr &dhnlichen
Reaktionsmechanismus, an dem Serin-Reste beteiligt sind. Sobald ein B-Lactam-Antibiotikum
dieses aktive Zentrum der Transpeptidase erreicht, erfolgt eine Ubertragung des Protons des
Serinrestes auf den Stickstoff des B-Lactam-Ringes. Es resultiert eine Ringdffnung durch den
Angriff des aktiven Sauerstoffatoms der Hydroxylgruppe am Carbonyl-Kohlenstoffatom. Das
Enzym wird durch Ausbildung einer kovalenten Bindung mit dem [-Lactam-Antibiotikum
inaktiviert. Ein analoges enzymatisches Prinzip nutzt die Zelle auch zur Inaktivierung der B-
Lactam-Antibiotika durch B-Lactamasen bei der Entwicklung von Resistenzen (Abbildung 6,
Weg b).

Der B-Lactam-Ring ist sehr instabil gegeniiber sehr hohen bzw. sehr niedrigen pH-Werten. Bei
der Herstellung von halbsynthetischen Derivaten konnte dies teilweise verhindert werden,
sodass neben der typischen intravendsen bzw. intramuskuldren Gabe auch eine orale Gabe
moglich ist.
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Abbildung 6: Wirkmechanismus von p-Lactamen bei der Zellwandsynthese (a) und Resistenzmechanismus
durch Spaltung der p-Lactame (b) (in Anlehnung an [12])
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Die Vorteile bei der Verwendung von B-Lactamen als Antibiotika liegen an dem speziellen
Angriffsort, sowie an der langen Halbwertszeit im Korper und der damit einhergehenden
Verteilung, in wirkungsrelevanten Dosen, in fast alle Organe. Somit erreichen sie ein breites
Wirkungsfeld im Korper. Sie bekampfen daher ein grofes Spektrum an Erregern. Die
Einteilung der B-Lactame erfolgt in verschiedene Gruppen. Die Penicilline wurden 1929 von
Fleming in der Pilzkolonie Penicillium notatum entdeckt, die Cephalosporine wurden 1953 in
der Pilzart Cephalosporium acremonium gefunden. Bis auf einzelne Ausnahmen werden
B-Lactame ausschlieBlich von Pilzen gebildet. Sowohl Penicilline als auch Cephalosporine
werden in der Veterindr- und Humanmedizin bei bakteriellen Infektionen eingesetzt. In dieser
Arbeit wurde mit jeweils einem Vertreter aus der Gruppe der Penicilline (Ampicillin) und der
Gruppe der Cephalosporine (Ceftiofur) gearbeitet.

1.2.2. Ampicillin

Ampicillin gehort zur Gruppe der Penicilline. Diese besitzen jeweils die Grundstruktur der
6-Aminopenicillansdure (Abbildung 7). Es handelt sich dabei um ein synthetisches Penicillin-
Derivat, welches erstmals 1961 gewonnen wurde [14]. Es ist gegen gram-positive und gram-
negative Bakterien wirksam, ist jedoch durch B-Lactamasen inaktivierbar. In Abbildung 7 ist
die Struktur dargestellt.

NH,
H
"t O
4 Ni ° Ni
° Vah ° %
@) O

Abbildung 7: Struktur der 6-Aminopenicillansédure und Struktur des Ampicillin

OH

Die Hochstmenge (Maximum Residue Limit = MRL) liegt fiir Ampicillin bei allen zur
Lebensmittelgewinnung genutzten Arten bei:
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Tabelle 1: MRL Werte fiir Ampicillin [15]

Matrix MRL [ng/kg]
Leber 50

Niere 50

Fett 50

Muskel 50

Milch 4

1.2.3. Ceftiofur

Ceftiofur gehort zu der Gruppe der Cephalosporine. Sie besitzen, analog zu den Penicillinen,
die gemeinsame Grundstruktur der 7-Aminocephalosporansdure (Abbildung 8). Beispielhaft ist
in Abbildung 9 die Struktur von Ceftiofur dargestellt. Bei Ceftiofur handelt es sich um ein
Cephalosporin der dritten Generation (Definition WHO 2005). Es wurde fiir die Tiermedizin
entwickelt, ist in Wasser 16slich und sdurestabil [16]. Ceftiofur wird im Korper sehr schnell (2-4
Stunden) in das ebenfalls aktive Desfuroylceftiofur (Abbildung 10) umgewandelt. Dieses kann
dann z.B. unter Dimerbildung oder Bindung an verschiedene Proteine metabolisieren, wobei die
entstehenden Metaboliten weniger aktiv sind [16-20].

H,N S
: o
/
O  OH

Abbildung 8: Struktur 7-Aminocephalosporansiure

13



/
N
| H
AN
S\/7N O N~ Sv@
@)
H,N P 0
O~ OH

Abbildung 9: Struktur Ceftiofur

Die Hochstmengen (MRL) fiir Ceftiofur bei allen zur Lebensmittelgewinnung genutzten
Sédugetieren sind in Tabelle 2 zusammengestellt und werden als Summe aller den

Betalactamring enthaltenden und als Desfuroylceftiofur gemessenen Riickstidnde erfasst [15].

o CH,
/
I
/\/\/ S
SY/N O N~ SH
H.N O
A
O OH

Abbildung 10: Struktur Desfuroylceftiofur
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Tabelle 2: MRL Werte fiir Ceftiofur als Summe aller den Betalactamring enthaltenden und als
Desfuroylceftiofur gemessenen Riickstinde [15]

Matrix MRL [ug/kg]
Leber 2000

Niere 6000

Fett' 2000

Muskel 1000

Milch 100

! bei Schweinen bezieht sich dieser Wert auf ,,Haut und Fett in natiirlichen Verhéltnissen*
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1.2.4. Analytik von B-Lactamen

In der Literatur gibt es eine Vielzahl von Methoden zur Riickstandsanalytik in Lebensmitteln
und von Immunosensor-Verfahren in der Lebensmittelanalytik [21, 22].

Fiir B-Lactame gibt es verschiedene Nachweis- und Bestimmungsmoglichkeiten. Die einfachste
Nachweismethode fiir Antibiotika bildet der Hemmstofftest auf mit Bakterien beimpften
Néhrboden [13]. In der Milchindustrie wird zum Beispiel vor allem der Brillantschwarz-
Reduktionstest fiir den schnellen Nachweis an Tierarzneimittelriickstinden wie B-Lactamen
genutzt [23].

Mittlerweile gibt es viele quantitative Nachweismoglichkeiten, wie den klassischen,
chromatographischen Methoden wie der HPLC, LC/MS [24, 25], ICP-MS [26] bzw.
LC/MS/MS [27, 28].

Ebenso gibt es eine Reihe von Rezeptortests. Diese beruhen teilweise auf Konkurrenzreaktion
zwischen den Antibiotika bzw. ihren Konjugaten mit Antikorpern oder auch auf
penicillinbindende Proteine. Antikorperreaktionen werden dabei beispielsweise im Charm II
Rezeptortest fiir f-Lactame oder in Fluoreszenz-Immunoassays [29] verwendet.

Penicillinbindende Proteine fanden Anwendung in Arbeiten von Lamar [30] in ELISA
Untersuchungen und in Arbeiten von Cacciatore [8] bei optischen Biosensorverfahren der SPR.

Um genaue Aussagen iiber den Gehalt an aktiven Antibiotikariickstinden zu erhalten, ist es bei
allen Analysen wichtig, dass nur f-Lactame mit intaktem B-Lactamring detektiert werden, da
nur diese eine Wirksamkeit gegen Bakterien zeigen und den rechtlichen Regelungen
unterliegen.
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Tabelle 3: Ubersicht iiber in der Arbeit genutzte Antikorper und Konjugate

Antikorper

Ceftiofur-Antikorper (Cf-AK)

Ampicillin-Antikdrper monoklonal
(mAmMAK)

Ampicillin-Antikorper polyklonal (pAmAK)

markierter sek. Antikorper fiir ab9521
(sek. AK mouse IgG; HRP-markiert)

Konjugate

Ceftiofur-BSA-Konjugat

Ceftiofur-BSA-Konjugat (Cf-BSA 1)

Ceftiofur-BSA-Konjugat (Cf-BSA 2)

Ampicillin-GOD-Konjugat (Am-GOD 1)

Ampicillin-GOD-Konjugat (Am-GOD 2)

Ampicillin-BSA-Konjugat (Am-BSA 1)

Bezugsort

Usleber, Gieflen

Abcam, Antikorper ab9251

Randox, Antikorper PAS9567

Abcam, ab6728

Bezugsort

Usleber, Gieflen

selbst hergestellt

selbst hergestellt

selbst hergestellt

selbst hergestellt

selbst hergestellt
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2. Zielsetzung

Die Surface Plasmon Resonanz (SPR) wurde bereits in den Arbeiten von Cacciatore [8, 31],
Moller [32, 33] und Andree [34, 35] zur Analytik von Tierarzneimittelriickstinden verwendet.
Diese Arbeiten wurden jeweils mit Geréten der Firma Biacore durchgefiihrt.

In der vorliegenden Arbeit war das Ziel, die gewonnenen Erkenntnisse {iber die Arbeitsweise
der SPR aus diesen Arbeiten auf ein Geritesystem der Firma Reichert zu {ibertragen, welches
bisher hauptsdchlich fiir kinetische Untersuchungen verwendet worden war. Bei den
Untersuchungen sollte ein Hauptaugenmerk auf die einzelnen Gerdtekomponenten, Pumpe —
Autosampler — SPR, mit ihren Eigenschaften und Variationsmoglichkeiten im Hinblick auf die
Verwendung in der Riickstandsanalytik gelegt werden. Dabei wurde das Ziel verfolgt, diese
Komponenten, ihre Arbeitsweise und die Messparameter den Anforderungen der
Riickstandsanalytik anzupassen. Dazu wurden die Ergebnisse und Erfahrungen fiir die
Weiterentwicklung der Einzelkomponenten und der Softwareprogramme dem Hersteller
Reichert mitgeteilt, um in gemeinsamen Diskussionen eine Optimierung zu erreichen. Ebenfalls
sollte ein Wartungsprotokoll fiir die Routineanalytik erarbeitet werden.

Neben den Gerdtekomponenten wurden die Zubehormaterialien betrachtet. Hierbei galt es,
optimale Arbeitsmaterialien zu finden und diese auf ihre Praxistauglichkeit hin zu untersuchen.
Dazu sollten verschiedene Pumpenspritzen, Kapillaren als auch Probengefie wie
Glasfliaschchen (GC-Vials) und Mikrotiterplatten getestet werden.

Die in der Arbeit gewonnenen Erkenntnisse iiber die Arbeitsweise der Gerdtekomponenten und
der Software-Programme sollten mit denen des Biacore Q Gerites verglichen werden, um das
Potenzial der Reichert SPR zu beurteilen.

Anschlieend sollten Analysen im Bereich der Tierarzneimittelriickstinde mit Ceftiofur bzw.
Ampicillin und den entsprechenden Antikdrpern und Konjugaten durchgefiihrt werden. Die
dafiir benotigten Konjugate galt es herzustellen und soweit moglich zu charakterisieren. Hierfiir
sollten unter anderem Bindungsstudien (ELISA) und MALDI-TOF-MS-Messungen
durchgefiihrt werden.

Grundlegend sollten fiir die Analytik von Tierarzneimittelriickstinden mittels SPR
Einflussmoglichkeiten  durch  die  Wahl der Sensorchips, die Variation der
Immobilisierungsparameter und der Regenerationsbedingungen aufgezeigt werden.

Bei der Sensorchipauswahl war das Ziel, das Verhalten der unterschiedlichen Matrices wie
Muskel, Leber und Niere auf den verschiedenen Chipoberfldchen zu testen, um Bedingungen zu
ermitteln, die zu moglichst geringen unspezifischen Bindungen (Matrixinterferenzen) fiihren.
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3. Geritekomponenten-Einzelbetrachtung

Das Surface Plasmon Resonanz-System der Firma Reichert setzt sich aus drei einzelnen
Geritekomponenten zusammen (Abbildung 11). Es umfasst das Surface Plasmon Resonanz
Gerit, einen manuellen Probengeber bzw. alternativ einen Autosampler zur Probeninjektion und
eine Pumpe zur Forderung des Laufpuffers. In dieser Arbeit wurde mit einem Autosampler fiir
die Probeninjektion gearbeitet, mit dem eine Temperierung der Proben moglich war.

Pumpe Autosampler
f:sue:;voir Probenschleife
-
Pumpen- | /
spritze
Autosampler- //\\
@ spritze (Q“
I Abfall L Injektions-
nadel
[ | Vial
Puffervorrat
Flusszelle
SPR- SPR
Detektor
Computer

Abbildung 11: schematische Darstellung des SPR-System-Aufbaus (die Farben der Kapillardarstellungen
entsprechen den Kapillargrofien, siehe 6.2.1.)
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3.1. SR7000

Das SR7000 Oberflichenplasmonresonanz-Gerit bildet die Mess- und Auswerteeinheit und
damit das Herzstiick des Systems. Bei dem SR7000 handelt es sich um ein Ein-Kanalsystem,
bei dem im Unterschied zu einem Zwei-Kanal-Gerit (SR7000DC) Anderungen des Messsignals
durch bulk-shifts und nicht-spezifische Bindungen mittels einer Referenzflusszelle nicht
ausgeglichen, dafiir aber erkannt werden konnen.

MessgroBe fiir die Anderung des Brechungsindex und damit die Verschiebung des SPR-
Winkels ist die pRefractive-Index-Unit (uRIU). Hierbei entspricht 1 pRIU bzw. eine
Winkeldnderung von 7,3-10” Grad gleich 0,73 Response Units (RU). Gemessen werden kann in
einem Refractive Index Bereich von 1,33 bis 1,38 und einem Temperaturbereich von
10-90 °C.

Bei der SPR handelt es sich um ein Durchflusssystem, bei dem eine kontinuierliche Messung
des Brechungsindex erfolgt. Der Brechungsindex wird in Form des Messsignals in uRIU am
Computer dargestellt. Wihrend der Analyse wird die Verdnderung der Zusammensetzung der
durch die Messzelle flieBenden Losung und der damit verbundenen Brechungsindexdnderung
detektiert (vergleiche Abbildung 2). Diese Anderung wird als Verinderung des uRIU Signals
als Datensignal iiber den Computer ausgegeben.

3.1.1. Software

Die Auswertung erfolgt dabei iiber eine Software, in der die MessgroB3e, die pRefractive-Index-
Unit, gegen die Zeit aufgetragen wird. Das erhaltene Bild wird als Sensorgramm bezeichnet.
Ein Sensorgramm bezeichnet die Gesamtheit aller Messpunkte eines Laufes. Ein Lauf setzt sich
hierbei aus einem bzw. mehreren Zyklen zusammen. Ein Zyklus wiederum umfasst in dieser
Arbeit jeweils die Injektion der Probenlosung mit anschlieBender Injektion der
Regenerationslosung inklusive aller Spiilvorgidnge. Zwischen den einzelnen Injektionen flie3t
jeweils der Laufpuffer durch das System (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Schema eines Zyklus bestehend aus Analytinjektion (AmGOD Konjugat 25 pg/mL) und
Regeneration (5 mM NaOH) mit Laufpufferphasen, Laufpufferphase zwischen Analytinjektion und
Regeneration entspricht der Dissoziationsphase mit Messpunkt fiir AuRIU (Brechungsindexinderung durch
Bindung des Analyten)

Im Verlauf der Arbeit konnten Weiterentwickelungen der zunichst gelieferten Software
(SPR_V2.21a alpha) eingesetzt werden. So wurde mit dem ersten Upgrade eine Software
(SPR_V4012) geliefert, in der es zusitzlich zur Aufzeichnung des Sensorgramms moglich war,
manuell den Anfangs- bzw. Endpunkt einer Injektion zu markieren. Weiterhin ermoglicht es das
erste Upgrade der Auswertesoftware, einzelne Zyklen eines Laufes iibereinanderzulegen und als
lesbare Datei fiir die Scrubber-Software zu speichern. Mit der zur Verfiigung stehenden
Testversion der Scrubber-Software (BioLogic Software, Australien) konnen die Injektionen auf
einen gemeinsamen Null- und Startpunkt korrigiert werden (Abbildung 13).

Die dabei entstehende Datei kann in einem Format gespeichert werden, das in Excel auslesbar
ist und dann zur Auswertung auch auf anderen Computern bereit steht (Abbildung 14). Im
Excelformat ist es im Anschluss auch moglich, die zu einem bestimmten Zeitpunkt erhaltenen
Refraktionsindexwerte abzulesen. Dies stellt einen sehr aufwendigen Weg der Datenauswertung
dar, vor allem bei mehr als 21 Analysen, da die SPR-Software hier ein Limit setzt, die
Auswertung in mehreren Teilblocken erfolgen muss und ein Abgleich der Daten auf einen
gemeinsamen Nullpunkt in Excel per Hand durchzufiihren ist. Ein gemeinsamer Nullpunkt
entspricht dabei dem gemeinsamen Startpunkt fiir die Injektionen und gewihrleistet somit eine
vergleichbare Auswertung der Messsignale am gewéhlten Messpunkt.

21



[ SPR (Ka, Kd) Injection Response Data Alignment (V.4.0.12)
File

SR7000 Single Channel SPR

o — Im oberen Bereich der
notox Abbildung ist ein
Ee=x] Sensorgramm eines Laufes
| =l =] .
= T mit mehreren Zyklen zu

f sehen. Aus diesem konnen
e

M [Left mouse crag vertically to re-scale ¥ axis, Right mouse drag horizontally to Hilke For Zooms or ADD] dann einzelne InJ ektionen
ose (z.B. Probeninjektionen, griin

SPR Minimum
(Change in pRIU)

- Progrmme SPRVA\ sy on e\ OF Aegest G7R0T0807 MR wnd SHERL ZHSCEHD 15040070867 1 unterlegt) markiert und fiir die
weitere Auswertung
s iibereinander gelegt werden.
E% % Dieser Arbeitsschritt erfolgt
ég’ e in der SPR-Software.
53 & st
_view |

B Die in der SPR-Software
B el FUL L b I ] = asae llwie =I- 050 {ibereinander gelegten
Data | Zea | Cop | Mien | Ret | Dm0 | Blak Compound Bound | Affnty | Kinetics Resul . . . .
Injektionen konnen dann in
Flow cell 1 .
die Scrubber-Software
50

transportiert werden (untere
Abb.). In dieser erfolgt der
“ M“»MM computerunterstiitzte
AT el . .
o , ; M.‘ e e A‘t‘)gle}ch der eln?elnen

W*'IWW‘I \"1%"1!@.‘5“‘ il Inj ekt.lonen auf einen
e gemeinsamen Nullpunkt,
sowohl auf der x- als auch auf
der y-Achse. Der Nullpunkt
der x-Achse definiert dabei
den einheitlichen Startpunkt
der Injektionen. Der Abgleich
0 200 400 600 800 1000 in y-Richtung ist wichtig, da

= die Brechungsindexdnderung
vor und nach der Injektion als
Differenz AuRIU ermittelt

30

Response

20

vl = r
J2Start | spekikite | ®vnemesvs.. | spRvag. | Unbenant.. | B8 2 Windo. - | G Dokment.. o Scrubber 2104 ] W, 1104 8M

Abbildung 13: Screenshot der SPR Auswerte- und Scrubber-Software
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Abbildung 14: Screenshot der entstehenden Exceldatei

Die in der Scrubber-
Software abgeglichenen
Injektionen konnen im
Anschluss in eine Exceldatei
transportiert werden. In
dieser stehen die Daten zur
Auswertung zur Verfiigung.
Zum Einen konnen die
Daten graphisch dargestellt
werden (untere Abb.), wie
sie in der SPR-Software
enthalten wurden. Zum
Anderen liegen in der
Exceldatei die gesamten
einzelnen Datenmesspunkte
vor. Zur genauen
Datenauswertung konnen im
Folgenden alle Messpunkte
der einzelnen Injektionen zu
einem definierten (frei
wihlbaren) Zeitpunkt
herangezogen und
vergleichen werden. Hierbei
wird in der Regel der
Injektionsstartpunkt
(Nullpunkt) mit einem
Messpunkt am
Injektionsende verglichen.
Da die Daten zum
Injektionsbeginn auf der y-
Achse auf einen
gemeinsamen Nullpunkt
gesetzt wurden, geben die
einzelnen Messpunkte
jeweils bereits die
Brechungsindexédnderung in
uRIU an.

Ein weiteres Update der SPR Software (Version SPR4 V4.0.16c) bot zusitzlich die

Moglichkeit der Aufnahme des SPR-Minimums (log-file) und der damit verbundenen

Kontrolle des korrekten Chipeinbaus bzw. der Verschiebung des SPR-Minimums nach

Immobilisierung.
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3.1.2. SPR-Komponenten

Mittelpunkt eines SPR-Gerites ist die Messeinheit, welche sich aus einer Lichtquelle (LED,
Filter, Polarisator), welche p-polarisiertes Licht ausstrahlt, einem Saphirprisma, einem
Sensorchip und einer Flusszelle in einer Flusszellenhalterung zusammensetzt [Abbildung 15].
Die Messeinheit ist in einen Metallthermoblock eingefasst und wird auf eine definierte
Temperatur (25°C) temperiert, sodass sich keine Messungenauigkeiten der Brechungsindices
durch Temperaturschwankungen ergeben. Der festgelegte maximale Rahmen der
Schwankungen liegt bei + 0,01 °C. AuBBerhalb dieser Grenzen greift das Gerét korrigierend ein.
Der genaue Temperaturverlauf ist in der SPR-Software (SPR_V4016¢) fiir den aktuellen Lauf
abrufbar und mit diesem auch archivierbar.

Flusszelle/Flusszellenhalterung mit
blauem Dichtungsgummi

Gasketring

Thermoblock mit Aussparung fur die
Flusszelle mit Feststellschrauben

Saphierprisma

: Feststellschrauben zur Fixierung
.0 = derFlusszellenhalterung

Flusszelle/Flusszellenhalterung
Einbau in Thermoblock
Auflage der Flusszelle auf
Saphierprisma

Abbildung 15: Messeinheit der SPR, Thermoblock mit Saphirprisma inklusive Flusszellenhalterung

Im Zusammenspiel zwischen Sensorchipgrofle und Flusszellengrofle ergeben sich verschiedene
Einbauvarianten und damit unterschiedliche Verwendungsmoglichkeiten einzelner Sensorchips
bzw. ihrer Chipoberfldchen.

Die GroBle des Prismas (12x12 mm) und die Aussparung fiir die Flusszellenhalterung
beschrinken die maximale SPR-Sensorchip-Grofle auf eine Breite von 12 mm. Zum Einbau
stehen zwei unterschiedlich groe Flusszellen zur Verfiigung, eine groe mit den MaBlen
9x1,5 mm und eine kleine mit 6x1,5 mm (Abbildung 16).
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links: kleine Flusszelle
rechts: groRe Flusszelle

Zuflussoffnung
der Flusszelle

Aussparung/Auflage Flache
der Flusszelle auf dem

Abflusséffnung Saphierprisma

der Flusszelle

Aussparung flir Gasketring

Gasketring
links: kleine Flusszelle
rechts: grolRe Flusszelle

Abbildung 16: Flusszellenhalterung mit Flusszelle, kleine und grofle Variante mit den entsprechenden
Gasket-Ringen

Beim Einbau des Sensorchips wird zur Sicherung des optischen Kontaktes bzw. der optischen
Verbindung zwischen Saphirprisma und dem Glas des Sensorchips Dispersionsol verwendet.
Versuche, alternativ zum verwendeten Dispersionsol mit einer Silikonfolie zu arbeiten, ergaben
keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Die minimale Dicke der im Handel erhiltlichen
Silikonfolie betrug 0,5 mm, was sich als zu hoch herausstellte. Beim Einbau der SPR-Chips
wird dabei der grofite Druck durch den die Flusszelle umgebenden Gasket-Ring ausgeiibt, die
Silikonfolie wird an entsprechender Stelle gedriickt und gibt an den nicht unter Druck
stehenden Stellen nach, sodass sich eine Spannung aufbaut, welche zum Zerbrechen des SPR-
Chips fiihrt. Daher wurde bei allen weiteren Arbeiten Dispersionsdl verwendet. Dabei erwies
sich bei der SPR-Sensorchip-Grofle von 12x12 mm die Verwendung von 0,5 bis 0,8 uL
Dispersionsol als vorteilhaft, beim Einbau eines 9x9 mm SPR-Chips hingegen ein geringeres
Volumen (0,3 - 0,5 uL). Zuviel Dispersionsol fiihrte dazu, dass dieses sich auf dem Prisma
ausbreitet und sich an den Seiten des SPR-Sensorchips auf die Oberfliche des Chips saugt, dort
die Messungen beeinflusst und eine Weiterverwendung des Chips unmoglich macht. Der
Gasket-Ring dichtet die Flusszelle in der Flusszellenhalterung auf dem Sensorchip ab
(Abbildung 16).

Bei einer SPR-Chip-GroBie von 12x12 mm wird die Verwendung der groBen Flusszelle als
optimal angesehen, da dann eine grolere Chipoberfliche zur Immobilisierung und
anschlieBender Analytdetektion zur Verfiigung steht. Weiterhin wird die mogliche Kontaktzeit
zwischen Probenlosung und Chipoberfliche durch das grofere Volumen der Flusszelle
(900 nL) erhoht.
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Bei einem SPR-Chip geringer Grofle, z.B. 9x9 mm, und Verwendung der groen Flusszelle
wird der Chip in der Diagonalen auf das Prisma gelegt. Unter Nutzung der kleinen Flusszelle
ergeben sich zwei weitere Einbauvariationen. Dann ist ein Einbau an dem jeweiligen linken
bzw. rechten Rand des Prismas moglich (Abbildung 17). Dies bietet den Vorteil, dass der SPR-
Chip nach dem Einbau und der Verwendung auf der rechten Prismaseite nochmals auf der
linken Prismaseite eingebaut und dort erneut belegt werden kann. Allerdings erfordert diese Art
des Einbaus die Verwendung der kleinen Flusszelle, da eine Dichtigkeit mit der groBen
Flusszelle nicht mehr erreicht werden kann. Es kommt in diesem Fall zu keinem vollstindigen
Abschluss der Flusszelle durch den Gasket-Ring (Dichtungsring) auf dem Sensorchip.

Verwendung der groB3en Flusszelle bei einen
Y, 9x9 mm SPR-Chip

b Verschiedene Einbauvarianten eines 9x9 mm
SPR-Chips bei Verwendung der kleinen
Flusszelle

Abbildung 17: schematische Darstellung des Prismas und den verschiedenen SPR-Chip Einbauvarianten
eines SPR-Chips 9x9 mm (orange); dargestellt: Prismafliche in blau, Flusszelle in beige

Nach dem Einbau des SPR-Chips und dem Aufsetzen der Flusszelle wird diese gleichméBig mit
zwel Schrauben festgezogen (vergleiche Abbildung 15). Die GleichmiBigkeit ist fiir eine
optimale Druckverteilung durch den Gasket-Ring auf dem Chip wichtig, damit dieser nicht
zerbricht.

Vergleich der Sensorchips Seiten- und Aufsicht
links jeweils: Xantec-Sensorchips, diinn, AbmaR 9x9 mm
rechts jeweils: Reichert-Sensorchips, dick, Abmafd 12x12 mm

Abbildung 18: Sensorchip-Vergleich beziiglich der Grofie und der Dicke
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Je nach Dicke der Glasschicht des Sensorchips ist ebenfalls die Verwendung des
Dichtungsgummis an dem Flusszellenaufsatz zu beachten (Abbildung 18). Bei diinneren
Glasschichten, wie die der Xantec Sensorchips (circa 0,3 mm), ist die weichere Dichtung zu
nutzen, da diese stirker nachgibt und damit eine vollstindige Abdichtung zum Prisma bzw. dem
umgebenden Thermoblock ermoglicht. Die Sensorchips der Firma Reichert hingegen weisen
eine dickere Glasschicht von etwa 1 mm auf, sodass bei diesen die festere Dichtung genutzt
werden kann (Abbildung 19). Die Dichtungen stellen dabei das planare Aufsetzen der
Flusszellenhalterung auf das Saphirprisma sicher und damit auch das planare Aufliegen der
Flusszelle auf dem Sensorchip.

Dichtungsgummis

grau: hart fur dicke Sensorchips
blau: weich fir diinne Sensorchips

Aussparung fur die
Dichtungsgummis an der
Flusszelle/Flusszellenhalterung

Abbildung 19: Dichtungsgummis der Flusszellenhalterung zum Saphirprisma bzw. Thermoblock

Um das Auftreten von Luftblasen zu vermeiden, wird unter Pufferfluss die Kapillarverbindung
vom Autosampler unter leichtem Druck an die Flusszelle geschraubt. Dies erfolgt mit einem
Fluss von 100 pL/min. Bei hoheren Fliissen besteht die Moglichkeit bzw. wurde beobachtet,
dass an die Goldoberfliche gebundene Polymerketten kollabieren und sich nicht mehr
aufrichten.

Die Uberpriifung des Einbaus erfolgt im Anschluss direkt an dem SPR-Gerit. Bei
erfolgreichem Einbau liegt das ablesbare Resonanz-Minimum (Resonance minimum pixel
number) bei 2700-2900. In der graphischen Darstellung an dem SPR-Gerit ist neben dem
eventuell auftretenden Mismatch-Minimum das SPR-Minimum, welches bei circa 32° liegt,
sichtbar (Abbildung 20).
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Abbildung 20: schematische Darstellung der SPR Anzeige des SPR Winkels (32°) zur Uberpriifung des
richtigen Chipeinbaus A = Mismatch-Minimum, B = SPR-Minimum, x-Achse: Resonanz Winkel; y-Achse:
Reflexionsgrad; I: richtig eingebauter Chip; II: falsch eingebauter Chip

Das Mismatch-Minimum entsteht durch den Brechungsunterschied zwischen dem Saphirprisma
und dem Glaschip. Das Auftreten dieses Minimums ist abhidngig von der Art des Glaschips und
entsteht nur bei den Sensorchips der Firma Reichert, welche eine dickere Glasschicht (1 mm)
besitzen, nicht bei denen der Firma Xantec (0,3 mm).

Bei einem fehlerhaften Einbau des Sensorchips mit der beschichteten Oberfliche nach unten
oder dem Auftreten einer Luftblase zwischen dem Prisma und dem Chip oder zwischen Chip
und Flusszelle fehlt das SPR-Minimum (Abbildung 20).

3.2. Endurance Autosampler

Der Endurance Autosampler der Firma Spark Holland wird von der Firma Reichert als
Alternative zur manuellen Injektionseinheit angeboten. Dieser Autosampler kann sowohl direkt
am Gerit als auch iiber eine mitgelieferte Software (Sparklink Lite 1.10) iiber einen PC
betriecben = werden. Auf die problematische = Kommunikation  zwischen den
Softwarekomponenten der einzelnen Gerite wird in Abschnitt 4.7. eingegangen.

Der Autosampler bietet die Moglichkeit, den Probenteller iiber die Plattenhalterung und ein
Peltierelement im Bereich zwischen 4 °C und 40 °C zu temperieren, um wirmeempfindliche
Injektionslosungen wie Antikorperlosungen z.B. auf Raumtemperatur zu halten. Die
Temperierung auf 4 °C war ungeeignet, da es zu einer starken Kondenswasserbildung des
Wassers der Raumluft an der Plattenhalterung fiihrte. Durch die Temperierung wird ebenfalls
gewihrleistet, dass die Injektionslosungen annidhernd die Temperatur der Messzelle aufweisen.
Bei der Verwendung von Mikrotiterplatten wird die eingestellte Temperatur direkt iiber die
Plattenhalterung iibertragen. Hingegen gewdhrleistet bei Verwendung von Vials ein
Metallplattenteller, in  welchen die Vials eingestellt werden, eine bessere
Temperaturiibertragung. In den durchgefiihrten Arbeiten wurde eine Temperatur von 20 °C als
Arbeitstemperatur gewdhlt. Diese liegt somit etwas unterhalb der Messzellentemperatur von
25°C. Bedingt durch eine schlechtere Ubertragung der Temperatur von der
Metallplattenhalterung auf die Kunststoffmikrotiterplatten ergab sich fiir die Injektionslosungen
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somit in etwa die Temperierung auf die Messzellentemperatur. Dies ist wichtig, da der
Brechungsindex der Losungen und damit das Messsignal temperaturabhéngig sind.

Die Moglichkeit, sowohl mit Mikrotiterplatten als auch mit Vials zu arbeiten, bietet ein breites
Spektrum an moglichen Injektionsvolumina (1-1000 uL). Die obere Volumengrenze ergibt sich
durch das Volumen der verwendeten Autosamplerspritze, einer 1 mL Spritze mit Stahlkolben
und Schraubanschluss der Firma Kloehn, Las Vegas, USA. Die untere Volumengrenze ergibt
sich durch die genutzte Injektionsart. Drei Injektionsarten sind wihlbar: Full Loop, Partial Loop
und die Pick-Up Injektion. Die dabei verwendbaren maximalen Injektionsvolumina lassen sich
anhand der in Tabelle 4 dargestellten Angaben abschitzen.

Tabelle 4: maximale Injektionsvolumina in Abhéingigkeit von der Injektionsart
Injektionsart maximales Injektionsvolumen bendétigtes Probenvolumen

Full Loop Probenschleifenvolumen doppeltes
Probenschleifenvolumen

Partial Loop 50% des Probenschleifenvolumens 50% des definierten
Probenschleifenvolumens*

Pick-Up (Probenschleifenvolumen — 3x needle tubing ergibt sich aus
Volumen)/2 Probenschleifenvolumen**

*Es ist moglich, dem Gerit ein anderes Probenschleifenvolumen zu definieren, als das tatsichlich
vorhandene. Somit ist es moglich das tatsédchliche Probenschleifenvolumen vollstiindig zu nutzen ohne zu
viel Probenlosung zu benotigen. In der Arbeit wurde daher oft mit einer Probenschleife mit einem
tatsiichlichen Volumen von 90 pL gearbeitet, wobei dem Ger:iit eine Probenschleife von 260 uL definiert
wurde. Dies ermoglichte in der partial loop Injektionsart ein maximales Arbeitsvolumen von 130 pL.
(Arbeitsvolumen: 90 uL. Probenschleifenvolumen + 40 puL Spiilvolumen, Erkliarung siehe Abbildung 23)

**Das needle tubing Volume (15 pL) ist dabei das Volumen der feinen Kapillare zwischen Rheodyneventil
und Injektionsnadel.

Die fiir die jeweilige Verwendung (Mikrotiterplatte oder Vial) optimalen Arbeitsparameter
wurden ermittelt und unter Punkt 3.2.1. ausfiihrlich dargestellt.

Die Signalformen der erhaltenen Sensorgramme sind stark abhingig von der Injektionsart und
der Injektionszeit. Diese sollten klar, deutlich und scharf abgetrennt sein und sind nur mit einer
optimal gewéhlten Injektionszeit zu erhalten.

Die wihlbare Injektionszeit ist hierbei abhingig vom Fluss und vom Volumen der
Probenschleife. Dies wird in Abbildung 21 verdeutlicht. Hier sind verschiedene Injektionszeiten
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unter Beibehaltung eines konstanten Flusses und gleichem Probenschleifenvolumen dargestellt.
Es @ndern sich somit durch die unterschiedlichen Injektionszeiten nur die injizierten Volumina.

Ethylenglykol verschiedene Injektionszeiten

iy —
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50 300 350
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Abbildung 21: Injektionen von Ethylenglykol in Puffer; Chip: Xantec, SC C150D; Belegung: Ceftiofur-
Antikorper; Probenschleifenvolumen 90 pL (def. 260 pL); Fluss 25 puL/min, Pumpe Harvard Apparatus

A: partial loop mit wash 1 min, B: partial loop mit wash 2 min, C: partial loop mit wash 2,5 min, D: partial
loop mit wash 3 min, E: partial loop mit wash 3,5 min, F: partial loop mit wash 4 min; ,,mit wash* definiert
hierbei jeweils einen zusétzlichen Spiilschritt der Injektionsnadel nach der Injektion

Angestrebt wird eine moglichst lange Injektionszeit, damit die Kontaktzeit bzw. das
Kontaktvolumen zwischen der injizierten Losung und der Chipoberfliche moglichst maximal
ist. Dies entspricht in der Riickstandsanalytik oft einer maximalen Ausnutzung des vorhandenen
Probenvolumens. Wird hierbei die Injektionszeit zu lang gewdhlt, treten Mischungseffekte
zwischen der injizierten Losung und dem Laufpuffer auf. Dies fiihrt zu langsam abnehmenden
Signalen (sieche Abbildung 21, E-F). Diese Mischungseffekte treten je nach Fluss und
Innendurchmesser der Probenschleife circa bei den letzten 5-10 uL der injizierten Losung auf.
Analoge Signale sind auch bei geringen Fliissen als dem hier verwendeten 25 uL/min zu
beobachten. Jedoch nehmen die Mischungseffekte mit zunehmend kleinerem Fluss ab (kleiner
10 uL/min). Dies resultiert aus dem geringeren Druck innerhalb der Kapillaren durch die
geringere Flussrate.

Aus dem Sensorgramm kann die maximale Injektionszeit, bei der ein stabiles Signalniveau
noch vorhanden ist, abgelesen werden. Klare und deutliche Signale bei einem Fluss von
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25 uL/min sind nur mit einer Injektionszeit von weniger als 3 Minuten erreichbar (sieche
Abbildung 21, A-D). Das heifit, fiir die Injektion konnen 75 pL (3 min x 25 uL/min) der 90 uL
Probenschleife genutzt werden. Da bei kleineren Flussraten diese Mischungseffekte geringer
ausfallen, konnen gréfere Volumina genutzt werden (10 uL/min etwa 85 uL; 2,5 uL/min
gesamtes Volumen der 90 uL Probenschleife).

Bei der Wahl der maximalen Injektionszeit, abgelesen nach der Ventilschaltung aus dem
Sensorgramm, ist jeweils die Zeit zwischen der Ventilschaltung und dem Signalbeginn zu
beachten. Diese Zeitverzogerung zwischen Injektionsstart und Signalstart ist abhingig vom
Fluss, dem Innendurchmesser und damit dem Volumen der Zuleitung zwischen Ventil und
Flusszelle (etwa 6 uL, rote Kapillare i.D.: 0,12 mm; L: 53 cm). Bei einem Fluss von 25 pL/min
entspricht diese Zeitverzogerung etwa 20 Sekunden. Von diesen Resultaten ausgehend wird bei
einem Fluss von 25 pL/min als optimale Injektionsdauer eine Zeit von 2,5 - 3 Minuten fiir die
Analysen gewdhlt.

Ferner ist zum Erreichen einer guten, deutlichen Signalform nicht nur die Zeit der Injektion zu
beriicksichtigen, die Injektionsart muss ebenfalls auf das Volumen der Probenschleife
abgestimmt werden, da ein Mischungseffekt nicht nur im hinteren Signalbereich, sondern auch
im vorderen Bereich auftreten kann. Dies ist in Abbildung 22 schematisch und in Abbildung 23
im Sensorgramm dargestellt.

90 pl Probenschleife

50 pl Prabengchlaife Wentilstellung auf inject

Yentilstellung auf load

Probenvalurmen
und zusétzliches
"Spiikvolumen”
werden
aufgezogen

Flussrichtung

Mischungsefiekt zwischen
injizierter Lésung und Laufpuffer

Flugsrichtung Flusstichtung

a) b)

Abbildung 22: a) Mischungseffekt im vorderen Probenschleifenbereich b) Mischungseffekt im hinteren
Probenschleifenbereich; griin entspricht der zu injizierenden Losung, rot dem Laufpuffer

Damit dieser Mischungseffekt im vorderen Bereich des Signals nicht oder moglichst gering
auftritt, muss das von der Autosamplerspritze aufgezogene Volumen grofer sein als das
Volumen der Probenschleife bzw. sollte iiber dem zu verwendenden Injektionsvolumen liegen.
In Abbildung 23 sind vergleichend verschiedene Injektionsarten dargestellt, wobei zu erkennen
ist, dass eine optimale Signalform im vorderen Bereich zu erhalten ist, sobald eine Injektionsart
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gewdhlt wird, bei der die Probenschleife mit einem Mehrfachen ihres Volumens gespiilt wird
(Abbildung 23, F). Dies erfordert jedoch ein hohes Probenvolumen und ist gerade bei nur
kleinen zur Verfiigung stehenden Volumina sehr ungiinstig. Es empfiehlt sich daher eine
Injektionsart zu verwenden, bei welcher das benotigte Volumen gering gehalten werden kann,
gleichzeitig aber der Mischungseffekt im vorderen Bereich weitestgehend eliminiert wird. Bei
einem Probenschleifenvolumen von 90 puL erwies sich eine Injektionsart mit einem Volumen,
welches sich aus dem Probenschleifenvolumen und einem ,,Spiilvolumen® von 40 uL
zusammensetzt, als optimale Moglichkeit. Bei der verwendeten Probenschleife von 90 pL
wiirde dies einer Injektionsart mit einem Volumen von 130 pL entsprechen, welches als
minimales Arbeitsvolumen angenommen werden sollte, damit der Mischungseffekt zwischen
dem Laufpuffer und der injizierten Losung zum Signalbeginn moglichst gering bzw. eliminiert
ist. Geringere Volumina zum Spiilen erwiesen sich als ungiinstiger, wie Abbildung 23 A — E
zeigen.

Ethylenglykol-Injetionen Flow 25pl
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Abbildung 23:  Ethylenglykolinjektionen, Injektionsdauer 2,5 min; Fluss 25 pL/min;
Probenschleifenvolumen 90 pL (def. 260 pL); A: 130 uL partial loop, B: 120 pL partial loop, C: 110 pL
partial loop, D: 100 pL partial loop, E: 90 pL partial loop, F: 260 pL full loop (entspricht einem
aufgezogenen Volumen von 520 pL); zwischen den Ethylenglykolinjektionen erfolgten jeweils
Pufferinjektionen

Injektionsarten mit leicht hoherem Spiilvolumen von iiber 40 uL brachten keine wesentlichen
Signalverbesserungen, wiirden aber zu Lasten des hoheren Probenverbrauchs gehen.

Dass dieses Spiilvolumen ausreichend und die Injektionen somit reproduzierbar sind, auch bei
Wiederholungsanalysen, ist in Abbildung 24 dargestellt. Hierbei wurde die partial loop

32



Injektionsart mit einem Volumen von 130 pL und einer Injektionsdauer von 2,5 min verwendet,
wobei jeweils reine Pufferinjektionen als Spiilschritte eingefiigt sind.

Ethylenglykolinjektionen
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Abbildung 24: Ethylenglykolinjektionen, Fluss 25 puL/min, Probenschleifenvolumen 90 pL (def. 260 pL);
Injektionsart: 130 uL partial loop 2,5 min

Ausgehend von diesen Ergebnissen ergibt sich somit ein Mindestprobenvolumen im Vial bzw.
in der Kavitit von 185 pL. Diese setzen sich aus den ermittelten 130 pL, dem 45 pL
Totvolumen des Autosamplers zwischen Autosamplernadel und Rheodyneventil und einem
Restvolumen im Vial bzw. der Mikrotiterplatte von 10 uL. zusammen. Das Restvolumen wurde
in Versuchen ermittelt und stellt das zu verbleibende Mindestvolumen dar, um Luftblasen
wihrend des Aufziehens der Probe zu vermeiden. (siehe Injektionsnadeltiefe bei
Mikrotiterplatten Abschnitt 3.2.1.2.)

Der Endurance Autosampler ist relativ wartungsfrei, einziger Schwachpunkt ist die
Probeninjektionsnadel. Als Probeninjektionsnadel wurden zwei verschiedene Varianten
getestet, eine Kunststoffinjektionsnadel (Peek-Nadel) und eine Silica-coated/steel
Injektionsnadel.

Die Peek-Probennadel zeichnet sich dabei durch hohe Flexibilitit und einen geringeren
Anschaffungspreis aus. FEin  weiterer  Vorteil ~der hohen  Flexibilitit der
Kunststoffinjektionsnadel liegt in ihrer geringen Anfilligkeit gegen duBlere Einwirkungen wie
bei Blockierung der Beweglichkeit des Plattentellers. In diesem Fall trifft die Nadel nicht das
Septum sondern den Deckel. Hierbei gibt die Injektionsnadel nach und verbiegt sich, wird aber
nicht beschidigt. Nachteilig wirkt sich diese Eigenschaft dagegen nach einer gewissen Zeit aus,
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da sich bei langerer Verwendung bzw. Nutzung minimale Pufferkristallreste an der Aulenwand
absetzen und damit die Peeknadel in der Fithrungsnadel (Prepuncturing-Nadel) blockiert, sodass
sich diese beim Versuch der Injektion verbiegt. Sie ist deshalb der Silica-coated/steel-
Probenadel in der Robustheit im Langzeitbetrieb unterlegen.

Der beschriebene Nachteil konnte bei der steel-Injektionsnadel nicht festgestellt werden, was zu
einer Verminderung an Fehlinjektionen bzw. Fehlldufen und einer lingeren Nutzungsdauer
fiihrte. Jedoch ist sie aufgrund ihrer Starrheit anfillig gegen duBlere Widerstinde. Weiterhin
wurden hierbei schneller Verstopfungserscheinungen durch Pufferkristalle beobachtet, welche
jedoch durch ein Spiilen des Autosamplersystems mit Wasser ein Mal wochentlich zusitzlich zu
den normalen Wartungsintervallen vermieden werden kann.

Der Einbau bzw. Wechsel der Probennadeln als auch der Prepuncturing-Nadel konnte ohne
Probleme durchgefiihrt werden.

3.2.1. ProbengefiBle

Der Endurance Autosampler ist in der Lage mit Vials und mit Mikrotiterplatten als Probengefil}
zu arbeiten.

Fiir die jeweilige Verwendung sind die optimalen Einstellungen beziiglich Injektionsnadeltiefe
und Fiillgeschwindigkeit der Pumpenspritze zu ermitteln. Die Injektionsnadeltiefe wird in
Millimetern angegeben und bezeichnet den Abstand zwischen Injektionsnadel und
Plattenhalterung. Die Fiillgeschwindigkeit wurde mit einem Scalefactor (Multiplikationsfaktor)
von 0,5 und einer Spritzengeschwindigkeit der Stufe ,,low* als optimal sowohl fiir Vials als
auch fiir Mikrotiterplatten ermittelt. Bei der verwendeten Autosamplerspritze mit einem
Volumen von 1000 uL ergibt sich damit folgende Fiillgeschwindigkeit.

Geschwindigkeitsstufe ,,low* fiir eine 1000 uL. Spritze bedeutet eine Fiillgeschwindigkeit von
1255 pL/min (Handbuch Endurance Autosampler). Multipliziert man diese mit den
eingestellten Scalefactor von 0,5 erhilt man die reale Fiillgeschwindigkeit von 627,5 pL/min.

Bei weiteren getesteten Einstellungen z.B. eine Spritzengeschwindigkeit der Stufe ,, high®,
ergaben sich Probleme durch kleinste Luftblasen beim Betfiillen der Spritze.

3.2.1.1. Vials

Fiir die Verwendung von Vials steht ein Plattenteller fiir 48 Vials zur Verfiigung, wobei der
AuBendurchmesser der Vials maximal 12 mm betragen und die maximale Hohe (inkl. Deckel)
47 mm nicht {ibersteigen darf. Diesen Anforderungen entsprechen die gingigen Glasvials mit
einem Volumen von 1,5 ml.
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Zunichst wurde mit Weiliglas-Vials der Firma CS Chromatographie gearbeitet. Hierbei konnten
bei Injektionen des Laufpuffers deutliche Signale beobachtet werden, obwohl keine zu erwarten
waren, da hierdurch keine Brechungsindexdnderung vorliegen sollte (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Pufferinjektion aus Glasvials CS Chromatographie

Diese Signale wurden auch bei Injektionen aus Braunglas-Vials beobachtet. Die Signale waren
jedoch nicht reproduzierbar, weder in der Signalhohe noch in der Richtung der SPR-Winkel-
Verschiebung (positive und negative Signale). Daher wurde eine herstellungsbedingte
Verunreinigung der Probenvials vermutet. Spiilen der Probenvials mit Isopropanol, Wasser und
Puffer fiihrte zu einer Verbesserung bis hin zum Ausbleiben der Signale.

In Riicksprache mit der Firma Reichert wurden als Alternative Glasvials der Firma Agilent
getestet. Diese erzeugten keine Signale durch Brechungsindexidnderungen wihrend einer
Pufferinjektion. Durch die Zeit- und Losemittel-Einsparung konnte der etwas hohere
Anschaffungspreis ausgeglichen werden.

Die Einstellung fiir die Injektionsnadeltiefe wurden bei Inbetriebnahme durch Ryan [36]
mitgeteilt. Sie betrdgt bei der Verwendung von Vials 3 mm. Die Injektionsnadel stoppt 3 mm
iiber dem Plattenhalter, kurz {iber dem Glasboden, der genauso wie die Dicke des
Plattentellerbodens mit einbezogen werden muss.
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3.2.1.2. Mikrotiterplatten

Bei der Verwendung von Mikrotiterplatten (MP) stehen 96-well Platten der hohen bzw.
niedrigen Ausfithrung und 384-well Platten zur Verfiigung. Wegen des Arbeitsvolumens von
175 pL, d.h. des vorgelegten Volumens von mindestens 185 pL (siehe Kapitel 3.2.), und des
notwendigen Abstandes zur Verschlussfolie wurde mit den hohen 96-well Platten gearbeitet.
Diese fassen ein Volumen von 360 puL pro Kavitit. Eine Nadeltiefe von 1 mm fiihrte zu einer
Fehlermeldung, da die Nadel auf dem Mikrotiterplattenboden aufsetzte. Ein Arbeiten mit einer
Nadeltiefe von 2 mm war ohne Probleme moglich. Diese Nadeltiefe wurde demnach als
Arbeitseinstellung gewihlt, da hierdurch auch das vorgelegte Volumen (Fiillhohe) bei 185 puL
gehalten werden konnte.

Im Zuge der Umstellung auf die Mikrotiterplatte wurde auch eine Anpassung der
Pufferinjektionen zum Spiilen der Probenschleife vorgenommen. Puffer wurde in den vier
Transportvials, welche im hinteren Bereich des Plattenhalters positioniert werden konnen,
vorgelegt. Der Puffer wurde zwar iiber die Probenschleife aufgezogen, im Anschluss aber direkt
in den Abfall abgelassen, ohne Ventilschaltung auf ,inject. Auch hierfiir wurden die
bestmoglichen Einstellungen beziiglich der Nadeltiefe, der Fiill- und Ablassgeschwindigkeit
und des benétigten Spiilvolumens ermittelt. Die bereits ermittelte Nadeltiefe von 3 mm fiir
Glasvials im Plattenteller konnte iibernommen werden. Die Fiill- und Ablassgeschwindigkeiten
sind iiber den Autosampler regelbar. Fiir die Fiillgeschwindigkeit zum Spiilen der
Probenschleife wurde Stufe 1 (500 uL/min) gewdhlt, da es bei hoheren Geschwindigkeiten zur
Luftblasenbildung kam. Beim Ablassen konnte mit einer Geschwindigkeitsstufe von 5
(7680 uL/min) gearbeitet werden. Das Spiilvolumen sollte dabei mindestens 450 uL betragen.
Das in einem Transportvial enthaltene Volumen von 10,5 mL Puffer reichte somit fiir 20
Spiilvorgédnge. Bei der Nutzung aller vier Transportvials waren somit 80 Spiilvorginge moglich.

Eine weitere Modifikation in der Methodenprogrammierung ermoglichte das Spiilen der
Autosamplerspritze ohne die Nutzung der Transportvials. Dazu wurde ein Methodenschritt
programmiert, welche die AS-Spritze und die Probenschleife mit einem Volumen von 1000 uL.
und zusitzlich die AS-Spritze von aulen mit 300 uL spiilt ohne das eine Ventilschaltung
erfolgte. Das benoétigte Pufferlosungsvolumen wurde dabei direkt aus dem Laufpuffervorrat
entnommen. Damit waren unbegrenzt viele Spiilschritte in der Programmierung des ,,runtable*
moglich.
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3.3. Pumpen und Pumpenspritzen

In den Anfangsjahren der SPR-Technologie wurde sie hauptsédchlich zu kinetischen Analysen
genutzt, immer mehr jedoch auch zu Konzentrationsbestimmungen in der Riickstandsanalytik
[8, 33, 35, 37, 38]. Durch diese verinderte Anwendung ergeben sich neue Anforderungen an die
Leistung einzelner Gerdtekomponenten, vor allem an die verwendeten Pumpensysteme. Wird
bei kinetischen Analysen vorrangig mit Systemfliissen grofer als 25 uL/min gearbeitet [39],
sind bei der Riickstandsanalytik niedrigere und hochkonstante Fliisse im Bereich von
2,5-20 uL/min erforderlich. Daher ist eine hinreichende Leistungsfihigkeit des
Pumpensystems entscheidend, wobei folgende Anforderungen an die Spritzenpumpe und die
verwendete Pumpenspritze erfiillt sein sollten:

e niedriger Systemfluss, welcher von der Pumpe konstant und reproduzierbar betrieben
wird,

e schnelle und konstante Druckeinstellung im gesamten System nach der
Spritzenbefiillung und

® cine lange Betriebszeit mit einer einzigen Pumpenspritzenbefiillung.

3.3.1. PHD 22/2000 Harvard Apparatus

Die Pumpe PHD 22/2000 der Firma Harvard Apparatus wurde als Standardpumpe fiir die
Nutzung mit dem SR7000 durch die Firma Reichert vertrieben.

Die Pumpe wird nicht iiber eine Computersoftware, sondern direkt am Gerit gesteuert.
Zusitzlich ist diese Pumpe in der Lage, ein Signal von der Autosampler-Software zu
empfangen. Dadurch ergeben sich folgende Programmierungsmoglichkeiten. Zum Einen ist ein
programmierbarer auto refill zur Wiederbefiillung der Pumpenspritze moglich. Dazu wird ein
refill durchgefiihrt und es wird ein Volumen programmiert, nach dessen Erreichen der nichste
refill der Pumpenspritze erfolgen soll. Zum Anderen ist es moglich in der Autosampler
Software einen Programmschritt zu programmieren, der einerseits die Signalgebung zum refill
an die Pumpe beinhaltet, wie auch eine Wartezeit, bis dieser abgeschlossen ist. Die Dauer eines
refills ist dabei vom Volumen der Pumpenspritze und der wihlbaren, von der Software
vorgegebenen refill-Geschwindigkeit abhdngig. [Vergleiche Pumpenspritzen Punkt 3.3.4.] Im
Mittel ergab sich eine Wartezeit von einer Minute.

Die erste Programmierungsmoglichkeit (auto refill) erwies sich als optimal um lidngere
Standzeiten ohne Analysen, z.B. Wochenenden, zu iiberbriicken. Wihrend einer Analysenserie
hingegen war diese Moglichkeit nicht vorteilhaft, da der auto refill nur volumen-, aber nicht
zeitgesteuert ablduft und somit auch wihrend einer Injektion oder eines Analysenlaufes
erfolgen kann.

Fiir den Analysenbetrieb wurde auf die zweite Moglichkeit (Steuerung iiber Autosampler)
zuriickgegriffen. In diesem Fall konnte die maximale Betriebszeit mit einer
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Pumpenspritzenfiillung je nach Fluss berechnet und ein rechtzeitiger entsprechender
Programmierschritt im runtable eingefiigt werden. Der runtable umfasst alle programmierten
Injektionen, Waschzeiten und Wartezeiten einer Analyse. Dieser wird vor Laufbeginn
geschrieben und kann als Exceldatei gespeichert werden.

Alle in diesem System verwendeten Pumpenspritzen werden bei dieser Pumpe durch
Einspannen in die dafiir vorgesehene Halterung fixiert. Dies war jedoch teilweise nur mit einem
gewissen Geschick und Kraftaufwand moglich. Fiir den Einbau waren Spritzen mit einem in der
Geometrie festgelegten Kolbenstempel und ausgeprigten Schmetterlingsfliigeln am
Spritzenkorper erforderlich (Abbildung 26).

Gummidichtung

Spritzenkolben mit Stempel

Spritzenkérper mit
Schmetterlingsfligel

Abbildung 26: exemplarische Pumpenspritze mit klar definiertem Kolbenstempel und ausgeprigten
Schmetterlingsfliigeln

Bei der Verwendung dieser Standardpumpe traten Probleme bei niedrigen Fliissen (kleiner
10 uL/min) auf. Diese konnten nicht konstant gefordert werden, was sich in unterschiedlichen
Injektionszeiten und damit unreproduzierbaren Signallingen widerspiegelte (Abbildung 27).
Dieses Problem trat unabhidngig vom Typ der Pumpenspritze auf, bei einigen getesteten
Spritzen jedoch verstirkt. [Vergleiche 3.3.4.]

Ein weiterer Nachteil entstand durch das verwendete Zweiwegeventil zwischen Pumpe und
Pufferreservoir bzw. Autosampler, da dieses bei der Nutzung der Pumpe mit kleinen
Systemfliissen und damit geringeren Systemdriicken keine vollstdndige Dichtigkeit aufwies.

38



1200

800 +

uRIU

400 -

0 200 400 600

N ¢

Abbildung 27: Pumpe Harvard App. PHD 22/2000; Injektionen 1% Ethylenglykol in Puffer; 90 pl
Probenschleife (def. 260 uL); 8 min Injektionsdauer; Anzahl Injektionen 6; Fluss 2,5 pL/min

Da diese Probleme nicht geldst werden konnten, wurde nach 13 Monaten die neMESYS Pumpe
von Cetoni durch die Firma Reichert als Austauschpumpe angeboten.
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3.3.2. neMESYS Cetoni

Die Pumpe neMESYS der Firma Cetoni (KorbuBlen, Deutschland) wird {iiber eine
Computersoftware gesteuert und besitzt im Gegensatz zur Harvardpumpe ein elektronisch
gesteuertes Zwei-Wege-Ventil, welches sowohl bei kleinen Fliissen von 2,5 uL/min als auch
bei sehr hohen Fliissen von groer 1 mL/min eine hohe Dichtigkeit aufweist.

In dem separaten Computerprogramm dieser Pumpe konnen im Gegensatz zur Harvardpumpe
verschiedene Spritzenspezifikationen (z.B. Spritzenvolumina, Fiillgeschwindigkeit) gespeichert
werden, sodass diese schnell abrufbar sind. Dieses Programm kommuniziert jedoch nicht mit
der Software des Autosamplers, wodurch die mdogliche Arbeitszeit auf eine
Pumpenspritzenfiillung beschriankt wird und dann ein manuell gesteuerter refill durchgefiihrt
werden muss, der zur Wiederbefiillung der Spritze mit gleichzeitiger Schaltung des Zwei-
Wege-Ventils fiihrt. Die Moglichkeit der Programmierung eines auto refills ist bei dieser
Pumpe nicht gegeben.

Wie auch im System mit der Harvardpumpe wird in diesem System werksseitig die fiir
salzhaltige Losungen geeignete Pumpenspritze (Hamilton 1005 TLL SL 5 mL) von Hamilton
eingesetzt. Im Vergleich zur Harvardpumpe kann durch die Anbringung einer Schraube an der
Pumpenspritzenhalterung die Spritze nicht durch Einspannen in eine Halterung, sondern durch
Verschraubung fixiert werden (Abbildung 28).

Zwei-Wege-Ventil

_: Spannvorrichtung
| fir
Spritzenkorper

Abbildung 28: neMESYS Pumpe; Cetoni, Deutschland
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Diese Pumpe fordert im Vergleich zur Harvardpumpe auch niedrige Systemfliisse und liefert
reproduzierbare und konstante Signallingen, wie in Abbildung 29 zu sehen ist.
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Abbildung 29: neMESYS Pumpe Firma Cetoni; Injektionen 1% Ethylenglykol in Puffer; 90 pul
Probenschleife (def. 260 uL); 8 min Injektionsdauer; Anzahl Injektionen 10; Fluss 2,5 pL./min

Nach etwa acht Monaten im routinemifigen Laborbetrieb mit dieser Pumpe traten jedoch
Schwierigkeiten durch eine instabile Basislinie auf.

Als Verursacher der Basislinienprobleme konnten bis auf die Pumpe alle weiteren
Systemkomponenten durch Tests ausgeschlossen werden. Diese Tests umfassten unter anderem
den Wechsel der Pumpenspritze, Fittings und Kapillaren und die Uberbriickung des Zwei-
Wege-Ventils. Der Grund fiir die Probleme an der Pumpe konnte jedoch nicht eindeutig
lokalisiert werden. Die Tests ergaben jedoch eine leichte Verstirkung der Probleme durch das
elektronisch gesteuerte Zwei-Wege-Ventil, das heifit, dieses konnte die auftretenden
Druckschwankungen nicht ausgleichen, sondern verstérkte sie. Die Basislinienprobleme traten
dabei nicht nur im unteren Flussbereich (2-10 pL/min) sondern iiber den gesamten
Arbeitsbereich (2-100 uL/min) auf.

Da weiteres Arbeiten mit dieser Pumpe nicht mehr moglich war, wurde diese gegen eine neu
entwickelte Pumpe (SR7500) der Firma Reichert ausgetauscht. Diese war ausgehend von den
Erfahrungen mit der Harvard- als auch mit der neMESYS-Pumpe und den in der
Riickstandsanalytik gestellten Anforderungen zwischenzeitlich entwickelt worden.
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3.3.3. SR7500 Reichert

Die Pumpe SR7500 der Firma Reichert wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Harvard
speziell fiir die Anforderungen in der Riickstandsanalytik hergestellt. Diese Pumpe verfiigt,
zusitzlich zur Steuerung iiber eine PC-Software, iiber eine eingebaute Computereinheit, welche
es der Pumpe ermoglicht den Pumpenbetrieb aufrecht zu erhalten, wenn die PC-Software bzw.
der Computer abgeschaltet werden, sodass ein kontinuierlicher Fluss auch dann gewihrleistet
ist, wenn der Computer abstiirzt oder abgeschaltet wird. Die Programmierung bzw. die
Anderung dieser ist jedoch nur iiber die PC-Software moglich. Die PC-Software zur
Pumpensteuerung ist dabei sehr einfach gehalten. Nach einer Initialisierung der Pumpe und der
Auswabhl einer Spritzengrée (500, 1000 bzw. 5000 uL) gibt es die Moglichkeit des einfachen
Laufes, eines refills oder die Programmierung eines auto refills. Dieser wird dann automatisch
nach Entleerung der Spritze durchgefiihrt. Hierbei ist die Pumpe in der Lage eine vollstindige
Entleerung der Spitze durch die Kolbenposition zu erkennen. Die Pumpensoftware verfiigt nicht
tiber eine Kommunikationsmoglichkeit mit dem Autosampler. Da der refill jedoch mit einer
Geschwindigkeit von 25000 uL/min bei einer Spritzengrof3e von 500 uL durchgefiihrt werden
kann, ergeben sich keine Storungen wéihrend einer Injektion (refill-Dauer 0,02 min). Die
wihlbaren Flussraten gemill Herstellerangaben fiir die verwendete 500 puL Spritze liegen dabei
im Bereich von 0,1 bis 3000 pL/min. Dabei hingt die maximale Flussrate zusétzlich von den
Verwendung findenden Kapillaren im System ab. [Vergleiche Seite 103] Bei dieser Pumpe wird
eine spezielle, sehr kurze Pumpenspritze von Hamilton verwendet. Diese Pumpenspritze weist
Vorteile zu den bisher verwendeten auf, auf welche unter dem Punkt 3.3.4. Pumpenspritzen
niher eingegangen wird.

3.3.3.1. SR7500 Nr. 1

Nach Inbetriebnahme der Pumpe traten sofort Probleme auf. Sobald ein automatischer refill
programmiert und gleichzeitig mit einer Flussrate von kleiner als 25 uL/min gearbeitet wurde,
lief der Puffer nicht durch die Outlet-Kapillare der Pumpe Richtung Autosampler bzw.
Flusszelle, sondern direkt iiber die Inlet-Kapillare zuriick ins Pufferreservoir. Dies fiihrte dazu,
dass keine Signale nach einer Injektion einer 140 mM Natriumchloridlosung in PBS-Puffer in
der SPR detektiert wurden, da im System kein Fluss vorhanden war. (Es erfolgte ein Wechsel
von Ethylenglykolinjektionen zu Natriumchloridinjektionen — NaCl ist Bestandteil des PBS-
Puffers, da diese noch reproduzierbarer waren und das System nicht durch andere Molekiilionen
zusitzlich verunreinigt wurde.) Beobachtet wurde die fehlerhafte Flussrichtung des Puffers
sowohl bei einem Fluss von 10 pL/min als auch bei einem Fluss von 20 uL/min nach einem
automatisch durchgefiihrtem refill. Bei Fliissen iiber 25 uLL/min konnte dieses Problem nicht
beobachtet werden.

Zuniachst wurde der Arbeitsfluss mit Autosampler ohne Flusszelle gepriift. Dazu wurden
verschiedene Arbeitsfliisse eingestellt und die Flussrichtung nach einem refill visuell
ausgewertet. Beobachtet wurde der Fluss dabei mindestens jeweils 4 Minuten lang nach dem
auto refill. Zwischen den einzelnen Messungen wurde durch eine Flusserhdhung auf
250 pL/min ein Fluss Richtung Autosampler (Outlet-Kapillare) sichergestellt.
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Um Beschiddigungen der Chipoberfliche durch erhohte Fliisse zu vermeiden und die Flusszelle
als Ursache ausschlieBen zu konnen, wurde die Zuflusskapillare aus der Flusszelle geschraubt
und als Beobachtungspunkt fiir die Richtung outlet gewihlt.

Tabelle 5: Flussrichtungstest nach auto refill SR7500 Nr. 1

programmierter Fluss Beobachtungen nach einem refill beim jeweils programmierter
[uL/min] Arbeitsfluss
5 kein Fluss Richtung AS, sondern aus Inlet-Kapillare;

nach Flussumstellung auf 250 pL/min Fluss Richtung AS

10 kein Fluss Richtung AS, sondern aus Inlet-Kapillare.;

nach Flussumstellung auf 250 uL/min Fluss Richtung AS

15 kein Fluss Richtung AS, sondern aus Inlet-Kapillare;

nach Flussumstellung auf 250 uL/min Fluss Richtung AS

20 kein Fluss Richtung AS, sondern aus Inlet-Kapillare;

nach Flussumstellung auf 250 uL/min Fluss Richtung AS

25 Fluss Richtung AS, kein Riickfluss aus Inlet-Kapillare
30 Fluss Richtung AS, kein Riickfluss aus Inlet-Kapillare
50 Fluss Richtung AS (durch frithere Beobachtung bereits bestitigt)

Es konnte ermittelt werden, dass das Problem unabhingig von der Flusszelle (SPR) auftritt und
erst ab einem Arbeitsfluss von > 25 uL/min das Problem nicht mehr zu beobachten ist.

Dann wurde der Arbeitsfluss auch ohne Autosampler gepriift, wobei als Beobachtungspunkt das
Ende der orangefarbigen Kapillare (Zufluss zum AS) gewihlt wurde. Auch hier konnte als
Flussrichtung nach dem refill die Richtung Inlet festgestellt werden. Eine Behebung des
Problems konnte dabei auch nicht durch die Erhohung des hydrostatischen Riickdrucks erfolgen
(Anheben des Pufferreservoirs).
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SchlieBlich wurde vermutet, dass nicht der hohere 250 uL/min Fluss, sondern die Impulsgebung
durch die Durchfiihrung des Stopp/Start-Befehles fiir die Pumpenfunktion das Problem behoben
hat. Dies konnte in weiteren Versuchen bestétigt werden. Es war nicht notwendig den Fluss zu
erhohen um das Problem zu vermeiden, es reicht aus die Pumpe zu stoppen und neu zu starten.
Daraus ergeben sich unpraktikable Arbeitsbedingungen, da entweder mit 25 pL/min und somit
einem Fluss oberhalb der angestrebten Flussgeschwindigkeit (< 10 uL/min) gearbeitet oder die
Pumpe manuell bedient werden muss.

Durch Versuche im Labor des Herstellers konnte ein Fehler in der Programmierung der
eingebauten Computereinheit der Pumpe festgestellt werden und zwar nur fiir niedrige, nicht
aber fiir hohe Fliisse.

3.3.3.2. SR7500 Nr.2

Es erfolgte ein Austausch der SR7500 Pumpe. Bei der Uberpriifung der forderbaren Fliisse der
zweiten gelieferten Pumpe wurde das oben beschriebene Problem nicht mehr beobachtet. Diese
Pumpe funktionierte im gewihlten Arbeitsbereich von 2 — 100 pL/min.

Nach etwa einem Monat Gebrauch, wobei die Pumpe durch die Moglichkeit des automatischen
refills im Dauerbetrieb genutzt wurde, trat jedoch ein neues Problem bei einem Neustart der
Pumpe und der Software auf. Ein Neustart muss erfolgen, wenn der PC ausgeschaltet war und
die Pumpe wieder iiber die PC-Software gesteuert werden soll. Der Neustart beinhaltet dabei
auch einen Initialisierungsschritt. Wihrend dieses Neustarts mit anschlieBender Initialisierung
traten sehr laute Gerdusche auf, welche sich akustisch auf die Pumpenmechanik zuriickfiihren
lieBen. Die Gerdusche traten jeweils bei der Ventilschaltung zwischen refill und infuse Stellung
(Laufrichtung AS) auf. Die Ventilschaltung war vorher lautlos durch die Pumpe durchgefiihrt
worden. Auch durch Abnahme der Pumpenverkleidung konnte der Grund fiir dieses Gerdusch
nicht lokalisiert werden. In Riicksprache mit dem Hersteller wurde jedoch weiter mit der Pumpe
gearbeitet, wobei zunichst die Forderleistung, ausgedriickt durch die Reproduzierbarkeit der
Signale und durch die Gesamtflussmenge, iiberpriift werden sollte.

Beim Neustart der Pumpe und der Software wies ein langsames Blinken der Statuslampe an der
Pumpe auf einen Fehlerzustand hin. Ohne Verdnderungen vorzunehmen, funktionierte der
Neustart beim fiinften Wiederholversuch und die Pumpe konnte mit der Software in Betrieb
genommen und die Tests mit Natriumchlorid durchgefiihrt werden.

Hierzu wurden Natriumchloridinjektionen (140 mM in PBS-Puffer) bei Fliissen von 5 bzw.
10 uL/min durchgefiihrt und mit frither aufgenommenen Daten verglichen.
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Abbildung 30: NaCl 140 mM in PBS Puffer, Fluss 10 pL/min; 05.05.08 und 20.05.08; 90 ul Probenschleife
(def. 260 nuL)

Dabei konnten keine Unterschiede im Signalverlauf bzw. der Signallinge beobachtet werden
(Abbildung 30) und es wurde mit dieser Pumpe vorerst weitergearbeitet. Die geringen
Hohenabweichungen ergeben sich durch kleine Unterschiede in der Einwaage des NaCl zum
Laufpuffer. Eine exakte Einwaage ist hierbei nicht notwendig, da durch die Erhéhung des
NaCl-Anteils im Puffer nur eine deutliche Brechungsindexidnderung hervorgerufen werden
sollte.

Die aufgetretenen Gerdusche wurden im Verlauf der Zeit etwas leiser, waren aber stets
vorhanden. Etwa sechs Wochen nach dem Auftreten der Gerdusche wurden bei der
Durchfiihrung der Systemreinigung (Maintenance, siehe Anhang) eine Undichtigkeit am
Pumpenventil und Rostspuren an dieser Austrittsstelle sichtbar. In Riicksprache mit dem
Hersteller (Firma Reichert) wurde diese Pumpe zur Uberpriifung eingesandt und gleichzeitig
eine baugleiche Ersatzpumpe Typ SR7500 Nr.3 zur Verfiigung gestellt, die bis zum Abschluss
der Arbeiten dann storungsfrei tiber 12 Monate verwendet werden konnte.
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3.3.4. Pumpenspritzen

Neben der Pumpe werden auch an die Pumpenspritzen hohe Anforderungen gestellt. Die
Pumpenspritzen sollten folgende Eigenschaften aufweisen:

® robust sein, auch fiir den Dauerbetrieb,

e  moglichst grofes Fiillvolumen und damit eine lange Betriebszeit ohne refill,

¢ hohe Einbaustabilitit,

® hohe Festigkeit der Spritzenwandungen (Druckunempfindlichkeit nach refill) und des
Kolbens,

¢ cine hohe Dichtigkeit auch bei gro3en Driicken aufweisen,

¢ hohe Resistenz gegeniiber Puffersalzen.

Die verschiedenen Pumpenspritzen waren sowohl aus Glas als auch aus Kunststoff und wurden
mit der PHD 22/2000 (Harvard Apparatus) getestet.

Von der Firma Reichert wurden verschiedene Glas- bzw. Kunststoffspritzen vorgeschlagen.
Verwendung sollten Spritzen finden, welche ein moglichst langes Arbeiten ohne refill
ermoOglichen, um Unterbrechungen im Systemfluss zu minimieren, welche Verschiebungen
bzw. Schwankungen der Basislinie hervorrufen. Des Weiteren miissen sich der Druck im
System und damit auch der gewiinschte Fluss schnell einstellen. Sonst werden Differenzen in
den Signalldngen beobachtet. Diese sind in der Regel umso stirker ausgepragt, je niedriger der
Fluss gewihlt wird.

Die Bauart der Harvard Apparatus Pumpe war fiir ein Spritzenvolumen von mehr als 10 mL
ungeeignet, da dann eine sichere Befestigung der Spritze nicht mehr erreicht wurde.

Es wurden mehrere Kunststoffspritzen verschiedener Hersteller (Braun, BD, Terumo) getestet
(Tabelle 6). Bei der Verwendung von Kunststoffspritzen, die den Vorteil haben sehr
kostengiinstig zu sein, ergaben sich jedoch Probleme mit der bendtigten schnellen
Druckeinstellung nach dem refill. Da der Kunststoffkolben und die Spritzenwandungen relativ
elastisch sind, dauerte es sehr lange, bis sich ein konstanter Druck und damit der voreingestellte
Fluss im System wieder aufgebaut hatten. Dieses Problem wurde auch nicht durch ein
vermindertes Spritzenvolumen gelost (getestet 10 mL, 3 mL, 2.5 mL, 1 mL). Dies wurde
getestet, da die Wandungen mit Abnahme des Spritzenvolumens etwas stabiler werden. Ein
weiteres Problem bei der Verwendung von Kunststoffspritzen stellte die Dichtung des Kolbens
dar (Abbildung 26), denn diese Dichtung 16ste sich nach einer Betriebszeit der Spritze von 2-3
Tagen von der Kolbenspitze ab, sodass die Spritze komplett erneuert werden musste. Zudem
trat bei den Kunststoffspritzen teilweise eine unruhige Basislinie auf.
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Tabelle 6: Ubersicht der getesteten Kunststoffspritzen (Hersteller und Volumina)
Hersteller Spritzenbeschreibung

BD 3 mL Syringe mit Luer-Lock Tip

10 mL Syringe mit Luer-Lock Tip

Braun Omrifix Einmalspritze Luer lock 10 ml
Omrifix Einmalspritze Luer lock 5 ml

Omrifix Einmalspritze Luer lock 2,5 ml

Terumo Syringe U 40 Insulin 1 ml

Es wurde daher angenommen, dass Glasspritzen giinstiger sind, um einen schnelleren
konstanten Druckaufbau in der Spritze nach dem refill zu erreichen (Tabelle 7). Weiterhin
sollten bei diesen Spritzen keine Probleme mit sich 16senden Kolbendichtungen auftreten.

Aus diesem Grund wurde eine Ganzglasspritze ohne separate Dichtung mit Luer-Lock-
Metallkonus ,,Fortuna Optima* mit einem Volumen von 5 mL getestet. Diese Spritze erwies
sich fiir den Gebrauch in der Pumpe jedoch als ungeeignet, da bei hoheren Fliissen
(>10 uL/min) ein so starker Druck in der Spritze auftrat, dass der Laufpuffer am
Glasspritzenkolben vorbei gedriickt wurde und in die Pumpe lief. Auch niedrige Fliisse wurden
mit dieser Spritze und einer Ersatzspritze nicht konstant gefordert, sodass bei einigen
Probeninjektionen sehr starke Verdiinnungen mit dem Laufpuffer auftraten und Probensignale
nicht mehr erkennbar waren.

Ein weiterer Schwachpunkt bei der Verwendung der Fortuna Glasspritze wurde beim refill
deutlich, da selbst bei der Durchfiihrung des refill mit 0,6 mL/min (Fiilldauer circa 8 Minuten)
Luftblasen am Glaskolben vorbei in das System gezogen wurden. Die Anzahl der Luftblasen
vergroflerte sich bei jedem weiteren refill, sodass die Spritze nicht mehr mit Laufpuffer sondern
fast nur noch mit Luft gefiillt war. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde die ebenfalls
vorliegende 10 mL Spritze dieser Firma nicht mehr getestet.

Von der Firma Reichert wurde weiterhin die Verwendung einer Spritze von VICI (Gas Syringe
Serie C 2 mL) empfohlen. Hierbei handelt es sich um eine Glasspritze mit Stahlkolben und
Teflondichtung. Der Schwachpunkt dieser Spritze war der in den Glaskolben eingeklebte
Lueranschluss, welcher schon bei relativ geringen Fliissen von circa 150 uL/min, die beim
Spiilvorgang benotigt werden, dem sich aufbauendem Druck nachgab und aus dem Glaskolben
der Spritze geschoben wurde.
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Die ebenso empfohlenen Spritzen der Firma Hamilton (Hamilton 1005 TLL 5 mL und
1002 TLL 2,5 mL) besitzen einen Glaskorper mit einem  Teflon-beschichteten
Aluminiumkolben, welcher mit einer Préizisionsdichtung aus Teflon versehen ist. Bei diesen
Spritzen traten wihrend der Nutzung unter dem vorhandenen Systemdruck Undichtigkeiten an
der Kolbendichtung auf, sodass Puffer unter die Teflonummantelung des Aluminiumkolbens
gelangte. Dieser kristallisierte dort unter der Ummantelung aus und 16ste diese ab. Dies fiihrte
zu einer Verdickung des Kolbens, wodurch es zur Schwergingigkeit des Kolbens und damit
zum Defekt der Spritze kam.

In Riicksprache mit der Firma Hamilton wurde ferner ein Spritzenmodell getestet, das explizit
fiir salzhaltige Losungen hergestellt wurde (Hamilton 1005 TLL SL 5 mL). Dabei handelt es
sich um eine Glaskorper-Spritze mit einem Polyamidkolben und einer PE Dichtung. Auch hier
sind bei hoheren Fliissen (25 — 30 uLL/min) und dem damit verbundenen hohen Druck minimale
Undichtigkeiten der Kolbendichtung in der Spritze festzustellen. Da bei dieser Spritze jedoch
die geringsten Probleme und Beeintriachtigungen des Systemflusses auftraten und keine anderen
Alternativen vorhanden waren, wurde mit dieser bis zur Umstellung auf die Reichert SR7500
Pumpe weiter gearbeitet.

Diese Spritze konnte auch in der neMESYS Pumpe (Cetoni) sehr stabil eingebaut werden. Dies
war moglich durch eine kleine Modifikation, vorgenommen durch die Firma Reichert, in der
der Drehknauf zur Befestigung des Spritzenkolbens (Einspannen) direkt durch eine Schraube
ersetzt wurde (Verschraubung, Abbildung 28).

Eine optimale Spritze wire demnach eine Glasspritze mit Stahlkolben und Teflondichtung, bei
der der Luer-Lock Anschluss in den Glaskorper integriert und nicht eingeklebt ist, wie sie z.B.
in Biacore-Geriten Verwendung finden. Hier werden Spritzen der Firma Hamilton genutzt. In
Verwendung mit der PHD 22/2000 bzw. der neMESYS Pumpe wiesen diese Spritzen jedoch
ein zu geringes Nennvolumen (5 mL) auf.

48



Tabelle 7: Ubersicht der getesteten Glasspritzen (Hersteller und Volumina)
Hersteller Spritzenbeschreibung

Poulten & Graf  Fortuna Optima Ganzglasspritze Luer Lock Tip 5 ml

Fortuna Optima Ganzglasspritze Luer Lock Tip 10 ml

VICI Gas Syringe Serie C Luer 2mL RN

Hamilton Hamilton 1005 TLL 5 mL
Hamilton 1002 TLL 2,5 mL
Hamilton 1005 TLL SL 5 mL without Stop

Hamilton 1001.5TLLX 500 pL Syringe W/STP

Mit der Umstellung des Pumpensystems auf die SR7500 Pumpe mit den schnellen refill Raten,
dem programmierbaren auto refill und dem stabilen Befestigungssystem, konnte eine weitere
Hamiltonspritze getestet werden. Die Hamilton 1001.5 TLLX erfiillt fast alle oben aufgefiihrten
Anforderungen. Das geringe Nennvolumen von 500 pL stellt auf Grund der verbesserten

Pumpeneigenschaften beziiglich des refills kein Problem dar.
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3.4. Sensorchips

Die Messparameter konnen durch die Wahl unterschiedlicher Sensorchips stark beeinflusst
werden. Die Sensorchips sind prinzipiellen aus einer Glasschicht (mechanischer Tréiger) mit
aufgedampfter Goldschicht, einer Haftvermittlerschicht (z.B. Alkylthiole) und der
Sensorchipbelegung (z.B. Polycarboxalate wie Polyacrylsdure) aufgebaut. Dies ist auch in der
Tetracyclin-Analytik detailliert beschrieben [35]. Dabei sind verschiedene Varianten moglich.
[zu GroBe und Einbau Vergleiche auch 3.1.2.]

Den groBten Einfluss haben dabei:

e die Art der Belegung des Sensorchips,
e die Belegungsdichte und
e die Hohe der Schicht.

Bei der Art der Belegung kann dabei unterschieden werden zwischen einer monomolekularen
(planaren), einer dreidimensional belegten Oberfldche und einer reinen Goldoberfliche, die frei
wihlbar belegt werden kann. Planare Oberflichen haben gegeniiber den dreidimensionalen
zwar eine verminderte Oberflichenkapazitit und konnen somit nur eine einfache Schicht
Liganden binden, bieten aber dadurch gleichzeitig den Vorteil, dass dadurch keine
Diffusionsprozesse an der Sensormatrix zu erwarten sind. Dreidimensionale Oberflichen
(Hydrogele) ermoglichen einer mehrschichtigen Ligandenbindung durch eine groBere
Oberfldchenkapazitit und bieten durch diese bessere Ausnutzung des evaneszenten Feldes oft
eine hohere Signalempfindlichkeit.
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Tabelle 8: Ubersicht getesteter Sensorchips

Chipbezeichnung Hersteller Bestellnummer
C80m Xantec SC C80M
C150d Xantec SC C150D
CMD150d Xantec SC CMD150D
CMD200d Xantec SC CMD200D
HC1000m Xantec SCHC1000M
CM5 Biacore BR-1003-99
Goldchip Biacore BR-1005-42
Goldchip Reichert 13206060
SR7000 Reichert 13206061

Die Bezeichnung der Sensorchips erfolgt dabei firmenspezifisch.

Bei der Firma Xantec z.B. deutet die Buchstabenkombination des Namens die Belegung des
Sensorchips an. Zum Beispiel steht CMD fiir Carboxymethyldextran-Hydrogel oder C fiir
lineares Polycarboxylat-Hydrogel. Die nachfolgende Zahl beschreibt die Hohe bzw. Dicke der
Belegung. Sie entspricht der Belegungshohe in Nanometern (150 = 150 nm). Der abschlieBende
Buchstabe definiert die Belegungsdichte: low (niedrig), medium (mittel) und dense (hoch) [40,
41].

Diese Kombinationen bieten dem Anwender eine grole Anzahl an Moglichkeiten, eine
optimale Chiplosung fiir das vorliegende analytische Problem zu finden. Fiir direkte
Assayformate mit kleinen Analyten ist eine hohe Beladungsdichte zu wihlen, um moglichst viel
Ligand an die Chipoberflidche zu binden. Bei sehr komplexen Assayformaten bzw. sehr groflen
Liganden sind kleinere Belegungsdichten zu wéhlen, um eine sterische Hinderung zu
vermeiden. Die Wahl der Belegungsart und deren Hohe ist ein weiterer Ansatzpunkt.
Belegungen wie die C-Belegung (lineares Polycarboxylat-Hydrogel) eignen sich sehr gut fiir
Liganden, welche ionische Wechselwirkungen zeigen. Durch die hohen ionischen
Wechselwirkungen mit der Chipoberfldche erfolgt bereits im Vorfeld der Immobilisierung eine
Anreicherung der Liganden dicht iiber der Chipoberfldche. Diese unterstiitzen den eigentlichen
Immobilisierungsvorgang. [Vergleiche 4.2.]
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Der HC-Sensorchip (Polycarboxylat-Hydrogel, bioinert) wird von der Herstellerfirma fiir die
Analytik von kleinen Liganden (direkter Assay) empfohlen, wenn hohe unspezifische
Bindungen zu erwarten sind. Der HCI000m bietet neben einer hohen
Immobilisierungskapazitit durch die mittlere Belegungsdichte und die grofle Belegungshohe, in
die kleine Liganden sehr gut eindringen konnen, den Vorteil eines Filtereffektes. Dieser
Filtereffekt besteht darin, dass groe Molekiile bzw. partikuldre Kontaminanten nicht weit in
das Hydrogel eindringen konnen und somit au3erhalb des evaneszenten Feldes bleiben und die
Analytik nicht storend beeinflussen [41].

3.4.1. C80m

Auf dem Sensorchip C80m der Firma Xantec befinden sich linear angeordnete Polymerketten
mit einer hohen Anzahl an Carboxylfunktionen. Diese sind mitteldicht angeordnet und ergeben
eine Belegungshohe von 80 nm.

Sie besitzen zwar keine hohe Bindungskapazitit, wurden jedoch zu einigen Vorversuchen
eingesetzt, um eine Vorkonzentrierung des Ceftiofur-Antikorpers (CfAK) auf einer unbelegten
Chipoberfldache in Abhédngigkeit vom pH-Wert des Immobilisierungspuffers zu untersuchen.

3.4.2. C150d

C150d Sensorchips weisen eine hohe Belegungsdichte und eine Belegungshohe von 150 nm
auf. Die Belegung bildet auch hier ein lineares Polycarboxylat-Hydrogel.

Dieser Sensorchip zeichnet sich durch eine hohe Immobilisierungskapazitit aus und kann gut
ionische Wechselwirkungen mit den Liganden eingehen. Daher eignet er sich fiir einfache und
direkte Assayformate wie Antikorper-Antigen-Untersuchungen [40].

3.4.3. CMD150d

Der CMD150d mit einem Carboxymethyldextran-Hydrogel zeigt die gleichen Eigenschaften
wie ein C150d Chip. Zusitzlich zeichnet er sich durch eine hohe chemische Stabilitéit aus und
ist somit fiir starke Regenerationsbedingungen (hoher oder niedriger pH-Wert) geeignet [40].

3.4.4. CMD200d

Der CMD200d weist gegeniiber dem CMD150d eine etwas lingere Kettenlinge auf und bietet
daher etwas mehr Immobilisierungsfldche.
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3.4.5. HC1000m

Die Oberfliche dieses Sensorchips besteht aus einem linear angeordneten Polycarboxylat-
Hydrogel mit verringerter Ladungsdichte, aufgrund der mittleren Belegungsdichte.

Dieser Sensorchip weist den oben beschriebenen Filtereffekt mit einer nahezu maximalen
Immobilisierungskapazitit auf. Es ist jedoch im Vergleich zu den C bzw. CMD Chips anfillig
gegen drastische Regenerationsbedingungen, welche zu einer Kollabierung und damit
Zerstorung des langkettigen Hydrogels fithren konnen [40].

3.4.6. CM5

Der CMS5 Chip von Biacore ist vergleichbar mit den CMD Chips der Firma Reichert. Er besteht
aus einer Carboxymethyldextranschicht als Belegungsart mit einer Schichtdicke von 100 nm.
Dieser Sensorchip ist universell geeignet und einsetzbar.

Die Biacore Sensorchips sind in einer Chiphalterung aus Kunststoff fest verankert und nur in
Biacore-Geriten verwendbar.
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3.4.7. Goldsensorchips

Eine direkte Belegung eines Goldsensorchips mit Antikorpern oder Analyt-Konjugaten ist nicht
moglich. Goldsensorchips bieten aber den Vorteil der Herstellung einer zeitnahen
Sensorchipbelegung, am einfachsten als self-assembled monolayer, einer einfachen planaren
Oberfliche mit Carboxyl- bzw. Hydroxylfunktion. Die aufgedampfte Schichtdicke des
Goldfilms betrdgt 40 — 60 nm, wobei eine vollkommen ebene Oberfliche in der Regel nicht zu
erreichen ist (vergleiche Abbildung 31) [42, 43].

Abbildung 31: Schematische Darstellung der Oberflichenbeschaffenheit eines SAM, zur Verfiigung gestellt
durch Gedig [43]

3.4.8. Self-assembled Monolayer

Self-assembled monolayer (SAM) gehoren beziiglich der Oberfliche zu der einfachsten
Sensorchipart. Auf der Goldschicht des Sensorchips befindet sich eine planare Carboxyl- bzw.
Hydroxyloberfldache. Sensorchips dieser Art sind kéduflich zu erwerben, konnen jedoch auch
durch den Anwender selbst auf Goldchips hergestellt werden.
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Abbildung 32: Schema eines selbsthergestellten SAM (beige = Glaschip, gelb = Goldschicht), die Bindung

der Carboxylketten erfolgt iiber den Schwefel des Alkanthiols (Haftvermittler als Elektronenpaardonator,
Gold Elektronenpaarakzeptor)

SR7000 self-assembled Monolayer

Der von der Firma Reichert angebotene self-assembled monolayer SR7000 unterscheidet sich
vom Aufbau her von den selbsthergestellten (Abbildung 32), da es sich um eine Mischung aus
10 % Alkanthiol (PEG)s-COOH und 90 % Alkanthiol (PEG);-OH handelt (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Schema self-assembled monolayer standard grade Reichert, (beige = Glaschip,
gelb = Goldschicht), die Bindung erfolgt iiber den Schwefel des Alkanthiols (Haftvermittler als
Elektronenpaardonator, Gold Elektronenpaarakzeptor)
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3.4.9. Goldchip Biacore

Auch dieser Biacore Sensorchip ist in einer Kunststoffhalterung verankert, entspricht aber dem
Goldchip der Firma Reichert.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Immobilisierung

Die Immobilisierung des Liganden, z.B. eines Antikorpers, auf dem Sensorchip bildet einen
Hauptansatzpunkt zur Einflussnahme auf die Untersuchungsergebnisse. Grundlegend gilt zu
unterscheiden, ob eine maximale Immobilisierung des Liganden oder die Erreichung eines
bestimmten Immobilisierungslevels erreicht werden soll. Dabei kann iiber die Konzentration
der injizierten Losung, iiber den Fluss oder iiber die Injektionsdauer auf das Ergebnis Einfluss
genommen werden.

Bei kleinen Analyten und einem direkten Assayformat bildet ein maximaler
Immobilisierungslevel eine optimale Grundlage. Hierbei wird so viel wie moglich des Liganden
auf der Chipoberfliache gebunden, damit moglichst viele Bindungsstellen fiir den Analyten zur
Verfiigung stehen. Dies fiihrt bei der Bindung des Analyten dann zu einem mdglichst grofen
Signal. Bei einem kompetitiven Assayformat ist hingegen ein definierter nicht zu hoher
Immobilisierungsgrad (Immobilisierungslevel) anzustreben, entsprechend der in der Probe zu
bestimmenden Analytkonzentrationen.

Bei der Immobilisierung eines Liganden sind verschiedene Immobilisierungsarten [4, 43, 44]
und Chipoberflachen moglich:

e  Amin Kopplung,

e Thiol Kopplung,

e Aldehyd Kopplung,

e Streptavidin-Biotin Kopplung.

4.2. Vorkonzentrierungs-Versuche

Eine hohe Anreicherung durch z.B. ionische Wechselwirkungen unterstiitzt die
Immobilisierung, da der Ligand z.B. der Antikorper spiter sehr nahe an die Chipoberfliche
befordert wird (Vergleiche 3.4.). Die Response Units (AuRIU) zeigten, dass ein pH-Wert von 4
bei einer lonenstirke von 20 mM Natriumacetatlosung fiir den Ceftiofur-Antikorper am

forderlichsten ist (Abbildung 34), da dieser zu einem deutlich hoheren AuRIU ( 1) durch
unspezifische Wechselwirkungen mit der Chipoberfléache fiihrt.
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Abbildung 34: Vorkonzentrierungsversuch mit Cf-AK auf unbelegtem C80m Chip; pH-Werte 4,0 und 5,0;
Fluss 10 pL/min; Regeneration’

Injektionsprotokoll:

Pufferinjektion, Na-acetatlosung 10mM pH 4,0

Pufferinjektion, Na-acetatlosung 10mM pH 5,0

Cf-AK Injektion, Verdiinnung 1/50 in Na-acetatlosung 10mM pH 4,0
Regeneration 0,1M Na-carbonatlosung mit 1M NaCl pH 10,0
Regeneration 0,3% SDS in HBSP-Puffer

Cf-AK Injektion, Verdiinnung 1/50 in Na-acetatlosung 10mM pH 5,0
Regeneration 0,1M Na-carbonatlésung mit 1M NaCl pH 10,0
Regeneration 0,3% SDS in HBSP-Puffer

Pufferinjektion, Na-acetatlosung 10mM pH 4,0

Cf-AK Injektion, Verdiinnung 1/50 in Na-acetatlosung 10mM pH 4,0
11 Regeneration 0,1M Na-carbonatlésung mit 1M NaCl pH 10,0

12 Regeneration 0,3% SDS in HBSP-Puffer

dazwischen ist Laufpuffer durch das System gelaufen

O 00 N N Bt W -

p—
=)

'Bis zur Findung einer geeigneten Regenerationslosung — [Abschnitt 4.6.] wurde bei den
Vorkonzentrationsversuchen nacheinander mit 0,1 M Na-carbonatlosung mit 1 M NaCl pH 10 und 0,3 % SDS
regeneriert.
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4.2.1. Einfluss von pH-Wert und Ionenstiirke bei der Immobilisierung

Der Immobilisierungspuffer beeinflusst die Immobilisierung nicht nur durch die Ionenstérke,
sondern auch durch den pH-Wert. Der pH-Wert ist wichtig zur Unterstiitzung der Annéherung
des zu immobilisierenden Molekiils an die Chipoberfliche. Je ndher das Molekill an die
Chipoberfliche kommt und dort mit dieser in Wechselwirkung treten kann, desto giinstiger ist
dies fiir die Immobilisierung. Der optimale pH-Wert liegt dabei knapp (0,5 bis 1) unterhalb des
pI-Wertes des Molekiils, sollte jedoch nicht unter pH-Wert 4 liegen, damit bei Verwendung von
Carboxylatoberflachen auch die Sensorchipoberfliche geladen vorliegt [45]. Getestet werden
kann der pH-Wert-Bereich durch Vorkonzentrierungsversuche (Preconcentration) mit dem zu
immobilisierenden Molekiil auf einem noch nicht belegten Sensorchip. Dabei bindet das
Molekiil iiber ionische Wechselwirkungen an die Oberfliche und kann durch anschlieBende
Injektionen einer Regenerationslosung, z.B. Natriumhydroxid, einfach wieder abgelost werden.
Der optimale pH-Wert ist dabei durch eine maximale Bindung, (hoher Response-Wert «<» hoher
uRIU-Wert) erkennbar, da der Signalbeginn einer Injektion jeweils auf einen uRIU-Wert von
Null gesetzt wird. In Abbildung 35 sind die Ergebnisse eines Preconcentrationversuches mit
einer BSA Losung, als kostengiinstiges, groles und klassisches Mustermolekiil, mit einer
Konzentration von 99 ug/mL in einem 5 mM Natriumacetatpuffer bei verschiedenen
pH-Werten dargestellt. Die besten Ergebnisse sind bei einem Puffer-pH-Wert unterhalb des
isoelektrischen Punktes des BSA von 4,6 zu erwarten. Die Signale wurden zur besseren
Vergleichbarkeit mittels der Scrubber-Software am Signalbeginn (x- und y-Wert gleich Null)
tibereinandergelegt. Erkennbar ist bei einem pH-Wert von 4,0 eine gute Bindung (hoher uRIU-
Wert). Im Gegensatz dazu zeigt das BSA Molekiil bei einem pH-Wert von 5,5 annéhernd keine
Bindung durch Wechselwirkung an der Chipoberfliche. Ein weiterer Versuch mit einem pH-
Wert-Bereich von 3,5 bis 5,0 wies ebenfalls den pH-Wert von 4,0 als geeignetsten aus.
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Abbildung 35: Vorkonzentrationsversuch mit BSA 99 pg/mL in 5§ mM Na-Acetatpuffer auf HC1000m

(Xantec, unbelegt) mit den pH-Werten 4,0; 5,0 und 5,5; Regeneration 20 mM NaOH-Lésung

Analog wird auch fiir den monoklonalen Ampicillin-Antikérper (mAmAK) der pH-Wert
Einfluss getestet. Da zu dem mAmAK keine Angaben {iiber den isoelektrischen Punkt
vorhanden sind, wurde ein pH-Bereich von 4,0 bis 5,5 getestet. Zusitzlich zu den Injektionen
im Immobilisierungspuffer erfolgten Injektionen im PBS-Laufpuffer mit einem pH-Wert von

7,3 (Abbildung 36). Dabei kam es zu keiner nennenswerten Vorkonzentrierung.
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Abbildung 36: Preconcentrationtest mAmAK 55 pg/mL verschiedene pH-Werte (5 mM Na-Acetatpuffer)
und PBS-Laufpuffer (129,6 mM); Fluss 5 pL/min; HC1000m (Xantec, unbelegt); Regeneration 20 mM
NaOH-Losung

Bei einem pH-Wert von 4 konnten die besten Bindungen (hoher AuRIU-Wert zum Nullpunkt)
detektiert werden. Die schlechteste Bindung wurde mit dem Laufpuffer erreicht, dies lédsst sich
sowohl auf den hohen pH-Wert (7,3) als auch auf die hohe Ionenstdrke im Puffer (129,6 mM)
zuriickfiihren. Die unterschiedlichen Signalverldufe sind auf die unterschiedlichen
Brechungsindexinderungen der Losungen wihrend der Injektion zuriickzufiihren, diese sind fiir
die Auswertung jedoch nicht relevant.

Zeitgleich wurden verschiedene lonenkonzentrationen des Immobilisierungspuffers getestet,
welche zwischen 5 und 20 mM Na-Acetat liegen sollten [4]. Signifikante Unterschiede
zwischen den Na-Acetatkonzentrationen 5 und 10 mM waren nicht zu erkennen. Hohere
Konzentrationen erwiesen sich als weniger giinstig.
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4.2.2. Einfluss der Flussgeschwindigkeit bei der Immobilisierung

Typische Arbeitsfliisse liegen bei der SPR zwischen 2,5 und 20 pL/min. Nach der Aktivierung
der Chipoberfliche mit EDC/NHS, sollte unmittelbar die Immobilisierungslosung injiziert
werden, da der Zwischenkomplex von EDC mit NHS an der Oberfliche nicht sehr stabil ist. Bei
der Flusswahl sind mehrere Faktoren zu beriicksichtigen:

e schneller Kontakt zwischen Immobilisierungslosung und aktivierter Oberfliche,
e ausreichende Kontaktzeit zwischen Immobilisierungslosung und Oberfliche,
e geringer Verbrauch an Immobilisierungslosung (speziell bei kostspieligen Liganden).

Wihrend der erste Punkt fiir eine hohe Flussrate spricht, stehen die anderen beiden fiir einen
niedrigen Fluss. Um beides vereinbaren zu kénnen, werden unterschiedliche Startfliisse mit
einem geringen Endfluss kombiniert [40].

In Abbildung 37 ist ein Preconcentrationversuch mit einem Ampicillin-Antikorper bei
verschiedenen Fliissen zu Beginn der Injektion abgebildet. Der Fluss wird jeweils nach
30 Sekunden auf einen einheitlichen Fluss von 5 pL/min eingestellt. In der Vergroerung ist zu
erkennen, dass mit zunehmender Geschwindigkeit des Startflusses, was einem schnelleren
Erreichen der Immobilisierungslosung auf der aktivierten Oberflache entspricht, eine hohere
Preconcentration erzielt wird.

In der Praxis hat es sich jedoch bei der Arbeit an der Reichert SPR als nicht praktikabel
erwiesen, den Fluss wihrend der Injektion umzustellen, da hierfiir ein kurzzeitiges Stoppen der
Pumpe notwendig ist und somit zwischenzeitlich kein Fluss anliegt. Daher wurde in weiteren
Arbeiten mit einer Flussrate von 10 uL/min als Kompromiss gearbeitet, um die oben genannten
Punkte zu beriicksichtigen.
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Abbildung 37: Preconcentrationtest mit Ampicillin Antikorper bei verschiedenen Fliissen (mAmAK
55 uyg/mL. in Na-Acetatpuffer 5 mM, pH 4) HC1000m (Xantec, unbelegt); Regeneration 20 mM
NaOH-Losung
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4.2.3. Einfluss der Zusammensetzung der Immobilisierungslosung

Es wurde eine Immobilisierung iiber Amin-Kopplung mittels EDC/NHS auf unterschiedlichen
Sensorchips untersucht. Diese ist von verschiedenen Faktoren abhingig. Sowohl die
verwendeten Losungen von EDC und NHS bzw. Sulfo-NHS (Abbildung 38), als auch die
molaren  Verhiltnisse  der  Reaktionspartner  haben  Auswirkungen auf den
Immobilisierungslevel. Das beispielhafte Sensorgramm fiir eine Immobilisierung ist im
Abschnitt 4.3.5. dargestellt.

NHS
TH+
TN X /_ﬁ
N" N EDC
OH
o-_N._o
ﬁo
//S\ — +
O O Na Sulfo-NHS

Abbildung 38: Strukturformeln NHS, EDC und Sulfo-NHS

64



Tabelle 9: beispielhafter Einfluss der EDC/NHS Losung auf den Immobilisierungslevel; Cf-AK-Losung 1:20
Verdiinnung; (Sensorchips von Xantec)

Chipart EDC NHS Sulfo-NHS Molares Immobilisierungs-
(155,24 g/mol) (115,09 g/mol) (217,13 g/mol) Verhiltnis level [uRIU]

15200
-- 44:1
37,5 mg/mL 5,75 mg/mL T
1 181
c150d (0,22 M) (0,05 M) 8170
15585
3150
40 mg/mL 10 mg/mL
1 --- 29:1 2
€150d (0,26 M) (0,09 M) 9 880
3243
CMD150d 40 mg/mL 10 mg/mL - 29:1 1412
(0,26 M) (0,09 M)
1835
1,5 mg/mL 7,6 mg/mL ;
CMD150d (0.01 M) - (0,035 M) 03:1 380
506
CMD200d 37,5 mg/mL 5,75 mg/mL --- 44:1 4566
(0,22 M) (0,05 M)

molares Verhiltnis von 2,9:1 entspricht den Empfehlungen von Ryan; molares Verhéltnis von 4,4:1
entspricht den Empfehlungen von Biacore, molares Verhiltnis von 0,3:1 entspricht einer Test-Empfehlung
von Gedig [36, 40, 44]
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In Tabelle 9 sind die Immobilisierungslevel, die durch die unterschiedlichen Losungen erreicht
wurden, aufgefiihrt. Immobilisiert wurde jeweils ein Ceftiofur-Antikorper bis zur Erreichung
der maximalen Beladung (maximaler Immobilisierungslevel), diese wurde in Echtzeit verfolgt
und jeweils nach circa 30 min erreicht. Verwendet wurden die Sensorchips C150d und
CMD150d, welche dhnliche Eigenschaften aufweisen und ein Sensorchip CMD200d, welcher
sich nur in der Belegungshohe der Chipoberfliche vom CMD150d unterscheidet.

Es zeigten sich deutliche Unterschiede in der Beladung, hervorgerufen durch unterschiedliche
molare Verhiltnisse von EDC zu NHS. Schon kleine Abweichungen im EDC Uberschuss
wirken sich auf den Immobilisierungslevel aus. In den Untersuchungen zeigten sich im Mittel
fast fiinffach niedrigere Immobilisierungslevel, wenn der EDC Uberschuss von 4.4:1 auf 2,9:1
gesenkt wurde. FEine weitere Verschiebung der Verhiltnisse zu Gunsten von NHS
(NHS Uberschuss) bedeutet eine weitere Absenkung des urspriinglich erreichten
Immobilisierungslevels. Dies lieB sich auch durch die Verwendung von Sulfo-NHS anstatt von
NHS nicht positiv beeinflussen. Sulfo-NHS bildet mit EDC einen stabileren intermediédren
Komplex in wissrigen Losungen und erhoht somit den Kopplungsgrad [45, 46]. Nachteilig sind
jedoch hohe Kosten des Sulfo-NHS im Vergleich zu NHS. Eine Immobilisierung mit einem
molaren Verhiltnis EDC:NHS von 4,4:1 wird von Biacore empfohlen [44]. Weiterfiihrenden
Arbeiten durch Herrn Bury im gleichen Arbeitskreis wiesen eine weitere Begiinstigung des
Immobilisierungslevels durch die Verwendung von Hydrochlorid-EDC statt EDC im molaren
Mischungsverhiltnis von 4,4:1 auf.
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4.3. Riickstandsanalytik mittels Reichert-SPR

Fiir die Analytik von Riickstdnden mittels Antikorper-Antigen-Reaktion werden vornehmlich
das kompetitive Assayformat, seltener der direkte Nachweis und komplexe Formate verwendet
[38].

Beim direkten Nachweis wird der Antikorper direkt auf der Chipoberfliche immobilisiert und
die aufgearbeitete Probe, die den Riickstand (Analyt) enthilt, injiziert. Dies bietet den Vorteil
einer recht kostengiinstigen Analyse, da bei der Immobilisierung wenig Antikorper verbraucht
wird und im weiteren Analysenverlauf kein weiterer Antikorper benotigt wird. Nachteilig ist
diese Methode jedoch bei sehr kleinen Analyten, da diese nur in hohen Konzentrationen eine
auswertbare Bindung (Messsignal AuRIU) hervorrufen und damit die Analytik im
Riickstandsbereich oft nicht moglich ist.

Empfindlicher ist hingegen der kompetitive Assay. Hierfiir wird Antigen bzw. Antigen-
Konjugat auf der Chipoberflache immobilisiert. Injiziert wird dann eine Losung, die Antikdrper
und den Analyten der Probe enthilt. Dieser besetzt die Bindungsstellen des Antikorpers und
verhindert die Bindung des Antikorpers an die Chipoberfliche, es resultiert ein im Vergleich
zur riickstandsfreien Probe niedrigeres Signal.

4.3.1. Charakterisierung der Konjugate

Von den hergestellten Konjugaten wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford zur niheren
Charakterisierung und Uberpriifung der Ausbeute durchgefiihrt. Fiir die Konjugate wurden BSA
bzw. GOD als Kopplungsmolekiil gewihlt, da diese aufgrund ihrer molekularen GrofB3e (66 kDa
bzw. 160 kDa) bereits in niedrigen Konzentrationen deutliche Messsignale in der SPR
erzeugen.

Tabelle 10: Konjugat-Konzentration nach Bradford

Konjugat  Herstellungs- Aufkonzentration Volumen Konzentration Ausbeute

datum [uL] [ng/mL] [ng]
Cf-BSA 1 20.03.2006 nein --- nicht bestimmt
Cf-BSA2  20.07.2006 nein --- nicht bestimmt
Am-GOD 1 02.06.2008  ja, Centriprep 1500 5500 8250
Am-GOD 2 29.09.2008  ja, Centriprep 3800 2300 8740
Am-BSA 29.09.2008  ja, Centriprep 1600 24200 38720
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Dabei wurden die in Tabelle 10 ermittelten Proteingehalte bestimmt. Bei der Betrachtung der
Proteinkonzentrationen der Am-GOD Konjugate 02.06.2008 und 29.09.2008 ist deutlich der
Einfluss der Aufkonzentrierung der Losung unter Erhalt der gleichen Ausbeuten (ug) durch die
Zentrifugation im Centriprep erkennbar.

4.3.2. Priifung der Antikorperbindungsfihigkeit mittels ELISA

Die Antikorperbindungsfahigkeit sollte moglichst unabhingig von der SPR auch mittels
ELISA-Test iiberpriift werden. Dabei sollten sowohl die Ampicillin-GOD-Konjugate als auch
das  Ampicillin-BSA-Konjugat untersucht werden. Ebenfalls sollte sowohl die
Antikorperreaktion gegen Ampicillin als auch gegen das BSA (Immunogen) getestet werden.
Die Untersuchungen sollten Hinweise geben ob der proteingebundene Analyt im Vergleich zum
freien Analyt noch mit ausreichender Affinitdt gebunden wird.

Da der polyklonale Ampicillin-Antikérper von Randox unter Verwendung eines Ampicillin-
BSA-Konjugates als Immunogen hergestellt wurde und weitere bzw. sekundire Antikdrper
nicht zur Verfiigung standen, konnte nur ein ELISA mit dem monoklonalen Am-AK und dem
aus der Maus gewonnenen anti-ImmuglobulinG-Antikorper (sek. Mouse IgG AK) durchgefiihrt
werden.

In Vortests wurden die Konzentrationen zur Belegung der Kavititen fiir die einzelnen
Konjugate und das getestete BSA ermittelt, damit die resultierenden Extinktionen im linearen
Bereich liegen. Dabei wurden jedoch keine optimierten Konzentrationsverhéltnisse zwischen
der Belegung und den Antikorperkonzentrationen ermittelt.

In den Versuchen wurden die Kavititen mit dem Am-BSA Konjugat (202 und 505 ng/Kav.)
und den beiden Am-GOD Konjugaten (Am-GOD1 11070 ng/Kav.; Am-GOD2 9200 ng/Kav.)
belegt. Zusitzlich wurde BSA in zwei verschiedenen Konzentrationen (200 und 500 ng/Kav.)
als Kontrolle mitgefiihrt. Der Antikorper wurde mittels eines Am-BSA Immunogens hergestellt,
sollte jedoch, da es sich um einen monoklonalen Antikorper handelt, keinerlei Reaktion mit
dem BSA eingehen.

Die eingesetzten Ampicillin Konzentrationen lagen zwischen 0,01 und 1 pg/mL.

Alle drei Konjugate sind in der Lage mit dem monoklonalen Ampicillin Antikorper zu
reagieren. Daher scheint das im Konjugat gebundene Ampicillin in seiner wesentlichen
chemischen Struktur nicht verdndert zu sein.

Bei allen drei Konjugaten konnten Hemmungen in Abhéngigkeiten von den Ampicillinzugaben
erreicht werden. Wobei trotz einer geringeren Belegungskonzentration eine groflere lineare
Abhingigkeit bei dem Am-BSA Konjugat ermittelt werden konnte (groBerer Messbereich
(Extinktionswerte)). Dies ldsst den Riickschluss zu, dass mehr Ampicillin im Am-BSA
Konjugat gebunden ist als im Am-GOD Konjugat (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Auftragung relative Extinktion gegen Ampicillin Konzentration, rel. Extinktion berechnet
(Ext.-Nullwert — Ext.-Blindwert)/(Ext.-Ergebniswert — Ext.-Blindwert)*100

Wie zu erwarten ist bei den mit BSA belegten Kavititen keine Reaktion und keine
Antikorperbindung zu beobachten. Die dort gemessenen Extinktionen liegen im Bereich der
Reagenzienblindwerte.

4.3.3. Charakterisierung des Konjugates aus Ampicillin und BSA

Nachdem die Bindung mittels SPR und ELISA nachgewiesen wurde, wurde mittels eines
MALDI-(TOF)MS-Systems der Kopplungsgrad des Ampicillins an das BSA Molekiil ermittelt.

Dazu erfolgte ein Vergleich zwischen reinem BSA mit einer molaren Masse von 66 kDa und
dem hergestellten Konjugat. Der Kopplungsgrad des Ampicillins errechnet sich dabei aus der
Differenz unter Beachtung der Molaren Masse von 350 Da.

In Abbildung 40 sind die MALDI-(TOF) Massenspektren des BSA (rot) und des Konjugates
(blau) im Vergleich dargestellt. Aus den Daten lidsst sich ein Kopplungsgrad von sieben
Ampicillinmolekiilen an ein BSA-Molekiil errechnen.
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Abbildung 40: MALDI-(TOF) Massenspektrum, Vergleich BSA und BSA-Ampicillin-Konjugat

Ebenfalls wurde versucht, die Belegungsdichte des Ampicillins an die Glucoseoxidase auf
diesem Weg zu charakterisieren und den Kopplungsgrad zu ermitteln. Aufgrund der molaren
Masse von 160 kDa erwies sich dies jedoch als nicht méglich. Sowohl die GOD, als auch das
Konjugat konnten auch in mehreren Versuchen mit gednderten Parametern nicht mittels
MALDI-TOF-MS erfasst werden.
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4.3.4. Direkter Assay

Die direkten Assays wurden mit den monoklonalen Antikdrpern gegen das Ceftiofur und gegen
das Ampicillin durchgefiihrt. Als Regenerationslosung diente jeweils eine 40 mM
NaOH-Losung mit 10% Acetonitril, wie sie von vielen Autoren riickstandsanalytischer
SPR-Arbeiten genutzt wird [38].

4.3.4.1. Ceftiofur

Bei den Untersuchungen des Ceftiofurs mittels direktem Assayformat wurden vier
unterschiedliche Sensorchips (SR7000, C150d, CMD150d und HC1000m) genutzt.

4.3.4.1.1. SR7000

Zundchst wurde mit dem SR7000 ein moglichst einfacher Sensorchip genutzt. Immobilisiert
wurde mittels EDC/NHS Mischung (Empfehlung Ryan [36]; Immobilisierungslevel
2760 uRIU). Es konnten sowohl fiir Cf (6 — 60 mg/kg, Abbildung 41) und fiir das vorliegende
Cf-BSA-Konjugat (Verdiinnung 1/20, 92+6 uRIU) Bindungen detektiert werden. (Das
vorliegende Konjugat wurde von Herrn Usleber (Gielen) ohne Konzentrationsangaben zur
Verfiigung  gestellt. Es wurde jedoch wegen der geringen Menge keine
Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt. Daher sind alle Angaben in Abhéngigkeit der
Verdiinnungsstufen dargelegt.)
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Abbildung 41: Bindung der Cf-Kalibrierung (6-60 mg/kg = umgerechnet aus Konzentration der injizierten
Losung); Cf-AK imm. auf SR 7000 (Reichert); Fluss 20 pL/min, Injektionsdauer 3,5 min; n=6
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4.3.4.1.2. C150d und CMD150d

Auf diesen beiden Sensorchips wurde der Einfluss der von Gedig [40] vorgeschlagenen
EDC/Sulfo-NHS Mischung im Vergleich zur bisherigen EDC/NHS Mischung (Reichert)
gepriift. Da die beiden Sensorchips gleiche Belegungsdichten und -lingen besitzen und in ihrer
Belegungsart dhnlich sind, wurde dies als nahezu optimal angesehen, da bei Verwendung von
gleicher Zusammensetzung der Immobilisierungslosungen dhnliche Werte erhalten wurden. Die
in diesem Test erzielten Immobilisierungslevel unterscheiden sich deutlich voneinander. So
konnte auf dem C150d Sensorchip mit der bisher verwendeten Zusammensetzung der
Immobilisierungslosungen (Reichert) ein Immobilisierungslevel von 3243 uRIU erreicht
werden, hingegen auf dem CMD150d mit der neuen Zusammensetzung nur ein Level von
1835 uRIU.

Trotz des geringeren Immobilisierungslevels konnte eine bessere Bindung des Ceftiofurs
ermittelt werden. Auf dem C150d konnte fiir eine Cf-Konzentration von 30 mg/kg eine
durchschnittliche Bindung von 34+5 pRIU (n=12) und auf dem CMDI150d eine
durchschnittliche Bindung von 4844 uRIU (n=11) detektiert werden. Damit wird deutlich, dass
der CMDI150d Sensorchip besser geeignet ist fiir diesen Versuchsansatz als der C150d
Sensorchip, die erreichten Bindungen jedoch nicht zufriedenstellend sind, da mit der
sechsfachen MRL-Konzentration fiir die Niere gearbeitet wurde. Mit der hochsten MRL-
Konzentration von 6 mg/kg Cf (fiir Niere) konnten nur noch Bindungen im Bereich von
35+6 uRIU (n=5) auf dem CMD150d ermittelt werden.

4.3.4.1.3. HC1000m

Als letzter Sensorchip wurde der fiir kleine Analyten entwickelte HC1000m Sensorchip genutzt.
Auch bei diesem erfolgte die Immobilisierung mit der von Gedig [40] empfohlenen
Zusammensetzung der Immobilisierungslosungen, da diese speziell auf diesem Sensorchip von
Xantec gepriift wurden. Der erreichte Immobilisierungslevel von 10001 puRIU auf diesem
Sensorchip im Vergleich zum CMDI150d (1835 pRIU) zeigt zusitzlich die vorhandene
Kapazitiat des HC1000m Sensorchips. In den anschlieBenden Versuchen konnte jedoch nur eine
sehr geringe bzw. keine Anbindung des Cf an die Oberfliche beobachtet werden. Dies war
unabhdngig von der  eingesetzten = Konzentration.  Ebenfalls  traten  starke
Basislinienschwankungen auf, die keine Auswertung ermdoglichten. Der Sensorchip wurde
ausgebaut, jedoch konnten visuell keine Oberflichenbeeintrichtigungen erkannt werden. Nach
mehreren eigenen Versuchen (Anzahl 5) und bei Xantec wurde die EDC/Sulfo-NHS
Aktivierung als ungeeignet eingestuft, da sie schnell zur Zerstorung der Oberfliche durch die
Kollabierung der Polycarboxylatketten fiihrt, sodass zwar ein hoher Immobilisierungslevel des
Reaktionspartners detektiert wird, dieser allerdings wihrend der Analyse nicht fiir die Bindung
des Analyten zur Verfiigung steht.
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4.3.4.2. Ampicillin

Ein direkter Assay mit einer Immobilisierung des Ampicillinantikérpers (monoklonal) und der
Nutzung des Ampicillins bzw. des Ampicillinkonjugates wurde auf zwei unterschiedlichen
Sensorchips getestet, auf einem laut Herstellerangaben fiir kleine Analytmolekiile geeigneten
HC1000m und einem CMD200d (Eigenschaften der Sensorchips unter 3.4.).

Auf keinem der getesteten Sensorchips konnten ausreichende und reproduzierbare
Bindungslevel der Ampicillinkalibrierung erreicht werden. Fir Ampicillin wurde ein
Kalibrationsbereich zwischen 50 und 6000 pg/kg gewihlt. Der Kalibrationsbereich des
Am-Konjugates (Am-GOD 1) umfasste den Bereich von 55,28 bis 552,8 ug/mL. Da eine
Charakterisierung des Konjugates wie bei Am-BSA nicht moglich war, sind keine
Riickschliisse auf den Ampicillinanteil moglich.

4.3.4.2.1. HC1000m

Bei diesen Versuchen wurde der mAmAK mittels EDC/Sulfo-NHS Mischung (Xantec
Empfehlung) immobilisiert. Dabei konnte ein Immobilisierungslevel von 1720 pRIU erreicht
werden. In den Versuchen des direkten Assay-Formates mit Ampicillin zeigten sich nur geringe
Bindungslevel (3000 pg/kg 22+15 pRIU; 6000 pug/kg 7+3 uRIU), welche zudem sehr groflen
Schwankungen unterworfen waren. Ebenfalls konnten bei Analysen mittels Am-GOD Konjugat
nur geringe Bindungen detektiert werden (31,1 ug/mL 2644 puRIU). Wihrend der gesamten
Untersuchungen traten insgesamt starke Basislinienschwankungen und Schwankungen in den
detektierten Bindungsleveln auf. Nach Riicksprache mit dem Chiphersteller und dem Ausbau
des Sensorchips konnte festgestellt werden, dass der HC1000m Sensorchip zwar gegeniiber
Matrixinjektionen gute Ergebnisse lieferte (Vergleiche 4.5.), jedoch im Langzeittest fiir die hier
gegebenen Bedingungen ungeeignet war. Es zeigte sich eine Ablosung der Goldschicht von der
Glasschicht im Bereich des Ubergangs zwischen Flusszelle und Gasketring (Dichtungsring)
(Abbildung 42).

Abbildung 42: SC HC1000m (Xantec) nach Nutzung und Ausbau
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4.3.4.2.2. CMD200

Immobilisiert wurde der mAmAK mittels EDC/NHS (Biacore Empfehlung;
Immobilisierungslevel 4566 upRIU). Uber den gesamten Kalibrierbereich konnten keine
reproduzierbaren Werte erreicht werden, die Bindungslevel lagen zwischen 0 und 10 pRIU. Im
Gegensatz dazu konnte mit den Am-GOD 1 eine Kalibriergerade erstellt werden (Abbildung
43). Jedoch werden diese Werte iiber einen ldngeren Zeitraum (ab d=5) nicht mehr erhalten.
Dies spricht fiir einen Abbau der Bindungsfahigkeit des immobilisierten Antikdrpers auf dem
CMD200m Sensorchip. Dieser ist nicht fiir die Nutzung im direkten Assayformat geeignet.
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Abbildung 43: Kalibrierung AmGOD auf einem CMD200m Sensorchip: Imm. Am-AKm; Fluss 5 pL/min,
Injektionsdauer 10 min, Messpunkt 5 min nach Injektionsende

4.3.5. Kompetitiver Assay mit polyklonalem Antikorper

Zur  Durchfiihrung des Formates wurde Ampicillin-GOD-Konjugat auf einem
selbsthergestellten self-assembled Monolayer (SAM) immobilisiert (Herstellung Kapitel 6.7.6.).
Fiir den Assay wurden direkt vor der Injektion eine Antikorperlosung (pAmAK) und die
Standardlosung gemischt und anschlieBend ein Aliquot dieses Gemisches injiziert. Die
Regeneration erfolgt mit 40 mM NaOH-Losung.

Das Sensorgramm der durchgefiihrten Immobilisierung ist in Abbildung 44 aufgezeigt. Die
Immobilisierung erfolgte mit dem von Biacore empfohlenen Mischungsverhiltnis mittels
EDC/NHS. Das Konjugat wurde in einem 5 mM Natriumacetatpuffer pH-Wert 4 gel6st.
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Abbildung 44: Sensorgramm Immobilisierung AmGOD-Konjugat auf SAM, 32,5 min bei Fluss 10 pL/min,
zwischen den Injektionen flieBt Laufpuffer durch das System

Es wurde ein Immobilisierungslevel von 529 puRIU erreicht.

Zur nidheren Charakterisierung der Chipoberfliche mit dem immobilisierten Am-GOD
Konjugat beziiglich der Erkennung durch den Antikérper pAmAK und anderer Antikdrper wie
einen gegen Glucoseoxidase gerichteten Antikorper und zur Priifung der Stabilitit der
erreichbaren Bindungen wurden wiederholt Injektionen dieser beiden durchgefiihrt. Zunéchst
erfolgte eine Injektionsserie (16 Injektionen) des pAmAK, gefolgt von GOD-AK
(8 Injektionen) und anschlieBend eine nochmalige Serie pAmAK (16 Injektionen).

Die Analysen zeigten sowohl in den beiden Injektionsserien untereinander, als auch im
Vergleich der 1. und 2. pAmAK Serie gleiche durchschnittliche Bindungshdhen, sodass von
einer ausreichenden Stabilitit des Am-GOD Konjugates auf der Chipoberfliche ausgegangen
werden kann.

Sowohl Ampicillin als auch die Glucoseoxidase werden vergleichbar gut erkannt. Dies deutet
darauf hin, dass weder bei der Konjugatherstellung noch bei der Immobilisierung die jeweiligen
Epitope verdndert wurden.
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4.3.5.1. Abhéngigkeit der Antikorperbindung von der eingesetzten Konzentration

Zur Kontrolle, ob eine Abhédngigkeit des Bindungssignales von der injizierten Antikrpermenge
besteht, erfolgte die mehrfache Injektion von drei unterschiedlich konzentrierten AK-Losungen.
Wie erwartet, konnte eine Zunahme der Bindung mit steigender Konzentration des Antikorpers
beobachtet werden (Abbildung 45). Zur Stabilitidtskontrolle erfolgten jeweils acht Injektionen

der Losungen direkt nacheinander, an die sich nochmals drei Injektionen der hochsten
Antikorperkonzentration anschlossen.

Response [LRIU*10]
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Abbildung 45: Sensorgramm Injektion AmAK polyklonal; Imm. Am-GOD 1 auf SAM; Fluss 10 pL/min,
Regeneration 20 mM NaOH;

Fiir die weiteren Arbeiten wurde mit einer Antikorperkonzentration von 7,5 pg/mL gearbeitet,
da:

ausreichende Bindungshohe mit durchschnittlich 72 uRIU gegeben war,
hohe Kosten des Antikorpers (Verringerung des Verbrauchs) beachtet wurden,

es Einschriankungen der frei verfiigbaren Bindungsstellen fiir den kompetitiven Test
ergibt.
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4.3.5.2. Uberpriifung der Kreuzreaktivitiit des Antikorpers

In einem weiteren Schritt wurde zur Analysenvorbereitung die angegebene Kreuzreaktivitit des
pAmAK getestet. Laut Datenblatt weist der Antikorper (pAmAK) eine 100 % Kreuzreaktivitit
fiir Ampicillin und eine 72 % Kreuzreaktivitét fiir Penicillin G auf. Es wird daher eine hohere
Bindung bei Zugabe von Penicillin G zur Antikorperlosung erwartet als bei Ampicillin. Dies
wurde in den durchgefiihrten Untersuchungen bestétigt.

4.3.5.3. Ergebnisse — kompetitiver Assay

Bei der Durchfiihrung wurden zwei Wege verfolgt. Zum FEinen wurde die
Antikorperkonzentration schrittweise gesenkt, um damit moglichst wenig Bindungsstellen fiir
die Konkurrenzreaktion zwischen Ampicillin und Ampicillin-Konjugat zur Verfiigung zu
stellen. Dabei muss auf ein ausreichend intensives Resonanzsignal fiir den Referenzwert
(Antikorperinjektion ohne Ampicillin) geachtet werden. Zum Anderen wurde der Einfluss der
Inkubationszeit, in welcher das Ampicillin aus der Probe mit dem Antikorper vor Beginn der
Injektion wechselwirken kann, iiberpriift.

In den durchgefiihrten Untersuchungen konnte zwar eine Abhéngigkeit zwischen der Bindung
des Antikorpers und der Konzentration an Ampicillin beobachtet werden (Abbildung 46),
jedoch konnte keine komplette Hemmung der Bindung erreicht werden. Untersucht wurden
Konzentrationen zwischen 500 bis 100000 pg/kg und eine Verringerung der
Antikorperkonzentration in der Losung von 15 pg/mL bis auf 5 pg/mL, wobei letztere mit
einem Referenzwert von 48 uRIU fiir den kompetitiven Assay zu niedrig war.

Ab einer bestimmten Konzentration erfolgte die Hemmung nur bis zu einem bestimmten Level.
Injektionen mit 20000 pg/kg Ampicillin fithrten zur gleichen Bindung des Antikorpers wie die
Injektionen mit 1000 und 10000 pg/kg Ampicillin und wurden aus Griinden der
Ubersichtlichkeit in Abbildung 46 nicht mit dargestellt.

Eine Moglichkeit ist das Vorhandensein einer Fraktion von Antikdrpern im polyklonalen
Serum, die nur fiir das Konjugat spezifisch sind.
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Response [LRIU*10]

300
Zeit [sec]
—— AmAKp 7,5 pg/mL Am 0 pg/kg —— AmAKp 7,5 pg/mL Am 500 ug/kg
—— AmAKp 7,5 pg/mL Am 1000 pg/kg AmAKp 7,5 pug/mL Am 10000 pg/kg

Abbildung 46: Sensorgramm kompetitiver Test pAmAK mit Am; Imm. Am-GOD 1 auf SAM;
Inkubationszeit 30 min, flow 10 pL./min, Regeneration 20 mM NaOH

Aufgrund der nicht erreichbaren kompletten Hemmung wurde die Inkubationszeit nzher
betrachtet, um herauszufinden, ob eine ldngere Inkubationszeit Einfluss auf die Hemmung hat.
Dafiir wurden Injektionen durchgefiihrt, die sich nur durch eine Vor-Inkubationszeit
unterscheiden. Hierbei wurden zum Einen Injektionen durchgefiihrt, fiir die die Losungen per
Hand gemischt wurden, sodass sich eine Inkubationszeit von mehreren Stunden bis zur
Injektion ergab. Ebenfalls wurden Serienuntersuchungen durchgefiihrt, bei der die Losungen
vor der Injektion vom Autosampler gemischt wurden.

Die ermittelten Werte der Responsesignale wurden gegen die Konzentration des zugegebenen
Ampicillins aufgetragen und analog zu Auswertungen aus dem ELISA-Bereich in
halblogarithmischer Form dargestellt (Abbildung 47). Neben einer Abhingigkeit von der
Inkubationszeit, wobei eine grolere Hemmung mit ldngerer Inkubationszeit zu sehen ist, ist
auch eine nachlassende Bindung des Referenzwertes bei sehr langer Inkubationszeit zu
detektieren. Als Referenzwert wird hierbei der durchschnittliche pRIU-Wert betrachtet, der bei
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den ersten pAmAK Injektionen ohne Ampicillinzugabe erreicht wurde. Hierbei ist der Abfall
der Bindung des Referenzwertes des Antikorpers bei einer Inkubationszeit von 60 min
besonders deutlich, ohne ein Zugewinn an Hemmung zu erreichen. Hinzu kommt eine deutlich
verldngerte Analysenzeit, weswegen wurden weitere Untersuchungen mit einer Inkubationszeit
von 30 min durchgefiihrt wurden.
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Abbildung 47: Darstellung Abhéngigkeit des Bindungsgrads von der Inkubationszeit, 7,5 pg/mL pAmAK;
Imm. Am-GOD 1 Konjugat auf SAM; Regeneration 20 mM NaOH, Fluss 10 puL./min

4.3.6. Kompetitiver Assay mit monoklonalem Antikorper

Der kompetitive Assay wurde auch mit dem monoklonalen Antikorper (mAmAK)
durchgefiihrt. Dieser sollte spezifischer reagieren und gegebenenfalls groBere
Signalunterschiede bei Ampicillinzugabe zeigen.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 48 dargestellt.
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Response [LRIU*10]
(03]
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D
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Zeit [sec]
——15 pg/mL AmAKm ohne Am ——15 pg/mL AmAKm mit Am 100 pg/kg
—— 15 pg/mL AmAKm mit Am 250 pug/kg —— 15 pg/mL AmAKm mit Am 500 pg/kg

Abbildung 48: Sensorgramm kompetitiver Test mAmAK mit Am; Imm. Am-GOD 1 Konjugat auf SAM;
Fluss 10 pL/min, Regeneration 5 mM NaOH

Der mAmAK zeigt eine geringere Bindung (Referenzwert) als der pAmAK. Mit dem
monoklonalen Antikérper wird eine deutlichere Hemmung der Bindung an das immobilisierte
Am-GOD Konjugat in Abhingigkeit von der Ampicillinzugabe erreicht. Bei hoherer
Ampicillinzugabe (bis 20000 pug/kg) kann jedoch auch bei diesem Versuch keine komplette
Hemmung festgestellt werden.

Insgesamt zeigt dieser kompetitive Ansatz eine bessere Empfindlichkeit bei kleineren
Ampicillinkonzentrationen, die aber noch deutlich iiber dem MRL-Werten fiir Ampicillin
liegen.

Trotz der guten ersten Resultate wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt, da, wie in Abbildung
48 zu erkennen ist, die Schwankungen zwischen den Einzelmessungen (Unprizision) grof3 sind
und damit die Unterschiede der Signalwerte bei kleineren Ampicillinkonzentrationen nicht
mehr signifikant wéren. Ein weiterer Schwachpunkt ist die geringe Stabilitit des verwendeten
Antikorpers in den zu injizierenden Pufferlosungen. Dies lie3 sich durch eine deutliche
Abnahme des Referenzwertes in langen Messreihen z.B. iiber Nacht erkennen.

Eine bessere Stabilitdt zeigte der Antikorper in Gegenwart der Pufferlosungen, wenn der
Antikorper auf dem Sensorchip immobilisiert ist. (Vergleiche Direkter Assay)
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4.4. Riickstandsanalytik mittels Biacore-SPR

Die Riickstandsanalysen des direkten und des kompetitiven Assays wurden vergleichsweise auf
dem Biacore Q-Gerdt mit vier Flusszellen auf jedem Sensorchip durchgefiihrt. Fiir die
durchgefiihrten Untersuchungen auf dem Biacore Q Gerdt wurde der standardmifBig
empfohlene Sensorchip CM5 verwendet. Versuche mit selbsthergestellten SAMs waren nicht
aussagekriftig, moglicherweise wegen der nicht durchfithrbaren Komplettreinigung der
Oberfliche aufgrund der festen Verankerung des Sensorchips mit der umgebenen
Kunststoffhalterung. (siehe 6.7.6. Herstellung SAM)

4.4.1. Direkter Assay

Fiir den direkten Assay wurde analog zu den Analysen auf dem Reichert-Gerit mAmAK
(55 pg/mL) mit der maximal moglichen Kontaktzeit (Gerédtevorgabe) immobilisiert. Es wurden
auf zwei verschiedenen Flusszellen Immobilisierungslevel von 13712 RU auf fc 1
(18784 uRIU) bzw. 10654 RU auf fc 2 (14595 uRIU) erreicht. Gearbeitet wurde jeweils mit
Kalibrierlosungen im Bereich 500 — 6000 pug/kg. Hierbei konnte auf Flusszelle 1 noch ein
geringer Unterschied zwischen der 500 pg/kg und den anderen Konzentrationen detektiert
werden. Auf Flusszelle 2 konnten hingegen keinerlei Bindungen beobachtet werden (Abbildung
49). Somit konnte analog zu den Analysenergebnissen auf der Reichert-SPR auch auf der
Biacore-SPR im direkten Assayformat keine Ergebnisse erzielt werden. Infolgedessen ist fiir
kleine Analytmolekiile wie das Ampicillin ein direkter Assay nicht moglich.
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Abbildung 49: Sensorgramm Biacore, Darstellung aller Zyklen iibereinander mit gemeinsamem Messpunkt
1, CMS, Fluss 10 pL/min, fc 2, Kalibrierung Am 500 - 6000 pg/kg; Messpunkt 1: Basislinie vor Injektion;
Messpunkt 2: Basislinie nach Injektion der Analysenlosung (ARU zu Messpunkt 1 = Bindung der Analyten
an Oberfliche; Messpunkt 3: Basislinie nach Regeneration)

4.4.2. Kompetitiver Assay

Die in diesem Test verwendete Flusszelle eines CMS5 Sensorchips wurde mit
AmGOD 1 Konjugat analog der bisherigen Immobilisierungen belegt (Immobilisierungslevel
10737 RU = 14709,7 pRIU). Auf der Oberfliche wurde zunichst die Bindefdhigkeit des
mAmMAK nach der Immobilisierung mittels der Erstellung einer Kalibriergerade (Bereich
55 -220 pg/mL, Abbildung 50) getestet. Eine kompetitive Hemmung durch Ampicillinzugabe
wurde zunichst in einem Kalibrierbereich von 50 — 500 pg/kg und anschliefend im erweiterten
Kalibrierbereich von 0 — 50 pg/kg gemessen (Abbildung 51, ARU = Messpunkt 1 —
Messpunkt 2). Hierbei konnten bei allen Proben Hemmungen detektiert werden, wobei ab einer
Konzentration von 50 ug/kg bereits eine komplette Hemmung zu beobachten ist. Damit ist der
prinzipielle Versuchsaufbau des kompetitiven Assays moglich. Fiir quantitative Analysen auf
der Biacore-SPR wiren jedoch weiterfithrende Untersuchungen bzw. Optimierungen der
Konzentrationsverhiltnisse erforderlich. Da das Ziel der Arbeit jedoch die Riickstandsanalytik
mittels Reichert-SPR war, wurden diese Optimierungsversuche nicht mehr durchgefiihrt.
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Abbildung 50: Sensorgramm Biacore, Darstellung aller Zyklen iibereinander mit gemeinsamem Messpunkt
1, CMS5, Imm. Am-GOD 1 Konjugat, fc 3, Fluss 10 pL/min, mAmAK 55-220 pg/mL, Regeneration 40 mM
NaOH; Messpunkt 1: Basislinie vor Injektion; Messpunkt 2: Basislinie nach Injektion der Analysenléosung
(ARU zu Messpunkt 1 = Bindung der Analyten an Oberfliche; Messpunkt 3: Basislinie nach Regeneration)
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Abbildung 51: Bindungshemmung mAmAK in Abhiingigkeit der Am-Konzentration (0 - 50 pg/kg), CMS5,
Imm. Am-GOD 1 Konjugat, fc 3, Fluss 10 pL/min, Regeneration 40 mM NaOH
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4.5. Wechselwirkung von Matrix mit Chipoberflichen

Matrixeinfliisse durch unspezifische Bindungen bzw. Wechselwirkungen an der Chipoberfliache
gehoren zu den grofiten Storfaktoren bei der SPR. Diese unspezifischen Bindungen konnen
durch elektrostatische, hydrophobe Wechselwirkungen oder Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen z.B. Proteinen und der Chipoberflidche oder dem Eindringen von Matrixbestandteilen
in die Chipbelegung (z.B. Dextranschicht oder Hydrogel) und dem Verbleib in der
Chipbelegung ohne Bindung (sterische Hinderung der Abdissoziation von der Chipoberflédche)
hervorgerufen werden.

Der bulk-Effekt spielt hierbei eine groBe Rolle. Dabei handelt es sich um die
Brechungsindexinderung die von der injizierten Losung am Signalbeginn hervorgerufen wird.
Dieser Brechungsindexdnderung liegt jedoch keine Bindung zugrunde, fiihrt jedoch zu einem
sprunghaften Signalanstieg. Die Anderung des Signals durch eine Masseninderung
(Brechungsindexinderung) an der Chipoberfliache zeigt sich erst nach dem Injektionsende,
wenn wieder Laufpuffer iiber das System fliet. Ein hoher Gehalt an Proteinen oder Zuckern
verstiarkt den bulk-Effekt und fiihrt zu falschen Ergebnissen und hohen Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen durch hohe Blindwerte, da durch unspezifische Bindungen der
bulk-Effekt auch nach dem Injektionsende teilweise bestehen bleibt. Um die hohen Blindwerte
zu reduzieren, ist es notig, durch eine geeignete Aufarbeitung Storsubstanzen zu entfernen oder
durch Wahl eines anderen Sensorchips die Wechselwirkungen zwischen Matrix und Chip zu
minimieren. Beide Wege wurden fiir verschiedene Ausgangsmaterialien untersucht.

Wichtige Matrices bei Analysen von B-Lactam-Antibiotika sind neben der Milch auch
Muskelfleisch, Leber und Niere vom Schwein, mit einem hohen Proteinanteil, welcher viele
unspezifische Wechselwirkungen mit der Chipoberfldche verursacht.

4.5.1. Minimierung der Matrixwechselwirkungen durch Variation der Verdiinnung

Durch die Aufarbeitung mit verschiedenen Verdiinnungsstufen konnte die Verminderung des
Storeinflusses durch unspezifische Wechselwirkungen untersucht werden.

Jede Matrix wurde in den Verdiinnungsstufen von 1:4, 1:20 und Leber zusitzlich von 1:50
aufgearbeitet. Das heillt, die Matrix wurde unterschiedlich stark mit Puffer versetzt und
aufgearbeitet (siehe 6.6.).

85



600

500 I

_ 400 1

5 L

€ 300

%‘ Leber Niere 1 Fleisch

2 200 :

o ol

Q_ L

o

e 100

0 T T T T T 1

1/20 1/4 1/20 1/4 1/20 1/4

Verdiinnungen

Abbildung 52: Matrixwechselwirkung auf einem HC1000M (Xantec, unbelegt, Fluss 10 pL/min);
Regeneration 40 mM NaOH; n=2

Die Wechselwirkungen der Filtrate der 1:4 Verdiinnung waren stéirker als bei 1:20 ausgeprigt.
Aufgrund der erwarteten geringen Riickstinde in den jeweiligen Matrices (MRL 50 pg/kg [15])
miissten jedoch Verdiinnungen von 1:4 mit einem absoluten Gehalt der Probelosung von 50 ng
(gerechnet mit dem MRL-Wert) gewédhlt werden oder bei einer 1:20 Verdiinnung
Anreicherungsschritte eingeschaltet werden.

4.5.2. Minimierung der Matrixwechselwirkungen durch Variation der Sensorchips

In Kapitel 3.4. Sensorchips wurden die unterschiedlichen verwendeten Sensorchips mit ihren
spezifischen FEigenschaften beschrieben. Gepriift wurden die Matrixeinfliisse der
Schweinelebermatrix, da diese in der 1:4 Verdiinnung die groBten Wechselwirkungen zeigt.
Drei Sensorchips, die geeignet erschienen, wurden getestet. Die entsprechenden Vorteile,
welche zur Reduktion von Storeinfliissen der Matrix beitragen [40], sind in Tabelle 11
zusammengefasst.
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Tabelle 11: Zusammenfassung der Vorteile von Sensorchips beziiglich unspezifischer Bindung durch
Wechselwirkungen [40]

Sensorchip Vorteil
C150d dicht gepackte Oberfldche
CMD150d dicht gepackte Oberfldche

geringe unspezifische Proteinbindung

empfohlen fiir die Immobilisierung von Proteinen/DNA

HC1000m sehr geringe unspezifische Proteinbindung
empfohlen fiir kleine Analyten

grofle Belegungshohe (iiber evaneszentes Feld hinaus)

vergleiche auch Abschnitt Sensorchips 3.4.

Erwartet wird daher eine deutliche Verbesserung bzw. Verminderung der Storeinfliisse auf den
beiden letztgenannten Sensorchips. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 53 dargestellt.

Die Vorteile vom HC1000m und vor allem vom CMDI150d im Vergleich zum C150d sind
deutlich zu erkennen. Die Proteine, welche fiir die Storeinfliisse verantwortlich gemacht
werden, sollten beim HC1000m gar nicht in den Bereich des evaneszenten Feldes eindringen,
also nicht erfasst werden, da sich dieser Sensorchip durch eine geringere Ladungsdichte und
damit eine geringere Anziehung der Molekiile auszeichnen sollte. Es scheint jedoch, dass die
nach der Probenaufarbeitung verbleibenden kleineren Proteine in der Lage sind, tiefer in das
Hydrogel des HC1000m Sensorchips einzudringen und von dort schlechter wieder
wegdissoziieren konnen. Ahnliche Effekte wurden von Andree [34] beobachtet. Im Gegensatz
dazu steht der CMD150d Sensorchip, welcher zum Einen dichter gepackt ist und zum Anderen
eine deutlich kleinere Belegungshohe aufweist, wodurch die Proteine nicht tief eindringen und
nach Beendigung der Injektion ebenfalls rasch abdissoziieren konnen. Bei SAM-Sensorchips
sind hingegen hohere unspezifische Wechselwirkungen zu erwarten, da die Goldoberfldche
meist nicht vollkommen eben ist und es so zu ,,aktiven‘ Stellen, an denen z.B. Proteine an die
Goldoberfliche adsorbieren kénnen, zwischen den gebundenen Mercaptoalkylketten kommen
kann (siehe Abbildung 31) [43].
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Abbildung 53: Vergleich unspezifischer Bindungen von Bestandteilen der Schweineleber an verschiedenen
Chipoberflichen; Fluss 10 pL/min; Regeneration 40 mM NaOH; Injektionsdauer 5 min; n=2

Fiir diese Annahme spricht auch der auftretende bulk-Effekt bei den jeweiligen Injektionen.
Auch hierbei sind bereits deutliche Unterschiede erkennbar (Vergleiche Abbildung 54). Diese
treten umso stirker auf, je mehr Matrixbestandteile in das evaneszente Feld eindringen.
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Abbildung 54: bulk-Effekt der Schweineleber-Injektion auf verschiedenen Sensorchips (Fluss 10 uL/min);
Regeneration 40 mM NaOH; Injektionsdauer 5 min;
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4.6. Regeneration

Die Regeneration ist der letzte Schritt einer Analyse. Sie sollte den Analyten und unspezifisch
gebundene Molekiile moglichst komplett von der Chipoberfliche entfernen, ohne diese negativ
zu beeinflussen, durch zum Beispiel:

® Ablosung von Teilen des immobilisierten Liganden oder
e Zerstorung z.B. Denaturierung des Liganden oder
e Verdnderung der Struktur des Liganden

Jede dieser Einflussmoglichkeiten fiihrt genauso wie eine unvollstindige Ablosung des
Analyten zu einer verringerten Bindung des Analyten im nichsten Zyklus.

Bei der Arbeit mit immobilisierten Antikorpern ist bei der Regeneration besondere Vorsicht
geboten, um Denaturierungen und Verdnderungen und somit der Unbrauchbarmachung des
Chips zu vermeiden. Meistens werden in der Riickstandsanalytik schwache Siduren oder Basen
als Regenerationslosung verwendet oder eine Glycinlosung (10-100 mM), welche sauer (pH 2)
oder basisch (pH 12) eingestellt wird [3, 38, 47-57].

Andersson et al. [58] entwickelten einen systematischen Test zur Ermittlung geeigneter
Regenerationslosungen. Hierbei werden die verschiedenen Moglichkeiten der Wechselwirkung
beriicksichtigt und Losungen mit unterschiedlichen Eigenschaften kombiniert.

In Anlehnung an dieses Schema wurden folgende Losungen getestet:

e Jonisch (I),

e Unpolar (U),

® Detergenzien (D),

e Regenerationsreagenz Sauer (A).

Die Losungen wurden jedoch direkt und nicht in dem von Andersson et al. [58]
vorgeschlagenen Mischungen und Verdiinnungen eingesetzt.

Im Vorfeld wurde eine Natriumhydroxidlosung [36] getestet, welche jedoch keine vollstindige,
zufriedenstellende Regeneration brachte.
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Abbildung 55: Injektion Cf (6000 pg/kg) mit verschiedenen Regenerationslosungen (Anlehnung an [58]);
Imm. Cf-AK auf SR7000; Injektionsdauer 3,5 min; Fluss 20 pL/ min; Cf-Bindung 35 - 25 uRIU

Farbe

Injektion

Puffer

Ceftiofur (Konzentration 6 pg/mL)

Regenerationslosung U Regeneration zu stark =

Veridnderung/Zerstorung der Oberflidche

Regenerationslosung D Regeneration unzureichend
Regenerationslosung A Regeneration unzureichend
Regenerationslosung I Regeneration leicht zu stark =

Verinderung/Zerstorung der Oberfldche
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In Abbildung 55 und Abbildung 56 sind die Sensorgramme der Regenerationstests dargestellt.
Nur die ionische Regenerationslosungsmischung lieferte anndhernd zufriedenstellende
Ergebnisse, erkennbar in Abbildung 55. Da auch dort die Regeneration noch etwas zu stark
(Absenkung der Basislinie unter Startniveau, entspricht einer Oberflachenzerstorung) war,
wurden im Anschluss die Einzelkomponenten (Teillosungen) der ionischen Losung getestet.

Guanidinhydrochlorid in einer etwas stirkeren Konzentration erwies sich zunidchst als
Optimum. Langzeitversuche (circa 6 Wochen) zeigten jedoch auch bei dieser Losung eine
unvollstindige Regeneration. Ein Test mit einer schwachen Phosphorsidure fithrte zur
Denaturierung des Antikorpers und Zerstorung der Chipoberfliche. Daher wurde in Anlehnung
an die Arbeiten von Cacciatore [8] zur B-Lactam-Analytik auf eine Natriumhydroxidlosung mit
10 % Acetonitril zuriickgegriffen. Weitere Versuche zeigten, dass eine Konzentration von
20 mM NaOH mit 10 % Acetonitril auf allen Oberflichen bei den getesteten Systemen
(Antikorper — Antigen bzw. Konjugat) die besten Resultate lieferte.

91



3000 -

2950 4

2900 A

2850 A

2800 -

\¥]

3

a

o
L

\*]

BN

o

o
L

Response (LRIU)

2650 A

2600 L Lw

2550 4

e

2500 T

10100 12100 14100 16100
Zeit (sec)

18100 20100

Abbildung 56: Injektion Cf (MRL) mit den Teillosungen aus Regeneration I; Imm. Cf-AK auf SR7000;

Injektionsdauer 3,5 min; Fluss 20 pL/ min; Cf-Bindung 35 -25 nRIU

Farbe Injektion
Puffer
EEE refill

Ceftiofur (Konzentration 6 ug/mL)
Regenerationsteillosung KSCN
Regenerationsteillosung MgCl,
Regenerationsteillosung Guanidin-HCl

Regenerationsteillosung Harnstoff

Regeneration unzureichend
Regeneration unzureichend
Regeneration unzureichend

Regeneration unzureichend
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4.7. Vergleich der Reichert-SPR mit einem Biacore Q-Geriit

Im Laufe der Arbeit konnten in Zusammenarbeit mit dem Hersteller der Reichert-SPR einige
Optimierungen und Anpassungen an die Anforderungen in der Riickstandsanalytik erreicht
werden. Die grofiten Verbesserungen konnten bei der Pumpe und der entsprechenden Software
erzielt werden. Sowohl die Reichert-SPR als auch das Biacore Q-Gerit verfiigen iiber
Hochleistungs-Spritzenpumpen, welche sehr gut fiir die Riickstandsanalytik geeignet sind.

Zu den Verbesserungen der Pumpe SR7500 gehort die Steuerung mittels Software ebenso wie
das Weiterarbeiten der Pumpe im programmierten Modus, auch wenn es zu Ausfillen der
Computersoftware kommen sollte. Ebenfalls konnten die erforderlichen konstanten Pumpraten
fiir den Fluss und die Moglichkeit eines schnellen refills ohne Unterbrechung der Analytik
erreicht werden. Im Vergleich zum Biacore Q ist es jedoch nicht moglich, wihrend einer
Analyse mit verschiedenen Fliissen zu arbeiten. Das heifit, der Fluss muss so gewihlt werden,
dass er sowohl fiir die Probeninjektion als auch fiir die Regeneration genutzt werden kann. Eine
Flussanpassung an die einzelnen Schritte der Analyse, wie sie beim Biacore Q durch vorherige
Programmierung erfolgt, ist nicht moglich.

Das Reichert-SPR-System mit den drei Komponenten Pumpe, Autosampler und SPR-
Messeinheit wird iiber drei unabhingige Softwareprogramme gesteuert. Diese einzelnen
Softwareprogramme sind nicht untereinander verbunden und geben daher keine Informationen
aneinander weiter. Eine Steuerung wie bei dem Biacore Q-Gerit iiber nur eine Software und die
damit einhergehende Informationsiibertragung ist ein ndchster Schritt in der Weiterentwicklung
der Reichert-SPR und wird vom Hersteller angestrebt.

Wichtige Informationen, die nicht {ibertragen werden, sind beispielsweise die Injektionsmarken
(Start und Ende der Injektion) bzw. Messpunkte, welche zwar manuell (damit Anwesenheit
erforderlich) gesetzt werden konnen, jedoch in der weiteren Auswertung nicht nutzbar sind, da
diese im Verlauf der Dateniibertragung (Vergleiche 3.1.1.) verloren gehen. Insgesamt bietet die
Biacoresoftware mit:

e der Anzeige des bendtigten Reagenzvolumens und des entsprechenden Gefil3es,

e der Definitionsmoglichkeit von Messpunkten (vergleiche Kapitel 4.4) und deren
automatischer Markersetzung,

e der Moglichkeit unbegrenzt viele Zyklen an unterschiedlichen Messpunkten
ibereinanderzulegen und

e der unkomplizierten Auswertung durch Auslesung der gesetzten Messpunkte, Erstellung
einer der Analyse angepassten Kalibriergerade und der vollautomatisierten Berechnung
der Ergebnisse

eine deutlich bessere Bedienungsfreundlichkeit und Hinweise zur Vermeidung von Fehlern.

Die Reichert Software hingegen bietet den Vorteil, dass mehrere vollstindige Messzyklen
(Analytinjektion, Regeneration) nacheinander auf dem Bildschirm darstellbar sind. Mit der
Darstellung mehrerer Zyklen ist ein schnellerer optischer Vergleich der einzelnen Zyklen
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untereinander moglich und Effekte wie eine unvollstindige Regeneration lassen sich schneller
erkennen. Bei Biacore lassen sich nur definierte Messpunkte, z.B. der Basislinie, graphisch
darstellen.

Fiir die Riickstandsanalytik ist es weiterhin wichtig, dass geringe Reagenzvolumina mit hoher
Empfindlichkeit analysiert werden konnen. Hierbei spielen die Flusszellengrofe und die
erreichbaren Messsignale eine grofle Rolle. Die Flusszellen bei Reichert sind entweder 6 oder
9 mm lang und fassen ein Volumen von circa 900 nL (groBe Flusszelle), die Biacoreflusszellen
haben hingegen ein Volumen von 20 nL bei vergleichbaren Messsignalen. Hinzu kommt beim
Gerit von Reichert eine deutlich ldngere Flussstrecke zwischen dem Schaltventil und der
Flusszelle und damit ein groeres Totvolumen (= 6 pL).

Die geringe Flusszellengrofle bietet die Moglichkeit auf einem Chip mehrere Flusszellen zu
nutzen. In Abschnitt 3.1.2. ist eine Moglichkeit dargestellt, beim Reichert-Gerdt durch
unterschiedlichen Einbau des Sensorchips zwei Flusszellen pro Sensorchip zu schaffen. Dies ist
jedoch mit einem Umbau verbunden.

Beim Einbau des Sensorchips wird das Prisma mit der Glasfliche des Sensorchips durch
Dispersionsdl verbunden. Dies darf nur sehr gering dosiert werden, da es sich nicht auf der
Chipoberfliche ausbreiten darf. Dies wiirde sich negativ bis hin zur Unbrauchbarmachung des
Sensorchips auswirken. Eine griindliche Reinigung der Unterseite mit Ethanol und Wasser ist
daher nach jedem Ausbau erforderlich, auch hierbei ist eine Beeinflussung der Chipoberseite zu
vermeiden. Ebenfalls ist eine entsprechend schonende Lagerung vorzunehmen. Beim Biacore Q
konnen vier Flusszellen ohne Umbau im stédndigen Wechsel direkt angesteuert werden.

Biacore verwendet zur Uberbriickung des Luftraums eine ultradiinne Silikonfolie, welche
dauerhaft im Gerét verbleibt. Ebenso ist die Lagerung durch die Fixierung des Sensorchips in
der Kunststoffhalterung unkompliziert. Diese Halterung wirkt sich nachteilig bei der
Herstellung von SAMs aus. Eine Grundreinigung der Chipoberfliche mittels Piranhalosung ist
nicht moglich und die Gewihrleistung einer dauerhaften Benetzung war aufgrund der
benotigten GroBe der Glasware weniger praktikabel, da wihrend der SAM Herstellung zur
Vermeidung von Verdunstungseffekten eine Sattigung des Dampfraumes mit Ethanol iiber der
Losung sicherzustellen war (Kapitel 6.7.6.).

In beiden Geriten sind neben den eigenen Sensorchips der Herstellerfirma auch Sensorchips der
Firma Xantec einsetzbar. Die Sensorchipvariabilitit beziiglich der Oberfldchen ist vergleichbar.

Neben der eigentlichen Analyse ist die Wartung und Reinigung des Gerites ein Hauptkriterium
in der Benutzer- und Bedienungsfreundlichkeit. Bei Reichert gibt es kein vorgeschriebenes
Reinigungsprogramm bzw. -intervall und keine vorgeschriebenen Reinigungslosungen. Dies
fiihrte jedoch in der Anfangszeit zu groeren Problemen, da die Wartungsintervalle zu lang
gewihlt wurden. Das erarbeitete Wartungsprogramm (siehe Anhang Wartungskalender)
umfasst sowohl die Variabilitit der Reinigungslosung als auch die Kontrolle der Spritzen,
Kapillaren und Transportbénder.
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Im Gegensatz dazu ist das Maintenance-Programm bei Biacore, durch die Automatisierung der
einzelnen Reinigungsschritte mit den jeweiligen Losungen und Hinweisen der Software auf den
Zeitpunkt sehr streng vorgegeben.

Insgesamt konnten durch die Zusammenarbeit mit der Firma Reichert Fortschritte bei der
Nutzung der vorliegenden SPR fiir den Bereich der Riickstandsanalytik erzielt werden, im
Vergleich zum Marktfithrer Biacore sollten weiterfithrende Verbesserungen angestrebt und
vorgenommen werden.
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4.8. Zusammenstellung der Arbeitsparameter fiir die Reichert-SPR

In diesem Abschnitt sind die in dieser Arbeit ermittelten optimierten Punkte fiir das praktische
Arbeiten in der Riickstandsanalytik mit der Reichert-SPR zusammengestellt.

Geritezusammenstellung:

Pumpe SR7500 mit Software SR7500 (Idnger als 12 Monate stabil)

Endurance Autosampler mit SlscLite Software

SR7000 Einkanalgerit mit SPR4 V.4.0.16c Software

Scrubber2 Software

Einbau einer 700 uL Probenschleife (beige, i.D. 1,02 mm, L 85,7 cm) bei gro3en Volumina

Einbau einer 90 uL Probenschleife (orange, i.D. 0,50 mm, L 45,8 cm) optional bei kleinen
Volumina

Verwendung von Vials fiir die Immobilisierung, Verwendung Mikrotiterplatte fiir Analysen

Chipeinbau:

Reichert Sensorchips 12x12 mm:
mittigen Einbau, 0,5 — 0,8 uLL Dispersionsol, groe Flusszelle
Xantec Sensorchips 9x9 mm:

links- bzw. rechtsseitiger Einbau, 0,3 — 0,5 uL Dispersionsdl, kleine Flusszelle

Immobilisierung:

Arbeitsfluss 10 pL/min

optimaler Immobilisierungspuffer Natriumacetatpuffer 5 mM, pH 4
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Analysen:

Arbeitsfluss zwischen 2,5 und 10 puL/min
maximale Injektionsdauer 90 uL Probenschleife: 10 uL/min — 85 uL = 8,5 min
2,5 uL/min — 90 pL = 36 min

Injektionsvolumen:
unabhingig von Probenschleife: Injektionsvolumen + 40 uLL Spiilvolumen
Mindestvolumen bei Nutzung MP: Injektionsvolumen + 40 uL Spiilvolumen

+ 45 uL Totvolumen des Autosamplers

+ 10 uL Restvolumen in Kavitit
Programmierung zur maximalen Nutzung der MP (96 Kavitéten): fiir 96 Injektionszyklen

e wash-Programmierung aus Laufpuffervorrat
® Regenerationslosung Injektion aus Transportvial 1 bis 4
® Analytlosung in MP

Regeneration angepasst an Versuchsbedingungen mit 5 — 40 mM NaOH (Dauer 0,5 — 1,5 min)

Chipausbau:

Chipunterseite griindlich mit Ethanol und Wasser reinigen (Wattestédbchen)
Chip unter Stickstoff trocknen

Chiplagerung unter Helium oder Stickstoff, trocken, verschlossen, Kiihlschrank
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5. Zusammenfassung

Es ist in dieser Arbeit erstmalig gelungen, die einzelnen Gerdtekomponenten der Reichert-
SPR — Pumpe, Autosampler und SPR - fiir die Arbeiten in der Riickstandsanalytik
anzupassen und zu optimieren. Die groften Fortschritte konnten dabei im Bereich des
Leistungsvermogens und der Bedienungsfreundlichkeit der Pumpe erreicht werden. Mit der
im Einsatz befindlichen SR7500-Pumpe von Reichert, der Hamilton 1001.5TLLX 500 pL
Pumpenspritze und der dazugehorigen Software war es moglich, FlieBgeschwindigkeiten iiber
einen groflen Bereich (2,5-200 uL/min) konstant und reproduzierbar zu fordern. Die
SR7500-Pumpe als Hochleistungspumpe war dabei weitestgehend wartungsfrei und konnte
ohne Unterbrechungen iiber einen langen Analysenzeitraum problemfrei genutzt werden.

Ein weiterer groler Fortschritt fiir die Nutzung der SPR im Bereich der Riickstandsanalytik
wurde durch die Weiterentwicklung der SPR-Software in Zusammenarbeit mit der Firma
Reichert erzielt. Das letzte Software-Update (SPR4 V.4.0.16c) bot die Mdoglichkeit, manuell
Markierungspunkte fiir den Signalbeginn und das —ende zu setzen. Dies erleichterte die
Ubertragung der erhaltenen Daten in Scrubber und Excel und damit deren Auswertung.
Weiterhin war die Aufnahme des Temperaturverlaufes in der Flusszelle wiahrend der Messung
genauso moglich wie die Aufnahme der graphischen Darstellung des SPR-Minimums.

In der verwendeten Zusammenstellung der Gerdtekomponenten ist somit eine getrennte und
voneinander unabhingige Softwareprogrammierung und Steuerung dieser Komponenten
moglich. Nachteilig wirkte sich jedoch die komplett fehlende Kommunikation der
Geritekomponenten inklusive Software wihrend der Analyse aus.

In umfassenden Untersuchungen konnten ferner die bestmoglichen Zubehdrmaterialien und
deren optimierte Nutzung fiir die Riickstandsanalytik erarbeitet werden. Hierzu gehorte neben
der Verwendung der silica-coated/steel-Injektionsnadel im Autosampler die Ermittlung der
maximalen Einstichtiefe und Fiillgeschwindigkeit fiir die Arbeit mit Vials wie auch mit
Mikrotiterplatten. Dabei konnte ein sehr geringes Mindestvolumen pro Kavitit
(Mikrotiterplatte) ermittelt werden, was sich bei teureren Losungen in der Riickstandsanalytik
wie z.B. Antikorperlosungen als Vorteil erwies. Ebenso konnten fiir die Verbindungen der
einzelnen Gerdtekomponenten die idealen Kapillarinnendurchmesser ermittelt werden.
Hierbei wurde ein gutes Zusammenspiel zwischen geringem Totvolumen und wartungsarmen
Arbeiten erarbeitet.

Neben der Programmierung einer umfassenden Reinigung des  Autosamplers
(Autosamplerspritze, Probenschleife und Injektionsnadel) wihrend der Routinearbeit
(Programmierung ,,wash*) konnte ein bedienungsfreundliches und zeitgleich Ressourcen
schonendes (Material und Zeit) Wartungsprotokoll zusammengestellt werden.

Fir die Analysen konnten Rinderserumalbumin-Konjugate (BSA-Konjugat) sowohl mit
Ceftiofur als auch mit Ampicillin hergestellt werden. Zusitzlich wurde ein Ampicillin-
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Glucoseoxidase-Konjugat (GOD-Konjugat) als Vergleich hergestellt. Alle Konjugate wiesen
nach der Herstellung noch eine Bindungsfihigkeit zu den entsprechenden eingesetzten
Antikorpern aus, sodass eine grundlegende Veridnderung des fiir den Antikorper wichtigen
chemischen Strukturelements wie z.B. der intakte B-Lactamring auszuschlieBen war. Dies galt
fir beide Konjugatbestandteile. Bindungsversuche mittels ELISA zeigten, dass das
gewonnene Ampicillin-BSA-Konjugat eine deutlich bessere Bindung an den verwendeten
monoklonalen Ampicillin-Antikorper zeigte als das Ampicillin-GOD-Konjugat bei deutlich
geringerer Einsatzkonzentration.

Weiterhin gelang es, das Ampicillin-BSA-Konjugat mittels Maldi-TOF-MS niher zu
charakterisieren. Hierbei konnte ermittelt werden, dass im Konjugat sieben
Ampicillinmolekiile an ein BSA-Molekiil gekoppelt wurden. Aufgrund der MolekiilgroB3e des
Ampicillin-Glucoseoxidase-Konjugates war eine entsprechende Charakterisierung nicht
moglich.

Fir die Riickstandsanalytik der Tierarzneimittel Ceftiofur und Ampicillin wurden
verschiedene Einflussparameter in dieser Arbeit untersucht. Dazu gehort der Einfluss der
Ionenstirke und des pH-Wertes des Immobilisierungspuffers ebenso wie die
FlieBgeschwindigkeit wihrend der Immobilisierung. Als am geeignetsten konnte dabei fiir
beide Analytmolekiile bzw. deren Konjugate und den genutzten Antikdrpern eine
Immobilisierung bei einem Fluss von 10 pL/min mit einer 5 mM Natriumacetatldsung mit
einem pH-Wert von 4 ermittelt werden.

Ebenfalls konnten verschiedene Zusammensetzungen der Aktivierungslosung von EDC/NHS-
Losung auf unterschiedliche Sensorchips getestet werden, wobei eine Zusammensetzung einer
EDC/NHS Losung (0,22 M / 0,05 M), welche der Biacore Empfehlung entspricht, sich als
optimal erwiesen hat.

Nach den Untersuchungen verschiedener Regenerationslosungen ergab sich fiir das
vorliegende Testsystem eine erfolgreiche Regeneration mit Natriumhydroxid bzw.
Natriumhydroxid mit 10 % Acetonitril, ohne die Chipoberfliche bzw. den immobilisierten
Bindungspartner anzugreifen oder zu zerstoren. Dabei wurde die Molaritit der
Natriumhydroxidldsung an die jeweiligen Versuchsbedingungen im Bereich zwischen 5 und
40 mM angepasst.

Da auch die Sensorchipauswahl mit den unterschiedlichen Belegungen eine grofie
Einflussgroe in der Analytik darstellt, wurden in dieser Arbeit ebenfalls verschiedene
Sensorchips und das Verhalten der relevanten Matrices (Leber, Niere, Fleisch) auf diesen
untersucht. Dabei hatten sich die Sensorchips HC1000 und CMD, welche sich durch geringe
unspezifische Proteinbindungen auszeichnen sollen, auch als besonders unanfillig gezeigt.
Wie zu erwarten, zeigten die self-assembled monolayer eine groBere Anfilligkeit fiir
unspezifische Bindungen der Matrix an der Sensorchipoberfliche. Auf diesen drei
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Sensorchips wurden die untersuchten Assayformate (direkter und kompetitiver Assay)
untersucht.

Erste Untersuchungsansitze dieser Assays konnten durchgefiihrt werden, jedoch zeigten sich
hierbei die Grenzen der Riickstandsanalytik mittels Reichert-SPR. Dabei ergab sich, dass das
Reichert-System in der vorliegenden Zusammenstellung und mit der verfiigbaren Software zwar
prinzipiell fiir die Riickstandsanalytik geeignet ist, ohne jedoch die Empfindlichkeit des Biacore
Q-Systems zu erreichen, wenn dasselbe kompetitive Assayformat im direkten Vergleich gepriift
wurde. Dem Vorteil der Reichert-SPR beim Anschaffungspreis steht weiterhin eine nicht
anndhernd vergleichbare Bedienerfreundlichkeit, wie sie das Biacore-Geridt aufweist,
gegeniiber.
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6. Material und Methoden

6.1. Gerdite SPR
6.1.1. Pumpen

PHD 22/2000

NeMESYS Startermodul

SR7500

Harvard Apparatus
84 October Hill Road
US- Holliston, Massachusetts 01746

Internet: www.harvardapparatus.com

Cetoni GmbH
Am Wiesenring 6
DE- 07554 Korbuf3en

www.cetoni.de

Reichert, Inc.
3326 Walden Avenue
US- Depew, NY 14043

www.reichert.com
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6.1.2. Autosampler

Endurance Spark Holland BV
Pieter de Keyerstraat 8
NL- 7825 VE Emmen

www.sparkholland.com

6.1.3. Oberflichenplasmonresonanzgeriite

SR7000 Reichert, Inc.
3326 Walden Avenue
US- Depew, NY 14043

www.reichert.com

Biacore Q GE Healthcare
Biacore International AB
Uppsala, Schweden

www.biacore.com
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6.2. Zubehor
6.2.1. Kapillaren

Die Geritekomponenten Pumpe, Autosampler und Oberflachenplasmonresonanz (Flusszelle)
sind jeweils mittels PEEK-Kapillaren unterschiedlicher Innendurchmesser (Tabelle 12)

untereinander verbunden. Diese sind in einem Bereich von 0,06 bis 1,02 mm verfiigbar. Welche
Kapillare eingesetzt wird, hiangt dabei ganz von den gegebenen Anforderungen ab.

Tabelle 12: Kapillarfarben und die entsprechenden Innendurchmesser (Reichert SPR)

Kapillarfarbe = Innendurchmesser Innendurchmesser Verwendung zwischen
[mm] [inch]

beige 1,02 0,04 Pufferreservoir/ Pumpe
innerhalb des AS
Probenschleife 700 uL

griin 0,75 0,03 Flusszelle/Abfall

orange 0,5 0,02 Probenschleife 90 uL.

blau 0,25 0,01

rot 0,12 0,005 AS/Flusszelle

schwarz 0,08 0,003

grau 0,06 0,0025

Diese Anforderungen sollen anhand von zwei Beispielen im Folgenden erlidutert werden.

Beispiel 1: Der Zufluss des Puffers aus dem Pufferreservoir in die Pumpenspritze sollte
moglichst ziigig mit einer hohen Fiillrate erfolgen. Bei der verwendeten Fiillrate von
25000 uL/min (Pumpe SR 7500) wird daher eine beigefarbige Kapillare verwendet. Im
Gegensatz hierzu (Beispiel 2) wird zwischen dem Autosampler und der Flusszelle eine rote
Kapillare genutzt. Diese bietet zum FEinen den Vorteil eines kleinen Innendurchmessers,
welcher einen relativ druckfreien Ubergang zur Flusszelle bietet. Das heift, bei Einlass in die
Flusszelle kommt es nicht zu einem Druckaufbau, sondern eher zu einer leichten Entspannung
der Injektionslosung. Gleichzeitig ist dieser Innendurchmesser jedoch grof3 genug, damit sich in
der Kapillare nicht zu schnell Pufferkristalle absetzen und diese verstopfen.
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6.2.2. Pumpenspritzen

BD

Braun

Terumo

Poulten Graf

Vici

Hamilton

BD
Franklin Lakes

NJ 07417

B Braun Melsungen AG

D-34209 Melsungen

Terumo Europa N.V.

3030 Leuven, Belgien

Poulten Graf GmbH
Am Bildacker 3-7

D-97877 Wertheim

VICI Precision Sampling
P.O. Box 15886
Baton Rouge

Louisiana 70895-5886, USA

Hamilton Bonaduz AG

Via Crusch 8

CH- 7402 Bonaduz

104



Kloehn Kloehn Inc. USA
10000 Banburry Cross Drive

Las Vegas, NV 89144, USA
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6.3. Chemikalien SPR

Unter der Angabe H,O ist jeweils Reinstwasser; Milli Q Plus, Millipore GmbH zu verstehen.

6.3.1. Immobilisierungsreagenzien

Natriumacetat Puffer 20 mM

pH Wert mit Essigsdure eingestellt

H,O

Natriumacetat Puffer 10 mM

pH Wert mit Essigsdure eingestellt

H,O

Natriumacetat Puffer 5 mM

pH Wert mit Essigsdure eingestellt

H,O

54,4 g NaCH,COO*3 H,O

ad 20 mL

27,2 g NaCH,COO*3 H,0O

ad 20 mL

34,0 g NaCH,COO*3 H,O

ad 50 mL

EDC und NHS bzw. Sulfo-NHS werden jeweils im Volumenverhiltnis 1:1 gemischt. Je nach
Mischungsverhiltnis werden unterschiedliche Mengen eingewogen.

N-ethyl-N"-(3-dimethyl-aminopropyl)carbodiimid EDC

H,O

EDC

H,O

EDC

H,O

40 mg

0,5 mL

1,5 mg

0,5 mL

37,5 mg

0,5 mL
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N-(Hydroxy)-succinimid

N-(Hydroxy)-sulfosuccinimid

Ethanolamin pH 8,5

6.3.2. Arbeitsreagenzien SPR-Analyse

PBS Puffer (Laufpuffer, Verdiinnungspuffer)

NHS

H,O

NHS

H,O

Sulfo-NHS

H,O

10 mg

0,5 mL

575¢g

0,5 mL

7,6 mg

0,5 mL

Ethanolamin 3,05 g

pH-Werteinstellung mit HCI

H,O

NaCl
Na,HPO4
KH,PO,
Tween 20

H,O

ad 50 mL

340 ¢g
0,74 g
022 ¢g
250 uLL

ad 500 mL
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Reinigungslosungen:

SDS 0,3 % SDS 0,15¢

H,O 50 mL
SDS 0,5 % Desorb solution 1, Firma Xantec
Glycin 50 mM pH 8,5 Desorb solution 2, Firma Xantec

Ethanol, reinst

Ethanol 20 % Ethanol 20 mL

H,O 80 mL

Regenerationslosungen:

Andersson-Schema

Sauer (A):

Oxalsédure (0,15 mol/L)
Phosphorsédure (0,15 mol/L)
Ameisensdure (0,15 mol/L)
Malonsidure (0,15 mol/L)

Jeweils in H,O herstellen, in gleichen Teilen (v/v) mischen und den pH-Wert mit 4 mol/L
NaOH einstellen.
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Ionisch (I):
Kaliumthiocyanat (0,46 mol/L)

Magnesiumchlorid (1,83 mol/L)

Harnstoff (0,92 mol/L)
Guanidin-HC1 (1,83 mol/L)
Losung in H,O.

Unpolar (U):

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Formamid

Ethanol

Acetonitril

n-Butanol

in gleichen Teilen (v/v) mischen.

Detergenz (D):

3-[3-Chloramidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat (CHAPS) (0,3 %; w/v)

3-Dodecyl-dimethylamino-propyn-1-sulfonat (Zwittergent 3-12) (0,3 %; wiv)
Tween 80 (0,3 %; viv)
Tween 20 (0,3 %; viv)
Triton X-100 (0,3 %; viv)
Losung in H,O.

109



NaOH 80 mM

NaOH 20 mM + 10 % Acetonitril

Guanidinhydrochlorid 4 M
6 M
Magnesiumchlorid 4 M

NaOH 1,6 g
H,0 500 mL
NaOH (80 mM) 5 mL
Acetronitril 2 mL

H,O 13 mL

Guanidin-HC13,82 g
H,O ad 10 mL
Guanidin-HC15,73 g

H,O ad 10 mL

MgClL-6H,0 8,1 ¢

H,O ad 10 mL
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6.4. Herstellung der Inmunoreagenzien

6.4.1. Verbrauchsmaterialien und Gerite
Dialyseschliduche und Centripreps:
Medicell Int. LTD

KMF MWCO 12-14 kDa, Size 1-8/32”

Spectra/Por®CE
Cellulose Ester, Flout a Lyzer ™, MWCO 10 kDa, Vol. 10 ml,

Diam. 10 mm, Quanti. 1/pKg

Centiprep YM-10, Micon Bioseparations

MWCO 10 kDa, regenerated Cellulose

digitales pH-Meter 640 (Knick, Berlin)

Anlage zur Reinstwasserherstellung (Milli-Q plus, Millipore GmbH)
Zentrifuge Multifuge 4 KR (Hereaus)

Tischriihrer (IKA Labortechnik)

variable Kolbenhubpipette 100-1000 uL (Eppendorf)

Glasvial 10 ml

diverse Glasgerite und Pipetten

6.4.2. Chemikalien

Ampicillin, Natriumsalz (Fluka)
Glucoseoxidase aus A. niger (Fluka)
Natriumperiodat (Sigma)
Natriumborhydrid (Sigma)
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Ceftiofur Vetranal (Riedel de Haen)

N((3)-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid-hydrochlorid (EDC) (Fluka)

Rinderserumalbumin, BSA (Sigma)

Tabelle 13: Puffer und Reagenzlosungen fiir die Konjugatsynthesen
Losung

PBS-Puffer 0,01 mol/l pH 7,0-7,3
NaCl

Na,HPO4

KH,PO,4

Wasser bidest.

PBS-Puffer 0,01 mol/l pH 6,5
NaCl

Na,HPO4

KH,PO,

Wasser bidest.

pH-Wert Einstellung mit Phosphorsidure 1 mol/l auf pH 6,5

Natriumacetatpuffer 0,1 mol/l, pH 4,4
Natriumacetat-3H,O
Wasser bidest.

pH Wert Einstellung mit 1 mol/l Essigsdure auf pH 4,4

Natriumperiodat 0,1 M
N aIO4

16sen in 2 mL Wasser bidest.

Menge

6,79 g
147 g
043 ¢

ad. 1000 ml

6,79 g
1,47 ¢g
043 ¢

ad. 1000 ml

2723 ¢

ad. 2000 ml

42,8 mg
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Natriumborhydrid-Lésung

NaBH4 4 mg

10sen in 1 mL Wasser bidest.
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6.4.3. Arbeitsvorschriften der Konjugatsynthesen

Die jeweiligen eingesetzten Mengen an Protein, Hapten und sonstigen Reagenzien sind der
Tabelle 14 zu entnehmen.

6.4.3.1. Natriumperiodat-Kopplung

Glucoseoxidase (GOD) wurde in bidestilliertem Wasser gelost, mit der Natriumperiodatlosung
versetzt und anschlieBend eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln geriihrt. Der
Reaktionsansatz wurde danach iiber Nacht gegen 0,1 mol/l Natriumacetatpuffer bei 6 °C
dialysiert.

Die dialysierte Enzymlosung wurde mit der wissrigen Losung des Haptens (Ampicillin)
vereinigt, der pH-Wert gemessen und durch vorsichtige Zugabe von 1 M NaOH auf pH 7
eingestellt. Die Losung wurde unter pH-Wert-Kontrolle (pH 7, pH-Elektrode) vier Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss wurde zur Reduktion der nicht umgesetzten
Aldehydgruppen Natriumborhydridlosung zugegeben und im Dunkeln bei 6 °C fiir eine Stunde
inkubiert. Daraufhin wurde die Losung einmal gegen PBS-Puffer iiber Nacht bei 6 °C dialysiert.
In einem néchsten Schritt erfolgte eine weitere Dialyse mit gleichzeitiger Aufkonzentrierung in
einem Centriprep fiir 0,7 (29.09.2008) bzw. 1,5 Stunden (02.06.2008) bei 4 °C und 2000 U/min.
Zur effektiveren Aufkonzentrierung wurde die Dialyse vom 02.06.2008 nach einer Stunde
unterbrochen und die abzentrifugierte Losung (AuBenhiille) verworfen. Die erhaltenen
Konjugatlosungen wurden aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

6.4.3.2. Carbodiimid-Kopplung

Ceftiofur und Rinderserumalbumin (BSA) wurden jeweils gelost, die Losungen vermischt und
gleich im Anschluss ziigig, aber tropfenweise, mit 0,5 mL Carbodiimid-Losung versetzt. Diese
Losung wurde 24 Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln geriihrt und danach 48 Stunden
gegen PBS-Puffer dialysiert. Die Konjugatlosungen wurden aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Bei der Herstellung des Ampicillin-BSA Konjugates wurde analog gearbeitet, jedoch wurde nur
24 Stunden gegen PBS-Puffer dialysiert. Im Anschluss erfolgte eine Aufkonzentrierung und
Dialyse im Centriprep fiir 30 Minuten bei 4 °C und 2000 U/min. Die Konjugatlosungen wurden
aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
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Tabelle 14: Kopplungsiibersicht

Substanz

Ampicillin

Ceftiofur

Ampicillin

Menge Losungsmittel

[mg]

2,2

30,3

30,1

bidest. H,O

18 mM NaOH

18 mM NaOH

mL

2

5

5

Bezeichnung Menge

GOD

BSA

EDC

BSA

EDC

[mg]

20

39
8,91
39,8

8,9

Losungsmittel und
Zusitze

bidest. H,O
NaIO4
1 M NaOH bis pH 7

0,1 M NaBH4

bidest. H,O

bidest. H,O

bidest. H,O

bidest. H,O
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mL

1,2

0,4

1,5

0,5

1,5

0,5



6.5. Charakterisierung der Konjugate

6.5.1. Proteinbestimmung nach Bradford

6.5.1.1. Reagenzien, Materialien, Geriite

Roti®-Nanoquant K880 (Roth K880.1)

Rinderserumalbumin (Sigma)

Anlage zur Reinstwasserherstellung (Milli-Q plus, Millipore GmbH)
Rotilabo®-Mikrotest-Platten aus Polystyrol (F-Profil, Roth, 9293.1)
Mikrotiterplatten Reader Model 680 (Bio-Rad Laboratories GmbH)
variable Kolbenhubpipetten 10-100 uL; 100-1000 puL (Eppendorf)

variable Kolbenhubpipette 1-5 mL (Finnpette)

6.5.1.2. Arbeitsvorschrift: Proteinbestimmung
Gearbeitet wurde nach der Gebrauchsanweisung der Roti®-Nanoquant Proteinbestimmung.
Arbeitslosung:

4 mL Roti®—Nan0quant (5xKonzentrat) wurden mit 16 mL Wasser (bidest.) gemischt.

BSA-Konzentration fiir die Kalibrierreihe:

Es wurde eine Stammldsung mit 40 mg/ 10 mL hergestellt und anschlieBend eine Verdiinnung
von 1:10 vorgenommen. Diese Losung entspricht somit einem Gehalt von 400 pg/mL. Die
weiteren Verdiinnungsschritte fir die Kalibrierreihe erfolgen analog der Roti®-Nanoquant
Gebrauchsanweisung.

Die Proben bzw. die Kalibrierstandards wurden entsprechend dem Pipettierschema in die
Kavitidten pipettiert, mit der Arbeitslosung versetzt und nach einer Inkubation von fiinf Minuten
bei Raumtemperatur bei OD4sp und ODsos vermessen. Aus der Auftragung des Quotienten
ODs95/ODysy wurde die Kalibrierreihe erstellt und der Proteingehalt der Konjugatlosung
bestimmt.
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6.5.2. Priifung der Antikorperbindungsfihigkeit
6.5.2.1. Geriite

Mikrotiterplatten Reader Model 680 (Bio-Rad Laboratories GmbH)
Anlage zur Reinstwasserherstellung (Milli-Q plus, Millipore GmbH)
Flachbettschiittler SM 25 (Edmund Biihler Labortechnik)
Mikrotiterplatte Polysorb (Nunc)

variable Kolbenhubpipetten 10-100 uL; 100-1000 puL (Eppendorf)

6.5.2.2. Reagenzien

ANTIKORPER

Ampicillin-Antikorper mouse monoklonal, Abcam (ab9251)
Ampicillin-Antikdrper sheep polyklonal, Randox (PAS9567)
Glucoseoxidase-Antikorper goat polyklonal, Abcam (ab34547)

sek. AK mouse IgG rabbit polyklonal, HRP markiert, Abcam (ab6728)
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Tabelle 15: Zusammenfassung Reagenzien ELISA
Losung

Beschichtungspuffer (Bicarbonatpuffer
pH 9.,5)

PBS-Puffer (0,01 mol/L, pH 7,2)

Blockpuffer (2 % Casein in PBS)

Verdiinnungspuffer (1 % Casein in PBS)

Citratpuffer

(0,21 mol/L, pH 3,9-4,0 mit

3,15 mol/L H,05)

3,3-5,5‘-Tetramethylbenzidinlosung

Substratlosung*

Stoppreagenz

Zusammensetzung

N212CO3
NaHC03

bidest. H,O

NaCl
Na,HPO,
KH,PO,

bidest. H,O

Casein

bidest. H,O

Casein

bidest. H,O

Citronensédure-Monohydrat

KOH 1 mol/L

bidest. H,O

H,0, 30 %*

Tetramethylbenzidin

Aceton

Methanol

Citratpuffer 0,21 mol/L

Tetramethylbenzidinlosung

H,0, 30%

HCI 1 mol/L

* H,0,-Zugabe erfolgt erst bei Mischung der Substratlosung

0,16 g
0,29 g

ad 100 mL

3,40 g
0,68 g
022 ¢

ad 500 mL

2g
100 mL

lg

100 mL
2,03 ¢g
10 mL
40 mL

16,25 uL*

504 g
1 mL

9 mL

20 mL
1 mL

6,5 uLL
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6.5.2.3. Durchfiihrung

Der ELISA wurde in Anlehnung an Lamar [59] durchgefiihrt. Zur Kontrolle der Analytik
wurden in der Auflenreihe jeweils halbseitig der primére bzw. der sekundidre Antikorper nicht
pipettiert und durch Puffer ersetzt. Die gemessenen Extinktionswerte der Aulenreihen wurden
als Reagenzienblindwert in der Analyse durch Abzug beriicksichtigt.

-

Beschichtung

eBeschichtung der Kavitat mit dem Konjugat 100 uL (16 h, 4 °C)
e¢\Waschen mit PBS-Puffer, 1x

eNachbeschichtung mit Blockpuffer (30 min, RT)

*\Waschen mit PBS-Puffer, 2x

.

4 v
Antikorperreaktion

eZugabe Ampicillin (unterschiedliche Konzentrationen)
eZugabe des primaren Antikorpers (50 pL = 110 ng)
eInkubation der Platte (38 min, RT)

*\Waschen mit PBS-Puffer, 2x

. /

Sekundarantikérperreaktion
eZugabe des sekundaren Antikorpers (100 plL = 200 ng)

eInkubation der Platte (38 min, RT)
*\Waschen mit PBS-Puffer, 2x

\ /

-

Entwicklung

eZugabe Substratlésung

e|Inkubation (10 min, RT, abgedunkelt)
eZugabe Stoppreagenz

eInkubation (10 min, RT)

eMessung der Extinktionen (450 nm)

.

Abbildung 57: FlieBschema ELISA Durchfiihrung
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6.5.3. Charakterisierung des Konjugates aus Ampicillin und BSA

Fiir eine Charakterisierung der hergestellten Konjugate beziiglich der Hapten-Dichte am BSA-
bzw. GOD-Molekiil werden diese Konjugate in Anlehnung an die Literatur [60, 61] mittels
MALDI-(TOF) MS untersucht.

6.5.3.1. Reagenzien, Geriite
Rinderserumalbumin (Sigma)
Trifluoressigsidure (TFA) (Merck)
Acetonitril (CAN) (Roth)

Sinapinsdure (3,5-Dimethoxy-4-hydrozimtsiure) (Fluka)

MALDI-(TOF)MS-SYSTEM

Shimadzu Axima Performance™

Ionenquelle: MALDI, gepulst (Positivmodus)

Laser: 337 nm Stickstofflaser, fixierter Fokus, Pulsbreite 3 ns
Analysator: TOF, Driftstrecke: 1,2 m (linear); 2,0 m (Reflektron)
Probenteller: 2 mm Target, 384 Wells

Analysenbetrachtung: CCD Kamera, monochromatisch (25fache Vergroflerung)

SOFTWARE Shimadzu Biotech Launchpad™ v.2.8.3

6.5.3.2. Probenvorbereitung

Es wurden Losungen von Ampicillin-BSA-Konjugat, BSA und GOD mit einer Konzentration
von jeweils 10 umol/L in 0,1 % Trifluoressigsdure hergestellt. Die Einwaagen und
Verdiinnungen sind in Tabelle 16 zusammengefasst.
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Tabelle 16: Herstellung der Losungen fiir die MALDI-(TOF)MS Messungen

Losung Molare Einwaage Verdiinnung Konzentration

Masse Stammlosg. [umol/L]

[pro 10 mL]
BSA 66 kDa 66 mg 100 pL Stammlg./1000 uL. 10
GOD 160 kDa 18,6 mg --- 11,63
Am-BSA  gerechnet - Verd.1: 10
30 uL Stammlg.**/300 uL.
mit 69,5 kDa*

Verd.2: 250 uL V1/875 pL

* Wert wurde als Niherung genutzt bei Kopplungsverhéltnis 1 BSA : 10 Am

** Stammlosung Am-BSA-Konjugat ¢ = 24300 mg/L

Alle weiteren Vorbereitungs- und Messschritte wurden von Herrn Volker Wulf (Arbeitskreis
Prof. Géb, Analytische Chemie Universitit Wuppertal) vorgenommen.

Probenvorbereitung/Chemikalien:

Matrix: Sinapinsdure (3,5-Dimethoxy-4-hydrozimtsdure)
Losungsmittel: 0,1 % TFA/ACN (1:1)

Matrixlosung: 15 mg/mL Sinapinsédure in 0,1 % TFA/ACN (1:1)

Probelosung: 10 pmol/L in 0,1 % TFA

46 pL Matrixlosung wurden mit 4 pL Probelosung gemischt und 0,5 pL dieser Mischung
wurden auf das Target aufgegeben.
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6.6. Aufarbeitung von Lebensmitteln
6.6.1. Chemikalien und Geriite

Gerite

Messer

Knoblauchpresse

Moulinette

Anlage zur Reinstwasserherstellung (Milli-Q plus, Millipore GmbH)
Analysenwaage Modell 1712MP8 (Satorius)

Vakuumpumpe Typ EKF 56CX-4 (Greifenberger Antriebstechnik GmbH)
Wasserbad Julabo SW 1, Temperiereinheit Julabo VC (Julabo Labortechnik)
Schiittler Vortex-Genie (Bender & Hobein AG)

Zentrifuge Henle Z 200A mit Rotor 220.96 V01 (Henle Labortechnik GmbH)
Zentrifuge Millifuge™ Centrifuge (Millipore GmbH)

Ultraschallbad Bandelin electronic senorex RK 31

Kunststoffspritzen 10 mL (Braun)

Membranfilter PVDF 0,2 um (Carl Roth)

Greinertube 15 mL (Sarstedt)
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6.6.2. Aufarbeitung

Die Schweinematrices wurden frisch ohne Einfrieren zerkleinert. Dazu wurde sowohl die Niere
als auch das Muskelfleisch in grobe Stiicke geschnitten und mittels Moulinette zerkleinert. Die
Leber wurde grob mit dem Messer zerkleinert und mittels Knoblauchpresse der Leberpresssaft
gewonnen.

Zur Lagerung wurden die Matrixproben eingefroren, vor jeder Aufarbeitung frisch aufgetaut
und Tausaft durch griindliches Durchmischen vor der Einwaage eingeriihrt. Die weitere
Aufarbeitung ist in Abbildung 58 dargestellt. Das gewonnene Filtrat wurde direkt zur Messung
eingesetzt.

Einwaage und Verdiinnung mit Puffer auf definiertes Gewicht in Greinertube

Homogenisierung: kraftig schiitteln, 8 min Ultraschallbad, kraftig schiitteln

Erhitzen bei 95 °C fiir 5 min

Kraftig schiitteln, abkihlen lassen, kraftig schiitteln

Zentrifugation flr 15 min bei 6000 rpm (4185 g)

Filtrieren des Riickstandes durch Membranfilter 0,2 um

Abbildung 58: FlieBschema Matrixaufarbeitung
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Es wurden Verdiinnungen von

174 = 1 g Matrix mit Puffer auf 4 g aufgefiillt

1720 = 0,4 g Matrix mit Puffer auf 8 g aufgefiillt
1/50 = 0,16 g Matrix mit Puffer auf 8 g aufgefiillt
17250 = 35 mg Matrix mit Puffer auf 8,75 g aufgefiillt

angesetzt und wie oben beschrieben aufgearbeitet.
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6.7. Riickstandsanalytik

6.7.1. Standardimmobilisierungsprotokolle

Die durchgefiihrten Waschschritte wihrend der Immobilisierung bzw. in den durchgefiihrten
Analysen erfolgten mit PBS-Puffer.

Reichert:

Tabelle 17: Standardimmobilisierungsprotokoll Reichert

Programm- Programmschritt Injektions-  Fluss min. benotigtes
schritthummer losung [uL/min] Volumen [pL]
1 Systemreinigung (wash)

2 Wartezeit 3 min 10

3 Systemreinigung (wash)

4 Wartezeit 3 min 10

5 Injektion 8 min EDC/NHS 10 185

6 Wartezeit 1 min 10

7 Systemreinigung (wash)

8 Wartezeit 1 min 10

9 Injektion 32,5 min AMGOD 10 405

10 Wartezeit 2 min 10

11 Systemreinigung (wash)

12 Wartezeit 1 min 10

13 Injektion 8 min Ethanolamin 10 185

14 Wartezeit 2 min 10

15 Systemreinigung (wash)

16 Wartezeit 2 min 10
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Vor und nach der Immobilisierung erfolgen jeweils zwei Pufferinjektionen. Die
Systemreinigung umfasst ausschlieBlich die Reinigung des Autosampler-Systems (Spritze,
Rheodyne, Kapillaren). Bei der Immobilisierung wird aufgrund des hoheren bendtigten
Volumens mit Vials gearbeitet.

Biacore:

Tabelle 18: Standardimmobilisierungsprotokoll Biacore

Programm- Programmschritt Injektions- Fluss benotigtes
schritthummer losung [uL/min] Volumen [pL]
1 Systemreinigung (wash)

2 Mix und Injektion 8 min EDC/NHS 10 77170

3 Systemreinigung (wash)

4 Injektion 32,5 min AMGOD 10 365

5 Systemreinigung (wash)

6 Injektion 8 min Ethanolamin 10 120

7 Systemreinigung (wash)

Vor und nach der Immobilisierung erfolgen jeweils drei Pufferinjektionen. Die
Systemreinigung umfasst ausschlielich die Reinigung des Autosampler-Systems (Spritze,
Rheodyne, Kapillaren).
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6.7.2. Verdiinnungen Ampicillin-Antikorper

Der monoklonale Antikérper wurde in einer Konzentration von 2,2 mg/mL geliefert. Um die
Konstanz zu gewéhrleisten wurden jeweils dreimal 1 mg (entsprechen 454 uL) erworben.

Tabelle 19: Verdiinnungsiibersicht Ampicillin-Antikérper monoklonal

Losungs- entnommenes entnommen Auffiill- Konzentration halbe Konz. in

nummer Volumen aus Losungsnr. volumen [ug/mL] Mischung 1:1
[mL] [mL] [mg/mL]

L1 50 Stammlsg. 500 220 -

L2 25 Stammlsg. 500 110 55

L3 12,5 Stammlsg. 500 55 -—-

Der polyklonale Antikorper wurde mit einer Konzentration von 8220 ug/mL geliefert (2 mL).

Tabelle 20:Verdiinnungsiibersicht Ampicillin-Antikorper polyklonal

Losungs- entnommenes entnommen Auffiill- Konzentration halbe Konz. in

nummer Volumen aus Losungsnr. volumen [ug/mL] Mischung 1:1
[uL] [uL] [ng/mL]

L1 10 Stammlsg. 100 822 -

L2 90 Stammlsg. 6570 15 7,5

L3 1000 Stammlsg. 2000 7.5 -—-

127



6.7.4. Verdiinnungen Ampicillin

Tabelle 21: Verdiinnungsschema Ampicillin

Es wurde mit einer Stammlosung von 10 mg in 5 mL PBS-Puffer gearbeitet. Alle
Verdiinnungen wurden mit PBS-Puffer hergestellt.

Losungs- entnommenes
nummer Volumen

L1

L2

L3

L5

L6

L7

L8

L9

L10

L11

L12

L13

[nL]

100

500

500

500

100

100

100

100

200

100

100

100

100

entnommen
aus Losungsnr.

Stammlsg.

L1

L2

L3

L2

L3

L5

L6

L7

L7

L8

L9

L10

Auffiill-
volumen
[nL]
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000

1000

1000

Konzentration halbe Konz. in

[ng/kg]

200000

100000

50000

25000

10000

5000

1000

500

200

100

50

20

10

Mischung 1:1
[ng/kg]

100000

50000

25000

12500

5000

2500

500

250

100

50

25

10
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6.7.6. Herstellung eines Self-assembled Monolayer

Chemikalien

Ethanol, absolut (Fluka)

Schwefelsdure, 98% (Carl Roth)
Wasserstoffperoxid, 30% (Sigma-Aldrich)

16-Mercaptohexadecansiure, 99% (Sigma-Aldrich)

Gerdite

Schiittler (Typ SM25, Edmund Biihler GmbH, Hechingen)
Wiigegldschen

Pinzette

Laborglasware

Durchfiihrung

Die Herstellung eines Self-assembled monolayer umfasst die Reinigung der Goldschicht vor der
Behandlung, um jegliche Verschmutzung durch Staub, Fett oder sonstige Chemikalienreste zu
entfernen [36, 62]. In einem zweiten Schritt wird die planare Carboxyloberfliche durch
Bindung einer Thiol-Carbonsiure iiber die Thiol-Gruppe an die Goldschicht gebildet und ist im
folgenden FlieBschema dargestellt [36, 62, 63].

Die Belegung erfolgt dabei im Wigegldschen auf dem Schiittler, damit wird eine gleichméaBige
Benetzung der Chipoberfliche und Absittigung des Dampfraums oberhalb der Chipoberfliche
mit Ethanol gewihrleistet.
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*Spiilen der Glasware und Pinzette mit Ethanol (absolut)
* Trocknen der Glasware unter Stickstoffstrom
Vorbereitung

*Konz. H,SO, und H,0, 30% im Verhiltnis 70/30 (v/v) mischen, Volumen 10 mL

Herstell
clsie fung * Achtung, Entwicklung von Ddmpfen, Arbeiten unter Abzug

Piranha-L6sung

*Eintauchen des Goldchips in die Piranha-Losung fiir 20 sec
*Spiilen des Goldchips mit 4x je 50 mL Ethanol
Reinigung *Trocknung des Chips im Stickstoffstrom

*Tauchen des Goldchips in eine 1,5% ethanolische 16-Mercaptohexadensédurelosung fiir 8 h
* Spiilen des Goldchips mit 2x je 50 mL Ethanol
*Spiilen des Goldchips mit 2x je 50 mL Wasser

Belegung *Trocknen des Chips im Stickstoffstrom

Abbildung 59: FlieBschema zur Herstellung eines self-assembled monolayers (SAM)

Durch die Kettenldnge der Carbonsiure kann dabei die Belegungshohe des Sensorchips variiert
werden (Abbildung 32).

Es hat sich gezeigt, dass eine Unterscheidung der beiden Sensorchipseiten schwierig ist. Durch
Messen des elektrischen Widerstands auf beiden Seiten des Goldchips ldsst sich die belegte
Seite identifizieren.

Hierbei konnte nur auf der Goldseite ein Widerstand gemessen werden (circa 5 ), welche nach
der Belegung anstieg (circa 60-70 ). Bei Glasschicht (Unterseite) ist die Leitfdhigkeit nicht
vorhanden und der Widerstand so hoch, dass vom Messgerit ein Fehler angezeigt wird.

Die Herstellung eines self-assembled monolayers auf dem Biacore-Goldchip erfolgte analog
Abbildung 59, wobei Schritt 2 und 3 (Herstellen einer Piranha-Lésung und Reinigung des
Chips) aufgrund der Chiphalterung nicht durchgefiihrt wurden.
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11. Anhang

Ausgearbeiteter Maintenance Kalender (Wartungskalender Reichert SPR)

Aufgabe Haufigkeit Durchfiihrung
Gangigkeit Probenteller taglich manuelle Ansteuerung, Position Exchange/Home Position
Spritzendichtigkeit wochentlich Sichtkontrolle
Prifung auf Verstopfung im AS Bereich taglich Durchfiihrung initial wash
e Abspiilen des Probentellers und der Ab- und Uberldufe mit Wasser und Reinigung mittels
Autosamplerreinigung Wodchentlich

Spiilen des gesamten Systems vor Flusszelle

Spilen des System inkl. Flusszelle

Spritzenreinigung Pumpe

Spritzenreinigung AS

alle 2 Wochen

jeweils bei
Chipwechsel

wochentlich

alle 3 Monate

Wattestdbchen

Trocknen aller Teile mittels Tuch

Kapillare vor Flusszelle ausschrauben

Spulen des Systems Gber Pumpe mit Fluss von 200 pL/min mit den Spullésungen 1 und 2 und
Wasser (Gesamtvolumen jeweils 5 mL)

Durchfiihrung 3x initial wash mit den jeweiligen Spullésungen und Wasser

vor weiteren Arbeiten wieder mit Puffer spiilen

Spllen des Systems (iber Pumpe mit Fluss von 200 pL/min mit den Spullésungen 1 und 2 und
Wasser (Gesamtvolumen jeweils 5 mL)

Durchfiihrung 3x initial wash mit den jeweiligen Spillésungen und Wasser

Reinigung der Flusszellenbestandteile mit Ethanol

vor weiteren Arbeiten wieder mit Puffer spiilen

Ausbau der Spritze und Spiilen mit Wasser, nach Einbau spiilen mit Puffer

Ausbau der Spritze und Spilen mit Wasser und Ethanol, nach Einbau spilen mit Puffer
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