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ABSTRACT 

A biospecific interaction assay (BIA) for the detection of residues of β-lactam antibiotics in milk was 
developed using a surface plasmon resonance (SPR) biosensor. Penicillin-binding proteins (PBP), 
which are enzymes involved in the final stages of murein biosynthesis and represent the lethal target 
of β-lactam antibiotics, were used as biomolecular recognition partners for penicillins and cepha-
losporins.  

PBP were mixed with samples, incubated and then labelled with an antigen-tagged ampicil-
lin-derivative prior to SPR analysis with antibodies against the antigen-tag immobilised on the sensor 
chip. PBP complexed exclusively antigen-tagged ampicillin in samples without residues (negative 
samples). In samples containing residues (positive samples), PBP complexed β-lactam antibiotics 
before they complexed antigen-tagged ampicillin. A certain ratio of antigen-tagged ampicillin com-
plexed by PBP and as free compound was formed in intermediate situations reflecting the presence or 
absence of residues of β-lactam antibiotics in positive or negative samples, respectively. The immobi-
lised antibodies captured antigen-tagged ampicillin complexed by the PBP or as free compound. The 
large difference in molecular mass at > 40 kDa for antigen-tagged ampicillin complexed by PBP and at 
< 1 kDa for antigen-tagged ampicillin as free compound led to a ratio dependent biosensor response 
since SPR signal is affected by the molecular masses of binding molecules. Consequently, the re-
sponse was inversely related to the concentration of β-lactam antibiotics in the sample. 

In order to detect residues of β-lactam antibiotics at concentrations corresponding to maximum resi-
due limits (MRL) set by the European Union, a suitable PBP, an antigen-tagged ampicillin-derivative 
and an antibody against the antigen had to be found. PBP of Streptococcus thermophilus and Bacillus 
stearothermophilus were partly purified by ampicillin affinity chromatography and a soluble derivative 
of PBP 2x of Streptococcus pneumoniae was expressed as a recombinant protein in Escherichia coli. 
This soluble PBP 2x-derivative, called PBP 2x*, had higher affinities towards different β-lactam antibi-
otics than the other studied PBP and was chosen for construction of the β-lactam-specific BIA.  

Ampicillin (AMPI) was labelled with derivatives of digoxigenin (DIG), fluorescein (FLU) or 
2,4-dinitrophenol (DNP). DIG, FLU and DNP were coupled through their activated 
N-hydroxysuccinimide esters to the amino group of AMPI, yielding DIG-labelled AMPI (DIG-AMPI), 
FLU-labelled AMPI (FLU-AMPI) and DNP-labelled AMPI (DNP-AMPI), respectively. DIG-AMPI, FLU-
AMPI and DNP-AMPI were examined as antigen-tagged ampicillin-derivatives.  

The formed complexes of these ampicillin-derivatives with PBP 2x* were analysed by SPR analysis 
using their corresponding counter antibodies. Despite the binding of DNP-labelled bovine serum al-
bumin, SPR analysis revealed that DNP-AMPI being complexed by PBP 2x* was not bound neither by 
a polyclonal anti-DNP antibody nor by a monoclonal anti-DNP antibody in a reproducible manner. On 
the other hand, anti-FLU antibodies possessed insufficient affinity for FLU-AMPI. Of the monoclonal 
and polyclonal antibodies against DIG tested, the monoclonal antibody was chosen, since regenera-
tion of the sensor-chip surface containing immobilised polyclonal antibody was not complete.  

Benzylpenicillin, ampicillin, amoxicillin, cloxacillin, cephalexin and cefoperazone could be detected in 
commingled raw milk at concentrations below their respective MRL using PBP 2x*, DIG-AMPI and the 
monoclonal antibody against DIG for SPR analysis of milk samples. As part of the sample preparation, 
commingled raw milk samples were defatted prior to addition of PBP 2x* and DIG-AMPI. The SPR 
analysis of 20 raw milk samples from individual cows confirmed that matrix interferences are a critical 
point in BIAs as non-specific binding of matrix components to the sensor chip elevated the detection 
limit dramatically. Matrix interferences could be reduced to a lower and a more constant level by a 
heat treatment step and the addition of carboxymethylated dextran to the samples. With this additional 
sample preparation, individual samples containing benzylpenicillin at the MRL were identified as posi-
tive. The limit of detection of benzylpenicillin in individual raw milk samples was 2 ng/ml. Thus, the 
assay could be the basis for a screening test for routine use. 
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1 Einleitung 
Landwirtschaftliche Nutztiere erkranken häufig an Infektionen des Gastrointestinaltraktes, der 

Atemwege und der Milchdrüsen, wobei bakterielle Infektionen mit Antibiotika* behandelt wer-

den1. Weitere Gründe, die den Einsatz von Antibiotika in der Nutztierhaltung erforderlich ma-

chen, sind die Verhinderung der Ausbreitung von Krankheiten, die Vermeidung der Übertra-

gung von Zoonosen auf den Menschen und die Gewinnung qualitativ hochwertiger Lebens-

mittel. Darüber hinaus sind vier Antibiotika als Futter-Zusatzstoff zur allgemeinen Leistungs-

förderung bei gesunden Tieren zugelassen2. Die Verwendung von Antibiotika als Leistungs-

förderer wird jedoch ab Januar 2006 verboten3. 

 

Die Behandlung von lebensmittelliefernden Tieren mit Antibiotika führt zur Bildung von Rück-

ständen der verabreichten Wirkstoffe oder ihrer Metabolite in essbaren Geweben und Pro-

dukten, die von diesen Tieren gewonnen werden, wie Milch, Eier und Honig. Rückstände von 

Antibiotika in Fleisch oder Milch sind jedoch unerwünscht, da sie die menschliche Darmflora 

beeinflussen können, das Wachstum von lebensmitteltechnologisch genutzten Bakterien 

hemmen können, bestimmte Wirkstoffe bei sensibilisierten Menschen allergische Reaktionen 

auslösen können und bestimmte Substanzen toxisch sind4. Aktuell wird insbesondere der 

Zusammenhang zwischen der Anwendung von Antibiotika in der Landwirtschaft und der Zu-

nahme von antibiotikaresistenten human-pathogenen Bakterien diskutiert.  

 

Zum Schutz der öffentlichen Gesundheit und um den freien Warenverkehr innerhalb der Eu-

ropäischen Union (EU) nicht zu behindern, wurden innerhalb der EU für Tierarzneimittel ma-

ximal duldbare Rückstandshöchstmengen in essbaren Geweben und Produkten (MRL-Wert, 

engl. maximum residue limits) festgelegt. Enthalten Lebensmittel Rückstande unterhalb die-

ser Höchstmengen, so geht nach gegenwärtigem Kenntnisstand von diesen keine Gefahr für 

die menschliche Gesundheit aus5. Des Weiteren muss, um eine Gefährdung der menschli-

chen Gesundheit durch Tierarzneimittelrückstände auszuschließen, nach der Behandlung 

von lebensmittelliefernden Tieren im Allgemeinen eine Wartezeit eingehalten werden6. Diese 

legt den Zeitraum fest, der zwischen letzter Behandlung und Lebensmittelgewinnung ein-

gehalten werden muss, um sicherzustellen, dass zur Zeit der Schlachtung oder Gewinnung 

des Lebensmittels keine Gefährdung der Gesundheit durch Arzneimittelrückstände besteht 

und festgesetzte MRL-Werte nicht überschritten werden.  

 

                                              
* Der Bereich der Antiinfektiva lässt sich in Antibiotika und Chemotherapeutika unterteilen. Antibiotika sind Stoffe, 

die von Mikroorganismen produziert werden und das Wachstum von Bakterien hemmen (bakteriostatische Wir-
kung) oder Bakterien abtöten (bakterizide Wirkung). Chemotherapeutika sind synthetisch hergestellte Stoffe mit 
vergleichbarer Wirkung. Zur Vereinfachung werden beide Arzneimittelgruppen im weiteren Verlauf als Antibioti-
ka bezeichnet. 
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Ein sinnvoller Verbraucherschutz kann nur erreicht werden, wenn die Einhaltung von Warte-

zeiten über MRL-Werte kontrolliert wird. Eine systematische Überwachung hinsichtlich der 

Anwendung von Antibiotika und anderer Tierarzneimittel bei lebensmittelliefernden Tieren 

erfolgt in Deutschland und anderen EU-Staaten über Rückstandskontrollpläne und im Rah-

men der amtlichen Lebensmittelüberwachung. Die Lebensmittelindustrie untersucht Le-

bensmittel auf entsprechende Rückstände als Bestandteil ihrer Qualitätssicherungssysteme. 

Antibiotika-Rückstände stellen insbesondere für die Milchindustrie ein Problem dar, da sie 

die Produktion von fermentierten Milchprodukten behindern, indem sie das Wachstum der 

verwendeten Starterkulturen zur Herstellung von z.B. Joghurt, Käse und Quark hemmen.  

 

Um Antibiotika-Rückstände in Lebensmitteln nachzuweisen, benötigen daher sowohl amtli-

che als auch private Untersuchungslaboratorien schnelle und empfindliche Untersu-

chungsmethoden. Neben chemisch-physikalischen Analysenmethoden werden mikro-

biologische, immunchemische und biochemische Tests verwendet. Letztere erlauben insbe-

sondere ein Screening auf das Vorhandensein bestimmter Antibiotika und zeichnen sich 

durch ihre einfache Durchführbarkeit und Schnelligkeit aus, so dass mit derartigen Testsys-

temen ein hoher Probendurchsatz erzielt werden kann.  

 

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines instrumentellen Scree-

ning-Tests für den Nachweis von β-Lactam-Antibiotika-Rückständen in Milch und die Isolie-

rung, Synthese und Charakterisierung der dafür benötigten biomolekularen Erkennungspart-

ner. Ein Vorteil instrumenteller Screening-Tests ist, dass sie die Reproduzierbarkeit instru-

menteller Analysenverfahren und die oben beschriebenen Vorteile von Screening-Tests ver-

einen.  

 

Essentielle Bestandteile sämtlicher Screening-Tests sind spezifische Bindungskomponenten, 

wie Antikörper, Proteine oder Bakterien, mit denen z.B. ein gesuchter Wirkstoff oder eine 

gesuchte Wirkstoffklasse nachgewiesen werden kann. Für den Nachweis von 

β-Lactam-Antibiotika erfüllen diese Anforderung Penicillin-bindende Proteine (PBP). PBP 

sind bakterielle Enzyme, die das Target der β-Lactam-Antibiotika im bakteriellen Stoffwech-

sel sind und, wie der Name suggeriert, Penicilline und andere β-Lactam-Antibiotika spezi-

fisch binden7. Verschiedene PBP wurden zunächst auf ihre Tauglichkeit für die Entwicklung 

des Screening-Tests für den Nachweis von Penicillinen und Cephalosporinen untersucht und 

anschließend als analytisches Tool für die Entwicklung eines optischen Biosensor-Assays 

auf Basis der Oberflächen-Plasmon-Resonanz (SPR, engl. surface plasmon resonance) ein-

gesetzt.   
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2 Penicilline und Cephalosporine 
β-Lactam-Antibiotika, wie Penicilline und Cephalosporine, sind wichtige Antibiotika, die so-

wohl in der Humanmedizin als auch in der Veterinärmedizin zur Behandlung bakterieller In-

fektionen verwendet werden8. β-Lactam-Antibiotika sind neben Tetracyclinen und Makroliden 

die bedeutendste Antibiotikagruppe, die zur Behandlung von landwirtschaftlichen Nutztieren 

verwendet wird9,10.  

 

2.1 Strukturen  
β-Lactam-Antibiotika können auf der Basis gemeinsamer Grundkörper in verschiedene Klas-

sen eingeteilt werden. Gemeinsames Strukturmerkmal aller β-Lactam-Antibiotika ist der 

β-Lactam-Ring (Abbildung 1), der als Bestandteil von Benzylpenicillin 1945 röntgenspektro-

skopisch nachgewiesen wurde11. β-Lactam-Antibiotika sind mit Ausnahme der monocycli-

schen β-Lactame bicyclische Verbindungen. Am β-Lactam-Ring sind über das Stickstoff-

Atom und das angrenzende C-Atom entweder fünfgliedrige oder sechsgliedrige Ringsysteme 

ankondensiert.  

 

Penicilline 
Penicilline sind Carbonsäuren, dessen Grundkörper ein Kondensationsprodukt aus 

β-Lactam-Ring und Thiazolidin-Ring, das so genannte Penam, ist15 (Abbildung 1). Mit Aus-

nahme von Benzylpenicillin und Phenoxymethylpenicillin, die durch biotechnologische Fer-

mentation gewonnen werden, sind die meisten der heute klinisch verwendeten Penicilline 

semisynthetische Derivate, die ausgehend von der 6-Aminopenicillansäure (6-APA) syntheti-

siert werden. Bei der Synthese werden die entsprechenden Seitenketten an die Aminogrup-

pe der 6-APA angeknüpft12,13. Die Gewinnung der 6-APA erfolgt enzymatisch aus Benzylpe-

nicillin oder Phenoxymethylpenicillin mit Penicillin-Acylasen (Penicillin-Amidohydrolasen), die 

vom Muttermolekül Phenylessigsäure oder Phenoxyessigsäure abspalten14.  

 
Abbildung 1: Strukturmerkmale der Penicilline. 
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In dem Penam-Skelett der 6-APA sind drei chirale Zentren vorhanden. Von den theoretisch-

möglichen acht stereoisomeren Formen wird jedoch auf natürlichem Wege nur die 

3S,5R,6R-Konfiguration, die für die antibakterielle Wirkung essentiell ist, gebildet15.  

 

Die Strukturen der für lebensmittelliefernde Tiere innerhalb der EU zugelassenen Penicilline5 

sind in Abbildung 2 nach gemeinsamen Strukturmerkmalen zusammengefasst abgebildet. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 2: Penicilline, die innerhalb der EU für lebensmittelliefernde Tiere zugelassen sind5. 
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Cephalosporine 
Cephalosporine enthalten anstelle des Thiazolidin-Ringes einen Dihydrothiazin-Ring und der 

entsprechende Grundkörper wird als Cephem bezeichnet (Abbildung 3). Alle klinisch ver-

wendeten Cephalosporine werden entweder chemisch ausgehend von Benzylpenicillin oder 

Phenoxymethylpenicillin durch Ringerweiterung16 oder alternativ durch Modifikation der 

7-Aminocephalosporansäure synthetisiert12 (Abbildung 3). 7-Aminocephalosporansäure wird 

enzymatisch aus Cephalosporin C hergestellt17. Die C-Atome 6 und 7 im β-Lactam-Ring be-

sitzen analog zu den C-Atomen 5 und 6 der Penicilline R-Konfiguration15. 

 

Die für lebensmittelliefernde Tiere zugelassenen Cephalosporine zeigt  Abbildung 4 5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 3: Grundkörper Cephalosporine. 
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Abbildung 4: Cephalosporine, die innerhalb der EU für lebensmittelliefernde Tiere zugelassen 
sind5. 
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2.2 Reaktivität des β-Lactam-Ringes 
Sämtliche biochemische und chemische Vorgänge, an denen β-Lactam-Antibiotika beteiligt 

sind, erfolgen unter Öffnung des β-Lactam-Ringes18.  

 

Abbildung 5 gibt am Beispiel der Penicilline einen schematischen Überblick der dabei ablau-

fenden Reaktionen. Die chemische und enzymatische Hydrolyse führt zur Bildung von Peni-

cilloinsäuren, die keine antibakterielle Wirkung besitzen (Abbildung 5 a, b). Die antibakterielle 

Wirkung der β-Lactam-Antibiotika beruht auf der Acylierung von PBP (Abbildung 5 c). Aller-

gische Reaktionen können bei sensibilisierten Personen während einer Penicillin-Therapie 

durch proteingebundene Penicillin-Derivate ausgelöst werden (Abbildung 5 d). 

 

Da sowohl die biologische Aktivität als auch chemische und enzymatische Abbauvorgänge 

sowie das Auslösen allergischer Reaktionen eine Öffnung des β-Lactam-Ringes beinhalten, 

werden die wichtigsten Aspekte dieser Reaktion nachfolgend erläutert. 

 

 
Abbildung 5: Reaktionen von Penicillinen, die zu einer Öffnung des β-Lactam-Ringes führen 
[modifiziert nach18]. 
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2.2.1 Chemische Abbaureaktionen 

Eine Öffnung des β-Lactam-Ringes erfolgt unter basischen, neutralen und sauren Bedingun-

gen18,19. β-Lactame weisen darüber hinaus im Vergleich zu nicht-zyklischen Amiden eine 

erhöhte Reaktivität gegenüber Nucleophilen, wie primären und sekundären Aminen, Thiolen, 

Zuckern und Zuckeralkoholen, auf20,21.  

 

Die hohe Reaktivität des β-Lactam-Ringes ist ein kritischer Faktor, der bei Analysen auf 

β-Lactam-Antibiotika-Rückstände in Lebensmitteln besonders berücksichtigt werden muss, 

weil Abbaureaktionen vor und während der eigentlichen Analyse ablaufen können. Ein ver-

stärkter Abbau findet insbesondere während der Gewinnung, Herstellung und Lagerung von 

Lebensmitteln statt, da Rückstände als Minorkomponenten in eine komplexe Matrix einge-

bettet sind und natürliche Lebensmittelbestandteile mit dem β-Lactam-Ring wie nachfolgend 

beschrieben reagieren können22,23.   

 

Penicilline 
Die Öffnung des β-Lactam-Ringes unter alkalischen Bedingungen und die Reaktion mit Nuc-

leophilen erfolgt bei Penicillinen unter Bildung der entsprechenden Penicilloinsäuren bzw. 

der entsprechenden Penicilloyl-Derivate (Abbildung 6). Diese primären Abbauprodukte sind 

unter neutralen Bedingungen relativ stabil20,24. Aus den Penicilloinsäuren entstehen jedoch 

abhängig vom pH-Wert Penillosäuren oder Penamaldsäuren. Die Endprodukte der alkali-

schen Hydrolyse sind CO2, Penilloaldehyd und Penicillamin.  

Prinzipiell ist die beschriebene Reaktion von Penicillinen mit Nukleophilen Basis für die anti-

bakterielle Wirkung aller β-Lactam-Antibiotika. Vergleichbar mit Hydroxid-Ionen im wässrigen 

Milieu wirkt die OH-Gruppe eines Serin-Restes im aktiven Zentrum von PBP als Nucleophil 

und spaltet die β-Lactam-Bindung (s. 2.3.2)7,18.  

 

Die Hydrolyse des β-Lactam-Ringes unter sauren Bedingungen erfolgt bei Penicillinen durch 

Protonierung des β-Lactam-Stickstoffes und Spaltung der C-N-Bindung. Daraus resultiert ein 

positivgeladenes Acylium-Ion25,26 (Abbildung 7). Die Bildung dieses Zwischenproduktes ist 

jedoch anders als bei der Hydrolyse im Alkalischen reversibel20. Das Acylium-Ion reagiert mit 

Wasser unter Bildung der Penicilloinsäure, aus der nach Decarboxylierung die Penillosäure 

entsteht. Durch intramolekulare Beteiligung der C-6-Acylamido-Seitenkette entstehen Oxazo-

lylthiazolidine, aus denen Penillsäure, Penicillensäure, Penalmadsäure, Penicilloinsäure und 

Penillosäure entstehen18,20,26. 
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Abbildung 6: Abbau von Penicillinen durch nucleophilen Angriff20.  

 

 

Abbildung 7: Abbau von Penicillinen im Sauren18. 
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Die Säurestabilität des β-Lactam-Ringes kann in Penicillinen durch elektronenziehende 

Gruppen in der N-Acyl-Seitenkette verbessert werden15,27. Beispiele hierfür sind Phenoxy-

methylpenicillin, Ampicillin und Cloxacillin, die aufgrund der erhöhten Säurestabilität insbe-

sondere für eine Oraltherapie verwendet werden. 

 

Cephalosporine 

Die Reaktionen der Cephalosporine im basischen und im sauren Milieu sowie die Reaktio-

nen mit Nucleophilen sind vergleichbar mit denen der Penicilline26. Die entsprechenden 

Cephalosporosäuren sind jedoch im Gegensatz zu Penicilloinsäuren nicht stabil28.  

Bei Cephalosporinen, die an C-3 einen CH2-X-Rest besitzen und der X-Rest eine Abgangs-

gruppe ist, wird in Gegenwart von Nucleophilen der X-Rest abgespalten (Abbildung 8)26,28.   

 

 

 

 
Abbildung 8: Reaktionen von Cephalosporinen mit Nucleophilen20. 

Cephalosporine sind im sauren Milieu stabiler als Penicilline. Ein weiterer Unterschied ist, 

dass die C-7-Acylamido-Seitenkette an Abbaureaktionen nicht beteiligt ist29. 

Bei Cephalosporinen mit einer CH2-Acetoxy-Seitenkette wird unter schwachsauren Bedin-

gungen Essigsäure abgespalten und intramolekular ein Lacton gebildet (Abbildung 9)20,24. 

Unter starksauren Bedingungen (10-25% Schwefelsäure) entsteht ein entsprechendes Thia-

zin-Derivat.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 9: Reaktionen von Cephalosporinen im Sauren20. 
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2.3 Wirkungsmechanismus  
Die antibakterielle Wirkung der β-Lactam-Antibiotika beruht auf der Inhibierung membrange-

bundener Enzyme (PBP, s. Abschnitte 2.3.2 und 2.4), die an der Peptidoglykan-Biosynthese 

der bakteriellen Zellwand beteiligt sind. Einen schematischen Überblick der Zellwände 

Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien zeigt Abbildung 10. Der Zytoplasmamembran 

Gram-positiver Bakterien ist eine mehrschichtige Schicht aus Peptidoglykan (Murein), die 

ferner Teichonsäuren, Proteine und geringe Mengen Lipide enthält, aufgelagert30. Diese 

Zellwand besteht bis zu 90 % aus Murein und ist für Stoffe mit einem MG < 55.000 Da durch-

lässig31. Die Peptidoglykan-Schicht ist bei Gram-negativen Bakterien dünner (5 - 15 % der 

Zellwand) und ihr ist eine weitere zweischichtige Membran aus Phospholipiden und Lipopo-

lysacchariden (äußere Membran) aufgelagert32. Die äußere Membran ist mit Proteinporen 

(Porine) durchsetzt, durch die niedermolekulare Stoffe (MG < 600 Da) in den periplasmati-

schen Raum zwischen äußerer Membran und innerer Membran diffundieren können oder 

aktiv transportiert werden33. Die äußere Membran ist eine wesentliche Penetrationsbarriere, 

die z.B. den Zugang von Antibiotika begrenzt. Aus der Gruppe der Penicilline können z.B. 

nur die amphoteren Penicilline aktiv durch die Porinkanäle transportiert werden und ihre an-

tibakterielle Wirkung entfalten15,32.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: Zellwände Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien34. PL: Phospholipid, 
LP: Lipoprotein, P: Protein. Erläuterungen siehe Text.  
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Das Murein ist für die mechanische Stabilität der Bakterienzelle gegenüber dem hohen Tur-

gordruck innerhalb der Zelle verantwortlich, da es als stabiles und gleichzeitig flexibles Po-

lymer, vergleichbar einem Fischernetz, die Zytoplasmamembran vollständig umschließt31. 

Der Turgordruck wird in Gram-negativen Bakterien auf 2 bis 5 Atmosphären31,32 und in 

Gram-positiven auf 25 Atmosphären30 geschätzt. Murein besteht aus Polysaccharidsträngen, 

die über kurze Peptidseitenketten miteinander verknüpft sind (Abbildung 11). Bausteine der 

Polysaccharidstränge sind alternierende N-Acetyl-Glucosamin-β(1→4-)-N-Acetyl-

Muraminsäure-Disaccharid-Einheiten35. Die Lactyl-Gruppe der Muraminsäure ist mit dem 

Tetrapeptid L-Ala-γ-D-Glu-L-DiAA-D-Ala amidiert, wobei DiAA eine speziesspezifische Diami-

nosäure ist36. Während Gram-negative Bakterien und einige Gram-positive Arten die Diami-

nosäure meso-Diaminopimelinsäure im Murein haben, besitzen die meisten Gram-positiven 

Kokken die Diaminosäure L-Lysin32,33. Benachbarte Polysaccharidstränge sind über eine 

Amidbindung zwischen der Seiten-Aminogruppe der Diaminosäure eines Tetrapeptides und 

der Carboxylgruppe des terminalen D-Alanins eines anderen Tetrapeptides miteinander ver-

bunden (Abbildung 11)37. Diese direkte Verknüpfung ist typisch für Gram-negative Bakte-

rien34. Gram-positive Bakterien besitzen zusätzliche Aminosäuren oder Peptide (engl. 

cross-bridge), z.B. D-Aspartat in Milchsäurebakterien31 oder Pentaglycin-Einheiten in Staphy-

lococcus aureus, zwischen den zwei verknüpften Peptiden (Abbildung 11) 30.  

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: Struktur Murein31,34. Zwei Polysaccharidstränge aus β(1→→→→4) glykosidisch ver-
knüpftem N-Acetyl-Glucosamin und N-Acetyl-Muraminsäure sind über Peptidseitenketten ver-
knüpft. X: Peptidverbindungsstück (cross-bridge) bei Gram-positiven Bakterien. 
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2.3.1 Murein-Biosynthese 

Die Murein-Biosynthese von Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien erfolgt nach ei-

nem vergleichbaren Schema31,38,39,40,41.  In einem ersten Schritt wird im Zytosol ausgehend 

von UDP*-aktivierten Prekursoren und den oben aufgeführten Aminosäuren 

UDP-N-Acetylmuraminsäure-L-Ala-γ-D-Glu-meso-DAP†(oder L-Lys)-D-Ala-D-Ala gebildet. 

Dieses N-Acetylmuraminsäure-Pentapeptid wird in weiteren Reaktionen über eine Phospho-

diesterbindung an einen C55-isoprenoiden Alkohol (Undecaprenol) gebunden. Anschließend 

werden N-Acetyl-Glucosamin und N-Acetylmuraminsäure glykosidisch verknüpft. Im Zuge 

der Bildung dieses an das Undecaprenol-gebundenen Zwischenproduktes werden bei 

Gram-positiven Bakterien die Peptidverbindungsstücke an die Diaminosäure des Pentapep-

tides gebunden. Das eventuell modifizierte Undecaprenol-Phosphodiester-Disaccharid-

Pentapeptid wird durch die Zytoplasmamembran in den periplasmatischen Raum transpor-

tiert.  

 

Auf der Außenseite der Zytoplasmamembran finden die terminalen Reaktionen der Mur-

ein-Biosynthese statt. Diese sind a) die Polymerisation der Lipid-gebundenen Disaccharid-

Einheiten zu Polysaccharidsträngen mit Pentapeptidseitenketten und b) die Quervernetzung 

dieser neu gebildeten Peptidoglykane mit bereits bestehendem Zellwandmaterial.  

 

An diesen terminalen Reaktionen sind zwei Typen enzymatischer Aktivitäten beteiligt: Glyko-

syltransferasen katalysieren die Bildung der Polysaccharidstränge mit Pentapeptidseitenket-

ten und DD-Transpeptidasen (s. Abschnitt 2.3.2) katalysieren die Bildung der Amidbindungen 

zwischen den Peptidseitenketten42,43. Da das Murein die Zytoplasmamembran vollständig 

umschließt, erfordert der Einbau neuer Peptidoglykan-Moleküle in die bereits existierende 

Zellwand, dass Bindungen im Murein durch Mureinhydrolasen gespalten werden44. Dabei 

herrscht zwischen Murein-aufbauenden und Murein-abbauenden Enzymen (Mureinhydrola-

sen) ein Gleichgewicht, um zu verhindern, dass der hohe Turgordruck die Zelle sprengt45. 

Die Murein-Biosynthese ist insbesondere bei der Septumbildung während der Zellteilung von 

Bedeutung, da die Tochterzellen durch spezielle Mureinhydrolasen (Autolysine) kontrolliert 

getrennt werden46.  

 

β-Lactam-Antibiotika sind Inhibitoren der DD-Transpeptidasen und greifen so in das empfind-

liche Gleichgewicht zwischen Murein-auf- und abbauenden Enzymen ein. Dies führt infolge 

der weiterhin vorhandenen Aktivität der Mureinhydrolasen zu einer Destabilisierung des 

Mureins. Da die Neusynthese von Zellwandmaterial durch β-Lactam-Antibiotika unterbrochen 

wird, sprengt der hohe Turgordruck an den destabilisierten Stellen letztendlich die Zellwand, 
                                              
* UDP, Uridindiphosphat 
† meso-DAP, meso-Diaminopimelinsäure 
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und die Zelle stirbt30,47. Für eine weiterführende Darstellung der Murein-Biosynthese und der 

Grundlagen der bakteriziden Wirkung der β-Lactam-Antibiotika sei auf die nachfolgenden 

Artikel31,38,40,47,48 verwiesen. 

 
2.3.2 DD-Transpeptidasen, Target der β-Lactam-Antibiotika 

Mit der Entdeckung der antibakteriellen Wirkung der Penicilline und Cephalosporine stellte 

sich die Frage nach den molekularen Grundlagen der Inhibierung der DD-Transpeptidasen 

durch die β-Lactam-Antibiotika. Tipper und Strominger49 postulierten 1965, dass Penicilline 

und andere β-Lactam-Antibiotika die D-Alanyl-D-Alanin-Sequenz des natürlichen Substrates 

der DD-Transpeptidasen und DD-Carboxypeptidasen (DD-Peptidasen) imitieren (Abbildung 

12), so dass DD-Peptidasen neben ihren natürlichen Substraten auch β-Lactam-Antibiotika 

binden. Benzylpenicillin und D-Alanyl-D-Alanin-terminierte Peptide besitzen zusätzlich eine 

vergleichbare elektrostatische Oberfläche50,51. Neuere Konformationsanalysen und rönt-

genkristallographische Untersuchungen scheinen die von Waxman und Strominger aufge-

stellte These zu bestätigen52,53.  

 

Die Quervernetzung der Peptidoglykane durch DD-Transpeptidasen erfolgt über einen zwei-

stufigen Mechanismus (Abbildung 13)7,54,55,56. Zunächst wird das terminale D-Alanin eines 

D-Alanyl-D-Alanin-terminierten Donor-Pentapeptides abgespalten und es kommt zu einer 

Esterbindung mit der OH-Gruppe eines Serin-Restes im aktiven Zentrum der DD-

Transpeptidasen. In einem zweiten Schritt erfolgt ein nucleophiler Angriff der Seiten-

Aminogruppe eines Akzeptor-Peptides auf den Carbonyl-Kohlenstoff des zuvor entstande-

nen Serinesters. Das Enzym wird nach Bildung der Amidbindung wieder freigesetzt. Die be-

teiligten Enzyme werden als DD-Transpeptidasen klassifiziert, da diese Transferreaktion die 

Spaltung einer D-Alanyl-D-Alanin-Bindung beinhaltet. Strukturelle Voraussetzung für die 

Quervernetzung der Peptidoglykane ist, dass das Donor-Peptid ein Pentapeptid mit termina-

ler D-Alanyl-D-Alanin-Sequenz ist. Die Aminogruppe im Akzeptor-Peptid kann hingegen von 

einem L-Lysin-Rest, meso-Diaminopimelinsäure-Rest oder Peptidverbindungsstück stam-

men.  

 

Der Vernetzungsgrad des Mureins wird wahrscheinlich durch DD-Carboxypeptidasen regu-

liert. DD-Carboxypeptidasen katalysieren die hydrolytische Abspaltung des terminalen 

D-Alanins eines Donor-Pentapeptides zu einem Tetrapeptid und verhindern so eine weitere 

Quervernetzung durch DD-Transpeptidasen7. Auch DD-Carboxypeptidasen besitzen einen 

Serin-Rest im aktiven Zentrum und die Reaktion verläuft über eine kovalente Bindung des 

Peptides an OH-Gruppe der Aminosäure. Das angreifende Nucleophil ist in diesem Fall je-

doch ein Wassermolekül.  
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Abbildung 12: Vergleich von Penicillinen und D-Alanyl-D-Alanin-terminierten Peptiden. Die Pfei-
le zeigen auf die durch DD-Transpeptidasen gespaltenen Bindungen [15 modifiziert].  

 
Abbildung 13: Quervernetzung (cross-linking) benachbarter Peptidoglykane durch 
DD-Transpeptidasen57. E-OH: DD-Transpeptidase 
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Bei der Reaktion der DD-Transpeptidasen mit β-Lactam-Antibiotika greift die OH-Gruppe des 

Serin-Restes, analog zur Reaktion mit einem D-Alanyl-D-Alanin-terminierten Peptid, den 

Carbonyl-Kohlenstoff der Amidbindung des β-Lactam-Ringes an, was zur Bildung eines Pe-

nicilloyl- oder Cephalosporoyl-Enzym-Konjugates führt (Abbildung 14). Eine Übertragung der 

gebundenen β-Lactame auf eine Aminogruppe eines Akzeptor-Peptides findet jedoch nicht 

statt, da der Zugang von Akzeptor-Molekülen durch das gebundene β-Lactam sterisch ver-

hindert wird54. Lediglich ein Wassermolekül hat Zugang zum aktiven Zentrum und kann als 

Nucleophil den Carboxylkohlenstoff des Serinesters angreifen, so dass Abbauprodukte des 

gebundenen β-Lactam-Antibiotikums freigesetzt werden können (Abbildung 14). Das freige-

setzte Enzym ist anschließend weiterhin enzymatisch aktiv.  

Das gebildete DD-Peptidase/β-Lactam-Antibiotikum-Konjugat weist eine beachtliche Stabilität 

auf. Die Halbwertszeiten der Konjugate betragen, abhängig vom jeweiligen Enzym und des 

Penicillins oder Cephalosporins, wenige Minuten bis zu mehrere Tage. Die enzymatische 

Aktivität der DD-Peptidasen wird durch β-Lactam-Antibitotika über einen längeren Zeitraum 

inhibiert wird, was letztendlich zum Zelltod führt58,59,60. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 14: Reaktionsschema der Bindung von Penicillinen an DD-Transpeptidasen und 
DD-Carboxypeptidasen. Penicilline acylieren die Enzyme unter Bildung von Penicil-
loyl-Enzym-Konjugaten. Abhängig vom Enzym wird hydrolytisch a) die Penicilloinsäure freige-
setzt oder b) das gebundene Penicillin wird zwischen C5 und C6 gespal-
ten. Die Fragmentierung liefert N-Acyl-Glycin-Derivate und N-Formyl-D-Penicillamin56,61.   

N

S

COOH
O

N
HR

O

NH

S

COOH

O

N
HR

O

O-Ser-E

NH

S

COOH

O

N
HR

O

OH
O

N
HR

O

OH

N
H

SH

COOH

O H

E-Ser-OH +

H2O

H2O

+

a)

b)

+ E-Ser-OH
+ E-Ser-OH



 

 

17

2.4 Penicillin-bindende Proteine (PBP) 
DD-Transpeptidasen, DD-Carboxypeptidasen und andere Enzyme der Mureinbiosynthese, 

die Penicilline und andere β-Lactam-Antibiotika kovalent binden, werden generell als PBP 

bezeichnet56. PBP sind membrangebundene Proteine, die nach Inkubation mit radioaktiv 

markierten β-Lactam-Antibiotika und anschließender SDS*-Gelelektrophorese als PBP visua-

lisiert werden können62. Die unterschiedlichen Bakterien zeigen dabei ein charakteristisches 

Proteinmuster, wobei die Anzahl der PBP (fünf bis zehn) von Organismus zu Organismus 

schwankt. PBP werden anhand des Proteinmusters in absteigender Reihenfolge ihres Mole-

kulargewichtes (ca. 140 kDa – 40 kDa) nummeriert (z.B. PBP 1 100 kDa, 

PBP 2 80 kDa usw.)56. Enthält ein Bakterium mehrere PBP mit einem vergleichbaren Mole-

kulargewicht, werden die PBP zusätzlich mit einem Buchstaben unterteilt (z.B. PBP 2b und 

PBP 2x). 

 

Wie bereits unter 2.3.2 aufgeführt, sind PBP Enzyme mit einem Serin-Rest im aktiven Zent-

rum. Nach Goffin und Ghuysen7 gehören PBP zur Gruppe der Se-

rin-x-x-Lysin-Acyltransferasen. Mit x als variable Aminosäure sind die drei konservierten A-

minosäuresequenzen (Motive) Serin-x-x-Lysin (SxxK, Motiv 1), Serin-x-Asparagin (SxN, Mo-

tiv 2) und Lysin-Threonin-Glycin (KTG, Motiv 3) in der Mehrzahl der PBP vorhanden55. Die 

drei Motive kommen in der Primärstruktur der Polypeptidkette in der aufgeführten Reihenfol-

ge vor, werden durch die Proteinfaltung räumlich zusammengebracht und bilden eine kataly-

tisch aktive Kavität (Abbildung 15)63. Substrate und β-Lactam-Antibiotika werden an das Se-

rin im Motiv 1 gebunden64,65. Stellenspezifische Mutationen im aktiven Zentrum haben ge-

zeigt, dass das Serin im Motiv 1 für die enzymatische Aktivität und die Interaktion mit 

β-Lactam-Antibiotika essentiell ist66.  

 

Die enzymatischen Aktivitäten der PBP korrelieren häufig mit deren Molekulargewicht, so 

dass PBP in Abhängigkeit vom Molekulargewicht in zwei Gruppen eingeteilt werden55. PBP 

mit einem niedrigen Molekulargewicht besitzen DD-Carboxypeptidase-Aktivität und gelegent-

lich DD-Endopeptidase-Aktivität. PBP mit einem hohen Molekulargewicht (HMW PBP) besit-

zen DD-Transpeptidase-Aktivität. Die Gruppe der HMW PBP wird zusätzlich in HMW PBP 

der Klasse A und B eingeteilt. HMW PBP der Klasse A besitzen neben 

DD-Transpeptidase-Aktivität auch Glykosyltransferase-Aktivität und haben die Funktion von 

Mureinpolymerasen (s. Abschnitt 2.3.2)41,67. HMW PBP der Klasse B besitzen nur 

DD-Transpeptidase-Aktivität und eine weitere Domäne in der Struktur, der bisher keine en-

zymatische Aktivität zugeordnet werden konnte. 

 

                                              
* SDS, Natriumdodecylsulfat 
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der katalytisch aktiven Kavität eines hypothetischen 
PBP. Der rechte Teil der Abbildung zeigt die drei konservierten Motive der PBP. An 
den Serin-Rest im Motiv 1 ist eine Penicilloyl-Gruppe gebunden [7,55 modifiziert]. 

Die enzymatische Reaktion zwischen PBP und β-Lactam-Antibiotika kann durch folgende 

Reaktionsgleichung  beschrieben werden68,69: 

 

 

 

 

PBP (E) und β-Lactam-Antibiotikum (S) bilden in einer ersten reversiblen Reaktion einen 

Komplex (ES), dessen Dissoziation durch die Konstante K [mol l-1] beschrieben wird. In ei-

nem zweiten Reaktionsschritt wird das PBP acyliert. Die Bildung des 

PBP/β-Lactam-Antibiotikum-Konjugates (E-S) wird durch die Geschwindigkeitskonstante 

k2 [s-1] beschrieben. Die Deacylierung des Enzyms unter Freisetzung der Abbauprodukte des 

β-Lactam-Antibiotikums (P) wird durch die Geschwindigkeitskonstante k3 [s-1] beschrieben. 

PBP besitzen generell eine niedrige Affinität gegenüber β-Lactam-Antibiotika, weil die Disso-

ziationskonstante K, welche die reversible Bildung des PBP/β-Lactam-Komplexes be-

schreibt, im millimolaren Bereich liegt, so dass β-Lactam-Antibiotika nach der Schlüs-

sel-Schloss-Hypothese nicht gut in die katalytisch aktive Kavitäten der PBP passen70. Die 

Effizienz eines Penicillins oder Cephalosporins ein PBP zu inhibieren, wird durch die Kon-

stante k2/K [l mol-1 s-1] beschrieben. Typische Werte für k2/K liegen im Bereich von 

200 - 100.000 l mol-1 s-1 71,72,73,74 . Generell gilt, je größer k2/K und je kleiner k3 desto effizien-

ter wird ein PBP durch ein β-Lactam inhibiert. Die hohe Stabilität der 

PBP/β-Lactam-Konjugate beruht auf den niedrigen Werten für k3 (≈ 10-3 s-1 und geringer)83.  

E + S ES E-S E + P
H2O

K k2 k3
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2.5 Resistenz 
Ein Nebeneffekt der Verwendung von Antibiotika ist, dass Bakterien die Fähigkeit erwerben 

können, der Wirkung eines Antibiotikums zu widerstehen (Resistenz), gegen das sie norma-

lerweise empfindlich sind. Die breite Anwendung von Penicillinen und Cephalosporinen hat 

zu der raschen Entwicklung β-Lactam-Antibiotika-resistenter, pathogener Bakterien ge-

führt75,76,77. Bakterien, die nicht von Natur aus resistent gegen bestimmte 

β-Lactam-Antibiotika sind, haben über verschiedene Mechanismen Resistenzen gegen Peni-

cilline und Cephalosporine entwickelt. Die bedeutendsten Mechanismen sind die Expression 

von β-Lactamasen und die strukturelle Modifikation der Target-Proteine zu PBP mit geringer 

Affinität gegenüber β-Lactam-Antibiotika („resistente“ PBP). Andere Mechanismen beruhen 

auf der Expression mutierter Porine, die den Zugang von Antibiotika in die Zelle verwehren,  

und/oder der vermehrten Expression von Efflux-Pumpen, die eingedrungene Antibiotika aus 

der Zelle exportieren78.   

 

2.5.1 β-Lactamasen 

β-Lactamasen sind Enzyme, die β-Lactam-Antibiotika zu Produkten, die keine antibakterielle 

Wirkung besitzen, abbauen, indem sie die Amidbindung des β-Lactam-Ringes hydrolytisch 

spalten79. β-Lactamasen wurden fast zeitgleich mit der Entdeckung des Penicillins ent-

deckt80. Gram-positive Bakterien sezernieren β-Lactamasen als lösliche Proteine in ihre Um-

gebung und reduzieren so die lokale Konzentration an biologisch wirksamen Antibiotika. 

Gram-negative Bakterien sezernieren β-Lactamasen in den periplasmatischen Raum und 

verhindern, dass die Antibiotika ihr Target erreichen und die Murein-Biosynthese inhibieren. 

β-Lactamasen werden auf der Basis homologer Sequenzen in der Primärstruktur in vier 

Klassen (A, B, C und D) eingeteilt81,82. β-Lactamasen der Klassen A, C und D sind Enzyme 

mit einem Serin-Rest im aktiven Zentrum. β-Lactamasen der Klasse B sind Zn2+-abhängige 

Enzyme, die durch EDTA inhibiert werden83. Sowohl PBP als auch Serin-β-Lactamasen ge-

hören zur Gruppe der mit Penicillinen interagierenden Enzyme mit einem Serin-Rest im akti-

ven Zentrum. Das aktive Zentrum der Serin-β-Lactamasen wird ebenfalls von den drei kon-

servierten Motiven (s. vorigen Abschnitt) gebildet. Auch Serin-β-Lactamasen binden 

β-Lactam-Antibiotika kovalent an das Serin im Motiv 155,84. Aufgrund dieser strukturellen 

Gemeinsamkeiten wird vermutet, dass PBP und Serin-β-Lactamasen von einem „Ur-PBP“ 

abstammen und phylogenetisch verwandt sind85,86,87. Im Unterschied zu PBP zeigen 

β-Lactamasen jedoch eine wesentlich höhere Effizienz β-Lactam-Antibiotika umzusetzen, da 

die Geschwindigkeitskonstante k3 einen Wert von größer 5.000 s-1 (Halbwertszeit 

2,3x10-6 min) erreichen kann und die Konstante k2/K sich dem Wert nähert, mit der ein Mole-

kül in das aktive Zentrum eines Enzyms diffundieren kann (≈ 108 l mol-1 s-1) 83,88. 
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2.5.2 PBP mit geringer Affinität gegenüber β-Lactam-Antibiotika 

Resistenzen gegen β-Lactam-Antibiotika, die durch modifizierte PBP mit geringer Affinität 

gegenüber β-Lactam-Antibiotika vermittelt werden, kommen insbesondere bei 

Gram-positiven Bakterien vor89. Bei Streptococcus pneumoniae (Erreger von Lungenentzün-

dungen) und Neisseria gonorrhoeae (Gram-negativer Erreger der Geschlechtskrankheit Go-

norrhöe) beruht die Resistenz gegen Penicilline und Cephalosporine auf Mutationen chro-

mosomal codierter PBP90,91,92, insbesondere in der Nähe der konservierten Motive in der Pe-

nicillin-bindenden Domäne eines PBP93,94,95. Andere Bakterien, wie z.B. 

β-Lactam-Antibiotika-resistente Enterokokken und Methicillin-resistente Stämme von Staphy-

lococcus aureus (Erreger von eitrigen Entzündungen äußerer und innerer Organe), produzie-

ren zusätzliche PBP, die von sensitiven Stämmen nicht oder nur in geringen Mengen expre-

miert werden und die eine geringe Affinität gegenüber β-Lactam-Antibiotika besitzen89,96,97,98.  

PBP mit geringer Affinität unterscheiden sich von „sensitiven“ PBP in der Effizienz mit der ein 

PBP durch ein Penicillin oder Cephalosporin acyliert wird und damit die natürliche enzymati-

sche Funktion des PBP inhibiert. Die k2/K-Werte von PBP mit geringer Affinität zu 

β-Lactam-Antibiotika sind um den Faktor 3 – 1.000 kleiner als die der PBP von sensitiven 

Bakterien95,70,99,100.  

 
2.5.3 Therapiemaßnahmen gegen β-Lactamase-produzierende Bakterien 

Zur Behandlung von Infektionen, die durch β-Lactamase-produzierende Bakterien verursacht 

werden, stehen prinzipiell zwei Therapiemöglichkeiten zur Verfügung. Zum einen werden 

β-Lactamase-stabile Penicilline oder Cephalosporine, die von β-Lactamasen in geringerer 

Anzahl pro Zeiteinheit umgesetzt werden, eingesetzt13. Zum anderen werden Penicilline mit 

breitem Wirkungsspektrum zusammen mit β-Lactamase-Inhibitoren verabreicht, um sicher-

zustellen, dass eine ausreichende Anzahl biologisch aktiver Penicilline zur Inhibierung der 

PBP zur Verfügung stehen101. β-Lactamase-Inhibitoren, z.B. Clavulansäure und Sulbactam, 

sind ebenfalls β-Lactame, die jedoch keine ausgeprägte, antibakterielle Wirkung besitzen.  

 

2.6 Einsatz in der Veterinärmedizin 
Keine andere Antibiotikagruppe ist so umfangreich halbsynthetisch modifiziert worden wie 

die der β-Lactam-Antibiotika15. Daher stehen für eine Therapie zahlreiche Derivate, die so-

wohl gegen Gram-positive als auch Gram-negative Krankheitserreger wirken, zur Verfügung. 

Typische veterinärmedizinische Indikationsgruppen sind Euterentzündungen (Mastitiden), 

respiratorische Erkrankungen, bakterielle Diarrhöen, Klauenentzündungen und das 

MMA-Syndrom*, wobei Penicilline und Cephalosporine aufgrund ihrer geringen Toxizität und 

ihrer guten bakteriziden Wirksamkeit als Mittel der ersten Wahl verwendet werden9,102. Bei 

                                              
* Mastitis (Euterentzündung), Metritis (Gebärmutterentzündung), Agalaktie (Milchmangel) 
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Milchvieh ist das Hauptanwendungsgebiet der β-Lactam-Antibiotika die Prophylaxe und Be-

handlung von Mastitiden, die z.B. durch Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalacti-

ae, Streptococcus uberis,  Staphylococcus aureus und coliforme Keime hervorgerufen wer-

den103. Im Rahmen der Mastitis-Behandlung werden hoch dosierte Formulierungen direkt in 

den Euter injiziert (intramammär). Dies hat jedoch zur Folge, dass die Wirkstoffe auch in ho-

hen Konzentrationen mit der Milch ausgeschieden werden. 

 
2.6.1 Pharmakokinetik und Metabolismus 

Verabreichte Antibiotika werden aus einem Organismus mehr oder weniger schnell ausge-

schieden, wobei die wirkstoffspezifische Eliminationskinetik für die Ermittlung der Wartezeit 

herangezogen wird104. Die Konzentration des Wirkstoffes im Organismus geht mit zuneh-

mender Wartezeit gegen Null bzw. sinkt unterhalb des festgesetzten MRL-Wertes.  

β-Lactam-Antibiotika werden nach Applikation in unterschiedlichem Maße reversibel an 

Plasma-Proteine des Blutes gebunden105, z.B. Ampicillin zu 17 % und Cloxacillin zu 97 %106. 

Parenteral und oral verabreichte Penicilline und Cephalosporine werden überwiegend über 

die Nieren ausgeschieden und zu einem Teil (10 – 55 %) metabolisiert8,106. Metabolite der 

Penicilline sind die entsprechenden Penicilloinsäuren und Penillosäuren107,108. Cephalospori-

ne, die an C-3 einen CH2-Acetoxy-Rest besitzen, werden in Milch und Muskelgewebe zu 

Desacetylverbindungen umgewandelt109,110. Weitere Abbauprodukte in Milch sind intramole-

kular gebildete Lactone (Abbildung 9) und Cephalosporin-Derivate mit hydrolysiertem 

β-Lactam-Ring110. 

 
2.6.2 Toxizität und allergische Reaktionen 

Penicilline und Cephalosporine sind Antibiotika, die im Allgemeinen gut vertragen werden. 

Bestimmte Cephalosporine unterscheiden sich jedoch von Penicillinen hinsichtlich ihres 

nephrotoxischen* Potentials111. Insbesondere bei Kombination von bestimmten Cephalospo-

rinen mit nephrotoxischen Aminoglykosid-Antibiotika kann es zu synergistischen Effekten 

kommen10.  

Die häufigste Nebenwirkung der β-Lactam-Antibiotika ist jedoch das Auftreten von allergi-

schen Reaktionen, wobei Penicillin-Allergien überwiegen112. β-Lactam-Antibiotika können auf 

Grund ihres Molekulargewichtes keine Sensibilisierung induzieren. Antigene Determinanten 

sind proteingebundene Antibiotika, die während einer Therapie entstehen106. Die verabreich-

ten Antibiotika binden kovalent an körpereigene Serum-Proteine113. Die bedeutendsten Im-

munugene sind Penicilloyl-Protein-Konjugate114,115, insbesondere mit Serumalbumin116. Die 

irreversible Bindung der Penicilline an Serumalbumin erfolgt, wie unter 2.2 beschrieben, un-

ter Öffnung des β-Lactam-Ringes und der Bindung an ε-Aminogruppen von Lysin-Resten. 

                                              
* nierentoxisch 
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Andere antigene Determinanten sind Penicillenyl- und Penicillamin-Protein-Konjugate, die in 

geringeren Konzentrationen gebildet werden117. Letztere entstehen aus Penicillensäuren und 

Penicillamin, die mit Thiol-Gruppen von Proteinen Disulfidbindungen ausbilden. Bei sensibili-

sierten Personen kann ein erneuter Kontakt mit proteingebundenen β-Lactam-Antibiotika zu 

Überempfindlichkeitsreaktionen führen118. Penicilloyl-spezifische IgG* und IgE wurden in Pa-

tienten mit Penicillin-Allergie zu 38 % bzw. 18 % nachgewiesen119. Serologische und immu-

nologische Untersuchungen haben gezeigt, dass Antikörper in Seren von verschiedenen 

allergischen Individuen unterschiedliche Strukturen eines β-Lactam-Moleküls erkennen. Die 

Antikörper können die Seitenkette spezifisch erkennen oder sowohl das Penicillin-Molekül 

als auch das Penicilloyl-Molekül binden120,121. Kreuzreaktivitäten zwischen Penicillinen und 

Cephalosporinen können auf Grund gemeinsamer Strukturmerkmale ebenfalls auftre-

ten122,123. 

 

Rückstände von β-Lactam-Antibiotika in Lebensmitteln können bei sensibilisierten Personen 

allergische Reaktionen auslösen. Abhängig vom individuellen Grad der Sensibilisierung rei-

chen die Reaktionen von Hautausschlag (Urtikaria) bis hin zum anaphylaktischen 

Schock124,125. Derartige Fälle sind jedoch sehr selten und scheinen lediglich extrem sensitive 

Individuen zu betreffen, so dass das Auslösen von allergischen Reaktionen durch Antibioti-

ka-Rückstände im Konzentrationsbereich der festgesetzten MRL-Werte (z.B. je nach 

β-Lactam 4 - 125 µg pro kg Milch), die im Vergleich zu therapeutischen Dosen (ca. 1 - 2 g 

pro Individuum) extrem niedrig sind, als wenig wahrscheinlich gilt126,127. Trotz der geringen 

Anzahl an betroffenen Personen verdeutlichen die aufgetretenen Fälle an allergischen Reak-

tionen die Notwendigkeit, Lebensmittel regelmäßig auf Penicillin- und Cephalospo-

rin-Rückstände zu untersuchen.  

 
2.6.3 Rechtliche Regelungen für Tierarzneimittelrückstände 

Tierarzneimittel dürfen bei lebensmittelliefernden Tieren nur angewendet werden, wenn die 

darin enthaltenen pharmakologisch wirksamen Stoffe in den Anhängen I bis III der Verord-

nung (EWG) Nr. 2377/90 des Rates „Zur Schaffung eines Gemeinschaftsverfahrens für die 

Festsetzung von Höchstmengen für Tierarzneimittelrückstände in Nahrungsmitteln tierischen 

Ursprungs“ aufgeführt sind5. Für die Stoffe im Anhang I wurden auf der Basis einer wissen-

schaftlichen, toxikologischen Bewertung Rückstandshöchstmengen, MRL-Wert (s. S. 1), 

festgelegt, bei denen sichergestellt ist, dass die Rückstände keinerlei Gefahr für die mensch-

liche Gesundheit darstellen. Stellt sich nach der Prüfung eines pharmakologisch wirksamen 

Stoffes heraus, dass es im Interesse des Schutzes der öffentlichen Gesundheit nicht not-

wendig ist, einen MRL-Wert festzusetzen, so wird dieser Stoff in das Verzeichnis des An-

                                              
* Ig, Immunglobulin 
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hangs II aufgenommen. Für Stoffe im Anhang III wurden aufgrund unvollständiger Datenlage 

vorläufige MRL-Werte festgelegt, die maximal fünf Jahre gelten. Während dieser Zeitspanne 

muss weiteres Material für eine abschließende Bewertung vorgelegt werden. Die Verordnung 

enthält noch einen Anhang IV, in dem Stoffe aufgelistet sind, für die keine MRL-Werte fest-

gelegt werden können, da Rückstände des betreffenden Stoffes in Lebensmitteln tierischen 

Ursprungs in jeder Konzentration eine potentielle Gefahr für die Gesundheit des Verbrau-

chers darstellen. Die Anwendung dieser pharmakologisch wirksamen Stoffe ist bei lebens-

mittelliefernden Tieren innerhalb der EU verboten ebenso wie der Import von Lebensmitteln, 

die entsprechende Rückstände enthalten. 

In Tabelle 1 sind die MRL-Werte für Milch der in dieser Arbeit verwendeten Penicilline und 

Cephalosporine aufgelistet. Penicilline und Cephalosporine sind aufgrund ihrer geringen To-

xizität Beispiele für pharmakologisch wirksame Stoffe, deren MRL-Werte nicht ausschließlich 

auf der Basis toxikologischer Daten festgelegt wurden128. Da bereits geringe Penicil-

lin-Konzentrationen das Wachstum von Bakterien, die für die Herstellung von fermentierten 

Milchprodukten verwendet werden, hemmen, stand der Einfluss auf lebensmitteltechnologi-

sche Produktionsabläufe im Vordergrund128. Bei den Cephalosporinen wurden die 

MRL-Werte auf der Basis der mikrobiologisch annehmbaren Tagesdosis, die sich auf mögli-

che antimikrobielle Wirkung gegenüber der menschlichen Darmflora bezieht, berechnet129,130.  

Enthalten vom Tier gewonnene Lebensmittel Rückstände oberhalb der festgelegten 

MRL-Werte, dürfen diese nach § 15 des Lebensmittel- und Bedarfsgegenständegesetzes 

(LMBG) gewerbsmäßig nicht in den Verkehr gebracht werden131. Weiterhin schreibt § 15 

LMBG vor, dass vom Tier gewonnene Lebensmittel gewerbsmäßig nur gewonnen und in den 

Verkehr gebracht werden dürfen, wenn die festgelegten Wartezeiten eingehalten worden 

sind.   

 

Tabelle 1: MRL-Werte der in dieser Arbeit eingesetzten Penicilline und Cephalosporine5,132. 

Antibiotikum Tierart Zielgewebe MRL-Wert [µg/kg]

Benzylpenicillin Alle zur Lebensmittelerzeugung genutzten Arten Milch 4 

Ampicillin Alle zur Lebensmittelerzeugung genutzten Arten Milch 4 

Amoxicillin Alle zur Lebensmittelerzeugung genutzten Arten Milch 4 

Cloxacillin Alle zur Lebensmittelerzeugung genutzten Arten Milch 4 

Cephalexin Rinder Milch 100 

Cefoperazon Rinder Milch 50 
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3 Analytik von β-Lactam-Antibiotika-Rückständen 
Das erste veterinärmedizinische Anwendungsgebiet der Penicilline war die Behandlung von 

Mastitiden bei milchliefernden Kühen133,134. Da Penicillin-Rückstände in der Milch das 

Wachstum der für die Herstellung von Milchprodukten verwendeten Starterkulturen hemm-

ten, erkannte die milchverarbeitende Industrie in den 50er Jahren die Notwendigkeit Milch 

auf Antibiotika-Rückstände zu untersuchen4. Für den Nachweis wurden mikrobiologische 

Hemmstofftests verwendet135. Seitdem sind eine Vielzahl von Analysenverfahren zum Nach-

weis oder für eine quantitative Bestimmung von β-Lactam-Antibiotika-Rückständen in Le-

bensmitteln entwickelt worden136,137. Diese können in zwei Kategorien eingeteilt werden. Zum 

einen gibt es Sreening-Verfahren, die eine Ja/Nein-Entscheidung erlauben, ob in einer Probe 

Rückstände oberhalb einer bestimmten Konzentration vorhanden sind oder nicht. Bestimmte 

Screening-Verfahren erlauben zusätzlich eine Identifizierung der Wirkstoffklasse. Zum ande-

ren gibt es quantitative Analysenverfahren, die eine Identifizierung und Quantifizierung der 

Wirkstoffe erlauben. Eine eindeutige Identifizierung der Wirkstoffe kann jedoch nur mit che-

misch-physikalischen Analysenverfahren erfolgen. 

 

3.1 Screening-Verfahren 
Screening-Verfahren für Antibiotika-Rückstände basieren auf Wechselwirkungen zwischen 

den Analyt-Molekülen und bakteriellen Zellen (Hemmstofftests) oder spezifischen Bindungs-

komponenten, wie Antikörpern, Enzymen und Rezeptoren. Während bei Hemmstofftests das 

Wirkungsprinzip in den Vordergrund tritt, d.h. die Hemmung des Wachstums von Bakterien 

und damit der Nachweis von Rückständen kann sowohl auf spezifische Wechselwirkungen 

eines Wirkstoffes mit seinem Target, z.B. Inhibierung der DD-Transpeptidasen durch 

β-Lactam-Antibiotika, als auch auf unspezifische Wirkungen, z.B. Denaturierung von Protei-

nen durch Desinfektionsmittel, überwiegt bei den anderen Screening-Tests, wie immunche-

mische Tests etc., das Wirkstoffprinzip. Bei letzteren basiert der Nachweis ausschließlich auf 

Reaktionen zwischen den Analyt-Molekülen und den spezifischen Bindungskomponenten, 

die durch ein geeignetes Verfahren oder eine chemische Reaktion sichtbar gemacht werden 

müssen.  

 
3.1.1 Mikrobiologische Hemmstofftests 

Mikrobiologische Hemmstofftests sind auch heute noch die bedeutendsten Scree-

ning-Verfahren für den Nachweis von Antibiotika-Rückständen und anderer Hemmstoffe in 

Lebensmitteln tierischer Herkunft. Für den Nachweis in Milch und Fleisch sind zahlreiche 

Testsysteme kommerziell erhältlich, wie der BRT-Hemmstofftest138, Delvotest139, Copan Milk 

Test140, Eclipse141 und BR-Test142 für Milch und der PremiTest143 für Fleisch. In einem 

Hemmstofftest wird die zu untersuchende Probe, z.B. Milch oder Fleischsaft, auf ein mit Bak-
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terien beimpftes Nährmedium gegeben. Je nach Testsystem wird die Probe direkt zugege-

ben oder in Form eines Filterpapierblättchens, das zuvor in die Probe getaucht wurde144. 

Anschließend wird das mit den Proben beschickte Nährmedium bebrütet, wobei sich die 

Bakterien vermehren und eine Trübung des Nährmediums bewirken. Sind Antibioti-

ka-Rückstände oder andere Hemmstoffe in der Probe vorhanden, so unterbleibt das Wachs-

tum der Bakterien, was visuell detektiert werden kann. Bei klassischen Hemmstofftests, wie 

dem Blättchentest in der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 

§ 35 LMBG144, bildet sich um Hemmstoff-positive Proben eine klare Zone (Hemmzone oder 

Hemmhof). Die Breite des Hemmhofes hängt unter anderem von Konzentration und Art des 

Hemmstoffes ab.  

Bei den kommerziell erhältlichen Hemmstofftests wird dem Nährmedium ein Farbindikator 

zugesetzt, der durch Stoffwechselprodukte der Bakterien in eine andere Farbe überführt 

wird. Der bekannteste Vertreter derartiger Testsysteme ist der Brillant-

schwarz-Reduktionstest, der den Redoxindikator Brillantschwarz enthält145. Wenn die Probe 

Hemmstoffe enthält, werden die Bakterien im Wachstum gehemmt und der Redoxindikator 

behält seine blau-schwarze Farbe. Enthält die Probe keine Hemmstoffe, so wird der Redo-

xindikator durch Stoffwechselprodukte der Bakterien zur gelben Stufe reduziert. Ein weiteres 

Beispiel für Testsysteme mit Farbindikatoren ist der Delvotest, der den pH-Indikator 

Bromkresolpurpur enthält146. Ist die Probe frei von Hemmstoffen, so ist aufgrund der mit dem 

Wachstum der Bakterien einhergehenden Säuerung des Mediums, ein Farbumschlag von 

violett nach gelb zu beobachten. 

 

Mikrobiologische Hemmstofftests haben je nach analytischer Fragestellung diverse Vor- und 

Nachteile. Vorteile sind, dass diese Tests einfach durchgeführt werden können, eine große 

Anzahl an Wirkstoffen erfasst wird und größere Probenserien untersucht werden können. 

Nachteilig ist jedoch, dass kritische Nachweislücken bestehen und eine Identifizierung einer 

Wirkstoffklasse nur unter Einsatz von verschiedenen Bakterienstämmen und Nährböden 

möglich ist. β-Lactam-Antibiotika können eventuell durch den Zusatz von β-Lactamasen von 

anderen Hemmstoffen unterschieden werden147. Ein weiterer Nachteil ist, dass die Nährme-

dien mehrere Stunden bebrütet werden müssen bevor eine Auswertung erfolgen kann.  

 
3.1.2 Immunchemische Tests 

Antikörper werden, aufgrund ihrer Fähigkeit spezifische Strukturen eines Moleküls (Antigen) 

nach dem Schlüssel-Schloss-Prinzip zu erkennen und zu binden, in immunchemischen Tests 

als analytische Reagenzien verwendet148. Die gebildeten Antigen/Antikörper-Komplexe wer-

den durch markierte Reagenzien sichtbar gemacht. Je nach Testsystem werden entweder 

Antikörper oder Antigene markiert. Als Marker werden radioaktive Isotope (Radioimmunoas-

say, RIA), Enzyme (Enzymimmunoassay, EIA) oder fluoreszierende Substanzen verwendet. 
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Vorraussetzung für eine exakte Messung der gebildeten Antigen/Antikörper-Komplexe ist, 

dass markierte Antigene oder Antikörper, die keinen Komplex gebildet haben, abgetrennt 

werden ohne damit den Gleichgewichtszustand zu beeinflussen. Bei RIA mit radioaktivmar-

kierten Antigenen kann dies z.B. durch Immunpräzipitation erfolgen149. Wird einer der Reak-

tionspartner an ein Trägermaterial immobilisiert, z.B. an Mikrotiterplatten wie beim Enzyme 

Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), können überschüssige Reagenzien durch einen 

einfachen Waschschritt abgetrennt werden150. Für eine ausführliche Darstellung allgemeiner 

Prinzipien von enzymimmunchemischen Analysenverfahren für antibakteriell wirksame Sub-

stanzen sei auf die zitierte Literatur4,151 verwiesen. Eine Zusammenstellung der von 1983 bis 

2000 publizierten Arbeiten, welche die Gewinnung von Antikörpern gegen Antibiotika be-

schreiben, wurde von Beier und Stanker152 veröffentlicht. 

 

Das Immunsystem von Mensch und Tier antwortet mit der Produktion von Antikörpern, wenn 

ein Molekül eine gewisse Komplexität und molekulare Mindestgröße von 6.000 Da besitzt153. 

Das Molekulargewicht der β-Lactam-Antibiotika ist kleiner als 1.000 Da, so dass sie an ein 

Trägerprotein gebunden werden müssen, um immunogen zu wirken. Die Empfindlichkeit des 

β-Lactam-Ringes gegenüber Nucleophilen stellt bei der Entwicklung von Immunoassays für 

Penicilline ein Problem dar, weil es bereits während der Herstellung der Penicil-

lin/Protein-Konjugate sowie nach der Immunisierung der Versuchstiere zu chemischen Ab-

baureaktionen der Penicilline kommen kann (s. 2.2 ff). Da insbesondere Penicil-

loyl/Protein-Konjugate im Vergleich zu Penicillin/Protein-Konjugaten stärker immunogen sind, 

können die gewonnenen Antikörper eine höhere Affinität zu Penicillinen mit geöffnetem 

β-Lactam-Ring zeigen154,155,156. Für den Nachweis von Penicillinen in Lebensmitteln werden 

jedoch Antikörper benötigt, die „intakte“ Penicilline erkennen, weil die MRL-Werte für letztere 

festgelegt sind.  

Einigen Arbeitsgruppen ist es jedoch gelungen Penicillin-spezifische Antikörper zu gewinnen. 

Die von Usleber et al.157, Dietrich et al.158 und Strasser159 beschriebenen Antikörper zeigen 

hohe Kreuzreaktivitäten gegenüber einer Vielzahl veterinärmedizinisch-relevanter Penicilline 

und keine Kreuzreaktivitäten gegenüber Penicilloyl-Derivaten. Mit einem von Strasser159 

entwickelten sehr sensitiven direkten ELISA für Penicilline konnten insbesondere Benzylpe-

nicillin, Ampicillin, Amoxicillin, Oxacillin, Cloxacillin, Dicloxacillin und Nafcillin in Milch ab ei-

nem Konzentrationsbereich von 1 – 6 ng/ml nachgewiesen werden. Für einen Nachweis von 

sowohl Penicillinen als auch Cephalosporinen können Penicillin-spezifische Antikörper je-

doch nicht verwendet werden, weil sie in der Regel keine bzw. geringe Kreuzreaktivitäten 

gegenüber Cephalosporinen zeigen158,160.  
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Beispiele für kommerziell erhältliche immunchemische Analysenverfahren für den Nachweis 

von β-Lactam-Antibiotika in Milch sind der Parallux- (Idexx Laboratories Inc., Maine, USA) 

und der Fluorophos BetaScreen-Test (John Morris Scientific Pty. Ltd., Willoughby, Austra-

lien). Beim Parallux-Test handelt es sich um einen festphasengebundenen Fluores-

zenz-Immunoassay161. Beim Fluorophos BetaScreen handelt es sich um einen enzymim-

munchemischen Röhrchenschnelltest, bei welchem Anti-Penicillin-Antikörper in einem Röhr-

chen immobilisiert sind162. Penicilline aus der Probe konkurrieren mit enzymmarkierten Peni-

cillinen um die Bindestellen der immobilisierten Antikörper. Nach Zugabe einer Substratlö-

sung wird durch die Antikörper-gebundenen, enzymmarkierten Penicilline eine fluoreszieren-

de Substanz gebildet, die fluorimetrisch bestimmt wird.  

 
3.1.3 Tests mit PBP 

Die in Tabelle 2 aufgeführten Screening-Tests verwenden PBP als spezifische Bindungs-

komponenten, um Penicillin- und Cephalosporin-Rückstände in Lebensmitteln tierischer Her-

kunft nachzuweisen (Protein-Bindungstests). 

 
Tabelle 2: Protein-Bindungstests für den Nachweis von β-Lactam-Antibiotika in Milch. 

Bezeichnung Format Detektionsprinzip Lit. 

β-Star* Streifentest Gold-markiertes PBP,  immobilisiertes 

β-Lactam 

163 

Charm II* Vgl. RIA Radioaktiv-markiertes Penicillin,  

immobilisierte Bakterienpräparationen  

164 

Delvo-X-Press* Röhrchenschnelltest Enzym-markiertes PBP,  

immobilisiertes β-Lactam 

4,165 

- Partikel-Filtrations-Assay Fluorescein-markiertes PBP, 

immobilisiertes β-Lactam 

166 

Snap* Filtrationstest Enzym-markiertes  PBP,  

immobilisiertes β-Lactam 

4,167 

 *Bei den gekennzeichneten Tests handelt  es sich um kommerziell erhältliche Screening-Tests 

 

Basis für Protein-Bindungstests ist, dass PBP und β-Lactam-Antibiotika, wie unter 2.4 be-

schrieben, Konjugate bilden, die aufgrund ihrer Stabilität relativ einfach mit markierten PBP 

oder markierten β-Lactam-Antibiotika nachgewiesen werden können. Prinzipiell entsprechen 

Aufbau und Durchführung von Protein-Bindungstests den bekannten immunchemischen Ver-

fahren, wie ELISA oder RIA. Da Protein-Bindungstests jedoch keine Antikörper verwenden, 

werden sie nicht den immunchemischen Verfahren zugeordnet. Bei den Bindungstests kon-

kurrieren a) Rückstände in der Probe und markierte β-Lactam-Antibiotika um die „Penicil-



 

 

28

lin-Bindestellen“ immobilisierter PBP, oder b) Rückstände und immobilisierte 

β-Lactam-Antibiotika konkurrieren um die „Penicillin-Bindestellen“ markierter PBP (Abbildung 

16). Charakteristisch für Protein-Bindungstests ist, dass die zu analysierende Probe und 

PBP in einem ersten Inkubationsschritt zusammengegeben werden. Sind in der Probe Anti-

biotika-Rückstände vorhanden, so werden diese von den PBP gebunden und die PBP kön-

nen im zweiten Inkubationsschritt keine weiteren β-Lactam-Antibiotika binden. Detektiert 

werden immer nur die PBP, die im ersten Inkubationsschritt keine β-Lactam-Antibiotika ge-

bunden haben. Allgemein wird ein derartiges Testformat wird auch als nicht-kompetitiver 

Inhibierungs-Assay bezeichnet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 16: Prinzipieller Aufbau von Protein-Bindungstests für den Nachweis von 
β-Lactam-Antibiotika. A: Test mit markierten PBP und immobilisierten β-Lactam-Antibiotika, 
B: Test mit immobilisierten PBP und markierten β-Lactam-Antibiotika. Erläuterungen siehe 
Text. 

Einen Sonderfall unter den Protein-Bindungstests stellt der Penzym-Test dar, da es sich um 

einen enzymatischen Test handelt168. Während die in Tabelle 2 aufgeführten Prote-

in-Bindungstests auf der Visualisierung der PBP/β-Lactam-Antibiotikum-Konjugate beruhen, 

basiert der Penzym-Test auf dem Nachweis der enzymatischen Aktivität einer 

DD-Carboxypeptidase. Vergleichbar mit der Reaktion in vivo (s. 2.3.2), katalysiert die 

DD-Carboxypeptidase die hydrolytische Abspaltung des terminalen D-Alanins aus dem als 

Substrat zugesetztem Tripeptid Nα,Nε-(Acetyl)2-L-Lys-D-Ala-D-Ala. Das freigesetzte D-Alanin 

wird in einer zweiten enzymatischen Reaktion durch eine D-Aminosäureoxidase zu Was-

serstoffperoxid und Pyruvat umgesetzt. Eine Peroxidase setzt in einer dritten enzymatischen 

Reaktion das gebildete Wasserstoffperoxid und ein chromogenes Substrat zu einem orange-

gefärbten Farbstoff um. Wird die DD-Carboxypeptidase durch β-Lactam-Antibiotika inhibiert, 

so wird kein D-Alanin freigesetzt, und die weiteren enzymatischen Reaktionen unterbleiben. 

Als Konsequenz wird in Rückstands-positiven Proben kein Farbumschlag beobachtet. 
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3.1.4 Tests mit β-Lactamasen 

Ein interessanter Ansatz für die Entwicklung von Screening-Tests für den Nachweis von 

β-Lactam-Antibiotika ist die Verwendung von β-Lactamasen als spezifische Bindungskompo-

nenten. Chambers et al.169 haben einen kompetitiven Assay im Mikrotiterplatten-Format ent-

wickelt, bei welchem β-Lactamasen in den Kavitäten einer Mikrotiterplatte immobilisiert wa-

ren und β-Lactam-Antibiotika in der Probe mit Antikörpern, die an das aktive Zentrum der 

β-Lactamasen gebunden haben, um die β-Lactam-spezifischen Bindestellen der 

β-Lactamasen konkurrierten. Mit diesem Assay konnten β-Lactam-Antibiotika, die einen sta-

bilen Enzym/Substrat-Komplex bilden, nachgewiesen werden.  

 
3.1.5 Vorteile von Screening-Tests 

Screening-Tests finden eine breite Anwendung in rückstandsanalytischen Labors, insbeson-

dere für ein Screening größerer Probenserien. Sie sind relativ einfach durchzuführen und in 

der Lage, geringe Rückstandsmengen qualitativ nachzuweisen. Milchproben können z.B. 

ohne Probenvorbereitung untersucht werden162,165, während Rückstände aus Fleischproben 

extrahiert werden müssen. Der Arbeitsaufwand für Fleischproben hält sich jedoch im Ver-

gleich zu chemisch-physikalischen Analysenverfahren in Grenzen (s. u.), wie 

beim PremiTest, bei welchem es ausreicht Fleischsaft mittels einer Knoblauchpresse zu ge-

winnen170 oder beim Charm II-Test für den Nachweis von Chloramphenicol in Fleisch, bei 

welchem es ausreicht eine Probe mit einem Puffer zu extrahieren171.  

Die Arbeitsgruppe „Pharmakologisch wirksame Stoffe“ der Lebensmittelchemischen Gesell-

schaft (Fachgruppe in der Gesellschaft Deutscher Chemiker) hat die kommerziell erhältlichen 

Screening-Verfahren für den Nachweis von Antibiotika und anderer Tierarzneimittel in einer 

Broschüre zusammengestellt172. Interessanterweise ist kein Screening-Test für 

β-Lactam-Antibiotika im Mikrotiterplatten-Format, mit dem bis zu 96 Proben parallel unter-

sucht werden können, kommerziell erhältlich. 

 

3.2 Chemisch-physikalische Analysenverfahren 
Wie im vorigen Kapitel erläutert, erlauben Screening-Verfahren in Proben mit unbekanntem 

Rückstandsgehalt einen Nachweis von Hemmstoffen oder einen gruppenspezifischen Nach-

weis von β-Lactam-Antibiotika. Eine Identifizierung und Quantifizierung eines bestimmten 

Penicillins oder Cephalosporins ist jedoch nicht möglich. Letzteres ist aber bei Analysen, die 

rechtliche Konsequenzen für einen Hersteller, Importeur etc. von Lebensmitteln haben, uner-

lässlich, z.B. bei Proben, die im Rahmen der amtlichen Überwachung untersucht werden. 

Innerhalb der EU sind die amtlichen Kontrolllaboratorien dazu verpflichtet, positive Scree-

ning-Befunde durch Bestätigungsmethoden abzusichern173. Bestätigungsmethoden müssen 

Aufschluss über die chemische Struktur der organischen Rückstände geben, wobei spektro-

metrische Methoden nur nach chromatographischer Trennung in Betracht kommen173.  
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Die „ideale“ Methode sollte möglichst alle Vertreter einer Wirkstoffgruppe vollständig erfas-

sen können (Multimethode). Die unterschiedlichen chemisch-physikalischen Eigenschaften 

(Löslichkeit, Polarität, reversible Bindung an Proteinen) der einzelnen β-Lactam-Antibiotika 

erschweren die gleichzeitige und vollständige oder zumindest reproduzierbare Extraktion 

aller veterinärmedizinisch relevante Penicilline und Cephalosporine, die Vorraussetzung für 

eine exakte Quantifizierung. 

Die am häufigsten verwendete Methode zur Quantifizierung der β-Lactam-Antibiotika ist die 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC, engl. high performance liquid chroma-

tography)136,174. Die etablierten HPLC-Verfahren mit UV-, Diodenarray- oder Fluoreszenzde-

tektion (klassische HPLC-Verfahren) werden immer mehr von flüssigkeitschromatographi-

schen Verfahren mit massenspektrometrischer Detektion (LC/MS) verdrängt175. Der Vorteil 

der LC/MS liegt in der Möglichkeit Moleküle ohne vorausgehende Derivatisierung sehr emp-

findlich und sehr selektiv nachweisen zu können. Im nachfolgenden wird daher vornehmlich 

auf die LC/MS eingegangen. Hinsichtlich klassischer HPLC-Verfahren176,177,178,179,180,181,182,183 

und anderer Methoden auf der Basis der Gaschromatographie184, Dünnschichtchroma-

tographie185 und Elektrophorese186 sei auf die zitierte Literatur und die Übersichtsartikel174,187 

verwiesen.  

 
3.2.1 Probenvorbereitung 

Bevor eine Probe analysiert werden kann, ist eine mehr oder weniger aufwendige Proben-

vorbereitung nötig. Während feste Proben zunächst mechanisch zerkleinert werden, werden 

flüssige Proben gut durchmischt. In einer typischen Probenvorbereitung werden die Antibioti-

ka anschließend aus der Probenmatrix extrahiert, Proteine und Fette abgetrennt und 

die extrahierten Rückstände mittels Festphasenextraktion angereichert175.  

Als Extraktionsmittel für β-Lactam-Antibiotika hat sich in der Rückstandsanalytik Acetonitril 

bewährt, da es gleichzeitig zur Extraktion der Analyten und zur Abtrennung von Proteinen 

verwendet werden kann184,188,189,190,191. Ein weiterer Vorteil von Acetonitril ist, dass es als „re-

leasing solvent“ Penicilline, die an Proteinen adsorbiert sind, freisetzen kann, so dass sowohl 

reversibel an Proteine gebundene Rückstände als auch Rückstände, die nicht an Proteine 

gebunden sind, extrahiert werden können178,192. Eine Entfettung kann durch organische Lö-

sungsmittel wie Hexan193, Isooctan194 und Ethylacetat195 erfolgen. Für die Festphasenextrak-

tion werden vornehmlich C18-modifizierte Kieselgele verwendet179,190,191,193,196, aber auch an-

dere Festphasen wie Ionenaustauscher184,197 oder Restricted-Access-Materials178 haben sich 

bewährt. Restricted-Access-Materials bieten den Vorteil, dass in einem Schritt die Analyten 

durch Verteilungschromatographie angereichert und Matrixkomponenten durch 

Ausschlusschromatographie abgetrennt werden können. 
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3.2.2 LC-Verfahren mit massenspektrometrischer Detektion (LC/MS) 

In Tabelle 3 sind neuere in der Literatur beschriebene Multi-Methoden für die quantitative 

Bestimmung von β-Lactam-Antibiotika mittels LC/MS aufgeführt. Mit Ausnahme der von Be-

cker et al.198 beschriebenen Methode, in der eine Phenyletherphase eingesetzt wird, werden 

C18-modifizierte Kieselgele als stationäre Phasen für die flüssigchromatographische Tren-

nung der β-Lactam-Antibiotika verwendet. Als Ionisationstechnik wird fast ausschließlich die 

Electrospray Ionization (ESI) verwendet, um zunächst Quasimolekülionen zu erzeugen. Als 

Massenanalysatoren werden in der Mehrzahl Triple-Quadrupol-Geräte verwendet, wobei das 

erste Quadrupol zur Massenanalyse der Quasimolekülionen verwendet wird. Das zweite 

Quadrupol dient als Kollisionskammer, um aus den Quasimolekülionen Fragment-Ionen zu 

erzeugen, die für eine Identifizierung der β-Lactame herangezogen werden. Das dritte 

Quadrupol dient zur Massenanalyse der Fragment-Ionen. Als Massenanalysator findet die 

Ionen-Falle (Ion-Trap) ebenfalls Verwendung.  

 

 
Tabelle 3: LC/MS-Bestätigungsverfahren für β-Lactam-Antibiotika. 

Analyt# Matrix Detektion Lit.

Desacetylcephapirin, Cephapirin, AMOXI, Pen G, OXA, 

CLOXA, NAF, DICLOXA, DCCD 

Niere ESI- MSn 

(Ion-Trap) 

196 

AMPI, Cephapirin, Cephalexin, Cefquinom, Cefazolin, 

Pen G, Pen V, OXA, CLOXA, DICLOXA, NAF 

Muskelfleisch, Niere ESI-MS-MS 

(TQ) 

198 

AMOXI, Cephapirin, Cephalin, AMPI, Ceftiofur, Pen G, 

Pen V, OXA, CLOXA, DICLOXA, NAF 

Milch ESI-MS 

(Q) 

199 

Pen G, Pen V, OXA, CLOXA, NAF, DICLOXA Leber, Niere, 

Muskelfleisch 

ESI-MS-MS 

(TQ) 

197 

AMOXI, AMPI, CLOXA, OXA, Pen G, Cephalonium Milch ESI-MS-MS 

(TQ) 

193 

Cephalexin, AMPI, AMOXI, CEPHA, Cefazolin, Ceftiofur, 

Pen G, OXA, CLOXA, NAF, DICLOXA 

Milch ESI-MS-MS 

(TQ) 

190 

Pen G, AMPI, AMOXI, CLOXA, Cephapirin, Ceftiofur, 

Cefazolin 

Milch ESI-MSn 

(Ion-Trap) 

191 

 

#Abkürzungen: AMPI: Ampicillin, AMOXI: Amoxicillin, Pen G: Benzylpenicillin, OXA: Oxacillin, CLOXA: 
Cloxacillin, NAF: Nafcillin, DICLOXA: Dicloxacillin, DCCD: Desfuroylceftiofurcysteindisulfid, Pen V: 
Phenoxymethylpenicillin, API: Atmospheric Pressure Ionization, ESI: Electrospray Ionization, TQ: 
Triple-Quadrupol, Q: Quadrupol 
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4 Biosensor-Analysen  
Bestandteile eines Biosensors sind biomolekulare Bindungspartner, die a) an einen Mess-

wandler (Transducer) gebunden sind und b) den Analyt spezifisch binden200. Typische bio-

molekulare Bindungspartner sind z.B. Antikörper, Enzyme, Nucleinsäuren sowie pflanzliche, 

tierische oder bakterielle Zellen201. Bindet der biomolekulare Bindungspartner den Analyt, so 

wandelt der Transducer dieses „biologische Signal“ in ein messbares, elektrisches Signal 

um. Für bioanalytische Fragestellungen werden z.B. elektro-chemische, thermische, akusti-

sche und optische Transducer eingesetzt201. Der Vorteil von Biosensoren ist, dass Rezep-

tor/Ligand-Wechselwirkungen, wie biomolekulare Wechselwirkungen zwischen Antigenen 

und Antikörpern, Enzymen und Inhibitoren, Proteinen und DNA etc., verfolgt werden können, 

ohne einen der beteiligten Reaktionspartner markieren zu müssen202,203.  

Biosensoren werden seit einigen Jahren vermehrt in der Lebensmittelanalytik eingesetzt, da 

Proben, die z.B. im Rahmen der Prozesskontrolle während der Herstellung eines Lebensmit-

tels entnommen werden, ohne eine aufwendige Probenvorbereitung und chemische Deriva-

tisierung der Analyten untersucht werden können204. Für den Nachweis von 

β-Lactam-Antibiotika-Rückständen sind ebenfalls Biosensor-Assays entwickelt worden, wie 

der von Setlof et al.205 entwickelte amperometrische Biosensor-Assay mit PBP, die auf einer 

Elektrode immobilisiert waren.  

 

4.1 Oberflächen-Plasmon-Resonanz-Biosensoren (SPR-Biosensoren) 
Seit einigen Jahren werden optische Biosensoren auf der Basis der Oberflä-

chen-Plasmon-Resonanz (SPR, engl. surface plasmon resonance) vermehrt auf dem Gebiet 

der Tierarzneimittelrückstandsanalytik eingesetzt206,207,224. Wie andere Biosensor-Techniken, 

erlauben SPR-Biosensoren einen markierungsfreien Nachweis von Rezep-

tor/Ligand-Wechselwirkungen. Bei einem SPR-Biosensor handelt es sich, vereinfacht darge-

stellt, um einen massensensitiven Brechungsindex-Detektor. 

 
4.1.1 Grundlagen der SPR 

Oberflächen-Plasmone (SP, engl. surface plasmon) sind elektromagnetische Oberflächen-

wellen des Elektronengases in der Grenzfläche zwischen einem Metall und einem Dielektri-

kum*208. Das Quant derartiger Plasmaschwingungen wird als Plasmon bezeichnet209. 

SP-Wellen können sowohl durch Licht als auch durch Elektronen angeregt werden, wobei 

mit der Anregung durch Licht eine Verstärkung des elektromagnetischen Feldes (Resonanz-

verstärkung) in der Grenzfläche verbunden ist. Im nachfolgenden wird nur die von Kretsch-

mann und Raether210 entwickelte experimentelle Anordnung zur Anregung von SP-Wellen 

durch Licht näher beschrieben (Kretschmann-Raether-Konfiguration), da der in dieser Arbeit 

                                              
* Ein Dieelektrikum ist ein Stoff, der keine Elektrizität leitet. 
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verwendete SPR-Biosensor auf der Kretschmann-Raether-Konfiguration basiert. Hinsichtlich 

der anderen Möglichkeiten SP-Wellen anzuregen208,211 und einer Zusammenstellung kom-

merziell-erhältlicher SPR-Biosensoren212 sei auf die zitierte Literatur  verwiesen. 

 

Basis für die Anregung von SP-Wellen in der Kretschmann-Raether-Konfiguration ist das 

optische Phänomen der Totalreflexion in einem Prisma (Abbildung 17) 208,213. Auf das Prisma 

ist eine dünne Metallschicht (Gold oder Silber) von ca. 50 nm aufgedampft und die Metall-

schicht steht im Kontakt mit einem Dielektrikum, mit geringerer optischer Dichte als der des 

Prismas (Wasser oder Luft). Als Metall wird in der Regel Gold eingesetzt, da es im Vergleich 

zu Silber weniger oxidationsempfindlich ist. Wird Licht oberhalb eines kritischen Winkels, 

dem Grenzwinkel der Totalreflexion, in das Prisma eingestrahlt, so wird das Licht an der 

Grenzfläche zur Metallschicht total reflektiert. Ein Teil des eingestrahlten Lichts geht jedoch 

in Form einer abklingenden Welle (evaneszenten Welle) in die Metallschicht über (Abbildung 

17, gestrichelte Linie). Evaneszente Wellen sind Wellen, die ihre Feldmaxima in der Grenz-

fläche zwischen zwei Medien mit unterschiedlicher optischer Dichte haben und deren elekt-

romagnetische Felder senkrecht zur Grenzfläche exponentiell abnehmen213. Ist das einge-

strahlte Licht monochromatisch und p-polarisiert (Polarisationsebene parallel zur Einfalls-

ebene), so kann unter einem bestimmten Einfallswinkel die evaneszente Welle mit dem E-

lektronengas der Goldschicht in Wechselwirkung treten und die SP-Wellen durch Resonanz 

anregen208. Diese angeregten SP-Wellen sind ebenfalls evaneszente Wellen, die in der Grö-

ßenordnung einer halben Wellenlänge des eingestrahlten Lichtes in das Dielektrikum „hin-

einstrahlen“ (Abbildung 17, blaue Linie) 214.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 17: Kretschmann-Raether-Konfiguration zur Anregung von SP-Wellen unter den 
Bedingungen der Totalreflexion208. Die gestrichelte Linie deutet die evaneszente Welle an, die 
in die Metallschicht hineindringt und SP-Wellen durch Resonanz angeregt215. Das exponentiell 
abklingende elektrische Feld der angeregten SP-Welle an der Grenzfläche Metall/Dielektrikum 
ist ebenfalls angedeutet. Da die SP-Wellen durch Resonanz angeregt werden, ist das elektri-
sche Feld an der Metall/Dielektrikum-Grenzfläche verstärkt.  



 

 

34

Da die SP-Wellen durch Resonanz angeregt werden, d.h. Energie und Impuls der Photonen 

werden auf die Plasmonen übertragen, verringert sich die Intensität des reflektierten Lich-

tes208. Die Verringerung der Intensität kann als Minimum im Intensitätsspektrum des reflek-

tierten Lichtes detektiert werden, wenn der Reflexionsgrad (reflektierte Strahlungsintensität/ 

eingestrahlte Strahlungsintensität) in Abhängigkeit vom Einfallswinkel bestimmt wird 

(Abbildung 18). Am Grenzwinkel der Totalreflexion (ΘT) wird das einfallende Licht an der 

Grenzfläche zur Metallschicht vollständig reflektiert. Unterhalb von ΘT wird das Licht teilweise 

reflektiert und teilweise von der Goldoberfläche adsorbiert. Oberhalb von ΘT wird das einfal-

lende Licht von der Goldschicht absorbiert, wobei der Reflexionsgrad sinkt, ein Minimum 

erreicht und anschließend wieder ansteigt. Der zum Minimum gehörende Winkel ΘSPR, der 

größer als der Grenzwinkel der Totalreflexion ist, wird als SPR-Winkel bezeichnet, da eine 

Anregung von SP-Wellen nur unter diesem Winkel erfolgt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 18: SPR-Kurve208.  

 

 

 

 

 

 

 

 

R
ef

le
xi

on
sg

ra
d



 

 

35

4.1.2 Aufbau eines SPR-Biosensors  

Abbildung 19 zeigt ein Schema des in dieser Arbeit verwendeten Biosensors216 (Biaco-

re 3000) der Fa. Biacore. Lauf-Puffer und Reagenzien werden über zwei Spritzenpumpen 

zur SPR-Detektionseinheit transportiert. Die Reagenzien werden über einen automatischen 

Probengeber (Autosampler) in das System injiziert und über Kapillarschläuche mit dem Puf-

fer zu einem Sensor-Chip transportiert. Herzstück des Biosensors ist die SPR-Detektionsein-

heit mit einem Gold-beschichteten Sensor-Chip aus Glas, auf welchem die biomolekulare 

Interaktionsanalyse erfolgt217. Der Sensor-Chip ist über ein Polymer, das den Brechungsin-

dex nicht verändert, mit einem Prisma verbunden, so dass SP-Wellen wie im vorigen Ab-

schnitt beschrieben angeregt werden können218. Die Intensitäten der reflektierten Lichtstrah-

len werden mit einem Dioden-Array-Detektor gemessen und ein Computer berechnet an-

hand dieser Messwerte den SPR-Winkel. Der Biosensor ist so konstruiert, dass die Sen-

sor-Chips nach einer Versuchsreihe einfach ausgetauscht und durch neue ersetzt werden 

können. 

Abbildung 19: Schema eines SPR-Biosensors [modifiziert nach216,218]. 

 



 

 

36

4.1.3 Detektionsprinzip 

Die Größe des SPR-Winkels hängt von den optischen Eigenschaften des Prismas, der Art 

des Metalls, der Dicke der Metallschicht, der Wellenlänge des eingestrahlten Lichtes und 

dem Brechungsindex des Dielektrikums ab208. Werden mit Ausnahme des Dielektrikums die 

anderen Parameter konstant gehalten, so haben Änderungen des Brechungsindex in der 

Nähe der Goldschicht einen Einfluss auf die Größe des SPR-Winkels. Aus einer lokalen Er-

höhung des Brechungsindex, z.B. durch Adsorption eines Proteins auf der Oberfläche der 

Goldschicht, resultiert eine Verschiebung des SPR-Winkels zu größeren Werten (Abbildung 

20) 219.  

Abbildung 20: Einfluss des Brechungsindex auf den SPR-Winkel. a) Vor der Erhöhung des 
Brechungsindex, b) nach der Erhöhung des Brechungsindex durch Adsorption eines Proteins 
an der Oberfläche der Metallschicht. c) Anhand des Sensorgramms (Änderung des 
SPR-Winkels gegen die Zeit) können Änderungen des Brechungsindex an der Grenzschicht 
Metall/Puffer und im Puffer verfolgt werden. 

Eine Verschiebung des SPR-Winkels kann jedoch nur innerhalb der Eindringtiefe der eva-

neszenten Welle, ca. 400 nm, im Dielektrikum beobachtet werden214. Änderungen des Bre-

chungsindex außerhalb der Reichweite dieser evaneszenten Welle haben keinen Einfluss 

auf die Lage des SPR-Winkels. Als Konsequenz können Rezep-

tor/Ligand-Wechselwirkungen auf der Basis der SPR ebenfalls nur innerhalb der evanezen-

ten Welle im Dielektrikum nachgewiesen werden. Daher muss entweder der Rezeptor oder 

der Ligand auf dem Sensor-Chip immobilisiert werden. Bindet der Ligand an den immobili-

sierten Rezeptor oder der Rezeptor an den immobilisierten Ligand, so ändert sich der Bre-

chungsindex in der unmittelbaren Nähe der Metallschicht. Dies führt zu einer Änderung des 

SPR-Winkels. Während einer SPR-Biosensor-Analyse wird die Lage des SPR-Winkels kon-

tinuierlich bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen (Abbildung 20) 217. Das resultierende 

Diagramm wird als Sensorgramm bezeichnet und bietet den Vorteil, dass biomolekulare 
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Wechselwirkungen zwischen Rezeptoren und Liganden in Echtzeit verfolgt werden können. 

Die Änderung des SPR-Winkels wird in so genannten Resonance Units (RU) angegeben, 

wobei 1 RU der Änderung des SPR-Winkels um 0,00001° entspricht217. Untersuchungen von 

Stenberg et al.220 haben gezeigt, dass zwischen der Änderung der Lage des SPR-Winkels 

und der Oberflächenkonzentration eines adsorbierten Proteins ein linearer Zusammenhang 

besteht. Für ein durchschnittliches Protein entspricht eine Zunahme von 1.000 RU ei-

ner Oberflächenkonzentration von etwa 1 ng/mm-2. 

 
4.1.4 Sensor-Chips 

Einen Querschnitt durch einen Sensor-Chip zeigt Abbildung 21. Ein Glasträger ist mit einer 

dünnen Goldschicht (Schichtdicke ca. 50 nm) beschichtet217. Die Goldoberfläche ist über 

einen Spacer, z.B. ein Alkanthiol, mit Carboxymethyldextran (Schichtdicke ca. 100 nm) modi-

fiziert. Diese funktionalisierte Oberfläche bietet den Vorteil, dass Moleküle über geeignete 

Kopplungsreagenzien an die Carbonsäuregruppen des Dextrans kovalent gebunden werden 

können, z.B. über Amid-Bindungen. Aufgrund der Stabilität kovalenter Bindungen können 

Rezeptor/Ligand-Komplexe durch die Injektion einer geeigneten Regenerierungslösung dis-

soziiert werden, so dass der Sensor-Chip für eine erneute Analyse verwendet werden 

kann217. Die Oberflächenmodifizierung verhindert weiterhin, dass Proteine oder andere Mat-

rixkomponenten, z.B. aus Lebensmittel, unspezifisch an die Goldoberfläche adsorbiert wer-

den221.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 21: Querschnitt durch einen Sensor-Chip, dessen Oberfläche mit Carboxymethyl-
dextran modifiziert wurde. Der obere Teil zeigt die vier Flusszellen, die Bestandteil des 
mikrofluiden Systems sind und parallel oder in Serie geschaltet werden können. Im Biacore 
3000 hat jede Flusszelle ein Volumen von 0,02 µµµµl. 
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4.1.5 Mikrofluides System 

Wird ein Sensor-Chip in den Biosensor gesteckt, so hat die modifizierte Goldoberfläche Kon-

takt mit einem mikrofluiden System, das im Biacore 3000 vier miteinander verbundene 

Flusszellen enthält222. Der Zugang und Ablauf von Lösungen wird durch Druckventile kontrol-

liert, wobei die Flusszellen einzeln, als Paar oder in Reihe (Abbildung 21) verwendet werden 

können. Für jede Flusszelle kann ein Sensorgramm aufgezeichnet werden.  

 
4.1.6 Biomolekulare Interaktionsanalyse 

Eine SPR-Biosensor-Analyse beginnt mit der Immobilisierung eines der beteiligten Reakti-

onspartner (Rezeptor oder Ligand) auf der Oberfläche des Sensor-Chips. Proteine und Pep-

tide können z.B. über primäre Aminogruppen an die Carbonsäuregruppen des Dextrans ge-

bunden werden (Abbildung 22) 220. Neben Aminogruppen können für eine Immobilisierung 

auch andere funktionelle Gruppen, wie Thiole oder Aldehyde, herangezogen werden. Eine 

Zusammenstellung häufig verwendeter Kopplungsreaktionen findet sich bei Cooper203. 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 22: Carbodiimid/N-Hydroxysuccinimid-Kopplung (EDC/NHS-Kopplung). Nach Akti-
vierung der Carbonsäuregruppen mit N-Ethyl-N’-Dimethylaminopropylcarbodiimid (EDC) und 
N-Hydoxysuccinimid (NHS), reagieren die gebildeten NHS-Ester mit primären Aminogruppen zu 
Amidbindungen. Nichtreagierte NHS-Ester werden nach der Bindung des Reaktionspartners 
mit Ethanolamin deaktiviert. 

Nachdem einer der beteiligten Reaktionspartner immobilisiert wurde, kann die biomolekulare 

Interaktionsanalyse durchgeführt werden und anhand des Sensorgramms verfolgt werden. 

Abbildung 23 zeigt ein typisches Sensorgramm einer Antigen/Antikörper-Bindung, wobei das 

Antigen auf dem Sensor-Chip immobilisiert wurde. Zunächst fließt ein Lauf-Puffer am Sen-

sor-Chip vorbei und ab dem Zeitpunkt A werden die Antikörper in den Biosensor injiziert. Die 

Antikörper strömen mit dem kontinuierlich nachfließenden Lauf-Puffer am Sensor-Chip vor-

bei und binden an das immobilisierte Antigen (Assoziation). Die Bindung führt zu einer Erhö-

hung des Signals (Response-Werte ausgedrückt in RU, s. 4.1.3) bis zu dem Zeitpunkt B, an 

welchem erneut Lauf-Puffer am Sensor-Chip vorbeiströmt. Ab dem Zeitpunkt B kann die 

spontane Dissoziation des Antigen/Antikörper-Komplexes beobachtet werden. Um den Sen-

sor-Chip für eine erneute Analyse verwenden zu können, wird eine geeignete Regenerie-

rungslösung, die den Antigen/Antikörper-Komplex löst, in den Biosensor injiziert (C), und das 

C

O

N

O

O

O

C

O

O

C

O

N

O

O

O

C

O

O

C

O

O

C

O

O

R NH2

C

O

N
H

R

C

O

O

C

O

N

O

O

O

H2NCH2CH2OH

C

O

N
H

R

C

O

O

C

O

N
H

CH2CH2OH

EDC/NHS



 

 

39

Signal fällt auf den ursprünglichen Wert zurück (D). Die Wahl der Regenerierungslösung ist 

von der Art der Wechselwirkungen zwischen Ligand und Rezeptor abhängig. Anti-

gen/Antikörper-Komplexe können in der Regel durch verdünnte Säuren oder Laugen gelöst 

werden223.  

Die Regenerierung ist ein kritischer Punkt bei der Durchführung von biomolekularen Interak-

tionsanalysen, da nur eine vollständige Regenerierung reproduzierbare Messungen liefert. 

Die Regenerierungslösung sollte alle Rezeptor/Ligand-Bindungen lösen, ohne die Bindungs-

kapazität der immobilisierten Reaktionspartner negativ zu beeinflussen.   

Biomolekulare Interaktionsanalysen können auch für quantitative Bestimmungen herangezo-

gen werden. Die Quantifizierung basiert auf den Response-Werten, die einige Sekunden 

nach der Injektion des Analyten (t2) gemessen werden, wobei einige Sekunden vor der Injek-

tion der Analyten (t1) der Response gleich Null gesetzt wird (Abbildung 23). Der ermittelte 

Wert entspricht daher der Differenz zwischen den Response-Werten zu den Zeitpunkten t2 

und t1 (∆ Response [RU] = Response t2 – Response t1). 

 
Abbildung 23: Sensorgramm, das die Bindung eines Antikörpers an ein immobilisiertes Anti-
gen zeigt. Erläuterungen siehe Text. 

4.1.7 SPR-Biosensoren in der Lebensmittel- und Rückstandsanalytik 

Eines der Hauptanwendungsgebiete für SPR-Biosensoren ist die Lebensmittelanalytik224. 

Das Spektrum, der mit dieser Analysentechnik erfassbaren Verbindungen, ist sehr vielfältig, 

und erstreckt sich sowohl auf molekulare Verbindungen, wie Vitamine225, Proteine226, Hor-

mone227, Aflatoxine228 und Tierarzneimittelrückstände (s. u.), als auch auf intakte bakterielle 

Zellen, wie Salmonellen229. Tabelle 4 zeigt einige für den Nachweis von Tierarzneimittelrück-

ständen, insbesondere Antibiotika, entwickelte SPR-Biosensor-Assays. Mit Ausnahme der 

Assays für Streptomycin, Dihydrostreptomycin234 und Gentamicin235 handelt es sich dabei um 
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kompetitive immunchemische SPR-Biosensor-Assays, bei welchen das Antigen, d.h. das 

Tierarzneimittel, auf dem Sensor-Chip immobilisiert wird und die Analyt-spezifischen Antikör-

per den Proben zugesetzt werden (Abbildung 24). Bei den SPR-Biosensor-Assays für Strep-

tomycin, Dihydrostreptomycin234 und Gentamicin235 handelt es sich um direkte immunchemi-

sche SPR-Biosensor-Assays, bei welchen der Antikörper auf dem Sensor-Chip immobilisiert 

wird (Abbildung 25). Direkte immunchemische SPR-Biosensor-Assays besitzen den Vorteil, 

dass das Signal proportional zur Rückstandskonzentration in der Probe ist. Bei kompetitiven 

SPR-Biosensor-Assays ist das Signal umgekehrt proportional zur Rückstandskonzentration 

in der Probe. Vorraussetzung für die Entwicklung eines direkten immunchemischen 

SPR-Biosensor-Assays für Tierarzneimittelrückstände ist, dass die Antikörper eine hohe Affi-

nität zu dem Analyten besitzen und die Antikörper/Antibiotika-Komplexe dissoziiert werden 

können234. Weiterhin muss der Sensor-Chip mit einer hohen Antikörperdichte belegt werden, 

da die Größe des Biosensor-Signals vom Molekulargewicht  und Brechungsindex der bin-

denden Komponente abhängig ist. Niedermolekulare Verbindungen, wie z.B. Antibiotika, 

erzeugen somit im Vergleich mit Proteinen nur einen geringen Response230.  

.  
Tabelle 4: SPR-Biosensor-Assays für den Nachweis von Tierarzneimittelrückständen. 

Wirkstoffklasse Tierarzneimittel Matrix Lit. 

Antibiotika Sulfamethazin Milch 231 

 Sulfonamide  Galle 232 

 Sulfonamide Serum 233 

 Streptomycin, Dihydrostreptomycin Milch 234 

 Gentamicin  Milch 235 

 Chloramphenicol Milch 236 

 Enrofloxacin, Ciprofloxacin Milch 237 

β-Agonisten Clenbuterol Urin 238 

 Salbutamol Urin 239 

 Ractopamin Urin 240 

Antiparasitika  Ivermectin Milch 241 

Coccidiostatika Nicarbazin Leber, Eier 242 
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Abbildung 24: Kompetitiver immunchemischer SPR-Biosensor-Assay. Vor der 
SPR-Biosensor-Analyse wird ein Antigen, z.B. ein Tierarzneimittel, auf dem Sensor-Chip im-
mobilisiert. Die zu analysierenden Proben werden mit Antigen-spezifischen Antikörpern ver-
setzt und in den SPR-Biosensor injiziert. A: In Rückstands-negativen Proben binden die zuge-
setzten Antikörper an die immobilisierten Antigen-Moleküle, was zu einer Erhöhung des Sig-
nals führt. B: In Rückstands-positiven Proben konkurrieren die Rückstände mit den immobili-
sierten Antigen-Molekülen um die Antikörper-Bindestellen. Da weniger Antikörper an den Sen-
sor-Chip binden, steigt der Response im Vergleich zu Rückstands-negativen Proben um einen 
geringeren Wert an. Nach jeder Probenlösung wird eine Regenerierungslösung injiziert, um die 
gebildeten Antigen/Antikörper-Komplexe zu dissoziieren.  
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Abbildung 25: Direkter SPR-Biosensor-Assay. Analyt-spezifische Antikörper werden vor der 
SPR-Biosensor-Analyse auf dem Sensor-Chip immobilisiert und die zu analysierenden Proben 
werden in den Biosensor injiziert. In Rückstands-positiven Proben binden die Rückstände an 
die immobilisierten Antikörper, so dass der Response steigt. Nach jeder Probenlösung wird 
eine Regenerierungslösung injiziert, um die gebildeten Antigen/Antikörper-Komplexe zu lösen.  
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4.1.8 SPR-Biosensor-Assays für β-Lactam-Antibiotika 

Gaudin et al.243 haben einen kompetitiven immunchemischen SPR-Biosensor-Assay für den 

Nachweis von Penicillinen in Milch entwickelt. Der verwendete Antikörper besaß eine höhere 

Affinität gegenüber Penicillinen mit hydrolysiertem β-Lactam-Ring als zu Penicillinen mit in-

taktem β-Lactam-Ring, so dass Penicilloyl-Derivate spezifisch nachgewiesen werden konn-

ten. Folglich mussten als Teil der Probenvorbereitung eventuell vorhandene Rückstände mit 

intaktem β-Lactam-Ring enzymatisch, z.B. durch β-Lactamasen, oder chemisch zu Penicil-

loinsäuren oder Penicilloyl-Derivaten umgesetzt werden, was einen Nachteil darstellt, da die 

MRL-Werte nur für die intakten Penicilline festgelegt sind. 

Eine Alternative zu Anti-Penicillin-Antikörpern oder Anti-Cephalosporin-Antikörpern als spezi-

fische Bindungskomponenten sind, wie bei den Protein-Bindungstests (s. 3.1.3), PBP. 

Gustavsson244 hat mehrere SPR-Biosensor-Assays mit der DD-Carboxypeptidase aus Acti-

nomadura R39 (DD-Carboxypeptidase R39) entwickelt. Die Assays basieren zum einen auf 

dem Nachweis der Bindung der DD-Carboxypeptidase R39 an ein reversibel immobilisiertes 

Cephalosporin (Rezeptor-Assay)245 und zum anderen auf der Bestimmung der verbleibenden 

DD-Carboxypeptidase-Aktivität nach Inkubation mit einem β-Lactam (enzymatische As-

says)246,247.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 26: Sensorgramm und Schema des Rezeptor-Assays für β-Lactam-Antibiotika. Das 
injizierte  Anti-H1-Antikörper-Cephalosporin-Konjugat bindet an die H1-Moleküle, die auf dem 
Sensor-Chip immobilisiert sind (Plateau 1). Anschließend wird die Probe injiziert, die zuvor mit 
der DD-Carboxypeptidase inkubiert wurde. Die DD-Carboxypeptidase-Moleküle, die nicht durch 
β-Lactam-Antibiotika-Rückstände inhibiert sind, binden an die Cephalosporin-Moleküle des 
Konjugates und der Response steigt erneut (Plateau 2) [modifiziert nach 245].  
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Bei dem Rezeptor-Assay wird vor der SPR-Biosensor-Analyse ein niedermolekulares, syn-

thetisches Molekül (H1, MG 266 g mol-1) auf dem Sensor-Chip immobilisiert. Weitere Anga-

ben zu H1 werden von Gustavsson et al.245 nicht gemacht. Der Rezeptor-Assay beginnt mit 

der Injektion eines Antikörper-Cephalosporin-Konjugates, wobei der Antikörper gegen H1 

gerichtet ist und an den Sensor-Chip bindet. Anschließend wird die Probe injiziert, die zuvor 

mit der DD-Carboxypeptidase inkubiert wurde. In Rückstands-negativen Proben bindet die 

DD-Carboxypeptidase an das Anti-H1-Antikörper-Cephalosporin-Konjugat, so dass der Res-

ponse ansteigt. In Rückstands-positiven Proben wird die DD-Carboxypeptidase durch 

β-Lactam-Antibiotika inhibiert, so dass weniger Enzym-Moleküle an die Cephalosporine bin-

den. Abbildung 26 zeigt ein Schema und ein dazugehöriges Sensorgramm des Rezep-

tor-Assays.  

 

Basis für die enzymatischen Assays ist die Reaktion der DD-Carboxypeptidase im Pen-

zym-Test168 (s. 3.1.3). Die zu analysierende Probe wird mit der DD-Carboxypeptidase R39 

und dem Tripeptid Nα,Nε-(Acetyl)2-L-Lys-D-Ala-D-Ala inkubiert247 (Abbildung 27 A). Enthält 

die Probe keine β-Lactam-Antibiotika-Rückstände, so wird die DD-Carboxypeptidase das 

Tripeptid zu D-Ala und dem Dipeptid Nα,Nε-(Acetyl)2-L-Lys-D-Ala umsetzen. In Gegenwart 

von β-Lactam-Antibiotika wird die DD-Carboxypeptidase inhibiert, so dass weniger Dipeptid 

gebildet wird. Die Menge an nicht umgesetzten Tripeptid oder gebildeten Dipeptid wird nach 

Zugabe Peptid-spezifischer Antikörper mittels SPR-Biosensor-Analyse bestimmt.  

 

In dem so genannten Dipeptid-Assay wird zu den Proben ein Dipeptid-spezifischer Antikör-

per gegeben und die Sensor-Chip-Oberfläche ist mit dem Dipeptid belegt (Abbildung 27 B). 

In Rückstands-negativen Proben konkurrieren die gebildeten Dipeptide mit den immobilisier-

ten Dipeptiden um die Antikörper-Bindestellen. In Rückstands-positiven Proben binden die 

zugesetzten Anti-Dipeptid-Antikörper an die immobilisierten Dipeptide, da in der enzymati-

schen Reaktion keine Dipeptide entstanden sind. Aufgrund dieser Testanordnung ist der 

Response proportional zur β-Lactam-Antibiotika-Konzentration in der Probe.  

 

In dem so genannten Tripeptid-Assay wird zu den Proben ein Tripeptid-spezifischer Antikör-

per gegeben und die Sensor-Chip-Oberfäche ist mit dem Tripeptid belegt (Abbildung 27 C). 

In Rückstands-negativen Proben binden die Anti-Tripeptid-Antikörper an die immobilisierten 

Tripeptide. In Rückstands-positiven Proben konkurrieren die nicht umgesetzten Tripeptide 

mit den immobilisierten Tripeptiden um die Antikörperbindestellen. In diesem Test ist der 

Response umgekehrt proportional zur β-Lactam-Antibiotika-Konzentration in der Probe.   
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Abbildung 27: Bestimmung der DD-Carboxypeptidase-Aktivität mittels SPR-Biosensor-Analyse. 
A: Die DD-Carboxypeptidase katalysiert die hydrolytische Abspaltung des terminalen D-Alanins 
aus dem Tripeptid L-Lys-D-Ala-D-Ala. Das Enzym wird jedoch durch β-Lactam-Antibiotika inhi-
biert. B: Auf der Sensor-Chip-Oberfläche ist das Dipeptid L-Lys-D-Ala immobilisiert. Nach Zu-
gabe eines R-L-Lys-D-Ala-spezifischen Antikörpers wird die Menge an gebildetem Dipeptid 
bestimmt. C: Auf der Sensor-Chip-Oberfläche ist das Tripeptid R-L-Lys-D-Ala-D-Ala immobili-
siert. Nach Zugabe eines L-Lys-D-Ala-D-Ala-spezifischen Antikörpers wird die Menge an nicht 
umgesetzten Tripeptid bestimmt. KA: L-Lys-D-Ala, KAA: L-Lys-D-Ala-D-Ala [modifiziert nach247]. 
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5 Zielsetzung  
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines SPR-Biosensor-Assays für den 

Nachweis von Penicillinen und Cephalosporinen in Milch und die Isolierung, Synthese und 

Charakterisierung der dafür benötigten biomolekularen Erkennungspartner. Diese Thematik 

wurde unabhängig voneinander parallel in Wuppertal und Uppsala aufgegriffen. 

 

Zu Beginn stellte sich die Frage, welche spezifische Bindungskomponente für die Gruppe 

der β-Lactam-Antibiotika eingesetzt werden kann. Generell haben sich Antikörper als analyti-

sches Tool in SPR-Biosensor-Assays für Tierarzneimittelrückstände etabliert. Die Gewin-

nung von Antikörpern gegen β-Lactam-Antibiotika hat sich jedoch bisher als schwierig erwie-

sen. Die hohe Reaktivität des β-Lactam-Ringes führt häufig dazu, dass überwiegend Anti-

körper gegen Abbauprodukte der Penicilline wie Penicilloyl-Derivate produziert werden. Anti-

körper, die Abbauprodukte binden, sind jedoch für den Nachweis von β-Lactam-Antibiotika 

eher ungeeignet, da die MRL-Werte für intakte Penicilline und Cephalosporine festgelegt 

wurden. Ein weiterer limitierender Faktor ist, dass Penicillin-spezifische Antikörper keine aus-

reichenden Kreuzreaktivitäten gegenüber Cephalosporinen und ebenso Cephalospo-

rin-spezifische Antikörper keine ausreichenden Kreuzreaktivitäten gegenüber Penicillinen 

zeigen.  

 

Da PBP neben ihren natürlichen Substraten, die nur in Bakterien vorkommen, ausschließlich 

intakte β-Lactam-Antibiotika binden, erschien es aussichtsreicher diese Proteine für einen 

gruppenspezifischen Nachweis von Penicillinen und Cephalosporinen einzusetzen. Zunächst 

sollten daher verschiedene PBP auf ihre Tauglichkeit für den Einsatz in einem 

SPR-Biosensor-Assay geprüft.  

 

In SPR-Biosensor-Assays wird üblicherweise entweder der Rezeptor oder der Ligand auf 

dem Sensor-Chip immobilisiert. Die gebildeten Rezeptor/Ligand-Komplexe werden nach der 

eigentlichen biomolekularen Interaktionsanalyse durch eine Regenerierungslösung gelöst, so 

dass der Sensor-Chip für eine neue Analyse verwendet werden kann. PBP und 

β-Lactam-Antibiotika bilden jedoch PBP/β-Lactam-Antibiotikum-Konjugate. Der ausgebildete 

Serinester zwischen PBP und β-Lactam-Antibiotikum erschwert die Entwicklung direkter oder 

kompetitiver Verfahren, wie sie z.B. für immunchemische SPR-Biosensor-Assays eingesetzt 

werden. Der Serinester kann nur unter Bedingungen gespalten werden, bei denen empfindli-

che Moleküle wie Proteine denaturieren und chemisch labile Verbindungen wie 

β-Lactam-Antibiotika hydrolysieren. Zur Verwirklichung des Ziels wurde daher ein indirekter 

Assay konzipiert, der den Nachweis der Bindung zwischen PBP und β-Lactam ermöglicht, 
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ohne dass diese Bindung gespalten werden muss. Die Synthese und Charakterisierung der 

dazu notwendigen Komponenten war der zweite Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit. 

 

Ein wichtiger Punkt, der bei der Analyse von Lebensmitteln beachtet werden muss, ist der 

Einfluss von Matrixkomponenten auf die Qualitätskenndaten des Analysenverfahrens wie 

Spezifität, Selektivität und Nachweisgrenze. Bei Screening-Verfahren haben Matrixeffekte 

insbesondere einen Einfluss auf die Anzahl so genannter falsch-positiver und falsch-

negativer Ergebnisse. Falsch-negative Proben liegen vor, wenn mit einem Screening-Assay 

Antibiotika-Rückstände nachgewiesen werden, obwohl diese nicht vorhanden sind, oder 

wenn die Konzentration eines vorhandenen Rückstandes unterhalb des MRL-Wertes liegt. 

Zu falsch-positiven Resultaten kommt es, wenn mit einem Screening-Assay keine Antibiotika 

nachgewiesen werden konnten, obwohl Rückstände vorhanden waren, oder wenn bei Stof-

fen mit Höchstmengenfestlegung die Konzentration der Rückstände oberhalb des MRL-Wert 

lag. Screening-Verfahren sollten möglichst keine falsch-negativen Ergebnisse liefern (< 5 %), 

während falsch-positive Ergebnisse innerhalb bestimmter Grenzen toleriert werden. Der Ein-

fluss der gewählten Matrix Milch auf die Qualitätskenndaten des entwickelten 

SPR-Biosensor-Assay sollte in einer ersten modellhaften Evaluierung anhand von Roh-

milch-Proben einzelner Kühe näher untersucht werden.  
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6 Ergebnisse und Diskussion 
6.1 Indirekter SPR-Biosensor-Assay zum Nachweis von 

β-Lactam-Antibiotika-Rückständen 
Bei der Entwicklung von SPR-Biosensor-Assays für β-Lactam-Antibiotika mit PBP als spezi-

fischen Bindungskomponenten können Assay-Formate, die üblicherweise zum Nachweis von 

Rezeptor/Ligand-Wechselwirkungen eingesetzt werden, nicht verwendet werden. Die dabei 

auftretenden Schwierigkeiten sollen am Beispiel der Penicilline näher erläutert werden.  

 

Würde in einem direkten Assay-Format das PBP auf dem Sensor-Chip immobilisiert, so wür-

de ein injiziertes Penicillin an das PBP binden. Die gebildete Serinester-Bindung ist sehr sta-

bil und kann aber mit einer verdünnten Wasserstoffperoxidlösung248 oder einer 0,5 bis 1 M 

Hydroxylaminlösung56 gespalten werden. Eng und Maxwell248 haben in einer 

SPR-Biosensor-Studie mit einer DD-Peptidase jedoch festgestellt, dass ein immobilisiertes 

PBP nach etwa 20 Regenerierungsschritten seine Penicillin-bindende Aktivität verliert. Wür-

de andererseits in einem kompetitiven Assay-Format ein Penicillin auf dem Sensor-Chip im-

mobilisiert, so würde das PBP an das Penicillin unter irreversibler Öffnung des 

β-Lactam-Ringes binden. Das PBP/Penicillin-Konjugat könnte wie oben beschrieben gespal-

ten werden, auf der Oberfläche würde aber entweder das Penicilloyl-Derivat oder das 

N-Acyl-Glycin-Derivat des Penicillins (vgl. Abbildung 14) zurückbleiben. Da PBP neben ihren 

natürlichen Substraten nur mit intakten β-Lactam-Antibiotika reagieren, könnte der Sen-

sor-Chip auch bei einer hohen Beladungsdichte nur für wenige Analysenzyklen verwendet 

werden.  

 

Für die Routineanalytik werden Sensor-Chips benötigt, die vergleichbar einem Mikrotiterplat-

ten-Test für mindestens 100 Injektionen verwendet werden können, so dass ein indirektes 

Assay-Format konzipiert wurde. Basis für diesen indirekten Assay ist die Bindung eines PBP 

an ein Markermolekül-markiertes β-Lactam-Antibiotikum (Abbildung 28). Das aus PBP und 

markiertem β-Lactam-Antibiotikum gebildete Konjugat wurde mittels SPR-Biosensor-Analyse 

bestimmt, wobei auf dem Sensor-Chip Markermolekül-spezifische Antikörper immobilisiert 

waren. Dieses indirekte Assay-Format erlaubte es, Proben mit unbekanntem Rückstandsge-

halt in einem nicht-kompetitiven Inhibierungs-Assay auf β-Lactam-Antibiotika-Rückstände zu 

untersuchen. Der Vorteil dieser Kombination aus Protein-Bindungstest und immunchemi-

schem SPR-Biosensor-Assay liegt in der Möglichkeit, dass der Sensor-Chip regeneriert wer-

den kann, ohne die Notwendigkeit PBP/β-Lactam-Antibiotikum-Konjugate zu spalten. Es 

reicht aus die Markermolekül/Antikörper-Komplexe zu dissoziieren, wobei es für die Disso-

ziation derartiger Antigen/Antikörper-Komplexe eine Vielzahl von Optionen gibt. 
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Abbildung 28: Prinzip des indirekten SPR-Biosensor-Assays für β-Lactam-Antibiotika. PBP und 
markiertes β-Lactam-Antibiotikum bilden ein Konjugat, das mittels SPR-Biosensor-Analyse 
nachgewiesen wird. Der immobilisierte Antikörper ist gegen das Markermolekül gerichtet. Nach 
der Regenerierung kann der Sensor-Chip für eine neue Analyse verwendet werden. 

Eine ähnliche Strategie wurde von Bergström et al.249 mit dem Konzept der „general captu-

ring surface“ entwickelt, um die Entwicklung von SPR-Biosensor-Assays für Tierarzneimittel 

zu vereinfachen. Bergström et al.249 haben auf dem Sensor-Chip einen Antikörper, der gegen 

ein niedermolekulares Markermolekül gerichtet ist, immobilisiert. Die immobilisierten Antikör-

per wurden benutzt, um ein Markermolekül-Tierarzneimittel-Konjugat zu binden. Die zu ana-

lysierenden Proben wurden mit Tierarzneimittel-spezifischen Antikörper versetzt, so dass 

Tierarzneimittelrückstände mit einem kompetitiven immunchemischen SPR-Biosensor-Assay 

nachgewiesen werden konnten. Bei der anschließenden Regenerierung wurde der Komplex 

zwischen immobilisiertem Antikörper und Markermolekül dissoziiert. Auch dieses As-

say-Format bietet den Vorteil, dass die Regenerierung unabhängig vom Analyten und unab-

hängig von der Art der Wechselwirkung zwischen Ligand und Rezeptor erfolgen kann. 
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6.2 Isolierung, Synthese und Charakterisierung der essentiellen Komponenten 
Aus Abbildung 28 ist ersichtlich, dass das PBP, das markierte β-Lactam-Antibiotikum und der 

Antikörper, der gegen das Markermolekül gerichtet ist, die essentiellen Komponenten des 

indirekten SPR-Biosensor-Assays sind. Verschiedene Komponenten wurden untersucht, um 

einen β-Lactam-Antibiotika-spezifischen Assay erfolgreich zu etablieren. Dabei müssen die 

Komponenten bestimmte Anforderungen erfüllen. PBP und Antikörper sollten hochaffin sein, 

da die Nachweisgrenze des Assays von den Affinitäten des PBP gegenüber den einzelnen 

β-Lactam-Antibiotika und der Affinität des Antikörpers gegenüber dem Markermolekül ab-

hängig ist. Eine herausragende Bedeutung kommt insbesondere dem PBP zu, da das PBP 

das Spektrum der erfassbaren β-Lactam-Antibiotika vorgibt. Idealerweise sollte das PBP alle 

Penicilline und Cephalosporine binden, für die MRL-Werte festgelegt wurden. Das PBP sollte 

des Weiteren ein möglichst hohes Molekulargewicht besitzen, da die Höhe des Detektorsig-

nals (Response) in einer SPR-Biosensor-Analyse vom Molekulargewicht des Analyten ab-

hängig ist. 

 

6.3 PBP  
PBP sind nicht kommerziell erhältlich und wurden aus Bakterien gewonnen. Die Auswahl der 

Stämme erfolgte aufgrund der Empfindlichkeit der Bakterien gegenüber den 

β-Lactam-Antibiotika sowie aus der Literatur erhältlichen Informationen über das 

PBP-Muster. Es wurden zwei Strategien verfolgt, um das geeignete PBP zu finden und zu 

isolieren. Zum einen wurden DD-Carboxypeptidasen aus Bakterien, die sehr empfindlich ge-

genüber β-Lactam-Antibiotika sind, partiell aufgereinigt und zum anderen wurde eine Litera-

turrecherche hinsichtlich der k2/K-Werte (s. 2.4) durchgeführt, um ein PBP mit großem Mole-

kulargewicht (HMW PBP) zu finden, das sowohl Penicilline als auch Cephalosporine mit ho-

her Affinität bindet.  

 
6.3.1 DD-Carboxypeptidasen aus Streptococcus thermophilus und Bacillus stearother-

mophilus 

DD-Carboxypeptidasen wurden aus Streptococcus thermophilus DS 224 und Bacillus stea-

rothermophilus DSM 3299 isoliert. Streptococcus thermophilus wird zusammen mit Lactoba-

cillus bulgaricus als Starterkultur zur Herstellung von Joghurt verwendet. Streptococcus 

thermophilus wurde als potentielle PBP-Quelle betrachtet, da dieses Bakterium sehr emp-

findlich auf β-Lactam-Antibiotika reagiert. Penicilline haben z.B. ab einer Konzentration von 

2 µg/kg einen hemmenden Einfluss auf Joghurtkulturen, wobei Streptococcus thermophilus 

wesentlich empfindlicher gegenüber β-Lactam-Antibiotika reagiert als Lactobacillus bulgari-

cus. Für den in dieser Arbeit verwendeten Stamm DS 224 betrug die minimale 

Hemm-Konzentration für Benzylpenicillin 12 ng/ml. Über das PBP-Muster von Streptococcus 
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thermophilus oder die Affinitäten einzelner PBP gegenüber bestimmten β-Lactam-Antibiotika 

wurden in der Literatur keine Daten gefunden.  

Bacillus stearothermophilus DSM 3299 besitzt fünf PBP, wobei die DD-Carboxypeptidase, 

das PBP 5, 90 % der Penicillin-bindenden Aktivität des gesamten Organismus ausmacht56.  

 

Die DD-Carboxypeptidasen wurden aus den solubilisierten Membranproteinen der Bakterien 

mittels Ampicillin-Affinitätschromatographie partiell aufgereinigt276. Die Elution der angerei-

cherten PBP erfolgte mit 0,8 M Hydroxylamin, wodurch ein Teil der PBP denaturiert259. Die 

Aktivität der DD-Carboxypeptidasen wurde mit D-Ala-D-Ala-terminierten Peptiden und enzy-

matischen Hilfsreaktionen nachgewiesen, wobei als Substrat Nα-(Acetyl)-L-Lys-D-Ala-D-Ala 

oder Nα,Nε-(Acetyl)2-L-Lys-D-Ala-D-Ala eingesetzt wurde (Abbildung 29)278. Das von der 

DD-Carboxypeptidase abgespaltene terminale D-Alanin wurde in einer FAD-abhängigen Re-

aktion durch eine D-Aminosäureoxidase zu Pyruvat, Ammonium-Ionen und Wasserstoffpero-

xid umgesetzt. Mit Hilfe des gebildeten Wasserstoffperoxids oxidierte eine Meerrettichpero-

xidase (HRP) ein chromogenes Substrat zu einem spektrometrisch messbaren Chromophor. 

Als chromogenes Substrat können verschiedene Verbindungen wie o-Phenylendiamin oder 

2,2´-Azino-di(3-ethylbenzthiazolinsulfonat) (ABTS) eingesetzt werden, aber auch Substanzen 

die von der HRP zu fluoreszierenden Substanzen umgesetzt werden, wie 10-Acetyl-3,7-

dihydroxyphenoxazin (Amplex-Red)278,250. In der vorliegenden Arbeit wurden Amplex-Red 

(Abbildung 30) und Tetramethylbenzidin (TMB) (Abbildung 31) als HRP-Substrate verwen-

det. Zur Unterscheidung werden diese zwei Assays nachfolgend als TMB-Assay und 

Amplex-Red-Assay bezeichnet.  

 

Um die Affinitäten der DD-Carboxypeptidasen gegenüber β-Lactam-Antibiotika zu bestim-

men, wurden die affinitätschromatographisch aufgereinigten Fraktionen mit unterschiedlichen 

β-Lactam-Antibiotika-Mengen inkubiert und anschließend die verbleibende 

DD-Carboxypeptidase-Aktivität bestimmt. Abbildung 32 und Abbildung 33 zeigen zwei typi-

sche Ergebnisse.  

 

Um die Affinitäten der partiell aufgereinigten DD-Carboxypeptidasen besser beurteilen zu 

können, wurden die isolierten Enzyme mit der DD-Carboxypeptidase aus dem Penzym-Test 

(s. 3.1.3) verglichen. Der Penzym-Test verwendet die DD-Carboxypeptidase, die als extrazel-

luläres Enzym von Actinomadura R39 sezerniert wird252. Dazu wurde die 

DD-Carboxypeptidase aus dem Penzym-Test um den Faktor 5 verdünnt und nach Inkubation 

mit verschiedenen Benzylpenicillin-Mengen die verbleibende Aktivität mit dem TMB-Assay 

bestimmt.  
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Als Maß für die Affinität wurde die Konzentration an Benzylpenicillin, welche die enzymati-

sche Aktivität zu 50 % inhibierte (IC50), herangezogen. Die IC50 der DD-Carboxypeptidase 

aus dem Penzym-Test war < 2 ng/ml (Abbildung 34). Für die DD-Carboxypeptidasen aus 

Streptococcus thermophilus und Bacillus stearothermophilus lagen die ermittelten Werte bei 

63 ng/ml und 25 ng/ml (Abbildung 34).  

 

Verglichen mit dem Enzym aus dem Penzym-Test und dem MRL-Wert für Benzylpenicillin in 

Milch (4 µg/kg ≈ 4 ng/ml) besitzen die partiell aufgereinigten Enzyme eine geringe Affinität 

gegenüber Benzylpenicillin. Auch die Affinitäten zu Ampicillin und Cloxacillin sind, verglichen 

mit den für diese Penicilline festgelegten MRL-Werten (Ampicillin 4 µg/kg, Cloxacillin 

30 µg/kg), als gering zu beurteilen, da Cloxacillin- und Ampicillin-Konzentrationen von 

4 ng/ml bzw. 30 ng/ml die isolierten DD-Carboxypeptidasen nicht inhibierten (Abbildung 32 

und Abbildung 33).  

 

 
Abbildung 29: Reaktionen zum Nachweis der DD-Carboxypeptidase-Aktivität. Erläuterungen 
siehe Text. DD-CPase: DD-Carboxypeptidase, DAO: D-Aminosäureoxidase, FAD: Flavinadenin-
dinucleotid, HRP: Meerrettichperoxidase. 

 

 
Abbildung 30: HRP-Substrat Amplex-Red. Durch Oxidation entsteht das fluoreszierende Resu-
rofin. 
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Abbildung 31: Oxidation von Tetramethylbenzidin (TMB) durch Wasserstoffperoxid und Meer-
rettichperoxidase (HRP)251. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 32: Inhibierung der DD-Carboxypeptidase aus Streptococcus thermophilus DS 224. 
Nach Inkubation mit den angegebenen Penicillinen wurde die verbleibende DD-Carboxy-
peptidase-Aktivität mit dem Amplex-Red-Assay wie unter 9.1.1 beschrieben bestimmt. Die rela-
tive Fluoreszenz (RFU), die für Benzylpenicillin und Cloxacillin gemessen wurde, wurde gegen 
die relative Fluoreszenz der ungehemmten Reaktion (RFL0), d.h. ohne β-Lactam, normiert 
(RFL/RFL0 * 100). 
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Abbildung 33: Inhibierung der DD-Carboxypeptidase aus Bacillus stearothermophilus 
DSM 3299. Nach Inkubation mit den angegebenen Penicillinen wurde die verbleibende 
DD-Carboxypeptidase-Aktivität mit dem TMB-Assay bestimmt. Im Diagramm wurde die relative 
Extinktion (E/E0 * 100) gegen die Konzentration aufgetragen. E0: Extinktion ohne 
β-Lactam-Antibiotika. 

 
Abbildung 34: Inhibierung der DD-Carboxypeptidasen aus dem Penzym-Test (Actinomdu-
ra R39), Streptococcus thermophilus (St. thermophilus) und Bacillus stearothermophilus (B. 
stearothermophilus). Die DD-Carboxypeptidase-Aktivitäten wurden nach Inkubation mit Ben-
zylpenicillin mit dem TMB-Assay bestimmt.  
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6.3.2  Literaturrecherche: k2/K-Werte 

Die Ergebnisse der Literaturrecherche hinsichtlich der k2/K-Werte einzelner PBP zeigt 

Tabelle 5.  

 
Tabelle 5: k2/K-Werte verschiedener PBP für veterinärmedizinisch relevante 
β-Lactam-Antibiotika. 

k2/K-Werte [M-1 s-1] 

 MG 
[kDa] 

Pen G AMPI OXA CLOXA CEFTI CEPHA

Actinomadura  R39252 

DD-CPase 

53 300.000 70.000 40.000 15.000 45.000 3.000 

Bacillus 

licheniformis253 

BlaR-CTD* 

26 8,7x106 1,3x106  190.000 100.000 1.700 

Bacillus 

subtilis73 

PBP 4a  

59 1.400 4.800   860  

Escherichia coli74 

PBP 5  

41 390      

Bacillus  

licheniformis71 

PBP 1  

123 331.000   164.500  787 

Escherichia  

coli254 

PBP 3 

64 4.000 4.800    45 

Streptococcus  

pneumoniae72 

PBP 1a  

75 34.200      

Streptococcus  

pneumoniae255,256 

PBP 2x 

78 58.000 70.000 21.000   1.700 

DD-CPase: DD-Carboxypeptidase, MG: Molekulargewicht, Pen G: Benzylpenicillin, AMPI: Ampicillin, 

CLOXA: Cloxacillin, OXA: Oxacillin, CEFTI: Ceftiofur, CEPHA: Cephalexin 

 

 

 

                                              
* Das BlaR-CTD-Protein ist die Carboxy-terminale Domäne des Sensorproteins BlaR, das an der Induktion der 
β-Lactamase in Bacillus licheniformis beteiligt ist250. 
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Die unterschiedlichen PBP besitzen unterschiedliche Affinitäten gegenüber den verschiede-

nen β-Lactam-Antibiotika. Wie unter 2.4 erläutert gilt, je größer der k2/K-Wert desto effizienter 

wird ein PBP durch ein β-Lactam-Antibiotikum inhibiert, wobei die DD-Carboxypeptidase aus 

Actinomadura R39, das BlaR-CTD-Protein und das PBP 1 aus Bacillus licheniformis zu den 

sensitivsten PBP gehören, die bisher beschrieben wurden. Die DD-Carboxypeptidase aus 

Actinomadura R39 und das BlaR-CTD-Protein werden aufgrund ihrer hohen Affinitäten ge-

genüber den β-Lactam-Antibiotika im Penzym-Test bzw. β-Star-Test (s. 3.1.3) als spezifische 

Bindungskomponente eingesetzt. Neben diesen Proteinen ist das PBP 2x aus Streptococcus 

pneumoniae R6 eines der bestcharakterisierten PBP mit ebenfalls hohen k2/K-Werten255,256. 

PBP 2x ist ein PBP mit hohem Molekulargewicht der Klasse B (s. 2.4) und eines der Haupt-

targetproteine der β-Lactam-Antibiotika in Streptococcus pneumoniae.  

 

Einige Punkte sprachen für den Einsatz von PBP 2x als spezifische Bindungskomponente in 

dem konzipierten β-Lactam-spezifischen SPR-Biosensor-Assay (Abbildung 28) anstelle der 

anderen in Tabelle 5 aufgeführten PBP und der DD-Carboxypeptidasen aus Streptococcus 

thermophilus und Bacillus stearothermophilus. 

 

1. PBP 2x ist ein PBP, das die verschiedenen Penicilline mit hoher Affinität bindet, während 

die Affinitäten der aufgereinigten DD-Carboxypeptidasen gegenüber Ampicillin und Clo-

xacillin gering sind.  

2. Die k2/K-Wert gegenüber den einzelnen β-Lactam-Antibiotika liegen in den Größenord-

nungen der Werte der DD-Carboxypeptidase aus dem Penzym-Test.  

3. PBP werden nur in geringen Mengen von Bakterien produziert. Der Anteil am Gesamt-

protein eines Bakteriums liegt im Bereich von 0,005 bis 0,01 %257. Dementsprechend 

wurden aus mehreren Litern einer Bakterien-Kultur nur wenige µg PBP aus Streptococ-

cus thermophilus und Bacillus stearothermophilus isoliert. 

4. PBP 2x besitzt mit 78 kDA ein hohes Molekulargewicht und kann als rekombinantes lösli-

ches Protein in großen Mengen (mehrere mg) überexpremiert werden.  

 

Insbesondere der letzte Punkt bietet entscheidende Vorteile in der praktischen Handhabung, 

da PBP (mit Ausnahme extrazellulärer DD-Peptidasen) membrangebundene Proteine sind, 

die über kurze hydrophobe Oligopeptide (ca. 30 Aminosäuren) in der Cytoplasmamembran 

verankert sind56. Für in vitro Untersuchungen müssen sie daher mit einem geeigneten Deter-

genz solubilisiert und in Lösung gehalten werden. Andernfalls treten wie bei anderen Memb-

ranproteinen auch Aktivitätsverluste oder Adsorptionsverluste an allen Arten von Oberflä-

chen auf148. Als Detergenz wird in der Regel Triton X-100 (Polyoxyethylenoctylphenylether) 

eingesetzt. Im Rahmen der nachfolgenden Analytik stören jedoch die in relativ hohen Kon-
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zentrationen vorliegenden Detergenzien (> 0,1 %). Triton X-100 stört z.B. bei Proteinbestim-

mungen und der SDS-Gelelektrophorese. Bei chromatographischen Analysen stört insbe-

sondere die hohe UV-Absorption die Detektion von Proteinen. PBP 2x kann als lösliches 

Derivat ohne Membranpeptid rekombinant gewonnen werden, wird dann als PBP 2x* be-

zeichnet und besitzt die gleichen biochemischen Eigenschaften wie das unmodifizierte Prote-

in258,258. Sämtliche biochemischen Analysen können damit ohne Detergenzien durchgeführt 

werden.  

 

Aufgrund der k2/K-Werte wären auch das PBP 1 aus Bacillus licheniformis, die 

DD-Carboxypeptidase aus Actinomadura R39 und das BlaR-CTD-Protein aus Bacillus liche-

niformis als spezifische Bindungskomponente geeignet. Verglichen mit dem PBP 2x* (Mole-

kulargewicht 78 kDa) besitzen diese PBP jedoch einige Nachteile für den Einsatz in dem 

konzipierten SPR-Biosensor-Assay:  

 

− Das BlaR-CTD-Protein besitzt mit 26 kDa  ein niedriges Molekulargewicht und könnte 

in der SPR-Biosensor-Analyse ein niedriges Detektor-Signal liefern.  

− Das PBP 1 aus Bacillus licheniformis wurde bisher nicht als lösliches rekombinantes 

Protein gewonnen. Sämtliche Untersuchungen müssten daher mit Triton X-100 

durchgeführt werden, um, wie oben geschildert, Aktivitäts- und Adsorptionsverluste 

vorzubeugen.  

− Die DD-Carboxypeptidase von Actinomadura R39 zeigte in den von Gustavsson et 

al.247 entwickelten SPR-Biosensor-Assays eine geringe Affinität gegenüber Cloxacil-

lin, ein in Mastitispräparaten häufig eingesetztes Penicillin. 

 

Nach Betrachtung der oben aufgeführten Argumente wurde das PBP 2x* als spezifische 

Bindungskomponente bevorzugt.  
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6.3.3 PBP 2x* aus Streptococcus pneumoniae 

PBP 2x* wurde als Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein (GST-PBP 2x*) in E. coli über-

expremiert. Dabei sind PBP 2x* und GST-Protein über das Peptid 

Leu-Glu-Val-Phe-Gln-Gly-Pro, das durch die Prescission-Protease (Amersham Biosciences, 

Freiburg) zwischen Gln und Gly spezifisch gespalten wird, verbunden. Dies erlaubt es das 

PBP 2x* vom GST-Protein enzymatisch abzuspalten. Im Vergleich zum nicht-modifizierten 

PBP 2x fehlen dem PBP 2x* die Aminosäuren 19 – 48259. Im dazugehörigen Gen pbp2x wur-

de die Nucleotidsequenz, die dieses Membranpeptid codiert, entfernt258.  

 

Die ersten Analysen zur Entwicklung des SPR-Biosensor-Assays wurden mit dem intakten 

GST-PBP 2x* durchgeführt, das nach dem Aufschluss der Zellen aus dem Cytosol mittels 

Glutathion-Affinitätschromatographie isoliert wurde. Das Fusionsprotein erwies sich jedoch 

als instabil. Nach SDS-PAGE wurden neben dem erwarteten Protein mit einem Moleku-

lar-Gewicht von ca. 102 kDa weitere Proteine angefärbt (Abbildung 35). Zunächst wurde 

vermutet, dass es sich dabei um unspezifisch isolierte Proteine aus E. coli handelte. Durch 

Lagerversuche bei 4 °C wurde jedoch festgestellt, dass es sich um Abbauprodukte des 

GST-PBP 2x* handelt, da im Laufe der Zeit die zunächst dominante Bande bei 102 kDa ab-

nahm und die Intensitäten der anderen Banden zunahmen (Abbildung 35). Ob der Abbau auf 

enzymatische Reaktionen, z.B. durch Proteasen aus E. coli, oder chemische Reaktionen  

während der Proteinisolierung, zurückzuführen ist, kann an dieser Stelle nicht beantwortet 

werden. Versuche den Abbau des GST-PBP 2x* durch den Zusatz von Proteaseinhibitoren 

(Protease-Inhibitor-Cocktail, Sigma, Taufkirchen) zu verhindern, zeigten aber keinen Erfolg. 

Die Abbauprodukte waren im Vergleich zum GST-PBP 2* relativ stabil. Das Proteinmuster 

veränderte sich innerhalb von 2 Monaten nicht wesentlich (Abbildung 35). Die Differenz von 

24 kDa zwischen GST-PBP 2x* mit einem ermittelten Molekulargewicht von ca. 102 kDa und 

PBP 2x* mit 78 kDa deutete darauf hin, dass das GST-Protein (26 kDa) von dem intakten 

Fusionsprotein GST-PBP 2x* abgespalten wurde. Daher wurde im weiteren Verlauf das 

GST-Protein durch Verdau mit der Prescission-Protease abgespalten. GST-Protein und 

Prescission-Protease, ebenfalls ein GST-Fusionsprotein, wurden anschließend durch einen 

zweiten affinitätschromatographischen Schritt entfernt. GST-Protein und Prescissi-

on-Protease wurden vom immobilisierten Glutathion zurückgehalten, während PBP 2x* im 

Durchlauf blieb, da es ohne GST-Protein nicht mit der stationären Phase wechselwirken 

konnte.  
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Abbildung 35: SDS-PAGE GST-PBP 2x*. GST-PBP 2x* wurde mittels Glutathi-
on-Affinitätschromatographie aus dem Rohextrakt aufgereinigt und anschließend bei 4 °C ge-
lagert.  Die Proteine (2 - 3 µµµµg pro Tasche) wurden auf einem 10 %-Acrylamid-Gel getrennt und 
mit Coomassie-Brillant-Blau angefärbt. 1: Lagerzeit zwei Monate, 2: Lagerzeit sechs Tage, 
3: Lagerzeit 19 Tage. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 36: SDS-PAGE PBP 2x*. 1: GST-PBP 2x* nach erster Glutathion-Affinitäts-
chromatographie (2 µµµµg), 2: PBP 2x* nach Prescission-Protease-Verdau von GST-PBP 2x* und 
wiederholter Glutathion-Affinitätschromatographie (1 µµµµg), 3: Molekulargewichtsstandard (Sig-
ma high range). Weitere Bedingungen siehe Abbildung 35. 
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PBP 2x* konnte durch die zweifache Affinitätschromatographie bis zu einem hohen Rein-

heitsgrad aufgereinigt werden, wobei nach SDS-PAGE und Anfärbung mit Coomas-

sie-Brillant-Blau zwei Proteine mit einem Molekulargewicht von 77 kDa und 75 kDa im Gel zu 

sehen waren (Abbildung 36). Ein derartiges heterogenes Molekulargewichtsverhalten für 

rekombinantes PBP 2x* wurde auch von Lu et al.70 und Pares et al.260 beobachtet. Die mit-

tels SDS-PAGE ermittelten Molekulargewichte stimmten mit dem erwarteten Molekularge-

wicht von 78 kDa für das PBP 2x* überein. Aus 3 g Zellen (Nassgewicht) konnten etwa 4 mg 

PBP 2x* isoliert werden. Das aufgereinigte PBP 2x* war wie die Abbauprodukte des 

GST-PBP 2x* stabil und konnte in 10 % wässrigem Glycerin über mehrere Monate bei -20 °C 

ohne Aktivitätsverlust gelagert werden.  

 

Penicillin-bindende Aktivität 
Der Nachweis, dass GST-PBP 2x* und PBP 2x* β-Lactam-Antibiotika binden, erfolgte mit 

Bocillin FL (Abbildung 37) und Gelfiltrationschromatographie mit nachfolgender Fluoreszenz-

detektion. Bocillin FL ist ein fluoreszierendes Penicillin V-Derivat, das zum Nachweis von 

PBP eingesetzt werden kann261. Abbildung 38 zeigt typische Chromatogramme einer Analy-

se. Den Konjugaten von GST-PBP 2x* und PBP 2x* mit Bocillin FL konnte jeweils ein Peak 

zugeordnet werden, so dass beide Proteine Penicillin-bindende Aktivität besaßen. Die Spezi-

fität der Bindung zwischen Bocillin FL und PBP wurde mit einem nicht-kompetitiven Assay 

überprüft. Vor der Zugabe von Bocillin FL wurde das PBP 2x* mit Benzylpenicillin inkubiert. 

Benzylpenicillin inhibierte die Bildung der PBP 2x*/Bocillin FL-Konjugate, was für die Spezifi-

tät der Reaktion mit Bocillin FL spricht.  

Die Konzentration an aktivem PBP 2x* wurde mit Ampicillin und Bocillin FL in Anlehnung an 

die von Jamin et al.256 beschriebene „active site titration“ bestimmt (s. 9.2.1), nachdem 

PBP 2x* mit unterschiedlichen Mengen an Ampicillin inkubiert wurde. Die Konzentration an 

PBP 2x* wurde aus der Kalibrierreihe mit Ampicillin extrapoliert, wobei angenommen wurde, 

dass PBP 2x* und Ampicillin ein äquimolares Konjugat bilden256. Abbildung 39 zeigt, dass mit 

steigender Ampicillin-Konzentration die Pencillin-bindende Aktivität sank. Die Konzentration 

an aktivem PBP 2x* entspricht der Ampicillin-Menge, die das Enzym vollständig inhibiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 37: Bocillin FL. 
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Abbildung 38: Gelfiltrationschromatographie mit nachfolgender Fluoreszenzdetektion zum 
Nachweis der Penicillin-bindenden Aktivität von GST-PBP 2x* (A) und PBP 2x* (B). A1 und B1: 
GST-PBP 2x* und PBP 2x* wurden mit Bocillin FL inkubiert und wie unter 9.2.1 beschrieben 
analysiert. A2 und B2: Die Proteine wurden vor der Zugabe von Bocillin FL mit Benzylpenicillin 
inkubiert. Die unterschiedlichen Retentionszeiten sind auf die Verwendung von zwei unter-
schiedlichen Gelfiltrationssäulen zurückzuführen (s. 9.2.1). 

 
Abbildung 39: Titration von PBP 2x* mit Ampicillin. PBP 2x* wurde mit unterschiedlichen Am-
picillin-Mengen inkubiert. Die verbleibende Penicillin-bindende Aktivität wurde mit Bocillin FL 
bestimmt (s. 9.2.1). 
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6.3.4 Markermolekül-markiertes β-Lactam-Antibiotikum  

Neben dem PBP müssen das markierte β-Lactam-Antibiotikum und der Antikörper, der ge-

gen das Markermolekül gerichtet ist, bestimmte Voraussetzungen erfüllen, damit der unter 

6.1 beschriebene β-Lactam-Antibiotika-spezifische SPR-Biosensor-Assay erfolgreich aufge-

baut werden kann. Diese sind: 

 

1. Das markierte β-Lactam-Antibiotikum sollte vom PBP 2x* gebunden werden.  

2. Bei dem Markermolekül sollte es sich um ein Molekül handeln, das als natürlicher 

Bestandteil nicht in Lebensmitteln vorkommt, damit es nur zu geringen unspezifi-

schen Reaktionen mit Lebensmittelinhaltsstoffen kommt. 

3. Es sollte sich um ein Molekül handeln, gegen das Antikörper erhältlich sind, wobei 

der Antikörper eine hohe Affinität gegenüber dem Markermolekül besitzen sollte.   

 
6.3.5 Digoxigenin-, Dinitrophenyl- und Fluorescein-markierte Ampicilline 

In den vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl markierter β-Lactam-Antibiotika syntheti-

siert, um PBP zu untersuchen. Die nachfolgend aufgeführten Studien mit markierten Penicil-

linen dienten als Grundlage für die eigene Arbeit. Laible et al.258 haben Ampicillin mit 

[3H]Propionsäure markiert, um rekombinantes PBP 2x und PBP 2x* nachzuweisen. In den 

Arbeiten von Galleni et al.262 und Lakaye et al.263 wurden verschiedene Penicilline mit Fluo-

rescein markiert, um PBP quantitativ zu bestimmen, wobei PBP 2x* Fluorescein-markiertes 

Ampicillin mit hoher Affinität gebunden hat. Weigel et al.264 haben für den Nachweis von PBP 

Ampicillin mit Digoxigenin markiert. Die PBP wurden mit Digoxigenin-markiertem Ampicillin 

inkubiert und nach SDS-PAGE und Western Blotting mit Digoxigenin-spezifischen Antikör-

pern nachgewiesen. Alle aufgeführten markierten Derivate wurden über die Aminogruppe 

des Ampicillins synthetisiert. 

 

Da PBP 2x* Ampicillin, das über die Aminogruppe modifiziertes wurde, bindet, wurde für die 

Entwicklung des SPR-Biosensor-Assays ebenfalls Ampicillin als Edukt für die Synthese ver-

schiedener Konjugate eingesetzt. Ampicillin (AMPI) wurde mit Digoxigenin- (DIG), 

2,4-Dinitrophenyl- (DNP) oder Fluorescein-Derivaten (FLU) markiert (Abbildung 40). Diese 

Moleküle wurden gewählt, weil sie sich in der Bioanalytik als Markermoleküle bewährt haben 

und hochaffine Antikörper gegen diese Verbindungen erhältlich sind148. Daneben sind DNP 

und FLU synthetische Verbindungen, so dass wenig unspezifische Reaktionen mit Lebens-

mittelinhaltsstoffen zu erwarten waren. Letzteres gilt auch für DIG, da es als Naturstoff aus-

schließlich in Digitalis-Pflanzen vorkommt148.  
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DIG, DNP und FLU wurden als aktivierte N-Hydroxysuccinimidester an die Aminogruppe 

vom Ampicillin gebunden, wobei FLU als gemischtes 5´ und 6´-Isomer eingesetzt wurde 

(Abbildung 40). Bei allen markierten Derivaten befand sich 6-Aminohexanäure als Spacer 

zwischen Ampicillin und Markermolekül (Abbildung 40). Die entsprechenden Produkte wer-

den im weiteren Verlauf abgekürzt DIG-AMPI, DNP-AMPI und FLU-AMPI bezeichnet.  

 

Der Verlauf der Synthesen wurde mittels HPLC verfolgt. Die Reaktionsprodukte wurden 

durch Zugabe von β-Lactamase oder PBP 2x* zu den Reaktionsansätzen identifiziert. Nach 

Zugabe von β-Lactamase verschoben sich in den Chromatogrammen die Retentionszeiten 

einiger Peaks zu kürzeren Retentionszeiten hin (Abbildung 41 A), da die entstandenen Am-

picillosäuren aufgrund der zusätzlichen Carboxylgruppe polarer als die intakten markierten 

Ampicilline sind. Nach Zugabe von PBP 2x* verringerte sich die Fläche des dem markierten 

Ampicillin zugeordneten Peaks, weil sich die Konzentration an markiertem Ampicillin auf-

grund der gebildeten PBP 2x*/Ampicillin-Konjugate verringerte (Abbildung 41 B und C). 

FLU-AMPI wurde nach der Synthese durch Flüssig-Flüssig-Verteilung aufgereinigt, während 

DIG-AMPI und DNP-AMPI mittels RP-HPLC aufgereinigt wurden. Ohne eine ausreichende 

Aufreinigung der markierten Ampicilline hätte der SPR-Biosensor-Assay nicht entwickelt 

werden können, da sowohl nicht umgesetztes Ampicillin als auch nicht umgesetztes Mar-

kermolekül, die Sensitivität des indirekten, β-Lactam-Antibiotika-spezifischen 

SPR-Biosensor-Assays verringert hätte. Nicht umgesetztes Ampicillin würde das PBP inhi-

bieren, so dass weniger markiertes Ampicillin vom PBP gebunden werden würde. Nicht um-

gesetztes Markermolekül würde andererseits mit dem markierten Ampicillin um die Paratope* 

der immobilisierten, Markermolekül-spezifischen Antikörper konkurrieren und zu einem ge-

ringeren Response führen. Die Reinheit der aufgereinigten, markierten Ampicilline wurde 

durch erneute HPLC-Analysen überprüft. Die Identitäten von FLU-AMPI und DIG-AMPI wur-

den zusätzlich massenspektrometrisch bestätigt (s. Anhang).  

 
6.3.6 Charakterisierung der markierten Ampicilline: Interaktion mit PBP 2x* 

Da FLU-AMPI fluoresziert, konnte die Bildung von PBP 2x*/FLU-AMPI-Konjugaten direkt 

mittels Gelfiltrationschromatographie und nachfolgender Fluoreszenzdetektion nachgewie-

sen werden. PBP 2x* lieferte nach Inkubation mit FLU-AMPI einen Peak, der dem 

PBP 2x*/FLU-AMPI-Konjugat zugeordnet werden konnte.  

Um festzustellen, ob DIG-AMPI oder DNP-AMPI vom PBP 2x* gebunden werden, wurden 

diese markierten Ampicilline in einer ersten Reaktion mit PBP 2x* inkubiert. Anschließend 

wurde in einer zweiten Reaktion Bocillin FL zugegeben und die Penicillin-bindende Aktivität 

mittels Gelfiltrationschromatographie bestimmt (9.3.2, 9.3.3). Sowohl DIG-AMPI als auch 
                                              
* Paratop: Antigen-bindender Bereich eines Antikörpers, Epitop: Teilstruktur eines Antigens, die von einem Anti-

körper erkannt und gebunden wird147. 
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DNP-AMPI verhinderten, dass das PBP 2x*/Bocillin FL-Konjugat entstand. Daher konnte 

davon ausgegangen werden, dass diese markierten Ampicilline ebenfalls mit dem PBP 2x* 

spezifisch interagierten.  

 

 

 

 
Abbildung 40: Markierte Ampicilline, die für die Entwicklung des β-Lactam-spezifischen 
SPR-Biosensor-Assays synthetisiert wurden. 
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Abbildung 41: Identifizierung von FLU-AMPI (A), DIG-AMPI (B) und DNP-AMPI (C) mittels HPLC 
Erläuterungen siehe Text. Die Pfeile zeigen auf die Peaks, die den entsprechenden markierten 
Ampicillinen zugeordnet wurden. Chromatographische Parameter s. 9.3.1 für FLU-AMPI, 9.3.2 
für DIG-AMPI und 9.3.3 für DNP-AMPI. 
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6.4 Entwicklung des β-Lactam-Antibiotika-spezifischen SPR-Biosensor-Assays 
6.4.1 Markermolekül-spezifische Antikörper 

Neben dem PBP und dem markierten Ampicillin (M-Ampicillin) ist der Markermole-

kül-spezifische Antikörper die dritte essentielle Komponente des indirekten 

SPR-Biosensor-Assays (Abbildung 28). Für jedes markierte Ampicillin wurden verschiedene 

monoklonale und polyklonale Markermolekül-spezifische Antikörper untersucht (Tabelle 6), 

um die entsprechenden PBP 2x*/M-Ampicillin-Konjugate nachzuweisen. Die Markermole-

kül-spezifischen Antikörper wurden für die SPR-Biosensor-Analysen auf dem Sensor-Chip 

(ein Antikörper pro Flusszelle) mittels EDC/NHS-Kopplung (Abbildung 22) immobilisiert. Um 

ein möglichst sensitives System zu entwickeln, wurde ein möglichst hoher Immobilisie-

rungsgrad von 10.000 RU - 15.000 RU gewählt.  

 
Tabelle 6: Für die SPR-Biosensor-Analysen verwendete Markermolekül-spezifische Antikörper. 

Markiertes 
Ampicillin 

Markermolekül-spezifische Antikörper Subklasse, 
Spezies 

FLU-AMPI   

- monoklonaler Anti-Fluorescein-AK*  

Klon F4/1 (Alexis, Grünberg) 

IgG, Maus 

- monoklonaler Anti-Fluorescein-AK  

Klon 2A3 (Acris, Hiddenhausen) 

IgG, Maus 

- monoklonaler Anti-Fluorescein-AK  

Klon DE3 (Biotrend, Köln) 

IgG, Maus 

   

DIG-AMPI   

- monklonaler Anti-Digoxigenin-AK  

Klon 1.71.256  (Roche Applied Science, Mannheim) 

IgG, Maus 

- polyklonaler Anti-Digoxigenin-AK  

(Roche Applied Science, Mannheim) 

IgG, Schaf 

   

DNP-AMPI   

- polyklonaler Anti-Dinitrophenyl-AK  

(Zytomed, Berlin) 

IgG, Kaninchen 

- monoklonaler Anti-Dinitrophenyl-AK  

Klon SPE-7 (Sigma, Taufkirchen) 

IgE, Maus 

 

* AK, Antikörper 
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6.4.2 Regenerierung des Sensor-Chips 

Wie unter 4.1.6 erläutert, ist die Regenerierung ein Teilschritt der biomolekularen Interakti-

onsanalyse. Die in Tabelle 7 aufgeführten Lösungen wurden als Regenerierungslösungen für 

die unterschiedlichen Markermolekül/Antikörper-Komplexe untersucht223,265.  

 
Tabelle 7: Lösungen, die für die Regenerierung der Markermolekül/Antikörper-Komplexe ein-
gesetzt wurden. 

A. 10 mM Glycin pH 2,2 G. 5 mM NaOH mit 10 % Acetonitril 

B. 5 mM NaOH H. 5 mM NaOH mit 5 % Methanol 

C. 10 mM NaOH I. 5 mM NaOH mit 10 % Methanol 

D. 25 mM NaOH J. 10 mM Glycin pH 2,2 und anschließend 0,05 % SDS

E. 50 mM NaOH K. 5 mM NaOH und anschließend 0,05 % SDS 

F. 5 mM NaOH mit 5 % Acetonitril   

 

Als Analyt wurde jedoch nicht das jeweils aus PBP 2x* und markiertem Ampicillin gebildete 

Konjugat (PBP 2x*/M-Ampicillin-Konjugat) eingesetzt, sondern stellvertretend Fluores-

cein-markiertes Streptavidin für die Fluorescein-spezifischen Antikörper, Digoxige-

nin-markiertes Rinderserumalbumin für die Digoxigenin-spezifischen Antikörper und Di-

nitrophenyl-markiertes Rinderserumalbumin für die Dinitrophenyl-spezifischen Antikörper. 

Die markierten Proteine waren für die Ermittlung der Regenerierungsbedingungen besser 

geeignet als PBP 2x*/M-Ampicillin-Konjugate, weil keine zusätzlichen Inkubationschritte vor 

den Biosensor-Analysen durchgeführt werden mussten. Um die Regenerierungsbedingun-

gen mit den PBP 2x*/M-Ampicillin-Konjugaten zu ermitteln, hätten PBP 2x* und markiertes 

Ampicillin in einer ersten Reaktion für mindestens 15 min zusammengegeben werden müs-

sen. Durch den Einsatz der markierten Proteine konnte dieser erste Inkubationsschritt ver-

mieden und die Analysenzeit für die jeweilige Analysenreihe verkürzt werden. 

 

Abbildung 42 zeigt die Sensorgramme der biomolekularen Interaktionsanalysen von Digoxi-

genin-markiertem Rinderserumalbumin mit immobilisierten monoklonalen Digoxige-

nin-spezifischen Antikörpern. Die Bindung des Digoxigen-markierten Rinderserumalbumins 

zeigte einen für Antigen/Antikörper-Wechselwirkungen typischen „parabelförmigen“ Verlauf. 

Die Änderung des Brechungsindex zu den Zeitpunkten, ab welchen die Regenerierungslö-

sung am Sensor-Chip vorbeiströmte und ab wann sie durch den Lauf-Puffer wieder ersetzt 

wurde, konnte als steiler Abfall und Anstieg im Response beobachtet werden. 
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Abbildung 42: Biomolekulare Interaktionsanalyse (n = 4) für Digoxigenin-markiertes Rinderse-
rumalbumin (DIG-BSA). Auf dem Sensor-Chip wurden monoklonale Digoxigenin-spezifische 
Antikörper immobilisiert. Bei jeder Analyse wurden 15 µµµµl Digoxigenin-markiertes Rinderserum-
albumin (10 µµµµg/ml) injiziert. Die Regenerierung erfolgte durch eine Injektion von 5 µµµµl 5 mM Nat-
ronlauge mit 10 % Acetonitril. Der Mittelwert der ∆∆∆∆ Response-Werte betrug 841 RU ± 1,6  % (Va-
riationskoeffizient). Die Zeitpunkte (5 sec vor und 30 sec nach der Injektion der Probe), die für 
die Messung der ∆∆∆∆ Response-Werte herangezogen wurden, sind mit Pfeilen gekennzeichnet. 

Die Regenerierung wurde als ausreichend beurteilt, wenn der Variationskoeffizient der 

∆ Response-Werte von vier hintereinander durchgeführten biomolekularen Interaktionsana-

lysen kleiner 5 % war. Da Markermolekül in den markierten Proteinen und in den 

PBP 2x*/M-Ampicillin-Konjugaten identisch waren, konnte davon ausgegangen werden, dass 

die Regenerierung bei beiden Protein-Derivaten mit gleicher Effizienz erfolgte. 

Die Regenerierungsversuche ergaben, dass die drei Fluorescein-spezifischen Antikörper mit 

einer ersten Injektion von 10 mM Glycin pH 2,2 und einer anschließenden Injektion von 

0,05 % SDS in HBSEP-Puffer (w/v) regeneriert werden konnten. Der monoklonale Digoxige-

nin-spezifische Antikörper und der monoklonale Dinitrophenyl-spezifische Antikörper konnten 

mit Lösung G (5 mM NaOH mit 10 % (v/v) Acetonitril) regeneriert werden. Der monoklonale 

Dinitrophenyl-spezifische Antikörper verlor jedoch nach ca. 50 Injektionen etwa 50 - 70 % 

seiner ursprünglichen Aktivität. Die Markermolekül-Komplexe des polyklonalen Digoxige-

nin-spezifischen Antikörpers sowie des polyklonalen Dinitrophenyl-spezifischen Antikörpers 

konnten mit den getesteten Regenerierungslösungen nicht dissoziiert werden. Dies deutet 

darauf hin, dass diese Antikörper eine sehr hohe Affinität gegenüber ihren Hapten-Molekülen 

aufweisen. Der polyklonale Digoxigenin-spezifische Antikörper und DNP-AMPI in Kombinati-

on mit den Dinitrophenyl-spezifischen Antikörper wurden daher für die weitere Entwicklung 

nicht mehr berücksichtigt.  
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Bei der Entwicklung von SPR-Biosensor-Assays für niedermolekulare Verbindungen, die auf 

Antigen/Antikörper-Reaktionen basieren, tritt das Problem, dass keine geeigneten Regene-

rierungsbedingungen ermittelt werden können, häufig auf223. Die verwendeten Antikörper 

sollen zwar eine große Affinität gegenüber ihrem Antigen besitzen, damit eine niedrige 

Nachweisgrenze erzielt werden kann, die Affinitäten dürfen jedoch einen gewissen Wert 

(Dissoziationskonstante KD < 10-10 M) nicht überschreiten, da in diesem Fall die Anti-

gen/Antikörper-Komplexe nicht ausreichend dissoziiert werden können und somit keine re-

produzierbare Analysen durchgeführt werden können. Für biomolekulare Interaktionsanaly-

sen sollten nach Nieba et al.266 die Dissoziationskonstanten KD von Antigen/Antikörper-Kom-

plexen im Bereich von 10-5 bis 10-10 M liegen.  
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6.4.3 Orientierende Voruntersuchungen 

Nachdem die Regenerierungsbedingungen ermittelt worden waren, wurde PBP 2x* gegen 

jedes markierte Ampicillin titriert, wobei die Konzentrationen an PBP 2x* und FLU-AMPI oder 

PBP 2x* und DIG-AMPI variiert wurden (Schachbretttitration)240. Bei den Experimenten mit 

DIG-AMPI wurde der immobilisierte monoklonale Digoxigenin-spezifische Antikörper einge-

setzt und bei den Experimenten mit FLU-AMPI die in Tabelle 6 aufgeführten Fluores-

cein-spezifischen Antikörper. Der Immobilisierungsgrad der Antikörper lag im Bereich von 

10.000 RU – 15.000 RU. Für die SPR-Biosensor-Analyse wurden 15 µl PBP 2x*-haltige Lö-

sung injiziert. Die Regenerierung erfolgte wie unter 6.4.2 beschrieben. Mit den Schachbrett-

titrationen konnten folgende Fragen beantwortet werden: 

 

a) Wird das Markermolekül im markierten Ampicillin von den immobilisierten Markermo-

lekül-spezifischen Antikörpern erkannt, nachdem das markierte Ampicillin vom 

PBP 2x* gebunden wurde? 

b) Welche Kombination aus markiertem Ampicillin und Markermolekül-spezifischem An-

tikörper liefert die höchste Empfindlichkeit, d.h. Response? 

c) Welche Mengen an PBP 2x* und markiertem Ampicillin, die sich gegenseitig beein-

flussen (s.u.), liefern ein maximales Detektorsignal? 

 

DIG-AMPI/Digoxigenin-spezifischer Antikörper 
Der immunchemische Nachweis von PBP nach Markierung mit DIG-AMPI wurde erstmalig 

1994 von Weigel et al.264 beschrieben. Abweichend von der Original-Vorschrift wurden die 

PBP/DIG-AMPI-Konjugate jedoch nicht nach SDS-PAGE und Western-Blotting, wodurch 

Proteine denaturieren, visualisiert, sondern als native Proteine mittels 

SPR-Biosensor-Analyse nachgewiesen. Die entstandenen PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugate 

wurden von den immobilisierten monoklonalen Digoxigenin-spezifischen Antikörpern gebun-

den (Abbildung 43). Bei geringen DIG-AMPI-Mengen und großen PBP 2x*-Mengen wurden 

nur geringe ∆ Response-Werte (< 100 RU) beobachtet, da nur wenige 

PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugate gebildet wurden. Große DIG-AMPI-Mengen und niedrige 

PBP 2x*-Mengen lieferten ebenfalls nur niedrige ∆ Response-Werte, da ausschließlich nicht 

gebundenes DIG-AMPI von den immobilisierten Antikörpern gebunden wurde. Mittlere 

DIG-AMPI-Konzentrationen zeigten mit steigender PBP 2x*-Konzentration auch steigende 

∆ Response-Werte bis 330 RU.  

Da die Größe des Messsignals bei SPR-Biosensoren vom Molekulargewicht des Analyten 

abhängig ist234, liegt die Vermutung nahe, dass die größten ∆ Response-Werte bei äquimola-

ren Mengen an PBP 2x* und DIG-AMPI auftreten. Die maximalen ∆ Response-Werte wurden 

jedoch gemessen, wenn die Menge an PBP 2x* um den Faktor 5 bis 10 größer war als die 
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Menge an DIG-AMPI. Ursache hierfür ist, dass es sich bei den DIG-AMPI-Mengen um relati-

ve Ampicillin-Mengen handelt.  

Die Bestimmung der DIG-AMPI-Konzentration erfolgte mit PBP 2x* und Bocillin FL, nachdem 

PBP 2x* mit unterschiedlichen Mengen an Ampicillin oder DIG-AMPI inkubiert wurde 

(s. 9.3.2). Die Konzentration an DIG-AMPI wurde aus der Kalibrierreihe mit Ampicillin extra-

poliert, wobei angenommen wurde, dass DIG-AMPI und Ampicillin dieselben Affinitäten ge-

genüber PBP 2x* besitzen. Tatsächlich werden sich Ampicillin und sein Derivat in ihren Affi-

nitäten, den k2/K-Werten, unterscheiden. Unterschiede in den k2/K-Werten haben zur Folge, 

dass β-Lactam-Antibiotika mit niedrigen k2/K-Werten PBP erst bei hohen Konzentrationen 

inhibieren, während β-Lactam-Antibiotika mit hohen k2/K-Werten PBP bereits bei niedrigen 

Konzentrationen inhibieren. Ampicillin und Fluorescein-markiertes Ampicillin unterscheiden 

sich beispielsweise in ihren k2/K-Werten gegenüber PBP 2x* etwa um den Faktor 10, wobei 

Ampicillin den größeren Wert besitzt263.  

 

DIG-AMPI und Ampicillin zeigen wahrscheinlich einen ähnlichen Unterschied in ihren Affinitä-

ten gegenüber PBP 2x*, da Digoxigenin wie Fluorescein an die Aminogruppe von Ampicillin 

gebunden wurde. Zusätzlich besitzen beide Markermoleküle einen gewisse Größe, welche 

die Bindung durch das PBP 2x* sterisch beeinflussen wird. Die Ergebnisse der Schachbrett-

titration spiegeln den Unterschied in den Affinitäten wieder und bestärken die Annahme, 

dass DIG-AMPI gegenüber PBP 2x* einen geringeren k2/K-Wert als Ampicillin besitzt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 43: Schachbretttitration von DIG-AMPI und PBP 2x*. Lösungen mit verschiedenen 
Mengen an PBP 2x* und DIG-AMPI wurden gemischt und mittels SPR-Biosensor analysiert. Auf 
dem Sensor-Chip wurde vor der Analyse der monoklonale Digoxigenin-spezifische Antikörper 
immobilisiert. 
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FLU-AMPI/Fluorescein-spezifische Antikörper 
Die PBP 2x*/FLU-AMPI-Konjugate wurden lediglich von einem der drei Fluores-

cein-spezifischen Antikörper (Klon 2A3, Tabelle 6) erkannt. Die gemessenen 

∆ Response-Werte waren des Weiteren im Vergleich mit den Werten der DIG-AMPI-Titration 

gering (< 160 RU) (Abbildung 44). Dies deutet darauf hin, dass das Epitop (Fluorescein) in 

der Bindetasche des PBP 2x* für die Paratope der Antikörper teilweise verborgen ist oder die 

Fluorescein-spezifischen Antikörper insgesamt eine geringe Affinität gegenüber FLU-AMPI 

besitzen. Die niedrigen ∆ Response-Werte können auch auf eine Konkurrenzreaktion zwi-

schen den zwei FLU-AMPI-Isomeren zurückzuführen sein, da das PBP 2x* eventuell 

ein Isomer bevorzugt bindet. Lakaye et al.263 haben in ihren Studien mit 

5´(6´)-Carboxyfluorescein-markiertem Ampicillin festgestellt, dass PBP 2x* gegenüber dem 

5´-Isomer eine um den Faktor 2 bis 3 höhere Affinität besitzt. Das FLU-AMPI-Isomer, das 

nicht bzw. nur in einem geringeren Ausmaß vom PBP 2x* gebunden wird, könnte mit den 

gebildeten PBP 2x*/FLU-AMPI-Konjugaten um Bindestellen der immobilisierten Fluores-

cein-spezifischen konkurrieren, so dass der Response nur um einen geringen Wert ansteigt. 

 
Abbildung 44: Schachbretttitration von FLU-AMPI und PBP 2x* (andere Charge als in 
Abbildung 43). Lösungen mit verschiedenen Konzentrationen an PBP 2x* und FLU-AMPI wur-
den gemischt und mittels SPR-Biosensor analysiert. Der maximale ∆∆∆∆ Response-Wert wurde mit 
40 pmol PBP 2x* und 2 pmol FLU-AMPI beobachtet.   

DIG-AMPI oder FLU-AMPI? 
Von den untersuchten markierten Ampicillin-Derivaten (M-Ampicillin) und Markermole-

kül-spezifischen Antikörpern lieferten DIG-AMPI und der monklonale Digoxigenin-spezifische 

Antikörper die höchsten ∆ Response-Werte in der SPR-Biosensor-Analyse der 

PBP 2x*/M-Ampicillin-Konjugate. FLU-AMPI und die Fluorescein-spezifischen Antikörper 
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konnten für einen Nachweis von β-Lactam-Antibiotika nicht verwendet werden, da für die 

PBP 2x*/FLU-AMPI-Konjugate kein ausreichender Response erzielt werden konnte.  

 

Für die weitere Entwicklung des indirekten β-Lactam-Antibiotika-spezifischen 

SPR-Biosensor-Assays wurde daher DIG-AMPI in Kombination mit dem monoklonalen Digo-

xigenin-spezifischen Antikörper eingesetzt.  

 
6.4.4 Nachweis von β-Lactam-Antibiotika mit PBP 2x*, Digoxigenin-markiertem Ampicillin 

und monoklonalen Digoxigenin-spezifischen Antikörpern 

Die ersten Analysen für den Nachweis von β-Lactam-Antibiotika mit dem nicht-kompetitiven 

Inhibierungs-Assay wurden mit der geringsten Menge an PBP 2x* (8,6 pmol) und der Menge 

an DIG-AMPI (1,1 pmol) durchgeführt, die in der Schachbretttitration einen ∆ Response-Wert 

von > 200 RU ergaben. PBP 2x* wurde in einem ersten Reaktionsschritt nur mit 

HBSEP-Puffer (Blank) oder unterschiedlichen Mengen Benzylpenicillin, Ampicillin, Amoxicil-

lin und Cloxacillin in HBSEP-Puffer für 15 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von DIG-AMPI 

und einem zweiten Inkubationsschritt von 15 Minuten wurden die Reaktionsansätze (15 µl) 

mittels SPR-Biosensor (Fluss 5 µl/min, Temperatur 25 °C) analysiert, wobei auf dem Sen-

sor-Chip der monoklonale Digoxigenin-spezifische Antikörper immobilisiert war. Parallel wur-

den die Analysen mit einer Flusszelle durchgeführt, dessen Carboxymethyldextran-Schicht 

nicht modifiziert wurde. 

 

Abbildung 45 veranschaulicht die in den Reaktionslösungen und mit den immobilisierten An-

tikörpern ablaufenden Reaktionen. In Proben ohne β-Lactam-Antibiotika (Blank) haben die 

PBP 2x*-Moleküle ausschließlich DIG-AMPI gebunden, so dass überwiegend 

PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugate gebildet wurden. In Gegenwart von β-Lactam-Antibiotika wur-

den weniger PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugate gebildet, da die PBP 2x*-Moleküle im ersten In-

kubationsschritt zunächst die β-Lactam-Antibiotika gebunden haben.  

Als Konsequenz haben die Digoxigenin-spezifischen Antikörper in Proben mit 

β-Lactam-Antibiotika mehr nicht-gebundenes DIG-AMPI (Molekulargewicht 892 g/mol) als 

PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugate (Molekulargewicht ca. 78 kDa) gebunden und in Blank-Proben 

mehr PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugate als nicht-gebundenes DIG-AMPI. Da die Signalhöhe 

während einer SPR-Biosensor-Analyse vom Molekulargewicht der Moleküle, die an den 

Sensor-Chip binden, abhängig ist217,220, lieferten die Blank-Proben größere 

∆ Response-Werte als die Proben mit β-Lactam-Antibiotika.  
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Abbildung 45: Indirekter nicht-kompetitiver SPR-Biosensor-Assay für den Nachweis von 
β-Lactam-Antibiotika mit PBP 2x*, DIG-AMPI und immobilisierten Digoxigenin-spezifischen 
Antikörpern. 
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Abbildung 46: SPR-Biosensor-Analyse von PBP 2x* (8,6 pmol) nach Inkubation mit unter-
schiedlichen Ampicillin-Konzentrationen (siehe Sensorgramme) und DIG-AMPI (1,1 pmol). Eine 
Probe enthielt PBP 2x* aber kein DIG-AMPI (Kontroll-Probe). A: Injektion PBP 2x*-haltige Lö-
sungen, B: PBP 2x*-haltige Lösungen werden durch Lauf-Puffer ersetzt, C: Injektion Regenerie-
rungslösung und D: Regenerierungslösung wird durch Lauf-Puffer ersetzt. Die Pfeile zeigen 
auf die Zeitpunkte (5 sec vor und 30 sec nach der Injektion der Probe), die für die Messung der 
∆∆∆∆ Response-Werte herangezogen wurden (vgl. 4.1.6 und Abbildung 23). 

Die Sensorgramme in Abbildung 46 veranschaulichen am Beispiel von Ampicillin, dass der 

Response umgekehrt proportional zu der Penicillin-Konzentration war, d.h. Proben mit Rück-

ständen an β-Lactam-Antibiotika lieferten kleinere ∆ Response-Werte als Blank-Proben. Die 

Änderung des Brechungsindex zu den Zeitpunkten, ab welchen die Probenlösungen mit 

PBP 2x* am Sensor-Chip vorbeiströmten und ab wann sie durch den Lauf-Puffer wieder er-

setzt wurden, konnte als steiler Abfall und Anstieg im Response beobachtet werden. Die In-

jektion von Blank-Proben ohne DIG-AMPI aber mit PBP 2x* (Kontroll-Proben) zeigte, dass 

PBP 2x*-Moleküle auch unspezifisch an die Sensor-Chip-Oberfläche gebunden haben. Der 

∆ Response-Wert dieser unspezifischen Bindung lag bei etwa 50 RU. Dies kann zum einen 

auf elektrostatische Wechselwirkungen mit der negativ geladenen Carboxymethyl-

dextran-Oberfläche zurückzuführen sein oder auf Protein/Protein-Wechselwirkungen mit den 

immobilisierten Antikörpern. Die Injektion von Blank-Proben ohne PBP 2x* aber mit 

DIG-AMPI führte zu keiner Signalerhöhung. Dies deutet darauf hin, dass die 

DIG-AMPI-Konzentration in den Proben zu niedrig war, um einen Response-Anstieg zu be-

wirken. Der Verlauf der Sensorgramme dieser Analysenreihe war jedoch ungewöhnlich, 

s. Abbildung 46 für Ampicillin, da während der Injektion der Probenlösungen ab ca. 150 sec 

ein Abflachen der Kurven zu beobachten war.  
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Dieser Kurvenverlauf könnte auf folgende Reaktionen zurückzuführen sein:  

 

a) Mit steigender Rückstandskonzentration nahm die Menge an nicht-gebundenem 

DIG-AMPI zu und die Kompetition zwischen freiem und PBP 2x*-gebundenem DIG-AMPI 

um die Paratope der immobilisierten Digoxigenin-spezifischen Antikörper konnte in Echt-

zeit verfolgt werden. 

b) Die Dissoziation der unspezifisch gebundenen PBP 2x*-Moleküle und/oder der Komplexe 

aus PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugat und Digoxigenin-spezifischen Antikörpern konnte be-

reits während der Injektion beobachtet werden. 

c) Der Hydratationsgrad der Carboxymethyldextran-Schicht auf der Sensor-Chip-Oberfläche 

wurde durch die Regenerierung mit der Acetonitril-haltigen Lösung verringert, was eine 

Kontraktion der Carboxymethyldextran-Schicht auf der Sensor-Chip-Oberfläche bewirk-

te265. Nachdem die Regenerierungslösung am Sensor-Chip vorbeigeströmt ist (Abbildung 

46, Zeitpunkt D), wurde die Hydrathülle durch den kontinuierlich nachfließenden 

Lauf-Puffer wieder aufgebaut und die Carboxymethyldextran-Schicht dehnte sich auf ihr 

ursprüngliches Volumen aus. Sowohl die Kontraktion als auch die Volumenvergrößerung 

der Carboxymethyldextran-Schicht haben einen Einfluss auf den lokalen Brechungsindex 

an der Sensor-Chip-Oberfläche und somit auch auf das beobachtete Detektorsignal265,228. 

Die Volumenzunahme des Carboxymethyldextrans äußerte sich in Form eines anstei-

genden Response nach Injektion der Regenerierungslösung (Abbildung 46, Zeitpunkt D 

bis zum Ende der Analyse). Ein Ansteigen der Basislinie konnte auch in der Anfangspha-

se der nachfolgenden Biosensor-Analyse beobachtet werden, obwohl während dieser 

gesamten Zeitspanne (Abbildung 46, 0 sec bis Zeitpunkt A) ebenfalls ausschließlich 

Lauf-Puffer am Sensor-Chip vorbeiströmte. Ein derartiger Effekt („artifactual detector res-

ponse“) wurde auch von Andersson et al.265 und Daly et al.228 beschrieben. Das Anstei-

gen der Basislinie zu Beginn der biomolekularen Interaktionsanalyse deutet darauf hin, 

dass die Sensor-Chip-Oberfläche zum Zeitpunkt der biomolakularen Interaktionsanalyse 

noch nicht vollständig „äquilibriert“ war. Das Abflachen der Sensorgramme während der 

Injektion der Probenlösungen spiegelt sowohl die Volumenzunahme des Carboxymethyl-

dextrans als auch die Wechselwirkungen zwischen den PBP 2x*-Molekülen und 

PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugaten mit den immobilisierten Antikörpern und dem Carboxy-

methyldextran wieder.  

 

Einen Hinweis, welche dieser Hypothesen das Abflachen der SPR-Kurve erklären kann, lie-

ferten die Ergebnisse der SPR-Biosensor-Analysen mit dem unmodifizierten Carboxymethyl-

dextran. 
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Abbildung 47: Sensorgramme der ersten vier Injektionen der in diesem Abschnitt beschriebe-
nen Analysenreihe mit dem nicht-modifizierten Carboxymethyldextran. Analyse 1: Blank, Ana-
lyse 2: Blank, Analyse 3: Benzylpenicillin 33 ng/ml und Analyse 4: 17 ng/ml. Erläuterungen sie-
he Text. 

Abbildung 47 zeigt die Sensorgramme der ersten vier Analysen dieser Analysenreihe. Das 

Sensorgramm der ersten Analyse zeigte einen unauffälligen Verlauf. Es wurde eine gerade 

Basislinie zu Beginn der Analyse beobachtet und die Änderung des Brechungsindex durch 

die Injektion der Probenlösung, ein leichter Anstieg im Response aufgrund der Bindung der 

PBP 2x*-Moleküle an das Carboxymethyldextran (Assoziation), die Änderung des Bre-

chungsindex durch den nach der Probenlösung am Sensor-Chip vorbeiströmenden 

Lauf-Puffer sowie die Dissoziation der an das Carboxymethyldextran gebundenen 

PBP 2x*-Moleküle. Die Änderung des Brechungsindex zu den Zeitpunkten, ab welchen die 

Regenerierungslösung am Sensor-Chip vorbeiströmte und ab wann sie durch den 

Lauf-Puffer wieder ersetzt wurde, lieferte einen steilen Anstieg und Abfall im Response. Die 

Analysen mit den immobilisierten Digoxigenin-spezifischen Antikörper zeigten hingegen zu-

nächst ein abfallendes und anschließend ein steigendes Signal. Dies belegt, dass auch die 

chemische Modifizierung der Carboxylgruppen auf der Sensor-Chip-Oberfläche einen Ein-

fluss auf den lokalen Brechungsindex und somit auf den Response hat. Die Sensorgramme 

der nachfolgenden Analysen wiesen das in den Analysen mit den immobilisierten Antikör-

pern beobachtete Ansteigen der Basislinie zu Beginn der Analyse auf und das Abflachen der 

Sensorgramm-Kurve während der Injektion der Probenlösung. Dieses Bild erstreckte sich ab 

der dritten Injektion reproduzierbar auf die nachfolgenden Analysen.  
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Die Resultate der SPR-Biosensor-Analyse mit dem unmodifizierten Carboxymethyldextran 

(Abbildung 47) sprechen für den auf Seite 76 beschriebenen „artifactual detector response“ 

als Ursache für die mit den immobilisierten Antikörpern beobachteten Kurvenverläufe. Dabei 

lieferten 73 Probenlösungen von insgesamt 74 Probenlösungen dieser Analysenreihe ähnli-

che ∆-Response-Werte mit einem Mittelwert (n = 72) von 34 RU ± 1,1 % (Variationskoeffi-

zient). Für die Berechnung des Mittelwertes wurde der ∆-Response-Wert der ersten Proben-

lösung (Abbildung 47, Analyse 1) nicht berücksichtigt, weil dieser nach dem Grubbs-Test als 

Ausreißer identifiziert wurden. Der niedrige Variationskoeffizient deutet darauf hin, dass die 

∆-Response-Werte bei den Analysen mit dem unmodifizierten Carboxymethyldextran über-

wiegend auf elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den PBP 2x*-Molekülen und der 

negativ geladenen Sensor-Chip-Oberfläche zurückzuführen sind und dass die anderen Pro-

benbestandteile (DIG-AMPI und Penicilline) nur einen geringen Einfluss auf den Response 

hatten.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 48: Standardkurven von Benzylpenicillin, Ampicillin, Amoxicillin und Cloxacillin in 
HBSEP-Puffer. Die SPR-Biosensor-Analysen der Penicillin-haltigen Lösungen wurden als Drei-
fachbestimmungen durchgeführt und die der Blank-Lösungen als Elffachbestimmungen. Für 
die Analyse wurden 8,6 pmol PBP 2x* und 1,1 pmol DIG-AMPI eingesetzt und es wurde die 
Flusszelle mit den immobilisierten Digoxigenin-spezifischen Antikörpern verwendet. Die ge-
strichelte Linie entspricht dem Mittelwert der ∆∆∆∆ Response-Werte der Blank-Lösungen. Die 
punktierte Linie entspricht dem Mittelwert der ∆∆∆∆ Response-Werte der Blank-Lösungen abzüg-
lich der dreifachen Standardabweichung des Mittelwertes. SD: Standardabweichung. 
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Mit den aus der Schachbretttitration ermittelten Mengen an PBP 2x* (8,6 pmol), DIG-AMPI 

(1,1 pmol) und den immobilisierten Digoxigenin-spezifischen Antikörpern konnten Benzyl-

penicillin, Ampicillin, Amoxicillin und Cloxacillin in HBSEP-Puffer ab einer Konzentration von 

5 ng/ml, 7 ng/ml, 8 ng/ml und 20 ng/ml nachgewiesen werden (Abbildung 48). Die in Hypo-

these c) beschriebenen Reaktionen hatten keinen Einfluss auf die Reproduzierbarkeit des 

Verfahrens. Die Nachweisgrenzen wurden durch Interpolation aus der jeweiligen Stan-

dard-Kurve anhand des Mittelwertes der ∆ Response-Werte der Blank-Lösungen abzüglich 

der dreifachen Standardabweichung (Blank – 3SD) ermittelt267. Für die Berechnung der 

Nachweisgrenzen wurden elf Antibiotika-freie Lösungen (Blank) analysiert.  

 

Die MRL-Werte für Benzylpenicillin, Ampicillin und Amoxicillin in Milch betragen 4 µg/kg (≈ 

4 ng/ml) und für Cloxacillin 30 µg/kg (≈ 30 ng/ml), so dass der Assay für den Nachweis die-

ser β-Lactam-Antibiotika in Milch weiter optimiert werden musste. Ausgehend von den vor-

liegenden Daten wurden dazu weitere Schachbretttitrationen mit 4,3 pmol PBP 2x* und 

0,9 oder 0,6 pmol DIG-AMPI durchgeführt, wobei PBP 2x* vor der Inkubation mit DIG-AMPI 

nur mit HBSEP-Puffer (Blank) oder unterschiedlichen Konzentrationen an Benzylpenicillin 

(4 ng/ml oder 2 ng/ml) inkubiert wurde. Indem die Mengen an zugesetztem PBP 2x* und 

DIG-AMPI verringert wurden, konnte eine höhere Empfindlichkeit für den Nachweis von 

β-Lactam-Antibiotika erzielt werden. Weitere Schachbretttitrationen, die sich über einen grö-

ßeren Konzentrationsbereich erstreckten, waren daher nicht notwendig.  

 

Abbildung 49: Einfluss unterschiedlicher DIG-AMPI-Mengen auf die ∆∆∆∆ Response-Werte in Ge-
genwart von 4,3 pmol PBP 2x* und unterschiedlichen Benzylpenicillin-Konzentrationen. Die 
SPR-Biosensor-Analysen wurden als Dreifachbestimmungen durchgeführt. 
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Die geringeren Mengen an PBP 2x* und DIG-AMPI hatten jedoch zur Folge, dass weniger 

PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugate gebildet und geringere ∆ Response-Werte gemessen wurden. 

Um weiterhin einen ∆ Response-Wert von ca. 200 RU zu erzielen, wurde das injizierte Volu-

men der Standard- und Probe-Lösungen von 15 µl auf 25 µl erhöht.  

Abbildung 49 zeigt den Einfluss der unterschiedlichen DIG-AMPI-Mengen (0,9 und 0,6 pmol) 

auf die ∆ Response-Werte (Injektionsvolumen 25 µl). Mit 0,6 pmol DIG-AMPI wurden höhere 

∆ Response-Werte ermittelt als mit 0,9 pmol. Ursache hierfür ist, dass bei der größeren 

DIG-AMPI-Menge mehr nicht-gebundene DIG-AMPI-Moleküle vorlagen als bei der geringe-

ren DIG-AMPI-Menge. Diese nicht-gebundenen DIG-AMPI-Moleküle konkurrierten mit den 

PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugaten um die Paratope der immobilisierten Digoxige-

nin-spezifischen Antikörper. Ein deutlicherer Unterschied zwischen Lösungen ohne Benzyl-

penicillin (Blank) und mit Benzylpenicillin wurde mit 0,9 pmol DIG-AMPI beobachtet, wie die 

normierten ∆ Response-Werte in Abbildung 50 zeigen, bei denen die Werte der 

Blank-Proben gleich 100 % gesetzt wurden. Der normierte ∆ Response-Wert für Benzylpeni-

cillin mit einer Konzentration von 2 ng/ml betrug 68 % mit 0,9 pmol DIG-AMPI und 87 % mit 

0,6 pmol DIG-AMPI. Mit 4,3 pmol PBP 2x*, 0,9 pmol DIG-AMPI und 25 µl injizierter Proben-

lösung wurden für die Blank-Proben ein ∆ Response-Wert im Bereich von 180 bis 220 RU 

erzielt. Der ∆ Response-Wert der unspezifischen Bindung des PBP 2x* an die Sen-

sor-Chip-Oberfläche lag bei etwa 30 - 40 RU. Die Injektion von Blank-Proben ohne PBP 2x* 

aber mit DIG-AMPI führte zu keiner Erhöhung des Response. Durch diese Modifikationen 

konnte die Nachweisgrenze für Benzylpenicillin in HBSEP-Puffer auf < 1 ng/ml (Abbildung 

51) und für Cloxacillin auf 5 ng/ml (Abbildung 52) verringert werden. Die Dauer einer 

SPR-Biosensor-Analyse betrug 10 min. 

 
 

 

 

 

 

Abbildung 50: ∆∆∆∆ Response-Werte aus Abbildung 49 nach Normierung. Die ∆∆∆∆ Response-Werte 
der Blank-Proben wurden gleich 100 % gesetzt. 
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Abbildung 51: Nachweis von Benzylpenicillin (n = 3) in HBSEP-Puffer mit PBP 2x* (4,3 pmol) 
und DIG-AMPI (0,9 pmol). ∆∆∆∆ Response-Wert Blank (n = 3) 209 ± 8 RU. SD: Standardabweichung. 

 
Abbildung 52: Nachweis von Cloxacillin (n = 3) in HBSEP-Puffer mit PBP 2x* (4,3 pmol) und 
DIG-AMPI (0,9 pmol). ∆∆∆∆ Response-Wert Blank (n = 3) 176 ± 5 RU. SD: Standardabweichung. 
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6.4.5 Nachweis von β-Lactam-Antibiotika in Vollmilch und Rohmilch 

 

Vollmilch 
Der SPR-Biosensor-Assay konnte ohne weitere Modifikationen auf die Matrix Milch übertra-

gen werden. Handelsübliche Vollmilch-Proben (pasteurisiert, homogenisiert, 3,5 % Fett) 

wurden als Blank-Proben, d.h. ohne β-Lactam-Antibiotika, und als dotierte Proben unter-

sucht. Die dotierten Proben und die Blank-Proben wurden vor der Zugabe von PBP 2x* und 

DIG-AMPI durch Zentrifugation entfettet, um bei der anschließenden 

SPR-Biosensor-Analyse Matrixinterferenzen vorzubeugen. Die Vollmilch-Proben zeigten 

dennoch Matrixinterferenzen von etwa 150 RU (Abbildung 53). Für den Nachweis dieser un-

spezifischen Bindungen an den Sensor-Chip wurden Blank-Proben ohne DIG-AMPI und 

PBP 2x* analysiert. Blank-Proben ohne PBP 2x* aber mit DIG-AMPI lieferten ebenfalls 

∆ Response-Werte von etwa 150 RU. Dies zeigt, dass es nicht zu einer nennenswerten Bin-

dung von DIG-AMPI an Milchproteine, z.B. als Penicilloyl-Derivat (vgl. Abbildung 5), gekom-

men ist. Derartige proteingebundene DIG-AMPI-Derivate hätten sonst wie die 

PBP 2x*-Konjugate oder das Digoxigenin-markierte Rinderserumablumin zu einem Respon-

se-Anstieg geführt. Im weiteren Verlauf werden Proben, die für den Nachweis der Bindung 

von Matrix-Komponenten an den Sensor-Chip analysiert wurden, als Matrix-Kontroll-Proben 

bezeichnet.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 53: Sensorgramme Vollmilch. A: Die Vollmilch-Probe wurde als Blank, nach Dotie-
rung mit Benzylpenicillin (Pen G 8, 4 und 2 ng/ml) und ohne DIG-AMPI und PBP 2x* analysiert. 
B: Ausschnitt Sensorgramm zwischen 360 und 540 sec. 1: Blank, 2: Pen G 2 ng/ml, 3: Pen G 
4 ng/ml, 4: Matrix-Kontrolle ohne DIG-AMPI, 5: Pen G 8 ng/ml und 6: Matrix-Kontrolle ohne 
PBP 2x*. Die Pfeile zeigen auf die Zeitpunkte (5 sec vor und 30 sec nach der Injektion der Pro-
be), die für die Berechnung der ∆∆∆∆ Response-Werte herangezogen wurden. 
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Die Sensorgramme der Vollmilch-Proben (Abbildung 53) zeigten ein für die Analyse biologi-

scher Proben mit großen Konzentrationen an Matrix-Komponenten typisches Bild. Die Ände-

rung des Brechungsindex zu den Zeitpunkten, ab welchen die Milch am Sensor-Chip vorbei-

strömte und ab wann sie durch den Lauf-Puffer wieder ersetzt wurde, konnte als steiler An-

stieg und Abfall im Response beobachtet werden. Der Ausschnitt des Sensorgramms zwi-

schen 360 und 540 sec (Abbildung 53) zeigt, dass die Blank-Proben von den dotierten Pro-

ben unterschieden werden konnten, obwohl Matrixkomponenten an den Sensor-Chip gebun-

den haben. Das Messsignal setzt sich aus zwei Komponenten zusammen, a) dem spezifi-

schen Response aufgrund der Bindung der PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugate an die immobili-

sierten Digoxigenin-spezifischen Antikörper und b) dem unspezifischen Response durch 

Bindung der Matrixkomponenten an den Sensor-Chip. Der spezifische Response sank mit 

steigender Penicillin-Konzentration und war dem unspezifischen aufgelagert. Benzylpenicil-

lin, Ampicillin und Amoxicillin konnten auch in Vollmilch unterhalb einer Konzentration von 

2 ng/ml nachgewiesen werden und Cloxacillin unterhalb von 15 ng/ml, d.h. Konzentrationen 

die dem halben MRL-Wert entsprechen (Abbildung 54). Für die Ermittlung der Nachweis-

grenzen wurden zwölf Blank-Proben untersucht. Die Berechnung der Nachweisgrenze in 

Milch erfolgte wie unter 6.4.4 für HBSEP-Puffer beschrieben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 54: Standardkurven von Benzylpenicillin, Ampicillin, Amoxicillin und Cloxacillin in 
Vollmilch. Die Analysen wurden als Dreifachbestimmungen durchgeführt. SD: Standardabwei-
chung. 
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Tabelle 8 zeigt die ∆ Response-Werte von drei verschiedenen Vollmilch-Proben, die am je-

weiligen Tag gekauft, dotiert und anschließend analysiert wurden. Da die Aktivität der immo-

bilisierten Antikörper sich mit jeder Analyse bzw. Regenerierung änderte, konnten die Test-

bedingungen nie völlig identisch eingehalten werden. Letzteres bedingte, dass die absoluten 

∆ Response-Werte von Test zu Test schwankten (Tabelle 8). Zur besseren Vergleichbarkeit 

der Ergebnisse zwischen den Tagen wurden die am jeweiligen Tag gemessenen 

∆ Response-Werte normiert, wobei die ∆ Response-Werte der Blank-Lösungen gleich 100 % 

gesetzt wurden (∆ ResponseProbe/∆ ResponseBlank [%]). Die normierten Werte wurden von 

den sich ändernden Bedingungen weniger beeinflusst und schwankten zwischen den Tagen 

um einen geringeren Faktor als die absoluten ∆ Response-Werte (Tabelle 8). Die Variations-

koeffizienten, die auf der Basis der Mittelwerte der normierten Werte berechnet wurden, wa-

ren sowohl innerhalb eines Tages als auch zwischen den Tagen kleiner 5 % (Tabelle 8). Das 

Verfahren besaß somit eine ausreichende Präzision, auch für quantitative Analysen.  

 
Tabelle 8: SPR-Biosensor-Analyse von Vollmilch an drei Tagen. Die Proben wurden an Tag 
1 und 3 als Dreifachbestimmung analysiert und an Tag 2 als Vierfachbestimmung. Die 
∆∆∆∆ Response-Werte wurden in  % ausgedrückt, wobei die Werte der Blank-Proben gleich 100 % 
gesetzt wurden. 

Pen Ga 
(ng/ml) 

Tag 1 
(n=3) 

Tag 2 
(n=4) 

Tag 3 
(n=3) 

CVb 

     
Blank 100 %  

 
(362 RU ± 2,7 %) 

 

100 %  
 

(361 RU ± 4,4 %)

100 %  
 

(329 RU ± 1,5 %) 

- 

 
8 

 
46 %  

 
(168 RU ± 2,7 %)c 

 

 
44 %  

 
(158 RU ± 2,5 %)

 
40 %  

 
(130 RU ± 1,6 %) 

 
3.5 % 

4 59 %  
 

(215 RU ± 0,2 %) 
 

55 %  
 

(197 RU ± 1,4 %)

53 % 
 

(175 RU ± 0,7 %) 

3.2 % 

2 75 %  
 

(272 RU ± 0,7 %) 
 

70 %  
 

(253 RU ± 2,4 %)

70 %  
 

(231 RU ± 1,7 %) 

2.9 % 

a Pen G: Benzylpenicillin 

b CV: Variationskoeffizient. Die Variationskoeffizienten wurden auf der Basis der Mittelwerte der nor-

mierten Werte für Tag 1, Tag 2 und Tag 3 berechnet. 
C ∆ Response-Wert ± CV 
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Rohmilch 
Rohmilch wurde von der Forschungs-Farm der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universi-

tät Utrecht (Niederlande) zur Verfügung gestellt. Die SPR-Biosensor-Analysen wurden so-

wohl mit der Rohmilch des gesamten Bestandes (gepoolte Rohmilch von 24 Kühen) als auch 

mit dem Gemelk einzelner Kühe, Rasse Holstein-Friesian, durchgeführt. Die gepoolte Roh-

milch wurde wie die Vollmilch analysiert (s. o.).  

 

Die Sensorgramme (Abbildung 55) der gepoolten Rohmilch-Proben zeigten ein ähnliches 

Bild wie die Vollmilch-Proben. Die gepoolte Rohmilch zeigte jedoch ein höheres Maß an Mat-

rixinterferenzen von etwa 270 RU. Um diese Bindung von Matrix-Komponenten an den Sen-

sor-Chip zu untersuchen, wurden die Rohmilch-Proben ohne Zusatz von PBP 2x* und 

DIG-AMPI (Matrix-Kontroll-Proben) analysiert. Der Ausschnitt des Sensorgramms zwischen 

360 und 540 sec (Abbildung 55) zeigt, dass die Blank-Proben von den dotierten Proben un-

terschieden werden konnten, obwohl Matrixkomponenten an den Sensor-Chip gebunden 

haben.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 55: Sensorgramme Rohmilch. A: Die Rohmilch-Probe wurde als Blank, nach Dotie-
rung mit Benzylpenicilin (Pen G 4 ng/ml) und ohne PBP 2x* und DIG-AMPI (Matrix-Kontrolle) 
analysiert. B: Ausschnitt Sensorgramm zwischen 360 und 540 sec.  

Tabelle 9 zeigt die Daten von zwei gepoolten Rohmilch-Proben, die an zwei verschiedenen 

Tagen gemolken und am jeweiligen Tag mit Benzylpenicillin, Ampicillin, Amoxicillin, Cloxacil-

lin, Cephalexin oder Cefoperazon im Konzentrationsbereich des MRL-Wertes dotiert und 

analysiert worden sind. Die Variationskoeffizienten der normierten ∆ Response-Werte inner-

halb eines Tages waren kleiner als 2 % und zwischen den Tagen kleiner als 8 %, so dass die 

unspezifische Bindung der Matrix-Komponenten nur einen geringen Einfluss auf die Präzisi-

on und Reproduzierbarkeit des Verfahrens hatte.  
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Tabelle 9: Vergleich der normierten ∆∆∆∆ Response-Werte von zwei verschiedenen Roh-
milch-Proben, die an zwei Tagen dotiert und mittels SPR-Biosensor analysiert worden sind.  

 Tag 1 Tag 2 CV# 
Blank (n = 11) 
 

100 % 

(396 RU ± 0,8 %)‡

100 % 

(447 RU ± 0,6 %) 

- 

Benzylpenicillin 4 ng/ml (n = 3)

 

70 %  

(276 RU ± 0,5 %) 

63 % 

(281 RU ± 0,6 %) 

7,4 

Ampicillin 4 ng/ml (n = 3) 

 

73 % 

(287 RU ± 2,0 %) 

69 % 

(307 RU ± 0,9 %) 

4,0 

Amoxicillin 4 ng/ml (n = 3) 

 

75 % 

(298 RU ± 0,6 %) 

70 % 

(315 RU ± 0,3 %) 

4,9 

Cloxacillin 30 ng/ml (n = 3) 

 

73 % 

(289 RU ± 0,6 %) 

68 % 

(306 RU ± 1,1 %) 

5,0 

Cephalexin 100 ng/ml (n = 3) 

 

92 % 

(338 RU ± 1,0 %) 

84 %  

(376 RU ± 0,8 %) 

6,4 

Cefoperazon 50 ng/ml (n = 3) 

 

71 % 

(283 RU ± 0,6 %) 

65 % 

(292 ± 0,5 %) 

6,2 

Matrix-Kontrolle (n = 5)  

ohne PBP 2x* und DIG-AMPI 

67 % 

(264 RU ± 0,7 %) 

60 % 

(267 RU ± 1,0 %) 

7,8 

#CV: Variationskoeffizienten der Mittelwerte der normierten ∆ Response-Werte 
von Tag 1 und 2 
‡ ∆ Response-Wert ± CV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 56: Matrixkalibrierkurven von Penicillinen und Cephalosporinen in gepoolter Roh-
milch jeweils am halben MRL-, MRL- und 2-fachen MRL-Wert dotiert. Die Analysen wurden als 
Dreifachbestimmungen durchgeführt. Für die Ermittlung der Nachweisgrenzen wurden zehn 
Blank-Proben untersucht. SD: Standardabweichung. 
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Da die Matrixinterferenzen nur innerhalb geringer Grenzen schwankten, konnten die gepool-

ten Rohmilch-Proben ohne aufwendige Probenvorbereitung analysiert werden. Die Rohmilch 

wurde vor der Zugabe von DIG-AMPI und PBP 2x* lediglich zentrifugiert, um sie zu entfetten 

und eventuell vorhandene Partikel, die das mikrofluide System verstopfen könnten, zu ent-

fernen. Alle untersuchten sechs β-Lactam-Antibiotika konnten in dotierter, gepoolter Roh-

milch in Konzentrationen nachgewiesen werden, die niedriger lagen als der halbe MRL-Wert 

(Abbildung 56). Benzylpenicillin, Ampicillin und Amoxicillin konnten unterhalb einer Konzent-

ration von 2 ng/ml nachgewiesen werden, Cloxacillin unterhalb von 15 ng/ml, Cefoperazon 

unterhalb von 25 ng/ml und Cephalexin unterhalb von 50 ng/ml. Die Berechnung der Nach-

weisgrenze in gepoolter Rohmilch erfolgte wie unter 6.4.4 für HBSEP-Puffer beschrieben. 

 

Wie in Abbildung 45 dargestellt, basiert der β-Lactam-Antibiotika-spezifische 

SPR-Biosensor-Assay auf der Inhibierung der Bindung des Digoxigenin-markierten Ampicil-

lin-Derivates (DIG-AMPI) an das PBP 2x* aus Streptococcus pneumoniae. Die in Abhängig-

keit von der β-Lactam-Antibiotika-Konzentration aus PBP 2x* und DIG-AMPI gebildeten 

PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugate wurden durch die SPR-Biosensor-Analyse mit Digoxige-

nin-spezifischen Antikörpern, die auf dem Sensor-Chip immobilisiert waren, nachgewiesen. 

Ein verwandtes Assay-Format haben Gustavsson et al.245 mit ihrem Rezeptor-Assay 

(Abbildung 26) entwickelt. Analog zu dem in dieser Arbeit entwickelten Assay, wurde in dem 

Rezeptor-Assay die zu analysierende Probe mit einem PBP, der DD-Carboxypeptidase aus 

Actinomadura R39, inkubiert, so dass vorhandene β-Lactam-Antibiotika-Rückstände die 

DD-Carboxypeptidase inhibierten245. Die nicht inhibierten DD-Carboxypeptidase-Moleküle 

wurden durch ein auf dem Sensor-Chip reversibel immobilisiertes Cephalosporin nachgewie-

sen, wobei die DD-Carboxypeptidase während der SPR-Biosensor-Analyse an das immobili-

sierte Cephalosporin gebunden hat. Dies bedingte, dass auf dem Sensor-Chip zwei ver-

schiedene Reaktionen als Bestandteil einer biomolekularen Interaktionsanalyse ablaufen 

mussten. Zunächst musste das Cephalosporin immobilisiert werden und anschließend wurde 

die DD-Carboxypeptidase injiziert. Als Konsequenz war die Analysen-Dauer mit 17 Minuten 

pro Probe245 (einschließlich Regenerierung) für eine SPR-Biosensor-Analyse verhältnismä-

ßig lang. Die Analysenzeit der in dieser Arbeit beschriebenen SPR-Biosensor-Analyse lag 

bei 10 Minuten (einschließlich Regenerierung). Vor der SPR-Biosensor-Analyse erfolgten 

zwei Teilreaktionen mit PBP 2x* und DIG-AMPI, die insgesamt 30 Minuten dauerten. Die 

gesamte Analysen-Zeit für eine Probe betrug daher 40 Minuten. Allerdings können aufgrund 

der Stabilität der PBP 2x*/β-Lactam-Antibiotikum-Konjugate (Halbwertszeit je nach Penicillin 

und Cephalosporin 24 bis 54 Stunden70) mehr als 80 Proben parallel angesetzt und an-

schließend analysiert werden. Bei größeren Probenserien nähert sich die durchschnittliche 

Analysenzeit pro Probe deshalb dem Wert von 10 Minuten. 
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Ein Nachteil des von Gustavsson et al.245 entwickelten Rezeptor-Assays war, dass die Ana-

lyse von Rohmilch-Proben aufgrund von Matrixinterferenzen nicht möglich war 245 und die für 

die Durchführung des Assays essentiellen Reagenzien nicht reproduzierbar synthetisiert 

werden konnten244.  

 

Mit den von Gustavsson et al.247 entwickelten enzymatischen SPR-Biosensor-Assays 

(Abbildung 27) konnte in Rohmilch eine Vielzahl veterinärmedizinisch-relevanter Penicilline 

und Cephalosporine nachgewiesen werden. Der Nachweis von Cloxacillin, eines der in 

Feld-Proben am häufigsten nachgewiesenen β-Lactam-Antibiotika193, gelang jedoch erst ab 

einer Konzentration, die dem zweifachen MRL-Wert entspricht247. Mit dem in dieser Arbeit 

beschriebenen Assay konnten Benzylpenicillin, Ampicillin, Amoxicillin, Cloxacillin, Cefopera-

zon und Cephalexin in Milch unterhalb der Konzentrationsbereiche der für diese Matrix fest-

gesetzten MRL-Werte nachgewiesen werden.  
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6.4.6 Analyse von individuellen Rohmilch-Proben  

Die untersuchten Vollmilch-Chargen eines Herstellers und gepoolten Rohmilch-Proben liefer-

ten über zwei Monate hinweg konstante und reproduzierbare Ergebnisse. Die Variationskoef-

fizienten innerhalb einer Analysenreihe waren in der Regel < 5 % (vgl. Tabelle 8 und Tabelle 

9). Rohmilch-Proben unterschiedlicher Kühe aus verschiedenen Tier-Beständen werden sich 

jedoch in ihrer Zusammensetzung, z.B. Proteingehalt, Fettgehalt und Anzahl an somatischen 

Zellen, stärker unterscheiden268. Daraus resultiert eine größere Schwankungsbreite der 

∆ Response-Werte, weil sich die unterschiedlichen Proben auch in ihren Matrixinterferenzen 

stärker unterscheiden. Um den Einfluss derartiger Matrixinterferenzen, die bei einer Analyse 

von Feld-Proben zu erwarten sind, auf den entwickelten Assay näher zu untersuchen, wurde 

das Gemelk einzelner Kühe untersucht. Rohmilch-Proben einzelner Kühe unterscheiden sich 

in ihrer Zusammensetzung sehr stark und haben einen Einfluss auf die Rate falsch-positiver 

oder falsch-negativer Befunde von Screening-Tests269,270. Die individuellen Rohmilch-Proben 

wurden als Blank, nach Dotierung mit Benzylpenicillin, Ampicillin oder Amoxicillin (4 ng/ml) 

sowie als Matrix-Kontroll-Proben analysiert. Für die Analyse standen insgesamt 20 individu-

elle Rohmilch-Proben zur Verfügung. Die Proben der einzelnen Kühe wurden wie die Voll-

milch oder gepoolte Rohmilch zunächst entfettet und nach Zugabe von PBP 2x* und 

DIG-AMPI mittels SPR-Biosensor analysiert. Die Matrix-Kontroll-Proben wurden ohne 

PBP 2x* und DIG-AMPI analysiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 57: Sensorgramme einer individuellen Rohmilch-Probe, die wie unter 9.4.8 be-
schrieben analysiert worden ist. Pen G: Benzylpenicillin. 
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Die individuellen Rohmilch-Proben zeigten im Vergleich zu den Vollmilch- und gepoolten 

Rohmilch-Proben ein größeres Maß an Matrixinterferenzen. Die Matrix-Kontroll-Proben lie-

ferten ∆ Response-Werte von bis zu 1.000 RU, die zusätzlich über einen sehr großen Be-

reich streuten (215 RU – 1.000 RU). Daneben lieferten die Matrix-Kontroll-Proben teilweise 

höhere ∆ Response-Werte als die entsprechenden Blank-Proben (Abbildung 57). Ebenso 

wurden bei einigen dotierten Proben höhere ∆ Response-Werte beobachtet als bei den 

Blank-Proben (Abbildung 58). In dieser ersten Messreihe sollten zunächst alle 

20 individuellen Rohmilch-Proben als Blank, Matrix-Kontroll-Probe und dotierte Probe analy-

siert werden. Diese Messreihe wurde jedoch vorzeitig abgebrochen, da aufgrund der Matrix-

interferenzen keine Unterscheidung in Proben mit und ohne Rückstände von 

β-Lactam-Antibiotika möglich war. In Abbildung 58 sind daher nur die Ergebnisse von 

12 Proben der Messreihe abgebildet und es liegen keine Ergebnisse der Mat-

rix-Kontroll-Proben vor. Die gepoolten Rohmilch-Proben zeigten möglicherweise aufgrund 

von Verdünnungseffekten geringere Matrixinterferenzen als die individuellen Roh-

milch-Proben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 58: ∆∆∆∆ Response-Werte von 12 individuellen Rohmilch-Proben, die als Blank oder 
nach Dotierung mit Benzylpenicillin, Ampicillin oder Amoxicillin mittels SPR-Biosensor analy-
siert worden sind. 

∆ Response-Werte von bis zu 1.000 RU wurden für Rohmilch, die nicht weiter aufarbeitet 

wurde, ebenfalls von Gustavsson244 mit dem Rezeptor-Assay beobachtet. Auch Haas-

noot et al.234 haben in ihrem kompetitiven SPR-Biosensor-Assay für Streptomycin und Di-

hydrostreptomycin, bei welchem ein Streptomycin-Ovalbumin-Konjugat auf dem Sensor-Chip 

immobilisiert war, ∆ Response-Werte von bis zu 500 RU nach Injektion von unverdünnten, 

250

350

450

550

650

750

850

950

1050

1150

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Individuelle Rohmilch-Probe

∆∆ ∆∆
 R

es
po

ns
e 

[R
U

]

Blank Benzylpenicillin Ampicillin Amoxicillin



 

 

91

entfetteten Rohmilch-Proben gemessen. Bezogen auf das Endvolumen der zur 

SPR-Biosensor-Analyse eingesetzten Lösungen lag der Milch-Anteil in der vorliegenden 

Studie bei 83 %. Ein niedrigerer Milch-Anteil, der eventuell zu einem geringeren Level an 

Matrixinterferenzen geführt hätte, konnte nicht eingesetzt werden, da sonst 

β-Lactam-Antibiotika im Konzentrations-Bereich der festgesetzten MRL-Werte nicht hätten 

nachgewiesen werden können.  

 

Gustavsson244 geht davon aus, dass die Matrixinterferenzen unter anderem durch Mol-

ken-Proteine der Rohmilch verursacht werden. Sie konnte zeigen, dass durch eine Hitzebe-

handlung (72 °C, 5 min) der Milch, die zur Denaturierung der Molkenproteine führt, die un-

spezifische Bindung um 70 % reduziert werden konnte und weniger variable Werte ergab. 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden in der vorliegenden Arbeit die individuellen Roh-

milch-Proben vor der Entfettung und der Zugabe von PBP 2x* und DIG-AMPI für 3 Minuten 

bei 95 °C erhitzt, um die Matrixinterferenzen zu verringern. Die höhere Temperatur und eine 

zeitlich kürzere thermische Behandlung wurde für die Stabilität der β-Lactam-Antibiotika als 

weniger kritisch erachtet. Die Stabilität der β-Lactam-Antibiotika gegenüber dem Erhitzungs-

prozess wurde anhand von Benzylpenicillin-Lösungen mit Konzentrationen, die dem halben 

MRL-, MRL- und 2-fachen MRL-Wert entsprechen, überprüft. In HBSEP-Puffer konnte zwi-

schen den ∆ Response-Werten der erhitzten und nicht-erhitzten Benzylpenicillin-Lösungen 

kein Unterschied festgestellt werden. Vergleichbar mit den Ergebnissen von Gustavsson244 

konnte die unspezifische Bindung von Matrix-Bestandteilen an den Sensor-Chip durch die 

Hitzebehandlung um 75 % reduziert werden. 

 

Matrixinterferenzen in einer SPR-Biosensor-Analyse sind sowohl auf Wechselwirkungen zwi-

schen Matrix-Komponenten und den auf dem Sensor-Chip immobilisierten Molekülen als 

auch auf Wechselwirkungen zwischen Matrix-Komponenten und dem negativgeladenen 

Carboxymethyldextran auf der Sensor-Chip-Oberfläche zurückzuführen234. Um die Wechsel-

wirkungen mit dem Carboxymethyldextran zu verringern, wurde die Probe mit einer Carbo-

xymethyldextran-Lösung versetzt (Endkonzentration 0,25 %)228,271. Die zugesetzten Carbo-

xymethyldextran-Moleküle belegen wahrscheinlich die Struktur-Elemente der Moleküle in der 

zu analysierenden Lösung, die an das Carboxymethyldextran auf der Sen-

sor-Chip-Oberfläche binden. Durch die Zugabe der Carboxymethyldextran-Lösung konnte 

die unspezifische Bindung um weitere 5 – 10 % reduziert werden. Insbesondere die Bindung 

der PBP 2x*-Moleküle an die Carboxymethyldextran-Matrix konnte auf einen Wert von 

< 15 RU verringert werden, so dass die unspezifische Bindung der PBP 2x*-Moleküle in den 

nachfolgenden Analysen vernachlässigt wurde. 
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Im weiteren Verlauf der Studie wurde der Assay für Benzylpenicillin optimiert, weil Benzylpe-

nicillin das am häufigsten eingesetzte β-Lactam-Antibiotikum in der Mastitis-Therapie ist. Als 

Konsequenz ist es auch das am häufigsten nachgewiesene β-Lactam-Antibiotikum in 

Feld-Proben193,272. Schachbretttitrationen in erhitzten Rohmilch-Proben mit 4,3 pmol oder 

2,15 pmol PBP 2x* und 0,9 pmol oder 0,45 pmol DIG-AMPI ergaben, dass sich die 

∆ Response-Werte dotierter Proben deutlicher von denen der Blank-Proben unterschieden, 

wenn wie bei den Vollmilch- oder gepoolten Rohmilch-Proben 4,3 pmol PBP 2x* zugegeben 

wurden, der Gehalt an DIG-AMPI jedoch auf 0,45 pmol reduziert wurde. Mit diesen modifi-

zierten Bedingungen, d.h. Erhitzungsschritt, Zugabe von löslichem Carboxymethyldextran, 

4,3 pmol PBP 2x* und 0,45 pmol DIG-AMPI, ergaben sich für die ∆ Response-Werte die 

nachfolgenden Mittelwerte: Matrix-Kontroll-Proben 129 ± 18 RU (n = 19), dotierten Proben 

(Benzylpenicillin 4 ng/ml) 163 ± 22 RU (n = 19) und Blank-Proben 285 ± 25 RU (n = 19). Eine 

der 20 Proben wurde für die Berechnungen der Mittelwerte nicht berücksichtigt, weil diese 

nach dem Grubbs-Test als Ausreißer identifiziert wurde. Eine bessere Präzision wurde er-

reicht, wenn der ∆ Response-Wert der Matrix-Kontroll-Probe von dem der jeweiligen 

Blank-Probe und der jeweiligen dotierten Probe abgezogen wurde. Mit diesen Werten wur-

den die Mittelwerte berechnet, welche eine geringere Streuung zeigten (Mittelwert 

Blank-Proben 156 ± 10 RU (n = 19), Mittelwert dotierte Proben 34 ± 10 RU (n = 19)).  

 

Diese Subtraktion kann auch mit Feld-Proben erfolgen, da es sich bei den Mat-

rix-Kontroll-Proben lediglich um Proben ohne PBP 2x* und DIG-AMPI handelt. Dies geht je-

doch zu Lasten der Analysen-Zeit, da eine Probe zweimal untersucht werden muss, einmal 

mit PBP 2x* und DIG-AMPI und einmal ohne. Die Doppeluntersuchung kann jedoch vermie-

den werden, wenn eine Referenz-Flusszelle verwendet wird. In einer Referenz-Flusszelle 

wird ein Antikörper, der Matrix-Bestandteile in einem vergleichbaren Level wie der Ana-

lyt-spezifische Antikörper bindet, immobilisiert. Während der SPR-Biosensor-Analyse wird 

der unspezifische Response der Referenz-Flusszelle kontinuierlich von dem Response der 

Analyt-spezifischen Flusszelle abgezogen. In orientierenden Voruntersuchungen wurden die 

Dinitrophenyl-spezifischen Antikörper immobilisiert und die ∆ Response-Werte der Mat-

rix-Kontroll-Proben mit denen des monoklonalen Digoxigenin-spezifischen Antikörpers ver-

glichen. Dabei zeigte sich, dass die Dinitrophenyl-spezifischen Antikörper nicht für die Bele-

gung einer Referenz-Flusszelle verwendet werden konnten, weil diese höhere 

∆ Response-Werte als der Digoxigenin-spezifische Antikörper lieferten.  

 

Versuche eine Flusszelle, dessen Carboxymethyldextran-Schicht nicht modifiziert wurde, 

oder eine mit Ethanolamin deaktivierte Sensor-Chip-Oberfläche zu verwenden, waren eben-

falls nicht erfolgreich. Sowohl die unmodifizierte als auch die deaktivierte Flusszelle lieferten 
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ebenfalls höhere ∆ Response-Werte als die Flusszelle mit den immobilisierten Digoxige-

nin-spezifischen Antikörpern. Die vorhandenen Carboxylgruppen der Sen-

sor-Chip-Oberfläche wirkten wahrscheinlich wie ein Kationenaustauscher, so dass z.B. 

Milchproteine angereichert wurden. Eine Alternative könnte eine Referenz-Flusszelle mit 

immobilisierten IgG-Antikörpern aus einem Kaninchen-Serum (IgG-Fraktion) sein234. 

 

Die Subtraktion des ∆ Response-Wertes der Matrix-Kontroll-Probe (ohne PBP 2x* und 

DIG-AMPI) von dem ∆ Response-Wert der Probe (mit PBP 2x* und DIG-AMPI) oder die 

Verwendung einer Referenz-Flusszelle ist in jedem Fall sinnvoll, da dadurch der spezifische 

Response ermittelt wird, der für die Beurteilung ausschlaggebend ist, ob eine Probe 

β-Lactam-Antibiotika-Rückstände enthält oder nicht. Aus analytischer Sicht erscheint die 

Subtraktion der ∆ Response-Werte der Matrix-Kontroll-Probe zweckmäßiger, da mit dieser 

Methode, die unspezifischen Wechselwirkungen mit der Flusszelle bestimmt werden, die 

auch für die Beurteilung der zu beurteilenden Proben verwendet wird. Hier liegt ein Vorteil 

des in dieser Arbeit entwickelten SPR-Biosensor-Assays. Für jede einzelne Probe kann auch 

der individuelle Grad an Matrixinterferenzen ermittelt werden.  

 
6.4.7 Simulierte Feldstudie 

Die bisher gewählte Versuchsanordnung, bei der sämtliche Proben als Blank und nach Do-

tierung untersucht werden können, wird bei der Analyse von Feld-Proben so nicht vorkom-

men, da Feld-Proben entweder Rückstands-positiv oder Rückstands-negativ sind. Daher 

wurden in einer ersten modellhaften Evaluierung die zwanzig individuellen Rohmilch-Proben 

nicht komplett als Blank oder dotierte Probe analysiert, sonder sechs Proben als Blank, sie-

ben als Rückstands-negative Proben und sieben nach Dotierung mit Benzylpenicillin in einer 

Konzentration, die dem MRL-Wert entspricht (4 ng/ml), als Rückstands-positive Proben. Für 

jede Probe wurde jedoch der Matrix-Kontroll-Wert ohne DIG-AMPI und PBP 2x* bestimmt. 

Die Auswahl der einzelnen Proben erfolgte zufallsorientiert.  

Bei der Auswertung der Messdaten wurde der ∆ Response-Wert der Matrix-Kontroll-Probe 

vom ∆ Response-Wert der Probe mit PBP 2x* und DIG-AMPI abgezogen. Der Mittelwert der 

∆ Response-Werte der Blank-Proben betrug 154 ± 15 RU (n = 6). Die einzelnen 

∆ Response-Werte der vermeintlich Rückstands-positiven und -negativen Proben wurden mit 

dem Mittelwert der Blank-Proben abzüglich der dreifachen Standardabweichung (Unter-

scheidungsgrenze) verglichen (Abbildung 59). Proben deren ∆ Response-Wert kleiner als die 

Unterscheidungsgrenze war, wurden als Rückstands-positiv beurteilt und Proben deren Wert 

größer als die Unterscheidungsgrenze war, als Rückstands-negativ. Abbildung 59 zeigt, dass 

alle sieben Proben ohne β-Lactam-Antibiotika als Rückstands-negativ beurteilt werden konn-

ten und alle Proben mit Benzylpenicillin als Rückstands-positiv. Die Mittelwerte der 
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∆ Response-Werte der Rückstands-negativen Proben betrugen 148 ± 14 RU (n = 7) und die 

der Rückstands-positiven Proben 61 ± 5 RU (n = 7). Die Variationskoeffizienten lagen bei 

den Rückstands-positiven, Rückstands-negativen und Blank-Proben im Bereich von 

9 bis 11 % und zeigen, dass die individuellen Rohmilch-Proben sich in ihren Matrixinterfe-

renzen stärker unterscheiden als die gepoolten Rohmilch-Proben. Die Nachweisgrenze für 

Benzylpenicillin aus diesem Experiment wurde mit 2 ng/ml ermittelt, indem der 

∆ Response-Wert für den Mittelwert der Blanks abzüglich der 3-fachen Standardabweichung 

(Blank – 3 SD) mit der Kalibrierkurve von Benzylpenicillin in HBSEP-Puffer verglichen wurde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 59: SPR-Biosensor-Analyse der individuellen Rohmilch-Proben nach Erhitzung und 
Zugabe von Carboxymethyldextran. Erläuterungen siehe Text. 

Die Unterscheidung zwischen Proben mit und ohne β-Lactam-Antibiotika-Rückstände basiert 

auf signifikanten Unterschieden zwischen den  ∆ Response-Werten von Rück-

stands-positiven und Blank-Proben. Ein positiver Befund besagt jedoch nur, dass in der ana-

lysierten Probe β-Lactam-Antibiotika vorhanden sind. In Proben mit unbekanntem Rück-

standsgehalt können einzelne β-Lactam-Antibiotika nicht identifiziert und quantifiziert wer-

den. Positive Befunde müssen durch geeignete Bestätigungsverfahren nachuntersucht wer-

den, z.B. mit dem von Becker et al.198 beschriebenen HPLC/MS-MS-Verfahren, mit welchem 

7 Penicilline und 8 Cephalosporine identifiziert und quantifiziert werden können. 

Die Analyse der individuellen Rohmilch-Proben einzelner Kühe bestätigte die Erfahrung, 

dass die unspezifische Bindung von Matrix-Bestandteilen an den Sensor-Chip ein kritischer 

Faktor ist, der die Nachweisgrenze eines SPR-Biosensor-Assays beeinträchtigen oder die 

Analyse unmöglich machen kann. Die unspezifische Bindung von Matrix-Bestandteilen an 
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den Sensor-Chip konnte durch eine Hitze-Behandlung und die Zugabe von löslichem Carbo-

xymethyldextran auf ein konstantes und niedriges Level reduziert werden, so dass auch in 

den individuellen Rohmilch-Proben Benzylpenicillin an dem festgesetzten MRL-Wert nach-

gewiesen werden konnte mit einer Nachweisgrenze für Benzylpenicillin von 2 ng/ml. In den 

gepoolten Rohmilch-Proben konnten Benzylpenicillin, Ampicillin, Amoxicillin, Cloxacillin, 

Cephalexin und Cefoperazon unterhalb der Konzentrationen, die dem jeweiligen MRL-Wert 

entsprechen, nachgewiesen werden. Da die Analysen jedoch mit einer limitierten Anzahl an 

Rohmilch-Proben durchgeführt worden sind und die modellhafte Feldstudie nur mit Benzyl-

penicillin durchgeführt wurde, sind für eine abschließende Evaluierung und Validierung wei-

tere Analysen mit einer größeren Anzahl an Rohmilch-Proben unterschiedlicher Herkunft 

notwendig. Damit das Verfahren in der Routineanalytik eingesetzt werden kann, müssen des 

Weiteren SPR-Biosensor-Analysen mit sämtlichen veterinärmedizinisch genutzten 

β-Lactam-Antibiotika durchgeführt werden. Die Entwicklung eines vollständig routinetaugli-

chen und validierten Assays lag jedoch außerhalb des Rahmens dieser Arbeit.  

 

Einen Einfluss auf die Nachweisgrenze für ein bestimmtes β-Lactam-Antibiotikum haben 

nicht nur Matrix-Interferenzen sondern auch die Affinität des PBP 2x* gegenüber einem be-

stimmten Penicillin oder Cephalosporin. Das in dieser Arbeit eingesetzte PBP 2x* besitzt, auf 

der Basis der publizierten k2/K-Werte, die geringste Affinität gegenüber Cephalexin, so dass 

eine Abnahme der ∆ Response-Werte erst bei großen Konzentrationen beobachtet wurde. 

Darüber hinaus war im Konzentrationsbereich der MRL-Werte der Unterschied zu den 

Blank-Proben weniger ausgeprägt als z.B. bei Benzylpenicillin. Dies hat zur Folge, dass bei 

hohen Matrixinterferenzen die Nachweisgrenze für Cephalexin über dem festgesetzten 

MRL-Wert liegen kann. Für die weitere Entwicklung zu einem wirklichen Grup-

pen-spezifischen Screening-Assay für β-Lactam-Antibiotika sollte eine weitere Optimierung 

insbesondere mit diesem Cephalosporin erfolgen. Wenn Cephalexin eindeutig am MRL-Wert 

nachgewiesen kann, so können die anderen β-Lactam-Antibiotika aufgrund der größeren 

k2/K-Werte ebenfalls deutlich von den Blank-Proben unterschieden werden.  

 
6.4.8 Stabilität des Sensor-Chips 

Nach ca. 250 Analysen mit den individuellen Rohmilch-Proben wurden erneut Digoxige-

nin-spezifische Antikörper in einer bis zu diesem Zeitpunkt nicht verwendeten Flusszelle im-

mobilisiert. Beide Flusszellen wurden für weitere 250 Analysen der individuellen Roh-

milch-Proben verwendet. Obwohl mit den frisch-immobilisierten Antikörpern um den Faktor 

1,5 höhere ∆ Response-Werte gemessen wurden, lieferten beide Flusszellen vergleichbare 

und auswertbare Ergebnisse. Eine Flusszelle konnte daher für mindestens 500 Analysen 

verwendet werden. Dies ist ein für die Routine-Analytik ausreichender Wert.      
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7 Schlussbetrachtung und Ausblick 
Mit der vorliegenden Arbeit wurde der Grundstein für die Entwicklung eines schnellen und 

sensitiven Screening-Assays für β-Lactam-Antibiotika-Rückstände in Milch gelegt, der für die 

Routine-Analytik geeignet ist. Als β-Lactam-Antibiotika-spezifisches Rezeptorprotein wurde 

ein Penicillin-bindendes Protein (PBP), das PBP 2x* aus Streptococcus pneumoniae, ver-

wendet. Daher ist der Test spezifisch für Penicilline und Cephalosporine mit intaktem 

β-Lactam-Ring. 

 

Im Hinblick auf die natürliche Schwankungsbreite der Zusammensetzung von Rohmilch und 

der damit einhergehenden Matrixinterferenzen sollte während der Analyse von Feld-Proben 

eine ausreichende Anzahl an definierten Rohmilch-Blank-Proben und dotierten Roh-

milch-Proben analysiert werden. Mit einer derartigen Matrix-Kalibrierung können die mit der 

natürlichen Schwankungsbreite der Zusammensetzung einhergehenden Matrixinterferenzen 

berücksichtigt werden.  

 

Diese Arbeit ist zudem ein Beispiel für die Flexibilität von SPR-Biosensoren bei bioanalyti-

schen Fragestellungen. Durch die Verwendung eines bifunktionellen Moleküls, das nach 

zwei verschiedenen Mechanismen erkannt wird, konnte das Problem der kovalenten Bin-

dung zwischen Rezeptor (PBP) und Ligand (β-Lactam-Antibiotikum) umgangen werden und 

die biomolekulare Interaktionsanalyse in Form einer einfachen Antigen/Antikörper-Reaktion 

durchgeführt werden. Für andere Antibiotika können direkte oder kompetitive Assays mit  

entsprechenden Rezeptoren, wie an Resistenzmechanismen beteiligten Proteinen, Riboso-

men, DNA-Gyrasen und anderen Target-Proteinen, entwickelt werden, wenn Rezeptor und 

Antibiotikum keine kovalente Bindung bilden.  

Insbesondere für das Screening auf chemisch sehr heterogene Gruppen von Tierarzneimit-

teln, für welche die Gewinnung Gruppen-spezifischer Antikörper problematisch ist, könnten 

Target-Proteine oder Resistenz-Proteine eine Alternative zu Antikörpern sein. 

 

Die Empfindlichkeit des Assays könnte durch die Injektion eines PBP 2x*-spezifischen Anti-

körpers nach der Injektion der Proben- oder Standard-Lösung gesteigert werden. Die 

PBP 2x*-Antikörper würden an die von den immobilisierten Digoxigenin-spezifischen Anti-

körpern festgehaltenen PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugaten binden und aufgrund der damit ein-

hergehenden Zunahme des Molekulargewichtes, zu einer Erhöhung des Responses führen. 

Neben der Steigerung der Empfindlichkeit würde die Injektion eines PBP 2x*-spezifischen 

Antikörpers auch die Selektivität des Verfahrens verbessern. Der Nachweis der 

PBP 2x/DIG-AMPI-Konjugate würde, vergleichbar mit einem Sandwich-ELISA, auf zwei im-

munchemischen Reaktionen basieren, wobei jeder Antikörper ein anderes Epitop erkennt.   
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Für den Nachweis von β-Lactam-Antibiotika in Milch ist eine Vielzahl von Screening-Tests 

kommerziell erhältlich, die sowohl im Labor als auch auf Erzeugerebene durchgeführt wer-

den können. Diese Tests sind mit wenigen Handgriffen durchzuführen und ausreichend sen-

sitiv, um Penicilline und Cephalosporine spezifisch im Konzentrationsbereich der festgeleg-

ten MRL-Werte zu erfassen. Ein limitierender Faktor ist die geringe Anzahl an parallel analy-

sierbarer Proben, da die einzelnen Untersuchungsergebnisse zu definierten Zeiten, in der 

Regel nach fünf bis zehn Minuten, visuell abgelesen werden müssen. Für größere Probense-

rien eignen sich Tests wie ELISA, die in 96-Loch-Mikrotiterplatten in etwa zwei bis drei Stun-

den durchgeführt werden können. Screening-Tests im Mikrotiterplattenformat sind jedoch für 

β-Lactam-Antibiotika kommerziell nicht erhältlich. Die Tatsache, dass die große Mehrzahl der 

β-Lactam-Antibiotika-spezifischen Screening-Tests nur für die Matrix Milch entwickelt wurde, 

stellt für die Routine-Analytik ebenfalls einen limitierenden Faktor dar. Für die Untersuchung 

von z.B. Fleisch sind diese Tests überwiegend ungeeignet. Obwohl die β-Lactam-Antibiotika 

auf dem Gebiet der Rückstandsanalytik sicherlich zu den bestuntersuchten Tierarzneimitteln 

gehören, besteht noch weiterer Forschungsbedarf, für ein Gruppen-spezifisches Screening 

in anderen Lebensmittelmatrices außer Milch. 

 

Der Einsatz von Biosensoren kann als eine weitere Stufe in der Entwicklung von Scree-

ning-Verfahren betrachtet werden. Insbesondere SPR-Biosensoren besitzen den Vorteil, 

dass Analysen vollautomatisiert durchgeführt und Rezeptor/Ligand-Wechselwirkungen in 

Echtzeit verfolgt werden können. Geräte mit mehreren Flusszellen, die unterschiedlich belegt 

sind und in Reihe verwendet werden können, erlauben, dass ein Lebensmittel auf mehrere 

Substanzen in einem Lauf untersucht werden kann. Die Analysenzeit pro Probe liegt bei Ge-

räten, die nicht für high-throughput Messungen ausgelegt sind, in der Größenordnung von 

fünf bis zehn Minuten, so dass die Gesamtanalysenzeit für eine in einer Mikrotiterplatte vor-

gelegten Probenserie acht bis 16 Stunden dauert. Zwar kann mit einem ELISA dieselbe An-

zahl an Proben innerhalb von drei Stunden analysiert werden, dennoch ist ein Probendurch-

satz von ca. 100 Proben pro Tag speziell im Vergleich zu chemisch-physikalischen Analy-

senverfahren äußerst leistungsfähig. Weiterhin besitzen Ergebnisse aus 

SPR-Biosensor-Assays im Vergleich zu herkömmlichen Screening-Verfahren (z.B. ELISA) 

eine größere Präzision. Diese Eigenschaften machen SPR-Biosensoren für die Routineana-

lytik besonders interessant. 

 

Um zu verhindern, dass Antibiotika-Rückstände in die Nahrungskette gelangen, sollten 

Rückstandsuntersuchungen bereits auf dem Schlachthof durchgeführt werden. Die Untersu-

chungen sollten nicht nur punktuell erfolgen, sondern möglichst alle Tiere erfassen. Automa-

tisierte Analysenverfahren, die z.B. mit SPR-Biosensoren durchgeführt werden, sind diesen 
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hohen Anforderungen am ehesten gewachsen. Die Analyse vor Ort würde den Zeitaufwand 

für den Transport ins Labor eliminieren, so dass Befunde schneller verfügbar wären. Erste 

Machbarkeitsstudien haben gezeigt, dass es technisch möglich ist, SPR-Biosensoren direkt 

im Schlachthof einzusetzen273,274.  

 

In einem EU-Projekt wurde ein Prototyp eines high-throughput SPR-Biosensors mit acht pa-

rallelen Flusszellen und einer Injektionsnadel pro Flusszelle zum Nachweis von Tierarznei-

mittelrückständen getestet274. Mit diesem Prototyp konnte entweder ein Analyt in acht ver-

schiedenen Proben bestimmt werden oder acht Analyten in einer Probe. Dieser Prototyp 

verkürzte die Analysen-Zeit für 96 Proben in einer Mikrotiterplatte vorgelegt von 540 Minuten 

(mit einem „herkömmlichen“ vollautomatisierten Biosensor) auf 50 Minuten. Erst mit einem 

solchen Probendurchsatz können SPR-Biosensoren in die Routineanalytik Eingang finden, 

wenn z.B. eine lückenlose Rückstandskontrolle im Schlachthof stattfinden soll.   

 

Eine auch für die Tierarzneimittel-Rückstandsanalytik interessante neuere Entwicklung ist die 

Kombination der biomolekularen Interaktionsanalyse mit der Massenspektrometrie 

(BIA/MS)275. Mittels BIA/MS könnten positive Screening-Befunde unmittelbar nach der 

Screening-Analyse bestätigt werden. Vorraussetzung hierfür ist, dass die biomolekulare In-

teraktionsanalyse in Form eines direkten Assays durchgeführt wird, da die gebunden Rück-

stände für die massenspektrometrische Detektion vom Sensor-Chip wiedergewonnen wer-

den müssen.  
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8 Zusammenfassung 
In dieser Arbeit wurde ein Screening-Test mit einem Oberflächen-Plasmon-Resonanz-Bio-

sensor (SPR-Biosensor) entwickelt, um β-Lactam-Antibiotika-Rückstände in Milch nachzu-

weisen. Als biomolekulare Erkennungspartner für Penicilline und Cephalosporine wurden 

Penicillin-bindende Proteine (PBP) eingesetzt. PBP sind das Target der β-Lactam-Antibiotika 

im bakteriellen Stoffwechsel. Sie binden spezifisch Penicilline und andere 

β-Lactam-Antibiotika, wobei die β-Lactam-Antibiotika kovalent an das aktive Zentrum der 

PBP binden und PBP/β-Lactam-Konjugate entstehen. Der Screening-Test basiert auf der 

Bindung eines Markermolekül-markierten Ampicillin-Derivates an ein PBP. Die 

PBP/Ampicillin-Konjugate werden durch eine SPR-Biosensor-Analyse mit Markermole-

kül-spezifischen Antikörpern nachgewiesen. 

 

Verschiedene PBP, markierte Ampicillin-Derivate und Markermolekül-spezifische Antikörper 

wurden untersucht, um β-Lactam-Antibiotika-Rückstände im Konzentrationsbereich der in-

nerhalb der EU festgelegten Rückstandshöchstmengen (MRL-Werte) nachzuweisen. PBP 

wurden zum einem aus den solubilisierten Membranproteinen von Streptococcus thermophi-

lus und Bacillus stearothermophilus mittels Ampicillin-Affinitätschromatographie isoliert. Zum 

anderen wurde ein lösliches PBP 2x-Derivat aus Streptococcus pneumoniae (PBP 2x*) als 

rekombinantes Protein in Escherichia coli überexpremiert. Aufgrund der höheren Affinitäten 

gegenüber β-Lactam-Antibiotika wurde das PBP 2x* als biomolekularer Erkennungspartner 

für die SPR-Biosensor-Analysen eingesetzt.  

 

Ampicillin (AMPI) wurde mit Digoxigenin- (DIG), 2,4-Dinitrophenyl- (DNP) und Fluores-

cein-Derivaten (FLU) markiert. Als Markermolekül-spezifische Antikörper wurden verschie-

dene polyklonale und monoklonale DIG-, DNP- und FLU-spezifische Antikörper untersucht. 

Von den PBP 2x*/Ampicillin-Konjugaten konnte durch die SPR-Biosensor-Analyse nur das 

PBP 2x*-Konjugat mit DIG-markiertem Ampicillin (DIG-AMPI) und einem monoklonalen 

DIG-spezifischen Antikörper mit ausreichender Sensitivität und Reproduzierbarkeit bestimmt 

werden. 

 

Milch-Proben wurden in einem ersten Reaktionsschritt mit einer definierten Menge PBP 2x* 

versetzt. Anschließend wurde DIG-AMPI zugegeben, ein bifunktionelles Molekül, das sowohl 

von PBP 2x* als auch von DIG-spezifischen Antikörpern gebunden wird. Der Reaktionsan-

satz mit PBP 2x* und DIG-AMPI wurde mittels SPR-Biosensor analysiert, wobei auf dem 

Sensor-Chip die DIG-spezifischen Antikörper immobilisiert waren. In Rückstands-negativen 

Proben haben die PBP 2x*-Moleküle ausschließlich DIG-AMPI-Moleküle gebunden und die 

entstandenen PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugate (Molekulargewicht > 78 kDa) wurden in der 
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SPR-Biosensor-Analyse über den DIG-Marker von den immobilisierten Antikörpern gebun-

den. In Rückstands-positiven Proben haben die PBP 2x*-Moleküle in dem ersten Reaktions-

schritt die vorhandenen β-Lactam-Antibiotika-Rückstände gebunden, so dass für die 

DIG-AMPI-Moleküle weniger PBP 2x*-Moleküle zur Verfügung standen und nach dem zwei-

ten Reaktionsschritt überschüssige DIG-AMPI-Moleküle (Molekulargewicht < 1 kDa) vorhan-

den waren. Deshalb haben die immobilisierten DIG-spezifischen Antikörper in der SPR Bio-

sensor-Analyse Rückstands-positiver Proben mehr freie DIG-AMPI-Moleküle als 

PBP 2x*/DIG-AMPI-Konjugate gebunden.  

Da die Signalhöhe in einer SPR-Biosensor-Analyse von dem Molekulargewicht der gebun-

denen Moleküle abhängig ist, lieferten die Rückstands-negativen Proben ein größeres De-

tektorsignal als die Rückstands-positiven Proben.  

 

Benzylpenicillin, Ampicillin, Amoxicillin, Cloxacillin, Cephalexin und Cefoperazon konnten mit 

diesen Reagenzien (PBP 2x*, DIG-AMPI und monoklonaler DIG-spezifischer Antikörper) in 

entfetteter Vollmilch und Rohmilch unterhalb der für diese β-Lactam-Antibiotika festgesetzten 

Rückstandshöchstmengen nachgewiesen werden. Die Analyse von individuellen Roh-

milch-Proben von 20 Kühen bestätigte die Erfahrung, dass die unspezifische Bindung von 

Matrix-Komponenten an den Sensor-Chip ein kritischer Faktor ist, der die Nachweisgrenze 

eines SPR-Biosensor-Assays erhöhen kann. Die Matrixinterferenzen konnten durch eine 

Hitze-Behandlung und die Zugabe von Carboxymethyldextran zu den analysierenden Proben 

auf ein konstantes und niedriges Niveau reduziert werden. Mit dieser Probenvorbereitung 

konnte Benzylpenicillin auch in den individuellen Rohmilch-Proben an der festgesetzten 

Rückstandshöchstmenge nachgewiesen werden. 
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9 Arbeitsvorschriften 
9.1 Partielle Aufreinigung der DD-Carboxypeptidasen 

PBP wurden mit einigen Modifikationen in Anlehnung an Blumberg und Strominger276 mittels 

Penicillin-Affinitätschromatographie aus den Membranen Gram-positiver Bakterien isoliert.  

 

Materialien und Geräte 

Brutschrank (Typ BK 5060 E, Heraeus, Hanau) 

French Pressure Cell Press (American Instrument Company, Silver Spring, Maryland, USA) 

2-Liter-Schikanen-Kolben (Roth, Karlsruhe) 

Impföse (Roth, Karlsruhe) 

Ultrazentrifuge (Beckman Coulter, Typ L7-55, Krefeld) 

HiTrap-NHS-Säulen (Amersham Biosciences, Freiburg) 

Einwegspritzen 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml (Roth, Karlsruhe) 

Dialyseschlauch, Ausschlussgröße 12-14 kDa (Medicell International, USA) 

Zentrifugen-Filtereinheiten (Centriprep 10, Millipore, Schwalbach) 

 

Reagenzien 

Triton X-100 (Sigma, Taufkirchen) 

Ethylendiamintetraessigsäure-Dinatriumsalz (EDTA) (Sigma, Taufkirchen) 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Fluka, Taufkirchen) 

Hydroxylamin (Fluka, Taufkirchen) 

Di-Natriumhydrogenphosphat (Roth, Karlsruhe) 

Kaliumdihydrogenphosphat (Roth, Karlsruhe) 

Natriumchlorid (Fluka, Taufkirchen) 

Salzsäure (Roth, Karlsruhe) 

Reinstwasser (Reinstwasseranlage Milli Q, Millipore, Eschborn) 

Deoxyribonuclease (DNase) (Sigma, Taufkirchen) 

Ribonuclease (RNase) (Fluka, Taufkirchen) 

 

Bakterienstämme 

DD-Carboxypeptidasen wurden aus Streptococcus thermophilus DS 224 (DSM Food Special-

ties, Dortmund) und Bacillus stearothermophilus DSM 3299 (DSMZ, Braunschweig) isoliert.  
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Nährmedien 

Nutrient-Agar mit 10 mg/l MnSO4 x H2O:  

 

 

 

 

 

 

 

2xNutrient-Broth: 

  

Pepton aus Fleisch 10 g 

Fleischextrakt 6 g 

Wasser 1 l 

 

M17-Broth (Oxoid, Wesel):  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M17-Broth mit 1 % Lactose:  

37,25 g M 17-Broth wurden in 950 ml Wasser gelöst und wie unten beschrieben autoklaviert. 

Nach Abkühlung auf 50 °C wurden 50 ml einer separat autoklavierten 20 %-igen Lactoselö-

sung zugegeben. 

 

Alle verwendeten Nährmedien wurden 16 Minuten bei 121 °C und 1,2 bar autoklaviert.  

 

Stammhaltung  

Streptococcus thermophilus wurde in M17-Broth mit 1 % Lactose bei 42 °C im Brutschrank 

ohne Belüftung kultiviert. Zur Herstellung von Dauerkulturen wurden 0,7 ml einer stationären 

Kultur mit 0,3 ml Glycerin vermischt und bei -80 °C gelagert.  

 

Pepton aus Fleisch (Roth, Karlsruhe) 5 g

Fleischextrakt (Roth, Karlsruhe) 3 g

MnSO4 x H2O (Fluka, Taufkirchen) 0,01 g

Agar (Roth, Karlsruhe) 15 g

Wasser 1 l

 

Trypton 5 g

Sojapepton 5 g

Lab-Lemco powder 5 g

Ascorbinsäure 0,5 g

Dinatriumglycerophosphat 19 g

Magnesiumsulfat 0,25

Hefeextrakt 2,5 g

pH 6,9 ± 0,2 
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Bacillus stearothermophilus wurde in 2xNutrient-Broth bei 60 °C im Schüttelwasserbad bei 

250 rpm in Schikanenkolben kultiviert. Als Inoculum wurde eine Sporensuspension, die zuvor 

10 Minuten in kochendem Wasser aktiviert wurde, verwendet. Zur Herstellung der Sporen-

suspension wurde Bacillus stearothermophilus drei Tage auf Schrägagarröhrchen 

(Nutrient-Agar mit 10 mg/ml MnSO4 x H2O) bei 55 °C im Trockenschrank kultiviert. Die Kolo-

nien wurden mit sterilem Wasser abgeschwemmt und anschließend dreimal mit sterilem 

Wasser gewaschen. Die wässrige Sporensuspension wurde bei 4 °C gelagert. 

 

Isolierung der Membran-Fraktion und Solubilisierung der Membranproteine 

Acht Liter M 17-Broth mit 1 % Lactose wurden mit 800 ml einer über Nacht angezogenen 

Vorkultur von Streptococcus thermophilus angeimpft. Die Zellen wurden bis zum Ende der 

exponentiellen Wachstumsphase (OD600 0,8 - 1,0) inkubiert und anschließend durch Zentri-

fugation (20 Minuten, 6.000 x g) sedimentiert. Die sedimentierten Zellen wurden einmal mit 

eiskaltem PBS (10 mM Na2HPO4, 3 mM K2HPO4, 116 mM NaCl; pH 7,2) gewaschen und 

durch Zentrifugation (20 Minuten, 6.000 x g) gesammelt. Die Zellen wurden in 35 ml eiskal-

tem PBS suspendiert und über Nacht bei -20 °C gelagert. Nach dem Auftauen wurde die 

Suspension mit PMSF* (Endkonzentration 1 mM), EDTA (Endkonzentration 1 mM) und eini-

gen Kristallen DNase und RNase versetzt. Anschließend wurden die Zellen durch vier 

French Press-Zyklen bei 18.000 psi aufgeschlossen und danach 30 Minuten auf Eis gestellt. 

Nicht aufgeschlossene Zellen sowie die Debris-Fraktion wurden durch Zentrifugation 

(30 Minuten, 6.000 x g bzw. 20 Minuten 19.000 x g) abgetrennt. Die Membran-Fraktion wur-

de durch Ultrazentrifugation (1 h, 100.000 x g) sedimentiert.  

Das erhaltene Membran-Pellet wurde in 15 ml PBS suspendiert und die Membranproteine 

über Nacht durch Zugabe von 2 % (w/v) Triton X-100 in 50 mM Phosphatpuffer pH 7,2 mit 

500 mM NaCl solubilisiert. Das Verhältnis von Protein zu Detergenz betrug 1:5 (w/w).  

 

Zur Isolierung der solubilisierten Membranproteine aus Bacillus stearothermophilus wurden 

Zellen, die in 1,5 l 2xNutrient-Broth bis zum Ende der exponentiellen Wachstumsphase 

(OD600 0,8 - 1,0) kultiviert wurden, eingesetzt. Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie in die-

sem Abschnitt beschrieben. 

 

Ampicillin-Affinitätschromatographie 

Die Ampicillin-Affinitätschromatographie wurde in Anlehnung an Nicholas et al.277 durchge-

führt. Ampicillin wurde über dessen Aminogruppe an NHS-aktivierte Sepharose (HiTrap 

NHS-Säulen, Säulenvolumen 1 ml) nach Herstellerangaben (Amersham Biosciences) ge-

bunden. Sämtliche Lösungen wurden mit 2 ml oder 10 ml Einwegspritzen mit einer maxima-

                                              
* Da PMSF hydrolyseempfindlich ist, wurde die Stammlösung (100 mM) in DMSO angesetzt. 
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len Geschwindigkeit von 0,5 Tropfen/sec durch die Säule gedrückt. Abschließend wurde die 

Säule mit acht Säulenvolumina Waschpuffer (50 mM Phosphatpuffer pH 7,2 mit 1 M NaCl 

und 0,1 % Triton X-100) konditioniert. 

Die solubilisierten Membranproteine wurden vor der Affinitätschromatographie mittels 

Centriprep 10 auf ein Volumen von ca. 9 ml aufkonzentriert und in 1 ml-Portionen auf die 

Säule gegeben. Nach jedem ml wurde der Fluss gestoppt und die Säule 10 Minuten bei 

Raumtemperatur stehen gelassen. Nach Aufgabe des gesamten Volumens wurde die Säule 

mit sechs Säulenvolumina Waschpuffer gespült, um am Säulenmaterial unspezifisch adsor-

bierte Proteine zu entfernen. Die PBP wurden mit 1 ml Elutionspuffer (0,8 M neutralisiertes 

Hydroxylamin, 0,5 M NaCl und 1 % Triton X-100 in 50 mM Phosphatpuffer pH 7,2) eluiert. 

Die Säule wurde nach Aufgabe des Elutionspuffers 30 Minuten bei Raumtemperatur inku-

biert, um die PBP/Ampicilloyl-Konjugate zu spalten. Die Elution wurde zweimal wiederholt. 

Zuletzt wurde die Säule mit 1 ml Waschpuffer gewaschen. Die Eluate und die Waschfraktion 

wurden gepoolt und über Nacht gegen fünf Liter PBS mit 0,1 % Triton X-100 dialysiert.  

 

9.1.1 DD-Carboxypeptidase-Aktivitäts-Assays 

Die DD-Carboxypeptidase-Aktivität wurde in Anlehnung an Granier et al.278 bestimmt. Anstel-

le von 2,2´-Azinodi(3-ethylbenzthiazolinsulfonat) (ABTS) wurde Tetramethylbenzidin (TMB) 

als chromogenes Substrat für die Meerrettichperoxidase eingesetzt (TMB-Assay). Daneben 

wurde der Assay nicht in Küvetten durchgeführt, sondern auf Mikrotiterplatten übertragen.  

Alternativ wurde die DD-Carboxypeptidase-Aktivität nach Gutheil et al.250 mit Amplex-Red als 

fluoreszierendes Meerrettichperoxidase-Substrat (Amplex-Red-Assay) bestimmt. Abwei-

chend von der Originalvorschrift wurde der Assay nicht in Mikrotiterplatten sondern in Mikro-

küvetten (500 µl) durchgeführt. 

 

TMB-Assay 
Materialien und Geräte 

96-Loch-Mikrotiterplatten (Roth, Karlsruhe) 

Mikrotiterplattenreader (Bio Rad Model 680, Bio Rad, München) 

 

Reagenzien 

Citronensäure-Monohydrat (Fluka, Taufkirchen) 

Kaliumhydroxid (Fluka, Taufkirchen) 

Benzylpenicillin, Kaliumsalz (Fluka, Taufkirchen) 

Cloxacillin, Natriumsalz (Fluka, Taufkirchen) 

D-Aminosäureoxidase, Suspension 5 mg Protein pro ml Ammoniumsulfat-Lösung (Sigma, 

Taufkirchen) 
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Flavinadenindinucleotid (FAD) (Fluka, Taufkirchen) 

Meerrettichperoxidase (HRP), Typ VI A (Sigma, Taufkirchen)   

Wasserstoffperoxid 30 % (Fluka, Taufkirchen) 

Schwefelsäure (Roth, Karlsruhe) 

Tetramethylbenzidin (TMB) (Sigma, Taufkirchen) 

D-Alanin (Sigma, Taufkirchen) 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (Serva, Heidelberg) 

Nα,Nε(Acetyl)2-L-Lys-D-Ala-D-Ala (Ac2-KAA) (Bachem, Heidelberg) 

Nα(Acetyl)-L-Lys-D-Ala-D-Ala (Ac-KAA) (Bachem, Heidelberg) 

 

Lösungen 

HRP: 250 µg/ml in Reinstwasser 

FAD: 100 µg/ml in 100 mM TRIS-HCl pH 8,0 

TMB: 50 mg in 10 ml (Aceton/Methanol) (1/9; v/v) 

PBS: 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, pH 7,3 

0,21 mol/l Citratpuffer pH 4,0:  

4,4 g Citronensäuremonohydrat  

30 ml 1 M KOH 

70 ml Reinstwasser 

H2O2-Assay-Lösung:  

Citratpuffer : TMB : HRP, 100 : 1 : 1 (v/v/v) 

Enzym-Coenzym-Lösung:  

FAD : D-Aminosäureoxidase, 30 : 1 (v/v) 

Ac2-KAA oder Ac-KAA: 12 mg/ml in PBS 

D-Alanin-Standardlösungen: 80 µg/ml, 40 µg/ml, 20 µg/ml, 10 µg/ml und 5 µg/ml in PBS 

2 M Schwefelsäure 

Benzylpenicillin, Kaliumsalz: 200 ng/ml, 100 ng/ml, 50 ng/ml, 25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 6,3 ng/ml 

und 3,1 ng/ml  in PBS  

 

Assay-Durchführung 

Der DD-Carboxypeptidase-Aktivitäts-Assay wurde in 96-Loch-Mikrotiterplatten bei 37 °C ent-

sprechend den unten aufgeführten Pipettierschemata durchgeführt. Zur Kontrolle, ob die 

Bestimmung im linearen Bereich war, wurden D-Alanin-Standardlösungen vermessen. 

Nachdem die enzymatischen Reaktionen durch Schwefelsäure gestoppt wurden, wurden die 

Extinktionen mit dem Mikrotiterplattenreader bei 450 nm gemessen.  
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DD-Carboxypeptidase-Aktivität: 

Volumen [µµµµl] Lösung Inkubationszeit [Minuten] 

40 

10 

PBS 

DD-Carboxypeptidase 

 

15 

10 Ac2-KAA 30 

10 Enzym-Coenzym-Lösung 10 

80 H2O2-Assay-Lösung 10 

50 2 M H2SO4 2 

 

 

 

Verbleibende DD-Carboxypeptidase-Aktivität nach Inhibierung: 

Volumen [µµµµl] Lösung Inkubationszeit [Minuten] 

40 

10 
β-Lactam-Antibiotikum  

DD-Carboxypeptidase 

 

15 

10 Ac2-KAA 30 

10 Enzym-Coenzym-Lösung 10 

80 H2O2-Assay-Lösung 10 

50 2 M H2SO4 2 

  

 

Reagenzien-Leerwert: 

Volumen [µµµµl] Lösung Inkubationszeit [Minuten] 

40 

10 

PBS  

DD-Carboxypeptidase 

 

15 

10 PBS 30 

10 Enzym-Coenzym-Lösung 10 

80 H2O2-Assay-Lösung 10 

50 2 M H2SO4 2 
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D-Alanin-Standardlösungen: 

Volumen [µµµµl] Lösung Inkubationszeit [Minuten] 

 

50 

 

D-Alanin 
 

15 

10 PBS 30 

10 Enzym-Coenzym-Lösung 10 

80 H2O2-Assay-Lösung 10 

50 2 M H2SO4 2 

 

 

Amplex-Red-Assay 
Materialien und Geräte 

1 cm Fluoreszenz-Mikroküvetten (500 µl) (Hellma, Müllheim/Baden) 

Fluorimeter (Typ SFM 25, Kontron, Zürich) 

Reaktionsgefäße aus Polypropylen, 1,5 ml (Roth, Karlsruhe) 

 

Reagenzien 

Amplex-Red (Mobitec, Göttingen) 

Flavinadenindinucleotid (FAD) (Fluka, Taufkirchen) 

D-Aminosäureoxidase, Suspension 5 mg Protein pro ml Ammoniumsulfat-Lösung und 

15 U pro mg Protein (Sigma, Taufkirchen) 

Meerrettichperoxidase (HRP), Typ X, 5 mg Protein pro ml, 15 U pro mg Protein  (Sigma, 

Taufkirchen) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Fluka, Taufkirchen) 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (Serva, Heidelberg) 

Benzylpenicillin, Kaliumsalz (Fluka, Taufkirchen) 

Cloxacillin, Kaliumsalz (Fluka, Taufkirchen) 

Nα,Nε(Acetyl)2-L-Lys-D-Ala-D-Ala (Ac2-KAA) (Bachem, Heidelberg) 

D-Alanin (Sigma, Taufkirchen) 

 

Lösungen 

Amplex-Red: 5 mg/ml in DMSO 

Ac2-KAA: 12 mg/ml 

FAD: 200 µg/ml in 100 mM TRIS-HCl pH 8,0 

Benzylpenicillin-Stopplösung: 100 µg/ml in PBS 
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Benzylpenicillin-Standardlösungen: 200 ng/ml, 100 ng/ml, 50 ng/ml, 25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 

6,3 ng/ml und 3,1 ng/ml in PBS 

D-Alanin-Standardlösungen: 535 ng/ml, 446 ng/ml, 356 ng/ml, 267 ng/ml, 179 ng/ml, 

89 ng/ml und 45 ng/ml in PBS 

D-Alanin-Detektionsreagenz: 

10 µl Amplex-Red 

100 µl FAD 

20 µl D-Aminosäureoxidase 

10 µl HRP 

200 µl Benzylpenicillin-Stopplösung 

ad 10 ml mit 100 mM TRIS-HCl pH 8,5 

 

Assay-Durchführung 

Der DD-Carboxypeptidase-Aktivitäts-Assay wurde in Reaktionsgefäßen (1,5 ml) entspre-

chend den unten aufgeführten Pipettierschemata durchgeführt. Das 

D-Alanin-Detektionsreagenz enthielt Benzylpenicillin, um die DD-Carboxypeptidase nach 

dem zweiten Inkubationsschritt vollständig zu inhibieren und nur das bis zu diesem Zeitpunkt 

abgespaltene D-Alanin zu erfassen. Zur Kontrolle, ob die Bestimmung im linearen Bereich 

war, wurden D-Alanin-Standardlösungen vermessen.  

Nach Ablauf der dritten Inkubationszeit wurden 350 µl 100 mM TRIS-HCl pH 8,5 zu den Re-

aktionslösungen gegeben. Die Lösungen wurden in die Mikroküvetten überführt und fluori-

metrisch  vermessen (Anregungswellenlänge 546 nm, Emissionswellenlänge 595 nm), wobei 

die relative Fluoreszenz (RFU) gegen die konzentrierteste D-Alanin-Standardlösung be-

stimmt wurde.   

 

DD-Carboxypeptidase-Aktivität: 

Volumen [µµµµl] Lösung Inkubationszeit [Minuten]* 

30 

10 

PBS 

DD-Carboxypeptidase 
 

15 (37 °C) 

10 Ac2-KAA 30 (37 °C) 

150 D-Alanin-Detektionsreagenz 75 (RT) 

*in Klammern die Temperatur, bei welcher die enzymatischen Reaktionen durchge-

führt wurden.  

Der Reaktionsansatz wurde nach Zugabe des D-Alanin-Detektionsreagenz bei Raum-

temperatur inkubiert, da Amplex-Red hitzelabil ist.  
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Verbleibende DD-Carboxypeptidase-Aktivität nach Inhibierung: 

Volumen [µµµµl] Lösung Inkubationszeit [Minuten] 

30 

10 

β-Lactam-Antibiotikum 

DD-Carboxypeptidase 

 

15 (37 °C) 

10 Ac2-KAA 30 (37 °C) 

150 D-Alanin-Detektionsreagenz 75 (RT) 

 

 

Reagenzien-Leerwert: 

Volumen [µµµµl] Lösung Inkubationszeit [Minuten] 

30 

10 

PBS 

DD-Carboxypeptidase 
 

15 (37 °C) 

10 PBS 30 (37 °C) 

150 D-Alanin-Detektionsreagenz 75 (RT) 

 

 

D-Alanin-Standardlösungen: 

Volumen [µµµµl] Lösung Inkubationszeit [Minuten] 

 

50 

 

D-Alanin-Standardlösung 

 

15 (37 °C) 

- - 30 (37 °C) 

150 D-Alanin-Detektionsreagenz 75 (RT) 

 

 

9.2 Expression und Aufreinigung von PBP 2x* 
PBP 2x* wurde als Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein (GST-Fusionsprotein) in Esche-

richia coli BL21 übexpremiert. E. coli BL21 enthielt das Plasmid pGEX-tet-PBP 2x*, welches 

das PBP 2x*-GST-Fusionsprotein codiert, wobei das GST-Protein an das Amino-Ende des 

PBP 2x* fusioniert ist. E. coli BL21 (pGEX-tet-PBP 2x*) wurde freundlicherweise von Frau 

Prof. Regine Hakenbeck (Universität Kaiserslautern) zur Verfügung gestellt. Auf dem Plas-

mid befindet sich zwischen den GST- und PBP-codierenden Genen eine Nucleotidsequenz, 

welche eine Aminosäuresequenz codiert, die von einer spezifischen Protease (Prescissi-

on-Protease, Amersham Biosciences, Freiburg) gespalten wird259. Dies bietet den Vorteil, 

dass das GST-Protein vom intakten Fusionsprotein nach affinitätschromatographischer Auf-

reinigung abgespalten werden kann und das PBP 2x* freigesetzt wird.  
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Materialien und Geräte 

Inkubator-Schüttler (Typ Innova 4000, New Brunswick Scientific, New Jersey, USA) 

2-L-Schikanenkolben (Roth, Karlsruhe) 

Glassäule (1 x 10 cm) mit Luer-Lock-Anschluss und Flussadapter (Sigma, Taufkirchen) 

Peristaltische Pumpe (Typ 2232, LKB/Bromma, Schweden) 

0,22 µm Spritzenfilter, steril (Roth, Karlsruhe) 

 

Reagenzien 

Glutathion-Agarose (Sigma, Taufkirchen) oder Glutathion-Sepharose (Amersham Bioscien-

ces, Freiburg) 

Reduziertes Glutathion (Fluka, Taufkirchen) 

Prescission-Protease (Amersham Biosciences, Freiburg) 

Isopropyl-β-D-thiogalactosid (IPTG) (Roche Applied Science, Mannheim) 

Dithiothreitol (DTT) (Sigma, Taufkirchen) 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Fluka, Taufkirchen) 

Deoxyribonuclease (DNase) (Sigma, Taufkirchen) 

Ribonuclease (RNase) (Fluka, Taufkirchen) 

Tetracyclin (Sigma, Taufkirchen) 

Reinstwasser (Reinstwasseranlage Milli Q, Millipore, Eschborn) 

 

Nährmedium 

2xTY-Medium mit 15 mg/l Tetracyclin: 

 

 

 

 

  

 

 

Das Nährmedium wurde 16 Minuten bei 121 °C und 1,2 bar autoklaviert. Nach Abkühlung 

auf 50 °C wurden zu dem Medium 10 ml einer sterilfiltrierten Tetracyclin-Lösung (1,5 mg/ml 

in Methanol/Wasser (1/9; v/v) gegeben. 

 

 

 

 

 

Zusammensetzung: 

Trypton (Roth, Karlsruhe) 16 g

Hefeextrakt (Roth, Karlsruhe) 10 g

NaCl (Fluka, Taufkirchen) 5 g

Wasser  1 l
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Plasmid pGEX-tet-PBP 2x*279 

Das Plasmid pGEX-tet-PBP 2x* wurde von Shwan Rachid im Arbeitskreis von Frau Prof. 

Regine Hakenbeck hergestellt. Das PBP 2x*-Gen wurde aus dem Plasmid pCG31258 mittels 

PCR amplifiziert. pCG31 codiert ein PBP 2x-Derivat ohne das Transmembranpeptid 

(∆ Aminosäuren 19 - 48)258. Das PCR-Produkt wurde zunächst in den Klonierungsvektor 

pGEM-T Easy (Promega, Mannheim) ligiert. Die korrekte DNA-Sequenz wurde anschließend 

in einen modifizierten Expressionsvektor pGEX-6P-1 (Amersham Biosciences, Freiburg) klo-

niert. Das pGEX-6P-1-Derivat enthielt ursprünglich ein β-Lactamase-Gen, so dass transfor-

mierte Klone mit Ampicillin selektiert werden konnten. Das birgt jedoch das Risiko, dass be-

reits während der Expression PBP und Ampicillin ein Konjugat bilden. Bei der anschließen-

den Aufreinigung würde auch dieses Konjugat, welches keine weiteren β-Lactame binden 

kann, isoliert. Um β-Lactam-Antibiotika in einem PBP-expremierenden Klon zu vermeiden, 

wurde die Tetracyclin-Resistenzkassette aus pBR322 mit Oligonucleotiden, die PstΙ- und 

NotΙ-Enden enthielten, amplifiziert und in das mit PstΙ und NotΙ verdaute pGEX-6P-1 geklont. 

Dadurch wurde das β-Lactamase-Gen inaktiviert. Das resultierende Plasmid wurde 

pGEX-tet-PBP 2x* genannt, in E. coli BL21 transformiert und die Klone konnten mit Tetracyc-

lin selektiert werden. Durch die Inaktivierung des β-Lactamase-Gens bzw. der Möglichkeit 

mit Tetracyclin selektieren zu können, konnte dieses Problem umgangen werden. 

 

Expression und Aufreinigung 

E. coli BL21 (pGEX-tet-PBP 2x*) wurde in insgesamt 1,5 l 2xTY-Medium mit 15 mg/l Tetra-

cyclin bei 37 °C und 250 rpm in 2 l Schikanenkolben kultiviert, wobei 10 ml einer Übernacht-

kultur in 500 ml frischem 2xTY-Medium mit 15 mg/l Tetracyclin verdünnt und bis zu einer 

OD600 von 0,8 angezogen wurden. Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von IPTG bis 

zu einer Endkonzentration von 1 mM induziert und die Zellen weitere drei Stunden inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen durch Zentrifugation (20 Minuten, 6.000 x g) sedimentiert. 

Die sedimentierten Zellen wurden einmal mit eiskaltem PBS (10 mM Na2HPO4, 

1,8 mM KH2PO4, 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl; pH 7,3) gewaschen und wieder durch Zentrifu-

gation (20 Minuten, 6.000 x g) gesammelt. Die Zellen wurden über Nacht bei 20 °C gelagert. 

Nach dem Auftauen wurden die Zellen in 20 ml PBS mit 2 mM PMSF, 5 mM Dithiothreitol, 

10 mM MgCl2 und einigen Kristallen DNase und RNase suspendiert. Anschließend wurden 

die Zellen durch drei French Press-Zyklen bei 18.000 psi aufgeschlossen. Nach Zentrifugati-

on bei 4.700 x g für 10 Minuten und 30.000 x g für 15 Minuten wurde das 

GST-PBP 2x*-Fusionsprotein aus diesem Rohextrakt mittels Glutathi-

on-Affinitätschromatographie aufgereinigt.  

Die Glutathion-Affinitätschromatographie wurde bei Raumtemperatur in einer Glassäule mit 

5 ml Glutathion-Agarose oder Glutathion-Sepharose und einer peristaltischen Pumpe durch-
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geführt. Nachdem das Säulenmaterial mit zehn Säulenvolumina PBS konditioniert worden 

war (Fluss 0,4 ml/Minute), wurde der Rohextrakt über die Säule gegeben (Fluss 

0,4 ml/Minute). Anschließend wurde das Säulenmaterial mit zehn Säulenvolumina PBS ge-

waschen (Fluss 2 ml/min). Das GST-PBP 2x*-Fusionsprotein wurde mit 10 ml 10 mM redu-

ziertem Glutathion in 50 mM TRIS-HCl pH 8 eluiert, wobei der erste ml verworfen wurde. Die 

restlichen 9 ml Eluat (Proteingehalt 9 mg) wurden mit 1 ml Protease-Puffer 1 (0.5 M Tris, 

1,5 M NaCl, 10 mM EDTA und 10 mM Dithiothreitol; pH 7.0) und 200 Units Prescissi-

on-Protease versetzt und für 24 h bei 4 °C inkubiert, um das GST-Protein vom PBP 2x* ab-

zuspalten. Der Verdau wurde anschließend gegen 5 l Protease-Puffer 2 (50 mM TRIS, 

150 mM NaCl, 1 mM EDTA und 1 mM Dithiothreitol; pH 7.0) für 24 h dialysiert.  

Bei der Prescission-Protease handelt es sich ebenfalls um ein GST-Fusionsprotein, so dass 

GST-Protein und Prescission-Protease gemeinsam durch einen zweiten affinitätschroma-

tographischen Schritt entfernt werden konnten.  

Diese zweite Glutathions-Affinitätschromatographie wurde im Batch-Verfahren mit 1 ml Glu-

tathion-Agarose durchgeführt. Das PBP 2x* befand sich dabei in der nicht-adsorbierten Frak-

tion. Das aufgereinigte PBP 2x* wurde nach Zugabe von Glycerin (Endkonzentration 10 %) 

bei -20 °C gelagert. Die Expression und die Aufreinigung des PBP wurde mittels SDS-PAGE 

mit 10 % Acrylamid-Gelen und Anfärbung mit Coomassie-Brillant-Blau verfolgt. Der Protein-

gehalt wurde nach Bradford280 mit BSA als Standardprotein bestimmt und lag im Bereich von 

100 bis 400 µg/ml für das PBP 2x* und etwa 1 mg/ml für das GST-PBP 2x*. 

 

9.2.1 Bocillin FL-Assay 

Der Nachweis der Penicillin-bindenden Aktivitäten der isolierten Proteine GST-PBP 2x* und 

PBP 2x* erfolgte mit Bocillin FL261 und Gelfiltrationschromatographie mit nachfolgender Fluo-

reszenzdetektion.  

 

Materialien 

HPLC-Vials aus Glas mit Mikroeinsätzen (CS – Chromatographie Service, Langerwehe) 

 

Chromatographisches System 

Merck Hitachi LaChrom-HPLC-System (VWR International, Darmstadt): 

− Pumpe Typ L-7100 

− Autosampler Typ L-7250 

− Fluoreszenzdetektor Typ L-7485 

− Integrator Typ D-7500 
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Analytische Trennsäulen: 

Zorbax GF 250 (250 x 9,4 mm, 4 µm, 150 Å) (Agilent, Waldbronn) 

Phenomenex Biosep S 2000 (300 x 7,8 mm, 5 µm, 145 Å) (Phenomenex, Aschaffenburg) 

 

Lösungsmittel: 

Acetonitril HPLC-grade (Roth, Karlsruhe) 

 

Reagenzien 

di-Natriumhydrogenphosphat (Sigma, Taufkirchen) 

Kaliumdihydrogenphosphat (Fluka, Taufkirchen) 

Bocillin FL (Mobitec, Göttingen) 

Benzylpenicillin, Kaliumsalz (Fluka, Taufkirchen) 

 

Lösungen 

Bocillin FL 1mg/ml in DMSO 

Benzylpenicillin 1 µg/ml in PBS 

100 mM Phosphat-Puffer pH 6,8 

 

GST-PBP 2x* 

GST-PBP 2x* (5 µl Eluat 1 Glutathion-Affinitätschromatographie) wurde in einem Reaktions-

gefäß (1,5 ml) mit 10 µl PBS verdünnt. Nach Zugabe von 30 µl Bocillin FL (4 µg/ml in PBS) 

wurde die Lösung erneut für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Spezifität der 

Bindung wurde mit einem nicht-kompetitiven Inhibierungsassay überprüft. Dafür wurde zum 

GST-PBP 2x* anstelle von PBS eine Benzylpenicillin-Lösung (1 µg/ml in PBS) gegeben.  

Die Ansätze wurden mit 100 µl PBS verdünnt und 50 µl mittels Gelfiltrationschromatographie 

analysiert. Die chromatographische Trennung erfolgte unter den nachfolgend aufgeführten 

Bedingungen:   

 

Säule : Zorbax GF 250 

Eluent : Acetonitril/100 mM Phosphat-Puffer pH 6,8 (20/80, v/v)

Fluss : 1,5 ml/Minute 

Druck : 80 bar 

Detektionswellenlänge : λEx 480 nm, λEm 520 nm 
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PBP 2x* 

Das nach 9.2 isolierte PBP 2x* wurde in PBS auf eine Proteinkonzentration von 20 µg/ml 

verdünnt. 20 µl dieser verdünnten Lösung wurden in einem Reaktionsgefäß (1,5 ml) mit 20 µl 

PBS verdünnt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.  

Nach Zugabe von 20 µl Bocillin FL (2 µg/ml in PBS, entspricht 60 pmol Bocillin FL, Moleku-

largewicht Bocillin FL 661,46 g/mol) wurde die Lösung erneut für 15 Minuten bei Raumtem-

peratur inkubiert. Die Spezifität der Bindung wurde mit einem nicht-kompetitiven Inhibierung-

sassay überprüft. Dafür wurde zum PBP 2x* anstelle von PBS eine Benzylpenicillin-Lösung 

(1 µg/ml in PBS) gegeben. Die Ansätze wurden mit 60 µl PBS verdünnt und 50 µl mittels 

Gelfiltrationschromatographie analysiert.  

 

Die chromatographische Trennung erfolgte mit den nachfolgend aufgeführten Bedingungen:   

 

Säule :  Biosep S 2000 

Eluent : Eluent A: 100 mM Phosphat-Puffer pH 6,8 

Eluent B: Acetonitril 

0 – 10 Minuten 100 % A 

10 – 12 Minuten 50 % A 

12 – 30 Minuten 50 % A 

30 – 32 Minuten 100 % A 

32 – 45 Minuten 100 % A 

Fluss : 1 ml/Minute 

Druck : 40 bar 

Detektionswellenlänge : λEx 480 nm, λEm 520 nm 

 

Die Konzentration an aktiven PBP 2x* wurde in Anlehnung an die von Jamin et al.256 be-

schriebene „active site titration“ mit einem nicht-kompetitiven Assay mit Ampicillin und Bocil-

lin FL bestimmt. PBP 2x* (10 µl, 39 µg/ml) wurde mit verschiedenen Mengen Ampicillin 

(24 pmol, 12 pmol, 6 pmol, 3 pmol und 1,5 pmol in 90 µl PBS) für 15 Minuten bei Raumtem-

peratur inkubiert. Nach Zugabe von Bocillin FL (60 pmol, 10 µl) wurde die verbleibende Peni-

cillin-bindende Aktivität wie oben beschrieben bestimmt. Die Menge an aktiven PBP 2x* wur-

de auf der Basis eines stöchiometrischen Komplexes zwischen PBP 2x* und Ampicillin über 

die Kalibrierreihe mit Ampicillin extrapoliert.  

 

 

 

 



 

 

115

9.3 Markierung von Ampicillin  
Fluorescein-, Digoxigenin- und Dinitrophenyl-Derivate wurden als aktivierte 

N-Hydroxysuccinimidester an die Aminogruppe von Ampicillin gebunden.  

 

Reagenzien 

Fluorescein-5(6)-carbamidocapronsäure-N-succinimidylester (FLU-NHS) (Fluka, Taufkir-

chen)  

6-(2,4-dinitrophenyl)aminohexansäure-N-succinimidylester DNP-NHS (Mobitec, Göttingen) 

Digoxigenin-3-O-methylcarbonyl-ε-aminocapronsäure-N-hydroxysuccinimidester (DIG-NHS) 

(Roche Applied Science, Mannheim) 

Fluorescein, Natriumsalz (Fluka, Taufkirchen) 

Ampicillin, Natriumsalz (Fluka, Taufkirchen) 

Dimethylsulfoxid (Sigma, Taufkirchen) 

Dimethylformamid (Fluka, Taufkirchen) 

2 mol/l Salzsäure 

Ethylacetat (VWR International, Darmstadt) 

Ammoniumacetat (Fluka, Taufkirchen) 

Reinstwasser (Reinstwasseranlage Milli Q, Millipore, Eschborn) 

 

Lösungen 

Fluorescein-Standardlösungen in 25 mM Ammoniumacetat 

 

Chromatographisches System 

 

HPLC-Anlage : Merck Hitachi LaChrom-HPLC-System (VWR International, Darm-

stadt): 

− Pumpe Typ L-7100 

− Autosampler Typ L-7250 

− UV/VIS-Detektor Typ L-7420 

− Fluoreszenzdetektor Typ L-7485 

− Integrator Typ D-7500 
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9.3.1 Fluorescein-markiertes Ampicillin 

Fluorescein-markiertes Ampicillin wurde in Anlehnung an Lakaye et al.263 synthetisiert. Ab-

weichend davon wurden nicht die N-Hydroxysuccinimidester von 5(6)-Carboxyfluorescein 

sondern ein Gemisch der 5´- und 6´-Isomere von Fluoresceincarbamidocapronsäure an die 

Aminogruppe von Ampicillin gebunden. 

 

5 mg (13 µmol) Ampicillin wurden in 60 µl Wasser gelöst und zu 5 mg FLU-NHS (9 µmol), 

das zuvor in 60 µl Dimethylformamid gelöst wurde, gegeben. Der Ansatz wurde für vier 

Stunden bei Raumtemperatur geschüttelt.  

Nach Zugabe von 500 µl Wasser wurde mit 2 mol/l Salzsäure ein pH-Wert von 2,0 eingestellt 

und das Reaktionsprodukt mit Ethylacetat extrahiert. Ampicillin liegt bei diesem pH-Wert als 

Kation vor und bleibt in der wässrigen Phase. Die organische Phase wurde abgenommen 

und mit 1 ml Wasser versetzt. Die wässrige Phase wurde anschließend mit 1 mol/l Natron-

lauge auf pH 7,0 eingestellt, um die Reaktionsprodukte in die wässrige Phase zu überführen. 

Um die zwei Phasen vollständig zu trennen, wurde das Phasengemisch für 5 Minuten bei 

500 x g zentrifugiert. Danach wurde die wässrige Phase abgenommen und in Aliquots von 

100 µl bei -20 °C gelagert (Stocklösung).  

Der Verlauf der Synthese, die Reinheitskontrolle und die Quantifizierung von FLU-AMPI er-

folgten mittels HPLC unter folgenden Bedingungen: 

 

Säule : Supelcosil LC308 RP 8 (Sigma, Taufkirchen) 

(250 x 4,6 mm, 5 µm, 300 Å) 

Eluent : Eluent A: 25 mM Ammoniumacetat 

Eluent B: 25 mM Ammoniumacetat/Acetonitril (70/30; v/v) 

A/B (50/50; v/v) 

Injektionsvolumen : 50 µl 

Fluss : 1 ml/Minute 

Detektionswellenlänge : 490 nm 

 

Zur Identifizierung der FLU-AMPI-Peaks wurde die Stocklösung 1:1.000 verdünnt und chro-

matographisch analysiert. Anschließend wurden 100 µl der verdünnten Lösung mit 2 µl 

β-Lactamase-Lösung (Difco, Detroit, USA) versetzt, für 10 Minuten bei Raumtemperatur in-

kubiert und ebenfalls per HPLC untersucht. Die zwei Peaks, deren Retentionszeiten sich 

nach Zugabe der β-Lactamase verschoben, wurden FLU-AMPI zugeordnet.  

Die Quantifizierung erfolgte über eine externe Kalibrierreihe mit Fluorescein, die sich über 

0,5 µg/ml, 1,0 µg/ml, 1,5 µg/ml, 2 µg/ml und 2,5 µg/ml erstreckte. Der Gehalt an FLU-AMPI 

(Summe beider Isomere) lag bei 3,9 mg/ml. 
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Interaktion mit GST-PBP 2x* 

GST-PBP 2x* (15 µl, Eluat 1 Glutathion-Affinitätschromatographie) wurde in einem Reakti-

onsgefäß (1,5 ml) mit 10 µl PBS verdünnt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nach Zugabe von 10 µl FLU-AMPI (4 µg/ml in PBS) wurde die Lösung erneut für 15 Minuten 

bei Rautemperatur inkubiert. Die Spezifität der Bindung wurde mit einem nicht-kompetitiven 

Inhibierungsassay überprüft. Dafür wurde zum GST-PBP 2x* anstelle von PBS eine Benzyl-

penicillin-Lösung (1 mg/ml in PBS) gegeben. Die Ansätze wurden mit 100 µl PBS verdünnt 

und 20 µl mittels Gelfiltrationschromatographie analysiert. Die chromatographische Trennung 

erfolgte mit den nachfolgend aufgeführten Bedingungen:   

 

Säule :  Biosep S 2000 (Phenomenex, Aschaffenburg) 

Eluent : 100 mM Phosphat-Puffer pH 6,8 

Fluss : 1 ml/Minute 

Druck : 40 bar 

Detektionswellenlänge : λEx 480 nm, λEm 520 nm 

 

 
9.3.2 Digoxigenin-markiertes Ampicillin 

DIG-AMPI wurde in Anlehnung an Weigel et al.264 synthetisiert. 5 mg DIG-NHS (8 µmol) wur-

den in 120 µl Dimethylformamid gelöst und zu einer wässrigen Ampicillin-Lösung (10 mg in 

120 µl, entspricht 27 µmol) gegeben. Der Ansatz wurde vier Stunden bei Raumtemperatur 

geschüttelt. Nach Zugabe von 500 µl Wasser wurde DIG-AMPI mittels HPLC unter den nach-

folgenden Bedingungen aufgereinigt und die entsprechende Fraktion aufgefangen.  

  

Säule : Supelcosil LC308 RP 8 (Sigma, Taufkirchen) 

(250 x 4,6 mm, 5 µm, 300 Å) 

Eluent : Eluent A: 25 mM Ammoniumacetat 

Eluent B: 25 mM Ammoniumacetat/Acetonitril (70/30; v/v) 

A/B (15/85; v/v) 

Injektionsvolumen : 50 µl 

Fluss : 1 ml/Minute 

Detektionswellenlänge : 230 nm 

 

Um den DIG-AMPI-Peak zu identifizieren, wurde der Reaktionsansatz um den Faktor 100 in 

PBS und in einer PBP 2x*-Lösung (Proteingehalt 190 µg/ml) verdünnt und mittels HPLC ana-

lysiert. Der Peak, dessen Fläche nach Zugabe von PBP 2x* abnahm, wurde DIG-AMPI zu-

geordnet. Die einzelnen Fraktionen wurden vereint und Acetonitril unter Stickstoff abge-
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dampft. Die verbleibende Lösung wurde gefriergetrocknet und das aufgereinigte DIG-AMPI 

in 500 µl PBS aufgenommen. Diese DIG-AMPI-Stocklösung wurde in Aliquots von 50 µl bei 

-20 °C gelagert. 

 

Die Konzentration an DIG-AMPI wurde mit einem nicht-kompetitiven Assay mit PBP 2x* und 

Bocillin FL bestimmt, da DIG keine spezifischen Absorptionseigenschaften besitzt. PBP 2x* 

(10 µl, 5 pmol) wurde mit 90 µl einer DIG-AMPI-Lösung (Stocklösung verdünnt um den Fak-

tor 1.000, 5.000 und 10.000 in PBS) oder verschiedenen Mengen Ampicillin (24 pmol, 

12 pmol, 6 pmol, 3 pmol und 1,5 pmol in 90 µl PBS) für 15 Minuten bei Raumtemperatur in-

kubiert. Nach Zugabe von Bocillin FL (60 pmol, 10 µl) wurde die verbleibende Penicil-

lin-bindende Aktivität wie unter 9.2.1 beschrieben bestimmt (n = 3). Die für DIG-AMPI erhal-

tenen Werte wurden mit denen von Ampicillin verglichen und der Gehalt an DIG-AMPI über 

die Kalibrierreihe mit Ampicillin extrapoliert. Die Konzentration an gebundenem Ampicillin 

entsprach 107 µg/ml, was einer relativen DIG-AMPI-Konzentration von 257 µg/ml entspricht. 

 
9.3.3 Dinitrophenyl-markiertes Ampicillin 

5 mg DNP-NHS (13 µmol) wurden in 120 µl Dimethylsulfoxid gelöst und zu einer wässrigen 

Ampicillin-Lösung (15 mg in 120 µl, entspricht 38 µmol) gegeben. Der Ansatz wurde vier 

Stunden bei Raumtemperatur geschüttelt. Nach Zugabe von 500 µl Wasser wurde 

DNP-AMPI mittels HPLC unter den nachfolgenden Bedingungen aufgereinigt und manuell 

fraktioniert.  

 

Säule : Supelcosil LC308 RP 8 (Sigma, Taufkirchen) 

(250 x 4,6 mm, 5 µm, 300 Å) 

Eluent : Wasser/Acetonitril (70/30; v/v)  

Injektionsvolumen : 50 µl 

Fluss : 1 ml/Minute 

Detektionswellenlänge : 350 nm 

 

Die weitere Aufreinigung und Charakterisierung erfolgte analog der Aufreinigung von 

DIG-AMPI. 
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9.3.4 Massenspektrometrische Analysen 

Geräte 

HPLC-Anlage: 

Waters 2690 Trennmodul 

Waters 2996 Photo-Dioden-Array-Detektor  

 

Massenspektrometer: 

Micromass Q-TOF Ultima API (kalibriert mit Phosphorsäure) 

Steuerungs- und Auswertungssoftware: MassLynx 3.5 

− Desolvation-Gas-Flow (250 L h-1)  

− Temperatur (180 °C)  

− Capillary-Spannung (2.800 V)  

− Source-Temperatur (95 °C)  

− Cone-Spannung (40 V) 

− TOF-Spannung (10.150 V) 

 

FLU-AMPI wurde mittels LC/MS mit den unter 9.3.1 aufgeführten chromatographischen Be-

dingungen analysiert. DIG-AMPI wurde mit einer Spritzen-Pumpe (Harvard Apparatus) in 

Acetonitril/Wasser (50:50, v/v) als Lösungsmittel bei einem Fluss von 5 µl/min direkt in das 

Massenspektrometer injiziert. Für die Kalibrierung des Massenspektrometers wurde 0,002 % 

Phosphorsäure in Acetonitril/Wasser (50:50, v/v) als interner Standard in das Mas-

senspektrometer injiziert. Phosphorsäure bildet über einen großen Massen-Bereich 

Cluster-Verbindungen, wobei die Signale mit einer vergleichbaren Masse wie die der Analy-

ten als Referenz-Masse verwendet werden können. Die Abweichung der bestimmten Mas-

sen von den theoretisch berechneten Massen war unter diesen Bedingungen < 5 ppm.  
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9.4 SPR-Biosensor-Analysen 
Geräte 

Biacore 3000 (Biacore, Uppsala, Schweden) 

Heizblock  

Schüttler für Mikrotiterplatten 

Zentrifuge für 1,5 ml-Reaktionsgefäße (Typ 5415C, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) 

 

Materialien 

96-Loch-Mikrotiterplatten (Greiner-Bio One, Alphen a/d Rijn, Niederlande) 

1,5 ml-Reaktionsgefäße (Roth, Karlsruhe) 

Sensor-Chips CM5 (Biacore, Uppsala, Schweden) 

Zentrifugen-Filtereinheiten (YM-3, YM-10 und YM-100, Millipore, Amsterdam, Niederlande) 

 

Reagenzien und Lösungen 

HBSEP-Puffer (10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsäure, 3 mM EDTA, 

150 mM NaCl and 0,005% Surfactant P-20; pH 7,4) (Biacore, Uppsala, Schweden) 

50 mM NaOH (Biacore, Uppsala, Schweden) 

10 mM Natriumacetat pH 4,5 (Biacore, Uppsala, Schweden) 

10 mM Glycin pH 2,2 (Biacore, Uppsala, Schweden) 

0,5 % (w/v) SDS (Biacore, Uppsala, Schweden) 

Amin-Kopplungs-Kit (Englische Produktbezeichnung „amine coupling kit“) (Biacore, Uppsala, 

Schweden) 

Enthält:  

- 100 mM N-Hydroxysuccinimid (NHS) 

- 400 mM N-Ethyl-N’-3-dimethylaminopropylcarbodiimidhydrochlorid (EDC)  

- 1 M Ethanolaminhydrochlorid (pH 8,5)  

Digoxigenin-markiertes Rinderserumalbumin (eigene Herstellung) 

Dinitrophenyl-markiertes Rinderserumalbumin (Novabiochem, Bad Soden) 

Fluorescein-markiertes Streptavidin (Jackson Immunoresearch, Cambridgeshire, UK) 

Acetonitril (Roth, Karlsruhe) 

Benzylpenicillin, Kaliumsalz (Fluka, Taufkirchen) 

Ampicillin, Natriumsalz (Fluka, Taufkirchen) 

Cloxacillin, Natriumsalz (Fluka, Taufkirchen) 

Cephalexin (Sigma, Taufkirchen) 

Cefoperazon (Sigma, Taufkirchen) 

Amoxicillin (Fluka, Taufkirchen) 

Carboxymethyldextran, Natriumsalz (Fluka, Taufkirchen) 
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Allgemeine Bedingungen  

Mit Ausnahme der Milchproben wurden sämtliche Reagenzien- und Standardlösungen in 

HBSEP-Puffer angesetzt oder verdünnt. Die SPR-Biosensor-Analysen wurden bei einem 

Fluss von 5 µl/Minute mit HBSEP-Puffer als Lauf-Puffer und einer Temperatur von 25 °C 

durchgeführt. Für die Konzentrationsbestimmungen wurde die Differenz zwischen den Res-

ponse-Werten (∆ Response-Werte [RU]), die 5 sec vor der Injektion und 30 sec nach der 

Injektion der Proben- oder Standard-Lösungen gemessen wurden, herangezogen, wobei die 

Biacore-Kontroll-Software die Differenz automatisch berechnete. Als Reaktionsgefäße wur-

den 96-Loch-Mikrotiterplatten verwendet. 

 
9.4.1 Immobilisierung der Antikörper 

Folgende Markermolekül-spezifische Antikörper (AK) wurden auf dem Sensor-Chip mit dem 

Amin-Kopplungs-Kit immobilisiert.  

 

− monoklonaler Anti-Fluorescein-AK Klon F4/1 (Alexis, Grünberg) 

− monoklonaler Anti-Fluorescein-AK Klon 2A3 (Acris, Hiddenhausen) 

− monoklonaler Anti-Fluorescein-AK Klon DE3 (Biotrend, Köln) 

− monoklonaler Anti-Digoxigenin-AK Klon 1.71.256  (Roche Applied Science, Mann-

heim) 

− polyklonaler Anti-Digoxigenin-AK (Roche Applied Science, Mannheim) 

− polyklonaler Anti-Dinitrophenyl-AK (Zytomed, Berlin) 

− monoklonaler Anti-Dinitrophenyl-AK Klon SPE 7 (Sigma, Taufkirchen) 

 

Die Antikörper wurden auf eine Konzentration von 100 µg/ml in 10 mM Natriumacetat pH 4,5 

verdünnt. Mit Ausnahme des monoklonalen Anti-Fluorescein-AK Klon F4/1 wurden 100 µl 

der Antikörperlösungen zweimal mittels Zentrifugen-Filtereinheiten (Ausschlussgröße 

3.000 Da) in 10 mM Natriumacetat pH 4,5 umgepuffert. Der Anti-Fluorescein-AK Klon F4/1 

wurde mittels Zentrifugen-Filtereinheiten mit einer Ausschlussgröße von 100.000 Da umge-

puffert, da die vom Hersteller vertriebene Stammlösung 0,1 % Rinderserumalbumin enthielt. 

Rinderserumalbumin besitzt ein Molekulargewicht von 66.000 Da, so dass es mit den Zentri-

fugen-Filtereinheiten mit der größeren Ausschlussgrenze abgetrennt werden konnte. Andern-

falls wäre neben dem Antikörper auch das Rinderserumalbumin immobilisiert worden, was 

einen höheren Level an immobilisierten Antikörpern vorgetäuscht hätte. 

 

Um die Sensor-Chip-Oberfläche zu aktivieren, wurden 35 µl EDC/NHS (1:1; v/v) in einer der 

vier vorhandenen Flusszellen injiziert. Anschließend wurden 35 µl der umgepufferten Anti-

körper-Lösung injiziert (ein Antikörper je Flusszelle) und bis zu einem Level von 



 

 

122

10.000 - 15.000 RU immobilisiert. Nicht-reagierte NHS-Ester wurden durch Injektion von 

35 µl 1 M Ethanolamin deaktiviert. 

 

9.4.2 Ermittlung der Regenerierungsbedingungen 

Da im Bioacore 3000 vier Flusszellen in Reihe verwendet werden können, konnten die Re-

generierungslösungen für jede Markermolekül-Gruppe und die zugehörigen Antikörper paral-

lel untersucht werden. Die Regenerierungsbedingungen wurden mit Fluorescein-markiertem 

Streptavidin, Digoxigenin-markiertem Rinderserumalbumin und Dinitrophenyl-markiertem 

Rinderserumalbumin ermittelt. 

 

Digoxigenin-markiertes Rinderserumalbumin wurde gemäß Hersteller-Angaben (Roche Ap-

plied Science) zur Markierung von Proteinen mit Digoxigenin-3-O-methylcarbonyl-ε-

aminocapronsäure-N-hydroxysuccinimidester (DIG-NHS) hergestellt.  

DIG-NHS (10 µl, 25 mg/ml in DMSO) wurde zu einer Rinderserumalbumin-Lösung (1 ml, 

1 mg/ml in 100 mM Phosphat-Puffer pH 8,0) gegeben. Die Lösung wurde für zwei Stunden 

bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurden Nebenprodukte und DIG-NHS, das nicht 

reagiert hatte, mittels Zentrifugen-Filtereinheiten (Ausschlussgröße 10.000 Da) oder Dialyse 

(Ausschlussgröße 10.000 Da) abgetrennt.  

Für die SPR-Biosensor-Analyse wurden die markierten Proteine in HBSEP-Puffer verdünnt 

(10 µg/ml) und 15 µl zur Analyse eingesetzt. Nach der Protein-Lösung wurden 5 µl Regene-

rierungslösung injiziert, wobei die nachfolgenden Lösungen untersucht wurden228,265: 

 

− 10 mM Glycin pH 2,2 

− 5 mM NaOH 

− 10 mM NaOH 

− 25 mM NaOH 

− 50 mM NaOH 

− 5 mM NaOH mit 5 % Acetonitril  

− 5 mM NaOH mit 10 % Acetonitril 

− 5 mM NaOH mit 5 % Methanol 

− 5 mM NaOH mit 10 % Methanol 

− 1. Injektion 10 mM Glycin pH 2,2, 2. Injektion 0,05 % SDS (w/v in HBSEP-Puffer) 

− 1. Injektion 5 mM NaOH, 2. Injektion 0,05 % SDS (w/v in HBSEP-Puffer) 

 

Die Regenerierung wurde als ausreichend beurteilt, wenn der Variationskoeffizient des Mit-

telwertes der ∆ Response-Werte von vier hintereinander durchgeführten Messungen kleiner 

5 % war.  
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9.4.3 Schachbretttitrationen 

DIG-AMPI 

Verschiedene Mengen PBP 2x* (43 pmol, 17 pmol, 8,6 pmol und 4,3 pmol) und DIG-AMPI 

(28,8 pmol, 9,6 pmol, 3,2 pmol, 1,1 pmol, 0,4 pmol, 0,1 pmol und 0,04 pmol) wurden ge-

mischt (Gesamtvolumen 100 µl) und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-

ßend wurden 15 µl mittels SPR-Biosensor analysiert, wobei auf dem Sensor-Chip der mo-

noklonale Digoxigenin-spezifische Antikörper immobilisiert war (9.4.1). Die Sen-

sor-Chip-Oberfläche wurde nach Injektion der Standardlösungen mit 5 µl 5 mM NaOH mit 

10 % Acetonitril regeneriert. 

 

FLU-AMPI 

Die Schachbretttitration wurde wie die DIG-AMPI-Titration mit den nachfolgenden Mengen 

an PBP 2x* und FLU-AMPI durchgeführt: 

 

PBP 2x*: 40 pmol, 20 pmol, 10 pmol, 5 pmol, 2,5 pmol und 1,3 pmol,  

FLU-AMPI: 475 pmol, 158 pmol, 53 pmol, 18 pmol, 6 pmol, 2 pmol, 0,98 pmol, 0,49 pmol, 

0,24 pmol, 0,12 pmol und 0,06 pmol 

 

Für die Regenerierung wurden zunächst 5 µl 10 mM Glycin pH 2,2 und anschließend 

5 µl 0,05 % SDS (w/v, in HBSEP-Puffer) injiziert. 

 
9.4.4 Nachweis von β-Lactam-Antibiotika 

Der Nachweis von β-Lactam-Antibiotika erfolgte mit PBP 2x*, DIG-AMPI und den monoklo-

nalen Digoxigenin-spezifischen Antikörper. Die Immobilisierung der Antikörper erfolgte wie 

unter 9.4.1 beschrieben. Die Sensor-Chip-Oberfläche wurde nach Injektion der Proben- oder 

Standardlösungen mit 5 µl 5 mM NaOH mit 10 % Acetonitril regeneriert. 

 

9.4.5 Voruntersuchungen und Optimierung  

100 µl HBSEP-Puffer (Blank) oder Penicillin-Lösung (Benzylpenicillin, Ampicillin, Amoxicillin 

oder Cloxacillin) wurden mit 8,6 pmol PBP 2x* (10 µl) versetzt und für 15 Minuten bei Raum-

temperatur vorsichtig geschüttelt, wobei für jedes Penicillin verschiedene Konzentrationen 

(33 ng/ml, 17 ng/ml, 8 ng/ml, 4 ng/ml und 2 ng/ml) eingesetzt wurden. Nach Zugabe von 

1,1 pmol DIG-AMPI (10 µl) und einem weiteren Inkubationsschritt von 15 Minuten bei Raum-

temperatur wurden 15 µl mittels SPR-Biosensor analysiert. Die weitere Optimierung erfolgte 

durch Variation der eingesetzten Mengen an PBP 2x* (4,3 pmol) und DIG-AMPI (0,9 pmol 

und 0,6 pmol) sowie der injizierten Volumina (20 µl und 25 µl). 
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9.4.6 Dotierung der Milch-Proben 

Penicillin- und Cephalosporin-Stammlösungen mit einer Konzentration von 1 mg/ml wurden 

in HBSEP-Puffer (Benzylpenicillin, Ampicillin und Cloxacillin) oder HBSEP-Puffer mit 20 % 

Acetonitril (Amoxicillin, Cephalexin und Cefoperazon) angesetzt. Diese Lösungen wurden 

anschließend in HBSEP-Puffer verdünnt, um Arbeitslösungen mit einer Konzentration von 

100 ng/ml für Benzylpenicillin, Ampicillin und Amoxicillin, 1.000 ng/ml für Cloxacillin und Ce-

foperazon und 10.000 ng/ml für Cephalexin herzustellen. Die Milch-Proben wurden in Reak-

tionsgefäßen aus Polypropylen mit den Arbeitslösungen bis zu den unten angegebenen 

Konzentrationen dotiert (Endvolumen 1 ml) und eine Stunde bei 4 °C gelagert. 

 
9.4.7 Analyse von Vollmilch 

Verschiedene Chargen handelsüblicher Vollmilch mit 3,5 % Fett (pasteurisiert und homoge-

nisiert) wurden in einem Supermarkt (Utrecht, Niederlande) gekauft und mit den nachfolgend 

aufgeführten Penicillinen bis zu den angegebenen Konzentrationen dotiert, die dem zweifa-

chen, einfachen und halben MRL-Wert entsprechen: 

 

− Benzylpenicillin, Ampicillin und Amoxicillin: 8 ng/ml, 4 ng/ml und 2 ng/ml 

− Cloxacillin: 60 ng/ml, 30 ng/ml und 15 ng/ml 

 

Blank-Vollmilch-Proben und dotierte Vollmilch-Proben wurden vor den Analysen durch 

Zentrifugation (14.000 g, 15 Minuten) entfettet. Anschließend wurden 10 µl PBP 2x*-Lösung 

(4,3 pmol) zu 100 µl entfetteter Milch gegeben. Diese Lösungen wurden für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur vorsichtig geschüttelt. In einem zweiten Reaktionsschritt wurden 10 µl 

DIG-AMPI-Lösung (0,9 pmol) zugegeben und die Lösungen erneut für 15 Minuten bei Raum-

temperatur geschüttelt. Für die SPR-Biosensor-Analyse wurden 25 µl der vorbereiteten 

Milch-Proben in das System injiziert. Um die Bindung von Matrixkomponenten an den Sen-

sor-Chip zu untersuchen, wurden entfettete Vollmilch-Proben ohne DIG-AMPI oder PBP 2x* 

analysiert. 

 
9.4.8 Analyse von Rohmilch 

Rohmilch wurde von der Forschungs-Farm der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universi-

tät Utrecht (Niederlande) zur Verfügung gestellt. Die SPR-Biosensor-Analysen wurden so-

wohl mit dem Rohmilchgemisch des gesamten Bestandes (24 Tiere der Rasse Hol-

stein-Friesian) (gepoolte Rohmilch) als auch mit dem Gemelk einzelner Kühe durchgeführt. 

Das  Rohmilch-Proben der gesamten Herde wurde wie die Vollmilch-Proben analysiert. Die 

gepoolten Rohmilch-Proben wurden mit den oben aufgeführten Penicillinen und zusätzlich 
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mit Cephalexin und Cefoperazon dotiert (Endkonzentration Cephalexin 200 ng/ml, 100 ng/ml 

und 50 ng/ml und Endkonzentration Cefoperazon 100 ng/ml, 50 ng/ml und 25 ng/ml).  

 
9.4.9 Analyse von Rohmilch einzelner Kühe 

Um den Einfluss von Matrixinterferenzen auf den entwickelten Assay zu untersuchen, wur-

den Rohmilch-Proben von 20 einzelnen Kühen untersucht. Alle Proben wurden als 

Blank-Proben oder nach Dotierung mit Benzylpenicillin (Endkonzentration 4 ng/ml) analy-

siert. Die für Vollmilch ermittelten Bedingungen konnten jedoch für Rohmilch-Proben einzel-

ner Kühe nicht angewandt werden, da in Voruntersuchungen festgestellt wurde, dass die 

Bindung von Matrixkomponenten an die Sensor-Chip-Oberfläche eine Auswertung unmög-

lich machte. Daher wurden die Rohmilch-Proben einzelner Kühe in Anlehnung an Gustavs-

son244 für 3 Minuten bei 95 °C erhitzt. Anschließend wurden die Proben für 15 Minuten 

bei 15.000 x g zentrifugiert und zu 100 µl entfetteter Milch wurden 4,3 pmol PBP 2x* (10 µl) 

gegeben. Nach einem ersten Inkubationsschritt (15 Minuten bei Raumtemperatur) wurden 

0,45 pmol DIG-AMPI (5 µl) zugegeben, wobei DIG-AMPI zuvor in HBSEP-Puffer mit 6 % 

Carboxymethyldextran (w/v) verdünnt wurde (Endkonzentration DIG-AMPI 0,1 nmol/ml). Um 

die unspezifische Bindung von Matrixkomponenten an den Sensor-Chip zu untersuchen, 

wurden entfettete Rohmilch-Proben ohne Zusatz von DIG-AMPI und PBP 2x* analysiert. 

 

9.5 Verwendete Software 
SPR-Biosensor-Analysen 

Biacore Control Software, Version 3.1.1 (Biacore, Uppsala, Schweden) 

BIAevaluation Software, Version 3.1 (Biacore, Uppsala, Schweden) 

 

Grafik 

Microsoft Visio Professional Version 2002 (Microsoft, Unterschleißheim) 

ISIS Draw Version 2.4 (MDL Information System, San Leandro, USA) 

 

Datenauswertung 

Microsoft Excel Office Version 2002 (Microsoft, Unterschleißheim) 
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Anhang 
Massenspektrum von DIG-AMPI 
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Massenspektren von FLU-AMPI  
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Abkürzungsverzeichnis 
AK Antikörper 

AMOXI Amoxicillin 

AMPI Ampicillin 

6-APA 6-Aminopenicillansäure 

API Atmospheric pressure ionization 

BlaR Sensorprotein, das an der Induktion der β-Lactamase in Bacillus licheniformis 

beteiligt ist 

BSA Rinderserumalbumin 

CEFO Cefoperazon 

CEFTI Ceftiofur 

CEPHA Cephalexin 

CLOXA Cloxacillin 

CTD Carboxy-terminale Domäne 

CV Variationskoeffizient 

Da Dalton 

DD-CPase DD-Carboxypeptidase 

DICLOXA Dicloxacillin 

DIG Digoxigenin 

DIG-BSA Digoxigenin-markiertes Rinderserumalbumin 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNase Deoxyribonuclease 

DNP 2,4-Dinitrophenyl 

DTT Dithiothreitol 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

EIA Enzyme Immuno Assay 

ESI Electrospray ionization 

FLU Fluoresceincarbamidocapronsäure 

GST Glutathion-S-Transferase 

HBSEP HEPES-gepufferte Kochsalz-Lösung mit EDTA und Surfactant P 20 

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsäure 

HMW PBP PBP mit großem Molekulargewicht 

HPLC High performance liquid chromatography 

IC Inhibition concentration 

Ig Immunglobulin 

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactosid 
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LC Liquid chromatography 

LMBG Lebensmittel- und Bedarfsgegenständegesetz 

MG Molekulargewicht 

MRL-Wert Maximum residue limit 

MS Massenspektrometrie 

NAF Nafcillin 

NHS N-Hydroxysuccinimid 

OXA  Oxacillin 

Pen G Benzylpenicillin 

Pen V Phenoxymethylpenicillin 

PBP Penicillin-bindendes Protein 

PBS Phosphate-buffered saline 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

Q Quadrupol 

RNase Ribonuclease 

rpm Rounds per minute 

SD Standardabweichung 

SDS Natriumdodecylsulfat 

SPR Surface plasmon resonance 

TMB Tetramethylbenzidin 

TOF Time of flight 

TQ Triple-Quadrupol 
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