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Abstract

A tetracycline specific-screening assay for residoalysis in honey and raw milk using the
surface plasmon resonance (SPR) technology isidedcror this purpose the principle of
the most frequent bacterial resistance mechanisainstgtetracycline in gram negative
bacteria was utilized as guide for method develagmiEhe synthesis of a tetracycline efflux
protein is regulated by the repressor protein TetRich normally bound to a short DNA
sequence representing the tetracycline operat@r. When tetracycline enters a resistant
bacterial cell, it induces a conformational chanféhe TetR protein and its release from the
tetO DNA sequence with succeeding synthesis of tHexeffrotein.

Three different assay formats based on TetR tatf@d were compared. In the direct assay
TetR was immobilised on a sensor chip and tetrauyabas injected over the chip surface to
be bound to the protein. The mass bound to the ish@prectly correlated to signal height.
Correspondingly, this format showed a rather peosgivity due to the low molecular weight
of tetracycline. Therefore an alternative assaynfirwas developed with immobilisingtO
onto the sensor chip. The repressor TetR was atidélde sample prior to SPR analysis.
Within absence of tetracyclines, TetR was abledigpte totetO and caused an SPR signal.
Correlated to the amount of tetracyclines beingg@néin the sample, the association of TetR
andtetO was partially or fully blocked. In a third asdaymat, the first step was to load TetR
to the chip-boundetO. TetR was then released when injecting a tettexeyacontaining
solution over the chip. This format using the malac mass protein for indirect detection of
tetracycline resulting in the highest test sengjtiand was used for further studies.

Several TetR variants - BD, S135L, V113A, P184Q audetR — were expressed as
recombinant proteins and purified over ion-exchaage gel filtration chromatography. The
variants were compared with respect to their assaysitivity and cross reactivity for

tetracycline, oxytetracycline, chlortetracyclinedasioxycycline. BD and S135L showed the
best sensitivity while V113A exhibited a unifornoss reactivity for all tetracyclines. BD was
chosen for the development of the tetracyclineifpeSPR assay. Since the use of
tetracycline in honey production is not approvedtiyy European Union, residue analytical
methods should be as sensitive as possible to ifigenon-compliant samples. Test

optimations therefore aimed at high sensitivity.

The analysis of tetracyclines in honey was possifier diluting the samples 1 to 10 with
buffer. No differences between raw honey and bldncienmercial honeys were observed.
The analysis of 20 different honey samples showadya variation between the individual
blanks leading to a limit of detection (LOD) of fui4/kg tetracycline in honey, when applying
the mean of blank honey signals plus 3 times standieviation for calculating the LOD.

In order to reduce the matrix effects of raw mike samples had to be defatted, diluted 1 to 5
with buffer and heated for a short time prior SRRIgsis. Applying this sample preparation
the limit of detection could be estimated within|8d/kg. This was sufficient to use the assay
as a routine screening method for tetracyclinedte=s in milk to survey the maximum residue
limit of 100 pg/kg.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Tetracycline sind Breitbandantibiotika und weisés solche ein breites Wirkungsspektrum
gegen grampositive und gramnegative Bakterien Bafeits kurz nach ihrer Entdeckung
wurden sie zum integralen Bestandteil der Behamdluon Infektionskrankheiten in der

Human- und Veterinarmedizin und sind es bis heetdigben. Sie sind leicht herzustellen,
kostengunstig und zeigen eine gute VertraglichKditDies moégen Grinde dafir sein, dass
Tetracycline zu den in der Veterinarmedizin meng&Bigp am haufigsten verwendeten
Antibiotika gehdren [2]. Im Laufe der Zeit wurde sd&pektrum der Tetracycline durch
teilsynthetisch und vollsynthetisch hergestellterisfaten erweitert. Dadurch wurden eine
Verbesserung von Wirkungsspektrum und Anwendbagkegicht und gebildete Resistenzen

umgangen [3].

Zur Behandlung von lebensmittelliefernden Tieremdsinnerhalb der Europaischen Union
nur die vier Tetracycline Oxytetracyclin, Tetradgel Chlortetracyclin und Doxycyclin

zugelassen [4; 5]. Dabei missen nach der Behandlen@iere gesetzlich vorgeschriebene
Wartezeiten eingehalten werden, bevor das Tierhigdatet oder dessen Milch bzw. Eier
verkauft werden durfen. Diese MaRnahme dient dehut3ades Verbrauchers vor zu hoher
Belastung mit Antibiotika [6]. Zu diesem Zweck werd auch gesetzliche Hochstmengen
eingefiihrt (maximum residue limit, MRL), die beimeNauf eines Lebensmittels nicht
Uberschritten werden durfen. Zur Kontrolle der Eiting der MRL-Werte werden sowohl

nationale als auch europaweite Riuckstandskontrdileohgefuhrt.

2 Tetracycline

2.1 Geschichte der Tetracycline

Erstmals wurde ein Tetracyclin im Jahre 1948 vonj&®min Minge Duggar beschrieben [7].
Er fand eine gelbe Substanz, die er &treptomyces aureofaciersolieren konnte und die er
aufgrund ihrer Farbung Aureomycin (das spatere @tlacyclin) nannte. Ein Jahr spater
meldete er das erste von vielen Patenten im Bedgch etracyclinforschung an. Bereits zwei
Jahre darauf meldete die Firma Pfizer und Co. aiterR auf eine Substanz mit ahnlichen

Eigenschaften an, die a® rimosusisoliert und Terramycin (das spatere Oxytetracycli
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genannt wurde [3]. Die Strukturaufklarung der baid@ubstanzen erwies sich als schwierig
und konnte erst 1953 von Woodward erreicht werd@r9{ 10]. Bei seinen Arbeiten wurde
durch Abspaltung eines Chloratoms von Aureomyane @ritte Substanz entdeckt, die spater
auch aus Fermentationsansatzen Somureofaciens, S. rimosus und S. viridofacieakert
werden konnte [11]. Sie wurde Deschloroaureomyeimagnt und ist heute unter dem Namen
Tetracyclin bekannt [3].

In den folgenden Jahren wurden weitere Tetracyclinsoliert (z.B. das
Demethylchlortetracyclin ausS. aureofaciens und teilsynthetisch gewonnen [11]. Da
Tetracycline im physiologischen pH-Bereich nur eimperinge Loslichkeit aufweisen (ca.
1 mg/ml) [12], ging die Forschung neben einer \@kien Wirkung (Methacyclin,
Doxycyclin) und der Umgehung von Resistenzen (Mywcbn und die Gruppe der
Glycylcycline) sowie der Verringerung von Nebenwingen auch in die Richtung einer
verbesserten Loslichkeit (Rolitetracyclin und Lyrpe®).

Bald nach der Entdeckung der Tetracycline versuchtan diese auch totalsynthetisch
herzustellen. Die komplexe Stereochemie der Tetieey und ihre hohe Reaktions-
freudigkeit gegentber sauren, alkalischen oderziedend wirkenden Agenzien erschwerten
die Totalsynthese. Erst 1962 gelang Woodward diestelbung eines biochemisch aktiven
Tetracyclins, dem 6-Desmethyl-6-desoxytetracycnf rein chemischem Weg lber eine
insgesamt 22-stufige Reaktionsfolge, zitiert in][I2ie Totalsynthese erwies sich jedoch als

zu ineffektiv. Heute werden Tetracycline fermentatiler teilsynthetisch hergestellt.

2.2 Chemie

2.2.1 Struktur

Der Grundkorper aller Tetracycline besteht ausddr angeordneten sechsgliedrigen Ringen,
die gemal IUPAC mit A bis D bezeichnet werden. Bisnmerierung der Kohlenstoffatome
erfolgt analog zum Naphthacen, beginnend in Ringu#d von dort aus gegen den
Uhrzeigersinn. Abbildung 2-1 zeigt das Grundgeridgr Tetracycline inklusive der
Benennung der Ringe von A-D und der Kohlenstoffaomabelle 2-1 gibt eine Ubersicht

Uber wichtige Vertreter der Tetracycline.
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OH @) OH (0] (0]

Abbildung 2-1 Allgemeine Grundstruktur der Tetracycline

Name R1 R2 R3 R4 RS R6
Tetracyclin H CH OH H H H
Oxytetracyclin H CH OH OH H H
Chlortetracyclin Cl CHd OH H H H
Doxycyclin H CH H OH H H
Sancyclin H H H H H H
Methacyclin H =CH OH H H
Rolitetracyclin H CH OH H —S—NO H
H COOH

Lymecyclin H CH OH OH ¢ W\NrH H
Desmethyl- Cl H OH H H H
chlortetracyclin

. (0]
Tertiar- HC H
butylglycylamido-| N(CHg)2  H  H H H chﬁ/N¢J\H/
minocyclin CH,
Minocyclin N(CHs), H H H H H

Tabelle 2-1 Chemische Strukturen wichtiger Tetracyline

Mit Ausnahme von Ring A ist das Tetracyclin-Molekéahnahernd planar. Ring A ist
aufgrund der sterischen Anordnung der Reste an @#h Cl2a etwas aus der Ebene
herausgebogen. Das Molekul hat mit Ring D nur eim@matischen Ring. Die Kohlenstoff-
atome 4, 4a, 5a, 6 und 12a sind asymmetrisch, amdlekil optisch aktiv macht. Je nach
Substitution weisen die unterschiedlichen Tetraogclmehr oder weniger Asymmetrie-
zentren (z.B. Oxytetracyclin: 6 oder Minocyclin: &)f (siehe Tabelle 2-1). Der Chromophor
der Ringe BCD des Tetracyclins absorbiert Licht\&lenlangen 225, 285, 320 und 360 nm
und 262 nm (Ring A-Chromophor). Eine Absorptionstarbei 275 nm setzt sich aus

mehreren Absorptionen zusammen [12].
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2.2.2 Umlagerungs- und Dehydratationsprodukte

Tetracycline sind anfallig fur Umlagerungen und Abprozesse unter verschiedenen
physikochemischen Gegebenheiten. Dabei werden Nem adie Epimerisierung am C4-
Atom, verschiedene Keto-Enol-Umlagerungen und demilerisierung in Ring B als
Umlagerungen beschrieben. Die Tetracyclin-Literab@schrankt die Begriffe ,Isomeri-
sierung” und ,Iso-, allein auf die Lactonbildung Ring C bei alkalischen pH-Werten (siehe
Abschnitt 2.2.2.3, Seite 8), obwohl auch andere agmatungen dem allgemeinen chemischen
Sprachgebrauch entsprechend eine Isomerisierungtelan. Um Missverstandnisse zu
vermeiden, wird in dieser Arbeit die Benennung derlagerungsprodukte konform mit der
in der Tetracyclin-Literatur verwendeten Nomenktaturchgeftuhrt.

Als Dehydratationsprodukt werden die Anhydrotetcdioyy beschrieben (siehe Abschnitt
2.2.2.4, Seite 9). Sie entstehen durch Wasserdbsgahus Tetracyclinen mit einer OH-
Gruppe an C6.

2.2.2.1 Epimerisierung

Die haufigste Umlagerung im Tetracyclin-Molekiil @die Anderung der Konformation am
asymmetrischen Kohlenstoffatom C4. Dabei handetidsum eine Isomerisierung, die unter
dem Begriff Epimerisierung Einzug in die Tetracyeliiteratur gefunden hat. Besonders im
pH-Bereich zwischen 2 und 6 unterliegen die Tetthog dieser Reaktion [12Bie verlauft
Uber eine Enolform als Intermediat, wie es in Abbilg 2-2 dargestellt ist. Dabei bildet sich
als Produkt das antibakteriell weitgehend inakteepi-Tetracyclin [13] (siehe auch
Abschnitt 2.3.1, Seite 11).

N(CHy),

Tetracyclin 4-epi-Tetracyclin

Abbildung 2-2 Epimerisierung an C4
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Die Epimerisierung verlauft als Reaktion erster i@y und ist reversibel. Unter optimalen
Bedingungen ist eine vollstandige Wiederherstelluwt®s biologisch aktiven Isomers im
alkalischen Milieu bei Anwesenheit komplexierentitallkationen moglich [13].

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Epimerisierungdwbeeinflusst durch mehrere Faktoren.
So spielen die Anwesenheit von Substanzen wie PlabsiCitrat, Harnstoff, Losungs-
vermittlern und mehrwertigen Metallkationen, abectadie Temperatur eine grof3e Rolle [12;
14; 15]. Hussar et al. untersuchten 1968 [14] dighdxgigkeit der Epimerisierungs-
geschwindigkeit von der Temperatur und dem pH-Waet LOosung. Sie fanden eine
Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit mit abnetdeen pH-Wert und steigender
Temperatur. Zudem stellten sie fest, dass Oxytgttimcnur sehr langsam epimerisiert. Dies
fuhrten sie auf eine stabilisierende Wirkung dedtdxygruppe an C5 zuriick. Diese ist in der
Lage, mit dem Stickstoff der Dimethylaminofunkti@me Wasserstoffbriicke auszubilden,
was die Epimerisierung erschwert.

Die Lage des Gleichgewichtes ist zudem vom exakiehWert und vom jeweiligen
Tetracyclin abhangig. So konnten Remmers et alhwaisen, dass bei einem pH-Wert von
3,2 etwa 55 % und bei einem pH-Wert von 6,0 nur%d&ls 4-epi-Tetracyclin vorliegen
(Tabelle 2-2) [15].

Anteil 4-epi-Tetracyclin
pH-Wert ) _ _
im Gleichgewicht [%]
2,4 45
3,2 55
4,0 37
50 32
6,0 18

Tabelle 2-2 Gleichgewichtskonzentrationen von 4-effietracyclin in 0,1 mol/L Phosphatpuffer bei
unterschiedlichen pH-Werten bei einer Temperatur va 23 °C [15].

2.2.2.2 Keto-Enol-Tautomerie und Protonierung

Tetracycline kdbnnen an mehreren Stellen im Molgkttoniert oder deprotoniert werden. Sie
sind also amphoter. Die Deprotonierung der Hydroxgge an C3 zeigt aufgrund einer sich
leicht ausbildenden Keto-Enol-Tautomerie in Ringsfehe Abbildung 2-3) den niedrigsten
pKoWert (pKaz in Tabelle 2-3).
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Abbildung 2-3 Keto-Enol-Tautomerie in Ring A des Téracyclins [3]

Eine weitere Keto-Enol-Tautomerie lasst sich in &mgen B und C finden. Hier formen die
Substituenten an den C 11, 11a und 12 ein Systdémin@m hoheren pkWert (pKy). Die
Dimethylaminogruppe schliel3lich weist einen bastsciCharakter auf (pf§). Bei den pk-
Werten zeigen sich Unterschiede zwischen den e@ianeletracyclinen. Tabelle 2-3 gibt eine

Aufstellung der pk-Werte einiger Tetracycline, wie sie von Qiang #wams [16] bestimmt
wurden.

pKa1 pKa2 PKaz
Tetracyclin-HCI 3,2 7,5 8,9
Oxytetracyclin-HCI 3,3 7,8 9,6
Chlortetracyclin-HCI 3,3 7,6 9,3
Doxycyclin-HCI 3,0 8,0 9,2

Tabelle 2-3 pK,-Werte einiger Tetracyclin-Hydrochloride [16].

Die nahe beieinander liegenden Werte flgqahd pKys zeigt, dass Tetracycline in wassrigen
Losungen meist als Mischung von unterschiedlichtqmierten Formen vorkommen. Wie
Abbildung 2-4 A zeigt, liegt das neutrale Tetragychls Zwitterion vor. Diese Abbildung
stellt die unterschiedlich protonierten Formen v@iracyclin bei Anderung des pH-Wertes
vom Sauren ins Basische dar. In Abbildung 2-4 BEeistVerteilungsschema der Formen bei
entsprechenden pH-Werten gezeigt. Bei dieser Abbgd wurden Epimerisierung,

Isomerisierung und die Bildung von Anhydrotetraayelaufl3er Acht gelassen.
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Abbildung 2-4 Schema der Deprotonierung von Tetracglin bei steigendem pH-Wert [3]. A: Darstellung
der moglichen Formen, in denen Tetracyclin bei demnterschiedlichen pH-Werten vorliegen kann. Fur
das einfach negativ geladene Tetracyclin sind zw&ormen bekannt. B: Verteilung der unterschiedlich
protonierten Formen des Tetracyclin im pH-Bereich 2bis 11 in wassrigen Losungen. Dabei bezeichnet
Form c die Summe aus Form d und e.
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Unterhalb von pH 2 liegt ausschlief3lich die volsté&) protonierte Form des Tetracyclins
TC-Hs;" (a) vor. Steigt der pH-Wert an, so wird zunachas dVasserstoffion mit dem
geringsten pkWert abgespalten (pKin Tabelle 2-3). Es bildet sich die neutrale Far@-
H,* (b), die mit steigendem pH-Wert einen immer gréReknteil ausmacht, bis sie bei pH 5-
6 fast zu 100 % vorkommt. Erst nach diesem grofk&Bereich wird das Tetracyclin weiter
zur TC-H-Form (c) deprotoniert. Die Ladungen dieser Formrign im Tetracyclin-Molekul
unterschiedlich verteilt sein, so dass von diesgmFdie beiden Unterformen d (mit je einer
negativen Ladung an den Sauerstoffen an C 3 und u@tReiner positiven Ladung am
Stickstoff der Dimethylaminofunktion) und e (miher negativen Ladung auf dem Sauerstoff
an C3) nebeneinander vorkommen. Dabei liegt dieetfloim e in geringerer Menge vor als
die Unterform d. Ab einem pH-Wert von ca. 7,5 sellich wird auch die vollstandig
deprotonierte Form TC-Hf) gebildet.

Abbildung 2-4 B macht deutlich, dass vor allem péi-Werten zwischen 6 und 11 ein

Gemisch aus mehreren Formen des Tetracyclins gorlie

2.2.2.3 Isomerisierung

Tetracycline mit einer Hydroxygruppe an C6 werden Gegenwart von Basen leicht
umgelagert. Dabei bildet sich in Ring C ein Lacams (Abbildung 2-5).

Chlortetracyclin Isochlortetracyclin

Abbildung 2-5 Bildung des Isochlortetracyclins ausChlortetracyclin im alkalischen Milieu

Chlortetracyclin beginnt bereits bei einem pH-Wesh 7,5 und bei Temperaturen oberhalb
von Raumtemperatur zu isomerisieren [12] und istnitlebesonders anféllig fur diese

Reaktion. Tetracyclin und Oxytetracyclin sind wagastabiler. Sie beginnen unter gleichen
Bedingungen erst ab pH 9 bis 10 zu isomerisieretracycline ohne Methylgruppe an C6
zeigen eine erhohte Stabilitat [12].
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Die Isomerisierung ist nicht reversibel, allerdingénnen diese Iso-Formen reversibel

epimerisieren. So entsteht z.B. das 4-epi-Isoatti@tyclin.

2.2.2.4 Bildung von Anhydrotetracyclinen

Unter stark sauren Bedingungen (gi2) bilden Tetracycline mit einer HydroxygruppeGé
Anhydrotetracycline. Diese Reaktion verlauft ungemomatisierung des Ringes C durch

Wasserabspaltung. Sie ist in Abbildung 2-6 am Belsjes Tetracyclins dargestellt.

Tetracyclin Anhydrotetracyclin

Abbildung 2-6 Bildung von Anhydrotetracyclin aus Teracyclin bei Anwesenheit starker Sauren

Die Bildung von Anhydrotetracyclinen wird durch Emnen geférdert und ist irreversibel
[12]. Auch die Anhydrotetracycline konnen epimeaisn.

Die Anhydro-Form des Oxytetracyclins ist in wéassrgLdsungen nicht stabil. Sie reagiert
aufgrund der OH-Gruppe an C5 unter Spaltung degedRimB in einer raschen Folgereaktion

zum apo-Oxytetracyclin (siehe Abbildung 2-7).

apo-Oxytetracyclin

Abbildung 2-7 Struktur von apo-Oxytetracyclin

Die Anhydrotetracycline und die 4-epi-Anhydroteyrelne weisen bakterizide Wirkung auf.
Diese ist jedoch nicht auf die Interaktion mit Rsbaen (wie in Abschnitt 2.3.5, Seite 15
dargestellt) zurtickzufihren, sondern ergibt sich iwer Fahigkeit, Zellen zu lysieren, was

vermutlich auf eine Zerstérung des Membranpotentzalriickzufiihren ist [17]. Sie haben
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jedoch keine medizinische Bedeutung, da sie soplabiotoxisch als auch hepatotoxisch sind

3].

2.2.3 Komplexbildung

Tetracycline sind starke Komplexbildner. Sie bileseih Kationen und Anionen, aber auch mit
nieder- und hochmolekularen Stoffen reversible Kiaxg. Tabelle 2-4 gibt eine Auswahl an

Stoffen wieder, die mit Tetracyclinen einen Komplebden [12].

Fe*, Fe*, Ccu™, Ni¥, Co™, znt*, Mn”*, Mg, C&™, Be™*, AI*",
zr* Tt

Phosphat, Citrat, Salicylat, p-Hydroxybenzoat,

Metallkationen

Anionen Sacharin-Anionen
Neutralstoffe Coffein, Harnstoff, Thioharnstoff, liaanylpyrrolidon
Biopolymere Serumalbumin, Lipoproteine, GlobuliRA

Tabelle 2-4 Auswahl an Stoffen, die mit Tetracyclian Komplexe bilden

Die Komplexbildung ist von der Art des Stoffes uwheim pH-Wert der Losung abhéngig. Im
pH-Bereich zwischen 3 und 7,5 ist die Bindung degidhs an das Phenol-Diketon-System
der Ringe BCD thermodynamisch begiinstigt [3; 12 \Beiter ansteigendem pH-Wert wird

die Dimethylaminogruppe deprotoniert, und ein weseKation kann zwischen dieser Gruppe
und der dazu cis-stadndigen Hydroxygruppe an Cl2apkexiert werden. Die 4-Epimere der

Tetracycline sind nicht in der Lage, dieses weitdatallkation zu binden und zeigen deshalb
nur ein Bindungsverhéltnis von 1:1. Oxytetracydamn aufgrund seiner Hydroxygruppe an
C5 bei Werten oberhalb von pH 7 zwischen dieser ded Hydroxygruppe an Cl2a ein

zusatzliches Metallkation binden [12].

Die Komplexierung von Metallkationen verstarkt dieggenfluoreszenz der Tetracycline um
etwa den Faktor 5. Dieser Effekt lasst sich ansgftifir den Nachweis von Tetracyclinen
ausnutzen [18].

Die reversible Bindung an Plasmaproteine ist abigawon pH-Wert und Temperatur, ebenso
wie von der Lipophilie des Tetracyclins. Sie reighh 20 % bei z.B. Oxytetracyclin und geht
bis zu 90 % bei dem lipophilen Doxycyclin [12; 19].
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2.3 Biologische Wirkung

Alle Tetracycline weisen den gleichen Wirkmechanisnauf, der primar auf eine reversible
Hemmung der Proteinbiosynthese zurtickzufiihren Sgt. unterscheiden sich lediglich in
ihren pharmakokinetischen Eigenschaften wie ResorpGewebediffusion und Elimination
[12; 20].

2.3.1 Struktur-Wirkungsbeziehung

Im Laufe der Suche nach neuen Tetracycline hatenaVielzahl von Derivaten hergestellt.
Aus diesen Versuchen sind die Strukturmerkmale fretkalie fur die antibakterielle Aktivitat
der Tetracycline unerlasslich sind. Das einfacinsteh biologisch aktive Tetracyclin ist das
Sancyclin (Abbildung 2-8). Es weist quasi nur diguturmerkmale auf, die fir die

antibiotische Wirkung notwendig sind.

Abbildung 2-8 Struktur von Sancyclin

Eine wesentliche Vorraussetzung fir die antibibtseVirkung der Tetracycline ist die lineare
Anordnung der 4 sechsgliedrigen Ringe. Alle synsicben Derivate mit weniger als 4
Ringen sind wirkungslos. Zudem ist es unabdingthass Ring D aromatisch ist. Neben dem
Ringsystem ist auch die stereochemische Anordnuegtiromter Gruppen fir die
antibakterielle Aktivitat ausschlaggebend. So weisalle natirlich vorkommenden
Tetracycline eine stereochemische Ausrichtung dehléhstoffe 4a und 12a auf, die Ring A
aus der planaren Anordnung der Ringe B bis D heehts Wird Ring A z.B. durch eine
Aromatisierung — wie es im Anhydrotetracyclin dedlfst - in die Ebene der anderen Ringe
hineingedriickt, so geht die Fahigkeit zur Hemmurmy Broteinbiosynthese vollstandig
verloren [12]. Ebenso ist eine-Konfiguration der Dimethylaminofunktion an C4 wiih
Die 4-Epimere §-Konfiguration) der Tetracycline weisen eine stagkminderte antibiotische
Aktivitdt auf [12]. Tetracycline, denen die DimetAsinogruppe an C4 ganzlich fehlten,
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weisen keine Aktivitdt gegenlber Prokaryoten auksP Tetracycline sind jedoch in der
Lage, eukaryotische Zellen anzugreifen [3].

Bei Betrachtung der unterschiedlichen Tetracycfél# auf, dass die Substituenten an den
Kohlenstoffen C10 — C12a und C1, 3 und 4 starkskoriert sind. In der Tat sind fast alle
Gruppen hier fur die Erhaltung der antibiotischektiitat notwendig. So sind z.B.
Tetracyclin-Derivate ohne Keto-Enol-System zwisclden Gruppen an C11, Clla und C12
unwirksam. Eine Verlangerung oder Verkiirzung diesgemophoren Systems — wie z.B. bei
12a-Desoxytetracyclin oder bei den 1la Halogerdgttanen — vermindert die Wirkung
stark. Eine Zerstérung des Systems, wie es beilstdetracyclinen der Fall ist, fihrt zum
volligen Aktivitatsverlust [12].

Zusammenfassend sei gesagt, dass neben dem 4-Rergspuch die Substituenten der
Kohlenstoffatome 1, 3, 4a, 10, 11 und 12 nicht ndeit werden durfen, ohne zumindest
erhebliche EinbuRen der biologischen Aktivitat lidhmen zu muissen. Die Substituenten an
den C-Atomen 5, 6, 7, 8 und 9 kdnnen variiert weyrden neue Tetracycline mit veranderten
pharmakologischen Eigenschaften zu erhalten ($igneu auch Tabelle 2-1, Seite 3).

2.3.2 Pharmakokinetik

Nach der Gabe von Antibiotika an Saugetiere werdese Stoffe in Abhangigkeit von
verschiedenen Faktoren im Organismus resorbiertieilte metabolisiert und wieder
ausgeschieden. Dabei hangt die Metabolisierung ales Muttersubstanz bezeichneten
Ausgangsstoffes stark von Spezies, Geschlecht;, Atadhrung usw. ab [21].

Tetracycline werden bevorzugt oral appliziert. @tsdacyclin, Lymecyclin, Doxycyclin und
Minocyclin stehen auch fur die parenterale Veraltmang zur Verfiigung und Rolitetracyclin
wird ausschliel3lich parenteral verabreicht [22; 23]

Die Resorption erfolgt aus Magen, Duodenum und Damm. Sie ist stark abhéngig vom
Fullungszustand des Magens und der Zusammensetimm@peisen und unterliegt somit
erheblichen Schwankungen. Die gleichzeitige Gaben V@itronensédure kann die
Serumkonzentration von Chlortetracyclin erhéhen|,[2&hrend Milch und Milchprodukte
und Eisenpraparate aufgrund der Bildung schwerclést Chelate die Resorption verringern
[19]. Unter optimalen Bedingungen liegt die Resrptvon Tetracyclinen beim Menschen
zwischen 30 % (Chlortetracyclin) und 80 % (Tetrdicydzw. Oxytetracyclin) [25]. Bei
Doxycyclin und Minocyclin kann eine Resorptionsratan mehr als 90 % erreicht werden
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[19; 20]. Ihre Resorption ist weitgehend unabhangmn der Zusammensetzung der
Mageninhaltes. Dies kann zum Teil darauf zurickigefiwerden, dass Komplexe von
Doxycyclin mit Metallkationen in der sauren Umgebgutes Magens nicht stabil sind [20].

Die Verteilung der Tetracycline im Korper ist vorrdGewebeart abhéngig. So wird im
Sputum eine hohe Tetracyclin-Konzentration festgistbis zu 20 % der Serumkonzen-
tration), was die gute Wirksamkeit von Tetracydhirigei Atemwegsinfektionen erklart [11].
Sie erreichen auch intrazellulare Erreger wie ZBlamydien oder Brucellen. Kelly und
Kanegis fanden bei Hunden die hdochsten Konzentratian Niere, Leber und Gallenblase
[26]. Tetracycline sind aufgrund ihrer Fahigkeitjt mweiwertigen Metallkationen stabile
Komplexe zu bilden, in der Lage, sich an Knoched @ahnschmelz anzulagern. Dabei
bilden sie antibakteriell inaktive, gelb gefarbtetrfcyclin-Calcium-Orthophosphat-Chelate
und beeinflussen das Knochenwachstum und die Deiohimg [19; 27; 28].

Wahrend ihrer Passage durch den Organismus ugtenlidie Tetracycline unterschiedlich
stark der Metabolisierung. Wahrend bei TetracydRalitetracyclin und Oxytetracyclin kaum
eine Metabolisierung stattfindet [19; 29], wird Gheétracyclin zu einem erheblichen Teill
umgewandelt. Eisner und Wulf fanden im Urin von tBatzwischen 23-35 % 4-Epi-
Chlortetracyclin und bei Hunden sogar 31-60 % [ZBJrhelle et al. fanden 2000, dass
zwischen 12 und 20 % des gesamten ChlortetraciRilickstands im Dotter von Legehennen
als 4-Epimer vorlag [30], wahrend Kennedy et all;[32] in zwei Studien nur einen sehr
geringen Teil des applizierten ChlortetracyclinsForm der Muttersubstanz oder deren 4-
Epimers im Ei wieder finden konnten. Als Hauptmelédb zeigten sich hier wie auch bei
Zurhelle das Isochlortetracyclin und das 4-Epi-ldotetracyclin. Die Demethylierung des
Chlortetracyclins am Stickstoff des C4-Substituaritennte ebenfalls in geringem Umfang
nachgewiesen werden [33].

Das Minocyclin ist ein weiteres Tetracyclin, dasstarkem Umfang metabolisiert wird. Die
menschliche Leber ist in der Lage, das Minocyclirteu Bildung von bis zu 6 Metaboliten
abzubauen [19]. Dabei wird als Hauptmetabolisierdrg Hydroxylierung an C9 und die
Demethylierung des Stickstoffs in der 4er-Positischrieben [20; 34; 35]. Das ahnlich
lipophile Doxycyclin hingegen wird nur in sehr gegem Umfang metabolisiert [19]. Bocker
konnte 1983 einen Metaboliten in menschlichem Umachweisen, der etwa 8 % der
verabreichten Menge an Doxycyclin ausmachte [36ieEmutete, dass es sich um ein an der

Dimethylaminofunktion mono-demethyliertes Derivankelte.
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Die Exkretion von Tetracyclin, Oxytetracyclin undolRetracyclin und deren Metabolite
findet hauptsachlich renal statt. Nur ein kleinail Tasst sich in den Féazes wieder finden.
Einschrankungen der Nierenfunktion kann deshalb diesen Tetracyclinen zu einer
Verlangerung der Plasmahalbwertzeit und damit auckiner unerwiinschten Erhéhung der
Plasmakonzentration fuhren [19]. Rickstéande vono@étracyclin und seiner Metabolite
lassen sich zum groRReren Teil im Fazes finden. Aloeh Uber die Niere wird ein Teil des
Chlortetracyclins ausgeschieden [37]. Doxycyclimdmn ungeladener Form hauptséchlich

Uber die Niere ausgeschieden [20].

2.3.3 Wirkungsspektrum und Anwendungsgebiete in deYeterindrmedizin

Tetracycline zeigen Wirkung gegen eine Vielzahhgpasitiver und gramnegativer Bakterien

sowie Rickettsien, Mykoplasmen und Spirochaten, ingggen sie in der Wirkung gegen

Pseudomonaden, Proteus und Salmonellen Licken @sefweMycobakterien, Protozoen,

Pilze und Hefen sind von Natur aus resistent géggracycline [1; 12; 38].

Tetracycline werden in der Veterinarmedizin zuméistdie Behandlung von Infektionen des

gastrointestinalen und des Atmungstraktes ebensobeil Hautinfektionen, aber auch bei
systemischen Infektionen und Sepsen eingesetztifjliubtherapeutischen Dosen zeigen
Tetracycline einen wachstumsfordernden Effekt, masatzlich zu ihrer raschen Verbreitung
in der Veterindrmedizin beitrug. Der Einsatz alscW&umsforderer ist jedoch innerhalb der
EU untersagt [39].

2.3.4 Aufnahme von Tetracyclin in die Bakterienze#

Es ist bereits seit langerem bekannt, dass Tetiacyon sensitiven Zellen im Cytoplasma
angereichert werden [40]. Dabei stellt man anstelge Konzentrationen vom &auf3eren
Medium Uber das Periplasma bis zum Cytoplasma @éseBums fest. Die Aufnahme von
Tetracyclin in die Zelle scheint energieabhéngigsein, da sie gegen ein Konzentrations-
gefélle verlauft. Bei gramnegativen Bakterien ggtatas Antibiotikum zunéchst als positiv
geladener Komplex mit einem zweiwertigen Metallati(vermutlich Magnesium) passiv
durch in der Zellwand lokalisierte Porin-Kanale das Periplasma [1; 40; 41; 42]. Diese
Passage wird durch das Donnan-Potential der Zetlwarerstitzt, welches dafir sorgt, dass
positiv geladene Substanzen ins Zellinnere ,gesbgeerden. Der Weg durch die
Cytoplasmamembran geschieht vermutlich ohne dieilBging von spezifischen Carrier-
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Proteinen. Diese konnten bislang nicht entdecktesr Hier schlagen Yamaguchi et al. [40]
die pH-Differenz zwischen Cytoplasma und Periplagisatreibende Kraft vor. Sie konnten
nachweisen, dass die Aufnahme von Tetracyclin enZdlle vermindert wird, wenn der pH-
Wert des aul3eren Mediums ansteigt. Der Grund miéigjt in der Natur der Tetracycline.
Bei einem pH-Wert von 7,8, wie er im Cytoplasmakaonmt, liegt ein geringerer Teil des
Tetracyclins in der neutralen Form vor als bei gingH-Wert von 6,1, wie er im &auf3eren
Medium héaufig anzutreffen ist (siehe hierzu auchoifdung 2-4 B, Seite 7). In neutraler
Form kann das Tetracyclin besser durch die lipepkiembran gelangen, und es diffundiert
in héherem Malie in die Zelle. Ebenfalls konnten ¥guochi et al. [40] zeigen, dass ein
Anstieg der Magnesiumionen-Konzentration im auf3ekdgdium zu einer verminderten
Aufnahme flihrt, was darauf hindeutet, dass dasad@wttin die Cytoplasmamembran in
neutraler Form passiert. Im Cytoplasma ist der peHWoher als im Periplasma, was dazu
fuhrt, dass das Tetracyclin wieder vermehrt alsatieggeladenes Molekdl vorliegt. Daher ist
von einer Komplexierung mit Magnesium im Cytoplasauszugehen [41]. Dieser Vorgang
unterstitzt die Anreicherung von Tetracyclin in Bakterienzelle, da die Komplexierung von
Tetracyclin die negativ geladene Form aus dem &ggiwicht TC — TC herauszieht und
damit auch die Konzentration der ungeladenen Forrder Zelle verringert. Bei Erreichen
eines Gleichgewichtes aller Formen ist die Konadmn von Tetracyclin rechnerisch
innerhalb der Zelle etwa doppelt so hoch wie imesiefl Medium [43]. Tatsachlich wurde
von Anreicherungen um den Faktor 20 — 30 $&phylococcus aureumd sogar um den
Faktor 100 beEscherichia colberichtet [38].

2.3.5 Wirkmechanismus

Befindet sich Tetracyclin in einer Bakterienzelkd, es in der Lage, als Magnesiumkomplex
an das bakterielle Ribosom zu binden und so didefPtmosynthese zu hemmen. Diese
Hemmung ist reversibel [1; 41], daher fihren nuhén@ntibiotikum-Konzentrationen zum

Absterben des Bakteriums. Pioletti et al. [44] kemn6 Bindungsstellen fur Tetracyclin auf
der kleinen ribosomalen Untereinheit identifizierdolesnikov et al. [45] konnten noch

weitere auf der grof3en Untereinheit nachweisenebDadigte sich eine Bindungsstelle an der
Bindungsstelle fiirr die Aminoacetyl-t-RNA-Molekdl¢a-site) auf der kleinen Untereinheit

des Ribosoms als diejenige mit der héchsten A#tniElr sie bestimmten Strel'tsov et al.

1 Aminoacetyl-t-RNA-Molekiile transportieren die Amiauren in aktivierter Form zum Ribosom, wo diese
miteinander zu einem Protein verknlpft werden.
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[46] eine Bindungskonstante von 1,3*10mol. In der 2 x 0,7 nm groRen Bindetasche ist das
Tetracyclin Uber ein Magnesiumion mit dem Zuckeo$fihatrickgrat der 16S RNA
verbunden. Dabei bilden sich sowohl Salzbrickensein dem Magnesium und den
Phosphatgruppen der ribosomalen RNA als auch Waeffericken zwischen den
Sauerstoffatomen der polaren Unterseite des Tetlimsyund den Phosphatgruppen der r-
RNA aus [47]. Die Bindung an der a-site des Ribosoist fur die Hemmung der
Proteinbiosynthese verantwortlich. Gebundenes @wtha blockiert das Anbinden weiterer
Aminoacetyl-t-RNA-Molekile [48], was zum Abbruch rdeascierenden Peptidkette flhrt.

Das Unvermdgen, Proteine zu bilden, fuhrt letztliam Absterben der Zelle.

Tetracycline haben neben dieser Hauptwirkung naalges andere Wirkungsweisen. So sind
sie auch in der Lage, mit Enzymen des Elektronasparts zu interagieren und die Synthese
von Nukleinsduren sowie der Zellwand zu hemmen ZRidem wird eine Hemmung der

oxidativen Phosphorylierung [12] sowie der Cytoechr@xidoreduktase beschrieben [3].

Trotz des unterschiedlichen Aufbaus von pro- unklaggotischen Ribosomen konnte eine
Beeinflussung durch Tetracycline auch bei RibosonrerSaugetierzellen nachgewiesen
werden [3]. Die Tatsache, dass Tetracycline deneawh hohe Selektivitat fir prokaryotische
Zellen aufweisen, kann mit einer verminderten Susligit der Ribosome und einer
geringeren Anreicherung des Antibiotikums in eukéischen Zellen begrindet werden [11;
38].

2.3.6 Toxikologie

Die Tetracycline zeigen gegenuber S&ugern einengeriToxizitat. Das Joint Expert
Committee on Food Additives (JECFA) von WHO und FAQ@t einen ADI-Wert von
0-3 pg/kg Korpergewicht fir Oxytetracyclin, Chldreeyclin und Tetracyclin einzeln oder in
Kombination festgelegt. Er wurde auch fur Doxycydibernommen [49]. Bisher konnte kein
Hinweis auf eine Reproduktions- oder Genotoxiziér Tetracycline gefunden werden.
Ebenso wurde keine cancerogene Wirkung nachgewjé6eb1].



Einleitung 17

2.4 Tetracyclin-Resistenz

Bereits kurz nach dem ersten Einsatz von Tetraogelizur Therapie traten die ersten
Resistenzen auf. 1953 wur8aigella dysenteriamit einer Tetracyclin-Resistenz isoliert und
schon 2 Jahre spater trat ebenfalls in eilggellaBakterium die erste Multidrugresistenz
gegen Tetracyclin, Streptomycin und Chloramphengedl[52]. Lima et al. [53] stellte 1995
eine Studie vor, in der bereits tUber 64 % der estdnShigella fexnerBakterien die gleiche
Multidrugresistenz trugen. Hauptgrund fir die rascWerbreitung — auch zwischen
unterschiedlichen Bakteriengattungen — ist die achts, dass sich Tetracyclin-Resistenzen
meist auf so genannten mobilen Elementen wie Taswpe oder Plasmide befinden. Diese
kénnen Uber den horizontalen Gentransfer von eiBakterium zum anderen weitergegeben
werden. Oft befinden sich auf diesen mobilen Elee®mehrere Resistenzgene gleichzeitig
[11; 52].

Bakterien kdnnen auf unterschiedlichem Wege gegemadycline Resistenzen entwickeln.
Die 3 haufigsten Mechanismen sind
1) Reduktion der Antibiotika-Konzentration im Cytapma
a) durch geringe Permeabilitat der Zellwand
b) durch aktives Ausschleusen des AntibiotikuEf§§x)
2) Schutz des Ribosoms durch spezielle Proteine und

3) enzymatische Inaktivierung des Tetracyclins.

Bis heute sind 38 unterschiedliche Gene fir eingatgclin- oder Oxytetracyclin-Resistenz

bekannt. Dabei stellen die Gene, die fur Effluxpino¢ codieren, mit 60 % den grof3ten
Anteil. 11 Gene codieren fur Proteine, die das Rino schitzen, und nur 3 Gene codieren fur
Inaktivierungs-Enzyme. Ein Gen konnte bisher nodinér dieser Gruppen zugeordnet

werden. Der durch dieses Gen bewirkte Resistenzaméahus ist bisher noch ungeklart [54].

2.4.1 Reduktion der Antibiotika-Konzentration im Cytoplasma

2.4.1.1 Geringe Permeabilitat der Zellwand

Grampositive und gramnegative Bakterien untersameisich sehr stark im Aufbau ihrer
Zellwand. Grampositive Bakterien besitzen mit ilsrk ausgepragten Peptidoglycanschicht

einen Schutz vor dem Eindringen von Molekilen maggen von mehr als 100 kDa. Kleine
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Molekile wie z.B. Tetracyclin gelangen hingegenehigdert hindurch [41]. Gramnegative
Bakterien haben mit ihrer Zellwand hingegen eineksame Barriere fur hydrophobe
Substanzen. Um trotzdem fur die Zelle lebensnotgeer@toffe aufzunehmen, weisen diese
Bakterien Porin-Kanale auf. Durch diese gelangthadas Tetracyclin in die Zelle. In der
Zellwand vonPseudomonas aeruginodehlen die Porin-Kandale. In Folge dessen zeigen
diese Bakterien eine erhdohte Resistenz gegen arglbiotische Substanzen. Mycobakterien
besitzen von Natur aus eine Zellwand, die nur sefe geringe Permeabilitat aufweist. Auch
hier ist die Resistenz gegen viele Antibiotika gegrt [43].

Bei den meisten resistenten Bakterien mit vermimdePermeabilitdét der Zellwand treten

zuséatzlich noch weitere Resistenzmechanismen auf.

2.4.1.2 Ausschleusen des Antibiotikums (Efflux)

Das Ausschleusen des Antibiotikums ist der hawigfResistenzmechanismus bei
gramnegativen Bakterien. Aber auch bei grampositiBakterien wurden bereits Efflux-
pumpen identifiziert.

Bei den Effluxpumpen handelt es sich um membrardyrannende Proteine, die Tetracyclin
energieabhangig gegen Protonen austauschen. Daipéée vam Beispiel des Effluxproteins
TetA nachgewiesen, dass der Austausch des ProtekBoehemisch neutral gegen den
positiv geladenen [TC-MgJKomplex im Verhaltnis 1:1 geschieht [55]. Wiirdeéohsdiese
Protonenpumpen standig in der Zellmembran befindénnten auch bei Abwesenheit von
Tetracyclin H-lonen in die Zelle gelangen, was zu einer Beeifiigung des
Membranpotentials fuhren wirde [56]. Aus diesem M@rwnterliegt die Expression der
Effluxproteine einer strengen Kontrolle. Die Balkterzelle bildet das Effluxprotein nur dann,
wenn Tetracyclin eindringt. Um einen wirksamen Szlgegen Tetracyclin zu gewahrleisten,
muss die Bildung des Effluxproteins bereits beieeidonzentration beginnen, bei der noch
keine Hemmung der Proteinbiosynthese erfolgt. Dipr&ssionskontrolle der Effluxproteine
sei im Folgenden am Beispiel des TetA ausfihrliebchrieben.

Zum besseren Verstandnis wird hier in Ubereinstimgnmit der Literatur das Gen einer
Resistenzdeterminante klein geschrieben und mgikem Lettern dargestellt, wahrend das
entsprechende Protein grof3 geschrieben wird.

Das Gen, welches fiur das Effluxprotein TetA codidréfindet sich hinter einer kurzen

Operator-Sequenz O2 (siehe Abbildung 2-9), atet®2 genannt. Diese Sequenz ist bei
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abgeschaltetem Gen mit einem Protein besetzt, egleim Ablesen des Gens verhindert. Das
an die DNA gebundene Protein bezeichnet man aladytlin-Repressor TetR. Das Gen fur
dieses Protein wiederum befindet sich in unmittedba Nachbarschaft aber in
entgegengesetzter Ableserichtung zteth-Gen und wird Uber eine Operatorsequenz O1

gesteuert. AnetO1 kann das gleiche Repressor-Protein TetR bindemmietO2.

H
Periplasma Tc
A
|Zellmembran
Cytoplasma v

Repressor TetR Repressor TetR Efflux-Protein TetA
* (freie Form) (induzierte Form) I ux-trotein 1¢
® Tetracyclin QQQ DNA
o

Abbildung 2-9 Schematische Darstellung des Tetraclin-Resistenzmechanismus in gramnegativen
Bakterien [57]. Beschreibung siehe Text.

Gelangt Tetracyclin in die Bakterienzelle, so hildgech im Cytoplasma ein Magnesium-
Komplex [TC-Mg]. Dieser Komplex kann an TetR binden, was zu ekmmformations-
anderung des Proteins fuhrt. Dadurch l6st sich TR der DNA. Nun sind digetO-
Sequenzen O1 und O2 unbelegt und die Gene fir iBtATetR kdnnen abgelesen werden.
Das nun gebildete Effluxprotein wandert zur Zellnleam, wird dort eingebaut und beginnt,
Tetracyclin im Austausch von Protonen aus der Zallszuschleusen. Der neu gebildete
Repressor TetR hat zum einen die Aufgabe, zushtzlicTetA das Antibiotikum abzufangen

und damit fur die Zelle unschédlich zu machen. sésndglich, da TetR eine ca. 1000-fach
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hohere Affinitdt zum Tetracyclin aufweist als dagdsom [57]. Zum anderen gewahrleistet
zusatzlich gebildetes TetR durch Bindung an denr@peO2 eine sofortige Abschaltung der
Expression detetA-Gens, wenn die Tetracyclin-Konzentration in detl@ wieder unter ein

kritisches Niveau gesunken ist.

Die Steuerung der Expression von Effluxproteinenrkgedoch auch auf anderem Wege
geschehen. Im Falle detet(35), ein Gen fur eine Effluxpumpe, die ebenfalis |

gramnegativen Bakterien gefunden wurde, wird alesteines Repressors ein Protein
exprimiert, welches die Aufgabe zu haben scheiet Edfluxpumpe nach der Expression zu
aktivieren [58]. Manche grampositiven Bakterien toliieren die Expression der

Effluxproteine Uber einen attenuativen MechanismBei diesem Prozess geschieht die
Steuerung auf der Ebene der m-RNA. Fiur nahererrdbonen zu diesem Mechanismus sei

auf die zitierte Literatur verwiesen [59; 60; 61].

2.4.2 Ribosomale Schutzproteine

Eine Gruppe von Resistenzgenen, die sowohl bei mggativen als auch bei grampositiven
Bakterien gefunden wurde, codiert fir ribosomalehuszproteine [1; 41]. Die genaue
Wirkung dieser Proteine ist bislang noch nicht stalhdig geklart. Man geht jedoch davon
aus, dass Tetracyclin bei seiner Bindung an dasd®iln dieses in seiner Konformation so
verandert, dass kein Anbinden von Aminoacetyl-t-RN&hr mdglich ist. Dies fihrt zum

Abbruch der Elongation und damit zum Erliegen dextéinbiosynthese. Die Schutzproteine
ihrerseits sind in der Lage, die Konformation désoRoms an der Tetracyclin-Bindestelle so
zu verandern, dass sich dieses vom Ribosom alili@shit ist wieder eine ungehinderte
Proteinbiosynthese moglich [54].

Es ist bis heute weder geklart, ob die Schutz-Rretaktiv ein erneutes Binden von
Tetracyclin an das Ribosom verhindern kénnen, raztein einmal abgeldstes Tetracyclin

Uberhaupt dazu in der Lage wére [54].

2.4.3 Enzymatische Inaktivierung

Die enzymatische Inaktivierung von Tetracyclin veacht die am seltensten vorkommende
Resistenz. Es sind bisher nur 3 Gene entdeckt wordie zu diesem Typ gehéren. Dabei
handelt es sich in zwei Fallen um eine Oxidoredaktalie in Gegenwart von Sauerstoff und
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NADPH Tetracyclin inaktiviert [62; 63]. Durch welehchmeishce Umwandlung von
Tetracyclin das dritte Gen eine Resistenz aushiistelbisher noch nicht geklart [64].

2.5 Das Operator-Repressor-System

2.5.1 Tetracyclin-Repressoren

Von den Tetracyclin-Repressor-Proteinen konnten hesite 7 verschiedene Varianten
identifiziert werden, die man in die Klassen A Bissowie G und H einteilt. Unter diesen
Varianten besteht zum Teil eine sehr hohe Homolagidwrer Aminosauresequenz. Diese
reicht von 45 % bis hin zu 75 % und zeigt die gedBequenzidentitat in den Bereichen, die
entweder an der Bindung zum Operator oder an daiuBig des Tetracyclins beteiligt sind.
Die Gesamtlange der Peptidketten aller TetR-Vagiartegt im Bereich von 207 bis 218
Aminosauren. Die hohe Homologie innerhalb der TepiiRssoren lasst darauf schlieRen, dass
alle Varianten eine sehr ahnliche globulare Stnukiufweisen. Wie durch Roéntgenstruktur-
analysen an den Klassen B und D [65; 66; 67] gézeigde, bestehen die Repressoren aus
zwei identischen Untereinheiten, wodurch sich eRetationssymmetrie ergibt, wie in
Abbildung 2-10 zu erkennen ist. Jede dieser Untbeien weist 1@-Helices auf, die durch
ungeordnete Bereiche voneinander getrennt sindtevéeSekundarstrukturen konnten nicht
gefunden werden. Zur Aminoséuresequenz und dereailiBeng an dena-Helices der
beiden Repressor-Varianten TetR(B) und TetR(D)eseinch Abbildung 6-5 in Abschnitt 6.2
(Seite 65).

Der Tet-Repressor ist in zwei Bereiche aufget@ie bei beiden Untereinheiten aus dem
globularen Molekil herausragendarHelices 1, 2 und 3 sind fir die Bindung an det:
Operator verantwortlich. Dabei Gbernehmen die beidelicesa3 unda3’ die eigentliche
Erkennung der DNA. Der durch die restlichen Heligebildete Bereich weist die Bindestelle
fir das Tetracyclin auf und leitet das Induktiogssi infolge der Bindung des [TC-Mg]
Komplexes zu den Helices 1 bis 3 weiter.
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Abbildung 2-10 Struktur des Repressors TetR(D) im Kmplex mit zwei Tetracyclin-Molekilen (gelb). In
rot und blau dargestellt sind jeweils die beiden Utereinheiten des Proteins. Die Lage dea-Helices der
roten Untereinheit ist mit al bis al0 gekennzeichnet. Ebenfalls sind Beginn und Endeed
Aminosaurekette mit N fur den N-Terminus und C fur den C-Terminus eingezeichnet. Der Pfeil deutet
die Rotationsachse des Komplexes an. (Abbildung miteundlicher Genehmigung von Herrn Prof. Dr. W.
Saenger, Freie Universitat Berlin)

Jede Untereinheit weist eine Bindetasche fur Tgtlatauf. Diese wird von den Helices

bis a8 und den Helicea8 unda9 der jeweils anderen Untereinheit gebildet. BeiBiadung
des Induktors [TC-Md] verschiebt sich Helixx9 so, dass der Eingang zur Bindetasche
verschlossen wird. Das Tetracyclin wird so voll@nvTetR umschlossen [65].

Fur die Bindung des [Mg-TC]JKomplex an den Repressor TetR(BD) (einer syntble&in
Chimare der beiden natlrlichen Repressoren TetR(B)(D), siehe Abschnitt 6.3, Seite 64)

wurde von Scholz et al. [68] eine Affinitatskong&mon 5,3*18 L/mol bestimmt.

Fur die Induktion ist je Tetracyclin-Molekul ein piwertiges Metallkation unabdingbar [69].
Die Bindungsaffinitat von Tetracyclin zum Represéiitt bei Abwesenheit von Mg unter
10° L/mol [70]. Allerdings ist das Magnesium durch arel zweiwertige Metallkationen
ersetzbar [70]. So konnten Ettner et al. [71] zejgiass die Bindung von Tetracyclin zufFe
rund 100-fach starker als zu Kigist und sogar zu einer mindestens 1000-fach eendht
Induktion fuhrt.
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2.5.2 Der Tetracyclin-Operator

Die Regulator-Sequenz zwischen den beiden G&tRnundtetA beinhaltet zwei Operator-
Sequenzen, O1 und O2. Beide Operatoren sind patm@dwufgebaut. Das bedeutet, dass der
komplementére Strang die gleiche Basensequenzgengiufiger Richtung aufweist (siehe
Abbildung 2-11). Die Operatoren haben jeweils in Bligte der Sequenz ein Basenpaar, das
nicht palindrom ist (Basenpaar 0). Dieses liegtageim der Symmetrieachse des Repressors,

ist aber an dessen Bindung nicht beteiligt.

tetR

44—

-35

o1
P e

tetA

—>

o2
P e
-10

.
>

)

jD;TATATTCC craTcalfreaTackdaaTTarcACAGGAT
CTATATAAGGT GATAGTTACTATC 1 '"TAATTGTGTCCTA

L
TCTATCATITGATAG

AGATAGTRACTATC
S1-6-5-4-3-2-10+14243 +1 4546 47

ATTTTCAGATTGACH
TAAAAGTCTAACTGT

C
G

—
-35

-10

Abbildung 2-11 Nukleotidsequenz der Tetracyclin-Opeatoren fir die Klasse TetR(D) aus dem
Resistenzfaktor RA1 [57]. Die palindromen Sequenzesind umrandet. Die dicken Pfeile zeigen die
Transkriptionsrichtung der beiden Resistenzdetermimnten tetR und tetA an. Die Bindestellen fir die
DNA-Polymerase sind durch schwarze Kasten angezejgtie mit —10 bzw. —35 gekennzeichnet sind. Diese
sind fur tetA oberhalb, fur teR unterhalb der Sequenz angegeben. An O1 ist eineuMmerierung der
Basenpaare vorgenommen.

Der Repressor bindet so an die gewundene Operdé-Dass die fur die Bindung nétigen
o-Helices von TetR genau in zwei benachbarte grdfignhen desetO weisen. Orth et al.
[72] konnten durch Rontgenstrukturanalyse zeigessalle Basenpaare von —7 bis +7 an der
Bindung des Repressors beteiligt sind. Wirklichwetdig fur die Ausbildung einer Bindung
sind jedoch nur die Basen G2, A3 und T4 des p#ealland T5 des antiparallelen Stranges
[57].
Aminosauren den-Helices 2 und 3 aus. Kamionka et al. [73] konrite die Bindung von

TetR(BD) antetO1 eine Affinitatskonstante von 5,6 *0/mol bestimmen.

Diese bilden spezifische Wasserstoffbrickend uvan-der-Waals-Bindungen zu

2.5.3 Induktion des Repressors durch [TC-Md]

Durch das Eindringen von Tetracyclin in die Baldagelle wird ein Vorgang gestartet, der
zur Expression des Effluxproteins und damit zur ikéidn der Tetracyclin-Konzentration in
der Zelle fiihrt. Dabei dringt der Induktor [TC-Mghit dem Ring A des Tetracyclins voran
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in die Bindetasche des Repressors ein. Das an lasoPDiketon-System der Ringe BCD
des Tetracyclins gebundene Magnesium bindet an-tHelix 6 des Repressors. Diese Helix
wird dadurch verschoben. Es verformt sich das gesatolekil und der Abstand zwischen
den beidern-Helices 3 beider Repressor-Untereinheiten vergtdfieh um ca. 3 A. Dadurch
wird die Bindungsaffinitat zwischen TetR un@étO um 6 bis 10 GrofRenordnungen
herabgesetzt [57], was zur Ablosung des Repressorsler DNA flhrt. Daraufhin kann die
Genexpression des Effluxproteins beginnen.

Dieser Vorgang — und damit das ,Einschalten* desisenzmechanismus — beginnt bereits

ab einer Tetracyclin-Konzentration in der Bakterielie von ca. 1 pumol/L [65].

2.6 Rechtliche Regelungen zum Einsatz von Tetracyoén bei

lebensmittelliefernden Tieren

Die zu den Breitbandantibiotika gehdrenden Tetrmgcwerden in der Veterindrmedizin
mengenmalig am meisten eingesetzt [2]. Sie sintthkgBnstig herzustellen und weisen nur
eine geringe Toxizitat und wenige Nebenwirkungefh detracycline werden sowohl zur
Behandelung als auch zur Prophylaxe von Infekticargkheiten vor allem des Magen-Darm-
Traktes und der respiratorischen Organe eingesgtkt Fur die Behandlung von
lebensmittelliefernden Tieren mit pharmakologischirkeamen Substanzen bestehen
besondere rechtliche Regelungen, die dafir sordass der Konsument vor zu hoher
Belastung mit Ruckstanden in tierischen Lebenshitteschitzt ist. Dazu wurden auf der
Basis der toxikologischen Bewertung des jeweiligenneimittelwirkstoffes Hochstmengen
(MRL-Werte = maximum residue limit) eingefiihrt, lren Einhaltung keine Gefahr fir den
Verbraucher besteht. In den Anhangen | und Il demoxtinung (EWG) Nr. 2377/90 des Rates
»ZuUr Schaffung eines Gemein-schaftsverfahrens férkestsetzung von Hochstmengen fur
Tierarzneimittelriickstande in Nahrungsmitteln 8ehen Ursprungs® [74] sind die MRL-
Werte aufgelistet.

Tabelle 2-5 gibt einen Uberblick zu den MRL-Werteler in der EU zugelassenen
Tetracycline fur die verschiedenen Lebensmittel.damikrobiologische Aktivitat und die
toxikologischen Eigenschaften der Tetracycline @tegicyclin, Tetracyclin und Chlor-
tetracyclin untereinander eng korrelieren, wurdéer lilie selben MRL-Werte festgelegt.
Diese gelten fur die Summe aus Muttersubstanz dBdidher, da sich dieses sowohl bei der
Passage durch den tierischen Organismus als audfeb®robenaufarbeitung bilden kann
und mit der Muttersubstanz im Gleichgewicht stéhie MRL-Werte fur Doxycyclin sind
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genauso hoch wie fur die anderen Tetracycline. cledst seine Anwendung starker
eingeschréankt. Es ist nur fur die Behandlung vamdREchwein und Gefligel zugelassen. Fur
die Behandlung von Milchvieh und Legehennen darineht eingesetzt werden. Da das
Doxycyclin bei der Probenaufarbeitung keine Episierung zeigt, gelten die aufgelisteten
MRL-Werte alleine fiir die Muttersubstanz [49].

o _ . MRL-Werte
Antibiotikum Markersubstan: Tierart Lebensmittel
[na/kg]
Niere 600
Tetracyclin, Summe aus Alle zur Leber 300
Oxytetracyclin, | Muttersubstanz] Lebensmittelerzeugung  Muskel 100
Chlortetracyclin| und 4-Epimer genutzten Arten Milch 100
Eier 200
Niere 600
Rind Leber 300
Muskel 100
Doxycyclin Doxycyclin Niere 600
. Leber 300
Schwein / Geflugel
Fett und Haut 300
Muskel 100

Tabelle 2-5 MRL-Werte der Tetracycline in der EU

Lebensmittel mit einem Rickstandsgehalt Uber denLMRrt oder Lebensmittel, die ein
nicht zugelassenes Antibiotikum enthalten, darfem@f 8 10 Abs. 1, Nr. 2 des Lebensmit-

tel-, Bedarfsgegenstdnde- und Futtermittelgesetdsi¢LFBG) [75] nicht in den Handel
gelangen.

3 Ruckstandsanalytik von Tetracyclinen

Die Ruckstandsanalytik in tierischen Matrizes ursfasine Vielzahl von unterschiedlichen
Verfahren. Diese lassen sich in zwei Bereiche teiten. Zunachst sind da die
mikrobiologischen und immunchemischen Verfahrennemnen. Diese beruhen meist auf

Wechselwirkungen der Antibiotika mit Bakterienzalle(Hemmstofftests) oder mit
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spezifischen Bindekomponenten wie z.B. Antikorpeder Repressor-Proteinen. Sie lassen
nur gruppenspezifische Nachweise zu und kdnnent meischen einzelnen Tetracyclinen
unterscheiden. Daher werden sie meist zum Screeimggsetzt.

Fur die rechtliche Beurteilung von positiven Rieksisbefunden in der amtlichen
Uberwachung werden Verfahren verlangt, die Aufsshliiber die chemische Struktur der
Rickstande geben [76]. Hierzu sind mikrobiologisahd immunchemische Verfahren nicht
in der Lage. Diese Unterscheidungen konnen cherpblghkikalische Verfahren treffen,
weshalb sie als Bestatigungsanalysen fur positieduigle aus zuvor durchgeflhrten

Screening-Verfahren angewendet werden.

In der Literatur werden viele verschiedene Nachwaifghren fir Tetracycline in
unterschiedlichen Lebensmitteln beschrieben. Fig Bestentwicklung in dieser Arbeit
wurden Honig und Rohmilch verwendet. Deshalb sullFolgenden ein Uberblick tiber die
Nachweismdglichkeiten von Tetracyclinen in Leberisgim anhand dieser beiden Matrizes
gegeben werden. Fiir weitere Informationen sei aadrélchtsartikel verwiesen [77; 78; 79].
Da in diesen Artikeln gerade die chromatographisdidethoden sehr ausfuhrlich behandelt

werden, soll hier nur ein kurzer Einblick der chidographichen Verfahren gegeben werden.

3.1 Mikrobiologische und immunchemische Verfahren

Mikrobiologische und immunchemische Testverfahr@mrien Tetracycline nur in ihrer
biologisch aktiven Form nachweisen. Viele dieserfsf@en lassen nur eine Ja/Nein-
Entscheidung zu, ob sich in der Probe Tetracydierioalb einer bestimmten Konzentration
befindet.

Der Vorteil von mikrobiologischen und immunchem&nhVerfahren ist, dass sie ohne
aufwandiges Clean-up der Proben auskommen und $omgin schnelles Screening besser

geeignet sind als chromatographische Methoden.

3.1.1 Hemmstofftests

Mikrobiologische Hemmestofftests sind auch heutehndte am haufigsten angewandten
Screening-Verfahren, da sie Informationen Uber dpmerelle Vorhandensein von
unterschiedlichsten Antibiotika-Klassen bieten k&mnEs ist eine Vielzahl von kommerziell

erhéaltlichen Hemmstofftests auf dem Markt, die zisth&ir die Matrizes Milch und Fleisch
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optimiert sind. Zu nennen sind hier der BRT-Hemifitdst [80], der Delvotest [81], der
Copan Milk Test [82], der Eclipse 100-Test [83]r &R-Test [84] und der Cowside Test [85]
fur Milch und der Premitest [86] fur Fleisch.

Bei Hemmestofftests wird das Wirkprinzip der Antibk@, Bakterien in ihrem Wachstum zu
hemmen, ausgenutzt. Die Proben werden auf eineBakieriensporen beimpften Nahrboden
aufgebracht und anschlief3end fir eine vorgegebeitespdnne bebritet. Das Wachstum der
Bakterien wird bei den oben genannten Tests intideikch den Farbumschlag eines dem
Medium zugegebenen pH- oder Redox-Indikators sahtfpemacht. Enthalt eine Probe
Antibiotika, so wird das Wachstum der Bakterien hiedert, und es zeigt sich kein
Farbumschlag.

Bei dem in der Amtlichen Sammlung von Untersuchuagahren nach 8§ 64 LFGB
vorgeschlagenen Plattchentest [87] wird die Prabder Mitte einer mit Sporen beimpften
Agar-Platte aufgebracht und das Bakterienwachstaeh rinkubation Uber Nacht visuell
beurteilt. Bei Anweisenheit eines Antibiotikums fdifdiert dieses in dem Bereich um die
aufgebrachte Probe in den N&hrboden. An dieserleSteird das Bakterienwachstum

gehemmt und es bildet sich der sog. Hemmbhof.

Hemmestofftests detektieren generell Stoffe, die Wschstum der Testkeime unter den
Versuchsbedingungen verhindern oder hemmen. Dalme &Bufgrund der Testresultate keine
Unterscheidung getroffen werden, ob die Hemmungranfl eines Antibiotikums zustande
kommt oder auf andere Hemmstoffe wie z.B. Lysozymiekzufihren ist. Eine hdhere
Nachweisempfindlichkeit fur bestimmte Antibiotikawppen ist Uber die Wahl des
Testkeimes, des Mediums oder dessen pH-Wertes ¢hof#8; 89; 90]. Aber auch unter
optimalen Bedingungen kann die Antibiotika-Klassggaund von Hemmstofftests alleine

nicht identifiziert werden. Es miissen weitere Asalyfolgen.

Da Hemmstofftests auf der Hemmwirkung von Antitkatibberuhen, kdnnen nur biologisch
aktive Formen der Antibiotika nachgewiesen werderaktive Metabolite werden nicht
detektiert.

3.1.2 Immunchemische Verfahren

Immunchemische Verfahren verwenden gegen Tetracygkrichtete AntikGrper zum

Nachweis. Diese bilden klassenspezifisch mit Tgtfwen einen Antigen/Antikorper-
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Komplex, der auf verschiedene Weisen sichtbar gbhmaerden kann. So wird beim
Radioimmunoassay (RIA) beispielsweise ein radioaktiarkiertes Tetracyclin eingesetzt,
welches mit Hilfe einer Szintillationsflissigkeietektiert wird [91]. Anstelle des Antigens
Tetracyclin kann aber auch der Antikdrper markigerden. Dies geschieht zumeist durch
Anbindung eines Enzyms, welches in einer folgenBenktion ein Substrat in ein farbiges
oder fluoreszierendes Produkt umsetzt. So gelingtels des ELISA (= enzyme linked
immunosorbent assay) der Nachweis von Tetracyclim&ebensmitteln [92; 93].

Die immunchemischen Verfahren bieten die Moglichkeler Quantifizierung der
Tetracycline. Da der verwendete Antikdrper jedoohunterschiedlichem MalRRe mit den
einzelnen Tetracyclinen interagiert [94], ist e@eantifizierung nur moglich, wenn bekannt
ist, welches Tetracyclin sich in der Probe befindet

3.1.3 Rezeptor-Tests

Eine weitere Mdglichkeit, Tetracycline klassenspiseh nachzuweisen, bieten Rezeptor-
Tests. Diese nutzen Rezeptoren anstelle von Améar um Tetracycline zu binden. Der
Charm-Test nutzt den natlrlichen Bindungspartneias- Ribosom — als Rezeptor [95; 96].
Durch Kompetition mit zugesetztem radioaktiv martaen Tetracyclin lasst sich die
Konzentration des in der Probe enthaltenen Tetlmsybestimmen.

Bei dem Tetrasensor handelt es sich um einen Stdsidiir Tetracycline im Format eines
Teststabchens. Dieser bietet die Moglichkeit, irissigen Proben ohne vorherige
Probenaufarbeitung eine schnelle Ja/Nein-Entschgidau erhalten. Hierbei wird der
Tetracyclin-Repressor als Bindungspartner fur desatyclin eingesetzt [97; 98; 99; 100].
Dieser wird mit kolloidalem Gold markiert und befet sich mit der Probe in einer Losung,
in die das Teststabchen gestellt wird. Auf dem dtébthen findet eine chromatographische
Abtrennung von Matrixkomponenten statt, und TetRhaeat auf dem Teststdbchen nach
oben. Dort ist der Tetracyclin-Operator immobilisi@n den der Repressor nur binden kann,
wenn er in der Probenlésung kein Tetracyclin gelbanidat (siehe auch Kapitel 2.5.3, Seite
23).

3.2 Chemisch-physikalische Verfahren

Wie bereits erwahnt, sind die mikrobiologischen féalbren nicht in der Lage, zwischen den

einzelnen Tetracyclinen zu unterscheiden und kémueh nur biologisch aktive Formen der
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Tetracycline nachweisen. Fur die eindeutige Idemgifung und zuverlassige Bestimmung des
jeweiligen Wirkstoffes sind chemisch-physikalisdfiethoden nétig.

Tetracycline lassen sich sowohl dinnschichtchrograghisch (TLC) [101], gaschromato-
graphisch (GC) [102], Uber Kapillarelektrophorese0d] und flissigchromatographisch
(HPLC) trennen. Von all diesen Methoden hat die BPIn Kombination mit einer
massenspektrometrischen Detektion (HPLC-MS/MS) ltyasetzt. Anhand dieser Methode
soll im Folgenden auf den Tetracyclin-Nachweis ehttchemisch-physikalischen Methoden

naher eingegangen werden.

3.2.1 Extraktion und Clean-up

Die Isolierung von Tetracyclinen aus Lebensmittetinas gestaltet sich aufgrund der starken
komplexbildenden Eigenschaften der Tetracyclinevestg. Sie konnen mit Metallkationen
Komplexe bilden oder sich an Proteine heften. Zudgemd Tetracycline unter stark sauren
oder basischen Bedingungen und bei UV-Bestrahluiofpt nstabil. Dies muss bei der
Extraktion beachtet werden. Als gut geeigneter dktionspuffer hat sich der EDTA-
Mcllvaine-Puffer durchgesetzt. Dabei handelt ed sim einen Citratpuffer mit dem Zusatz
des Komplexbildners Ethylendiamintetraessigsaufl@T@), der auf einen pH-Wert von 4
eingestellt wird. Unter diesen Extraktionsbedingemdassen sich die Tetracycline zu 68 %
und hoher aus tierischen Matrizes herauslésen [79].

Das gangigste in der Literatur beschriebene ClgaWarfahren ist die Festphasenextraktion
(SPE). Dabei werden vor allem;gPhasen verwendet, aber auch die Aufreinigung an
Polymer-, Phenyl- oder Aminophasen wird beschrigl@d®h Die Festphasenextraktion bietet
den Vorteil, dass sie die Aufreinigung mit einerr@dicherung kombiniert. Es werden aber
auch andere Verfahren der Probenaufreinigung bekem. So haben z.B. Stubbings et al.
[104] die komplexierenden Eigenschaft der Tetraogchusgenutzt, um diese Uber eine mit
Iminodiessigsaure immobilisierte und mit Kupferi@hen beladene Agarose-Saule
aufzureinigen. Auch in der Methode nach § 64 LFE®G5] wird die Komplexierung der
Tetracycline an Kupferionen vorgeschlagen. Die iBfutder komplexierten Tetracycline
erfolgt in beiden Fallen mit dem starken ChelatigidEDTA.

Croubels et al. [106] nutzten den amphoteren Charakier Tetracycline flr eine
Anreicherung Uber eine Kationenaustauscher-SadlP@ymerbasis (Empore-Séaule). Dieses
Material bietet den Vorteil, dass keine Silanolgrep vorhanen sind. Diese mit Tetracyclinen

wechselwirken und sie zuriickhalten, was zu Vertubts der Aufreinigung fihren kann.
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3.2.2 Chromatographische Trennung

Zur Trennung der Tetracycline wird fast ausschiafitie HPLC verwendet. Die Trennung

erfolgt zumeist an RP-Phasen (reversed phase). iDdenen Wechselwirkungen der

Tetracycline mit freien Silanol-Gruppen oder Spuven Metallionen in der stationédren Phase
zu Peaktailing fihren. Um dies zu verhindern, werdeeist Saulen mit Endcapping und

Zusatze von komplexierenden Substanzen wie Oxa&sawr mobilen Phase verwendet. Die
besten Trennungen wurden mit FlielBmitteln mit eiemteil an Oxalsdure erhalten [79]. Fur

den Einsatz einer massenspektrometrischen Deteksiodieses Flie3mittel jedoch nicht

geeignet, da es nicht vollstandig verdampft werdemn. Deshalb muss bei einer

Kombination aus HPLC und MS sehr sorgféltig auf Qealitdt der Trennsaule geachtet
werden. Als Fliemittel hat sich hier die Verwenduwines Gemisches aus Acetonitril und
wassriger Trifluoressigsaure bewahrt.

Einen ausfihrlichen Uberblick tiber die verschiedecieromatographischen Systeme, die zur

Trennung von Tetracyclinen verwendet werden kdngehen Oka et al. [79].

3.2.3 Detektion

In der Literatur wird eine Vielzahl von unterscHieden Detektionen beschrieben. Dabei
werden sowohl die UV-Detektion [107; 108; 109; 1168ijh Diodenarray Detektor (DAD)
[105; 111] oder Fluoreszenzdetektion mit Nachsadematisierung [33; 106; 112; 113]
angewandt.

In jungerer Vergangenheit hat sich vor allem diesgeaspektrometrische Detektion fur die
Tetracyclin-Analytik durchgesetzt. Dabei wurden arathiedliche lonisierungsverfahren
angewendet, wie z.B. FAB (fast atom bombardment4[1APCI (atmospheric pressure
chemical ionisation) [115], ESI (electrospray i@tisn) [116] sowie das particle beam-
Verfahren (PB) [117]. Carson et al. [117] verwenadrenso wie Nakazava et al. [115] die
nichtflichtige Oxalsaure in der mobilen Phase fig chromatographische Trennung der
Tetracycline. Um eine Kontamination der lonenquelleverhindern, schalten Carson et al.
ein Splitt-Ventil zwischen Trennsaule und das Rkrtbeam-Interface, um die mobile Phase
wahrend der Saulenadquilibrierung und langerer Rhaseischen den Proben-Injektionen
auszublenden. Nakazava et al. hingegen erhitzenNddyulizer auf 475 °C. Bei dieser
Temperatur zersetzt sich die Oxalsaure zy @@l Wasser.

Von den beschriebenen lonisierungsmethoden halbbnES| und APCI in der Tetracyclin-

Analystik durchgesetzt.
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3.3 Biosensor-Verfahren

Ein Biosensor besteht aus einem fur den AnalyteziBpchen Bindungspartner und einem
Messwandler (Transducer). Typische BindungspatffimeBiosensor-Analysen sind Antikor-
per, Enzyme, Nukleinsauren, vollstandige Bakte#ien, aber auch héhere Organismen wie
Algen oder Nematoden [118; 119]. Der an dem Tracesdimmobilisierte Bindungspartner
erkennt und bindet den Analyten. Der Transducerdetndas ,biologische Signal” in ein
messbares elektrisches Signal um. Dabei werden biteanalytische Fragestellungen
Transducer eingesetzt, die elektrochemische, tlsetmaj optische oder akustische Signale
verarbeiten [119]. Der Vorteil bei der Verwenduniges Biosensors ist, dass Wechsel-
wirkungen zwischen Rezeptor und Ligand ohne diendatligkeit der Markierung einer der
beiden Bindungspartner beobachtet werden konnegdy 120].

In der Analytik von Lebensmitteln werden Biosensorseit einigen Jahren vermehrt
eingesetzt [121]. Diese eignen sich zur Bewaltiguoig grol3en Probenzahlen, wie sie in der
Lebensmittelkontrolle anfallen, da ein Ergebnikimzer Zeit erhalten werden kann. Ebenso
lasst sich diese Technologie in der Prozesskoatiud#i der Herstellung von Lebensmitteln
gut einsetzen, da sie ohne aufwéndige Probenvotlmegeauskommt [122].

3.3.1 Grundlagen der Oberflachen-Plasmon-Resonanz

Bei der Oberflachen-Plasmon-Resonanz (surface plasesonance, SPR) handelt es sich um
eine Technologie, die auf optischen BiosensorenhteDas SPR-Signal &ndert sich in Ab-
hangigkeit des Brechungsindexes oberhalb eineso8#mngs. Da der Brechungsindex durch
die Oberflachendichte am Sensorchip beeinflusst,wiann die Anbindung eines Analyten an
einen an der Chipoberflache immobilisierten Bindspagtner detektiert werden, ohne dass
einer der beiden Bindungspartner markiert werdeissnDie SPR-Spektroskopie wird seit

einigen Jahren in der Rickstandsanalytik von Tasr@mitteln vermehrt eingesetzt [123].

Als Plasmon wird der Quant von elektromagnetiscAégllen des Elektronengases in einer
Metallschicht bezeichnet. Breiten sich diese Wefplamallel zu einer Oberflache aus, spricht
man von Oberflachen-Plasmon-Wellen (SP-Wellen). Wa#len konnen z.B. dadurch
angeregt werden, dass man eine Metallschicht, dieimem Dielektrikum verbunden ist, mit

Licht bestrahlt. Dadurch werden an der GrenzschightElektronen des Elektronengases in
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der Metallschicht zum Schwingen angeregt. Das emside elektromagnetische Feld wird
durch die Bestrahlung mit Licht verstarkt (Reson¥ezstarkung).

Im Folgenden wird auf die experimentelle Anordnuragh Kretschmann und Raether [124]
zur Anregung von SP-Wellen genauer eingegangerdiet® Anordnung den verwendeten
SPR-Spektrometern Biacore 3000 und Biacore Q dendBiacore (Uppsala, Schweden)
zugrunde liegt. Fur nahere Informationen hinsichtlanderer Moéglichkeiten der Anregung
von SP-Wellen [125; 126; 127] und einer Ubersichimknerziell erhaltlicher Biosensoren

[128] sei auf die zitierte Literatur verwiesen.

Kretschmann und Raether verwenden fir ihre Verauarsinung ein Glasprisma, welches
mit einer dinnen Metallschicht (Gold oder Silbeedampft ist. Die Metallschicht steht in
Kontakt mit einem Dielektrikum mit geringer optisghDichte, wie z.B. Puffer oder Luft
(siehe Abbildung 3-1) [126; 129]. Fur die Metallsxttt wird zumeist Gold verwendet, da dies
weniger anfallig gegen Oxidation ist als Silber.r@lViLicht auf die Grenzflache Metall-
Flissigkeit eingestrahlt, so wird dieses durch Basma zurick total reflektiert, wenn der
Einfallswinkel groRRer ist als der Winkel der Todlektion. Ein Teil des Lichtes dringt dabei
jedoch als abklingende Welle (evaneszente Welleli@nMetallschicht ein (gepunktete Linie
in Abbildung 3-1). Evaneszente Wellen entstehenclduBestrahlung einer Grenzschicht
zwischen zwei optisch unterschiedlich dichten Med&ie haben maximale Feldstarke an der
Grenzflache zwischen beiden Medien. Ihre Feldstéamkent exponentiell mit der Entfernung
von der Grenzflache ab [129]. Bei der Verwendungh wvaonochromatischem und p-
polarisiertem Licht, welches in einem bestimmten Winkel (SPR-Kéin®spp auf die
Grenzschicht zwischen Gold und Dielektrikum triffann die evaneszente Welle mit den
Elektronen in der Metallschicht in Wechselwirkungtén. Durch diese Resonanz wird die
SP-Welle in der Goldschicht angeregt [126]. Auchdex SP-Welle handelt es sich um eine
evaneszente Welle. Da SP-Wellen durch Resonanzegigeerden, ist ihr entsprechendes
elektrisches Feld (evaneszentes Feld) verstarkisdliragt in Abhangigkeit der Wellenlange

des eingestrahlten Lichtes in das optisch wenigdrtel Medium (Puffer).

2 p-polarisiertes Licht ist linear polarisiertehi, dessen Einfallssebene parallel zur Oberflgasgerichtet

ist.
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Abbildung 3-1 Schematische Darstellung der Kretschann-Raether-Anordnung zur Anregung von SP-
Wellen [126]. Trifft monochromatisches, p-polarisigtes Licht in einem bestimmten Winkel @spr) auf die
Grenzschicht zwischen Gold und Dielektrikum, so wid eine evaneszente Welle angeregt (gepunktete
Linie). Diese wiederum regt durch Resonanz eine SRkelle an, deren elektrisches Feld in die Losung lbe
der Goldschicht ragt. Da die SP-Welle durch Resonamerzeugt wurde, ist das zugehorige elektrische kel
verstarkt.

Der Anteil einfallenden Lichtes, der die Plasmonender Goldschicht anregt, wobei die
Energie der Photonen auf die Plasmonen Ubertrageh kann im reflektierten Licht als

Intensitatsverlust detektiert werden. Bestimmt m@en Reflexionsgrad (Intensitat des
reflektierten Lichtes / Intensitat des eingestehltichtes) in Abhangigkeit vom Einfalls-
winkel, so wird das in Abbildung 3-2 gezeigte Bddhalten.

Reflexionsgrad

v

'Y
Oser

Einfallswinkel

Abbildung 3-2 SPR-Kurve [126]

Entspricht der Einfallswinkel des Lichtes dem Wihker Totalreflexion @), so wird das
gesamte Licht an der Goldoberflache reflektierttddmalb dieses Winkels wird das Licht
teilweise reflektiert und teilweise transmittievtergroRert sich der Einfallswinkel auf einen
Wert oberhalb vor®+, so wird das Licht durch Anregung einer SP-Websaabiert. Dabei
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sinkt der Reflexionsgrad auf ein Minimum ab, beeorwieder ansteigt. Dieses Minimum
entspricht dem SPR-Winkéspr An diesem Winkel, und nur an diesem Winkel, kame
SP-Welle angeregt werden, was zum Intensitatsuetkssreflektierten Lichtes fuhrt.

3.3.2 Detektionsprinzip

Der Winkel des Intensitats-Minimum®4pr) ist abhéngig von den optische Eigenschaften
des Glasprismas, der Art und der Dicke der Methaitdt, sowie von der Wellenlange des
eingestrahlten Lichtes und dem Brechungsindex deslilvihs tber der Goldschicht des
Glasprismas innerhalb des evaneszenten Feldes 1BP§; Halt man alle anderen Parameter
konstant, so lassen sich die Anderungen dieseshBngsindexes anhand des Winkels von
Ospr detektieren. Durch Adsorption z.B. eines Protansder Goldschicht, vergroRRert sich

der Brechungsindex und fihrt zu einer Verschiebdeg SPR-Winkels hin zu grofl3eren
Werten (siehe Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3 Einfluss des Brechungsindexes lber deGlasprisma auf die Lage des SPR-Winkels. Durch
die Erh6hung der Masse auf der Oberflache, z.B. dwh Anbindung eines Proteins (a), kommt es zur
Anderung des Brechungsindexes. Damit verschiebt sidder Winkel des SPR-Minimums hin zu gro3eren

Werten (b). Diese Anbindung kann im Sensorgramm (Aderung des Signals uiber die Zeit betrachtet) als
Signalerhéhung erkannt werden (c).

Wahrend einer SPR-Analyse lasst sich die Anderusgy Brechungsindexes kontinuierlich
beobachten, was Analysen in Echtzeit ermoglichtt BER-Winkel wird gegen die Zeit
aufgetragen und als sog. Sensorgramm von der Seftdes Gerates ausgegeben (siehe

Abbildung 3-3 c). Hierbei wird der Winkel nicht iGrad, sondern umgerechnet in sog.
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Resonance Units (RU) angegeben. Dabei entspriciRUL einer Winkelanderung von
0,00001 °, was einer Massenanderung auf der Chiffatiee von 1 ng/mfentspricht [130].

Die Anderung des Brechungsindexes kann nur innerties evaneszenten Feldes detektiert
werden, das bis zu 400 nm Uber die Goldschich@Glasprismas herausragt [127]. AulRerhalb
des evaneszenten Feldes haben Anderungen des Bgsihdexes keinen Einfluss auf die
Lage des SPR-Winkels. Als Konsequenz daraus korWwethselwirkungen zwischen

Rezeptor und Ligand nur innerhalb des Feldes béwdiawerden.

3.3.3 Aufbau eines SPR-Spektrometers

Das Phanomen der Oberflachen-Plasmon-Resonanz Igisbt zur biomolekularen
Interaktionsanalyse verwenden. Zur DurchfuhrungAtelysen in dieser Arbeit wurden zwel
Gerate mit einem sog. Durchflusssystem verwendessd3 System soll im Folgenden néher
beschrieben werden. Der schematische Aufbau &bildung 3-4 dargestellt.

Herzstlick des Biosensors ist die Detektionseinh@it dem mikrofluiden System. Der
Sensorchip (siehe hierzu Abschnitt 3.3.4), auf demm eigentliche Interaktionsanalyse
stattfindet, ist Uber eine dinne Siliconfolie (optterface) mit dem Glasprisma verbunden.
Die Folie weist einen dem Glasprisma &hnlichen Buegsindex auf, so dass das
eingestrahlte Licht erst an der Grenzschicht zvaecBGlas und Goldschicht reflektiert wird
[130]. Eine lichtstarke Diode stellt das monochrtiswhe Licht mit einer Wellenlange von
rund 800 nm zur Verfigung [131]. Es wird polarisiand durch ein Linsensystem auf die
Glasseite des Sensorchips fokussiert. Das reftéktidicht wird durch einen fest
angebrachten Diodenarray-Detektor (DAD) registriBieser ist in der Lage, eine Anderung
des SPR-Winkels von 0,1 ° zu detektieren. Das amjessene computergestutzte Auswerte-
system verbessert die Detektionsgenauigkeit durdlergolation des DAD-Signals auf
0,00001 ° [130].
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Abbildung 3-4 Schematischer Aufbau eines SPR-Biossor (modifiziert nach [130] und [132]).

Der Sensorchip steht in Kontakt mit dem mikrofluidgystem. Durch das geringe Volumen
der Flusszellen werden kurze Diffusionswege deslyd@a zum auf der Chipoberflache

immobilisierten Bindungspartner erreicht. Der Fluss Laufpuffer oder Reagenzien durch
die Flusszellen wird pneumatisch tber mehrere Drewctile gesteuert [132].

Der Laufpuffer und die Reagenzien werden Uber z8eritzenpumpen, die absolut

pulsationsfrei arbeiten, zur SPR-Detektionseintraitsportiert. Ein Probengeber sorgt fur die

gute Automatisierbarkeit der Analysen.

3.3.4 Sensorchips

Ein Sensorchip besteht aus einem Glastrager, aofalee diinne Goldschicht (ca. 50 nm)
aufgebracht ist (siehe Abbildung 3-5). An das Gad eine Schicht z.B. aus Hydroxy-

alkanthiol gebunden, die zum einen dafir sorgt,sdksine Wechselwirkungen von
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Matrixkomponenten wie Proteine mit der Goldobetistattfinden, zum anderen bietet sie
die Moglichkeit, eine Schicht Carboxymethyldextramemisch zu binden. Uber die
Carbonsaure-Gruppen der Dextranschicht konnen dadymolekile oder Rezeptormolekile
z.B. Uber Amid-Bindungen chemisch auf dem Chip irbitisiert werden. Die Dextranschicht
weist eine Dicke von ca. 100 nm auf. Damit bietetdie Mdglichkeit, dass biomolekulare
Wechsel-wirkungen innerhalb des evaneszenten Fdddebachtet werden kénnen [130].
Aufgrund der chemischen Stabilitat kovalenter Bimgen ist es mdoglich, mit geeigneten
Regenerationslosungen eine Dissoziation der ReZkgand-Komplexe zu erreichen, ohne

dabei die Bindung des Analyten bzw. Rezeptors anGlep zu zerstoren.

Flusszellen

Carboxymethyl-
desxtran

Alkanthiol

Gold
Glasprisma

Abbildung 3-5 Schematische Darstellung eines Senstips, auf dem Carboxymethyldextran immobi-
lisiert wurde. Dariiber sind die 4 Flusszellen des ikrofluiden Systems dargestellt. Im Biacore 3000
kénnen diese einzeln, in Reihe oder paarweise antmsert werden, das Biacore @ erlaubt nur eine
Ansteuerung in Reihe. Zeichnung in Anlehnung an [1G und [133].

Beim Einbau des Sensorchips in ein Biosensor-Gendt das mikrofluide System auf die
Oberflache des Sensorchips gedrickt, so dass 4inamtéer verbundene Flusszellen
entstehen. Diese haben je nach Geratetyp untedtichie Volumina (Biacore &= 60 nl,
Biacore 3008 = 20 nl). Der Zu- bzw. Ablauf der Flusszellen widdrch Druckluftventile
geregelt. Das Biacore 30D@rlaubt die Ansteuerung der Flusszellen einzelrRéihe oder
paarweise, wohingegen die Flusszellen im Biacofe nQr in Reihe angesteuert werden
kénnen [131; 133].
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3.3.5 Anwendung der SPR in der Rickstandsanalytikan Antibiotika

Die Technik der Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spsidpie hat in den letzten Jahren
zunehmend Einzug in die Lebensmittel-Analytik gédral Dabei lasst sich in der Literatur ein
sehr weit gefasstes Spektrum an Verbindungen findiemmittels SPR nachgewiesen wurden.
Es umfasst kleinere Moleklle wie Vitamine [134; 1386], Hormone [137], Aflatoxin [138]
und Tierarzneimittelriickstdnde wie Tylosin [1390liBnamide [140]B-Lactam-Antibiotika,
[141; 142], Aminoglycoside [143], Chloramphenic@kf], Nicarbazin [145] und Ivermectin
[146]. Aber auch groRRere Proteine [147] und sogalistandige Zellen [148] wurden
untersucht. Haughey und Baxter [149] geben einesrlilick tiber Testverfahren, die als
kommerzielle Kit-Assays entwickelt wurden. Fur diealytik von Tetracyclinen wurde in der
Literatur bisher noch kein Assay beschrieben, warlciie SPR als Nachweisverfahren nutzt.
Einzig in einem Patent von Granier [100] findeths&in Vorschlag fur ein Verfahren, das
bisher jedoch noch keine Anwendung in einem TetlawAssay gefunden hat (siehe auch
Abschnitt 3.3.6, Seite 41).

Prinzipiell bestehen zwei Mdglichkeiten, einen SR$&ay aufzubauen. Die einfachste
Variante ist der direkte Nachweis des Analytenh@idbbildung 3-6). Dabei wird auf der

Chipoberflache ein Bindungspartner mit hoher Atihizum Analyten (z.B. ein Antikorper)

immobilisiert. Die Probe wird Uber den Chip gegebenbei sich ein Komplex aus Analyt
und Bindungspartner bildet. Die durch die Anbindues Analyten an der Chipoberflache
verursachte Brechungsindexanderung wird im Sensomgr als Signalerh6hung detektiert.
Bei negativen Proben erhdht sich die Masse auf @éip nicht, und das Signal bleibt auf

gleichem Niveau.
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Abbildung 3-6 Direktes Assay-Format. Auf der Chipolerflache wird ein spezifischer Bindungspartner des
Analyten immobilisiert (z.B. ein Antikorper). Dieser bindet die Analytmolekiile aus riickstandspositiven
Proben, was zu einer Massenerhéhung auf der Chipoldche und damit zu einem Anstieg des SPR-
Signals fiihrt. Negative Proben zeigen keine Signaléhung.

Die direkte Variante ist jedoch nur bei Molekulert hinreichend gro3em Molekulargewicht
maoglich. Sind die Analyten zu klein, reicht die MNa®isempfindlichkeit fir viele
Anwendungen nicht aus. Aus diesem Grund werdenntiesten Tierarzneimittel indirekt
nachgewiesen. Dabei wird der Analyt oder ein Dérdes Analyten an die Chipoberflache
gekoppelt (siehe Abbildung 3-7). Die Probe wird vder SPR-Analyse mit einem
spezifischen Bindungspartner (meist ein Antikorgginischt und inkubiert. Dabei findet bei
positiven Proben eine Bindung des Analyten an detikArper statt. Dessen Bindungsstellen
werden je nach Konzentration des Analyten in deb@rabgesattigt. Nun erfolgt die Injektion
auf den SPR-Chip. Die bereits abgesattigten Bingsiefien des Antikoérpers stehen fur eine
Bindung mit dem chipgebundenen Analyten nicht malr Verfugung. Es kommt nur zu
einer geringen Anbindung von Antikoérper an die ©hierflache. Bei rickstandsnegativen
Proben sind alle Bindungsstellen des Antikorpersi ffir die Reaktion mit dem
immobilisierten Analyten und das SPR-Signal ist mat. Je mehr Bindungsstellen durch
den Analyten in der Probe abgesattigt wurden, desttiger Molekiile des Bindungspartners

kénnen auf der Chipoberflache binden. Die Massedimnhg auf dem Chip erfolgt also
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umgekehrt proportional zur Analytkonzentration er dProbe. Im Gegensatz dazu steigt das

Signal bei riickstandspositiven Proben im direktesay proportional mit dem Gehalt.
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Abbildung 3-7 Indirektes Assay-Format. Die Probe wid mit einem spezifischen Bindungspartner des
Analyten (z.B. ein Antikdrper) inkubiert. Bei riickstandspositiven Proben werden die Bindungsstellen de
Bindungspartners teilweise abgesattigt. AnschlieBeherfolgt die Injektion auf den Sensorchip, der mit
Analytmolekiilen beladen ist. Die Bindungsstellen deAntikorpers sind bereits zum Grol3teil besetzt, so
dass dieser nicht bzw. nur wenig an den Chip bindekann. Es kommt zu einer geringen Signalerhéhung
im Sensorgramm. Bei negativen Proben sind alle Binohgsstellen am Bindungspartner unbesetzt und er
kann vollstandig an den Sensorchip binden, was zurer starken Signalerh6hung fuhrt.

Von den oben zitierten SPR-Assays fir Tierarznéghiitamine, Hormone und Aflatoxin

wurden nur die Aminoglycoside Streptomycin und DRifostreptomycin auf direktem Wege
nachgewiesen. Fir alle anderen Analyten wurderelimaktes Assay-Format gewahlt, wobei
mit Ausnahme des Vitamin;Bund derp-Lactam-Antibiotika fir alle Stoffe Antikdrper als

Bindungspartner dienten.

Die B-Lactam-Antibiotika wurden mit komplexeren Assaydfaten analysiert. FUr eine
genauere Betrachtung unterschiedlictfetactam-Assays sei auf die zitierte Literatur
verwiesen [142; 150].
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3.3.6 Einsatz von Biosensoren zum Nachweis von Tatyclinen

Ausschlie3lich in der Patentschrift von Granier(jlQiber die den Tetrasensor-Schnelltest
patentiert wird, wird ein SPR-Biosensor zum Nachkweon Tetracyclinen beschrieben.
Dieses Verfahren nutzt ebenso wie der Tetrasenaser Teetracyclin-Repressor-Operator-
System zum Nachweis. Als Operator dient ein dop@gigiges DNA-Fragment, welches an
einem Ende mit Biotin derivatisiert wurde. Der Alflades Assays ist in Abbildung 3-8

schematisch dargestellt.
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Abbildung 3-8 Postulierter Ablauf eines SPR-Assay§fir Tetracyclin nach der Patentschrift von Granier
[100]. Ablauf siehe Text.
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Die Probe wird zunachst mit einer Mischung aus Bsgor (TetR) und OperatoteQO)
inkubiert. Bei positiven Proben bindet Tetracydim TetR und l6st dieses vom Operator ab.
Nach der Inkubation erfolgt die Injektion auf einmit Streptavidin belegten Sensorchip. Die
freigewordene, biotinylierte DNA kann an das Staeplin binden, was zu einer
Signalerh6hung im Sensorgramm fuhrt. Bei riickstaegativen Proben bleibt der Repressor
an den Operator gebunden. Nach den im Patent fartar Erwartungen ist dieser Komplex
nicht in der Lage, an die Chipoberflache zu bind&is. Folge sollte sich im Sensorgramm
keine Signalerh6hung zeigen. Granier beschreildeinem Patent nicht, warum er davon
ausgeht, dass eine mit TetR beladene DNA nicht niehder Lage sein soll, an der

Chipoberflache zu binden.

Das Patent lasst noch weitere Fragen offen. Somiotast beschrieben, wie eine Regeneration
der Chipoberflache erreicht werden soll. Fir dens&iz eines Testverfahrens zur SPR-
Analytik muss der Sensorchip nach der Analyse ditrebe wieder in den Ausgangszustand
zuruckversetzt werden, um das erneute Binden vangémenten in einer zweiten Analyse zu
gewahrleisten. Hier misste eine Trennung des Siriglim-Biotin-Komplexes stattfinden.
Dieser Komplex ist jedoch auRerst stabil (Affin#éanstante K = 10" L/mol [151]) und

zeigt Eigenschaften, die einer kovalenten Bindumgiéh sind.

In der Literatur werden andere, nicht auf SPR Ibestie Biosensor-Verfahren zum Nachweis
von Tetracyclinen beschrieben. So haben D’'Haesd. §i.52] 1997 ein Verfahren fir den
Nachweis von Tetracyclinen in Rohmilch vorgestedelches auf Hemmung der de novo-
Synthese voifi-Galactosidase aus. coli durch Tetracyclin beruht. Die Milchproben werden
mit dem Bakterium versetzt und fur einen bestimnzeitraum bebritet. Das Tetracyclin aus
der Probe hemmt die Proteinbiosynthese des Bahteriund damit die Produktion dgr
Galactosidase. Anschliel3end fihren D’Haese et ine €hemolumineszenzmessung zur
Bestimmung der gebildetefi-Galactosidase durch. Dabei ist letztlich die gesees
Chemolumineszenz der in der Probe enthaltenen cyetia-Menge umgekehrt proportional.
Je hoher der Tetracyclin-Gehalt in der Rohmilch, istesto geringer ist die
Chemolumineszenz, die gemessen werden kann.

Kurittu et al. [153] nutzten fur ihr Testsystem détegulationsmechanismus fir die
Expression von Effluxproteinen bei Tetracyclin-Bésnz. Auf einem synthetischen Plasmid
stellten sie die 5 Luciferase-Gene, die fur diefldsing einer in vivo Biolumineszenz nétig

sind, unter der Kontrolle des Tetracyclin-Repres3perator-Systems stehen. Dieses Plasmid
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in E. coli transformiert, welcher als Detektionskeim einer Rabhprobe zugegeben wurde.
Bei Abwesenheit von Tetracyclin befindet sich det-Repressor auf detetOperator, so
dass die Luciferase-Gene nicht abgelesen werdemekdnn Gegenwart von Tetracyclin 10st
sich der Repressor vom Operator, was zur Expresl@ohuciferase-Gene und damit letztlich
zur Biolumineszenz der Probe fuhrt. Dabei ist ddengssene Biolumineszenz der sich in der
Probe befindlichen Tetracyclin-Menge proportionalgleicher Weise wurde von Hansen und
Sgrensen ein Biosensor mit dg¢l¥Galactosidase-Gen als Reporter fur den Nachwems vo
Tetracyclin in Milch entwickelt [154].

Ein Problem dieser Art des Tetracyclin-Nachweisetellts die Hemmung der
Proteinbiosynthese des Bakteriums bei hohen Tetliaegonzentrationen dar, wodurch
damit auch die Expression des Reportergens bldaokiedt (siehe auch Abschnitt 2.3.5, Seite
15). Dadurch tauschen Proben mit hohem Tetracygéhalt ein negatives Ergebnis vor. Um
dies zu verhindern, haben Bahl et al. [155] einsilid in das Bakterium kloniert, das
zusatzlich zum Reportergen auch die DNA-Sequenz efiir ribosomales Schutzprotein
enthalt. Bei Anwesenheit von Tetracyclin wird autbses Gen exprimiert und das Ribosom
vor einer Hemmung durch Tetracyclin geschitzt, assddas Reportergen weiterhin gebildet
werden kann.

Pellinen et al. [156] stellten 2004 einen zellfreBiosensor vor, der auf dem gleichen Prinzip
beruht. Sie nutzten ebenfalls ein Plasmid, welahesLuciferase-Gene unter die Kontrolle
des Tetracyclin-Operator-Repressor-Systems stéllerdings wird hier die Transkrip-
tion/Translation in einem zellfreien Extrakt dureffighrt. Damit waren Pellinen et al. in der
Lage, die Inkubationszeit auf nur 30 Minuten annst@0 Minuten bei Kurittu zu reduzieren.
Zudem erreichte Pellinen durch die Verwendung delreien Extraktes eine verbesserte
Nachweisempfindlichkeit.

Weber et al. [157] beschrieben 2005 ein Biosensfaliren, welches in Form eines ELISAs
in einer Mikrotiterplatte durchgefuhrt wurde. Auaie nutzten das Tetracyclin-Operator-
Repressor-System. Der Ablauf dieses Assays isbinldung 3-9 schematisch dargestellt.
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Abbildung 3-9 Schematische Darstellung des Biosenscauf ELISA-Basis [157]. Ablauf siehe Text.

|- Anti korper

Sie beschichteten die Oberflache zunachst mit @ivepn, was zum Anbinden des
biotinylierten Tetracyclin-Operators diente. Aufesen wurde der mit einem Histidin-Rest
modifizierte Repressor gegeben. Anschliel3end dgalge Inkubation mit der Probenlésung.
Ist Tetracyclin in der Probe enthalten, 16st diea &epressor ab, welcher mit dem folgenden
Waschschritt von der Platte entfernt wird. Ohnerd®jfclin verbleibt der Repressor an dem
Operator. Abschlielend wird die Menge von TetR en Kavitat durch einen anti-Histidin-
Antikdrper, einen gegen diesen gerichteten SekuAd#&korper und einer entsprechenden

Enzymreaktion nachgewiesen, wie dies bei einemdmenklichen ELISA Ublich ist.
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4 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines ScliegnTest fur Tetracycline auf der Basis
der Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie.u Bantlte zunachst ein geeigneter
Bindungspartner gefunden und isoliert werden. Mésdm sollten unterschiedliche Assay-
Formate getestet werden. Das beste Format solter réharakterisiert und auf die Matrizes
Honig und Rohmilch angewendet werden.

Als ein moglicher Bindungspartner kam das baktieri®ibosom in Frage. Tetracycline
wirken durch Bindung an das Ribosom und verhinadkxdurch die Proteinbiosynthese, was
letztlich zum Absterben des Bakteriums fuhrt. Rdoas sind in jedem Bakterium vorhanden
und somit leicht zuganglich. Aufgrund ihres hoheml&kulargewichtes sind sie fur die
Entwicklung eines indirekten SPR-Assay zum Ruclddaachweis von Antibiotika gut

geeignet. Fur ein indirektes Assay-Format musstéictst ein Tetracyclin-Derivat hergestellt
werden, welches ohne Verlust seiner biologischentivAit an der Chipoberflache

immobilisiert werden konnte. Diese sollte mit Tegrain aus rickstandspositiven Probe um

die Bindungsstellen am Ribosom konkurrieren, wedchiesor der Probe zugesetzt wurde.

Aus der Tetracyclin-Resistenz-Forschung ist eintaver, sehr spezifischer Bindungspartner
fur Tetracycline bekannt — der Tetracyclin-Repres¢®etR). Bei Abwesenheit von
Tetracyclin bindet er an den Tetracyclin-Operat@t(Q), eine kurze DNA-Sequenz im
bakteriellen Genom. Gelangt Tetracyclin in die €ebindet es dort an den Operator, der sich
vom Repressor 16st und so die Expression des WetmadResistenzgens ermdglicht. Durch
die Verwendung dieser beiden Molekile sollten weitS§PR-Assay-Varianten fur einen

Ruckstandsnachweis von Tetracyclinen entwickelterr

Das Assay-Format mit den besten Eigenschaftenesofiher charakterisiert werden. Dabei
sollte zunachst der Einfluss der Arbeitsparametée Wonzentrationen der einzelnen
Komponenten, Flussgeschwindigkeiten und Injektiansd sowie Regenerationsbedingungen
untersucht werden. Fir eine weitere Optimierung desracyclin-Nachweises sollten

unterschiedliche Repressor- und Operator-Variantgéersucht werden.

Die 4-Epimere der Tetracycline missen gemeinsamdanitjeweiligen Muttersubstanz zur

Kontrolle der Hoéchstmengen untersucht werden BeiEfenittlung von Kreuzreaktivitaten
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des Assays auf unterschiedliche Tetracycline sditeer besonderes Augenmerk auf die 4-
Epimere gelegt werden. Zusétzlich sollte die Sjgézifles Tetracyclin-Assays durch Analyse

anderer Antibiotika-Klassen mit dem Assay Uberpwidtden.

Das entwickelte Assay-Format sollte fir Honig undhRilch angewendet werden. Dabei
stand zunéachst die Erkennung und Beseitigung votmihdéfekten im Vordergrund. Da der
entwickelte Tetracyclin-Assay zum Screening auséi@ntibiotika-Klasse verwendet werden
soll, sollte eine aufwandige Probenaufarbeitung Baseitigung von Matrixinterferenzen
maoglichst vermieden werden.

Mit den beiden Matrizes Honig und Rohmilch wurdehrsunterschiedliche Anspriiche an die
Sensitivitat des Testes gestellt. Fir Milch hat Eigopéaische Union eine Héchstmenge von
100 pg/kg festgelegt, wohingegen die Verwendung Vetracyclinen zur Behandlung von
Honigbienen nicht erlaubt ist [4]. Aus diesem Grumdissen Tetracyclin-Ruckstande in
Honig in sehr geringen Konzentrationen nachgewieserden. Bei der Entwicklung des
Tetracyclin-Assay sollte daher besonderes Augennaerk einen weiten Konzentrations-

Bereich, in dem Tetracycline nachgewiesen werdem&n, gelegt werden.
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5 Aufbau der mdglichen Assay-Formate

5.1 indirekter Assay

Als biomolekularer Bindungspartner fur Tetracyclk@@anen in diesem Assay-Format sowohl
Ribosome als auch TetR eingesetzt werde. Durcthds Molekulargewicht der Ribosome
eignen sie sich fur diesen Aufbau besonders, ddNdehweis des Tetracyclins indirekt Uber
die Anbindung des Bindungspartners nachgewiesed. wier zeigt sich der Vorteil der
Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie (SPRuSpkopie) gegenuber anderen
Verfahren wie z.B. dem Radioimmunoassay (RIA) aflem enzym linked immuno sorbent
assay (ELISA) ohne die Markierung von Verbindungeaszukommen.

Diese Assay-Variante verlangt die Immobilisieruniges Tetracyclins bzw. Tetracyclin-
Derivates an einem Sensorchip. Dieses sollte Giberkopplung mit Ethylendiaminopropyl-
Carbodiimid (EDC) und N-Hydroxy-succinimid (NHS) &men mit Carboxymethyldextran
vorimmobilisierten CM-5-Chip geschehen.

In Abbildung 5-1 ist der Ablauf des indirekten Agdeormates mit Ribosomen als
Bindugspartner schematisch dargestellt. Die Proiog mit Ribosomen inkubiert, wobei das
Tetracyclin aus positiven Proben an diese bindet damit die Tetracyclin-Bindungsstellen
absattigt. Bei der anschlielRenden Biosensor-Andtgis@en die Ribosome nicht mehr an die
immobilisierten Tetracycline binden und das Sigreigt nur einen kurzen Anstieg wahrend
der Injektion aufgrund der Anderung des Brechurdgsies der Losung (= Bulk-Effekt).
Nach der Injektion kehrt es wieder auf sein Ausgangeau zurtick. Bei negativen Proben
werden die Ribosome mit freien Bindungsstellendsusf Chip injiziert und kdnnen hier an die
Tetracyclin-Molektile binden. Dadurch wird die Masa& der Chipoberflache erhéht, und
das SPR-Signal steigt an. Das erhaltene Messsigndlt sich umgekehrt proportional zur

Tetracyclin-Konzentration in der Probe.
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Abbildung 5-1 Schematische Darstellung des indirekin Assay-Formates zum Nachweis von Tetracyclinen
mittels Ribosomen. Erklarung siehe Text.
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5.2 Direkter Assay

Der direkte Assay ist der einfachste Weg zum Nachwmes Analyten. Dazu wir ein ein
selektives Bindungsprotein an der Chipoberflachenamilisiert. Auch fir diese Assay-
Variante kdnnen sowohl Ribosome als auch TetR sgtge werden. Beide lassen sich auf
einem mit Carboxymethyldextran belegten CM-5-Chieriieine Kopplung mit EDC und
NHS auf kovalent an die Chipoberflache binden. Bétauf des direkten Assays ist in

Abbildung 5-2 schematisch dargestellt.
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Abbildung 5-2 Schematische Darstellung des direkteAssay-Formates zum Nachweis von Tetracyclin

Ist kein Tetracyclin in der Probe enthalten, kedat Signal nach der Injektion wieder auf
Ausgangsniveau zurlck. Bei riickstandspositiven Rdbedet der Analyt an den Repressor
und erhéht damit die chipgebundene Masse. Als Falgdleibt das Signal nach der
Probeninjektion auf einem hoheren Niveau, so dassAe RU (Signal vor und nach

Probeninjektion) detektiert werden kann. Diese Andg steigt in Abhangigkeit von der
Tetracyclin-Konzentration.

Der direkte Weg, Tetracyclin mittels SPR nachzuesmjsirgt jedoch ein Problem. Die Hohe
des erhaltenen SPR-Signals ist abhangig von dersévidsderung vor und nach der
Probeninjektion. Aufgrund der kleinen Masse des Iytea von 444,4 g/mol ist das zu
erwartende SPR-Signal ebenfalls relativ gering. Umtracyclin an seinem MRL

nachzuweisen, zeigt dieser Assay-Aufbau moglichiseveeine ausreichende Sensitivitat.

5.3 Indirekter Assay mittetO und TetR

Durch die Verwendung des PaatetO und TetR ist der Aufbau weiterer Assay-Varainten
maoglich. Auch hier wird Tetracyclin nicht direktprsdern durch die Ablosung des Tet-
Repressor von der Chipoberfliche aufgrund der figek einer tetracyclinhaltigen

Probenlésung. Da dieser mit rund 46.000 g/mol eiwmtaus groRere Masse als das
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Tetracyclin selbst besitzt, dient er quasi zur Sigerstarkung. Abbildung 5-3 zeigt den

Aufbau eines solchen Assays.
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Abbildung 5-3 Schematische Darstellung des indirekin Assay-Formates zum Nachweis von Tetracyclinen

FUr den indirekten Assay mietO und TetR muss der Chip zunachst mit detrOperator
belegt werden. Daflr wurde ein bereits Streptavidinmmobilisierter SA-Chip gewéhlt. So
konnte der biotinylierte Operator durch eine eihfainjektion an den Chip gebunden werden
(in Abbildung 5-3 nicht dargestellt). Dieser Schriuss pro Chip nur einmal durchgefihrt
werden. Die Bindung von Streptavidin und Biotin mtar nicht kovalent, jedoch besteht
zwischen diesen beiden Bindungspartnern eine se Adtnitat (Affinitdtskonstante K =

10" L/mol [151]), dass ein Ablésen det-Operators nicht zu erwarten ist.
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Fur die Analyse wird in einem ersten Schritt derpQhit TetR beladen. In dieser Form ist er
bereit fir die Probeninjektion. Das Tetracyclinpositiven Proben bindet an den Repressor,
der daraufhin seine Konformation &ndert und sicm v@perator ablést. Das SPR-Signal fallt
ab, da sich eine grol3e Masse von der Chipoberfliigie Positive Proben zeigen also ein
negatives Signal. Analytfreie Proben I6sen den &sar nicht vom Chip ab, und es kommt

zu keiner Signalanderung.

Dieser Assay hat gegentber dem direkten Nachweid/deeil der groReren Signalintensitat
aufgrund des Abldosens einer hoheren Masse. E#tatb zu erwarten, dass dieser Assay
sensitiver ist als der direkte. Ein Nachteil is¢ diatsache, dass hier das Protein vor jeder
Probeninjektion erneut auf dem Chip gebunden werdess. Dies verlangert zum einen die
Analysenzeit pro Probe, zum anderen wird dadurch Reagenz verbraucht, das nicht
kommerziell zu erwerben ist. Jedoch wird durch Hersatz eines frischen Proteins fur jeden
Zyklus eine dauerhaft gleich bleibende Aktivitasdetracyclinspezifischen Bindungspartners

gewahrleistet. Dieser Vorteil wiegt die etwas lareginalysenzeiten auf.

5.4 Indirekter Gleichgewichts-Assay

Eine weitere Moglichkeit fur einen indirekten Assdyei dem ebenfalls der Tetacyclin-
Repressor und nicht das Tetracyclin nachgewiesed, wat in Abbildung 5-4 dargestellt.
Auch fir diesen Aufbau ist eine Bindung detO an dem Sensorchip nétig, so dass hier ein
Chip mit dem gleichen Aufbau wie in dem zuvor bemtienen Format verwendet werden

kann.

Die Probe wird vor der eigentlichen SPR-Analyse R#pressor-Protein inkubiert. Bei
positiven Proben bindet das Tetracyclin an den &=ar, und es stellt sich ein Gleichgewicht
zwischen freiem TetR und dem [TetR*TC]-Komplex eider Komplex kann nicht an den
immobilisierten Operator binden und das Signal winit steigender Tetracyclin-
Konzentration in der Probenlésung geringer. Beiatiggn Proben wird TetR in freier Form
auf den SPR-Chip injiziert und kann vollstandigdem immobilisierten Operator binden. Das

resultierende SPR-Signal ist maximal.
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Abbildung 5-4 Schematische Darstellung des indirekin Gleichgewichts-Assays zum Nachweis von
Tetracyclin.

Diese Art des Assays hat den Nachteil, dass dufiehvdrangehende Inkubation ein
zusatzlicher Arbeitsschritt nétig ist. Zudem wirdch bei dieser Variante des Assays TetR
verbraucht. Allerdings bietet sich hier die Mogkelit bei Matrixstérung Matrix-Blindwerte
anzufertigen. Durch Inkubation der Probe ohne Zagdés Repressors und anschliel3ende
Biosensor-Analyse kann der Anteil des SPR-Signatsitielt werden, der allein durch die
Wechselwirkungen zwischen Matrix und Chipoberflackatsteht. Dieser kann vom
erhaltenen Probensignal abgezogen werden und rhéft das Messsignal, das durch in der
Probe enthaltes Tetracyclin verursacht wurde. Di¥eegehensweise bedingt jedoch die

doppelte Analysenzahl, so dass sie nur bei einadhneben angewendet werden kann.
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6 Ergebnisse

6.1 Ribosome als Bindungspartner fir einen tetracymspezifischen SPR-
Assay

Ausgangspunkt fir die Arbeiten mit Ribosomen wat@nVersuche von Degand et al. [158],
die Ribosome (auBacillus stearothermophiljisals Bindungspartner zum Nachweis von
Tetracyclinen und Makrolid-Antibiotika verwendeteazu setzten sie Ribosome und
radioaktiv markiertes Tetracyclin bzw. Erythromycginer Lebensmittelprobe zu. Der

radioaktive Marker konkurriert mit dem Ruckstand aer Probe um die Bindungsstellen am
Ribosom. Je mehr Riickstand in der Probe ist, destoger Marker kann an das Ribosom
binden. Durch Adsorption an Aktivkohle und ansdBéade Zentrifugation trennten Degand
et al. die freien Antibiotika von den ribosomal gaddenen. AnschlieRend wurde die an den
Ribosomen verbliebene Radioaktivitdt bestimmt. Aidse Weise gelang Degand et al. der
Nachweis von Tetracyclinen und Makroliden in Schweeiund Huahnerfleisch an ihrem

jeweiligen MRL (maximum residue limit).

Fur die Entwicklung eines tetracyclinspezifischeRRSAssays sollten in dieser Arbeit
mehrere Strategien verglichen werden. Kern einéshepn Assays ist der Rezeptor fir das
Antibiotikum. Dieser sollte zum einen eine hohe dingsaffinitat zum Analyten besitzen.
Zum zweiten sollte fur die Entwicklung eines indien Assay-Formates die Masse des
Rezeptors hoch sein, um eine ausreichende Nachwgiisellichkeit zu erreichen.

Prokaryotische Ribosome haben ein Molekulargewaghischen 0,85 und 1,45 MegaDa [48]
und zeigen mit einer Bindungskonstante von 1,311nol [159] eine gute Bindung zum

Tetracyclin. Sie sollten sich daher fur einen SP$a&y eignen.

6.1.1 Isolierung von Ribosomen

In einer Bakterienzelle liegen wahrend der Zellieg ca. 20.000 Ribosome vor [160], da hier
in groBem Umfang Proteine bendtigt werden. Ausetie$srund sollten die Bakterien kurz

vor Ende ihrer exponentiellen Wachstumsphase getengrden.

Zunéchst wurde das BakteriuBacillus stearothermophilufiir die Isolierung der Ribosome

verwendet. Dabei handelt es sich um ein grampesitistabchenférmiges Bakterium, das in
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der Lage ist, terminale Endosporen zu bilden. Bgtzan Wachstumsoptimum bei einer

Temperatur von 55-60 °C [161].

Um moglichst hohe Zellausbeuten zu erreichen, wdake Bakterium in einem Medium mit

doppelt konzentriertem Nahrstoffgehalt unter Zusaim Mangan, Calcium und Magnesium

(pH 7,0) bei 60°C im Wasserbad kultiviert. Wie Wachskurven zeigten, ging das

Bakterium bereits bei einer optischen Dichte (ObBh\.,2 (gemessen bei 600 nm) von der
exponentiellen in die stationdre Wachstumsphase Olader wurden die Bakterien bei einer
ODsoo von maximal 1,0 geerntet. So konnte eine Zellaushbeon rund 7g Feuchtgewicht aus

1 Liter Medium erhalten werden.

Die Isolierung der Ribosome erfolgte in AnlehnumgMadjar [162] und Doucet-Populaire
[163]. Dazu wurden die Bakterienzellen mit eineertah Press aufgeschlossen und die
Ribosome durch mehrere aufeinander folgende Zagatfonsschritte von anderen
Zellbestandteilen getrennt. AbschlieRend wurdenRilgosome von Substanzen geringerer
Dichte abgetrennt, indem sie durch eine 1molarectgaoseldésung zentrifugiert wurden
(siehe Abschnitt 10.1, Seite 152). Die Isolierureg ®ibosome auB. stearothermophilus
fuhrte jedoch nur zu sehr geringen Ausbeuten. Smtem aus 1 Liter Medium nur rund
500 pl einer Losung mit 4 pg/ml Ribosomen erhattenden.

Um eine héhere Ausbeute zu erhalten, wurde fireneiersuche das Bakteriuascherichia
coli genutzt. Dabei handelt es sich um ein gramnegatiBekterium, dass bei einer
Temperatur von 37 °C kultiviert werden kann. DasdMe fur eine moglichst hohe
Zellausbeute wurde mit 1 % Glucose versetzt undctduten Zusatz von 50 mmol/L
Dinatriumhydrogenphosphat gepuffert, Ba coli bei der Verstoffwechselung von Zucker
verschiedene Sauren bildet, die den pH-Wert desiled auf ein fir das Bakterium
unginstigen Wert absenken kdnnen [164]. Bei Kudtivng in diesem Medium konnte der
Ubergang von der exponentiellen in die Stationdeeh¥tumsphase des Bakteriums bei einer
ODggo von rund 6,5 beobachtet werdén. coli konnte also bis zu einer OD von mehr als 4
problemlos kultiviert werden, so dass aus einenerLiledium 24 g Zellen Feuchtgewicht
erhalten werden konnten. Die Isolierung der Ribas@usE. coli erbrachte eine Ausbeute
von 108 mg/ml in insgesamt rund 300 pl Lésung. @ader Isolierung auB. stearother-
mophilus nur geringe Ribosomenausbeuten erhalten wurdemndemuhier die im letzten
Schritt der Aufreinigung pelletierten Ribosome inneen geringen Puffervolumen

aufgenommen um hoéher konzentrierte Losungen zuterha
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6.1.2 Bestimmung der Aktivitat der Ribosome

Nach Isolierung der Ribosome sollte deren Aktiviiéstimmt werden, um festzustellen, ob
sie im Zuge der Aufreinigung beschadigt wurden. [Eién SPR-Assay ist alleine die
Tetracyclin-Bindungsfahigkeit der Ribosome wichfaher wurde deren Unversehrtheit Gber

die Bindung des Antibiotikums bestimmt. Dazu wurdenschiedene Verfahren angewendet.

6.1.2.1 ELISA mit Kompetition zwischen Ribosom und’rimarantikorper

Fur den Nachweis einer Bindung von Tetracyclin dudi® isolierten Ribosome wurden diese
in einem kommerziellen Tetracyclin-ELISA-Kit in Kamatition mit dem tetracyclin-
spezifischen Primarantikbrper des Testkits eingésésiehe Abbildung 6-1). Da die
Bindungsaffinitat des im Testkit enthaltenen Antp&s zum Tetracyclin nicht bekannt war,
wurden sehr hohe Konzentrationen an Ribosomen meseth in Kompetition gesetzt.
Dadurch war auch bei einer starkeren Bindung desk#&wpers zum Tetracyclin eine
Verdrangung durch Ribosome zu erwarten.

In dem Testkit war eine bereits mit Tetracycliniwonobilisierte Mikrotiterplatte enthalten.
Zur Kontrolle des korrekten Versuchsablaufs wurderei Tetracyclin-Standard-Lésungen
(,0,05 pg/L TC* und ,4050 pg/L TC*) des Kits undnei Blindprobe (,ohne Rib*) jewelils
ohne Zugabe von Ribosomen gemessen. Um eine ellentumspezifische Bindungen des
Sekundarantikérpers an Ribosome zu erkennen, weirtke Kavitdt mit Ribosomen, aber
ohne Priméarantikdrper befillt. In die anderen Kéeh wurden Ribosomen-Lésungen in
unterschiedlichen Konzentrationen gegeben. In jé@witdt wurde zusatzlich zu den
Standards bzw. den Ribosomen-Ldsungen der Priniébgomer in konstanter Konzentration
gegeben. Die Zusammensetzung der Losungen in daligen Kavitaten ist in Tabelle 6-1

zusammengefasst.
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Ribosomen- Tetracyclin- Primar-
Konz Konz antikorper Zweck
[g/mli] [Lo/L]
_ohne Rib* - - ja Blindwert (Maximal-
OD des Tests)
+0,05 pg/L TC i 0.05 ja Positivkontrolle des
,4050 pg/L TC* - 4050 ja Tests
Jkein Primar-AK* 100.000 - - unspezifische
Wechselwirkungen
»1 pg/ml Rib” 1 - ja
“10 pg/ml Rib” 10 - ja Verdrangung des
»100 pg/ml Rib” 100 - ja Primarantikdrpers
»10.000 pg/ml Rib” 10.000 - ja durch Ribosome
»100.000 pg/ml Rib* 100.000 - ja

Tabelle 6-1 Zusammensetzung der Lésungen in der j@iligen Kavitaten fir den ELISA mit Kompetition
zwischen Ribosome und Tetracyclin-Antikérper. DieLdsung des Primarantikérpers wurde nach den
Vorgaben des Testkits eingesetzt.

Wahrend der folgenden Inkubationszeit waren faligetvorgdnge maglich (siehe auch
Abbildung 6-1):
a) In den Kavitaten ohne Ribosomen-Zusatz bindeAbeesenheit von Tetracyclin der
Priméarantikérper an das immobilisierte Tetracyclimd bleibt beim folgenden
Oberflache
Sekundarantikérper zugegeben, der gegen den Pritikinger gerichtet und mit

Waschschritt an der haften. Im zweiterchri@ wird ein
Meerrettichperoxidase markiert ist. Dieser bindendan Primarantikdrper und setzt
das im letzten Schritt zugegebene Substrat inalnides Produkt um. Die gemessene
Farbintensitét ist bei negativen Standards maximal.

b) Bei den Tetracyclin-Standard-Losungen bindet degegebene Primarantikérper
teilweise in der Losung befindliches Tetracycline§e Bindungsstellen sind fir eine
Bindung an das immobilisierte Tetracyclin blockiehtn folgenden Waschschritt
werden die nicht an der Oberflache haftenden Ampigbentfernt. Der nun zugesetzte
Sekundarantikérper kann nur an die verbliebenem&antikorper binden, so dass die
abschlieRende Farbreaktion schwéacher ausfélltalStandards ohne Tetracyclin (In
Abbildung 6-1 oben).

c) In den Kavitaten mit Ribosomen sollten diese mé@m ebenfalls zugegebenen
Primarantikdrper um die oberflachengebundenen dthm-Molekille konkurrieren.

Dabei sollte sich mit steigender Konzentration amboBomen eine starkere



Ergebnisse 57

Verdrangung des Antikorpers zeigen, was letztlisheiner zunehmend schwacheren
Farbreaktion fuhren sollte (in Abbildung 6-1 unten)

Kompetition: Standard-TC <=immobilisiertes TC Primar-AK
Tetracyclin
aus Standard

Immobilisiertes
it li
etracyc 1\ TC-Standard + Primar-AK Waschen
>

\/.\ &\ & Sekundér-AK
2 8 2

T™B X TMB X
> Waschen A
> Messung
Substrat + Chromogen bei 450 nm
i 2 ; 2

Kompetition: Ribosome «<»Primir-AK

»

Sekundir-AK

Ribosom

>\ 7/ Waschen

Ribosom + Primar-AK »

a8 a > & i) Sekundar-AK

T™MB X

> Waschen TS
> Messung
E : g @ Substrat + Chromogen i) % bei 450 nm

Abbildung 6-1 Schematische Darstellung des Ablaufesies Tetracyclin-ELISA und des erwarteten
Ablaufes des modifizierten ELISA zum Nachweis einerBindung von Tetracyclin an die isolierten
Ribosome. Erlauterung siehe Text.

Abbildung 6-2 zeigt die gemessenen Extinktionswddie maximale Extinktion (,ohne Rib*)

lag bei 1,528. Die beiden Tetracyclin-Standardgteei in Abh&ngigkeit vom Tetracyclin-

Gehalt geringere Extinktionswerte, so dass vonremevandfreien Arbeitsweise des ELISAs
auszugehen war. Wurde kein Priméarantikorper zugagelkonnte nur eine minimale
Extinktion von 0,041 gemessen werden. Es konntendemauch keine Kreuzreaktivitat des
Sekundarantikdrpers mit den zugesetzten Ribosoresigdstellt werden. Die Ribosomen-
Losungen zeigten unabhangig von ihrer Konzentragioa Extinktion von rund 1,2. Sie lagen
damit zwar etwas niedriger als die maximale Extorktdes Blindwertes, von einer

Verdrangung des Priméarantikorpers durch Ribosonrealvar dennoch nicht auszugehen. In
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diesem Fall hatte eine Abhangigkeit der Extinktiamm der Konzentration der eingesetzten
Ribosome erkennbar sein missen.
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Abbildung 6-2 Extinktionswerte des ELISA mit Kompettion zwischen Primarantikdrpern und
Ribosomen. ,1-100.000 pg/ml Rib“ stellen unterschiiche Konzentrationen der Ribosomen-Lésung dar,
die in Kompetition zu Lésungen des Primédrantikbrpess gesetzt wurden, ,ohne Rib“ bedeutet Zugabe
einer reinen Pufferlésung ohne Ribosomen-Zusatz, ,05 pg/L TC* und ,4050 pg/L TC" sind zwei
Tetracyclin-Standards, die als Kontrolle fiir die Funktionsweise des Testkits ohne Zusatz von Ribosomen
vermessen wurden, und bei ,kein Primar-AK" wurde nur die Ribosomen-Ldsung ohne Primarantikdrper
zugegeben, um eine evtl. Kreuzreaktion des Sekundimtikdrpers mit Ribosomen erkennen zu kénnen.

Mit dem modifizierten Tetracyclin-ELISA konnte keinBindung der Ribosome an die
oberflachengebundenen Tetracycline nachgewiesemenwerDies kénnte durch sterische
Hinderungen der grof3en Ribosome mit der Oberfl@eneMikrotiterplatte verursacht worden

sein. Um dies zu Uberpriufen, wurden weitere Messaiyirchgefuhrt.

6.1.2.2 Affinitdts-Kapillarelektrophorese

Die Affinitats-Kapillarelektrophorese bietet die Blichkeit, Wechselwirkungen zwischen
Rezeptor und Ligand zu untersuchen, ohne die Naligkait der Markierung oder der
Bindung eines der beiden Molekile an eine Ober8addazu wird die Wanderungs-
geschwindigkeit eines geladenen Liganden im elatttien Feld beobachtet. Bindet dieser an
einen Rezeptor und verandert sich dabei die Ladw®y das Molekulargewicht, so andert
sich auch die Wanderungsgeschwindigkeit [165; 168k Mal3 fur die Wanderungs-
geschwindigkeit dient die sog. Migrationszeit, als® Zeit, die das Molekil bendétigt, um von

der Injektion am einen Ende der Kapillare bis zuetdBtor am anderen Ende zu gelangen.
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Um einen mdoglichst deutlichen Unterschied der Migreszeiten zu erkennen, wurde die
Wanderungsgeschwindigkeit des Tetracyclins beokacbteses sollte durch die Bindung an
das Ribosom einen Komplex mit einer sehr viel gréféMasse bildet und aufgrund dessen
eine starke Migrationsanderung erfahren. Die Ribwso wurden in wechselnden
Konzentrationen im Elektrophoresepuffer vorgelegd uretracyclin in gleich bleibender
Konzentration injiziert. Fur die Messung mit Ribosen ausB. stearothermophilusvurden
45 umol/L Tetracyclin mit Ribosomen-Konzentrationam 0 bis 74 pmol/L vermessen. Die
Messung derE. coliRibosome erfolgte mit einem deutlichen UberschassTetracyclin

gegeniber der eingesetzten Menge an Ribosomere (Badelle 6-2).

Konzentration Ribosom Migrationszeiten [min]
[Lg/ml] [Lmol/L] E. coli B. stearothermophilus
0 0 18,31 £ 0,04 18,37 £ 0,03
50 18,5 18,87 + 0,05 18,55 + 0,04
100 37,0 19,19 + 0,05 19,12 + 0,07
200 74,0 19,56 + 0,00 19,55 + 0,04

Tabelle 6-2 Migrationszeiten der unterschiedlich kozentrierten Ribosomen-Lésungen. Die Messungen
mit den E. coli-Ribosomen wurden mit 450 umol/L Tetracyclin, die Messungen mit denB. stearo-
thermophilusRibosomen mit 45 umol/L Tetracyclin durchgefihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus je
3 Einzelmessungen.

Tabelle 6-2 zeigt die zur Messung eingesetzten $ilm@n-Konzentrationen sowie die
bestimmten Migrationszeiten fir Ribosome beideradigmen. Sowohl bei Ribosomen aus
B. stearothermophiluals auch aug. coli konnte eine leichte Zunahme der Migrationszeiten
mit steigender Ribosomen-Konzentration festgestaditden. Die Migration des Tetracyclins
bei der Injektion der héchsten Ribosomen-Konzeiatnaag jeweils rund 80 Sekunden hdher
als ohne Ribosomen-Zusatz. Daher konnte von einaduBg von Tetracyclin an die
isolierten Ribosome ausgegangen werden. Es li&glksio Unterschied zwischen dem Zusatz
von Ribosomen unterschiedlicher Herkunft feststellie Bindung von Tetracyclin an die
Ribosome beider Organismen war demnach vergleicki@er das AusmaR der Bindung des
Tetracyclins an die isolierten Ribosome konnterné&eAussagen gemacht werden. Dazu
waren weitere Messreihen notwendig gewesen. EihéHang der Migrationszeit von nur
rund 1,2 Minuten bei Anbindung eines Molekils mitez Masse von merhreren kDa ist

jedoch gering.
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6.1.2.3 Gleichgewichtsanalysen

Um quantitative Aussagen Uber eine Bindung vonabgtlin an die isolierten Ribosome
machen zu kénnen, wurden beide Bindungspartnerinenme Reaktionsgefald miteinander
gemischt und inkubiert. Nach Einstellung eines &lgewichtszustandes zwischen
gebundenem und freiem Tetracyclin wurde das fremibfotikum abgetrennt und konnte
Uber eine HPLC-Analyse quantifiziert werden. Jevaktdie Ribosome waren, desto weniger
Tetracyclin sollte als frei vorliegend gemessendearkonnen.

Die Trennung des freien vom gebundenen Antibiotikworde auf zwei unterschiedlichen
Wegen erreicht. Zum einen wurde eine Ultrazentdafiom durchgefiihrt, die zu einer
Sedimentierung der Ribosome und dem daran gebund&etracyclin fuhrte. Das freie
Tetracyclin konnte im Uberstand bestimmt werders 2Alveite Mdglichkeit der Trennung
wurde eine Zentrifugationsfiltereinheit (Centripf¢prerwendet. Dabei wird die Trennung
durch eine semipermeable Membran erreicht, dieemigm GrolRenausschluss von 50 kDa
die Ribosome zuriickhielt, wahrend das nicht geba@deetracyclin ungehindert durch die

Membran ins Filtrat gelangen konnte.

Herkunft_/ Konzentration Konzentration TC | Inkuba- | Konzentration| Trennung
Ribosom tionszeit| freies TC durch
[umol/L] | [umol/]  [mg/L] [min] [mg/L] urc
2,2 23,00 10,0 30 9,93 )
. Zentrifu-
E. coli 2,2 0,23 0,1 30 0,096 ,
gation
2,2 - - 30 -
E. coli 2,2 0,23 0,1 60 0,10
B. stearo- Centriprefy
) 0,7 0,23 0,1 30 0,078
thermophilus

Tabelle 6-3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Gligewichtsanalysen

Tabelle 6-3 zeigt die eingesetzten Verhaltnisse Rimosomen zu Tetracyclin. Um sicher zu
gehen, dass eine Bindung auch bei schlechter Adtider Ribosome erkannt wirde, wurden
molare Verhaltnisse von Tetracyclin zu RibosomerBieneich von 1:10 bis 10:1 verwendet.

Die Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte B&IC3

Bei keiner der Analysen mit Ribosomen dtiscoli konnte eine Bindung des Antibiotikums

nachgewiesen werden. Das eingesetzte Tetracydlintkauch bei verdoppelter Inkubations-
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zeit in vollem Umfang als frei nachgewiesen werd&mzig die Verwendung der aus
B. stearothermophilusolierten Ribosome brachte einen kleinen Erfoldem ca. 20 % des
eingesetzten Tetracyclins Uber die indirekte Aralgts ribosomal gebunden nachgewiesen
wurde. Jedoch ist diese Bindung bei einem 3-fachelaren Uberschuss der Ribosomen zum

Tetracyclin sehr gering.

Bei den isolierten Ribosomen konnte keine ausreidée Bindung von Tetracyclin
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurden disudlee, Ribosome fir den Aufbau

eines tetracyclinspezifischen SPR-Assays zu veremneingestellt.

6.1.3 Versuche zur Herstellung von Tetracyclin-Dexiaten fir einen indirekten SPR-

Assay

Um einen indirekten SPR-Assay aufzubauen, mus3 eiracyclin-Derivat an die Chipober-
flache gekoppelt werden (prinzipieller Aufbau sieNeschnitt 5.1, Seite 47). Dieses sollte
Uber ein Spacer-Molekll gekoppelt sein, das eirsresdethende Entfernung zur Oberflache
ermdoglicht um so sterische Behinderungen des TtliaeRezeptor-Proteins (TetR oder
Ribosom) durch die Chipoberflache selbst mdglichstverhindern. Solche Hinderungen
wirden zur Abschwachung oder sogar zum vélligeduégedes Tetracyclin-Bindevermdgens
fuhren.

Zur Kopplung von Tetracyclin an die Chipoberflacivarde ein bifunktionelles Reagenz
gesucht. Dabei sollte es sich um ein moglichstaeimés Molekil handeln, um unspezifischen
Wechselwirkungen mit Matrixbestandteilen vorzubeugéudem sollte es in der Lage sein,
eine Distanz zwischen dem Tetracyclin-Molekul ued @berflache zu ermdglichen, um eine
ungehinderte Bindung des Rezeptors zu gewahrleifienKopplung wurde mit der 12-N-
Methylamino-Laurinsaure versucht, da dieses Mol@hkiilseine Aminofunktion prinzipiell in
der Lage sein sollte, Uber Formaldehyd mit dem abstlin zu reagieren [167]. Die
Methylierung der Aminogruppe verhinderte eine mdugh Anlagerung eines zweiten
Tetracyclin-Molekiils. Uber die Carboxylfunktion deaurinsaure ware eine Kopplung des
Tetracyclin-Derivates an die Oberflache eines Sehges moglich.

Ito et al. [168] beschrieben 1977 die Umsetzung Aomden mit verschiedenen Aminosauren
unter Verwendung von Formaldehyd nach dem in Abioitd 6-3 angegebenen Reaktions-
schema. Dabei wurden die Reaktionspartner in Ethgelost, gemischt und tUber Nacht bei
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Raumtemperatur gerthrt. Anschlie3end wurde dasuRtach Kihlschrank auskristallisiert.
Bei dieser einfachen Reaktionsfihrung erhielten etoal. die Produkte in Reinform mit
Ausbeuten zwischen 42 und 94 %. Uber diese alsofiimbaktion bekannte Reaktion wurde
auch Tetracyclin an unterschiedliche Amine [1679]1@&minosauren [170] und Proteinen
[92; 93] gekoppelt. Dabei unterschieden sich dz&nen Versuchsbedingungen lediglich in
der Wahl des Lo6sungsmittels, der molaren Verhd&misler Reaktionspartner und der

Reaktionstemperatur.

Abbildung 6-3 Postulierter Reaktionsablauf von Tetacyclin mit Methylaminen unter Verwendung von
Formaldehyd

Die Derivatisierung von Tetracyclin mit der 12-N-Mglamino-Laurinsaure Uber

Formaldehyd wurde unter unterschiedlichen Reakiiedsigungen versucht. Dabei wurde in
Methanol oder t-Butanol sowohl bei Raumtemperatisr auch unter Erhitzung auf den
Siedepunkt gearbeitet. Eine Umsetzung des Tetiasyclkonnte unter keinen

Reaktionsbedingungen festgestellt werden. Die zwakRonskontrolle angefertigten

Dunnschichtchromatogramme zeigten nur die beidesgAnigssubstanzen (siehe Abbildung
6-4 links).
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Abbildung 6-4 Dinnschichtchromatorgaphische Reaktioskontrolle der Derivatisierungsversuche des
Tetracyclins. MLTC = Methylamino-Laurinsdure-Tetrac yclin, TC = Tetracyclin, ML = Methylamino-
Laurinsaure, Py = Pyrrolidin, RTC = selbst synthetsiertes Rolitetracyclin, RTC-S = Rolitetracyclin-
Standard. Reaktionsbedingungen siehe Abschnitt 108 Seite 160.

Zur Kontrolle der Reaktion wurde unter den bei &weih et al. [167] angeben
Reaktionsbedingungen versucht, Rolitetracyclin Betsacyclin, Formaldehyd und Pyrrolidin
zu synthetisieren. Hier zeigte die DC-Kontrolleeeldmsetzung an. Der Vergleich mit einem
kauflichen Rolitetracyclin-Standard brachte eindistandige Ubereinstimmung (Abbildung
6-4 rechts). Sowohl bei dem selbst synthetisiertds,auch bei dem kéauflichen Standard
waren neben dem Produkt auch beide Edukte zu esken&s scheint, dass das
Rolitetracyclin unter den Bedingungen der Dinnddcicromatographie instabil ist und

innerhalb weniger Minuten wieder zerfallt.

Tetracyclin konnte mit 12-N-Methylamino-Laurinsauwed Formaldehyd nicht umgesetzt
werden. Jedoch war die Reaktion mit Pyrrolidin ngigl fihrte aber zu einem instabilen
Produkt. Bei dem indirekten SPR-Assay sollte dasatgclin-Derivat an die Chipoberflache
immobilisiert werden und dort fir moglichst langeitZstabil bleiben. Dies konnte mit einem
Tetracyclin-Derivat, welches uber die Amidfunktian Ring A gekoppelt wird, nicht

gewahrleistet werden (siehe hierzu auch DiskussioAbschnitt 7.2 auf Seite 125). Ein

indirektes Assay-Format liel3 sich Uber diesen Welgt entwickeln.
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6.2 SPR-Untersuchungen mit dem Tetracyclin OperatoRepressor-

System

Die SPR-Analysen zu dieser Arbeit wurden an zwéerschiedlichen Geraten durchgefuhrt.
Durch eine Kooperation mit der Universitat Utre@nistitute for Risk Assessment Sciences),
Niederlande stand das SPR-Spektrometer Biacore ®3@00 Verfiigung. Hier war die
Messzeit jedoch begrenzt, so dass alle Messungelieaem Gerat Uber einen Zeitraum von
August 2004 bis Dezember 2005 mit insgesamt 6 Wodadletner Messzeit durchgefihrt
werden mussten. Spater ergab sich eine Kooperatibder Firma Biacor® Dadurch stand
fur die Weiterentwicklung des Tetracyclin-Assayss d8PR-Spektrometer Biacore®@n
Wuppertal zur Verfigung.

Da zu Beginn dieser Arbeit die Messzeit an einenR-SPpektrometer begrenzt und nur
wochenweise mdglich war, wurden bereits in einehr $gihen Entwicklungsstadium des
Tetracyclin-Assays Untersuchungen mit Matrix duedfiigrt. In dem Bewusstsein der
uniblichen Vorgehensweise (Messungen mit Matrixobelre Optimierungen mit Standard-
Loésungen abgeschlossen waren) wurde der Assay dufihseine Anwendbarkeit fur die
Matrizes Rohmilch und Honig gepruft. Parallel dazurden (spater auch auf dem Biacore
Q") weitere Optimierungsversuche (z.B. TetR-Variantgektionsdauer der TetR-Lésung,

Immobilisierungslevel der Operator-DNA,...) durchiget.

6.3 Aufbau der Repressor-Proteine

Fur die Entwicklung des Biosensor-Assays fur Tetthoe standen durch eine Kooperation
mit der Friedrich-Alexander-Universitat ErlangensNiderg 5 TetR-Varianten zur Verfigung:
TetR(BD), TetR(DB)S135L, TetR(D)V113A, TetR(B)P184@Qd scTetR(BD).

Abbildung 6-5 zeigt die Aminoséuresequnz jeweilsesi Monomers der beiden Wildtypen
TetR(B) und TetR(D), sowie der synthetischen VagarnTetR(BD) und scTetR(BD).
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Bei dem Repressor-Protein TetR(BD) handelt es simheine synthetische Chimare aus den
beiden Wildtypen TetR(B) und TetR(D) [171]. Die Amsauren 1-50 stammen aus dem
Wildtyp TetR(B). Diese schliel3en die drei Heli@ek bisa3 ein, welche fir die Bindung an
den Operator verantwortlich sind. Durch diese Amiwesequenz bekommt das chimare
Protein die hohe Bindungsaffinitit des TetR(B) z@perator mit [171]. Die restlichen
Aminosauren stammen aus dem Wildtyp TetR(D). Sdreihhaltet die Chimare TetR(BD)
im gesamten Molekil kein Cystein, was dem Proteine egeringere Oxidations-
empfindlichkeit und damit verbunden eine hdherebitat und bessere Handhabbarkeit
verleiht.

Das Protein TetR(BD)S135L ist eine Mutante des obeschriebenen TetR(BD). Dabei
wurde die Aminosaure Serin an Position 135 duralclreersetzt. Scholz et al. [68] konnten
zeigen, dass dieser Austausch zu einer erhohtesuBgsaffinitdt des Repressors beziiglich
Tetracyclin und einiger Derivate fuhrt.

Bei TetR(D)V113A, eine Mutante von TetR(B), wurde &telle 113 Valin durch Alanin
ersetzt. Die Aminosdure an Position 113 ist anBRiedung des Tetracyclins beteiligt. Auch
dieser Austausch fihrt zu einer Erh6hung der Bigdaffinitdt von Tetracyclin zum
Repressor [172; 173].

Auch bei der TetR-Variante TetR(B)P184Q wurde ehminosaure ausgetauscht. Das
Original-Protein TetR(B) weist an Stelle 184 eirolfr auf, welches durch ein Glutamin
ersetzt wurde. Viele Proteine haben die EigenschHa#t zu hohen Verdinnungen zu
denaturieren, was eine Bindung von Tetracyclin welérn wirde. Der Austausch der
Aminosauren an Stelle 184 bewirkt eine Verbessedandgstabilitat [174].

Als weitere TetR-Variante mit erhdhter Stabilitatinde der Repressor scTetR(BD) getestet.
Dieser ist eine Mutante von TetR(BD), bei dem dé&lbn Untereinheiten des Proteins durch
Einflgen einer 27 Aminosauren umfassenden Ketteimaihder kovalent verkntpft wurden.
Dadurch weist das Protein eine erhohte Stabili#ggegiber Denaturierung durch von

Dissoziation der beiden Monomere bei kleinen Kotrztionenauf [175].
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6.4 Expression und Isolierung der Repressor-Protesn TetR(BD) und
TetR(BD)S135L

Von den fir diese Arbeit verwendeten Repressoreifreh wurden TetR(BD) und
TetR(BD)S135L eigenstandig isoliert. Die anderemia#en wurden mir freundlicherweise
von Herrn Prof. Dr. W. Hillen, Universitat Erlangéhirnberg als aufgereinigte Proteine zur

Verfigung gestellt.

Die Isolierung der Tet-Repressoren erfolgte an Beedrich-Alexander-Universitat in
Erlangen. Es standen Plasmide zur Verfigung, beema&ie Gensequenz fur die jeweilige
TetR-Variante unter Transkriptionskontrolle eintgleen synthetischen Promotors stand. Die
Plasmide wurden iic. coli transformiert und dort exprimiert. So war es mélglieine hohe

Proteinausbeute zu erhalten.

Die Expression und Isolierung der Repressor-Preteiarde wie in Abschnitt 10.4, Seite 160
beschrieben durchgefuhrt. Nach dem Zellaufschlussien grobe Zellbestandteile tber eine
Zentrifugation abgetrennt. Aus dem Zellextrakt wauathschlieRend das jeweilige Repressor-
Protein zun&chst mittels Kationenaustauscher-Chiagmaphie angereichert. Dazu wurde der
Zellextrakt vollstandig auf die Saule aufgebracht umit einem linearen Natriumchlorid-
Gradienten von 50 bis 620 mmol/L in einem 20 mmdPhosphatpuffer pH 6,6 von der
Kationenaustauscher-Saule eluiert. Nach der Elutes TetR wurde die Saule mit einem
NaCl-Gehalt von 1000 mmol/L gespult Die Elution deroteine wurde Uber ihre UV-
Absorption bei 280 nm verfolgt (Abbildung 6-6). Dieeisten Fremdproteine wurden im
Vorlauf bei 50 mmol/L NaCl eluiert (bei SDS-PAGEchi sichtbar, da sie nicht im
dargestellten GréRenbereich lagen), wahrend dereRemr in den Fraktionen 28 bis 37 von
der S&aule gespult wurde. Zur Bestatigung der Itinties bei diesen Fraktionen eluierten
Proteins und zur Kontrolle der Reinheit wurden Rrolaus den jeweiligen Fraktionen tber
eine SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Er wurdeldm Polyacrylamid-Gel mit einer
Masse von rund 23,3 kDa detektiert, da es sichbeieum das Monomer handelt. Die
Fraktionen 29 — 35 wurden fur die weitere Aufreung des Repressor-Proteins vereinigt.
Eine Probe aus Fraktion 46 wurde ebenfalls mi8&S-PAGE analysiert, um zu tberprifen,
ob es sich bei dem zu diesem Zeitpunkt eluiertasteifr auch um den Repressor handelt.

Dies konnte ausgeschlossen werden (siehe Abbil@ufdinks).
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Abbildung 6-6 Elutionsprofil der Kationenaustausche-Saule fur die Aufreinigung von TetR(BD)S135L.
In blau gezeigt ist die UV-Absorption der Proteinebei 280 nm, in rot eingezeichnet ist der NaCl-Gradint.
Die Nummern der Fraktionen, in denen das Eluat gesamelt wurde, sind am oberen Bildrand angegeben.
Durch schwarze Striche sind die mittels SDS-PAGE alysierten Fraktionen, durch schwarze Kreuze die
zur weiteren Aufreinigung vereinigten Fraktionen makiert.
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Abbildung 6-7 Kontrolle der Aufreinigung der Repressor-Proteine mittels Kationenaustauscher-
Chromatographie und Gelfiltration am Beispiel des ®BtR(BD)S135L durch SDS-PAGE (10 %ig).

Aufgetragen wurden jeweils 5 pl (Verdinnung: 3 pl Pobe + 5 ul Puffer) aus den gesammelten
Fraktionen.

Eine weitere Anreicherung und Volumenverringerungf @in fir die anschlieRende
Gelfiltration geeignetes Volumen wurde durch einektionierte Ammoniumsulfat-
préazipitation erreicht. Durch die sich anschlief®eklfiltration wurde der Repressor von
anderen Proteinen befreit. Abbildung 6-8 zeigt d@dgtionsprofil der Proteine von der
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Gelfiltrations-Saule. Der Repressor eluiert haugtBéh in den Fraktionen 28-37, was durch
das zur Kontrolle angefertigte SDS-Gel bestatigtdeuAbbildung 6-7 rechts). Das SDS-Gel
zeigt auch deutlich, dass die Repressor-Losung raah Gelfiltration praktisch keine
Fremdproteine mehr enthalt.

Abbildung 6-8 zeigt in blau die UV-Absorption derokeine bei 280 nm und in braun die
Leitfahigkeit der von der Saule eluierten Losunge Bignalerhhung in den Fraktionen 52
bis 60 ist auf die Elution des Ammoniumsulfates aeas zuvor durchgefiihrten Protein-
prazipitation zurickzufuhren.
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Abbildung 6-8 Elutionsprofil der Proteine von der GCelfiltrations-Saule zur Aufreinigung des
TetR(BD)S135L. In blau dargestellt ist die UV-Absoption bei 280 nm in Milliabsorptions-Einheiten
(mAU), in braun eingezeichnet ist die Letifahigkeit Die Nummern der gesammelten Fraktionen sind in
rot am unteren Bildrand angegeben. Durch schwarze t8che sind die mittels SDS-PAGE analysierten
Fraktionen, durch schwarze Kreuze die zur weitererAufreinigung vereinigten Fraktionen markiert.

Die Fraktionen 31-35 wurden vereinigt und das Vaammittels Zentrifugations-
filtereinheiten mit einem GroélRenausschluss von28 ieduziert.

Nach der Aufreinigung folgten eine photometrischenkentrationsbestimmung bei 280 nm
(Abschnitt 10.4.5, Seite 165) und eine Aktivitatssieng des Proteins Uber die Zunahme der
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Fluoreszenz von Anhydrotetracyclin bei der Bindwarg den Repressor (Abschnitt 10.4.6,
Seite 166). Tabelle 6-4 gibt die Ergebnisse didsesssungen wieder.

Repressor | Konzentration Konzentration errechnete Aktivitat
[mg/ml] [Lmol/L] [%]

BD 10,14 435,1 107

S135L 9,98 428,1 121

Tabelle 6-4 Konzentration und errechnete Aktivitat der isolierten Repressor-Proteine TetR(BD) und
TetR(BD)S135L." Die Konzentrationsangabe in pmol/L bezieht sich dudas Monomer.

Bei der Aktivitdtsbestimmung zeigte sich eine Bingwon Anhydrotetracyclin, die Uber der
berechneten lag. Daraus ergaben sich Aktivitatenmehr als 100 %. Wahrscheinlich wurde
dies durch Ungenauigkeiten bei Konzentrations- Aktivitatsbestimmung und Fehlern, die
beim Pipettieren von kleinen Volumina auftretenwsacht. Da jedoch die Aktivitat von
beiden Repressor-Proteinen mit mehr als 100 %rbedtwurde, kann von einer annahernd

100 %igen Aktivitat ausgegangen werden.

6.5 Vergleich der Assay-Formate

Um einen sensitiven Tetracyclin-Assay aufzubauesilten die drei moglichen Assay-
Formate miteinander verglichen werden. Dazu salliedchst getestet werden, mit welchem
Format Tetracycline in den geringsten Konzentraionachgewiesen werden kénnen. Dieses
sollte anschlieBend optimiert werden. Der Vergleleh Assay-Formate wurde mit dem SPR-
Gerét Biacore 3000durchgefiihrt.

Direktes Assay-Format

Zunachst wurde das direkte Format (Abschnitt 5.2iteS48) getestet, wobei an der
Chipoberflache gebundenes TetR die mit einer StanAddsung injizierten Tetracycline

binden sollte. Da das Tetracyclin-Molekil mit 444ngl eine sehr geringe Masse aufweist,
musste moglichst viel Tetracyclin aus der Standarsling gebunden werden, um
empfindlich messen zu kénnen. Deshalb wurde digpd@iarflache mit TetR gesattigt. Auf
dem verwendeten CM-5-Chip konnten Immobilisieruagsl von rund 15.500 RU erreicht
werden, was 333 pmol/nfriTetR entspricht.

Um dieses Assay-Format zu testen, wurden Puffamgeu mit 50, 100, 250 und 500 mg/L

Tetracyclin dotiert. Diese wurden mit 4 unterschaten Flussraten vermessen, wobei das
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Injektionsvolumen jeweils so angepasst wurde, ddigs Injektionsdauer konstant auf

5 Minuten gehalten wurde. Tabelle 6-5 zeigt dieallemen Messwerte [RU].

Konzentration [mg/L]
50 100 250 500

2 59,9 70,7 128,3 193,2
[0}
ST 5 15,3 19,9 38,3 58,5
7=
5= 10| 107 12,5 275 44,9
I_L [—

20 5,9 7,3 19,3 38,3

Tabelle 6-5 Messwerte in RU, die mit dem direkten #say-Format erhalten wurden. Es wurden
unterschiedlich konzentrierte Tetracyclin-Losungenmit 4 Flussraten vermessen, wobei die Injektions-
dauer auf 5 Minuten konstant gehalten wurde.

Man erkennt eine deutliche Abhangigkeit des Messdggvon der verwendeten Flussrate, die

bei dem Ubergang von 2 auf 5 pl/min besonders staidgepragt war. Hier nahm das

Messsignal bei allen Tetracyclin-Konzentrationen $uhnitt um den Faktor 3,5 ab. Bei

Flussraten oberhalb von 5 pl/min war nur nochgeinnger Abfall zu beobachten (siehe auch

Abbildung 6-9).
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Abbildung 6-9 Abhangigkeit des Messsignals von défretracyclin-Konzentration bei unterschiedlichen

Flussraten im direkten Assay-Format.

Im Konzentrationsbereich von 100 bis 500 mg/L wér &lle Flussraten eine lineare

Abhangigkeit des Messsignals von der Tetracyclim#@mtration zu erkennen. 50 mg/L

schien jedoch etwas aulRerhalb des linearen Besemhéegen, was sich an dem Abknicken
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der Kurven bei dieser Konzentration erkennen |&8st.ist davon auszugehen, dass die
Nachweisgrenze dieser Assay-Variante in der Name5@mg/L Tetracyclin in Puffer liegt.
Die fur diesen Assay gewahlten Tetracyclin-Konzatnen lagen im Bereich 50 bis
500 mg/L und damit mindestens um den Faktor 50@héals der MRL in Milch (100 pg/kg).
Folglich konnte auch unter optimierten Bedingungkeine ausreichende Nachweis-
empfindlichkeit erreicht werden, so dass sich diesgssay-Format nicht fir den

Ruckstandsnachweis von Tetracyclinen eignete.

Indirekter Assay mit tetO und TetR

Als zweite Moglichkeit des Tetracyclin-Nachweisesirde ein indirekter Weg gewahlt.
Hierbei wurde der Operator an den Chip gebundeninrginem zweiten Schritt mit TetR
belegt. Bei dieser Assay-Variante wird die zur Qifarerung genutzte Signalanderung
durch das Ablésen des Proteins bei Anwesenheitlaracyclin verursacht (siehe Abschnitt
5.3, Seite 49). Da TetR ungefahr ein 100-fach heghavolekulargewicht als Tetracyclin
besitzt, sollte mit diesem Assay eine verbesseaighiWeisempfindlichkeit erreichbar sein.

Es wurden dreitetO-Immobilisierungslevel (72, 132 und 779 RU) mittenschiedlich
konzentrierten TetR-Losungen (2,5 bis 10 pmol/L) Kaonzentrationsbereich von 0 bis

100 g Tetracyclin pro Liter Puffer getestet.

Bei einertetO-Belegung von 72 RU war nur eine sehr geringe Aglgkeit des Messsignals
von der injizierten Tetracyclin-Menge zu erkennsielfe Tabelle 6-6). Es befand sich nicht
genugtetO auf der Chipoberflache, um TetR in einer fur misensitiven Assay ausreichender
Menge zu binden. Mit steigender Operator-Beleguagpmm der A RU-Wert bei hohen
Tetracyclin-Konzentrationen deutlich zu, so dass @9 RU tetO bereits ein Signal-
unterschied von 369 RU zwischen einem Blindwert widem Standard mit 100 pg/L
Tetracyclin beobachtet werden konnte. Dieser Effaktde mit zunehmendeetO-Belegung
deutlicher.

Die Konzentration des injizierten Repressors hiegezeigte nur minimalen Einfluss auf das
Messsignal. Es konnte ein leichter Anstieg der RU-Werte mit sinkender TetR-
Konzentration beobachtet werden. Dies war vor alander Flusszelle mit der hdchsten

Operator-Bindung ausgepragt.
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Tetracyclin- [ 25 oy 132 RU 799 RU TetR-
Konzentration Konzentration
tetO tetO tetO
[Lg/L] [Lmol/L]

100 -4.9 -45.7 -342,1

50 0,2 -21,6 -202,9

20 3,6 -4.0 -79,4

10

10 50 3,4 -22,5

5 55 6,6 1.4

0 5,6 7,6 17,2
100 -6,3 -49,2 -360,4

50 -0,4 -26,9 -216,8

20 2,5 -8,4 -94 .5 .
10 3,8 -0,9 -36,5

5 3,8 3,7 -6,4

0 52 7,2 16,4
100 -6,9 -50,2 -357,2

50 -1,6 -29,0 -219,8

20 1,8 -11,3 -109,5

2,5
10 3,6 -2,3 -42.2
40 2.8 -8,1
45 6,1 11,8

Tabelle 6-6 Abhangigkeit des A RU bei unterschiedlicher tetO-Belegung von der Tetracyclin-
Konzentration im inirekten Assay mit tetO und TetR. Der Einfluss der Konzentration der TetRLOsung
wurde ebenfalls im Bereich 2,5 bis 10 umol/L untergcht.

Durch die Nutzung des grof3en Repressor-Proteins dén Assay wurde eine
LSignalverstarkung® gegeniber dem direkten Assagi@nt, so dass der Nachweis von
Tetracyclin im angestrebten Konzentrationsberemmaea. 100 pg/L erreicht werden konnte.

Indirekter Gleichgewichts-Assay

Fur die dritte Assay-Variante wurden tetracyclinigal Standard-Losungen in Gegenwart des
Repressor-Proteins bei Raumtemperatur inkubierbeDa&ollte das Tetracyclin an TetR

binden, und bei der anschlielenden SPR-Analyse 8&imelung des Repressors am

chipgebundenen Operator verhindern (siehe Absclndtt Seite 51). Nur der nicht mit

Tetracyclin besetzte Repressor verursacht ein Bigvelches mit steigender Tetracyclin-

Konzentration geringer werden sollte. Bei diesesaysVariante fuhren hohe TetR-Mengen
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in der Mischung mit der tetracyclinhaltigen Losut@zu, dass geringe Analyt-Mengen nur
wenige TetR-Molekile an der Bindung mit deetO hindern kénnen, so dass noch genug
freies TetR zur Verfiigung steht, um den Operatbdau Chipoberflache ,,abzusattigen”. Um
mit diesem Assay moglichst sensitiv zu messen, svutdaher die TetR-Konzentration auf
0,05 pumol/L in der Injektions-LAosung reduziert.

Es wurden Tetracyclin-Lésungen im Konzentrationsimér von 0 bis 20 pg/L in Laufpufféer
auf unterschiedlich stark mtetO belegte Flusszellen vermessen. Durch die Injektion
1,2 pg/ml Tetracyclin lief3 sich die Chipoberflackgenerieren. Die Inkubation der Standard-
Losung mit TetR fand bei Raumtemperatur fir Zens@am zwischen 6,5 und 50 Minuten
statt. Zwischen unterschiedlichen Inkubationszeikemnte kein Unterschied der TetR-
Bindung beobachtet werden. Daher sind in Tabelle réir die Messwerte, die durch 8-

minutige Inkubation erhalten wurden wiedergegeben.

onzentaiof 7280 12RU. 790 R
tetO tetO tetO

[Lo/L]
0 15,7 53,0 337,2
5 15,7 52,7 332,1
10 14,9 53,6 337,5
20 14,3 50,9 319,0

Tabelle 6-7 Messwerte erhalten mit dem indirekten (@ichgewichts-Assay mit unterschiedlichertetO-
Belegung. Die Tetracyclin-Losungen wurden vor der rjektion auf den Sensorchip im Volumen-
Verhdltnis 1:1 mit 0,1 umol/L TetR(BD) gemischt undfiir 8 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Auch bei diesem Assay-Format zeigte sich die uokeéesllich starke Anbindung des
Repressors in Abhéngigkeit von der zuvor immolatigntetO-Menge. Die Flusszelle mit
der hdchsten Operator-Belegung war in der Lagemnaisten TetR zu binden.

Bei keiner dertetO-Belegungen konnte die Injektion einer Puffer-Ldgumit 10 pg/L
Tetracyclin von einem Blindwert unterschieden werdgrst die Injektion von 20 pg/L
Tetracyclin lasst das Messsignal vom reinen Pueveichen. Im Gegensatz dazu konnte im
indirekten Assay mitetO und TetR bereits zwischen 0 und 5 pug/L Tetranygfiterschieden
werden (siehe Tabelle 6-6, Seite 73). Die Nachweaidmdlichkeit nimmt durch eine
Vorinkubation von tetracyclinhaltiger Losung mittlReund anschlielRender SPR-Analyse ab.

3 Auf der Suche nach der Assay-Variante mit derdrelachweisempfindlichkeit zeigte die zuvor geteste
indirekte Assay-Variante mitetO und TetR eine Empfindlichkeit unterhalb von 2Qugetracyclin. Daher
wurde aus Zeitgrinden darauf verzichtet, den ikthre Gleichgewichts-Assay mit hoheren Tetracyclin-
Konzentrationen zu testen.
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Da bei der Analyse der Tetracyclin-Standards imrekien Assay mitetO und TetR eine
Unterscheidung zwischen einer Losung mit 10 pg/lraoyclin von einem Blindwert
problemlos mdglich war, wurde diese empfindlichsfessay-Variante nun weiter

charakterisiert und optimiert.

6.6 Charakteristika von Injektionszyklen und Messrenen im indirekten
Assay mittetO und TetR

Zum besseren Verstandnis sollen hier kurz einigeideFolgenden verwendeten Begriffe

erlautert werden.

Jede Messreihe einer SPR-Analyse besteht aus Anzahl von hintereinander geschalteten
Zyklen. Jeder Zyklus wiederum besteht aus einewolgef von Injektionen unterschiedlicher
Lésungen, die zur Analyse einer Probe notwendigd.siim dem in Abbildung 6-10
dargestellten Sensorgramm ist die Reihenfolge dsuhgen angegeben, wie sie im Rahmen
eines Zyklus bei dem indirekten Assay metO und TetR (Abschnitt 5.3, Seite 49) tUber den
Chip flieRen. Dabei zeigt das Messsignal (= Resppbhsi der Injektion einer Losung eine
sprunghafte Anderung. Sie wird verursacht durchiujiektion einer Losung mit einem vom
Laufpuffer abweichenden Brechungsindex. Assozigtiomnd Diffusionsvorgange (=
Anderung der Masse auf der Chipoberflache) werderchd diesen sog. Bulk-Effekt
Uberlagert. Sie werden erst deutlich, wenn nacHrgektion einer Losung wieder Laufpuffer
Uber den Chip flie3t und damit der Bulk-Effekt aetigben wird.
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Abbildung 6-10 Sensorgramm eines Zyklus des indireakn SPR-Assays. Dargestellt ist die Injektion einer
Standard-Losung mit 20 pg/L Tetracyclin und zwei Rgenerationsschritten (SDS und Probenpuffer). Die
Pfeile markieren die unterschiedlichen Messpunkte.

Zu bestimmten Zeiten wurden Messpunkte gesetztdasgeMesssignal zu diesem Zeitpunkt
reprasentiereny(bis t). Diese Messpunkte dienten zum Auswerten des [geriZyklus.

Es wurden Messpunkte zu folgenden Zeiten gewabhit:

Messpunkt Zeitpunkt

t1 10 s vor TetR-Injektion

to 10 s vor Proben-Injektion

ts 30 s nach Proben-Injektion

ts 60 s nach Probenpuffer-Injektion

Tabelle 6-8 Lage der Messpunkte in einem Zyklus desdirekten Assay-Formates

Der Messpunktjtsteht zu Beginn des Zyklus, bevor die erste Losojigiert und damit das
Messsignal verandert wird, teprasentiert damit den ausschlieflich 1D belegten Chip.
Eine Veranderung der Hohe dieses Messpunktes infel@iner Messreihe deutet auf eine
Veranderung der Chipoberflache hin. Ein Absinkenrkaie Ablésung des Operators und
damit eine Verringerung der TetR-Bindungsstellerdeaten, ein Ansteigen die stetige
Anreicherung von Matrixkomponenten auf der Chiptiaehe. Der absolute Response zum
Zeitpunkt t eines jeden Zyklus, aufgetragen gegen die jeveeifigklusnummer, wird in

dieser Arbeit als Basislinieezeichnet. Der Begriff der Basislinie wird hi¢saals Folge von
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Messwerten unterschiedlicher Zyklen zum gleichempzekt verstanden. Im Gegensatz dazu
steht der Begriff der Basislinie, wie man ihn zaBis der Chromatographie kennt. Hier stellt

die Basislinie eine fortwahrende Betrachtung eMesssignals dar.

Die Anbindung des Tet-Repressors an derOperator in einem Zyklus kann durch die
Differenz der Messwerte zum Zeitpunkt and t bestimmt werden. Die Bildung einer
Differenz aus zwei Messpunkten eines Zyklus wil relativer Response bezeichnet. Tragt
man diese Differenz gegen die jeweilige Zyklusnumen#, so erhalt man einen Graphen, der
die TetR-Bindung tber die gesamte Messreihe beibth&e gibt Auskunft Uber eventuellen
Aktivitatsverlust des an der Chipoberflache gebuedeOperators. Im Folgenden wird der

Begriff TetR-Bindungsynonym mit der Differenz der Signale zwischen tasspunkten,t

und t fur jeden Cyclus einer Messreihe verwendet.

Durch die Injektion einer tetracyclinhaltigen Loguwird der Repressor teilweise von der
Chipoberflache abgel6st. Die Folge ist ein Signalhlzwischen den Messpunktenund t.
Die Differenz der Messwerte an diesen beiden Punistieder injizierten Tetracyclin-Menge
proportional. Der relative Response zwischen didseiden Messpunkten wird daher mit
A RU bezeichnet. Im Folgenden wird darRU mit negativem Vorzeichen versehen, um
anzudeuten, dass es sich um ein Abfallen des SgRSihandelt. Bei einem Signalanstieg

zwischen den Messpunktenund gwird derA RU mit positivem Vorzeichen dargestellt.

Nach der Injektion der Regenerationslésung(en}esolhs Messsignal wieder auf den Level
zurucksinken, der zu Beginn des Zyklug) (bestand. Eine Differenz des Messsignals
zwischen den Zeitpunkten tind t (innerhalb eines Zyklus) kann also zur Beurteilutsy

Effektivitat der eingesetzten Regeneration heraogea werden. Das relative Messsignal t

minus § wird im Zuge dieser Arbeit auch als Regeneraliereichnet.

Die vier soeben beschriebenen Parameter — dielBésiglie TetR-Bindung, deA RU und

die Regeneration — wurden in dieser Arbeit routiaBig fir jede Messreihe ausgewertet.
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6.7 Regeneration der Chipoberflache

An die Regenerationsbedingnungen werden bei SPBeBsoren besondere Anforderungen
gestellt. Es muss gewahrleistet sein, dass alleerslén Matrixkomponenten von der
Chipoberflache entfernt werden, ebenso wie - int i@gestellten Assay - das Repressor-
Protein. Dabei darf jedoch die Bindung zwischere@avidin und biotinyliertentetO nicht
angegriffen werden, da sich dieser sonst vom Cbgerl wirde. Dartber hinaus darf die
Operator-DNA durch die Regenerationsbedingungemtni@schadigt werden. Dies hatte
ebenfalls einen Verlust der TetR-Bindung und damine Verschlechterung der
Leistungsfahigkeit des Messsystems zur Folge.

Geeignete Regenerationsbedingungen zu finden idbcke nicht ganz einfach, da
unterschiedliche Wechselwirkungen durch untersdisiedReagenzien aufgehoben werden
missen. So kénnen beispielsweise ionische Wechkalwgen durch Injektion einer Lésung
mit hohem Salzgehalt oder Wechselwirkungen zwischewis-Sauren und Lewis-Basen
durch ein Reagenz mit wenig polaren Losungsmitggiost werden [176]. Haufig liegen
jedoch unterschiedliche Wechselwirkungen gleicigeior, die mdglichst alle in einem
Schritt gelost werden sollen. Dass gerade die Adr dVechselwirkungen von
Matrixkomponenten mit der Chipoberflache im allgéamea nicht bekannt sind, erschwert das
Auffinden geeigneter Regenerationsbedingung zusktzUm nicht dem Prinzip ,Versuch
und Irrtum® folgen zu muissen, schlagen Anderssbtnal [176; 177] eine strategische
Vorgehensweise vor, die auf dem Prinzip des Expental Design beruht. Sie verwenden 6
Stammlosungen aus jeweils mehreren Einzelkomponerdabei sind alle Einzelkom-
ponenten einer Stammlésung in der Lage, nur eisénbmte Art von Wechselwirkung zu
l6sen. So nutzen sie beispielsweise eine Ldésungkalismthiocyanat, Magnesiumchlorid,
Harnstoff und Guanidin-Hydrochlorid, um ionische &Nselwirkungen zu l6sen. Jede
Stammldésung enthélt mehrere Komponenten, da manctimaVahl der Substanz einen
Einfluss auf die Regeneration hat. Brigham-Burkd @ishannessy [178] haben festgestellt,
dass es bei der Regeneration in ihrem System niékine auf den pH-Wert der Losung
ankam, sondern die Art der Saure eine wichtigeeRspielte.

Jede der Stammlésungen wird — dem ExperimentalgDesilgend - mit einer oder zwei
anderen Stammldsungen zu einem Dreikomponentei8ygemischt. Diese Arbeitslosun-
gen werden dann als Regenerationsldsungen eingesaibei die besten Losungen bei
Bedarf weiter untersucht werden kénnen, um herdunglan, welcher / welche Inhaltsstoff(e)

fur die Regeneration verantwortlich waren, oderclellnhaltsstoffe unnétig sind.



Ergebnisse 79

Fur die Ermittlung eines geeigneten Regeneratiagemzes wurden zunachst die drei
Losungen 0,5 % SDS in Laufpuffer, 20 mmol/L EDTAduB0 mmol/L NaOH in 1 mol/L
NaCl getestet, indem jede in jeweils 6 aufeinanidégenden Zyklen als Regenerations-
reagenz eingesetzt wurden. Als Matrix wurde erdfett 1:5 verdinnte UHT-Milch ohne
Tetracyclin-Zusatz injiziert. Die Regenerationsknafirde als prozentualer Anteil der durch
die Regenerationslosung vom Chip gespilten Mass&R(Tund Matrix) von der zuvor
gebundenen berechnet. Eine Regenerationskraft 1@hés zeigt ein vollstandiges Ablésen
des Repressors und der Matrixkomponenten von dgroBérflache an. Die Regenerations-
kraft der 3 Losungen ist in Abbildung 6-11 mit s@men Balken dargestellt.

Die Losung NaOH/NaCl zeigte mit einer Regeneraticads von 155 % vermutlich ein
Ablésen dedetO an, wohingegen EDTA zu keiner ausreichenden Regéaon fihrte. SDS
war als einziges der getesteten Reagenzien in age,ldie Chipoberflache zu regenerieren,
ohne diese anzugreifen. Da jedoch SDS die nadgeitiigenschaft besitzt, sich in die
Chipmatrix einzulagern und von dort nur langsamdereentfernt werden kann [179] (siehe
auch Abbildung 6-12), wurde nach einem anderenggeé&tn Regenerationsreagenz gesucht.
Diese Suche wurde gemald dem von Andersson etrgleschlagenen System durchgeflhrt,
wobei jedoch die dort angegebene Losung C — eineiMOEDTA-LOsung — durch eine
0,3 %ige SDS-Losung (S) ersetzt wurde, da zuvaeitsefestgestellt wurde, dass EDTA zur

Regeneration nicht geeignet ist.
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Abbildung 6-11 Regenerationskraft der unterschiedthen Regenerationslosungen. Die Ldsungen, die in
separaten Messreihen getestet wurden, sind in schrzadargestellt. Die in Grau dargestellten Losungen
entsprechen den Lésungen nach Andersson et al. R7177]. Jede Lésung besteht aus 3 Komponenten.
B = basische Lésung, A = saure Lésung, D = LdsungitnDetergenzien, S = SDS-L&ésung, | = ionische
Lésung, U = Lésung mit unpolaren Losungsmitteln, w= Wasser (Zusammenetzung siehe Abschnitt 10.6.3,
Seite 173).
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Abbildung 6-12 Injektionszyklus mit SDS-Regeneratia. Eingerahmt dargestellt ist das Auswaschen von
SDS nach der Regeneration aus der Chipmatrix.

Abbildung 6-11 zeigt die Regenerationskraft jedesgetesteten 3 Komponenten-Systeme als
graue Balken. Die Regenerationskraft der ionisch&sung oder SDS, oder Losungen, die
einer dieser beiden Komponenten enthielten, besditestarkste Regenerationskraft. Alle
anderen Losungen regenerierten die Chipoberflacheaximal 40 %. Die Mischungen BSw,
Alw, ASw und IDw zeigten sogar eine Regeneratioaftkron Gber 100 %. Dies kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dass diese Lésungen die Chifldlche angegriffen und einen Teil des
tetO abgel6st haben. Die hier dargestellten Werte ggadch mit einem hohen Fehler
behaftet, wie im Folgenden naher erlautert wird.

Die Regenerationskraft wurde wie folgt bestimmt:s ABezugsgroRe fir die jeweilige
Regenerationskraft diente die Masse an der Chiflébke aus dem vorangegangenen
Cyclus. Zu ihr wurde die Masse in Relation gesetie durch die Injektion der
Regenerationslosung abgeldst werden konnte. Umjefile Regenerationslosung in etwa
gleiche Ausgangsbedingungen zu schaffen, wurde hgektion jeder Regenerationslésung
der Chip wieder erneut mit TetR und Matrix bele§inige Regenerationslésungen waren
nicht in der Lage, TetR und die Matrixkomponentefistdndig von der Chipoberflache zu
entfernen. Es verblieb also nach jedem Zyklus sieehselnde Menge an TetR bzw. Matrix
auf dem Chip. Dies beeintrachtigt die Bindung van TetR im nachsten Zyklus, so dass die
absolut auf den Chip befindliche Masse mit Ausnalvmie Zyklus 1 nicht direkt aus dem
jeweiligen Sensorgramm abgelesen werden konntevi@ide deshalb berechnet als:

(Masse auf Chip vor Regeneratigyy), — (regenerierte Massg)-1 + (addierte Masse) x
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Da die Masse, die sich auf dem Chip befand, in &yKlL direkt aus dem Sensorgramm
abgelesen werden konnte, konnte von da aus gelieqeblen weiteren Zyklus die Masse mit
dieser Formel abgeschatzt werden. Dabei kommtdeglezwangslaufig zu Ungenauigkeiten,

was ebenfalls zu einer rechnerischen Regenerataihsion mehr als 100 % fuhren kann.

Ausgehend von den in Abbildung 6-11 dargestelltesuRate kam als Alternative zu SDS
nur die von Andersson et al. vorgeschlagene ioristbisung in Betracht. Bei ihrer
Verwendung fir die Regeneration stellte sich jedbehaus, dass zwar eine vollstandige
Regeneration der Chipoberflache ohne Angriff aug dabundenéetO — erkennbar an der
stabilen Basislinie bzw. TetR-Bindung — erreichtraéen konnte, jedoch zeigten sich bei
Mehrfachinjektionen einer Loésung zum Teil sehr hdfagianzen in den bestimmten RU-
Werten (siehe Abbildung 6-13).
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Abbildung 6-13 Kalibrierkurven identischer Standard-Losungen mit unterschiedlichen Regenerations-
I6sungen. Bei jeder Kalibrierkurve sind die Einzelverte einer Doppelbestimmung gezeigt.

Bei der Kalibrierkurve, die mit SDS als Regenenmati@agenz aufgenommen wurde, liegen

die beiden Einzelwerte dicht beieinander.
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Als Ergebnis der durchgeflihrten Versuche kamenemgeReration fir den Tetracyclin-Assay
also entweder die von Andersson et al. vorgeschiagenische Loésung, SDS oder
Mischungen mit mindestens einer dieser beiden Karapten in Frage. SDS zeigte eine
nachteilige Einlagerung in die Chipmatrix, so daash der Regeneration einige Zeit bendtigt
wurde, um eine vollstandige Entfernung des SDSrmiahen. Die ionische Losung hingegen
verursachte eine schlechte Reproduzierbarkeit l&irfdchinjektionen und damit verbunden
eine hohe Ungenauigkeit bei quantitativen Messundgeide Regenerationsreagenzien
zeigten Nachteile, jedoch war die etwas verlang&malysenzeit mit der SDS-LOsung
weniger problematisch als die schlechte Reprodoar&eit mit der ionischen Ldsung.
Deshalb wurde im Weiteren mit SDS unter Reduktien ldontaktzeit der Losung mit der
Chipoberflache regeneriert. Dazu wurde eine 0,3e%@@S-Loésung mit einem Fluss von
20 pl/min far 15 Sekunden injiziert. Unter dieseedBigungen konnte eine vollstandige
Regeneration der Chipoberflache nach Injektion Rmhmilch- und Honigproben erreicht
werden. Um das Auswaschen von SDS aus der Chipnzatipeschleunigen, wurde nach der
SDS-Injektion eine Injektion von Probenpuffer fuMinute mit einem Fluss von 20 pl/min
durchgefuhrt (entspricht dem Bereich ,ProbenpuffarAbbildung 6-10, Seite 76), so dass zu

Beginn eines neuen Zyklus das SDS aus der Chipmattiistandig entfernt war.

6.8 Belegung mittet-Operator

Das Prinzip des Tetracyclin-Assays beruht auf diHsung des TetR von der Operator-DNA
bei Anwesenheit von Tetracyclin. DatO auf dem Chip quasi die Basis fur die Reaktion
tetO + TetR - [tetO*TetR] und damit auch fir die nachfolgende Reak{fdC-Mg]" +
[tetO*TetR] - [tetO] + [TC-Mg*TetR] bildet, sollte der Einfluss desffacyclin-Operators

auf die Leistungsfahigkeit des Assays betrachtetiare

6.8.1 Belegungsdichte

Zunéchst wurde der Einfluss der BelegungsdichteOgerator-DNA auf der Chipoberflache
gepruft. Diese legt die Anzahl der BindungsstefieanTetR fest, und sollte daher mit dessen
Anbindung korreliert sein. Die Belegungsdichte sin®ensorchips lasst sich Uber den
Immobilisierungslevel aus dem Sensorgramm (= Mgassinach Ende deetO-Injektion

abzuglich des Messsignals vor detO-Injektion) abschatzen.
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Der Einfluss der Belegungsdichte auf das Testsystemile sowohl am Biacore 300@ls
auch am Biacore Quntersucht. Es wurden Belegungen im Bereich vobig2197 RU pro
Flusszelle verwendet. Die verschiedenen Immobilisigslevel wurden durch Variation der
tetO-Injektionsdauer erreicht, wohingegen die Konzaidan der Losung (20 nmol/L) und die
Flussrate (4 pl/min) konstant gehalten wurden. ldiehstetetO-Belegung in Abbildung 6-14
wurde durch Injektion der Operator-Lésung fur 65Men erhalten. Die Chipoberflache war
nach dieser Injektion gesattigt. Im Sensorgrammnkerkein weiterer Signalanstieg (=
Bindung vontetO an die Chipoberflache) wahrend defO-Injektion beobachtet werden. Die
Experimente in beiden Geraten zeigen die gleichi@méAgigkeiten, so dass im Folgenden die
Resultate anhand der Messreihen am Bidcoe dargestellt werden sollen, da die
beobachteten Effekte in diesen Experimenten autghioherertetO-Belegungen deutlicher

zutage traten.

Bindung von TetR

Abbildung 6-14 zeigt 4 Sensorgramme, die auf 4 $Zaken des selben Chips mit
unterschiedlicher Belegungsdichte vdetO aufgenommen wurden. Man erkennt eine
deutliche Abhéngigkeit der Bindung des TetR. Jeendler Immobilisierungslevel mietO
war, desto mehr TetR konnte auf der Chipoberflagebunden werden. Dabei wurden
durchschnittlich 80 % des immobilisierten OperatoisRepressor belegt (siehe Tabelle 6-9).
Dieser Zusammenhang war bis zu einem Immobilisgslavel von 1059 RU linear. Erst bei
Sattigung der Chipoberflache mit Operator (Belegumg 2197 RUetO) wurde wenigetetO

mit TetR belegt (55 %).
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Abbildung 6-14 Zunehmende TetR-Belegung mit steigeler tetO-Beladung. Fir jedes Sensorgramm
wurden 1umol/L TetR(BD) und nachfolgend 20 ug/l Tetacyclin in Probenpuffer injiziert. (tetO =
,1x Biotin“ — Aufbau siehe Tabelle 6-12, Seite 88gemessen im Biacore &)

tetO TetR Mit TetR
[RU] [fmol/cm?] [RU] [fmol/cm?] bele[%zrteto
209 7,1 226 5,5 78
803 27,0 992 21,3 79
1060 35,7 1348 28,9 81
2197 73,9 1880 40,3 55

Tabelle 6-9 Bindung von Repressor an Operator bei nterschiedlichem Immobilisierungslevel. Zur
Berechnung der Masse auf dem Sensorchip wurde dieeBiehung 1000 RU = 1 ng/mf[180] heran-

gezogen.

Ablésung von TetR durch Tetracyclin

Die Menge an TetR, die mit 20 pug/L Tetracyclin v&hip gespult werden konnta RU),

stieg mit hoherer BelegungsdichtetatD (Abbildung 6-14, Tabelle 6-10). In allen Fallearw

der Chip jedoch nicht vollstandig von TetR befréts befand sich nach der Tetracyclin-

Injektion immer noch TetR auf der Oberflache. Dieiche Menge Tetracyclin, die bei

hochstertetO-Belegung in der Lage war, 1407 RU TetR abzuloser, bei der geringsten

tetO-Belegung nur in der Lage, 198 RU TetR abzultsen.
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tetO-Belegung [RU] 209 803 1060 2197
ARUDbei 20 pg/L | _108 -732 -971 -1407
TC [RU]
IBsg-Konzentration 11,1 10,3 10,6 10,7
[Lg/L]

Tabelle 6-10A RU bei 20 ug/L Tetracyclin in Abhéngigkeit von dertetO-Belegung und die bendtigte
Tetracyclin-Konzentration fir eine 50 %ige Ablésungvon TetR (I1Bsg)

Die Tatsache, dass mit steigendetO-Belegung mehr TetR durch Injektion der gleichen
Tetracyclin-Menge vom Chip gespult werden konntegyssn jedoch nicht zwangslaufig
Einfluss auf die Sensitivitat des Assays haben.dikse zu beurteilen, wurde die Tetracyclin-
Konzentration herangezogen, mit der 50 % des madxaingelosten TetR abgeldst werden
konnten. Sie wird in dieser Arbeit in Anlehnung pische kompetitive Assays mit 4B
bezeichnet (Ie = Konzentration bei 50 %iger Hemmung in kompegitiv Assays).
Verschiebt sich die IB-Konzentration hin zu kleineren Tetracyclin-Konzatibnen, wird
eine Zunahme der Messempfindlichkeit erreicht.

Bei Berechnung der Hg-Konzentrationen von Kalibrierkurven mit untersahieher tetO-
Immobilisierung ergaben sich fur alle Kurven ahindicWerte (siehe Tabelle 6-10). Sie
schwankten zwischen 10,3 pg/L und 11,1 pg/L Tetlatyin Puffer, ohne dass sich ein

Zusammenhang mit der Belegungsdichte herstell@n lie

6.8.2 Belegung mit unterschiedlichen Flussraten undNachbelegung eines bereits

genutzten Chips

Die tetO-Belegung mit unterschiedlichen Flussraten bzetelD-Belegung in Abhéangigkeit
der Vorgeschichte einer Flusszelle wurden untets(icibelle 6-11). Dazu wurde ein Chip
genutzt, in dessen Flusszellen 2 und 3 im Augustn5 unterschiedlichen Flussraten
Operator immobilisiert wurde. Die Auswirkung dernmabilisierung mit unterschiedlichen
Flussraten auf die TetR-Bindung wurde Uber mehMessreihen sowohl mit Standard-
Losungen als auch mit Milch- und Honigproben unteln$. Dabei wurde die unbelegte
Flusszelle 1 als Referenz verwendet. Flusszelleuddevnicht genutzt. In den folgenden 4
Monaten wurde der Chip bei 4 °C trocken gelagent.0ezember wurden versucheO in
den Flusszellen 1 und 4 zu immobilisieren.

Fur die Immobilisierung aller Flusszellen wurde séihe LOsung desetO ,2x Biotin®
(Aufbau siehe Tabelle 6-12, Seite 87) verwendet. Bme gute Vergleichbarkeit der
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Messungen auf den unterschiedlichen Flusszellen ezteichen, sollte bei allen
Immobilisierungen ein Level von rund 350 RU err¢igterden. Wahrend der Injektion der
tetO-L6sung wurde das Messsignal beobachtet, so dassngktion bei Erreichen des
gewilnschten Immobilisierungslevels abgebrochen everkonnte. Tabelle 6-11 fasst die

Ergebnisse dieser Versuche zusammen.

Flusszelle1 Flusszelle2 Flusszelle 3  FlussZelle
Datum der Immobili- | e, g Aug. 05 Aug. 05 Dez. 05
sierung mittetO
Kontaktzeit [min] 31 14 12 100
Fluss [ml/min] 4 4 10 4
Immobilisierungslevel -10 336 356 155
mittetO [RU]

Tabelle 6-11 Vergleich dertetO-Bindung in unterschiedlichen Flusszellen_einesSensorchips: Fc 1:
Immobilisierung nach mehreren Messreihen und Lagerag, Fc 2 und Fc 3: Immobilisierung von frischen
Flusszellen mit unterschiedlicher Flussrate, Fc 4immobilisierung nach Lagerung (4 Monate). Die
Untersuchungen wurden am Biacore 3000durchgefiihrt, immobilisiert wurde jeweils ,2x Biotin“.

Die Immobilisierung vontetO in den beiden Flusszellen 2 und 3 zeigte, dask tr
unterschiedlicher Flussraten (Fc 2 = 4 pl/min, FG=310 pl/min) eine vergleichbare
Injektionszeit nétig war, um den gleichen Immolidisingslevel zu erreichen. Flusszelle 3
zeigt nur eine geringe Zeitersparnis, bei gleidigeerdoppeltem Verbrauch aetO-Lésung
(Verbrauch fur Fc 2 = 56 pl, fur Fc 3 = 120 pl).den folgenden Messreihen zeigten die
beiden Flusszellen bezuglich TetR-Bindung, Basmsliand Tetracyclin induzierter TetR-
Ablésung keinen Unterschied. Die unterschiedlichElussgeschwindigkeiten fur die
Immobilisierung spiegelten sich also ausschlieRRinherhdhten Verbrauch aetO-Lésung

wieder, so dass eine Flussrate von 10 pl/minifig Bnmobilisierung wenig sinnvoll war.

In der zuvor als Referenz genutzten Flusszelle IFdonnte im Dezember 05 keine
Anbindung vontetO festgestellt werden. Selbst nach eite©-Injektion von 31 Minuten
konnte kein Signalanstieg im Sensorgramm beobagrgeden. Die Ursache hierfur konnte
einer Beeintrachtigung des Streptavidins auf dems8&ehip-Oberflache durch die
vorangegangene Benutzung und Lagerung sein. Eutdevdies so stark verandert, dass eine

Anbindung des biotinylierten Operators nicht metdrglich war.
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In der zuvor ungenutzt gebliebenen Flusszelle shterine im Vergleich zu Flusszelle 2 und
3 stark vermindertéetO-Bindung beobachtet werden. Selbst nach einerdktreit mit der
tetO-L6sung von 100 Minuten konnte nur ein Immobdisingslevel von 155 RU erreicht
werden. Die Bindungsstellen fir den Operator in Brisszelle waren jedoch noch nicht
gesattigt, da auch nach Ablauf der 100 Minuten reanhansteigendes Messsignal beobachtet
werden konnte. Die Reaktionsgeschwindigkeit zwiscketO und TetR war durch die

Lagerung jedoch stark beeintrachtigt.

6.8.3 tetO-Varianten

Die TetR-Bindung und die tetracyclininduzierte TétBI6sung von vier unterschiedlichen
tetO-Varianten wurden geprift. Zur Herstellung detO-Varianten wurden 3 verschiedene
Oligonukleotide genutzt, die die bei Kamionka [Hg&schriebenen Sequenzen aufwiesen. In
Tabelle 6-12 sind die zur Herstellung detO-Varianten genutzten Oligonukleotide und
deren Mischungsverhaltnisse angegeben. Oligo Hesth 48 Basen langes Fragment dar,
welches in der Mitte die palindrome Sequenz ®@Q1 hat und am 5’-Ende biotinyliert ist
(Sequenz siehe Abschnitt 10.5, Seite 168). Oligst laufgebaut wie Oligo a, jedoch ohne
Biotin, und Oligo ¢ weist eine zu Oligo a und b kuementare Basenabfolge auf. Diese
DNA-Einzelstrange wurden vor dem Annealing (= Zusamnlagerung zweier Einzelstrange
zu einem Doppelstrang) in unterschiedlichen mola¥erhaltnissen miteinander gemischt,
um die 4 gewinschtdetO-Varianten zu erhalten.

Fur die Variante ,komplementar* wurden Oligo a udiligo ¢ zu gleichen Anteilen
miteinander gemischt. Es ergab sich w@i®-Variante, die Gber die komplette Sequenz einen
Doppelstrang bildet und damit dem natirlich vorkoenatentet-Operator entspricht. Fur
»2X Biotin* wurde Oligo a mit sich selbst anneady dass sich ein Operator ergab, der nur
Uber die palindrome Sequenz einen Doppelstrangteildnd an jeder Seite jeweils ein Biotin
aufwies. Fur die Variante ,1x Biotin® wurde Oligo mit dem 10-fachen Uberschuss an
Oligo b gemischt. In diesem Ansatz bilden sich 3etsthiedliche DNA-Doppelstrange,
wobei jede dieser Varianten ebenfalls nur Uberldiepalindromen Basenpaare annealt ist.
Eine einfach biotinylierte und eine doppelt biotiagte Variante im statistischen Verhaltnis
von 20 : 1 bilden die an den Sensorchip bindend&+Molekile. Die dritte im Uberschuss
vorliegende nicht biotinylierte Variante wurde iie dabelle 6-12 nicht aufgenommen, da sie
nicht in der Lage ist, an der Streptavidin-ObetiEades Sensorchips zu binden. Sie wurde
aber bei der Berechnung des mittleren Molekulargetes des jeweiligentetO bertck-
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sichtigt, damit spater vergleichbare Konzentratioae bindungsfahigertetO auf den Chip
injiziert werden konnten. Die viertetO-Variante — ,mixed“ — wurde aus einer Mischung von
Oligo a und Oligo b zu gleichen Teilen hergesteélier ergaben sich der einfach biotinylierte
und der doppelt biotinylierte Operator in einentistsschen Verhaltnis von 2 : 1. Auch in

diesem Fall wurde die nicht biotinylierte Variamieht aufgefthrt.

Name erstes Oligonukleotid zweites Oligonukleofid tetO Variante
Verhalt- Verhalt-
nis nis

Oligo a '

komple- ‘ g 11 Oligo c

mentar | & g NN
Oligo a Oligo a

n2X 1:1 :

Blotln“

. Oligo a
1x 1:10
Biotin”
Oligo a
»,mixed" ~ 11

Tabelle 6-12 Darstellung der verschiedeneretO-Varianten. Jeweils auf der rechten Seite sind die
statistisch berechneten Verhéltnisse der beim Anndiag entstehenden Varianten angegeben. Die
Oligonukleotide wurden jeweils am 5’-Ende biotinylert. Die DNA-Doppelstréange ohne Biotin wurden
lediglich bei der Berechnung der statistischen Verdltnisse und des mittleren Molekulargewichtes beric
sichtigt, dartiber hinaus jedoch nicht weiter beachgt, da sie nicht an die Chipoberflache binden kénme

Der tetOperator enthdalt eine palindrome Sequenz, mitneiniht palindromen Basenpaar in
der Mitte. Die DNA windet sich innerhalb dieseripdromen Sequenz einmal, so dass den
beiden Monomeren von TetR die gleichen Basen aigBigspartner zur Verfiigung stehen.
Sanger et al. [57] beschreibt die Basen 2 bis B,der nicht palindromen Base aus gezabhilt,
als die fur die Bindung zu TetR unabdingbaren Bageese sind bei allen hier getesteten
tetO-Varianten als gepaarte Basen vorhanden. Die @peraunterscheiden sich lediglich in
der Zahl der Basen, uber die annealt wurde, und dieeAnzahl der Biotin-Molekdle, tber
die sie an die Chipoberflache binden kdnnen. EKesalso nicht zu Unterschieden durch

verschiedene Bindungsaffinitaten aufgrund des ideimén Aufbaus der Bindungsregion des
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tetO kommen. Unterschiede zwischen den einzeta®Varianten waren jedoch z.B. durch
sterische Hinderungen der losen Enden der VarigjteBiotin“, ,2x Biotin“ oder ,mixed"

maglich.

Um einen Unterschied der einzelngxtO-Varianten zu erkennen, wurden zwei Parameter
betrachtet. Zunachst gibt die TetR-Bindung Aufsshklartber, ob und in wie weit die
betreffendetetO-Variante eine Bindung zum Repressor erlaubt. Bgs-Wert aufgenom-
mener Kalibrierkurven gibt auch hier wieder Auskudériber, ob digetO-Variante einen
Einfluss auf die Leistungsfahigkeit des Testsystbhatswas bei Betrachtung der reinen TetR-

Bindung nicht zu erkennen ist.

Repressor-Bindung

In Abbildung 6-15 werden die molaren Massen vordenChipoberflache immobilisiertem
tetO und dem daran gebundenen TetR gegenubergedadit. TetR-Bindung wurde durch
Injektion einer TetR-Lésung von 1 umol/L fir 120k8eden erreicht. Betrachtet werden
Messungen mit insgesamt 19 Sensorchips, die inebelBPR-Spektrometern vermessen
wurden. Die unterschiedlichetetO-Varianten wurden mit unterschiedlichen Symbolen
dargestellt.

Die Messpunkte detetO-Variante ,1x Biotin“ verteilten sich sowohl obaib als auch
unterhalb der eingezeichneten Regressionsgerademgedén lagen die Messpunkte der
Variante ,2x Biotin® mehrheitlich auf und unterhalter Geraden. Sie zeigten also eine

Verschiebung des molaren Verhaltnisses hin zu g@engeren TetR-Bindung.
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Abbildung 6-15 Molare Verhéltnisse der Bindung vonTetR an den Operator. Es sind Messungen aller mit
tetO belegten Flusszellen der insgesamt 19 verwendet@ips dargestellt, die sowohl mit dem Biacore
3000 als auch mit dem Biacore @ vermessen wurden. Die schwarze Linie stellt die Beessionsgerade
Uber alle Messpunkte dar. Die beiden Pfeile markien die zwei Flusszellen, bei denen eine Sattiguigr
Chipoberflache mit tetO erreicht wurde.

Die unterschieldichen Bindugsverhaltnisse werdeutlidber, wenn man die prozentuale

Belegung detetO-Varianten mit TetR betrachtet, wie sie in TabéH&3 angegeben ist.

»2X Biotin® »1X Biotin*  komplementar*  mixed"

(1341 RU) (1123 RU) (911 RU) (373)
tetO [fmol/cnT] 45 38 30 13
TetR [fmol/cnd] 25 30 21 7
BelegungetO [%] 57 79 70 52

Tabelle 6-13 Prozentuale Belegung der unterschiedhentetO-Varianten mit TetR.

Die Variante ,2x Biotin“ wies eine geringere TetRaBung als die Varianten ,1x Biotin“ und
.komplementar* auf, deren Bindungsverhaltnisse rgit@ander nur wenig unterschiedlcih
waren. Die geringere TetR-Bindung von ,2x Biotindrinte demnach nicht auf die Anzahl
annealter Basen zurickgefuhrt werden. Moglichemvaisrde dagetO-Molekil durch die

Bindung Uber 2 Biotine so stark unter Spannung tggseass sich die Windung der DNA

veranderte. Entfernen sich defO-bindendero-Helices der beiden Untereinheiten von TetR
um 3A voneinander, 16st TetR vaetO ab. [57]. Es ist daher denkbar, dass auch eingges

.verbiegen® der DNA zu einer Verringerung, wenn hticgar zum Verlust der
Bindungsaffinitdt zum Repressor fuhrt. Auch warenkdsr, dass der doppelt biotinylierte
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Operator mit nur einem Biotin an die Chipoberflagedunden hat und das zweite Biotin die

Anbindung von TetR behinderte.

Die Variante ,mixed” zeigte die schlechteste TetReRing von allen. Die Ursache hierflr
konnte das Alter der fur die Immobilisierung vendeten tetO-Losung sein. Zwischen

Annealing und Immobilisierung dieser Variante lagedie Losung bereits 6 Monate bei —
20 °C und wurde zur Immobilisierung weiterer Chigderholt aufgetaut. Eine Veranderung
der TetR-Bindungsstelle am Operator durch mdgliéigbauprozesse wirden zu einer
verringerten Bindung fihren. Da bei der Immobiligiegy nur die absolut auf die
Chipoberflache aufgebrachte Masse detektiert wicthnte mit einer altetetO-L6sung ein

vergleichbarer Immobilisierungslevel erreicht werdd®ie TetR-Bindung hingegen nahm
aufgrund defekter oder veranderter DNA jedoch alke AnderentetO-Losungen wurden

wenige Wochen nach dem Annealing verwendet, so dass Abbaureaktionen als

unwahrscheinlich anzunehmen sind.

Einfluss auf die Sensitivitat des Assays
Anhand von Kalibrierkurven mit Standard-Losungem V@tracyclin konnte der Einfluss der
tetO-Varianten auf das Testsystem weiter charaktetrigierden. Hier konnten Einflisse der

unterschiedlichetetO-Varianten auf die Sensitivitat des Assays erkarertien.

Tabelle 6-14 zeigt die H-Werte von Kalibrierkurven in Probenpuffer fir diaterschied-

lichentetO-Varianten gemessen im Biacore 3800

IBsg-Werte
»2X Biotin“ 7,4 ug/L
»1X Biotin* 7,3 ug/L
.komplementar* 8,4 ug/L
~mixed" 8,7 ug/L

Tabelle 6-14 IB-Werte von aufgenommenen Kalibrierkurven in Probenpffer. Die Kalibrierkurven
umfassten jeweils den Bereich von 0 bis 200 ug/L ffacyclin und wurde durch 3-fach Injektionen der
einzelnen Lésungen bestimmt. Die Bestimmung der igWerte erfolgte im Biacore 3008.

Alle tetO-Varianten zeigten einen sehr ahnlichep®/ert, so dass keine Beeinflussung der

Sensitivitat durch den verwendeten Operator festjfewerden konnte.



Ergebnisse 92

Die Variante ,1x Biotin“ zeigte von allen die hot¢bsTetR-Bindung. Aus diesem Grund
wurde die weitere Testentwicklung mit diesem Operdurchgefuhrt. Abbildung 6-16 zeigt
beispielhaft eine Kalibrierkurve mit Standard-Ldgan von Tetracyclin bei Verwendung der

Operator-Vriante ,1x Biotin“. Der bestimmte JBWert wurde ebenfalls eingezeichnet.
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Abbildung 6-16 Kalibrierkurve mit Standard-Losungen von Tetracyclin aufgenommen mit der tetO-Vari-
ante ,1x Biotin“. Die Messung erfolgte mit einem Inmobilisierungslevel von 362 RU im Biacore 3060

6.8.4 Reproduzierbarkeit der Belegung

Tabelle 6-15 gibt eine Aufstellung von 6 Chips dgeichen Charge wieder, die alle mit
derselbentetO-Losung in gleicher Vorgehensweise belegt wurde2szu wurde eingetO-
Lésung auf eine Konzentration von 20 nmol/L verdiond jeweils fur 10 Minuten mit
einem Fluss von 4 pl/min injiziert. Die Immobilisimgen erfolgten Gber einen Zeitraum von

11 Wochen. Wéhrend dieser Zeit wurde @®-Stammlosung bei —20 °C gelagert.

Belegung mitetO (,1x Biotin“) [RU]
Chip A ChipB ChipC ChipD ChipE Chip F

Flusszelle 1 1312 1189 1122 n.b. 1427 1045
Flusszelle 2 1190 1120 n.b. 1123 1120 n.b.
Flusszelle 3 1170 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
Flusszelle 4 1220 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.

Tabelle 6-15 Reproduzierbarkeit der Chipbelegung. Ae 6 Chips wurden mit der selbentetO-Ldsung im
Biacore @° immobilisiert. Angegeben ist jeweils der Immobiligerungslevel nach einem abschlieRenden
Waschschritt mit SDS und Probenpuffer. n.b. = Flusgelle wurde nicht, mit anderer Injektionsdauer oder
nicht mit tetO (,1x Biotin“) belegt.
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Die Immobilisierungslevel aller Chips lagen zwischel045 und 1427 RU. Die
Abweichungen der Immobilisierungslevel zwischensebiedenen Chips der selben Charge
waren gering. Sie entsprechen einer prozentualemd&tdabweichung von 9 %. Die
Chipbelegung mit der Operator-DNA zeigte eine gRiproduzierbarkeit. Es war somit
maoglich, mit einer Standardprozedur immer wiedemagleichen Immobilisierungslevel zu
gelangen.

Die tetO-Stammlésung wurde innerhalb der 11 Wochen aucbhdwiederholtes Auftauen
und Einfrieren (um einen weiteren Chip zu beleg@oht negativ beeinflusst. Sie war tber

diesen Zeitraum bei —20 °C lagerstabil.

6.9 Anbindung des Tet-Repressors

Dem Tetracyclin-Repressor kommt in dem entwickekessay eine Schlisselrolle zu, da er
der Bindungspartner fur den nachzuweisenden Analige Die Bindungsaffinitat und die
Bindungskinetik des Repressors zum Tetracyclin sima entscheidender Bedeutung fur die
Reaktion [TC-Mg] + [tetO*TetR] - [tetO] + [TC-Mg*TetR], die hier fir den Nachweis von

Tetracyclin ausgenutzt wird.

6.9.1 Dissoziation des Operator-Repressor- Komplege

Die Dissoziation dest¢tO*TetR]-Komplexes an der Chipoberflache lasst sitthlangsamer
Signalabfall unmittelbar nach Injektion der TetRsuag beobachten. Dabei ist der Abfall mit
steigendentetO-Immobilisierungslevel starker ausgepragt (sielbilung 6-14, Seite 84).

Abbildung 6-17 gibt den zeitlichen Verlauf der Doggtion Gber eine Stunde wieder.

Uber die gesamte Zeit konnte ein asymptotischealhdes Messsignals beobachtet werden.
Innerhalb von 1 Stunde fiel es bei einer anfangicBelegung von 356 RU um ca. 170 RU
ab. Auch innerhalb eines Zyklus zeigte der OpefRiEpressor-Komplex eine permanente
Dissoziation. Dies war die Ursache fur den beolsehtnegativeh RU bei Losungen ohne

Tetracyclin.
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Abbildung 6-17 Dissoziation destptO*TetR]-Komplexes an der Chipoberflache. Es wurde Jumol/L TetR
fur 120 Sekunden injiziert. Anschlie3end folgt eindHaltephase von 60 Minuten, bei der die Dissoziatiozu
beobachten ist. AbschlieRend wurde mit 0,5 % SDS generiert. Die gestrichelte Linie gibt das Niveaum,
auf das der TetR-level nach 60 Minuten gefallen isDer Pfeil zeigt die TetR-Belegung zum Zeitpunkt
an. Die Messung erfolgte im Biacore 3000mit einer tetO-Belegung von 356 RU ,2x Biotin®.

Da der Messpunkt fur die Bestimmung defRU-Wertes @ in Abbildung 6-10, Seite 76)
immer zum gleichen Zeitpunkt nach der Proben-Impekgesetzt wurde und diese immer im
gleichen Abstand zur TetR-Injektion erfolgte, kamtdie A RU-Werte einer mehrfach
injizierten tetracyclinhaltigen Losung reproduziewterden. Die Quantifizierung von

Tetracyclin wurde durch die Dissoziation von TetirvOperator nicht beeinflusst.

6.9.2 Anderung der Kontaktzeit der TetR-Losung mitder tetO-Oberflache

Die Verlangerung der Injektionsdauer ist insbesomdei einer langsamen Bindungskinetik
zwischen Rezeptor und Bindungspartner von Vortigilman dadurch den Bindungspartnern
mehr Kontaktzeit verschafft. Auf diese Weise konetee erhdhte TetR-Bindung an den
immobilisierten Operator erreicht werden.

Um den Einfluss der Kontaktzeit auf die AnbindungnvTetR zu untersuchen, wurden
Injektionszeiten von 60, 120 und 240 Sekunden ighrgh. Es wurde fir jede Injektionszeit
eine Kalibrierkurve aufgenommen, um etwaige Eird®isauf die Sensitivitdt des Assays
(Betrachtung von Ig) feststellen zu kénnen. Die Messreihen wurdeneinMatrix Honig im

Biacore @ durchgefiihrt.
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Die TetR-Anbindung stieg im Laufe der Messreihehir@éngig von der Injektionsdauer der
TetR-Losung stetig an (Abbildung 6-18; siehe hieatich Abschnitt 6.9.4 Seite 98 und
Diskussion unter Abschnitt 7.3.5 Seite 134). Zu iBegder Messreihe konnte eine TetR-
Bindung von 671 RU, zum Ende der Messreihe vonRW%eobachtet werden. Aus diesem
Grund konnte die Anderung der TetR-Bindung, diecHutie Verlangerung der Injektionszeit
zustande kam, nur als Differenz zwischen dem letzigklus mit der kirzeren und dem

ersten Zyklus mit der langeren Injektionszeit aredpEm werden.
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Abbildung 6-18 TetR-Bindung der Messreihe mit unteschiedlichen Kontaktzeiten der TetR-Lésung. Die
Zyklen mit unterschiedlichen Kontaktzeiten sind jeweils durch eine gestrichelte Linie getrennt.

TetR-Bindung Differenz
[RU] [RU]
60 Sekunden 671 — 836
9
120 Sekunden 845 — 882
9
240 Sekunden 891 -915

Tabelle 6-16 Anderung der TetR-Bindung bei untersciedlichen Kontaktzeiten. Die Differenz wurde
jeweils aus dem letzten Zyklus mit kirzerer Injektonszeit und dem ersten Zyklus mit langerer
Injektionszeit gebildet.

Es zeigte sich, dass eine Verdopplung der TetR«iojeszeit von 60 auf 120 Sekunden und
von 120 auf 240 Sekunden nur eine Erh6hung derrshinig um jeweils 9 RU bewirkte. Die
Tatsache, dass eine Vervierfachung der Injektiahkeene wesentlich hdhere TetR-Bindung
zeitg, lasst auf eine schnelle Bindungskinetik zWwen TetR undetO schl3en. Kedracka-
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Krok und Wasylewski [181] fanden — abhangig von Salz-Konzentration des Mediums und
von der Bindung an Operator O1 oder O2 — Geschgkailiskonstanten zwischen 2,3 und
3,0 *1¢ L/(mol*s). Die Bildung destptO*TetR]-Komplexes verlief offensichtlich auch unter
den in-vivo-Bedingungen des entwickelten SPR-Assayschnell, dass bereits nach weniger

als 1 Minute der chipgebundene Operator mit Tetesadttigt war.

Eine Beeinflussung der Sensitivitdt des Assay dwide Verédnderung der Kontaktzeit der

Chipoberflache mit der TetR-Losung konnte nichtdestellt werden.

6.9.3 Anderung der TetR-Konzentration

Der Einfluss verschiedener Konzentrationen derigjten TetR-Losung wurde mit der TetR-
Variante TetR(BD) im Biacore 308@etestet. Sie wurde in einem Konzentrationsbeneich
0,1 bis 10 umol/L eingesetzt. Fur jede TetR-Kotaion wurde eine Kalibrierkurve mit
Standard-Lésungen aufgenommen.

Tabelle 6-17 zeigt die Anbindung von TetR an deref@r in Abhangigkeit von der
Konzentration der injizierten TetR-LOsung. Die Regsor-Bindung war bei hoheren Konzen-
trationen grol3er. Verglichen mit dem Konzentratiorierschied war der beobachtete Anstieg
der TetR-Bindung jedoch auffallend gering. Einednng der Konzentration um den Faktor
100 bewirkte nur eine um den Faktor 0,8 erhohtel@ng des TetR.

TetR- TetR qgebunden an TetR gebunden an  TetR abgeldst durch
Konzentration tetg [A RUJ unbelegte Injektion von 10 pg/L
[Lumol/l] Flusszelle A RU] Tetracyclin A RU]

0,1 265 10 170
1 286 14 162
5 316 20 146
10 332 22 118

Tabelle 6-17 Konzentrationen der injizierten TetR-Losungen mit daraus resultierenden TetR-Bindungen
an tetO bzw. an eine unbelegte Flusszelle und AblésungrvdetR durch Injektion von 10 pg/L Tetracyclin
in Probenpuffer. Injektionszeit TetR = 120 SekundentetO: ,2x Biotin“ mit einem Immobilisierungslevel
von 340 RU.

Wie bereits in Abschnitt 6.9.2 (Seite 94) festgitsteurde, verlauft die Bildung des
Komplexes {etO*TetR] sehr schnell, wobei die verfigbanetO-Bindungsstellen innerhalb

von weniger als einer Minute abgesattigt wurdemeH&ngere Injektion der TetR-L6sung
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brachte keine weitere Anbindung von TetR. In Tab&Hi17 ist ein deutlicher, wenn auch
geringer Anstieg der TetR-Bindung mit steigendenkantration der injizierten Lésung zu
erkennen. Die unspezifische Bindung von TetR an @lépoberflache der Referenz-
Flusszelle (ohnegetO-Belegung) nahm zwar mit steigender Konzentrati@n injizierten

TetR-LOsung zu, blieb aber auf einem fur den Tett-Assay vernachléassigbaren Niveau.
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Abbildung 6-19 Kalibrierkurven in Probenpuffer, auf genommen bei unterschiedlichen Konzentrationen
der zur Beladung injizierten TetR-LOsung. Injektionszeit TetR = 120 SekundentetO: ,2x Biotin“ mit
einem Immobilisierungslevel von 340 RU.

Abbildung 6-19 zeigt die Ablosung von TetR durclektion unterschiedlicher Tetracyclin-
Konzentrationen. Die Ablosung durch Injektion reinBuffers lasst keinen Unterschied
zwischen den verschiedenen TetR-Losungen erkenfrender Mitte aufgenommener
Kalibrierkurven (besonders bei 5 und 10 pg/L Tetclin) zeigt sich eine hdhere TetR-
Ablosung fir geringer konzentrierte Losungen (siaheh Tabelle 6-17).

Bei hoheren Tetracyclin-Konzentrationen untersatiedich die Kurven zwar voneinander,
jedoch war kein Trend der TetR-Ablésung mehr erkannDies kommt vermutlich dadurch
zustande, dass es bei diesen Tetracyclin-Konzenteat bereits zu einer fast vollstandigen
Ablosung von auf der Chipoberflache gebundenem ketRmt. Eine weitere Erh6hung der
Tetracyclin-Konzentration tUber diesen Punkt hin&tiante keine gréf3ere Signaldifferenz
verursachen. Als Resultat dieser Untersuchungen festgestellt werden, dass der Assay mit

niedriger konzentrierten TetR-Losungen empfindlicharde.

Fur die Beurteilung einer Kalibrierkurve ist nelam 1Bso-Wert als Mal3 fir die Sensitivitat

auch der Messbereich (= Unterschied derRU-Werte bei maximaler und minimaler
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Tetracyclin-Konzentration), in dem quantifiziert sden kann, interessant. Da dieser Assay
sowohl fur den Nachweis von Tetracyclinen in Rolemi{(MRL von 100 pg/kg) als auch in
Honig (kein MRL, also niedrigst mogliche Nachwemsgze) entwickelt werden sollte, ist ein
hoher Messbereich von Vorteil. Abbildung 6-20 zeigieide Kriterien flr die
unterschiedlichen TetR-Ldsungen.
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Abbildung 6-20 Messbereich und IByr-Konzentrationen der Kalibrierkurven mit unterschie dlich
konzentrierten TetR-L6sungen aufgenommen. Die bestKonzentration ist mit einem Pfeil markiert. Die
Messreihe wurde mit einertetO-Immobilisierung von 340 RU ,2x Biotin“ am Biacore 300¢° durchgefiihrt.

Bei niedrigen TetR-Konzentrationen der Injektiossidg wurden geringere 4BWerte
erhalten. Gleichzeitig resultierte ein geringereedsbereich. Die Differenz der B8Werte
zwischen einer TetR-L6ésung mit 0,1 und 1 pmol/Lr vgaringer als bei allen anderen
Losungen. Das heil3t, hier war der Sensitivitatsgawdurch Verwendung einer geringer
konzentrierten Losung am geringsten. Im Gegensaizu dwar die Steigerung des
Messbereiches durch den Wechsel von einer 0,liaeflepmol/L TetR-Losung am grof3ten.
Die Verwendung einer TetR-Losung mit einer Konzatn von 1 pumol/L wurde als der
geeignetste Kompromiss zwischen Sensitivitat unddfdereich des Assays angesehen. Daher
wurde bei weiteren Analysen zur Beladung des Opezanit dieser TetR-Konzentration
gearbeitet.

6.9.4 Zunahme der Repressor-Bindung wéhrend einer Bssreihe

Die TetR-Bindung Uber eine gestammte Messreihadbletiet zeigte einen Anstieg. Mit jedem

neuen Zyklus wurde mehr TetR an den immobilisiei@perator gebunden, wahrend die
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SPR-Signale bei;t(siehe Abbildung 6-10, Seite 76) auf einer Hoheshi®n oder sogar
geringfiigig abfielen. Abbildung 6-21 zeigt einenpischen Verlauf der TetR-Bindung

innerhalb einer Messreihe.
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Abbildung 6-21 Typischer Verlauf der TetR-Bindung wahrend einer MessreihetetO ,komplementéar”,
Immobilisierungslevel = 911 RU, Biacore &

Der TetR-Anstieg war zu Beginn der Messreihe antldégten. Bei langen Laufen wurde
bei den hohen Zyklenzahlen eine konstante (hohdpdBag mit TetR erhalten. Bei
Verwendung eines Chips mit frisch immobilisiertéetO war ein TetR-Anstieg innerhalb
einer Messreihe von mehreren hundert RU moglichhnéfid der weiteren Benutzung des
Chips zeigte der TetR-Anstieg einen weniger extreMerlauf, wurde jedoch bei jeder neu

gestarteten Messreihe beobachtet.

Das SPR-Gerat geht nach einer Messreihe automatisden Standby-Modus. In diesem
Modus betragt die Flussrate des Laufpuffers 0,5niml/ Wurde die Flussrate vor einer
Messreihe fur mehrere Stunden auf den fur eine iMdiss verwendeten Wert von 5 pl/min
erhoht, zeigte sich ein deutlich geringerer Anstieg TetR-Bindung. Abbildung 6-22 zeigt
die TetR-Bindung von zwei identischen Messreiheomp&v unmittelbar vor der zweiten

Messreihe (Messreihe B) der Chip mit der héherarsdfhte fir 2,9 Stunden konditioniert
wurde. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde in Adilolg 6-22 die TetR-Bindung normiert
aufgetragen, da sich die beiden Messreihen in ilalesoluten TetR-Bindung leicht
unterschieden. Messreihe A zeigte eine TetR-Binddiggvon 815 RU auf 852 RU anstieg.
Damit zeigte sie eine durchschnittliche Erhéhung @etR-Bindung von 2,0 RU/Zyklus.

Messreihe B zeigte unmittelbar nach der Konditinme eine TetR-Bindung, die von 879 bis
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887 RU reichte und damit einem durchschnittlichenstfeg von nur 0,5 RU/Zyklus

entsprach.
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Abbildung 6-22 TetR-Bindung innerhalb einer Messrehe. Dargestellt sind zwei vergleichbare Messreihen,
wobei fur Messreihe B die Chipoberflache fur 2,9 Sinden vorkonditioniert wurde. Messreihe A wurde
ohne Konditionierung durchgefihrt. Es wurde die nomierte TetR-Bindung aufgetragen ((TetR-
Bindung)zyuus x / (TetR-Bindung)zyuus 1*100). tetO-Bindung: 1341 RU, ,2x Biotin®.

Chip mit frisch immobilisiertentetO wurde vor der ersten Messreihe vorkonditionieny

den TetR-Anstieg zu minimieren. Fir die folgendeeskteihen blieb der positive Effekt der
Konditionierung erhalten, sofern diese zeitlich uttefbar aufeinander folgten. Nach einem
Standby-Betrieb (0,5 pl/min Laufpuffer statt 5 pikinbei Messreihen) zeigte sich wieder der
Anstieg der TetR-Bindung, so dass nach einer Urgehung wieder neu vorkonditioniert

werden musste. (siehe hierzu auch Diskussion irciitbs 7.3.5, Seite 134).

6.10 Repressor-Varianten

Fur den Nachweis von Tetracyclinen musste der Repre vom Operator durch eine
tetracyclininduzierte Konformationsdnderung (Indok} abgelost werden. Dieser Vorgang
fuhrte letztlich zur Anderung der Masse auf dem $Riip, die als Nachweis fiir den
Analyten genutzt wurde. Die Induktion kann durche divahl des Repressor-Proteins
beeinflusst werden.

Fur die Opimierung des Tetracyclin-Assays standamtgrschiedliche TetR-Varianten zur
Verfigung, wobei der Repressor TetR(BD) als Bezigsm verwendet wurde. Die
Varianten TetR(BD)S135L und TetR(D)V113A trugen RuMutationen im Tetracyclin-

Bindungszentrum und zeigten zu bestimmten Tetracy@érivaten eine im Vergleich zum
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TetR(BD) erhohte Bindungsaktivitat [68; 172; 173fur die Zuverlassigkeit eines
Analysenverfahrens fur Tetracycline ist eine gutab#itat der Repressor-Proteine von
Vorteil. Aus diesem Grund wurden auch die beidenRTéarianten TetR(B)P184Q und
scTetR(BD) getestet, die eine geringere Neigung zDenaturieren durch Harnstoff
aufweisen [174; 175]. Die Erh6hung der Stabilitétrde beim Repressor scTetR(BD) durch
kovalente Verknupfung seiner beiden Untereinheitdirch einen 27 Aminosauren
umfassenden Peptidstrang erreicht. Diese wird Yiggiauch als single chain bezeichnet, da
sie im Gegensatz zu den anderen Varianten nur aasheinem Aminoséaurestrang besteht
(Sequenzen siehe Abschnitt 6.2, Seite 64).

Um die Eigenschaften der 5 TetR-Varianten in derstSystem zu vergleichen, wurden alle
Varianten in einer Konzentration von 1 umol/L eisgit. Die vergleichenden Messreihen
wurden in der Matrix Honig am Biacore®Qdurchgefiihrt. Zur Beurteilung der TetR-
Varianten wurde die Bindung des jeweiligen Represaa die mit Opertor belegte Chipober-
flache und die Repressor-Ablosung durch injizierfesracyclin herangezogen. Zusatzlich
wurden die Kreuzreaktivitaten des jeweiligen Repoes flr die 4 Tetracycline Oxytetra-
cyclin (OTC), Tetracyclin (TC), Chlortetracyclin TC) und Doxycyclin (DC) betrachtet.

6.10.1 Kalibrierkurven

Zur Beurteilung des Verhaltens der TetR-Variantemden mit jedem TetR Kalibrierkurven
in Honig aufgenommen. Durch die Betrachtung dej-Berte war eine Aussage uber die
Sensitivitat des Testsystems unter Verwendung daseiligen Repressors maoglich.
Abbildung 6-23 zeigt die Kalibrierkurven, Tabellel8 gibt den IB-Wert der Kalibrier-

kurven und die maximale TetR-Bindung bei Verwenddeg jeweiligen Repressor-Proteins

wieder.
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Abbildung 6-23 Tetracyclin-Kalibrierkurven in Honig mit unterschiedlichen Repressor-Proteinen. Die
Konzentration der jeweiligen zur Beladung verwendetn Repressor-Losung betrug 1 pmol/L. Fir die
single chain-Variante wurde eine zweite Achse (reth Seite) eingezeichnet. Di¢etO-Belegung betrug
864,2 RU mit ,2x Biotin“. Fur die Variante scTetR betrug sie 879 RU (,2x Biotin®).

TetR-Variante| IR [ug/kg] | TetR-Bindung
[RU]

BD 265 469
S135L 228 439
V113A 464 503
P184Q 1501 553
scTetR 1526 2896

Tabelle 6-18 IB,-Werte fur Tetracyclin und TetR-Bindungen der unterschiedlichen TetR-Varianten. Fir
die TetR-Bindung wurde der Mittelwert aus jeweils 8 Zyklen gebildet. DietetO-Belegung betrug 864 RU
mit ,,2x Biotin“. Fir die Variante scTetR betrug sie 879 RU (,2x Biotin®).

Die TetR-Variante scTetR wies eine TetR-Bindung Wast 3.000 RU auf. Die anderen
Varianten lagen mit einer Bindung von rund 500 Rvden Faktor 6 niedriger.

Die beiden TetR-Varianten mit erhdohter Stabilitdi8RQ und scTetR, zeigten beide einen
IBso-Wert von rund 1.500 pg/kg. Zur Ablésung von 50 és debundenen Repressors war bei
ihnen eine Tetracyclin-Menge nétig, die bei denesiad TetR-Varianten bereits ausgereicht
hatte, um das gebundene TetR vollstandig abzulGsen.
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TetR(BD) und S135L zeigten mit dBWerten von 228 und 265 pg/kg die héchste Senitivi
im getesteten Assay. Bezuglich ihrer TetR-Bindumgl uler Kalibrierkurve konnten keine

wesentlichen Unterschiede zwischen diesen beideiantan festgestellt werden.

6.11 Selektivitdt und Kreuzreaktivitat

Die 5 TetR-Varianten sollten auch hinsichtlich ihBindungsaffinitat zu den verschiedenen
Tetracyclinen untersucht werden. Um die Anzahl Nerssungen in einem praktikablen
Rahmen zu halten, beschrankte sich die Untersuckhendreuzreaktivitat auf die fur die

Ruckstandskontrolle relevanten Tetracycline. Fér\derwendung bei lebensmittelliefernden
Tieren sind lediglich die 4 Tetracycline Tetracgg¢liOxytetracyclin, Chlortetracyclin und

Doxycyclin zugelassen. Weitere Tetracycline und ifintika anderer Klassen wurden
ausschlief3lich mit dem Repressor TetR(BD) betrachte

fur jedes der 4 Tetracycline wurde eine Kalibriexeu mit jeder TetR-Variante aufge-
nommen. Die Kreuzreaktivitat wurde in Anlehnung die von Martlbauer beschriebene
Bestimmung bei Enzymimmunoassays [93] berechnebeDaurden die IB-Konzentra-
tionen fur Oxy-, Chlor- und Doxycyclin bestimmt undr 1Bse-Konzentration von Tetracyclin
in Relation gesetzt. Die Kreuzreaktivitat wird aislative Kreuzreaktivitat bezogen auf
Tetracyclin in Prozent angegeien

Der geeingnetsteRepressor sollte mit mdglichst allen Tetracyclineime vergleichbare
Kreuzreaktivitat zeigen, da der Biosensor-Assaydiesem Fall auf alle Tetracycline in
gleichem Male ansprechen wirde. Damit ware bedhtse eine weitere Analyse zur
Identifizierung des Tetracyclins eine quantitatessage moglich.

Tabelle 6-19 zeigt die Kreuzreaktivititen bezogeof detracyclin, die fiur die

unterschiedlichen TetR-Varianten bestimmt wurden.

“ Die hier bestimmte Kreuzreaktivitéat entspricht treduzierbarkeit des Repressor-Proteins durch elasifige
Tetracyclin in dem verwendeten Assay-Format — alep Fahigkeit des Tetracyclins, durch Bindung an de
Repressor diesen vom Operator zu lésen.
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Kreuzreaktivitaten [%]
TC oTC CTC DC
BD 100 80 177 186
S135L 100 78 158 177
V113A 100 95 131 139
P184Q 100 47 273 607
scTetR 100 89 106 187

Tabelle 6-19 Kreuzreaktivitaten der TetR-Varianten fir verschiedene Tetracycline. Die Kreuzreak-
tivitaten wurden auf Tetracyclin als Referenz bezogn. Sie wurden in einem 1:10 in Puffer verdiinnten
Honig bestimmt. Die TetR-Konzentration betrug jeweis 1 pumol/L, die tetO-Belegung 864 RU mit
.2X Biotin®, fur die Variante scTetR betrug sie 879RU (,2x Biotin®).

Oxytetracyclin zeigte bei allen 5 TetR-Variantere deringste Kreuzreaktivitat, wohingegen
Chlortetracyclin und Doxycyclin eine hohe Kreuzrpalkdt zeigten. Die TetR-Variante
P184Q zeigte eine sehr groRe Spannbreite der Kaakizvitatenmit den unterschiedlichen
Tetracyclinen. Sie reichten von 47 % fur OTC big 80 fur DC. Damit ist den RU bei
Verwendung dieser Variante nicht nur von der Kotizion des als Ruckstand enthaltenen
Tetracyclins abhangig, sondern auch in nicht ur@itteen MalRRe von dessen Art. Die
Variante V113A hingegen wies die geringste Differater Kreuzreaktivitaten unterschied-
licher Tetracycline auf. Sie ware somit hinsiclitlides Kriteriums einer vergleichbaren
Nachweisempfindlichkeit fur alle rickstandsanabyftisrelevanten Tetracycline die beste
Variante. Da sie jedoch einen erhdhtegyiB/ert aufwies (Tabelle 6-18, Seite 102), ware ihre
Verwendung mit einem Verlust an Sensitivitdt desays verbunden. In Bezug auf die
Kreuzraktivitaten zwischen den TetR-Varianten BRI Bil35L lies sich kein maf3geblicher
Unterschied erkennen. Da bereits zahlreiche Mdsmmemit der Variante BD durchgefiihrt
wurden und sie sich als eine der geeignetsten Manaerwies, wurde auch mit diesem TetR
weitergearbeitet. Auf diese Weise war ein besséezgleich der Messreihen vor und nach

der Untersuchung unterschiedlicher TetR-Variantéglmah.

Um die Selektivitat des Screening-Assays auf Tgtlate zu testen, wurden neben weiteren
Tetracyclinen auch die bei der Kontrolle auf Hoalestgeniberschreitung zu bertcksichti-
genden 4-epi-Tetracycline untersucht. Zusatzlichdewie Kreuzreaktivitat des Assays auf
neun Antibiotika aus funf anderen Antibiotika-Klass 3-Lactame, Makrolide, Amino-

glycoside, Sulfonamide und Chloramphenicol) geprDiese Untersuchungen wurden mit

tetracyclinhaltigen Standard-Lésungen durchgefulits Repressor-Protein wurde der
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TetR(BD) verwendet. Dabei wurde jedes Tetracychnden Konzentrationen 5, 10 und
20 ng/L vermessen, wahrend die Antibiotika der asmleKlassen in den Konzentrationen
ihres jeweiligen MRL in Milch verwendet wurden. @hamphenicol, fir das kein MRL
festgelegt ist, wurde mit 4 pg/kg vermessen. Auidrder hohen Probenzahl konnten keine
vollstandigen Kalibrierkurven fir jedes Antibiotikuaufgenommen werden, daher liel3 sich
auch die Kreuzreaktivitat nicht berechnen. Es wetder dieA RU-Werte direkt miteinander
verglichen (Abbildung 6-24).
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Abbildung 6-24 Kreuzreaktivitdt des Assay mit weiteen Tetracyclinen. Die Zahlen hinter den
Antibiotika-Namen stellen die jeweilige Konzentraton des Antibiotikums in pg/L dar. (TC = Tetracyclin,
OTC = Oxytetracyclin, CTC = Chlortetracyclin, DC = Doxycyclin, Mino = Minocyclin, RoliTC = Roli-

tetracyclin, ATC = Anhydrotetracyclin). Die Messungwurde am Biacore 3008 mit einem tetO-Immobili-

sierungslevel von 336 RU (,2x Biotin“) und einer Kmzentration von 1 pmol/L TetR(BD) durchgefihrt.

Es zeigte sich, dass der Assay auch andere Teliracygquantitativ erfassen kann. Dabel
konnte fur Doxycyclin die héchste Aktivitat und fRolitetracyclin die geringste beobachtet

werden. Die 4-Epimere der Tetracycline zeigteneine sehr geringe Kreuzreaktion.

Die vermessenen Antibiotika d@rLactame, Makrolide, Aminoglycoside, Sulfonamidedun
das Chloramphenicol zeigteénRU-Werte, die innerhalb der SchwankungsbreitenRadfer-
Werte lagen (nicht gezeigt). Fur sie konnte bei geveiligen MRL-Konzentrationen keine
Kreuzreaktivitat mit dem Tetracyclin-Assay beobathtverden, der Assay reagierte
spezifisch auf Tetracycline.
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6.12 Chipstabilitat

Zur Betrachtung der Stabilitdt der Bindung zwisclieam biotinyliertentetO und der mit
Streptavidin belegten Sensorchip-Oberflache wumreteatbsolute Response am Messpunkt t
herangezogen. Betrachtet man diesen fir jeden néydaos innerhalb einer Messreihe, so
bekommt man einen Eindruck, wie sich die jewelligiessreihe (Injektion von Probe,
Regenerationslésung usw.) auf die Bindung desryiléirten Operators an die Streptavidin-
Oberflache auswirkt (Basislinie). Es sollte alsavebl ein Ablésen des doppelstrangigen
Operators vom Streptavidin bzw. das Ablosen einBiA\{Einzelstranges vom anderen als
auch eine kontinuierliche Adsorption von Matrixkoomegnten an die Chipoberflache erkannt
werden. Da beide Vorgédnge zu einem Verlust an BiRungsfahigkeit fuhren wirden,
wurde auch diese zur Beurteilung der Chipstabitigiangezogen.

Abbildung 6-25 zeigt die Basislinie von zwei ntetO belegte Flusszellen einer Messreihe, in
der verschiedene Rohmilchproben vermessen wurdendiitte Flusszelle wurde unbelegt
als Referenz genutzt. In allen Flusszellen bliebRhsislinie Uber die gesamte Messreihe (99
Zyklen) betrachtet konstant. Innherhalb der Mebssréionnte keine Ablséung von Operator-
DNA beobachtet werden.

26.600

26.400

26.200

26.000

25.800

25.600

abs. Response an t, [RU]

25.400

25.200

0 20 40 60 80 100
Zyklus

Fc 1 Fc 2 unbelegte Flusszelle

Abbildung 6-25 Stabilitéat der tetO-Bindung an die Streptavidin-Oberflache des Senschips innerhalb
einer Messreihe. Gezeigt ist eine Messreihe mit datteten, 1:5 verdinnten und erhitzten Rohmilchprolen
in insgesamt 99 Zyklen auf zwei Flusszellen im Biace 300¢°. Immobilisierungslevel (,2x Biotin“): Fc 1 =
328 RU, Fc 2 = 338 RU, Konzentration TetR-Losung 4 pumol/L, Regeneration mit 0,3 % SDS in
Laufpuffer
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Um die Stabilitdt der Bindung zwischen Streptavidind biotinyliertemtetO Uber die
gestammte Analysendauer eines Chips (= alle askedieChip durchgefliihrten Messreihen)
zu beurteilen, wurde alle Messwerte areiner Messreihe gemittelt und mit den anderen
Messreihen dieses Chips verglichen. Auf diese Wkismte eine Anderung der Masse auf
der Chipoberflache erkannt werden, die sich aufgremes fir die gesamte Messreihe
geénderten Parameters (Laufpuffer, RegeneratiagsneaTetR-Konzentration,...) ergab.

Der Chip, auf dem die in Abbildung 6-25 dargesteMessreihe durchgefiihrt wurde, wurde
fur 12 Messreihen mit insgesamt 567 Zyklen verwénBabei wurden sowohl Messreihen
mit Standard-Losungen, mit den Matrizes Rohmilchl dHonig, als auch Messreihen mit
unterschiedlichen TetR-Konzentrationen (0,1 — 1®JAoh durchgefuhrt. Abbildung 6-26
zeigt die Entwicklung der Basislinie Uber die gesaAnalysenzeit dieses Chips.
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Abbildung 6-26 Betrachtung der Basislinie Uber diegesamte Analysenzeit eines Chips bestehend aus 12
Messreihen mit insgesamt 567 Zyklen. Es wurde jewl® der Mittelwert der Basislinie einer Messreihe nit
dem anderer Messreihen verglichen. Immobilisierungsvel (,2x Biotin“): Fc 1 = 328 RU, Fc 2 = 338 RU,
Konzentration TetR-Losung = 1 umol/L, Regenerationmit 0,3 % SDS in Laufpuffer. Analyse im
Biacore 3000.

Die Basislinie von Flusszelle 1 zeigte einen Abfath 348 RU (erste Messreihe - letzte
Messreihe) Uber alle 12 Messungen betrachtet, wdhFusszelle 2 um 248 RU abfiel.
Auffallig war, dass die nicht mietO belegte Flusszelle ebenfalls um 235 RU abfiekHadb
konnte nicht davon ausgegangen werden, dass edbaiaem Abfall des Response in den
Flusszellen 1 und 2 um ein Abldsen des Operatarddite.

Die Bindung zwischen dem biotinyliertéetO und dem Streptavidin des Sensorchips wurde
in mehr als 500 Zyklen nicht beeintrachtigt.
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Alle Messreinen mit dem soeben dargestellten Chyrden unmittelbar hintereinander
durchgefihrt, ohne ihn aus dem Geréat auszubauerh 8iaer Lagerung des Sensorchips in
trockenem Zustand bei 4 °C zeigte sich jedoch staVerlust der TetR-Bindung, der auf eine
Veranderung des chipgebundenen Operators zurldkaumfiwar. Die Auswirkungen der
Lagerung sollen hier an einem Chip gezeigt werdtar, Gber einen Zeitraum von einer
Woche kontinuierlich genutzt, 4 Monate trocken #€iC gelagert und anschlieRend erneut

vermessen wurde (Abbildung 6-27).
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Abbildung 6-27 Vergleich von Standard-Kalibrierkurv en aufgenommen direkt nach Immobilisierung von
tetO (Aug 05) und 4 Monate spéater (Dez 05) im Biacord00(’. Die Lagerung des Chips erfolgte trocken
bei 4 °C. DertetO-Immobilisierungslevel betrug 356 RU (,2x Biotin®)

Der frisch belegte Chip zeigte zunéchst eine dwtohitliche TetR-Bindung von 291 RU (bei
356 RU tetO). Diese zeigte wahrend 10 Messreihen in untezdtibhen Matrizes mit
insgesamt 556 Zyklen eine relative Standardabweighwon 9 % und wurde somit als stabil
erachtet. Nach Lagerung des Chips von 4 Monate dieR TetR nur noch zu 24 % des
Ausgangswertes binden. Vermutlich veranderte sexhQperator auf der Chipoberflache so,
dass eine Bindung mit dem Repressor nicht mehr iotoghar. Durch die schlechte
Repressor-Bindung an den Chip wurde auch die Abigsiurch die Injektion von Tetracyclin
stark beeintrachtigt. Nach 4-monatiger Lagerung nkenkeine Standard-Kalibrierkurve
aufgenommen werden (Abbildung 6-27). Der Unterstider A RU-Werte zwischen den
Lésungen ohne und mit 200 pg/kg Tetracyclin lag moch bei 15 RU, im Gegensatz zu
157 RU vor der Lagerung. Eine Lagerung von 4 Manat& den Chip so weit beeintréachtigt,
dass keine Quantifizierung von Tetracyclinen mebglch war.
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Aber auch die Lagerung uber einen kirzeren Zeitrdogaintrachtigte den Tetracyclin-
Nachweis. Abbildung 6-28 zeigt die Entwicklung d@asislinie und der TetR-Bindung eines
Chips, der tber die Dauer von 3 Wochen fir 4 jesvgliéiche Messreihen (je 34 Zyklen) mit
Standard-Ldsungen verwendet und zwischen den Mbesar@ach Trocknung im Stickstoff-
strom bei 4 °C {iber Trocknmittel gelagert wurde ¢teihen im Biacore Qdurchgefiihrt).
Bereits 3 Tage nach Immobilisierung veetO auf der Chipoberflache war ein deutlicher
Abfall der Basislinie und der TetR-Bindung zu enken. Dieser Trend setzte sich fort, bis
nach 3 Wochen das Messsignal bei um 1272 RU abgenommen hatte. Da der
Immobilisierungslevel des Operators nur bei 918 IRf§g) missen auch andere Vorgange zu
einem Abfall des Response am Messpunkgefihrt haben. Dennoch ist von einer teilweisen
Ablésung der Operator-DNA auszugehen, da parallel abfallenden Basislinie eine
verminderte TetR-Bindung zu beobachten war. An @déldsung destetO von der
Chipoberflache sind mikrobiologische Abbauprozessfirscheinlich nicht beteiligt, da der
Chip tber Trockenmittel gelagert wurde und einetfRashtigkeit — die fur mikrobiologische
Prozesse notig ware — somit auszuschlieRen warch&'dbrozesse letztlich zum Verlust der
TetR-Bindungsfahigkeit des ausgebauten SensorcHifisrten kann ohne weitere

Untersuchungen nicht beurteilt werden.
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Abbildung 6-28 Entwicklung der Basislinie und der TetR-Bindung eines Chips lUber einen Zeitraum von 3

Wochen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert alle Zyklen einer Messreihe. Zwischen jeder Messreihe

wurde der Chip aus dem Gerat ausgebaut und wie iméxt beschrieben gelagert. Die Messung erfolgte am
Biacore @° mit einem Immobilisierungslevel von 918 RUetO (,1x Biotin®).

Der Abfall der Basislinie und der TetR-Bindungstiteit liel3 sich vor allem dann
beobachten, wenn der Chip haufig ausgebaut undizalBeles Geréates aufbewahrt wurde. Je

langer der Chip gelagert wurde, desto grol3er wdieWerluste in der TetR-Bindung.
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6.13 Bestimmung von Tetracyclin in Rohmilch und Horg

Die quantitativen Analysen mit dem Tetracyclin-Assienten vor allem dazu, festzustellen,
mit welcher Sensitivitdt Tetracyclin mit den bisheptimierten Assay-Bedingungen
nachgewiesen werden konnte. Sie stellen keine hbBehden Leistungskriterien des Assays
dar, da dieser an mehreren Punkten noch der wei@ptimierung bedarf (siehe Ausblick,
Abschnitt 9, Seite 150).

6.13.1 Behandlung der Milchproben vor einer SPR-Anigse und Optimierung des

Erhitzungsschrittes

Fur die Analysevon Rohmilchproben musste zunécleserd Matrixinteferenzen mit der
Chipoberflache getestet werden. Um den Chip niahétark zu belasten und ein Verstopfen
des mikrofluiden Flusssystems des Biacore Gerateshdn der Milch enthaltene Partikel zu
vermeiden, wurde die Rohmilch zentrifugiert und eladpeichzeitig entfettet. Anschliel3end
erfolgte eine Verdinnung der Milch im Volumenvethé 1:5 mit Probenpuffer. Eine so
vorbehandelte Rohmilchprobe zeigte so starke Matexferenzen, dass ein Nachweis von
Tetracyclin ohne weitere Aufarbeitung nicht moglhear. Cacciatore et al. [141] erhitzten die
Rohmilch, um die unspezifischen Bindungen von Matmponenten an die Chipoberflache
in ihrem SPR-Assay zu reduzieren. Dieses Vorgeb#te «auf den entwickelten Tetracyclin-
Assay angewendet werden. Dabei sollte der Erhitzsoigitt moglichst schonend
durchgefuhrt werden, um die Tetracycline in derbereo wenig wie maglich zu verandern.
Zur Ermittlung der besten Bedingungen fir die Eadmity, wurden am MRL dotierte
(100 pg/kg), entfettete Rohmilchproben nach derdifenung mit Probenpuffer unterschied-
lich lange auf Temperaturen zwischen 60 und 95rt@zt. AnschlieRend wurden sie sofort
in kaltem Wasser abgekuhlt, zentrifugiert und dbetstand im SPR-Spektrometer vermessen
(Bedingungen der Aufarbeitung siehe Abschnitt ¥%. Seite 176). Abbildung 6-29 stellt
denA RU in Abhangigkeit von Erhitzungsdauer und Temperdar.
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Abbildung 6-29 Optimierung des Erhitzungsschritteswahrend der Rohmilchaufarbeitung bezogen auf
Erhitzungsdauer und Temperatur. Die Rohmilchprobenwurden fur 1 bis 7 Minuten auf Temperaturen

von 60 bis 95 °C erhitzt. Die Messreihe wurde im Btore 3006 mit einer tetO-Immobilisierung von

378 RU (,2x Biotin“) durchgeftihrt.

Die meisten derA RU-Werte waren positiv, was bedeutet, dass sicthrevi der

Probeninjektion Matrixkomponenten — vermutlich Mibroteine — unspezifisch an die
Chipoberflache abgeheftet hatten. Erst Temperatumen mindestens 80 °C flur mehr als
3 Minuten zeigen eine deutlichen Reduktion der Metterferenzen. Mit 5 bis 7 Minuten und
90 bis. 95 °C konnten die unspezifischen BindundenMatrix auf ein Minimum reduziert
werden. Um eine moglichst schonende aber dennockinmake Entfernung stérender
Matrixbestandteile zu erreichen, wurde fir die Ab&tung von Rohmilchproben eine

Erhitzung fur 5 Minuten auf 95 °C gewabhit.

Die Stabilitdt des Tetracyclin gegentber dem Edmgsprozess wurde mit einer Standard-
Lésung von 100 pg/L Tetracyclin untersucht. Diesgde in zwei Teile geteilt, wovon einer
vor der SPR-Analyse fur 5 Minuten auf 95 °C erhwtzirde und der andere ohne Erhitzung
vermessen wurde. Die Unversehrtheit des Tetracy@limrde Uber die abgeldste TetR-Menge
wahrend der Injektion der Losungen beurteilt. Dieitete Probe zeigte eine um 5 % gerin-
gere TetR-Ablosung als die nicht erhitzte ProbeesBr Verlust an TetR-Bindungsvermégen
konnte durch eine verstarkte Epimerisierungsrate Higneren Temperaturen verursacht
worden sein (siehe Abschnitt 2.2.2.1, Seite 4).

Das Tetracyclin zeigt bei einer Erhitzung in Puféarf 95 °C flir 5 Minuten eine flr den
Screening-Assay ausreichende Stabilitat. Diesersuit@ungsergebnisse kdnnen jedoch nicht
direkt auf die Stabilitdt des Tetracyclins in Roluhni Gbertragen werden, da gerade die

Epimerisierung sehr stark von der Umgebung abhahggr missten noch genauere
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Untersuchungen zur Epimerisierung von untersclobdh Tetracyclinen in Rohmilch
wahrend des Erhitzungsprozesses gemacht werden.

6.13.2 Kalibrierkurven von Tetracyclin in Rohmilch

Nach der Optimierung der Probenaufarbeitung konrgeste Messungen mit der Matrix
Rohmilch durchgefiihrt werden. Dazu wurde eine TRokimilch mit Tetracyclin im
Konzentrationsbereich 0 bis 8.000 pg/kg dotiert, eime vollstdndige Kalibrierkurve zu
erhalten. Die Milch wurde wie in Abschnitt 10.6.4&eite 176) angegeben aufgearbeitet und
SPR-spektrometrisch vermessen. Die so aufgenomikalierierkurve in Rohmilch wurde
mit einer Standard-Kalibrierkurve, die auf dem selbSensorchip aufgenommen wurde,
verglichen (Abbildung 6-30).
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Abbildung 6-30 Vergleich von Rohmilch und Puffer amand von zwei Kalibrierkurven. Die Messungen
wurden im Biacore @° mit einem Immobilisierungslevel von 803 RU (,1x Bitin“) aufgenommen. Der
berechnete I1B,-Wert fir Rohmilch (rot) und Puffer (blau) ist jeweils angegeben.

Die Rohmilch-Kalibrierkurve wies einen Messbereiain ca. 10 bis 2000 pg/kg auf. Der
IBso-Wert der Rohmilch-Kalibrierkurve wurde mit 302 jg/bestimmt. Dabei liel3 sich
jedoch ein deutlicher Unterschied von rund 250 Rhisehen dem Messsignal einer
undotierten Rohmilch zu einer Rohmilch mit 100 go/ketracyclin (entspricht dem MRL)
erkennen. Es war kein Problem, eine Rohmilch méselsm Tetracyclin-Gehalt positiv
nachzuweisen.

Die Kalibrierkurve mit Standard-Losungen untersdhisich zu der in  Rohmilch

aufgenommenen deutlich. Sie zeigte einen wesentielleren Verlauf und wies einen
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deutlich geringeren Ig-Wert auf (10 pg/kg). Durch die Aufarbeitung derhiRolchproben

konnten nicht alle Matrixinterferenzen mit der Gilyerfliche beseitigt werden. Ein
Vergleich der beiden Kalibrierkurven zeigt deutlickass eine Quantifizierung nur tber eine
Matrix-Kalibrierung méglich war. Eine Kalibrierungegen Puffer-Lésungen wirde viel
geringere Tetracyclin-Gehalte vortauschen. Dahedevilir weitere Messungen eine Matrix-

Kalibrierkurve mitgefuhrt.

6.13.3 Untersuchung von Rohmilchproben unterschiediher Kiihe

Die Rohmilch von einzelnen Kihen kann in ihrer Zusgnsetzung bezuglich Fett- und
Proteingehalt und der Anzahl der somatischen Zellanieren. Dies kann zu einer
Beeinflussung der Nachweisgenauigkeit von AntiketRuckstanden fihren [182]. Um den
Einfluss der Matrixinterferenzen auf den hier eckelten Assay zu prufen, wurde das
Gemelk von 5 Kiuhen jeweils einzeln untersucht unidhere Tank-Rohmilchprobe
gegenibergestellt. Dabei wurden Proben der beidssdr Rotbraunes Fleckvieh (Kuh 1 und
2) und Schwarzbuntes Fleckvieh (Kuh 3 bis 5) vede¢tnVon Kuh 5 wurde eine Kolostral-
Milch untersucht, also die Milch, die innerhalb @esten 5 Tage nach dem Abkalben von der
Kuh gebildet wird. Diese Milch unterscheidet sichilirer Zusammensetzung stark von der
Normalmilch. Sie weist einen etwa 5-fach hoherestdtngehalt (vor allem Immunglobuline)
und einen erhohten Fettgehalt auf.

Jede Rohmilchprobe wurde vor der Aufarbeitung métrdcyclin in einem Konzen-
trationsbereich von 0 bis 8.000 ug/kg dotiert, une evollstandige Kalibrierkurve aufnehmen
zu koénnen (Abbildung 6-31). Zum Vergleich der Rolumproben der unterschiedlichen Kihe
wurde die IBo-Konzentration (Tabelle 6-20) herangezogen. Dieetttichungen wurden im
Biacore & mit einem Immobilisierungslevel von 803 RU (,1xoBh“) und 1pmol/L
TetR(BD) durchgefuhrt.

Tank Kuh 1 Kuh 2 Kuh 3 Kuh 4 Kuh 5

IBso 302 217 290 264 306 318
[Lg/kg]

Tabelle 6-20 IB,-Konzentrationen der Rohmilchproben unterschiedlicker Kiihe
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Abbildung 6-31 Kalibrierkurven von 5 Rohmilchproben unterschiedlicher Kiihe und der Tank-Rohmilch.
Die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert aller Blindwerte minus der dreifachen Standardabweichung
dar. In orange eingezeichnet ist die daraus bereclete Nachweisgrenze, in hellgriin eingezeichnet isted
Grenze, ab die Kalibrierkurven aller Kiihe einen Reponse zeigen, der unterhalb der gestrichelten Linie
liegt. Die Messreihe wurde im Biacore @ mit einer tetO-Immobilisierung von 803 RU (,1x Biotin“)
durchgefuhrt.

Alle untersuchten Rohmilchproben zeigten undotieih &hnliches Messsignal. Im
Kurvenverlauf jedoch unterschieden sie sich vomadea Vor allem die Milch von Kuh 1
zeigte bei niedrigeren Tetracyclin-Konzentratiomam gro3eres Messsignal als die Milch der
anderen Kuhe. Dies spiegelte sich auch in ihremrigen 1B-Wert (217 pg/kg) wieder. Die
anderen Milchproben wiesen allesfBNerte zwischen 290 und 318 pg/kg auf. Auffalligrwa
dass die Kolostral-Milch von Kuh 5 keine Abweichurgn den anderen Milchproben
aufwies. Die von einer Normalmilch abweichende Zusensetzung hat nicht zu
unterschiedlichen Matrixinterferenzen mit der Cluedlache geflhrt.

Um Aussagen bezlglich rassenspezifischer Unterdetder Milchproben treffen zu kdnnen,
wurden zu wenig Milchproben unterschiedlicher Kilmgtersucht. Die bisherigen Daten

geben jedoch keinen Hinweis auf solche Unterschiede

Zur Abschatzung der Nachweisgrenze von TetracyainRohmilch mit dem bisher

optimierten Assay wurde der Mittelwert der unddgar Kuhmilchproben abziglich der
dreifachen Standardabweichung berechnet. Dieset igten Abbildung 6-31 als gestrichelte
Linie dargestellt und entsprach Uber alle Probanitelt einem Wert von 21 pg/kg (orange
Linie in Abbildung 6-31). Die so bestimmte Nachvggenze wirde bedeuten dass alle

Rohmilchproben mit einem Tetracyclin-Gehalt von |24/kg als positiv bestimmt werden
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kénnten. Betrachtet man die aufgenommenen Kalibigda in Abbildung 6-31, so gilt dies
nicht fur die Proben der Kiihe 4 und 5. Das Verfaltter 3-fachen Standardabweichung fuhrt
in diesem Fall zu einer zu geringen Nachweisgrebze.Kalibrierkurven der Milchproben
der Kiihe 4 und 5 fallen erst ab einer Tetracyclonkentration von ca. 41 ug/kg unter den
Response-Wert der 3-fache Standardabweichung derdvBirte (hellgrine Linie in
Abbildung 6-31). Die reale Nachweisgrenze des Tgtln-Assays bestimmt Uber diese
Rohmilchproben liegt also bei ca. 41 pg/kg. Zurrékien Bestimmung der Nachweisgrenze
sollte hier ein Verfahren angewendet werden, daskt mur auf die Betrachtung von
undotierten Proben beruht. Dazu sollten auch a#utihnehr Proben unterschiedlicher Kihe
genutzt werden.

Auch wenn die korrekte Nachweisgrenze hier nichdtibent werden konnte, ist doch zu
erkennen, dass alle Milchproben mit einer Tetranyi€bnzentration, die dem MRL in Milch
entspricht (100 pg/kg) als deutlich positiv bestimmerden konnten. Bei einem mittleren
Messsignal fir die undotierten Milchproben von 8d, weist selbst die Milchprobe mit
dem geringsteA RU (Probe von Kuh 4) ein mehr als 3-fach hoheresddignal bei einer

Tetracyclin-Konzentration am MRL-Wert auf (-187 RU)

Untersuchung von lyophilisierten Milchproben

Die Eignung des Analysenverfahrens zur Untersuchuorg lyophilisierten Milchprodukten

wurde anhand der Milchproben von unterschiedlichdihen und der Tank-Rohmilch
untersucht. Jede Milchprobe wurde ohne Antibiotikund mit 50 bzw. 200 pg/kg Tetra-
cyclin dotiert und wie unter Abschnitt 10.6.4.2 i(8el176) beschrieben lyophilisiert. Die
rekonstituierten Rohmilchproben wurden Uber eindibifiarkurve mit nicht-lyophilisierter

Tank-Rohmilch im Bereich von 0 bis 8.000 pg/kg @&eyclin (Abbildung 6-32) quantifiziert.

Abbildung 6-33 stellt die Quantifizierung der ursigiedlich dotierten Proben dar. Dabei
wurden die Rohmilchproben unterschiedlicher Kihezeln analysiert, flr die graphische
Darstellung zusammengefasst und die Streubreite alezelnen Rohmilchproben als
Fehlerbalken dargestellt. Die lyophilisierten undhirlyophilisierten Blindproben der Tank-
Milch sind in der Graphik nicht zu sehen, da siegids genau mit 0 pg/kg quantifiziert

wurden.
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Abbildung 6-32 Kalibrierkurve der Tank-Milch zur Qu antifizierung der lyophilisierten Milchproben. Die
Messreihe wurde im Biacore @ mit einer tetO-Immobilisierung von 803 RU (,1x Biotin“) durchgefiihrt.
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Abbildung 6-33 Quantifizierung von lyophilisierten im Vergleich zu nicht lyophilisierten Rohmilchpro-
ben. Alle Proben wurden (ber eine Kalibrierkurve in nicht lyophilisierter Tank-Rohmilch quantifiziert.
Die Proben der Kithe 1-5 wurden rechnerisch zusammemefasst und die Streubreite der Proben als
Fehlerbalken eingezeichnet. Die Fehlerbalken der T&k-Milchproben stellen die Streubreite einer
Dreifachbestimmung dar. Die Messreihe wurde im Biaore Q® mit einem Immobilisierungslevel von
803 RU (,1x Biotin“) durchgeftihrt.

Die lyophilisierten Rohmilchproben zeigten ebenste vdie nicht lyophilisierten eine

Korrelation zwischen Tetracyclin-Gehalt und dem gssenen Signal. Mit Ausnahme der
lyophilisierten Blindprobe konnten die Milchprobetmer 5 unterschiedlichen Kihe in
ahnlicher Hohe quantifiziert werden wie die Tankid¥i

Die Quantifizierung von Proben von unterschiedlichdihen zeigt eine groRe Streubreite,

unabhangig davon, ob sie lyophilisiert wurden. Wezeits aus Abbildung 6-31 zu ersehen
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war, zeigten die Rohmilchproben der 5 unterschibéin Kihe bei einer Tetracyclin-
Konzentration von 200 pg/kg eine starke Abweichwagmeinander. Dieser Unterschied
spiegelt sich auch hier bei den lyophilisiertend@mwider. Daher ist die Quantifizierung der
Proben sehr ungenau. Nicht-lyophilisierte Probeneimer Dotierung von 200 pug/kg wurden
mit 133 pg/kg (Kuh 4) bis 261 pg/kg (Kuh 1) Tetrelay quantifiziert.

6.13.4 Kalibrierkurven von Tetracyclin in Honig

Honigproben wurden vor der SPR-Analyse im Volumerhéltnis 1:10 verdinnt, um ein

Verkleben des mikrofluide System des Spektrometiensh den dickfliissigen Honig zu

vermeiden. Anschlieend erfolgte eine Zentrifuggtiom Pollen und andere Partikel zu
entfernen. Die so vorbereiteten Proben wurden enit &PR-Biosensor vermessen.

Da fur Tetracyclin in Honig kein MRL festgelegt wig, muss ein moglichst sensitiver
Nachweis erreicht werden. Eine Steigerung der $agiaort auf Proben gleichen Tetracylin-

Gehaltes lasst sich bei dem SPR-Biosensor dureh\&@nangerung der Proben-Injektionszeit
und damit der Kontaktzeit der tetracyclinhaltigedsing mit dem TetR auf dem Sensorchip
erreichen. Aus diesem Grund wurde die Injektioriséigi Honigproben auf 240 Sekunden
gegenuber 120 Sekunden fir Standard-Losungen ulectirioben erhoht.

Abbildung 6-34 zeigt Kalibrierkurven von Tetracytin Honig und in Puffer.
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Abbildung 6-34 Vergleich von Honig und Puffer anhad von zwei Kalibrierkurven. Die Messungen
wurden im Biacore @° mit Immobilisierungsleveln von 1396 RU (Honig) bzw 1045 RU (Puffer) ,1x
Biotin“ durchgefuihrt. Der berechnete IBs-Wert fiir Honig (schwarz) und Puffer (blau) ist jeweils
angegeben.
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Die Sensitivitat des Tetracyclin-Assays in Honig gegenuber der in Puffer etwa um den
Faktor 10 schlechter (Hg-Wert fur Puffer = 13 pg/kg, fur Honig = 111 pg/kg)
Auch fir Quantifizierungen von Tetracyclin in Honigt eine Matrix-Kalibrierkurve

notwendig.

6.13.5 Bestimmung von Entscheidungsgrenze und Nachisvermdgen von Tetracyclin
in Honig

In der Entscheidung 2002/657EG der Kommission zonseétzung der Richtlinie 96/23/EG

des Rates betreffend die Durchfihrung von Analysthoden und die Auswertung von
Ergebnissen [76] wird die Entscheidungsgrenze JGIs Grenzwert beschrieben, ab dem
eine Probe mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit woaximal 5 % als positiv bestimmt werden
kann. Das Nachweisvermogen (@&t der Grenzwert, ab dem eine Probe mit einehieffe

von maximal 5 % nachgewiesen, identifiziert undfodaeantifiziert werden kann. Gemal
dieser Richtlinie kann die Entscheidungsgrenzeshaifen ohne zulassigen Hochstwert durch
die Analyse von 20 Leerwertproben und die Bestimgnuthes dreifachen Signal-

Rauschverhaltnisses bestimmt werden. Dabei sallieriProben mdglichst unterschiedlicher
Art sein. Das Nachweisvermogen lasst sich ebenfalls der Messung von 20 Leerwert-

proben berechnen. Es ergibt sich als das 1,64-@ehEntscheidungsgrenze.

Bei den fir die Bestimmung von EntscheidungsgremzeNachweisvermdgens verwendeten
Honigen handelt es sich Proben vom Imker (Honig®und 20), einen Honig ohne jegliche
Behandlung wie Filtration, Hitzebehandlung oder dfiisng mit anderen Honigen (Honig 4;
vom Imker bezogen) und um Proben aus dem Einzel: bzernethandel (restliche Honige).
Um mdglichst unterschiedliche Honigmatrizes zu \erden, wurden sowohl Bliten- als
auch Honigtauhonige (Honig 3, 10 und 15) untersu¢bn den Blitenhonigen wurden laut
Etikettierung sortenreine und Honigmischungen vesae (zur Herkunft der Honige siehe
Tabelle 10-6, Seite 177).

In Tabelle 6-21 sind 21 Honige, die fur die Bestiomg von CG und CG verwendet wurden,
aufgefuhrt. Die Bestimmung der Entscheidungsgresrigigte mittels der Honige 2 bis 21.
Honig 1 wurde zur Erstellung einer Kalibrierkurverwendet. Er wies einen Messwert auf,
der sehr nahe an dem berechneten Mittelwert lageigmete sich deshalb gut zur Erstellung
einer Matrix-Kalibrierkurve.

Tabelle 6-21 gibt die die bestimmten Messwerte dedotierten und gemal? Abschnitt
10.6.4.3, Seite 176 aufgearbeiteten Honigprobedevie
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Kalibrierung Probe Honigart Messwert
[RU]
Konzentration | Messwert Honig 1 Honig, klar 54,5
TC [ug/kg] [RU]
0 -32,1 Honig 2 Orangenblitenhonig -43,0
5 -62,7 Honig 3 Waldhonig -49,1
20 -130,1 Honig 4 “g‘lﬁfmggfger 51,3
80 -326,0 Honig 5 Imker Auslese -36,8
200 -566,5 Honig 6 BlUtenhonig naturre|n -44.3
400 -775,6 Honig 7 Thymianhonig -42,2
Honig 8 Eukalyptushonig -81,2
Honig 9 Rapshonig -76,4
Honig 10 Waldhonig -48,7
donigy | fuskindscher | 0
Honig 12 Friahlingsblitenhonig -72,2
g1z | SopmetMen | a0
Honig 14 Gebirgsblttenhonig -49,2
Honig 15 Waldhonig -41,6
Honig 16 Imker Honig -47,2
Honig 17 Sonnenblumenhonig -43,5
Honig 18 Akazienhonig -82,7
Honig 19 Sommerblitenhonig -53,1
Honig 20 Friahlingsblitenhonig -43,9
Honig 21 Zitronenhonig -74.8
Mittelwert - -55,8
Standardabweichung - 15,9

Tabelle 6-21 Messwerte zur Berechung von Entscheidgsgrenze und Nachweisvermégen. Honig 1 wurde
zur Erstellung der Kalibrierkurve dotiert. Die Messung wurde im Biacore @& mit einem Immobili-
sierungslevel von 1396 RU (,1x Biotin“) durchgefiht.

Die ermitteltenA RU-Werte fir die Honigproben reichten von —36,8 RilJ Honig 5 bis
-84,0 RU fur Honig 13. Dabei konnte keine Korradatizwischen Art und HOhe des

Messsignals der Honige erkannt werden. So untesgehisich beispielsweise die Werte flr
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die beiden Frihlingsblitenhonige (Honig 12 mit 27/RU und Honig 20 mit —43,9 RU) stark
voneinander. Zwischen Bliten- und Honigtau-Honighrike kein Unterschied gefunden
werden. Der unverarbeitete Honig 4 zeigt eineRU-Wert von -51,3 RU und lag damit sehr
nahe am berechneten Mittelwert. Es konnte kein tdokeéed des unverarbeiteten Honig zu
herkdbmmlichen Handelsproben festgestellt werden.

Es konnte keine Beeinflussung des bestimmeRU-Wertes von Art und Herkunft der
Honige festgestellt werden. Dennoch zeigten dieediten Proben voneinander abweichende
Werte. Wie bereits bei den Rohmilchproben festdjesseheint auch hier die individuelle

Zusammensetzung der Matrix ausschlaggebend flbedibachteten Interferenzen.

Anhand des Mittelwertes zuziglich der 3-fachen &atiabweichung (-103,6 RU) konnte
eine Entscheidungsgrenze von 14,0 ug/kg Tetracymiistimmt werden. Das Nachweis-

vermogen wurde mit —129,7 RU auf einen Gehalt 260 pug/kg Tetracyclin berechnet.

Das berechnete Nachweisvermdgen sollte in einerrergei Lauf Gberpruft werden, da es bei
der Bestimmung von sehr geringen Analyt-Konzeraregh haufig zu niedrig berechnet wird.
Es weist in Realitat eine hohere Irrtumswahrscighikit als 5 % auf [183]. Aus diesem
Grund wurden die Honige fur die Uberprifung desle®aCG nicht mit 20,0 pg/kg
Tetracyclin (= berechneter GC sondern mit 40 pg/kg dotiert (siehe Tabelle §-Z2ie
Quantifizierung erfolgte Uber eine Kalibrierkurvaie im Konzentrationsbereich von 0 bis
400 pg/kg Tetracyclin in Honig 1 aufgenommen wurBlér das Nachweisvermdgen wird
gefordert, dass mindestens 19 der 20 Honigprobatsgecht 95 %) als positiv erkannt
werden konnen, also oberhalb der Entscheidungsgreni4 ug/kg Tetracyclin) liegen. Von
allen dotierten Proben wurde nur Honig 15 mit ein@nRU unterhalb der Kalibrierkurve
gemessen und damit als falsch-negativ bestimmt.iDaan bei einer Dotierung von 40 pug/kg
Tetracyclin die Forderung des Nachweisvermdgens einam maximalen Fehler von 5 %
erfullt.

Die Dotierung fur die C&Messreihe lag jedoch so hoch, dass die anderéfofi@e deutlich
als positiv erkannt wurden. Honig 17 lag mit einBtasswert von —160,6 RU entsprechend
22,3 pg/kg Tetracyclin noch rund 40 % oberhalb Betscheidungsgrenze. Dies bedeutet,
dass die 19 Honige auch mit einer geringeren Dwigprals positiv bestimmt worden wéren.

Das reale Nachweisvermdgen lag also unterhalb Oquogdkg Tetracyclin.
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Kalibrierung Honigproben
Konzentration Messwert Probe Messwert | Quantifizierung
TC [pgrkg] [RU] [RU] [ua/kg]
0 -59,6 Honig 2 -253,9 50,3
5 -84,6 Honig 3 -201,2 33,8
20 -152,3 Honig 4 -275,0 57,5
80 -334,1 Honig 5 -219,4 39,3
200 -556,7 Honig 6 -235,8 44,4
400 -758,0 Honig 7 -165,2 23,7
Honig 8 -226,2 41,4
Honig 9 -378,4 98,6
Honig 10 -207,6 35,7
Honig 11 -202,8 34,3
Honig 12 -352,5 87,3
Honig 13 -314,2 71,9
Honig 14 -217,7 38,7
Honig 15 -58,0 n.b.
Honig 16 -208,9 36,1
Honig 17 -160,6 22,3
Honig 18 -343,0 83,4
Honig 19 -199,6 33,3
Honig 20 -282,2 60,0
Honig 21 -302,1 67,3

Tabelle 6-22 Messwerte und Quantifizierung der mit40 pg/kg Tetracyclin dotierten Honigproben zur
Bestimmung von CG. Die Kalibrierung wurde in Honig 1 durchgefuhrt. Die Messung wurde im Biacore
Q® mit einem Immobilisierungslevel von 1396 RU (,1x Btin“) durchgefiihrt.

* Diese Probe konnte nicht quantifiziert werden, dahr Messwert auf3erhalb der Kalibrierkurve lag.
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6.14 Zusammenfassung der Optimierungsschritte deadirekten Assays mit

tetO und TetR

An dieser Stelle sollen die Ergebnisse der durdiigedn Optimierungsversuche kurz

zusammengefasst werden.

Zur Regeneration der Chipoberflache wurde SDSve@edet, da dies neben einer Losung
mit hohem lonen-Gehalt die einzige war, die einggdReration der Chipoberflache
ermoglichte. Wurde mit der hochioniscen Losung megert, konnte eine schlechte
Wiederholbarkeit von Mehrfachinjektionen beobachtetrden. SDS wurde als eine
0,3 %ige Losung in Laufpuffer (fur 20 Sekunden)geisetzt. Dieser wurde eine Injektion
von Probenpuffer fir 60 Sekunden nachgeschalteteime vollstandige Entfernung des
SDS aus der Chipmatrix zu erreichen. Beide Lésungearden mit einer
Flussgeschwindigkeit von 20 pl/min injiziert (Absath 6.7, Seite 78).

Fur die Belegung des Sensorchips mit Operatordevudie Varianten ,1x Biotin“
verwendet, da sie die héchte Belegung mit TetR ghietite (Abschnitt 6.8.3, Seite 87)
Die Immobilisierung des Operators wurde durcheeinjektion einertetO-Losung mit
einer Konzentration von 20 nmol/L fur 10 Minutentrainer Flussgeschwindigkeit von
4 pl/min erreicht. Damit lie3 sich ein Immobiligiegslevel von rund 1100 RU erhalten
(Abschnitt 6.8.4, Seite 92).

Als Repressor-Protein wurde die Varianten TetR(Bfewahlt, da sie eine hohe
Sensitivitat fur den Tetracyclin-Nachweis ermoglefAbschnitt 6.10, Seite 100). Fur die
Belegung degetO mit Repressor wurde sie mit einer Konzentratiom XL pumol/L in
Laufpuffer fir 120 Sekunden injiziert.

Rohmilchproben wurden vor der SPR-Analyse emfett:5 mit Probenpuffer verdinnt
und im Wasserbad fir 5 Minuten auf 95 °C erhitaty die Matrixinterferenzen zu
reduzieren. Nach Zentrifugation wurden die Probéin 120 Sekunden mit einer
Flussgeschwindigkeit von 5 pl/min injiziert (Abscti®.13.1, Seite 110).

Honigproben wurden vor der SPR-Analyse 1. 10Pnitbenpuffer verdinnt, zentrifugiert
und fur 240 Sekunden mit einer Flussgeschwindigkeit 5 pl/min injiziert (Abschnitt
6.13.5, Seite 118). Die Verlangerung der Probekiige flihrte zu einer verbesserten

Sensitivitat.
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7 Diskussion

7.1 Ribosome als Bindungspartner flr einen tetracymspezifischen SPR-
Assay

Fur die Isolierung von Ribosomen wurden zwei Tefcho-sensitive Bakterienstamme
verwendet. Begonnen wurde nidacillus stearothermophilusEs handelt sich dabei um ein
grampositives, stdbchenférmiges Bakterium, das Epalen bilden kann. Es zeigt ein
Wachstumsoptimum bei 55-60 °C. Wachstumskurverehtie®kennen, dass das Bakterium
bereits relativ frih von der exponentiellen in diationdre Wachstumsphase tberging. Dies
geht bei B. stearothermophilusmit der Bildung der von Sporen einher, die als
Uberlebensform des Bakteriums nur eine minimaleahzon Ribosomen tragen. Zudem
sind sie so stabil aufgebaut, dass sie mit der dardPress nicht oder nur unvollstandig
aufgeschlossen werden kénnen.

Die Zellwand grampositiver Bakterien ist durch eigcke Mureinschicht verstarkt.
Gegenuber gramnegativen Bakterien ist hier desdalmn auszugehen, dass nach dem
Zellaufschluss ein hoher Anteil an nicht-aufgessbémen (intakten) Zellen vorlagen. Diese
wurden ebenso wie die nicht aufgeschlossenen Spuredem sich an den Zellaufschluss
anschlieBenden Zentrifugationsschritt entfernt.sCkénnte eine Erklarung fir die geringe
Ribosomenausbeute bei der IsolierungBwustearothermophilusein. Nach dem Wechsel auf
ein gramnegatives BakteriunkEgcherichia col, welches nicht in der Lage ist Sporen zu
bilden und eine weniger stabile Zellwand besitaiyden hohere Zellausbeuten und dadurch

bedingt auch grél3ere Mengen an isolierten Ribosamencht.

Zur Untersuchung der Bindungsaktivitat der isofarRibosome wurden 3 unterschiedliche
Methoden verwendet. Zunachst sollten die Ribosonite Ttracyclin-Antikbrper um ein

oberflachengebundenes Tetracyclin in Konkurrenztgésverden (Abschnitt 6.1.2.1, Seite
55). Dazu wurde ein kommerzieller Tetracyclin-ELI$Aodifiziert. Eine Verdrangung der

Tetracyclin-Antikdrper durch die zugegebenen Rilbosdatte sich in einer Verringerung der
gemessenen Farbintensitat zeigen mussen. Es kgddeh keine Verdrangung der TC-
Antikdrper beobachtet werden. Als Ursache hierfiamint neben Veranderungen der
Tetracyclin-Bindungsstellen am Ribosom wahrend Aefarbeitung auch eine sterische
Hinderung in Frage. Die Kopplung des Tetracyclinda Oberflache in der Mikrotiterplatte

erfolgte Uber ein Protein-Derivat [94]. Das Ribws&dnnte durch das Protein oder sogar
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durch die Oberflache selbst sterisch daran gehinderden, mit dem Tetracyclin in
Wechselwirkung zu treten. In diesem Fall wéare albehaktiven Ribosomen keine Bindung
nachweisbar.

Deshalb wurde nach einer Mdéglichkeit gesucht, diedBng zwischen Ribosom und
Tetracyclin ohne Kopplung eines der von einem deiddn Bindungspartner an eine
Oberflache zu beobachten. Hierzu ist die Affintigtpillarelektrophorese gut geeignet.
Dabei wird die Wanderungsgeschwindigkeit einesefreRezeptors oder Liganden im
elektrischen Feld mit der Wanderungsgeschwindigkkss gebildeten Komplexes unter
gleichen Bedingungen verglichen. Diese verandett bei Anderung der Masse und / oder
der Ladungsverhaltnisse des Komplexes im Vergleich reinen Rezeptor.

Um einen deutlichen Unterschied der Migrationszeitf@eit zwischen Injektion und
Detektion des Bindungspartners) zu erkennen, wuange Bestimmung der Bindung von
Tetracyclin an die isolierten Ribosome die Wandgsgeschwindigkeit des reinen
Tetracyclins mit der von Tetracyclin unter Zugaben vRibosomen verglichen (Abschnitt
6.1.2.2, Seite 58). Dabei sollte es alleine schadgrand der starken Massenanderung durch
die Bildung des Tetracyclin-Ribosomen-Komplexes einem deutlichen Unterschied der
Migrationszeiten kommen. Der tatsachlich beobaehténterschied, bei Verwendung der
Ribosome sowohl auB. stearothermophilusals auch au&. coli war jedoch gering. Die

Ribosome zeigten nur eine geringe Bindungsaktivitat

Um die Vermutung der sehr geringen Bindung vonafelin an die isolierten Ribosome zu
bestatigen, wurde eine weitere Messmethode angewemhzu wurden die Ribosome
zusammen mit dem Tetracyclin inkubiert (Abschnitt.B.3, Seite 60). AnschlieBend erfolgte
die Trennung der freien Tetracycline von den amoBRamn gebundenen entweder durch einen
Ultrazentrifugationsschritt oder durch Filtratiourdh eine semipermeable Membran mit
einer Ausschlussgrenze von 30 kDa. Die Konzentradier freien Tetracycline wurde mittels
HPLC bestimmt. Bei Versuchen mit Ribosomen dts coli verblieben 100 % des
eingesetzten Tetracyclins in freier Form, was begtedass keine Bindung an die Ribosome
stattgefunden hat. Die Ribosome aBs stearothermophiluszeigten bei einem molaren
Verhaltnis von Tetracyclin zu Ribosom von 1:3 eBiadung von ca. 20 % des eingesetzten
Tetracyclins. Bedenkt man jedoch, dass das Ribadmime auf der 30S-Untereinheit bereits
6 Bindungsstellen aufweist [44], so ist eine Binglwon nur 20 % sehr gering.

Da die zur Isolierung verwendeten Bakterien tetthwogensitiv waren, lassen die hier

festgestellten schlechten Bindungen zwischen Tgthamcund Ribosom nur den Schluss zu,
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dass die Ribosome wahrend der Aufarbeitung besgh@drden. Da jedoch kein Hinweis auf
grobe Fehler bei der Isolierung gefunden werdennt@gnund die Entwicklung eines
tetracyclinspezifischen Assays auf der Basis degrflithen-Plasmon-Resonanz (SPR) mit
Ribosomen einer so geringen Aktivitat nicht durdinfiar ist, wurden die Versuche hierzu

eingestellt.

7.2 Versuche zur Derivatisierung des Tetracyclinsir einen indirekten
SPR-Assay

Fur die Entwicklung eines inirekten SPR-Assays nmeiasTetracyclin oder ein Tetracyclin-
Derivat an die Oberflache eines Sensorchips gekomeeden (Abschnitt 5.1, Seite 47). Eine
zu analysierende Probe wird mit einem tetracyckagschen Bindungspartner gemischt und
Uber den Sensorchip gegeben. Das immobilisiertearadyelin konkurriert mit dem in der
Probe enthaltenen Tetracyclin um die Bindungsstedie Bindungspartner, so dass weniger
Bindungspartner an der Chipoberflache binden kgenmehr Tetracyclin in der Probe
enthalten ist. Das immobilisierte Tetracyclin massstabil an die Chipoberflache immobili-
siert werden, dass es auch nach mehreren MessayldeanschlieRender Regeneration kein
Abloésen oder eine Veradnderung zeigt.

Die in Abschnitt 6.1.3 (Seite 61) dargestellten dfngsse zeigen, dass kein stabiles
Tetracyclin-Derivat durch die Kopplung an 12-Metaylino-Laurinsdure oder Pyrrolidin
hergestellt werden konnte. Diese Beobachtung demitt mit den Untersuchungen von
Bernadelli et al. [170]. Sie beschreiben die Lds#{mt und die Stabilitat von Tetracyclin-
Derivaten mit unterschiedlichen Aminoséauren in VéasBabei waren die Derivate spatestens
innerhalb von 24 Stunden zersetzt. Da bei einer-8R&tyse wassrige Losungen verwendet

werden, kann ein in Wasser nicht stabiles Derivcttreingesetzt werden.

Martlbauer [93] und Lang et al. [92] beschreibesm eingesetzte Reaktion von Tetracyclin zur
Kopplung des Antibiotikums an Proteine. Dieses ari koppeln sie fir einen
tetracyclinspezifischen ELISA an die OberflacheeeiMikrotiterplatte. In einem indirekten
SPR-Assay hat die Verwendung eines Protein-Deriyatloch den Nachteil, dass das
Tetracyclin fur einen Bindungspartner sterisch ascinwer zugéanglich ist. Die Tetracyclin-
Bindungsstelle sowohl am Ribosom [48], als auchTatnacyclin-Repressor [57] (den beiden
in dieser Arbeit verwendeten Tetracyclin-Bindungsparn) liegt jeweils relativ weit

innerhalb des Molekulls. Fur eine Bindung zu eineberfdchengebundenen Tetracyclin
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sollte dieses mdglichst exponiert sein. Bei derdBimg eines Uber ein Protein an eine
Oberflache gebundenen Tetracyclins ist von einerissthen Behinderung auszugehen.
Aufgrund dieser Uberlegung wurde fir Derivatisiagsversuche ein langkettiges Molekiil
gewahlt, wodurch ein Abstand von der Oberflacheient werden sollte. Damit sollte eine
Bindung des Tetracyclins auch an eine schwer zugémeg Bindungsstelle des

Bindungspartner mdglich sein. Da die DerivatisiggiVersuche jedoch kein verwendbares

Tetracyclin-Derivat erbrachten, konnte kein indiegkSPR-Assay entwickelt werden.

7.3 SPR-Biosensor mit dem Tetracyclin Operator-Remssor-System

Fur die Entwicklung eines tetracyclinspezifischame®ning-Assays wurde die Oberflachen-
Plasmon-Resonanz Spektroskopie verwendet. Dies@iAgensor besitzt den Vorteil, dass
Rezeptor/Ligand-Wechselwirkungen in Echtzeit bebbetcwerden kénnen. Dadurch liel3
sich beispielsweise die Immobilisierung der Oper@8IiNA auf der Chipoberflache
beobachten, so dass die Injektion detO-Losung bei dem gewilnschten Immobili-
sierungslevel abgebrochen werden konnte.

Die Analysen mit einem SPR-Biosensor kénnen vallautisiert durchgefuhrt werden. Dies
ermoglicht die Bewaltigung hoher Probenzahlen. Daivel SPR-Biosensoren flr Screening-

Assays sehr gut geeignet.

7.3.1 Vergleich der untersuchten Assay-Formate

Ziel dieser Arbeit war der Vergleich unterschiedéc Assay-Formate, die sich mit dem

Tetracyclin-Operator-Repressor-System entwickedsda. Um diese Fragestellung zu klaren,
wurden drei mdgliche Assay-Varianten getestet. Dattellte sich das direkte Format

(Abschnitt 6.5, Seite 70) als das mit der schlestbte Nachweisempfindlichkeit heraus. Hier
konnte Tetracyclin nur im Konzentrationsbereich voehreren mg/L in Puffer-Losungen

nachgewiesen werden. Der MRL von Tetracyclin inddiliegt jedoch bei 100 pg/kg.

Es ist bekannt, dass das SPR-Signal neben einegrdmgl der Masse auf dem Sensorchip
auch durch die Veranderung der Konformation eimemabilisierten Proteins beeinflusst

werden kann, sofern sich dessen Dichte und damnididiektrischen Eigenschaften verandern
[184; 185; 186; 187]. Gestwicki et al. [184] nutzwies fur den Nachweis von Molekilen mit

geringer Masse wie z.B. Maltose oder sogar Caldiomen aus. Die durch die Bindung des
positiv geladenen Tetracyclin-Magnesium-Komplexes TetR ausgeloste Konformations-
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anderung konnte ein Absinken des Messsignals bewjriwas der Anderung des Signals
aufgrund der Massenerhdhung entgegenwirkt. Alsd-digvon wiirde der gemessené&U
kleiner ausfallen als aufgrund der gebundenen Gtlam-Molekile zu erwarten ware. Dies
konnte zusatzlich zum geringen Molekulargewicht voetracyclin ein Grund fur die

schlechte Nachweisempfindlichkeit im direkten As§aymates sein.

Die Verwendung des Tet-Repressors zur Signalvérstgrin den beiden anderen Assay-
Formaten brachte eine wesentlich bessere Nachweisetichkeit. Hier wurde das
Tetracyclin nicht mehr direkt nachgewiesen, sondéazu verwendet, ein Molekldl mit
wesentlich héherer Masse vom Chip abzulésen (iktireAssay mitetO und TetR) bzw. die
Bindung dieses Molekiils an die Chipoberflache zthinmelern (indirekter Gleichgewichts-
Assay). Die Signalanderung wird also durch den ri@@-fach schwereren TetR verursacht.
Die Anderung der Konformation des Repressor-Pretdurch die Bindung von Tetracyclin
spielt in diesen Assay-Formaten keine Rolle, daRTetit veranderter Konformation vom
Chip abgewaschen bzw. dessen Bindung an den CHimdert wird. Die Signalanderung in
beiden Fallen wird ausschlie3lich durch das Proteinder urspriinglichen Konformation

hervorgerufen.

Fir den indirekten Assay mittetO und TetR, welcher zur Entwicklung des
tetracyclinspezifischen Screening-Assays verwendetle, muss fur jeden Cyclus zu Beginn
das Repressor-Protein injiziert werden. TetR ish ké&ufliches Reagenz, sondern muss aus
Bakterien isoliert werden. Daher stellt die Tatsgckdass der Repressor im Zuge des
Tetracyclin-Nachweises verbraucht wird, einen Neitlttar. Jedoch wird durch die Injektion
des frischen Repressor-Proteins fir jeden Cycloe @nmer unveranderte Oberflache zur
Bindung des Analyten gewahrleistet. Die Bindungs#kt des Biomolekularen
Erkennungspartners kann nicht durch die Beanspngcliues Sensorchips (wie z.B. durch
Regenerationsschritte) verringert werden. Diedtstelen Vorteil dar, der den Nachteil des

Verbrauches von TetR aufwiegt.

7.3.2 Charakteristika des indirekten Assays mitetO und TetR
Bei der Interpretation der Ergebnisse mit dem t@gestellten Assay-Format sollte bedacht
werden, dass die Vorgange auf der Chipoberflache lsemplex sind. Beobachtungen bzw.

Ergebnisse beziglich des Operator-Repressor-Systiéesinterin vivo oder untefin vivo-
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ahnlichen Bedingungen erhalten wurden, kdnnen robne Weiteres auf das unter anderen
Bedingungen ablaufende Testsystem Ubertragen welkmer sind einfache Denkmodelle
zur Interpretation der beobachteten Phdnomene rgekignet. Im Folgenden soll die

Komplexitat des Assays erlautert werden.

Bei der Bildung dest¢tO*TetR]-Komplexes kann nur wéhrend der InjektiomvbetR ein
Gleichgewicht erreicht werden. Sobald diese Ingktbeendet ist und Laufpuffer Gber den
Chip flie3t, setzt eine langsame Dissoziation Eneigesetztes TetR wird permanent aus der
Flusszelle entfernt. Auch bei der Reaktion [TC-Mg] [tetO*TetR] — [TetR*TC-Mg] +
[tetO] wird kein Gleichgewicht erreicht, da die Kompate [TetR*TC-Mg] aus der

Flusszelle entfernt wird, so dass eine Rickreaktsmmn stattfinden kann.

FUr den indirekten Assay mietO und TetR wurde ein Chip mit einer sehr komplex
aufgebauten Oberflache verwendet. An der Goldstivichrde zunachst Uber einen Linker
(chemische Struktur ist Betriebsgeheimnis der FiBracore) Carboxymethyldextran (CM)
gebunden. An dieses wiederum ist Streptavidin geéar{= SA-Chip), das im Weiteren mit
dem biotinylierten tetO immobilisiert wurde. Erst hieran wurde der bioelallare
Bindungspartner des Analyten Tetracyclin gebun@sn.diesem Aufbau der Chipoberflache
ist davon auszugehen, dass nicht alle Bindungsatelhes Molekiils zur Komplexierung mit
dem jeweiligen Bindungspartner zur Verfligung steli@nige Molekile sind wahrscheinlich
durch Einbettung in die Chipmatrix sterisch an eirg&ndung mit dem jeweiligen
Bindungspartner gehindert.

Es ist mdglich, dass beim Annealing der Oligonukten zur Herstellung der Operator-
Varianten nicht die statistisch berechneten Venigde entstanden sindloglicherweise sind
auch noch biotinylierte Einzelstrange in der Lésenthalten, die zwar den im Sensorgramm
beobachteten Immobilisierungslevel beeinflussemlogh zur Bindung eines Repressor-
Molekuls nicht in der Lage sind. Es bestand keini@gh¢hkeit, das korrekte oder vollstandige
Annealing der Oligonukleotide zu Uberprifen. Esr&mzwar Berechnungen bezuglich der
Bindungsverhéltnisse auf der Chipoberflache durfiige werden, diese sind jedoch
ungenau, da ihnen eine 100 %ige Verfugbarkeit untuihgsfahigkeit beider beteiligter
Bindungspartner zugrunde liegt, die nicht gewakt&iwerden kann.

Myszka et al. [188] beschreiben die Chipmatrix skellals vernachlassigbar fur die Bindung
des Analyten zum Rezeptor, wenn sie sehr dinnzisB.(eine Carboxymethyldextran-

Oberflache). Der hier verwendete Chip besitzt €daboxymethyldextran-Schicht, an die
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Streptavidin kovalent immobilisiert wurde (SA-Chipyorauf wiederum detet-Operator und

daran der Tet-Repressor gebunden wurden. Bei €hgioberflache dieses Aufbaus muss
von einer Beeintrachtigung der Bindungskinetik agsmgen werden [189; 190], da das
Tetracyclin-Molektl auf seinem Weg hin zur Bindustgde an TetR von den anderen

Molekiile beeinflusst / behindert werden kann.

Innerhalb der Flusszelle muss laut Myszka et @8] bereits bei Flussgeschwindigkeiten von
< 100 pl/min von einem laminaren Flussprofil ausgegm werden, so dass an der
Chipoberflache eine geringere Flussgeschwindigkeitherrscht als in der Mitte der
Flusszelle (siehe Abbildung 7-1, A). Die Analytender langsam flieRenden Schicht binden
an den Bindungspartner. Da in dieser Schicht deuhg mit dem Analyten jedoch nur sehr
langsam ausgetaucht wird, gelangt kein zusatzliéimatyt in die Nahe des Bindungspartner.
Die Konzentration des fir eine Bindung zur Verfugustehenden Analyten an der
Chipoberflache verringert sich. Neuer Analyt gelangun hauptsachlich durch
Diffusionsvorgange aus der Schicht mit einer hahdfieissgeschwindigkeit in die Nahe des
Bindungspartners (siehe Abbildung 7-1, B). Lethtlwird dadurch bedingt die Diffusions-
geschwindigkeit des Analyten zum geschwindigkegb@nenden Schritt der Reaktion mit
dem Bindungspartner.

Bei einer Flussgeschwindigkeit von nur 5 pl/min te wie flr den hier entwickelten Assay
verwendet wurde — muss von einer ausgedehntererchBamit einer noch geringeren
Flussgeschwindigkeit an der Chipoberflache ausgggawerden. Moglicherweise bildet sich
am Rand der Flusszelle eine Schicht aus, in deL@seng praktisch nicht mehr fliel3t [191].
Hier wirde sich reiner Laufpuffer (ohne Tetracyglbefinden, da das Gerat zwischen den
einzelnen Zyklen mit sehr hohen FlussgeschwindigkePuffer durch die Flusszellen splt.
In diesem Fall wirden die Wechselwirkungen inndrhdieser Schicht ausschliel3lich
aufgrund von Diffusionsvorgangen zustande kommeassDes auf der Chipoberflache
trotzdem zu einer Bindung von TetR @10 und daran anschliel3end auch zu einer Bindung
von Tetracyclin an den Repressor kommt ist gruretidgfir den Nachweis von Tetracyclin
im entwickelten Assay. Es stellt sich jedoch dieade, ob eine Erhdéhung der
Flussgeschwindigkeit der Probeninjektion bei gléagibenden Kontaktzeit eine verbesserte

Nachweisempfindlichkeit bewirken wiirde.
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Komplex aus
B @ e ¢ o ° o ¢ Streptavidin (gelb),
@ e ©® o tetO und TetR (blau)
e ¢ ¢ e ¢ .\
e ®
® - e Tetracyclin

Abbildung 7-1 Schematische Darstellung des von Myka [188] beschriebenen laminaren Flussprofils
innerhalb einer Flusszelle auf den entwickelten Teacyclin-Assay adaptiert. A: Durch das laminare
Flussprofil bildet sich an den Ré&ndern der Flusszé& eine Schicht aus, in der nur eine sehr geringe
Flussgeschwindigkeit herrscht (durch gestrichelte Inien angedeutet). B: Durch den nur sehr langsamen
Austausch der Losung in dieser Schicht kann der Ardgt nur durch Diffusionsvorgange (durch einen
Doppelpfeil dargestellt) zum Bindungspartner gelangn.

Aufgrund der hier dargestellten Komplexitat der veitd der Messung ablaufenden Prozesse,
kénnen die in dieser Arbeit diskutierten Erklarumgsitze nur als Mdglichkeiten gesehen

werden.

7.3.3 Repressor-Bindung an Operator-DNA bei unterggedlichen Belegungsdichten

Fur die Bindung des Repressor-Proteins auf der ddempoberflache konnte eine starke
Abhangigkeit von der Immobilisierungshthe mit Operabeobachtet werden (Abschnitt
6.8.1, Seite 82). Mit steigendeéetO-Belegungsdichte befanden sich auf dem Chip mehr
Bindungsstellen fur den Repressor, so dass vormieaich mehr gebunden werden konnte.
Bei Sattigung der Streptavidin-Oberflache mit gliertemtetO zeigte sich jedoch, trotz der
hochsten Anzahl an Bindungsstellen fir TetR, egngste prozentuale Belegungsdichte als
bei niedriger belegten Flusszellen (siehe Abbilddr®). Die Ursache hierfur sind sterischen
Hinderungen der TetR-Molekile untereinander. Beisdir Flusszelle lagen die mdglichen

Bindungsstellen fir TetR so dicht beieinander, dassicht alle mit TetR abgesattigt werden
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konnten. Bei geringeren Belegungsdichten kam dst izi¢ sterischen Hinderungen, so dass
hier die Beladung des chipgebundenen OperatorRegiressor eine lineare Abhangigkeit

Zeigte.
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Abbildung 7-2 Belegung des Operators mit Repressdyei unterschiedlichentetO-Immobilisierungsleveln

Die mit ca. 80 % unvollstandige Belegung vatO mit TetR (Tabelle 6-9, Seite 84) kann
verschiedene Ursachen haben. Essentiell fur diduBig des Repressors an den Operator ist
ein Doppelstrang, da die Basen 2, 3 und 4 des efteanges und die Base 5 des
Gegenstranges [57] benotigt werden. Unvollstadndigealte oder einzelstrangige DNA kann
kein TetR binden. Sollte ein DNA-Strang in der pdliomen Sequenz gebrochen sein, kann
er den Repressor nicht mehr binden.

Bei einer Chipoberflache mit dem hier vorliegendeafbau (Carboxymethyldextran mit
daran gebundenem Streptavidin, welches die biagirigl DNA tragt) ist auch von einer
teilweisen sterischen Behinderung der TetR-Bindstalien durch andere Molekile der

Oberflache auszugehen.

7.3.4 A RU bei unterschiedlicher Repressor-Belegung

Die Bindung von TetR auf der Chipoberflache war woehreren Faktoren abhangig. Sie
wurde stark durch die Immobilisierungshohe der @merDNA beeinflusst. In Tabelle 6-9
(Seite 84) wurde der Zusammenhang von TetR-Belegunty unterschiedlichen Immobili-
sierungsleveln voretO betrachtet. Es konnte eine annahernd lineare Wgdigkeit zwischen
tetO-Belegung und TetR-Bindung festgestellt werdeeh@iAbbildung 6-15, Seite 90). Bei
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einer Verzehnfachung déetO-Konzentration auf der Chipoberflache wurde auiehTetR-
Bindung verzehnfacht.

Eine weitere Moglichkeit, die vom Chip gebundendRFMenge zu beeinflussen, bot die
Konzentration der injizierten TetR-Losung. Bei veggbenetetO-Immobilisierung war die
verursachte Anderung der TetR-Beladung jedoch geriBurch die Erhoéhung der
Konzentration um den Faktor 100 konnte eine nurdem Faktor 0,8 hohere TetR-Bindung
erreicht werden (siehe Tabelle 6-17, Seite 96).

Die fur die Messung von Tetracyclin-Ruckstandenugete Ablosung von TetR von der
Chipoberflache A RU) liel3 sich durch die auf den Chip aufgebracht&tR-Menge
beeinflussen. So war d&r RU fir die Injektion von z.B. 20 pg/L Tetracycloei héherer
tetO-Immobilisierung und damit verbunden erhéhter FBiRdung deutlich héher. Wurde
jedoch die TetR-Menge auf dem Chip bei konstat#i€)-Belegung durch die Konzentration
der injizierten TetR-Losung beeinflusst, zeigtehsiein Abfall der Signalintensitat mit
steigener TetR-Menge (Tabelle 7-1).

Beide Phanomene konnten bei unterschiedlicbtImmobilisierungsleveln in beiden SPR-

Spektrometern (Biacore 308ind Biacore &) reproduziert werden.

tetO injizierter TetR beiAzlgu L Beeinflussung
gebunden TetR gebunden HY der TetRMenge
[RU]  [umoll] [fmolicm?] ewacyclin durch
[fmol/cm”]
208,6 1 55 4,3
802,5 1 21,3 15,7 unterschiedlich
1059,5 1 28,9 20,8 tetO-Level
2190,9 1 40,3 30,2
327,8 0,1 5,2 4,4 -
unterschiedlich
327,8 1 5,5 4,2
TetR-
327,8 5 59 4,0 .
Konzentration
327,8 10 6,1 3,7

Tabelle 7-1 Effekt der TetR-Bindung auf den resultérenden A RU durch Injektion von 20 pg/L
Tetracyclin. Bei der oberen Messreihe erfolgte did/ariation der TetR-Bindung durch Erhéhung der
Operatormenge auf dem Chip (Biacore @), bei der unteren Messreihe durch unterschiedlich&onzen-
trationen der injizierten TetR-Lésung (Biacore 3006).
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Im Folgenden wird diskutiert, wie man die Erh6hudgs A RU bei steigendenetO-
Immobilisierungslevel und das Absinken d&sRU bei Verwendung hoher konzentrierter

TetR-Losungen erklaren koénnte.

Hoherer A RU bei steigendettetO-Immobilisierung

Bei der Flusszelle handelt es sich um einen 3-dé@alen Raum, der an einer ,Wandung®,
namlich an der Chipoberflache, die Méglichkeit apezifischen Bindung der Molekiile
bietet. Nur fir die Moleklle der Uber den Chip femden Losung, die in die Nahe der
Chipoberflache gelangen, besteht die MdglichkeitBindung. Dieser Anteil liegt bei ca. 3 %
des sich in der Losung befindlichen Analyten [192].

Theoretisch ergeben sich nun mehrere Madoglichkeitdie Anzahl der miteinander

wechselwirkenden Molekiile und damit den resultidezrA RU zu erhéhen. Eine Losung mit
erhohter Tetracyclin-Konzentration weist eine héh@berflachen-Dichte dieser Molekile
auf. Daher kobnnen mehr Tetracyclin-Molekile mit Retauf der Chipoberflache

wechselwirken und diesen verstarkt ablésen. Diegergang ist grundlegend fur die
Quantifizierung des Tetracyclins mit dem entwicksltAssay. Die Anzahl der wechsel-
wirkenden Molekile kann aber auch erhoht werderdenm die Konzentration des
Reaktionspartners des Tetracyclins, namlich vorRTethoht wird. Die Folge ist ein starker
ausgepragtedd RU mit steigender TetR-Menge auf dem Chip, wieiresTabelle 7-1

dargestellt ist.

GeringeresA RU bei Verwendung hdher konzentrierter TetR-Losungn

Der Tet-Repressor ist aus zwei identischen Untkedien aufgebaut, von denen jede eine
Bindungsstelle fur Tetracyclin aufweist. Das Ablises Repressors vom Operator verlauft
vermutlich in zwei Schritten. Die Anbindung destensTetracyclin-Molekils verringert die
Bindungsaffinitdt zum Operator um den Faktor 10@30, und die Bindung des zweiten
Tetracyclins verringert die Affinitdt noch einmamudas 16 — 10-fache [57]. Nach der
Bindung nur eines Tetracyclin-Molekiils verbleibthaerisch eine Bindungsaffinitdt von
10° bis 10 L/mol. Diese ist moglicherweise ausreichend, umAslosen des Repressors vom
Operator zu verhindern. Dann ware die Bindung ervesiten Tetracyclins notig, um eine
sichtbare Signalanderung hervorzurufen. Die Anzadr TetR-Molekile auf der
Chipoberflache mit einem gebundenen Tetracyclindeumit steigender TetR-Menge auf
dem Chip groRer werden. Also ware bei einer hohéretiR-Belegung mehr Tetracyclin

notig, um die gleiche Menge TetR abzulésen. Alggealavon wirden sich bei steigender
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Konzentration der injizierten TetR-Losung gering&r&U-Werte beobachten lassen (siehe
Tabelle 7-1).

In Tabelle 7-1 sind zwei gegenlaufige Effekte zkeenen. DerA RU-Wert steigt mit
steigenden TetR-Bindung aufgrund der hoheest®-Belegung, fallt jedoch ab, wenn die
TetR-Bindung durch Injektion von héher konzenteertTetR-Losungen veruracht wurde.
Dieser Widerspruch konnte durch eine Uberlagerueg loeiden beschriebenen Effekte
veruracht werden. Die Steigerung d&sRU mit steigender Operator-Belegung tritt sehr
deutlich hervor. Sie kdonnte die Verringerung deRU-Wertes durch die nicht vollstandige
Ablésung des Repressors bei Bindung eines einZiggracyclin-Molekils Uberdecken. Bei
Uberlagerung beider Effekte ware nur die Erhohueg/dRU-Wertes mit steigender TetR-

Menge auf dem Chip zu beobachten, unabhangig dawierdiese erreicht wurde.

7.3.5 Zunahme der Repressor-Bindung wéahrend einer Bksreihe

In Abschnitt 6.9.4 (Seite 98) wurde beschrieberssdach die Repressor-Bindung innerhalb
einer Messreihe erhoht und sie sich asymptotiselraenaximalen Bindung annédhert (siehe
Abbildung 6-21, Seite 99 und Abbildung 6-22, S&i08).

Ein direkter Vergleich aller Sensorgramme einer dfeibe, die so Ubereinander gelegt
wurden, dass sie Am Ende der TetR-Injektion ,northiavurden ist Abbildung 7-3
dargestellt. Es zeigt sich, dass sich die Sensomgeaam starksten in der Assoziation des
Repressors an den Operator unterscheiden. Diesdathdrch deutlich, dass bei ,normiertem*
Assoziationslevel ein stark unterschiedlicher RUAN&IM Zeitpunkt vor der Injektion der
TetR-Losung resultiert. Die Anderung des Brechumdmskes nach der TetR-Injektion und

Dissoziation verhalt sich bei allen Injektionen dgssung sehr ahnlich.
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Abbildung 7-3 TetR Injektionen einer Messreihe mitstark ansteigender TetR-Bindung (gezeigt ist ein
Ausschnitt aus den Sensorgrammen, der den Schritteir3 der Abbildung 6-10, Seite 76 entspricht). Alle
Sensorgramme wurden am Ende der TetR-Injektion Ubeginander gelegt (,normiert), was durch einen
schwarzen Pfeil gekennzeichnet ist.

Das Phanomen der ansteigenden TetR-Bindung wurdkeiden verwendeten SPR-Geraten
beobachtet und war besonders stark bei frischtet@t belegten Chips und bei Chips nach
einer kurzen Lagerung auf3erhalb des Gerates adggepm Folgenden sollen mogliche

Ursachen diskutiert werden:

a) Es kommt zu einer Bindung von Anteilen des injeerTet-Repressors an den
Wandungen der zur Flusszelle fihrenden Kapillarder aer Injektionsnadel.
Da mit jeder weiteren Injektion von TetR immer meBindungsstellen in den
Kapillaren besetzt werden, steigt die Konzentratienam Sensorchip ankommenden
TetR-LOsung mit jeder Injektion, was zu einem Aegtider TetR-Bindung flhren
wiirde. Es gibt jedoch zwei Argumente, die gegesealiéberlegung sprechen. Zum
einen wird am Ende jedes Zyklus zur Regenerati@n%0,SDS in Laufpuffer (w/v)
injiziert. Wenn diese Injektion ausreicht, um dewonkplex fetO*TetR] zu l6sen,
sollte dadurch auch das an die Wandungen geburfélentein ablost werden. Damit
waren die Bindungsstellen wieder frei und die Karieagion der TetR-L6sung, die auf
dem Sensorchip ankommt, reproduzierbar. Als zwditgsiment gegen diese Theorie
steht die schnelle Absattigung der Chipoberflache TatR (siehe Abschnitt 6.9.2,
Seite 94). Es ist unlogisch, dass eine Erh6hundldaezentration der injizierten TetR-

Lésung von 0,1 auf 10 pumol/L nur 67 RU Unterschiedcht, wohingegen die
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b)

langsame Bindung von TetR an Wandungen im System &hderung von mehr als
100 RU (siehe Abbildung 6-21, Seite 99) ausmachah wie sie bei manchen
Messreihen als Anstieg der TetR-Bindung beobactgeden konnte.

Die Molekile an der Chipoberflache missen sichamarhohten Fluss (0,5 pl/min
wahrend der Standby-Phase gegentber 5 pl/min wadhien Messreihe) neu ausrich-
ten.Dabei werden mehr tetO-Molekiile fur die Bindungaheiin Repressor freigelegt.
Bei dem verwendeten Sensorchip SA befindet sichdaufGoldschicht eine Schicht
aus Carboxymethyldextran (CM). An den linearen CMIdkilen wurde Streptavidin
kovalent immobilisiert, an welchem fir diese Arbeler biotinylierte Operator
angebunden wurde. Diese Oberflache ist vor allemchdulen ,birstenformigen®
Aufbau der linearen CM-Molekiile sehr flexibel. Dighdhung der Flussgeschwin-
digkeit fuhrt moglicherweise zu einem Ausrichtenr d&M-,Faden” - und damit
letztlich auch des Operators - in der flieRendeffetsung. Dabei kdnnten zuvor
verdecktetetO-Moleklle freigelegt werden. Dies wirde zu eingéihéren TetR-
Bindung fuhren. Es ist allerdings wenig plausilaElss der Vorgang des Ausrichtens

uber mehr als 40 Zyklen — was rund 10 Stunden aokdp- andauern soll.

Die Chipoberflache quillt auf und stellt somit mé&tO-Molekdle fur die Bindung mit
dem Repressor zur Verfliigung.

Auch durch einen Quell-Vorgang wirden im Laufe einglessreine mehr
Bindungsstellen fiir TetR zu Verfiigung gestellt. Alzeich fir diese Uberlegung
existieren Gegenargumente. Das Phdnomen der arsieig TetR-Bindung trat nicht
nur bei neu belegten Chips oder nach Wiedereinlzal trockener Lagerung auf,
sondern auch dann, wenn eine Messreihe am Tag beemdet wurde, und der Chip
sich Uber Nacht im Gerat bei einem Fluss von O/&iplbefand. Der Chip hatte also
Uber Nacht seinen gequollenen Zustand wieder venlienissen trotz der Tatsache,

dass er sich weiterhin in Puffer befand.

Sas Phadnomen scheint abhangig von der Flussratdtelbar vor einer Messreihe zu sein.

Wurde der Chip unmittelbar vor der Messreihe diEdmohung der Flussrate des Laufpuffers

von dem Standby-Fluss von 0,5 pl/min auf 5 pl/ninrhindestens 2 Stunden konditioniert,

war ein deutlich geringerer Anstieg der TetR-Binglamu beobachten (siehe Abbildung 6-22,
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Seite 100). Durch eine Steigerung der FlussrateKanditionierung von 5 auf 20 pl/min
zeigte sich keine weitere Verbesserung.
Welcher Vorgang zum Anstieg der TetR-Bindung watremer Messreihe fuhrte, konnte

nicht geklart werden. Hier sollten weitere Untefrsuagen folgen.

7.3.6 TetR-Varianten

In dieser Arbeit wurden 5 unterschiedliche TetrdioyRepressor-Proteine untersucht. Dabei
wurden mit dem TetR(BD) zwei Varianten mit verbesseStabilitat (P184Q und scTetR)
und zwei mit verbesserten BindungseigenschaftenTetracyclin (S135L und V113A)
verglichen. Alle Proteine wurden als Losungen vopriol/L verwendet. Dabei zeigte der
single chain Repressor (scTetR) bereits bei dediBig an den Operator ein von den anderen
TetR-Varianten stark abweichendes Verhalten (si&schnitt 6.10, Seite 100 und
Abbildung 7-4, Seite 138). Bei dieser Variante hedhds sich um den einzigen Repressor, der
nicht mehr als Dimer vorliegt. Hier wurden die mdUntereinheiten des urspringlichen
Repressor-Proteins durch Einfiigen eines 27 Aminesaumfassenden Peptids kovalent
miteinander verkniupft. Dadurch erhéht sich das Mualergewicht des Repressors um die
Masse der 27 Aminosauren. Jedoch war die Bindung saletR im Vergleich zu den
anderen Varianten sehr viel starker erh6ht (Binduog 2900 RU statt rund 500 RU der
anderen Varainten), als dies durch die zusatzlidasse der 27 Aminosduren verursacht
werden konnte. Bei Berechnung der molaren Binduergiltnisse von TetR aetO ergab
sich eine Belegung des Operators mit scTetR vorr @bB@ %. scTetR kann also nicht
ausschlie3lich an spezifische Bindungsstellen desr&ors gebunden haben, sondern scheint
sich unspezifisch an der Chipmatrix oder an sidhsseassoziiert zu haben. Interessant in
diesem Zusammenhang ist jedoch, dass auch scTetRikipationsabhéngig mit Tetracyclin
wieder abgeldst werden konnte. Auch hierbei zedggser Repressor ein viel grol3ereRU

als alle anderen TetR-Varianten (siehe Abschniid 4., Seite 101).

Der single chain Repressor wies ein stark von deter@n TetR-Varianten abweichendes
Bindungsverhalten auf. Er zeigt in dem hier entwltdn Assay eine langsamere Assoziation
zum tetO (Abbildung 7-4). Nach einer Injektionsdauer voRO1Sekunden hatte er seine
maximale Bindung an den Operator noch nicht erteibiie anderen Varianten hingegen
erreichten bereits wenige Sekunden nach Beginnnjektion ein Plateau und damit auch
ihre maximal mdgliche Bindung. Die Dissoziation \&@TetR war mit den anderen Varianten

vergleichbar. Es lie sich zwar ein minimal scterelé Abdiffundieren vom Operator nach
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Beendigung der Injektion erkennen, dies ist abdraeheinlich auf die viel hdhere Belegung
mit scTetR zurtickzufthren.
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Abbildung 7-4 Sensorgramme, aufgenommen mit den 5€fR-Varianten (jeweils mit einer Konzentration
von 1 pmol/L) und einer Tetracyclin-Injektion von 200 pg/kg in einem 1:10 mit Puffer verdinnten,
zentrifugierten Honig im Biacore Q°. Die Stelle, an der die Sensorgramme auf gleicheéHe gebracht
wurden, ist mit einem schwarzen Pfeil markiert.

Die Induktion des Repressors durch die Anbindung Tetracyclin ist die zentralen Reaktion
fur den Nachweis von Tetracyclin in dem hier votghten Assay. Beim Vergleich der
unterschiedlichen Repressor-Varianten wurde flrbdielen Proteine mit erhdhter Stabilitat
P184Q und scTetR ein hoherersdBVert bestimmt, was eine schlechteren Nachweis-
empfindlichkeit bedeutet (siehe Abschnitt 6.10.&jt& 101, Tabelle 6-18, Seite 102 bzw.
Tabelle 7-2). Vergleicht man die JBWerte mit den in der Literatur beschriebenen
Induzierbarkeiten der einzelnen TetR-Varianten duretracyclin, so wird nur fur die single
chain-Variante, nicht aber fir TetR P184Q einerggie Induktionskraft angegeben (Tabelle
7-2).
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TetR- Ka [TC-Mg]" * [TetR]  Induktionskraft Literatur IBsg-Wert
Variante [* 10° L/mol] [%6]® [na/kg]
BD 53 65,8 Scholz [68] 265
S135L 33,0 82,4 Scholz [68] 227
V113A 39 - Scholz [172] 464
P184Q - 62 Schubert [174] 1501
scTetR - 35 Kamionka [193] 1526

Tabelle 7-2 Bindungsaffinitdt K, und Induktionskraft von Tetracyclin fur unterschiedliche TetR-
Varianten. In der rechten Spalte sind die in dieserArbeit bestimmten IBsy-Werte als Mal3 fir die
Induzierbarkeit der TetR-Varianten in diesem Assayangegeben.® Die Induktionskraft wurde bestimmit,
indem ein B-Galactosidase-Gen unter die Kontrolle desetO-TetR-Systems gestellt wurde und die nach
Expression bei Anwesenheit eines Tetracyclins bestinte p-Galactosidase-Aktivitdt mit der Aktivitat
eines nicht unter Expressionskontrolle stehenden @s verglichen wurde.

Die Induzierbarkeiten zeigen eine geringere Streitdrls die hier bestimmten JBWerte.
Zwischen der hochsten und der niedrigsten Induar&sit liegt ein Faktor zwei, wohingegen
die bestimmten IB-Werte um mehr als das 5-fache voneinander abweidDees lasst den
Schluss zu, dass die Ablésung von TetR durch ddokbor Tetracyclin in diesem Assay
durch Vorgédnge wie Stofftransport und Diffusion enimalb der Flusszelle und/oder der

Chipmatrix beeinflusst wird.

7.3.7 Kreuzreaktivitaten der Tetracycline

Die in Abschnitt 6.11 (Seite 103) dargestellten lRieaen des Repressors TetR(BD) mit den
einzelnen Tetracyclinen zeigten nur eine relatiingge Abweichung voneinander. So konnte
eine minimale Kreuzreaktivitat fir Oxytetracyclinitm80 % und eine maximale fir
Doxycyclin mit 186 % bestimmt werden. Tabelle 7-Zryleicht die in der Literatur
angegebenen Bindungsaktivitaten fir unterschiedlichetracycline an den Repressor
TetR(BD) Es wird deutlich, dass der Unterschiedl@m Bindungskonstanten zwischen den
einzelnen Tetracyclinen nicht der Grund fur dieessthiedlichen Kreuzreaktivitaten sein
kann. Die Kreuzreaktivitdten in diesem Assay weicmeir wenig voneinander ab (siehe
Tabelle 6-19, Seite 104 und Abbildung 6-24, Seit@h)1wohingegen zwischen den
Bindungskonstanten von Tetracyclin und Doxycychirder Literatur ein Faktor 30 liegt. Die
Bindung von Anhydrotetracyclin zum TetR(BD) ist aogund 200 mal héher als die des
Tetracyclins.
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Tetracyclin Ka [LCl-(I;/glagE/*r;cEEetR] Indulf%g)skraft Literatur
Tetracyclin 5,3 65,8 Scholz [68]
Doxycyclin - 97,5 Scholz [68]
Tetracyclin - 48) Henssler [194]
Doxycyclin 167,0 9¢ Henssler [194]
Anhydrotetracyclin 1196,0 80 Henssler [194]

Tabelle 7-3 Bindungskonstanten von [TC-Md] an TetR(BD) und Induktionskraft unterschiedlicher
Tetracycline aus der Literatur.

% Die Induktionskraft wurde bestimmt, indem ein p-Galactosidase-Gen unter die Kontrolle degetO-TetR-
Systems gestellt wurde und die nach Expression béinwesenheit eines Tetracyclins bestimmte-
Galactosidase-Aktivitat mit der Aktivitdt eines nicht unter Expressionskontrolle stehenden Gens
verglichen wurde.

®) Die Werte wurden aus Abbildung 4 [194] abgelesen.

Die ebenfalls in der Literatur angegebene Induldioaft der einzelnen Tetracycline — also
die Fahigkeit der Tetracycline, TetR durch die veachte Konformationsanderung vom
Operator abzulésen — liegt bei den einzelnen Tetteen weitaus néher beieinander
(Tabelle 7-3). Diese Beobachtung stimmt mit der liélgring tiberein, dass eine Bindung des
Tetracyclins an TetR in dem SPR-Assay aufgrundktiinen Masse des Tetracyclins nicht
detektiert werden kann. Erst die Ablosung des sobmveRepressor-Molekils kann im
Sensorgramm nachvollzogen werden. Der NachweisTégscyclins in dem entwickelten
Assay beruht nur auf der Induktion des Repressarschd das Antibiotikum. Die

Bindungsaffinitat des Tetracyclins zum Repressitisden Assay nebenséchlich.

7.3.8 Nachweis und Quantifizierung von Tetracyclinn Milch und Honig

7.3.8.1 Notwendigkeit der Matrixkalibrierung

Vergleiche von Kalibrierkurven in Puffer oder inrddatrix Rohmilch bzw. Honig zeigten
deutliche Matrixinterferenzen (siehe auch Abbilding, Seite 142). Es wurde deutlich, dass
die Quantifizierung von Matrixproben gegen eine ib@trkurve in Puffer zu geringeren
Tetracyclin-Gehalten fuhren wirde. Daher war fimeegenaue Quantifizierung mit dem
entwickelten Tetracyclin-Assay Aufnahme der Kaldokurve in einer rickstandsfreien

Matrix moglichst gleicher Zusammensetzung notwendig
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Bei Quantifizierungen von Proben (sowohl Milch- @sch Honigproben) mit der selben
Tetracyclin-Konzentration aber unterschiedlicherkdaft gegen eine Matrixkalibrierkurve

wurden unterschiedliche Gehalte festgestellt (siEhigelle 6-22, Seite 121 bzw. Abbildung
6-33, Seite 116). Die individuelle ZusammensetzdegMatrix jeder einzelnen Probe hat den
Assay so stark beeinflusst, dass eine Quantifiagpnur eingeschrankt moéglich war. Fur eine
zuverlassige quantitative Aussage musste die Aefanhg der Proben so modifiziert werden,
dass die Matrixinterferenzen mit der Chipoberflackagtuziert werden. Mdglicherweise ist bei

ausreichender Reduktion auch eine Kalibrierung gé&qéfer-Lésungen moglich.

7.3.8.2 Nachweisvermogen fur Tetracyclin in Rohmilt und Honig

Bei sigmoiden Kalibrierkurven liegt der Bereich,dem am genauesten quantifiziert werden
kann, in der Mitte der Kurve (H3-Wert). Hier zeigt sie den steilsten Verlauf, wasléutet,
dass die geringste Anderung der Tetracyclin-Konagion die groRte Signalanderung
hervorruft. Der hier vorgestellte Screening-Asseyile fir den Nachweis von Tetracyclinen
in Rohmilch einen IB-Wert von rund 300 pug/kg (siehe Abbildung 7-5). G&mnden
Verordnungen (EG) Nr. 281/96 [4] und Nr. 1000/98ig fur alle Tetracycline in Milch ein
MRL von je 100 pg/kg vorgeschrieben. Demnach liggt Bereich, in dem der Assay die
hdchste Genauigkeit fir Quantifizierungen von Tatcéin in Rohmilch zeigt, dreimal héher
als der MRL. Quantifizierungen am oberen oder w@mdende der Kalibrierkurve ergeben
gréRere Ungenauigkeiten. So wurden Milchproben woterschiedlichen Kihen mit einem
dotierten Gehalt von 200 pg/kg mit durchschnittl@h%iger Wiederfindung und Proben mit
50 pg/kg Tetracyclin mit durchschnittlich 136 %ig®viederfindung quantifiziert (siehe
Tabelle 7-4). Dabei zeigte eine Quantifizierung Besben von unterschiedlichen Kiihen tber
eine mit Tank-Milch angefertigte Kalibrierkurve diche Gehalte wie eine Kalibrierung jeder
Probe Uber eine in der selben Milch angefertigtdibiKiarkurve. Hier zeigte sogar die
Kalibrierung mit Tank-Rohmilch eine etwas bessefgetdinstinmung von Ist- und Soll-
Wert.
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Abbildung 7-5 Kalibrierkurven von Tetracyclin in Ho nig, Rohmilch (Tank) und Puffer. Fir jede Matrix
ist der bestimmte IBs-Wert mit gestrichelter Linie markiert. Die Messungen wurden im Biacore Q
durchgefuhrt.

Bestimmung Uber eine Kalibrierkurve mit der jewgsin Kuhmilch
Dotierung Tank Kuh 1 Kuh 2 Kuh 3 Kuh 4 Kuh 5 Duschnitt
50 [ng/kg] 101 126 140 130 186 135 136
200 [pg/ka] 117 91 110 83 86 86 95

Bestimmung Uber eine Kalibrierkurve mit Tank-Milch
Dotierung Tank Kuh 1 Kuh 2 Kuh 3 Kuh 4 Kuh 5 Durchsitt
50 [ng/kg] 101 155 122 131 112 110 122
200 [pg/ka] 117 131 111 91 67 76 99

Tabelle 7-4 Wiederfindungen [%] der mit jeweils 50und 200 pg/kg dotierten Rohmilchproben von 5
Kihen und einer Tank-Rohmilch.

Der Assay kann problemlos zwischen einer Milch 10i® pg/kg Tetracyclin und einer Milch
ohne Tetracyclin unterscheiden. Das Messsignalr eime 100 pg/kg Tetracyclin dotieren
Rohmilchprobe liegt mehr als 200 RU niedriger ads &ignal einer undotierten Rohmilch
(siehe Abbildung 7-5). Auch bei Kalibrierkurven vddohmilchproben unterschiedlicher
Kihe zeigten sich deutliche Signalunterschiede &veis der jeweils undotierten und der mit
100 pg/kg Tetracyclin dotierten Probe (siehe Ahlmigl 6-31, Seite 114). Jede dieser Proben

ware problemlos positiv bestimmt worden.
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Honigproben konnten mit einem J8Wert von etwas mehr als 100 pg/kg sensitiver
vermessen werden als Rohmilchproben. Da zur Bethagdton Bienen, deren Honig in den
Handel gelangt, Tetracycline nicht zugelassen sindss ein Screening-Assay sehr kleine
Mengen an Tetracyclin nachweisen kdnnen.

Fur die industrielle Produktionskontrolle sollte &creening-Test auf Tetracyclin in der Lage
sein, mindestens 10 pg/kg nachzuweisen [183]. DisdBeidungsgrenze (GCwurde mit
dem entwickelten Assay zu 14 pg/kg bestimmt (si@bschnitt 6.13.4, Seite 117). Bei
Betrachtung der Messwerte dotierter Honigprobenb{lllong 7-5) stellt man fest, dass
zwischen rickstandsfreiem und Honig mit 5 pg/kgd®tclin rund 30 RU, zwischen einem
Honig mit 0 und 20 pg/kg Tetracyclin sogar berdi®0 RU liegen. Der Grund fiur die
dennoch relativ hohe Entscheidungsgrenze ist dieuBteite der Messwerte bei Honigen
unterschiedlicher Art und Herkunft. Die Blindweder gemessenen Honigproben variierten
von —37 bis -84 RU (Tabelle 6-21, Seite 119). Deldwargab sich eine Standardabweichung
von 15,9 RU und demzufolge gemal3 der Formel zuedemg der Entscheidungsgrenze ein
recht hoher CGWert.

Bei der Beurteilung von Nachweisgrenzen und Gerkaitigder Quantifizierung dieses
Screening-Assays muss beachtet werden, dass day Asst in der Lage ist, die Epimere
der Tetracycline zu erfassen (siehe Abschnitt 63dife 103). Der MRL von 100 pg/kg
Tetracyclin in Rohmilch beinhaltet sowohl die Musigbstanz als auch das jeweilige 4-
Epimer. Bei der Untersuchung von Proben, deren &&okle von einer Arzneimittel-
behandlung des lebensmittelliefernden Tieres stamimevon der Anwesenheit der Epimere
auszugehen. Uber den Umfang, in dem diese vorljdgam aufgrund der vielen Parameter,
die das Gleichgewicht zwischen Muttersubstanz updnEr beeinflussen, keine Aussage
gemacht werden. Remmers et al. [15] bestimmten 1868 maximale Gleichgewichts-
Konzentration von 55 % des Epimers bei einem pHtWen 3,2. Mit steigendem pH-Wert
nahm der Anteil des Epimers ab. Die Proben firSleR-Assay werden in Puffer mit pH 7,4
verdiinnt, so dass von einer geringeren Epimerisgamate wahrend der Dauer der Analyse
ausgegangen werden kann. Wird von einem ScreemasgyAfir Tetracycline also eine
Entscheidungsgrenze von 10 pg/kg in Honig, odeM#Rl von 100 pg/kg in Milch verlangt,
so sollte — um ein Sicherheitspolster zu habere+ahle Entscheidungsgrenze des Assays um
mind. 30 % niedriger liegen. Dies wirde fur den INaeis von Tetracyclin in Honig eine
erforderliche Verbesserung der Nachweisgrenze um ¢&aktor 2 bedeuten. Die

Nachweisgrenze von Tetracyclin in Rohmilch wurde¢ od. 40 pg/kg bestimmt und liegt
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damit bereits so weit unterhalb des MRL, dass d&&iteiner maximalen Epimerisierung eine
Probe am MRL als positiv bestimmt werden kann.

Dennoch ist die Quantifizierung von Proben mit demr dargestellten Tetracyclin-Assay
problematisch. Abbildung 6-33, Seite 116 und Tabé}22, Seite 121 zeigen Quantifi-
zierungen von Rohmilch- und Honigproben. Dabei teegich eine sehr starke Abhangigkeit
von der Zusammensetzung der jeweiligen Matrix. RO0 pg/kg dotierte Rohmilchproben

wurden mit Gehalten quantifiziert, die zwischen 18gkg (Kuh 4) und 261 pg/kg (Kuh 1)

lagen. Es wird deutlich, dass der Assay fir quativg Aussagen weiterer Entwicklungsarbeit
bedarf.

7.3.8.3 Vergleich mit verodffentlichten Daten

In der Zeitschrift European Food Research and Taolgy wurden 2007 bereits Ergebnisse,
die mit diesem Assay erhalten wurden vertffentl[@®5]. In dieser Verdffentlichung wurden
die in Abbildung 7-6 dargestellten Kalibrierkurvgazeigt. Fur einen besseren Vergleichmit
den Daten in dieser Arbei, wuden die berechneteg-\Warte der Kalibrierkurven in die
Zeichnung mit aufgenommen. Diese weichen von denebbildung 7-5 gezeigten Hg
Werte flr Rohmilch und Honig ab.

Die in [195] gezeigten Kalibrierkurven wurden zaean Zeitpunkt in der Assay-Entwicklung
aufgenommen, in dem erste Messungen mit Matrix-&roburchgefiihrt wurden. Die

Messungen wurden an der Universitat Utrecht mit @&mcore 3008 durchgefiihrt.

Fur die Rohmilch-Messungen wurde eine Tank-Milchn viihen verwendet, die auf
Forschungsfarm der Universitat Utrecht gehaltendenr Fir Messungen, die in Wuppertal
durchgefuhrt wurden, stand diese Milch nicht malr\erfigung und es wurde eine andere
Tank-Milch verwendet. Wie bei den Untersuchungeh Rahmilchproben unterschiedlicher
Kihe festgestellt wurde, weichen dig;dBVerte stark in Abhangigkeit der Zusammensetzung
der einzelnen Proben ab (siehe Tabelle 6-20, SEi®). Hier wurde bereits zwischen
Milchproben von Kihen, die zum gleichen Zeitpun&gplken (Winter) wurden und alle im
gleichen Stall mit dem gleichen Futter gefittertraan ein Unterschied von rund 100 pg/kg
bestimmt. Zwischen der Haltung der Kihe auf desétmungsfarm und denen fir die spater
verwendete Tank-Milch sind Unterschiede zu erwarsendass eine Verschiebung desyB
Wertes von rund 150 pg/kg erklarbar ist. Da sichh destimmte I1By-Wert fir beide

Kalibrierkurven in Puffer-Lésungen nicht verandedt, kann nicht von einer Beeinflussung



Diskussion 145

durch Parameter wie Geréatetyp, Labor, Chargen ees@chips oder ahnlichem ausgegangen

werden.
300
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<
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Abbildung 7-6 Kalibrierkurven von Tetracyclin in Ho nig, Rohmilch (Tank) und Puffer, wie sie im August
2005 mit dem Biacore 3000 gemessen wurden (verdffentlicht in [195]). Firr jed Matrix ist der bestimmte
IB 5;-Wert mit gestrichelter Linie markiert.

Da die Nachweisgrenze fur Tetracyclin in Honig niélgdt gering sein muss, wurde der
Assay nach der Aufnahme der Kalibrierkurven in thteweiter entwickelt. Fir die spater
aufgenommenen Kalibrierkurven (Abbildung 7-5) wudie Probe fir 240 Sekunden anstelle
von 120 Sekunden (Abbildung 7-6) injiziert. Dadurkbnnte die Sensitivitat (H-Wert)
gesteigert werden.
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8 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden verschiedene Assay-Forraates tetracyclinspezifischen Biosensor-
Assays auf der Basis der Oberflachen-Plasmon-Ragon(®&PR) unter Verwendung

bakterieller Rezeptor-Molekuile untersucht.

Das Ribosom, an das Tetracyclin bindet und so cheeibiosynthese in Bakterien behindert,
erschien als geeignetes Rezeptor-Molekil. Versudiese aus grampositiverB4cillus
stearothermophildys bzw. aus gramnegativen Bakterieks¢herichia col zu isolieren
erbrachten jedoch keine zur Bindung von Tetracyidimgen Molekiile.

Daher wurde als biomolekularer Erkennungspartneffé&acyclin-Repressor TetR verwen-
det, einem Protein, das bei tetracyclinresistemakterien die Expression des eigentlichen
Resistenzgens steuert. Bei Abwesenheit von Tetliacygitzt der Repressor vor dem
Resistenzgen auf einem kurzen DNA-Abschnitt — deatraCyclin-OperatortetO — und
blockiert so die Genexpression. Dringt das Antikionh in die Zelle ein, bindet es an den
Repressor, der sich aufgrund einer tetracyclinireitem Konformationsdnderung vom
Operator ablost und so das Gen zur Expressioniteibetracyclin-Repressor und —Operator
bilden zusammen ein wirksames Instrument zum Naishwen Tetracyclin-Rickstanden in

Lebensmitteln mittels Biosensor-Technologie.

Mit TetR undtetO lieRen sich mehrere Assay-Formate entwickeln.ehtiindirektes Format
muss zunachst ein Tetracyclin-Derivat an die Chaptiiche gebunden werden. Der Probe
wird vor der SPR-Analyse TetR zugesetzt, und initpae®m Proben konkurrieren das freie
Tetracyclin und das chipgebundene Tetracyclin um Bindungsstellen am TetR. Dieses
Format konnte nicht getestet werden, da VersucheDarivatisierung von Tetracyclin an der
Amidfunktion nicht zu stabilen Produkten flhrten.

Deshalb wurde zunachst ein direktes Assay-Formarsuncht, bei dem das Repressor-Protein
auf dem Sensorchip immobilisiert und die Anbindwagn Tetracyclin aus einer injizierten
Standard-Losung massenabhangig detektiert wurdeseBiVerfahren stellte sich jedoch als
zu unempfindlich fir die Rickstandsanalytik herads, Tetracyclin mit einem Molekular-
gewicht von 444 g/mol keine ausreichende Masseménde auf der Chipoberflache
verursachte. Deshalb wurden zwei weitere Assay-Bt@nuntersucht, bei denen der
Repressor mit einer molaren Masse von 46.600 g/mol Signalverstarkung verwendet

wurde. Fur beide Formate wurde der Tetracyclin-@er als biomolekularer Bindungs-
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partner fir den Repressor permanent auf dem Chipoliisiert. Fir eine Assay-Variante

wurden Tetracyclin-Standard-Lésungen mit dem Rejareiskubiert, bevor sie mit dem SPR-
Biosensor analysiert wurde. Wahrend der Inkubatimmte der Repressor die in der Losung
enthaltenen Tetracycline binden und wurde dadumctzweiten Schritt an der Bindung auf
den chipgebundenen Operator gehindert. Das SPRaSigerhielt sich umgekehrt

proportional der Tetracyclin-Konzentration in debsung. Fir die letzte Assay-Variante
wurde der Operator auf dem Sensorchip zunédchsRaptessor belegt. Anschliel3end wurde
die tetracyclinhaltige Standard-L6sung injiziermdues kam aufgrund der Bindung des
Tetracyclins an den Repressor zu dessen Ablésualgeilverhielt sich das Messsignal direkt
proportional zur Tetracyclin-Konzentration im Stardl Beide indirekten Assay-Formate
zeigten eine deutlich gesteigerte Sensitivitat iergleich zum direkten Format. Aufgrund der
hochsten Sensitivitdt wurde das letzte Verfahrem #&inen tetracyclinspezifischen

Rucktandsnachweis weiter entwickelt.

Die durch eine Tetracyclin-Injektion erhaltene Silgmensitat zeigte eine starke

Abhangigkeit von der Immobilisierungshdhe des Ojmesaauf der Chipoberflache. Durch

eine Anderung dieses Parameters konnte jedoch Klieigerung der Nachweisempfind-

lichkeit festgestellt werden. Der Assay zeigte Bigisatz hOher konzentrierter TetR-Losungen
eine leicht verringerte Sensitivitat, so dass neitRFKonzentrationen von 1 umol/L gearbeitet
werden konnte. So wurde auch nur wenig von dent kisinmerziell zuganglichen Reagenz
verbraucht. Durch das fir jeden Cyclus frisch iejite TetR wurde der molekulare

Erkennungspartner des Analyten nicht durch z.B. Regeneration beeinflusst und zeigte
immer eine gleich bleibende Bindungsaktivitat.

Zur Optimierung des Tetracyclin-Assays wurden (stieiedliche Operator-Varianten
genutzt, die sich in der Anzahl der Biotin-Molekilend der Anzahl der zu einem
Doppelstrang zusammengelagerten Basen unterschie@®sn konnten nur geringe
Auswirkungen detetO-Varianten auf das Testsystem beobachtet werdae.\Earianten mit

einem Biotin, bei der 18 der 46 Basen als Doppatsfrvorlagen, zeigte die hochste TetR-

Bindung und wurde daher fir den Assay ausgewabhit.

Es standen 5 Repressor-Varianten zur Optimierusgddsays zur Verfigung, wobei zwei im
Vergleich zum TetR(BD) eine gesteigerte Stabil@éiwiesen (P184Q und scTetR) und zwei

weitere verbesserte Bindungseigenschaften zu dersghiedlichen Tetracyclinen zeigten
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(S135L und V113A). Bei der Beurteilung der TetR-daten wurde neben der Sensitivitat
des Assays auch die Kreuzreaktivitat zwischen din Taerarzneimittel zugelassenen
Tetracyclinen Oxytetracyclin, Chlortetracyclin, fatyclin und Doxycyclin betrachtet. Da der
Assay nicht zwischen den einzelnen Tetracyclinetergsnheiden kann, ist eine moglichst
einheitliche Kreuzraktivitat des Repressors bezralletracyclinen von Vorteil. Die beiden
Varianten mit erhdhter Stabilitat zeigten eine Helutschlechtere Sensitivitat als alle anderen
TetR-Varianten, so dass sie fur die EntwicklungesiRickstandsnachweises nicht geeignet
waren. Der Repressor V113A zeigte eine weitgehanbedliche Kreuzreaktivitdt zu den
Tetracyclinen, jedoch war die Sensitivitdt der Rspgoren TetR(BD) und S135L besser.
Diese Varianten waren hinsichtlich Sensitivitat ukceuzreaktivitat vergleichbar. Fir die
weitere Entwicklung des Biosensors wurde mit deridfde TetR(BD) gearbeitet. Flur diese
riefen Doxycyclin, Chlortetracyclin und Anhydrotatryclin unter den getesteten Tetra-
cyclinen die starkste Signalantwort hervor. Dieplriere der Tetracycline konnten hingegen

nur schlecht detektiert werden.

Der Assay zeigt eine hohe Selektivitat auf Tetrlingc Keines der 9 Antibiotika aus 5
anderen Antibiotika-Klassen zeigte eine Signalantwalie sich von der von reinen

Pufferldsungen unterschied.

Tetracycline sind fur die Behalndlung von Honigleeninnerhalb der Europaischen Union
nicht zugelassen. In vielen DrittlAndern hingegaums denen Honig importiert wird, dirfen
Tetracycline bei der Herstellung von Honig eingeseterden. Eine Kontrolle vor allem
importierter, aber auch heimischer Honige in seringen Konzentrationsbereichen ist daher
notig. Die Applikation des Assays auf die Matrix miigp konnte problemlos durchgefuhrt
werden. Der Honig konnte nach Verdinnung mit Prph#er und anschlielender
Zentrifugation bereits zur Analyse eingesetzt werdallerdings zeigte sich eine starke
Varianz des Messsignals von Blindproben 20 untéddbher Honige, so dass eine
Nachweisgrenze von 14 ug/kg Tetracyclin bestimmtdeuDiese reicht zur Kontrolle eines

nicht zugelassenen Antibiotikums jedoch nicht aus.

Die Matrixinterferenzen in dem beschriebenen Askay Rohmilchproben konnten durch
Entfettung, Verdinnung und Erhitzung der Proberbfiinuten auf 95 °C reduziert werden.
Die Nachweisgrenze fur Tetracyclin in Rohmilch lagt 41 pg/kg hoéher als bei Honig,
jedoch noch unterhalb der Hochstmenge von 100 fgikgetracycline in Milch.
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Dennoch zeigten Quantifizierungen von Tetracycbwashl in Rohmilch als auch in Honig
starke Schwankungen in Abhangigkeit der Zusammeuasgtder jeweiligen Matrix. Ohne
eine weitere Verringerung der Matrixinterferenzeneine Quantifizierung nur eingeschrankt
maoglich. Somit zeigt der Assay fur den Nachweis Vetracyclinen noch keine ausreichende
Robustheit.

Fur die Analytik von Tetracyclinen in Lebensmittedristieren viele kommerziell erhaltliche
Screening-Tests, die zumeist sehr einfach in dedHAabung sind. Diese Testverfahren sind
jedoch mit Ausnahme des Tetracyclin-ELISA durch Aiezahl der parallel analysierbaren
Proben limitiert. Die SPR-Biosensor-Technologie netg sich aufgrund der hohen
Automatisierbarkeit der Analytik hervorragend fiie @ewaltigung grofRer Probenzahlen. Mit
dem hier vorgestellten Assay ist die Analytik vamd 100 Proben pro Tag moéglich. Damit
wurde mit dem in dieser Arbeit vorgestellten SPRg®nsor der Grundstein fur einen

Screening-Assay auf Tetracyclin-Ruckstande in Lebetteln gelegt.
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9 Ausblick

Mit dieser Arbeit wurde der Grundstein zur Entwigkd eines Biosensorverfahrens auf der
Basis der Oberflachen-Plasmon-Resonanz zum ScreaaninTetracyclin-Ruckstande fur den
kommerziellen Markt geschaffen. Dieser Assay etlaziben hoher Probendurchsatz (rund

100 Proben pro Tag) mit nur geringer Probenvorhangi

Der Assay ist in der Lage, Tetracycline bis debtlianterhalb der Hochstmengen-
konzentration in Rohmilchproben nachzuweisen. Adth Honigproben lasst er sich
verwenden. Allerdings sollte, da fir die Herstejumon Honig die Verwendung von
Tetracyclinen europaweit nicht zugelassen ist, Semsitivitat des Testsystems gesteigert
werden. Prinzipiell bestehen zur Steigerung der hMatsempfindlichkeit mehrere
Maoglichkeiten. So fuhrt beispielsweise die Verlangg der Injektionsdauer der Probe zu
einer Verlangerung der Kontaktzeit mit dem auf @éipoberflache befindlichen Repressor,
der somit in starkerem Malle abgelost werden karm.k&wnen auch mit geringen
Tetracyclin-Konzentrationen messbard RU-Werte erreicht werden. Eine weitere
Moglichkeit besteht in Anderung der Verdiinnung #sig vor der Messung. Durch eine
starkere Verdiinnung wirde auch die Matrix des Howrigrdinnt, was dazu fluhren konnte,
dass sich die einzelnen Honige in ihren Blindweri@it mehr so stark unterscheiden. Dies
kénnte dazu fuhren, dass geringere Tetracyclin-Kotrationen bereits als positiv erkannt
werden. Aber auch eine geringere Probenverdinnammt& die Sensitivitat erhdhen, da
hierdurch mehr Analyt auf die Chipoberflache getartgventuell ist eine Erhéhung der
Flussgeschwindigkeit bei der Probeninjektion vont¥ih Hierbei konnten die unspezifischen
Wechselwirkungen der Matrix mit der Chipoberflacstérker unterdrickt werden, als die
spezifische Wechselwirkung zwischen Tetracyclin UetR. Zudem sollte geprift werden,
ob durch eine Erh6hung der Flussgeschwindigkeitadiie Rand der Flusszelle vorhandene
langsam bis gar nicht flieRende Schicht verkleimeztden kann. Dadurch kdnnte eine nicht
durch Diffusion limitierte Bindung von Tetracyclan den chipgebundenen Repressor erreicht
werden, was eine schnellere Ablosung von TetR uranitd evtl. eine verkirzte

Analysendauer ermdglichen kénnte.

Fur den Nachweis von Tetracyclin in Rohmilch wuedee Nachweisgrenze rund 30 pg/kg
abgeschétzt, indem die dreifache StandardabweichomgMittelwert der Blindwerte von 5

Proben unterschiedlicher Kihe und einer Tank-Ratimibestimmt wurde. GemaR der
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Entscheidung der Kommission 2002/657/EG [76] mugserfir mindestens 20 unterschied-

liche Proben untersucht werden.

Zur Reduktion der Matrixinterferenzen wéare es ie¢sant zu wissen, welche Matrixbestand-
teile die Interferenzen verursachen. Danach komme gezielte Probenaufarbeitung zur
Reduktion dieser Bestandteile entwickelt werdenziD6nnten Untersuchungen mit selbst

hergestellten, den echten Lebensmitteln nachemphermdMatrizes dienen.

Fur den kommerziellen Vertrieb eines Tetracyclirs@ys ist die Applikation auf weitere
Lebensmittelmatrizes sicherlich von Bedeutung. Datteder Nachweis von Tetracyclin in
Leber, Niere oder Muskelfleisch von Schwein unddRsicherlich von besonderem Interesse.
Aber auch die Untersuchung von Gefligel und damithaEiern ist im Bereich der

Tetracyclin-Ruckstandskontrolle nicht unerheblich.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Nachweis Vetracyclin mit Sensorchips, die
aulRerhalb des SPR-Gerates gelagert wurden, nureioghschrankt moéglich ist. Die besten
Ergebnisse wurden mit Chips erzielt, die nach demobilisierung mittetO im Gerat
verblieben. In Laboratorien, die Rickstandsnachevdisgrchfiihren, missen die Sensorchips
voraussichtlich ausgebaut Uber einen langeren atmitr vergleichbare Ergebnisse liefern
kénnen. Dazu muss die Lagerstabilitat der Sensmscarhoht werden. Dies kdnnte durch

Variation der Lagerbedingungen (z.B. Temperatugdrang in Puffer) erfolgen.
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10 Material und Methoden

10.1 Isolierung von Ribosomen

Materialien und Geréte
Brutschrank (Memmert GmbH & CoKG, Schwabach)
French-Press (American Instrument Company, Silypeing, Maryland, USA)

Grof3volumige Zentrifuge, (Beckman Coulter CH-221t Rotor JA-10, Beckman Coulter
GmbH, Krefeld)

Schikanekolben (Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe)

Ultrazentrifuge (L7-55 mit Rotor Ti 70, Beckman Qieu GmbH, Krefeld)

Reagenzien
NH,4CI, wasserfrei (Merck KGaA, Darmstadt)

DNase, RNase-frei (Fluka, Seelze)

Glucose, wasserfrei (Carl Roth GmbH & CoKG, Kars)

Hefeextrakt (Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe)

K HPQO,, wasserfrefFluka, Seelze)

KCI (Merck KGaA, Darmstadt)

KH,PO,, wasserfrei (Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe)

MgCl, * 6 H,O (Merck KGaA, Darmstadt)

NaHPO,, wasserfrefCarl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe)

NacCl (Fluka, Seelze)

Saccharose, wasserfrei (Sigma-Aldrich Chemie GmbEoXG, Karlsruhe)
Tris-HCI, RNase-frei (Sigma-Aldrich Chemie GmbH &KG, Karlsruhe)
Trypton (Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe)

Bakterienstdmme
Zur lIsolierung der Ribosome wurddBacillus Stearothermophilu¢gATCC 15952, LGC
Promochem GmbH, Wesel) unscherichia coliDH5a (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

verwendet.
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Extraktionspuffer

50 mmol/L Tris-HCI

10 mmol/L MgC} * 6 H,O

10 mmol/L NH,CI, wasserfrei
100 mmol/L KCI

250 mmol/L Saccharose

pH 7,4

Medium zur Anzucht voik. coli

2 % Trypton

1 % Hefeextrakt

2 % NaCl

50 mmol/L NaHPQ,, wasserfrei
1 % Glucose, wasserfrei

pH 7,5

Medium zur Anzucht voiB. stearothermophilus
1 % Pepton

0,6 % Fleischextrakt

50 mg/L MnSQ x H,0O

100 mg/l CaGix 2 H,0O

500 mg/L MgSQx 7 HO

pH 7,0

Die Nahrmedien wurden 16 Minuten bei 121 °C autakld. Die Glucose-Losung wurde

separat autoklaviert und anschlieend dem Mediugasaizt.

Stammbhaltung

Zur Stammbhaltung vorB. stearothermophilusvurde eine Sporensuspension in sterilem

Wasser verwendet. Zur Herstellung dieser Sporeesisggn wurden 10 ml Medium mig.

stearothermophilusangeimpft und 3 Tage bei 60 °C inkubiert, um dr@nbildung zu

fordern. Die Sporen wurden sedimentiert (6400 gni) RT) und 2 Mal mit sterilem Wasser

gewaschen. AnschlieRend wurden sie in insgesamtl4erilem Wasser resuspendiert und

bei 4 °C in je 10 ml Aliquots gelagert.
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Die Lagerung vork. coli erfolgte auf Agarplatten bei 4 °C, wobei der KaimAbstand von
14 Tagen auf frische Platten tberimpft wurde. Ndem Uberimpfen wurde die Platte tiber
Nacht bei 37°C bebritet, bevor sie wieder bei 4gé&gert wurde.

Anzucht der Zellen

Die Anzucht des BakteriunmB. stearothermophilusrfolgte aus der Sporensuspension. Dazu
wurde 1 ml der Suspension fir 10 Minuten im Wasagrduf 100 °C erhitzt, um die Sporen
zu aktivieren und eventuelle vegetative Keime afitemt. Ca. 50 pl der reaktivierten Sporen-
suspension wurden in 10 ml Medium gegeben und Naeht bei 60 °C und 200 rpm im
Schuttelwasserbad in einem 100 ml Schikanekolbleubiert. Die Ubernachtkultur wurde im
Verhaltnis 1:30 mit frischem Medium verdinnt zupliesrung der Ribosome bei 60 °C

inkubiert. Die Ernte der Zellen erfolgte bei eil@Dgoo von 1,0.

Fur die Isolierung der Ribosome aks coli wurden 10 ml Medium mit einer Kolonie von
einer Agarplatte angeimpft und bei 37 °C im Brutsck auf einem Rundschuttler bei
200 rpm fur 4 Stunden inkubiert. Diese Kultur wurte Verhaltnis 1:50 mit frischem
Medium verdinnt und Uber Nacht inkubiert. Diese deuerneut im Verhaltnis 1:30 mit

frischem Medium verdiinnt und bis zu einer gy¥on 4 in Schikanekolben angezogen.

Isolierung der Ribosome

Die Isolierung der Ribosome aus den beiden Bakisté&nmen wurde in Anlehnung an
Madjar [162] und Doucet-Populaire et al. [163] dwgefihrt.

Die Ernte der Zellen erfolgte nach zweimaligem Wascmit kaltem (4 °C) Extraktions-
puffer durch Sedimentation (10 min, 11.000 g, 4. \ch Resuspension der Zellen in 20 ml
kaltem Extraktionspuffer wurden wenige MilligramniNRse-freie DNase zugegeben und die
Zellen durch zweimalige Passage durch eine Frenessei 18.000 psi (entspricht 1240 bar)
aufgeschlossen. Der Rohextrakt wurde noch 30 Mimatgf Eis inkubiert, um der DNase
genugend Zeit zum Verdau der vorhandenen DNA zwemelBnschlielend erfolgte die
Abtrennung grober Zellbestandteile durch Zentrifigra (30.000 g, 20 min, 4 °C). Der
Uberstand mit den Ribosomen wurde nun einer Ultraifagation (100.000 g, 60 min, 4 °C)
unterworfen. Dadurch konnten die Ribosome sediraantierden. Zur weiteren Aufreinigung
wurden diese in 1ml kaltem Extraktionspuffer aufg@men, vorsichtig auf ein Bett aus
20 ml Saccharose (1 mol/L in Extraktionspuffer) gaifagen und erneut zentrifugiert

(100.000 g, uber Nacht, 4 °C). Das Ribosomenpelletde vorsichtig gewaschen, indem
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zweimal ca. 1,5 ml kaltes Wasser Uber das Pellgielygn wurde, ohne dies jedoch
aufzubrechen. Zur Quantifizierung und Lagerung wuarddie Ribosome in kaltem
Extraktionspuffer aufgenommen und bei —80 °C getage

Die Bestimmung der Ribosomen-Konzentration erfofgtetometrisch bei einer Wellenlange

von 260 nm gemal der Berechungsformel [162]

A
c[mg/ml] = % [1]

10.2 Bestimmung der Bindung von Tetracyclin an Ribsome

Materialien und Gerate

Kapillarelektrophorese-Gerat: Beckmann Coulter FEAIDQ Molecular Characterisation
System mit DAD (280 nm)

Centripreff YM-50 MW (Millipore GmbH, Schwalbach)

Mikrotiterplatten-Reader (Model 680, Bio-rad Labmrges GmbH, Minchen)

Ridascreefi Tetracyclin-ELISA-Testkit (Art. Nr. R3501, r-biogphm, Darmstadt)

Ultrazentrifuge (L7-55 mit Rotor Ti 60, Beckman Qeu GmbH, Krefeld)

Reagenzien
Acetonitril, HPLC grade (Fisher Scientific GmbH,IBeerte)

KCI (Merck KGaA, Darmstadt)

KH,PO,, wasserfrei (Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe)

MgCl * 6 H,O (Merck KGaA, Darmstadt)

NaHPO,, wasserfrei (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & CoKG, lsanhe)
NaCl (Fluka, Seelze)

Oxalsaure * 2 HO (Fluka, Taufkirchen)

Tetracyclin-HCI (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & CoK&arlsruhe)
Tris-HCI (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & CoKG, Karldre)

Tween 20 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & CoKG, Karlse)
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Waschpuffer fir den ELISA (gemalR Kit-Vorschrift)
2,53 g/L NaHPQ,, wasserfrei

0,54 g/L KHPQ,, wasserfrel

9,00 g/L NaCl

0,1 % Tween 20

wurde ohne pH-Korrektur verwendet

Puffer fur die Kapillarelektrophorese
10 mmol/L Tris-HCI

5 mmol/L MgCl * 6 HO

50 mmol/L KCI

pH 7,4

Bedingungen der HPLC

Trennsaule RP-8, LiChroCart 250-3, 25 mm, MerckaldGKarlsruhe
FlieBmittel 0,01 mol/L Oxalsaure / Acetonitril (25, v/v), isokratisch
Fluss 0,35 ml/min

Online-Aufreinigung Chelating Sepharose-Saule (Waa 4 ml) mit Kupferkomplexierung,
GE Healthcare Europe GmbH, Miunchen, Elution durbi &

Online-Anreicherung Polymerphase PLRP-S 130 50-70 pm der Firma Polymer
Laboratories GmbH, Darmstadt

Detektor UV-VIS, 360 nm

Standard-Losungen Tetracyclin in 0,01 mol/L Oxaiteg60, 100, 200 und 400 pug/L)

10.2.1 ELISA mit Kompetition zwischen Ribosom undPrimar-Antikdrper

Die Bindung von Tetracyclin an die isolierten Riboge wurde mit einem Tetracyclin-

ELISA-Kit der Firma r-biophari, Darmstadt getestet. Als Positiv-Kontrolle dienten
Standard 2 (0,05 pg/L Tetracyclin) und Standard@(Q pg/L Tetracyclin) aus dem Testkit.
Puffer ohne Tetracyclin (Standard 1) wurde zur HEionig der maximalen Extinktion

eingesetzt. Um die Bindung der isoliertén colrRibosome an das an der Mikrotiterplatte
gebundene Tetracyclin zu testen, wurden diese inz&wotrationen von 1 bis 10.000 pg/L
(verdiinnt im Probenpuffer des Testkits) hergestBliese Losungen wurden ohne weiteren

Tetracyclin-Zusatz verwendet. Die Inkubation mib&omen- bzw. Primarantikérper-Losung
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wurde entgegen den Angaben des Herstellers auf @nd&h erhéht, um eine
Gleichgewichtseinstellung zwischen einer eventuel®ndung der Ribosome und der
Bindung des Primarantikorpers zu gewahrleistere Atideren Arbeitsschritte wurden gemaf
den Angaben der Kit-Beschreibung durchgefiihrt, assdsich ein Arbeitsablauf wie folgt
ergab:

1. 50 pl der Standard-Losungen oder der Ribosondsuoiigen in die jeweilige

Kavitat pipettieren

2. 50 pl der Primarantikorper-Losung in jede Kavj#pettieren und vorsichtig
mischen.
2 Stunden bei Raumtemperatur inkubieren
Platte ausschlagen und dreimal mit Waschpuféechen
100 pl Sekundarantikorper in jede Kavitat pipedn
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

Platte ausschlagen und dreimal mit Waschpuféechen

© N o g kW

je 50 pl der Chromogen- und der Substrat-Losnrjgde Kavitat pipettieren
und vorsichtig mischen

9. 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkcdxe

10. 100 pl der Stopplésung in jede Kavitat pipestreund bei 450 nm gegen Luft

messen

10.2.2 Affinitats-Kapillarelektrophorese

Die Bindung des Tetracyclins an ein Ribosom wurberidie Differenz der Migrationszeit
des reinen Tetracyclins zur Migrationszeit des datclins in Kompelx mit Ribosom
bestimmt. Es wurden sowohl Ribosome aHs coli als auch Ribosome au8.
stearothermophilusuntersucht. Dazu wurden die Ribosome in den in [M&ab&0-1
angegebenen Konzentrationen mit dem Elektrophoudfsepvorgelegt. Das Tetracyclin
wurde mittels des automatischen Probengebers tie fessung injiziert. Die Detektion

erfolgte bei 280 nm.
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Ribosome E. coli / B. Tetracyclin-Gehalt Tetracyclin-Gehalt
stearothermophilys [Lmol/L] [Lmol/L]
[umol/L] (E. coli (B. stearothermophilys
0,0
18,5
450 45
37,0
74,0

Tabelle 10-1 Eingesetzte Mengen Tetracyclin und Ridsomen bei der Affinitats-Kapillarelektrophorese

Die Migrationszeiten wurden jeweils in einer Dreti@estimmung ermittelt.

10.2.3 Gleichgewichtsanalysen

Die Ribosome wurden mit Tetracyclin in molaren \é@thissen von 1:10 bis 10:1 in
Extraktionspuffer (siehe Abschnitt 10.1, Seite 1§2mischt und bei 37 °C inkubiert. Die
Bindungsaktivitat der Ribosome wurde in Anlehnund2egand et al. [158] nach Abtrennung
der gebildeten [TC*Rib]-Komplexe als Konzentratides nicht gebundenen Tetracyclins
bestimmt. Die Trennung zwischen gebundenem und gelbundenem Tetracyclin wurde auf
zwei Wegen erreicht. Zum einen wurde eine Zentafionsfiltereinheit mit einer
Ausschlussgrenze von 50 kDa verwendet, die die ®ifm@ und mit ihnen das gebundene
Tetracyclin zurtckhielt, wohingegen das freie Teydin durch die Membran gelangen
konnte. Als Alternative zu dieser Methode wurdee @ibosome in einem 2-stiindigen
Ultrazentrifugationsschritt (100.000 g, 4 °C) sedirniert und in der Uberstehenden Lésung
die freien Tetracycline quantifiziert.

Die Quantifizierung des freien Tetracyclins erfelgt beiden Fallen mittels HPLC.

10.3 Herstellung eines Tetracyclin-Derivates

Materialien und Gerate
HPTLC-Platte Kieselgel 60 auf Glas (Merck KGaA, Datadt)
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Reagenzien
12-N-Methylamino-Laurinsaure (Fluka, Seelze)

Dichlormethan (Fisher Scientific GmbH, Schwerte)

Essigsaure (Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe)

Dinatriumethylendiamintetraessigsaure * ZHNaEDTA) (Carl Roth GmbH & CoKG,
Karlsruhe)

Formaldehyd (Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe)

Methanol (Acros Organics, Geel, Belgien)

n-Butanol (Merck KGaA, Darmstadt)

Ninhydrin (Fluka, Seelze)

Pyrrolidin (Fluka, Seelze)

Salzsaure, 37 %ig (Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsfuhe

t-Butanol (Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn)

Tetracyclin-Base (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & CoKKarisruhe)

Es wurde geprift, ob sich Uber die beiden nachfalga Vorschriften Tetracyclin an der
Amidfunktion mit Methylamino-Laurinsaure so umset4ésst, dass deren Carboxylfunktion

fur eine anschliel3ende Immobilisierung zur Verfligsteht.

Bernadelli et al. [170]:
0,5 g Tetracyclin-Base wurden in 20 ml Methanobgelnd mit 0,2 g Formaldehyd (37 %ig)
versetzt. Anschlieend wurden 0,25 g 12-N-Methytarrliaurinsdure in 6 ml Methanol

gel6st und unter Ruhren zur Tetracyclin-Losungagdtr Die Mischung wurde fur 2 Stunden
bei Raumtemperatur im Dunkeln gertihrt und anschhdunter Vakuum abfiltriert. Nach

Waschen mit wenig Methanol und Diethylether wurde Brodukt im Exsikkator getrocknet.

Pezeshk et al. [169]:
0,6 g Tetracyclin wurden in 50 ml t-Butanol geldastd mit 0,5 g 12-N-Methylamino-

Laurinsédure und 0,2 g Formaldehyd (37 %ig) vers&er pH-Wert der Losung wurde mit
1 mol/L HCI auf 5,7 eingestellt. Die Mischung wur®® Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt und anschlieRend fur 15 Minuten unter Riiskf zum Sieden erhitzt. Anschlie3end
wurde die LOsung sofort in einem Eisbad auf 15 tQekihlt. Die entstandenen Kristalle

wurden unter Vakuum abfiltriert, mit t-Butanol geseden und im Exsikkator getrocknet.
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10.3.1 Bedingungen der Dunnschichtchromatographie

Fur die dunnschichtchromatographische Reaktions&l@t der Derivatisierung von

Tetracyclin wurden folgende Bedingungen gewahlt:

Stationare Phase: HPTLC-Platte Kieselgel 60 aas@Werck KGaA, Darmstadt
Die Platte wurde vor der Verwendung fiir 15 Mewtn gesattigter
EDTA-L6sung konditioniert und nach dem Trocknen &0 °C fur
2 Stunden aktiviert und im Exsikkator auf RT abdaki

Mobile Phase: Dichlormethan / Methanol / 5 % EDinAVasser (50 / 30 / 30, v/viv),

verwendet wurde die untere Phase; Kammerséattigung

Detektion: 1. Betrachtung unter UV-Licht bei 36
2. Detektion der Methylamino-Laurinsdure in eifteelkammer
3. Detektion durch Tauchen in 0,2 g Ninhydrin trl n-Butanol und
5 ml 10 %ige Essigsaure und Entwicklung bei 105fiiCwenige

Minuten

10.4 Isolierung und Reinigung der Repressor-Protem TetR(BD) und
TetR(BD)S135L

Materialien und Geréte
Gelfiltrationsanlage (Akta FPLC mit Kontrolleinh&#PC-900 und Pumpe P-920, Trennsaule:
High Load superdex G75, alles Amersham Bioscierfeesburg)

Grof3volumige Zentrifuge, (Beckman Coulter CH-22+1t Rotor JA-10, Beckman Coulter
GmbH, Krefeld)

HPLC-Anlage fir die lonenaustauschchromatographiBioGAD Vision, Biacore
International AB, Uppsala / Schweden)

Kationenaustauschersaule, Volumen 120 ml, gefitt Poro$ 20 HS-M (Merck KGaA,
Darmstadt)

Peristaltikpumpe (Minipuls 2, Gilson Inc, Middletow!, USA)

Saulenmaterial fur Gelfiltration (High Load Supexde75, Amersham Biosciences, Freiburg)

Ultraschall Zellhomogenisator (Labsonic U, Braurel8tingen)

Ultrazentrifuge (L7-55 mit Rotor Ti 60, Beckman Qieu GmbH, Krefeld)
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Zentrifugationsfiltereinheiten, MWCO 30 kDa (Micegs 30K Omega, Pall Life Sciences,
Dreieich)

Zentrifuge (Heraeus Biofuge Primo R, Thermo Elekt@prporation, Langenselbold)

Reagenzien
Ammoniumperoxodisulfat (APS) (Sigma-Aldrich Cher@enbH & CoKG, Karlsruhe)

(NH4)2SO,, wasserfrei (Merck KGaA, Darmstadt)

Ampicillin-Natriumsalz (Fluka, Seelze)

Anhydrotetracyclin-HCI (Acros Organics, Geel, Belg)

Bromphenolblau-Natrium (Serva Electrophoresis Gmigidelberg)

NaHPQy, wasserfrei (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & CoKG, Isanhe)

Glycerin (Fluka, Seelze)

Glycin (Fluka, Seelze)

Hefeextrakt (Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe)

Isopropylgalactopyranosid (IPTG) (Sigma-Aldrich @Ghie GmbH & CoKG, Karlsruhe)
NaCl (Fluka, Seelze)

NaH,PO,, wasserfrei (Merck KGaA, Darmstadt)

Natriumdodecylsulfat (SDS) (Carl Roth GmbH & CoKKarisruhe)

PhastGel Blue R Tabletten (Sigma-Aldrich Chemie GBIni8bCoKG, Karlsruhe)
Protein-Marker (peqGOLD, pegLab, Erlangen)

Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich Ghie GmbH & CoKG, Karlsruhe)
Tris-Borséaure (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & CoKG,risauhe)

Tris-HCI (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & CoKG, Karldre)

Trypton (Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe)

B-Mercaptoethanol (Serva Electrophoresis GmbH, Heétg)

Medium zur Anzucht voik. coliBR 791
1 % Trypton

0,5 % Hefeextrakt

1 % NacCl

100 mg/L Ampicillin

pH 7,0

Sterilfiltriertes Ampicillin wurde nach dem Autokieeren (20 Minuten bei 120 °C) des

Mediums in einer Konzentration von 100 pg/ml zugese
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Auftragungspuffer

140 mmol/L Tris-HCI, pH 7,0
16 % (v/v)pB-Mercaptoethanol
4 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
30 % (w/v) Glycerin

Elektrophoresepuffer
500 mmol/L Tris
1,92 mol/L Glycin

1 % (w/v) SDS

Lagerungspuffer fiir die isolierten Proteine

16,7 mmol/L Tris
333,3 mmol/L NaCl
86 % Glycerin

pH 8,0

Sammelgel (10 %ig)

40 % Acrylamid/Bisacrylamid (19:1)
1 mol/L Tris-HCI, pH 8,8

1 mol/L Tris-Borsaure, pH 8,8

bidest. Wasser

2 % SDS

10 % APS (frisch)
TEMED

Trenngel (10 %ig)

40 % Acrylamid/Bisacrylamid (19:1)
1 mol/L Tris-HCI, pH 6,8

bidest. Wasser

2 % SDS

10 % APS (frisch)

TEMED

3,7ml
1,3ml

1,5 ml

7,4 ml
800 pl
400 pl
5 ul

750 pl
650 pl

5,35 ml
375 ul
375 pl
9 ul
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Proteinfarbelésung (Coomassie-Farbung)
1 Tablette PhastGel Blue R in 80 ml bidest. Wakissm mit
120 ml Methanol und

100 ml Essigséaure (20 %ig) versetzen.

Fur die nachfolgend beschriebene Isolierung undiBeng der Repressor-Proteine TetR(BD)

und TetR(BD)S135L waren folgende Schritte notig:

1. Transformation des TetR-codierenden Plasmid<.incoli RB 791 (Plasmid und
Bakterium wurden mir freundlicherweise von HerrnofPrDr. Wolfgang Hillen,
Universitat Erlangen-Nurnberg zur Verfigung gestell
Anzucht des Bakteriums und Expression des Protei

3. Isolierung und Aufreinigung des jeweiligen Regs@s durch eine kombinierte
lonenaustausch- und GelfiltrationschromatographieAnlehnung an die von Ettner
et al. beschriebene Methode [196]. Zwischen deddmechromatographischen Schritten
wurde das Probenvolumen durch eine AmmoniumsuHatpitation verringert. Die
Aufreinigung wurde Uber SDS-PAGE verfolgt.

4. Photometrische Quantifizierung des isoliertentétns

Fluorimetrische Aktivitdtsbestimmung durch And@m von Anhydrotetracyclin

10.4.1 Transformation des TetR-codierenden Plasmids

Das jeweilige TetR-Protein war auf dem Plasmid pW®&i6codiert und stand unter
Transkriptionskontrolle des synthetischen durclpispylgalactopyranosid (IPTG) induzierb-
aren Promotors R [197]. Zudem trug das Plasmid eine Ampicillin-Reenz-Kassette,
wodurch die Zellen unter Selektionsdruck kultivigrerden konnten und das Risiko einer
Kontamination mit anderen Bakterien minimiert wurde

Die Transformation des Plasmids erfolgte Uber Kitheck. Dazu wurden 2 ul der Plasmid-
Léung mit 50 pl einer Suspension kompetenter Aaisetzt. Der Reaktionsansatz wurde fur
10 Minuten auf Eis inkubiert, anschlieRend fir 96kd&den in einem 42 °C warmen
Wasserbad aufgewarmt, wonach sie wieder fur 10 tdmuauf Eis gestellt wurden (=
Hitzeschock). Die Zellen wurden anschlielend minllauf 37 °C temperiertem Medium
versetzt und fur 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Ragentrifugation (3500 g, 2 min, RT)

® pWH610: p =_Fasmid; WH = Wblfgang Hllen (Leiter der Arbeitsgruppe, in der das Plasrhitgestellt
wurde), 610 = laborinterne Nummerierung
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wurde das Zellpellet in 100 pl Medium gel6st, vidligdig auf eine Agarplatte mit ampicillin-
haltigem Medium ausplattiert und tber Nacht bei °8 inkubiert. Dadurch wurde das
Wachstum der Zellen, die kein Plasmid aufgenomnagteh, unterdrickt.

10.4.2 Expression der Repressor-Proteine und Aufsitiss der Zellen

Eine Kultur der frisch transformierten Zellen wurzier Herstellung einer Ubernachtkultur in
50 ml Medium suspendiert und bei 37 °C und 200 garfireinem Rundschdittler inkubiert.

Die Anzucht der Zellen zur Expression des Protarfsigte in 3 x 1 Liter Medium in
Schikanekolben bei 37°C und 200 rpm. Jeder LiterdiM@ wurde mit 10 ml der
Ubernachtkultur angeimpft und bei einer optischéoh® von ORy = 0,6 mit IPTG zu
einer Endkonzentration von 1 mmol/L versetzt, um Bkpression von TetR zu induzieren.
Nach weiteren 3,5 Stunden Inkubation erfolgte deleZnte durch Zentrifugation (7500 g,
10 min, 4 °C). Nach einem Waschschritt mit 40 nfiC4kaltem Puffer (50 mmol/L NaCl in
20 mmol/L Phosphatpuffer, pH 6,6) und Resuspensiofd0 ml Puffer konnten die Zellen
durch eine Ultraschallbehandlung (5 x 30 s, 150aMgeschlossen werden. Anschliel3end
wurde die TetR-haltige Losung durch eine Ultrazégation (144.000 g, 1 h, 4 °C) von
groben Zellbestandteilen getrennt. Der Uberstandrdevumittels lonenaustauschchro-

matographie und Gelfiltration weiter aufgereinigt.

10.4.3 Isolierung und Aufreinigung der Repressor-Roteine

Der erste Reinigungsschritt erfolgte mittels deark&n Kationenaustauscher-Materials
POROS 20 HS-M. Der Zellextrakt wurde vollstandig auf d@éule gegeben und mit einem
NaCl-Gradienten von 0,05 mol/L bis 0,62 mol/L in ggawart eines 20 mmol/L
Phosphatpuffers, pH 6,6 eluiert. Dabei wurden dlisegen Proteine in Fraktionen von je 6
ml aufgefangen. Der Verlauf der Chromatographiedeuiiber UV-Absorption bei 280 nm
verfolgt.

Die TetR enthaltenden Fraktionen wurden gesammefginigt und einer Ammoniumsulfat-
prazipitation unterworfen. Dabei wurde die Protésuing tropfenweise mit dem 1,5-fachen
Volumen einer bei Raumtemperatur gesattigten Amomsulfat-Losung in 50 mM Tris-
HCI, pH 8,0 versetzt, welches unter standigem Rilhiber eine peristaltische Pumpe
zugegeben wurde. Das so prazipitierte Protein walgeentrifugiert (3500 g, 10 min, RT)
und in insgesamt 10 ml Tris-Puffer (10 mmol/L THE!, 200 mmol/L NaCl, pH 8,0) gelost.
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Die anschliel3ende Gelfiltration erfolgte an einégtHLoad superdex G 75-Saule. Die Saule
besitzt ein maximales Ladevolumen von 5 ml, deshalibden zwei S&aulen zur Trennung
verwendet. Als Elutionspuffer diente ebenfalls #i@rmmol/L Tris-Puffer. Es wurde fir jede
Saule eine FlieRgeschwindigkeit von 0,5 ml/min vemdet und Fraktionen zu je 2 bzw. 3 ml
gesammelt. Auch hier wurde der Verlauf der Chrompaphie Uber eine UV-Detektion bei
280 nm beobachtet.

Die Fraktionen, welche das gesuchte Protein emgmgelwurden gesammelt und mittels
Zentrifugationsfiltereinheiten mit einem GroRenaidsss von 30 kDa auf ca. 2 ml eingeengt
(3500 g unterschiedliche Zeiten, 4 °C). Das Proteinrde im Verhaltnis 2:3 mit
glycerinhaltigem Lagerungspuffer verdiinnt und 3260 <C gelagert.

10.4.4 SDS-Gelelektrophorese

Die Proteinaufreinigung wurde mittels SDS-Gelelegtrorese verfolgt. Es wurden die
Fraktionen untersucht, die nach den chromatograpéis Schritten eine hohe UV-Absorption
in den fur TetR zu erwartenden Fraktionen zeigBaru wurden Proben mit Auftragungspuf-
fer im Verhéltnis 4.6 (v/v) verdinnt. Jeweils 5wlirden auf das Gel aufgetragen und bei
150 V (entsprach ca. 200 A) getrennt. Als GroRRemsted fur den Bereich 10 — 150 kDa
diente der Protein-Marker peqGOLD. Im AnschlussienElektrophorese wurde das Gel mit
10 % Essigsaure und 45 % Methanol in Wasser fivlibliten gewaschen, 15 Minuten mit

einer Coomassie-Farbelbsung gefarbt und fur 1 $tomt10 %iger Essigsaure entfarbt.

10.4.5 Photometrische Quantifizierung der RepresseProteine

Die Quantifizierung erfolgte Gber UV-Absorption 230 nm. Da die Aminosauresequenz des
Proteins bekannt ist, kdnnen als Berechnungsgrgadtie Extinktionskoeffizienten nach
Wetlaufer [198] fur Tryptophan von 5.700 und furrdgin von 1.300 dienen. In jedem
Monomer des Repressor-Proteins sind 2x TryptopimanSx Tyrosin enthalten, wodurch sich
ein Extinktionskoeffizient von 17.900 L/(mol*cm)rfijedes Monomer ergibt. Die Berechnung

erfolgte also nach folgenden Formeln
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C:M[mmovu [2]

A*VF*M
P =%[mg/ml] [3]

¢ = Konzentration [mmol/L]

p = Massenkonzentration [mg/ml]

A = Absorption (280 nm)

VF = Verdunnungsfaktor

Mg = Molekulargewicht TetR (46.600 g/mol)

€ = Extinktionskoeffizient, Monomer (17.900) [L/(nfom)]

Die Proteinlésungen wurden zur Bestimmung der U\s@ption jeweils 1:25 und 1:50 in
Lagerungspuffer (im Verhdaltnis 2:3 mit Puffer oh@ycerin gemischt) verdinnt. Die

Konzentration der Proteine wurde als MittelwertdeeiVerdiinnungen angegeben.

10.4.6 Aktivitatstest

Die Aktivitat der Repressor-Proteine wurde durcheai fluorimetrischen Test bestimmt.
Grundlage dieses Testes bildet die Tatsache, da3®iiR gebundene Tetracycline starker
fluoreszieren als freie [18].

Dazu wurde eine Stoffmenge von 2 umol Protein mlITris-Puffer (500 mmol/L Tris-HCI
mit 25 mmol/L Magnesium, pH 7,4) in einer Kivetirgelegt. AnschlielRend wurden die in
Tabelle 10-2 angegebene Volumina einer 20 bzw. |20@!/L Anhydrotetracyclin-Losung
(ATC) nacheinander zugegeben und nach jeweils dnéinger Inkubation die Fluoreszenz

gemessen.
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Volumen ATC- Stoffmenge ATC
Losung [ul] in Kuvette [nmol]
20 0,4
20 0,8
ATC (20 umol/L) 10 1,0
10 1,2
10 1,4
10 3,4
10 54
ATC (200 pmol/L 20 9,4
20 13,4
20 17,4

Tabelle 10-2 Volumen der zum TetR pipettierten ATCLSsung und Stoffmenge ATC in der Kivette zur
Aktivitatsbestimmung der Repressor-Proteine

Die Messung erfolgte bei einer Anregungswellenlangen 455 nm und einer
Emissionswellenlange von 545 nm. Zur Auswertungdeutie gemessene Fluoreszenz gegen

die Stoffmenge des Anhydrotetracyclins aufgetragen.

TetR (BD)
2 ymol(Dimer)

2.0e+6
1.5e+6 -

1.0e+6

Fluoreszenz

5.0e+5

1 4,1 nmol ATC
00 T T T T T T T T T T T T T T T T T T

5 10 15 20
Stoffmenge ATC [nmol]

Abbildung 10-1 Aktivitdtstest am Beispiel des Represor-Proteins TetR(BD)
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Es ergeben sich zwei Geraden. Die ansteigendesmqrért das noch nicht mit Anhydro-
tetracyclin abgesattigte Protein, die rechte, keaibfallende Gerade zeigt an, dass hier alle
Bindungsstellen des Proteins abgesattigt sind. Smittpunkt beider Geraden entspricht
demnach der Menge an Anhydrotetracyclin, welchegnéar, um alle Bindungsstellen im
aktiven Protein abzusattigen. Da das TetR-Protesnzavei Monomeren besteht, wovon jedes
in der Lage ist, ein Tetracyclin-Molekul zu bindemtspricht die molare Konzentration an
aktivem Dimer der Hélfte der ermittelten Monomerrgentration.

10.5 Herstellung dertetOperatoren

Fur die Entwicklung des Tetracyclin-Assays wurdeneuschiedliche Varianten destO1
ausprobiert. Diese wurden jeweils aus Einzelstrdarngergestellt, die von der Firma MWG-
Biotech synthetisiert wurden. Dabei wurde die folde 48 Basen umfassende Sequenz des
tetO1 und ein dazu komplementéarer Strang, wie sikhaiionka [73] beschrieben sind, fur

die Herstellung der Operatoren verwendet:

5'-biotin-CCTAATTTTTGTTGACACTCTATCA T TGATAGAGT TATTTTACCATCT-3

Die fettgedruckten Bereiche beschreiben den palmén Bereich mit einem T in der
Symmetrieachse de®tO1. Uber die palindromen Bereiche (insgesamt 18eBasst der
Operator in der Lage, mit sich selbst einen Doppelg (annealen) und damit einen

funktionsfahigen Operator zu bilden.

Das Annealing der in lyophilisierter Form gelie@artOligonukleotide erfolgte in Anlehnung
an Kamionka [73]. Zunachst wurden die einzelstrgegi DNA-Strange jeweils mit Tris-
Puffer (10 mmol/L Tris-HCI, 1 mol/L NaCl, 0,1 mmblEDTA; pH 7,4) auf 100 pmol/L

verdunnt. Diese wurden wie in Tabelle 10-3 angegebgeinander gemischt.
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tetO-Variante Oligonukleotide Volumen [ul]
o Oligo a 10

»2X Biotin®
Oligo a 10
o Oligo a 5
»1X Blotin®
Oligo b 45
Oligo a 10
“komplementar” _
Oligo c 10
. Oligo a 10
,mixed* '
Oligo b 10

Tabelle 10-3 Mischungsverhéltnisse der zur Herstalhg der tetO-Varianten bendétigten Oligonukleotide

Anschliel3end erfolgte das Annealing in einem Theyoker mit folgendem Temperatur-

programm:

Temperatur [°C]

Zeit [Minuten]

97
93
90
86
83

20
-3

7

(G216 ) BN &) BN &)

5

Ende

Tabelle 10-4 Temperaturverlauf wahrend des Annealig der jeweiligentetO-Varianten

Die auf diese Weise hergestellten Operatoren wubger20 °C gelagert.
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10.6 SPR-Analyse

Materialien und Geréate

Anlage zur Reinstwasserherstellung (Milli-Q plud|lidore GmbH, Schwalbach)

Mikrotiterplatten und Autosamplergefal3e (Biacoretnational AB, Uppsala, Schweden)

Sensorchip SA mit Streptavidin-Oberflache (Biadoternational AB, Uppsala, Schweden)

Sensorchip CM-5 mit Carboxymethyldextran-Oberfla@Brcore International AB, Uppsala,
Schweden)

Wasserbad (LKB Bromma, 2209 Multitemp, Bromma, Setien)

Zentrifuge (Hermle Z 200A mit Rotor 220.96 V01, Hée Labortechnik GmbH, Wehingen)

Zentrifuge (Megafuge 1.0R mit Rotor BS 4402/A, WH&raeus GmbH, Hanau)

Reagenzien und Lésungen

4-epi-Chlortetracyclin-HCI (Acros Organics, Geegl@en)

4-epi-Oxytetracyclin (Acros Organics, Geel, Belgien

4-epi-Tetracyclin-HCI (Riedel-de-Ha, Seelze)

50 mM NaOH in 1 M NacCl

Acetonitril, HPLC grade (Fisher Scientific GmbH,IBeerte)

Amine coupling kit; beinhaltet Ethyldiaminopropytbadiimid (EDC), N-Hydroxysuccin-
imid (NHS) und Ethanolamin (Biacore Internationd AJppsala, Schweden)

Anhydrotetracyclin-HCI (Acros Organics, Geel, Belg)

Chlortetracyclin-HCI (Fluka, Seelze)

Doxycyclin-HCI * Y2 HO * %2 Ethanol (Fluka, Seelze)

HBS-P-Puffer (10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-thansulfonsaure, 150 mM NacCl,
0,005 % Surfactant P-20; pH 7,4) (Biacore Inteoral AB, Uppsala, Schweden)

Laufpuffer (HBS-P-Puffer dotiert mit 5 mmol/L MgQ»

MgSO, * 7 H,O (Merck KGaA, Darmstadt)

Minocyclin-HCI (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & CoKG,dflsruhe)

NacCl (Fluka, Seelze)

NaOH (Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe)

Oxytetracyclin-HCI (Fluka, Seelze)

Probenpuffer (HBS-P-Puffer dotiert mit 5 mmol/L Mg$Sund 350 mmol/L NaCl)

Rolitetracyclin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & CoK&arlsruhe)

SDS (Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe)

Tetracyclin-HCI (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & CoK&arlsruhe)
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Software

Zur Auswertung der Daten, die mit dem SPR-Gerat@a @ erhalten wurden, wurde die
Biacore Evaluation Software, Version 1.0 verwen@aiantifizierungen von Tetracyclin und
Berechnungen der ¥g-Konzentrationen der Kalibrierkurven wurden mit ddAevaluation
Software Version 3.1 durchgefuhrt. Zur Aufnahme Daten standen — je nach SPR-Geréat —
die Software Biacore Q Control Software, Versio.3.und die Biacore 3000 Control
Software, Version 3.1.1 zur Verfliigung.

10.6.1 Pré&paration der Sensorchips

Um die Chips fur die SPR-Messreihen verwenden zunki, musste zunachst der fur den
jeweiligen Assay-Aufbau bendétigten Bindungspartraerf der Oberflache immobilisiert

werden.

Die Immobilisierung des Repressor-Proteins fir dieekten Assay erfolgte auf einem CM-5
Chip. Hier wurde der Repressor chemisch immobitisiedm die Immobilisierung unter
maoglichst optimalen Bedingungen durchzufuhrentesaler pH-Wert des Immobilisierungs-
puffers zwischen pH 3,5 und dem isoelektischen Pulds Proteins liegen. Bei diesen
Bedingungen weist die Carboxymethyldextran-Schild® Sensorchips eine negativ geladene
Oberflache auf, wahrend das Protein positiv geladerDadurch wird die Annaherung des
Proteins zur Chipoberflache gewahrleistet, die diire Immobilisierung nétig ist. Da der
isoelektrische Punkt des Tet-Repressors nicht bekaar, wurden verschiedene pH-Werte
fur den Immobilisierungspuffer getestet. Zu dieséneck wurden jeweils 100 pg/ml Protein
in 10 mmol/L Natriumacetat-Puffer pH 4,0 und pH §€l6st. Zundchst wurden 20 ul der
Losung mit pH 4 mit einem Fluss von 5 pl/min Ubée dnbehandelte Chipoberflache
gegeben. Die Injektion des Proteins zeigte unsigebé Wechselwirkungen mit der
Oberflache in H6he von 17.587 RU. Das Protein kerantch nach mehreren Versuchen mit
unterschiedlichen Regenerationslosungen (L6surg, Bund 10 mmol/L Glycinpuffer pH 1
und 1,5) nicht wieder vollstdndig von der Chipolistie entfernt werden, um eine zur
Immobilisierung unbelegte Oberflache zu erhaltem &ine so starke Anheftung des Proteins
bei der Injektion der TetR-Lésung mit pH 5 zu veres, wurde die Kontaktzeit mit der
Chipoberflache durch Erhéhung der Flussrate auf m0@nin von 4 Minuten (pH 4) auf
12 Sekunden (pH 5) verklrzt. Die Proteinlésung it 5 brachte eine sehr geringe
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Wechselwirkung mit der Chipoberflache von 395 RUy dass fiur die chemische
Immobilisierung des Repressors der AcetatpufferpHi4 gewahlt wurde.

Die Immobilisierung erfolgte bei einem Fluss vonu¥min nach dem in Tabelle 10-5
angegebenen Protokoll. Der abschlieBende Regemegatihritt mit Acetonitri/NaOH diente

zum Abldsen nicht kovalent gebundenen Materials.

volumen
Aktivierung der Oberflache 35 ul EDC/NHS-Mischumgsch (1:1)
Immobilisierun Protein (100 pg/ml) /
9 35 pl Na-Acetatpuffer (pH 4,0)
Deaktivierung 35 ul Ethanolamin
Regeneration 3x5ul 5 % Acetonitril in 2,5 mM N4O

Tabelle 10-5 Injektionsprotokoll fir die Immobilisierung von TetR auf dem CM-5-Chip mit dem Amine
coupling kit. Alle Lésungen wurden mit einer Flussgschwindigkeit von 5 pl/min injiziert.

Mit diesem Protokoll wurden die Flusszellen 2 ungn® TetR belegt. Dabei wurde eine
Belegungsdichte bei Flusszelle 2 von 15.140 RUhaid-lusszelle 3 von 15.839 RU erreicht.
Flusszelle 1 diente als Referenzzelle und wurdéogrmu Tabelle 10-5 mit einer Pufferlésung
ohne Protein behandelt.

Die Immobilisierung des biotinyliertertetO-Fragmentes erfolgt auf einem bereits mit
Streptavidin vorbelegten SA-Chip. Dieser wurde g@mBlerstellerangaben vor der
Immobilisierung 3 Mal hintereinander fur jeweilsViinute mit 1 mol/L NaCl in 50 mmol/L
NaOH behandelt. Anschlieend wurde der Chip dunggktion von Laufpuffer fur 1 Minute
gespult, um die NaOH/NaCl-Losung vollstandig zu femmten. Die Operator-Lésung
(100 pmol/L) wurde unmittelbar vor der Immobilisieg mit Laufpuffer auf eine
Konzentration von 20 nmol/L verdinnt und mit einéiuss von 4 pl/min injiziert. Die
Injektionszeit richtete sich nach dem gewilnschtamabilisierungslevel. StandardméaRig
wurde der Operator fur 10 Minuten injiziert, was @mem Immobilisierungslevel von rund
1100 RU fuhrte. Im Anschluss an detO-Injektion wurde der Chip fir jeweils eine Minute
mit 0,3 % SDS in Laufpuffer gefolgt von 2 x Lauffar gespult, um nicht gebundengO
von der Chipoberflache zu entfernen. Mit Ausnahnmer wtO-Injektion wurden alle

Injektionen mit einem Fluss von 5 pl/min durchgetiih
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10.6.2 Belegung des chipgebunden#giO mit TetR

Zur Belegung des chipgebundenen Operators mit WetiRe eine Losung von 1 pmol/L des
Proteins in Laufpuffer verwendet. Diese wurde fédg Messreihe frisch verdinnt und far

120 Sekunden mit einer Flussgeschwindigkeit voilyfaip injiziert.

10.6.3 Ermittlung geeigneter Regenerationsbedingueq

Die Regenerationsbedingungen wurden nach Anderfso®; 177] ermittelt. Es wurden
verschiedene Kombinationen von 6 Regenerations+8tésungen analysiert. Dazu wurde
der Chip zunachst mit 1 pmol/L TetR belegt (Injekti 5 pL/min, 120 s). Anschlie3end
wurde nach Abschnitt 10.6.4.3 (Seite 176) vorbeteitHonig injiziert (5 pl/min, 120 s) und
die Chipoberflache mit der jeweiligen Regeneratidsisng regeneriert. Die Regenerations-
kraft der Losung wurde berechnet als die Menge etR/Matrix, die durch die Regeneration
vom Chip geldst werden konnte bezogen auf die Medgesich vor der Regeneration auf
dem Chip befunden hat (siehe auch Abschnitt 6.ife $8).

Als Ausgangslésungen wurden die im Folgenden aufgegn Mischungen hergestellt. Die
daftr erforderlichen Chemikalien wurden alle vorr &@gma-Aldrich Chemie GmbH &
CoKG (Karlsruhe), von Fluka (Seelze) oder von darl Roth GmbH & CoKG (Karlsruhe)

bezogen.

Acidic (A): Oxalséaure (0,15 mol/L)
Phosphorsaure (0,15 mol/L)
Ameisensaure (0,15 mol/L)
Malonsaure (0,15 mol/L)
Losungen in Reinstwasser herstellen, zu gleicheled (v/v) mischen und mit 4 mol/L
NaOH auf pH 5,0 einstellen.

Basic B): Ethanolamin (0,2 mol/L)
Trinatriumphosphat (0,2 mol/L)
Glycin (0,2 mol/L)
Lésungen in Reinstwasser herstellen, zu gleichaled (v/v) mischen und mit 2 mol/L
HCI auf pH 9,0 einstellen.
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lonic (1): Kaliumthiocyanat (0,46 mol/L)
Magnesiumchlorid (1,83 mol/L)
Harnstoff (0,92 mol/L)
Guanidin-HCI (1,83 mol/L)
Losung herstellen (in Reinstwasser).
Non-polar {J):  Dimethylsulfoxid (DMSO)
Formamid
Ethanol

Acetonitril
n-Butanol

Zu gleichen Teilen (v/v) mischen.

DetergentD):  CHAPS (3-[(3-Chloramidopropyl)dimethylammonio]ptepansulfonat)
(0,3 %, wiv)
Zwittergent 3-12 (3-Dodecyl-dimethylamino-prop&sulfonat) (0,3 %,
wi/v)
Tween 80 (0,3 %, Vv/v)
Tween 20 (0,3 %, v/v)
Triton X-100 (0,3 %, v/v)

Losung herstellen (in Reinstwasser).

SDS 6): Sodiumdodecylsulfat (SDS) (0,3 %, w/v)
Losung herstellen (in Laufpuffer).

Jede dieser Stammlésungen wurde zu einem 3-Kompamsystem mit entweder einer
anderen Stammlésungen und einem Anteil Wasser @e) mit 2 Teilen Wasser gemischt.
Dabei wurden die Kombinationen Blw, BUw, ISw undwuUnicht in das SPR-System
injiziert, da diese Mischungen entweder ausfall&w( BUw, ISw) oder Mischungen
ergeben, die die Chipoberflache angreifen (IlUw)6]|1Alle anderen Kombinationen wurden

getestet.

Zusatzlich zu den oben angegebenen Ldsungen wusmdeRggenerationsvermdgen von
50 mmol/L NaOH in 1 mol/L NaCl, einer 20 mmol/L EBIL6sung und einer 0,5 %igen

SDS-Losung (w/v) in Laufpuffer geprift. Dazu wurddiese Lésungen in 6 aufeinander-
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folgenden Zyklen sowohl mit Puffer (Zyklus 1-3)sauch mit entfetteter, 1/5 verdinnter
UHT-Milch (Zyklus 4-6) getestet.

Alle Regenerationslosungen wurden zunéchst mitreihessgeschwindigkeit von 5 pl/min

fur 120 Sekunden injiziert. Nachdem sich herausgjeshatte, dass SDS trotz seiner
Eigenschaft, sich in die Chipmatrix einzulagern tlie Regeneration verwendet werden
musste, wurden die Injektionsbedingungen so verdndiass eine moglichst kurze

Kontaktzeit des SDS mit der Chipoberflache beistéahdiger Regeneration erreicht werden
konnte. Fiur die folgenden Messreihen wurde SDS emer Flussgeschwindigkeit von

20 pl/min far 15 Sekunden injiziert. Um das SDSrsdler aus der Chipmatrix zu entfernen
wurde anschlieRend fir 60 Sekunden und 20 pl/mobdhpuffer injiziert.

10.6.4 Analyse von Rohmilch und Honig

10.6.4.1 Dotierung der Proben

Fur die Dotierung von Rohmilch- und Honigproben eem Stammldsungen von 1 mg/ml
Tetracyclin in Probenpuffer (Tetracyclin-HCI, Oxiriacyclin-HCI, Doxycyclin-HCI * %2 HO

* 14 Ethanol) oder in Reinstwasser (Chlortetracy¢li@l®) hergestellt, die fiir maximal 1

Woche bei 4 °C gelagert wurden. Diese wurden figle jnalysenreiche frisch in der

jeweiligen Matrix verdinnt, um Arbeitsldsungen imorkentrationsbereich von 100 bis
100.000 pg/kg Tetracyclin zu erhalten.

Ein Milliliter rickstandsfreie Rohmilch wurde megtracyclinhaltiger Arbeitslésung (maximal

20 pl) versetzt und auf dem Vortex gemischt. Anis@@dnd erfolgte die Probenaufarbeitung
geman Abschnitt 10.6.4.2 (Seite 176).

Fur Honigproben wurde 1 g Honig in ein 15 ml Prajefald eingewogen und in 10 g
Probenpuffer geldst. Bekannte Volumina (maximal p0pder tetracyclinhaltigen Arbeits-

I6sungen wurden auf der Waage zu den Honig-Lésugggeben und die Verdinnung wurde
Uber das Gesamtgewicht (Honig + Probenpuffer + édisung) berechnet. Zum

vollstandigen Ldosen wurden die Proben sowohl ankrai Schittler als auch auf einem
Vortex gemischt. Die weitere Behandlung der Prols¢nn Abschnitt 10.6.4.3 (Seite 176)

beschrieben.

® Chlortetracyclin-HCI war in Probenpuffer nicht kiss.



Material und Methoden 176

10.6.4.2 Rohmilchproben

Fur die Untersuchungen stand eine Tank-Milch ders¢fmungsfarm ,De Tolakker* der
Universitat Utrecht (Institute for Risk Assassm8gtences), Niederlande zur Verfiigung. Die
Untersuchungen von Rohmilchproben unterschiedlicKéthe wurden mit Gemelken
einzelner Kiihe und einer Tank-Milch eines Landwgirseis GroRRenltider-Mis durchgefihrt.

Die Lagerung der Rohmilch erfolgte bei —20 °C.

Die nach 10.6.4.1 (Seite 175) dotierten Rohmilchpro wurden zunachst durch
Zentrifugation (4.000 g, 10 min, 4 °C) entfettetie Dentfettete Rohmilch wurde mit
Probenpuffer im Verhdltnis 1:5 (v/v) verdinnt undsehlieBend zur Verringerung von
Matrixinterferenzen fur 5 Minuten im Wasserbad &% °C erhitzt. In einem zweiten
Zentrifugationsschritt (18.000 g, 15 min, RT) wund¥enaturierte Proteine abgetrennt und der
Uberstand zur SPR-Analyse verwendet.

Unspezifische Bindungen von Milchkomponenten mit @hipoberflache wurden durch

Injektion von undotierten Milchproben analysiert.

Um den Effekt der Lyophilisation von Rohmilch audrd Assay zu testen, wurden jeweils
500 ul der dotierten Rohmilchproben mit flissigetickstoff eingefroren und Gber Nacht
lyophilisiert. Die Lagerung dieser Proben erfoldiei 4 °C fur maximal 5 Tage. Zur
Rekonstitution wurde das den Proben zuvor entzaoy&iasser wieder zugesetzt, auf dem
Vortex gemischt, fur 8 Minuten im Wasserbad bei°@5gehalten und erneut gemischt. Die

weitere Aufarbeitung erfolgte wie unter Abschniit@.4.2 (Seite 176) beschrieben.

10.6.4.3 Honigproben

Nach der Dotierung und der Verdinnung des Honigslarudie Proben zentrifugiert (350 g,
15 min, RT), um Pollen und andere Paartikel zueenéfn. Der Uberstand wurde ohne weitere
Aufarbeitung zur SPR-Analyse verwendet.

Unspezifische Bindungen von Honigkomponenten mit @&ipoberflache wurden durch

Injektion von undotierten Honigen analysiert.

Die Bestimmung von Entscheidungsgrenze {ICnhd Nachweisvermogen (G)Cerfolgte
gemal der Entscheidung 2000/657/EG [76] durch dialyse von 20 unterschiedlichen
Honigen. Die hierfur verwedenten Honige sind in 8l&b10-6 aufgelistet.
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Num- Honig, laut Deklaration Her-

mer kunft

1 Honig klar, Spar Select, Moerdejk, Holland 1

2 Orangenblitenhonig, Fa. Biophar, Fursten Reformnizd. Hans Plumgr 1
Nachf., 38110 Braunschweig

3 Waldhonig, Fa. Biophar, Firsten Refg Dr. med. Hans Plimer Nachf 4
38110 Braunschweig

4 unverarbeiteter Blitenhonig 2

5 Imker Auslese, Fa. Biophar, Fursten Reform, Dr. mddns Plime[ 14
Nachf., 38110 Braunschweig

6 BlUtenhonig, naturrein, Fa. Muhlenbach, Gunz Waagwlels GmbH, Inj 3
Hau 23, 6841 Mader, Osterreich

7 Farigola Mel Crua (Thymianhonig), Fa. Mel de Ca tdsToni Cerda] 3
carter Font 70, Llucmajor, Spanien

8 Eukalyptus Honig, Fa. C’est bon:, Amsterdam, Rr&hde 1
Rapshonig, Imker: Armin Popperl, Ahornweg 2, /2Altbach 4

10 Waldhonig aus Sud/Mittelamerika und Mittelmeerraufrg Maribel,| 1
hergestellt fur Lidl Stiftung & Co KG, 74167 Neckaim

11 Bienenhonig, Darbo Honig, ,echter auslandischer nBmonig“| 1
Mischung aus EG-L&ndern und nicht EG-Landern, AS638&ns/Tirol

12 Frihlingsblite, Imkerei: Bienegarten, Winzenhein®r. 35, 5559% 1
Hargesheim

13 Sommerbliten mit Akazienhonig, Imker—Auslese, [EloBiene, Fal 4
Langnese Honig KG, 22933 Bargteheide

14 Gebirgsblitenhonig, Imker—Auslese, Flotte Biene, Eangnese Honi§g 1
KG, 22933 Bargteheide

15 Waldhonig aus biologisch-6kologischer Imkerei, HpWernet GmbH 3
79183 Waldkirch, Schwarzwald

16 Imker Honig, Fa. Biophar 1

17 Sonnenblumen Honig (Extra feine Auslese), ImmenRafurprodukte 3
81735 Minchen

18 Bio Akazienhonig aus biologisch-Okologischer Imkerdonig-Wernetl 5
GmbH, 79183 Waldkirch, Schwarzwald

19 Sommerblitenhonig 5

20 Frahlingsblitenhonig 5

21 Zitronenhonig, Imkerei: Uwe Paletta, Auf den P6tdén 42553 Velbertt 3
Neviges

Tabelle 10-6 Honigproben zur Ermittlung von Entsché&dungsgrenze und Nachweisvermdgen. Herkunft:
1 = Einzelhandel, 2 = freundlichst zur Verfligung gstellt von T. McGrath, Xenosense, Belfast, 3 =
Internethandel, 4 = Honig vom Deutschen Imker Bund(DIB) (vom Imker direkt bezogen), 5 =

freundlichst zur Verfiigung gestellt von Dr. J. Lama.
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Die Lagerung der Honigproben erfolgte bei Raumtaatpe.

Die Honige 2 bis 21 wurden wie unter 10.6.4.3 &4it6) beschrieben aufgearbeitet und
undotiert vermessen. Zur Berechnung von, @/kg] wurde eine Kalibrierkurve in Honig 1
im Konzentrationsbereich von 0 bis 400 pug/kg eltstBlie Berechung der Entscheidungs-

grenze [RU] erfolgte nach folgender Formel:

CC, =X-3*s [4]
wobei X den Mittelwert der Messwerte der Honige 2 bis 2il 8 die Standardabweichung
dieser Werte darstellt. Das Nachweisvermogen [RU] kann aus dem gleichen Lauf nach
folgender Formel berechnet werden

CCs =CC, —1,64"s. [5]

Erfahrungsgemal erfillt die so berechnete Entsuhgigfrenze bei Quantifizierungen von
Analyten mit sehr geringem Gehalt nicht die Anfotdeyen einer maximalen Irrtumswahr-
scheinlichkeit von 5 %, wie sie in der Entscheid@0§0/657/EG [76] gefordert wird [183].
Deshalb wurde eine zweite Messreihe zur Ermittlidey wahren Entscheidungsgrenze
durchgefuhrt. Hierzu wurden die Honigproben 2 bis it 40 pg/kg Tetracyclin dotiert.
Auch bei dieser Messreihe wird eine Kalibrierung Konzentrationsbereich von 0 bis
400 pg/kg in Honig 1 mitgefihrt. Uber diese Kaldting wurde jede der dotierten
Honigproben quantifiziert und mit der zuvor bestitam Entscheidungsgrenze verglichen.
Gemall den Forderungen der Entscheidung 2000/65ME&en mindestens 19 der 20
Honigproben (entspricht 95 %) einen Gehalt oberkalb CC, aufweisen.

10.6.4.4 Bestimmung der Kreuzreaktivitat

Die Kreuzreaktivitat der Tetracycline wurde in Hgrbestimmt. Sie wurde auf Tetracyclin
bezogen angegeben. Dazu wurde von den Tetracyglte@acyclin, Tetracyclin, Chlortetra-
cyclin und Doxycyclin eine Kalibrierkurve mit Geleh von 0 bis 15.000 pg/kg aufge-
nommen. Das Signal jeder Kalibierkurve, das ein@fdgen Ablésung von gebundenem

TetR entspricht (= I&-Konzentration), wurde nach folgender Formel bestim
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(A RU(15.000y~A RU(q))
2

lBSO [RU] = +A RU(O) [6]

wobeiA RUgs5000)UndA RU (g die bestimmteA RU-Werte bei der hdchsten und niedrigsten
Tetracyclin-Konzentration darstellen. Der erhaltédg-Wert der Tetracyclin-Kalibrierkurve
[Lg/kg] wurde als Bezugswert genutzt und die anddi-Konzentrationen prozentual

angegeben.

10.6.5 Lagerung der mittetO belegten Chips

Die Messreihen am Biacore 300erfolgten immer innerhalb einer Woche. Dabei wardi
Sensorchips kontinuierlich ohne Ausbau vermessen.

Wihrend der Messungen am Biacor® Qussten zuvor mitetO belegte Sensorchips fiir
routinemaRige Reinigungslaufe oder wenn mit andetéips gemessen werden sollten
ausgebaut und gelagert werden. Dazu wurden diesCduiig ihrer Kunststoff-Schutzhlle
herausgeholt und die Chip-Oberflache mit entionisre Wasser abgespiilt. Anschlie3end
wurde die Oberflache im Stickstoffstrom getrockaed der Chip zurlck in seine Schutzhiille
geschoben. Die Lagerung erfolgte Uber Trockenmiitt&0 ml Greiner-Réhrchen bei 4 °C im
Kuhlschrank.

Vor dem Wiedereinbau erfolgte keine erneute Remgguoder Behandlung der

Chipoberflache.
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11 Abkirzungsverzeichnis

S Standardabweichung

X Mittelwert

ACE Affinitats-Kapillarelektrophorese (engl.: affiy capillary electrophoresis)
ADI acceptable daily intake

AK Antikorper

APCI atmospheric pressure chemical ionisation

ATC Anhydrotetracyclin

ATCC American type culture collection

CCq Entscheidungsgrenze

C& Nachweisvermogen

CM Carboxymethyldextran

CTC Chlortetracyclin

Da Dalton

DAD Dioden-Array-Detektor

DC Dunnschichtchromatographie

DIB Deutscher Imkerbund

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDC Ethyldiaminopropylcarbodiimid

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA enzyme linked immunosorbent assay

ESI electrospray ionisation

FAB fast atom bombardment

FAO Food and Agriculture Organisation

Fc flow cell

FPLC fast protein liquid chromatography

GC Gaschromatographie

h Stunde

HBS-P HEPES gepufferte Kochsalzlésung mit Surfadeap0
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfongiur

HPLC high performance liquid chromatography
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HPTLC
HRP
IBso
IPTG
LFBG
min
MRL
MS
NHS
ODs0o
OoTC
psi

PB
RIA
RNA
RP
rpm
RT
RTC
RU
SDS

S

SPE
SPR
SP-Welle
TC
TEMED
Tet(M)
tetO
TetR
TMB

WHO

high thin layer chromatography

horse radish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
Tetracyclin-Konzentration bei 50 %iger TetR-Abldgu
Isopropylp-D-thiogalactopyranosid

Lebensmittel-, Bedarfsgegenstéande- und Futtegesetzbuch
Minute

maximum residue limit

Massenspektrometrie

N-Hydroxysuccinimid

optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 mmessen
Oxytetracyclin

pound per square inch

particle beam

Radioimmunoassay

Ribonukleinsaure

reversed phase

rounds per minute

Raumtemperatur

Rolitetracyclin

response units

sodium dodecylsulfat

Sekunde

solid phase extraction

surface plasmon resonance (Oberflachenplassumnaigz)
surface plasmon-Welle

Tetracyclin

Tetramethylethylendiamin

ribosomales Schutzprotein

Gensequenz des Tetracyclin-Operators
Tetracyclin-Repressor-Protein
Tetramethylbenzidin

Volumen

Wasser

World Health Organisation
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