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Abstract

In this work a major goal was to set up an indirect competitive assay format for the detection
of tetracyclines in food matrices using surface plasmon resonance technology. As a receptor
for tetracyclines TetR, a repressor protein binding tetracyclines in tetracycline-resistant
bacteria, was used. Doxycycline derivatives, attached to the sensor surface, were used as
competitors. It was shown that an indirect competitive assay format using TetR and
doxycycline derivatives was possible (proof of principle). The assay format was characterized
to identify the most important parameters for the optimization. After comparison of four
different sensor chip surfaces (differing in surface chemistry and layer thickness) a
carboxymethyldextrane surface was found most suitable in terms of minimal non-specific
binding and good regeneration characteristics. Parameters that influenced the immobilization
of the doxycycline derivatives, binding of the receptor protein and regeneration of the sensor
surface were studied. Not only was the sensor surface shown to have crucial influence on the
assay characteristics, but also the spacer length at the doxycycline derivative imparted the
immobilization of the derivative and the subsequent binding of the receptor protein. A longer
spacer led to a higher immobilization degree; on the other hand this was counteracted by the
reduction of binding activity in the ligand-receptor system. This was proven for derivatives in
solution and can also be seen on the carboxymethyldextrane surface. However, when
immobilized on a monolayer sensor chip the doxycycline derivative with the longest spacer
did not display lower receptor binding. The non-competitive format had to cope with a poor
stability of the system accompanied by low precision and poor reproducibility. These
rendered a sensitive analytics impossible.

Parallel to the studies with the competitive assay format, a tetracycline specific screening
assay described by Moller et al. [1] was validated. In this assay a gene regulation mechanism
occurring in tetracycline-resistant gram-negative bacteria is mimicked: In the resistant
bacterial cell the synthesis of a tetracycline efflux protein is controlled by a repressor protein
(TetR) that in absence of tetracycline binds to a short DNA sequence, the tetracycline operator
(tetO) and thus blocks the expression of the efflux protein. Tetracyclines present bind to the
repressor protein and release it from the DNA. This mechanism was used for SPR
measurements in honey.

Another goal in this work was the evaluation of the robustness of the screening assay in terms
of reagent stability towards different storage conditions, different reagent lots and the
application of the assay in different laboratories. Suitable storage conditions for the sensor
chips were found. The repressor protein was very stable under all conditions tested, so were
the sensor chips pre-immobilized with the operator DNA sequence. No difference between
different lots of TetR was observed. Differing immobilization levels in loading sensor chips
with the zetO fragment relating to different batches zetO and sensor chips used could easily be
levelled through variation of the injection volumen of the fragment. The results obtained in
the application of the screening assay to honey samples in a laboratory in Japan were in good
compliance with the results obtained in our laboratory. Since the use of tetracyclines in honey
production is not approved by the European Union a screening test for the use in the EU



should be able to detect tetracycline concentrations below 10 pg/kg. Thus, efforts were made
to lower the limit of detection (LOD) for tetracyclines in honey. Working parameters for the
assay like injection time, injection volume and sample dilution were optimized, but did not
lead to a lower LOD altogether. Since interfering matrix compounds seemed critical for the
LOD, different approaches were made to find a sample preparation suitable to eliminate
matrix interferences. The approaches included extraction procedures as well as
deproteination, degradation of sugars and extraction of trace lipids. However, the complex
composition of honey and the differences in composition of honeys from different
geographical and floral origin in combination with the need for physiological conditions in the
screening assay were challenges that were not overcome by the techniques employed.

Comparing both assay formats investigated it was pointed out that the application of the
competitive format had no advantage over the indirect assay with zerO.
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1 EINLEITUNG

Tetracycline fanden als Antibiotika bereits kurz nach ihrer Entdeckung eine weite Ver-
breitung in Human- und Veterindrmedizin. Die Griinde dafiir liegen darin, dass sie nicht
nur gegen grampositive und gramnegative Bakterien wirken, sondern auch kosten-
giinstig herzustellen, leicht zu applizieren und gut vertriglich sind [2]. Nach wie vor
stellen die Tetracycline den grof3ten Anteil verabreichter Antibiotika in der Veterinir-
medizin [3].

Antibiotika werden zur Behandlung bakterieller Infektionen eingesetzt. Wéihrend in der
Humanmedizin der Einsatz von Antibiotika fast ausschlielich zu therapeutischen
Zwecken erfolgt, also der gezielten Behandlung von Infektionen, werden sie in der
industriellen Tierhaltung auch zur Prophylaxe, Metaphylaxe und Leistungsforderung bei
ganzen Tiergruppen eingesetzt. Die Anwendung antimikrobieller Wirkstoffe schafft
einen Selektionsdruck und damit eine wesentliche Voraussetzung fiir die Ausbreitung
resistenter Bakterien. Diese konnen durch den Kontakt mit Tieren auf Menschen iiber-
tragen werden, aber auch durch die Aufnahme kontaminierter Lebensmittel.
Letztendlich besteht auch das Risiko einer Resistenzselektion bei Menschen durch die

Aufnahme von Antibiotika-Riickstdnden mit der Nahrung [4].

Zum Schutz der Verbraucher vor Riickstinden wurden vom Gesetzgeber Wartezeiten
vorgeschrieben, die nach der Verabreichung von Tierarzneimitteln eingehalten werden
miissen, bevor das Tier geschlachtet oder dessen Produkte (Milch, Eier, Honig) verkauft
werden diirfen. Zusitzlich wurden gesetzliche Riickstandshdchstmengen festgesetzt, bei
deren Uberschreitung die tierischen Lebensmittel nicht verkauft werden diirfen. Die
Einhaltung der Hochstmengen wird in nationalen und europaweiten Riickstands-
kontrollen tiberpriift. Im Zuge der Globalisierung gelangen Waren auf den europdischen
Markt, die in Landern erzeugt wurden, deren gesetzliche Vorschriften — oder deren

Uberwachung weniger strikt sind.

Zur Uberwachung der Einhaltung der Riickstandshéchstmengen sind empfindliche
Analysenverfahren notwendig; sowohl Screening-Tests, die eine schnelle Aussage iiber
das Vorhandensein von Riickstinden und einen hohen Probendurchsatz erlauben, als
auch Bestitigungsverfahren, mit denen die Identitdt der Riickstdnde ermittelt und eine

exakte Quantifizierung erfolgen kann.



2 TETRACYCLINE

2.1 Geschichte

B.M. Duggar isolierte 1948 eine Substanz aus Streptomyces aureofaciens, die er
aufgrund der gelben Féarbung Aureomycin (heute Chlortetracyclin) nannte [5]. Duggar
fand, dass diese Substanz antibiotische Wirkung gegeniiber grampositiven als auch
gramnegativen Bakterien zeigte und meldete 1949 ein Patent auf die Isolierung von
Aureomycin an [6]. 1950 wurde vom Unternehmen Chas. Pfizer and Co. ein Patent auf
die Gewinnung und Herstellung einer Substanz mit dhnlichen Eigenschaften erhalten,
das damals Terramycin benannte Oxytetracyclin [7]. Terramycin war aus Streptomyces
rimosus 1isoliert worden und war der erste Vertreter der Tetracycline, dessen Struktur
nach mehrjdhriger Forschungsarbeit im Jahre 1953 aufgeklart wurde [8]. Die chemische
Struktur von Aureomycin wurde ein Jahr spiter von Stephens et al. beschrieben [9].
Aufgrund ihrer Wirkung sowohl gegen gramnegative als auch grampositive Bakterien
und auch den Erreger der Cholera (Vibrio Cholera) wurde im Zusammenhang mit

Tetracyclinen erstmalig der Begriff des Breitband- Antibiotikums geprégt.

Zur ersten Generation der beschriebenen natiirlich vorkommenden Tetracycline gehorte
auch das Tetracyn, (heute Tetracyclin), das 1954 als Biosynthese-Produkt von Strepto-
myces aureofaciens entdeckt wurde [10] und in seinen Eigenschaften mit dem durch
katalytische ~Hydrierung von Aureomycin erhaltenen Deschloroaureomycin

gewonnenen lbereinstimmte [9, 10].

Die Forschung in den 1960er- und 70er-Jahren konzentrierte sich auf die Isolierung
weiterer Tetracycline aus Mikroorganismen, die chemische Charakterisierung und die
Halbsynthese neuer und chemisch modifizierter Tetracycline [11]. Intensiv wurde {iber
einen langen Zeitraum auch an der Totalsynthese von Tetracyclinen gearbeitet, wobei
sowohl die komplexe Stereochemie des Molekiils als auch die Reaktionsfahigkeit der
Substituenten gegeniiber sauren, alkalischen und reduzierenden Reagenzien eine grof3e
Herausforderung darstellten. Die Totalsynthese von Sancyclin (6-Desmethyl-6-desoxy-

tetracyclin) gelang 1962 einer Arbeitsgruppe der Firma Chas. Pfizer and Co in einer



2.2 Struktur 3

22stufigen Synthese mit geringen Ausbeuten [12]. 1968 wurde von Muxfeldt und
Rogalski eine weniger aufwendige Methode entwickelt, die es erlaubte, sowohl
natiirliche Tetracycline als auch neuartige herzustellen [13]. Die Totalsynthese hat
aufgrund mangelnder Effizienz keinen Einzug in die industrielle Herstellung von
Tetracyclinen gehalten; Tetracycline werden heute fermentativ oder teilsynthetisch

produziert.

Die Partialsynthese neuer Tetracycline verfolgte das Ziel, die Eigenschaften der
Tetracycline im Hinblick auf Loslichkeit, Resorption und Wirksamkeit zu verbessern.
So zeigen Rolicyclin und Lymecyclin gegeniiber den natiirlichen Tetracyclinen eine
verbesserte Wasserloslichkeit bei physiologischem pH-Wert. Methacyclin  und
Doxycyclin sind lipophiler und werden besser resorbiert. Minocyclin zeigte Wirksam-
keit gegeniiber grampositiven Staphylokokken-Stdmmen, die gegen andere Tetracycline
resistent waren [14, 15]. Die jiingeren Entwicklungen im Bereich der Tetracyclin-

Antibiotika wurden von Sum et al. und Chopra et al. beschrieben [16, 17].

Mit dem Aufkommen und der Verbreitung von Resistenzen gegen Tetracycline wurden
Anfang der 90er Jahre Anstrengungen vorgenommen, um neue Tetracyclin-Analoga zu
entdecken; diese sollten sowohl wirksam sein gegeniiber Organismen, die gegen die
klassischen Tetracycline resistent waren, als auch die Aktivitidt gegeniiber tetracyclin-
empfindlichen Organismen erhalten. Die Forschungen fiihrten zur Entdeckung der
Glycylcycline. Diese waren auch gegeniiber Bakterien wirksam, bei denen fet-Gene
entweder durch Efflux oder durch den Schutz der Ribosomen Resistenz gegeniiber
Tetracyclinen vermittelten [16-18]. Als bisher einziger Wirkstoff der Klasse der
Glycylcycline wurde Tigecyclin 2005 in den USA von der FDA zugelassen [19].

2.2 Struktur

Die Struktur der Tetracycline leitet sich von einem System aus 4 linear verkniipften
Sechsringen ab. Nach IUPAC werden die Ringe mit ABCD bezeichnet, die
Nummerierung der C-Atome am Ring startet beim C1 von Ring A und wird gegen den
Uhrzeigersinn fortgefiihrt. Alle ,,Skelett”- und exocyclischen C-Atome erhalten eine
Nummer, tertidre Briicken-C-Atome werden mit einer Nummer und einem Buchstaben

gekennzeichnet (Abbildung 2-1). Der Tetracyclinkern ist mit Ausnahme des
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aromatischen D-Ringes hydriert. Die Ringe A und B enthalten jeweils eine Doppel-

bindung. Die Struktur des Tetracyclingeriistes ist in Abbildung 2-1 dargestellt.

Abbildung 2-1: Struktur des Tetracyclingeriistes (1,4,4a,5,5a,6,11,12a-Octahydronaphthacen)

Fir die biologische Aktivitit von Tetracyclinen ist die Einfiihrung funktioneller

Gruppen notwendig. Einen Uberblick iiber verschiedene Tetracycline gibt Tabelle 2-1.

Abbildung 2-2: Grundstruktur der Tetracycline

Tabelle 2-1: verschiedene Tetracycline

Name R1 R2 R3 R4 RS R6
Sancyclin' H H H H H H
Tetracyclin* H CH; OH H H H
Oxytetracyclin* H CH; OH OH H H
Chlortetracyclin*® Cl CH; OH H H H
Doxycyclin' H CH; H OH H H
Methacyclin1 H =CH, OH H H
. .1

Rolitetracyclin H CH; OH H —- N(j H
Lymecyclin' <N COOH

H CH; OH OH g~ "1 H
Minocyclin' N(CH:) H H H H H
Tigecyclin' HC H ]

N(CH; H H H H H,C N\/U\H/
CH,

*natiirlich vorkommende Tetracycline

'partialsynthetisch gewonnene Tetracycline
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Aufgrund der Anordnung der Doppelbindungen enthalten Tetracycline zwei
chromophore Bereiche, einer ist am A-Ring lokalisiert, wohingegen sich der zweite
iiber die Ringe BCD erstreckt. Tetracycline zeigen daher charakteristische UV-
Spektren. So absorbiert der Ring-A-Chromophor Licht der Wellenldnge 262 nm, der
Ring BCD-Chromophor Licht der Wellenlingen 225, 285, 320 und 360 nm. Eine
weitere Absorptionsbande bei 275 nm setzt sich aus mehreren Absorptionen zusammen

[20].

Durch das Vorhandensein von Asymmetriezentren sind Tetracycline optisch aktiv.
Potentielle Asymmetriezentren sind die Kohlenstoffatome 4, 4a, 5, 5a, 6 und 12a. Je
nach Substitution enthalten Tetracycline eine unterschiedliche Anzahl asymmetrischer
C-Atome. Oxytetracyclin beispielsweise besitzt 6, Chlortetracyclin, Tetracyclin und
Demethylchlortetracyclin 5  Asymmetriezentren. Die Einfiihrung von sechs
sauerstofthaltigen funktionellen Gruppen im unteren Molekiilbereich und am C3-
Kohlenstoftf sowie die Einflihrung der Dimethylaminogruppe am C4 verdndern die
Struktureigenschaften des Molekiils gegeniiber denen des Grundgeriistes und fiihren

dazu, dass der A-Ring entlang der Bindung C4a-C12a aus der Ebene abgewinkelt wird.

Das Pharmacophor des Molekiils umfasst den unteren Bereich des Ringsystems (C-
Atome C10 bis C3, sowie die Dimethylaminofunktion am C4), an dem die
physikochemischen und strukturellen Eigenschaften des Ringsystems durch die hohe
Dichte der sauerstoffhaltigen funktionellen Gruppen beeinflusst werden. Die lineare
Anordnung der Ringe ABCD ist essentiell fiir die biologische Aktivitit von
Tetracyclinen. Generell fiihren Modifikationen entlang der unteren Molekiilregion zu
einer Abnahme bis zum Verlust der Bioaktivitit, wohingegen die obere Molekiilregion
(C-Atome C5 bis C9) chemisch modifiziert werden kann, beispielsweise um bioaktive
Tetracycline mit verdnderten Eigenschaften zu erhalten. In Abbildung 2-3 ist zur
Verbildlichung der Lage des Pharmacophors das einfachste gegeniiber Prokaryoten

wirksame Tetracyclin Sancyclin dargestellt.
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Abbildung 2-3: Struktur von Sancyclin. Rot umrandet sind die Molekiilregionen, die fiir eine
Aktivitit gegeniiber Prokaryoten essentiell sind; Verinderungen in diesen Regionen fithren zur
Abnahme oder Verlust der Bioaktivitit

2.3 Chemie der Tetracycline

2.3.1 Epimerisierung

Von Doerschuk et al. wurde 1955 die Isomerisierung am C4-Atom erstmalig
beschrieben [21]. Sie hat unter der Bezeichnung ,.Epimerisierung* Eingang in die ein-
schldgige Literatur gefunden; die Isomere werden entsprechend als ,Epimere*
bezeichnet. Zur Abgrenzung gegeniiber den Isotetracyclinen (siehe Seite 8, Abschnitt
2.3.2) wird im Folgenden die Isomerisierung am C4-Kohlenstoff mit dem Terminus

,Epimerisierung‘ bezeichnet.

Die C4-Dimethylaminofunktion kann reversibel das C4B-Epimer bilden [22], dessen
biologische Wirksamkeit weniger als 5% der Wirksamkeit der ,,normalen“ o-Form
ausmacht [21]. Die Epimerisierung tritt zumeist im pH-Bereich von pH 2 bis pH 6 auf.
Substituenten am C2- und C5-Kohlenstoff sowie die Anwesenheit von Metallionen
vermindern im Allgemeinen die Epimerisierung, wohingegen wéssrige Losungen und
Sduren die Epimerbildung begiinstigen. In alkalischen Losungen und in Anwesenheit

chelatisierender Metalle erfolgt eine komplette Riickreaktion zur aktiven C4a-Form

[23].
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4 ¢, -Epimer

4R-Epimer

Abbildung 2-4: Mechanismus der siurekatalysierten C4-Epimerisierung von Tetracyclinen

Die Kinetik der Epimerisierung wird durch das verwendete Puffersystem (Ionenstirke,
pH-Wert), Losungsmittel, mehrwertige Kationen, Ldsungsvermittler und die
Temperatur beeinflusst [22, 24, 25]. Von Hussar et al. wurde die Epimerisierungs-
geschwindigkeit in Abhéngigkeit von pH-Wert und Temperatur untersucht und gezeigt,
dass die Geschwindigkeit mit abnehmendem pH-Wert und steigender Temperatur
zunahm. Die Untersuchungen machten auch deutlich, dass Oxytetracyclin wesentlich
langsamer epimerisierte als Tetracyclin, was darauf zuriickgefiihrt wurde, dass die
Hydroxylgruppe am C5-Kohlenstoff eine intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung
zur Dimethylaminogruppe am C4 ausbildet und dadurch die Epimerisierung verzogert

[24].



8 2 Tetracycline

Remmers et al. untersuchten die Lage des Epimerisierungsgleichgewichtes in
Abhingigkeit vom pH-Wert und stellten fest, dass der Anteil epi-Tetracyclin im
Gleichgewicht zwischen 18 und 55% lag [22].

2-2: Anteil epi-Tetracyclin im Epimerisierungsgleichgewicht bei verschiedenen pH-Werten [22]

Anteil epi-Tetracyclin

pH-Wert im Gleichgewicht
[l
2,4 45
3,2 55
4,0 37
5,0 32
6,0 18

2.3.2 Isomerisierung

Tetracycline, deren C6-Atom mit einer Hydroxylfunktion substituiert ist, bilden in
Gegenwart von Basen unter Spaltung des C-Ringes am C-11a-Kohlenstoff und Lacton-
bildung iso-Tetracycline. Besonders empfindlich fiir diese Reaktion ist Chlortetracyclin,
hier tritt die Isomerisierung zum iso-Chlortetracyclin bereits bei pH 7,5 in der Wérme
auf. Oxytetracyclin und Tetracyclin isomerisieren erst bei einem pH-Wert oberhalb von
pH 9. Tetracycline, die keine Methylgruppe am C6-Kohlenstoff tragen, sind gegeniiber
Basen stabiler [14, 23]. Die Bildung und Struktur von iso-Chlortetracyclin zeigt
folgende Abbildung:

OH-

Abbildung 2-5: Bildung von iso-Chlortetracyclin

Die Isomerisierung ist irreversibel, allerdings konnen die iso-Tetracycline in einer

reversiblen Reaktion zu epi-iso-Tetracyclinen epimerisieren. Iso-Tetracycline sind
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aufgrund der Zerstorung des Keto-Enol-Systems zwischen Clla und C12 biologisch

naktiv.

2.3.3 Wasserabspaltung

Tetracycline, die am C6-Kohlenstoff mit einer Hydroxylfunktion substituiert sind,
spalten bei niedrigen pH-Werten (< 2) Wasser ab und bilden unter Aromatisierung des
C-Ringes Anhydrotetracycline. Die Wasserabspaltung ist irreversibel und wird durch

Erwédrmen begiinstigt [23]. Das Reaktionsschema ist in Abbildung 2-6 dargestellt.

Abbildung 2-6: Bildung von Anhydrotetracyclin aus Tetracyclin

Epimerisierung tritt auch bei Anhydrotetracyclinen auf. Anhydrotetracycline und epi-
Anhydrotetracycline zeigen bakterizide Wirkung. Diese beruht nicht - wie bei den
iibrigen Tetracyclinen - auf dem Erliegen der Proteinbiosynthese durch Bindung an das
bakterielle Ribosom, sondern vielmehr auf der Zerstéorung des Zellmembranpotentials
[26]. In vivo zeigen Anhydrotetracycline hepatotoxische und phototoxische Wirkung, so
dass eine Verwendung als Antibiotikum trotz der biologischen Aktivitét nicht stattfindet

[11, 23].

Anhydro-Oxytetracyclin ist aufgrund der Hydroxylfunktion am C5-Kohlenstoff instabil
und bildet in einer Folgereaktion unter Spaltung des B-Ringes o- und p-apo-

Oxytetracyclin [23] (Abbildung 2-7).
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OH OH

Abbildung 2-7: apo-Oxytetracyclin

2.3.4 Komplexbildung

Tetracycline bilden reversible Komplexe mit Metall-Kationen, Anionen, Neutralstoffen
und Biopolymeren. Einen Uberblick iiber Stoffe, mit denen Tetracycline Komplexe

bilden kénnen gibt Tabelle 2-3 [14].

Tabelle 2-3: Komplexbildner fiir Tetracycline

Metall-Kationen Fe’*, Fe’*, Cu™", Ni*', Co™, Zn*" Mn*", Mg*", Ca®*", Be™,
AP, 7

Anionen Phosphat, Citrat, Salicylat, p-Hydroxybenzoat, Saccharin-
Anion

Neutralstoffe Coftein, Harnstoff, Thioharnstoff, Polyvinylpyrrolidon

Biopolymere Serumalbumin, Lipoproteine, Globuline, RNA

Die Komplexbildung mit Metallkationen wird von der Ladung des Kations und dem
pH-Wert der Losung beeinflusst. In Losung kann man daher in Abhdngigkeit vom pH-
Wert und dem Vorkommen von zwei- oder dreiwertigen Metallkationen verschiedene
Komplextypen finden, die sich in Metall-Ligand-Verhéltnis, Protonierungsgrad und
Konformation unterscheiden [11, 27]. Unterhalb von pH 3 komplexieren Tetracycline
nicht. Zwischen pH 3 und 7,5 kann das Phenol-Diketon-System der Ringe BCD ein
Kation binden. Oberhalb von pH 7,5 wird die Dimethylaminogruppe am C4-Kohlen-
stoff deprotoniert, so dass hier ein weiteres Kation gemeinsam mit der cis-stdndigen
12a-Hydroxylfunktion gebunden werden kann. Bei epi-Tetracyclinen ist die
Hydroxylfunktion trans-stindig zur Dimethylaminogruppe, daher koénnen epi-

Tetracycline nur ein Metallkation komplexieren [11, 14]. Oxytetracycline kdnnen
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aufgrund einer zusitzlichen Hydroxylfunktion am C5-Kohlenstoff oberhalb von pH 7
einen Chelatkomplex zwischen C5 und Cl12a bilden [14]. Die Komplexbildung mit
Metallkationen verstdrkt die Fluoreszenz von Tetracyclinen; dieser Effekt kann

analytisch genutzt werden [28].

Die Bindung von Tetracyclinen an Proteine (beispielsweise Albumin, Globulin oder
Lipoproteine) hédngt ab vom pH-Wert, sowie Temperatur und Konzentration der
Proteine. Bei der Bindung an Serumproteine handelt es sich um eine hydrophobe
Bindung, die durch lipophile Gruppen verstirkt, durch hydrophile geschwicht wird. Es
ist auch eine Abhingigkeit von der Konzentration an Ca*” und Mg*" zu beobachten; die
Bindung von Tetracyclin an Proteine nimmt mit steigenden Konzentrationen der

Kationen zu [14].

2.3.5 Protonierung und Keto-Enol-Tautomerie

Tetracycline konnen Protonen sowohl abgeben als auch aufnehmen und sind daher
amphoter. Eine Protonierung oder Deprotonierung kann an folgenden Gruppen im
Molekiil auftreten: am C3-Sauerstoff, am C4-Stickstoff und an den Sauerstoffatomen
am C10 und C12-Kohlenstoff. Die Konformation des Molekiils ist vom Protonierungs-

zustand abhingig.

Am Ring A wird die Abspaltung eines Protons aus der Hydroxylgruppe am C3 durch
die Ausbildung tautomerer Strukturen begiinstigt, die Deprotonierung am C3 weist
daher einen niedrigen pK,-Wert auf (pK,; = 2,8 — 3,3). Die tautomeren Grenzstrukturen

am A-Ring sind in Abbildung 2-8 dargestellt.
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Abbildung 2-8: Tautomere Strukturen am A-Ring

Die Ringe B und C weisen zwischen den Kohlenstoffatomen C11, Cl1a und C12 eben-
falls eine Keto-Enol-Tautomerie auf, von der bei hoheren pH-Werten die Abspaltung
eines weiteren Protons erfolgt (pK,2). Ein drittes Proton wird bei der Deprotonierung
des protonierten Stickstoffs am C4 freigesetzt (pKa3). Das Deprotonierungsschema ist in
Abbildung 2-9 dargestellt. Von Duarte et al. wurde dariiber hinaus auch die Abspaltung
eines vierten Protons von der Hydroxylgruppe am C10 postuliert, der pK,-Wert liegt fiir
diese Deprotonierung zwischen 12 und 13. Im physiologischen pH-Bereich werden die
Protonierungsgleichgewichte nicht durch die Deprotonierung des Protons am C10-

Hydroxyl beeintrichtigt, so dass diese Reaktion vernachlissigt werden kann [29].
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TC-H;

TC-H,

TC-H

(c=d+e)

TC-H

Abbildung 2-9: Schema der Deprotonierung von Tetracyclinen bei nach unten zunehmendem pH-
Wert. Dargestellt sind die verschiedenen Formen, in denen Tetracyclin bei den unterschiedlichen
pH-Werten vorliegt, fiir das einfach negativ geladene Tetracyclin sind zwei Formen méglich.

Von Qiang und Adams wurden die pK,-Werte verschiedener Tetracycline ermittelt [30],

eine Zusammenfassung zeigt Tabelle 2-4.
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Tabelle 2-4: pK,-Werte einiger Tetracycline nach [30], fiir die Messungen der pK,-Werte wurden
die Hydrochloride eingesetzt

pKai pKa2 PKas
Tetracyclin 3,2 7,5 8,9
Oxytetracyclin 33 7,8 9,6
Chlortetracyclin 33 7,6 9,3
Doxycyclin 3,0 8,0 9,2

Tetracycline kommen in wéssrigen Losungen als Mischung von Formen mit unter-
schiedlichem Protonierungsgrad vor, was dadurch deutlich wird, dass die pK,-Werte fiir
die Deprotonierung des zweiten und dritten Protons dicht beieinander liegen. Das
neutrale Tetracyclin liegt als Zwitterion vor, wie Abbildung 2-9 verdeutlicht. Abbildung
2-10 zeigt, zu welchem Anteil die verschiedenen Formen in wissrigen Losungen im
pH-Bereich von 2 bis 11 vorliegen. In der Darstellung wurden zur Vereinfachung Epi-

merisierung, Isomerisierung und Bildung von Anhydrotetracyclinen vernachlissigt.

100, _
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Abbildung 2-10: Anteil der verschiedenen Formen in wissriger Losung bei verschiedenen pH-
Werten (Abbildung entnommen aus [11]). a: TC-H3+, b: TC-H24, ¢: TC-H-, f: TC-H=. d und e
entsprechen den zwei moglichen Formen des einfach geladenen Anions (sieche Abbildung 2-9), ¢
beschreibt die Summe aus d und e.

Bei pH-Werten < 2 liegt die vollstindig protonierte Form TC-H; ™ vor (a). Bei steigen-
dem pH-Wert wird entsprechend Abbildung 2-9 zunichst das Proton an der C3-
Hydroxylfunktion abgespalten, wodurch sich die neutrale Form des Tetracyclins bildet
(TC-H," (b)). Bei einem pH-Wert zwischen 5 und 6 liegt diese Form zu annihernd

100% vor. Eine weitere Deprotonierung findet bei einem pH-Wert oberhalb von 6 statt
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und liefert die negativ geladene Form TC-H" (c). Es existieren von dieser Form zwei
Unterformen: eine trdgt je eine negative Ladung an den Sauerstoffatomen am C3 und
C12 sowie eine positive Ladung am Stickstoff der Dimethylaminofunktion (d), die an-
dere Form trigt eine negative Ladung am Sauerstoff an C3 (e). Aus Abbildung 2-10
geht hervor, dass vorwiegend die Form (d) auftritt. Oberhalb von pH 7,5 wird die
vollstandig deprotonierte Form TC-H™ (f) gebildet. Es wird deutlich, dass in wéssrigen
Losungen tiber einen weiten pH-Bereich Tetracycline verschiedener Deprotonierungs-

stufen nebeneinander vorliegen, insbesondere im Bereich zwischen pH 6 und 11.

2.3.6 Tetracyclinderivate

Durch den massiven Einsatz von Tetracyclinen in der Veterindrmedizin und dem damit
einhergehenden Selektionsdruck entwickelten viele Bakterien Resistenzen gegeniiber
Tetracyclinen (sieche Kapitel 2.5, Seite 21). Auf der Suche nach Struktureinheiten, mit
denen Tetracycline die Resistenz umgehen konnen, wurde eine Vielzahl an Derivaten
mit Substitutionen an C7, C8 und C9 synthetisiert [18, 31-35]. Fiir die Chemie und Syn-
these der Derivate, die aufgrund dieser Motivation entwickelt wurden sei auf die zitierte
Literatur verwiesen. Im Folgenden soll auf Tetracyclinderivate eingegangen werden, bei
denen nicht die antibiotische Wirkung im Vordergrund steht, sondern die Nutzung fiir

eine analytische Fragestellung.

Zhang et al. und Pastor-Navarro et al. beschreiben die Derivatisierung von
Tetracyclinen aus der Motivation heraus, diese fiir die Herstellung von Haptenen und
Immunogenen zu nutzen [36, 37]. Von Pastor-Navarro et al. wurden 7 oder 9-(4°-
carboxyphenylazo)-Derivate von Tetracyclin, Oxytetracyclin und Chlortetracyclin
sowie Glycinmethyl-Derivate von Oxytetracyclin und Chlortetracyclin synthetisiert. Im
Fall der Carboxyphenylazo-Derivate wurde dem Tetracyclinkern ein aromatischer
Spacer am D-Ring hinzugefiigt, im anderen Fall ein aliphatischer Spacer am A-Ring.
Fir die Herstellung von Immunogenen wurden diese Derivate iiber die Carboxyl-
funktion mit den Aminogruppen von Lysin aus BSA und OV A verkniipft. Die hochsten
Antikorper-Titer wurden gegen Haptene gebildet, denen Oxytetracyclin zugrunde lag,

die besten Resultate wurden mit 7 oder 9-(4‘-carboxyphenylazo)-Oxytetracyclin
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erreicht. Die dagegen gerichteten Antikorper konnten zur Entwicklung eines
empfindlichen Enzymimmunoassays filir Tetracycline genutzt werden [37]

Zhang et al. beschreiben ebenfalls die Synthese von 7 oder 9-(4‘-carboxyphenylazo)-
Tetracyclin. Daneben synthetisierten sie Tolidin-Derivate (Tolidinrest an 7-Position)
und 1,1°carbonyldiimidazol-Derivate von Tetracyclin. Bei letzterem wurde die
Hydroxylfunktion am C6-Atom des Tetracyclins derivatisiert [36]. Die Haptene wurden
an BSA und OVA gekoppelt und zur Immunisierung von Kaninchen verwendet. Mit

den gewonnenen Antikorpern wurde ein Enzymimmunoassay entwickelt.

In der vorliegenden Arbeit wurden Doxycyclinderivate verwendet, die am C9-
Kohlenstoff  derivatisiert waren: 9-(5‘-Aminopentanamido)-Doxycyclin,  9-(8-
Aminooktanamido)-Doxycyclin  und 9-(11-Aminoundekanamido)-Doxycyclin. Die

Synthese wurde von Usai beschrieben [38].

2.4 Wirkung von Tetracyclinen

2.4.1 Aufnahme von Tetracyclinen in die Zelle

Tetracycline wirken durch die Bindung an bakterielle Ribosomen und miissen, um ihre
Wirkung zu entfalten, zundchst zum Wirkort gelangen. Es wurde beobachtet, dass
Tetracyclin-sensitive Bakterienzellen das Antibiotikum im Zytoplasma anreichern [39-
41]; die Tetracyclinkonzentration nimmt dabei vom Umgebungsmedium iiber das Peri-
plasma bis zum Zytoplasma zu. Da die Aufnahme von Tetracyclin in die Zelle gegen
ein Konzentrationsgefille erfolgt, wurde ein energieabhidngiger Mechanismus postuliert.
Bei gramnegativen Organismen passiert Tetracyclin als positiv geladener Komplex mit
Magnesium die Zellwand durch Porin-Kanéle und gelangt ins Periplasma; fiir diesen
Vorgang wird ein passiver Transport angenommen [42]. Durch das Donnan-Potential
der Zellwand wird dieser Prozess unterstiitzt, da durch das Potential positiv geladene

Ionen ins Zellinnere stromen.

In der Zytoplasmamembran wurden bisher keine spezifischen Carrier-Proteine identifi-
ziert, so dass der Durchtritt der Tetracycline einem anderen Mechanismus folgen muss.
Von Yamaguchi et al. wurde die pH-Differenz zwischen Zyto- und Periplasma als Mo-

tor flir den Transport vorgeschlagen [39]. Sie zeigten, dass bei steigendem pH-Wert und
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zunehmender Magnesiumkonzentration in der Zellumgebung die Aufnahme von Tetra-
cyclin abnimmt. Dieses Ergebnis kann auf das Protonierungsgleichgewicht der
Tetracycline (siche Abschnitt 2.3.5) zuriickgefiihrt werden; da Tetracyclin die
Zytoplasmamembran in neutralem Zustand durchtritt und bei hoherem pH-Wert
weniger Tetracyclin in einer neutralen Form vorliegt (siche auch Abbildung 2-10). Im
Zytoplasma herrscht ein hoherer pH-Wert vor als im Periplasma, wodurch das
Protonierungsgleichgewicht von Tetracyclin verschoben wird und mehr negativ
geladene Formen von Tetracyclin vorliegen. Im Zytoplasma findet daher
wahrscheinlich eine Komplexierung mit Magnesiumionen statt [43]. Durch diese
Komplexierung wird die negativ geladene Form aus dem Protonierungsgleichgewicht
entfernt und dadurch die Konzentration der ungeladenen Spezies in der Zelle verringert.
Dieser Effekt begiinstigt die Anreicherung von Tetracyclin im Zytoplasma. Wird ein
Gleichgewicht aller Formen erreicht, betrdgt die Tetracyclinkonzentration innerhalb
einer Zelle rechnerisch das Doppelte der Konzentration im Umgebungsmedium [44].
Fir die Anreicherung von Tetracyclin und Minocyclin in E.coli wurde eine
Anreicherung um den Faktor 100 beobachtet (Verhéltnis der Konzentration in der Zelle
gegeniiber der Konzentration in der Umgebung), fiir Staphylococcus aureus eine

Anreicherung um den Faktor 20 — 30 [45].

2.4.2 Wirkmechanismus

Tetracycline werden anhand ihres Wirkmechanismus in zwei Gruppen unterschieden:
die ,typischen Tetracycline, die bakteriostatische Wirkung zeigen und die
»atypischen® Tetracycline (beispielsweise Anhydrotetracycline), die bakterizid wirken.
Atypische Tetracycline hemmen die Proteinbiosynthese nur in geringem Mafle. Die
bakterizide Wirkung beruht hier auf der Stérung des elektrochemischen Potentials der

Zytoplasmamembran [26].

Die bakteriostatische Wirkung der typischen Tetracycline beruht auf der Hemmung der
Proteinbiosynthese am Ribosom und wird im Folgenden nédher betrachtet. Fiir
Tetracycline wurden von Pioletti et al. sechs mdgliche Bindestellen an der kleinen
Untereinheit des bakteriellen Ribosoms identifiziert [46], weitere Bindestellen auf der

groflen Untereinheit des Ribosoms wurden von Kolesnikov et al. beschrieben [47].
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Die Bindestelle mit der hochsten Affinitit fiir Tetracycline (1,3*10° L/mol [48]) liegt
sehr nahe der Stelle, an der sich die Aminoacyl-t-RNA fiir die Proteinbiosynthese
anlagert (a-site). Die Bindung von Tetracyclin an das Ribosom erfolgt als
Magnesiumkomplex iiber elektrostatische Wechselwirkungen (Salzbriicken) zwischen
Magnesium und Phosphatresten der ribosomalen 16S RNA. Dariiber hinaus werden
auch Wasserstoffbriicken zwischen den Phosphatgruppen der RNA und den polaren
Gruppen an der Unterseite des Tetracyclinmolekiils ausgebildet [49]. Die Anordnung
der Substituenten in diesem Bereich ist fiir die Bindung von Tetracyclin ans Ribosom

essentiell (siche auch 2.4.3).

Durch die Bindung von Tetracyclin in unmittelbarer Ndhe der a-site wird das Andocken
von Aminoacyl-t-RNA an das Ribosom blockiert [50]. Aminoacyl-t-RNA-Molekiile
haben die Funktion, Aminosduren in aktivierter Form zum Ribosom zu transportieren,
wo diese zu einer Peptidkette verkniipft werden. Wird die Anlagerung der Aminoacyl-t-
RNA unterbunden, fiihrt dies zu einem Abbruch der naszierenden Peptidkette, die

Proteinbiosynthese kommt zum Erliegen.

Neben dem oben beschriebenen Wirkmechanismen wird auch iiber die Wechselwirkung
von Tetracyclinen mit verschiedenen Enzymsystemen in der Zelle berichtet. So konnen
Tetracycline Enzyme des Elektronentransports, Cyctochromoxidase und auch die
oxidative Phosphorylierung hemmen, dariiber hinaus wurde auch die Inhibition der

Synthese von Zellwand und Nucleinséduren beschrieben [11, 14].

Obwohl sich die Ribosomen von Pro- und Eukaryoten in ihrem Aufbau unterscheiden,
gehen Tetracycline auch Wechselwirkungen mit den Ribosomen von Eukaryoten ein, so
wird insbesondere die mitochondriale Proteinsynthese bei Eukaryoten gehemmt [11, 14,
45]. Die 80S-Ribosomen von Sdugern sind unempfindlicher gegeniiber der Hemmung
durch Tetracycline [51]. Dazu kommt, dass Tetracycline in Bakterienzellen aktiv
aufgenommen werden, ein Mechanismus, der bei Eukaryoten nicht auftritt und zur

Erkldrung der Spezifitit von Tetracyclinen fiir Prokaryoten beitragen kann [45].
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2.4.3  Strukturelle Voraussetzungen fiir die biologische Aktivitit

von Tetracyclinen

Das strukturell einfachste Tetracyclin mit biologischer Wirksamkeit ist Sancyclin
(Abbildung 2-3). Es weist die Strukturmerkmale auf, die fiir die biologische Aktivitét,
das heiBt die hochaffine Bindung an das Ribosom, unerlésslich sind. Eine wesentliche
Voraussetzung flir die antibiotische Wirkung ist die lineare Anordnung der vier Ringe.
Derivate mit weniger als vier Ringen und solche, bei denen Ringe aufgespalten sind
(Iso-Tetracycline, apo-Oxytetracyclin) zeigen keine Hemmung der Proteinbiosynthese.
Essentiell ist auch der aromatische Charakter des D-Ringes, wohingegen die
Aromatisierung weiterer Ringe, beispielsweise des C-Ringes bei Anhydro-

Tetracyclinen zu einem Wirkungsverlust fiihrt [14].

Tetracycline tragen zwei Keto-Enol-Systeme (Abbildung 2-2). Modifikationen, die die
Ausbildung von tautomeren Strukturen verhindern, resultieren im Verlust der
biologischen Aktivitdt, gezeigt wurde dies am Beispiel von 11a-Halogentetracyclinen

sowie Pyrazoltetracyclin [14].

Eine bestimmte Konfiguration an den Asymmetriezentren C4, C4a und Cl2a ist
essentiell fiir die biologische Aktivitdt, wihrend die Konfiguration an den {ibrigen
Zentren variieren kann. Die natiirlich vorkommenden Tetracycline sind an C4a und
C12a so konfiguriert, dass der A-Ring aus der Ebene der Ringe BCD gehoben wird.
Wird Ring A durch Anderung der Molekiilstruktur (beispielsweise durch
Aromatisierung) in die Ebene, die von den Ringen BCD aufgespannt wird,
hineingedriickt, geht die antibiotische Wirkung verloren [14]. Eine stereochemische
Voraussetzung flir die Hemmung der Proteinbiosynthese ist auch die a-Stindigkeit der
Dimethylaminofunktion am C4, die B-stdndigen Epimere zeigen nur eine sehr geringe
Aktivitdt [21]. Tetracyclinderivate, die keine Dimethylaminogruppe am C4 tragen,
zeigen keine Wirkung gegeniiber Prokaryoten, wohl aber gegeniiber eukaryotischen

Zellen [11].

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Verdanderungen der Tetracyclinstruktur an CI,

C10, C11 und C12 zu einer Reduktion oder zum Verlust der antibiotischen Aktivitét
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filhren, wohingegen der hydrophobe Bereich des Molekiils — C6, C7, C8 und C9 -
modifiziert werden kann, ohne dass zwangsldufig die Fihigkeit zur Hemmung der
Proteinbiosynthese vermindert wird [14, 52]. Die Zuldssigkeit von Modifikationen an
den genannten C-Atomen ermdglicht eine Modifikation der Molekiileigenschaften

durch funktionelle Gruppen, dies wird bei der Teilsynthese neuer Tetracycline genutzt.

2.4.4 Anwendungen in der Veterinirmedizin

Das Wirkungsspektrum der Tetracycline umfasst grampositive sowie gramnegative
Bakterien und Kokken, Spirochéten, Rickettsien, grole Viren und Mykoplasmen. Pilze,
Hefen und Protozoen sind gegen Tetracycline resistent [14]. Neben dem breiten
Wirkungsspektrum forderten insbesondere auch die gute Resorption, geringe Toxizitét

sowie geringe Kosten den grof3flichigen Einsatz der Tetracycline [2].

Hauptanwendungsgebiete sind bakterielle Infektionen des Gastrointestinaltraktes und
respiratorischem System, Hautinfektionen, Infektionen des Bewegungsapparates und
systemische Infektionen. In der Europdischen Union sind im veterindrmedizinischen
Bereich die Tetracycline Doxycyclin, Chlortetracyclin, Tetracyclin und Oxytetracyclin

zugelassen.

Tetracycline konnen oral oder als Aerosol appliziert werden, beispielsweise wird dies in
der Massentierhaltung von Vogeln einsetzt [45]. Bei Wiederkduern kann keine orale
Applikation erfolgen, da die empfindliche Mikroflora im Wiederkduermagen gestort
wird, die Applikation von Tetracyclinen erfolgt hier intramuskuldr oder intravends [2].
Tetracycline spielen bei der Behandlung nahezu aller fiir die Fleisch- und Milchproduk-
tion genutzten Tierarten (Schwein, Rind, Gefliigel, Schafe, Ziegen) aber auch von
Haustieren (Hunde, Katzen und Pferde) eine gro3e Rolle. Auch in Aquakulturen werden
héufig Tetracycline zur Vorbeugung von Infektionen eingesetzt [52]. Allein in den USA
wurden im Jahr 2006 4210 t Tetracycline zur Behandlung von Tieren verkauft, iiber die

Jahre 2004 — 2006 nahm die Menge der verkauften Tetracycline stetig zu [53].

Tetracycline eignen sich auch zur Behandlung einiger Bienenkrankheiten. Die Erreger
der Amerikanischen und Europdischen Faulbrut, Paenibacillus larvae und

Melissococcus pluton sind empfindlich gegen Tetracycline. Im Bereich der Behandlung
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von Bienen oder auch zur Prévention werden zumeist Tetracyclin und Oxytetracyclin
eingesetzt, die iiber das Futter verabreicht werden [54, 55]. In der Europdischen Union

sind Tetracycline nicht fiir die Behandlung von Bienenvélkern zugelassen [56].

Neben der therapeutischen Wirkung zeigen Tetracycline — in subtherapeutischen Dosen
verabreicht — wachstumsfordernde Eigenschaften und fanden auch als Wachstums-
forderer einen breiten Einsatz in der Veterindrmedizin. In der Européischen Union ist
der Zusatz von Tetracyclinen zu Futtermitteln zum Zweck der Wachstumsférderung

allerdings untersagt [57].

2.4.5 Toxikologie

Die Toxizitdt der Tetracycline gegeniiber Saugern ist gering. Der LDso-Wert fiir
Tetracyclin und Chlortetracyclin in Méusen und Ratten liegt zwischen 2150 und
>5000 mg/kg Korpergewicht, der fiir Oxytetracyclin zwischen 3600 und 7200 mg/kg
Korpergewicht. Vom JECFA (Joint Expert Commitee on Food Additives) wurden fiir
Tetracyclin, Oxytetracyclin, Chlortetracyclin und Doxycyclin eine duldbare Tagesdosis
(ADI, acceptable daily intake) von 0 — 30 pg/kg Korpergewicht festgesetzt [58].
Hinweise fiir eine Reproduktions- oder Genotoxizitdt von Tetracyclinen liegen nicht

vor, eine cancerogene Wirkung wurde bisher nicht nachgewiesen [59, 60].

2.5 Tetracyclin-Resistenz

Die extensive Nutzung von Tetracyclinen seit der Entdeckung in den 50er Jahren fiihrte
schnell zur Entwicklung von Resistenzen. So wurde bereits 1953 das erste tetracyclin-
resistente Bakterium (Shigella dysenteriae) isoliert [51]. 1955 wurde erstmalig eine
Shigellenart mit einer Multidrugresistenz gegeniiber Tetracyclin, Streptomycin und
Chloramphenicol isoliert [61], diese kam in 0,02% der getesteten Fille vor [52]. Bis
1960 zeigten etwa 10% der in Japan untersuchten Shigellen diese Multidrugresistenz.
Studien aus den 90er Jahren zeigen, dass die Resistenz in Shigellen weiter zunahm, in
den Jahren 1988 — 1993 waren bereits 60% der untersuchten Stdmme von Shigella
flexneri resistent [62]. Auch bei Enterobacteriaceen sowie Staphylokokken-, Strepto-
kokken- und Bakteroiden-Arten wurde iiber ein erhohtes Vorkommen von Tetracyclin-

resistenz berichtet [52, 63].
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Die rasche Verbreitung von Resistenzen ist darauf zuriickzufiihren, dass die fiir die
Resistenz codierenden Gene meist auf mobilen Elementen (beispielsweise Plasmiden,
Transposons oder Integrons) lokalisiert sind, die iiber einen horizontalen Gentransfer
zwischen Bakterien weitergegeben werden kdnnen, auch wenn die Bakterien verschie-
denen Arten angehoren. Hiufig wird beobachtet, dass mit den mobilen Elementen
mehrere Resistenzgene gleichzeitig vermittelt werden [51, 52, 64]. Bakterien werden
gegen antibiotische Substanzen resistent, wenn sie Mechanismen entwickeln oder
erwerben, die ihnen erlauben, in der Gegenwart von Antibiotika zu {iberleben. Fiir
Resistenz gegeniiber Tetracyclin werden in Wesentlichen vier verschiedene Mechanis-

men beschrieben:
e Aktives Ausschleusen von Tetracyclin aus der Zelle (Efflux)

e Storung der Tetracyclin-Ribosom-Bindung durch die Bildung ribosomaler

Schutzproteine
e Enzymatische Inaktivierung von Tetracyclin
e Verdnderung der Zielstruktur durch Mutationen in der 16S-RNA

Derzeit sind 38 Gene beschrieben, die Tetracyclinresistenz vermitteln. Der Grof3teil (23
Gene) codiert flir Effluxproteine, 11 Gene codieren fiir ribosomale Schutzproteine, 3
Gene codieren fiir ein Enzym, das Tetracyclin inaktiviert, wihrend der Resistenz-

mechanismus, fiir den ein weiteres Gen codiert noch nicht aufgeklért ist [51, 64].

2.5.1 Ausschleusen von Tetracyclin (Efflux) und Genregulation

Durch das aktive Ausschleusen von Tetracyclin aus der Zelle wird verhindert, dass im
Zytoplasma Tetracyclinkonzentrationen erreicht werden, die die Proteinbiosynthese
hemmen. Der Mechanismus des aktiven Ausschleusens wird auch als Efflux bezeichnet.
Es ist der bei gramnegativen Bakterien am hiufigsten vorkommende Resistenz-
mechanismus, das Aufireten von Efflux-Pumpen wurde aber auch bei grampositiven

Bakterien beschrieben.

Mit dem Begriff ,Effluxpumpen“ werden membrandurchspannende Proteine
bezeichnet, deren Funktion darin besteht, Tetracycline (oder andere Stoffe)
energieabhéngig gegen Protonen auszutauschen und dadurch deren Konzentration in der

Zelle zu verringern. Am Effluxprotein TetA wurde gezeigt, dass ein Proton gegen den
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einfach positiv geladenen Komplex [TC-Mg]" im Verhiltnis 1:1 ausgetauscht wird, der
Austausch demnach elektrochemisch neutral erfolgt [65]. Sowohl in grampositiven als
auch gramnegativen Bakterien ist die Expression von Effluxproteinen streng reguliert,
allerdings unterscheiden sich die Regulationsmechanismen. Die Regulation ist zum
Schutz der Zelle notwendig: Bei einer permanenten Expression von Effluxproteinen und
deren Einbau in die Zellmembran wiirden auch bei Abwesenheit von Tetracyclin
Protonen in die Zelle aufgenommen werden, wodurch das Membranpotential gestort
wiirde [66]. Daher wird das Effluxprotein von der Bakerienzelle nur dann exprimiert,
wenn Tetracyclin in die Zelle eindringt. Allerdings muss die Bildung des Proteins
bereits bei einer Konzentration einsetzen, bei der die Proteinbiosynthese noch nicht
gehemmt wird. Die Genregulation fiir die Expression bei gramnegativen Bakterien wird

im Folgenden fiir das Effluxprotein TetA beschrieben.

Das fiir TetA codierende Gen ist auf der DNA hinter einer kurzen Operator-Sequenz O2
(auch tetO2) angeordnet. In Abwesenheit von Tetracyclin ist an die Operatorsequenz
ein Protein gebunden, das die Transkription des Gens verhindert. Dieses Protein wird
als Tetracyclin-Repressor TetR bezeichnet. Die Expression des Repressorproteins wird
ebenfalls durch eine Operatorsequenz (fefO1) reguliert. Das Gen, das fiir das
Repressorprotein codiert, liegt in direkter Nachbarschaft zum tetA-Gen, wird aber in
umgekehrter Richtung abgelesen. Das Repressorprotein TetR bindet an beide
Operatorsequenzen tetOl und tetO2 und verhindert damit in Abwesenheit von
Tetracyclin sowohl die Expression des Effluxproteins TetA als auch die Expression von

weiterem TetR.

Wird Tetracyclin in die Bakterienzelle aufgenommen, bildet es im Cytoplasma einen
Magnesiumkomplex. Dieser bindet mit einer hohen Affinitit an den Tet-Repressor und
bewirkt dadurch eine Konformationsinderung des Proteins, die in der Ablosung des
Repressors von der Operatorsequenz resultiert. Nach der Ablosung des Repressors
konnen die Proteine TetA und TetR exprimiert werden. Das gebildete TetA wird in die
Zellmembran eingebaut und schleust den Tetracyclin-Magnesiumkomplex im

Austausch gegen Protonen aus der Zelle.



24 2 Tetracycline

Der exprimierte Repressor TetR bindet in der Zelle vorhandenes Tetracyclin, bevor
dieses an das Ribosom binden kann. TetR bindet Tetracyclin mit einer etwa 1000fach
hoheren Affinitit als das Ribosom [67]. Ist alles in der Zelle vorliegende Tetracyclin
entweder ausgeschleust oder von TetR gebunden, bindet das iiberschiissige TetR an die
Operatorsequenzen tetO1 und tetO2 und stoppt dadurch die Expression der Proteine.
Zur Veranschaulichung ist der Mechanismus in Abbildung 2-11 dargestellt.

H*

Periplasma ¢

| Zellmembran

Cytoplasma Te

Tc + Mg®* == [TcMg]?* H*

Repressor TetR Repressor TetR I Efflux-Protein TetA
* (freie Form) - (induzierte Form) ux :

¥ Tetracyclin WY DNA

Abbildung 2-11: Schematische Darstellung des Resistenzmechanismus bei gramnegativen
Organismen einschliellich der Genregulation nach [67]

Neben dieser Art bestehen weitere Moglichkeiten der Steuerung der Expression von
Effluxproteinen. Beispielsweise codiert fe#(35) fiir eine Effluxpumpe; anstelle der
Steuerung iiber ein Repressorprotein ist jedoch in diesem Fall die Expression eines

Proteins notwendig, das die Effluxpumpe aktiviert [68].

Einige grampositive Bakterien steuern die Expression von Effluxproteinen mittels eines
attenuativen Mechanismus, die Steuerung erfolgt dann nach der Transkription auf der
Ebene der m-RNA. Weitere Informationen zu diesem Mechanismus finden sich in der

zitierten Literatur [69-71].
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2.5.2 Bildung von ribosomalen Schutzproteinen

Gene, die fiir ribosomale Schutzproteine codieren, wurden in grampositiven und gram-
negativen Bakterien nachgewiesen [2, 43]. Die Proteine binden nahe der Stelle am
Ribosom, an der Tetracyclin gebunden ist und induzieren GTP-abhéngig die Ablosung
von Tetracyclin [72]. Das Antibiotikum wird dabei ins Zytosol abgegeben, kann jedoch
an eine der sechs weniger spezifischen Bindungsstellen des Ribosoms binden.
Ribosomale Schutzproteine vermitteln daher nur bei geringen Tetracyclin-

konzentrationen Resistenz [46, 73].

2.5.3 Enzymatische Inaktivierung

Bislang wurde nur ein Enzym charakterisiert, das in der Lage ist, Tetracyclin abzubauen
(TetX). TetX ist eine flavinabhingige Monooxygenase, die in Anwesenheit von
Sauerstoff und NADPH Tetracyclin am C11a-Kohlenstoff hydroxyliert. Die hydrophile
Unterseite des Tetracyclinmolekiils wird fiir die Bindung an das Ribosom bendtigt.
Durch die Einfiihrung einer Hydroxylfunktion am C11a-Kohlenstoff kann zwischen
C11 und C12 keine Komplexierung von Magnesium erfolgen (vergleiche auch Absatz
2.4.3, Seite 19). Die Unfahigkeit, einen Magnesiumkomplex zu bilden, verhindert die
Bindung von Tetracyclin an das Ribosom. Das Reaktionsprodukt der Hydroxylierung ist

sehr labil und zerfillt bei physiologischem pH-Wert [74, 75].

2.5.4 Mutation der 16S-RNA

Von Ross et al. wurde von resistenten Propionibakterien berichtet, bei denen die
Tetracyclinresistenz durch den Austausch von Cytosin mit Guanin in Position 1058 (E.
coli) der 16S-RNA-Sequenz vermittelt wird [76]. Hierbei handelt es sich um eine Muta-
tion im Genom des Bakteriums, die nicht auf mobilen Elementen lokalisiert ist. Ein
horizontaler Gentransfer kann nicht erfolgen, so dass die Verbreitung dieser Resistenz

von untergeordneter Bedeutung ist [73].
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2.6 Das Operator-Repressor-System

2.6.1 Tetracyclin-Repressoren

Die Tetracyclin-Repressor Proteine werden anhand der Ubereinstimmung ihrer
Aminosduresequenzen in 9 Klassen eingeteilt: TetR(A) bis TetR(E), TetR(G), TetR(H),
TetR(J) und TetR(30) [77, 78]. Die Aminosduresequenzen der Proteine zeigen eine
Ubereinstimmung von 38 — 88%, konserviert sind insbesondere die Aminoséuren, die
an der Bindung an den Operator oder der Tetracyclinbindung beteiligt sind [67]. Die
Lange der Peptidketten liegt fiir die verschiedenen TetR-Varianten zwischen 207 und
218 Aminosduren [67].

Der Tet-Repressor ist ein Homodimer aus zwei identischen Monomeren. Jedes
Monomer ist in 10 a-Helices gefalten, die mit al bis al0 fiir das eine und al" bis a10’
fir das andere Monomer bezeichnet werden. Die beiden Monomere sind
rotationssymmetrisch angeordnet [79-81]. Der Repressor ldsst sich unterteilen in zwei
kleine, N-terminale Doménen, die fiir die Bindung an die DNA verantwortlich sind und
eine grofle globuldre Kerndoméne. Jede DNA-bindende Doméne wird von einem 3-
Helix-Biindel (Helices al bis a3 beziehungsweise al’ bis a3") gebildet. Die Helices a3
und a3 sorgen fiir die Erkennung der DNA, die Helices al und a2 sowie al” und a2’
fiir die Positionierung des Repressors an der DNA. Der Abstand der Erkennungshelices
wird durch die Helices 04 und 04" kontrolliert, die die DNA-bindenden Doménen mit

der Kerndoméne verkniipfen.
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Ly [MgTc]

Abbildung 2-12: Struktur des Repressors TetR(D) als Komplex mit zwei Tetracyclinmolekiilen. In
hell und dunkel dargestellt sind die beiden Untereinheiten des Proteins. Die Lage der a-Helices der
hell dargestellten Untereinheit ist mit al bis al0 gekennzeichnet. Beginn und Ende der
Aminosiurekette sind mit N fiir den N-Terminus und C fiir den C-Terminus gekennzeichnet. Der
Pfeil beschreibt die Rotationsachse des Molekiils. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
Prof. Wolfram Saenger, Freie Universitit Berlin [67])

Die Helices a5 bis a8 des einen und a8 und a9" des anderen Monomers bilden jeweils
eine Bindetasche fiir Tetracyclin, das Dimer verfiigt liber 2 Bindetaschen. Wird
Tetracyclin als Magnesiumkomplex gebunden, schiebt sich die Helix a9 wie eine
Schiebetiir hinter die Bindetasche, so dass Tetracyclin vollstdndig eingeschlossen ist
[79]. Der Tet-Repressor bindet den [MgTc] -Komplex mit einer sehr hohen Affinitt.
Fir TetR(BD) (synthetische Chimire der natiirlich vorkommenden Repressoren
TetR(B) und TetR(D)) wurde eine Affinititskonstante von 5,3*10° L/mol bestimmt
[82].

2.6.2 Tetracyclin-Operator

Zwischen den beiden Genen tefR und terA liegen die Operator-Sequenzen O1 und O2.
Bei beiden Operatoren handelt es sich um palindrome Sequenzen, das heif3t, dass der
komplementédre Strang in gegenldufiger Richtung dieselbe Basensequenz aufweist.
Jeweils in der Mitte des Operators liegt ein nicht-palindromes Basenpaar, das nicht an
der Repressor-Bindung beteiligt ist (Basenpaar 0, die Nummerierung weiterer Basen
erfolgt ausgehend von diesem Basenpaar 0 nach rechts mit positiven Zahlen, nach links

mit negativen Zahlen) (siche Abbildung 2-13).
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tetR tetA
CIl CIZ
[ ) ( )
[ N
3 - >

ATTTTCAGATTGACACTCTATCAT TGATAGGGATATATTCCAACTCTATCAATGATAGGGAAT TAACACAGGAT
TAAAAGTCTAACTGTIGAGATAGTAACTATCCCTATATAAGGTTGAGATAGT TACTATCCCTTAATTGTGTCCTA

N A

Abbildung 2-13: Nukleotidsequenz der Operatoren O1 und O2 fiir die Klasse TetR(D) aus dem
Resistenzfaktor RA1 [63]. Palindrome Sequenzen sind rot unterlegt. Die schwarzen Pfeile zeigen
die Transkriptionsrichtung der beiden Resistenzdeterminanten tetR und tetA. Mit den farbigen
Pfeilen sind die Promotoren von tetA (blau) und tetR (griin) markiert, die Bindungsregionen fiir
RNA-Polymerase sind durch dicke Balken hervorgehoben.

Die Bindung des Tet-Repressors an die Operator-Sequenz erfolgt iiber
Wasserstoffbriickenbindungen und van-der-Waals-Kréfte. Die Bindung wird von zwei
a-Helices des TetR vermittelt, die in zwei nebeneinander liegenden grof3en Furchen der
Operatorsequenz positioniert werden. Mittels Rontgenstrukturanalyse zeigten Orth et
al., dass die Basenpaare -7 bis +7 an der Bindung des Repressors beteiligt sind [83]. Die
Aminosduren der a-Helices a2 und a3 bilden van-der-Waals-Bindungen und spezifische
Wasserstoffbriickenbindungen zu den Basen G2, A3 und T4 des parallelen und T5 des
antiparallelen Stranges aus [67], diese Basen sind daher fiir die Bindung des Repressors
von besonderer Bedeutung. TetR(BD) bindet mit einer Affinitdtskonstante von

5,6%10° L/mol an zetO1 [84].

2.6.3 Induktion des Repressors durch [MgTc]"

Die Regulation der Genexpression beruht darauf, dass Tetracyclin an den Tet-Repressor
bindet und dessen Ablésung von der zugehorigen Operatorsequenz bewirkt, so dass ein
Effluxprotein exprimiert werden kann, das Tetracyclin aus der Zelle schleust. Die
Bindung von Tetracyclin an den Repressor erfolgt als Komplex mit einem zweiwertigen
Metallkation [85]. Unter physiologischen Bedingungen wird Tetracyclin meistens von
Magnesiumionen komplexiert; allerdings sind auch andere zweiwertige Metalle in der
Lage, Tetracyclin zu komplexieren und die Abldsung des Repressors zu induzieren.
Beispielsweise binden Fe*"-Ionen etwa 100fach stirker an Tetracyclin als Mg®" und
zeigen auch eine etwa 1000fach hohere Induktion [86, 87]. Bei Abwesenheit
zweiwertiger Metallkationen fillt die Bindungsaffinitit um einige GroBenordnungen

(Affinititskonstante <10° L/mol) [86].
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Die Bindetasche fiir Tetracyclin wird von den Helices a5 und a7 sowie der Schleife
zwischen a6-a7 und 09" gebildet. Der Komplex [MgTc]" gelangt mit dem Ring A voran
in die Bindetasche. Die Erkennung des [MgTc]™ -Komplexes wird durch die
Koordination des Mg®" und Wasserstoffbriickenbindungen mit TetR-Seitenketten
vermittelt. Mg>" wird durch die O11/012-Ketoenolatgruppe des Tetracyclin, durch eine
Histidin-Seitenkette im TetR sowie drei Wassermolekiile oktaedrisch koordiniert. Zwei
der  Wasserliganden  bilden  Seitenketten @~ zum  Carboxylatrest  einer
Glutaminsdureseitenkette aus und liefern dadurch einen wichtigen Beitrag zur
Erkennung und Bindung des Tetracyclins. Darliber hinaus werden weitere
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Hydroxylgruppen von Tetracyclin  mit
Seitenketten verschiedener Aminosduren im TetR ausgebildet, zusétzlich steht der
aromatische D-Ring von Tetracyclin mittels van-der-Waals-Wechselwirkungen mit
hydrophoben Seitenketten am TetR in Kontakt [80]. Neben der Erkennung von
Tetracyclin sind Wassermolekiile auch daran beteiligt, TetR nach der Induktion durch

Tetracyclin in einer Konformation zu fixieren, die die Bindung an tetO verhindert [88].

Die Bindung des Tetracyclins bewirkt eine Verschiebung von Helix a6, die ihrerseits zu
einer leichten Rotation von Helix a4 flihrt. Letztendlich flihrt dies zu einer Verformung
des Molekiils, wodurch sich der Abstand der beiden DNA-erkennenden Helices a3 und
a3’ der beiden Monomere um etwa 3 A vergroBert. Dies resultiert in einer Ablosung des
Repressors, da im induzierten Zustand die Bindungsaffinitit zu zefO um 6 bis 10
GroBenordnungen geringer ist als im nicht-induzierten Zustand [67]. Die Induktion des
Repressors setzt bereits bei einer Tetracyclinkonzentration von etwa 1 uMol/l in der

Bakterienzelle ein [79].
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2.7 Einsatz von Tetracyclinen bei lebensmittelliefernden Tieren:

rechtliche Regelungen

Durch den Einsatz von Tierarzneimitteln bei Tieren, die der Produktion von
Lebensmitteln dienen, konnen Riickstidnde dieser Tierarzneimittel in den Lebensmitteln
dieser Tiere vorhanden sein. Tierarzneimittelriickstinde werden definiert als ,alle
pharmakologisch wirksamen Stoffe* — seien es wirksame Bestandteile, Arzneitrager
oder Abbauprodukte — und ihre Stoffwechselprodukte, die in Nahrungsmitteln auftreten,
welche von Tieren gewonnen wurden, denen das betreffende Tierarzneimittel
verabreicht wurde® [89]. Fiir die Behandlung Ilebensmittelliefernder Tiere mit
Arzneimitteln wurden rechtliche Regelungen etabliert, die den Verbraucher vor einer
gesundheitlichen Beeintrachtigung durch Tierarzneimittelriickstinde in Lebensmitteln
tierischen Ursprungs schiitzen sollen. Auf Grundlage einer toxikologischen Bewertung
wurden  Hochstmengen (MRL-Werte = maximum residue limit) fiir
Tierarzneimittelriickstdnde festgesetzt, bei denen keine Gefahr fiir die Gesundheit des
Verbrauchers besteht. Eine Auflistung der in der Europidischen Union bisher
festgelegten MRL-Werte findet sich in den Anhidngen der Verordnung (EWG) Nr.
2377/90 des Rates ,,Zur Schaffung eines Gemeinschaftsverfahrens fiir die Festsetzung
von Hochstmengen fiir Tierarzneimittelriickstinde in Nahrungsmitteln tierischen
Ursprungs® beziehungsweise den Anderungen der Anhinge [90, 91]. In der
Europdischen Union sind zur Behandlung von Tieren die Tetracycline Tetracyclin,
Oxytetracyclin Chlortetracyclin und Doxycyclin zugelassen, die entsprechenden MRL-
Werte sind in Tabelle 2-5 wiedergegeben. Doxycyclin ist nur fiir die Behandlung von
Rind, Schwein und Gefliigel zugelassen, wohingegen die anderen drei Tetracycline fiir
»alle zur Lebensmittelerzeugung genutzten Arten* zugelassen sind, dieser Terminus
schliet allerdings Honigbienen nicht ein. Dies ergibt sich aus der Erkldrung zu
Verordnung (EG) Nr. 1000/98 der Kommission, in der es heif3t: ,,Bei Tierarzneimitteln,
die fiir Legegefliigel, Tiere in der Laktationsphase oder Honigbienen bestimmt sind,
miissen auch Hochstmengen fiir Riickstdnde in Eiern, Milch oder Honig festgelegt

werden“ [90].
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Tabelle 2-5: zuldssige Hochstmengen fiir Tetracycline in Lebensmitteln in der Européischen Union

Ph kologisch MRL

ar.ma 0 1081S¢ Markerriickstand Tierart Lebensmittel

aktive Substanz [ng/ke]
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 / Gefliigel

Fett/Haut 300
Muskel 100

Fir Tetracyclin, Oxytetracyclin und Chlortetracyclin wurden identische MRLs
festgelegt, die fiir die Summe aus Muttersubstanz und 4-Epimer gelten, das sich durch
den tierischen Metabolismus oder bei der Probenaufarbeitung bilden kann. Doxycyclin
hingegen zeigt bei der Probenaufarbeitung keine Epimerisierung, so dass die MRLs hier
nur flir die Muttersubstanz festgesetzt wurden. Unterschiedliche MRLs fiir die
verschiedenen Zielgewebe tragen sowohl dem Verzehrverhalten des Konsumenten als
auch der Pharmakokinetik der Antibiotika Rechnung. Sind in einem Lebensmittel
Tierarzneimittelriickstinde vorhanden, deren Gehalt hoher liegt als der MRL, oder
enthalten Lebensmittel ein flir diese Art nicht zugelassenes Antibiotikum, diirfen sie
nach deutschem Recht gemdl3 §10 Abs. 1, Nr. 2 des Lebensmittel-, Bedarfsgegensténde-
und Futtermittelgesetzbuches (LFGB) nicht in den Handel gelangen [92].

Die Gesetzgebung im aullereuropdischen Ausland ist mitunter weniger strikt,

insbesondere in den USA sind hohere Gehalte (bis zu Faktor 20) an Riickstinden
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zuldssig. Als Beispiele fiir die Gesetzgebung auBBerhalb der europdischen Union sind im
Folgenden die geltenden Zulassungen und Hochstmengen in den USA und Japan
genannt. In den USA sind verschiedene Formulierungen fiir Tetracycline zugelassen,
einen Uberblick gibt Tabelle 2-6. Oxytetracyclin ist zur Behandlung von Bienen

zugelassen.

Tabelle 2-6: Zulassung von Tetracyclinen (verschiedene Formulierungen) in den USA nach [93]

Tetracyclin Lebensmittelliefernde Tiere, fiir deren Behandlung
Formulierungen des Wirkstoffes zugelassen sind

Tetracyclin Rind, Kalb, Gefliigel (ohne Legehennen/ Puten), Schwein,
Schaf, Pferd

Oxytetracyclin Rind, Kalb, Gefliigel (ohne Legehennen/ Puten), Schwein,
Schaf, Fisch, Honigbiene

Chlortetracyclin Rind, Kalb, Gefliigel (ohne Legehennen/ Puten), Schwein, Ente,
Schaf

Hochstmengen sind in den USA fiir die Summe der Wirkstoffe Tetracyclin,
Oxytetracyclin und Chlortetracyclin festgesetzt (Tabelle 2-7).

Tabelle 2-7: In den USA geltende Hochstmengen fiir Tetracycline in Lebensmitteln nach [93]

Hochstmenge fiir die
Wirkstoff Spezies Summe von CTC, OTC
und Tetracyclin [png/kg]
) ) ) Muskel 2000
Tetracyclin, Rinder, Milchkiihe, Kélber
] ) Leber 6000
Chlortetracyclin, Schweine, Hithner, Truthdhne, )
] ) Fett und Niere 12000
Oxytetracyclin Fische, Hummer .
Milch 300

Die in Japan geltenden Hochstmengen fiir Tetracycline sind in Tabelle 2-8
zusammengefasst. Sie liegen mit Ausnahme von Milch doppelt so hoch wie die in der
Europidischen Union festgesetzten. In Japan ist eine vorldufige Hochstmenge von
Tetracyclinen in Honig festgesetzt, weitere vorldufige Hochstmengen finden sich fiir

andere Tierarten und essbare Schlachtabfille [94].
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Tabelle 2-8: In Japan geltende Hochstmengen fiir die Summe aus Tetracyclin, Chlortetracyclin und
Oxytetracyclin [94]

Hochstmenge fiir die

Wirkstoff Spezies Summe von CTC, OTC
und Tetracyclin [png/kg]|
Muskel 200
Tetracyclin, N Sehaf Huh Leber 600
Rind, Schwein, Schaf, Huhn
* 9 9 & 9 . 12
Chlortetracyclin, Ente, Trathahn Niere 00
Oxytetracyclin Milch 100
Hiihnerei 400
Tetracyclin, 300
Chlortetracyclin, Honig (vorldufig festgelegte
Oxytetracyclin Hochstmenge)

Die in Japan geltenden Hochstmengen entsprechen - mit Ausnahme von Honig - den
von der Codex Alimentarius Kommission von FAO und WHO als MRLs fiir
Tetracyclin, Chlortetracyclin und Oxytetracyclin vorgeschlagenen MRL-Werten [95].
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Fiir den Nachweis von Tetracyclinriickstinden in Lebensmitteln konnen verschiedenste
Verfahren eingesetzt werden. Fiir eine grobe Einteilung konnen die folgenden Gruppen
unterschieden werden: mikrobiologische und immunchemische Verfahren und
chemisch-physikalische. Wihrend bei den mikrobiologischen Verfahren der Riickstand
durch die Hemmwirkung auf Bakterien nachgewiesen wird (Hemmstofftest), wird bei
immunchemischen Verfahren die Antikorper-Antigen-Erkennung genutzt. Neben
Antikorpern kann auch die Erkennung des Analyten durch Rezeptoren zum Nachweis
genutzt werden (Rezeptortest). Bei den immunchemischen Verfahren kann zwischen
spezifischen und gruppenspezifischen Verfahren unterschieden werden. Mit Hilfe
spezifischer Verfahren kdnnen einzelne Wirkstoffe selektiv nachgewiesen werden. Bei
gruppenspezifischen Verfahren hingegen ,,erkennt* der Antikdrper oder Rezeptor alle
Substanzen einer Wirkstoffklasse, die bestimmte strukturelle Merkmale erfiillen. Somit
ist der Nachweis ganzer Wirkstoffklassen moglich. Gerade weil die genannten
Verfahren hiufig gruppenspezifisch und dariiber hinaus leicht handhabbar und
kostengiinstig sind, werden sie als Screening-Verfahren eingesetzt, um einen ersten

Uberblick iiber die Antibiotika-Belastung von Proben zu bekommen.

Um Riickstiande von Tierarzneimitteln in Lebensmitteln effektiv nachzuweisen, miissen
die Screening-Verfahren durch chemisch-physikalische Methoden ergénzt werden, die
eine priazise Quantifizierung erlauben und Aufschluss iiber die chemische Struktur des
Riickstandes geben. Uberwiegend werden dazu chromatographische Verfahren
eingesetzt, aber auch elektrophoretische Verfahren werden beschrieben. Im Folgenden
soll ein Uberblick iiber die jiingsten Entwicklungen und gingigsten Verfahren der
Riickstandsanalytik gegeben werden, wobei der Schwerpunkt auf dem Nachweis von

Tetracyclinriickstdnden in Honig liegt.
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3.1 Mikrobiologische und immunchemische Verfahren

3.1.1 Hemmstofftests

Hemmstofftests haben aufgrund ihrer geringen Kosten und technisch einfachen
Durchfiihrung eine groe Bedeutung. Sie nutzen die Sensitivitdt ausgesuchter
Mikroorganismen (Testkeime) gegeniiber Antibiotika und anderen Hemmstoffen. Bei
Anwesenheit von Hemmstoffen reduzieren oder verhindern diese die
Stoffwechselaktivitdt und damit auch die Vermehrung der Testkeime. Indikatoren fiir
die Vermehrung der Testkeime konnen Keimdichte oder Triibung der Medien sein
(Hemmbhoftest). Die Beurteilung der Stoffwechselaktivitit kann auch tliber die vom
ungehemmten Testkeim gebildeten Stoffwechselprodukte wie beispielsweise Sduren
oder Redoxiquivalente erfolgen. Fiir die Testprinzipien des Premitests® und
Delvotests” werden die in Abwesenheit von Hemmstoffen im Stoffwechsel des
Testkeims gebildeten Sduren genutzt, die einen Umschlag des im Medium enthalten
Farbindikators bewirken [96-98]. Neben den beiden genannten Tests sind eine Reihe
von Tests anderer Hersteller kommerziell erhéltlich, die auf diesem Prinzip beruhen,

beispielsweise der Cowside-Test [99] oder der Copan Milk Test [100].

Beim Brillantschwarz-Reduktionstest {iberfithren die Testkeime wéhrend der Inkubation
den Redoxindikator (Brillantschwarz) durch Spaltung zweier Azobindungen in eine
gelbe Reduktionsstufe; bei Proben, die Hemmstoffe enthalten, bleibt die urspriingliche
Farbung erhalten (blau) [101, 102]. Auch in die Amtlichen Sammlung der
Untersuchungsverfahren nach §64 LFGB haben Hemmstofftests Einzug gehalten. Hier
wird ein Pldttchentest vorgeschlagen, bei dem die Probe auf eine Agar-Platte
aufgebracht wird, die mit Sporen beimpft ist. Der Agar wird {iber Nacht inkubiert und
anschlieend das Bakterienwachstum visuell bewertet. Sind in der Probe Hemmstoftfe

vorhanden, diffundieren diese in den umliegenden Agar, wo das Bakterienwachstum

gehemmt wird (Hemmhotbildung) [103].

Hemmstofftests sind sehr unselektiv; sie zeigen alle Stoffe an, die das Wachstum der
Testorganismen oder deren Stoffwechsel beeintrdchtigen. Das Ergebnis ldsst jedoch
keine Unterscheidungen zwischen Antibiotika und anderen Hemmstoffen wie

beispielsweise Lysozym zu. Eine Unterscheidung verschiedener Antibiotikaklassen ist
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ebenfalls nicht moglich, auch wenn eine bessere Nachweisempfindlichkeit fiir
verschiedene Antibiotika-Klassen durch die Auswahl des Testkeims, des Mediums oder
des pH-Wertes erreicht werden kann [104-106]. Nachteilig bei der Verwendung von
Hemmstofftests ist ebenfalls, dass nur aktive Antibiotika das Wachstum der Testkeime

hemmen und somit Abbauprodukte ohne biologische Aktivitit nicht erfasst werden.

3.1.2 Immunchemische Verfahren

Bei den immunchemischen Verfahren werden tetracyclinspezifische Antikorper zum
Nachweis und zur Quantifizierung von Tetracyclinen eingesetzt. Beim Vorhandensein
von Tetracyclinen in der Probe bildet sich mit dem Antikdrper ein Antigen/Antikorper-

Komplex, der auf verschiedenen Wegen detektiert werden kann.

Als gingige und kommerziell erhéltliche immunchemische Verfahren fiir den Nachweis
von Tetracyclinen sind ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), und SPFIA
(Solid-Phase Fluorescence Immunoassay) und RIA (radioimmunoassay) zu nennen.
Beim Radioimmunoassay wird fiir die Detektion des Antikérper-Antigenkomplexes
radioaktiv markiertes Tetracyclin als Kompetitor zum Probentetracyclin eingesetzt und
nach einem Waschschritt die mittels Szintillationsfliissigkeit ibermittelte Zédhlrate fiir
die Radioaktivitit ausgewertet. Diese ist umgekehrt proportional zum in der Probe

vorhandenen Tetracyclingehalt [107].

Ein SPFIA-Test wird kommerziell unter dem Namen Parallux® vertrieben. Das
Probenmaterial wird mit fluoreszenzmarkiertem Antikorper inkubiert. Bei diesem
Schritt werden Tetracycline an den Antikorper gebunden. AnschlieBend wird die
Losung in eine Testkartusche gezogen, deren Wande mit Tetracyclin beschichtet sind.
Antikorper, die kein Tetracyclin gebunden haben, binden in diesem Schritt an die
Tetracycline in der Testkartusche. Nach einem Waschschritt wird die Fluoreszenz

angeregt und detektiert [ 108].

ELISA ist seit vielen Jahren als eine schnelle, spezifische und empfindliche Technik
bekannt, die fiir den Nachweis von Tetracyclinen herangezogen werden kann [109,
110]. Ein kommerzieller ELISA wird von der Firma Biopharm unter dem Namen

ridascreen vertrieben [111]. In jlingster Vergangenheit wurden von Zhang et al. und
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Pastor-Navarro et al. Arbeiten vorgestellt, in denen neue Haptene fiir Tetracycline
hergestellt und diese fiir die Gewinnung von Antikorpern eingesetzt wurden. Beide
beschreiben die Entwicklung eines ELISA auf der Grundlage dieser Antikdrper [36,
37]. Ein ELISA mit kommerziell verfigbaren Antikdrpern wurde von Jeon et al.
beschriecben [112]. Dieser ELISA unterscheidet sich von den vorangehend
beschriebenen dadurch, dass der Sekundérantikorper nicht mit einem Enzym, sondern
mit Biotin markiert ist, an das enzymmarkiertes Avidin bindet. Der Test lieferte eine
Nachweisgrenze fiir Tetracyclin in Milch, die bei 0,48 pg/l lag und somit deutlich
geringer war als die von Zhang et al. bestimmte 10 pg/l [36] und auch als die des

ridascreen-ELISA (1,5 pg/l) [111].

Bei der Quantifizierung von Antibiotika-Riickstdinden mittels immunchemischer
Verfahren ist die Spezifitit der Antikorper ein kritischer Faktor. Antikérper binden
oftmals auch Substanzen, die mit dem Analyten strukturell verwandt sind
(Kreuzreaktivitét). Der von Pastor-Navarro et al. verwendete Antikorper fiir Tetracyclin
beispielsweise zeigte Kreuzreaktivitit von 91 % gegeniiber Rolitetracyclin, 30%
gegeniiber Oxytetracyclin und 10 % gegeniiber Chlortetracyclin [37]. Die
Kreuzreaktivitdt flihrt zu einer verringerten Spezifitdt des Tests. Die Kreuzreaktivitit
gegeniiber Tetracyclinen kann sehr unterschiedlich sein, je nach verwendetem
Antikorper werden einzelne Tetracycline aufgrund einer sehr geringen Kreuzreaktivitét
nicht erfasst. So zeigten beispielsweise die von Zhang et al. verwendeten Antikérper nur

eine minimale Kreuzreaktivitit (<2%) gegeniiber Oxytetracyclin [36].

3.1.3 Rezeptortests

Eine Moglichkeit des gruppenspezifischen Nachweises von Tetracyclinriickstinden
bietet sich durch den Einsatz gruppenspezifischer Rezeptoren. Beim Charm-Test II wird
das bakterielle Ribosom - der natiirliche Bindungspartner von Tetracyclin — als
Rezeptor eingesetzt [113]. Die Konzentration des in der Probe enthaltenen Tetracyclins
wird durch Kompetition mit radioaktiv markiertem Tetracyclin und Szintillation
bestimmt [114, 115]. Der Charm-Test wird fiir die Untersuchung von Honig auf

Tetracyclinriickstdnde hdufig eingesetzt, hat aber gegeniiber den immunchemischen
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Verfahren den Nachteil eines hohen apparativen Aufwandes. Dariiber hinaus wurde

iiber einen relativ hohen Anteil falsch-positiver Werte berichtet [116].

Ein apparativ wesentlich weniger aufwendiges Verfahren fiir den Nachweis von
Tetracyclinen bietet der Schnelltest Tetrasensor. Dieser nutzt als Rezeptor fiir
Tetracyclin das Tet-Repressor-Operator-System (siche Abschnitt 2.6, Seite 26). Die
fliissige Probe wird mit dem tetracyclinspezifischen Rezeptorprotein TetR gemischt. In
die Losung wird ein Teststdbchen eingetaucht, durch Kapillarwirkung wird die Losung
am Teststdbchen nach oben gesaugt. Am Teststdbchen erfolgt eine Abtrennung von
Matrixbestandteilen. Der Bindungspartner (zetO) fiir TetR ist in einer gewissen Hohe
auf dem Teststidbchen fixiert, hier wird TetR gebunden, sofern in der Probeldsung kein
Tetracyclin vorhanden ist. Die Auswertung kann visuell erfolgen, da TetR mit rot
gefirbtem, kolloidalem Gold markiert ist und bei Bindung an tetO eine rote Bande
ergibt. Die Nachweisempfindlichkeit fiir Tetracyclin in Honig liegt bei 6 — 12 pg/kg
[116, 117].

Ein Schnelltest fiir Tetracycline, Streptogamin und Makrolide nutzt fiir den Nachweis
von Tetracyclin die Ablosung des Tet-Repressors von fetO durch Tetracyclin. Die
Detektion der Ablosung erfolgt dadurch, dass der Repressor mit fiinf Histidinresten
markiert ist, an die — wenn keine Ablosung erfolgt — enzymmarkierte Histidin-
Antikorper binden, die in einer nachgeschalteten Reaktion mit Tetramethylbenzidin eine
Farbung verursachen [118]. Auf demselben Prinzip beruht ein von Weber et al
beschriebenes Verfahren, das im Unterschied zum Schnelltest in Mikrotiterplatten
durchgefiihrt wird [119].

3.2 Physikalisch-chemische Verfahren

Hohere Spezifitit fiir Tetracyclinriickstinde besitzen physikalisch-chemische
Verfahren, weil ithnen zumeist Trennverfahren vorausgehen. Verschiedenste Techniken
sind hier verfligbar, beispielsweise lonenchromatographie [120], Kapillarelektrophorese
[121-123] und FlieBinjektion mit Chemilumineszenzdetektion [124-127]. Mit Abstand
am wichtigsten sind jedoch HPLC-Verfahren, die mit verschiedenen Methoden der

Probenaufarbeitung und verschiedenen Detektionsverfahren wie beispielsweise UV-
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Detektion [128, 129], Detektion mit UV-Diodenarraydetektor [130-133], Fluoreszenz-
Detektion [134-138], Chemilumineszenz [127] oder Massenspektrometrie [139-149]

kombiniert wurde.

Heute werden fiir einen eindeutigen Nachweis und zur Quantifizierung praktisch nur
noch LC-MS/MS-Verfahren eingesetzt. Aufgrund der Vielzahl an publizierten Artikeln
zum Nachweis von Tetracyclinen mittels HPLC oder LC-MS/MS soll hier nur anhand

aktueller Beispiele ein Uberblick gegeben werden.

3.2.1 Extraktion und Clean-up

Vor der Analyse von Lebensmitteln mittels LC-MS erfolgt in aller Regel eine
Probenvorbereitung mit dem Ziel der Extraktion und/oder Anreicherung des Analyten
aus der Lebensmittelmatrix. Tetracycline stellen aufgrund der stark komplexbildenden
Eigenschaften sowie der Instabilitdt bei sauren oder basischen pH-Bedingungen eine
besondere Herausforderung dar. Einen guten Uberblick iiber diese Thematik geben die
Review-Artikel von Anderson et al. [150], Oka et al. [151] und Kujawski et al. [152].
Im Folgenden ist das gdngige Clean-up-Verfahren fiir Tetracycline in Honig aufgefiihrt,
fir die Aufreinigung anderer Lebensmittelmatrices sei auf die zitierte Literatur

verwiesen.

Als Extraktionspuffer wird in den meisten Fédllen EDTA-Mcllvaine-Puffer eingesetzt,
ein Citrat/Phosphatpuffer, der den Chelatbildner Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
enthdlt (pH =4). Durch Verwendung von EDTA sollen an Metallionen gebundene
Tetracycline aus diesen Komplexen freigesetzt werden [135, 153-155]. Vereinzelt
werden flir die Extraktion aber auch Oxalatpuffer oder Acetatpuffer eingesetzt [140,
156] Den verwendeten Puffern ist ein niedriger pH-Wert (pH 4 — 5) gemeinsam, bei

dem Tetracycline fast ausschlieBlich als nach auBBen ungeladenes Zwitterion vorliegen.

Fiir eine Multimethode, mit der mehrere Antibiotikaklassen in Honig nachgewiesen
werden konnen, ist eine Extraktion der Antibiotika mit Wasser und anschlieBender

Aufreinigung des Extraktes beschrieben [145].

Ein Clean-up der Tetracyclinriickstinde von Honig wird iiblicherweise mittels
Festphasenextraktion (SPE) erreicht. Die unpolaren Regionen der Tetracycline erlauben

die Aufreinigung an Cg- und C;s-Phasen. Diese haben jedoch den Nachteil, dass
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aufgrund des Silanol-Gertistes Tetracycline an nicht derivatisierte Silanolgruppen und
Verunreinigungen durch Metallkationen binden und nicht eluiert werden. Die
Verwendung von EDTA im Puffer oder die Konditionierung der Kartuschen mit EDTA
ermoglicht hier eine Verbesserung der Ergebnisse [155]. Gute Ergebnisse werden auch
mit Copolymer-Kartuschen erzielt, die kein Siliziumdioxidgeriist haben. Verbreitet sind
beispielsweise Oasis HLB-Kartuschen [135, 140]. Schwache Anionentauscher-
Kartuschen auf Polymerbasis wurden erfolgreich fiir das Clean-up von Tetracyclinen

aus Honig eingesetzt [156].

Von Oka et al. und Pena et al. wurden zum Clean-up von Tetracyclin aus Honigen eine
doppelte SPE vorgeschlagen, bei der das Eluat der ersten Festphasenextraktion (Cis
oder Polymerphase) in einem zweiten Schritt iiber Kationenaustauscher-Kartuschen
gereinigt und mit Oxalsdure pH 1,4 eluiert wird [135, 154]. Auch in der Methode nach
§ 64 LFGB wird ein zweistufiges Clean-up vorgeschlagen, im ersten Schritt erfolgt die
Komplexierung der Tetracycline an einer mit Kupfer(Il)lonen beladenen
Sepharoseséule; die Elution erfolgt mit EDTA. Im zweiten Schritt wird das Eluat an
C18-Kartuschen nachgereinigt [157].

3.2.2 Chromatographische Trennung

Tetracycline werden fast ausschlieBlich mittels HPLC an RP-Phasen (reversed-phase)
getrennt. Ebenso wie bei der SPE fiihren freie Silanolgruppen und Spuren von
Metallkationen an der HPLC-Phase zum Peaktailing, das durch den Zusatz von
Komplexbildnern (Oxalsédure) zur mobilen Phase verhindert werden kann. Mobile
Phasen mit einem Oxalsdurezusatz fiihrten auch zu den besten Trennungen [151].
Allerdings kann Oxalsdure nicht vollstdndig verdampft werden und eignet sich daher
nicht fiir die Detektion mittels MS. Beim Einsatz der massenspektrometrischen
Detektion muss dies iiber die Qualitdt der Trennsdule ausgeglichen werden oder eine
Phase eingesetzt werden, die kein Silanolgeriist enthélt, so dass auf Oxalsdure verzichtet
werden kann. Giéngige Fliefmittelgemische fiir die LC-MS zum Nachweis von
Tetracyclin sind Mischungen aus Wasser, Ameisensdure und Acetonitril oder
Mischungen aus Methanol, Acetonitril und wéssriger Trifluoressigsdure [140, 146, 155,

156].
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Verschiedene chromatographische Systeme, die zur Trennung von Tetracyclinen
verwendet wurden, sind bei Oka et al. und Anderson et al. ibersichtlich

zusammengefasst [150, 151].

3.2.3 Massenspektrometrische Detektion

Die Detektion soll hier nur anhand der Mdoglichkeiten zur massenspektrometrischen
Detektion von Tetracyclinen in Honig beschrieben werden, da diese in der jiingeren

Vergangenheit immer stérker in den Vordergrund tritt.

Verschiedene lonisierungsverfahren wurden flir die Tetracyclinanalytik in Honigen
eingesetzt, beispielsweise FAB (fast atom bombardment) [155], APCI (atmospheric
pressure chemical ionisation) [158], ESI (electrospray ionisation) [140, 145-149, 156].
ESI hat sich bei den lonisierungsverfahren zum Nachweis von Tetracyclin in Honig

durchgesetzt.

Von Nakazava et al. [158] wurde Oxalsdure in der mobilen Phase fiir die
chromatographische Trennung der Tetracycline eingesetzt. Da diese nicht fliichtig ist,
miissen Mallnahmen ergriffen werden, die eine Kontamination der Ionenquelle
verhindern. Nakazava et al. erreichten dies durch Zersetzung der Oxalsdure zu CO; und

Wasser durch das Erhitzen des Nebulizers auf 475 °C.

33 Biosensor-Verfahren
Bei der Analytik von Lebensmitteln gewinnen neben den immunchemischen und

physikalisch-chemischen Verfahren seit einigen Jahren Biosensorverfahren an

Bedeutung [159].

Ein Biosensor setzt sich aus einem fiir den Analyten spezifischen Bindungspartner und
einem Transducer (Messwandler) zusammen. Als Bindungspartner in Biosensoren
konnen Antikérper, Enzyme, Nucleinsduren, Bakterienzellen, aber auch hohere
Organismen (Algen, Nematoden) eingesetzt werden [160, 161]. Der Bindungspartner
fir den Analyten wird am Transducer immobilisiert. Wird Analyt an den
Bindungspartner gebunden, so wird die Bindung — das biologische Signal — je nach
Transducer in ein messbares elektrisches, optisches, akustisches oder thermisches

Signal umgewandelt [161]. Die Messanordnung erlaubt die Beobachtung von Rezeptor-
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Ligand-Wechselwirkungen, ohne dass dafiir einer der Bindungspartner markiert werden
muss. Biosensoren sind in der Riickstandsanalytik aufgrund der hohen Spezifitdt und
Empfindlichkeit von Bedeutung, die die Detektion eines breiten Spektrums an Analyten

in komplexen Matrices ohne aufivendige Probenaufarbeitung erlaubt.

Als automatisierte Verfahren bieten sie den Vorteil, dass gro3e Probenzahlen bewéltigt
werden konnen und nach relativ kurzer Zeit ein Ergebnis vorliegt. Zudem konnen viele
Matrices ohne aufwendige Probenaufarbeitung untersucht werden, so dass auch der
Einsatz von Biosensoren in der Prozesskontrolle bei der Herstellung von Lebensmitteln

moglich ist [162].

3.3.1 Einsatz von Biosensoren zum Nachweis von Tetracyclinen

Verschiedene Biosensoren nutzen fiir den Nachweis von Tetracyclinen das tefO — TetR-
System (Kapitel 2.6, Seite 261f). Kurittu et al. stellten auf einem synthetischen Plasmid
Luciferase-Gene, die fiir die Ausbildung einer Biolumineszenz notwendig sind, unter
die Kontrolle des Tetracyclin-Repressor-Operator-Systems. Das Plasmid wurde in
E.coli transformiert, der als Testkeim Milchproben zugegeben wurde. In Gegenwart von
Tetracyclin wird der Repressor vom Operator gelost, so dass die Luciferase-Gene
abgelesen werden konnen. Dies fiihrt zur Biolumineszenz der Probe [163]. Von Pellinen
et al. wurde das System der Expressionskontrolle von Luciferase-Genen durch den
Tetracyclin-Repressor-Operator-Komplex in einem zellfreien Extrakt eingesetzt,
wodurch die Inkubationszeit deutlich verringert und die Nachweisempfindlichkeit
gegeniiber den Tests mit Bakterienzellen verbessert werden konnte [164]. Von Hansen
und Serensen wurde iiber einen Biosensor berichtet, der in gleicher Weise das
Repressor-Operator-System fiir die Regulation der Expression von B-Galactosidase

verwendet [165].

Nachteilig bei den oben genannten Tests ist, dass die Proteinbiosynthese des
Bakteriums bei hohen Tetracyclin-Konzentrationen gehemmt wird und somit auch die
Expression des Reportergens. Proben mit hohem Tetracyclingehalt kdnnen daher ein
negatives Ergebnis liefern. Eine Losung dieses Problems liefern Bahl et al., die ein
Plasmid verwenden, das neben dem Repressorsystem und dem Reportergen auch ein

Gen fiir ein ribosomales Schutzprotein enthélt, das ebenfalls bei Anwesenheit von
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Tetracyclin exprimiert wird und die Hemmung der Proteinbiosynthese am Ribosom

verhindert, so dass die Expression des Reportergens unbeeintrichtigt stattfindet [166].

3.3.2 Oberflichenplasmonresonanz in der Riickstandsanalytik von Antibiotika

Auf der Grundlage der Oberflichenplasmonresonanz (surface plasmon resonance, SPR)
(Kapitel 4.1) wurden optische Biosensor-Verfahren entwickelt. Zu den Analyten, deren
Nachweis mittels Oberflichenplasmonresonanz beschrieben wurde, gehoren neben
Vitaminen [167-169], Hormonen [170], Mykotoxinen [171, 172], Bakterienzellen [173,
174] und Proteinen [175] auch Tierarzneimittelriickstinde. Eine iibersichtliche
Zusammenstellung der Anwendungen von Biosensoren in der Lebensmittelanalytik

findet sich bei Ricci et al. [176].

Im Bereich der Tierarzneimittelriickstinde sind SPR-Verfahren fiir den Nachweis von
Tylosin  [177], Sulfonamiden [178], p-Lactam-Antibiotika, [179, 180],
Aminoglycosiden [181], Chloramphenicol [182], Nicarbazin [183], Ivermectin [184],
und Streptomycin [185] beschrieben. Eine Ubersicht iiber kommerziell erhiltliche

Testkits fiir Tierarzneimittelriickstdnde geben Haughey und Baxter [186].

In einer Patentschrift von Granier, in der der Tetrasensor-Schnelltest patentiert ist, wird
ein SPR-Verfahren zum Nachweis von Tetracyclin beschrieben [187], das den TetR —
tetO-Komplex nutzt. Die Probe wird dabei mit einer Mischung aus Repressor und
biotinylierter Operator-DNA inkubiert. Bei Anwesenheit von Tetracyclin wird in
diesem Schritt der Repressor vom Operator gelost, wohingegen bei Abwesenheit von
Tetracyclin der Repressor-Operator-Komplex bestehen bleibt. Gemi3 der im Patent
formulierten Erwartungen bindet nur die nicht im Komplex mit dem Repressor
vorliegende DNA an das Streptavidin. Es wird jedoch nicht beschrieben, warum die mit
dem Repressor im Komplex vorliegende DNA nicht in der Lage sein soll, an die
Chipoberfliche zu binden. Aus dem Patent wird dariiber hinaus nicht ersichtlich, wie
die Chipoberfliche regeneriert werden soll, da hierzu eine Trennung des &uBerst
stabilen ~ Streptavidin-Biotin-Komplexes (Affinititskonstante K, = 10" L/mol)
stattfinden miisste [188].
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Moller et al. beschreiben ein Verfahren fiir den Nachweis von Tetracyclinen in Milch
und Honig auf der Grundlage der SPR [1], dessen Potential fiir eine kommerzielle
Nutzung in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde (zum Ablauf des Assays siche

Abschnitt 6.2, Seite 116).



4 GRUNDLAGEN DER SPR-MESSUNGEN

4.1 Grundlagen der Oberflichenplasmonresonanz

Um das Phinomen der Oberfldchenplasmonresonanz zu beschreiben, ist es hilfreich,
zundchst bei der Totalreflexion von Licht anzusetzen: Trifft ein Lichtstrahl in einem
Einfallswinkel, der groBer ist als der Grenzwinkel der Totalreflexion, auf eine
Grenzflache zwischen einem optisch dichteren und einem optisch diinneren Medium, so
wird der Lichtstrahl an der Grenzfliche in das Medium mit der hoheren optischen
Dichte (Brechungsindex) zuriick reflektiert. Dabei werden vom Lichtstrahl
elektromagnetische Wellen in das Medium mit der geringeren optischen Dichte
abgegeben. Da die Intensitét der elektromagnetischen Welle in senkrechter Richtung zur
Grenzflache exponentiell abnimmt, spricht man hier von einer evaneszenten Welle oder

einem evaneszenten Feld [189].

Wird die Grenzfliche mit einer diinnen Metallschicht (<100 nm) beschichtet, kann die
p-polarisierte’ Komponente des evaneszenten Feldes in den Metallfilm eindringen und
hier elektromagnetische Oberflichenplasmonwellen” anregen. Diese setzen sich
innerhalb der Metallschicht fort, die an das optisch diinne Medium grenzt. Die
Oberflachenplasmonen sind- sofern Gold oder andere nichtmagnetische Metalle
verwendet werden - auch p-polarisiert und liefern aufgrund der elektromagnetischen
Eigenschaften und der Eigenschaft, sich weiter fortzupflanzen, eine Verstdarkung der
evaneszenten Welle. Oberflachenplasmonresonanz wird auch als

»Ladungsdichteschwingung* bezeichnet.

Damit ein Plasmon durch ein Photon angeregt werden kann, miissen bei der
»Iransformation des Photons zum Plasmon die Energie und das Moment beider

erhalten bleiben. Diese Voraussetzung ist erfiillt, wenn die Wellenvektoren von

' Als p-polarisiert werden Wellen bezeichnet, deren Polarisationsebene parallel zur Einfallsebene
(Oberflache) ist.

* Mit dem Begriff Plasmon wird ein Quant von elektromagnetischen Wellen des Elektronengases in einer
Metallschicht beschrieben. Breiten sich diese Wellen parallel zu einer Oberfldche aus, so spricht man
von Oberflichen-Plasmon-Wellen (SP-Wellen).
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Plasmon und Photon in Grofe, Richtung und Frequenz gleich sind. Dadurch wird eine
resonante Absorption durch das evaneszente Feld erlaubt sowie die Anregung eines
Plasmons, die eine charakteristische, scharf umgrenzte Abschwichung der Intensitét des
reflektierten Lichtes bewirkt. Fiir einen spezifischen Einfallswinkel (SPR-Winkel) und
eine definierte Wellenlinge wird die Oberflachenplasmonresonanz als Abnahme der

Intensitit des reflektierten Lichtes beim SPR-Winkel sichtbar.

Die Anordnung der optischen Einheit eines Biacore Q SPR-Gerétes ist in Abbildung 4-1

schematisch dargestellt.
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Abbildung 4-1: Anordnung des Messsystems im Biacore Q-Instrument: monochromatisches, p-
polarisiertes Licht wird durch ein Prisma auf den Goldfilm des Sensorchips fokussiert. Die
Anregung von Oberflichenplasmonen ist in der Abbildung nicht dargestellt, blaue Linien zeigen im
reflektierten Licht das Intensititsminimum durch die Anregung der Plasmonen. Auf der
Sensoroberfliche sind die Bindungspartner fiir den Analyten gebunden. Die Sensoroberfliche
grenzt an ein Flusssystem, durch das Puffer, Analyt und Regenerationsreagenzien geschleust
werden. Bindet der Analyt an den Bindungspartner, so dndert sich der Brechungsindex an der
Sensoroberfliche und damit einhergehend auch der Einfallswinkel, unter dem
Oberflichenplasmonen angeregt werden konnen.

Der Winkel des Intensitidts-Minimums (®spr) hidngt von den optischen Eigenschaften
des Prismas, Art und Dicke der Metallschicht, Wellenldnge des eingestrahlten Lichtes

und dem Brechungsindex des Mediums iiber der Goldschicht (innerhalb des
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evaneszenten Feldes ab) [190, 191]. Eine Anderung der dielektrischen Eigenschaften in
der Umgebung der Metalloberfliche fiihrt zu einer Anderung der Resonanzbedingungen
und somit zu einer Verschiebung des SPR-Winkels. Eine solche Anderung wird - sofern
alle anderen Parameter (Dicke der Metallschicht, Wellenlinge des Lichtes,
Eigenschaften des Prismas) - konstant gehalten werden, durch die Anderung des
Brechungsindex in der Umgebung der Metalloberfliche hervorgerufen.
Brechungsindexinderungen lassen sich somit anhand der Anderung des SPR-Winkels
detektieren. Eine Masseninderung an der Oberfliche ist mit der Anderung des
Brechungsindex korreliert. Andert sich die Masse an der Chipoberfliche, beispielsweise
durch Adsorption eines Proteins an der Oberfliche, so vergrofert sich deren
Brechungsindex, was zu einer Verschiebung des SPR-Winkels zu groeren Werten
filhrt. Die Verschiebung des SPR-Minimums aufgrund der kovalenten Bindung von
Doxycyclinderivaten an der Chipoberfldache ist in Abbildung 4-2 dargestellt.
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Abbildung 4-2: Verschiebung des SPR-Winkels durch Anderung des Brechungsindex an der
Sensoroberfliche, gestrichelte Linie: urspriingliches Minimum; durchgehende Linie: Minimum
nach Brechungsindexiinderung durch Immobilisierung eines Doxycyclinderivates

Uber die Anderung des Brechungsindex an der Oberfliche wird die Masseninderung an
der Oberfliche detektiert. Brechungsindexidnderungen konnen nur innerhalb des
evaneszenten Feldes beobachtet werden, dieses ist bis etwa 400 nm (in Abhédngigkeit

von der Wellenlidnge des eingestrahlten Lichtes) unterhalb der Goldoberfliche noch
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vorhanden [192]. Wechselwirkungen, die auBlerhalb des evaneszenten Feldes

stattfinden, werden nicht detektiert.

Die Anderung des SPR-Winkels wird wihrend einer SPR-Analyse kontinuierlich
aufgezeichnet, so dass eine Analytik in Echtzeit moglich ist. Der SPR-Winkel wird
gegen die Zeit aufgetragen und als ,,Sensorgramm‘ von der Software des Gerites
ausgegeben. Der Winkel wird dabei nicht in Grad angegeben, sondern in sogenannte
»Resonance units® (RU) umgerechnet. 1 RU entspricht einer Winkeldnderung von
0,0001°. Fiir die meisten Proteine entspricht dies einer Massendnderung von 1 pg/mm?

an einer 100 nm Carboxymethyldextranoberflache [190, 193].

4.2 Aufbau des SPR-Spektrometers Biacore Q

Das Phdnomen der Oberflichenplasmonresonanz ldsst sich fiir die Analyse von
biomolekularen Wechselwirkungen nutzen. In der vorgestellten Arbeit wurde ein
Biacore-Q-Geridt verwendet, in dem mit einem Durchflusssystem gearbeitet wird.
Dieses System soll zum besseren Verstindnis von Versuchsanordnungen und
Ergebnissen ndher erkliart werden. Schematisch ist der Aufbau des Biacore Q-Gerites in

Abbildung 4-3 wiedergegeben.
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Abbildung 4-3: Schematischer Aufbau des Biacore Q-Geriites (modifiziert nach [190, 194])

Das Kernstiick des Gerites ist die Detektionseinheit mit dem mikrofluiden System. Der
Sensorchip (sieche folgender Abschnitt), auf dem die Analyse stattfindet, wird mit der
Glasseite gegen eine diinne Silikonfolie gepresst (Opto-Interface), die wiederum gegen
ein Prisma gedriickt wird. Das Silikonpolymer, dessen Brechungsindex auf den des
Glasprismas abgestimmt ist, gewihrleistet einen genauen optischen Kontakt zwischen
dem austauschbaren Sensorchip und den unverdnderlichen Bestandteilen des optischen
Systems [190]. Eine LED (Light emitting diode) wird als Lichtquelle verwendet, der
Lichtstrahl wird in einer Keilform durch das Prisma auf die ,,Riickseite* des Goldchips
fokussiert. Reflektiertes Licht wird durch einen Diodenarray-Detektor registriert. Die
Dioden sind so platziert, dass die Auflosung zwischen den Dioden einer
Winkeldnderung von 0,1° entspricht. Das DAD-Signal wird durch die angeschlossene
Datenverarbeitung interpoliert, wodurch die Position des SPR-Winkels mit einer

Genauigkeit von 107*° bestimmt werden kann [190].
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Das mikrofluide System, (Integrated p-Fluidic Cartridge, IFC) ist aus Silikon gefertigt
und enthidlt Kanédle und Ventile, die den Transport von Fliissigkeiten zu der Flusszelle
hin und von ihr weg ermdglichen. Der Fluss wird durch pneumatische Ventile reguliert.
An der Oberfliche der IFC ist ein Flusszellen-Block mit 4 Kanélen angebracht. Durch
das Anpressen eines Sensorchips an diesen Flusszellen-Block (,,docking®) werden 4
parallel angeordnete Flusszellen mit einem Volumen von 60 nl geformt. Im Biacore Q-
Gerét konnen die Flusszellen nur einzeln angesteuert werden, eine zeitgleiche Messung

auf mehreren Flusszellen ist nicht moglich.

Zwei pulsationsfreie Spritzenpumpen versorgen das System mit Laufpuffer oder
anderen Reagenzien. Eine Pumpe hélt eine kontinuierliche Versorgung der Flusszellen
mit Laufpuffer aufrecht, wihrend die andere Pumpe dafiir verwendet wird, Proben im
Autosampler gegebenenfalls zu mischen und in die IFC zu injizieren. Von der Software

werden die Pumpen automatisch nach Bedarf angesteuert.

Der Autosampler mischt - sofern dies erforderlich ist - Proben und Reagenzien und
injiziert diese iiber den Connector-Block in die IFC. Der Connector-Block beinhaltet
zwei Eingédnge, einen fir die Pumpe, die die IFC mit Laufpuffer versorgt und einen
weiteren fiir die Autosamplernadel, um Proben und Reagenzien aufzugeben. Dariiber
hinaus ist auf dem Connector Block eine Station angebracht, in der die
Autosamplernadel nach jeder Injektion von innen und aulen mit Puffer gespiilt wird,
um Substanzverschleppung vorzubeugen. Durch den automatischen Probengeber in
Kombination mit der Software zur Steuerung ist nach der Bestiickung des Autosamplers
eine vollautomatische Analyse mdéglich. Eine Vielzahl von Parametern kann bei der
Programmierung des Systems variiert werden, wihrend andere in der Systemroutine
verankert sind und nicht beeinflusst werden konnen. Variabel sind der Fluss des
Laufpuffers, die Flussrate wihrend der Injektion, das Injektionsvolumen bzw. die
Kontaktzeit des injizierten Analyten und das Mischungsverhiltnis bei der Mischung von
Reagenzien. Die Flussrate kann nicht in Abhéngigkeit von der Kontaktzeit und des
Injektionsvolumens variiert werden, einer der Parameter FlieBgeschwindigkeit oder

Injektionsvolumen muss konstant gehalten werden.
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Zu den nicht beeinflussbaren Systemroutinen gehort ein Waschschritt nach Beendigung
eines Messzyklus, bei dem alle Flusszellen (auch die, die im Messzyklus nicht
angesteuert wurden) nacheinander mit einem hohen Fluss (>200 pl/min) von Laufpuffer
durchspiilt werden. Nach beendeter Analyse schaltet das System automatisch in einen
Standby-Modus, bei dem der Fluss des Laufpuffers durch die Flusszellen (Flussrate
5 u/min) aufrecht erhalten wird um ein Austrocknen der Sensorchipoberfliche zu

vermeiden.

4.3 Sensorchipoberflichen

Das Kernstiick der SPR-Analytik ist der Sensorchip. Der Autbau eines Sensorchips

umfasst die folgenden vier Elemente:

e cinen mechanischen Triger (z.B. Glas), der mit einer diinnen Metallschicht
(meistens Gold) beschichtet ist, die die Anregung von Oberflachenplasmonen

erlaubt

e cine Haftvermittlerschicht, die die Immobilisierungsmatrix an die
Goldoberfliche bindet und direkten Kontakt der Reaktionspartner mit der
Goldschicht verhindert

e die Immobilisierungsmatrix, an der die Liganden fixiert werden. Sie steht in
direktem Kontakt mit Ligand und Probe und beeinflusst die Charakteristik des

Biosensors maf3geblich

e immobilisierter Ligand, der an die Immobilisierungsmatrix gebunden ist und

selektiv mit dem Analyten wechselwirkt

Exemplarisch ist der Aufbau eines Sensorchips ohne Ligand in Abbildung 4-4 dar-
gestellt.
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Abbildung 4-4: Schematische Darstellung eines Sensorchips, auf dem Carboxymethyldextran
immobilisiert wurde.

Besondere Bedeutung kommt der Haftvermittlerschicht und der Immobilisierungs-
matrix zu. Im Idealfall gewihrleistet die Haftvermittlerschicht eine stabile Verbindung
zwischen der Metallschicht und der Immobilisierungsmatrix und schirmt als diinner
Film die Metalloberfliche gegen Probe- und Pufferlosungen ab, um unspezifische
Wechselwirkungen der Biomolekiile — beispielsweise Adsorption von Proteinen - mit
der Metallschicht zu verhindern. Die Schichtdicken der Haftvermittlerschicht liegen
zwischen 2 und 5 nm. Unter 1 nm werden meist nur instabile Beschichtungen erhalten,
oberhalb von 10 nm kénnen Quelleffekte auftreten, zudem wiirde die Empfindlichkeit
des Sensors abnehmen, da die Stirke des evaneszenten Feldes exponentiell mit den

Entfernung zur Goldschicht abnimmt [195].

Als Haftvermittler auf Goldschichten werden héufig Alkylthiole verwendet, da die
Goldschicht ein schwacher Elektronenpaarakzeptor ist, an den Thiole als schwache
Elektronenpaardonatoren gebunden werden konnen. Es konnen auch Disulfide oder
Thioether verwendet werden, die ebenfalls schwache Elektronendonoren sind. Die
Haftvermittler sind auf eine stabile Bindung an die Metallschicht optimiert. Um
unspezifische Bindung von Biomolekiilen an die Haftvermittlerschicht zu verhindern,

wird eine weitere Schicht - die Immobilisierungsmatrix - eingesetzt.

Die meisten unspezifischen Wechselwirkungen sind auf elektrostatische
Wechselwirkungen, hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen

zuriickzufithren.  Um  die  hydrophoben = Wechselwirkungen = mit  der
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Immobilisierungsmatrix minimal zu halten, werden hydrophile Matrices eingesetzt, die
optimalerweise einen hohen Grad an Hydratisierung aufweisen. Beispiele fiir als
Immobilisierungsmatrix  geeignete Polymere sind modifizierte Polysaccharide
(Carboxymethyldextran), Polycarboxylate (beispielsweise Polyacrylsdure) und

Polyether (z.B. Polyethylenglycol).

Man unterscheidet anhand der Sensorchipgeometrie zwei Typen von Immobilisierungs-
matrices: planare (2D-Schichten) und dreidimensionale (3D) Hydrogele. Planare
Oberflachen haben gegeniiber Hydrogelen eine verminderte Oberflachenkapazitét fiir
die Immobilisierung des Liganden, es kann nur eine einfache Schicht Ligand gebunden
werden. Die Dichte der immobilisierten Liganden ist daher relativ gering. Gegeniiber
Hydrogelen bieten die planaren Oberflichen den Vorteil, dass durch die planare
Anordnung von Liganden keine Diffusionsprozesse an der Sensormatrix erfolgen und
keine Begrenzungen durch Massentransfer zu erwarten sind [196]. Die Dissoziation des
Analyten im Hydrogel ist durch mehrere Bindungsstellen auf mehreren Ebenen
gegeniiber den planaren Oberflichen erschwert. Dreidimensionale Hydrogele bieten
eine groBere Oberflichenkapazitdt fiir die Immobilisierung aufgrund der Moglichkeit
der mehrschichtigen Immobilisierung. Bei Hydrogelen wird ein groBeres ,,Volumen*
des evaneszenten Feldes ausgenutzt als bei planaren Oberflichen, was zu einer Art
Signalverstarkung fiihrt. Das fiir Hydrogele am héufigsten eingesetzte Material ist
Carboxymethyldextran. Aufgrund des natiirlichen Ursprunges liegt es oft in einer
irreguldren Struktur vor, was zu heterogenen Bindestellen fiihren kann. Nachteilig bei
der Verwendung von Carboxymethyldextran kann dessen Verzweigung sein
(Behinderung der Diffusion des Analyten) und die Eigenschaft, insbesondere im
hydrierten Zustand ein relativ groBes Volumen einzunehmen, das das nutzbare
»Volumen“ des evaneszenten Feldes verringert. Daher werden als Matrix auch
synthetische Polycarboxylate eingesetzt, die unverzweigt und aufgrund ihrer Struktur

weniger volumings sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden fiir die Tetracyclinanalytik mittels fefO und TetR
(Abschnitt 6.2, Seite 116) sogenannte SA-Chips verwendet. Dabei handelt es sich um

Sensorchips mit einer Carboxymethyldextranoberfldche, an die Streptavidin kovalent
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gebunden ist. Sie erlauben aufgrund der hohen Affinitdt von Biotin zu Streptavidin

(Kp=10"" M) eine Immobilisierung von biotinmarkierten Bindungspartnern.

Fiir das indirekt kompetitive Assay-Format zur Tetracyclinanalytik mit Doxycyclin-
Derivaten wurden vier verschiedene Sensorchips getestet, die sich in ihrer chemischen
Beschaffenheit und Schichtdicke unterschieden. Um Wiederholungen zu vermeiden,

wird an dieser Stelle auf Kapitel 6.1.3.1, Seite 69 verwiesen.

4.4 Assayformate

Der Aufbau eines SPR-Assays kann als direktes Assayformat und als indirektes Assay-
format (kompetitiv oder nicht-kompetitiv) erfolgen. Beim direkten Assay wird der
Bindungspartner fiir den Analyten (beispielsweise ein Antikorper) auf der Sensorchip-
oberflaiche immobilisiert. Die Probe wird iiber die Sensorchipoberfliche gegeben. Ist
Analyt in der Probe vorhanden, bindet dieser an den Bindungspartner (Rezeptor); die
daraus resultierende Massenidnderung wird als Erhohung des Signals detektiert. Bei
negativen Proben erfolgt keine Bindung und damit auch keine Signalerh6hung.
Limitierend fiir das direkte Format ist in vielen Fillen das Molekulargewicht des
Analyten, bei kleinen Analyten ist oft die Nachweisempfindlichkeit des Systems
unzureichend (siehe auch Kapitel 4.1, Seite 45fY).

Die meisten Tierarzneimittel werden daher iiber ein indirektes Format nachgewiesen,
bei dem der Analyt oder ein Analytderivat an der Sensoroberfliche immobilisiert ist.
Die Probe wird, bevor sie iiber die Sensoroberfliche gegeben wird, mit dem Bindungs-
partner (Rezeptor) fiir den Analyten inkubiert, wobei im Falle positiver Proben eine
Bindung von Analyt an den Rezeptor erfolgt. Die Absittigung von Rezeptor mit Analyt
ist dabei abhdngig von der Analytkonzentration in der Probe. Nur Rezeptoren, die
wihrend des Inkubationsschrittes kein Analyt gebunden haben, koénnen an die
immobilisierten Analyten an der Sensoroberfldche binden. Die Bindung des Rezeptors
ist bei einer riickstandsfreien Probe maximal und nimmt mit zunehmender Riickstands-
konzentration ab, die Signalerh6hung ist umgekehrt proportional zur Analyt-

konzentration in der Probe. Als Rezeptoren werden meist Antikdrper oder andere
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Bindeproteine eingesetzt, die — verglichen mit dem Analyten - ein hohes Molekular-

gewicht haben, so dass hier ein empfindlicher Nachweis erfolgen kann.

Bei beiden in dieser Arbeit verwendeten Assayformaten zur Analytik von
Tetracyclinriickstinden handelte es sich um indirekte Verfahren. Zur besseren Ubersicht
werden daher die Verfahren nicht in ,indirekt kompetitiv und ,,indirekt nicht-
kompetitiv unterschieden, sondern lediglich mit , kompetitiv und ,,nicht-kompetitiv*
benannt. Der Aufbau der in dieser Arbeit verwendeten Formate ist in den Kapiteln 6.1

und 6.2 beschrieben.



S ZIELSETZUNG

In einer vorausgegangenen Arbeit wurde von Mdller ein komplexes nicht-kompetitives

Screening-Verfahren fiir den Nachweis von Tetracyclinen entwickelt.

In dieser Arbeit war es ein Ziel, zu priifen, ob sich ein gleichermalen leistungsfahiges
kompetitives Assayformat zum Nachweis von Tetracyclinen mittels Oberflichen-
plasmonresonanzspektroskopie entwickeln ldsst. Als spezifischer Bindungspartner fiir
Tetracycline sollte ein aus der Resistenzforschung bekanntes Protein, der Tet-Repressor
(TetR) genutzt werden. Dieses war bereits von Moller fiir den nicht-kompetitiven
Screening-Test eingesetzt worden und war durch eine Zusammenarbeit mit der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Wolfgang Hillen, Friedrich-Alexander-Universitdt Erlangen-
Niirnberg verfligbar. Doxycyclinderivate, die im Rahmen einer Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Peter Gmeiner, Friedrich-Alexander-Universitdt Erlangen-
Niirnberg zur Verfligung standen, sollten als Kompetitor zu Tetracyclinen in der Probe
dienen. Um die Bindung des Rezeptors TetR an die Doxycyclinderivate zu detektieren,
sollten die Derivate auf Sensorchips immobilisiert werden, so dass eine Detektion

mittels Oberflaichenplasmonresonanz méglich wird.

Das kompetitive Assayformat mit Doxycyclinderivaten sollte charakterisiert werden,
indem der Einfluss verschiedener Parameter auf die Immobilisierung der Derivate und
die anschlieBende Bindung von TetR an die immobilisierten Derivate untersucht wurde.
Die Eignung verschiedener Sensorchipoberflichen fiir die Verwendung im Assay sollte
insbesondere im Hinblick auf den Immobilisierungslevel und unspezifische Wechsel-
wirkungen mit der Chipoberfliche gepriift werden. Hinsichtlich der TetR-Bindung
sollten die Spezifitit und Stabilitdt fiir die verschiedenen Sensorchips sowie die
Kompetition zwischen Doxycyclinderivaten und Tetracyclinen untersucht werden.
Dariiber hinaus sollten geeignete Regenerationsbedingungen fiir die Oberfldchen

ermittelt werden.
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Die Fihigkeit der Doxycyclinderivate, an TetR zu binden, sollte in einem Screeningtest
fiir Tetracycline nach Mdller [1] bestimmt und der von underivatisiertem Doxycyclin
gegeniibergestellt werden. Dies sollte dazu dienen, festzustellen, ob sich die
Bindungseigenschaften der Derivate in Losung von denen immobilisierter Derivate
unterscheiden. Die Immobilisierung der Derivate auf verschiedenen Chipoberflichen
sollte einen moglichen Einfluss der verschiedenen Spacerlingen der Derivate auf das
Bindungsverhalten von TetR zeigen. Ein weiteres Ziel war es, durch die Variation
verschiedener Parameter die Robustheit, Anwendbarkeit und Empfindlichkeit des
Assays zu steigern und zu priifen, ob dieser fiir den Nachweis von Tetracyclinen in
Honig eingesetzt werden kann. Der Assay sollte mit dem von Moller entwickelten
verglichen werden, und das besser geeignete Verfahren fiir die Analytik von

Tetracyclinriickstdnden in Honig optimiert und validiert werden.

Parallel zur Entwicklung des kompetitiven Assays sollten Robustheit, Stabilitdt und
Anwendbarkeit dieses von Moller beschriebenen nicht-kompetitiven Screening-Tests
fiir Tetracycline untersucht werden. Ein Schwerpunkt sollte auf der Untersuchung der
Lagerstabilitdt der verwendeten Reagenzien und Sensorchips unter verschiedenen
Bedingungen (Temperatur, Lagerdauer) liegen. Die Robustheit des Assays sollte
ermittelt werden, indem verschiedene Reagenzienchargen von TetR, fetO und
Sensorchips untersucht und die Ergebnisse miteinander verglichen wurden. Messungen
von Honigproben in einem zweiten Labor sollten die Anwendbarkeit des fiir Honig

optimierten Screeningtests belegen.

Ein weiteres Ziel war die Erhohung der Empfindlichkeit des Screening-Tests fiir Honig.
In der EU sind Tetracycline nicht fiir die Behandlung von Honigbienen zugelassen [56].
Verschiedene Mitgliedstaaten der EU haben allerdings Aktionswerte festgelegt, die
zwischen 15 pg/kg (Nichtkonformitdtsgrenze, Frankreich) und 50 pg/kg (Berichts-
grenze in Grofbritannien) liegen [116]. Die Entscheidungsgrenze des von Moller
entwickelten Screening-Tests fiir Tetracyclin in Honig lag bei 14 pg/kg, wobei die
Epimere aufgrund der schlechten Kreuzreaktivitit nicht erfasst wurden [188]. Zur
Verbesserung der Empfindlichkeit sollten die Messparameter fiir den Test optimiert

werden, beispielsweise durch Variation der Injektionsdauer und FlieBgeschwindigkeit
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wihrend der Injektion. Daneben sollten verschiedene Verfahren zur Probenaufarbeitung
auf ihre Eignung zur Abreicherung von storenden Matrixbestandteilen sowie zur

selektiven Anreicherung von Tetracyclinen aus Honigproben getestet werden.



6 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

6.1 Kompetitives Assayformat mit Doxycyclinderivaten®

6.1.1 Aufbau des kompetitiven Assayformates und Konzeption der Versuche

Bei dem kompetitiven Assayformat werden Doxycyclinderivate an die Oberfldche eines
Sensorchips gebunden. TetR wird als tetracyclinspezifischer Rezeptor mit der Probe
gemischt, gegebenenfalls fiir eine bestimmte Zeitspanne inkubiert und anschlieBend
iiber den Sensorchip gegeben. In der Probeldosung vorhandene Tetracycline besetzen die
Bindungsstellen am Rezeptor. Rezeptor, der bereits Tetracyclin gebunden hat, steht
damit nicht mehr fiir eine Bindung an die auf der Chipoberfliche immobilisierten
Doxycyclinderivate zur Verfiigung. Die TetR-Bindung an der Oberfliche korreliert
daher negativ mit der Tetracyclinkonzentration in der Probenlésung. Je mehr
Tetracyclin in der Probe vorliegt, desto mehr Bindestellen am Rezeptor werden von
,Probentetracyclin“ besetzt und desto weniger Rezeptorprotein bindet an die Obertlédche

(Abbildung 6-1).

3 Ausziige aus Kapitel 6.1 wurden bereits in [38] Usai, L., Synthesis of Novel Bioactive Doxycycline
Derivatives. Dissertation, Naturwissenschaftliche Fakultit Friedrich-Alexander-Universitit Erlangen-

Niirnberg, 2008, veroffentlicht.
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Abbildung 6-1: Schematische Darstellung des kompetitiven Assayformates. Die Probe wird mit
dem fiir die Gruppe der Tetracycline spezifischen Rezeptorprotein (TetR) inkubiert. Bei
tetracyclinfreien Proben bleiben die Bindestellen am Rezeptor unbesetzt, so dass dieser an die
Doxycyclinderivate auf der Chipoberfliiche binden kann. Bei einer tetracyclinhaltigen Probe
werden die Bindestellen fiir Tetracycline bereits wihrend der Inkubation abgesittigt, so dass kein
oder weniger Rezeptor an die Sensoroberfliche bindet.
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Charakteristika des Sensorgramms

In Abbildung 6-2 ist exemplarisch ein Sensorgramm des kompetitiven Assayformates
dargestellt. Im Gegensatz zum nicht-kompetitiven Format umfasst es nur die Injektion
von Messlosung, einer Mischung von TetR und Probenlosung, und Regenerations-

16sungen.
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Abbildung 6-2: Verlauf eines Messzyklus im kompetitiven Assayformat. Dargestellt ist die
Injektion der Messlosung, gefolgt von der Regeneration. Die Losungen, die zu den verschiedenen
Zeiten iiber die Flusszelle laufen sind farbig markiert.

Folgende Messpunkte wurden im Sensorgramm gesetzt:

Tabelle 6-1: Lage der Messpunkte in einem Messzyklus des kompetitiven Assay-Formates

Messpunkt Zeitpunkt

t; (Basislinie) 10 s vor Injektion der Messlosung
t2 (TetR-Bindung) 30 s nach Injektion der Messlosung
t3 (Regeneration) 120 s nach Probeninjektion

Der Messpunkt t; reprisentiert die mit Doxycyclinderivaten belegte Chipoberfliche.
Der absolute Response bei t; aufgetragen gegen die Nummer des Messzyklus wird im
Weiteren als Basislinie bezeichnet. ,Basislinie” bezeichnet keine kontinuierliche

Betrachtung eines Signals, sondern eine Folge von Messwerten aufeinander folgender
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Zyklen, die zum Zeitpunkt t; im Zyklus aufgezeichnet werden. Die Beobachtung des
Response an diesem Messpunkt iiber mehrere Zyklen einer Messreihe zeigt
Verianderungen auf der Chipoberflidche an, beispielsweise kann ein Anstieg der Basis-

linie eine unzureichende Regeneration der Chipoberfliche anzeigen.

Die Bindung von TetR an Doxycyclinderivate wird durch die Differenz der Messwerte
zum Zeitpunkt t; und t; definiert und im Folgenden auch mit ,,TetR-Bindung*
bezeichnet. Wird TetR gebunden, so steigt das Signal zwischen t; und t, proportional
zur Menge des gebundenen TetR an. Der relative Response, gemessen zwischen t; und
t, wird in ARU angegeben. Dieser Anstieg fallt durch Kompetition des Tetracyclins
einer ,,positiven* Probelosung geringer aus. Bei der Injektion einer Losung zeigt sich
eine sprunghafte Signalinderung, die durch die Anderung des Brechungsindex an der
Oberflidche hervorgerufen wird, sofern sich die Brechungsindices der injizierten Losung
und des Laufpuffers unterscheiden (Bulk-Effekt). Eine Anderung des Signals, die durch
eine Massenidnderung an der Chipoberfliche hervorgerufen wird, zeigt sich erst, wenn

nach der Injektion der Losung wieder Laufpuffer iiber die Oberfldche fliel3t.

Zum Abschluss des Messzyklus wird die Chipoberfliche regeneriert, dabei sollte alles
noch gebundene TetR sowie gegebenenfalls Matrixbestandteile aus der Probe von der
Chipoberfliche abgelost werden. Die Regeneration wird durch das Signal zum Mess-
punkt t3 beschrieben. Das Signal sollte am Ende des Messzyklus wieder auf den Level
kommen, der zu Beginn des Zyklus bestand. Eine Signaldifferenz zwischen t; und t;
innerhalb desselben Zyklus kann daher zur Beurteilung der Regenerationskraft der
verwendeten Losungen herangezogen werden. Die Differenz zwischen den Messwerten
zum Zeitpunkt t; und t; wird in dieser Arbeit synonym mit dem Begriff ,,Regeneration®

bezeichnet.

Die Parameter Basislinie, TetR-Bindung, Ablésung von TetR durch Probe und
Regeneration wurden fiir diese Arbeit fiir jeden Messzyklus / jede Messreihe

aufgezeichnet und bewertet.
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Ausgangsbedingungen fiir die Entwicklung des kompetitiven Assays

Es sollte ein kompetitiver Assay zum Nachweis von Tetracyclinen auf der Basis der
Oberflichenplasmonresonanz entwickelt werden. Als spezifischer Rezeptor fir
Tetracycline stand das Repressorprotein TetR zur Verfligung (zur Expression und
Reinigung des Proteins siche Kapitel 6.7, Seite 215, sowie Kapitel 2.6.1). Als
Kompetitor zu freien Tetracyclinen in Losung standen drei verschiedene
Doxycyclinderivate zur Verfiigung. Tabelle 6-2 zeigt Strukturformeln und
Bezeichnungen der Derivate. Die Synthese der Derivate wurde von Dr. Igor Usai,
Friedrich-Alexander-Universitdt Erlangen-Niirnberg durchgefiihrt und in Literatur [38]
beschrieben.

Tabelle 6-2: Struktur und Bezeichnung der verwendeten Doxycyclinderivate nach [38]

Spacerlinge

Bezeichnung Struktur
(C-Atome)

OH >N~

OH
s ws /VQkO‘O@

OH O OH O

9-(5-Aminopentanamido)-Doxycyclin

OH >N~

OH
TSP V00 s

OH O OH O

9-(8-Aminooctanamido)-Doxycyclin

oH >N~

OH
11 IU 95 WWV\)L O‘Q@

OH O OH O

9-(1 1-Aminoundecanamido)-Doxycyclin

Als Basis fiir die Immobilisierung der Derivate standen vier verschiedene, kommerziell

erhiltliche Sensorchipoberflichen zur Verfiigung. Einen Uberblick iiber die
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verwendeten Chiptypen gibt Tabelle 6-3, eine genauere Beschreibung findet sich in
6.1.3.1.

Tabelle 6-3: Verwendete Sensorchips und deren Merkmale

) Oberflachen- . . Haftungsvermittler zur
B h hichtdick
czeIChung material Schichtdicke Goldschicht

CMTEG Carboxymethyliertes <Snm nicht bekannt
Tetraethylenglycol

CMDP Carboxymethyl- <5 0m th191m9d1ﬁ21ert§s,
dextran kationisches Oligomer

hyl-

CM5 Carboxymethy 100 nm Alkylthiol
dextran
Pol 1

HC1000m olycarboxylat, 1000 nm nicht bekannt

lineares Hydrogel

Konzept der Studien zum kompetitiven Assay

Zunéchst sollte tiberpriift werden, ob das beschriebene kompetitive Assayformat mit
Doxycyclinderivaten durchfiihrbar ist (,,proof of principle®). Das Assayformat sollte
dann charakterisiert werden, indem systematisch untersucht wurde, ob und in wie weit
verschiedene Einflussgroen die Vorginge Immobilisierung der Derivate, TetR-
Bindung an die Derivate, Kompetition mit Tetracyclinen in der Probe und
Regeneration der Chipoberfliche beeinflussen. Anhand der dabei erzielten Ergebnisse,
sollten nach Auswahl geeigneter Testbedingungen (Chipoberfliche, Regeneration,
Immobilisierungsbedingungen) weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden, um die
Empfindlichkeit des Assays zu erhohen und Lebensmittelmatrices einzubeziehen. Einen
Uberblick iiber die in dieser Arbeit untersuchten Parameter und deren wechselseitige

Beziehungen gibt die folgende Abbildung.
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6-3: Ubersicht iiber die untersuchten EinflussgroBen auf die Schritte Immobilisierung, TetR-
Bindung, Kompetition und Regeneration. Blau umrahmt sind Parameter, die zur
Charakterisierung des Assayformates untersucht wurden. Griin umrahmt sind die Parameter, die
nach Auswahl geeigneter Bedingungen nur auf CM5-Chips untersucht wurden.

6.1.2 Beweis der Moglichkeit des kompetitiven Assayformates mit

Doxycyclinderivaten

Fiir das Funktionieren des beschriebenen kompetitiven Assays (siche Kapitel 6.1.1)
miissen drei wesentliche Voraussetzungen erfiillt sein: 1) Es muss moglich sein, die
Doxycyclinderivate permanent an die Oberfliche eines Sensorchips zu binden. 2) Die
immobilisierten Derivate miissen fiir die Bindetasche am TetR sterisch zugénglich sein,
was in Anbetracht der Groenunterschiede zwischen Derivat und TetR und der relativ
groBen Néhe zur Chipoberfliche, sowie der Derivatisierung der Zielstruktur nicht als
selbstverstindlich vorausgesetzt werden kann. 3) Erfolgt eine Bindung von Rezeptor an
die Oberfldche, muss gepriift werden, ob eine Kompetition mit freiem Tetracyclin aus
der Losung stattfindet, und ob dies von der Konzentration des Tetracyclins in der

Messlosung abhéngt.
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Fiir erste Versuche wurden das Derivat IU 58 und Sensorchips mit Carboxymethyl-
dextranoberfliche @ (CMS5) ausgewdhlt. Die Immobilisierung sollte  mittels
Aminkopplung erfolgen (siehe 6.1.3). IU 58 wurde in Boratpuffer pH 8,5 gelost
(1 mg/ml) und nach der Aktivierung der Carboxymethyldextranoberfliche mit
EDC/NHS injiziert. Der Signalverlauf wurde am Gerit verfolgt. Es wurde ein deutlicher
Signalanstieg wéhrend der Injektion des Derivates beobachtet, der zeigt, dass Derivat
gebunden wurde. Die erste Voraussetzung fiir den Assay ist damit erfiillt, eine

Immobilisierung von U 58 mittels Aminkopplung ist moglich.

Durch Injektion einer TetR-Losung wurde getestet, ob die immobilisierten Derivate
sterisch fiir die Bindung des Rezeptors zur Verfligung stehen. Das ansteigende Signal
wiéhrend der Injektion zeigte die Bindung von TetR an die immobilisierten Derivate.

Tabelle 6-4: Eckdaten zu Immobilisierung und TetR-Bindung, IU 58 1 mg/ml gelost in Boratpuffer
pH 8,5; Injektionsdauer 30 Minuten. Injektion TetR 1 pM in Laufpuffer, 80 pl. Flussrate 5 pl/min.

Derivat Aktivierungslevel’ Immobilisierungslevel’ TetR-Bindung®

IU 58 164 RU 488 RU 825 RU

Um zu priifen, ob Tetracyclin aus der Losung mit den Derivaten um die Bindestellen am
TetR  konkurriert, wurde TetR mit Tetracyclinlésungen in verschiedenen

Konzentrationen versetzt und die Mischung injiziert.

* Aktivierungslevel: Signalerhhung durch EDC/NHS-Aktivierung des CM5-Chips

> Immobilisierungslevel: Signalerhohung durch Kopplung des Doxycyclinderivates an den aktivierten
Chip
® TetR-Bindung: Signalerhhung durch Bindung von TetR an das Doxycyclinderivat
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Tabelle 6-5: Signal der Bindung von TetR in Abhiingigkeit der Tetracyclinkonzentration in der
Probelosung, TetR-Konzentration in der Probelosung 1 pM, Injektionsvolumen der Probelosung
50 pl bei einem Fluss von S pl/min

Tetracyclinkonzentration in der

Signal [ARU
Messlosung [ng/ml] (TetR 1 pM) ignal [ ]

0 ng/ml 345
20 ng/ml 339
100 ng/ml 322
200 ng/ml 289
500 ng/ml 219

1000 ng/ml 124

Tabelle 6-5 zeigt den Zusammenhang zwischen gemessenem Signal und
Tetracyclinkonzentration. Je mehr Tetracyclin in der Messlosung vorliegt, desto
weniger Rezeptor bindet an die Chipoberfldche. Dies wird durch die geringeren Signale
bei hoheren Tetracyclinkonzentrationen belegt. Es wurde gezeigt, dass der beschriebene
kompetitive Assay mit immobilisierten Doxycyclinderivaten grundsitzlich
durchfiihrbar ist und sich entsprechend den theoretischen Annahmen verhélt, die

vorab getroffen wurden.

6.1.3 Immobilisierung von Doxycyclinderivaten

Tetracycline tragen am A-Ring eine Carbonsdureamid-Funktion, die theoretisch fiir eine
Kopplung zur Verfiigung steht. Sie liegt jedoch im Pharmacophor des Molekiils. Bei
einer Kopplung iiber die Amidfunktion ist daher zu erwarten, dass Tetracyclin durch
sterische Hinderung fiir die Bindetasche des TetR nicht mehr zugénglich ist, woraus
eine Abschwiéchung der Bioaktivitdt oder sogar der Verlust des TetR-Bindevermdgens
folgt. Daher muss an einer anderen Position des Molekiils ein Spacer angebracht wer-
den, der eine Amingruppe zur Kopplung trigt und sowohl einen ausreichenden Abstand
zur Chipoberfliche gewihrleistet, als auch sterische Interferenzen minimiert. Es wurden
Doxycyclinderivate eingesetzt, die einen Spacer am C9-Atom, auBBerhalb des Pharma-
cophors tragen (Strukturen der Derivate siche Kapitel 6.1.1). Eine kovalente Bindung
der Derivate an die Chipoberfldche kann iiber eine Aminkopplung mittels 1-Ethylen-3-
(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS)
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erfolgen. Der Reaktionsmechanismus der Aminkopplung ist schematisch in Abbildung

6-4 dargestellt.
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Abbildung 6-4: Reaktionsschema der Aktivierung der Carboxylgruppe mit EDC/NHS und der
Kopplung des Liganden

Die Carboxylgruppen des Carboxymethyldextrans oder Polycarboxylats werden mit
Hilfe einer Mischung aus EDC und NHS in reaktive N-Hydroxysuccinimidester iiber-
fiihrt. In einem zweiten Schritt erfolgt die nucleophile Verdringung der NHS-Ester
durch primidre Aminogruppen des Liganden, es resultiert die kovalente Bindung des
Liganden an die Oberfliche. Nach der Reaktion nicht umgesetzte NHS-Ester werden

durch Injektion von Ethanolamin zu Amiden umgesetzt [197, 198].

Kenndaten des Immobilisierungsschrittes sind der Aktivierungslevel und der
Immobilisierungslevel. Der Aktivierungslevel errechnet sich als Signaldifferenz
zwischen dem Messpunkt ,,Basislinie” vor der ersten Injektion und dem Messpunkt
nach der Injektion des Gemisches EDC/NHS. Der Aktivierungslevel ist ein Ma@} fiir die
Bildung von NHS-Estern an der Oberfliche. Uber den Immobilisierungslevel - der
Signaldifferenz zwischen dem Messpunkt ,,Basislinie und dem Messpunkt nach der
abschlieenden Injektion von Ethanolamin - ldsst sich die Menge des an die Oberfldche

gebundenen Derivates abschitzen.
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Das Ausmal} der Immobilisierung hdngt von einer Reihe Faktoren ab. Zu nennen sind
hier beispielsweise die Chipoberfliche, pH-Wert des Kopplungspuffers, Ligand-
konzentration, Reaktionszeiten, Beschaffenheit des Liganden. Fiir die Charakterisierung
von wesentlichen EinflussgroBen auf den Immobilisierungsschritt wurde der Einfluss
der Parameter Chipoberfliche, Beschaffenheit des Liganden (Spacerlinge am Derivat),

pH-Wert und Derivatkonzentration untersucht.

6.1.3.1 Chipoberflichen

Der Einfluss der Chipoberfliche auf die Immobilisierung wurde gepriift. Dazu wurden
vier verschiedene Sensorchips getestet, deren Oberflaichenmaterial und Schichtdicke
variierten. Tabelle 6-3 (Kapitel 6.1.1) gibt einen Uberblick iiber die verwendeten Chip-
typen.

Die CMTEG- und CMDP-Chips besitzen eine monomolekulare Oberflichenschicht, die
auch als ,,planar bezeichnet wird. Die CM5- und HC1000m-Chips besitzen einen drei-
dimensionalen Aufbau der Oberfliche. Bei diesen erlaubt die Flexibilitdt der Polymer-
ketten eine relativ freie Beweglichkeit der immobilisierten Liganden im Hydrogel.
Polycarboxylatchips weisen gegeniiber CMS5-Chips laut Herstellerangaben eine
niedrigere Ladungsdichte fiir negative Ladungen auf [199] und sollen sich daher
insbesondere fliir Anwendungen eignen, bei denen Probleme durch unspezifische

Bindungen von Proteinen aus der Matrix auftreten.

Bei der Aktivierung der Oberfliche mit EDC/NHS wurden auf CMS5-Chips
Aktivierungslevel von ca. 150 RU erzielt, wohingegen die Aktivierung von CMDP und
HC1000m- Chip ein Signal von nur 30 - 40 RU lieferte und somit deutlich geringer war.
Insbesondere fiir den HC1000m-Chip waren aufgrund der groflen Schichtdicke und
damit verbundenen héheren Oberflichenkapazitit wesentlich hohere Aktivierungslevel

erwartet worden.
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Tabelle 6-6: Aktivierungs- und Immobilisierungslevel bei der Immobilisierung von IU 95 auf 4
verschiedenen Chiptypen und verschiedener Aktivierung

CMTEG CMDP CMS5 HC1000m

Aktivierung mit

EDC/Sulfo-NHS 446 164 -- 1405

[ARU]
Aktivierung mit
1 4 161 4
EDC/NHS [ARU] 93 0 6 3
Immobilisierung nach
Aktivierung mit 233 511 B 4536

EDC/Sulfo-NHS
[ARU]

Immobilisierung nach
Aktivierung mit 636 351 2362 7134
EDC/NHS [ARU]

Neben der Wahl des pH-Wertes wirkte sich auch die Wahl der Aktivierungsreagenzien
auf die Immobilisierung aus. Alternativ zur Aktivierung mit EDC/NHS kann die
Aktivierung mittels EDC/Sulfo-NHS (N-Hydroxysulfosuccinimid) durchgefiihrt
werden. Diese bietet sich besonders bei planaren Oberflaichen an [199]. Sulfo-NHS-
Ester tragen einen Sulfonsdurerest und sind daher deutlich polarer als NHS-Ester. Mit
dem Sulfonsdurerest tragen Sulfo-NHS-Ester im Vergleich zu NHS-Estern eine
zusdtzliche Ladung, so dass bei der Immobilisierung mit Sulfo-NHS gegeniiber NHS
verdnderte Bedingungen vorliegen. Sulfo-NHS-Ester zeigen gegeniiber NHS-Estern

eine geringere Hydrolyseempfindlichkeit in wéssrigen Losungen [200].

Die Aktivierung der Carboxylatgruppen mit EDC/Sulfo-NHS fithrte auf allen
Oberflichen zu hoheren Aktivierungsleveln. Dabei lagen die Aktivierungslevel bei
planaren Chips um etwa Faktor 2 — 4 hoher, beim HC1000m-Chip um Faktor 41 hoher,

was den Einfluss der Schichtdicke widerspiegelt.

Es fillt auf, dass auf dem HC1000m-Sensorchip der hohere Aktivierungslevel nicht zu
einem hoheren Immobilisierungslevel fiihrte: Der Aktivierungslevel mit Sulfo-NHS war

zwar ca. 41fach hoher als mit NHS, der Immobilisierungslevel lag allerdings um ca.
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2500 RU unter dem, der bei der Aktivierung mit NHS erzielt wurde. Dieses Phdnomen
kann darauf zuriickzufiihren sein, dass Carboxylat-Hydrogele bei einer zu hohen
Aktivierung aufgrund der moderaten Hydrophobie der NHS-Ester unloslich werden und
auf der Chipoberflache kollabieren konnen [201].

Der Aktivierungslevel, der auf der Chipoberfliche erhalten wird, erlaubt keine generelle
Aussage iiber die zu erwartende Hohe des Immobilisierungslevels. So fiihrte ein
Aktivierungslevel von ca. 40 RU auf der CMDP-Oberfliche zu einem
Immobilisierungslevel von 351 RU, auf der HC1000m-Oberfldche zu 7134 RU. Die
Schichtdicke der Oberfliche beeinflusst den Immobilisierungslevel wesentlich

stirker als der Aktivierungslevel.

Die Immobilisierungslevel variierten unter vergleichbaren Bedingungen auf den
verschiedenen Sensorchips stark und waren erwartungsgeméifl mit der Dicke der Ober-
flichenschicht korreliert. Aufgrund der gréBeren Oberflichenkapazitit von drei-
dimensionalen gegeniiber planaren Chipoberflichen wurden auf den CMS5- und
HC1000m-Chips deutlich hohere Immobilisierungslevel erhalten. Die hochsten
Immobilisierungslevel wurden auf dem HC1000m-Chip erzielt, die niedrigsten auf dem
CMDP-Chip, so dass fiir das Erzielen eines hohen Immobilisierungslevels moglichst
grofle Schichtdicken verwendet werden sollten. Ein hoher Immobilisierungslevel fiihrt
nur zu einer entsprechend hohen TetR-Bindung, wenn keine sterischen Effekte auftreten
und eine Zugénglichkeit der immobilisierten Derivate fiir TetR gewihrleistet ist. Die
GroBBe des Rezeptorproteins TetR konnte sich diesbeziiglich nachteilig auswirken: an
planaren Oberflichen konnen sterische Hinderungen auftreten, in Folge dessen kdnnte
weniger Rezeptor gebunden werden, als freie Bindungsstellen zur Verfligung stehen.
Auch in der HC1000m-Schicht konnten Probleme aufireten, da die Schicht sehr dick ist
und die Diffusion des TetR in der Schicht behindert sein kann.

Fiir den Assay haben sich CM5-Chips als am geeignetsten erwiesen (siehe dazu Kapitel
6.1.7.1, Seite 104), da sie sowohl eine relativ hohe Oberflichenkapazitit haben als
auch - anders als die HC1000m-Oberflache - die Zuginglichkeit der Derivate fiir die
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Rezeptorproteine gewéhrleisten. Dariiber hinaus {iberzeugten sie aufgrund der geringen

unspezifischen Bindung stdrender Substanzen (sieche dazu 6.1.4.2).

6.1.3.2 Einfluss der Spacerldnge am Derivat auf die Immobilisierung

Die verwendeten Doxycyclinderivate unterscheiden sich in der Spacerlinge um jeweils
3 C-Atome: TU 58 tragt eine Alkankette von 5 C-Atomen, [U 91 eine von 8 C-Atomen
und IU 95 eine von 11 C-Atomen (Tabelle 6-2). Die Derivate unterscheiden sich in
Molekulargewicht, Gréfle und physikochemischen Eigenschaften wie Dielektrizitéts-
konstante, Hydrophobie und Polarisierbarkeit. Fiir den Assay ist die Lédnge des Spacers
in zweierlei Hinsicht kritisch: Der Spacer muss sowohl einen ausreichenden Abstand
der Doxycyclinstruktur von der Chipoberfldche gewéhrleisten, dariiber hinaus sollte das
derivatisierte Doxycyclin noch gut in die Bindetasche des TetR passen. Fiir die
Immobilisierung ist zunidchst nur der erste Aspekt wichtig, die TetR-Bindung wird in

Abschnitt 6.1.4 diskutiert.

Zur Untersuchung des Einflusses der Spacerlinge auf den Immobilisierungslevel
wurden auf den verschiedenen Sensorchips auf verschiedenen Flusszellen die Derivate
immobilisiert. Die Ergebnisse der Immobilisierung sind in Tabelle 6-7

zusammengestellt.

Tabelle 6-7: Aktivierungs- und Immobilisierungslevel der Doxycyclinderivate auf verschiedenen
Chipoberflichen. Aktivierung mit EDC/Sulfo-NHS, Ausnahme CMS-Chip: Aktivierung mit
EDC/NHS, Kontaktzeit Aktivierungslosung 7 Minuten mit 5 pl/min. Konzentration Doxycyclin-
derivat je 0,5 mg/ml in HBS-EP-Puffer pH 7,4, Kontaktzeit 30 Minuten bei 5 pl/min

Aktivierungs- / Aktivierungs- / Aktivierungs- /
Chip Immobilisierungslevel | Immobilisierungslevel | Immobilisierungslevel
IU 58 [ARU] IU 91 [ARU] IU 95 [ARU]

CMTEG 397 711 426 820 446 833
CMDP 206 358 210 398 164 511
CM5 156 477 170 1050 161 2362

icht
HC1000m e 2606 1406 3919 1405 4586

auswertbar*

*aufgrund von Luftblasen in der Messzelle

Auf dem CMS5-Chip waren bei der Aktivierung der verschiedenen Flusszellen eines

Sensorchips vergleichbare Aktivierungslevel erzielt worden. Daher wird angenommen,
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dass die unterschiedlichen Immobilisierungslevel nicht auf unterschiedliche
Aktivierungslevel sondern vielmehr auf die Lénge des Spacers am Derivat
zuriickzufiihren sind. Es wurden hohere Signale fiir die Immobilisierung erhalten, je
linger der Spacer war. Auch beim HC1000m-Chip wurden bei vergleichbaren
Aktivierungsleveln deutlich hohere Signale fiir IU 91 und 95 gegeniiber IU 58 erzielt.

Auf dem CMDP-Chip liefert der geringere Aktivierungslevel bei IU 95 einen hoheren
Immobilisierungslevel gegeniiber IU 91 und IU 58. Auf dem CMTEG-Chip waren die
Unterschiede zwischen den Immobilisierungsleveln gering und konnten auf die
entsprechenden verschiedenen Aktivierungslevel zuriickzufiihren sein. Moglicherweise
lag die Konzentration der Derivate bei der Immobilisierung so hoch, dass bei den
diinnen Schichten an der Grenze zur Sittigung gearbeitet wurde. Dies kann die nur
geringen Unterschiede in den Immobilisierungsleveln auf der CMTEG-Oberfliche

erklaren.

Fiir die Immobilisierung der Derivate (Tabelle 6-8) wurden Lésungen mit der gleichen
Konzentration (je 0,5 mg/ml) verwendet, also mit etwas unterschiedlichen Molaritéten.
In Tabelle 6-8 sind exemplarisch fiir den CMS5-Chip die zugehorigen Molaritdten
gezeigt.

Tabelle 6-8: Immobilisierungslevel auf CM5-Chip, Beriicksichtigung der unterschiedlichen
Molekulargewichte der Derivate

Molekulare . Injizierte o TetR-
Konzentration Immobilisierungs- .
Derivat Masse M Menge level [ARU Bindung
[¢/mol] (mM] [nmol| evel [ARU] [ARU]
IU 58 558,6 0,89 0,134 477 356
1IU 91 600,7 0,83 0,125 1050 668
IU 95 642,7 0,78 0,117 2362 447

Die geringen Unterschiede in den eingesetzten Molarititen sind gegeniiber dem Einfluss
der Spacerlinge vernachldssigbar. Der Immobilisierungslevel verdoppelte sich etwa
zwischen IU 58 und IU91, die Immobilisierungslevel von IU91 und IU 95
unterschieden sich ebenfalls um den Faktor 2. Der hohere Immobilisierungslevel konnte

auf eine verdnderte Reaktivitdt der Aminofunktion am Spacer zuriickzufiihren sein, oder



74 6 Ergebnisse und Diskussion

auf die bessere sterische Zuginglichkeit. Die Ergebnisse decken sich mit der Erwartung,
dass sich Derivate mit lingerer C-Kette als Spacer besser fiir den Assay eignen sollten
als solche mit kiirzerem Spacer. Ein lidngerer Spacer verdndert die
Molekiileigenschaften des Doxycyclinderivates, sowohl was die Flexibilitdt angeht, als
auch die Hydrophobie und die Hydratisierung. Eine bessere Immobilisierbarkeit der
Derivate mit ldngerem Spacer kann daher auf sterische Effekte (weniger sterische
Hinderung bei der Kopplungsreaktion), aber auch auf die Molekiileigenschaften

zurickzufihren sein.

6.1.3.3 Einfluss des pH-Wertes auf den Immobilisierungslevel

Auf Chips des Typs CM5 wurde der Immobilisierungslevel in Abhingigkeit vom pH-
Wert des Kopplungspuffers untersucht, dazu wurde IU 58 in verschiedenen Puffern
(pH-Werte 4,5; 7,4 und 8,5) gelost und anschlieend auf eine mit EDC/NHS aktivierte
Sensorchipoberfliche injiziert. Nach Deaktivierung der Sensoroberfliche mit
Ethanolamin wurde TetR injiziert, um den Immobilisierungslevel zur TetR-Bindung in
Bezug zu setzen und einen Eindruck tiber die Verfligbarkeit der immobilisierten
Derivate zu erhalten. Der untersuchte pH-Bereich ist wegen der Stabilitdt der
Doxycyclinderivate limitiert, da Epimerisierungen im sauren pH-Bereich und
Isomerisierungen bei alkalischen pH-Werten vermieden werden sollten.

Tabelle 6-9; Immobilisierungslevel in Abhéingigkeit vom pH-Wert der Derivatlosung, getestet auf

CMS5-Chips mit IUS8; Aktivierung der Oberfliche mittels EDC/NHS, Kontaktzeit Derivat 30 min,
Deaktivierung der Oberfliche mittels Ethanolamin

Immobilisierungslevel TetR-Bindung
pH-Wert [ARU] [ARU]
4,5 (Acetatpufter) 3064 174
7,4 (HBS-EP-Puffer) 674 997
8,5 (Boratpuffer) 515 825

Es fillt zunédchst auf, dass der pH-Wert der Derivatlosung den Immobilisierungslevel
beeinflusst (Tabelle 6-9). Bei saurem pH wurde in diesem Versuch ein etwa 5-6fach
hoheres Signal erhalten als in den Versuchen bei pH 7,4 oder 8,5. Dem steht allerdings

eine nur geringe Bindung von TetR gegeniiber. Obwohl auch in anderen Versuchen bei
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der Immobilisierung von Doxycyclinderivaten Immobilisierungslevel von bis zu 2000
RU erhalten wurden (siche auch Tabelle 6-7), scheint dieser Messwert bei pH 4,5 sehr
hoch zu sein. Moglicherweise handelt es sich bei dem Messergebnis um einen
Ausreifler. Ein Blindversuch, in dem der Acetatpuffer ohne Derivat iiber eine aktivierte
Sensoroberfliche gegeben wurde, zeigte eine Signaldifferenz von 104 RU; so dass der
Puffer alleine nicht der Grund fiir den hohen Immobilisierungslevel sein kann. Auf eine
Wiederholung der Immobilisierung bei pH 4,5 wurde verzichtet, da diese im Hinblick
auf die Ermittlung geeigneter Bedingungen fiir den Assay aufgrund der schlechten
TetR-Bindung wenig zielfiihrend schien. Die Immobilisierungslevel bei pH 7,4 und
pH 8,5 unterschieden sich um etwa 150 RU. Bei pH 7,4 wurde im Vergleich zu pH 8,5

der hohere Immobilisierungslevel und auch die hohere TetR-Bindung erhalten.

Wenn man voraussetzt, dass der Immobilisierungslevel einen Masseneffekt an der
Oberflache abbildet und keine anderen physikochemischen Verdnderungen stattfinden,
dann ldsst sich aus dem Ergebnis erkennen, dass der pH-Wert die Bindung des
Derivates in hohem Malle beeinflusst. Eine Berechnung der Menge des gebundenen
Derivates anhand des Immobilisierunglevels ist nicht zuldssig, da bei der SPR-Messung
der absolute Response iiblicherweise mit einem Protein als Bezugswert berechnet wird.
Der Brechungsindex kleiner Molekiile kann allerdings stark davon abweichen, somit
stimmen die erhaltenen Ergebnisse nicht mit der Massenidnderung {iberein, die bei der

Immobilisierung eines Proteins erhalten wiirde [198, 202].

Durch den pH-Wert wird die Ladungsverteilung am Derivat und an der Chipoberfldche
beeinflusst. Dies kann man bei der Immobilisierung von Proteinen nutzen: Durch Wahl
eines geeigneten pH-Wertes, der auf den isoelektrischen Punkt des Proteins abgestimmt
ist, kann erreicht werden, dass Protein und Chipoberfldche gegensitzlich geladen sind
und eine elektrostatische Anziehung resultiert. Die Effizienz der Immobilisierung kann
dadurch deutlich gesteigert werden. Bei kleinen Molekiilen - wie dem verwendeten
Doxycyclinderivat - stehen nur sehr wenige Ladungstriger zur Verfiigung. Eine elektro-
statische Aufkonzentration des Derivates an der Chipoberfliche kann unter den

gewihlten Bedingungen nicht postuliert werden.
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Der pH-Wert wirkt sich nicht nur auf die Immobilisierung der Derivate aus, sondern
auch auf deren Verfligbarkeit an der Oberfliche. Dies zeigt ein Vergleich der TetR-
Bindung der bei unterschiedlichem pH-Wert immobilisierten Oberflachen (Tabelle 6-9).
Unter der Annahme, dass der hohe Immobilisierungslevel eine Massendanderung und
damit die Bindung von Derivat widerspiegelt, wurde bei pH 4,5 mehr Derivat
immobilisiert, allerdings bei der folgenden Injektion von Rezeptor weniger gebunden.
Dies kann durch sterische Effekte an der Oberfliche bedingt sein: Die
Immobilisierungsdichte von Derivaten an der Oberflache kdnnte bereits so hoch sein,
dass die Bindung von TetR sterisch behindert wird. Eine weitere mogliche Begriindung
konnte in der Epimerisierung der Derivate bei pH 4,5 liegen. Diese wiirde jedoch nur

die geringere TetR-Bindung erkldren, nicht aber den hoheren Immobilisierungslevel.

Die Beobachtungen zeigen, dass es sinnvoll ist, den optimalen pH-Wert fiir die
Immobilisierung fiir jeden Liganden in Abhdngigkeit von der verwendeten Chip-
oberfliche empirisch zu ermitteln. Hierbei konnen Analyteigenschaften und Chip-
oberfliche limitierende Faktoren sein. Alle folgenden Immobilisierungen wurden bei

pH 7,4 durchgefiihrt, um eine méglichst hohe TetR-Bindung zu erreichen.

6.1.4 TetR-Bindung

TetR hat eine hohe Affinitit zu freien Tetracyclinen (Bindungskonstante 10° M [86]).
Durch die Derivatisierung von Doxycyclin zum einen und die Fixierung der Derivate
auf der Chipoberfliche zum anderen kann die Affinitit des TetR stark sinken, da
sterische Effekte sowie die Beschaffenheit der Chipoberfliche die Bindung TetR-

Doxycyclinderivat beeinflussen.

Die Bindung von TetR an die mit Doxycyclin derivatisierte Oberfliche ist eine
essentielle Voraussetzung fiir das Funktionieren des Assays. Da die Bindung von
Tetracyclinen an TetR in physiologischer Umgebung (Bakterienzelle) als
Magnesiumkomplex erfolgt [86, 203], wird erwartet, dass die Bindung nur in
Anwesenheit zweiwertiger Metallkationen zustande kommt. Dariiber hinaus wird
angenommen, dass die Parameter Konzentration von TetR, Anwesenheit und
Konzentration von Tetracyclin in der Messlosung und auch der pH-Wert der Losung die

Bindung beeinflussen.
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Die TetR-Bindung sollte stabil, spezifisch und reproduzierbar sein. Weiterhin sollte es

moglich sein, sie in einem Regenerationsschritt vollstindig zu 16sen.

6.1.4.1 Einfluss der Spacerlinge am Doxycyclinderivat auf die TetR-Bindung
Doxycyclinderivate in Losung

Um den Einfluss der Spacerlinge des Derivates auf die Bindungsfahigkeit von TetR zu
untersuchen, wurden die Derivate in Losung als Proben im nicht-kompetitiven

Assayformat (siche Kapitel 6.2, Seite 116ff) gegen Doxycyclin als Referenz gemessen.

Als freie Molekiile in Losung reagieren die Doxycyclinderivate als Liganden mit dem
Rezeptorprotein TetR und rufen die Konformationsdnderung hervor, die fiir die

Ablosung des TetR von zerO notwendig ist.
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Abbildung 6-5: Ablosung von TetR durch Doxycyclinderivate verglichen mit der Ablésung von
TetR durch Doxycyclin, bei verschiedenen Konzentrationen der Derivate [pmol/ml] im nicht-
kompetitiven Assay-Format

Fiir Doxycyclin wurde ein Arbeitsbereich von etwa 800 RU ermittelt. IU 58 und IU 91
verhielten sich in der Messung nahezu identisch und zeigen etwa 50% der Aktivitat, die
fiir das underivatisierte Doxycyclin beobachtet wird (Abbildung 6-5). IU 95 - das
Derivat mit dem ldngsten Alkylspacer - reagiert mit nur 25% der Aktivitdt von
Doxycyclin. Es ist festzustellen, dass die vorgenommene Derivatisierung von
Doxycyclin die Bindungsfihigkeit fiir TetR herabsetzt. Die Abnahme der
Fiahigkeit, an TetR zu binden, ist von der Linge der Kohlenstoffkette am Spacer
abhiingig, wobei sich die Linge negativ auswirkt. Die Bindungsfahigkeit ist bei IU 95,
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dem Derivat mit 11-C-Atomen in der Spacerkette ist am schlechtesten, wohingegen
zwischen IU 91 und IU 58 kein Unterschied beobachtet wurde. Der Spacer wirkt sich
negativ auf die Bindungsfiahigkeit an TetR aus. Dies ist abgesehen vom Volumen
wahrscheinlich auf eine erhohte Hydrophobie und verdnderte Hydratisierung des
Molekiils zuriickzuftihren. Bei der Bindung von Magnesium-Tetracyclinkomplexen in
der Bindetasche des TetR spielt insbesondere die Hydratisierung eine grofle Rolle,
daneben ist zu berlicksichtigen, dass sich bei underivatisierten Tetracyclinen die
Bindetasche des TetR wie eine Schiebetiir hinter dem gebundenen Tetracyclin schlie3t
[88]. Dies ist wahrscheinlich bei den Derivaten weniger gut moglich, so dass diese

schlechter in die Bindetaschen des TetR passen.

Die Linge des Spacers am Derivat beeinflusst nicht nur die Immobilisierung (sieche
Absatz 6.1.3.2), sondern ist auch fiir die TetR-Bindung bedeutend. Dabei treten zwei
Effekte in Konkurrenz: Wird der Spacer verlingert, so wird bei immobilisierten
Derivaten dadurch der Abstand der Doxycyclinstruktur von der Chipoberfliche
vergroBBert. Gleichzeitig bewirkt ein ldngerer Spacer jedoch die Verdnderung der
Eigenschaften des Doxycyclins hinsichtlich Hydrophobie und Hydratisierung und damit
auch die Rezeptor-Ligand-Erkennung. Bei den in Lésung durchgefiihrten Messungen
wurde der letztgenannte Effekt untersucht, der erstgenannte wurde im Folgenden

ebenfalls untersucht.

Immobilisierte Doxycyclinderivate

Auf der Sensorchipoberfliche kann ein langerer Spacer eine bessere Flexibilitdt und
Zugéanglichkeit fir TetR bewirken, so dass der Einfluss der Spacerlinge bei
immobilisierten Doxycyclinderivaten untersucht wurde. Die TetR-Bindung an die
verschiedenen Derivate wird durch beide Eigenschaften — die Zugénglichkeit und die

Bindungsfihigkeit — beeinflusst.
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Tabelle 6-10: TetR-Bindung an verschiedene Doxycyclinderivate auf CMS5 und CMDP-Chip, TetR
1 pM, Injektionsvolumen 40 pl, Fluss 5pl/min. CMS5-Chip aktiviert mit EDC/NHS, CMDP-Chip
aktiviert mit EDC/Sulfo-NHS

injizierte I bilisi level TetR
Chip Derivat Menge MmobLIsIerunssieve Bindung
[ARU]

[nmol] [ARU]
1U 95 0,117 2362 447
CM5 1U 91 0,125 1050 668
1U 58 0,134 477 356
1U 95 0,117 511 229
CMDP 1U 91 0,125 398 185
1U 58 0,134 258 140

IUY95 und 91 zeigen gegeniiber IU 58 eine hohere TetR-Bindung auf den
Chipoberflichen (Tabelle 6-10). Die TetR-Bindung bildet jedoch die Summe
verschiedener Effekte ab: neben Unterschieden in den Bindungscharakteristiken der
Derivate miissen hier auch die verschiedenen Immobilisierungslevel beriicksichtigt

werden, die aufgrund der verschiedenen Spacerlinge erhalten wurden (siehe Seite 72).

Auf dem CMS5-Chip lag der Immobilisierungslevel von IU 91 doppelt so hoch wie der
von [U 58, und flihrte korrespondierend dazu zu einem doppelt so hohen Signal fiir die
TetR-Bindung. IU 95 hingegen zeigte einen flinffachen Immobilisierungslevel
verglichen mit IU 58. Wird das Molekulargewicht hier beriicksichtigt, so ergibt dies
eine etwa 4,6fach groBere Anzahl immobilisierter Derivatmolekiile. An die
Chipoberfliche wurde jedoch nur 1,26fach mehr TetR gebunden; dies entspricht einer
Abnahme auf etwa 30% (1,2/4,6) im Vergleich zu IU 58. Diese Abnahme stimmt mit
der GroBenordnung iiberein, die fiir die Bindungsaktivitit von IU 95 gegeniiber IU 58 in
Losung beobachtet wurde. Eine Séttigung der Oberflache tritt bei etwa 1000 RU auf,
wie in Tabelle 6-12, Seite 105 gezeigt ist. Uber diesen Wert hinaus ist keine weitere
TetR-Bindung zu erwarten. Es ist jedoch festzuhalten, dass die in Tabelle 6-10
dargestellten Messwerte nicht im Bereich der Sittigung liegen und somit die geringere

TetR-Bindung an IU 95 nicht durch Sittigung der Oberflache hervorgerufen wird.
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Die Ergebnisse zeigen, dass ein lingerer Spacer in der CMS-Matrix die
Zuginglichkeit der Doxycyclinstruktur fiir TetR nicht verbessert. Dagegen
beeintrachtigt der Spacer mit 9 CH,-Gruppen die Erkennung des Liganden durch den
Rezeptor unabhingig davon, ob das Derivat in Losung vorliegt oder immobilisiert ist.
Die Derivate in der CM5-Matrix verhalten sich demnach analog denen in Losung. Dies
ist auf die hohe Flexibilitit zuriickzufiihren, die aufgrund der langen Dextranketten des

Hydrogels besteht und durch den lingeren Spacer nicht mehr verbessert wird.

Dagegen scheint fiir Derivate auf der diinnschichtigen CMDP-Oberfliche ein
lingerer Spacer vorteilhaft zu sein. Trotz der schlechteren Erkennung von [U95 durch
TetR unterschied sich das Verhiltnis von TetR-Bindung zum Immobilisierungslevel
nicht signifikant von denen fiir [U 91 und 58 (Tabelle 6-10). Die schlechtere Erkennung
von IU 95 gegeniiber 1U 58 und 91 wird auf der planaren Oberfliche offensichtlich
durch sterische Effekte kompensiert. Das Bindungsverhalten der auf der planaren
Oberfliche immobilisierten Derivate gegeniiber TetR war flir alle drei Derivate

vergleichbar.

Berechnet man die Verhiltnisse von TetR-Bindung zu Immobilisierungslevel, so wird
deutlich, dass die Bindungsausbeute umso schlechter ist, je dicker die Oberfliche ist.
Eine Ursache der schlechteren Bindung an IU 95 auf dem CMS5-Chip konnte darin
liegen, dass durch die Immobilisierung einer sehr groBen Menge IU 95 durch die Menge
der Alkanspacer eine hohere Hydrophobie der Oberfldche vorliegt, die sich negativ auf
die TetR-Bindung auswirkt. Unabhédngig von der Hydrophobie wurde von Edwards et
al. beschrieben, dass die sterische Hinderung der Rezeptorbindung in einer schlechteren
Assoziation resultiert, wenn im Hydrogel eine hohe Ligandendichte vorliegt [204].
Ubereinstimmend damit fanden auch Fischer et al. die schlechtesten Bindungs-
verhéltnisse zwischen Calmodulin und einem daran bindenden Peptid bei der hdchsten

Ligandendichte [196].

Der HC1000m- und CMTEG-Chip wurde nicht in die Betrachtung einbezogen, da auf
beiden Chips zu einem grof3en Teil unspezifische Bindung detektiert wurde (HC1000m)
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oder keine spezifische TetR-Bindung erfolgte (CMTEG) (siche Abschnitt 6.1.4.2, Seite
81).

6.1.4.2 Spezifitit der Bindung / unspezifische Wechselwirkungen an verschiedenen

Chipoberflichen

Es sollte gepriift werden, ob die beobachtete Bindung von TetR spezifisch an die
immobilisierten Doxycyclinderivate erfolgt oder ob es sich um eine unspezifische
Bindung an die Chipoberfliche handelt, da ein Signalanstieg wihrend der Injektion
keinen Riickschluss auf die Art der Bindung zuldsst. Zu diesem Zweck wurde TetR in
An- und Abwesenheit von Magnesiumionen im Puffer injiziert und die erhaltenen

Signaldifferenzen verglichen.
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Abbildung 6-6: Injektion von TetR in Abwesenheit (A) und Anwesenheit(B) von Magnesiumionen,
TetR 1 uM, 40 pl bei 5 pl/min, exemplarisch fiir IU 91 auf CM5-Chip; (1) und (2): Messpunkte vor
und nach der Injektion, aus denen ARU berechnet wird

Abbildung 6-6 zeigt den erwarteten Verlauf der Messung: Bei der Injektion von TetR
ohne Mg?" (A) ist lediglich eine Anderung des Brechungsindex sichtbar, der durch die
Anwesenheit von TetR in der injizierten Losung zustande kommt. Das Signal ist
wiahrend der Injektion flach, zeigt keinen Anstieg und fillt nach Ende der Injektion
wieder auf die Basislinie. Wird TetR mit Mg?" injiziert (B), zeigt sich ein deutlicher
Anstieg des Signals, und das Signal fillt nach der Injektion nicht wieder auf die

Basislinie zuriick sondern bleibt auf dem Level, der die Bindung von TetR anzeigt.
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Fiir die Bindung von TetR an Tetracycline, also auch an die Doxycyclinderivate an der
modifizierten Chipoberfliche ist die Anwesenheit von zweiwertigen Metallkationen
erforderlich, da TetR aufgrund der Struktur der Bindetasche Tetracycline nur als
Metallkomplex bindet (siche auch Abschnitt 2.6.3). Das in Abwesenheit von Mg*" bei
der Injektion von TetR ermittelte Signal zeigt daher die unspezifische Bindung an der
Sensoroberflache an. Dies ist ein Vorteil gegeniiber Antikdrper/Antigen-Systemen, bei
denen die unspezifische Bindung im Regelfall nur auf der Chipoberfliche eines

unbelegten Chips bestimmt werden kann.

Abbildung 6-7 zeigt die Ergebnisse der Messungen auf den verschiedenen Chips.
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Abbildung 6-7: Bindung von TetR in Anwesenheit von Magnesiumionen (spezifische Bindung) und
Anteil der unspezifischen Bindung an der TetR-Bindung, exemplarisch fiir IU 95

Nur auf dem CMS5-Chip wurde das erwartete Bindungsverhalten beobachtet: Bindung
von TetR nur in Anwesenheit von Mg®". Wird auch ohne Magnesiumionen TetR

gebunden, zeigt dies die unspezifische Bindung des Proteins an die Chipoberfliche.

Auf dem CMTEG-Chip wurden vergleichbare Signale fiir die TetR-Bindung in An- und
Abwesenheit von Magnesiumionen beobachtet. Dies zeigt, dass keine spezifische
Bindung von TetR an die immobilisierten Doxycyclinderivate erfolgt und die
beobachtete Bindung eine rein unspezifische an die Chipoberflidche ist. Der CMTEG-
Chip zeichnet sich durch eine extrem diinne Schichtdicke aus. Wahrscheinlich wird

TetR an die Goldschicht oder den Haftungsvermittler gebunden [199]. Bei planaren
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Sensoroberflaichen konnen durch eine rauhe Topologie der Oberfliche sogenannte
»pinhole defects* auftreten, also Stellen, an denen die Goldoberfldche blank liegt und
lokal fiir unspezifische Bindungen zur Verfligung steht [201]. Moglicherweise tragt dies
auch zur unspezifischen Bindung von TetR bei. Beim CMDP-Chip wurde insgesamt
relativ wenig TetR spezifisch gebunden. Der Anteil unspezifischer Bindung betrug etwa
30%. Da die Dextranschicht beim CMDP-Chip sehr diinn ist, wird erwartet, dass
weniger unspezifische Wechselwirkungen mit dem Dextran stattfinden als beispiels-
weise am CMS-Chip. Allerdings ist das Dextran kovalent an ein thiolmodifiziertes,
kationisches Oligomer als Haftungsvermittler gebunden, so dass aufgrund der geringen
Schichtdicke dieser Haftungsvermittler oder auch — bei unvollstindiger Bedeckung - die
darunter gelegene Goldschicht die Bindungscharakteristik beeinflussen kann und

moglicherweise unspezifische Wechselwirkungen begiinstigen kann.

Bei den beiden planaren Oberflichen wirkt sich zudem negativ aus, dass die
unspezifische Bindung in unmittelbarer Néhe zur Oberfliche stattfindet. Eine Bindung,
die in den ersten 10 nm Abstand zur Metallschicht stattfindet, kann in einem bis zu
dreimal groBeren Signal fiihren als dieselbe Bindung in 300 nm Abstand zur
Metallschicht. Die geringere unspezifische Bindung des CMDP-Chip gegeniiber dem
CMTEG-Chip kann dadurch begriindet sein, dass Carboxymethyldextran in einer brush-
Konformation aufgebracht werden kann, wohingegen CMTEG in einer sogenannten
»loop“-Konformation aufgebracht ist, die wesentlich mehr Kontakt der Probenlosung

zur Goldoberfliche ermoglicht [199].

Verglichen mit dem CMS5- und CMDP-Chip zeigt der HC-Chip die hochste
unspezifische Bindung von Rezeptorprotein. Beim CM5-Chip betrigt die unspezifische
Bindung <2% der TetR-Bindung, beim CMDP-Chip 20 — 35%. Wihrend bei der
Messung auf dem CMDP-Chip eine relativ hohe unspezifische Bindung durch die
diinne Schicht beziehungsweise die darunter liegende Alkylthiolschicht oder sogar die
Goldschicht des Chips bedingt sein kann, ist dies beim HC-Chip nicht der Fall
Vielmehr ist es nahe liegend, dass hier die Schichtdicke fiir die unspezifische Bindung
ursdchlich ist. Beim HC1000m-Chip konnen die Schichtdicke sowie die Dichte des

Hydrogels nachteilig sein. Detektiert wird eine Anderung der Volumenkonzentration
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von TetR im Hydrogel, wobei diese auch auftritt, wenn TetR in das Hydrogel
diffundiert und nicht an die Derivate bindet. Nach der Injektion des TetR ohne Mg?*
sollte das Signal allerdings wieder auf den Wert der Basislinie abfallen, was auf dem
HC-Chip nicht beobachtet wurde. Denkbar ist, dass das TetR nach Ende der Injektion
durch den Laufpuffer nicht gut aus der Schicht gespiilt werden kann, weil die Schicht zu
dick ist und somit allein durch die verdanderte Volumenkonzentration im Hydrogel eine
Bindung ,,vorgetduscht“ wird. Um dies zu belegen, wurde TetR in An- und
Abwesenheit von Mg?" injiziert und nach der Injektion die Dissoziation der TetR-
Bindung fiir eine Stunde aufgezeichnet. Es konnte gezeigt werden, dass bei der
Injektion von TetR mit Magnesiumionen das gebundene TetR langsamer dissoziierte als
das ohne Magnesiumionen unspezifisch gebundene, was diese These stiitzt. TetR zeigte

die geringste unspezifische Bindung mit dem CMS-Chip.

6.1.4.3 Stabilitdt der Bindung an verschiedenen Chipoberflichen

Neben der Spezifitdt der TetR-Bindung ist auch die Stabilitit eine wichtige Grof3e fiir
die Charakterisierung des Assays. Die Stabilitdt wird von zwei Reaktionen beeinflusst,

der Bindung und der Dissoziation:

(1) Doxim + TetR — [Doxin-TetR] schnelle Reaktion
(2) [Doxim-TetR] — Dox;n, + TetR langsame Reaktion

Der Komplex zwischen immobilisiertem Doxycyclin und TetR ist ein Resultat der
Reaktion (1) und dissoziiert analog Reaktion (2), in der TetR durch den Laufpuffer
kontinuierlich aus der Flusszelle entfernt wird. Sofern Reaktion (2) nicht langsam und
reproduzierbar erfolgt, wirkt sich eine instabile TetR-Doxycyclinderivat-Bindung
nachteilig auf die Reproduzierbarkeit von Messungen aus. AusmaBl und

Geschwindigkeit der Dissoziation wurden daher bestimmit.

Dazu wurde nach einer Injektion von TetR das Signal iiber eine Stunde lang
aufgezeichnet. Dabei wird durch den Laufpuffer (Fluss 5 pl/min) abgelostes TetR
kontinuierlich aus der Flusszelle transportiert. Der Abfall des Signals wird als

Dissoziation von TetR aufgezeichnet.
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Abbildung 6-8: Dissoziation von TetR innerhalb von 60 Minuten, Vergleich der Ausgangs-TetR-
Bindung mit dem nach 60 Minuten noch gebundenen TetR auf verschiedenen Chipoberflichen am
Beispiel IU 95

Je nach Chipoberfliche dissoziieren innerhalb einer Stunde zwischen 9 und 30% des
gebundenen TetR. Die Bindung von TetR an die Doxycyclinderivate ist auf dem CMS5-
Chip am stabilsten. Auf allen Chipoberflichen zeigte die Dissoziation einen

exponentiell abfallenden Verlauf (Abbildung 6-9).
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Abbildung 6-9: Signalverlauf fiir die Dissoziation von TetR auf verschiedenen Chipoberflichen am
Beispiel IU 95, Signal normiert auf Level am Ende der TetR-Injektion

Die CMS5-Oberfliche erwies sich hinsichtlich der TetR-Bindung als am besten fiir

die Entwicklung eines Assayformates geeignet. Zum einen wurde hier das meiste
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TetR gebunden und zum anderen dissoziierte davon am wenigsten im Zeitraum von

einer Stunde.

Fiir die Kinetik der Dissoziation spielen neben der Dicke der Hydrogelschicht auch der
Massentransport zwischen Losung und Gel sowie im Hydrogel, Diffusions- und
Verteilungskoeffizienten, sowie die Verteilung des immobilisierten Rezeptors eine
wesentliche Rolle [205]. Planare Oberflichen zeigen gegeniiber Hydrogelen eine
verdnderte Kinetik, da Diffusionsprozesse nicht durch Massentransport limitiert sind.
Dies mag als Erklidrung flir die unterschiedlich schnelle Dissoziation desselben

Bindungstyps auf verschiedenen Sensorchips dienen [196].

Die Bindung kann trotz Dissoziationsraten von bis zu 30% in 60 Minuten auf allen
Chipoberflichen als fiir das Assayformat hinreichend stabil betrachtet werden, da die

Messpunkte 30 sec oder 60 sec nach Ende der Injektion gesetzt werden.

6.1.4.4 Abhingigkeit des Signals von der TetR-Konzentration

Im kompetitiven Assay wird die Konzentration von Tetracyclinen dadurch bestimmt,
dass bei Anwesenheit von Tetracyclinen weniger TetR an der Chipoberfliche bindet.
Gemessen wird in diesem Fall die Konzentration des TetR, dessen Bindestellen
unbesetzt geblieben sind. Die Abhédngigkeit des Signals von der eingesetzten TetR-
Konzentration sollte daher zundchst ohne Tetracyclin auf den einzelnen

Chipoberflichen gepriift werden.

Fir die Messungen wurden Rezeptorproteinkonzentrationen von 0,1 bis 3 uM

verwendet.
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Abbildung 6-10: Signal in Abhiingigkeit der TetR-Konzentration auf verschiedenen
Chipoberflichen, exemplarisch fiir IU 91 (Mittelwerte aus zwei Injektionen), Injektionsvolumen
25 pl bei 5 pl/min

Auf allen Chipoberflichen war eine Abhdngigkeit des Signals von der TetR-
Konzentration zu beobachten. Je hoher die TetR-Konzentration war, desto mehr TetR
wurde gebunden. Ein linearer Zusammenhang zwischen Signal und TetR-Konzentration
wurde auf dem CMTEG-Chip und HC1000m-Chip bis etwa 3uM TetR beobachtet.
Beim CMDP und CM5-Chip dagegen, flachten die Kurven bereits bei etwa 2uM ab. Im
Vergleich der Sensorchips fillt der CMS5-Chip deutlich durch einen hohen
Arbeitsbereich auf. Fiir alle Derivate zeigte er den groflten Arbeitsbereich. Im Bereich
oberhalb von ca. 2uM TetR scheint allerdings eine Sattigung der Oberfldache erreicht zu
werden, was das Abflachen der Kurve zeigt. Die planaren Chipoberflichen zeigen einen
sehr geringen Arbeitsbereich und sind daher fiir den Einsatz in diesem Assay

ungeeignet.

Fiir die HC1000m- und CMTEG-Oberfldche — beispielhaft ausgewihlt fiir die Extrema
der Schichtdicken und weil auf diesen Oberflichen eine hohe unspezifische Bindung
detektiert wurde - wurde gepriift, ob die Abhdngigkeit des Signals von der TetR-
Konzentration magnesiumabhéngig ist. In beiden Féllen war eine Abhéngigkeit auch in
Abwesenheit von Magnesiumionen gegeben (exemplarisch in Abbildung 6-11

dargestellt).
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Abbildung 6-11: Abhiingigkeit des Signals von der TetR-Konzentration auf HC1000m-Chip in
Anwesenheit (ausgefiillte Symbole) und Abwesenheit(nicht gefiillte Symbole) von Magnesiumionen,
exemplarisch fiir IU 95 und IU 58. Injektionsvolumen 25 pl, Fluss 5 pl/min

Die unspezifische Bindung zeigte auf beiden Chips eine lineare Abhédngigkeit von der
TetR-Konzentration. Im Fall von IUS58 wurden fiir die Injektionen ohne
Magnesiumionenzusatz sogar hohere Messwerte erzielt, also eine hohere unspezifische
Bindung als die spezifische beobachtet. Die Konzentrationsabhingigkeit der
unspezifischen Bindung ldsst sich dadurch erkldren, dass bei hoheren
Proteinkonzentrationen auch mehr Protein zur Verfligung steht, das unspezifisch an die
Oberfliche binden kann. Bis zu einer TetR-Konzentration von 3 uM ist die
Chipoberfliche nicht gesittigt. Im Gegensatz dazu flachen die Kurven in Abbildung
6-11 bei hoheren Konzentrationen ab, was auf eine Sittigung der fiir spezifische

Bindungen zur Verfiigung stehenden Oberfldche hindeutet.
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6.1.4.5 Injektionsdauer (Kontaktzeit)

Es wurde gepriift, wie sich die Variation der Kontaktzeit (Injektionsdauer) auf die TetR-
Bindung auswirkt. Dazu wurde die TetR-Bindung in Abhingigkeit von Flussrate und
Kontaktzeit bestimmt. Technisch war es nicht moglich, Kontaktzeit und Flussrate
gleichzeitig zu variieren, jeweils ein Parameter von beiden musste konstant gehalten

werden.
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Abbildung 6-12: Injektion von TetR 1 uM, Response aufgetragen gegen Kontaktzeit, CMS5-Chip,
IU 58 bei Flussraten von 5 pl/min (Quadrate), 10 pl/min (Dreiecke) und 20 pl/min (Rauten)

Es besteht eine deutliche Abhédngigkeit des Signals von der Kontaktzeit TetR/Derivat.
Je langer die Kontaktzeit, desto hoher ist der Response (Abbildung 6-13). Dies war zu
erwarten, da eine lingere Injektionsdauer synonym mit einer lingeren Kontaktzeit zur
Oberfliche ist, so dass auch die Absolutmenge TetR, die mit der Oberfliche in Kontakt
kommt, groBer ist. Ein Einfluss der Flussrate ist nicht zu erkennen. Niedrige Flussraten
bieten den Vorteil, dass auch bei geringen Injektionsvolumina eine lange Kontaktzeit
zwischen Analyt und Oberfldche besteht. Bei sehr niedrigen Flussraten (5 pl/min ist das
Minimum an Fluss, das seitens des Geriteherstellers empfohlen wird) konnen sich
durch die laminare Stromung an der Oberfliche in der Flusszelle Zonen ausbilden, in
denen kein oder nur noch ein minimaler Fluss herrscht [206]. Ist dies der Fall, gelangen

bei der Injektion die Analytmolekiile nur noch durch Diffusion durch diese ,,ruhende*
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Zone zur Oberfliche. Je geringer die Flussrate ist, desto breiter wird die ruhende Zone

[201], so dass bei sehr geringen Flussraten die Diffusion der limitierende Schritt ist.

Aus Abbildung 6-12 geht hervor, dass auch beim Fluss von 5 pl/min der Einfluss der

lingeren Kontaktdauer den Einfluss von mdglichen ,ruhenden® Zonen deutlich

iiberwiegt. Ein weiterer Aspekt, der hier eine Rolle spielen konnte, ist eine schnellere

physikalische Ablosung von TetR von der Oberfliche bei schnelleren Flussraten, die

hier zu niedrigeren Signalen flihren.

Im Experiment, das der folgenden Abbildung zugrunde liegt, wurde die Injektionsdauer

bei konstanter Flussrate variiert:
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Abbildung 6-13: Response (TetR-Bindung) in Abhingigkeit der Injektionsdauer

(Injektionsvolumen), Fluss 5 pl/min, CMS5-Chip,

Hélt man die Flussrate konstant, wird der Einfluss der Injektionsdauer noch deutlicher:

Da die Injektionsdauer bei einem konstanten Fluss dem injizierten Volumen

proportional ist, werden hohere Signale bei lingeren Kontaktzeiten beobachtet, wie

Abbildung 6-13 zeigt.
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6.1.5 Detektion von Tetracyclinen

6.1.5.1 Kompetition von Tetracyclin um die Bindestellen am TetR

Beim kompetitiven Assayformat wird die Konzentration von Tetracyclinen indirekt
durch die Bindung nicht mit Tetracyclin gesattigten Rezeptors bestimmt. Die Einfliisse
auf die TetR-Bindung, die in 6.1.4 beschrieben wurden, gelten daher auch hier. Hinzu
kommt jedoch Tetracyclin als weiterer Faktor. Es wurde gepriift, ob eine Kompetition
von freiem Tetracyclin in Losung mit dem fixierten Doxycyclinderivat um die
Bindestellen am TetR stattfindet. Fiir CMS5-Chips wurde die Kompetition bereits in
6.1.2 beschrieben (siehe Tabelle 6-5 Seite 67).

Fiir die Messungen wurde TetR mit Tetracyclinlosung gemischt und anschlieBend iiber
die Sensoroberflichen gegeben. Das erhaltene Signal wurde mit TetR-
Reagenzienblanks verglichen, um eine Abnahme der Bindung bei Zugabe von

Tetracyclin erkennen zu kdnnen.
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Abbildung 6-14: Injektion von TetR und TetR-Tetracyclin-Mischungen zum Nachweis der
Kompetition von freiem Tetracyclin mit immobilisierten Doxycyclinderivaten. TetR 1,5 pM,
Tetracyclin 5000 ng/ml Messlosung, CMTEG-Chip

Auf dem CMTEG-Chip bestand kein signifikanter Unterschied zwischen Messlosungen,
die Tetracyclin enthalten und denen, die tetracyclinfrei sind (Abbildung 6-14).

5000 ng/ml Tetracyclin konnte nicht von einer Leerprobe unterschieden werden, es fand
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keine detektierbare Kompetition statt. Die Ergebnisse, die bei der Bestimmung der
unspezifischen Bindung von TetR an die CMTEG-Oberfliche erhalten wurden, lieBen
dies bereits vermuten, da auf dem CMTEG-Chip das AusmalBl von spezifischer und
unspezifischer Bindung gleich gro3 war (Kapitel 6.1.4.2, Seite 81). Dies wiirde
unabhingig von der Tetracyclinkonzentration in der Losung zu falsch-negativen
Ergebnissen fiihren. Die CMTEG-Oberfliche ist fiir die Entwicklung eines
kompetitiven Assayformates zum Nachweis von Tetracyclinen nicht geeignet. Auf
HC1000m- und CMDP-Chip konnte die Kompetition mit Tetracyclin detektiert werden;
Abbildung 6-15 zeigt, am Beispiel des HC1000m-Chips, dass in Anwesenheit von

Tetracyclin deutlich weniger TetR gebunden wird.
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Abbildung 6-15: TetR-Bindung in An- und Abwesenheit von Tetracyclin; exemplarisch fiir IU 91,
TetR 1,5 uM, Tetracyclin 5000 ng/ml in der Messlosung, HC 1000m-Chip

Um zu priifen, ob es sich um einen spezifischen Effekt handelt, wurde die Messung

ohne Magnesiumsulfat im Laufpuffer wiederholt.
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Abbildung 6-16: TetR-Bindung in An- und Abwesenheit von Tetracyclin ohne Mg**; exemplarisch
fiir IU 91, TetR 1,5 pM, Tetracyclin 5000 ng/ml in der Messlésung, HC 1000m-Chip

Zwischen Losungen mit und ohne Tetracyclin bestand kein signifikanter Unterschied in
der Hohe des erhaltenen Signals (Abbildung 6-16). Die Kompetition von freiem
Tetracyclin ist erwartungsgemdll magnesiumabhidngig und auf allen Chips mit

Ausnahme des CMTEG-Chips vorhanden.

6.1.5.2 Konzentrationsabhdngigkeit

Der Assay soll im optimalen Fall neben einer qualitativen Aussage (Tetracyclin
vorhanden / nicht vorhanden) auch eine quantitative Aussage ermoglichen. Fiir CM5-
Chips wurde die Konzentrationsabhédngigkeit bereits in 6.1.2 beschrieben (siche auch
Abbildung 6-19). Auf dem HC1000m und CMDP-Chip wurde das Signal der TetR-
Bindung in Abhédngigkeit von der Tetracyclinkonzentration aufgezeichnet (Abbildung
6-17 und Abbildung 6-18).
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Abbildung 6-17: Abhingigkeit der TetR-Bindung von der Tetracyclinkonzentration auf CMDP-
Oberfliche, exemplarisch fiir IU 95, Flusszelle 1, TetR 1,5 uM

Auf dem CMDP-Chip zeigte sich eine Abhingigkeit des Signals von der
Tetracyclinkonzentration, wobei der Arbeitsbereich (Tetracyclinkonzentration 500 —
1500 ng/ml) mit einer Differenz von ca. 100 RU klein war (Abbildung 6-17). Dies deckt
sich mit den Ergebnissen, die bei der Untersuchung der TetR-Bindung in Abhingigkeit
der TetR-Konzentration ohne Tetracyclin erhalten wurden, auch hierwurde ein geringer
Arbeitsbereich festgestellt (siche 6.1.4.4). Betrachtet man zudem die Streuung der
Messwerte um 0 ng/ml Tetracyclin, wird deutlich, dass diese bereits ca. 20 RU umfasst.
Die Streuung der weiteren Messpunkte war zwar geringer, aber auch hier wurde eine

verhdltnisméfBig hohe Unprizision festgestellt.
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Abbildung 6-18: Konzentrationsabhéingigkeit der TetR-Bindung von der Tetracyclinkonzentration,
Injektionsdauer 5 min bei S5 pl/min, TetR 1,5pM; HC1000m-Chip, IU 95, Flusszelle 1

Fir den HC1000m-Chip zeigt Abbildung 6-18, dass im Bereich bis 2000 ng/ml
Tetracyclin  Kompetition stattfindet (Abnahme des Signals bei hdheren
Tetracyclinkonzentrationen). Im Bereich oberhalb von 2000 ng/ml Tetracyclin zeigte

sich in mehreren Messungen ein geringer Anstieg des Signals.

Bei zunehmender Tetracyclin-Konzentration sollte weniger Rezeptorprotein gebunden
werden bis hin zu dem Punkt, an dem alle Bindestellen des Rezeptors mit Analyt aus
der Probenlosung gesittigt sind und kein Rezeptor mehr an die Oberfldche bindet. TetR
bindet — wie in 6.1.4.2 gezeigt — in nicht unerheblichem MaBe unspezifisch an die
Oberflache. Daher war nicht zu erwarten, dass bei hohen Tetracyclinkonzentrationen
kein Rezeptor bindet, sondern vielmehr, dass oberhalb der Tetracyclinkonzentration, bei
der alle Bindestellen des TetR besetzt sind, TetR nur unspezifisch an die Oberfliche
gebunden wird; bei konstanter TetR-Konzentration sollte die unspezifische Bindung

ebenfalls konstant sein.
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Abbildung 6-19: Abhingigkeit der TetR-Bindung von der Tetracyclinkonzentration, TetR 1 pM;
CMS-Chip, exemplarisch fiir IU 58, Injektionsdauer 5 min bei 5 pl/min

Die Kalibrierkurven, die auf dem CMS5-Chip erhalten wurden, zeigten gegeniiber den
auf HC1000m- und CMDP-Oberfldche bestimmten einen Arbeitsbereich von >200 RU
bei Konzentrationen von 0 — 500 ng/ml (Abbildung 6-19). Bei 500 ng/ml Tetracyclin
war die maximale Hemmung noch nicht erreicht, da bei dieser Konzentration an allen
Derivaten noch TetR gebunden wurde. Der Arbeitsbereich kann demnach zu hoheren
Tetracyclin-Konzentrationen hin noch erweitert werden, ist aber naturgeméfl durch die
maximale TetR-Bindung in Abwesenheit von Tetracyclin limitiert. Die Ausweitung des
Messbereiches wurde nicht angestrebt, da der Assay im optimalen Fall eine zuverldssige
Ja/Nein-Entscheidung bei niedrigen Tetracyclinkonzentrationen liefern soll. Beim
Vergleich von Kalibrierkurven auf den mit verschiedenen Derivaten belegten
Flusszellen eines Sensorchips zeigte sich, dass sich der geringere Immobilisierungslevel
von IU 58 im Arbeitsbereich der Kalibrierkurve niederschlug. Fiir die beiden Derivate
mit lingeren Spacern wurden Kalibrierkurven mit einem groferen Arbeitsbereich als

dem von [U 58 erhalten.

Auf allen Sensoroberflichen zeigte sich eine relativ grole Streuung der Messwerte
(Abbildung 6-17, Abbildung 6-18 und Abbildung 6-19). Es handelte sich hierbei nicht
um eine zufillige Streuung, sondern um eine geringere TetR-Bindung bei der zweiten
Injektion einer Probe in einer Mehrfachmessung, die fiir alle Derivate beobachtet

wurde. Dieses Phinomen wird in Abschnitt 6.1.8 diskutiert.
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Aufgrund der hohen Unprézision und der geringen Empfindlichkeit (geringe Differenz
zwischen den Signalen am hochstem und niedrigsten Messpunkt) und nicht zuletzt
aufgrund der hohen unspezifischen Bindung des Rezeptorproteins ist es nicht moglich,
CMDP- oder HC1000m-Chips in diesem System fliir den Nachweis von

Tetracyclinriickstanden einzusetzen.

6.1.5.3 Inkubationsdauer TetR- Tetracyclin

Es wurde gepriift, ob die Inkubationsdauer von TetR mit Tetracyclinlosungen vor der
Injektion in die Flusszelle die TetR-Bindung beeinflusst. TetR- und Tetracyclinlosung
wurden manuell gemischt und nach einer definierten Inkubationsdauer (Inkubation bei
Raumtemperatur) injiziert. Im Gerdt sind der Injektion noch diverse Spiilschritte
vorgeschaltet, so dass sich die Inkubationsdauer um 2 Minuten verlingert und die

angegebenen Inkubationszeiten resultieren.
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Abbildung 6-20: Abhéngigkeit der Bindung von TetR von der Inkubationszeit mit
Tetracyclinlésung; TetR 1 pM, Tetracyclin S00 ng/ml; IU 95, CMS-Chip

Die erhaltenen Signale lagen innerhalb der Unpréizision, die flir dieses System
beobachtet wurde. Es ist kein Trend hinsichtlich einer optimalen Inkubationsdauer zu
erkennen (Abbildung 6-20). Das ldsst darauf schlieen, dass die Zeit, die das Gerdt zum
Mischen der Proben und fiir das Spiilen vor der Injektion aufbringt, fiir die Reaktion
ausreicht. Die Bindung von Tetracyclin an TetR verlduft schnell, was sich auch an der
Herkunft des TetR als bakterielles Resistenzprotein erkliren lisst. In die Bakterienzelle

eindringendes Tetracyclin muss von TetR gebunden werden, bevor es an sein Target in
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der Zelle (Ribosom) gelangt. Handelte es sich um eine langsame Reaktion, wiirde
Tetracyclin zum Ribosom gelangen und dort die Proteinbiosynthese stoppen und es

wiirde keine Resistenz des Bakteriums vorliegen.

6.1.6 Regeneration der Oberfliche

Bei jedem Messzyklus wird Rezeptor an der Oberfliche gebunden, der vor der
folgenden Messung wieder entfernt werden muss. Die Oberfliche muss ,regeneriert™
werden. Erfolgt keine Regeneration oder ist diese nur unvollstindig, kumuliert
Rezeptorprotein an der Oberfliche, so dass bei spiteren Messzyklen weniger freie
Bindungsstellen fiir TetR verfligbar sind. Dies wirkt sich negativ auf die
Reproduzierbarkeit von Messungen aus. Verschiedene Regenerationsreagenzien wurden

fiir alle Oberfldchen systematisch getestet.

6.1.6.1 Reagenzien

Der systematische Test von Regenerationslosungen nach Andersson [207] basiert auf
der Annahme, dass verschiedene Wechselwirkungen zu einer Bindung von Protein an
die Oberfliche fiihren. Neben ionischen Wechselwirkungen durch verschiedene
Ladungen konnen unpolare Wechselwirkungen zu einer Bindung fiihren oder
Wechselwirkungen auftreten, die durch saure oder basische Bedingungen begiinstigt
werden. In einem Schema von Andersson werden Losungen mit verschiedenen
Eigenschaften kombiniert, so dass sehr unterschiedliche Bedingungen fiir die
Regeneration geschaffen werden. Im Wesentlichen werden zur Charakterisierung der

Regenerationsreagenzien die folgenden Attribute verwendet:

o lonisch (I)

o Unpolar (U)

o Chelatbildner (C)

o Detergenzien (D)

o Saures Regenerationsreagenz (A)

o Basisches Regenerationsreagenz (B)

o SDS

Die Losungen werden nach folgendem Schema gemischt, wobei w jeweils fiir einen

wiassrigen Teil steht:
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Iww IDw ICw
Uww UDw UCw
Dww DCw

Cww

Saure und basische Regenerationsreagenzien wurden zunéchst nicht getestet, da eine
Epimerisierung oder ein Abbau der Derivate an der Oberfliche unter sauren oder
basischen Bedingungen zu erwarten gewesen wire [11] und dies vermieden werden
sollte. Die Kombination [Uw konnte nicht getestet werden, da sie eine aggressive

Mischung ist, die die Chipoberfliche angreifen kann.

SDS ist als Regenerationslosung nicht im Schema enthalten, wurde aber, da bereits von
Moller erfolgreich fiir die Ablosung von TetR eingesetzt, ebenfalls getestet [188]. Fiir
den Test wurden jeweils 5 Injektionen von TetR mit anschlieBender Regeneration mit
einer der Kombinationen vorgenommen und das Verhalten von Basislinie und erneuter

TetR-Bindung beobachtet.

6.1.6.2 Regeneration der verschiedenen Chipoberflichen

Es wurde gepriift, mit welchen Reagenzien sich die verschiedenen Chipoberflichen am
besten regenerieren lassen, indem die von Andersson vorgeschlagenen Reagenzien in
fiinf aufeinanderfolgenden Zyklen als Regenerationsreagenzien verwendet wurden. Das
Verhalten von Basislinie und TetR-Bindung innerhalb der 5 Zyklen wurde unter den

verschiedenen Chipoberfldchen verglichen (Tabelle 6-11).
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Tabelle 6-11: Schematische Darstellung des Verhaltens von Basislinie / TetR-Bindung in fiinf
aufeinanderfolgenden Messzyklen auf verschiedenen Chipoberflichen; Symbole: 1 = steigend, |=
fallend, <»= bleibt unverindert

Regenerations-  yo 1000m €M CMTEG CMDP
losung
Cww 1 I 1 1
Tww 1 I o] 1
Dww I 12 I 1
Uww (aad) n (aad) Me
ICw ol U1 ol o/t
IDw Ml Ml ol 1
DCw I 12 1 1
UDw Ml i s Mt
UCw 7l e e 7
SDS Ve /e /<> e

Bei den meisten Regenrationsreagenzien wurde auf den verschiedenen Oberfldchen eine
unvollstindige Regeneration beobachtet (Anstieg der Basislinie einhergehend mit
abnehmender TetR-Bindung im Verlauf mehrerer Messzyklen), oder sogar die Bindung
von Komponenten aus der Regenerationslosung, beispielsweise bei den Losungen, die
unpolare Reagenzien enthielten. Fiir die Regeneration der Oberflachen kamen nur SDS

und ICw, auf dem CMTEG-Chip zusédtzlich IDw und Iww in eine engere Auswahl.

Vergleich des Regenerationsverhaltens auf den einzelnen Chipoberflichen

Spezifisch gebundenes TetR sollte sich auf allen Oberflichen mit denselben Reagenzien
ablosen lassen, da es sich auf allen Oberflichen um denselben Bindungstyp handelt. Die
unspezifische Bindung von TetR, die auf den verschiedenen Oberflichen verschieden
stark auftritt, konnte aufgrund der verschiedenen Chipeigenschaften jedoch auf
unterschiedliche Bindungsarten zuriickzufiihren sein, und damit auch Unterschiede im
Regenerationsverhalten zeigen. Aus Tabelle 6-11 wird jedoch ersichtlich, dass das
Regenerationsverhalten auf allen Chipoberflichen recht dhnlich war. Es war jedoch

nicht moglich, zu unterscheiden, ob das wéhrend der Regeneration abgeldoste TetR
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spezifisch oder unspezifisch gebunden war, so dass sich keine weiteren Aussagen
treffen lassen, inwieweit einzelne Regenerationsreagenzien flir bestimmte Oberfldchen

besonders geeignet sind.
Vergleich der Reagenzien SDS und ICw

Auffillig ist, dass neben der Regeneration mit SDS lediglich bei der Regeneration mit
einer Kombination aus lonisch/Chelatbildner in den Messungen eine relativ stabile
Basislinie kombiniert mit hoheren TetR-Bindungen erhalten wurde. Interessant ist diese
Kombination aus zweierlei Griinden: Es ist bekannt, dass fiir die Bindung TetR-
Tetracyclin zweiwertige Metallkationen bendtigt werden, da Tetracycline als
Metallkomplex an TetR binden [86]. Demnach wire zu erwarten, dass die TetR-
Bindung durch die Chelatisierung von Magnesiumionen mit EDTA (Cww) regeneriert
werden kann, was aber offensichtlich nicht der Fall ist. Es ist denkbar, dass durch die
Abschirmung des Magnesiums in der Bindetasche des TetR, EDTA das bereits

gebundene Tetracyclin nicht durch Komplexieren des Magnesiums 16sen kann.

Hohe lonenstdrken beeinflussen die Faltung und Tertidrstruktur eines Proteins. Es ist
also vorstellbar, das die hohe Ionenstdrke zu einer partiellen ,,Auffaltung* des TetR
fiihrt, welche die Bindetasche mit dem Tetracyclinkomplex so positioniert, dass das

Magnesium fiir EDTA wieder zugédnglich ist, so dass die Bindung gelost werden kann.

Gegen diese Theorie spricht allerdings, dass die Mischung ICw 0,6 mol/l Magnesium-
chloridhexahydrat enthilt, hingegen nur 6,7 mmol/l EDTA, so dass der Theorie nach
das enthaltene Magnesium alle komplexierenden Stellen des EDTA besetzt und somit

die komplexierende Wirkung in der Regenerationslosung nicht mehr ,,aktiv* sein diirfte.

Eine weitere Erklirung fiir die Regeneration mit ICw konnte der pH-Wert dieser
Losung von pH-Wert von 4,1 sein. Durch diesen niedrigen pH-Wert kann sich die
Ladungsverteilung auf der Oberfliche und auch am TetR sowie am immobilisierten
Derivat @ndern, auch auf diesem Effekt konnte die Regeneration beruhen. Fiir CM5-
Chips wurde daher auch die saure Regenerationslésung nach Andersson getestet (pH).
Allerdings konnte hier keine vollstindige Regeneration erzielt werden, so dass nicht

allein der niedrige pH-Wert der Losung fiir die Regeneration verantwortlich sein kann.
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Einfluss der Regeneration mit ICw auf die Bindung von TetR in folgenden Zyklen

Bei der Regeneration mit ICw wurde bei mehreren Chiptypen beobachtet, dass die
Regenerationslosung den Assay iiber die Regeneration der Oberfliche hinaus
beeinflusst. Beispielsweise wurde auf CMTEG- und CMDP-Chip im direkten Vergleich
von Regeneration mit SDS und ICw bei relativ konstanter Basislinie jeweils eine
ansteigende und signifikant hohere TetR-Bindung nach der Regeneration mit ICw

erhalten. Be1t CM5 und HC1000m-Chip trat dieses Verhalten nicht auf.

Offenbar wurde bei den planaren Sensorchips die Chipoberfliche durch die
Regeneration mit ICw so aktiviert, dass im nichsten Zyklus mehr TetR gebunden
werden kann. Auffallend ist, dass damit in aller Regel ein Anstieg der Basislinie
einhergeht, der sich durch die Akkumulation von TetR auf der Chipoberfliche erklért.
In diesem Fall wird allerdings erwartet, dass weniger TetR an die Oberfldche binden
kann, da schon Bindestellen besetzt sind. Moglich ist allerdings, dass durch die
Aktivierung mit ionischer Regenerationslosung aufgrund einer verdnderten
Ladungsverteilung an der Oberfliche in den darauffolgenden Zyklen mehr TetR
unspezifisch gebunden wird. Da ein groBBer Teil unspezifischer Bindung durch ionische
Wechselwirkung hervorgerufen wird, kann - sofern die Chipoberfliche und das
bindende Protein geladen sind - das Ausmal} der elektrostatischen Wechselwirkung
durch Anderung der Ionenstirke beeinflusst werden. Eine hohe lonenkonzentration
schirmt die geladenen Gruppen ab und hat einen vom pH-Wert unabhingigen
AbstoBungseffekt auf hydrophile und geladene Immobilisierungsmatrices, weil die
Bildung von Ionenpaaren die Ladungen neutralisiert [201]. Moglicherweise flihrt der
AbstoBungseffekt zu einer ,,Aktivierung® der Oberfliche. Es wire jedoch zu erwarten,
dass dieser Effekt bei dreidimensionalen Sensorchips stirker auftritt, da bei planaren
Oberflichen  aufgrund der geringen Schichtdicke eine  Quellung der
Immobilisierungsmatrix durch AbstoBung nicht zu erwarten ist. Da der Effekt jedoch
insbesondere bei den zweidimensionalen Chips auftrat, muss auch in Betracht gezogen
werden, dass die geringe Schichtdicke oder gegebenenfalls die unter der Schicht
befindliche Alkylthiol - oder sogar die Goldschicht - durch das Regenerationsreagenz so
verdndert werden kann, dass in den darauffolgenden Zyklen mehr Protein unspezifisch

gebunden werden kann.
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Vor- und Nachteile der Regeneration mit SDS

Durch die Injektion von SDS wird wahrscheinlich eine Denaturierung von TetR und
somit eine Ablosung von der Chipoberfliche bewirkt. Die Regeneration mit SDS bot
den Vorteil gegeniiber ICw, dass das in vorangehenden Zyklen auf der Oberfliche
kumulierte TetR zu einem groBen Teil wieder abgelost werden konnte. Bei der
Regeneration mit SDS auf CMS5-Chips besteht der Nachteil, dass es sich in
Dextranoberflachen einlagert und erst langsam wieder ausgewaschen wird, was eine
langere Stabilisierungsdauer nach der Regeneration erforderlich macht oder eine
Injektion von Puffer, um das SDS aus der Oberfliche schneller auszuwaschen. Das
Signal zeigt typischerweise nach der Injektion von SDS einen Abfall unter die
Basislinie und darauf folgend einen langsamen Anstieg des Signals bis zum Level der

Basislinie (Abbildung 6-21).
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Abbildung 6-21: Regeneration der Chipoberfliche mit SDS nach der Injektion von TetR;
"Herauskriechen" des in die Carboxymethyldextranmatrix eingelagerten SDS auf einem CMS5-
Chip, rote Linie: Niveau der Basislinie zu Beginn des Messzyklus, das nach der Regeneration mit
SDS wieder erreicht wird

Das langsame ,,Herauskriechen* von in die Dextranschicht eingelagertem SDS wurde

nur auf Chips der Typen CMS5 und CMTEG beobachtet.

AbschlieBend ldsst sich herausstellen, dass lediglich auf dem CMS5-Chip die
Chipoberfliche unproblematisch mit SDS (0,2% in Laufpuffer, 5 ul bei 20 pl/min)
regeneriert werden konnte. Auf allen anderen Chips reichten auch hdéhere SDS-

Konzentrationen und deutlich ldngere Kontaktzeiten (0,5% SDS, 90 sec) nicht fiir eine
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vollstandige Regeneration aus. Die Regenerationslosungen nach Andersson erwiesen

sich als unzureichend.

6.1.7 Optimierung des Assays fiir CM5-Chips

Nach der Charakterisierung des Assayformates hinsichtlich der Einflussgroen auf
Immobilisierung, TetR-Bindung, Kompetition mit Tetracyclinen und Regeneration
sollte das Assayformat unter den besten ermittelten Bedingungen weiter charakterisiert
sowie im Hinblick auf die Untersuchung von Lebensmitteln und auf die

Empfindlichkeit optimiert werden.

6.1.7.1 Auswahl der Chipoberfldche fiir die Optimierung
Aus den Kapiteln 6.1.4.2 und 6.1.5 wird deutlich, dass einzig die CM5-Oberfldche

geeignet ist flir eine Optimierung des Assayformates. Die anderen Oberflichen zeigten
eine hohe unspezifische Wechselwirkung beziehungsweise nur geringer Arbeitsbereiche
bei der Kalibrierung und schlechte Regenerationseigenschaften. Auf dem CMS5-Chip
wurde die hochste spezifische Bindung von TetR an die Doxycyclinderivate gemessen,
die Stabilitdt der TetR-Bindung war hier ebenfalls am hdchsten. Abbildung 6-23 zeigt
im Vergleich zu Abbildung 6-17 und Abbildung 6-18, dass auf CM5-Chips wesentlich
geringere Tetracyclinkonzentrationen erfasst werden konnen als auf CMDP- oder
HC1000m-Chip, auch aus diesem Grund erwies sich der CM5-Chip von den getesteten
Chips als beste Oberfliche. Im Folgenden wurde das Assayformat auf CMS5-Chips

weiter charakterisiert.

6.1.7.2 Abhéngigkeit des Immobilisierungslevels von der Derivatkonzentration

Der Immobilisierungslevel auf CM5-Chips wurde in Abhédngigkeit der
Derivatkonzentration untersucht. Dazu wurden am Beispiel des Derivates IU 58
verschieden stark konzentrierte Losungen des Derivates (0,1 bis 1 mg/ml) zur

Immobilisierung von CMS5-Chips verwendet.
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Abbildung 6-22: Abhiingigkeit des Immobilisierungslevels von der Konzentration IU 58,
Immobilisierung bei pH 7,4; CM5-Oberfliche, aktiviert mit EDC/NHS (35 pl; Fluss 5 ml/min),
Injektionsvolumen Derivatlosung 150 pl bei 5 pl/min

Es bestand im untersuchten Bereich eine Abhidngigkeit des Immobilisierungslevels von
der Derivatkonzentration; je hoher die Konzentration, desto mehr Derivat wurde
immobilisiert. Wie bereits in 6.1.3.3 gezeigt, ist der Immobilisierungslevel ohne die
dazugehorige TetR-Bindung wenig aussagekriftig. Im Folgeexperiment wurde daher
die TetR-Bindung an die frisch immobilisierten Oberfldchen bestimmt (Tabelle 6-12).

Tabelle 6-12: Gegeniiberstellung von Derivatkonzentration (IU 58), Immobilisierungslevel und
TetR-Bindung, CM5-Chip

Konzentration IU 58 Immobilisierungslevel TetR-Bindung
[mg/ml] [A RU] 1,0 uM [A RU]J

0,1 227 33

0,1 220 17

0,2 251 90

0,2 264 187

0,5 365 959

0,75 495 999

1,0 674 997
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Wie Tabelle 6-12 zeigt, dnderte sich bei Konzentrationen iiber 0,5 mg/ml zwar der
Immobilisierungslevel, die TetR-Bindung hingegen nahm nicht wesentlich zu. Durch
die Erhohung der Derivatkonzentration konnte kein Gewinn hinsichtlich der TetR-
Bindung erreicht werden. Dieses Phinomen ist dadurch zu erkldren, dass oberhalb von
0,5 mg/ml Derivat mehr Derivat immobilisiert wird, aber bereits bei 0,5 mg/ml die
Dichte des immobilisierten Derivates in der Hydrogelmatrix so hoch ist, dass zusétzlich

immobilisierte Derivatmengen sterisch nicht fiir das Rezeptorprotein zugénglich ist.

Die Derivatkonzentration von 0,5 mg/ml ist ausreichend fiir eine maximale TetR-

Bindung.

6.1.7.3 Untersuchung der Empfindlichkeit in Abhéngigkeit der TetR-Konzentration

Bei einem indirekt-kompetitiven Assay ist die Konzentration des Bindungspartners, um
dessen Bindungsstellen Analyt und oberflichenfixierter Analyt konkurrieren, kritisch

fiir die Empfindlichkeit des Assays.

Es wurden Kalibrierkurven bei unterschiedlichen TetR-Konzentrationen (0,6 und 1 uM)
aufgenommen, um eine TetR-Konzentration zu ermitteln, bei der eine gute

Empfindlichkeit bei einem ausreichend groflen Arbeitsbereich erzielt wird.
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Abbildung 6-23: Kalibrierkurven bei TetR = 0,6 und 1 pM, CM5-Chip, IU 91

Die Kalibrierkurve, die mit 0,6 uM TetR aufgenommen wurde, zeigte einen groferen
Arbeitsbereich als die Kalibrierkurve mit 1 uM TetR, obwohl die absolute TetR-

Konzentration in der Messlosung geringer war (Abbildung 6-23). Bei der Messreihe mit
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0,6 uM TetR wird — wie erwartet — bei geringeren Tetracyclinkonzentrationen bereits
weniger TetR gebunden als in der Messreihe mit 1 uM TetR bei der vergleichbaren
Konzentration. Allerdings wurde eine hohere Unprizision der Messwerte beobachtet.
Wird wenig TetR angeboten, reichen geringe Tetracyclinmengen zur Abséttigung von
TetR, somit wird schon bei geringen Tetracyclinkonzentrationen wenig TetR an die
Oberfliche gebunden. Besteht ein grofles Angebot an Rezeptorprotein, ist eine hohe
Tetracyclinkonzentration erforderlich, damit eine Anderung der TetR-Bindung
detektiert werden kann. Die Empfindlichkeit des Assays kann demnach durch die

angebotene TetR-Konzentration beeinflusst werden.

Eine Steigerung der Empfindlichkeit durch Einsatz geringerer TetR-Konzentrationen ist
durch die Verringerung des Arbeitsbereiches limitiert. In einer Messung mit 0,4 uM
TetR betrug der Arbeitsbereich der Kalibrierkurve 22 RU, ein Bereich, der aufgrund der
hohen Unprazision und dem Trend zu geringerer TetR-Bindung nicht mehr ausgewertet

werden kann.

6.1.7.4 Matrixeinfliisse

Anhand der Matrix Honig wurde gepriift, wie anfillig das System fiir unspezifische
Wechselwirkungen ist. Mischhonig (Honigl) wurde im Verhéltnis 1:10 in Laufpuffer
verdiinnt, mit TetR gemischt und injiziert.

Tabelle 6-13: Vergleich der erhaltenen Signale fiir die TetR-Bindung in Honig und in Puffer,
Mischhonig, Verdiinnung 1:10 TetR 0,6 pM in der Messlosung

. Blank Puffer Blank Honig 50 ng TC/ml 50 ng TC /ml
Derivat

[ARU] [ARU] Puffer [ARU]  Honig [ARU]
IU 95 137 141 149 142
IU 91 133 112 119 96
IU 58 43 75 44 73

Die Tetracyclinkonzentration war bei der Messung zu gering gewihlt, so dass keine
detektierbare Hemmung der TetR-Bindung stattfand. Es bestand kein Unterschied
zwischen Blank und Tetracyclinlosung, was sowohl flir den Puffer als auch fiir die

Honigmatrix galt. Ein Vergleich der Signale, die bei der Injektion von Honig und Puffer
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erhalten wurden, zeigt, dass diese fiir IU 95 in derselben Groenordnung liegen; hier
sind ebenfalls keine Beeintrdchtigungen des Systems durch Matrixbestandteile zu
erkennen (Tabelle 6-13). Bei IU 91 lag das Signal fiir den Blank und die dotierte
Honiglosung unter dem des Blanks fiir den Puffer. Dies deutet darauf hin, dass keine

Bestandteile der Honigmatrix unspezifisch an die Chipoberfldche gebunden wurden.

Bei IU 58 lag der Reagenzienblindwert mit Honig hoher als der in Puffer, was auf eine
unspezifische Bindung von Matrixkomponenten hinweisen konnte. Es ist jedoch unklar,

warum diese nur bei einem Derivat auftreten sollte.

Die Sensorgramme zeigten fiir alle Derivate hinsichtlich der injizierten Honigmatrix
auller einem verdnderten Brechungsindex keine Auffilligkeiten, auch die Regeneration
war hinreichend und die Basislinie stabil, so dass davon auszugehen ist, dass die
Injektion von Honigmatrix bei der Verwendung von SDS kein Problem darstellt. Fiir

IU 95 konnte dies in Tabelle 6-13 gezeigt werden.

6.1.7.5 pH-Wert

Der pH-Wert im System wirkt sich sowohl auf die Ladungsverteilung an der
Chipoberflidche als auch auf die Ladungsverteilung am TetR aus, so dass ein geeigneter
pH-Wert des Puffers fiir die TetR Bindung gefunden werden sollte, der moglicherweise
auch eine bessere Stabilitdt oder Reproduzierbarkeit bietet. Es wurde sowohl der pH-
Wert des Laufpuffers variiert, als auch der pH-Wert des Puffers, in dem TetR verdiinnt
wurde, und diese verschieden kombiniert. Wahrend der Injektion von TetR ist der Fluss
von Laufpuffer unterbrochen, so dass in der Losung der pH-Wert der Probe dominiert.

Tabelle 6-14: pH- Einfluss: Variation der pH-Werte von Laufpuffer und Puffer, in dem TetR gelost

ist, Auswirkung auf die TetR-Bindung. TetR-Bindung angegeben als Mittelwert aus
Fiinffachinjektion (A1, A2) oder Siebenfachinjektion (B1, B2)

pH-Wert pH-Wert TetR- Standardabweichung

Kombination Laufpuffer TetR B[iZl(ilIlJl;g der Te[ti{l;l;i]ndung
Al 6 6 95 1
A2 6 7,4 57 2
B1 7,4 7,4 134 14

B2 7,4 6 148 0
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Bei gleichem pH-Wert des Laufpuffers (Vergleich Losungen Al mit A2 und B1 mit B2)
wurde jeweils bei der Kombination mit TetR in Puffer pH 6 mehr TetR gebunden,
zwischen Bl und B2 sind die Unterschiede jedoch nicht signifikant. Bei der
Kombination B2 wurde eine absolut hohere TetR-Bindung erzielt als bei A2, obwohl
B2 zeitlich nach A2 gemessen wurde und im Allgemeinen ein Trend zu abnehmender
TetR-Bindung bei spiteren Messungen beobachtet wurde. Bei Laufpuffer pH 7,4 wurde
generell eine hohere TetR-Bindung erzielt als bei pH 6. Die TetR-Bindung wird
demnach vom pH-Wert des Laufpuffers beeinflusst. Die folgenden Messungen
wurden daher weiterhin bei pH 7,4 durchgefiihrt.

Weitere Kombinationen ergeben sich theoretisch, wenn man Tetracyclin als dritte
Komponente hinzunimmt und den pH-Wert der Puffer variiert, in denen TetR und
Tetracyclin geldst sind. In diesem Fall kann jedoch aufgrund der Kompetition mit
Tetracyclin die maximale TetR-Bindung nicht als Maf3stab herangezogen werden. Die
Erkennung von Tetracyclin durch TetR kann bei nicht-physiologischen pH-Werten vom
pH-Wert beeinflusst sein; zudem beeinflusst der pH-Wert die Bindung von TetR an die
Oberfldache. Da sich diese Effekte additiv verhalten, konnen aus der TetR-Bindung in

der SPR-Messung keine Riickschliisse auf die einzelnen Effekte getroffen werden.

6.1.7.6 Messungen mit verschiedenen Tetracyclinen

TetR bindet die verschiedenen Tetracycline mit unterschiedlicher Affinitdt. Die

Affinitdt nimmt in der Reihe Anhydrotetracyclin>Doxycyclin>Tetracyclin ab [208].

Um zu priifen, ob sich die verschiedenen Affinititen im kompetitiven Assay
widerspiegeln, wurden Kalibrierkurven mit verschiedenen Tetracyclinen aufgenommen,
bei der TetR und Tetracyclinlésung erst gemischt und dann injiziert wurden
(Messlosung:  TetR 1 uM, TC-Konzentrationen von  0-640 ng/ml). Die
Tetracyclinkonzentration wurde so gewédhlt, dass bei der hochsten Tetracyclin-

Konzentration in der Messlosung TetR noch nicht mit Tetracyclin gesdttigt ist.
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Tabelle 6-15: Abhiingigkeit der TetR-Bindung von der Art des Tetracyclins und dessen
Konzentration, Messlosung: TetR 1 pM, Tetracyclin in den angegebenen Konzentrationen,
Injektionsvolumen 25 pl bei 5 pl/min; TC = Tetracyclin, Doxy= Doxycyclin, ATC =
Anhydrotetracyclin

IU 58 1U 91 1U 95
Response [ARU] Response [ARU] Response [ARU]
Konzentration

[ng/ml] TC Doxy ATC | TC Doxy ATC | TC Doxy ATC

0 67 67 67 129 129 129 | 165 165 165
40 59 72 74 106 120 126 | 185 152 156
160 41 36 54 97 101 112 | 132 147 126

400 51 60 77 84 25 101 111 105

640 18 29 47 45 40 69 73 71 83

Tabelle 6-15 zeigt eine  Abhédngigkeit der TetR-Bindung von der
Tetracyclinkonzentration. Dabei wurden keine Unterschiede zwischen den
verschiedenen Tetracyclinen festgestellt. Die verschieden hohe Affinitit der einzelnen

Tetracycline zu TetR konnte in der Messung nicht gezeigt werden.

»Nachgeschaltete® Kompetition

Das kompetitive Assayformat kann so konzipiert werden, dass Injektion von
Rezeptorprotein und Probelosung zeitlich getrennt erfolgt. Anders als bisher erfolgt
dabei keine Vorinkubation von Probe mit TetR, sondern eine ,nachgeschaltete*
Konkurrenzreaktion, in der das in einem ersten Schritt an die Oberfliche gebundene
TetR durch Injektion einer tetracyclinhaltigen Probenlésung wieder abgeldst wird.

Dabei laufen folgende Reaktionen ab:
(D) [Derivat-TetR] — Derivat + TetR

2) Tc + TetR — [Tc-Derivat] (Entfernung durch den Laufpuffer)
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Abbildung 6-24: Ausmal} der Ablésung von TetR durch nachtrigliche Injektion von Tetracyclin
und Anhydrotetracyclin, TetR-Injektion 40 ul; TetR 1 pM; Injektion von Tetracyclin 60 Minuten

In Abbildung 6-24 wird deutlich, dass die Messwerte die erwarteten Affinitdten
abbilden: So 10st beispielsweise Anhydrotetracyclin bei einer Konzentration von
500 ng/ml etwa die Menge TetR ab, die Tetracyclin bei der 10fachen Konzentration
ablost. Doxycyclin 16ste bei 1000 ng/ml 112 RU TetR ab und damit mehr als
Tetracyclin. Weiterhin zeigt dieses Ergebnis, dass TetR eine hohere Affinitit zu
underivatisiertem, freien Tetracyclin hat als zu den an der Oberfliche fixierten
Doxycyclinderivaten. Dies deckt sich mit den Ergebnissen aus Kapitel 6.1.4.1 und lésst

folgern, dass beide Reaktionen (1) und (2) rasch erfolgen.

Die Ablosung von TetR folgte einem exponentiellen Verlauf, anfangs wurde viel TetR,
spater geringere Mengen gelost. Es wurde getestet, ob sich Kalibrierkurven fiir
nachtréglich injiziertes Tetracyclin aufzeichnen lassen, wenn eine kiirzere Injektionszeit
gewdhlt wird (15 min), da eine Injektionsdauer von 60 Minuten bei der Verwendung

des Assays moglicherweise unnétig lang ist.
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Abbildung 6-25: Ablésung von TetR durch verschiedene Tetracycline in unterschiedlichen
Konzentrationen, Injektionsdauer Tetracyclin 15 Minuten, exemplarisch dargestellt fiir IU 95

Die Verringerung der Injektionsdauer fiir Tetracycline resultierte in einer deutlich
geringeren Ablosung von TetR im Vergleich zur Injektionsdauer von 60 Minuten.
Abbildung 6-25 zeigt, dass fiir das Derivat IU 95 die Ablosung von TetR durch
Tetracyclin groBer war als die Dissoziation von TetR ohne Tetracyclin im selben
Zeitraum (Vergleich mit dem Messwert des Blanks). Bei IU 58 und IU 91 lagen die
Messwerte unterhalb derer des Puffer-Leerwertes. Es lieB sich weder eine Zunahme der
TetR-Ablosung mit steigender Konzentration, noch mit steigender Affinitdt des
entsprechenden Tetracyclins zu TetR erkennen. Die Injektionsdauer von 15 Minuten
reichte nicht aus, um konzentrations- oder spezifitdtsabhdngige Unterschiede zu

beobachten und ist somit nicht fiir die Detektion von Tetracyclinen geeignet.

6.1.8 Stabilitit des Systems

In fast allen Messreihen wurde fiir Mehrfachinjektionen ein Trend festgestellt, bei
spateren Injektionen wurden deutlich geringere Messwerte erhalten. Die TetR-Bindung
nahm im Verlauf der Nutzungsdauer der Sensorchips kontinuierlich ab. Darin zeigt sich

deutlich eine Instabilitdt des Systems.

Dieses Phidnomen kann auf verschiedene Effekte zuriickzufithren sein. Zum einen
konnte es in einer unzureichenden Regeneration begriindet sein, durch die sich TetR an

der Chipoberfldche anhéduft und so zunehmend weniger Bindestellen an der Oberfldche
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zur Verfiigung stehen. Ein kontinuierlicher Anstieg der Basislinie wire neben
abnehmender TetR-Bindung die Folge. Auf CM5-Chips zeigte sich, dass die Basislinie
im Verlauf der Verwendungsdauer des Chips anstieg, allerdings zeigten die einzelnen

Sensorgramme jeweils eine vollstdndige Regeneration.

Daneben sind auch Abbau- oder Umlagerungsreaktionen an den Derivaten moglich, die
im System nur als schlechtere TetR-Bindung detektiert werden. Da tendenziell eher ein
Anstieg der Basislinie beobachtet wurde und der Spacer kovalent an Doxycyclin
gebunden ist, ist das Ablosen des Doxycyclinkdrpers vom Spacer als unwahrscheinlich
einzustufen. Eine Ablosung der Derivate von der Oberfliche wird ebenfalls als
unwahrscheinlich angesehen, da die Derivate ihrerseits kovalent an die Oberfliche
gebunden sind. Die Instabilitdt trat auf allen getesteten Oberflaichenmaterialien und
-dicken auf, daher ist die Beschaffenheit der Sensorchipoberfliche als Ursache

auszuschlieflen.

Die Stabilitdt der Derivate wurde im nicht-kompetitiven Assayformat von Mdller
getestet. Dazu wurden Derivate gegen Doxycyclin als Referenz nach verschiedenen
Zeiten der Lagerung unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur gemessen. Bei der
Stammlosung (1 mg/ml) konnte nach 16 Tagen keine Verdnderung hinsichtlich der
Féhigkeit, TetR von fefO zu 16sen festgestellt werden. Auch die verdiinnten Lésungen
waren fiir mindestens 7 Tage stabil. Dies deutet zunidchst darauf hin, dass die Derivate
in Losung fiir einen gewissen Zeitraum stabil sind. Bei der Interpretation dieses
Ergebnisses und dem Ubertragen auf das kompetitive Assayformat bleibt zu
beriicksichtigen, dass sich fixierte Molekiile anders verhalten konnen als freie
Molekiile. Verdnderungen am Spacer, die im Moller-System nicht detektiert werden
konnen, im kompetitiven Format jedoch kritisch sein kdnnten, sind unter den milden

Bedingungen nicht zu erwarten.

Mit den zur Verfligung stehenden Mitteln konnte die genaue Ursache der Instabilitdt des
Systems nicht ergriindet werden. Anhand der Tatsache, dass das Verhalten auf allen
Chipoberflichen beobachtet wurde und TetR im nicht-kompetitiven Format als sehr
stabil charakterisiert wurde, konnen diese als Ursachen ausgeschlossen werden. Die
Instabilitét ist daher auf die immobilisierten Doxycyclinderivate zuriickzufiihren. Es

konnten keine Bedingungen ermittelt werden, unter denen eine Stabilitdt gegeben war.
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6.1.9 Fazit der Messungen mit dem kompetitiven Assayformat

Es konnte gezeigt werden, dass ein kompetitives Assayformat mit TetR als Rezeptor
und Doxycyclinderivaten als Kompetitor zu freien Tetracyclinen durchfiihrbar ist

(,,Proof of principle®).

Als wichtige EinflussgroBen fiir die Immobilisierung wurden die Oberfldche der
Sensorchips-, insbesondere die Schichtdicke, die Konzentration der Derivatlosung, der
pH-Wert und die Linge des Spacers am Derivat identifiziert. Gute Ergebnisse fiir die
Immobilisierung wurden auf dicken Sensoroberflichen bei pH 7,4 mit einer
Derivatkonzentration von 0,5 mg/ml erhalten. Ein langer Spacer am Derivat wirkte sich
ebenfalls positiv auf den Immobilisierungslevel aus. Der Aktivierungslevel bei der
Immobilisierung spielte im Vergleich zur Schichtdicke des Sensorchips nur eine
untergeordnete Rolle. Ein Optimum fiir die Derivatkonzentration bei der
Immobilisierung lag bei 0,5 mg/ml (CMS5-Chip). Hohere Immobilisierungslevel fithrten

nicht zu einer hoheren TetR-Bindung.

Hinsichtlich der Chipoberflidchen zeigte sich, dass lediglich die CM5-Oberfldche fiir das
Assayformat geeignet war, da sie die geringste unspezifische Bindung von TetR sowie
die geringste Dissoziation von TetR zeigte. Als Einflussgrofen fiir die TetR-Bindung
wurden neben der Konzentration auch Immobilisierungslevel und Spacerlinge der
Derivate gefunden. Ein ldngerer Spacer wirkt sich bei den CM5-Chips negativ auf die
TetR-Bindung aus. Die TetR-Bindung konnte im Weiteren durch die Variation der
Injektionsdauer beeinflusst werden. Eine ldngere Injektionsdauer fiihrte zu mehr
gebundenem TetR. Hinsichtlich der Kompetition mit Tetracyclin konnte gezeigt
werden, dass die Inkubationsdauer TetR-Tetracyclin keinen Einfluss auf das Signal hat,
wohl aber die Tetracyclinkonzentration. Je hoher die Konzentration, desto weniger TetR
wurde an die Oberfliche gebunden. Uber die TetR-Konzentration konnte die
Empfindlichkeit des Assays beeinflusst werden. Je weniger TetR angeboten wurde,
desto hoher war die Empfindlichkeit. Die Regeneration der Oberflache konnte mit SDS

erreicht werden.
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Grofle Probleme zeigten sich in der Stabilitdit der Doxycyclinderivate und der
Reproduzierbarkeit der TetR-Bindung. Bei den Messungen wurde ein Trend zu
geringerer TetR-Bindung bei spiteren Injektionen festgestellt. Die Bindefahigkeit von
TetR nahm mit zunehmender Lebensdauer des Sensorchips ab. Auch waren die
Messungen mit einer hohen Unprizision behaftet, so dass letztendlich festgestellt
werden muss, dass das kompetitive Assayformat aufgrund dieser schwerwiegenden
Probleme nicht fiir den Nachweis von Tetracyclinen in Lebensmittelmatrices geeignet

ist.
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6.2 Nicht-kompetitives Assay-Format mit 7¢O und TetR

6.2.1 Aufbau des nicht-kompetitiven Assays und Charakteristika des

Sensorgrammes

Die Funktionsweise des von Moller beschriebenen nicht-kompetitiven Assays [1, 188]

wird im Folgenden zum besseren Verstindnis ausfiihrlich beschrieben.

;l’ %

Injektion rickstandsfreie Probe

Injektion von
Repressorprotein

Injektion riickstandshaltige Probe

Abbildung 6-26: Nicht-kompetitives Assayformat mit tetO und TetR: Das DNA-Fragment tetO
(Operator-Sequenz) wird durch Injektion von TetR mit dem Repressorprotein beladen. Bei der
anschlieffenden Injektion von Probenlésung bindet im Fall von tetracyclinhaltigen Losungen
Tetracyclin an den Repressor und induziert hier eine Konformationsinderung. Diese fiihrt zur
Ablosung des Repressorproteins vom Operator und somit zu einem Abfall des SPR-Signals. Durch
analytfreie Proben wird TetR nicht von tetO gelost, es kommt daher nicht zu einer Signalinderung.

Bei diesem nicht-kompetitiven Assay wird das biotinylierte DNA-Fragment tetO auf
der Oberflache des Sensorchips immobilisiert. Es werden Sensorchips verwendet, die
mit Streptavidin bereits funktionalisiert sind, so dass tetO durch eine einfache Injektion
als stabiler Komplex an der Oberfliche fixiert werden kann. Im ersten Schritt der
Analyse wird 7efO mit TetR beladen. AnschlieBend kann die Probe injiziert werden. Ist
Tetracyclin in der Probe enthalten, so bindet dieses mit hoher Affinitdt an den Repressor
und induziert eine Konformationsénderung, die zur Ablosung des TetR vom Operator

filhrt (Abbildung 6-26). Die Ablosung fiihrt zu einem Abfall des SPR-Signals, so dass
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bei der Injektion positiver Proben ein negatives Signal erhalten wird. Bei der Injektion
tetracyclinfreier Proben wird TetR nicht vom Operator geldst, es wird daher keine

Signaldnderung aufgezeichnet.
Charakteristika des Sensorgrammes

Der Verlauf eines Messzyklus ist exemplarisch in Abbildung 6-27 dargestellt. In einer
Messreihe werden mehrere Messzyklen zusammengefasst. Ein Messzyklus umfasst im
Fall dieses nicht-kompetitiven Assay-Formates mehrere Injektionen. Zundchst wird
TetR injiziert, um die Operator-DNA mit TetR zu beladen. Es folgt die Injektion der
Probe, die bei Anwesenheit von Tetracyclin TetR ablost. AbschlieBend werden durch
Injektion von SDS verbliebenes TetR und Matrixkomponenten aus der Probe vom
Operator gelost. Als zweiter Regenerationsschritt wird Probenpuffer injiziert, um SDS

schneller aus der Dextranmatrix auszuwaschen.
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Abbildung 6-27: Sensorgramm eines Messzyklus des nicht-kompetitiven Assay-Formates.
Dargestellt sind die Injektion von TetR, und einer Tetracyclin-Standardlésung (50 ng/ml) gefolgt
von zwei Regenerationsschritten (SDS und Probenpuffer). Die Injektionen der verschiedenen
Losungen sind farbig markiert.

Bei der Injektion einer Losung zeigt sich eine sprunghafte Signalinderung, die durch
die Anderung des Brechungsindex an der Oberfliche hervorgerufen wird, sofern sich
die Brechungsindices der injizierten Losung und des Laufpuffers unterscheiden (Bulk-

Effekt). Eine Anderung des Signals, die durch eine Masseninderung an der Chipober-
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flache hervorgerufen wird, zeigt sich erst, wenn nach der Injektion der Losung wieder

Laufpuffer liber die Oberfliache flieBt.

Zu definierten Zeitpunkten werden Messpunkte aufgezeichnet, die fiir die Auswertung
der Sensorgramme herangezogen werden (t; bis t4 in Abbildung 6-27). Die Messpunkte

wurden zu folgenden Zeitpunkten gesetzt:

Tabelle 6-16: Lage der Messpunkte in einem Messzyklus des nicht-kompetitiven Assay-Formates

Messpunkt Zeitpunkt

t; (Basislinie) 10 s vor TetR-Injektion

t2 (Response 1) 10 s vor Probeninjektion

t3 (Response 2) 30 s nach Probeninjektion

t4 (Regeneration) 60 s nach Probenpuffer-Injektion

Bevor die TetR-Losung injiziert wird, wird der Messpunkt t; gesetzt. Dieser Messpunkt
reprasentiert den nur mit fetO belegten Chip. Die Beobachtung dieses Messpunktes bei
mehreren Zyklen innerhalb einer Messreihe zeigt daher Verdnderungen an der
Chipoberfliche an. Beispielsweise kann ein Abfall des Signals die Ablésung von tetO
anzeigen, wohingegen ein Anstieg ein Anzeichen fiir eine unzureichende Regeneration

der Chipoberflache ist.

Der absolute Response zum Zeitpunkt t; kann gegen die jeweilige Zyklusnummer
aufgetragen werden und wird im Weiteren als Basislinie bezeichnet. ,,Basislinie*
bezeichnet also hier keine kontinuierliche Betrachtung eines Signals sondern eine Folge
von Messwerten aufeinander folgender Zyklen, die zum Zeitpunkt t; im Zyklus

aufgezeichnet werden.

Die Bindung von TetR an den Operator wird durch die Differenz der Messwerte zum
Zeitpunkt t, und t; definiert. Die Bildung einer Signaldifferenz an zwei Messpunkten
wird als relativer Response bezeichnet und in ARU angegeben. Wird diese Differenz
gegen die Zyklusnummer aufgetragen, kann man einen Uberblick iiber den Verlauf der

TetR-Bindung wihrend einer Messreihe erhalten. Dadurch konnen Aussagen {iber einen
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moglichen ,,Aktivitatsverlust* der tetO-Oberflache getroffen werden. Die Differenz der

Signale gemessen an t, und t; wird im Folgenden auch als ,,TetR-Bindung* bezeichnet.

Als maximale TetR-Bindung Ry.x wird im Folgenden die TetR-Bindung unter
Standardbedingungen definiert, als Standardbedingungen gelten hier ein Injektions-

volumen von 10 pl TetR 1 uM bei einem Fluss von 10 pl/min.

Durch die Injektion tetracyclinhaltiger Losungen wird Repressor von der
Chipoberfliche abgelost. Als Folge davon fillt das Signal zwischen den Messpunkten t;
und t3 ab. Es besteht eine Korrelation zwischen der injizierten Tetracyclinmenge und
der Differenz der Messwerte: je mehr Tetracyclin injiziert wird, desto grofBer die
Differenz. Der relative Response der Messwerte an t3 und t, wird in ARU angegeben
und ist bei der Injektion von Tetracyclinlosungen in aller Regel mit einem negativen
Vorzeichen versehen, da es sich um eine Ablosung von TetR handelt. Bei der Injektion
von tetracyclinfreien Pufferlosungen (Blank) wird ebenfalls ein schwach negativer
ARU-Wert erhalten, der auf die Dissoziation von TetR im Zeitraum der Injektion

zurickzufiihren ist.

Zum Abschluss des Messzyklus wird die Chipoberflache regeneriert, dabei sollte alles
noch gebundene TetR sowie Matrixbestandteile, die unspezifisch an die Oberfliche
gebunden sind, abgeldst werden. Das Signal nach der Regeneration (t4) sollte wieder auf
den Level kommen, der zu Beginn des Zyklus bestand. Eine Signaldifferenz zwischen t4
und t; innerhalb desselben Zyklus kann daher zur Beurteilung der Regenerationskraft
der verwendeten Losungen herangezogen werden. Die Differenz zwischen den
Messwerten zum Zeitpunkt t4 und t; wird in dieser Arbeit synonym mit dem Begriff

»Regeneration* beschrieben.

Durch die Messung von Kalibrierlosungen (,,Kalibranten*) verschiedener Tetracyclin-
Konzentrationen kann der Arbeitsbereich der Kalibrierung (Range) bestimmt werden.
Darunter wird die Differenz zwischen dem ARU fiir die geringste und hochste
Tetracyclin-Konzentration verstanden. Als ausreichender Arbeitsbereich wird eine
Differenz von mindestens 300 RU bei guter Prédzision angesehen [209]. Im Weiteren

wird der Arbeitsbereich zur Berechnung des 1Bso-Wertes benétigt, dieser Wert ist das
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Signal jeder Kalibrierkurve, das einer 50%igen Ablosung von gebundenem TetR

entspricht.

Die Parameter Basislinie, TetR-Bindung, Ablosung von TetR durch Probe und
Regeneration wurden fiir diese Arbeit fiir jeden Messzyklus / jede Messreihe

aufgezeichnet und bewertet.

6.2.2 Ausgangslage fiir die Untersuchungen mittels des nicht-kompetitiven Assays

Von Moller wurden bei der Entwicklung des Screening-Assays wichtige Erkenntnisse
erarbeitet, die in dieser Arbeit nicht mehr iiberpriift werden mussten. Da diese als
Grundlage fiir die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse dienen, wird hier eine kurze

Zusammenfassung der Ergebnisse gegeben [188].

Von Moller wurden verschiedene Operator- und Repressorvarianten untersucht. Die
Operatorvarianten (fefO) wurden hinsichtlich der Bindefdhigkeit fiir TetR beurteilt,
dabei zeigte sich, dass die Varianten sich nur wenig unterschieden und keine der
Varianten den anderen deutlich iiberlegen war. Hinsichtlich verschiedener TetR-
Varianten wurde TetR(BD) als fiir den Assay am besten geeignet befunden, da
TetR(BD) eine hohe Signalantwort sowie eine gute Empfindlichkeit und gute
Kreuzreaktivitét fiir verschiedene Tetracycline zeigte. Die optimale TetR-Konzentration
zur Beladung des Repressors war 1 uM, bei hoheren Konzentrationen war die
Sensitivitdt des Assays leicht verringert. Weiterhin zeigte Moller, dass die Bindung von
TetR in Abhéngigkeit des Immobilisierungslevels von tetO zunahm, dass jedoch die
Empfindlichkeit auch durch geringere Immobilisierungslevel nicht beeintrichtigt
wurde. Als geeignetes Regenerationsreagenz zur Ablosung von TetR vom Operator
wurde SDS ermittelt. Fiir den Nachweis von Tetracyclinen in Honig wurde von Mdller

eine Entscheidungsgrenze von 14 pg/kg bestimmt [188].

Auf der Grundlage von Modllers Erkenntnissen wurden in dieser Arbeit
schwerpunktmiBig zwei Ziele verfolgt: Zum einen sollte eine Uberpriifung der
Robustheit und damit der Praxistauglichkeit des Assays erfolgen, zum anderen sollten
Wege gefunden werden, die Empfindlichkeit des Screening Assays fiir Honig zu

erhdhen. Zur besseren Ubersicht wird das Konzept der zu den beiden Schwerpunkten
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durchgefiihrten Messungen zu Beginn der Kapitel 6.3 (Robustheit) und Kapitel 6.4
(Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit) vorgestellt.
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6.3 Robustheit des Screening-Tests mit zefO und TetR

6.3.1 Konzept der Messungen

Die Praxistauglichkeit und Robustheit des von Mdller et al. entwickelten Screening-

Tests [1] sollte im Folgenden untersucht werden.

In einer Entscheidung der Kommission zur Umsetzung der Richtlinie 96/23/EG
betreffend die Durchfiihrung von  Analysenmethoden (2002/657/EG) sind
Leistungsmerkmale festgelegt, die flir bestimmte Analysenverfahren bestimmt werden
miissen [210]; in dieser Entscheidung sind auch die Screeningmethoden klassifiziert

(Abbildung 6-28).

Klassifikarion von Analysenmethoden nach den Leistungsmerkmalen, die bestimmr werden miissen

Tnterheid noE- . Anwen varkeit/
Nachweisgrenze Entscheidungs Richtigkeit/ . Selektivitatf et dlul].“,ﬂ'
CCp grenze Wiederfindung Prazision Spezifitar Robusthei
CCa B S Stabilitat
s + - - - + +
Qualtitative
Methoden
[ + + — — + +
P 5 + - - + + +
Quantitative
Methoden
[ + + + + + +

§= Screeningmethoden; C = Bestdtipungsmethoden; += Bestimmung ist obligatorisch.

Abbildung 6-28: Entscheidung 2002/657/EG; Einteilung von Analysenmethoden nach den
Leistungsmerkmalen, die bei der Validierung bestimmt werden miissen

Die Entscheidung 2002/657/EG fordert flir qualitative Screeningmethoden die
Bestimmung von Nachweisgrenze, Selektivitdt und Spezifitit sowie der Anwendbarkeit,
Robustheit und Stabilitét. Fiir eine quantitative Screeningmethode muss dariiber hinaus
die Prézision bestimmt werden. Von Moller wurden fiir den vorliegenden Screening-

Test bereits Nachweisgrenze, Selektivitdt und Spezifitit beschrieben.

In dieser Arbeit sollten die noch ausstehenden Parameter Stabilitdt, Robustheit und
Anwendbarkeit systematisch untersucht werden. Die Robustheit eines Systems
beschreibt die Anfilligkeit einer Methode gegeniiber Anderungen in den

Versuchsbedingungen. Sie wird ausgedriickt als eine Liste von Bedingungen, unter
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denen eine Methode wie beschrieben oder mit vorgeschriebenen geringfligigen
Anderungen angewendet werden kann [210]. Fiir Versuchsbedingungen, die in der
Praxis schwanken kdnnen, wie beispielsweise die Charge und Stabilitit der Reagenzien,
pH-Wert, Temperatur oder Zusammensetzung von Proben, sollte daher angegeben
werden, welche Schwankungen das Analysenergebnis beeinflussen konnen. Einen

Uberblick iiber die Vorgehensweise und die fiir die einzelnen Parameter untersuchten

Grofen gibt Abbildung 6-29.

Nicht—kompetitiver Screening-Test

Validierung
Lager-Stabilitat Robustheit —
|
Geeignete Lagerung
Sensorchips : .
> ) P Temperatureinfluss EinflussCharge TetR
mit tetO
tetO-Variante
EinflussCharge tetO- | |
| - Ldésung
| Temperatureinfluss |
—1 TetR i
Einfrieren der TetR- EinflussCharge des
L6sung Sensorchips
—| Temperatureinfluss | Einfluss lonenstarke | |
—| Konzentration | Lanprfer
L Tetracyclin- | [ Artdes Behaltnisses
Iosungen || Vergleich Anwendbarkeit
Tet lin/OTC
Slracen | Anwendung Assay
L Vergleich in Laborin Japan
Puffer/MeOH/EtOH

Abbildung 6-29: Schema der Versuche zur Bestimmung von Stabilitit, Robustheit und
Anwendbarkeit des Screening-Assays.

Fiir die Beschreibung der Stabilitdt wurde die Lagerstabilitdt der Reagenzien fefO; TetR
und Tetracyclinlosungen unter verschiedenen Lagerbedingungen herangezogen. Der
Einfluss verschiedener Reagenzienchargen auf das Messergebnis sowie der Einfluss der
Ionenstérke des Laufpuffers wurden fiir die Beurteilung der Robustheit herangezogen.
Die Anwendbarkeit konnte Uberpriift werden, indem Messungen der flir Honig
optimierten Methode in einem Labor in Japan von ungeiibtem Laborpersonal

durchgefiihrt wurden und die erhaltenen Ergebnisse bewertet wurden.
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6.3.2 Lagerstabilitiit der Sensorchips

Ein Problem bei dem von Mdller entwickelten Screeningtest war, dass es nicht moglich
war, mit zetO belegte Sensorchips (Variante 2x Biotin, siche auch 6.3.3) auerhalb des
Gerdtes zu lagern, ohne einen hohen Aktivititsverlust fiir die Bindung von TetR
hinnehmen zu miissen [188]. Messreihen konnten nur kontinuierlich auf dem Chip
durchgefiihrt, dieser musste nach der Messreihe verworfen werden. Uber einen kurzen
Messzeitraum (eine Woche) im SPR-Gerdt verbliebene Sensorchips zeigten keinen

Stabilitdtsverlust, auch nicht auf ungenutzten Flusszellen.

Es sollten zunéchst geeignete Lagerbedingungen fiir die Sensorchips ermittelt werden.

Die folgenden GroBen wurden zur Beschreibung der Lagerstabilitit herangezogen:
1.) das Basisliniensignal (Messwert an t;) gibt Aufschluss dariiber, ob und in welchem
Maf3e an den Sensorchip gebundenes tetO von der Oberfldche gelost wird. 2.) Die TetR-
Bindung (Differenz der Messwerte an t, und t;) erlaubt eine Abschidtzung der
Verfiigbarkeit der Oberflache fiir TetR. 3.) Die Signaldifferenz zwischen der héchsten
Tetracyclinkonzentration und einem Reagenzienblank (Range) (Messwerte bei t; und t;)
zeigt den Arbeitsbereich fiir die Kalibrierung an, der mdglichst reproduzierbar sein

sollte.

Verschiedene Lagerbedingungen wurden getestet: trockene Lagerung, Lagerung in
Puffer und die Lagerung mit gebundenem TetR auf der Sensorchipoberfliche jeweils

trocken und in Puffer bei 4-8 °C.

Verhalten der Basislinie nach der Lagerung von Sensorchips

Es sollten verschiedene Lagerbedingungen darauthin untersucht werden, ob und unter
welchen Bedingungen nach der Lagerung von Sensorchips auB3erhalb des SPR-Gerites
eine stabile Basisline nach dem Einbau der Chips erhalten wird. Es wurden 4
verschiedene Sensorchips verwendet: Chip 1 und 14 wurden trocken gelagert, Chip 2
und 15 in Laufpuffer bei 4-8°C. Messungen zur Lagerstabilitit erfolgten nach 2, 9, und
21 Tagen (Chips 1 und 2) oder 6, 13 und 30 Tagen (Chips 14 und 15). Bei Chip 14
wurde vor der Lagerung TetR auf die Chipoberfliche aufgebracht, das vor der
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Messreihe mit SDS entfernt wurde. Chip 15 wurde in Laufpuffer mit TetR-Zusatz
gelagert. Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 6-17 wiedergegeben.

Tabelle 6-17: Lagerung der Sensorchips bei 4-8 °C auflerhalb des SPR-Geriites; Chip 14 nach
Injektion von 20 pl TetR aus dem Geriit entnommen und im Stickstoffstrom getrocknet. Chip 15 in
Laufpuffer mit 0,1 pM TetR im Puffer gelagert. Verlauf der Basislinie nach Wiedereinbau,
Messpunkt Basislinie (t;, Oberfliche ohne TetR) jeweils im 5. Messzyklus

Lagerung trocken Lagerung in Laufpuffer
Basisliniensignal [RU] Basisliniensignal [RU]
Chip 1 Chip 14 Chip 2 Chip 15
Lager- Lagerung ohne TetR TetR Lagerung ohne TetR TetR
([1(:1]uer Flusszelle | Flusszelle | Flusszelle | Flusszelle | Flusszelle | Flusszelle
1 2 1 1 2 1
0 17402 17425 19138 17457 17446 18603
2 16740 16729 17140 17117
6 19108 18085
9 17183 17038 16554 16475
13 18960 17466
21 16992 16758 16397 16175
30 18968 17359
Abnahme
[RUJ 410 767 170 1060 1271 1244

Tabelle 6-17 zeigt, dass bei trockener Lagerung der Sensorchips die Basislinie weniger
stark fallt (Differenz <800 RU) als bei der Lagerung in Puffer (Differenz >1000 RU).
Moglicherweise verdndert sich wahrend der Lagerung in Puffer die Bindung von fefO-

Biotin an Streptavidin.

Dieses Ergebnis war nicht erwartet worden, da die im Gerédt — wo von Mdller liber den
Zeitraum einer Woche keine Instabilitdt der Sensorchips beobachtet worden war, die
nicht genutzten Flusszellen mit Laufpuffer gefiillt sind. Es war daher vermutet worden,
dass die Instabilitdt der auBerhalb des Gerdtes gelagerten Sensorchips auf das
Oberfliche zuriickzufiihren sei. Es

Austrocknen der wurden jedoch keine
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systematischen ,,Lagerstudien* tiber die Stabilitdt der Sensorchips innerhalb des SPR-

Gerites durchgefiihrt.

Die bessere Stabilitit bei der trockenen Lagerung ist darauf zuriickzufiihren, dass
Reaktionen und Diffusion an der Oberfliche verhindert werden. Gute Resultate wurden
bei der trockenen Lagerung der Sensorchips mit TetR auf der Oberfldche erhalten, eine
hinreichende Stabilitdt der Streptavidin-Biotin-Bindung und des tetO unter diesen
Bedingungen ist iiber den Zeitraum von 30 Tagen gegeben. Moglicherweise war bei der
Lagerung von Chip 15 in Puffer mit TetR die Konzentration des TetR zu gering
gewdhlt. Da eine Stabilitdt bei trockener Lagerung der Sensorchips mit TetR gegeben
war, wurde nicht untersucht, ob hohere Konzentrationen TetR im Puffer die
Chipoberfliache stabilisieren konnen. Nachteilig wére hier der hohe Verbrauch an TetR

fiir die Lagerung.

Bindung von Repressor nach der Lagerung von Sensorchips

Neben der Basislinie wurde die Bindungsfiahigkeit der Oberflache fiir den Repressor
nach der Lagerung der Sensorchips betrachtet. Dazu wurden im ersten Schritt des
Messzyklus 10 ul TetR 1 uMol/l bei einer Flussrate von 5 pl/min injiziert. Die
Repressorbindung wurde fiir den zweiten und den 17. Messzyklus ausgewertet, da von
Moller bereits festgestellt wurde, dass im Verlauf einer Messreihe die Bindung von

Repressorprotein zunahm [188].



6.3 Robustheit des Screening-Tests mit tetO und TetR 127

Tabelle 6-18: Lagerung der Sensorchips bei 4-8 °C auflerhalb des Ger:iites; Flusszelle 1 von Chip 14
nach Injektion von 20 pl TetR aus dem Gerit entnommen und im Stickstoffstrom getrocknet. Chip
15 in Laufpuffer mit 0,1 pM TetR gelagert. Beladung der Chipoberfliche mit Repressorprotein
nach Wiedereinbau des Chips, Messpunkt t, im zweiten und siebzehnten Zyklus auf der jeweiligen
Flusszelle

Lagerung trocken, Lagerung in Puffer,
TetR-Bindung [ARU] TetR-Bindung [ARU]
Chip 1 Chip 14 Chip 2 Chip 15
Lager- ohne TetR TetR ohne TetR TetR
dauer
Flusszelle | Flusszelle | Flusszelle | Flusszelle | Flusszelle | Flusszelle
[d]
1 2 1 1 2 1
Mess- 2 17 2 17 2 17 2 17 2 17 2 17
zyklus
0 518 | 683 | 704 | 753 | 975 | 1162 | 621 | 727 | 689 | 734 | 1180 | 1219
2 528 | 625 | 641 | 673 547 | 660 | 619 | 669
6 1127 | 1206 1038 | 1086
9 503 | 582 | 612 | 642 502 | 578 | 556 | 577
13 1218 | 1228 825 | 904
21 302 | 430 | 440 | 485 309 | 412 | 374 | 400
30 1168 | 1202 996 | 975
Abnahme
[RU] 216 | 253 | 264 | 268 | +193 | +40 | 312 | 315 | 315 | 334 | 184 | 244

Die hohere TetR-Bindung auf den Flusszellen mit TetR ist auf einen um 300 RU
hoheren Immobilisierungslevel dieser Flusszellen (ca. 1200 RU auf Chip 14 und 15
gegeniiber ca. 900 RU auf Chip 1 und 2) mit tetO zuriickzufiihren und hidngt nicht mit

der Lagerung zusammen.

Aus Tabelle 6-18 wird deutlich, dass bei der Lagerung ohne TetR auf der Oberfliche
die Bindefdhigkeit der Oberfliche fiir TetR im Lauf der Lagerung um etwa 200 —
300 RU abnimmt, unabhéngig davon, ob der Sensorchip trocken oder in Puffer gelagert
wurde. Auf allen Flusszellen ist zu beobachten, dass die TetR-Bindung im Verlauf einer
Messreihe (Zyklen 2 bis 17) ansteigt. Dies stimmt mit den von Mdller beschriebenen
Ergebnissen iiberein [188]. Es fillt auf, dass auf der jeweils spiter verwendeten

Flusszelle 2 immer eine hohere TetR-Bindung im zweiten Messzyklus beobachtet wird
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als auf der vorher verwendeten Flusszelle 1. Mogliche Ursachen fiir diesen Anstieg

wurden von Moller diskutiert [188].

Bei den mit TetR gelagerten Flusszellen zeigt sich bei der Lagerung in Puffer ein Trend
zur Abnahme der TetR-Bindefdhigkeit, bei der trockenen Lagerung hingegen eine
Zunahme. Diese Beobachtung ist wahrscheinlich dadurch zu erkldren, dass bei der
Lagerung in Puffer trotz der hohen Bindungsaffinitit zwischen TetR und tetO
(vergleiche Kapitel 2.6.2) schiitzendes TetR von der Oberfliche diffundieren kann, was
bei der trockenen Lagerung nicht méglich ist. Die Diffusion von TetR fiihrt dazu, dass
tetO zumindest teilweise wieder unbeladen vorliegt und daher die selben
Veranderungen auftreten, die auch bei der Lagerung ohne TetR in Puffer dazu flihren,
dass die Bindefdhigkeit der Oberfliche abnimmt. Offenbar verhindert die trockene
Lagerung der Chipoberflache mit gebundenem Repressor, dass Verdnderungen am zetO
auftreten, die dazu fiihren, dass TetR nicht mehr oder weniger gut an den Operator
bindet. Die Lagerung der Chipoberfliche mit gebundenem TetR sollte Verdnderungen
des terO auf der Oberfliche verhindern, die dazu fiihren, dass TetR nicht mehr
gebunden werden kann. Schon geringe Abweichungen der Struktur von zefO kdnnen die
Bindung von TetR behindern oder unterbinden. Beispielsweise 16st sich TetR von fefO
ab, wenn sich die fefO-bindenden a-Helices der TetR-Untereinheiten um mehr als 3 A
voneinander entfernen [67]. Sollten bei der Chiplagerung Verdnderungen an fefO
auftreten, die die Struktur beeinflussen, so kann dies eine geringere TetR-Bindung nach

dem Wiedereinbau des Sensorchips erkléren.

Unter prokaryotischen Repressorproteinen finden sich viele, die — wie TetR - iiber
Helix-Turn-Helix-Motive an DNA binden. Diese Anordnung erklért einerseits die hohe
Spezifitidt der Bindung und trégt dariiber hinaus zur Stabilisierung des DNA-Protein-
Komplexes bei. Von Hitzeschockproteinen ist bekannt, dass sie bei DNA/Histonen
komplexierend und stabilisierend wirken; wahrscheinlich stabilisiert auch im

vorliegenden Fall die Bindung von TetR die tetO-Oberfliche.
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Arbeitsbereich von Kalibrierkurven nach der Lagerung von Sensorchips

Da das Ziel des Screening-Tests letztendlich die Bestimmung von Tetracyclinen ist,
wurde gepriift, ob und wie sich der Arbeitsbereich von Kalibrierkurven in Probenpuffer
im Laufe der Lagerung der Sensorchips unter verschiedenen Bedingungen verdndert.
Dazu wurden auf den Sensorchips nach einer bestimmten Lagerdauer Kalibrierkurven
im Bereich von 0-200 ng ml" Tetracyclin aufgezeichnet.

Tabelle 6-19: Arbeitsbereich der Kalibrierung bei Tetracyclinkonzentrationen von 0 — 200 ng/ml,
Differenz zwischen Blank und hochstem Kalibranten (hochste Tetracyclinkonzentration) auf den

unterschiedlich gelagerten Sensorchips im zeitlichen Verlauf der Lagerung. Immobilisierungslevel
Chip 14 und 15 ca. 1200 RU, Chip 1 und 2 ca. 900 RU

Lagerung trocken, Lagerung in Puffer,
Arbeitsbereich [ARU] Arbeitsbereich [ARU]
Chip 1 Chip 14 Chip 2 Chip 15
Lager- (ohne TetR) TetR (ohne TetR) TetR
dauer
(d] Flusszelle | Flusszelle | Flusszelle | Flusszelle | Flusszelle | Flusszelle
1 2 1 1 2 1
0 549 619 936 588 601 973
2 502 551 532 557
6 1073 977
9 363 415 365 228
13 1013 730
21 315 369 322 315
30 1009 824

Analog mit der in Tabelle 6-18 gezeigten Abnahme der TetR-Bindung nimmt fiir die
Flusszellen, die ohne TetR gelagert wurden, auch der Arbeitsbereich der Kalibrierung
im Laufe der Lagerung stark ab (Tabelle 6-19). Ergebnisse von Moller zeigen, dass bei
verschieden hohen Beladungen des fefO mit Repressor durch dieselbe
Tetracyclinkonzentration unterschiedliche Mengen Repressor abgelost wurden. Je hoher
die Beladung mit Repressor, desto mehr Repressor wurde von 20 ng/ml Tetracyclin
abgelost [188]. Der geringere Arbeitsbereich der Kalibrierkurven ist hier auf den
gleichen Effekt zuriickzufiihren: wie in Tabelle 6-18 gezeigt, sinkt die Beladung des
tetO mit Repressor. Die Ablosung von TetR durch Tetracyclin sank von 527 RU an
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Tag 0 (Chip 1, Flusszelle 1, Tetracyclinkonzentration 20 ng/ml) auf 324 RU an Tag 21;
somit wurde durch dieselbe Menge Tetracyclin weniger Repressor abgelost. Aufgrund
dessen verringert sich auch der Arbeitsbereich der Kalibrierung. Bei den mit TetR
gelagerten Flusszellen korreliert der Arbeitsbereich mit der TetR-Bindung. Die trocken
mit TetR gelagerte Flusszelle zeigt neben einer stabilen TetR-Bindung auch einen

relativ konstanten Arbeitsbereich flir die Kalibrierung.

Die Lagerung ohne TetR fiihrte zu keinen zufrieden stellenden Ergebnissen, da sowohl
bei der trockenen Lagerung als auch bei der Lagerung in Puffer ein deutlicher Riickgang
der Bindefahigkeit der fefO-Oberfliche fiir TetR zu verzeichnen war und damit
einhergehend auch der Arbeitsbereich der Kalibrierung abnahm. Die trockene Lagerung
mit TetR ist der in Puffer vorzuziechen, da keine Diffusion des TetR vom fetO auftritt.
Im Fall der trockenen Lagerung mit TetR wurde eine ausreichende Lagerstabilitdt der
tetO -Sensorchips erreicht. Diese bedeutet einen Gewinn an Flexibilitdt, da nicht
zwangslaufig eine groe Probenzahl vorliegen muss, bevor es sich lohnt, den

Sensorchip fiir die Tetracyclinanalytik einzubauen.

Nach diesen Untersuchungen wurde die Lagerung der Sensorchips standardméaBig
durchgefiihrt wie folgt: Nach dem Ausbau des Chips wurde dieser aus seiner
Schutzkassette geschoben und mittels einer Kolbenhubpipette 8 ul 1 uM TetR in
Laufpuffer auf die Sensoroberfliche dosiert. Der Sensorchip wurde im Stickstoffstrom

getrocknet und in der Schutzkassette in Greinertubes, die mit Blaugel beschickt waren,
im Kiihlschrank aufbewabhrt.

Eine ,,Lagerung® von mit tefO funktionalisierten, ungenutzten Sensorchips im SPR-
Gerit sollte vermieden werden. Der Sensorchip liegt im SPR-Gerdt nach Ende einer
Messung regeneriert vor, das heilt ohne TetR auf der Oberfliche, so dass ein
Verbleiben des Chips im Gerét einer Lagerung der Oberfliche ohne TetR in Puffer
gleichkommt. Zudem werden im Standby-Modus (siche Kapitel 4.2, Seite 48) des SPR-
Gerdtes (wird automatisch nach Ende einer Messung eingestellt) die Flusszellen
kontinuierlich mit Laufpuffer durchstromt (Flussrate 5 pl/min), was eine Verdnderung

der Verfligbarkeit von zetO fiir TetR ermoglicht. Die Verfiigbarkeit von Operator fiir die
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Bindung von Repressor sollte in regelmiBigen Abstinden und beim Auftreten von
UnregelméBigkeiten bei den Messungen gepriift werden, indem die maximale
Repressorbindung Rmax auf den einzelnen Flusszellen bestimmt wird. Eine Abnahme
der Repressorbindung- gegebenenfalls einhergehend mit dem Abfall der Basislinie zeigt

hier die Abnahme der Verfligbarkeit von Operator fiir die Bindung an.

6.3.3 Einfluss der terfO-Variante auf die Lagerstabilitit

Von Moller wurde die TetR-Bindung an verschiedene fefO- Varianten bestimmt [1].
Dabei lieBen sich geringe Unterschiede feststellen. Es wurde gepriift, ob sich
hinsichtlich der Lagerstabilitdt der tetO-Varianten Unterschiede zeigten und dadurch ein
Argument fiir die Verwendung der einen oder der anderen Variante liefern. Es wurden
die Varianten ,,2x Biotin“ (jeder fefO-Doppelstrang trdgt 2 Biotinmolekiile, jeweils ein
Biotin an jedem Ende) und ,,1x Biotin*“ (der groBite Teil der tetO-Doppelstriange tragt
nur an einem Ende ein Biotin) getestet, bis zu diesem Zeitpunkt wurden die Messungen
mit der Variante ,2x Biotin“ durchgefiihrt. Um identische Lagerbedingungen zu
gewihrleisten, wurde auf einer Flusszelle eines Sensorchips die Variante ,,1x Biotin“
und auf einer weiteren Flusszelle desselben Chips die Variante ,2x Biotin®
immobilisiert. Die Lagerung erfolgte mit TetR auf der Sensorchipoberfliche iiber
Trockenmittel bei 4-8 °C. Die Lagerdauer betrug insgesamt elf Wochen. Zur
Beurteilung der Lagerfahigkeit wurden Kalibrierkurven im Bereich von 0 bis 200 ng/ml
Tetracyclin verglichen. Die erhaltenen Kalibrierkurven sind in Abbildung 6-30 und

Abbildung 6-31 dargestellt.
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Abbildung 6-30:Kalibrierkurven von Tetracyclin im Verlauf der Lagerung des Sensorchips, tetO-
Variante 2x Biotin, Lagerung mit TetR auf der Oberfliche iiber Trockenmittel bei 4-8 °C
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Abbildung 6-31: Kalibrierkurven von Tetracyclin im Verlauf der Lagerung des Sensorchips, tetO-
Variante 1x Biotin, Lagerung mit TetR auf der Oberfliche iiber Trockenmittel bei 4-8 °C

Der Vergleich der Abbildungen zeigt, dass auf der mit zefO 1x Biotin belegten
Flusszelle ein deutlich hoherer Arbeitsbereich fiir die Kalibrierkurven erhalten wurde.
Dieser ist auf stark verschiedene Immobilisierungslevel (2x Biotin: 327 RU, 1x Biotin
1045 RU) zuriickzuflihren. Aufgrund des hoéheren Immobilisierungslevels zeigte die
Flusszelle mit der tetO-Variante 1x Biotin eine deutlich hdhere Bindeféhigkeit fiir TetR

und damit einhergehend auch einen groBeren Arbeitsbereich bei der Kalibrierung.
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Aus den Kalibrierkurven wird die Empfindlichkeit des Assays iiber den IBso-Wert
berechnet. Der IBs;-Wert beschreibt die Tetracyclinkonzentration bei 50%iger TetR-
Ablosung, je niedriger der Wert ist, desto empfindlicher ist das System.

Tabelle 6-20: Empfindlichkeit des Assays berechnet aus Kalibrierkurven mit Tetracyclin-
Standardlésungen zu verschiedenen Zeitpunkten der Chiplagerung, zur Erklirung der IBs-Werte
siche Text.

Lagerdauer

(d] 0 7 |14 |21 | 28 | 35 | 41 | 49 | 56 | 61 | 69 | 77

IB50-Wert
1x Biotin | 13,1 | 9,6 | 84 (9,2 | 10,1 ]10,2|13,5|11,6 | 12,1 16,7 | 8,4 | 10,3
[ng/ml]

IB50-Wert
2x Biotin | 11,7 | 8,8 (9,7 | 7,9 | 83 | 83 | 143]10,0| 9,9 | 15,0| 7,2 | 8,7
[ng/ml]

Die Empfindlichkeit des Assays liegt fiir beide tetO-Varianten in derselben
GroBenordnung, wurde also durch die geringere TetR-Bindung an tetO 2x Biotin nicht
negativ beeinflusst (Tabelle 6-20). Dies stimmt mit Ergebnissen von Modller iiberein,
nach denen der die Bindung von Repressor mit dem Immobilisierungslevel korreliert

ist, jedoch keinen Einfluss auf die Empfindlichkeit des Screeningtests zeigt [188].

Es ist nicht bekannt, ob die tetO-Variante 2x Biotin bei der Immobilisierung mit beiden
biotinmarkierten Enden an das Streptavidin der Chipoberfliche bindet oder nur mit
jeweils einem Ende. Daher besteht zum einen die Mdglichkeit, dass das Oligonucleotid
durch die Bindung beider Enden an die Oberfliche gespannt wird und sich unter
Spannung die rdumliche Anordnung der DNA so dndert, dass TetR mit einer geringeren
Affinitdt gebunden wird. Zum anderen konnte, sofern nur ein biotinmarkiertes DNA-
Ende an die Chipoberfliche bindet, die Bindung des Repressors durch das

Biotinmolekiil sterisch behindert werden.

Weder Basislinie noch der Arbeitsbereich der Kalibrierungen nahm im Zeitraum von
etwa 3 Monaten ab, auch die TetR-Bindung blieb relativ konstant. Die Lagerung mit
TetR auf der Oberfliache lieferte flir beide fefO-Varianten zufrieden stellende Ergebnisse

und auch nach dem Chipausbau vergleichbare Werte.
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Keine der beiden tetO-Varianten hob sich hinsichtlich der Stabilitdt der Sensorchips von
der anderen ab. Im Folgenden wurde aufgrund der von Mdller beschriebenen hoheren
Bindung des Repressors an die Variante tetO 1x Biotin [188] im Folgenden

ausschlieBlich mit dieser Variante gearbeitet.

6.3.4 Lagerstabilitit der zerO-Sensorchips bei verschiedenen Temperaturen

Nachdem in 6.3.2 geeignete Lagerbedingungen fiir die Sensorchips ermittelt wurden,
sollte gepriift werden, ob und inwieweit verschiedene Lagertemperaturen zu
Verdnderungen der Chipoberfliche fiihren und die Bindung von Repressor
beeintrachtigen. Dazu wurden mit O 1x Biotin belegte SA-Chips
(Immobilisierungslevel ~1000 RU) fiir 5 Wochen bei verschiedenen Temperaturen
gelagert. Um auszuschlieBen, dass die wiederholte Untersuchung eines Chips zu
verschiedenen Zeitpunkten die Ergebnisse beeinflusst, wurde nach dem in Tabelle 6-21
gezeigten Schema vorgegangen. Lediglich bei 4-8 °C wurde ein Chip gelagert, der nicht
nur zu Beginn und Ende der Lagerdauer, sondern wochentlich untersucht wurde

(Arbeitschip).

Tabelle 6-21: Lagerdauer und -temperatur zur Ermittlung der Lagerstabilitit der Sensorchips,
jeder Buchstabe kennzeichnet jeweils einen Chip, Tag 0 beschreibt den Tag, an dem die Chips mit
tetO immobilisiert wurden, die angegebenen Wochen die Lagerzeit.

Ten;[le(lj']atur Tag0  Wochel Woche2 Woche3 Woche4 WocheS5
20 A-E A B C D E
4-8 F F F F F
4-8 G G
25 H-1I H I
37 J-K J K

Die Stabilitdt wurde anhand der maximalen Bindung des Tet-Repressors Rmax (siche
Kapitel 6.2, Seite 116) und von Kalibrierkurven mit Tetracyclinlésungen bewertet. Am
Tag der Immobilisierung wurden dazu auf dem zu lagernden Chip fiir beide Parameter
Referenzmessungen durchgefiihrt. Die Bestimmung der maximalen Repressorbindung

dient dazu, zu erkennen, ob und in welchem Maf3e durch die Temperatur oder Dauer der
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Lagerung Verdnderungen an der Sensorchipoberflidche auftreten. Fiir eine ausreichende
Lagerstabilitat gilt, dass die maximale Bindung nicht unter 50% des Wertes der

Referenzmessung absinken sollte [209].

Abbildung 6-32 zeigt die maximale Repressorbindung auf den einzelnen Sensorchips.
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Abbildung 6-32: maximale TetR-Bindung (Rmax) nach der Lagerung der Sensorchips bei
verschiedenen Temperaturen, angegeben ist die maximale TetR-Bindung prozentual zu dem auf
dem Chip gemessenen Referenzwert am Tag 0, TetR 1 uM, Injektionsvolumen 10pl bei einer
Flussrate von 10 pl/min

Bei den Lagertemperaturen -20 °C, 25 °C und 37 °C war die TetR-Bindung jeweils
gleich oder hoher als der Referenzwert (Abbildung 6-32). Lediglich fiir den wochentlich
verwendeten Chip, der bei 4-8 °C gelagert war (in der Abbildung dunkelgrau
dargestellt), zeigte sich ein geringfiigig niedrigerer R.x-Wert als bei der Referenz. Fiir
die Lagerung bei 25 und 37 °C zeichnete sich ein Trend zu héherer Maximalbindung
mit steigender Lagerdauer ab. Daraus ist abzuleiten, dass auch hohere Temperaturen die
Oberflache nicht negativ beeintrichtigen und die Sensorchips bei der Lagerung relativ

unempfindlich gegeniiber Temperaturschwankungen sind.

Die maximale Repressorbindung betrug unter den verschiedenen Lagerbedingungen in
keinem Fall weniger als 87% des Referenzwertes. Aus den Kalibrierkurven nach
Lagerung bei verschiedenen Lagertemperaturen liel sich ablesen, dass der
Arbeitsbereich — also die Signaldifferenz gemessen bei der hdchsten und der niedrigsten

Konzentration - mit dem Immobilisierungslevel fiir zetO korreliert ist. Je mehr fetO auf
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der Chipoberfliche gebunden war, desto mehr Bindungsstellen stehen fiir TetR zur
Verfligung, desto hoher ist demzufolge die TetR-Bindung. Die nach der Lagerung
aufgezeichneten Kalibrierkurven zeigten einen akzeptablen Arbeitsbereich (> 300 RU).
Aus der Lagerung bei ,,Extremtemperaturen* wie 37 °C kann die maximale Lagerdauer
bei geringeren Temperaturen abgeschitzt werden; so wird beispielsweise als Faustregel
angenommen, dass ein Sensorchip, der bei 37 °C fiir zwei Wochen stabil ist, bei 4-8 °C
fiir circa ein Jahr ohne Stabilitdtsverlust gelagert werden kann [209]. Die Ergebnisse
zeigen demnach, dass die Sensorchips auch fiir den Zeitraum von einem Jahr bei 4-8 °C
lagerfahig sein sollten. Da sich die Ergebnisse fiir die verschiedenen Temperaturen
nicht wesentlich unterscheiden, ldsst sich dariiber hinaus folgern, dass die Sensorchips

unempfindlich gegeniiber Temperaturschwankungen sind.

Hinsichtlich der Bindefihigkeit fiir den Repressor und des Arbeitsbereiches fiir

Kalibrierkurven sind die Sensorchips unter allen getesteten Temperaturen stabil.

Bei der Lagerung bei 4-8 °C wurde, da dies — weil in den meisten Laboratorien ohne
groflen gerdtetechnischen Aufwand moglich - die angestrebte Lagertemperatur darstellt,
im Weiteren gepriift, ob ein hiaufiger Einbau und die Verwendung des Chips sich
negativ auf die Lagereigenschaften auswirken. Dazu wurde ein Chip fiir 5 Wochen bei
4-8 °C gelagert und am Tag 0 und nach 5 Wochen gemessen (,,Lagerchip®), ein
weiterer Chip wurde ebenfalls 5 Wochen bei 4-8 °C gelagert, jedoch wodchentlich

gemessen (,,Arbeitschip®).
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Abbildung 6-33:Vergleich zweier bei 4-8 °C gelagerter Sensorchips, tetO-Variante 1x Biotin,
Beladungsdichte Arbeitschip 1029 RU, Lagerchip 929 RU; Kalibrierkurven aufgezeichnet zu
verschiedenen Zeitpunkten der Lagerung. Auf dem ,Arbeitschip“ wurden widchentlich
Kalibrierkurven gemessen, auf dem ,,Lagerchip“ nur am Anfang und am Ende der Lagerperiode (5
Wochen)

Abbildung 6-33 zeigt den Vergleich der Kalibrierkurven filir die wéhrend der Lagerung
verschieden genutzten Sensorchips. Die Kalibrierkurven zeigen einen breiten
Arbeitsbereich von etwa 800 RU und eine gute Ubereinstimmung der Werte der
Kalibrierkurven. Unterschiede durch die wiederholte Verwendung des Arbeitschips
wihrend der Lagerdauer lieBen sich nicht erkennen. Zusammenfassend zeigen die
Ergebnisse, dass die Sensorchips mit fefO auf der Chipoberfliche als stabil zu

betrachten sind.

6.3.5 Lagerstabilitiit des Tet-Repressors

Ebenso wie die Lagerstabilitit des tetO auf der Chipoberfliche muss filir eine
routineméfige Verwendung des Assays auch die Stabilitdt von TetR gewihrleistet sein.
Es war zu untersuchen, ob gelagertes TetR noch in gleichem Mafe von Tetracyclin aus
der tetO-Bindung geldst wird, wie frisch verdiinnte Stammlosungen. Als Mal} dafiir

wurden die ARU-Werte bei der Injektion von tetracyclinhaltigen und tetracyclinfreien
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Pufferlosungen verglichen. Die Lagerung von TetR erfolgte in Aliquoten einer 5 uM-
Losung in Laufpuffer mit Zusatz von BSA und Natriumazid bei den Temperaturen 4-
8 °C, 25°C und 37 °C. BSA im Puffer sollte die Adsorption von Protein an die
Behiltnisoberflache verhindern, Natriumazid wurde zur Konservierung zugesetzt. Am
Tag 0 wurden Referenzmessungen mit der an diesem Tag hergestellten TetR-Losung
durchgefiihrt, auf die die spiteren Ergebnisse bezogen wurden. Die folgende Tabelle
zeigt, nach wie vielen Wochen die bei einer bestimmten Temperatur gelagerten

Aliquote untersucht wurden.

Tabelle 6-22: Lagertemperaturen und -dauer fiir die Stabilititsstudien am Tet-Repressor

Temperatur
[°C] Tag 0 Woche 1 Woche 3 Woche 6
4-8 X X X
25 X X X
37 X X

Vor der Messreihe wurden die gelagerten Aliquote auf Raumtemperatur temperiert und
mit Laufpuffer auf 1 uM verdiinnt. Da zum Zeitpunkt der Messungen die Lagerstudien
der Sensorchips noch nicht abgeschlossen waren, wurde fiir jeden Messzeitpunkt eine

neue Flusszelle mit zetO belegt.
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Abbildung 6-34: Ablosung von TetR durch Pufferlosungen ohne und mit 12,5 Tetracyclin nach
Lagerung von 5 pM TetR-Losung bei verschiedenen Temperaturen, Mittelwerte aus 3
Verdiinnungen der gelagerten Tetracyclinlosung (1 pM).

Abbildung 6-34 zeigt, dass die Differenz zwischen positiver und negativer Probe in der
Referenzmessung circa 150 RU betrug. Nach einer und drei Wochen Lagerung war die
Differenz sogar groBer als zum Zeitpunkt Tag 0. Lediglich nach 6 Wochen Lagerdauer
war sie auf etwa 100 RU verringert. Aus Abbildung 6-34 wird deutlich, dass die
Lagertemperatur sich nicht auf die Moglichkeit des TetR auswirkt, Tetracyclin zu
binden. Zwar ergaben sich unterschiedliche Messwerte zu den einzelnen
Lagerzeitpunkten, diese aber unabhingig von den Lagertemperaturen. Dies lésst
vermuten, dass es sich bei allen Schwankungen um einen Effekt handelt, der auf
unterschiedliche Immobilisierungslevel der Flusszellen zuriickzufiihren ist. Die
Immobilisierungslevel fiir die verwendeten Flusszellen variierten zwischen 1038 RU

(Tag 0) bis 1211 RU (Woche 3).

Die Bindung von TetR an immobilisiertes zetO ist unabhingig von Lagerdauer und

Lagertemperatur des Repressorproteins. Die Bindungsfahigkeit fiir Tetracyclin - und
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damit die Ablosung von TetR durch Tetracyclin ist ebenfalls als stabil zu betrachten,

auch hier konnte kein Einfluss der Lagertemperatur festgestellt werden.

Einfrieren von TetR-Losungen

Im Rahmen der Untersuchung der Lagerstabilitdt der Sensorchips wurde die maximale
TetR-Bindung an die Sensorchips bestimmt (Rp.x). Um identische Bedingungen zu
gewihrleisten, wurde dafiir am Tag der Immobilisierung des ersten Chips TetR-Losung
1 uM (Arbeitslosung) in Laufpuffer hergestellt, die als Referenz gemessen und dann
eingefroren wurde. Da nicht sicher war, ob die Bildung von Eiskristallen beim
Einfrieren zur Denaturierung von TetR fiihrt, wurden fiir die Messungen von R,
neben den aufgetauten auch frisch verdiinnte Arbeitslosungen von TetR in Laufpuffer
gemessen und mit den eingefrorenen verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6-35

dargestellt.
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Abbildung 6-35: Gegeniiberstellung der Bindung von TetR (1 pM) an zerO 1x Biotin bei frisch
verdiinnten TetR und aufgetautem, gelagertem TetR. Injektionsvolumen 10 pl, Fluss 10 pl/min.
Unterschiede im Response sind auf unterschiedliche Immobilisierungslevel der Chips
zuriickzufiihren, auf denen die Messungen durchgefiihrt wurden.

Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen frisch verdiinnten und
eingefrorenen TetR-Losungen festgestellt. Das Einfrieren von TetR-Losungen und
die Bildung von Eiskristallen in der Losung fiihren nicht zur Beeintrdchtigung der
Bindefdhigkeit zum tefO. TetR ist damit als duflerst stabil und unproblematisch

hinsichtlich Lagertemperatur und Lagerdauer anzusehen.
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6.3.6 Stabilitit von Tetracyclinlosungen

Zur Stabilitit der Tetracyclinlosungen wurden die folgenden Parameter gepriift:
Lagerdauer, Temperatur, Konzentration der Losung, Einfluss des Losungsmittels und

die Verwendung von Glas- bzw. Kunststoffgefa3en.

Fir die Untersuchung der Lagerdauer in Abhéngigkeit von der Temperatur und
Konzentration wurde eine Tetracyclin-Stammlosung (1 mg/ml) sowie Verdiinnungen
(10, 50, 100 und 200 ng/ml Tetracyclin) in Braunglasvials unter Lichtausschluss
gelagert bei verschiedenen Temperaturen (-20 °C, 4-8°C, 25 °C und 37 °C) gelagert.
Die Lagerdauer betrug insgesamt 6 Wochen, Messungen erfolgten nach 1, 3 und 6
Wochen Lagerdauer. Fiir eine Referenz-Kalibrierkurve wurde kristallines

Tetracyclinhydrochlorid frisch eingewogen und entsprechend in Probenpuffer verdiinnt.
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Abbildung 6-36: Einfluss von Lagerdauer und Temperatur auf Stammlésungen von 1 mg/ml
Tetracyclin. Fiir die Messung wurde mit Probenpuffer auf 10, 50, 100 und 200 ng/ml verdiinnt.

Abbildung 6-36 zeigt den Einfluss von Lagerdauer und —temperatur auf die gemessene
Tetracyclinkonzentration nach der Lagerung von Standardlosungen. Der Vergleich der
Konzentrationen bei einer bestimmten Lagertemperatur zeigt, dass mit zunehmender
Lagerdauer weniger Tetracyclin in der Losung gemessen wird. So wird beispielsweise

wihrend der Lagerung bei 25 °C nach einer Woche noch ca. 100% der anfangs
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vorhandenen Tetracyclinkonzentration nachgewiesen. Nach drei Wochen ist dieser Wert
bereits auf etwa 50% gesunken, und nach sechs Wochen wird nur noch circa ein Viertel
der urspriinglichen Konzentration gefunden. Bei einer hoheren Lagertemperatur ist der
Verlauf noch deutlicher: bei 37 °C wird nach einer Woche Lagerung nur noch 35%
Tetracyclin gefunden, nach drei Wochen noch etwa 10%, wihrend nach sechs Wochen
nunmehr 6% nachgewiesen werden konnen. Die Tetracyclinkonzentration, die vom
System erfasst wird, nimmt mit zunehmender Lagerdauer ab. Dariiber hinaus wird auch
der Einfluss der Lagertemperatur deutlich: je hoher die Lagertemperatur ist, desto
instabiler die Losung. Dies war erwartet worden, da Reaktionen, die zum Abbau von
Tetracyclin oder zur Epimerisierung fiihren bei hoheren Temperaturen schneller

ablaufen, beziehungsweise sich entsprechende Gleichgewichte schneller einstellen.

Die Lagerung von Tetracyclinstammldsungen im Gefrierschrank oder im Kiihlschrank
gewihrleistet einen langsamen Ablauf von Reaktionen und daher auch nach sechs
Wochen noch eine akzeptable Wiederfindung von etwa 95% (Gefrierschrank) und um
80% (Kiihlschrank). Als Mal3 fiir die Haltbarkeit gilt eine Wiederfindung nach der
Lagerung von mindestens 95% [209].
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Abbildung 6-37: Einfluss von Lagerdauer (1 bis 6 Wochen) und Temperatur (-20 °C, 4-8 °C, 25 °C
und 37 °C) auf die Wiederfindung von Tetracyclin, Lagerung der verdiinnten Tetracyclinlosungen.

Die Lagerstabilitit von verdiinnten Arbeitslosungen wird ebenfalls stark von
Lagerdauer und —temperatur beeinflusst (Abbildung 6-37); libereinstimmend mit dem
Verhalten der Stammlésungen bei der Lagerung nimmt auch bei den Arbeitslosungen
mit zunehmender Lagerdauer und steigender Lagertemperatur die gemessene
Konzentration ab. Allerdings ist dieser Effekt deutlich stirker ausgepragt, so wird bei
der Lagerung von Arbeitslosungen bereits nach einer Woche fiir keine Lagertemperatur
mehr als 75% der urspriinglichen Tetracyclinkonzentration nachgewiesen. Fiir die bei
37 °C gelagerten Losungen lag die Wiederfindung schon nach einer Woche unter 50%.

Die Lagerung von Arbeitslosungen ist auch iiber einen kurzen Zeitraum nicht moglich.

Ein Einfluss der Konzentration dahingehend, dass hoher konzentrierte Ldsungen
stabilier sind, lie sich im Bereich von 10 bis 200 ng/ml Tetracyclin nicht erkennen.
Wahrscheinlich sind die Losungen zu verdiinnt, als dass sich die verschiedenen
Konzentrationen auswirken. Stammldsungen, die wesentlich besser lagerfahig sind, sind

verglichen mit der Konzentration von 200 ng/ml 5000fach konzentrierter.
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Die schlechte Wiederfindung von Tetracyclin nach der Lagerung der Losungen kann
verschiedene Ursachen haben: Tetracycline konnen sich aufgrund der hohen Polaritdt an
die Silanolgruppen von Glasgefdlen anlagern und dort adsorbieren, so dass die
Konzentration freien Tetracyclins in der Losung dadurch abnimmt [211]. Daneben stellt
sich wihrend der Lagerung der Losungen wahrscheinlich ein Epimerisierungsgleich-
gewicht ein. Epimere der Tetracycline zeigen eine circa 300fach geringere Bindung an
TetR verglichen mit Tetracyclin [212], so dass auch die Bildung von Epimeren die im
Assay nachweisbare Tetracyclinkonzentration verringert. Letztendlich kann Tetracyclin
wihrend der Lagerung auch einem chemischen Abbau unterliegen [24]. Es wurden
verschiedene Messungen durchgefiihrt, die Riickschliisse darauf zulassen sollten,

welche dieser Faktoren wahrend der Lagerung kritisch sind.

Verwendung von Glas- bzw. Kunststoffgefifien

Um einen Eindruck des AusmalBles der Adsorption von Tetracyclinlosungen an die
Glasoberfliche zu bekommen, wurde die Stabilitdt von Tetracyclinlosungen in Glas-
und Kunststoffvials (HDPE) verglichen. Um ein schnelles Ergebnis zu erhalten, wurden
die Losungen eine Woche bei 37 °C gelagert, da dies hinsichtlich der Temperatur

extreme Bedingungen darstellt und schon friih Aussagen erlaubt.
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Abbildung 6-38: Einfluss des Materials der zur Lagerung verwendeten Vials, Gegeniiberstellung
von Glas- und Kunststoffvials, Lagerung einer Tetracyclinstammlosung (1 mg/ml) fiir eine Woche
bei 37 °C, die Stammlésung wurde vor der Messung auf die angegebenen Konzentrationen mit
Probenpuffer verdiinnt

Die Wiederfindung fiir Tetracyclin war unabhdngig vom Material, in dem die Losungen
gelagert wurden schlecht (Abbildung 6-38); zwischen den Lésungen, die in Glas und
Kunststoffvials gelagert wurden bestand kein signifikanter Unterschied. Dies ldsst
vermuten, dass die Adsorption in gleichem Malle bei Kunststoffvials auftritt oder
aufgrund der hohen Konzentration der Stammlosung (1 mg/ml) vernachldssigbar ist.
Die von Ciarlone et al. beschriebenen Befunde, wonach weniger Tetracyclin an
Polypropylen als an Borosilikatglas adsorbierte konnten hier nicht bestétigt werden,
allerdings waren bei Ciarlone Tetracyclinkonzentrationen von 1 bis 10 ug/ml getestet

worden [211].

Stabilitit von Oxytetracyclin gegeniiber Tetracyclin

Inwieweit die Epimerisierung von Tetracyclin zur geringeren Wiederfindung beitrigt,
sollte tliber eine vergleichende Untersuchung von Oxytetracyclin und Tetracyclin
festgestellt werden. Oxytetracyclin epimerisiert gegeniiber anderen Tetracyclinen sehr
langsam, was darauf zuriickzufiihren ist, dass eine am C5 lokalisierte Hydroxygruppe
eine Wasserstoftbriickenbindung zum Stickstoff am C4 ausbilden und somit der

Epimerisierung entgegenwirken kann [24].
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Abbildung 6-39: Gegeniiberstellung von Tetracyclin und Oxytetracyclin-Stammlésungen
(1 mg/ml), Stammlosungen wurden vor der Messung mit Probenpuffer auf die angegebenen
Konzentrationen verdiinnt. Lagerung fiir eine Woche bei 37 °C

Durch die Verwendung von Oxytetracyclin anstelle von Tetracyclin konnte kein
Stabilitdtsgewinn erreicht werden, sowohl fiir Oxytetracyclin als auch fiir Tetracyclin
lag die Wiederfindung unter 40%. Ein eindeutiges Riickfiihren der geringen Wieder-

findung auf die Epimerisierung kann daher nicht erfolgen.

Einfluss des Losungsmittels auf die Lagerstabilitit

Die Wiederfindung von Tetracyclin in Probenpuffer pH 7,4 war sehr schlecht, so dass
gepriift wurde, ob sich andere Losungsmittel besser fiir die Lagerung von Tetracyclin-
losungen eignen. Da Tetracyclin sehr polar ist, wurden Methanol und Ethanol als
Losungsmittel fiir die Lagerung eingesetzt, da hier eine ausreichende Loslichkeit von
Tetracyclin gewéhrleistet war und ebenfalls bekannt war, dass geringe Mengen dieser
Losungsmittel, wie sie nach der Verdiinnung mit Probenpuffer vorliegen, das System

nicht negativ beeintrachtigen [188].
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Abbildung 6-40: Gegeniiberstellung der Wiederfindung fiir Tetracyclin. Lagerung der Stamm-
losung (1 mg/ml) fiir eine Woche bei 37 °C in verschiedenen Ldsungsmitteln, Stammlosungen
wurden vor der Messung mit Probenpuffer auf die angegebenen Konzentrationen verdiinnt.

Die Verwendung von Methanol oder Ethanol flihrte gegeniiber der Verwendung von
Probenpuffer zu deutlich hoheren Wiederfindungen, wie in Abbildung 6-40 deutlich
wird. Wihrend die Wiederfindung nach Lagerung in Puffer im Mittel bei etwa 33% lag,
zeigten Tetracyclinlosungen in Methanol und Ethanol Wiederfindungen von etwa 83%
bei einer einwdchigen Lagerung der Stammlosung bei 37 °C. Die Wiederfindung in
Methanol und Ethanol unterschied sich nicht signifikant. Es wird deutlich, dass die
Stabilitdt von Tetracyclinlosungen sehr stark vom Losungsmittel und der Anwesenheit
von Puffersalzen abhidngt. Von Remmers et al. wurde beschrieben, dass die
Epimerisierung von Tetracyclin in Puffer (Citratpuffer oder Phosphatpuffer 1 M) 70mal
schneller gegeniiber der Epimerisierung in Wasser ablduft [22]; die Anwesenheit von
Puffersalzen scheint demnach die Epimerisierung zu begiinstigen, was moglicherweise
auch hier die schlechtere Wiederfindung bei der Verwendung von Laufpuffer erkliren
kann. Die gute Wiederfindung in Methanol und Ethanol trotz der hohen
Lagertemperatur ldsst vermuten, dass bei niedrigeren Temperaturen die Stabilitdt noch
deutlich besser ist. Von Liang et al. wird diskutiert, dass Methanol durch Additions- und
Substitutionsreaktionen an den funktionellen Gruppen des Tetracyclin eine wichtige
Rolle beim chemischen Abbau von Tetracyclinen spielt. Allerdings wurde in diesen
Studien der Abbau von Tetracyclin durch Lagerung der Losungen iliber 6 Monate bei

Raumtemperatur und Tageslicht forciert, um die Abbauprodukte untersuchen zu
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konnen. Durch Lagerung unter -10 °C und Lichtausschluss wurde hingegen der Abbau
von Tetracyclin deutlich verzdgert, nach einer Lagerdauer von 2 Monaten wurden hier

nur eine geringe Mengen epi-Tetracyclin gefunden [213].

Sollte eine Lagerung von Tetracyclin-Stammldsungen {iber einen ldngeren Zeitraum
notwendig sein, so sollte diese am besten in Methanol oder Ethanol bei Temperaturen

unter -10 °C erfolgen.

6.3.7 Robustheit des Assays im Hinblick auf verschiedene Chargen der
verwendeten Reagenzien und Sensorchips

6.3.7.1 Vergleich zweier Chargen TetR

Das Repressorprotein TetR spielt im Assay eine zentrale Rolle, daher wurde die
Robustheit des Assays im Hinblick auf verschiedene TetR-Chargen gepriift. Die
Chargen wurden von verschiedenen Personen in einem zeitlichen Abstand von etwa
zwel Jahren isoliert. Ein Vergleich der Chargen kann anhand der Proteinkonzentration
und der iiber die Fluoreszenzzunahme von Anhydrotetracyclin berechneten Aktivitit
[86] erfolgen. Dariiber hinaus ist fiir den Screeningtest insbesondere der Vergleich der
Bindung an den immobilisierten Operator tetO und die Ablosung durch Tetracyclin von
Interesse, um die Reproduzierbarkeit zu priifen.

Tabelle 6-23: Konzentration, Aktivitit gegeniiber Anhydrotetracyclin und R,,,,-Wert der
Repressorproteine TetR(BD), Rmax bestimmt mit tetO-Variante 1x-Biotin auf derselben Flusszelle

Protein- Protein- errechnete R, [A RU] fiir eine
Konzentration Konzentration — Aktivitdit  auf 1 uM verdiinnte
[mg/ml] [uM/1]* [%] Losung
TetR Charge 04’ 10,14 435,1 107 1234
TetR Charge 07 18,19 781 100 1215

*Die Konzentrationsangabe in pM/1 bezieht sich auf das Monomer
Die Proteinkonzentration der beiden Chargen variierte stark, was darauf zuriickzufiihren

ist, dass der letzte Schritt bei der Reinigung des Proteins eine Konzentration von TetR

188. Moller, N., Entwicklung eines optischen Biosensor-Assays mit Elementen aus der
Resistenzforschung zum Screening auf Tetracyclin-Riickstinde in Lebensmitteln. Dissertation,
Fachbereich C Lebensmittelchemie Bergische Universitdt Wuppertal, 2007
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mittels Ultrafiltration ist und die Proteinkonzentration im Wesentlichen vom Volumen
der Proteinlésung und der Dauer der Filtration abhingt. Beide Chargen zeigten eine
vergleichbare Bindung an den Operator (Tabelle 6-23). Die Abweichung zwischen den

Chargen ist mit <1% als sehr gering einzustufen.

Fiir beide TetR-Chargen wurden Kalibrierkurven mit Tetracyclinlosungen in Puffer
aufgezeichnet.

Tabelle 6-24: Zwei TetR-Chargen: Vergleich der Ablésung durch unterschiedliche Tetracyclin-
konzentrationen (0 — 200 ng/ml), Messwerte in [A RU], Chip belegt mit zerO 1xBiotin 957 RU,
Injektionsvolumen TetR und Tetracyclinlosung 5 pl; Fluss 5 pl/min

Tetracyclinkonzentration [ng/ml] 0 1 5 20 50 200
TetR Charge 04 -60  -79  -143 -304 513 -870
TetR Charge 07 -0 -79  -144  -303 -513 -874

Die Kalibrierkurven zeigen, dass durch gleiche Tetracyclingehalte unabhéngig von der
Charge des verwendeten TetR gleich viel TetR abgelost wird. Bei der SPR-Messung
war kein signifikanter Unterschied zwischen den verwendeten TetR-Chargen zu
erkennen (Tabelle 6-24). Zwischen Charge 04 und 07 konnten weder Unterschiede in
der Bindung an den Operator, noch in der Ablésung durch Tetracyclin festgestellt
werden. Hinsichtlich der Verwendung von TetR-Chargen, die im Fluoreszenztest mit
Anhydrotetracyclin gleiche Aktivitit zeigen, ist der Assay als sehr robust einzustufen.
Sollten TetR-Chargen mit geringerer Aktivitdt verwendet werden, muss die eingesetzte

TetR-Konzentration entsprechend korrigiert werden.

6.3.7.2 Vergleich verschiedener tetO 1xBiotin-Losungen

Es sollte tiberpriift werden, ob die Verwendung unterschiedlicher tetO 1xBiotin-
Chargen sich auf den Immobilisierungslevel bei der Belegung von SA-Chips auswirkt.
Dafiir wurden die Immobilisierungslevel, die mit verschiedenen fefO 1xBiotin-
Losungen unter denselben Immobilisierungsbedingungen auf derselben Sensorchip-
charge erhalten wurden, verglichen. Zur Standardisierung und Dbesseren
Vergleichbarkeit der erhaltenen Messwerte wurde bei der Beladung der Sensorchips mit

tetO ein Immobilisierungslevel von 1000 RU angestrebt.
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Fiir die Belegung der Sensorchips wurde doppelstrangige Operator-DNA verwendet, die
aus Oligonucleotidstrdngen durch Schmelzen und langsames Abkiihlen hergestellt
wurde (Annealing; sieche 9.2, Seite 234). Die zur Herstellung des DNA-Doppelstranges
verwendeten Oligonucleotide wurden alle von einem Hersteller bezogen. Insgesamt
wurden in drei Bestellungen 4 Chargen (2 Chargen mit, 2 Chargen ohne Biotin) Oligo-
nucleotide geliefert. Bei der Herstellung von zefO 1x Biotin wurde nicht biotinyliertes
tetO im Verhiltnis 10:1 mit biotinyliertem tetO gemischt. Eine Ubersicht der
Oligonucleotidchargen und der daraus hergestellten fefO-Chargen (Variante 1x Biotin)
findet sich in den TabellenTabelle 6-25 undTabelle 6-26. Die Herstellung der Operator-
DNA erfolgte in einem zeitlichen Abstand von jeweils 4 Monaten. Das Annealing der
Operator-DNA wurde unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Dies sollte eine
Kontamination mit DNAsen vermeiden, um einem enzymatischen Abbau von tetO
vorzubeugen. Das doppelstriangige tetO (50 ul je Ansatz) wurde bei -20 °C gelagert. Fiir
die Belegung der Sensorchips wurde aus einem Aliquot des aufgetauten tetO durch
Verdiinnung mit Laufpuffer die fefO-Arbeitslosung hergestellt (sieche dazu auch Kapitel
9.2 und 9.4.1).

Tabelle 6-25: Ubersicht der Oligonucleotidchargen zur Herstellung von tetO

Abkiirzung Lieferdatum
Oligonucleotid 1 ONI1 01.07.04
Oligonucleotid-Biotin 2 ONB2 03.05.06
Oligonucleotid 3 ON3
. s 05.12.06
Oligonucleotid Biotin 4 ONB4

Tabelle 6-26: Ubersicht iiber die verwendeten tetO-Chargen

tetO-Charge Datum Annealing Verwendete Oligonucleotide
B0606 21.06.06 ON1/ONB2
B0207 07.02.07 ON3/ONB4
B0607 12.06.07 ON3/ONB4

B1007 12.10.07 ON3/ONB4
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Die Belegungsdaten dreier tetO-Chargen (B0207, B0607, B1007) wurden verglichen,
um die Reproduzierbarkeit des Annealing-Prozesses abschitzen zu konnen. B0606
wurde nicht hinzugezogen, da die Immobilisierung der Chips mit einem hoheren
Injektionsvolumen durchgefiihrt wurde. Die Belegungsdichten der unter vergleichbaren
Bedingungen belegten Sensorchips sind in Tabelle 6-27 dargestellt.

Tabelle 6-27: Belegungsdichte mit den verschiedenen tetO 1x Biotin-Chargen, 47 Flusszellen auf

insgesamt 12 unbelegten Streptavidin-Sensorchips der Charge 1161906, Injektionsvolumen tetO
(20 nmol/1) 32 pl; Fluss 4 pl/min

tetO 1x Biotin

B0207 B0607 B1007
Charge
Anzahl der belegten Flusszellen 34 12 1
Anzahl verwendeter zezO 1x-Biotin- 14 4 |
Arbeitslosungen
Immobilisierungslevel, Median [RU] 1030 1115 836
Standardabweichung [RU] 251 220 -

Die Belegungsdichte der Sensorchips lag — mit Ausnahme eines Ausreiers (151 RU)
fiir Charge B0207 zwischen 525 und 1209 RU, fiir Charge B0607 zwischen 639 und
1286 RU. Die Standardabweichung fir B0207 und B0607 lagen in einer Grofen-
ordnung. Aufgrund der relativ hohen Abweichung fiir die Belegungsdichten derselben
tetO —Charge (Variationskoeffizient 22%) ldsst sich zwischen den drei Chargen kein

signifikanter Unterschied erkennen.

Die Reproduzierbarkeit des Annealing-Schrittes ist fiir den Assay als unkritisch
anzusehen, zwischen drei verschiedenen tetO 1x Biotin-Chargen wurde kein
signifikanter Unterschied festgestellt und die Belegungsdichten waren innerhalb einer
gewissen Schwankungsbreite vergleichbar. Die Verwendung von fefO-Chargen, die aus
Oligonucleotiden verschiedener Chargen hergestellt wurden, lieB keinen kritischen
Einfluss auf die Belegungsdichten erkennen, somit ist auch der Einfluss verschiedener
Chargen Oligonucleotide auf das Annealing und die nachfolgende Belegungsdichte der

Sensorchips als gering einzustufen.
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Es wurde beobachtet, dass die Belegungsdichten durch verschiedenen Arbeitslosungen
tetO 1x Biotin untereinander gut iibereinstimmen- auch auf verschiedenen Sensorchips
einer identischen Charge, dass aber zwischen verschiedenen Arbeitslosungen tefO 1x
Biotin, die aus derselben Stammldsung hergestellt wurden, zum Teil erhebliche

Unterschiede auftraten (Tabelle 6-28).

Tabelle 6-28: Belegung von 6 Chips der Charge 1161242 mit tetO 1x Biotin, Charge B0207,
Injektionsvolumen 32 pl, Fluss 4 pl/min, umrahmte Werte wurden jeweils mit derselben tetO-
Arbeitslosung am selben Tag belegt.

Chip 32 33 34 35 36 37
Flusszelle 1 948 579 537 558 568 572
Flusszelle 2 957
Flusszelle 3 557 835 787 1017 1005 1016
Flusszelle 4 546

In Tabelle 6-28 sind die Flusszellen eingerahmt, die mit derselben Arbeitslosung tetO
1x Biotin belegt wurden. Fiir die Belegung von Flusszellen mit derselben Arbeitslosung
wurden gut iibereinstimmende Werte erhalten. Ein Vergleich verschiedener
Arbeitslosungen zeigt allerdings, dass diese um bis zu 480 RU voneinander abweichen.
Da stark unterschiedliche Ergebnisse auf verschiedenen Flusszellen desselben
Sensorchips auftraten, kann ausgeschlossen werden, dass es sich um ein Sensorchip-
spezifisches Phinomen handelt. Der Abbau von tetO 1x-Biotin-Stammlosung wiahrend
der Lagerung kann ebenfalls als Ursache ausgeschlossen werden, da die zuletzt belegten
Flusszellen die groBten Belegungsdichten aufwiesen (Sensorchips 35 — 37, jeweils
Flusszelle 3). Die Daten deuten darauf hin, dass Unterschiede in den jeweils am Tag der

Belegung frisch verdiinnten fetO-Arbeitslosungen bestanden.

Die Immobilisierungslevel, die mit den Verdiinnungen von tetO-Stammldsung erhalten
wurden, wurden in Abhéngigkeit der Lagerdauer der Stammlosungen bei -20 °C

ausgewertet.
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Abbildung 6-41: Immobilisierungslevel von Flusszellen verschiedener Sensorchips, tetO-
Stammlosung B0607, Injektionsvolumen zetO (20 nmol/l) 32 pl, Fluss 4 pl/min, Lagerung der
Stammldsung im 50 pl-Aliquot bei -20°C

Bei der terO-Charge B0607 zeigte sich eine Abnahme der Belegungsdichte mit
zunehmender Lagerdauer der fefO-Stammlosung (Abbildung 6-41). Bei den Flusszellen,
die nach 61 Tagen Lagerung der tetO-Stammlosung mit derselben Arbeitslosung
immobilisiert wurden, zeigte sich zudem ein Trend zur Abnahme der Belegungsdichte
der spater immobilisierten Flusszellen. Wéhrend der Dauer der Immobilisierung von 4

Flusszellen (ca. 6 h) stand die tefO-Arbeitslosung bei Raumtemperatur im Gerit.

Bei allen anderen fefO-Stammldsungen trat keine oder nur eine sehr geringe Abnahme
der Belegungsdichte mit zunehmender Lagerdauer der Stammlésung auf. Zum
Vergleich ist in Abbildung 6-42 die Belegungsdichte wihrend der Lagerung der tetO-
Charge B0606 dargestellt.
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Abbildung 6-42: Immobilisierungslevel von Flusszellen verschiedener Sensorchips in Abhéngigkeit
von der Lagerdauer der Stammlosung, tetO-Charge B0606, Injektionsvolumen zerO (20 nmol/l)
40 pl, Fluss 4 pl/min, Lagerung der Stammlésung im 50 pl-Aliquot bei -20°C

Es wird deutlich, dass mit dieser Charge nach 130 Tagen Lagerung noch
Belegungsdichten erhalten wurden, die den nach einem Tag Lagerung erreichten
entsprechen. Auch wurde hier keine Abnahme der Belegungsdichte wahrend der
aufeinanderfolgenden = Immobilisierung mehrerer  Flusszellen mit  derselben
Arbeitslosung fetO beobachtet. Festzuhalten bleibt, dass der Immobilisierungslevel
nicht ausschlieBlich das Verhalten der fetO-Stammldsung, sondern auch Unterschiede
zwischen den Sensorchips abbilden kann. Eine Differenzierung ist anhand der

Belegungsdichte allein nicht moglich.

Generell ist eine Verwendung der fefO-Stammldsungen liber mehrere Wochen hinweg
moglich, allerdings zeigt das Beispiel von Charge B0607, dass chargenspezifische
Unterschiede in der Lagerfihigkeit auftreten konnen. Nicht ausgeschlossen werden
kann die ungewollte Kontamination der fetO-Stammlosung B0607 mit DNAsen, die
moglicherweise die Ursache fiir die schlechtere Stabilitdit und Abnahme des

Immobilisierungslevels ist.

Bei der Belegung von 34 Flusszellen mit der tetO-Charge B0207 zeigte sich, dass sich
haufig wiederholende Tau- und Gefrierzyklen (19 Zyklen) negativ auf die

Belegungsdichten der Sensorchips auswirken; bei der Belegung von Flusszellen nach 18
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Tau- und Gefrierzyklen wurden nur noch etwa 60 — 80% der Belegungsdichte der zuerst
belegten Flusszellen erreicht. Bei den in Abbildung 6-42 dargestellten Daten war die
Belegungsdichte der Flusszellen iiber 5 Tau-und Gefrierzyklen stabil. Durch
Aliquotieren geeigneter Mengen der Stammldsung kann die Anzahl der Tau- und
Gefrierzyklen gering gehalten werden, somit ldsst sich diese Einflussgrofle gut

kontrollieren.

Die Belegungsdichte des Sensorchips kann durch die Variation des Injektionsvolumens
von fetO gesteuert werden, da diese GroBen miteinander korreliert sind. Wird die
angestrebte Belegungsdichte mit Operator-DNA (1000 RU) bei der Injektion unter
Standardbedingungen nicht erreicht, kann durch die entsprechende Erhohung oder
Verringerung des Injektionsvolumens von fefO die Hohe der Sensorchip-Belegung
angepasst werden (Tabelle 6-29).

Tabelle 6-29: Korrelation von Injektionsvolumen des tetO und der Belegungsdichte des
Sensorchips, Injektion bei einer Flussrate von 4 pl/min

Injektionsvolumen 36 44 48
[l
Immobilisierungs-
719 958 1013
level|A RU]

Eine Anpassung der Belegungsdichte kann auch durch stufenweise wiederholte
Injektion von fetO erreicht werden. Die Injektion von fetO bis zum Erreichen einer
bestimmten Belegungsdichte hingegen erweist sich als ungeeignet, da bei der sich
anschlieBenden Injektion von SDS und Laufpuffer nicht reproduzierbare Mengen tetO
vom Chip gewaschen werden, die sich wéhrend der terO-Injektion nicht abschétzen

lassen.

Mit dem Injektionsvolumen steht jedoch eine leicht handhabbare Grofe zur Verfligung,
mit Hilfe derer eine Vereinheitlichung der Belegungsdichte erreicht werden kann. Auch
geringe Unterschiede der verwendeten Chargen fetO konnen iiber das Injektions-
volumen ausgeglichen werden, so dass einheitliche Belegungsdichten erreicht werden
konnen und dariiber eine ausreichende Robustheit des Assays hinsichtlich der die

Belegung beeinflussenden Parameter gegeben ist.
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6.3.7.3 Vergleich verschiedener Chipchargen der SA-Chips

Die Belegung von Chips derselben Charge war bei Moller gut reproduzierbar [188]. Um
die Robustheit des Systems beschreiben zu konnen, wurden die Daten, die bei der
Belegung von verschiedenen Chipchargen erhalten wurden untersucht.

Tabelle 6-30: Chips belegt mit derselben Charge tetO 1x Biotin (B0606), Injektionsvolumen zetO

(20 nmol/1) 40 pl, Fluss 4 pl/min, Belegungen durchgefiihrt im Zeitraum von 17 Wochen an §
Tagen, umrahmte Zellen mit jeweils derselben tetO-Arbeitslosung immobilisiert.

Chip 13 21 22 23 24 25 27
Charge 1151680 1161906
Immobilisierungslevel - 1184
1123 1189 1312 | 1045 | 1131
Fcl [RU]
Immobilisierungslevel | 1123 1185
- 1120 1120 - 1120
Fc2 [RU]
Immobilisierungslevel - 1167
- 891 1170 - 1118
Fc3 [RU]
Immobilisierungslevel - 1170
- - 1220 - 1159
Fc4 [RU]

Die erhaltenen Belegungsdichten lagen zwischen 891 und 1312 RU. Der Median fiir die
Belegungsdichte von Chipcharge 1151680 liegt bei 1123 RU, der von Charge 1160242
bei 1177 RU. Die Mediane unterschieden sich um etwa 50 RU, was einer Abweichung
von weniger als 5% entspricht. Von Moller wurde die Abweichung in den
Belegungsdichten von Chips derselben Charge mit 9% angegeben; die Abweichung von
<5% zwischen den Chargen 1151680 und 1161906 liegt also in der GroBenordnung
dessen, was auch als Abweichung auf den Sensorchips einer einzigen Charge erhalten
wird. Im Folgenden wird die Hé&ufigkeitsverteilung der Beladungsdichten auf den
Chipchargen verglichen, die aussagekriftiger sind als der Vergleich der Mediane
(Abbildung 6-43).
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Abbildung 6-43: Haufigkeit der Belegungsdichten bei den Chipchargen 1151680 und 1161906, tetO
B0606 (20 nmol/1), Injektionsvolumen 40 pl, Fluss 4 pl/min (Das Injektionsvolumen von 40 pl wurde
fiir zerO B0606 gewihlt, da bei 32 pl Belegungsdichten von nur etwa 700 RU erreicht wurden)

Betrachtet man allerdings die Haufigkeit, mit der auf den verschiedenen Chipchargen
bestimmte Immobilisierungslevel erreicht werden, deutet sich an, dass die Chipchargen
moglicherweise doch leichte Unterschiede zeigen, da fiir Charge 1151608 haufiger

hohere Immobilisierungslevel erreicht wurden.

Zwischen Sensorchips der Chargen 1160242 und 1161906 zeigten sich hingegen

deutliche Unterschiede in der Belegungsdichte der verschiedenen Chargen und in deren

Héaufigkeit.

Tabelle 6-31: Vergleich der Belegungsdichten zweier Chipchargen, tetO 1x Biotin Charge 0207,
Injektionsvolumen 32 pl bei 4 pl/min

Sensorchip Charge 1160242 1161906
Anzahl der belegten Flusszellen 14 34
Anzahl verwendeter 7efO 1x-Biotin- 5 14
Arbeitslosungen
Immobilisierungslevel, Mittelwert [RU] 749 918

Standardabweichung [RU] 206 251
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Abbildlung 6-44: Belegungsdichte der Chipchargen 1160242 und 1161906 mit tetO B0207,
Injektionsvolumen 32 pl, Fluss 4 pl/min

Ob die Unterschiede auf die Verwendung verschiedener Chipchargen zuriickzufiihren
sind, ist vor dem Hintergrund der in 6.3.7.2 diskutierten Ergebnisse fraglich. Bei den in
Tabelle 6-31 gezeigten Werten wurden Verdiinnungen der tefO-Stammlosung an
unterschiedlichen Tagen fiir die Belegung hergestellt, die die Ursache fiir die
Unterschiede darstellen konnen. Um eindeutig festzustellen, ob die Unterschiede auf die
Chipchargen zuriickzufiihren sind, miissen Studien erfolgen, bei denen Sensorchips

verschiedener Chargen mit derselben tetO-Arbeitslosung belegt werden.

Wabhrscheinlich hat die Produktionscharge der Sensorchips nur einen geringen Einfluss
auf die Belegungsdichte der Sensorchips. Die Sensorchips unterliegen beim Hersteller
einer Qualititskontrolle, was fiir die im Labor hergestellten Arbeitslosungen der

Operator-DNA noch nicht gewéhrleistet war.

Festzuhalten bleibt, dass angestrebte Belegungsdichten durch die Anpassung des
Injektionsvolumens fetO erreicht werden konnen. Ebenso wie in 6.3.7.2 diskutiert,
kann auch bei der Verwendung verschiedener Chipchargen kann auf diese Weise eine

einheitliche Belegungsdichte sichergestellt werden.
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6.3.8 Zusammensetzung des Laufpuffers

Im nicht-kompetitiven Assay fiir Tetracycline wird ein Mechanismus der Genregulation
imitiert, der in tetracyclinresistenten Bakterien ablauft. Es wird daher auch in vitro unter
physiologischen Bedingungen bei neutralem pH-Wert gearbeitet. Es sollte gepriift
werden, ob die Zusammensetzung des Laufpuffers einen kritischen Einfluss auf die
TetR-Bindung beziehungsweise die Bindung von Tetracyclin an TetR hat. Ergebnisse
von Moller, nach denen bei hohen Ionenstirken (1,7 mol/l) TetR von tetO gelost wird,
hatten dies vermuten lassen [188]. Es sollten Bedingungen gefunden werden, unter

denen die TetR-Ablosung minimal ist.

Puffer verschiedener Ionenstirken wurde durch den Zusatz von 0,035 bis 0,35 mM
Natriumchlorid zum Laufpuffer (10 mM HEPES, 150 mM NaCl) hergestellt. Da
Magnesiumionen fiir die Bindung von Tetracyclin an TetR notwendig sind, enthielten
alle Puffer 5 mM Magnesiumsulfat-Heptahydrat. Die Losungen wurden als Blank und

mit Tetracyclin dotiert injiziert.
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Abbildung 6-45: Ablésung von TetR durch Probelésung unterschiedlicher Ionenstirke (NaCl in
Laufpuffer) obere Gerade: Puffer verschiedener Ionenstirke, untere Gerade: zusitzlich 50 ng/ml
Tetracyclin, Mittelwerte aus Zweifachinjektionen. Injektionsvolumen TetR und Probelésung je 5 pl
bei 10 pl/min

Abbildung 6-45 zeigt den Zusammenhang zwischen der NaCl-lonenstirke der
Probelosung und der Signaldifferenz an t; und t,. Je hoher die lonenstirke ist, desto

negativer ist das Signal, das heiflt, desto mehr TetR wird von tetO abgeldst. Die
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Abnahme verhélt sich linear. Bei der Injektion von 50 ng/ml Tetracyclin in Puffer
wurden bei allen NaCl-Konzentrationen deutlich negativere Messwerte erhalten als bei
der Injektion der Blanks. Beide Geraden in Abbildung 6-45 zeigen eine vergleichbare
Steigung, die Signaldifferenz zwischen dotierten und undotierten Puffern ist damit im
Bereich von 0,185 — 0,5 mol/l NaCl-Konzentration konstant. Dies zeigt, dass die
Bindung von Tetracyclin an TetR durch hohe NaCl-Konzentrationen nicht negativ
beeinflusst wird, sondern sich die Menge des durch Tetracyclin abgelosten TetR nur zur

Menge addiert, die aufgrund der lonenstirke des Puffers abgeldst wird.

Deutlich zeigt sich die Ablosung von TetR bei hoher Ionenstirke auch im

Sensorgramm:

28000

27000

26000

25000

24000 Tl"

23000 ﬁ
I | ] DF_l —

22000 T T T T T T 1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Zeit [s]

Response [RU]

Puffer 0,185 mol/INaCl Puffer 0,5 mol/INaCl

Abbildung 6-46: Gegeniiberstellung der Injektion von Probenpuffer mit 0,185 mol/l und 0,5 mol/l
NaCl-Konzentration, Sensorgramme sind normiert auf Injektionsbeginn des Puffers als
Probelosung, Injektionsvolumen 60 pl, Flussrate 10 pl/min. Blaue Linie: Probenpuffer 0,185 mol/l
NaCl, rote Linie: Probenpuffer 0,5 mol/l

Nach der Injektion von TetR fiel bei Injektion des Puffers, der die hohere Ionenfracht
enthilt, das Signal deutlich ab (ca. 1000 RU), dies zeigt die Ablosung von TetR. Beim
Puffer geringer lonenstérke hingegen zeigte sich nur eine geringe Signalabnahme, die in
derselben Grofenordnung lag, wie die Dissoziation von TetR, die im selben Zeitraum

durch den Fluss des Laufpuffers hervorgerufen wiirde.

Es wurde untersucht, ob die hohere Ionenstirke im Laufpuffer nur die Ablosung von

TetR bewirkt oder auch die Bindung von TetR an tefO beeintrichtigt. Dazu wurde
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TetR-Stammldsung mit Puffern verschiedener lonenstirke verdiinnt. Es wurden sowohl
Pufferlosungen zur Verdiinnung verwendet, deren lonenstirke mit Natriumchlorid
eingestellt war, als auch solche, bei denen stattdessen die Ionenstirke mit
Magnesiumsulfat eingestellt wurde. Die Ergebnisse der Messung sind in Abbildung

6-47 dargestellt.
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Abbildung 6-47: TetR-Bindung an tetO nach Verdiinnung von TetR in Puffern verschiedener
Ionenstirken. Ionenstirken wurden fiir eine Messung mit NaCl, fiir eine andere mit
Magnesiumsulfat eingestellt. Injektionsvolumen 5 pl, Mittelwerte aus Zweifachinjektionen

Ubereinstimmend mit der Beobachtung, dass hohe Ionenstirken TetR von fetO 15sen,
zeigt sich, dass weniger TetR an zetO bindet, wenn die Ionenstirke des Puffers, in
dem TetR gelost ist, hoch ist (Abbildung 6-47). Neben dem Einfluss der Konzentration
zeigen sich auch Unterschiede in Abhéngigkeit von der Art oder Wertigkeit der
verwendeten Ionen: Hohe NaCl-Konzentrationen fiihrten zu einer Differenz zwischen
hochster und geringster lonenstirke von 250 RU, bei der Verwendung von

Magnesiumionen betrug die Signaldifferenz 70 RU.

In einer weiteren Messung wurden gepriift, ob sich Unterschiede zwischen den Puffern,
deren lonenstérke mit verschiedenen Ionen eingestellt wurde, auch beim Nachweis von
Tetracyclinen zeigen. Dazu wurden undotierte und mit 50 ng/ml Tetracyclin dotierte

Pufferlosungen verschiedener Ionenstdrke verglichen, zur Einstellung der lonenstérke
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wurde neben Natriumchlorid und Magnesiumsulfat noch Ammoniumacetat als drittes

Salz hinzugenommen.
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Abbildung 6-48: Injektion von undotierten und mit Tetracyclin dotierten Pufferlosungen
verschiedener Ionenstirken, die Ionenstirken wurden mit verschiedenen Ionen eingestellt. Nicht
gefiillte Symbole kennzeichnen undotierte Pufferlosungen, gefiillte Symbole dotierte
Pufferlosungen (50 ng/ml Tetracyclin). Als Ionenstirke ist der Zusatz zum Laufpuffer angegeben.
Dargestellte Werte sind Mittelwerte aus Zweifachinjektionen. MgSO4= Magnesiumsulfat-
Heptahydrat, NH4Ac = Ammoniumacetat

Unterschiede zwischen Pufferlosungen gleicher lonenstirke, die mit verschiedenen
Salzen eingestellt wurde, zeigten sich auch bei der Injektion undotierter und mit

50 ng/ml Tetracyclin dotierter Probelosungen (Abbildung 6-48).

Die Ionenstirke der Puffer, die mit Ammoniumacetat eingestellt wurden, zeigte nur
einen geringen Einfluss, was sich an der flachen Steigung der Geraden ablesen lésst. Fiir
die Messung der undotierten Puffer zeigte sich mit steigender Ammoniumacetat-
Ionenstirke eine leichte Tendenz, mehr TetR abzuldsen, bei den dotierten Proben die
Tendenz, weniger TetR abzulosen. Demgegeniiber wurde durch Puffer, deren
Ionenstirke mit NaCl eigestellt wurde, in beiden Féllen (dotiert und undotiert) mehr
TetR bei hoherer lonenstirke abgelost. Die Ablosung von TetR, die durch Injektion von
Puffern mit Magnesiumsulfat zur Einstellung der Ionenstirke erreicht wurde, liegt fiir
die undotierten Pufferlosungen in der GroBenordnung der durch NaCl hervorgerufenen
Ablosung. Allerdings zeigten die dotierten Proben mit Magnesiumsulfat eine
abnehmende TetR-Ablosung mit steigender Ionenstirke. Die Signaldifferenz zwischen

dotierten und undotierten Proben nimmt mit dem Anstieg der Ionenstirke von 600 RU
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auf 200 RU ab. Dies zeigt, dass diec Empfindlichkeit des Assays bei hoher
Ionenstiirke des Probenpuffers schlechter ist, da durch dieselbe Menge Tetracyclin

weit weniger TetR abgelost wird als bei geringer lonenstérke des Probenpuffers.

Beim Zusatz von NaCl zur Erhhung der Ionenstirke verhalten sich Ionenstirke und
Tetracyclin additiv im Hinblick auf die TetR-Ablosung. Wird Magnesiumsulfat
verwendet, verhalten sich die Ionenstédrke und Tetracyclin jedoch nicht additiv. Bei der

Verwendung von Ammoniumacetat zeigte sich kein deutlicher Effekt.

Diskussion des Einflusses der Natriumchlorid-Konzentration

Der starke Einfluss der lonenstirke ist als kritisch anzusehen, da die durch Tetracyclin
induzierte Ablosung von TetR die Messgrofle des Assays ist und die Ablosung durch

die erhohte lonenstérke zu falsch-positiven Messwerten fiihren kann.

Die Beobachtungen in Abbildung 6-48 lassen sich dahingehend interpretieren, dass
durch hohe Natriumchloridkonzentrationen zwar TetR von tetO gelost wird, die
Bindung von Tetracyclin an TetR aber nicht beeintrachtigt wird. Durch die Erh6hung
der Salzkonzentration konnen Verdnderungen am TetR einerseits und an der DNA
andererseits auftreten. TetR trégt als Protein geladene Gruppen, die in Abhéngigkeit von
der Salzkonzentration der Umgebung unterschiedlich hydratisiert sind. DNA liegt unter
physiologischen Bedingungen aufgrund der groen Menge unprotonierter
Phosphatgruppen negativ geladen vor, dies ist auch im Fall der DNA wichtig fir die
Ausbildung einer Hydrathiille. Konkurrieren bei hohen Ionenkonzentrationen die
gelosten Tonen mit DNA und Proteinen um hydratisierende Wassermolekiile, so fiihrt
dies moglicherweise zu einem verdnderten Hydratationsverhalten von #efO und TetR
und dadurch zur Abldsung von TetR. Ubereinstimmend damit beschreiben Yang et al.
eine Abhidngigkeit von Protein-DNA-Interaktionen vom Salzgehalt des Puffers: es
wurde weniger Protein bei hoherem Salzgehalt gebunden. Dieser Effekt wurde darauf
zurlickgefiihrt, dass die Ionen mit den Proteinen um die negativ geladenen
Phosphatgruppen der DNA konkurrieren und den Kontakt des Proteins mit der DNA
abschirmen [214].
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Diskussion des Einflusses der Magnesiumionen-Konzentration

Durch eine hohe Magnesiumsulfat-Konzentration wird die Erkennung von Tetracyclin
gestort, ein Effekt, der bei Natriumchlorid und Ammoniumacetat nicht oder nur stark
vermindert auftritt. Der Effekt, dass weniger Tetracyclin von TetR gebunden wird
iiberwiegt hier sogar den Effekt, dass durch die hohe Ionenstirke mehr TetR von fefO
gelost wird. Magnesium ist als einziges der getesteten lonen zweiwertig und bildet als
Erdalkalimetall Komplexe mit Tetracyclin (siehe auch Abschnitt 2.3.4, Seite 10),

wohingegen Natrium und Ammonium dazu nicht in der Lage sind.

In der Literatur wird die Stdchiometrie des Mg*"-Tetracyclin-Komplexes diskutiert
[215-217]. Schmitt et al. postulieren die Existenz von 1:1 und 2:1 Mg*":Tetracyclin-
Komplexen, bei denen ein Mg”" an das B-Hydroxy-Keto-System am BCD Chromophor
und das zweite vom Sauerstoff am C3 und der Dimethylaminofunktion am C4
gebunden wird [216]. Jin et al untersuchten die molaren Verhéltnisse von Mg2+ und
Tetracyclin in Abhéngigkeit von pH-Wert, Puffer und Salzkonzentration sowie den
Einfluss der Protonierung und der Konformation des Tetracyclins auf die Bindung von
Mg®". Sie beschreiben das Vorkommen von 1:2 Mg”":Tetracyclin-Komplexen sowie
eine Abhdngigkeit der Bindung von Magnesiumionen von der Salzkonzentration des
Puffers. In Abwesenheit von NaCl wurden nichtganzzahlige molare Verhiltnisse des
Mg Tetracyclinkomplexes erhalten [27]. Es ist daher denkbar, dass Tetracyclin unter
den untersuchten Bedingungen (pH 7,4; hohe Konzentration Magnesiumionen) nicht in
einem 1:1 Komplex mit Mg”" vorliegt. Mdglicherweise fiihrt dies — abhingig von der
Stabilitdit der Komplexe- dazu, dass Tetracyclin von TetR nicht oder sehr viel

schwicher gebunden wird (sieche dazu auch Abschnitt 2.6.3, Seite 28).
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6.3.9 Anwendung des fiir Honig optimierten Screeningtests in einem Labor in
Japan

Die Anwendbarkeit des Screeningtests sollte in einem zweiten Labor iiberpriift werden,
wo dieser von Laborpersonal durchgefiihrt werden sollte, das mit der Methodik nicht
vertraut war. Es bestand die Mdoglichkeit, diese Messungen mit der in 6.4.1
beschriebenen, fiir Honig optimierten Methode in einem Labor in Japan durchfiihren zu
lassen. Fiir die Messungen, die mit dem Screening-Test in Japan durchgefiihrt wurden,
wurden in Wuppertal zwei Sensorchips mit fefO 1x Biotin beladen, die maximale
Bindung von Repressor bestimmt und zur Lagerung TetR auf die Oberfliche
aufgebracht. Die Messungen in Japan erfolgten etwa sechs Monate nach der Belegung
der Chips; samtliche Reagenzien wurden bis zur Messung kiihl gelagert, wobei wahrend
des Versandes eine Einhaltung der Kiihlkette nicht sichergestellt war. Das flir den Test
benotigte TetR wurde in einer Konzentration von 5 uM in mit Zusatz von 0,1%
Natriumazid und 0,3% Rinderserumalbumin verschickt. Natriumazid wurde zur
Konservierung zugesetzt, BSA um die unspezifische Adsorption von TetR an

GefaBwandungen zu unterdriicken.

Die vom Labor in Japan erhaltenen Daten wurden mit Messungen verglichen, die in
Wuppertal durchgefiihrt wurden. Ein Vergleich von Kalibrierkurven in Honig im
Bereich 0 — 400 pg/kg Tetracyclin ist in Abbildung 6-49 dargestellt.
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Abbildung 6-49: In Japan und Wuppertal (BUW) aufgezeichnete Kalibrierkurven, Tetracyclin in
Honig

Die im japanischen Labor aufgenommene Kalibrierung zeigte eine gute Prézision; auch
konnte eine gute Empfindlichkeit der Messung erreicht werden. Der IBso-Wert
berechnete sich aus der Kalibrierkurve des japanischen Labors zu 71,8 pug
Tetracyclin/kg Honig, in den Messungen in Wuppertal betrug der I1Bso-Wert 88,7 ug/kg
und 91,7 ng/kg. Die Basislinie war in allen Messungen vergleichbar stabil. In der
Messung des japanischen Labors zeigte sich der auch in Wuppertal beobachtete und
bereits von Moller beschriebene anfingliche Anstieg der Repressorbindung (gemessen

an t; und t;) wihrend einer Messreihe.

Die Daten zeigen, dass die Methodik des Screening-Assays sehr robust ist. Von
Laborpersonal konnten bei erstmaliger Durchfithrung des Tests mit fefO-Sensorchips,
die etwa sechs Monate gelagert waren, und unter Verwendung von Reagenzien und
Honig aus Japan prizise und empfindliche Messungen vorgenommen werden. Lediglich
der Arbeitsbereich der in Japan aufgezeichneten Kalibrierung war geringer als der in
Wuppertal. Wahrscheinlich ist dies auf die verhéltnismédfig lange Lagerung der
Sensorchips zuriickzufiihren. Die Stabilitditsmessungen und Kalibrierungen wurden in
Wuppertal in einem Zeitraum von maximal 5 Wochen nach der Immobilisierung des

Chips durchgefiihrt, zudem erfolgte die Lagerung unter kontrollierten Bedingungen.
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Diese Voraussetzungen waren bei den nach Japan versandten Chips nicht erfiillt. Ein
Hinweis darauf, dass die Lagerung der Sensorchips ursdchlich fiir den geringeren
Arbeitsbereich ist, ist die Tatsache, dass bei der Referenzmessung nach der
Immobilisierung eine Repressorbindung von etwa 1100 RU erreicht wurde, bei der
Messung in Japan jedoch nur etwa 740 RU. Eine weitere Messung des japanischen
Labors, die 5 Tage nach der ersten Messung durchgefiihrt wurde, zeigte ebenfalls eine
gute Prizision und hohe Empfindlichkeit (IBsy =73,7 pg/kg). Basislinie und
Repressorbindung verhielten sich erwartungsgemif3. Die TetR-Bindung an tetO war
hingegen auf etwa 400 RU gesunken, der Arbeitsbereich war zudem nochmals geringer

als in der vorangegangenen Messung.

Es konnten keine Informationen iiber die Lagerung des Sensorchips in der Zeit
zwischen den beiden Messreihen erhalten werden. Moglicherweise wurde dieser im
Gerit unter standby-flow gelagert. Bei der Basislinie war zwischen den Messungen ein
Abfall von 21800 RU auf 20450 RU in der zweiten Messung zu verzeichnen, das deutet
auf eine Ablosung des fefO hin. Die Empfindlichkeit des Assays war dadurch nicht

wesentlich schlechter.
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6.3.10 Fazit zur Robustheit des Screeningtests mit 7efO und TetR

Es konnten Lagerbedingungen ermittelt werden, unter denen die mit fefO beladenen
Sensorchips auBerhalb des SPR-Gerétes stabil waren, indem vor der Lagerung TetR auf
die Oberfliche aufgebracht wurde und die Sensorchips trocken gelagert wurden. Bei
dieser Art der Lagerung wirkten sich weder die Lagerdauer noch die Lagertemperatur
negativ auf die Stabilitdt der mit 7efO beladenen Sensorchips aus. Die Mdglichkeit der
Lagerung des Chips auBlerhalb des Gerites bedeutet einen Gewinn an Flexibilitét, da
Messungen nicht kontinuierlich durchgefiihrt werden miissen. Auch bei einem hiufigen
Verwendung (Ein-und Ausbau) des Sensorchips verschlechterte sich deren Stabilitét
nicht. Die Lagerstabilitdt des TetR war dhnlich gut: auch bei TetR wurden keine
StabilitidtseinbuBBen bei der Lagerung bei verschiedenen Temperaturen und Lagerdauern
festgestellt. Dariiber hinaus lie sich auch die TetR-Arbeitslosung einfrieren, ohne dass
dies zu einer Abnahme der Bindung an den Operator fiihrte. Das Protein ist damit als
dulerst lagerstabil einzustufen. Auch bei den tiefgefrorenen Stammlésungen wurden im
Zeitraum von etwa 18 Monaten keine Verdnderungen wihrend der Lagerung

beobachtet.

Bei der Lagerung von Tetracyclinlosungen wurde mit zunehmender Lagerdauer und —
temperatur eine schlechtere Wiederfindung festgestellt. Verdiinnte Tetracyclinlésungen
waren auch iiber einen kurzen Zeitraum nicht stabil, Tetracyclinstammldsungen nur bei
niedrigen Temperaturen. Wiahrend sich bei der Verwendung von Oxytetracyclin
gegeniiber Tetracyclin und Glas- gegeniiber Kunststoffgefilen keine Unterschiede
feststellen lieBen, konnte durch die Verwendung von Methanol und Ethanol als
Lagermedium gegeniiber Puffer ein deutlicher Stabilitdtsgewinn erreicht werden.
Tetracyclinlosungen sollten frisch aus kristallinem Tetracyclinhydrochlorid hergestellt
werden. Sofern eine Lagerung der Losungen notwendig sein sollte, sollte diese in

Methanol oder Ethanol bei niedrigen Temperaturen erfolgen.

Der Vergleich zweier TetR-Chargen zeigte eine hervorragende Ubereinstimmung der
Chargen im Hinblick auf Bindung an den Operator und Ablosung durch TetR, die
Verwendung verschiedener Chargen gleicher Aktivitdt ist unkritisch. Mogliche
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Unterschiede bei der Verwendung verschiedener fefO- oder Sensorchipchargen zeigen
sich im Immobilisierungslevel. Dieser kann jedoch leicht iiber die Injektionsdauer der
tetO-Losung gesteuert werden, so dass chargenspezifische Unterschiede tiber die
Anpassung der Injektionsdauer von tetO relativ problemlos ausgeglichen werden

konnen.

Die Anwendbarkeit des Screeningtests wurde durch Untersuchungen mit der fiir Honig
optimierten Methode in einem zweiten Labor in Japan bestétigt. Es wurde eine gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse beobachtet. Hinsichtlich der Stabilitit und
Anwendbarkeit sowie der Robustheit im Hinblick auf die Verwendung verschiedener

Reagenzienchargen zeigt der Screeningtest gute Eigenschaften.

Kritisch eingestuft wird hingegen der Einfluss der lonenstirke des Puffers auf die fefO-
TetR-Bindung auf der einen und die schlechtere Erkennung von Tetracyclin durch TetR
bei hohen Magnesiumkonzentrationen auf der anderen Seite. Die unspezifische
Ablosung von TetR tduscht im Assay das Vorhandensein von Tetracyclin vor und fiihrt
zu falsch-positiven Ergebnissen. Wird die Bindung von Tetracyclin an TetR durch hohe
Magnesiumionen-Konzentrationen im Puffer beeintrachtigt, nimmt die Empfindlichkeit
des Assays ab. Die Ionenstirke muss daher bei der Konzeption von Experimenten und
Interpretation von Ergebnissen beachtet werden. Es sollte sichergestellt sein, dass bei
der Messung von Kalibrierlosungen und Proben dhnliche, geringe lonenkonzentrationen
vorliegen; hohe lonenkonzentrationen sollten gidnzlich vermieden werden.
Problematisch kann dies insbesondere dann werden, wenn es notwendig ist,
Tetracycline aus einer Lebensmittelmatrix zu extrahieren oder die Matrix selbst zu einer
hohen Ionenstdrke beitrdgt. Der im Allgemeinen zur Extraktion von Tetracyclinen aus
Lebensmittelmatrices eingesetzte Mcllvaine-Puffer kann wahrscheinlich aufgrund der
Ionenstérke und dem Zusatz von EDTA in der Probenaufarbeitung von Proben fiir den

Screeningtest nicht eingesetzt werden.



170 6 Ergebnisse und Diskussion

6.4 Erhohung der Nachweisempfindlichkeit fiir Tetracycline in
Honig

Die Entscheidungsgrenze fiir den Nachweis von Tetracyclinen in Honig wurde von
Moller bestimmt und betrug 14 pg/kg [188]. In der EU sind Tetracycline nicht fiir die
Behandlung von Honigbienen zugelassen [56], einzelne Mitgliedstaaten der EU haben
allerdings verschiedene Aktionswerte festgelegt [116]. Um diese mit dem Assay
erfassen zu konnen, war es ein Ziel dieser Arbeit, die Empfindlichkeit des Assays-
gemessen an der Entscheidungsgrenze zu erhohen. Der Faktor, um den die
Entscheidungsgrenze verringert werden muss, muss zudem beriicksichtigen, dass der
Assay die Tetracyclin-Epimere nicht erfasst. In der EU-Gesetzgebung sind
Hochstmengen an Tetracyclinen jeweils als Summe von Muttersubstanz und Epimer
festgelegt [56]. Die Epimerisierungsrate hingt stark von Temperatur, pH-Wert und den
Lagerbedingungen der Probe ab. Wird eine maximale Epimerisierungsrate von 50%
angenommen, muss der Assay, um ein Entscheidungsgrenze von 10 pg/kg zu erreichen,
in der Lage sein, Konzentrationen von 5 pg/kg Tetracyclin in Honig nachzuweisen. Die

Entscheidungsgrenze sollte daher um den Faktor 3 verringert werden.

Eine Ubersicht iiber die zur Erhéhung der Nachweisempfindlichkeit durchgefiihrten
Versuche ist in Abbildung Abbildung 6-50 gegeben.
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Abbildung 6-50: Konzept der Versuche zur Erhohung der Nachweisempfindlichkeit von
Tetracyclinen in Honig.

Zuniachst erfolgte eine Optimierung der Arbeitsparameter (Probenverdiinnung,
Injektionsvolumen und Analysendauer). Nach der Optimierung wurde die
Entscheidungsgrenze unter optimierten Parametern bestimmt und mit der von Méller
bestimmten verglichen. Weiterhin wurde versucht, storende Matrixbestandteile zu
identifizieren und selektiv mittels verschiedener Verfahren zu entfernen oder

abzubauen; parallel dazu wurden Versuche zur Extraktion von Tetracyclin aus Honig

durchgefiihrt.

6.4.1 Optimierung der Arbeitsparameter

6.4.1.1 Verdiinnung von Honigproben

Es sollte gepriift werden, ob sich durch die Variation der Probenverdiinnung die
Empfindlichkeit des Assays steigern ldsst. Zu diesem Zweck wurde Mischhonig I mit
Laufpuffer im Bereich von 1:10 bis 1:30 verdiinnt und zur Aufnahme von
Kalibrierkurven mit Tetracyclin in verschiedenen Konzentrationen dotiert. Der 1Bso-

Wert der Kalibrierkurven und deren Arbeitsbereich bei den verschiedenen
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Verdiinnungen wurden verglichen (Tabelle 6-32). Die Optimierungsversuche wurden
auf einem Chip im Zeitraum von 17 Tagen durchgefiihrt.
Tabelle 6-32: Tetracyclin-Kalibrierkurven in verschieden stark verdiinnten Honigproben. Als

Honigprobe wurde Mischhonig (Honigl) verwendet. Injektionsvolumen TetR und Honig 10 pl,
Flussrate 5 pl/min

Konzen- Verdiinnung Verdiinnung Verdiinnung Verdiinnung Verdiinnung
tration 1/10 1/15 120 125 1/30
Tetracyclin ARU A RU ARU ARU A RU
[ng/kg] [ ] [ | [ | [ ] [ ]
0 -59 -93 -119 -121 -131
5 -74 -106 -125 -129 -140
20 -135 -151 -166 -158 -169
80 -321 -314 -318 -270 -249
200 -528 -528 -532 -446 -493
Arbeits-
bereich 469 435 413 325 362
[RU]
1Bso-Wert 110,9 127,9 145,6 151,0 166,7
[ng/ke]

Tabelle 6-32 zeigt den Effekt der Verdiinnung von Honig auf die Empfindlichkeit des
Screeningtests. Die Empfindlichkeit wird als IBso-Wert ausgedriickt und beschreibt die

Tetracyclinkonzentration, bei der 50% des gebundenen TetR abgelost wird.

Je stirker der Honig verdiinnt war, desto hoher war der IBsp-Wert, das heiflt, desto
unempfindlicher war der Assay. Bei stirkerer Verdiinnung nimmt die
Empfindlichkeit ab, eine Verdiinnung des Honigs um Faktor 10 mit Probenpuffer
zeigte die beste Empfindlichkeit. Die Abnahme der Empfindlichkeit ist darauf
zuriickzufithren, dass im injizierten Probenvolumen bei stirkerer Verdiinnung absolut
weniger Tetracyclin vorliegt. Dies {liberwiegt hier den Effekt, dass bei hoherer
Verdiinnung auch weniger storende Matrixbestandteile auf die Chipoberfliche
gelangen, die unspezifisch mit der Oberfliche wechselwirken kdnnen und grof3e
Auswirkungen auf den Wert der Entscheidungsgrenze haben [188]. Fiir die Bestimmung

der Entscheidungsgrenze bei Moller waren die Honigproben fiir die SPR-Messungen im
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Verhéltnis 1:10 verdiinnt worden, um ein Verkleben des mikrofluiden Systems zu

vermeiden.

Die beste Verdiinnung wurde im oben stehenden Versuch mit einem Mischhonig
bestimmt. Da aber, wie von Moller gezeigt, verschiedene Honige verschieden starke
unspezifische Wechselwirkungen zeigen, wurden in einem weiteren Test die
Verdiinnungen 1/10 und 1/20 in verschiedenen Honigen gegeniibergestellt und die
Matrixeffekte der dotierten Honige verglichen, um zu priifen, ob sich bei den
verschiedenen Verdiinnungen Unterschiede bei der Quantifizierung von Tetracyclin
zeigen.

Tabelle 6-33: Verschiedene Honige, Verdiinnung 1/10 und 1/20, dotiert mit 80 pg/kg Tetracyclin.
Gegeniiberstellung von Messwerten und iiber eine Kalibrierung in Mischhonig berechnete

Tetracyclinkonzentration; Injektionsvolumen TetR und Honig 10 pl, Fluss: 5 pl/min, dargestellte
Werte sind Mittelwerte aus Zweifachinjektionen

Verdiinnung 1/10 Verdiinnung 1/20
Messwert Berechnete Messwert Berechnete
[ARU] Konzentration (A RUJ Konzentration
[ng/kg] [ng/kg]
Honig 5 -293 77 -338 86
Honig 8 -228 52 -301 70
Honig 10a -285 73 -338 86
Honig 13a -398 126 -366 99
Honig 20a -412 134 -386 109

Obwohl die Empfindlichkeit bei der Verdiinnung des Honigs um Faktor 10 besser war
als bei Verdiinnung um Faktor 20, zeigten bei der Verdiinnung um Faktor 20 die
Honigproben geringere Matrixeffekte die sich zum einen durch niedrigere Messwerte
[ARU], (Honige 5, 8 und 10a) bemerkbar machten und zum anderen in einer besseren
Quantifizierung der Tetracyclinkonzentration zeigten. Die Honige 13a und 20a
zeigen starker negative Werte als die Honige 5, 8 und 10a. Die Blanks der Honige 13a
und 20a zeigten im Vergleich zu den {ibrigen Honigen keine Abweichung, der Blank fiir
Honig 13a lag im Bereich vom Blank des Honigs 8, wihrend der Blank von Honig 20
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mit dem Wert fiir Honig 10a vergleichbar war. Der Blank weist nicht darauf hin, dass es

sich um falsch-positive Ergebnisse handelt.

Da letztendlich der Screening-Assay auf unterschiedlichste Honigsorten angewendet
wird, werden Honigproben im Folgenden im Verhiltnis 1/20 mit Probenpuffer

verdiinnt.

6.4.1.2 Optimierung von Injektionsvolumen und Analysendauer

Die Erhéhung des Injektionsvolumens bei konstanter FlieBgeschwindigkeit ermdglicht
eine langere Reaktionszeit zwischen TetR und Tetracyclin, aulerdem wird ein groBeres
Probenvolumen an der Oberfliche vorbeigefiihrt, und damit eine gréere Analytmenge,
was die gewihlte stidrkere Verdiinnung von Honigproben ausgleichen kann. Es wurde
gepriift, wie sich die Variation des Injektionsvolumens auf die Empfindlichkeit des
Screeningtestes auswirkt, indem Kalibrierkurven von Tetracyclin in Mischhonig bei
derselben FlieBgeschwindigkeit aber unterschiedlichem Injektionsvolumen der
Probenldsung aufgezeichnet wurden.

Tabelle 6-34: Kalibrierkurven von Tetracyclin in Mischhonig (Honig 1, Verdiinnung 1:20 mit
Probenpuffer), verschiedene Injektionsvolumina der Probe mit der Chipoberfliche, Vergleich der
Empfindlichkeit. Injektionsvolumen TetR 5 pl (Die geringere Kontaktzeit gegeniiber den in Tabelle

6-16 dargestellten Ergebnisse erklirt sich durch die Chronologie der Messungen), Flussrate
5 pl/min

Konzentration Volumen 20pl; Volumen 25pl Volumen 30pl
Tetracyclin [pg/kg] Signal [A RU] Signal [A RU] Signal [A RU]
0 -112 -125 -137
5 -138 -157 -177
20 -227 -263 -297
50 -360 -414 -464
100 -501 -563 -614
200 -651 -704 =742
Arbeitsbereich
[RU] 539 579 605

IBso-Wert [pg/kg] 56,1 50,1 44,5
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Die Empfindlichkeit des Assays kann durch die Erhohung des Injektionsvolumens
gesteigert werden, wie der Vergleich der IBso-Werte in Tabelle 6-34 und Tabelle 6-32

zeigt.

Um eine unndtig lange Dauer des gesamten Messzyklus aufgrund der verlingerten
Injektionsdauer (hoheres Injektionsvolumen) der Probe zu vermeiden, wurde gepriift, ob
sich Verluste in der Empfindlichkeit ergeben, wenn die Injektionsdauer von TetR

verkiirzt wird (Tabelle 6-35).

Tabelle 6-35: Kalibrierkurven von Tetracyclin in Mischhonig; Gegeniiberstellung verschiedener
Injektionsvolumina von TetR. Bei S pl Injektionsvolumen musste die Flussrate von 5 auf 10 ul/min
erhoht werden, da 5 pl das kleinstmogliche Injektionsvolumen ist. Injektionsvolumen der Probe
jeweils 30 pl bei 5 pl/min

Konzentration

TetR 20ul TetR 10ul TetR 7,5ul TetR 5ul
Tetracyclin . . .
Signal [A RU] Signal [A RU] Signal [A RU] Signal [A RU]
[ng/kg]
0 -53 -91 -101 -105
5 -89 -122 -134 -139
20 -162 -205 -212 -213
50 -284 -328 -349 -345
100 -418 -469 -497 -498
200 -540 -607 -626 -637
TetR-Bindung
580-684 681-726 726-751 748-755
[RU]
1Bso-Wert 53,0 55,4 53,4 56,0
[ng/kg]

Wie die Tabelle zeigt, ist die Verringerung des Injektionsvolumens (Injektionsdauer)
fir TetR ohne signifikanten Verlust der Empfindlichkeit moglich. Die Gesamt-
Analysendauer kann dadurch verkiirzt werden, dass die Kontaktzeit (bei konstant

gehaltenem Fluss korreliert mit dem Injektionsvolumen) fiir TetR verringert wird.

Auffallend ist, dass trotz des verringerten Injektionsvolumens die TetR-Bindung an fetO

zunimmt. Dies erscheint zunédchst unlogisch, ist aber vor dem Hintergrund des von
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Moller beschriebenen Phdnomens, dass die Repressor-Bindung wihrend einer

Messreihe zunimmt [188] erklarbar.

Die Entscheidungsgrenze wurde von Moller bei einer Injektionszeit fiir TetR und Probe
von 120 Sekunden bestimmt, die Dauer eines kompletten Messzyklus lag bei 845
Sekunden. Durch die Verdreifachung der Injektionszeit der Probe kann eine hohere
Empfindlichkeit erzielt werden. Um die Analysendauer fiir einen Messzyklus zu
optimieren, wurde das Injektionsvolumen (und damit die Injektionsdauer) von TetR um
die Halfte verringert und bei einer hoheren Flussrate injiziert (von 10 pl in 2 Minuten,
Fluss 5 ul/min auf 5 pl in 30 sec, Fluss 10 pl/min). Die Dauer eines Zyklus betrug unter
diesen Bedingungen 889 Sekunden, also 40 Sekunden mehr als bei den
Ausgangsbedingungen. Trotz der Verlingerung der Injektionsdauer der Probe ist der

»wZeitverlust® auf einen Messzyklus bezogen gering.

Eine Erhohung des Injektionsvolumens kann auch durch die Erhohung der
FlieBgeschwindigkeit wahrend der Probeninjektion erreicht werden. Diese konnte unter
Umstidnden aufgrund der Moglichkeit vorteilhaft sein, dass die unspezifischen
Wechselwirkungen der Matrix mit der Chipoberfliache stiarker unterdriickt werden, als
die spezifische Wechselwirkung zwischen Tetracyclin und TetR. Eine Erhéhung der
Flussrate verringert die am Rand der Flusszelle vorhandene langsam bis gar nicht
flieBende Schicht. Die Folge wire eine nicht durch Diffusion limitierte Bindung von
Tetracyclin an den chipgebundenen Repressor. Eine Erhohung der Flussrate bei
konstantem Injektionsvolumen fiihrt allerdings im Gegenzug zu einer verminderten
Kontaktzeit des Tetracyclin mit dem Repressor auf der Chipoberfliche [218]. Um den
Einfluss der Flussrate bei der Injektion auf die Wechselwirkungen der Matrix mit der
Chipoberfliche zu priifen, wurden Verdiinnungen (1:20) undotierter Honige bei
verschiedenen Flussraten injiziert und deren Signale mit denen eines Puffer-Blanks

verglichen (Tabelle 6-36).
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Tabelle 6-36: Injektion von 4 undotierten Honigen (Verdiinnung 1:20) bei verschiedenen Flussraten
(verschiedene Injektionsvolumina) im Vergleich zu Probenpuffer, Kontaktzeit Probe - Oberfliche:
6 min bei angegebenem Fluss, Injektion TetR 30 sec bei 10 pl/min. In Fett zu jeder Probe tabelliert
ist die Differenz des Signals zum Signal des Probenpuffers

Honig Fluss 5 pl/min Fluss 20 pl/min Fluss 50 pl/min
[A RU] [A RUJ [A RUJ
2 -92 52 -174 20 -195 12
12 -111 33 -184 10 -212 -5
15 -74 70 -131 63 -144 63
20a -104 40 -173 21 -197 10
Probenpuffer -144 -194 -207

Der Vergleich der erhaltenen Signale bei den verschiedenen Flussraten zeigt, dass die
Matrixinterferenzen verschiedener Honige bei hoheren Flussraten trotz der gréferen
Menge, die iiber die Flusszelle lief, abnahmen. Generell wird bei hoheren Flussraten
mehr TetR von zerO abgelost, was sich anhand der bei der Injektion von Probenpufter
erhaltenen Daten zeigen ldsst. Vergleicht man die Signaldifferenz zwischen Honig und
Probenpuffer bei den verschiedenen Flussraten, so wird deutlich, dass die Differenz bei
50 u/min am kleinsten ist, sich also mit steigender Flussrate das Signal der
Honigprobe dem des Probenpuffers angleicht. Dieser Effekt konnte zum einen
abbilden, dass weniger Matrixinterferenzen bei hoheren Flussraten aufireten; zum
anderen konnte durch die Forcierung der tetracyclinunabhéngigen Ablosung des TetR

von tetO bei hoheren Flussraten der Einfluss der Honigmatrix iiberdeckt werden.

Weiterhin wurde untersucht, wie sich der hohere Fluss auf die Detektion von
Tetracyclin in dotierten Honigproben auswirkt, es wurden bei verschiedenen Flussraten

Kalibrierungen in Mischhonig aufgenommen.
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Tabelle 6-37: Kalibrierkurven in Mischhonig bei verschiedenen Flussgeschwindigkeiten wiihrend
der Probeninjektion

KTO‘:Z'I:Z:;EOH Sul/min 10pl/min 20ul/min
[A RUJ [A RUJ [A RUJ
[ng/kgl

0,01 -86 -139 -203

1 -110 -161 -193

5 -160 210 -243

20 232 -290 -313

50 -347 -389 -418

200 -476 -523 -538

Arbeitsbereich [RU] 390 384 335

IBsp-Wert [ng/kg] 29,1 22,1 33,4

Der Arbeitsbereich der Kalibrierung nahm bei hoheren Flussraten ab. Die beste
Empfindlichkeit- ausgedriickt als IBso-Wert zeigte die Kalibrierung, die bei 10 ul/min
aufgezeichnet wurde (Tabelle 6-37), den grof3ten Arbeitsbereich die Kalibrierung, die

bei 5 ul/min aufgezeichnet wurde.

Es ist nicht méglich zu beurteilen, ob die leichte Verbesserung der Empfindlichkeit auf
eine verdnderte Kinetik oder das hohere Injektionsvolumen zuriickzufiihren ist. Zwei
weitere Kalibrierungen, die in Honig bei verschiedenen Flussraten aufgezeichnet
wurden, zeigten keine signifikanten Unterschiede in der Empfindlichkeit des Tests. Der
Einfluss der FlieBgeschwindigkeit ist daher moglicherweise nicht so grof}, wie es
zunichst schien und gegeniiber der Erhohung des Injektionsvolumens zu
vernachlissigen. Aufgrund der Geriteparameter war es nicht moglich, die Flussrate in
Abhéngigkeit der Kontaktzeit und des Injektionsvolumens zu variieren, es konnten
entweder verschiedene FlieBgeschwindigkeiten oder verschiedene Injektionsvolumina

getestet werden.
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6.4.2 Bestimmung der Entscheidungsgrenze nach Optimierung der

Arbeitsparameter

Um zu priifen, ob durch die Optimierung von Probenverdiinnung und Kontaktzeit die
Entscheidungsgrenze gegeniiber der von Moller ermittelten verbessert wurde, wurde
unter den optimierten Bedingungen die Entscheidungsgrenze (critical concentration,
CC,) bestimmt. Nach der Entscheidung 2002/657/EG der Kommission zur Umsetzung
der Richtline 96/23/EG des Rates betreffend die Durchfithrung von Analysenmethoden
und die Auswertung von Ergebnissen [210] ist die Entscheidungsgrenze der Wert, bei
und liber dem mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von a (5%) bestimmt werden kann,
dass eine Probe positiv ist. Fiir Stoffe, fiir die kein zuldssiger Grenzwert festgeschrieben
wurde — dazu gehoren Tetracycline in Honig- kann die Entscheidungsgrenze dadurch
bestimmt werden, dass 20 Leerproben pro Matrix analysiert werden, um das
Signal/Rauschverhéltnis zu berechnen. Die Summe aus Signal und dem dreifachen
Signal/Rauschverhidltnis kann als Entscheidungsgrenze verwendet werden. Eine
graphische Darstelllung zur Verdeutlichung der analytischen Grenzen (CCa und CCp)
ist in der folgenden Abbildung dargestellt [210]:
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Abbildung 6-51: Bestimmung von CCa und CCp bei Stoffen, fiir die kein zuléssiger Grenzwert
festgelegt ist

Um die Nachweisgrenze zu bestimmen, wurden zwei Messreihen mit verschiedenen
Honigen durchgefiihrt. In der zweiten Messreihe wurden im Gegensatz zur ersten
iberwiegend sortenreine Honige untersucht. Jeweils 20 Honigproben wurden im
Verhiltnis 1:20 mit Probenpuffer verdiinnt und undotiert untersucht, um das Signal-

Rausch-Verhiltnis zu berechnen. Eine Kalibrierkurve wurde durch Dotierung von
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Mischhonig 1 mit Tetracyclin und Messen der Losungen erhalten, tiber die das erhaltene
Leerwertsignal in die entsprechende Konzentration in pg/kg Honig umgerechnet werden
konnte. Die Entscheidungsgrenze wurde berechnet, indem das Dreifache der
Standardabweichung zum Mittelwert addiert und iiber die Kalibrierkurve die zugehorige
Konzentration berechnet wurde. Die Ergebnisse der beiden Messreihen, die sich nur in
der Auswahl der Proben unterschieden, sind in Tabelle 6-38 und Tabelle 6-39

wiedergegeben.
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Tabelle 6-38: Messreihe 1 zur Berechnung der Entscheidungsgrenze. Proben Honigl bis 21 wurden
zur Bestimmung des Leerwertes undotiert gemessen. Honig 1 wurde zur Erstellung der Kalibrier-

kurve mit den angegebenen Tetracyclinkonzentrationen dotiert und ebenfalls gemessen

Verdiinnung der Honigproben 1:20, Injektionsvolumen 30 pl bei 5 pl/min. Die Messung wurde auf
einem Sensorchip mit einem Immobilisierungslevel von 1184 RU (,,1x Biotin*) durchgefiihrt.
Messwerte sind Mittelwerte aus Dreifachinjektionen

Kalibrierung Probe Honigart Messwert
[A RUJ
Konzentration | Messwert Honig 1 Mischhonig ©
TC [ng/kg] | [ARU]
0 -82 Honig 2 Orangenbliitenhonig -113
5 -119 Honig 3 Waldhonig -119
20 -208 Honig 4 unverarbeiteter Bliitenhonig -120
80 -455 Honig 5 Imker Auslese -213
200 =727 Honig 6 Bliitenhonig naturrein -121
400 -910 Honig 7 Thymianhonig -129
Honig 8 Eukalyptushonig -142
Honig 9 Rapshonig -166
Honig 10a Waldhonig -118
Honig 11 auslandischer Bienenhonig 135
Honig 12 Friihlingsbliitenhonig -163
Honig 14a Gebirgsbliitenhonig -138
Honig 15 Waldhonig -95
Honig 16 Imker Honig -124
Honig 17a Sonnenblumenhonig -117
Honig 18 Akazienhonig -139
Honig 19a Sommerbliite -131
Honig 20a Friihlingsbliite -151
Honig 21 Zitronenhonig -149
Mittelwert - -133
Standardabweichung - 18
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Die Entscheidungsgrenze in dieser Messreihe berechnet sich zu 17 pg/kg. In dieser
Bestimmung wurden bis auf zwei Ausnahmen dieselben Honige verwendet, die von
Moller fiir die Ermittlung der Entscheidungsgrenze eingesetzt wurden. Die ermittelte
Entscheidungsgrenze lag in derselben GroBenordnung der von Moller ermittelten
(14 pg/kg). Die von Moller bestimmte Entscheidungsgrenze konnte durch die
Optimierung der Arbeitsparameter zwar in ihrer Groenordnung reproduziert, nicht
aber verbessert werden. Eine weitere Messreihe wurde unter gleichen Bedingungen mit
20 weiteren, zumeist sortenreinen Honigen vorgenommen und die Entscheidungsgrenze

berechnet.
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Tabelle 6-39: : Messreihe 1 zur Berechnung der Entscheidungsgrenze. Proben Honigl bis 41
wurden zur Bestimmung des Leerwertes undotiert gemessen. Honig 1 wurde zur Erstellung der
Kalibrierkurve mit den angegebenen Tetracyclinkonzentrationen dotiert und ebenfalls gemessen.
Verdiinnung der Honigproben 1:20, Injektionsvolumen 30 pl bei 5 pl/min. Die Messung wurde auf
einem Sensorchip mit einem Immobilisierungslevel von 998 RU (,,1x Biotin*) durchgefiihrt.
Messwerte sind Mittelwerte aus Dreifachinjektionen

Kalibrierung Probe Honigart Messwert
[A RUJ
Konzentration | Messwert Honig 1 Mischhonig 114
TC [ng/kg] [A RUJ
0 -114 Honig 22 Lindenhonig -126
5 -137 Honig 23 Goldrutenhonig -90
20 -215 Honig 24 Kornblumenhonig -105
80 -441 Honig 25 Buchweizenhonig -74
200 -692 Honig 26 Balsaminenhonig -92
400 -834 Honig 27 Rapshonig -131
Honig 28 Robinienhonig -133
Honig 29 Phaeceliahoning -121
Honig 30 Heidehonig 110
Honig 31 Rotkleehonig -143
Honig 32 Bliitenhonig -138
Honig 33 Weidenhonig -120
Honig 34 Lindenhonig -134
Honig 35 Friihjahrsbliite -109
Honig 36 Sommerbliite -90
Honig 37 Rapshonig -122
Honig 38 Wickenhonig -94
Honig 39 Sonnenblumenhonig -2
Honig 40 Gotterbaumhonig -122
Honig 41 Sommertracht -114
Mittelwert -98
Standardabweichung 58
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Die Entscheidungsgrenze fiir verschiedene, zumeist sortenreine Honige berechnet sich
zu 33 pg/kg. Dieser vergleichsweise hohe Wert ist insbesondere auf einen Heidehonig
(Honig 30) zuriickzufiihren, der eine stark positive Signaldifferenz (Messpunkt ts, t;)
lieferte, dadurch resultierte eine hohe Standardabweichung. Da diese bei der
Berechnung der Entscheidungsgrenze mit Faktor 3 eingeht, resultiert eine hohe

Entscheidungsgrenze.

Die Optimierung der Arbeitsparameter zeigt, dass die Probenverdiinnung und die
Kontaktzeit der Probe mit der Oberflache wichtige Parameter sind, iiber die Einfluss auf
die Empfindlichkeit des Assays genommen werden kann. Die Optimierung der
Empfindlichkeit hinsichtlich verschiedener Parameter fiihrte jedoch in der Summe nicht
zur Verbesserung der Entscheidungsgrenze. Um die Entscheidungsgrenze
herabzusetzen, muss der Messung eine Probenvorbereitung vorangehen, die selektiv

storende Matrixkomponenten im Honig entfernt.
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6.5 Versuche zur Identifizierung und Entfernung von storenden

Matrixbestandteilen in Honig

Wie in 6.4.2 gezeigt wurde, zeigten verschiedenen Honige eine unterschiedlich starke
Wechselwirkung mit der Chipoberflidche, die die Ablosung von Repressor durch die
Bindung von Matrixbestandteilen {iiberlagert (Tabelle 6-38 und Tabelle 6-39).
Verschiedene Methoden zur Probenaufarbeitung sollten Aufschluss dariiber geben,
welche Honigbestandteile (Zucker, Proteine, Lipide) sich stérend auf den Assay

auswirken, indem jeweils selektiv einzelne Bestandteile entfernt wurden.

6.5.1 Selektiver Abbau einzelner Honigbestandteile

6.5.1.1 Abbau von Zuckern

Eine Losung verschiedener Zucker, die dem Zuckerprofil von Honig entsprach (siehe
Kapitel 9.4.8) wurde eingesetzt, um zu ermitteln, ob insbesondere eine hohe
Zuckerfracht zu unspezifischen Wechselwirkungen fiihrt.

Tabelle 6-40: Vergleich von Puffer, Zuckerlosung und Honig, Zuckerlosung und Honig im
Verhiltnis 1/20 mit Probenpuffer verdiinnt, Mittelwerte aus 10 Injektionen

Zuckerlosung . .
Puffer Mischhonig
(Honigimitat)
Response [A RU]J Response [A RU]
Response [A RU]
-124 -98 -114

Durch die Injektion von Puffer werden im Zeitraum der Probeninjektion 124 RU TetR
abgelost. Die Tabelle zeigt, dass das Signal des Mischhonigs nur wenig von dem der
Pufferinjektion abweicht, sich hier also nur wenige Matrixinterferenzen beobachten
lassen. Bei der Injektion des ,Honigimitates wurden gegeniiber Probenpuffer
signifikant positivere Messwerte erhalten. Dies kann als Hinweis auf die unspezifische
Bindung von Zuckerkomponenten an die Chipoberfliche gedeutet werden. Im Honig
liegen Zucker in groBer Menge vor, diese konnen aufgrund zahlreicher

Hydroxylfunktionen =~ Wasserstoffbriickenbindungen zu Hydroxylfunktionen der
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Carboxymethyldextranschicht oder der Operator-DNA ausbilden und tiiber diesen
Mechanismus unspezifisch binden. Ein MaBl fiir unspezifische Bindung von
Matrixkomponenten ist die Differenz des vor und nach Probeninjektion abgelesenen
Signals. Dieses bildet mehrere Effekte ab: Durch den Fluss des Laufpuffers werden
geringe Mengen TetR kontinuierlich von fefO abgelost und aus der Flusszelle
transportiert, so dass bei der Injektion von Pufferlosungen, die keine Wechselwirkungen
mit der Sensorchipoberflache zeigen, ARU ein negatives Vorzeichen hat. Die Grof3e von
ARU ist von der Injektionsdauer abhingig. Dazu kommt die spezifische Ablosung von
TetR durch Tetracyclin, unter Umstinden auch die unspezifische Ablosung von TetR
durch hohe Ionenstérken (siche 6.3.8). Diese drei Effekte fiihren zu stdrker negativen
ARU-Werten. Die unspezifische Bindung von Matrixkomponenten wirkt dem entgegen
und fithrt zu weniger negativen ARU-Werten. Starke unspezifische Bindungen kénnen
durch die Uberlagerung der TetR-Ablosung auch zu insgesamt positiven ARU-Werten
fiihren. Im besten Fall (keine oder wenig unspezifische Bindung) liegt das Signal bei
der Probeninjektion nahe dem Wert, der durch die Injektion von Puffer hervorgerufen
wird.

Mikrobiologischer Abbau

Es wurde untersucht, ob durch einen mikrobiologischen Abbau der Zucker mit

Bickerhefe die unspezifische Bindung an die Chipoberfliche verringert werden kann.

Fiir die Untersuchung wurden neben einem Mischhonig (Honig 1) Honige ausgewéhlt,
die in vorangegangenen Messungen durch hohe unspezifische Wechselwirkungen
aufgefallen waren. Die Honige wurden mit Puffer verdiinnt und mit je 20 mg
Trockenhefe 18 h bei 35 °C unter Schiitteln inkubiert. Die Proben wurden zur

Abtrennung der Hefen vor der Injektion zentrifugiert.
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Tabelle 6-41: unspezifische Matrixbindung verschiedener Honigproben vor und nach der
Inkubation mit Hefe, Mittelwerte aus drei Injektionen; Inkubation von Honiglésung (0,5 ¢ Honig in
9,5 gProbenpuffer) mit 20 mg Trockenhefe 18 h, 35 °C unter Schiitteln Proben wurden vor der
Messung zur Abtrennung der Hefen zentrifugiert. Injektionsvolumen Probe: 30 pl bei einer
Flussrate von 5 pl/min

Honig 1 Honig 7 Honig 15 Honig 30
Signal [A RU] [A RUJ [A RUJ [A RUJ
unbehandelt -46,5 -50,9 -106,3 271,7
nach Verhefung 230,1 162,3 85,1 28.9

Nur im Fall des Heidehonigs (Honig 30) erfolgt durch die Verhefung eine Minderung
der unspezifischen Bindung von Matrixbestandteilen. Bei den weiteren Honigproben
wurden deutlich positive ARU-Werte erhalten, die zeigen, dass Matrixinterferenzen
deutlich zugenommen haben. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass von der Hefe
Stoffwechselprodukte gebildet werden, die in hoherem Male als die Zucker vor der
Verhefung an die Chipoberfliche binden. Beim Heidehonig konnten durch Hefen neben
den Zuckern auch andere Bestandteile, beispielsweise Proteine abgebaut worden sein,
die vor der Verhefung der Probe zu einer sehr hohen Bindung an die Chipoberfliche

fiihrten und in den librigen Honigen nicht enthalten waren.

Ein mikrobiologischer Abbau der Zucker durch Hefen fiihrt nur in Einzelfillen zur
Reduktion unspezifischer Wechselwirkungen und ist somit nicht als Probenaufarbeitung

geeignet.

Chemischer Abbau

Zum chemischen Abbau der Zucker wurden diese einer oxidativen Spaltung mit
Periodsédure unterzogen werden. Dabei bildet sich mit zwei vicinalen Hydroxylgruppen
unter Wasserabspaltung ein zyklischer Periodsdure-Diester. Dieser zerfillt durch
zyklische Elektronenverschiebung in zwei Carbonylfragmente und lodsdure. Zucker
konnen auf diese Weise zu C1-Korpern abgebaut werden, je nach Konfiguration der
Zucker bilden sich unterschiedliche Mengen Ameisensdure, Formaldehyd und

Kohlendioxid. Der Reaktionsmechanismus ist in Abbildung 6-52 dargestellt:
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Abbildung 6-52: Mechanismus der Periodatspaltung vicinaler Hydroxylfunktionen nach
Malaprade (schematische Darstellung)

Ein Mischhonig, sowie Zuckerlosung (Honigimitat), wurden mit stochiometrischen
Mengen Periodsdure umgesetzt, und iiber Nacht bei Raumtemperatur belassen. Nach
der Reaktion wurden die Reaktionsansédtze im Verhiltnis 1:5 und 1:10 mit Probenpuffer
verdiinnt. Der stark saure pH-Wert der Losungen wurde vor der Injektion der
Probenlosungen auf pH 7,4 korrigiert, wodurch sich eine erhebliche zusdtzliche
Verdiinnung der Proben ergab. Eine Filtration der Proben wurde vorgenommen, da sich
in den weniger verdiinnten Proben ein feiner, weiller Niederschlag zeigte.

Tabelle 6-42: Matrixbindung nach Periodatoxidation von Mischhonig (Honig 1) und Honigimitat,

verschiedene Verdiinnungen gemessen gegen Blindwerte von Puffer, unbehandeltem Honig und
Honigimitat. Dargestellte Werte sind Mittelwerte aus Zweifachinjektionen.

Blindwert nach Zuckerspaltung

Probenpuffer Honigimitat Honig 1 | Honigimitat Honig 1

Verdiinnung [A RUJ [A RU] [A RU] [A RU] [A RU]
1/5 -44 -26 -24 -182 -187
1/10 -43 -31 -30,4 -144 -149

Tabelle 6-42 zeigt die nach der Periodatoxidation erhaltenen A RU-Werte. Proben, die
mit Periodsdure behandelt wurden, lieferten deutlich negativere A RU-Werte als
unbehandelte. Das stark negative Signal ist auch auf die hohe Ionenstirke der mit
Periodsdure oxidierten Proben zuriickzufithren. Neben der Periodsdure trug das
Einstellen des pH-Wertes mit NaOH zur Erhohung der Ionenfracht bei. Die
verdiinnteren Proben zeigen daher weniger Ablosung von TetR. Die Oxidation der
Zucker mittels Periodat ist als Probenaufarbeitung flir die SPR-Messungen nicht
geeignet, da die dabei auftretenden hohen Ionenfrachten zu einer unspezifischen

Ablosung von TetR fiihren (sieche Kapitel 6.3.8).
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6.5.1.2 Entfernung und Abbau von Proteinen

Bekanntermallen fiihren Proteine in der SPR héufig zu Problemen durch unspezifische
Bindungen an die Sensoroberfliche [219]. In Honig sind 0,3 - 0,4%
Stickstoffverbindungen (berechnet als Protein) enthalten, der iiberwiegende Teil davon
sind Proteine und Aminosiuren. Die Proteinbestandteile stammen mehrheitlich aus den
Sekreten, die Bienen dem Honig zusetzen. Auch Pollen tragen in geringer Menge zu
den Stickstoffverbindungen bei [220]. Honig enthélt eine Reihe von Enzymen wie
beispielsweise Diastase, Invertase und Glucoseoxidase [220]. Verschiedene Techniken

wurden eingesetzt, um Proteine aus den verdiinnten Honigproben zu entfernen.

Hitzebehandlung

Durch eine Hitzebehandlung kann die Denaturierung von Proteinen erreicht werden,
eine anschlieBende Zentrifugation kann zur Abtrennung der denaturierten Proteine
dienen. Durch Erhitzung auf 85 — 90 °C im Wasserbad fiir 15 min konnte jedoch keine
signifikante Abnahme der Matrixeffekte bei den Honigen 2, 12, 13a, 15, 16 und 20a
beobachtet werden. Im Weiteren wére zu priifen gewesen, wie sich

Tetracyclinriickstdnde bei der Erhitzung verhalten.

Ultrafiltration

Verdiinnte Honigproben wurden {iber verschiedene Ultrafiltrationseinheiten filtriert, um
zu priifen, ob auf diesem Wege Proteine oder andere hochmolekulare Stoffe aus den
Honigproben entfernt werden kénnen und daraus geringere Matrixinterferenzen der

ultrafiltrierten Proben resultieren.
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Tabelle 6-43: Entfernung von Proteinen aus verschiedenen Honigen mittels Ultrafiltration.
Mittelwerte aus drei Injektionen. Eingesetzte Filtrationseinheiten: Vivascience vivaspin 5000,
Polyethersulfon (PES), Cut-Off 5000 Da; Millipore Microcon YM-10, regenerierte Cellulose, Cut-
off 10000 Da. Zentrifugation der Filter bei 5200xg bis zu einem Filtratvolumen >300 pl (Volumen
zur Filtration 500 pl)

Honig 1 Honig 7 Honig 15 Honig 30 Honig 39
[A RU] [A RUJ [A RUJ [A RUJ [A RUJ

Unfiltriert 75 82 .58 81 -8
Filtriert, PES
MWCO 5kDa -35 236 47 230 -19
Filtriert,
MWCO 10kDa 73 -66 -16 45 15

Reg. Cellulose

Die Filtrate der Filtration liber Polyethersulfon mit Cut-Off von 5000 Da waren farblos,
eine Anlagerung von farbgebenden Komponenten an der Membran war deutlich zu
erkennen. Bei der Filtration iliber regenerierte Cellulose mit Cut-Off von 10000 Da
wurden teils farblose, teils blassgelb gefarbte Filtrate erhalten. Tabelle 6-43 zeigt die
Wirkung der Ultrafiltration auf die unspezifischen Wechselwirkungen verschiedener
Honige: Bei den Honigen 1, 7 und 15 fiihrt die Ultrafiltration nicht zu einer
Verbesserung. Bei Honig 30 ist allerdings eine deutliche Reduktion der unspezifischen
Wechselwirkungen durch die Ultrafiltration zu erkennen. Dies ldsst darauf schlie3en,
dass die hohen unspezifischen Wechselwirkungen von Honig 30 auf Makromolekiile
wie beispielsweise Proteine zuriickzufiihren sind, die bei der Ultrafiltration abgetrennt
werden. Ein Ultrafiltrationsschritt zur Entfernung storender Matrixproteine wird auch

von Johnsson et al. beschrieben [219].

Material und Cut-Off der verwendeten Filtereinheiten unterschieden sich; und damit
auch die Filtrationseigenschaften. Es kann ohne weitergehende Studien keine Aussage
getroffen werden, welche Filtrationseinheiten besser geeignet sind, da sich bei den
verschiedenen Honigen ein sehr uneinheitliches Bild ergab. Honige 1, 7 und 30 zeigten
nach der Ultrafiltration durch regenerierte Cellulose geringere Wechselwirkungen,
Honige 15 und 39 zeigten nach der Ultrafiltration durch PES bessere Ergebnisse. Ein
Ultrafiltrationsschritt kann demnach dazu beitragen, Komponenten zu entfernen,

die unspezifisch mit der Chipoberfliche wechselwirken. Die Ultrafiltration ist jedoch
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nicht fiir alle Honige effektiv und kann daher nicht standardmaBig als
Probenvorbereitung eingesetzt werden, da manche Honige nach der Ultrafiltration
positivere Signale zeigten und vor der Messung nicht bekannt ist, welche Honige wie

stark an die Chipoberfldche binden.

Abbau durch Protease

Eine weitere Mdoglichkeit bietet der enzymatische Abbau von Proteinen zu Peptiden und
Aminosduren, wobei sich sinnvollerweise an den enzymatischen Abbau eine
Ultrafiltration anschlie3en sollte, um Proteasen zu entfernen, die anderenfalls wiederum
unspezifisch an die Chipoberfliche binden oder das Streptavidin auf dem SA-Chips
angreifen konnten [221]. Es sollte gepriift werden, ob nach einem enzymatischen Abbau
der Proteine geringere Matrixinterferenzen gemessen werden. Verdiinnte Honigproben
wurden mit 50 pl Subtilisinlésung (10 mg/ml) fiir 2 h bei 60 °C inkubiert. Aliquote des
Verdaus wurden unfiltriert und nach Ultrafiltration injiziert und die erhaltenen

Messwerte verglichen (Tabelle 6-44).

Tabelle 6-44: Proteasebehandlung verschiedener Honige : je Probe 50 pl Subtilisinlosung (10
mg/ml), Inkubation 2 h bei 60 °C. Anschlieend Ultrafiltration durch Vivascience vivaspin 500,
Polyethersulfon (PES), Cut-Off 5000 Da; Millipore Microcon YM-10, regenerierte Cellulose, Cut-
off 10000 Da. Mittelwerte aus n=3

Verdau filtriert Verdau filtriert

blank  Verdau unfiltriert
an eraau unittrlert  nicrocon YM 10 Vivaspin 5000

[A RUJ [A RUJ [A RUJ [A RUJ
Honig 1 -73 -83 54 _40
Honig 7 -121 -285 -86 64
Honig 30 226 -106 41 24

Die Proteasebehandlung mit anschlieBender Ultrafiltration lieferte vergleichbare
Ergebnisse zur Ultrafiltration ohne vorherige Proteasebehandlung: nur fiir Honig 30 ist
nach der Ultrafiltration der Messwert negativer als der Wert vor dem enzymatischen
Proteinabbau und Ultrafiltration (Tabelle 6-44). Allerdings zeigten die durch
Filtereinheiten aus regenerierter Cellulose filtrierten Honigproben negativere
Messwerte. Bei der Injektion von enzymbehandelten Honigproben, aus denen Protease
(Subtilisin) nicht abgetrennt wurde, wurden deutlich negativere A RU-Werte erhalten

als bei unbehandelten Honigen, dies wird im Folgenden diskutiert.
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Einfluss der Protease auf das Messsystem

Der Effekt, dass beim proteasebehandelten Honig stark negative Signale auftraten, ist
moglicherweise auf das Vorhandensein des Enzyms in der Messlosung zuriickzufiihren.
Da die Protease in der Ldosung noch aktiv ist, konnen in der Flusszelle mehrere
Komponenten angegriffen werden: das an fefO gebundene TetR kann proteolytisch
abgebaut werden, und zu einer detektierbaren Massenidnderung an der Oberfliche
filhren. Die Ablosung des TetR ldsst sich am Signal fiir die Probeninjektion ablesen,
nicht jedoch der Grund fiir die Ablosung. Fiir eine Einschitzung der Auswirkungen von
Subtilisin im Assay wurden Mehrfachinjektionen von Probenpuffer ohne und mit

10 mg/ml Subtilisin vorgenommen und die Signale fiir TetR-Bindung und Basislinie

aufgezeichnet.
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Abbildung 6-53: Verlauf von Basislinie und TetR-Bindung bei Injektion von Subtilisin in Puffer.
Messzyklus 1 - 5 und 16 - 20: Injektion von Probenpuffer, Messzyklen 6 - 15: Injektion von
Subtilisinlésung 10 mg/ml

Abbildung 6-53 zeigt, dass die TetR-Bindung wihrend der ersten 6 Zyklen- also der
Injektion von Probenpuffer erwartungsgemil3 ansteigt, danach jedoch kontinuierlich
abfillt, entgegen dem sonst beobachteten Anstieg der TetR-Bindung. Bei der Injektion
von Probenpuffer ab Zyklus 16 ist weiterhin ein leichter Abfall der TetR-Bindung zu
beobachten. Die Basislinie ist wahrend der Injektion von Probenpuffer relativ konstant,
fallt aber wihrend den Messzyklen, in denen Subtilisin injiziert wurde um ca. 300 RU

ab. Diese Beobachtung kann durch den enzymatischen Abbau von Streptavidin erklért
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werden, die Ablosung beziehungsweise der Abbau von Streptavidin fiihrt aufgrund des
hohen Molekulargewichtes zu einem Absinken der Basislinie. Die Ursache der

abnehmenden TetR-Bindung bleibt dabei unklar.

In einer weiteren Messung wurde die Subtilisinlosung vor der Injektion fiir 2 Stunden

bei 60 °C inkubiert, wie es der Probenvorbereitung fiir Honig entspricht (Tabelle 6-45).

Tabelle 6-45: Gegeniiberstellung der Signaldifferenz vor und nach der Injektion von
Subtilisinlosungen im Verlauf von 10 Messzyklen und Differenz der Messwerte fiir die Basislinie
zwischen den Messpunkten t1 zweier aufeinanderfolgenden Zyklen. Die Injektion von Subtilisin
erfolgte nach der Beladung des Operators mit TetR.

Zyklus Basislinie [ARU] Signal [ARU]
6 -145 -255
7 -73 -186
8 -50 -164
9 -38 -153
10 -31 -147
11 nicht auswertbar nicht auswertbar
12 nicht auswertbar nicht auswertbar
13 -23 -143
14 -21 -135
15 -21 -135

Die A RU-Werte fiir die Subtilisininjektionen nehmen mit steigender Zyklenzahl ab.
Eine Abnahme derselben GroBenordnung zeigt auch die Basislinie (Differenz von
Messwerten an t; zweier aufeinanderfolgender Zyklen). Daher ist wahrscheinlich, dass
die Abnahme der Signaldifferenz auf den Abfall der Basislinie zuriickgefiihrt werden

kann.

TetR wird in jeder Messung vor der Injektion der Probenldosung injiziert, ein Abbau des
TetR durch die Protease wire daher nur denkbar, wenn die Protease dauerhaft im
Flusssystem vorhanden ist und durch die Regeneration mit SDS nicht inaktiviert wird.

Ein Abbau von TetR durch die Protease wiirde das Signal verdndern, sich aber nicht
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negativ auf das Messsystem auswirken. Mdoglich wire allerdings, dass durch den
enzymatischen Abbau von TetR Fragmente des Repressors an der DNA verbleiben und
diese fiir die Repressorbindung in nachfolgenden Zyklen blockieren. Es bleibt auch zu
priiffen, ob beim immobilisierten Streptavidin gegeniiber in Losung vorliegendem

Verianderungen in der Molekiilstruktur auftreten.

Um den Einfluss von Protease auf tetO zu ermitteln, wurde eine Subtilisinlosung
injiziert, ohne dass fefO vorher mit Repressor beladen wurde. Das Signal wurde nach
der Injektion 60 Minuten lang aufgezeichnet und mit dem Signal einer
Probenpufferinjektion verglichen. Die Sensorgramme sind in Abbildung 6-54

iibereinandergelegt.
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Abbildung 6-54: Vergleich der Injektion von Probenpuffer (blaue Linie) und Subtilisinlésung (10
mg/ml Probenpuffer) (griine Linie). Das Sensorgramm fiir die Subtilisininjektion zeigt einen
deutlichen Signalabfall wihrend und auch noch nach der Injektion. Injektionsvolumen 5 pl bei
einer Flussrate von 10 pl/min

Nach der Injektion von Probenpuffer (blaue Linie in Abbildung 6-54) steigt das Signal
leicht an. Dahingegen zeigt die Injektion von Subtilisinldsung einen deutlichen Abfall
des Signals um etwa 680 RU wihrend der Injektion und weitere 75 RU nach der

Injektion.

Die Injektion von proteasehaltigen Losungen fiihrt zu einem Abfall des Basislinien-
signals, der auf den Abbau von Streptavidin zuriickzufiihren sein kann. Wird die
Bindung Streptavidin-Biotin durch den enzymatischen Abbau von Streptavidin

beeintrachtigt, so wire eine Ablosung des biotinmarkierten fefO von der Oberfldche die
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Folge. Damit einhergehend wére eine geringere Repressorbindung zu erwarten. Die
Fixierung von fetO an der Chipoberfliche erfolgt iiber eine Biotin-Streptavidin-
Bindung. Untersuchungen von Ellison et al. mit Avidin und Proteinase K — eine dem
Subtilisin dhnliche Serinprotease — zeigen, dass Avidin durch die Proteinase abgebaut
wird. Eine Absittigung von Avidin mit Biotin verhindert diesen Abbau [221].
Ubertragen auf die Situation an der Sensorchipoberfliiche ist daher ein proteolytischer
Abbau von Streptavidin wahrscheinlich. Eine vollstindige Séttigung des Streptavidins
mit biotinmarkierter DNA kann fiir die Sensoroberfliche aufgrund der sterischen

Hinderung durch den DNA-Rest nicht postuliert werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Abtrennung der Protease vor der SPR-Messung
erfolgen muss, ein Regenerationsschritt mit SDS reicht nicht aus. Die Abtrennung der
Protease durch Ultrafiltration fiihrte bei verschiedenen Honigproben zu uneinheitlichen
Ergebnissen. Daher ist der enzymatische Proteinabbau als routineméfBige

Probenvorbereitung nicht geeignet.

6.5.1.3 Abtrennen von Lipiden

Honig enthédlt geringe Mengen Lipide [222], die wunspezifische hydrophobe
Wechselwirkungen eingehen konnten. Zwei Honigproben mit starker unspezifischer
Bindung an den Chip wurden mit Hexan ausgeschiittelt, um Lipide und Wachse aus
dem Honig zu entfernen und zu priifen, ob sich dadurch die unspezifische Bindung der
Honige verringern ldsst.

Tabelle 6-46: Vergleich von Sonnenblumenhonig (Honig 39) und Heidehonig (Honig 30) vor und
nach der Reinigung mit Hexan zur Entfernung von Lipiden. Mittelwerte aus Dreifachinjektion

Honig 39 Honig 30
Signal [ARU] Signal [ARU]
unbehandelt -16 374

mit Hexan gereinigt 329 384
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Die Hexanbehandlung der Honige fiihrte im Fall von Honig 39 zu einem stark positiven
Signal, im Fall von Honig 30 bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der

hexanbehandelten und der unbehandelten Probe.

Die tiblicherweise eingesetzte Regeneration war bei den hexangereinigten Honigproben
nicht ausreichend. Im Fall von Honig 39 stieg die Basislinie sprunghaft (~250 RU) nach
der Injektion der mit Hexan extrahierten Proben, im Fall von Honig 30 kontinuierlich.
In Kombination mit dem positiven Signal bei der Probeninjektion deutet dies darauf hin,
dass durch Ausschiitteln mit Hexan entweder Komponenten in die Honigproben
eingetragen werden oder mit Bestandteilen aus Honig reagieren, die an die
Chipoberfliche binden. Durch das Ausschiitteln der Honigproben mit Hexan wurde

keine Verringerung der unspezifischen Wechselwirkungen erreicht.

6.5.2 Fliissig/Fliissig-Extraktion und Festphasenextraktion von Tetracyclinen

Zur Verbesserung der Entscheidungsgrenze flir die Bestimmung von Tetracyclin in
Honig miissen Verfahren zur Probenvorbereitung eingesetzt werden, die storende
Matrixbestandteile abtrennen. Gleichzeitig kann eine Anreicherung von Tetracyclin
stattfinden und so die Empfindlichkeit des Assays erhoht werden. Géngige Verfahren
fir die Reinigung von Proben und die Anreicherung von Analyten sind
Extraktionsverfahren. Man unterscheidet zwischen Fliissig/Fliissig-Extraktion (LLE)
und Festphasenextraktion (SPE). Bei ersterer stellt sich ein Verteilungsgleichgewicht
des Analyten zwischen zwei fliissigen Phasen ein; bei der Festphasenextraktion wird der
Analyt an einer festen Phase adsorbiert und nach Waschen der Phase zur Entfernung

von Matrixkomponenten mit einem geeigneten FlieBmittel eluiert.

6.5.2.1 Fliissig/Fliissig-Extraktion

Von Raezke wird zur Anreicherung von Tetracyclin aus Honig eine Fliissig/Fliissig-
Extraktion vorgeschlagen [223]. Die Verteilung der Tetracycline erfolgt zwischen einer
wissrigen Phase (Oxalsdure) und einer organischen Phase (Acetonitril). Acetonitril ist
mit Wasser mischbar, beim Ausschiitteln von verdiinntem Honig mit Acetonitril bilden
sich jedoch aufgrund der hohen Zuckerkonzentration im Honig zwei Phasen. Die
Tetracycline sollen sich iiberwiegend in der organischen Phase befinden. Nach dem
Ausschiitteln wurde ein Aliquot der organischen Phase abgenommen und im

Stickstoffstrom zur Trockne eingeengt, der Riickstand wurde in Probenpuffer
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aufgenommen (siche Abschnitt 9.4.6, Seite 249) und unter Standardbedingungen
untersucht.
Tabelle 6-47: Messdaten nach der Honigextraktion mit Acetonitril, Kalibierlosungen dotiert nach

Losen der Extraktionsriickstiinde, Proben dotiert mit 100 pg/kg Tetracyclin und 50 pg/kg
Tetracyclin vor der Extraktion. Dargestellte Messwerte sind Mittelwerte aus Fiinffach-Injektionen

Kalibrierung
. Messwerte [A RU] fiir 100 pg/kg
Konzentration Messwert [ARU] .
Tetracyclin
Tetracyclin [pg/kg]
0 34 Probe 1 Probe 2 Probe 3
20 22 11 7 13
40 5
60 P Messwerte [A RU] fiir 50 pg/kg
Tetracyclin
80 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6
100 4 16 14 29

Sowohl die Proben als auch die Kalibrierlosungen zeigten positive Signale, die keine
Abhéngigkeit von der Tetracyclinkonzentration erkennen lieBen. Die Basislinie stieg in
der Messung um 20 RU je Zyklus, obwohl die Regeneration, den Sensorgrammen nach
zu urteilen, vollstindig war. Die positiven Signale fiir Proben und Kalibrierlosungen
zeigen, dass nach der Extraktion der Honigproben mit Acetonitril verstirkte
Matrixinterferenzen auftraten. Dies deutet darauf hin, dass in Acetonitril unpolare
Komponenten selektiv angereichert werden, die nach dem Einengen zur Trockne und
Aufnahme in Probenpuffer in hoheren Konzentrationen vorliegen und unspezifisch an
die Chipoberfliche binden. Die Extraktionsriickstinde wurden ausgewogen und
betrugen im Mittel 19,6 mg. Bei einer Einwaage von 1 g Honig gingen 2,4% des

Honiggewichtes in die organische Phase iiber.

In einer HPLC-Messung wurde die Extraktionsausbeute von Tetracyclin aus einer
Zuckerlosung untersucht, um abzuschdtzen, welches Verteilungsgleichgewicht sich fiir
Tetracyclin zwischen wéssriger und organischer Phase einstellt. Die Chromatogramme

sind in Abbildung 6-55 gezeigt.
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Abbildung 6-55: HPLC-Vergleich von wissriger und organischer Phase nach der Extraktion von
Tetracyclin aus Zuckerlosung. Rotes Chromatogramm: wissrige Phase (vor der Messung 1:1 mit
Oxalsiiure verdiinnt). Schwarzes Chromatogramm: organische Phase (unverdiinnt). HPLC-
Analyse mit online-Anreicherung auf LiChrospher RP18 (4x4) Kartuschen, Injektionsvolumen
2 ml, Elutionsvolumen 1,5 ml, Trennsiule: Merck 50995 LiChrospher 100 RP-18, S um 250-4
endcapped, Fliessmittel: ACN / Oxalséure 0,01 mol/l (20/80 v/v), Fluss 1 ml/min, UV-Detektion bei
360 nm

Der Anteil Tetracyclin, der nach der Extraktion in der organischen Phase ermittelt
wurde lag bei 20% des insgesamt bestimmten Tetracyclins. 80% Tetracyclin lagen in
der wissrigen Phase vor. Frithere Messdaten aus dem eigenen Arbeitskreis, die zeigten,
dass bei der ersten Extraktion ca. 70% des Tetracyclins in der organischen Phase

vorlagen, konnten nicht reproduziert werden.

Die Fliissig/Fliissig-Extraktion mit Acetonitril konnte nicht erfolgreich als
Probenvorbereitung eingesetzt werden, da in der organischen Phase angereicherte
Substanzen bei der SPR in die Flusszelle gelangen,an der Sensoroberfldche unspezifisch

binden und so eine empfindliche und reproduzierbare Analytik verhindern.
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6.5.2.2 Festphasenextraktion (SPE)

Verschiedene Autoren beschreiben den erfolgreichen Einsatz der Festphasenextraktion
als Probenvorbereitung fiir die chromatographische Bestimmung von Tetracyclin in den
verschiedensten Matrices [130, 140, 156, 224, 225]. Von Huq et al. wurde die
Festphasenextraktion an schwachen Kationentauscher-Sorbentien erfolgreich filir die
Extraktion von Tetracyclin aus Honig eingesetzt [156], wihrend von Pena et al. und
Khong et al. die Festphasenextraktion an Reversed-Phase-Copolymeren fiir die

Aufreinigung von Tetracyclin aus Honig beschreiben [135, 140].

6.5.2.3 Festphasenextraktion mit Reversed-Phase-Copolymer

Von Pena et al. wird iiber die Aufreinigung von Tetracyclin aus Honigproben mit Oasis
HLB®Kartuschen berichtet [135]. Entsprechend des dort beschriebenen Verfahrens
wurde die Honigeinwaage wurde in Mcllvaine-Puffer gelost und nach dem
Konditionieren der Kartuschen mit Wasser und Methanol auf die Kartuschen
aufgebracht. Nach einem wissrigen Waschschritt und Trocknung der Kartuschen
erfolgte die Elution mit Methanol. Die Eluate wurden zur Trockne eingeengt und der

Elutionsriickstand in Probenpuffer aufgenommen (Details zur Aufarbeitung siche 9.4.6).
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Tabelle 6-48: Messdaten nach der SPE mit Oasis-HLB-Kartuschen, fiir die Herstellung der
Kalibierlosungen wurden die Extraktionsriickstinde von Honigleerproben (Orangenbliitenhonig,
Honig2) nach der SPE mit Tetracyclin dotiert, Einwaage Honig 3 g, Honigproben dotiert mit
Tetracyclin 2,5; 10 und 20 ng/500 pl. Dargestellte Messwerte sind Mittelwerte aus 4 Injektionen
(Kalibrierung) und 5 Injektionen (Proben, je Konzentration n=2)

Messwert [ARU]
Kalibrierung
20 ng/500ul 10 ng/500ul 2,5 ng/500pul
Konzentration Messwert
Tetracyclin ARU
[ng/500pl] [ARU]
0,0 -23
2,5 -20
5,0 -16 -28 -27 -17
10,0 -9 -22 -4 -17
20,0 -20
25,0 -24

Die aufgearbeiteten Proben konnten ohne erkennbare Storungen des Systems gemessen
werden, allerdings 16sten weder Proben, die vor der Extraktion noch die nach der SPE
dotierten Kalibrierlosungen TetR von der Oberfliche ab. Fiir alle Losungen wurde
wihrend der Injektion ein Anstieg des SPR-Signals beobachtet, der die Bindung von
Matrixbestandteilen anzeigt. Uber die Auswaage der Extraktionsriickstinde lieB sich
ermitteln, dass 1% der auf die Kartusche aufgebrachten Honigbestandteile im Eluat
vorhanden war. Fiir die Aufarbeitung von Pufferlosung ohne Tetracyclin als
Reagenzienblank mit Oasis HLB-Kartuschen wurde in einer weiteren Messung ein
Signal von -158 RU erhalten (Mittelwert aus 3 Injektionen). Die Tabelle 6-48 gezeigten
Werte liegen allesamt hoher als dieser Reagenzienblindwert, was Matrixinterferenzen in
den Honigextrakten zeigt. Alle erhaltenen Messwerte liegen in der Grof3enordnung des
Honigblanks. Eine Unterscheidung der verschiedenen Konzentrationen war aufgrund

storender Matrixinterferenzen nicht moglich.

Es wurde gepriift, ob durch eine Modifikation des Waschschrittes bei der Extraktion

mehr storende Matrixkomponenten entfernt werden konnen, dazu wurde die
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Elutionskraft der Waschlosung durch Zugabe von Methanol erhoht. Eine Verringerung

der Probeneinwaage wurde ebenfalls gepriift.

Tabelle 6-49: Einfluss von Probeneinwaage, Waschschritt bei der SPE, und
Tetracyclinkonzentration auf die Messung, als Probe wurde Orangenbliitenhonig (Honig2)
verwendet, Messwerte sind Mittelwerte aus S Injektionen

Kartusche Tetracyclin-

) Messwert
Probe Einwaage [g] gewaschen mit Konzentration
[A RUJ
5 ml [ng/kg]

A 3 H,O 0 3

B 3 H,O 50 -24

C 3 5% MeOH 50 =22

D 3 10% MeOH 50 -291

E 1 5% MeOH 50 -618

Bei den Proben A, B und C zeigte sich wihrend der Injektion ein Signalanstieg, die
Ablosung von TetR durch Tetracyclin wird durch Matrixinterferenzen iiberlagert. Probe
D und E zeigten einen Abfall des Signals, hier iiberwog demnach die Ablosung von
TetR der Bindung von Matrixkomponenten. Durch Probe E wurden etwa 75% des auf

der Oberfldche gebundenen TetR abgeldst (Abbildung 6-56).
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Abbildung 6-56: SPE-Aufreinigung von Honig an Oasis HLB-Kartuschen. Modifikation von
Probeneinwaage, und Waschlosung bei der Extraktion. Zur Erklirung der verschiedenen
Parameter siche Tabelle 6-49

Abbildung 6-56 und Tabelle 6-49 zeigen, dass die unspezifische Bindung von
Bestandteilen der Honigmatrix abnimmt, wenn der Methanolanteil der Waschlosung auf
10% erhoht wird, aber auch, wenn der Methanolanteil 5% betridgt und weniger Honig
eingesetzt wird. Die unspezifische Bindung von Matrixkomponenten konnte durch
eine Modifikation des Waschschrittes bei der Extraktion sowie durch Variation

der Probeneinwaage verringert werden.

Neben der Abtrennung von stérenden Probenbestandteilen und der Anreicherung des
Analyten muss bei Extraktionsverfahren eine hinreichende Wiederfindung des Analyten
sichergestellt werden. Eine Kontrolle der Wiederfindung erfolgte durch den Vergleich
von vor und nach der Extraktion dotierten Proben mit 1 g Probeneinwaage und einem

Waschschritt mit 5% Methanol.
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Tabelle 6-50: Vergleich vor und nach der SPE dotierter Honigproben (Honig 1), dargestellte
Messwerte sind Mittelwerte aus 4 Injektionen

dotiert nach Aufnahme des dotiert SPE
Elutionsriickstandes otiert vor
Tetracyclin-
Messwert Messwert
Konzentration
[ARU] (A RUJ
[ng/kg]
0 74 "
; 37 10
, 40 118
20 24 s
> 21 -286
100 63 60

Bei den nach der SPE dotierten Proben wurde erst ab einer Tetracyclin-Konzentration
von 50 ng/g TetR abgelost. Bei geringeren Tetracyclin-Konzentrationen i{iberwogen

Matrixinterferenzen, so dass positive Signale erhalten wurden.

Wiéhrend der Messung wurde ein Anstieg der Basisline um etwa 10 RU je Zyklus
beobachtet, der in vorangegangenen Messungen auf derselben Flusszelle nicht
beobachtet worden war. Die TetR-Bindung im Verlauf der Zyklen zeigte keine
Auftilligkeiten, die Sensorgramme zeigten vollstdndige Regeneration. Bei der Messung
von ACN-Extrakten wurde ebenfalls ein Anstieg der Basislinie beobachtet, diese
Messung wurde unmittelbar vor der hier gezeigten auf derselben Flusszelle
durchgefiihrt. Allerdings war keine ,,Schidigung® der Flusszelle erkennbar, da die zu
Beginn der Messreihe der SPE-Extrakte vorgenommene Fiinffachinjektion von
Probenpuffer keinerlei Auffilligkeiten im Hinblick auf Basislinie oder TetR-Bindung
erkennen liefen. Es ist daher unwahrscheinlich, dass der Anstieg der Basislinie auf die

Verschleppung von Acetonitril aus der vorangegangenen Messreihe zuriickzufiihren ist.

Weiterhin war auffillig, dass die TetR-Ablosung durch Probeldsung mit zunehmender
Zyklenzahl stieg, das heiflt, dass dieselbe Probe mehr TetR abloste, wenn sie zu einem

spateren Zeitpunkt der Messreihe injiziert wurde. Dieser Trend wurde nur flir die
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Probenlosungen und nicht fiir die davor und danach als Vergleich injizierten

Pufferlosungen beobachtet.

Diskussion der Ergebnisse

Besonders auffillig ist, dass bei der Injektion der vor der SPE dotierten Proben jeweils
deutlich mehr TetR abgelost wurde als durch die Injektion der nach dem Losen der
Extraktriickstinde dotierten Proben. Theoretischen Uberlegungen zufolge kann die
stiarkere TetR-Ablosung bei den vor der SPE dotierten Proben mehrere Ursachen haben:
a) in der Probe liegt eine hohere Tetracyclin-Konzentration vor. b) in der Probe sind
weniger Bestandteile, die unspezifisch an die Chipoberflachen binden. c) die Probe hat
eine hohere lonenstirke. d) In der Probe liegen Abbauprodukte von Tetracyclin vor, die
eine hohere Affinitdt gegeniiber TetR haben. e) die Struktur/Oberflidche des fefO-Chips
ist verdndert f) es werden Bestandteile aus dem Kartuschenmaterial geldst, die in der

SPR-Messung storen.

Die Honige wurden mit identischen Tetracyclin-Konzentrationen dotiert. Wahrend der
SPE ist mit Analytverlusten beim Waschen und der Elution zu rechnen, so dass
ausgeschlossen ist, dass die stiarkere Ablosung von TetR durch eine hohere Tetracyclin-
Konzentration hervorgerufen wird. Die Auswaagen der vor der SPE dotierten Extrakte
betrugen im Mittel 12 mg, die fiir die nach der SPE dotierten Extrakte im Mittel 11 mg
(Probeneinwaage 1g), der Unterschied ist nicht signifikant, so dass dadurch belegt ist,
dass sich die Menge der geldsten Matrixbestandteile bei beiden Probenserien nicht
unterscheidet. Auch die Ionenstidrke kann als Ursache ausgeschlossen werden, da bei
beiden Probenreihen dieselben Reagenzien verwendet wurden. Denkbar ist hingegen,
dass bei der SPE Abbauprodukte von Tetracyclin entstehen. Bei stark sauren pH-
Werten (<2) beispielsweise wird Wasser von Tetracyclin abgespalten und dadurch
Anhydrotetracyclin gebildet. Anhydrotetracyclin hat eine hohere Bindungsaffinitit zu
TetR als Tetracyclin [208]. Von Modller wurde die Kreuzreaktivitit von
Anhydrotetracyclin gegeniiber Tetracyclin im vorliegenden Assay untersucht und
gefunden, dass Anhydrotetracyclin etwa 40% mehr TetR von zefO ablost [188]. Gegen
die Theorie der Bildung von Anhydrotetracyclin spricht allerdings, dass der pH-Wert

des zum Ldsen von Honig verwendeten Puffers bei 4 lag und somit eine Epimerisierung
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zum epi-Tetracyclin wesentlich wahrscheinlicher ist als die Abspaltung von Wasser
zum Anhydrotetracyclin. Die Epimere hingegen haben gegeniiber den Tetracyclinen
eine deutlich geringere Affinitdt zu TetR und fithren im Assay zu geringerer TetR-
Ablosung [188]. Von Khong und Pena wurden dotierte Honige iiber Oasis HLB-
Kartuschen aufgereinigt und per HPLC beziehungsweise LC-MS untersucht. Weder von
Khong et al. noch von Pena et al. wird das Vorkommen von Anhydrotetracyclin im
Extrakt berichtet [135, 140]. Die Ursache der hoheren TetR-Ablosung durch die vor der

Extraktion dotierten Proben muss in weiteren Studien untersucht werden.

Unter den hier dargestellten Umsténden ist eine Quantifizierung von Tetracyclin in

Honig nach der SPE nicht moglich.

6.5.2.4 SPE mit schwachen Kationentauscher-Sorbentien (strata X-CW)

Die verwendeten schwachen Kationentauscher-Sorbentien sind im Gegensatz zum in
6.5.2.3 beschriebenen Copolymer mit einer Carboxylfunktionalitdt ausgestattet, die mit
der basischen Dimethylaminofunktion von Tetracyclin ionisch wechselwirken und
dariiber hinaus auch Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden kann. Durch die ionischen
Wechselwirkungen ist es moglich, einen Waschschritt mit reinem Methanol
durchzufiihren, ohne dass dabei Tetracyclin vom Sorbens abgelost wird [156].
Gegeniiber der in 6.5.2.3 beschriebenen Methode soll das Waschen mit Methanol zu

reineren Extrakten fihren.

Fiir die Extraktion wurden 1 g Honig in 2 ml Acetatpuffer pH 5 gelost und auf die SPE-
Kartusche gegeben, die zuvor mit Methanol und Reinstwasser konditioniert wurde.
Nach der Probenaufgabe wurde die Kartusche mit Reinstwasser und Methanol
gewaschen. Die Elution von Tetracyclin wurde durch 2% Ameisenséure in Methanol
bewirkt. Unter diesen Bedingungen sind sowohl die Carboxylgruppen des Sorbens als
auch die enolischen Reste am Tetracyclin protoniert, so dass keine ionischen

Wechselwirkungen mit dem Austauscher stattfinden konnen.
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Tabelle 6-51: Kalibrierkurve und dotierte Honigproben( Honig 2), gereinigt iiber Strata-X-CW-
SPE-Kartusche, Einwaage Honig 1 g, Honigproben dotiert mit Tetracyclin 25 ng/g. Dargestellte
Messwerte sind Mittelwerte aus vier Injektionen

Kalibrierung
Konzentration Messwert Messwert [ARU] fiir 25 pg/kg Tetracyclin
e
0,0 -170 Probe 1 Probe 2 Probe 3
2,5 -181
5,0 -166 -160 -95 -80
10,0 -150
20,0 -187
50,0 -222

Zwischen den Signalen fiir die einzelnen Probeninjektionen zeigte sich kein Trend, die
Streuung der Einzelwerte war relativ gering (<10 RU). Die Injektionen wurden jeweils
in der Reihenfolge Probe 1, 2, 3 in 4 Blocken durchgefiihrt, so dass die scheinbare
Abnahme des Signals von Probe 1 zu Probe 3 hin nicht auf die Reihenfolge der

Injektion zurlickzufiihren sein kann.

Bei der Kalibrierung konnte keine deutliche Konzentrationsabhdngigkeit des Signals fiir
die verschiedenen Konzentrationen beobachtet werden, es lie} sich kein Arbeitsbereich
ermitteln. Mit der Aufarbeitung der Honigproben geht also ein Verlust an
Empfindlichkeit des Assays einher. Die Vierfachinjektion zeigte eine schlechte
Prizision. Die Proben konnten nicht ausgewertet werden, da die erhaltenen Signale
auBlerhalb der Kalibrierkurven lagen. Die Auswaagen der Honigextrakte zeigten, dass
durch die SPE eine Abreicherung von Honigbestandteilen erfolgte. Die im Extrakt
verbleibenden Bestandteile fiihrten allerdings in einer weiteren Messung in
Abhingigkeit der spezifischen Zusammensetzung der untersuchten Honige zu

erheblichen Storungen bei der SPR-Messung.
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Die geringere TetR-Ablosung durch die vor der Extraktion dotierten Proben kann darauf
zuriickzufiihren sein, dass wéhrend der SPE Verluste an Tetracyclin auftreten,
beispielsweise durch unvollstindige Elution. Auch der pH-Wert bei der Elution und
beim Einengen der Probe kann sich negativ auswirken: da die Proben mit Ameisenséure
in Methanol eluiert werden, liegt ein pH-Wert vor, der die Epimerisierung von
Tetracyclin begiinstigen kann. Insbesondere kann dies auch beim Einengen zur Trockne
geschehen, Methanol wird verdampft, dadurch wird Ameisensdure in der Losung
konzentriert und der pH-Wert sinkt. Bei der Verdampfungstemperatur (40 °C) fordert
der niedrige pH-Wert wahrscheinlich die Epimerisierung oder den Zerfall von
Tetracyclin und bedingt somit eine Abreicherung von Tetracyclin in der Probeldsung
bedingt. Ahnliche Beobachtungen wurden von Oka et al. und Mulders et al. beim
Einengen methanolischer Oxalsdurelosungen zur Trockne beschrieben, beide

beobachteten dabei einen deutlichen Verlust an Tetracyclin [226, 227].

Bei der Aufreinigung der Honigproben tiber Strata-X-CW-Kartuschen muss aufgrund
der ionischen Wechselwirkungen am Kationentauscher-Sorbens eine Elution mit
Methanol/Ameisensdure erfolgen, um alle Gruppen zu protonieren und so die ionischen
Wechselwirkungen zu unterbinden. Wéhrend der Messungen wurde deutlich, dass eine
Verschleppung von Ameisenséure fefO an der Chipoberfliche beeintrachtigt, so dass
weniger TetR gebunden werden konnte und sich auch die Signalform der TetR-Bindung
nach der Injektion von ameisenséurehaltigen Losungen deutlich verdnderte (Abbildung

6-57).
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Abbildung 6-57: Verinderung des Profils der TetR-Bindung im Verlauf der Messung von
Honigextrakten aus Strata-X-CW-Kartuschen

Die Anderung der Signalform zeigt, dass die Kinetik der TetR-Bindung nach der
Injektion von ameisensdurehaltigen Proben verdndert ist. Auch bei Messungen, bei
denen durch pH-Kontrolle der gelosten Extraktriickstinde sichergestellt ist, dass
Ameisensdure neutralisiert wurde, ist zu beobachten, dass die TetR-Bindung stetig
abnimmt. Dies zeigt eine permanente leichte Schidigung der Chipoberfliche, die sich

negativ auf die Lebensdauer des Sensorchips auswirkt (Abbildung 6-57).

Fiir eine Probenaufarbeitung ist die SPE an schwachen Kationentauscher-Sorbentien
nicht geeignet, da die Extrakte verschiedener Honige zu unterschiedlichen
Matrixinterferenzen fiithren, die je nach spezifischer Zusammensetzung des Honigs
unterschiedlich stark ausgepréigt sind. Daher ist davon auszugehen, dass auch durch die
Festphasenextraktion an  strata-X-CW-Kartuschen keine  Verbesserung  der
Entscheidungsgrenze erreicht werden kann. Dariiber hinaus wird durch die Extrakte die

Chipoberfliche geschidigt.
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6.5.3 Fazit der Versuche zur Verbesserung der Entscheidungsgrenze fiir

Tetracycline in Honig

Zur Erhohung der Nachweisempfindlichkeit fiir Tetracycline in Honig wurden zuerst
die Arbeitsparameter optimiert. Die beste Empfindlichkeit wurde bei einer Verdiinnung
des Honigs 1:10 mit Probenpuffer erhalten. Stirkere Verdiinnungen zeigten eine
schlechtere Empfindlichkeit. Allerdings zeigte sich, dass bei einer Verdiinnung 1:20 mit
Probenpuffer eine bessere Quantifizierung von Tetracyclin in Honig erreicht wurde, so
dass im Folgenden standardmifig alle Proben im Verhéltnis 1:20 mit Probenpuffer
verdiinnt wurden. Eine Erhohung des Injektionsvolumens der Probe fiihrte zu einer
deutlich verbesserten Empfindlichkeit, als Standard wurde darauthin ein
Injektionsvolumen von 30 pl bei 5 pl/min gewéhlt. Die Gesamt-Analysendauer konnte
durch Kiirzung der TetR-Injektion kurz gehalten werden. Die Flussrate bei der
Probeninjektion beeinflusste die Messungen- bei hoherer Flussrate wurde mehr TetR
von tetO abgelost. Der Einfluss der Flussrate ist jedoch gegeniiber dem des
Injektionsvolumens zu vernachldssigen. In der Summe fiihrte die Optimierung der
Arbeitsparameter nicht zu einer geringeren Entscheidungsgrenze, da sich die
unspezifische Bindung storender Matrixkomponenten einzelner Honige hier deutlich

starker auswirkte.

Die Resultate der Versuche zur selektiven Entfernung einzelner Honigbestandteile
unterstreichen den Einfluss der Zusammensetzung von Honigproben. Es wurde gezeigt,
dass Zucker in gewissem MalBe unspezifisch an die Chipoberfliche binden. Ein
chemischer oder mikrobiologischer Abbau der Zucker fiihrte nicht zum Erfolg.
Ultrafiltration lieferte im Fall von Heidehonig eine Verringerung der unspezifischen
Bindung von Matrixbestandteilen, wirkte sich jedoch bei anderen Honigen negativ aus.
Aus den Ergebnissen der Ultrafiltration ldsst sich folgern, dass die hohen unspezifischen
Bindungen, die bei Heidehonig beobachtet werden, auf hochmolekulare Proteine
zurlickzufiihren sind, die in anderen Honigen nicht enthalten sind. Ein Abbau stérender

Proteine durch Protease erwies sich aufgrund der Uneinheitlichkeit der Ergebnisse bei
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verschiedenen Honigen sowie der Schiadigung der Chipboberfliache als ungeeignet fiir

die Probenaufarbeitung.

Bei der Fliissig/Fliissig-Extraktion des Honigs mit Acetonitril zeigte sich eine schlechte
Extraktionsausbeute von Tetracyclin im Acetonitril sowie Interferenzen mit dem SPR-
System. Auch die Probenaufarbeitung mit verschiedenen SPE-Kartuschen flihrte nicht
zum gewiinschten Erfolg. Eine Abreicherung von storenden Matrixbestandteilen
unabhingig von der spezifischen Honigzusammensetzung wurde durch keines der

getesteten Verfahren zur Probenvorbereitung erreicht.

Diskussion des Matrixeinflusses von Honig

Die chemische Zusammensetzung von Honig unterliegt je nach geographischer
Herkunft, Tracht, Bienenart und klimatischen Bedingungen starken Schwankungen. Die
Hauptbestandteile von Honig stellen Monosaccharide dar, daneben sind nennenswerte
Mengen Disaccharide und Wasser enthalten. Stickstoffverbindungen wie Enzyme,
Aminosduren oder Proteine sowie Mineralstoffe stellen im Honig Minorbestandteile

dar, daneben sind auch Lipide in geringen Mengen im Honig enthalten [222, 228].

Pena et al. [135] und Oka et al. [153] berichten, dass in HPLC-Messungen, denen ein
Clean-up mittels Oasis HLB-Kartuschen und Baker10C;s Kartuschen vorangegangen
war, viele Storsignale detektiert wurden, die auf die Honigmatrix zuriickzufiihren
waren. Um eine ausreichende Abtrennung storender Matrixbestandteile zu
gewihrleisten, wurde sowohl von Pena et al. als auch von Oka et al. ein zusitzlicher
SPE-Schritt an Kationentauscher-Sorbentien durchgefiihrt, durch den die Reinheit der
Extrakte deutlich verbessert werden konnte. [135, 153]. Dieses Vorgehen erschien fiir
einen Screening-Test, dessen Vorziige in einer leichten Durchfiihrbarkeit, geringen
Probenaufarbeitung und hohem Durchsatz liegen sollen zu aufwéndig und wurde daher
nicht eingesetzt. Von Khong et al. [140] wurden verschiedene Honige mittels LC-
MS/MS untersucht und die Matrixeffekte verschiedener Honige beschrieben; dabei
konnte gezeigt werden, dass fiir manche Honige erhebliche Matrixinterferenzen
beobachtet wurden (33% lonensuppression), wihrend andere Honige sich
unproblematisch verhielten (5% Ionensuppression). Lopez et al. [145] beschreiben

ebenfalls die Matrixeffekte verschiedener Bliitenhonige in LC-MS/MS- Messungen und



212 6 Ergebnisse und Diskussion

kommen zu dem Schluss, dass die Quantifizierung von Proben stark von der Honigart
abhéngt, mit der die Matrixkalibrierung durchgefiihrt wird. Aufgrund des stark
ausgeprigten Einflusses des geographischen und botanischen Ursprungs ist es nicht
moglich, einen Referenzhonig fiir Matrixkalibrierungen heranzuziehen. Lopez et al
schlagen daher vor, als Auswahlkriterium flir einen geeigneten Honig die Honigfarbe
heranzuziehen [145]. Verzegnassi et al. versuchten, die Ionensuppression durch
Matrixbestandteile aus Honig bei der Bestimmung von Sulfonamidriickstdnden in
Honig mit der chemischen Zusammensetzung der Honige zu korrelieren, konnte jedoch

keine Korrelation zu Zuckerprofil oder HMF-Gehalt der Honige aufstellen [229].

Chromatographische Bestimmungen haben gegeniiber der SPR-Messung den Vorteil,
dass ein chromatographischer Trennschritt der Detektion vorangeht. Fliissig/Fliissig-
und Festphasenextraktion konnen oft erfolgreich als Probenvorbereitung fiir eine
folgende chromatographische Tetracyclinbestimmung eingesetzt werden. Bei der SPR-
Messung erfolgt nach der Extraktion hingegen keine weitere Abtrennung von
Probenbestandteilen, so dass nach der Extraktion noch vorhandene Probenbestandteile

zu Matrixinterferenzen fuhren konnen.

Die Imitation eines biologischen Systems setzt der Probenaufarbeitung weitere
Grenzen. Hinsichtlich der Probenaufarbeitung sind diesbeziiglich insbesondere der pH-
Wert, die Ionenstirke sowie die Verwendung organischer Losungsmittel zu beachten:
niedrige pH-Werte (<4) schidigen die Chipoberfliche, was sich in einer geringeren
Bindungsfihigkeit fiir Repressor und einem Abfall der Basislinie bemerkbar macht.
Eine pH-Kontrolle und gegebenenfalls Korrektur auf pH 7,4 ist daher unerlésslich.
Hohe Ionenstdrken fithren wie in Kapitel 6.3.8 beschrieben zu einer unspezifischen
Ablosung von TetR und sollten daher ebenfalls vermieden werden. Organische
Losungsmittel, die bei der Extraktion oder Elution verwendet werden, zeigen mitunter
eine schlechte Mischbarkeit mit Puffern oder Interferenzen bei der Messung
(Acetonitril, Hexan), daher wurden in organischen Losungsmitteln erhaltene Extrakte
zur Trockne eingeengt und in Probenpuffer wieder aufgenommen. Durch diesen Schritt

konnen Analytverluste auftreten.
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Die Aufreinigung von Tetracyclinen aus einer komplex zusammengesetzten Matrix wie
Honig, stellt aufgrund der Analyteigenschaften in Kombination mit dem biologischen
Testsystem eine Herausforderung dar, die weitergehender Studien bedarf. Weitere

Moglichkeiten zur Aufreinigung sind in Kapitel 8 beschrieben.
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6.6 Vergleich der beiden Assayformate

Es wurden zwei verschiedene Assayformate untersucht, die dem Nachweis von
Tetracyclinriickstanden dienen sollten. Bei beiden Formaten wird Tetracyclin indirekt
nachgewiesen. Im nicht-kompetitiven Screeningtest mit tetO und TetR erfolgt der
Nachweis durch die Ablosung des Repressorproteins TetR von einem fixierten DNA-
Fragment, im kompetitiven Assayformat wird TetR vor der Injektion mit der Probe
inkubiert und die Anwesenheit von Tetracyclin durch eine geringere TetR-Bindung an
ein fixiertes Doxycyclinderivat bestimmt. In beiden Féllen wird TetR als
Bindungspartner fiir Tetracyclin aus der Probe eingesetzt und verbraucht. Das Format
mit zetO und TetR erfordert zusitzlich als Bindungspartner flir TetR das fefO-Fragment,
wohingegen im kompetitiven Assay Doxycyclinderivate notwendig sind. Im nicht-
kompetitiven Assayformat mit fetO miissen daher zwei Komplexe beriicksichtigt
werden: zum einen die Bindung des Tet-Repressors an tefO, zum anderen die Bindung
von Tetracyclin an TetR. Es wurde erwartet, dass das Format mit Doxycyclinderivaten
weniger anfallig ist, beispielsweise hinsichtlich hoher lonenstirken. Auch war zu
erwarten, dass sich das kompetitive Format bei der Untersuchung verschiedener
Matrices durch geringere Matrixinterferenzen auszeichnet, da hier keine DNA

Matrixbestandteile wie beispielsweise Proteine unspezifisch binden konnte.

In der praktischen Anwendung des kompetitiven Assay-Formates ergaben sich keine
Vorteile. Es wurden keine Regenerationsbedingungen gefunden, die eine stabile
Oberfliche gewaihrleisten konnten. Vielmehr konnte aufgrund der Instabilitdt des
Systems, die mit einer hohen Unprézision und schlechten Reproduzierbarkeit von
Ergebnissen einherging, keine empfindliche Analytik mit diesem Assayformat betrieben
werden. Zum Nachweis von Tetracyclinriickstinden in Lebensmitteln ist das
kompetitive Assayformat nach derzeitigem Kenntnisstand aufgrund der kurzlebigen

»Aktivitdt™ der Doxycyclinderivate nicht geeignet.

Bei dem Format mit zetO lief3 sich die Oberflidche sehr gut regenerieren und vor jedem
Messzyklus frisch mit Repressor beladen. Dieser nicht-kompetitive Screeningtest
zeichnete sich durch eine hohe Robustheit und gute Empfindlichkeit aus und ist

durchaus fiir den Nachweis von Tetracyclinriickstinden in Lebensmitteln einsetzbar.
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6.7 Expression und Isolierung des Repressor-Proteins TetR(BD)

Die Expression und Isolierung des Tet-Repressors wurde an der Friedrich-Alexander-
Universitdt Erlangen-Niirnberg durchgefiihrt. Die Expression erfolgte durch
gentechnisch modifizierten E.coli Bakterien, die Reinigung des Proteins wurde mittels
Kationenaustausch und Gelfiltration erreicht. Die Reinheit des Proteins wurde mittels
Gelelektrophorese iiberpriift. Es wurden etwa 4 ml Proteinlosung erhalten (Fiir eine
detailierte Beschreibung der Vorgehensweise bei der Expression und Aufreinigung

siche Kapitel 9.1, Seite 224 f¥).

Die Konzentration des Proteins wurde photometrisch bei 280 nm bestimmt, bei dieser
Wellenlidnge absorbieren die im Protein vorhandenen aromatischen Aminosduren. Die
Aktivitdit des Repressors — also die Bindefdhigkeit fiir Tetracyclin wurde mittels
Fluoreszenzmessung ermittelt. Dabei nutzt man aus, dass Tetracycline stirker
fluoreszieren, wenn sie an den Tet-Repressor gebunden sind [86]. Die Ergebnisse von
Konzentrations- und Aktivitdtsbestimmung sind in Tabelle 6-52 gezeigt. Siche dazu

auch 9.1.4 und 9.1.5.

Tabelle 6-52: Konzentration und errechnete Aktivitiit des isolierten Repressor-Proteins TetR(BD).
* Die Konzentrationsangabe in pMol/l bezieht sich auf das Monomer.

Konzentration Konzentration errechnete Aktivitat

Repressor .
[mg/ml] [wmol/1] [%]

BD 18,2 781 100
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In dieser Arbeit wurde die Mdoglichkeit untersucht, ein kompetitives Assayformat auf
Grundlage der Oberflichenplasmonresonanz zum Nachweis von Tetracyclinen zu
entwickeln. Mit TetR, einem in einigen tetracyclinresistenten Bakterien vorkommenden
Rezeptorprotein, stand ein sehr spezifischer Bindungspartner fiir Tetracycline zur
Verfiigung. Doxycyclinderivate wurden als Bindungspartner fiir TetR und als
Kompetitor zu in der Probe vorhandenen Tetracyclinen eingesetzt. Doxycyclinderivate
mit verschieden langen Spacern wurden an Sensorchipoberflichen mit Carboxy-
funktionalititen immobilisiert. Es konnte gezeigt werden, dass TetR an die
immobilisierten Derivate gebunden wurde und dass das Signal fiir die TetR-Bindung
von der Anwesenheit und Konzentration von Tetracyclin in der Probelosung abhidngig
war. Dadurch wurde gezeigt, dass ein kompetitives Assayformat mit Doxycyclin-

derivaten und TetR als Rezeptor durchfiihrbar ist.

Der Einfluss verschiedener Parameter auf das Assayformat wurde studiert. Dabei wurde
deutlich, dass ein komplexes System mit vielen wechselseitigen Abhingigkeiten vorlag.
Verschiedene Sensorchips wurden untersucht und deren Eigenschaften insbesondere
hinsichtlich der Immobilisierungsdichte der Derivate und Verfiigbarkeit der Derivate an
der Oberfliche fiir die Bindung von TetR beschrieben. Die Immobilisierung der
Derivate war von verschiedenen Faktoren abhingig: neben dem pH-Wert der Derivat-
16sung wirkten sich auch deren Konzentration sowie die Lange des Spacers aus. Den
grofiten Einfluss zeigte jedoch die Dicke der Oberflichenschicht des Sensorchips. Mit
steigender Schichtdicke (Oberflachenkapazitit) wurde mehr Derivat immobilisiert.

Die Spezifitdt und Stabilitdt der TetR-Bindung an die immobilisierten Derivate auf den
verschiedenen Sensorchips unterschieden sich deutlich und lieBen erkennen, dass von
den getesteten Oberflaichenmaterialien Carboxymethyldextran die besten Eigenschaften
aufwies. Die Lénge des Spacers zeigte einen deutlichen Einfluss auf die immobilisierte
Derivatmenge und die folgende Bindung von TetR. Lingere Spacer flihrten zu einer

hoheren Immobilisierungsdichte von Derivat; gleichzeitig flihrte ein ldngerer Spacer
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allerdings zu einer schlechteren Erkennung des Derivates durch TetR. Durch
Messungen der Derivate als Probenlosungen im Screening-Test mit ze7O wurde gezeigt,
dass — verglichen mit Doxycyclin - die Bindungsaktivitit durch die Derivatisierung auf
50% fiir die Derivate mit einer Spacerlidnge von 5 und 8 C-Atomen sank, und auf 25%
fiir das Derivat mit einer Spacerlinge von 11 C-Atomen. Fiir eine 100 nm dicke
Carboxymethyldextran-Oberfliche (CMS5-Chip) konnte durch den Vergleich von
Immobilisierungslevel und TetR-Bindung darauf geschlossen werden, dass die
immobilisierten Derivate sich analog den frei in Losung vorliegenden verhalten. Dem
gegeniiber schien bei planaren Chipoberflichen ein ldngerer Spacer vorteilhaft zu sein,
da hier das Derivat mit dem ldngsten Spacer gegeniiber den anderen Derivaten keine
schlechtere Rezeptorbindung zeigte. Der FEinfluss von Art und Linge des zur
Derivatisierung verwendeten Spacers sollte daher bei der Optimierung eines Assay-
formates Berticksichtigung finden. Als bester pH-Wert fiir die Immobilisierung der
Derivate an CM5-Oberflichen wurde pH 7,4 ermittelt.

Die Spezifitdt und Stabilitidt der TetR-Bindung an immobilisierte Doxycyclinderivate
wurde auf den verschiedenen Chipoberflichen gepriift. Auf einer diinnen Oberfliche
aus carboxymethyliertem Tetraethylenglycol konnte im Gegensatz zu allen anderen
Oberflachen keine spezifische TetR-Bindung detektiert werden. Auf allen anderen
Oberflachen konnte eine Abhdngigkeit des Signals von der TetR-Konzentration fest-
gestellt werden; je hoher die TetR-Konzentration, desto mehr TetR wurde gebunden.

Auch eine Erhohung der Injektionsdauer fiihrte zu einer erhohten TetR-Bindung.

Die Detektion von Tetracyclinen war abhingig von der eingesetzten TetR-
Konzentration und auch von der vorliegenden Tetracyclinkonzentration. Eine
Abhidngigkeit von der Dauer der vorherigen Inkubation der Tetracyclinlosungen mit
TetR konnte nicht festgestellt werden. Es handelt sich bei der Bindung von Tetracyclin
an TetR um eine sehr schnelle Reaktion. Eine nachgeschaltete Konkurrenzreaktion, bei
der die Oberfliche zunédchst mit TetR beladen und durch nachtriglich injiziertes
Tetracyclin von der Oberflache gelost wird, war moglich. Diese erfolgte jedoch nur sehr
langsam und eignete sich aufgrund der daraus resultierenden langen Analysendauer

nicht als Messprinzip.
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Fiir die Regeneration der Oberfliche wurden verschiedene Regenerationsreagenzien fiir
die unterschiedlichen Chipoberflachen betrachtet. Durch chelatisierende Regenerations-
l6sungen allein konnte keine Regeneration erreicht werden, nur in der Kombination mit
einer hohen lonenstdrke. Regeneration mit dieser Kombination wirkte sich allerdings
auf die TetR-Bindung in den nachfolgenden Zyklen aus und beeintrichtigte die
Reproduzierbarkeit von Messungen. SDS erwies sich als effektives Regenerations-
reagenz, hatte jedoch den Nachteil, dass es sich in die Carboxymethyldextranschicht des
CMS5-Chips einlagerte und der Chip vor einem neuen Zyklus einige Zeit mit Laufpufter

gespiilt werden musste.

Da die Carboxymethyldextran-Oberfliche des CMS5-Chips den geringsten Anteil
unspezifischer Bindung von TetR und eine gute Immobilisierung der Derivate lieferte,

wurde das Assayformat auf diesem Oberflachentyp weiter optimiert.

Als geeignete Derivatkonzentration flir die Immobilisierung wurde 0,5 mg/ml ermittelt.
Hohere Konzentrationen fiihrten zwar zu einem hoheren Immobilisierungslevel, nicht
aber zu einer hoheren TetR-Bindung. Der Einfluss der TetR-Konzentration auf die
Empfindlichkeit des Assays wurde ermittelt. Wie bei einem indirekten kompetitiven

Assay zu erwarten, stieg die Empfindlichkeit bei geringeren Rezeptorkonzentrationen.

Die Anwendung des kompetitiven Assays flir die Analytik von Tetracyclinen war
limitiert: Im Gegensatz zum nicht-kompetitiven Assay mit fetO wurde im Assay mit
Doxycyclinderivaten eine Instabilitdt des Systems mit einem Trend zu geringeren TetR-
Bindungen bei spéteren Messungen beobachtet. Diese Instabilitédt trat auf allen Chip-
oberflachen auf. Griinde fiir die Instabilitit sind wahrscheinlich bei den immobilisierten
Doxycyclinderivaten zu suchen, da TetR eine sehr hohe Lagerstabilitit zeigte. Fiir einen
erfolgreichen Einsatz des kompetitiven Assayformates miisste ein Weg gefunden
werden, die Derivate auf der Oberfldche zu stabilisieren, so dass reproduzierbare Mess-
werte fiir die TetR-Bindung erhalten werden. Die Empfindlichkeit des kompetitiven
Assayformates war geringer als die des Screening-Tests nach Moller. Der nicht-
kompetitive Screening-Test mit zefO ist trotz des komplizierteren Aufbaus robuster und

empfindlicher.

Parallel zu den Arbeiten mit dem kompetitiven Assayformat wurde die Robustheit des

von Moller entwickelten Screening-Tests zum Nachweis von Tetracyclinriickstdnden
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untersucht. Es sollte gepriift werden, ob die wesentlichen Anforderungen der
Entscheidung 2002/657/EG zur Umsetzung der Richtlinie 96/23/EG erfiillt werden. Ein
Einsatz des Screening-Tests in Europa setzte zudem die Verbesserung der Nachweis-

grenze flir Tetracycline in Honig voraus.

Der von Modller beschriebene Screening-Test basiert auf der durch Tetracyclin
induzierten Ablosung des Repressorproteins (TetR) von einer DNA-Operator-Sequenz
(tetO). Die SPR wurde fiir die Detektion der Massendnderung, die sich durch die
Ablosung des TetR ergibt, eingesetzt. Moller hatte bereits gezeigt, dass der Screening-

Test fiir Rohmilchproben und Honig einsetzbar war.

Zundchst wurden geeignete Lagerbedingungen fiir die verwendeten Sensorchips
ermittelt, da es in den Arbeiten von Mdller nicht gelang, diese ohne Stabilititsverlust zu
lagern. Eine trockene, kiihle Lagerung (4 °C) nach der Aufbringung von Repressor-
protein auf die Chipoberfliche brachte die gewlinschte Lagerstabilitdt. In
systematischen Lagerstudien (Lagerung bei 4 - 37 °C iiber verschiedene Zeitrdume)
wurden die verwendeten Reagenzien getestet. TetR zeigte eine sehr gute Lagerstabilitét
unter allen getesteten Bedingungen. Auch die mit 7efO belegten Sensorchips waren sehr
stabil. Die Lagerbedingungen von Tetracyclinlosungen wurden optimiert, um eine
moglichst lange Haltbarkeit zu erreichen, die besten Resultate wurden bei Lagerung der

Stammlésung in Methanol bei 4 °C erzielt.

Da mit TetR und fefO biologische Reagenzien verwendet wurden, deren Herstellung in
aller Regel Schwankungen unterworfen ist, wurden verschiedene Chargen der
Reagenzien verglichen. TetR-Chargen, die im Abstand von etwa 2 Jahren von
verschiedenen Personen gewonnen wurden zeigten lediglich einen Unterschied in
Ausbeute, Konzentration und Volumen; die Aktivitdt — bezogen auf die Verstarkung der
Fluoreszenz durch die Bindung von Anhydrotetracyclin - betrug bei beiden Chargen
100%. Die verdiinnten TetR-Losungen der beiden Chargen zeigte hinsichtlich der
Bindung an tefO und der Ablosung durch Tetracyclin eine exzellente Ubereinstimmung.
Die zur Herstellung verschiedener tetO-Chargen bendtigten Oligonucleotide wurden
durch eine Auftragssynthese erhalten. Bei der Immobilisierung auf mehreren Chip-
chargen lie} sich kein signifikanter Unterschied der fefO-Chargen erkennen. Deutlich

wurde allerdings, dass sich hdufige Gefrier- und Tauzyklen negativ auf die Stabilitét der
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verdiinnten fefO-Losung auswirkten, ebenso wie lingeres Stehen bei Raumtemperatur.
Unterschiede in den tetO-oder Sensorchipchargen zeigten sich im Immobilisierungs-
level und konnen durch unterschiedliche Injektionsvolumina tetO auf einen Standard-
Immobilisierungslevel gebracht werden, bei dem die Chargenunterschiede keine Rolle

mehr spielen.

Die Ionenstirke der Messlosung konnte in dieser Arbeit als kritischer Parameter fiir den
Screening-Test identifiziert werden. Hohe Ionenstidrken fithrten zur unspezifischen
Ablosung des TetR von zetO und konnen daher bei der Anwendung des Screenings zu
falsch-positiven Resultaten fithren. Es wurde gezeigt, dass sich nicht nur die
Konzentration sondern auch die Art der vorliegenden lonen auswirkte. Bei einer hohen
lonenstdrke an Magnesiumionen war die Erkennung von Tetracyclin durch TetR
beeintrachtigt. Es wurde dariiber hinaus festgestellt, dass die Injektion von Proben mit
niedrigem pH-Wert die Chipoberfldche irreversibel schidigte, und dass durch Injektion

proteasehaltiger Losungen die Lebensdauer der Sensorchips deutlich verkiirzt wurde.

Der Screening-Test ist als recht robust einzustufen, da die Reagenzien eine hohe
Stabilitdt zeigten. Auch die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen mit verschiedenen
Reagenzienchargen war sehr gut. Durch Messungen mit einer fiir Honig optimierten
Methode in einem Labor in Japan konnten die in Wuppertal erhaltenen Ergebnisse und
die Riickschliisse, die daraus hinsichtlich der Praxistauglichkeit des Systems abgeleitet

wurden, gestiitzt werden.

Zum Herabsetzen der Nachweisgrenze fiir Tetracycline in Honig erfolgte zunéchst eine
Optimierung der Arbeitsparameter. Uber die Probenverdiinnung sowie Kontaktzeit und
Injektionsvolumen der Probe konnte die Empfindlichkeit des Assays beeinflusst
werden. Diese Parameter wurden in einzelnen Messungen optimiert. In der Summe
filhrte dies jedoch nicht zu einer Verbesserung der Entscheidungsgrenze fiir den Nach-
weis von Tetracyclin in Honig. Dies ist auf Matrixinterferenzen zuriickzufiihren, die bei
den untersuchten Honigen verschieden stark ausgepridgt waren. Insbesondere dunkle
Honige (beispielsweise Heidehonig und Waldhonig) wurden als problematisch

eingestuft, aber auch Sonnenblumenhonig zeigte grole Matrixinterferenzen. Durch die
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Optimierung der Parameter wurden unspezifische Wechselwirkungen mit der Sensor-
chipoberflache nicht unterbunden. In den folgenden Untersuchungen wurden einzelne
Honigbestandteile selektiv entfernt. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die hohen
Matrixinterferenzen bei Heidehonig hochstwahrscheinlich auf das Vorkommen hoch-
molekularer Proteine zuriickzufithren waren. Keines der eingesetzten Verfahren war
jedoch in der Lage, die Matrixinterferenzen fiir alle problematischen Honige in
gleichem MaBle zu unterdriicken, oftmals zeigte sich hier ein differenziertes Bild:
wiahrend die Methode bei einigen Honigen zur Verringerung der Matrixinterferenzen
filhrte, wurden diese daflir bei anderen Honigen erhoht. Der Einsatz von Fliissig-

Fliissig- und Festphasenextraktion zur Probenaufarbeitung war nicht erfolgreich.

Mit keinem der untersuchten Verfahren konnte eine Abreicherung storender Matrix-
bestandteile unabhidngig von der spezifischen Zusammensetzung des Honigs erreicht
werden. Der Probenaufarbeitung waren dadurch Grenzen gesetzt, dass der
Mechanismus ein biologisches System imitiert, das nur unter physiologischen

Bedingungen zuverlédssig ablauft.
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Screening-Test fliir den Nachweis von
Tetracyclinen eine sehr gute Robustheit zeigt. Die Vorteile dieses Assays gegeniiber
anderen Verfahren liegen im hohen Probendurchsatz sowie in einer leichten

Automatisierbarkeit.

Die Entscheidungsgrenze fiir Tetracycline in Honig lag fiir den Screening-Test bei
14 pg/kg. Sie liegt damit deutlich unter der in Japan zuldssigen Hochstmenge von
300 pg/kg fiir die Summe von Tetracyclinen [230]; so dass ein Einsatz des Tests in
Japan ohne Veridnderung méglich wire. Interessant wére in diesem Zusammenhang die
Untersuchung von Honigproben mit sogenannten ,,gewachsenen Riickstinden; also
Riickstdnden, die durch die Medikation von Bienenvdlkern in den Honig eingetragen

werden.

Soll der Test auch auf dem europdischen Markt Einsatz in der Untersuchung von Honig
finden, so muss die Sensitivitdt des Assays erhoht werden. Tetracycline sind fiir die
Behandlung von Honigbienen in Europa nicht zugelassen, somit miissen deutlich
geringere Konzentrationen von < 5 ug/kg detektierbar sein. Die Steigerung der
Empfindlichkeit kann nur durch die Minimierung der Matrixeinfliisse beziehungsweise
durch eine Vereinheitlichung der Probenmatrix unabhédngig von der spezifischen
Zusammensetzung des untersuchten Honigs erfolgen. Diesbeziiglich konnten
verschiedene Verfahren eingesetzt werden. Eine selektive Anreicherung von Analyten
kann gegebenenfalls durch die Verwendung so genannter ,Molecular Imprinted
Polymers* (MIP) erfolgen. Hierbei werden durch Copolymerisierung von funktionalen
und quervernetzenden Monomeren in Anwesenheit des Analyten Polymere geschaffen,
die nach dem Auswaschen der Template Analytmolekiile aus der Probe selektiv
aufnehmen. Applikationen dieser Technologie fiir die Anreicherung von Tetracyclinen

in Fisch sind von Xiong et al. beschrieben [125]. Shi et al. setzten Molecular Imprinted

Polymers fiir die Anreicherung von Chloramphenicol aus Fisch und Milch ein.[231]

Ein weiterer Ansatz zur Entfernung storender Matrixbestandteile ist der Einsatz von

»Restricted Access Materials“ (RAM). Dies sind pordse Materialien, deren
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Porenoberfliche mit verschiedenen Funktionalititen modifiziert werden kann. Kleine
Molekiile wie Tetracycline konnen in die Poren eindringen, wohingegen grofere
Molekiile wie Proteine ausgeschlossen werden. Im Eluat sind somit nur kleine Molekiile
vorhanden, die wahrscheinlich wéihrend einer SPR-Messung weniger stark interferieren
als Proteine. Von Chico et al. wurden restricted-access Materialien erfolgreich fiir die
Probenaufarbeitung zur Bestimmung von Tetracyclinen in Milch und Wasser eingesetzt
[232].

Fiir eine kommerzielle Verwendung des Screening-Tests ist auch die Anwendung auf
weitere Matrices von grofBem Interesse. In der europdischen Union sind fiir einige
Lebensmittel Hochstmengen festgelegt; beispielsweise liegt die zuldssige Hochstmenge
fiir Niere (Rind, Schwein, Gefliigel) bei 600 pg/kg, fiir Leber bei 300 pg/kg und fiir Eier
bei 200 pg/kg fir die Summe aus Muttersubstanz und Epimer [91]. Die genannten
Lebensmittel besitzen - verglichen mit Honig — einen weit hoheren Eiweifl- und
Fettgehalt. Bei der Untersuchung dieser Proben ist zu erwarten, dass eine
Probenaufarbeitung notwendig sein wird, um die Proteine abzutrennen, da diese in der
SPR-Messung durch unspezifische Bindung an die Chipoberfliche stéren. Dies kann
entweder durch die Entfernung der Proteine (beispielsweise durch Ultrafiltration oder

Prézipitation) oder durch Extraktion der Analyten erfolgen.

Bei der Untersuchung von Honig fiihrte aus verschiedenen Griinden eine
Festphasenextraktion nicht zum Erfolg. Dennoch sollte bei der Untersuchung anderer
Matrices die Moglichkeit der Festphasenextraktion erneut gepriift werden, da sich die
Matrices Honig und Fleisch zu sehr unterscheiden, als dass auf der Grundlage der
Ergebnisse  der  Extraktion von  Honigproben  Voraussagen fiir die
Erfolgswahrscheinlichkeit bei Fleisch zuldssig wéren. Das Augenmerk ist auch hier
darauf zu richten, dass in der injizierten Probelosung nach der Extraktion

physiologische Bedingungen vorliegen.

Bei hauptsichlich proteinhaltigen Matrices besteht neben der Festphasenextraktion
zudem die Moglichkeit eines proteolytischen Abbaus der Proteinmatrix. Vor der
Messung muss jedoch Deaktivierung oder Entfernung der Protease erfolgen, um den
Abbau des Rezeptorproteins oder des Streptavidins, mit Hilfe dessen der
Bindungspartner flir das Rezeptorprotein an der Sensoroberfliche fixiert ist, durch die

Protease zu vermeiden.
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9.1 Isolierung und Reinigung des Repressor-Proteins TetR(BD)

Materialien und Gerite

GroBvolumige Zentrifuge (Beckmann Coulter CH-22-21 mit Rotor JA-10, Beckmann
Coulter GmbH, Krefeld)

Elektrophoresegerdt Mini V8-10 (Whatman Biometra, Gottingen)
Vertical Gel Electrophoresis Apparatus (GIBCO BRL, Eggenstein)

HPLC-Anlage fiir die Ionenaustauscherchromatographie (BioCAD Vision, Biacore
International AB, Uppsala, Schweden)

Kationenaustauschersdule fiir die Ionenaustauschchromatographie, Volumen 63 ml,

gefiillt mit SP-Sepharose (GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen)
Peristaltikpumpe (Minipuls 2, Gilson Inc., Middleton, WI, USA)

Gelfiltrationsanlage (Akta Prime, Trennsdule: Superdex C75, Volumen 120 ml, beides

Amersham Biosciences, Freiburg)
Ultraschall Zellhomogenisator (Labsonic U, Braun, Melsungen)
Ultrazentrifuge (L7-55 mit Rotor Ti 60, Beckmann Coulter GmbH, Krefeld)

Zentrifugationseinheiten, MWCO 30 kDa, Microsep 30 K Omega, Pall Life Sciences,
Dreieich)

Zentrifuge (Heraeus Biofuge Primo R, Thermon Electron Corporation, Langenselbold

Fluorimeter (Fluorolog ISA Horiba Group, Jebin Yvon Spex)

Reagenzien
Ammoniumperoxodisulfat (APS) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Ammoniumsulfat, wasserfrei (Merck KGaA, Darmstadt)
Ampicillin-Natriumsalz (Fluka, Seelze)

Anhydrotetracyclin-Hydrochlorid (Acros Organics, Geel, Belgien)
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Bromphenolblau-Natrium (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
Glycerin (Fluka, Seelze)

Glycin (Fluka, Seelze)

Hefeextrakt (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Isopropylgalactopyranosid (IPTG) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & Co. KG,
Karlsruhe)

Natriumchlorid (Fluka, Seelze)

NaH,PO,, wasserfrei (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Natriumdodecylsulfat (SDS) (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
BLUPrint-Farbelosung (GIBCO-BRL, Eggenstein)

Protein-Marker (peqGold, Proteinmarker II, peqLab, Erlangen)

Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & Co. KG,
Karlsruhe)

Tris-Borsdure (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Tris-HCI (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Trypton (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

B-Mercaptoethanol (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg)

Medium zur Anzucht von E.coli BR 791

1% (w/v) Trypton

0,5% (w/v) Hefeextrakt

1% (w/v) NaCl

100 mg/l Ampicillin

pH 7,0

Sterilfiltriertes Ampicillin wurde nach dem Autoklavieren des Mediums (20 Minuten,

120 °C in einer Konzentration von 100pg/ml zugesetzt.
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Proteinauftragungspuffer

140 mM Tris-HCI, pH 7,0
16% (v/v) B-Mercaptoethanol
4 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
30% (v/v) Glycerin

Elektrophoresepufter

500 mmol/l Tris
1,92 mol/l Glycin
1% (w/v) SDS

Sammelgel (4%ig)

40% Acrylamid / Bisacrylamid (19:1)
1 mol/l Tris-HCI pH 6,8

bidest. Wasser

2% SDS

10% APS

TEMED

Trenngel (10%ig)

40% Acrylamid / Bisacrylamid (19:1)
1 mol/l Tris-HCI, pH 6,8

1 mol/l Tris-Borséure, pH 8,8

bidest. Wasser

2% (w/v) SDS

APS

TEMED

1,5 ml
1,3 ml
10,7 ml
750 ul
750 ul
20 pul

3,5ml
1,3 ml
1,5 ml
6,9 ml
800 ul
400 pl
S5ul



9.1 Isolierung und Reinigung des Repressor-Proteins TetR(BD) 227

Lagerungspuffer fiir den isolierten Tet-Repressor

16,7 mmol/I Tris

333,3 mmol/l NaCl

83% Glycerin

pH 8,0

Farbelosung fiir Elektrophoresegele

16% (v/v) BLUPrint-Losung

9% Methanol

2% Eisessig

73% bidest. Wasser

Die Isolierung und Reinigung von TetR(BD) wurde in folgenden Schritten
durchgefiihrt:

Anzucht des transformierten Bakteriums und Induktion der Proteinexpression

Isolierung und Aufreinigung des Tet-Repressorproteins durch Ionenaustausch-
und Gelfiltrationschromatographie, in Anlehnung an Ettner et al. [233]. Nach
der Ionenaustauscherchromatographie wurde eine Ammoniumsulfatfallung des
Proteins durchgefiihrt, um das Probenvolumen zu verringern. Die
Aufreinigungsschritte ~ wurden durch  Gelelektrophorese  (SDS-PAGE)

kontrolliert.
Quantifizierung des Proteingehaltes durch photometrische Bestimmung

Aktivitdtsbestimmung des  Proteins durch  Fluoreszenztitration  mit

Anhydrotetracyclin

9.1.1 Expression des Proteins und Aufschluss der Zellen

Da die Uberexpression des Tet-Repressors in E.coli das Zellwachstum stark

beeintrichtigt, wurden die Repressorgene in dem Expressionsplasmid pWH610® unter

die Transkripitonskontrolle des synthetischen Promotors P, gestellt [234]. Zwischen

¥ Bezeichnung pWH610: p = Plasmid; WH = Wolfgang Hillen (Leiter der Arbeitsgruppe, in der das
Plasmid hergestellt wurde); 610 = laborinterne Nummerierung
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Promotor und Genstart ist ein /ac-Operator lokalisiert. Die Expressionskontrolle wird
dadurch erreicht, dass das Plasmid in einen E.coli-Stamm transformiert wird, der den
Lac-Repressor konstitutiv exprimiert (RB791). Der Lac-Repressor bindet an seinen
Operator und blockiert dadurch den P,.Promotor. Durch die Induktion mit
Isopropylgalactopyranosid verliert der lac-Repressor seine Bindefdhigkeit und gibt den
P, —Promotor frei, so dass eine Expression von TetR erfolgen kann. Das Plasmid trug
dariiber hinaus eine Ampicillin-Resistenz-Kassette, dic Zellen konnten daher in

ampicillinhaltigem Medium unter Selektionsdruck kultiviert werden.

Eine Ubernachtkultur von mit Plasmid pWH610 transformierten E.coli-Zellen wurde
mir freundlicherweise vom Arbeitskreis Prof. Dr. W. Hillen zur Verfligung gestellt. Fiir
die Expression von TetR waren 10 ml der Ubernachtkultur in einen Schikanekolben mit
1 L sterilem Medium iiberfiihrt und bei 28 °C und 200 rpm inkubiert worden. Insgesamt
wurden 4x 1 L Medium angeimpft. Die optische Dichte wurde in regelmiBigen
Abstinden iiberpriift und bei einer optischen Dichte von 0,52 die Expression des Tet-
Repressors mit [IPTG (Endkonzentration im Medium 1 mmol/l) induziert. Nach vier
Stunden Inkubation (28 °C, 200 rpm) wurden die Zellen durch Zentrifugation (7500 g,
10 min, 4 °C) geerntet. Das Pellet wurde mit 50 ml kaltem Puffer (50 mmol/l NaCl in
20 mmol/l Phosphatpuffer, pH 6,6) gewaschen, erneut zentrifugiert (7500 g, 10 min,
4°C) und mm 90 ml Puffer resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte durch
Ultraschallbehandlung (5x 30 sec, 200 W) auf Eis. Zelltrimmer wurden nach dem
Zellaufschluss durch eine Ultrazentrifugation (144000g, 60 min, 4 °C) abgetrennt, der
Uberstand wurde im Folgenden durch Ionenaustauscherchromatographie und

Gelfiltration aufgereinigt.

9.1.2 Isolierung und Reinigung des Proteins

Der proteinhaltige Zellextrakt wurde auf eine Kationentauschersdule gegeben (SP-
Sepharose), die Elution der Proteine erfolgte durch einen Natriumchlorid-Gradienten
von 50 mmol/l bis 620 mmol/l in Gegenwart eines 20 mmol/l Phosphatpuffers, pH 6,6.
Die Flussrate betrug 2 ml/min. Das Eluat der Sdule wurde in Fraktionen a 6 ml
aufgefangen. Die Elution wurde iiber die UV-Absorption des Eluates bei 280 nm

kontrolliert, gleichzeitig wurde die Leitfdhigkeit im Eluat kontinuierlich aufgezeichnet.



9.1 Isolierung und Reinigung des Repressor-Proteins TetR(BD) 229

F

mAU NaCl- mS/cm
Gradient f”'“ 5
1000 mmol! S E ’
‘ : 0.0
3000 \ | ’
| | |
| ! |
/ |
| , 70.0
620 mmal/l // [
2500 S
/ /
/
/ 4 60.0
/ g
/!
i
2000 / y
e
/ / 50.0
;
.
/
!/
1500 ‘
¥ 40.0
&
1000 130.0
20.0
500
10.0
G S e B G LT e L ‘ '
0 ikl 11 13 13 1 50292424 24 30 32034 36 38 40 p2 44 46 48 5052 Waste
2 300 ml
O 50 mmaii 1% 200

Abbildung 9-1: Elutionsprofil der Kationenaustauscher-Siule fiir die Aufreinigung von TetR(BD).
In blau aufgetragen ist die UV-Absorption der Proteine bei 280 nm, in braun eingezeichnet die
gemessene Leitfihigkeit als Kontrolle des NaCl-Gradienten. Die geschweifte Klammer
kennzeichnet Fraktionen, die mittels SDS-PAGE untersucht wurden, die Kreuze kennzeichnen
Fraktionen, mit denen nach der elektrophoretischen Trennung weitergearbeitet wurde.

Die TetR-haltigen Fraktionen von zwei Chromatographie-Laufen (zwei Laufe waren
aufgrund des maximalen Ladevolumens der Sdule notwendig) wurden vereinigt und der
Tet-Repressor mit Ammoniumsulfat gefillt. Dazu wurde den vereinigten Fraktionen das
eineinhalbfache Volumen gesittigter Ammoniumsulfatlosung (in 50 mmol/l Tris-HCI,
pH 8,0) unter Kiihlung und vorsichtigem Riihren mit einer Peristaltikpumpe zugetropft.
Das prézipitierte Protein wurde abzentrifugiert (3500 g, 10 Minuten, 4 °C) und das
Pellet in insgesamt 15 ml Tris-Puffer (10 mmol/l Tris-HCI, 200 mmol/l NaCl, pH 8,0)
gelost.

AnschlieBend wurde eine Gelfiltration durchgefiihrt; 5 ml der Proteinlosung wurden
dazu auf eine Superdex D75-Sédule aufgebracht. Das maximale Ladevolumen der Sdule

betrug 5 ml, so dass 3 nacheinander durchgefiihrte Gelfiltrationsldufe notwendig waren.
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Fiir die Elution wurde Tris-Puffer verwendet (10 mmol/l Tris-HCI, 200 mmol/l NaCl,
pH 8,0), die Flussrate betrug 1 ml/min. Das Eluat wurde in Fraktionen a 4 ml
gesammelt. Wahrend der Gelfiltration wurde sowohl die UV-Absorption des Eluates bei
280 nm als auch die Leitfiahigkeit aufgezeichnet.

Die Fraktionen, die TetR enthielten wurden vereinigt und aufkonzentriert, dazu wurden
sie einer Ultrafiltration mit Zentrifugationsfiltereinheiten (GroéBenausschluss 30 kDa)
unterzogen. (3500 g, 4 °C, unterschiedliche Zeiten). Das Volumen der konzentrierten
Proteinlosung betrug etwa 1,6 ml. Zur Lagerung wurde der Tet-Repressor im Verhéltnis
2:3 mit glycerinhaltigem Lagerpuffer verdiinnt und in Aliquots von 100 pl bei -20 °C

aufbewahrt. Diese Losung wird im Folgenden als TetR-Stammldsung bezeichnet.

9.1.3 Gelelektrophorese

Eine Kontrolle der verschiedenen Schritte der Proteinaufreinigung erfolgte durch die
elektrophoretische Trennung der Proteine auf Polyacrylamid-Gelen. Dabei wurden die
Fraktionen aus Ionenaustauschchromatographie und Gelfiltration aufgetragen, bei denen
eine hohe UV-Absorption einen entsprechenden Proteingehalt anzeigte. Die
elektrophoretische Trennung ldsst Riickschliisse auf Menge und Gréf3e der getrennten
Proteine zu. 5 ul der Proben wurde mit demselben Volumen Proteinauftragepuffer
verdiinnt, jeweils 10 ul der verdiinnten Proben wurden auf das Gel aufgetragen. Als
Standard fiir verschiedene Molekulargewichte wurde ein Proteinmarker aufgetragen

(peqGold II). Die Trennung erfolgte in Elektrophoresepuffer bei 160 — 170 V.

Vor dem Firben wurden die Gele mit einer Waschlosung (45% Methanol und 10%
Essigsdure in Wasser) gewaschen (10 Minuten bei Raumtemperatur unter leichtem
Schwenken). Die Anfarbung der Proteinbanden erfolgte durch 20-miniitiges Behandeln
der Gele mit Férbelosung, anschlieBend wurden die Gele mit 10%iger Essigsdure
entfirbt. Exemplarisch ist das Gel der SDS-Page nach der Gelfiltration in Abbildung
9-2 dargestellt.
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Abbildung 9-2: Kontrolle der Reinigung von TetR(BD) nach Gelfiltration mittels SDS-Page.
Aufgetragen sind ein Molekulargewichtsstandard (Marker), TetR(B) als Positivkontrolle der
Aufreinigung (2 ng in Puffer) sowie die TetR-haltigen Fraktionen der Gelfiltration. Volumen 10pl
(Verdiinnung Spl Eluat + Sul Proteinauftragepuffer), Pfeile kennzeichnen die Fraktionen, die im
Anschluss vereinigt und aufkonzentriert wurden.

9.1.4 Photometrische Bestimmung der Konzentration

Die Proteinmenge wurde mittels der UV-Absorption bei 280 nm bestimmt. Die UV-
Absorption von Proteinen beruht auf dem Vorhandensein aromatischer Aminosduren
(hauptséchlich Tryptophan). Der Extinktionskoeffizient des zu quantifizierenden
Proteins ldsst sich mit Hilfe der molaren Extinktionskoeffizienten von Tyrosin und
Tryptophan [235] durch Multiplikation mit der Anzahl der entsprechenden Aminosaure

im Protein berechnen.
€280=5700x (Anzahl Tryptophane) + 1300 x (Anzahl Tyrosine) [I/mol*cm]

Der Tet-Repressor enthélt je Monomer 2x Tryptophan und 5x Tyrosin, so dass sich ein

Extinktionskoeffizient von €,30=17900 L/mol*cm fiir das Monomer errechnet.

Fiir die Absorptionsmessung wurde die Proteinlésung im Verhéltnis 1:100 und 1:50 mit

Tris-Puffer verdiinnt und die Absorption gegen Tris-Puffer bei 280 nm gemessen.

Fiir die Berechnung der Proteinkonzentration gilt:
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o= A VF-1000[mmol/]
e-d

A

p= —"VF-M; [mg/ml]
e-d

¢ = Konzentration [mmol/1]

p = Massenkonzentration [mg/ml]

A = Absorption (280 nm)

VF = Verdiinnungsfaktor

Mgy = Molekulargewicht TetR (46.600 g/mol)

¢ = Extinktionskoeffizient, Monomer (17.900) [L/(mol-cm)]

d = Schichtdicke der Quartzkiivette [cm]

Tabelle 9-1: Messwerte der Absorption von TetR(BD)-Losung zur Berechnung der
Proteinkonzentration, UV-Absorption bei 280 nm

Konzentration Konzentration
Verdiinnung Absorption
[mg/ml] [mmol/l]
1:100 0,140 18,22 0,782
1:50 0,279 18,15 0,779

9.1.5 Aktivititsbestimmung mittels Fluoreszenz-Titration

Bei der fluorimetrischen Aktivitdtsbestimmung nutzt man die Tatsache, dass an TetR

gebundene Tetracycline eine stérkere Fluoreszenz zeigen als freie [86].

Fir die Messung wurde eine Stoffmenge von 4 nmol TetR(BD) in Tris-Puffer
(500 mmol/l Tris-HCI mit 25 mmol/l Magnesium, pH 7,4) in eine Kiivette gegeben. Zur
Titration wurden verschiedene Volumina einer 20 bzw. 200 uMol/l Anhydrotetracyclin-
Losung (ATC) nacheinander zugegeben, 15 Sekunden geriihrt und nach einer
Inkubationsdauer von drei Minuten die Fluoreszenz gemessen. Die Fluoreszenz wurde

bei 455 nm angeregt, die Emissionswellenlédnge betrug 545 nm.
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Tabelle 9-2: Volumen der zum TetR pipettierten ATC-Losung und Stoffmenge ATC in der Kiivette
zur Aktivititsbestimmung von TetR(BD)

. Stoffmenge ATC
Volumen ATC-Losung [pl] in Kiivette [nmol]
10 0,2
10 0,4
ATC (20 pMol/l) 10 0,6
10 0,8
10 1,0
10 3,0
10 5,0
ATC (200 pMol/l) 10 7,0
20 11,0
20 15,0
__ 10000000
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Abbildung 9-3: Aktivititsbestimmung von 4 nmol TetR(BD) mittels Fluoreszenztitration

In Abbildung 9-3 ist die gemessene Fluoreszenz gegen die Stoffmenge
Anhydrotetracyclin aufgetragen, dabei ergeben sich zwei Geraden. Der Anstieg der
linken Gerade zeigt, dass mit steigender Stoffmenge die Fluoreszenz zunimmt, dass also
in diesem Bereich Anhydrotetracyclin vom Repressor gebunden wird. Der leichte

Abfall der rechten Gerade zeigt hingegen, dass alle Bindestellen des Repressors mit
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Anhydrotetracyclin belegt sind (keine Zunahme der Fluoreszenz mit steigender
Stoffmenge). Uber den Schnittpunkt der Geraden lisst sich die Menge
Anhydrotetracyclin ermitteln, die notig ist, um alle Bindestellen im Protein
abzusittigen. Der Quotient aus eingesetzter Stoffmenge TetR und fiir die Séttigung

benotigter Stoffmenge ATC beschreibt die Aktivitdt des Proteins, die hier 100% betrug.

9.2 Herstellung von tet-Operatoren

Zwei unterschiedliche Varianten fet-Operator wurden flir diese Arbeit verwendet. Die
DNA-Einzelstringe wurden von der Firma MWG Biotech als Lyophilisat bezogen. Fiir
die Herstellung der fet-Operatoren wurde die 48 Basenpaare enthaltende Sequenz des
tetO1 und ein dazu komplementdrer Strang eingesetzt, die Sequenz des fefO1 ist bei

Kamionka beschrieben [84]:
5’-CCTAATTTTTGTTGACACTCTATCATTGATAGAGTTATTTTACCATCT-3’

Die hervorgehobenen Bereiche kennzeichnen den palindromen Bereich des fefOl, in
dessen Symmetriezentrum ein T steht. Uber den palindromen Bereich (18 Basen) kann
der Operator-Strang mit einem weiteren Operator-Einzelstrang einen Doppelstrang
bilden, es resultiert dann ein funktionsfihiger Operator. Der Begriff ,,palindrome

Sequenz® bezeichnet eine doppelstrangige DNA-Sequenz, die auf beiden Stringen in

einer Richtung (z.B. 5'-3") dieselbe Basenabfolge zeigt.

Das Lyophilisat der DNA-Einzelstringe wurde in sterilem Tris-Puffer (10 mmol/l Tris-
HCIl, 1 mol/l NaCl, 0,1 mmol/l EDTA; pH 7,4) nach den Angaben des Herstellers auf
eine Konzentration von 100 umol/l verdiinnt. AnschlieBend wurden die bendtigten
Oligonucleotide in einem bestimmten Mischungsverhiltnis, das von Mdller beschrieben
wurde unter sterilen Bedingungen gemischt [188]. Die Ausbildung des Doppelstrangs
erfolgte durch Erhitzen der Mischung auf 97 °C fiir 7 Minuten und anschlieBendes
langsames Abkiihlen auf Raumtemperatur (Annealing) in Anlehnung an Kamionka

[84].


http://de.wikipedia.org/wiki/DNA-Sequenz
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Tabelle 9-3: Mischungsverhiiltnisse der Oligonucleotide zur Herstellung der tetO-Varianten 1x und
2x Biotin. "tetO Biotin“ bezeichnet das am 5'-Ende biotinylierte Oligonucleotid mit oben
angegebener Sequenz, '"tetO" das underivatisierte Oligonucleotid derselben Sequenz

tetO-Variante Oligonucleotide Volumen [ul]
o tetO Biotin 10
,»2X Biotin* o
tetO Biotin 10
o tetO Biotin 5
,,1x Biotin*
tetO 45

Die Temperaturfithrung wéahrend des Annealings erfolgte in einem PCR-Thermocycler
der Marke Biometra T personal (Biometra, Gottingen), das Temperaturprogramm ist in

Tabelle 9-4 wiedergegeben.

Tabelle 9-4: Temperatur- und Zeitverlauf wihrend des Annealings der tet-Operatoren

Temperatur [ °C] Zeit [Minuten]
97 7
93 5
90 5
86 5
83 5
20 5
-3 Ende

Die Lagerung der Operatoren erfolgte bei -20 °C.
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9.3 SPR-Analysen im System mit Doxycyclinderivaten

Gerite und Materialien

Anlage zur Reinstwasserherstellung (Milli-Q plus; Millipore GmbH, Schwalbach)
Analysenwaage Modell 1712MP8 (Sartorius, Gottingen)

Flachbettschiittler SM25 (Edmund Biihler Labortechnik, Hechingen)

Heizblock Multi-Blok (Labline Instruments, I1l, USA)

Mikrotiterplatten und Autosamplergefille (Biacore International AB, Uppsala,
Schweden)

Schiittler Vortex-Genie (Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz)

Sensorchips CM5 mit Carboxymethyldextranoberfliche (Biacore International AB,
Uppsala, Schweden)

Sensorchips CMTEG, Oberfliche carboxyliertes Tetraethylenglycol (XanTec
bioanalytics GmbH, Miinster)

Sensorchips CMDP mit Carboxymethyldextranoberfliche 5 nm (XanTec bioanalytics
GmbH, Miinster)

Sensorchips HC1000m, Oberfliche lineares Polycarboxylat-Hydrogel, 1000 nm
(XanTec bioanalytics GmbH, Miinster)

SPR-Gerit Biacore Q® (Biacore International AB, Uppsala, Schweden)

Zentrifuge (Hermle Z200 A mit Rotor 220.96 V01, Hermle Labortechnik GmbH,
Wehingen)

Reagenzien und Losungen

Amine coupling kit; beinhaltet Ethyldiaminopropylcarbodiimid (EDC), N-
Hydroxysuccinimid (NHS) und Ethanolamin (Biacore International AB, Uppsala,
Schweden)

Anhydrotetracyclin-HCI (Acros Organics, Geel, Belgien)
di-Natriumtetraborat (Merck KGaA, Darmstadt)

Doxycyclin-HCI - /2 H,O - '2 Ethanol (Fluka, Seelze)



9.3 SPR-Analysen im System mit Doxycyclinderivaten 237

HBS-P-Puffer (10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsdure, 150 mM
NaCl, 0,005 % Surfactant P-20; pH 7,4) (Biacore International AB, Uppsala,
Schweden)

HBS-EP-Puffer (10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsédure, 150 mM
NaCl, 3 mM EDTA, 0,005 % Surfactant P-20; pH 7,4) (Biacore International AB,
Uppsala, Schweden)

HBS-N-Puffer (10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsédure, 150 mM
NaCl; pH 7,4) (Biacore International AB, Uppsala, Schweden)

Laufpuffer (HBS-P-Puffer dotiert mit 5 mmol/l MgSOy)

MgSO, - 7 H,O (Merck KGaA, Darmstadt)

Natriumacetat-Trihydrat (Merck KGaA, Darmstadt)

NaCl (Fluka, Seelze)

NaOH (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

N-Hydroxysulfosuccinimid, Natriumsalz (Fluka, Seelze)

Probenpuffer (HBS-P-Puffer dotiert mit 5 mmol/l MgSO4 und 35 mmol/l NaCl)
SDS (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Tetracyclin-HCI (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Software
Beziiglich der zur Steuerung und Auswertung von SPR-Messungen verwendeten

Software siehe 9.4.

9.3.1 Praparation von Sensorchips fiir das Assay-Format mit Doxycyclinderivaten

Die Immobilisierung der Doxycyclinderivate auf den Sensorchips erfolgte mittels
Aminkopplung modifiziert nach Johnsson et al. [236]. Die Chipoberfliche wurde durch
Injektion von 35ul einer 1:1-Mischung von EDC (0,4 M) und NHS oder Sulfo-NHS (je
0,1M) aktiviert. Die Immobilisierung der Doxycyclinderivate erfolgte durch Injektion
von 1501 Derivatlésung (0,5 mg ml" in HBS-EP-Puffer pH 7,4; sofern nicht anders
angegeben). 15ul Ethanolamin (1 M, pH 8,5) wurden abschlieBend injiziert, um noch
verbliebene NHS-Ester zu deaktivieren. Alle Injektionen wurden bei 25 °C und einer
Flussrate von 5 pl/min durchgefiihrt; als Laufpuffer wurde HBS-EP-Puffer (pH 7,4)

verwendet.
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AnschlieBend wurden 5 Injektionen von SDS vorgenommen, um ungebundenes
Material von der Chipoberfliche zu spiilen (SDS 0,2% in Laufpuffer, 5 ul bei
20 pul/min), zum Auswaschen von SDS, das sich in die Carboxymethyldextranschicht

einlagert, wurde danach HBS-EP-Puffer injiziert (20 pl bei 20 ul/min).

9.3.2 Standardbedingungen fiir SPR-Messungen mit immobilisierten

Doxycyclinderivaten

Sofern keine anderen Angaben gemacht wurden, diente Laufpuffer als
Verdiinnungspuffer fiir TetR, Tetracycline und SDS, dariiber hinaus auch als Puffer fiir
die SPR-Messungen. Die Flussrate wéahrend der Messungen und Injektionen betrug
5 ul/min, bei allen Messungen wurden die Flusszellen auf 25 °C temperiert. Es wurden
standardmiBig 25ul TetR-Losung oder von Mischungen von TetR und
Tetracyclinlosungen injiziert, Abweichungen davon sind explizit erwéhnt.
Tetracyclinlosungen verschiedener Konzentrationen wurden durch Verdiinnen einer
Tetracyclin-Stammldsung (1 mg/ml Laufpuffer) erhalten. Die Stammlosung wurde
unter Lichtausschluss bei 4-8 °C aufbewahrt und nach maximal 7 Tagen verworfen. Fiir
die Messreihen wurde die Stammlosung jeweils frisch mit Laufpuffer auf die

gewiinschten Tetracyclin-Konzentrationen verdiinnt (1 — 10000 ng/ml Tetracyclin).

Das Mischen von TetR und Tetracyclinlosungen wurde automatisch im Gerét
durchgefiihrt. Konzentrationsangaben fiir TetR und Tetracyclin bei Mischungen der
Komponenten sind jeweils fiir die Messlosung angegeben. Bei der Injektion reiner
TetR-Losungen wurde, soweit nicht anders vermerkt, eine Konzentration von 1 uM

verwendet.

Der Messpunkt ,,Basislinie® wurde 10 Sekunden vor der ersten Injektion eines Zyklus
aufgezeichnet. 60 Sekunden nach Ende der Injektion (TetR  oder
TetR/Tetracyclinmischung) wurde ein weiterer Messpunkt aufgezeichnet. Aus der
Differenz der beiden Messpunkte (ARU) wurde die TetR-Bindung berechnet. 60
Sekunden nach Ende der Injektion der letzten Regenerationslosung wurde ein weiterer
Messpunkt ,,Regeneration® gesetzt, um durch den Vergleich von diesem Messpunkt mit

dem Messpunkt ,,Basislinie* den Grad der Regeneration berechnen zu konnen.
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9.3.3 Charakterisierung der TetR-Bindung

Fiir die Bestimmung der Stabilitét der Bindung wurden 40 pl TetR (1 uM; im Falle der
CMTEG-Oberflache wurde die Konzentration von TetR 3uM gewihlt und dafiir das
Injektionsvolumen verringert, da hier generell niedrige TetR-Bindungen beobachtet
wurden) injiziert. AnschlieBend lief fiir 60 Minuten Laufpuffer mit einer Flussrate von
5 u/min durch die Flusszelle, das Signal wurde wihrenddessen aufgezeichnet. Die

Menge des dissoziierten TetR wurde relativ zur vorher gebundenen Menge berechnet.

Die Spezifitdit der Bindung (unspezifische Bindung des Rezeptors an die
Chipoberfliche) wurde ermittelt, indem die Mengen TetR verglichen wurden, die bei
der Injektion von TetR in An- und in Abwesenheit von Magnesiumionen im Puffer
gebunden wurden. TetR wurde dazu in Laufpuffer (enthdlt Magnesiumionen), ein

zweiter Ansatz in HBS-EP-Puffer (ohne Magnesiumionen) auf 1 uM verdiinnt.

Die Abhingigkeit des Messsignals von der TetR-Konzentration wurde durch Injektion
von TetR-Losungen im Konzentrationsbereich von 0,1 uM bis 3uM bestimmt. Die
Konzentrationen wurden durch Verdiinnung der TetR-Stammlésung in Laufpuffer

hergestellt.

Der Einfluss der Kontaktzeit beziechungsweise des Injektionsvolumens auf das Signal
wurde gepriift, indem verschiedene Volumina (30, 40, 50 pl) TetR-Losung (1 uM) bei

Flussraten von 5, 10 und 20 pl/min injiziert wurden.

9.3.4 Kompetition von Tetracyclinen mit den Doxycyclinderivaten um die

Bindestellen des TetR

Bei den Kompetitionsexperimenten wurden Tetracyclinlosungen vor der Injektion mit
TetR inkubiert. Der Einfluss der Inkubationsdauer fiir die Bindung TetR-Tetracyclin
wurde gepriift, wie im Folgenden beschrieben: TetR 2uM in Laufpuffer und
Tetracyclinlosung (1 pg/ml) wurden im Verhéltnis 1:1 manuell gemischt. Nach
definierter Inkubationsdauer bei Raumtemperatur wurde am Autosampler der
Startbefehl fiir die Injektion gegeben. Im Gerit sind der Injektion diverse Spiilschritte
vorangestellt, so dass die eigentliche Injektion etwa 2 Minuten nach dem Startbefehl

erfolgte. Es wurden Gesamt-Inkubationszeiten von 3 bis 12 Minuten getestet.
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Nachdem festgestellt wurde, dass die Inkubationsdauer keinen Einfluss auf die TetR-
Bindung hat, wurden bei weiteren Kompetitionsexperimenten TetR- und

Tetracyclinlosungen automatisch im Gerét direkt vor der Injektion gemischt.

Die Langzeitstabilitit der Sensoroberflichen wurde getestet, indem wiederholte
Injektionen einer TetR-Losung sowie einer Mischung TetR/Tetracyclin {iber mehr als
50 Zyklen erfolgten. Der Vergleich der erhaltenen Werte flir die TetR-Bindung wurde

zur Beurteilung der Stabilitdt der Derivate herangezogen.

Die Einstellung des pH-Wertes des Laufpuffers fiir Messungen mit Laufpuffer pH 6,0
erfolgte mit HCI1 4 mol/l.

9.3.5 Ermittlung geeigneter Regenerationsbedingungen

Zur Ermittlung geeigneter Regenerationsbedingungen wurden verschiedene
Kombinationen von 6 Regenerationsstammlosungen nach einem Schema von
Andersson getestet. [207, 237]. Dazu wurde der Chip zunidchst mit TetR belegt
(Injektion: 25 pL, 5 pl/min, TetR 3 pM, im Fall von CM5-Chips aufgrund der besseren
TetR-Bindung 2 uM). Die Chipoberfliche wurde mit der jeweiligen
Regenerationslosung regeneriert (Injektionsvolumina CMTEG-Chip 30 pl, HC1000m
und CMDP-Chip 20 ul, CM5-Chip 5; 6,7 und 8,3 ul). Alle Regenerationslosungen
wurden mit einer Flussgeschwindigkeit von 20 pul/min injiziert. Die Regenerationskraft
der Losung wurde berechnet als die Menge an TetR, die durch die Regeneration vom

Chip gelost werden konnte bezogen auf die Menge, die sich vor der Regeneration auf
dem Chip befunden hat.

Es wurden die im Folgenden aufgefiihrten Regenerations-Stammlésungen hergestellt.
Die dafiir erforderlichen Chemikalien wurden alle von der Sigma-Aldrich Chemie
GmbH & Co. KG (Karlsruhe), von Fluka (Seelze) oder von der Carl Roth GmbH & Co.
KG (Karlsruhe) bezogen.

Acidic (A):

Oxalsdure (0,15 mol/l)

Phosphorséure (0,15 mol/l)

Ameisensédure (0,15 mol/I)

Malonséure (0,15 mol/l)
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Losungen in Reinstwasser herstellen, zu gleichen Teilen (v/v) mischen und mit 4 mol/l

NaOH auf pH 5,0 einstellen.

Basic (B):
Ethanolamin (0,2 mol/I)

Trinatriumphosphat (0,2 mol/l)
Glycin (0,2 mol/l)

Losungen in Reinstwasser herstellen, zu gleichen Teilen (v/v) mischen und mit 2 mol/l

HCl auf pH 9,0 einstellen.

Ionic (I):
Kaliumthiocyanat (0,46 mol/l)

Magnesiumchlorid (1,83 mol/l)
Harnstoft (0,92 mol/1)
Guanidin-HCI (1,83 mol/l)

Losung herstellen (in Reinstwasser).

Non-polar (U):

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Formamid

Ethanol

Acetonitril

n-Butanol

Zu gleichen Teilen (v/v) mischen.

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

Zwittergent 3-12 (3-Dodecyl-dimethylamino-propan-1-sulfonat) (0,3 %, w/v)
Tween 80 (0,3 %, v/v)
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Tween 20 (0,3 %, v/v)
Triton X-100 (0,3 %, v/v)

Losung herstellen (in Reinstwasser).

SDS (8S):
Sodiumdodecylsulfat (SDS) (0,3 %, w/v)

Losung herstellen (in Laufpuffer).

Jede der Stammlésungen wurde zu einem 3-Komponentengemisch mit entweder einer
anderen Stammldosungen und einem Anteil Wasser (w) oder mit 2 Teilen Wasser
gemischt. Die Mischungen BIw, BUw und ISw zeigten einen Niederschlag und wurden
daher nicht injiziert; die Mischung IUw wurde ebenfalls nicht injiziert, da diese die
Chipoberflichen angreifen kann [207]. Alle anderen Kombinationen wurden getestet,
wobei die Mischungen mit basischen und aciden Komponenten nur auf CMS-

Oberfldachen getestet wurden.

Fir die verschiedenen Chipoberflichen konnten keine einheitlich wirksame
Regenerationsbedingungen ermittelt werden, SDS und ICw erwiesen sich in den
meisten Féllen als wirksame Regenerationslosungen, fiir die Vor- und Nachteile der
beiden Losungen siehe Kapitel 6.1.6.2, Seite 99. Die Regeneration von CMS5-
Oberflachen erfolgte nach Optimierung der Regenerationsbedingungen durch Injektion
einer 0,2% (w/v) SDS-Losung (5 pl, 20 pl/min). HC1000m und CMTEG-Oberflidchen
wurden durch Injektion von 20 pl einer 0,4%igen (w/v) SDS-Losung (Flussrate
20 pl/min) regeneriert. Auf den oben genannte Chips wurde zum Auswaschen des in
das Chipmaterial eingelagerten SDS eine Injektion von Laufpuffer vorgenommen
(20 pl, 20 pl/min). Fiir die Regeneration der CMDP-Oberfliche wurde eine 0,5%ige
(w/v) SDS-Losung eingesetzt (20 ul; 20 pul/min); eine anschlieBende Injektion von

Puffer war tiberfliissig, da kein SDS in die diinne Dextranschicht eingelagert wurde.
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9.4 SPR-Analysen mittels des zefO/TetR-Systems

Gerite und Materialien

Anlage zur Reinstwasserherstellung (Milli-Q plus; Millipore GmbH, Schwalbach)
Analysenwaage Modell 1712MPS8 (Sartorius, Gottingen)

Flachbettschiittler SM25 (Edmund Biihler Labortechnik, Hechingen)

Heizblock Multi-Blok (Labline Instruments, 11, USA)

Mikrotiterplatten und Autosamplergefile (Biacore International AB, Uppsala,
Schweden)

Schiittler Vortex-Genie (Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz)

Sensorchips SA mit Streptavidin-Oberfliche (Biacore International AB, Uppsala,
Schweden)

SPE-Kartuschen Strata-X-CW 60 mg/3 ml (Phenomenex Ltd Deutschland,
Aschaffenburg)

SPE-Kartuschen Waters Oasis® HLB 6¢cc (Waters GmbH, Eschborn)
Sample Preparation Unit Adsorbex, (Merck KGaA, Darmstadt)
SPR-Gerit Biacore Q® (Biacore International AB, Uppsala, Schweden)

Ultrafiltrationseinheiten Microcon YM-10, MWCO 10kDa, regenerierte Cellulose
(Millipore GmbH, Schwalbach)

Ultrafiltrationseinheiten Vivascience, Vivaspin500; MWCO 5000 Da, PES (Sartorius
Group, Gottingen)

Vakuumpumpe Typ EKF56CX-4  (Greifenberger  Antriebstechnik ~ GmbH,
Marktredwitz)

Wasserbad Julabo SW1, Temperiereinheit Julabo VC (Julabo Labortechnik, Seelbach)
Zentrifuge (Hermle Z200 A mit Rotor 220.96 V01, Hermle Labortechnik GmbH,
Wehingen)

Zentrifuge Millifuge™ Centrifuge (Millipore GmbH, Schwalbach)
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Reagenzien und Losungen

4-epi-Chlortetracyclin-HCI (Acros Organics, Geel, Belgien)
4-epi-Tetracyclin-HCI (Riedel-de-Haén, Seelze)

50 mM NaOH in 1 M NaCl

Acetonitril, HPLC grade (Fisher Scientific GmbH, Schwerte)
Ameisenséure p.a. (Fluka, Seelze)

Anhydrotetracyclin-HCI (Acros Organics, Geel, Belgien)
Citronensdure - H,O (Merck KGaA, Darmstadt)

Doxycyclin-HCI - 2 H,O - 2 Ethanol (Fluka, Seelze)
Dinatriumhydrogenphosphat (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Ethanol abs. (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) - 2 H,0, Di-Natriumsalz (Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe)

D-(-) Fructose (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
D-(+)-Glucose - H,O (Merck KGaA, Darmstadt)

HBS-P-Puffer (10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsdure, 150 mM
NaCl, 0,005 % Surfactant P-20; pH 7,4) (Biacore International AB, Uppsala,
Schweden)

HBS-EP-Puffer (10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsdure, 150 mM
NaCl, 3 mM EDTA, 0,005 % Surfactant P-20; pH 7,4) (Biacore International AB,
Uppsala, Schweden)

HBS-N-Puffer (10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsédure, 150 mM
NaCl; pH 7,4) (Biacore International AB, Uppsala, Schweden)

Hexan (Fisher Scientific GmbH, Schwerte)
Laufpufter (HBS-P-Puffer dotiert mit 5 mmol/l MgSOy4)
D-(+)Maltose-H,O (Fluka, Seelze)

Mcllvaine-Puffer (0,05 mol/l Citronensdaure - H,O; 0,1 mol/l Na,HPOy4; 0,1 mol/l
EDTA, mit HCI] auf pH 4,0 eingestellt)

MgSO, - 7 HO (Merck KGaA, Darmstadt)
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Methanol, HPLC grade (Acros Organics, Geel, Belgien)

Natriumazid, (Fluka, Seelze)

NaCl (Fluka, Seelze)

NaOH (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Oxalséure - 2 H,O (Fluka, Seelze)

Oxytetracyclin-HCI (Fluka, Seelze)

Periodsdure (Merck KGaA, Darmstadt)

Proteinase Typ VIII (Subtilisin) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Probenpuffer (HBS-P-Puffer dotiert mit 5 mmol/l MgSO4 und 35 mmol/l NaCl)

Rinderserumalbumin, Fraktion V (BSA) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & Co. KG,
Karlsruhe)

Saccharose (Merck KGaA, Darmstadt)

SDS (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Tetracyclin-HCI (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Software

Daten, die mit dem SPR-Gerét Biacore Q® erhalten wurden, wurden mittels Biacore
Evaluation Software, Version 1.0 ausgewertet; Tetracyclin-Quantifizierungen und
Berechnungen der IBsp-Konzentrationen von Kalibrierkurven wurden mit der
BIAevaluation Software Version 3.1 durchgefiihrt. Zur Steuerung des SPR-Gerétes und
Aufzeichnung der Daten stand die Software Biacore Q Control Software, Version 3.0.3

zur Verfligung.

9.4.1 Praparation von SA-Sensorchips fiir den Screening-Test

Fiir die Durchfithrung von Messungen mit dem von Moller beschriebenen Screening-
Test [188] wurden SA-Sensorchips verwendet. Bei diesem Chiptyp ist Streptavidin an
die Carboxymethyldextranoberfliche gebunden, so dass die Immobilisierung des
biotinylierten fetO- Operators iiber die Bindung zwischen Biotin und Streptavidin

erfolgt.

Vor der Immobilisierung erfolgte nach den Herstellerangaben dreimal eine Injektion

von 1 mol/l NaCl in 50 mmol/l NaOH, das Injektionsvolumen betrug 5ul. Dieser Schritt
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ist notwendig, um fiir die Lagerung aufgebrachte Stabilisatoren zu entfernen.
AnschlieBend wurde der Chip durch eine Injektion von Syl Laufpuffer gespiilt, um die
NaCl/NaOH-Losung vollstindig zu entfernen. Die Operator-Losung (100pumol/l) wurde
vor der Injektion mit Laufpuffer auf eine Konzentration von 20 nmol/l verdiinnt und bei
einer Flussrate von 4 pl/min injiziert. Das Injektionsvolumen wurde je nach
gewiinschtem Immobilisierungslevel angepasst. Das Standardvolumen betrug 40 pl und
filhrte zu einem Immobilisierungslevel von etwa 1100 RU. Sensorchips, auf denen die
Chipstabilitit bei  verschiedenen Temperaturen untersucht wurde, wurden

standardméfBig mit 32 pl Operator-Losung immobilisiert.

Nach der tetO-Injektion wurde der Chip mit Sul 0,3% SDS in Laufpuffer und 2x Sul
Laufpuffer gespiilt, um nicht gebundenes tefO von der Chipoberfliche zu spiilen. Alle
Injektionen mit Ausnahme der tetO-Injektion wurden bei einem Fluss von 5 pl/min

vorgenommen.

9.4.2 Beladung des immobilisierten Operators mit TetR

Die Beladung des immobilisierten Operators mit Repressor wurde durch Injektion einer
1 uMol/I-Losung (Arbeitslosung) von TetR(BD) in Laufpuffer erreicht. Zur Herstellung
der TetR-Arbeitslosung wurde ein Aliquot der TetR-Stammlosung (siehe Abschnitt
9.1.2) aufgetaut und daraus das bendtigte Volumen zur Verdiinnung entnommen. Die
Verdiinnung auf 1 uMol/l wurde mit Laufpuffer vorgenommen. Einmal aufgetaute
Aliquots wurden bis zum vollstindigen Aufbrauchen bei 4-8 °C aufbewahrt. Die TetR-
Arbeitslosung wurde unmittelbar vor jeder Messreihe hergestellt und — sofern nicht
anders beschrieben — wurden Sul bei einem Fluss von 10 ul/min injiziert. Die Hohe des
erhaltenen Signals hidngt von der Menge des immobilisierten Operators ab, bei
Immobilisierungsleveln von 1000 RU wurde fiir die Injektion von TetR ein Signal in

derselben Groflenordnung erhalten.

9.4.3 Regeneration der Sensorchip-Oberfliche

Die Regeneration der Chipoberfliche, das heilt das Ablosen von auf der Oberfliche
verbliebenem TetR sowie von unspezifisch gebundenen Matrixbestandteilen, wurde
durch Injektion einer SDS-Losung (0,2% w/v in Laufpuffer) erreicht. Das

Injektionsvolumen betrug Sul bei einer Flussrate von 20 pl/min. Um ein schnelleres
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Auswaschen von SDS zu erreichen, das sich in die Carboxymethyldextranschicht des
Sensorchips einlagert, wurden anschlieBend 20ul Probenpuffer injiziert (Flussrate
20 pl/min). Nach den Injektionen wurde ein zusétzlicher Spiilschritt (,,extra wash)
durchgefiihrt, die Stabilisierungszeit nach dem Waschschritt vor einem neuen Zyklus
betrug 60 Sekunden. Nur in Einzelfdllen war diese Vorgehensweise zur Regeneration
nicht ausreichend, in diesen Fillen wurde die Konzentration der SDS-Losung auf 0,3%

(w/v) erhoht und im Weiteren der beschriebenen Vorgehensweise gefolgt.

9.4.4 Herstellung von Kalibrierlosungen in Puffer und Matrix

Fir die Herstellung von Tetracyclinlosungen zur Aufzeichnung von Kalibrierkurven
wurde eine Tetracyclin-Stammldsung mit einer Konzentration von 1 mg/ml hergestellt
(Einwaage von 10,8 mg Tetracyclin-Hydrochlorid, Lésen in 10 ml Probenpuffer). Die
Stammlosung wurde bei 4 - 8 °C unter Lichtausschluss fiir maximal sieben Tage
gelagert. Fiir die Analysenreihen wurde die Stammlosung jeweils frisch mit
Probenpuffer auf die gewliinschten Tetracyclin-Konzentrationen verdiinnt (1 -

400 ng/ml Tetracyclin).

Fiir die Herstellung von Kalibrierlésungen in Honig wurden 0,5 g Mischhonig (Honig 1,
soweit nichts anderes angegeben) in einem 15 ml Zentrifugenr6hrchen eingewogen und
in 9,5 g Probenpuffer verdiinnt (Verdiinnung 1:20). Die Kalibrierlosungen in Honig
wurden durch Verdiinnen der Tetracyclin-Stammldsung mit der Honiglosung erhalten.
Die Dotierung verschiedener Honigproben zur Berechnung der Konzentration bei
verschiedenen Verdiinnungen wurde in derselben Weise vorgenommen, die Dotierung

der Honige fiir Fliissig/Fliissig und Festphasenextraktion wird gesondert beschrieben.

Sofern nicht anders angegeben betrug das Injektionsvolumen bei der SPR-Messung von
Kalibrierungen in Puffer Syl (Flussrate: 10 pl/min); bei Messungen von Honigproben

und deren zugehdriger Kalibrierung 30ul (Flussrate: 5 pl/min).

Der IBso-Wert wurde nach folgender Formel berechnet:

[.ﬂRU:]"cmcx" - ﬂRU:TcW’-"H"}
.{S:[RU] — \ J n THLETL _ﬂRU:’-‘- o
50 2 N 4

Tcmax beschreibt dabei die hochste gemessene Tetracyclin-Konzentration, Tcpin die

geringste.
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Die Umrechnung in pg/kg oder ng/ml erfolgte durch Einsetzen des IBsp-Wertes in die

fiir die Kalibrierkurve erhaltene Funktion (Biacore Evaluation Software).

9.4.5 Honigproben

Honigproben wurden — soweit nicht anders beschrieben - nach Dotierung und
Verdiinnung mit Probenpuffer zentrifugiert (4185 x g, 15 Minuten, Raumtemperatur),
um Pollen und partikulire Verunreinigungen zu entfernen. Nach der Zentrifugation

wurden die Honiglosungen ohne weitere Aufarbeitungsschritte direkt eingesetzt.

Ultrafiltration

Es wurden die Utrafiltrationseinheiten Microcon YM-10, MWCO 10kDa und
Vivascience, Vivaspin 500; MWCO 5000 Da verwendet. Die Zentrifugation erfolgte bei
5200 x g (Raumtemperatur) bis zu einem Filtratvolumen von etwa 300 pul (PES-

Membranen: 20 min, regenerierte Cellulose: bis zu 40 min).

Mikrobiologische Entfernung von Zuckern

0,5 g Honig wurden im Verhéltnis 1:20 mit Probenpuffer verdiinnt und mit 20 mg
Trockenhefe 18 h bei 35 °C unter Schiitteln (91 rpm) inkubiert; vor der Messung
erfolgte die Abtrennung der Hefen durch Zentrifugation bei 4185 x g flir 15 min, sowie
Filtration der Proben (Spritzenfilter Millex GV 0,22um).

Chemische Oxidation von Zuckern

Der Bedarf an Periodsdure wurde fiir eine Einwaage von 1 g Honig berechnet, dabei
wurde zur Vereinfachung ein Gehalt an Fructose von 75% fiir die Berechnung
herangezogen (dies ist moglich aufgrund des identischen Molekulargewichtes von
Fructose und Glucose). Uber das Molekulargewicht lisst sich der Zuckergehalt in einem
Gramm Honig zu 4,2 mmol berechnen (berechnet als Fructose) Da Fructose und
Glucose je 5 vicinale OH-Gruppen tragen, wurden 20,8 mmol Periodsdure zur
Oxidation der Zucker in einem Gramm Honig bendtigt. Eine entsprechende Losung von
Periodsdure wurde in Reinstwasser hergestellt. Honig und Honigimitat wurden mit 10
Teilen Periodsdure versetzt (w/v), die Reaktionsansitze reagierten iiber Nacht bei

Raumtemperatur. Ein Aliquot der Reaktionsansidtze wurden im Verhéltnis 1:10 undl:5
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mit Probenpuffer verdiinnt und der pH-Wert mit NaOH auf 7,4 eingestellt. Vor der
Injektion erfolgte eine Filtration durch Spritzenfilter (PVDF 0,2um), das

Injektionsvolumen der Proben betrug 5ul bei einem Fluss von 10 pl/min.

Proteasebehandlung

Zur Entfernung von Proteinen wurden Honigproben mit Protease inkubiert, zu den im
Verhiéltnis 1:20 verdiinnten Honigen wurden je 50ul einer Subtilisinlosung (10 mg/ml)
pipettiert. Die Inkubation erfolgte im Wasserbad (60 °C, 2 h). AnschlieBend erfolgte

eine Ultrafiltration nach oben stehenden Angaben.

Extraktion von Lipidbestandteilen

Die Entfernung von Lipiden wurde durch Ausschiitteln mit Hexan erreicht: 3 ml des
1:20 in Probenpuffer verdiinnten Honigs wurden mit 1 ml Hexan 5 Minuten auf dem
Schiittler extrahiert, die organische Phase wurde abgenommen und ein Aliquot der

wassrigen Phase injiziert.

9.4.6 Extraktion von Honigproben

Flissigextraktion mit Acetonitril

1 g Honig wurden in ein 15 ml- Zentrifugenrohrchen eingewogen und in 1 ml Oxalsdure
(0,006 mol/l) vollstandig gelost. Die Dotierung mit 50 und 100 ng Tetracyclin erfolgte,
indem 50ul einer Tetracyclinlosung (Ipg/ml und 0,1pg/ml) zugegeben wurden. Die
Probenlosung wurde mit 3,4 ml Acetonitril versetzt und 60 Minuten intensiv am
Vortex-Schiittler bei hochster Drehzahl geschiittelt. Zur Phasentrennung wurde 4 min
bei 2790 x g zentrifugiert. 2,75 ml der Acetonitrilphase wurde in ein 4 ml- Glasvial
iberfiihrt und im Stickstoffstrom (0,25 bar) unter Erwédrmen auf 40 °C zur Trockne
eingeengt. Die Extraktionsriickstinde wurden in 500 pl Probenpuffer aufgenommen,
indem 60 sec auf dem Vortex geschiittelt und anschlieBend die Vials 15 min im
Ultraschallbad behandelt wurden. Das Injektionsvolumen bei der SPR-Messung betrug

20 pl bei einer Flussrate von 5 pl/min.

SPE mit Oasis® HLB- Kartuschen (modifiziert nach Pena et al. [135])

1 g Honig wurde mit 50 pl Dotierungslosung einer entsprechenden Tetracyclin-

Konzentration dotiert und 20 Minuten auf dem Flachbettschiittler geschiittelt, die
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Proben zur Erstellung einer Kalibrierkurve wurden erst spiter dotiert. Die
Honigeinwaage wurde in 9 ml Mcllvaine-Puffer gelost. Die SPE-Kartuschen wurden
vor dem Aufbringen der Proben mit 3 ml Methanol und anschlieBend 2 ml Reinstwasser
konditioniert. Es wurden 9 ml Probe aufgebracht, die ohne das Anlegen eines Vakuums
durch die Kartusche liefen. Nach der Aufgabe der Proben wurde die Kartusche mit 2+3
ml 5%igem Methanol gewaschen. Durch Anlegen eines starken Vakuums fiir 2 Minuten
wurden die Kartuschen getrocknet, die Metallspitzen der Vakuumeinheit wurden
anschlieBend gesdubert. Die Elution von Tetracyclin erfolgte mit 3 ml Methanol unter
leichtem Vakuum. Das Eluat wurde bei 40 °C im Stickstoffstrom zur Trockne
eingeengt. Vor der Extraktion dotierte Proben wurden in 500ul Probenpuffer,
Matrixproben zur Erstellung einer Kalibrierkurve wurden in 475 pl Probenpuffer
aufgenommen und mit 25ul Kalibrierlosung der geforderten Konzentration dotiert. Um
die Extraktriickstdnde vollstindig zu l6sen, wurden die Vials 60 sec auf dem Vortex
geschiittelt und anschlieBend 15 min 1im Ultraschallbad behandelt. Das
Injektionsvolumen fiir die SPR-Messung betrug 20ul bei einer Flussrate von 10 pl/min.

Die SPE-Kartuschen wurden jeweils nur einmal verwendet.

SPE mit strata X-CW- Kartuschen nach Huq [156]

1 g Honig wurde in ein 15 ml —Zentrifugenr6hrchen eingewogen mit 25 pl
Tetracyclinlosung (1pg/ml) dotiert. Die Einwaage wurde in 2 ml Acetatpuffer (0,1 mol/l
pH 5,0 mit Eisessig eingestellt) geldst. Die SPE-Kartuschen wurden mit 2 ml Methanol,
gefolgt von 2 ml Reinstwasser, konditioniert. 3 ml Probenlosung wurden auf die
Kartuschen aufgebracht. Nach der Probenaufgabe wurden die Kartuschen mit 2x2 ml
Reinstwasser, anschlieBend mit 2x2 ml Methanol gewaschen. Das Trocknen der
Kartuschen wurde durch Anlegen eines starken Vakuums erreicht, die nachfolgende
Elution von Tetracyclin erfolgte mit 2 ml 2%iger Ameisensdure in Methanol (v/v). Mit

den Eluaten wurde verfahren, wie im voran stehenden Absatz beschrieben.

9.4.7 Bestimmung der Entscheidungsgrenze fiir Tetracycline in Honig

Die Bestimmung der Entscheidungsgrenze (CC,) erfolgte durch die Analyse von 20
verschiedenen Honigen nach der Entscheidung 2002/657/EG [210]; fiir die verwendeten
Honige sieche Anhang. Die Honige wurden bei Raumtemperatur gelagert. Die Honige

2-21 und 22 — 41 wurden aufgearbeitet wie in 9.4.5 beschrieben und undotiert
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gemessen. Die Kontaktdauer von Probe und Oberfliche betrug 6 Minuten bei einem
Fluss von 5ul/ min. Zur Berechnung von (CC,) [pg/kg] wurde in Honig 1 eine
Kalibrierkurve im Konzentrationsbereich von 0 bis 400 pg/kg aufgenommen. Die

Berechnung der Entscheidungsgrenze erfolgt nach

wobei X = Mittelwert der Honigmesswerte der Honige 2 - 21 und 22 — 41 und s die

Standardabweichung dieser Werte beschreibt.

9.4.8 Herstellung einer Zuckerlosung (Honigimitat)

Fiir die Herstellung einer Zuckerlosung, deren Zuckerprofil dem von Honig entspricht,

wurden folgende Bestandteile eingewogen:

Tabelle 9-5: Zusammensetzung von "Honigimitat"

Substanz Einwaage [g] Anteil [%]
Glucosemonohydrat 3,2076 32,4
Fructose 4,0578 41,0
Saccharose 0,1006 1,0
Maltosehydrat 0,7211 7,3
Reinstwasser 1,8000 18,2

Die Zucker wurden unter leichtem Erwarmen im Wasserbad komplett gelost.

9.4.9 Messung der Lagerstabilitit der Reagenzien

Sensorchips

Eine Flusszelle der zu lagernden Sensorchips wurde wie in 9.4.1 beschrieben
immobilisiert, anschliefend die maximale Repressorbindung bestimmt und eine
Kalibrierkurve mit Tetracyclinlosungen aufgezeichnet. Nach der Lagerung unter
definierten Bedingungen (Dauer, Temperatur) wurden die Messungen wiederholt und

die Werte der Messungen verglichen.
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Die Bestimmung der maximalen Repressorbindung erfolgte nach folgendem Schema:

Tabelle 9-6: Injektionsfolgen fiir die Bestimmung der maximalen Repressorbindung auf
Sensorchips

Anzahl der Injektions- Flussrate
Injektionsfolgen Injektion von volumen [pl] [pl/min]
2 SDS 0,2% in Laufpuffer 5 20
Probenpuffer 10 10
2 SDS 0,2% in Laufpuffer 5 20
Probenpuffer 20 20
TetR 1 uM in Laufpuffer 10 10
1 SDS 0,2% in Laufpufter 5 20
Probenpuffer 20 20

Die ersten zwei Injektionen dienen zur Konditionierung des Sensorchips, da hierbei zur
Lagerung auf den Chip aufgebrachtes TetR abgelost wird. Es folgen zwei
Injektionsfolgen mit Probenpuffer zum Konditionieren des Flusssystems und dann die
Injektion des Repressors mit anschlieBender Regeneration der Chipoberfliche. Aliquots
(1 uM) von Repressor in Laufpuffer wurden am Tag der Herstellung des ersten Chips

eingefroren und fiir die Bestimmung der maximalen Repressorbindung verwendet.

Fir die Aufzeichnung der Kalibrierkurven wurde eine Tetracyclin-Stammldsung
(1 mg/ml) in Probenpuffer hergestellt und auf die Konzentrationen 10, 50, 100 und
200 ng/ml verdiinnt, Probenpuffer wurde als Blindwert gemessen. Die Injektionsfolge

fiir jeden Messzyklus lautete:

Tabelle 9-7: Injektionsfolge von Messzyklen zur Aufzeichnung von Kalibrierkurven fiir die
Ermittlung der Chipstabilit:it

L Injektions- .
Injektion von Flussrate [pul/min]
volumen [pl]
TetR in Laufpuffer 5 10
Tetracyclinlosung (Probe) 5 10
SDS 0,2% in Laufpuffer 5 20

Probenpuffer 20 20
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Vor der Messreihe wurde das Flusssystem durch eine Injektionsfolge mit Probenpuffer

anstelle von Tetracyclinlosung konditioniert.

Einen Uberblick iiber die Lagerdauer und -temperaturen gibt die folgende Tabelle:

Tabelle 9-8: Lagerdauer und -temperatur zur Ermittlung der Lagerstabilitit der Sensorchips,
jeder Buchstabe kennzeichnet jeweils einen Chip, Tag 0 beschreibt den Tag, an dem die Chips mit
tetO immobilisiert wurden, die angegebenen Wochen die Lagerzeit.

Temperatur
[°C| Tag0  Wochel Woche2 Woche3 Woche4 Woche5
-20 A-E A B C D E
4-8 F F F F F
4-8 G G
25 H-1 H I
37 J-K J K
TetR

Fiir die Lagerstudien wurde TetR mit Laufpuffer auf eine Konzentration von Spumol/l in
Lagerpuffer verdiinnt (200 ml Laufpuffer + 0,195 g NaN; + 0,5 g BSA) und {iber
Spritzenfilter 0,2 um in Braunglasvials filtriert. Lagerung und Messungen der Aliquots

erfolgten nach folgendem Schema:

Tabelle 9-9: Lagertemperaturen und -dauer fiir die Stabilitiitsstudien am Tet-Repressor

Temperatur
[°C| Tag 0 Woche 1 Woche 3 Woche 6
4-8 X X X
25 X X X
37 X X

Aus jedem Aliquot wurden am Tag der Messung 3x 110 pl entnommen und mit 440 pl
Laufpuffer verdiinnt. Die Herstellung einer tetracyclinhaltigen Positivkontrolle erfolgte
durch Verdiinnung einer 1 mg/ml Tetracyclin-Stammlosung auf 12,5 ng/ml in
Probenpuffer, als Negativkontrolle wurde undotierter Probenpuffer verwendet. Das
Injektionsschema entsprach dem in Tabelle 9-7 dargestellten. Die Messungen wurden

auf jeweils am Messtag frisch mit 7efO belegten Flusszellen durchgefiihrt.
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Tetracyclin-LOsungen

In der Messung wurde die Lagerstabilitit von Stammldsungen und Arbeitslosungen
verglichen. Die Tetracyclin-Stammldsung hatte eine Konzentration von 1 mg/ml, fiir die
Arbeitslosungen wurde die Stammlosung mit Probenpuffer auf 10,50,100 und 200 ng/l
verdiinnt. Alle Losungen wurden vor dem aliquotieren tliber Spritzenfilter 0,2um filtriert

und in Braunglasvials gelagert.

Tabelle 9-10: Ubersicht iiber Lagerdauer und Lagertemperatur der Tetracyclinlosungen, mit X
sind Lagerbedingungen markiert, nach denen die Tetracyclinlésungen gemessen wurden

Ten;l:(:]atur Tag 0 Woche 1 Woche 3 Woche 6
-20 X X X
4-8 X X X
25 X X X X
37 X X X

Die Messungen erfolgten auf einer am Messtag frisch mit zetO belegten Flusszelle. Die
Arbeitslosungen wurden direkt zur Messung eingesetzt, die gelagerten Stammlésungen
auf die entsprechenden Konzentrationen verdiinnt, Probenpuffer wurde als weiterer
Kalibrierpunkt gemessen. Die so hergestellten Losungen wurden gegen am Messtag
frisch hergestellte Tetracyclinlosungen gemessen. Die Injektionsfolge in den

Messzyklen ist in Tabelle 9-7 wiedergegeben.

9.4.10 Herstellung von Pufferlosungen verschiedener Ionenstirke

Die Ionenstirke des Probenpuffers betragt 0,185 M NaCl; Ionenstdrken bis 0,5 M
wurden durch Zusatz von Natriumchlorid, Magnesiumsulfat oder Ammoniumacetat
zum Probenpuffer eingestellt. In allen verwendeten Puffern lagen 0,15 M NaCl sowie 5
mM MgSO; (fiir die Bindung von TetR notwendig) vor, dies wurde bei der Angabe der
Ionenstdrke der Pufferlosungen beriicksichtigt. Bei der Einwaage der Salze wurde
beriicksichtigt, dass flir Magnesiumsulfat als zweiwertiges lon zwischen Konzentration

und lonenstérke folgender Zusammenhang besteht:

I(Mgs0,) =% (z23(Mg*) - c(Mg*) +22(5027) - e(5077))
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9.4.11 Messung von Doxycyclinderivaten in Losung

Zur Bestimmung der Bindefihigkeit von Doxycyclinderivaten an den Tet-Repressor
wurden die Doxycyclinderivate als Proben im SPR-System mit zetO/TetR injiziert und
gegen eine Doxycyclinlosung als Referenz gemessen. Es wurden Stammlosungen von
Doxycyclin und den Derivaten in der Konzentration 1 mg/ml in Probenpuffer
hergestellt, die fiir die Messung auf Konzentrationen von 10 bis 100 ng/ml verdiinnt
wurden, der Nullwert wurde durch Injektion von Probenpuffer erhalten. Das
Injektionsvolumen von TetR und Probe betrug 5 pl bei einem Fluss von 10 pl/min. Die
Lagerung der Stammlosungen und der Verdiinnungen der Derivatlosungen fiir die

Untersuchung der Stabilitét erfolgte unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur.



10 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

S Standardabweichung

X Mittelwert

ADI acceptable daily intake (duldbare Tagesdosis)
AK Antikorper

APCI atmospheric pressure chemical ionisation
ATC Anhydrotetracyclin

BSA Bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)
CCq Entscheidungsgrenze

CCg Nachweisvermdgen

CE Kapillarelektrophorese (capillary electrophoresis)
CMD Carboxymethyldextran

CMTEG carboxymethyliertes Tetraethylenglycol

CTC Chlortetracyclin

Da Dalton

DAD Dioden-Array-Detektor

DC Diinnschichtchromatographie

DIB Deutscher Imkerbund

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DOX Doxycyclin

EDC Ethyldiaminopropylcarbodiimid

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ELISA enzyme linked immunosorbent assay

ESI electrospray ionisation

EU Europdische Union

FAB fast atom bombardement

FAO Food and Agriculture Organisation

FDA Food and Drug Administration (USA)
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Fc flow cell (Flusszelle)

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HBS-P HEPES gepufferte Kochsalzlosung mit Surfactant P 20
HDPE high density polyethylene

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonséure

HPLC high performance liquid chromatography

HRP horse radish peroxidase (Meerrettichperoxidase)

IBso Tetracyclin-Konzentration bei 50 %iger TetR-Ablosung
IFC integrated p-fluidic cartridge

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
JECFA Joint Expert Committee on Food Additives

LED light emitting diode

LFGB Lebensmittel-, Bedarfsgegenstinde- und Futtermittelgesetzbuch
LOD limit of detection (Nachweisgrenze)

LDso letale Dosis (bezogen auf 50% der Population)

Min Minute

MRL maximum residue limit

MS Massenspektrometrie

MWCO molecular weight cut off

NADH Nicotin-Adenin-Dinucleotid

NHS N-Hydroxysuccinimid

OD¢oo optische Dichte bei einer Wellenldnge von 600 nm gemessen
OTC Oxytetracyclin

OVA Ovalbumin

Psi pound per square inch

PB particle beam

PES Polyethersulfon

PVDF Polyvinylidenfluorid
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RIA Radioimmunoassay

RNA Ribonukleinséure

RP reversed phase

Rpm rounds per minute

RT Raumtemperatur

RTC Rolitetracyclin

RU response units

SDS sodium dodecylsulfate

SDS PAGE SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese
S Sekunde

SPE solid phase extraction

SPFIA solid-phase fluorescent immunoassay
SPR surface plasmon resonance (Oberflichenplasmonresonanz)
TC Tetracyclin

TEMED Tetramethylethylendiamin

Tet(M) ribosomales Schutzprotein

tetO Gensequenz des Tetracyclin-Operators
TetR Tetracyclin-Repressor-Protein

TLC thin layer chromatography

TMB Tetramethylbenzidin

\4 Volumen

w Wasser

WHO World Health Organisation
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Tabelle 12-1:Ubersicht der Honige zur Ermittlung der Entscheidungsgrenze
Einzelhandel, 2 = freundlichst zur Verfiigung gestellt von T. McGrath, Xenosense, Belfast, 3

Herkunft:

1

Internethandel, 4 = Honig vom Deutschen Imker Bund (DIB) (vom Imker direkt bezogen), 5 =
freundlichst zur Verfiigung gestellt von Dr. J. Lamar, 6=freundlichst zur Verfiigung gestellt von
Dr. Eva Rademacher, freie Universitit Berlin

- Her-
Num Honig, laut Deklaration er
mer kunft
1 Honig klar, Spar Select, Moerdejk, Holland 1
) Orangenbliitenhonig, Fa. Biophar, Fiirsten Reform, Dr. med. Hans Pliimer |
Nachf., 38110 Braunschweig

3 Waldhonig, Fa. Biophar, Fiirsten Reform, Dr. med. Hans Pliimer Nachf., |
38110 Braunschweig

4 unverarbeiteter Bliitenhonig 2

5 Imker Auslese, Fa. Biophar, Fiirsten Reform, Dr. med. Hans Pliimer 1
Nachf., 38110 Braunschweig

6 Bliitenhonig, naturrein, Fa. Miihlenbach, Gunz Warenhandels GmbH, Im 3
Hau 23, 6841 Mider, Osterreich

. Farigola Mel Crua (Thymianhonig), Fa. Mel de Ca Nostra, Toni Cerda, 1
carter Font 70, Llucmajor, Spanien

8 Eukalyptus Honig, Fa. C’est bon:, Amsterdam, Niederlande 1

9 Rapshonig, Imker: Armin Popperl, Ahornweg 2, 72776 Altbach 4

10 Waldhonig aus Siid/Mittelamerika und Mittelmeerraum, Fa Maribel, 1
hergestellt fiir Lidl Stiftung & Co. KG, 74167 Neckarsulm

10a Waldhonig aus Siid/Mittelamerika und Mittelmeerraum, hergestellt fiir |
Lidl Stiftung & Co. KG, 74167 Neckarsulm

1 Bienenhonig, Darbo Honig, ,echter auslindischer Bienenhonig* |
Mischung aus EG-Léndern und nicht EG-Léndern, A-6135 Stans/Tirol

12 Friihlingsbliite, Imkerei: Bienegarten, Winzenheimer Str. 35, 55595 ]
Hargesheim

13 Sommerbliiten mit Akazienhonig, Imker—Auslese, Flotte Biene, Fa. ]

Langnese Honig KG, 22933 Bargteheide
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Num- ) . Her-
mer Honig, laut Deklaration Kunft
13a Sommerbliiten mit Akazienhonig; Langnese Honig KG 22933 1
Bargteheide

14 Gebirgsbliitenhonig, Imker—Auslese, Flotte Biene, Fa. Langnese Honig 1
KG, 22933 Bargteheide

142 Gebirgsbliitenhonig, kalt geschleudert; Langnese Honig KG 22933 i
Bargteheide

15 Waldhonig aus biologisch-okologischer Imkerei, Honig-Wernet GmbH, 3
79183 Waldkirch, Schwarzwald

16 Imker Honig, Fa. Biophar 1

17 Sonnenblumen Honig (Extra feine Auslese), Immenhof Naturprodukte, 3
81735 Miinchen

17a Sonnenblumen Honig (Extra feine Auslese), Immenhof Naturprodukte 3
81735 Miinchen

18 Bio Akazienhonig aus biologisch-6kologischer Imkerei, Honig-Wernet 3
GmbH, 79183 Waldkirch, Schwarzwald

19a Sommerbliitenhonig 5

19 Orangenhonig aus Brasilien, Landhaus Jungbon, 28832 Achim 3

20a Friihlingsbliitenhonig 5

20 Waldhonig, Honig-Wernet GmbH, Schwarzwélder Abfiillbetrieb, 3
Forstweg 1-3, 79183 Waldkirch

)1 Zitronenhonig, Imkerei: Uwe Paletta, Auf den Pothen 43, 42553 Velbert- 3
Neviges

22 Lindenhonig, Caaschwitz, Sachsen 6

23 Goldrutenhonig, Zossen, Brandenburg 6

24 Kornblumenhonig, Ruhland, Brandenburg 6

25 Buchweizenhonig, Sedlitz, Brandenburg 6

26 Balsaminenhonig, Lobnitz, Sachsen 6
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1:12;11- Honig, laut Deklaration Ef;,t
27 Rapshonig, Eisenberg, Thiiringen 6
28 Robinienhonig, Vogeldorf, Brandenburg 6
29 Phaeceliahoning, Thiiringen 6
30 Heidehonig, Lindow, Brandenburg 6
31 Rotkleehonig, Zwickau, Sachsen 6
32 Bliitenhonig, Berlin 6
33 Weidenhonig, Altenberg, Sachsen 6
34 Lindenhonig, Berlin 6
35 Friihjahrsbliite, Honow, Brandenburg 6
36 Sommerbliite, Hermsdorf, Thiiringen 6
37 Rapshonig, Rigelin, Brandenburg 6
38 Wickenhonig, Landsberg, Sachsen-Anhalt 6
39 Sonnenblumenhonig, Thiiringen 6
40 Gotterbaumhonig, Leipzig, Sachsen 6
41 Sommertracht, Stendal, Sachsen-Anhalt 6




