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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Motivation der Arbeit

Wasser ist ein sehr wichtiger Bestandteil des Okosystems der Erde. 97.5 % der globalen
Gesamtwassermenge ist Salzwasser. Von den 2.5 % SuflRwasser sind 70 % in den Polkapper
eingefroren, von den verbleibenden 30 % ist der Grol3teil als Bodenfeuchte oder Tiefenwasser
fur den Menschen unzugéanglich. Nur 0.007 % allen Wassers auf der Erde befindet sich in
Flissen, Seen (Oberflachenwasser) und Grundwasserreservoirs, die eine Nutzung durch den
Menschen erlauben (Fischer, 1997). Die Qualitat dieser Frischwasserquellen zu Uberwachen
und zu Uberprifen wird in Anbetracht zunehmender anthropogener Verschmutzung immer
wichtiger. Die Verunreinigungen des Wassers reichen von pathogenen Organismen
(Escherichia coli, Coliforme Keime, Fékalstreptokokken) Uber anorganisches Material wie
Nitrite, Ammonium, Nitrate, Phosphate, Sulfate, Chloride und Schwermetalle bis hin zu
organischen Verbindungen wie geloste und emulgierte Kohlenwasserstoffe, polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK), Tenside, Phenole, organische Halogenverbindungen
(AOX/POX) und Pflanzenschutzmittel.

Besonderes Augenmerk verdient dabei die standig wachsende Belastung des Brauch- und
Trinkwassers durch Pflanzenbehandlungs- und Schadlingsbekdmpfungsmittel, PBSM (Pestizi-
de) und deren toxische Abbauprodukte. Etwa 340 Pestizide sind heute zugelassen und auf dem
Markt (Lehotay, 1997). Die dramatische Expansion des weltweiten Pestizidmarktes von Mitte
1960 bis 1997 wird durch die Angaben der US EPA (US Environmental Protection Agency)
(Aspelin, 1997) und dem Industrieverband Agrar e. V. (IVA, 1997) dokumentiert. Zwischen
Mitte 1960 und 1997 nahm das jahrliche Marktvolumen von 0.580 Milliarden $ auf 28.5
Milliarden $ zu. Etwa dreiviertel des Pestizidverbrauchs konzentriert sich auf die Industrie-
nationen v.a. in Nordamerika, Westeuropa und Japan. Hier befinden sind die Applikationsraten
auf einem konstant hohen Niveau. Der Pestizideinsatz in den Entwicklungslandern ist daran
gemessen gering, jedoch ist hier ein stetiger Zuwachs festzustellen. So nahm in China
beispielsweise die Produktionskapazitat von 1995 bis 1996 um 40 % zu. Den weitaus gréf3ten
Marktanteil der Pestizide nehmen die Herbizide (Unkrautbek&mpfungsmittel) ein. In
Deutschland lag 1997 der Anteil der Herbizide bei 55 % gefolgt von den Fungiziden (30 %)
und Insektiziden (3 %) (IVA, 1997).



2 Einleitung

Der Transport der versprihten Pestizide vom Applikationsort in die Umwelt erfolgt durch
Diffusion, Sickerprozesse, Auswaschungen und Errosion des behandelten Bodens, aber auch
durch Verteilung von leichtflichtigen Pestiziden, Pestizidtropfchen und -nebeln Gber die
Atmosphéare (Baker, 1992, Beitz et al., 1994). Diese Transportprozesse fuihren dazu, daf3 haufig
mehr als 70 - 80 % der Pestizide nicht ihr Target erreichen (Pimentel und Levitan, 1986),
sondern in der Umgebung Boden, Oberflachen- und Grundwasser verschmutzen und so
letztendlich ins Trinkwasser gelangen (Ro und Chung, 1994). Die daraus resultierende Gefahr-
dung von aquatischen Organismen und der Gesundheit des Menschen hangt von den toxikolo-
gischen und 6kotoxikologischen Eigenschaften der Pestizide und von deren Persistenz in der
Umwelt ab. Von der WHO und der US EPA wurden deshalb fur jedes Pestizid individuelle
Grenzwerte im Trinkwasser festgelegt, die in einem Bereich von 2 pg/l bis 700 pg/l liegen
(Cohen, 1990, Barceld, 1993). Die Europaische Union (EU) setzte 1980 in ihrer Trinkwasser-
richtlinie Uber die Qualitdit von Wasser fir den menschlichen Gebrauch (EEC, 1980)
wesentlich striktere Hochstwerte fest. Fir Einzelwirkstoffe wurde ein einheitlicher Grenzwert
von 0.1 pg/l und fur die Gesamtbelastung ein Wert von 0.5 pg/l festgelegt. Diese Grenzwerte
beruhen nicht auf der wissenschaftlichen toxikologischen Basis, sondern entspringen der
politischen Motivation der EU, das Trinkwasser in Europa moglichst pestizidfrei zu erhalten
(Guyot, 1994). Die biologische und chemische Uberwachung des Trinkwassers in Deutschland
richtet sich nach der Vorgabe der Trinkwasserverordnung von 1974, letztmalig novelliert 1990
(TrinkwV, 1990). Die TrinkwV setzt die EU-Richtlinie in nationales Recht um.

Der sehr niedrige Grenzwert von 0.1 pg/l fur Einzelwirkstoffe birgt fir manche Pestizide auch
heute noch analytische Probleme. Die konventionellen Analysemethoden (DIN-Verfahren) wie
Gaschromatographie (GC) und Superkritische Fluidchromatographie (SFC) (Berger, 1994),
gekoppelt mit selektiven Detektionsmethoden wie Massenspektrometrie (MS), Elektro-
neneinfang (ECD) und Stickstoff-Phosphor-Detektion (NPD) (Sherma, 1995), beziehungs-
weise Flussigkeitschromatographie (LC) mit nachgeschalteter UV (Diodenarray), Fluoreszenz,
refraktometrischer- oder Leitfahigkeits-Detektion (Schroder, 1993) oder kombiniert mit
Tandemmassenspektrometer (Thermospray-MS/MS) (Schroder, 1989) bzw. ,fast atom
bombardment* (FAB) MS (Rivera et al., 1987) sind nicht in der Lage Pestizide in diesem
Konzentrationsbereich nachzuweisen. Erst durch eine vorgeschaltete Aufkonzentration der
Probe durch flussig/flissig-Extraktion (liquid-liquid-extraction, LLE) oder Festphasenextrak-

tion (solid-phase extraction, SPE) mit Anreicherungsfaktoren von 350 bis 2500 (Pihlstrom et
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al., 1997, Schroder, 1989), werden Bestimmungsgrenzen von 0.05 - 0.1 ug/l erreicht (Fischer
et al., 1997). In vielen Féllen ist eine zusatzliche Reinigung und Derivatisierung der Probe
erforderlich. Die gesamte Vorgehensweise ist sehr zeit- und kostenintensiv und erfordert
hochqualifiziertes Personal. So dauert die Quantifizierung eines Pestizids in einem akkreditier-
ten Umweltlabor ca. 6 Stunden und kostet 150 bis 300 DM.

Wesentlich kostenglnstiger sind dagegen die 1989 erstmals kommerziell eingeflhrten
immunologischen Testverfahren (Wittmann und Hock, 1989, Avrameas, 1992, Van Emon und
Lopez-Avila, 1992). Verschiedene ,Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay” (ELISA) Testkits
fur die Wasseranalytik im Mikrotiterplattenformat werden angeboten, kosten ca. 10 DM pro
Probe (bei Doppelbestimmungen) und lassen sich binnen ca. 2 Stunden durchfiihren (Riedel-
deHaén, 1999). Die Nachweisgrenzen dieser Methoden liegen (ohne zeitaufwendige Proben-
vorbereitungsschritte wie z.B. Aufkonzentration) im Bereich zwischen 0.015 pg/l und 0.4 pg/l
(Nunes et al., 1998). 1994 wurde von der US EPA eine Richtlinie fir die Umweltanalytik mit
Hilfe immunologischer Testverfahren veréffentlicht (Gee et al., 1994). 1997 erschien die
ISO/CD 15089 Richtlinie fir selektive Immunoassays zur Bestimmung von Pestiziden
(1ISO/CD15089, 1997).

Die bisher diskutierten Methoden zur quantitativen Erfassung relevanter Umweltparameter
stoRen bei einer weiteren Ausweitung der Anzahl der Analysen im Hinblick auf eine
flachendeckende und kontinuierliche Schadstofferfassung auf die Grenzen der Finanzierbar-
keit. Hinzu kommt, dafd die bei der klassischen Laboranalytik bendétigten Lésungsmittel und
Reagenzien ihrerseits nach der Messung als Sondermiill entsorgt werden missen und die
Umwelt zuséatzlich belasten. Betrachtet man die Vielfalt der umweltanalytischen Messungen,
deren Komplexitat und deren ungeheuere Anzahl, die zur liickenlosen Uberwachung von
Wasser, Boden und Luft notwendig sind, so kann eine 6konomische Lésung nur in der Bereit-
stellung intelligenter, miniaturisierter, dem Masseneinsatz zugénglicher und damit preiswerter
MeRmethoden liegen. Experten schatzen den Weltmarkt fir die Analytik im Umweltschutz auf
mehrere 10 Mrd. DM. Infolge der gesetzlich vorgeschriebenen Uberwachungsaufgaben

erreicht dieser Markt jahrlich zweistellige Zuwachsraten.
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1.2 Zielsetzung und Gliederung der Arbeit

Zielsetzung

Vor dem in Kapitel 1.1 geschilderten Hintergrund entstand die vorliegende Arbeit. Das

spezifische Ziel 1aRt sich wie folgt formulieren:

Es soll ein immunanalytisches Testverfahren aufgebaut, charakterisiert und
optimiert werden, welches in Nanolitervolumina die Signalerzeugung und

-detektion umweltrelevanter Analyte erlaubt.

Dabei sollte die Detektion der Zielanalyte (siehe untenhamogener Phase erfolgen, da

durch die angestrebte Dimensionierung der mikrostrukturierten Probentréager (NTP) Wasch-
schritte, wie sie in konventionellen ELISA-Mikrotiterplattentechniken Ublich sind um
.gebunden” von ,ungebunden® zu trennen, nicht mehr praktikabel sind (siehe Abbildung 1-1).
Um den Vorteil der geringen Nachweisgrerfasoreszenzbasierter Methoden auszunutzen,

wurde als Detektionsprinzip dBesonante-Energie-Transfer (RET) gewahlt.

Diese Arbeit wurde im Rahmen des vom Bundesministerium fir Bildung, Wissenschatft,
Forschung und Technologie (BMBF) geftrderten Verbundprojektes ,Laser-induzierte Fluo-
reszenz-Detektion auf mikrostrukturierten Probentréagern fir die Analytik im Umweltbereich®,
kurz LINDAU durchgefuhrt. Im Verbundprojekt LINDAU kooperierten fiinf Projekt-

Abbildung 1-1: Ein mikrostrukturierter Probentrager (Nanotiterplatte, NTP) mit 625 Kavitaten
und einer Dimension von 2 x 2 tnim Vergleich zu einer Standardmikro-
titerplatte mit 96 Kavitaten.
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partner' eng miteinander, darunter drei Forschungseinrichtungen und zwei Anwenderfirmen.

Im ersten Schritt sollte das immunanalytische Testsystem aufgebaut und charakterisiert
werden. Um dies mdglichst friihzeitig im Projekt, d. h. vor der Verfiigbarkeit von miniaturi-
sierten Probentragern und optischer Anregungs- und Detektionseinheit, realisieren zu kénnen,
sollte das Testsystem zunachst ,makroskopisch” etabliert werden. Im Vordergrund standen
dabei:

» die Auswahl geeigneter Fluoreszenzmarker und deren grundlegende Charakterisierung
hinsichtlich der physikalisch-chemischen und photophysikalischen Eigenschaften um

eine maximale Signaldynamik und eine minimale Nachweisgrenze zu erreichen,

» die Charakterisierung der an der Signalerzeugung beteiligten photophysikalischen Des-

aktivierungsprozesse,

» die Etablierung und Optimierung des Testsystems, wobei die Optimierungsmdglichkeiten

anhand von Modellrechnungen aufgezeigt werden sollten.

Mit Verfugbarkeit des ersten Komplettaufbaus fur die Probenhandhabung, Anregung und
Detektion der Fluoreszenz in den Nanotiterplatten, sollten die Untersuchungen zunéchst
parallel auf beiden Plattformen durchgefuhrt werden. Nach Erreichen vergleichbarer Lei-

stungsfahigkeit auf beiden Plattformen, sollte bevorzugt das miniaturisierte System eingesetzt
werden. Die Kalibrierkurven, die im Labor mit Standardiésungen erreicht wurden, sollten in

Zusammenarbeit mit dem Institut Dr. Jager an Realproben validiert werden. Als Zielvorgaben
sollten bei der Entwicklung der Immunoassays eine Nachweisgrenze von 0.05 pg/l und eine

Bestimmungsgrenze von 0.1 pg/l erreicht werden.

SchlieB3lich sollte eine statistische Bewertung der Ergebnisse, zur Ermittlung von analytischen
KenngrdlRen und Leistungsparametern des Testverfahrens durchgefiihrt werden. Es sollte ein
Abgleich des Verfahrens mit bestehenden oder in Definition befindlichen Normen fir
analytische Techniken, v. a. die Sicherstellung der Validierbarkeit der Methode und Integration

von Validierungsstrategien aufgezeigt werden.

! Institut fiir Physikalische und Theoretische Chemie, Universitét Tiibingen, D-72076 Tubingen.
Laser-Laboratorium Géttingen e. V. (LLG), D-37077 Gottingen.
Bremer Institut fir Angewandte Strahltechnik GmbH (BIAS), D-28359 Bremen.
Institut Dr. Jager, D-72072 Tubingen.
Bodenseewerk Perkin-Elmer GmbH, D-88647 Uberlingen.
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Zielanalyte

Als Zielanalyte (siehe Tabelle 1-1) wurden aus der Klasse der Herbizide vier umweltrelevante
Substanzen nach verschiedenen Gesichtspunkten ausgewahlt. Aus der Gruppe der s-Triazine
wurden die beiden wichtigsten Vertretstrazin und Smazin gewahlt. Atrazin ist das in den

USA und Europa am weitesten verbreitete Herbizid. Allein in Europa betragt der jahrliche
Verbrauch Uber 2000 Tonnen (Fielding et al., 1992). Aufgrund der Stabilitat dieser Substanzen
und deren hoher Loslichkeit (fir Atrazin 33 mg/l) und Mobilitat in Oberflachen- und
Grundwasser sind sie die am haufigsten nachgewiesenen Pestizide im Trinkwasser (Barceld
und Hennion, 1997).

Aus der Klasse der Alkancarbonsaurederivate wurde didichlorphenoxyessigsaufe,4-

D) ausgewabhlt, die 1944 als erstes Herbizid Gberhaupt eingefihrt wurde und heute in Europa
mit Gber 500 Tonnen pro Jahr immer noch breite Anwendung findet (Hatrik und Tekel, 1996).
Als letzter Modellanalyt wurdésoproturon als prominentester Vertreter aus der Klasse der
Harnstoffderivate ausgewabhlt. Isoproturon liegt in Europa mit einem jahrlichen Verbrauch von
Uber 500 Tonnen unter den ,Top Ten" der Pestizide. Der Verbrauch steigt derzeit weiter an, da

die persistenten Triazine zunehmend von den Phenylharnstoffderivaten verdrangt werden.

Tabelle 1-1: Zielanalyte im LINDAU-Projekt aus drei ver schiedenen Substanzgruppen.

Substanz-Gruppe Modellanalyt Struktur
Cl
Triazine Atrazin N')%N b
)\N N7 N
H H
Cl
Triazine Simazin § N|)§N )
ey
H2
Alkancarbonsaure-  2,4-Dichlorphenoxy- C,QO/C\COOH
derivate essigsaure (2,4-D) |
C
H /CH3
Harnstoffderivate Isoproturon ) C N\E/N\CHg
O
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Gliederung der Arbeit

In einem einfihrenden, theoretischen Teil werden die Grundlagen folgender Themengebiete

erlautert:
» die Grundprinzipien der optischen Absorptions- und Emissionsspektroskopie,

» das Prinzip der biomolekularen Erkennung basierend auf Antigen-Antikérper-Wechsel-

wirkungen,
« eine Einfuihrung in und Ubersicht tiber immunanalytische Testverfahren,
» Methoden zur Markierung von Proteinen,
 statistische Methoden zur analytischen Auswertung von Mel3ergebnissen.

Nach der Beschreibung der eingesetzten Materialien und verwendeten Methoden werden im
Ergebnisteil zunachst die ausgewahlten Fluorophore hinsichtlich ihrer photophysikalischen
Eigenschaften charakterisiert und die Energietibertragung im Antigen-Antikorper-Komplex
untersucht. Anschlieend folgt eine theoretische Betrachtung des Resonanten-Energie-
Transfer-Immunoassays (RETIA), wobei anhand von Modellrechnungen die Optimierungs-
maoglichkeiten des betrachteten kompetitiven Testformats simuliert werden. Danach werden,
eng an die Ergebnisse der Modellrechnungen angelehnt, die erhaltenen Kalibrierkurven der
Modellanalyte aufgezeigt und diskutiert. Nach der Validierung des RETIA im Mikroliter-
bereich folgen in einem weiteren Kapitel die Resultate des Transfers des Assays in den
Submikroliterbereich. In einem abschlieenden Kapitel werden die wesentlichen Ergebnisse

der Simulationsrechnungen und Messungen nochmals zusammengefaf3t.
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2 Theoretischer Tell

2.1 Optische Spektroskopie

2.1.1 Absorption

Aus der klassischen Behandlung der Wechselwirkung zwischen dem el ektromagnetischen Feld
und einem elastisch gebunden Elektron, erhélt man nach Lorentz die Dispersion der Dielektri-

zitatskonstante® (von Biinau und Wolff, 1987)

2
goa=ltp /M
& wWh-w +iaR/m

(1)

Darin sindN,, wy, m, g, R die Dichte, die Eigenfrequenz, die Masse, die Ladung und die
Dampfungskonstante der Oszillatoren. In kondensierten Phasen ist die makroskopische
Polarisierbarkeits, (€ —1) durch £, [ —1)/(£ +2) zu ersetzen, da der betrachtete Dipol nicht

nur dem &aulReren Feld, sondern auch dem Reaktionsfeld aller umgebenden Dipole ausgesetzt
ist. Mit der Definition & =i =n?(1-ik)?, wobei n der Brechungsindex une der

Absorptionsindex ist, und nach Trennung in Reg) nd Imaginarteild,) erhalt man

N.G2 2 2
e e ©

2
N,q - aR/m 3)

&om (a)g —wz)z +w?R? | m?

&y = 2n2K =

Dieser klassischen Behandlung zufolge kann nur eine Eigenfregy@onzkommen. Nach der
Quantentheorie sind jedoch fur ein Elektron mehrere Ubergéange von einem gegebenen Zustand
i zu anderen Zustdndémadglich. Die Gesamtabsorption verteilt sich daher auf die verschiede-
nen Ubergange mit der WahrscheinlichKgitd.h.f;; ist die Zahl der klassischen Oszillatoren,

die genau so stark absorbieren wie ein Elektron beim Uberigand , und wird daher auch

alsOszillatorenstarkéezeichnet. Mit z fi; =1 erhalt man fur Gl. (2) und GlI. (3) die quanten-
f

2 Komplexe GréRen sind durch ein hochgestelltes ,~* gekennzeichnet.
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mechanisch korrekte Form.

2 w? - w?
€1=”2(1‘K2):1+ Ny > fif L (4)
gom T (aﬁ —a)z)z+a)2R2/m2
2
£, =2n%k = Nva fic @R/m (5)

€om ¢ (aﬁ —a)z)z+a)2R2/m2

Setzt man den gefundenen Ausdruck fir die komplexe Dielektrizitatskonstante in die
Gleichung einer in einem isotropen Dielektrikum in x-Richtung fortschreitenden \Fedlm,

so erhalt man:

cge A e 4 ©)

d.h. die Gleichung einer mit der Phasengeschwindigkeithn fortschreitenden gedampften
Welle, wobeic die Lichtgeschwindigkeit im Vakuum undl die Wellenlange ist. Fiur die

Intensitat lergibt sich:

_4mkx 27X

1()=lge A =lge M . (7)

Die Intensitat der einfallenden Strahlulgvird also durche, verandert. Bei Frequenzen, bei
denen das System keine Resonanzenergie aufnehmen kagyw GtundI(x) = . Bei der
Resonanzfrequenz besitztdagegen einen endlichen Wert ugdvird geschwéacht. Es treten
Absorptionsbanden auf, wenn durch EinfluR der elektromagnetischen Strahlung Molekile von

einem Energiezustand in einen anderen tbergehen kbnnen (Resonanziibergange).

Ersetzt man in Gl. (7) im Exponenten den Tdmk/A durch den Absorptionskoeffizientan

so erhélt man nach Logarithmieren das Lambertsche Absorptionsgesetz:

Inl—0 = ax. (8

Mit dem Beerschen Gesetz a = €ld (gultig fur verdinnte Lésungen, deren Losungsmittel
vollig durchlassig sind) erhalt man, nach Umschreiben in dekadische Logarithmen, das

Bouguer-Lambert-Beer sche Gesetz:

E= Iogloll—0 = £CX, (9)
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wobel E die Extinktion, € den molaren dekadischen Extinkti onskoeffizienten, ¢ die molare Kon-

zentration und x die Schichtdicke darstellt.

Aus der Flache unter einer Absorptionsbande a3t sich die Oszillatorerig@i®al fir die

Erlaubtheit des entsprechenden Elektronentibergangs berechnen

4mce, In10

fip =— 0 —[elv)dv. (10)

N ,e?n

Darin sindN, die Avogadrozahle die Elementarladung unddie Frequenz des absorbierten

Lichts.

Da die Gesamtwellenfunktio#, eines Molekilzustandes das Produkt aus dem Qgtbzw.
Spinanteilog der elektronischen Wellenfunktion und der Schwingungsfunkgtiorst, erhalt
man fir die Wahrscheinlichkeit, ein Molekil aus dem Zustaindden Zustand anzuregen,

dasUbergangsdipolmomeni if

Mif = <q'l|e|ﬁ‘ LIJfe> = e<‘/’ie|/:"‘//fe><)(iv‘va><0is‘0fs> (11)
wobei 7 der Dipolmomentoperator ist. Daraus resultieren, da fur einen erlaubten Ubergang

alle drei Matrixelemente von Null verschieden sein muissen, die Spin- und Symmetrie-

Auswabhlregeln.

2.1.2 Emission

Durch Absorption (A) von sichtbarer Strahlung im Sinne des Franck-Condon-Prinzips
gelangen Molekile, die sich bei Raumtemperatur fast ausschlie3lich im niedrigsten
Schwingungsniveau des elektronischen Grundzusta®&gbsfinden, innerhalb von s in
verschiedene Schwingungsniveaus des angeregten Elektronenzustandiie Molekile
relaxieren innerhalb von ®s bis 10% s in den, der Boltzmann-Verteilung im thermischen
Gleichgewicht entsprechenden, SchwingungszustandSyoBei dieser Schwingungsrelaxa-

tion wird die Energie durch Sté3e in Form von Warme an das Lo&sungsmittel abgegeben
(thermal equilibration, te). Vom SchwingungsgrundzustandSdeann das Molekil in 19s

bis 10’ s durchFluoreszenz (F) in die verschiedenen Schwingungsniveaus Spmuriick-
kehren oder durch innere Umwandlung (internal conversion, ic) ihs1Bis 1Fs und

anschlieRender Schwingungsrelaxation (te) strahlungsloshaeisaktivieren.
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Absorption Desaktivierung

Extinktions-

koeffizient
i:I uor&ezenz |

intensitat

Wellénlaﬁge [hm]_;

Abbildung 2-1: Vereinfachte Energiepotentialkurven mit den Wahrscheinlichkeitsdichten der
Schwingungsniveaus zur Erklarung der Absorption (A), der strahlungslosen
Desaktivierung (ic, te), der Fluoreszenz (F) und der Spiegelbildsymmetrie des
Emissionsspektrums (ES) beztiglich des Absorptionsspektrums (AS).

Abbildung 2-1 zeigt diese Vorgange anhand vereinfachter Energiepotentialkurven. Die resul-
tierenden Absorptions- (AS) und Emissionsspektren (ES) zeigen Schwingungsstrukturen, die
fur S, bzw. & charakteristisch sind. Das ES ist im Vergleich zum AS, aufgrund der
strahlungslosen Energieverluste $, zu groBeren Wellenlangen verschoben, sogenannte

Sokes-Verschiebung, und erscheint als Spiegelbild des AS.

Abbildung 2-2 zeigt ein vereinfachtes Termschema mit zwei elektronischen Niveaf)
Die Buchstaberm und n stellen dasmnte bzw.n-te Schwingungsniveau der elektronischen
Zustandei bzw. f dar. In Strahlungsfeldern der spektralen Energiedigi{td ist die
Geschwindigkeitskonstante flr einen induzierten Absorptionsubegp(v) und fur die
induzierte EmissiorB,[p(v), wobei die Proportionalitatsfaktore,q,, und Bgi, als die

Einsteinkoeffizienten der Absorption bzw. der induzierten Emission bezeichnet werden. Neben
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(f.n)

Energie

Bi m,fn Bfn,im Afn,im

\ v (,m)

Abbildung 2-2: Veranschaulichung der Einsteinkoeffizienten zwischen dem oberen (f, n) und
dem unteren (i, m) vibronischen Niveau. Bj,s, Stellt die Ratekonstante der
induzierten Absorption, B, die Ratekonstante der induzierten Emission und
Aqnim die Geschwindigkeitskonstante der spontanen Emission dar.

der induzierten Emission findet auch die spontane Emission f,n — i,m statt. Sie wird durch den

Einsteinkoeffizienten der spontanen Emission Ay, charakterisiert.

Nach Einstein gilt (Pope und Swenberg, 1982):

Bim, fn = Bn,im (12)
8y 3n3 1

und Atnim :—3[Bfn,im = (13)
C (A=

wobei v die Frequenz des Uberganbsias Planck’sche Wirkungsquantum uriddie natiir-

liche Fluoreszenzlebensdauiat. Gl. (13) gilt dabei streng genommen nur fiir atomare Uber-
gange mit schmalbandigen Absorptionsbanden, deren Fluoreszenz die gleiche Wellenlange wie
die Absorption besitzt. Strickler und Berg haben 1962 eine allgemeinere Form der Gl. (13)

abgeleitet, die auch auf polyatomare Molekile anwendbar ist:

o= Agy = 2881007 n2(7°) [ 0s)d I ) (14)

TP

mit <"‘3> II - (e )ave (15)

IV |F(VF )dVF
Darin sindAy; die Ratenkonstante der Emission vom untersten Schwingungsniveaq)(
des elektronischen Zustandésin alle Schwingungszustédnde van Ve und v, die
Wellenzahl im Fluoreszenz- bzw. Absorptionsspektriip{y: ) die Fluoreszenzintensitat bei
V. und £(7,,) der Extinktionskoeffizient bei,,.. Die Integration wird dabei tiber das

gesamte Absorptions- bzw. Emissionsspektrum (Gl. (15)) durchgefuhrt. Mit GI. (14) kann aus
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den experimentell zuganglichen spektralen Daten die natirliche Lebensdauer berechnet
werden. Uber zeitaufgeloste Messungeist die Fluoreszenzlebensdauer: zuganglich
(Lakowicz, 1983)

e (t)=10e7""F, (16)

wobei |y die Fluoreszenzintensitat ber O ist. Nur in einer niederviskosen, homogenen

Molekilumgebung beobachtet man tatsachlich ein exponentielles Abklingen der Fluoreszenz.
In heterogener Umgebung des fluoreszierenden Molekils findet man Abweichungen vom
exponentiellen Verhalten. Die Abklingkurven werden dann an eine Summe von Exponential-

funktionen angepal3t
I,:(t):ZCrie_”TF'i, (17)
i
mit den praexponentiellen Faktorepund der mittleren Abklingzeitg
ZaiTé,i
i
> OiTE, |
i

Die partiellen Abklingzeiteng; kann man in den meisten Fallen nicht zu konkreten Molekdl-

Tg = (18)

umgebungen zuordnen. Es mufd vielmehr angenommen werden, daf} in heterogenen Umge-

bungen eine Verteilung von Abklingzeiten vorliegt.

T¢ ist mit 72 Giber dieFluoreszenzquantenausbeute @: verkniipft

TE =& D‘,c_—’. (19
Die Fluoreszenzquantenausbeute ist dabei das Verhaltnis der Anzahl der emittierten Photonen,
bezogen auf die Anzahl der absorbierten Photonen, oder kinetisch ausgedrickt definiert als
:k—F_ (20)
Kg + Ky

ke ist dabei die Ratenkonstante der Fluoreszenz (entspsightindk,, die Summe der Raten-

konstanten aller strahlungslosen statischen und dynamischen Desaktivierungsprozesse.

Die stationare Fluoreszenzintensitaberechnet sich als Produkt aps der Intensitat des

absorbierten Lichtk,,s und einem geréatespezifischen Falkdor
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Ie =1 pps [ LZ. (21)
| aps 18Rt sich mit dem Bouguer-Lambert-Beerschen Gesetz (Gl. (9)) zu:
L pps =lo—1 = |0@—e‘2-3f'°x) (22)

berechnen, wobei €” der Extinktionskoeffizient bei der Anregungswellenlénge ist. Damit ergibt

sich fur die Fluoreszenzintensitat:

g = Io(l— g 23e'cx )(pF 7 (23)
mit Z als geratespezifischer Faktor. Fur geringe Absorptionen kann man den Exponentialterm

aus Gl. (23) entwickeln, so dal’ sich schlief3lich folgende Gleichung ergibt:
= 1ol-A-2.3'cx))@ Z = 1(2.3¢"cxgr Z) (24)

Die Fluoreszenzintensitat ist also unter den genannten Bedingungen proportional zur Konzen-

tration.

2.1.3 Fluoreszenzpolarisation

Regt man die Fluoreszenz eines Molekuls mit vertikal polarisiertem Licht der Intépsaéat

und mil3t die Intensitat des horizont)§ oder vertikal [\\) polarisierten Fluoreszenzlichts,

so erhalt man unter der Voraussetzung, dal3 die Richtungen des absorbierenden und emittieren-
den Ubergangsdipolmoments zusammenfallen, folgende Ausdriicke fiF|utheeszenz-

polarisation P bzw. Fluoreszenzanisotropier (Lakowicz, 1983)

p=lw —lwi (25)
lw +lve

r:M_ (26)
I + 20y

Die Fluoreszenzanisotropie gibt dabei die Differenz zwischen den bei vertikal polarisierter
Anregung beobachteten Intensitaten der vertikal bzw. horizontal polarisierten Fluoreszenz an,
normiert auf die gesamte in der Emissionsebene emittierte Fluoreszenzintensitat. Um die unter-
schiedliche Empfindlichkeit des Detektors fiir horizontal und vertikal polarisiertes Licht zu

eliminieren, wird

hr _ | beob - HV
T = 1560 EIL (27)
HH
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in die Gleichungen fir die Anisotropie oder Polarisation der Fluoreszenz eingesetzt. Dabei sind
Iy und lyy die bei horizontaler Anregung beobachteten Intensitaten der vertikal bzw.

horizontal polarisierten Fluoreszenz.

Rotieren die Molekile im angeregten Zustand, so wird nach Anregung mifels eine
zeitabhéngige Anisotropigt) beobachtet, die als Summe von Exponentialfunktionen darge-

stellt werden kann
rt)=Y roie TR, (28)
i

worin 1z die Rotationskorrelationszeit ung die intrinsische Anisotropie bedeuten. Das
zeitliche Mittel I ist gegeben durch die sogenannte Perrin-Gleichung (Lakowicz, 1988), die
mit der Fluoreszenzabklingzeit, der Rotationskorrelationszeit und der intrinsischen Anisotropie
verknupft

F=_— 10 (29)
1+ Te /TR

Sind die Fluoreszenzabklingzeit und die intrinsische Anisotropie bekannt, kann aus der statio-

naren Anisotropie die Rotationskorrelationszeit berechnet werden.

2.1.4 Excitonen-M oddll

Mit abnehmender Entfernung zwischen absorptionsfahigen Molekilen verandern sich zu-
nehmend Lage und Intensitat der elektronischen Ubergange sowie die Lebensdauer der ange-
regten Zustdnde dieser Moleklle. Dieser Effekt kann Uber die Kopplung der angeregten
Zustande beschrieben werden (Pope und Swenberg, 1982). Ein Aggregat (physikalisches
Dimer) aus zwei gleichen Molekilen 1 und 2, jeweils mit den Wellenfunktigndéar den
Grundzustand der Energig und Y fir den angeregten Zustand der Ener§jeflr die

wechselwirkungsfreien Molekule, besitzt die Gesamtwellenfunkiign
1
VEe = W Ow @y @ ©) (30)

fur den angeregten Zustand, mit den Energien

g =E +Ef +W £, (31)
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wobei W die Coulomb-Energie der Wechselwirkung der Ladungsverteilung des angeregten

Zustandes des Molekils 1 mit dem Grundzustand des Molekils 2 (oder umgekehrt) ist

W= (s W @V w1 O (2)) (32)

und 3 ein Resonanzintegral, das zur Delokalisierung der Anregungsenergie auf beide Molekiile
und zur AufspaltungExcitonen-Aufspaltung) der zuvor entarteten Anregungszustande fuhrt
(siehe Abbildung 2-3)

B=(ws Oy N2 i W (2). (33)

V 1, ist dabei der Wechselwirkungsoperator. Befinden sich beide Molekiile im Grundzustand,

so ergibt sich die Gesamtenergie

Eg&s =26 +W, mit W =(y; Qy; @QVi2|w Qw; (2)). (34)
Die elektronische Anregungsenergie betragt jetzt also

+

AE* =E; -E +W -W . (35)

Die spektrale Verschiebung der monomeren Absorptionsbande bei der Dimerenbildung héngt
von dem relativen GréRenverhaltnis wehundW” und der Orientierung der monomeren Uber-
gangsdipolmomenteM (1) und M (2)) ab. Dipolerlaubte Ubergénge erhalt man aus dem

resultierenden Ubergangsdipolmoment, welches fiit diestande der Dimere als

-, 1 (- -
Viges = (M ()N (2)) (36)
R ANAe GO%E ==
o ; 2|
g .\ P Et. '
1|
% (1) %2
Monomere Dimer
Vi, =0 Vi, £0

Abbildung 2-3: Aufspaltung der angeregten Energieniveaus E; zweier nichtaggregierter Mole-
kile in die excitonischen Energienivedt§, und E;,. im dimeren Aggregat.
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formuliert werden kann. Fur translatorisch aquivalente Molekile sind die Ubergangsdipol-
momente der Monomere entweder parallel oder antiparallel, so daR nur der Ubergang zu einem
der beiden angeregten Zustande optisch erlaubt ist (siehe Abbildung 2-4). Bei der Seite-an-
Seite-Anordnung (H-Aggregate) der Ubergangsdipolmomente gilt fur den energiearmeren
Zustand I\ﬁg%:O, fur die Kopf-Schwanz-Anordnung (J-Aggregate) ist der Zustand mit

M «s = 0 der energiereichere. Fur nicht parallele Orientierung der Ubergangsdipolmomente

(H + J-Aggregate) sind beide Ubergange erlaubt.

Paralle K opf-Schwanz Schief
00 S AN
F e Ett e = S Bz D
Ef g Ef g fi'._____ T Ef g
EI-Ei-xc N EI-Ei-xc T EI-El-xc AN
E E E
Monomer  Dimer Monomer  Dimer Monomer  Dimer
H-Aggregat JAggregat (H+J)-Aggregat
(Blau-verschoben) (Rot-verschoben) (Banden-Teilung)

Abbildung 2-4: Excitonen-Aufspaltung in dimeren Aggregaten unterschiedlicher Geometrie.
Die Coulomb-Wechselwirkungen W und W" wurden hier weggelassen. Die
Orientierungen der monomeren Ubergangsdipolmomente sind durch kurze
Pfeile dargestellt. Dipolverbotene Ubergange sind gestrichelt gezeichnet.

2.1.5 Resonanter-Energie-Transfer (RET)

Der Resonante-Energie-Transfer (RET) ist ein Desaktivierungsprozel3 fir Moleklle im ange-

regten Zustand (Ratenkonstakger) und konkurriert mit der Desaktivierung durch
* Fluoreszenz (Ratenkonstarkts,
» dynamische Prozesse wie Kollision (Ratenkonstante,) und

 dtatische Prozesse wie Komplexbildung oder Elektronen-Transfer (Ratenkonstakyggn
bzw. kgt).

RET ist ein Prozel3, der dann stattfindet, wenn ein Chromophor, dessen Absorptionsspektrum

sich mit dem Emissionsspektrum des angeregten Fluorophors tberlappt (Resonanzbedingung),
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Abbildung 2-5: Prinzip des RET. Links: Uberlappung des ES des Donors mit dem AS des
Akzeptors. Rechts: Schematische Darstellung des RET von einem angeregten
Donor (mit dem Ubergangsdipolmoment der Emissibf) zu einem sich im
Abstand R befindlichen Akzeptor (mit dem Ubergangsdipolmoment der
AbsorptionM 1), anhand eines vereinfachten Termschemas.

in unmittelbare Nahe (1 - 10 nm, Van Der Meer et al., 1994) zum Donor gebracht wird. In
diesem Fall kann die Anregungsenergie des Fluorophors (im Folgend2onatsbezeichnet)
strahlungslos auf den Chromophor (im Folgende\tsptor bezeichnet) Gbertragen werden
(siehe Abbildung 2-5). Dieser Prozel3, der auf eibigiol-Dipol-Wechselwirkung der beiden
Oszillatoren basiert (Forster, 1946), fuhrt zu eiAbnahme der Donorfluoreszenz. Ist der
Akzeptor seinerseits ein Fluorophor, so wird ein Teil der ulbertragenen Energie als

sensibilisierte Akzeptorfluoreszenz emittiert.

RET fir ein Donor-Akzeptor-Paar

Entsprechend der Forster-Theorie (Forster, 1948 und 1960) kann die Ratenkd@stdiiite
den RET von einem Donor-Molekul auf ein Akzeptor-Molekdl, die durch einen festen Abstand

R voneinander getrennt sind, nach

KreT :%(8.79 Elo‘ll)KZn“‘goFD JpaR7°® :%Eﬁg (37)
TF g UR

mit RS = (8.79 ElO_ll)KZn_4qo,:D Jb A[nm6] (38)
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berechnet werden. Darin ist Ry der kritische Abstand (Forster-Abstanyl bei welchem der RET
und die restlichen Desaktivierungsprozesse gleich wahrscheinlich sind, ¢ und 7P die Fluo-
reszenzquantenausbeute bzw. Lebensdauer des Donors (D) in Abwesenheit des Akzeptors (A),
n der Brechungsindex, fir den nach Moog et al. (1984) der Wert des verwendeten Losungs-

mittels eingesetzt wird?, der Orientierungsfaktor, ist definiert als

k2 = (cosBpp —3c0sfp cosfp ), (39)

wobei die Winkel (siehe Abbildung 2-6) die relative Orientierung der Ubergangsdipolmomente
von Donor und Akzeptor zueinander angebenkann Werte zwischen 0 und 4 annehmen.
Wegen der Rotationsbewegung der Molekile wechseln samtliche Richtungen in den meisten
Fallen so rasch, daR statt der Momentanwerteképdessen statistischer Mittelwest = 2/3

Uber samtliche Orientierungen eingesetzt werden kann. Die Rotationszeit der Molekile muf3
allerdings kurzer sein als die Lebensdauer des angeregten Donorzustandes. Der Fehler, der
durch Einsetzten vor? = 2/3 in Gl. (38) entsteht, ist im allgemeinen klein und betrégt nach

Stryer (Stryer, 1978) weniger als 20 3,, das Uberlappungsintegral, ist definiert als
Jpa = [Fo(A)ea(A)A*dr, (40)
0

worin Fp (/\) das bezuglich der Wellenlangenskala normierte Emissionsspektrum des Donors

und (1) der molare Extinktionskoeffizient des Akzeptors ist.

e 4
0 <
™9 A\

Abbildung 2-6: Schematische Darstellung der Winkel, die in der Definition von k? (Gl. (39))
verwendet wurden. M? und M sind die Ubergangsdipolmomente der
Donoremission bzw. Akzeptorabsorption und R ist der Abstand der Zentren der
beiden Chromophore.

<
= >
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Analog der Fluoreszenzquantenausbeute (siehe Gl. (20)) wird beim RET die Transfereffizienz
Erer als der Anteil der absorbierten Photonen, die vom Donor zum Akzeptor Ubertragen

werden, definiert

6 DA DA
KRET — Ro 1- e _ 1- % (41)

Erer = = =
Krer +kr +knr  RE+R® P o
wobei 72" und ¢P* die Fluoreszenzlebensdauer bzw. -quantenausbeute des Donors in An-

wesenheit des Akzeptors ist.

RET fur statistisch verteilte Donoren und Akzeptoren

Fur ein System mit statistisch im dreidimensionalen Raum verteilten Donoren und Akzeptoren,
bei welchem der RET nur vom Donor zum Akzeptor stattfindet und die translatorische
Diffusion der Molekule im Vergleich zu der Transferrate langsam ist, kann nach Forster (1949)
die mittlere Wahrscheinlichkeip(t)[] ein zur Zeitt = 0 angeregtes Molekll zur Zgitnhoch

angeregt vorzufinden, nach

(p(t)) = a=5-2¢/cps (42)
. 3000
mit Co=—F—-—— (43)
? T 2BN AR

berechnet werden. Darin ist=t/7¢, ¢ die Konzentration der Akzeptoren, die sogenannte
.Kritische Konzentration®, bei welcher die Transfereffizienz 76 % wird, Npdie Avogadro-

zahl. Aus Gl. (42) und GI. (43) geht hervor, daf3, obwohl der Abklingvorgang des Einzel-
molekils streng exponentiell erfolgt, im Mittel tber die Gesamtheit der Molekile die
Anregung zunachst starker, dann schwacher abklingt, als es nach Gl. (16) der Fall ware. Die

TransfereffizienZEgsr 1al3t sich mix = c/cy nach

Erer = Ve {1-erf (x)} (44)

berechnenerf(x) ist das Gaul3sche Fehlerintegral
(=2 "
erf (x)=—[e™ Y dy, (45)
ﬂg

wobel y=+/s+x ist.
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Anwendungen desRET

Aufgrund der starken Abhangigkeit der Transferigte vom AbstandR zwischen Donor und
Akzeptor in GI. (37), wird derRET oft zur Bestimmung von mittleren Abstédnden in
biologischen Makromolekilen oder Aggregaten verwendet (Wu und Brand, 1994). Die
besonderen Eigenschaften dieses ,spektroskopischen Lineals” sind: geringe raumliche Auf-
l6sung (Angstrombereich), hohe zeitliche Auflésung (Nanosekundenbereich), geringe Nach-
weisgrenzen (nanomolarer Bereich) und Anwendbarkeit in komplexen Systemen, wie Plasma-

membranen oder lebenden Zellen (Stryer, 1978).

Neben diesen Anwendungen VvBET als ,spektroskopisches Lineal“ in Proteinen, Membra-
nen, Nukleinsauren und anderen biologischen Systemen, wird der Energie-Transfer zu-
nehmend fir die Entwicklung von Immunoassays eingesetzt (Van Der Meer et al., 1994). Bei
dieser Technik wird der Antikorper mit einem Donorfluorophor und ein Antigenderivat mit
dem entsprechenden Akzeptormolekil markiert. Energie-Transfer wird dann als Abnahme der
Donorfluoreszenz bzw. Auftreten der sensibilisierten Akzeptorfluoreszenz beobachtet, wenn
das markierte Antigen von dem markierten Antikorper in einer spezifischen Reaktion gebun-
den wird (siehe Kap. 2.2.2.3). Nur in diesem Komplex sind die Fluorophore nahe genug, um
effizient den strahlungslosen Energie-Transfer zu ermdglichen. Gibt man nun unmarkiertes
Antigen (Analyt) dazu, so wird der markierte Antigen-Antikorper-Komplex teilweise disso-
ziieren, was die Fluoreszenzléschung des Donors bzw. die sensibilisierte Fluoreszenz des

Akzeptors rickgangig macht (Ullman et al., 1976, Lim et al., 1980) (siehe Kap. 4.2).
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2.2 Antigen-Erkennung

2.2.1 Rezeptor-Typen

Biochemische Makromolekile kdnnen in bestimmten Regionen des Molekiilsjraemgs-
stellen oderBindungstaschen, makro- oder niedermolekulare Liganden binden. Dieses Prinzip
der ,biomolekularen Erkennung“ wird schon seit 1959 ausgenutzt, um selektiv und sensitiv
Analyte nachweisen zu konnen. Verschiedétezeptoren wurden dabei als Erkennungs-

strukturen eingesetzt:
» polyklonale menschlich&ntikérper(Berson und Yaow, 1959),

* Transportproteinewie tyroxin-bindendes Globulin (Ekins, 1960), Transcortin (Murphy
et al., 1963) und

» Zellrezeptoremwie z.B. der Estradiol (E,)-Rezeptor (Korenman, 1968).

Aufgrund der Vielseitigkeit der polyklonalen Antikdrper bezuglich &gpezifitdt Verflg-
barkeitund Stabilitatstellen sie, zusammen mit den seit 1975 verfligbharen monoklonalen Anti-
kérpern (Kéhler und Milstein, 1975), die am haufigsten genutzten Rezeptoren dar (Gosling,
1990). Tabelle 2-1 fal3t die allgemeinen Eigenschaften dieser drei Klassen von Rezeptoren
zusammen. In dieser Arbeit wurde fiir die spezifische Erkennung der Zielanalyte die Antigen-
Antikdrper-Wechselwirkung mit Hilfe polyklonaler und monoklonaler Antikoérper eingesetzt.

Tabelle 2-1: Vergleich der Eigenschaften der am haufigsten genutzten Rezeptoren zur spezifi-
schen Erkennung von Liganden (nach Hamilton, 1987)

Eigenschaften Antikorper Zellrezeptoren Transportproteing
Allgemeiner Einsatz  breit limitiert limitiert
Affinitat (I/mol) die hdchste sehr hoch hoch
(10* - 104 (10° - 10% (10°)
Spezifitat variabel sehr hoch hoch
Herstellungsdauer Monate Stunden Minuten
Methode Tiere (polyklonal) Zellfraktionierung Serumverdinnung
Zellen (monoklonal)
Reproduzierbarkeit variabel (polyklonal) konstant konstant
konstant (monoklonal)
Langzeitstabilitat sehr stabil instabil sehr stabil
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2.2.2 Antikorper

2.2.2.1 Struktur

Das Immunsystem der Vertebraten ist ein reaktives System aus Organen, Zellen und I6éslichen
(humoralen) Faktoren, das die Unversehrtheit des Organismus gegeniiber makromolekularen
Fremdsubstanzen (Antigene) gewahrleistet. Eine Schlisselrolle bei der Bekampfung der
Antigene spielt dabei didhumorale Immunitdtdie durch Antikorper (Immunglobuline)
vermittelt wird. Antigene I6sen in peripheren Lymphgeweben die Proliferation und Differen-
zierung von spezifischen B-Lymphozyten aus, wonach diese Zellen aktiv Antikorper
sezernieren. Diese exocytierten Antikorper binden das Antigen und initialisieren einige der
Effektorfunktionen des Immunsystems (Komplementsystem, Phagozytose und zytotoxische
Reaktionen). Die Region des Antikérpers, an welcher das Antigen gebunden wird, heif3t
Paratop. Die komplementare Region des Antigens, die spezifisch durch das Paratop erkannt
wird, heil3t antigene Determinante oder Epitop. Niedermolekulare Substanzen mit einer
relativen Molmasse kleiner 2000 (sogenartdgptene) wirken im Koérper nicht immunogen.

Erst durch Kupplung an makromolekulare Trager (z.B. Rinderserum-Albumin (BSA) oder
Ovalbumin (OVA)) wird eine Immunantwort gegen die haptene Determinante ausgeldst. Das

Hapten wird vom gebildeten Antikérper auch ohne den makromolekularen Trager erkannt.

Man unterscheidet finf Immunglobulin-Klassen: IgM, IgD, 1gG, IgE und IgA. Der wichtigste
Vertreter, der 80 % der im Serum vorliegenden Immunglobuline ausmacht, ikjGlags
kommt in vier Subklassery,(-y,;) vor. Die Struktur eines IgG-Molekils (Subklasse IgG1) ist

in Abbildung 2-7 gezeigt. Es besteht aus vier Polypeptidketten, die Gber Disulfidbriicken mit-
einander verbunden sind: zwei identisstiavere Ketten (Heavy, H), die ca. 450 Aminosauren
enthalten (ca. 55 kD) und zwieichte Ketten (Light, L) aus ca. 220 Aminosauren (ca. 24 kD).
Jede Kette besteht aus homologen Segmenten von ca. 110 Aminosauren, die unabhangig
gefaltete Doméanen bilden. H- und L-Ketten enthalten am N-Terminus je eine variable (V)
Doméne, die bei Antikbrpern verschiedener Spezifitat variiert und drei (H) bzw. eine (L)
konstante (C) Doméane. Die drei hochkonservierten Doméanen der H-Kette wete,€

und G;3 genannt. Zwischen dei, G und G,2-Domane befindet sich ein zusatzliches Segment,
welches alsHinge Region bezeichnet wird und die inter-H-Ketten-Disulfidbriicken enthélt.
Dadurch erhalt das Molekil eine Y-férmige, symmetrische Struktur, mit einer gewissen

Flexibilitat. Innerhalb der C,2-Domane befinden sich eine Oligosaccharidseitenkette und eine



24 Theoretischer Teil

Abbildung 2-7: Links: Schematische Darstellung der Struktur eines Antikdrpers (Subklasse
IgG1). Rechts: mogliche dreidimensionale Struktur eines menschlichen IgG1
(Bild aus Padlan, 1994). Die leichten und schweren Ketten sind entsprechend
der schematischen Darstellung (links) in verschiedenen Graustufen codiert.

Komplementbindungsstelle. Die konstante Domane der L-Kette wirdjg@annt (Padlan,
1994, Mian et al., 1991).

Innerhalb jeder V-Domane (Mund \,) zeigen drei Segmenkdypervariabilitdtund bilden die
komplementaritatsbestimmenden Regioemmplementary-determining regions, CDR) des
Immunglobulins. Diese sechs CDRs, die aus ca. 50 Aminosauren bestehen, bilden das Paratop
der Immunglobuline. Di®iversitatdieser hypervariablen Regionen, die sich aus der Sequenz-

und Langenvariabilitdt der CDRs ergibt (v.a. CDR3 (Price, 1998)), fuhrt zu einer Bibliothek
von 10 - 1 Antikdrper verschiedener Spezifitat und wird auf der DNA-Ebene durch die
somatische Rekombination von Gensegmenten und somatische Mutation der V-Gene erklart
(Leder, 1982).

2.2.2.2 Herstellung von Antikdrpern

Die Produktion von Antikérpern gegen Haptene, wie z.B. Pestizide, beruht auf der Immuni-
sierung eines geeigneten Vertebraten (Hase, Maus, Ratte, Ziege, Schaf) mit einem Konjugat
aus einem immunogenen Molekul (typischerweise Rinderserum Albumin, BSA) und dem
Hapten (Harlow und Lane, 1988). Das Design und die Synthese des Haptens und des Hapten-

Protein-Konjugats bestimmen dabei maf3geblich die Eigenschaften des erhaltenen Antiserums
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(Goodrow und Hammock, 1998, Ballesteros et al., 1998). Die haptenspezifischen Antikoérper
werden aus der Gesamtfraktion der Serumantikdrper durch Affinitdtschromatographie isoliert.
Man erhalt eingoolyklonale Antikdrperfraktion, die von einer Vielzahl verschiedener B-Zellen

produziert wurde und dementsprechend heterogen bezuglich ihrer Affinitat (siehe Kap. 2.2.2.5)

und Selektivitat ist.

Die Hybridomtechnologie (Kdhler und Milstein, 1975) kann zur Gewinnungpnoklonaler
Antikdrperpopulationen genutzt werden. Durch Fusion von B-Zellen mit Tumorzellen und
anschlieBRender Selektion der Zellklone, die Antikdrper mit der gewtinschten Spezifitat liefern,
lassen sich in Zellkulturen einheitliche Antikorper, in praktisch unbegrenzter Anzahl, produ-
zieren.Antikorperfragmentavie Fab und F(ab), lassen sich durch enzymatische Spaltung mit

den Proteasen Papain und Pepsin herstellen (Killard et al., 1995). Fv-Fragmente(beinhalten

nur die variablen Regionen der H- und L-Ketten) sind @iblkombinante DNA-Technologien
zuganglich. Sie erlauben die Modifizierung der Bindungseigenschaften der Antikorper auf der
DNA-Ebene in geeigneten Organismen, wie Escherichia Coli oder Hefe (Plickthun, 1990,
Hock et al., 1995).

2.2.2.3 Antigen-Antikorper-Bindung

Die Bindung eines Antigens an einen Antikdrper geschieht tber die Ausbildung von vielen
nichtkovalenten Bindungen zwischen dem Epitop und den Aminosauren des Paratops. Um

repulsive Kréafte zu verringern und gleichzeitig eine vollstandige Annaherung der beiden Mole-
kile zu ermdglichen, welche notwendig ist, um die schwachen attraktiven Kréafte zu optimie-

ren, sincdkomplementare Raumstrukturéer Wechselwirkungsoberflachen erforderlich.

Bei der Anndherung eines Antigens an einen Antikorper treten in einem Abstand von ca.
2 - 3 nm makroskopische, unspezifischgul sive Wechselwirkungen aufgrund der hydrophilen

Natur der beiden solvatisierten Molekule auf. Sie werden durch van-der-Waals-, Lewis-Saure-
Base und elektrostatische Krafte verursacht. Diese Repulsionskrafte muissen zunéchst
uberwunden werden, bevor eine mikroskopische, spezifisttiaktive Wechselwirkung
zwischen den komplementaren Strukturen des Epitops und des Paratops auftreten kann (van
Oss, 1995).

Die wichtigsten Krafte in der priméren Attraktion zwischen Epitop und Paratop, die lokal in

der Lage sein mussen, die makroskopischen repulsiven Kréfte zu tGberwinden, sind die weit-
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reichenden (3- 10 nm) hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkungen. Hydrophobe
Wechselwirkungen beschreiben die Tendenz von unpolaren oder partiell unpolaren Gruppen

oder Molekilen zu aggregieren (van Oss, 1995). Die treibende Kraft fir die hydrophobe
Anziehung solvatisierter Verbindungen liegt in der freien Enthalpie der Kohasion von Wasser,
welche durch intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen des ausgeschlossenen Wassers
hervorgerufen wird. Der Prozel3 kann anschaulich als ein Zusammendrangen der unpolaren
Gruppen oder Molekile durch die umgebenden, partiell durch Wasserstoffbriickenbindungen
verbundenen Wassermolekiile beschrieben wérddshéngig von der Natur der betrachteten
organischen Verbindungen kann die resultierende freie Enthalpie der hydrophoben Wechsel-
wirkung hauptséachlich entropisch, hauptséachlich enthalpisch oder eine Mischung der beiden in

jedem beliebigen Verhéltnis sein (Mirejovski und Arnett, 1983).

Elektrostatische Coulombwechselwirkungen treten zwischen geladenen Atomen oder Atom-
gruppen des Epitops und lonen entgegengesetzter Ladung des Paratops auf. Diese Krafte sind
umgekehrt proportional ze und der Dielektrizitdtskonstanten, welche drastisch abnimmit,
wenn Wassermolekiile aus der Bindungstasche verdrangt werden. Optimale komplementéare
Strukturen bestimmen tber das Ausmafi der Wasserelimination direkt die Starke der Wechsel-
wirkung. Zusatzlich werden elektrostatische Krafte vom pH-Wert und der lonenstarke des
umgebenden Mediums beeinflu3t. Diese Eigenschaften lassen sich flr eine beschleunigte
Dissoziation der Antigen-Antikdrper-Komplexe verwenden. Die freie Enthah@& der
Attraktion zwischen einer COQund einer NH;" Gruppe betragt, bei einem Abstand von

0.3 nm und einer lonenstarke des Mediumsive®.15, ungefahr -29 kJ/mol (van Oss, 1995).

Erst nach der erfolgten primaren Attraktion durch die weitreichenden Wechselwirkungen
werden sich die Abstédnde zwischen Epitop und Paratop soweit verringert haben, dal? Wasser-
stoffbriickenbindungen und van der Waals Wechselwirkungen auftreten kénnen. Bei der
Wasserstoffbriickenbindungpilen sich zwel elektronegative Atome ein Wasserstoffatom.
Effektive Wechselwirkung findet dabei nur Gber eine Distanz von 0.2 - 0.3 nm statt, wobei die

Bindung bei linearer Anordnung der drei Atome am starksten ist. Die prazise Ausbildung des

® Der Name ,hydrophobe Wechselwirkung* ist etwas irrefiihrend, da hier der Eindruck vermittelt wird, daR
eine Abstol3ung zwischen hydrophoben Gruppen oder Molekiilen und Wassermolekilen besteht. Vielmehr
ist hier eine attraktive Wechselwirkung vorhanden, die Uberwiegend auf van-der-Waals-Kréaften beruht
(AG® = -4 kJ/mol). Hydrophobe Verbindungen aggregieren nur deshalb, weil die jeweiligen Wechsel-
wirkungen der Wassermolekil&AG° = -9 kJ/mol) und der hydrophoben GruppekG{= -0.2 kJ/mol)
untereinander energetisch begtnstigt sind.
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erforderlichen Bindungswinkels ist in den meisten Epitop-Paratop-Wechselwirkungen nicht

madglich, so dal} Wasserstoffbriickenbindungen in der sekundéaren Bindung eine untergeordnete
Rolle spielen. Uber 90 % der Wasserstoffbriickenbindungen werden im Paratop von
Seitenkettenatomen ausgebildet. Die freie Entha\® einer einzelnen Wasserstoffbriicken-

bindung variiert zwischen -2 kJ/mol und -10 kJ/mol.

Van-der-Waals-Wechselwirkungen existieren zwischen allen Atomen. Sie sind eine quanten-
mechanische Erscheinung und lassen sich anschaulich als induzierte Dipol-induzierte Dipol-
Wechselwirkung erklaren, die durch die Korrelation der Ladungsdichtefluktuationen in den be-
nachbarten Atomen zustande kommt. Mit zunehmender Ann&herung der Atome und damit
Ausschlufd von Wassermolekilen aus der Bindungstasche (siehe hydrophobe Wechselwirkung)
wéchst die anziehende Wechselwirkungf); bis der sogenannte van der Waals Abstand (ca.
0.3 nm) erreicht ist. Danach treten aufgrund der gegenseitigen Durchdringung der
Elektronenhillen (Pauli-Prinzip) abstoRende Krafte auff}: Physikalisch wird diese
Wechselwirkung mit dem Lennard-Jones-Potential beschrieben. Betrachtet man eine
Wechselwirkungsoberflache zwischen Epitop und Paratop=v@a nnt bis = 8 nnf (Davies

et al., 1988), so erreicht die freie Enthalpie der van der Waals Wechselwirkungen, bei
vollstdandigem lokalen Ausschluf3 von Wasser, Werte von -20 kJ/mol bis -390 kJ/mol
(entspricht demAG° einer C-C Einfachbindung). Eine exakte PaRform iber die gesamte
Epitop-Paratop-Wechselwirkungsoberflache woB nnt wird allerdings in der Realitét nie
erreicht. Der Wert der freien Enthalpie vaG®= -390 kJ/mol wiirde eine immens hohe
Gleichgewichtskonstante (siehe Kap. 2.2.2.5) fur die Epitop-Paratop-Wechselwirkung von
K = 5.510 I/mol ergeben. Schon eine Monolage Wasser zwischen den Oberflachen reduziert

AG® um 90 % und filhrt zu einer moderaten Gleichgewichtskonstante ¥dn610® I/mol.

An dieser Stelle sollte noch angemerkt werden, dal3 die Antigen-Antikorper-Bindung nicht
streng nach dem klassisch8ahliissel-SchloR-Prinzgsfolgt. Danach interagieren zwei rigide
Strukturen miteinander, wobei die Erkennung auf einer exakten sterischen und chemischen
Komplementaritat basiert, ohne dalf3 sich Epitop und Paratop in irgendeiner Weise deformieren.
Vielmehr entspricht der Erkennungsprozel3 zwischen Antigen und Antikbrper dem
sogenanntenipduced-fit* Modell, wonach konformative Strukturanderungen in einem oder
sogar beiden Reaktanden auftreten (Wilson und Stanfield, 1994, Churchill et al., 1994).
Dadurch wird die Komplementaritat der beiden Strukturen erhdoht und die Bildung stabilerer

Komplexe ermdglicht.
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2.2.2.4 Kreuzreaktivitat

Obwohl die Bindungstasche eines Antikorpers aus dem kompletten Satz von 6 CDRs mit
insgesamt ca. 50 Aminosauren besteht, tragt nur etwa ein Drittel der Aminosauren zu der
Wechselwirkung mit dem komlementaren Epitop bei. Da Gber zwei Drittel der Aminosauren
nicht an der Epitop-Paratop-Wechselwirkung beteiligt sind, wird die strukturelle Beziehung
zwischen einem Antikorper und einem Antigen nie von einer exklusiven Natur sein. Vielmehr
ist zu erwarten, daf3 Antikbrper multispezifisch und sogar polyfunktionell [ginldispezifisch

sind Antikorper, die in der Lage sind, eine Reihe von Epitopen zu erkennen, die einige
strukturelle Gemeinsamkeiten mit dem Antigen besitzen, welches fir die Immunisierung
verwendet wurde (Roberts et al., 1993). Das homologe Antigen wird in der Regel vom
Antikdrper starker gebunden als die heterologen Antigene (Harper et al., 1987, Piehler et al.,
1997). Der Ausdruckpolyfunktionell wird fur Antikérper verwendet, die strukturell nicht
verwandte Epitope binden (Richards et al., 1975). Dabei kénnen sich die Paratope in der
Bindungstasche des Antikorpers tberlappen oder vollstandig unabhangig voneinander sein. Im
haufigeren ersten Fall wird durch die Bindung des einen Epitops das gleichzeitige Binden des
zweiten verhindert, wahrend im zweiten Fall beide Epitope simultan durch das Paratop

gebunden werden kénnen (Bhattacharjee und Glaudermans, 1978).

Die Heterospezifitatmultispezifischer Antikdrper kann in der Analytik von beachtlichem
praktischen Nutzen sein. In der Pestizidanalytik werden haufig hoch-kreuzreaktive Antikorper
eingesetzt, um den Summenparameter (Grenzwert: 0.5 pg/l) einer Pestizidklasse (z.B. Triazine,
Phenylharnstoffe) zu erfassen (Hock, 1995, Winklmair et al., 1997).

2.2.2.5 Antikorperaffinitat

Die Wechselwirkung zwischen Antiged) und Antikdrper Ak) kann mit Hilfe folgender

Reaktionsgleichung beschrieben werden:

Ag + Ak Ko Ag - Ak
iss (46)
wobei Ag-Ak den Antigen-Antikorper-Komplex darstelkas und kpiss Sind die Assoziations-
bzw. Dissoziationsratenkonstanten. Die Gleichgewichtskongta(tt@ufig auch als Affinitats-

konstante oder Bindunskonstante bezeichnet), ergibt sich aus dem Massenwirkungsgesetz
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k Caq—
K = RAss Ag- Ak

= = (47)
Kpiss  Cag [ak
oder aus der freien Bindungsenthal pie AG®
AG® = —RTInK (48)

WObEi Cag, Cax UNd Cag_nx die Gleichgewichtskonzentrationen des Antigens, Antikorpers bzw.
des Antigen-Antikorper-Komplexes sind. Die Antikorperaffinitat spiegelt also die Starke der
Wechselwirkungen zwischen Epitop und Paratop wider und reprasentiert die kumulativen
attraktiven und repulsiven Kréfte dieser Interaktion. Die freie Bindungsentis®Sidoiolo-

gisch relevanter Affinitdtsreaktionen liegt zwischen -20 kJ/mol und -90 kJ/mol und damit
deutlich unter der theoretisch méglichen freien Bindungsenthalpid@dr -390 kJ/mol, bei
optimaler Pal3form zwischen Epitop und Paratop (siehe Kap. 2.2.2.3). Die Affinitatskonstanten
K liegen damit in einem Bereich zwischerf ¥fhol bis 13* I/mol (Steward und Steensgaard,
1983). Die grofRe Schwankungsbreite Kiergibt sich primar aus der breiten Verteilung der
Werte der Dissoziationsratenkonstankgi. Diese Werte liegen zwischen*i€} fir niedrig-

affine und 10 s* fur sehr hochaffine Systeme (Avidin-Biotin-System). Typische Assozia-
tionsratenkonstanterk,s befinden sich in einem Bereich zwischen® tol*E! und

10% Imol*s* (Karlsson und Roos, 1997). Fur Analyte mit Molmassen unter 400 g/mol, wie sie
fur Pestizide typisch sind (M 190 g/mol bis 220 g/mol), werden die hohen Affinitaten von
10" I/mol nicht mehr erreicht. Bedingt durch die kleineren Wechselwirkungsoberflachen sind
mit den CDRs der Paratope wesentlich weniger Kontakte mdglich (Chappey et al., 1994).
Maximale Affinitdtskonstanten fiir Triazine von bis zu 4.5 ¥ 1ol wurden von Winkimair

et al. (1997) beschrieben.

Die Kenntnis der Affinitatskonstanten der verwendeten Antikorper ist fur die Etablierung
immunanalytischer Testverfahren von zentraler Bedeutung. Sie bestimmen die analytische
Leistungsfahigkeit des Assays und helfen vor allem bei kompetitiven Testformaten, tUber die
Information der Kreuzreaktivitat optimierte Testverfahren aufzubauen (Gerdes, 1997,
Ballesteros et al., 1998). Typischerweise werden die Affinitdtskonstanten Uber die Gleich-
gewichtskonzentrationen der Reaktanden bestimmt. Hierfur stehen eine Reihe von Methoden
zur Verfigung, wie z.B. Dialyse, Fluoreszenzléschung oder -verstarkung, Fluoreszenzpola-
risation, Immunoprazipitation oder Ultrazentrifugation und Filtration. Eine ausfuhrliche

Beschreibung dieser Techniken findet sich in Steward und Steensgaard (1983).



30 Theoretischer Teil

Monoklonale Antikorper

Eine weitere relativ universell anwendbare Methode, um monoklonale Affinitatskonstanten zu
bestimmen, ist die Bestimmung der freien Antikbrperkonzentration im Gleichgewicht der
Antigen-Antikorper-Reaktion. Dabei wird die Bindung des Antikérpers an ein Antigen
detektiert, welches auf der Oberflache eines Transducers immobilisiert ist (siehe Kap. 2.3.1).
In Abbildung 2-8 sind die einzelnen Vorgange des sogenannten Bindungshemmtests schema-
tisch dargestellt. In homogener Losung wird der Antikdrper (Ausgangskonzent@dipmit

dem Antigen (Ausgangskonzentratiayy) inkubiert. Nach Erreichen des Gleichgewichts sind

die Bindungsstellen der Antikorper teilweise durch das Antigen blockiert und fir die nach-
folgende Detektion an der festen Phase (Transducer) gehemmt. Nur Antikdrper mit freien
Bindungsstellen duyre) kOnnen mit den Bindungspartnern an der Transduceroberflache
reagieren. Es kommt zu einer Verarmung der Lésung an der Grenzflache im Vergleich zum
Volumen. In der Diffusionsschicht entsteht ein Konzentrationsgradient, der durch Diffusion
von Antikorpern aus der Losung ausgeglichen wird. Sind an der Oberflache sehr viele
Bindungspartner mit einer hohen Affinitat zum Antikdrper vorhanden und ist die Assozia-

tionsratenkonstantek{) ausreichend hoch, so ist die Nachlieferung von Antikbrpern mit
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Abbildung 2-8: Schematische Darstellung der Wechselwirkungsprozesse bei der Detektion der
freien Antikorperkonzentration in homogener Lésung (aus Piehler, 1997).
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frelen Bindungsstellen der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion. Man spricht

dann von einer massentransport kontrollierten Bindung, bei der die Bindungsrate proportional

zur Konzentration der freien Antikdrper im homogenen Gleichgewicht ist (Piehler et al.,
1997a).

Die im Gleichgewicht vorliegende Anzahl an freien Antikdrperbindungsstellen (siehe Gl. (46))
lankt sich aus dem Massenwirkungsgesetz ableiten. Aus GIl. (47) folgt fir monovalente

Antikorper

Caq-—
K = A9—Ak (49)

(Co,Ag ~CAg-Ak) HCo, Ak —Cag-Ak)

Diese quadratische Gleichungag, x liefert als einzig physikalisch sinnvolle Losung

1 1.»
Co, Ak *Co, Ag +E (Co,ak +Co,Ag *)

CAg-Ak = —Co, Ak [€0 Ag - (50)

2 4

Unter Berticksichtigung der Massenerhaltung

Cak, frei = Co, Ak ~CAg—Ak (51)

ergibt sich fir die Konzentration an freien Antikdrperbindungsstellen

1 1,
Co, Ak ~Co,Ag Tk (Co,ak +Co,ag T—)

Cak, frei = + —Co, Ak [0, Ag - (52)
2 4

Berucksichtigt man die Bivalenz der Antikorper, so wird die Rechnung komplizierter, da im
Gleichgewicht neben vollstdndig belegten, auch einfach besetzte und unbesetzte Antikdrper-
molekile vorliegeh (Piehler, 1997b). Nur vollstandig belegte Antikérpermolekiile sind
blockiert und demnach nicht mehr bindungsfahig. Nach Stevens (1987) kann mit Hilfe einer
Binomialverteilung und unter der Annahme, dal3 die beiden Bindungsstellen unabhéangig
voneinander besetzt werden, die Konzentration der vollstandig belegten Antikbrpermolekile

(Cakvois.) berechnet werden

Cak vollst, = CAg-Ak / 2[€o Ak (53)

* Im folgenden beziehen sich die Antikérperkonzentrationsangaben auf die Konzentration der Rezeptor-
stellen d-h-CO,Ak—MolekUIe: CO, Ak /2.
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Fur die bindungsfahigen Antikérpermolekile (unbesetzt und einfach besetzte) ergibt sich dann

2
_Co,Ak _ CAg-AKk

Cak, frei = (54)
2 ZEO,Ak
O 1 1.2 f
[Fo,Ak *Co,Ag +E (Co,ak tCo,ag +) 0
[l - -C (¢ U]
B 5 4 0, Ak [0, Ag B
_C,A [ 0 (55
Cak, frei = 5 o (55)
0, Ak

Die graphische Darstellung der freien Antikorperkonzentratipps in Abhangigkeit von der
eingesetzten Antigenkonzentrati@gg ist in Abbildung 2-9 flr eine typische Affinitats-
konstante vorK = 10° I/mol gezeigt. Zum Vergleich sind auch die jeweiligen Kurven fiir
unendlich hohe Affinitatskonstanten angegeben. Ist die Antikdrperkonzentration gegentber der
reziproken Affinitatskonstanten grof3, so kann in Gl. (55) der Téknvdrnachlassigt werden,

so dal3 die Lage und Form der erhaltenen Kurve nur nocltgsrabhangig ist. Wenn die
Antikdrperkonzentration gegeniber der reziproken Affinitatskonstanten klein ist, so wird die
Lage und Form der Titrationskurve nur noch von der Affinitatskonstanten bestimmt. Solche

Titrationskurven eignen sich daher, um Affinitatskonstanten zu bestimmen.

fon
LS -

Cakfrei [Y0]

001 OT T T T e oo
Coag [MO/1]

Abbildung 2-9: Berechnete Titrationskurven fir bivalente Antikoérper (siehe GIl. (55)) mit
Coa=1nNM bis 100 nM und K=F0/mol @) bzw. K=o (I in
Abhangigkeit ~von der eingesetzten  Antigenkonzentration,, C
(M,, =200 g/mol) (aus Piehler, 1997).



Theoretischer Teil 33

Polyklonale Antikérper

Die Charakterisierung von polyklonalen Antikérpern ist aufgrund der heterogenen Zusammen-
setzung der Affinitatskonstanten nicht ohne weiteres moglich. Erschwerend kommt hinzu, daf3
die Heterogenitat nicht einfach Uber eine GaulR-Verteilung beschrieben werden kann, sondern
haufig eine schiefe oder bimodale Affinitatsverteilung gefunden wird (Steward und
Steensgaard, 1983). Zum gegenwartigen Zeitpunkt ist fir dieses Problem in der Literatur noch

keine adaquate Losung verfugbar.

In dieser Arbeit werden daher fur die polyklonalen Antikérper ,mittlere* Affinitatskonstanten
angegeben. Diese entsprechen den Gleichgewichtskonstanten monoklonaler Antikorper, deren
Titrationskurven bei gleicher Antikorperkonzentratiega, den gleichen Testmittelpunkt
(Antigenkonzentration bei der 50 % der freien Bindungsstellen belegt sind) aufweisen. Fir

monovalente Antikorpeargibt sich fur die Bedingung am Testmittelpunkt (TMP)
1
Cak (TMP) =cag- Ak (TMP) = ECO, Ak - (56)

Mit Gl. (47) erhalt man fur die Affinitatskonstante (Hock, 1997)

K = 1 | (57)

1
Co, Ag (TMP) — 5 Co, Ak

Fur bivalente Antikdrpeformuliert man analog zu Gl. (56) die Bedingung

1 1
Cak volist (TMP) = ECAk, Molekiile = ZCO’ Ak (58)

und erhalt mit Gl. (53) und GlI. (50) fur die Affinitatskonstante den Ausdruck

2+4/2

K= )
V2 [y aq (TMP) = Co

(59)

Abbildung 2-10 zeigt eine typische Titrationskurve eines bivalenten polyklonalen Antikorpers
mit coax = 1 NM und die nach Gl. (55) berechnete Titrationskurve eines bivalenten mono-

klonalen Antikdrpers mit der aus Gl. (59) erhaltenen Affinitatskonstanten.
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Abbildung 2-10: Typische Titrationskurve eines bivalenten polyklonalen Antikorpepsnit
einer Konzentration von 1nM. Die ,mittlere* Affinitdt entspricht der
Gleichgewichtskonstanten eines monoklonalen Antikérpers, dessen Kurve
(Y bei gleichem g die polyklonale Titrationskurve am Testmittelpunkt
schneidet U1,, = 200 g/mol).

Kreuzreaktivitaten

Zur Bestimmung der Kreuzreaktivitaten (siehe Kap. 2.2.2.4) eines Antikorpers werden fur alle
zu untersuchenden Analyte Titrationskurven aufgenommen und nach Gl. (55) (monoklonal)
bzw. nach GI. (59) (polyklonal) die Affinitatskonstanten bestimmt. Die Kreuzreakti\i&t (
berechnet sich nach (Hock, 1995)

Kx

KR[%] = —X- 100, (60)

Kag
worin K,y die Affinitatskonstante des spezifischen Analyten Kndie Affinitatskonstante des

kreuzreagierenden Analyten ist.

2.3 Immunanalytische Testverfahren

Ein immunanalytisches Testverfahren (Immunoassay, IA) ist eine quantitative Technik, die auf
der spezifischen Reaktion zwischen einem Antigen (Analyt) und einem Antikorper beruht.
Eine allgemeine Darstellung von Immunoassays findet man bei Price und Newman (1997),
Chan und Perlstein (1987) und Tijssen (1985).

Immunanalytische Testverfahren kdnnen in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt werden, die

sich in der Art der Detektion der Antigen-Antikdrper-Reaktion unterscheiden: (a) Systeme, die
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Markierungsmolekiile einsetzen und (b) markierungsfreie (direkte) Systeme (Immuno-
sensoren). Immunosensoren erlauben die unmittelbare Beobachtung von biomolekularen Inter-
aktionen an einer Sensoroberflache. Ein Wechselwirkungspartner wird an der Oberflache
immobilisiert und die Probe, die den zweiten Partner enthalt, mit dieser in Kontakt gebracht.
Eine Beeinflussung der Bindungspartner durch die Markierung findet hier nicht statt. Diese
Verfahren werden deshalb héaufig fur kinetische oder thermodynamische Charakterisierungen
der Wechselwirkung eingesetzt. In Kap. 2.3.1 findet sich eine Ubersicht tiber die gangigsten
Immunosensoren. Anschliel3end folgt eine kurze Beschreibung der Grundlagen des in dieser
Arbeit verwendeten optischen Immunosensors, welcher auf dem Prinzip der Reflektometri-

schen-Interferenz-SpektroskopRIfS) basiert.

Markierte Verfahren haben den Vorteil der erzielbaren geringeren Nachweisgrenze. Sie
werden daher haufig in der quantitativen Analyse eingesetzt, wenn niedrige Grenzwerte Uber-
wacht werden mussen. Entsprechend ihrer Durchfiihrung werden sie in homogene und hetero-
gene Verfahren eingeteilt. Bei heterogenen Assays erfolgt die Unterscheidung zwischen
gebundenem und ungebundenem Marker durch eine physikalische Abtrennung der ungebun-
denen Komponente. Bei homogenen Assays tritt eine Signalmodulation des Markers auf, wenn
das markierte Antigen an den Antikorper gebunden hat, verglichen mit dem ungebundenen
markierten Antigen. Beide Verfahren haben ihre Starken und Schwachen (Price und Newman,
1997), so dald das geeignete Verfahren anhand der analytischen Fragestellung ausgewahlt

werden muf3.

2.3.1 Direkte Verfahren

Fur die markierungsfreie Detektion biomolekularer Interaktionen sind in den letzten 10 Jahren
verschiedenen Techniken beschrieben worden. Favorisiert werden vor allem Verfahren, die auf
einer optischen Signaltransduktion beruhen. Kommerziell erhaltlich sind Systeme wie BlAcore
von ,Pharmacia Biosensor, basierend auf der Detektion der Oberflachenplasmonenresonanz
(SPR) (Jonsson und Malmgvist, 1992), IAsys von ,Fisons Applied Sensor Technology*,
welches die Prismenkoppler-Technik nutzt (Cush et al., 1993, Fortune, 1993) und BIOS-1 von
JArtificial Sensing Instruments® mit einem Gitterkoppler als optischen Transducer
(Tiefenthaler, 1993). Diese kommerziellen Methoden detektieren die Anderungen der
Brechungsndices auf der Sensoroberflache mit Hilfe des evaneszenten Feldes. Daneben

wurden auch reflektometrische Techniken wie Ellipsometrie (Striebel et al., 1994) und die
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Reflektometrische-Interferenz-Spektroskopie (RIfS) (Gauglitz et al., 1993) beschrieben. Einen
vergleichenden Uberblick tiber diese Techniken findet man bei Brecht und Gauglitz (1995 und
1997) und Gauglitz (1996).

Die Charakterisierung von Antigen-Antikdrper-Wechselwirkungen (siehe Kap. 2.2.2.5)
wurden in dieser Arbeit mit Hilfe voRIfS durchgefihrt. Im folgenden werden die Grundlagen

von RIfSkurz beschrieben. Detailliertere Ausfiihrungen findet man bei Gauglitz et al. (1993).

2.3.1.1 Reflektometrische-Interferenz-SpektroskoRI&S

Bei RIfS wird die Interferenz von weildem Licht an dinnen Schichten ausgenutzt, um die
optische Schichtdicke von diinnen transparenten Filmen zu bestimmen. Trifft weil3es Licht auf
die Grenzflache zweier Medien mit verschiedenen Brechungsindices, dann wird dieses
teilweise reflektiert (siehe Abbildung 2-11). Bei Filmen entstehen Mehrfachreflexionen an
jeder Grenzschicht, wobei im Falle von kleinen Reflektivitaten (< 0.05) nur die erste Reflexion
eine nennenswerte Rolle spielt. Zwischen den reflektierten Teilstrahlen entsteht eine Phasen-
differenzA¢

Ag = 2/]Ld + Prefl (61)

wobein den Brechungsindex urdidie physikalische Schichtdicke des Filmsdie Wellen-

lange des einfallenden Lichts uthgy die Phasenanderung bei Reflexion an der Phasengrenze
darstellt. Die reflektierten Teilstrahlen tGberlagern sich und interferieren, sofern die Koharenz-
bedingungen erfillt sind. Durch konstruktive und destruktive Interferenz erhédlt man eine
wellenlangenabhangige Modulation des reflektierten Lichts (siehe Abbildung 2-11 b). Fur
senkrechten Lichteinfall, nichtabsorbierende Schichten, geringe Reflektivitdten und falls keine

Phasenspriinge bei der Reflexion auftreten, gilt fir die Intehsi& reflektierten Lichts:

=1y +15+2,/1;1,c08(4md / 1), (62)

wobei |; und |, fur die Intensitaten der reflektierten Teilstrahlen der beiden Grenzflachen

stehen. Aus dem Reflexionsspektrum kann die Schichtdicken&dnderung mit einer Auflésung
von ca. 1 pm (entspricht 0.1 % einer Protein-Monolage) bestimmt werden. Dies entspricht
einer Nachweisgrenze von ca. 20 pmol/l Antikorper (Piehler et al., 1997a). Die zehnfache

Konzentration der Nachweisgrenze, entsprechend einer Antikorperkonzentration von 0.2 nM,
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Abbildung 2-11: Prinzip der Reflektometrischen-Interferenz-Spektroskopie (RIfS): Die Uber-
lagerung von zwei an jedem Phasenubergang teilreflektierten Strahlemd(
I, bzw. b) fithrt in Abhangigkeit von der Phasendifferenz zu einer konstruk-
tiven oder destruktiven Interferenz (a). Die Weilllichtinterferenz moduliert mit
der Wellenlange (b), wobei eine Schichtdicken&nderung, hervorgerufen durch
Bindung des Rezeptors an den immobilisierten Liganden, eine Verschiebung
des spektralen Interferenzmusters zur Folge hat.

wird fur die Durchfihrung einer Titration bendtigt. Dies erlaubt die Bestimmung von
Antikorperaffinitaten mit Hilfe des in Kap. 2.2.2.5 beschriebenen Bindungshemmtests von bis
zu 16°- 10" M™.

2.3.2 Markierte Verfahren

Eine weitere Klassifizierung der markierten Verfahren ist aufgrund der Testformate mdglich.
Prinzipiell unterscheidet man zwischd&ompetitiven und nicht-kompetitiven Testformaten
(Gosling, 1990). Diese Bezeichnungen stellen kein bestimmtes analytisches Konzept dar,
sondern spiegeln lediglich die Tatsache wider, dal3 abh&ngig vom Immunoassay-Design die
minimale Nachweisgrenze, bei einer moglichst kleinen Antikdrperkonzentration (kompetitiv)
bzw. bei einer moglichst hohen Antikdrperkonzentration (nicht-kompetitiv), erreicht wird
(Jackson und Ekins, 1986). Beinncht-kompetitiven Testformat (immunometrische Assays)
werden die Analytmolekiile durch eindohen Antikoérperiberschuitrahiert. Dies kdnnen
entweder auf einem festen Trager (z.B. Mikrotiterplatte) immobilisierte, unmarkierte Antikor-
per (Abbildung 2-12 Aa) oder in Losung befindliche markierte Antikérper (Abbildung 2-12
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Ab) sein. Nach der Extraktion wird im Fall (Aa) ein zweiter analytspezifischer markierter
Antikorper zugegeben, so dal3 hier ein sogenanntes ,Sandwich® entsteht. In beiden Fallen mu3
der ungebundene markierte Antikdrper durch eimpbgsikalischen Trennschritt entfernt
werden feterogene Verfahren). Im Fall (Aa) kann dies durch einen einfachen Waschschritt
erfolgen, bei (Ab) wird die Trennung mit Hilfe von Immunoadsorbentien (Affinittssaulen)
bewerkstelligt (Freytag et al., 1984). Die Anwendbarkeit des ,Sandwich“-Assays (Aa) ist auf
Polypeptidanalyte (z.B. Hormone und Tumormarker) mit mindestens zwei antigenen Deter-
minanten beschrankt (Ishikawa, 1987). Die theoretische NachweisghdWgs,() immuno-
metrischer Assays lal3t sich mit Hilfe folgender Gleichung berechnen (Jackson und EKins,
1986)
Knp BCVp
Ky

NWG,,, = (63)

wobei K; die Antikorperaffinitdt,CV, den relativen Fehler der experimentellen Bestimmung
des Nullwert3 undK,, die Fraktion des unspezifisch gebundenen markierten Antikérpers dar-
stellt. In Abbildung 2-13 sind diBIWG,,;-Werte in Abhéngigkeit von der Antikorperaffinitat
dargestellt, wobei fuCV, ein Wert von 0.02 und fiK,, ein Wert von 0.01 angenommen

wurde.

Beim kompetitiven Testformat konkurriert eine vorgegebene Konzentration eines markierten
Analyten mit dem unmarkierten Analyten (aus der Probe) umbegrenzte Anzahl von Anti-
korper-BindungsstellerBeobachtet werden die durch den Marker besetzten Bindungsstellen
(Abbildung 2-12 B). Im Gegensatz zu den immunometrischen Assays, die ausschliel3lich
heterogene Verfahren darstellen, sind kompetitive Assays sowdtitelsgene als auch als
homogene Verfahren durchfiihrbar. Das heterogene Testformat des klassischen Radio-
immunoassays (RIA) (Yalow und Berson, 1960) ist in (Ba) dargestellt. Markierter und unmar-
kierter Analyt konkurrieren hier um die Bindungsstellen eines immobilisierten Antikorpers.
(Bb) stellt ein rein homogenes Testformat dar, bei denSdisalmodulation des markierten
Analyten detektiert wird. Sowohl homogen als auch heterogen kann das Testformat aus (Bc)

durchgefihrt werden. Im zweiten Fall wird das Analytderivat nicht markiert, sondern kovalent

®> Der experimentelle Fehler beinhaltet die Summe aller zufélligen Fehler, die im Testablauf auftreten.
Nicht inbegriffen sind Fehler, die bei der Signalbestimmung auftreten (dies setzt eine unendlich spezifische
Aktivitat des Markers voraus).
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A. Nicht-kompetitiver Immunoassay

a

Sandwich-Assay mit markierten Ak

=> Messung deAg-belegten Bindungsstellen

Ak —o  flir minimale Nachweisgrenze

Messen der Ag-belegten
Bindungsstellen

.............................. Trennen
3 v
%
Markierter-Ak-Assay

B. Kompetitiver Imnmunoassay Ak>

=> Messung deAg*-belegten Bindungsstellen

0 far minimale Nachweisgrenze

«¥  Markierter Analyt (Ag¥)

a b c . .
= L= o’
. o -
%’ % 4 Signal- .%k } Trennen bzw.
@( """" *@}D """ | modulation 9%( """"""" @3*¢ Signalmodulation

Messen der markierten-Ag
@ } *<% } D= bzw'p%* } belegten Bindungsstellen
=< 9= s S He o
Markierter-Ag-Assay Markierter-Ak-Ag-Assay
Legende

@ @ Analyt (Ag) mit einer bzw. zwei antigenen Determinanten

% Analytspezifischer Antikorper (Ak)
% Markierter analytspezifischer Antikérper

Abbildung 2-12: Grundlegende Immunoassay-Designs. Bei nicht-kompetitiven (heterogenen)
Assays (A) werden nach erfolgter Reaktion die durch den Analyten belegten
Ak-Bindungsstellen gemessen, wahrend bei kompetitiven (heterogenen und
homogenen) Assays (B) die mit dem markierten Analyten belegten Bindungs-
stellen detektiert werden (nach Ekins, 1989).
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Abbildung 2-13: Theoretische Nachweisgrenzen (Mg = 200 g/mol) nicht-kompetitiver () und
kompetitiver () Assays in Abhangigkeit von der Antikdrperaffinitat)(K
Beim kompetitiven Assay wurde ein @Vert von 0.02 (2 %) angenommen,
beim nicht-kompetitiven Assay der gleiche,®¥ert und ein kK,-Wert von
0.01 (1 %). Die typische Antikérperaffinitat von &10°I/mol ist durch die
senkrechte Linie markiert.

oder adsorptiv an die Oberflache eines Tragers gekoppelt. Die theoretische Nachweisgrenze

(NWG,i,) kompetitiver Assays lafdt sich analog zu Gl. (63) nach

NWGin =XV (64)
Ky

berechnen (Jackson und Ekins, 1986).stellt dabei die Antikdrperaffinitat un@V, den
relativen Fehler der experimentellen Bestimmung des Nullvéeis In Abbildung 2-13 sind
die NWG,,-Werte in Abh&ngigkeit von der Antikérperaffinitdt dargestellt, wobeiGly ein
Wert von 0.02 (2 %) angenommen wurde. Ein Vergleich der Gleichungen Gl. (63) und Gl.
(64) macht deutlich, dal3 bei vergleichba@v,-Werten die Nachweisgrenze kompetitiver
Assays nur durch hdhere Affinitatskonstanten gesenkt werden kann, wahrend die Nachweis-
grenze immunometrischer Assays zusétzlich durch Reduktion der unspezifischen Bindung des

markierten AntikorpersK,) verringert wird.

Als Marker werden bei den Immunoassays (IA) neben chemilumineszenten Verbindungen und
elektrochemisch aktiven Substanzen hauptsachlich Fluorophore, Enzyme und radioaktive

Liganden eingesetzt (Price und Newman, 1997).
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2.3.2.1 Heterogene Testverfahren

Heterogene |A stellen die am weitest verbreiteten immunanalytischen Testverfahren dar. Von

1980 bis 1989 nahm der Einsatz und die Entwicklung von heterogenen 1A von ca. 40 % auf

tber 70 % zu, wobei die Mehrzahl dieser Assays (fast 70 %) in der Standardmikrotiterplatte als
Testplattform durchgefuhrt werden (Gosling, 1990). Die erforderligihgsakalischen Trenn-

schritte im Testablauf ermoglichen die Einfihrung von Waschschritten, wodurch storende
Matrix-Komponenten vor der Detektion entfernt und somit die Nachweisgrenzen der Assays
verbessert werden. Digdchsten Spezifitatemeisen die ,Sandwich“-Assaysauf, da hier die
kombinierte Spezifitat von zwei Antikérpern, die zwei verschiedene antigene Determinanten
eines Analytmolekiils erkennen mussen, fir die Signalerzeugung verantwortlich sind. Geman
dem Massenwirkungsgesetz haben unter den heterogenenitAmlisometrischen Verfahren

IRMA, IEMA und IFMA (Testantikorper im UberschuR) digeringsten Nachweisgrenzen

(10"- 10" M, siehe Abbildung 2-13 und Tabelle 2-2), sind aber wegen des hohen Reagen-
zienverbrauchs gleichzeitig die teuersten IA. Allgemein sind die heterogenen IA aufgrund des
hohen apparativen Aufwands und dergrol3en Reagenzienmengeie zur Durchfihrung der IA

notwendig sind, wesentlidieuerer als die vergleichbaren homogenen Verfahren.

Einige wichtige heterogene Testverfahren (welche zum Teil auch kommerziell verfligbar sind)
und deren Einordnung in die verschiedenen Testformate (siehe Abbildung 2-12) sind in
Tabelle 2-2 vorgestellt. Die Testverfahren, die in der Pestizidanalytik eingesetzt werden, sind
mit einem ,ja" gekennzeichnet. Am weitesten verbreitet sind hier Verfahren, die Enzym- bzw.
Fluoreszenzmarker einsetzen (Hock, 1995). Angegeben sind auch die jeweiligen erzielten
Nachweisgrenzen fur Herbizide und im Vergleich dazu die niedrigsten Nachweisgrenzen, die
fur das entsprechende Testverfahren beschrieben wurden (Werte in Klammern). Eine aus-

fuhrliche Darstellung der verschiedenen Testformate findet sich in Gosling, (1990).

2.3.2.2 Homogene Testverfahren

Homogene IA haben durch die Abwesenheit von physikalischen Trennschritten den grof3en
Vorteil deseinfachen, schnellen und auchautomatisierbaren Testablaufs. Die erforderlichen
Gerate, die zur Durchfihrung dieser IA notwendig sind, beschréanken sich auf eine
Dispensiereinheit, zur préazisen Dosierung von 2 - 4 Reagenzien, und eine Detektionseinheit.

Dies fuhrt, zusammen mit demeringen Reagenzienverbrauch und der Mdglichkeit der
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Tabelle 2-2: Ausgewdhlte heterogene Testverfahren und deren Nachweisgrenzen. Angegeben
sind die Nachweisgrenzen (NWG), die fir Herbizide beschrieben wurden, und in
Klammern die minimal erreichten NWG.

Marker Testformat® Immunoassay (IA) (Akronym) Pestizide NWG Lit.
Radioaktiv Aa  Immunoradiometrischer-Assay nein (10 M) (1)
(IRMA)
Ba  Radioimmunoassay ja 400%™ (2)
(RIA) (601072 M)
Enzym Aa Immunoenzymmetrischer-Sandwich- nein (10" M) 3)
Assay (IEM“S“A bzw. ELISA)
Ab  Affinitatssaule-vermittelter nein (10" M) (4)
Immunoenzymmetrischer-Assay
(ACMIA)
Ba  Enzymimmunoassay ja  10°-10"M (5)
(EIA) (10" M)
Bc-  Enzymimmunoassay ja  10°-10°M (6)
heterogen(EIA) (10 M)
Fluorophor Aa Immunofluorimetrischer-Assay nein (10 M) (7)
(IFMA) z.B. DELFIA? - Wallac Ltd
Ba  Fluoroimmunoassay ja  200°Mm (8)
(FIA)
Bc-  Fluoroimmunoassay ja  10°-10°M  (9)
heterogen(FIA) z.B. FIAgert - CyberFluor Inc (10%° M)

! Angaben beziehen sich auf Abbildung 2-12; 2 Dissoziationsverstérkter-Lanthanoid-Fluoreszenz-
Immunoassay’ Zeitaufgeldster-Fluoreszenz-lmmunoassay.

Literatur: (1) Hourd und Edwards, 1989; (2) Yalow und Berson, 1960; Fatori und Hunter, 1980;
(3) Ishikawa, 1987; Buscarlet et al., 1999; (4) Freytag et al., 1984; (5) Van Weemen und Schuurs,
1971; Matuszczyk et al., 1996; Winkelmair et al., 1997; Van Emon und Lopez-Avila, 1992; (6)
Henderson, 1995; Goodrow et. al., 1990; (7) Soini und Kojola, 1983; (8) Hemmila, 1985; Reimer
et al., 1998; (9) Reichstein et al., 1988; Papanastasiou-Diamandi et al, 1988; Wortberg und
Cammann, 1993.

Miniaturisierung bis in den Bereich unter 1 pl, zu einer drastischeReduktion der Kosten,
verglichen mit denen der heterogenen IA. Die groéf3te Limitierung der homogenen IA ist die

hohere Nachweisgrenzien Vergleich zu den aquivalenten heterogenen IA. Hauptursache
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hierfir sind die haufiggeringe Sgnaldynamik, verursacht durch Interferenzen, und hohe
Hintergrundsignale der zum Teil komplexen Probenmatrices, v.a. im Bereich der klinischen
Diagnostik (Soini und Hemmila, 1979). Bei umweltrelevanten Proben, wie z.B. Trinkwéssern,
spielen stérende Matrixkomponenten eine nur untergeordnete Rolle (Matveeva et al, 1997) und
die Hintergrundsignale kénnen durch geeignete Marker und Detektionsmethoden minimiert
werden (siehe Kap. 2.4). Kombiniert mit devhen Prazisionwelche bei homogenen ,mix &
measure” |A erreichbar ist (v.a. wenn automatisiert), sind Nachweisgrenzen von big & 10

realisierbar.
In Tabelle 2-3 sind die wichtigsten Vertreter der homogenen IA aufgefuhrt.
Tabelle 2-3: Ausgewéhlte homogene Testverfahren und deren Nachweisgrenzen. Angegeben

sind die Nachweisgrenzen (NWG), die fir Herbizide beschrieben wurden, und in
Klammern die minimal erreichten NWG.

Marker Testformat' Immunoassay (I1A) (Akronym) Herbizide NWG Lit

Radioaktiv Bc  Scintillation-Proximity-Assay nein (10 M) (1)

homogen (SPA)

Enzym Bb  Enzymvermittelte-lA (EVIA) (10° M)
Enzyme-Multiplied-IA (EMIT") ja  5010°M )
Cloned-Enzyme-Donor-IA (CEDIAY)  j&2 200%M (3)

Fluorophor Bb  Fluoreszenz-Polarisations-1A (FPIA)  ja 410", (4)

Bb  Fluoreszenz-Modulations-1A (FMIA) (300™ M)
Verstérlgung (FEIA) ja  10%300™ M (5)
Quenching (FQIA) ja  10'M (6)

Bb  Fluoreszenz-Korrelations- nein (102 M) (7)
Spektroskopie-IA (FCS-IA)

Bc Resonanter-Energie-Transfer-l1A nein (10" M) (8)

homogen (RETIA)
Zeitaufgelést (HTRFund LANCE) (10™ M) (9)

! Angaben beziehen sich auf Abbildung 2-12. 2 Analyt: Trinitrotoluol (TNT).

Literatur: (1) Bosworth und Towers, 1989; Udenfriend et al., 1987; (2) Rubenstein et al., 1972;

Beresini et al, 1993; Zherdev et al., 1997; (3) Engel und Khanna, 1992; Dosch et al., 1998; (4)
Dandliker und de Saussure, 1970; Onnerford et al, 1998; (5) Smith, 1977; Aguilar-Caballos et al.,
1999; (6) Kobayashi et al., 1980; Chang et al., 1995; Matveeva et al., 1996; (7) Rigler, 1995; (8)
Uliman et al., 1976; (9) Mathis, 1993; Kolb et al., 1996; Stenroos et al., 1998.
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Alle Testverfahren sind kompetitiv und werden hauptsachlich zur Detektion wvaieder-
molekularen Analyten (Haptene) eingesetzt. In der klinischen Diagnostik haben sich die
enzymvermittelten 1A EMIT von ,Syva/Behring und CEDIAvon ,Microgenics* wegen der
geringen Kosten und der leichten Integration in bereits vorhandene Detektionssysteme
behaupten kénnen (Gorman et al., 1997). Die EVIA-Verfahren werden auch in der Umwelt-

analytik mit Nachweisgrenzen im nanomolaren Bereich erfolgreich eingesetzt.

Einen groRen Boom erfahren homogene Testverfahren derzeit iphdemazeutischen
Industrie im Bereich der Leitstruktur- und Wirkstoffsuche. Hier wird gegenwartig die
herkdbmmliche Methode des rationalen Wirkstoffdesigns durch einen neuen hocheffizienten
Ansatz, dem Hochdurchsatz-Screening (high throughput screening, HTS) kombinatorischer
Bibliotheken, verdrangt (Wikel und Higgs, 1997, Gallop et al., 1994). Vor allem Assays, die
auf der Detektion von radioaktiven oder Fluoreszenz-Markern beruhen, wie der SPA von
,LAmersham*, der HTRF von ,Packard®, der LANCE von ,EG&G Wallac* und ,Advant"

und die FCS von ,Evotec”, haben hier breite Anwendung gefunden. Diese Assays zeichnen
sich durch geringe Hintergrundsignale aus und erreichen Nachweisgrenzen voH 8. [0

der Umweltanalytik sind sie jedoch noch nicht eingesetzt worden.

Einen grofRen Einsatzbereich hat der FPIA in der klinischen- und in der Umwelt-Analytik
gefunden. Er eignet sich hervorragend fir die Detektion niedermolekularer Analyte und zeigt

eine ausgezeichnete Prézision und Reproduzierbarkeit.

2.3.2.3 Vergleich der homogenen und heterogenen 1A

In Tabelle 2-4 sind die homogenen und heterogenen IA zusammenfassend gegenubergestellt.
Zum Vergleich sind hier auch die Eigenschaften der chromatographischen Verfahren
aufgefuhrt. Hinsichtlich der Nachweisgrenze, der Analysendauer, der Fachkenntnis des
Personals und der Geratekosten sind hier wesentliche Nachteile der konventionellen Analytik
festzustellen, wahrend die Mdglichkeit, mehrere Analyte gleichzeitig zu untersuchen, einen

grol3en Vorteil darstellt.
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Tabelle 2-4: Vergleich von homogenen 1A mit heterogenen |A und chromatographischen

Verfahren'.
Homogene Heterogene Chromatographische
|mmunoassays Immunoassays Verfahren
Spezifitat 0 £ +
Nachweisgrenze + +2+ -
Préazision ++ + +
Mehrere Analyte - - ++
Automatisierbar + 0 0
Miniaturisierbar ++ - -
Analysendauer ++ - - -
Fachkenntnis + 0 - -
Kosten: Reagenzien + - ++
Kosten: Gerat + 0 -—

1+, Vorteil; -, Nachteil; 0, Ausgeglichen. ? gilt v.a. fur Sandwich-Assays.

2.3.3 Miniaturisierung immunanalytischer Systeme

Die Miniaturisierung analytischer Prozesse war in den letzten 10 Jahren, vor alem im
klinischen und pharmazeutischen Bereich, Gegenstand intensiver Forschung und Entwicklung.

Die Triebkraft dieses allgemeinen Trends der Reduktion der Probenvolumina stammt aus der
Erkenntnis der schnelleren, einfacheren und kostenguinstigereNerfugbarkeit der Mel3ergeb-
nisse und aus dem Bedarf der pharmazeutischen Industrie machturisierten, hoch
parallelisierten Assays fur die Wirkstoffsuche. Drei Haupttypen miniaturisierter analytischer

Techniken haben sich herauskristallisiert (Kricka, 1998):
» Testplattformen mit hoher Kavitatendichte,
* Oberflachenmikroarrays und
» Mikrochips.

In dieser Arbeit wurde die Mdglichkeit der Miniaturisierung immunanalytischer Systeme mit
Hilfe von Testplattformen mit hoher Kavitatendichte untersucht. Im folgenden Abschnitt sind
daher die wichtigsten Aspekte dieser Technik aufgefiihrt. Eine kurze Darstellung des Prinzips
der Oberflachenmikroarrays und Mikrochips bei der immunanalytischen Applikation und

weiterfuhrende Literatur findet sich in Tabelle 2-5.
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Tabelle 2-5: Immunanalytische Anwendung der Oberflachenmikroarrays und Mikrochips.

Miniaturisierte analytische Prinzip Literatur
Technik (immunanalytische Anwendung)

Oberflachenmikroarray  Ortsaufgeldste Immobilisierung  Ekins und Chu, 1991,

(Spotdurchmesser: von Antikérpern: Ekins, 1998,

10 pm - 100 pm) Assay Typ: Aa und Ba Silzel et al., 1998
Mikrochip Integration miniaturisierter Chiem und Harrison, 1997,
(Typische Chipgrofie: analytischer Komponenten: Koutny et al., 1996

1.5 cmx 6 cm) Mikro-Kapillarelektrophorese

! Die angegebenen Assay-Typen beziehen sich auf Abbildung 2-12.

Testplattformen mit hoher Kavitatendichte

Das herkdmmliche Mikrotiterplattenformat mit 96 Kavitaten wird gegenwaértig durch Proben-
trager mithéherer Kavitatendichteind geringeren Voluminaersetzt (Schullek et al., 1997,
Houston und Banks, 1997). Die Entwicklung geht tber Platten mit 384, 1536, 9600 bis zu
20000 Kavitaten mit Volumina von 50 pl bis 50 nl (Kricka, 1998, Schober et al., 1997) (siehe
Abbildung 1-1). Im HTS werden die Platten mit 384 und 1536 Kavitaten bereits als neue
Standardformate akzeptiert, wobei es derzeit keinen Konsens Uber die optimale Kavitaten-
dichte oder Volumina gibt. Pantano und Walt (1996) und Michael et al. (1998) haben bereits
die Mdglichkeit beschrieben, Nanowell-Arrays mit einem Kavitatenradius von 125 nm, einer
Dichte von 3.610° Kavitaten/crd (entspricht 3.80 Kavitaten auf der Grundflache einer

Mikrotiterplatte) und einem Volumen vorlI®*® | pro Kavitét herzustellen.

Eine entscheidende Voraussetzung fur den Einsatz mikrominiaturisierter Testplattformen ist
die Fahigkeitkleinste Flussigkeitsmengém Bereich von wenigen Nanolitern reproduzierbar

zu dosiererund zielgenau in die Plattenkavitaten abzusetzen. Hierfir wurden eine Reihe von
neuenMikrodosier systemen entwickelt, die nach dem Prinzip des Tintenstrahldruckes arbeiten.
Drei verschiedene Aktoren werden dabei als Antriebmodule eingeabetntische (Lee et al.,

1998), magnetische (Lemmo et al., 1997) ungdiezoelekirische Aktoren (Nilsson et al., 1993,
Schober et al., 1993, Fischer-Friiholz, 1997).

Verschiedene immunanalytische Testverfahren wurden in die miniaturisierten Kavitaten trans-
feriert. Hauptsachlich handelt es sich hierbei um die in Tabelle 2-3 beschriebenen waschfreien,
homogenen Testverfahren. Die Implementierung dieser Assays in die 1536-Platte mit

Volumina von 1 ul ist Gegenstand aktueller Forschung und wird in den Tagungsbanden der
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jahrlich stattfindenden Konferenzen Uber ,Miniaturization Technologies” von IBC (1998 -
1999) und ,Biomolecular Screening“ von der SBS (1995 - 1999) dokumentiert. Bis heute
wurden nur sehr wenigeeterogene Assays in Mikrokavitaten durchgefuhrt. Hier wurde eine
Reduktion der Testvolumina auf 5 pl von Harma et al. (1999) fir einen Mikropartikel basierten
IFMA (DELFIA, Testformat: Aa, siehe Abbildung 2-12) beschrieben. Eine weitere Verringe-
rung der Volumina auf 2 ul wurde von Dzgoev et al. (1996) und (1997) fur einen EIA (Test-
format: Bc-heterogen, siehe Abbildung 2-12) fir den Analyten 2,4-D erreicht. Limitierend
waren bei diesem Ansatz Verdunstungsprobleme und vor allem Kontaminationen benachbarter
Kavitaten. Die Durchfihrung von Immunoassays auf mikrostrukturierten Probentragern mit
Volumina unter 1 pl ist bisher in der Literatur noch nicht beschrieben worden. In diesem
Bereich wurde lediglich eine Saure-Base Titration von 9,814 mit 18 nl NaOH auf einem

formatfreien Trager durchgefiuhrt (Litborn et al., 1998).

2.3.4 Fluorophore fir homogene Fluoroimmunoassays

Die Signaldynamik und damit die Nachweigrenze homogener Fluoroimmunoassays héngt ent-
scheidend von denHintergrundsignal der Probe ab. Stdérungen des Melf3signals durch
Streuung, Hintergrundfluoreszenzen und Léschung, kann die theoretische Nachweisgrenze von
Fluorezenzmessungen um einen Faktor von 100 bis 1000 verringern (Soini und Hemmila,
1979). DieStreuung des Anregungslichts kann bei IA sowohl durch Proteine (Rayleigh), als
auch durch die feste Phase wie z.B. Probentrager oder Kuvetten (Tyndall) verursacht werden.
Die Rayleighstreuung ist dabei wellenlangenabhangig und skaliert Mit Rayleigh- und
Tyndallstreuung haben die gleiche Wellenlange wie das Anregungslicht (keinen Stokes-Shift)
und besitzen keine Fluoreszenzlebensdademtergrundfluoreszenzen biologischer Kompo-

nenten sind in einem Wellenlangenbereich von 350 - 600 nm zu erwarten und haben
Lebensdauern im Nanosekundenbereich. Stérende Fluoreszenzen kdnnen durch eine geeignets
Vorbehandlung der Probe mit proteolytischen Enzymen und oxidierenden oder denaturieren-
den Reagenzien verringert werden (Ullman und Khana, 1981). Ursachen [figsdieingder
Fluorophore kénnen Anderungen im pH, der Polaritat (Losungsmitteleffekte), des Oxidations-
grades (geloster p und die Nachbarschaft einer I6schenden Gruppe (Z)Boder absor-

bierenden Gruppe (innerer Filtereffekt oder Energie-Transfer) sein.

Zwei verschiedene Mdoglichkeiten sind in der Literatur beschrieben worden um die
Hintergrundsignale zu minimieren: (1) der Einsatz @anthanoid-Chelaten (Eu**, Tb*, Snt*,
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Dy*) mit sehr langen Fluoreszenzlebensdauern und (I1) Fluorophore die weit im roten
Wellenlangenbereictabsorbieren. Der erste Ansatz nutzt den extrem grofRen Stokes-Shift
(>250 nm) und die langen Lebensdauer(l00 - 1000 ps), um Streuung und Hintergrund-
fluoreszenzen zu vermeiden (Siitari et al., 1983). Beispiele homogener IA, die Lanthanoid
Chelate als Marker einsetzen, sind der HTRRd LANCE' (siehe Tabelle 2-3). Der zweite
Ansatz macht sich digeringe Sreuung und Hintergrundfluoreszenz im Wellenlangenbereich

> 600 nm zu nutze (Cullander, 1994). Vor allem Cyanin-Farbstoffe mit Absorptionsmaxima
von 635 nm bis 1100 nm wurden hierfur synthetisiert. Beispiele sind Heptamethin-Cyanin-
(Narayanan et al., 1995), Squarin-Cyanin- (Terpetschnig et al., 1994) und Sulfoindo-Cyanin-
Farbstoffe (Southwick et al., 1989, Mujumdar et al., 1993, Mujumdar et al., 1996). Diese
Fluorophore wurden bereits erfolgreich in Fluoreszenz-IA eingesetzt (Williams et al., 1997,
Wadkins et al., 1998, Klotz et al., 1998). In dieser Arbeit wurden langwellige Sulfoindo-

Cyanin-Farbstoffe als Marker verwendet.

2.4 Markierung von Proteinen

Beim RETIA ist die Fluoreszenzmarkierung des verwendeten Antikorpers und eines Analyt-
derivates erforderlich. Analytderivate konnen dabieekt kovalent oder indirekt Uber ein
Tragerprotein (z.B. Rinderserum Albumin, BSA) mit den Fluorophoren verknupft werden. Die
indirekte Markierung hat den Vorteil der einfacheren Synthese und Reinigung der Konjugate.

Die Kupplungschemie ist dabei fur Analytderivate und Fluorophore identisch.

Reaktive Aminosauren

Wesentliche Voraussetzung fir die Anwendbarkeit von Protein-Farbstoff-Konjugaten in
immunanalytischen Testverfahren ist egtabile, kovalente Protein-Fluorophor-Bindung und
eineunverminderte Bindungsfahigkeiér markierten Antikérper. Die chemische Modifikation

der Proteine muR also unter milden Reaktionsbedingungen stattfinden, um Anderungen in der
Sekundar- und Tertiarstruktur, welche durch pH- oder Temperaturfluktuationen oder durch
Detergentien hervorgerufen werden konnen, zu vermeiden. Weiterhin dirfen diejenigen
funktionellen Gruppen der Proteine nicht markiert werden, welche fiir die strukturelle Stabilitat
der Proteine verantwortlich sind (z.B. Disulfidbricken im Cystin). In Tabelle 2-6 sind sieben
Aminosauren angegeben, die an ihren Seitenketten derivatisiert werden konnen (Brinkley,

1992). Diese Reste enthalteechs funktionelle Gruppen, die prinzipiell eine ausreichende
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Reaktivitat besitzen, um bei milden Bedingungen modifiziert zu werden. Zusammen mit den
N-terminalen a-Amino- und C-terminalena-Carboxylgruppen stellen sie das komplette
Repertoire der Polypeptidreaktivitat dar (Hermanson, 1996). Die am haufigsten genutzten
funktionellen Gruppen zur Darstellung von Konjugaten sindaldghatischen Amino- und die
Thiolgruppen. Ihre Reaktivitat bei nukleophilen Substitutionen oder Additionen hangt entspre-
chend der Henderson-Hasselbalch Gleichung (Gl. (65)) entscheidendpMewiert der
Losung ab

pH = pK, +Iogm. (65)

[Séure]

Be pH=pK, sind genau 50% der nukleophilen Gruppen deprotoniert (Base). Die
deprotonierte Form ist das starkere Nukleophil und kann somit effizienter die Additions- bzw.
Substitutionsreaktion durch den Angriff an eine elektrophile Gruppe einleiten. In Tabelle 2-6
sind diepK,-Werte der relevanten Aminosauren angegeben.
Tabelle 2-6: Reaktive Gruppen von Aminoséauren, die zur Markierung von Proteinen verwendet

werden kénnen. Angegeben sind auch die pKa-Werte der jeweiligen Aminosauren
und die Reaktionstypen der reaktiven Gruppen.

Reaktive Gruppe Aminosaure (AS) pK,-Wert: Reaktionen

Amin Lysin (e-Aminogruppe) 9.3-9.5  Nukleophile Substitution

(aliphatisch) N-terminale AS 7.6-8 Nukleophile Addition
(a-Aminogruppen)

Thiol Cystein 8.8-9.1 Nukleophile Substitution

(Disulfid) (Cystin) Nukleophile Addition

Redox-Reaktionen

Phenol Tyrosin 9.7-10.1  Nukleophile Substitution
Elektrophile Substitution
Mannich Kondensation

Carbonsaure Asparaginsaure 3.7-4 Veresterung
Glutaminséure 4.2-4.5  Amidbildung
C-terminale AS 2.1-2.4
(a-Carboxylgruppen)
Guanidin Arginin >12 Nucleophile Addition
Imidazol Histidin 6.7-7.1 Elektrophile Substitution

! pK+Werte der freien Aminosauren. Durch Anderungen in der Mikroumgebung kénnen die Werte
erheblich von den angegebenen Werten abweichen.
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Reaktive Fluorophore und Analytderivate

Der Grol3teil der erhéltlichen Fluorophore und Analytderivate besitzen fur die Kupplung an die
funktionellen Gruppen der Proteine (siehe Tabelle Z&boxylgruppen. Die Methode der
Wahl zur Aktivierung von Carboxylgruppen ist die Reaktion mit N-Hydroxysuccinimid (NHS)

in Gegenwart von Carbodiimiden unter Bildung von NHS-Aktivestern:

(0]
|‘Ql —OH
/Rz //O H/N\ -NTR, o
_N=C=N + R—C] ? —_—
Ry OH SN
,C=0
R
° T
(0]
N N
_ N || + R/ \C/ \R
gO/C\R 1 || 2
0] (0]

Je nach Loslichkeit der betreffenden Molekile lassen sich Carbodiimide mit verschiedenen
Resten R und R verwenden, so dal3 die Reaktion stets in homogener Phase durchgefihrt
werden kann. In unpolaren Solventien werden hauptsachlich Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)

und Diisopropylcarbodiimid (DIC) verwendet.

Proteinmodifikation mit NHS-Aktivestern

Die NHS-Aktivester reagieren hauptsachlich mit @tiphatischen a- und e-Aminogruppen

unter Bildung von stabileAmidbindungen. Thiol- und Hydroxylgruppen reagieren auch mit
den Aktivestern, jedoch sind die gebildeten Thioester- bzw. Esterbindungen instabil und
hydrolysieren in wassriger Losung. Der optimpli€Bereich fir diese Umsetzung wird durch
zwei gegenlaufige Effekte bestimmt: die Zunahme der Nukleophilie der Aminofunktionen mit
steigendenpH und die gleichzeitig zunehmende Hydrolyse der Aktivester. Ublicherweise wird

diese Reaktion bgH = pK, durchgefihrt:

o el
o o
Protén—NH,  + S Poam «Sp + N—OH

)
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2.5 Signalerzeugung und statistische Datenauswertung im I mmunoassay

Im kompetitiven Testformat des bereits in Kap. 2.1.5 beschriebenen RETIA (Testformat: Bc-
homogen in Abbildung 2-12) konkurrieren eine definierte Konzentration eines markierten
Analyten mit dem Analyten aus der Probe um eine begrenzte Anzahl an markierten
Antikorper-Bindungsstellefsiehe Abbildung 2-14). Bei niedrigen Analytkonzentrationen wird
bevorzugt das mit dem Akzeptor (A) markierte Analytderivat vom Donor (D) markierten
Antikérper gebunden (1.), wahrend bei hohen Analytkonzentrationen die Bindungsstellen des
Antikorpers vom Analyt belegt werden (I1.). Nur im Fall I. sind die Fluorophore nahe genug,
um effizient derstrahlungslosen Energie-Transfer zu ermdglichen. Dadurch wird die Fluores-

zenz des Donorgeldschiund die Fluoreszenz des Akzeptors sensibilisiert

Variiert man die Konzentration des Analyten, so erhélt marhdelogarithmischer Auftra-

gung der in dieser Arbeit beobachteten Fluoreszenzmodulation des Donors gegen die einge-
setzte Analytkonzentration eirsggmoide Kalibrierkurve. Bei Immunoassays ist es ublich, die
gemessenen Kalibrierpunkte durch eine 4-Parameter-logistische Funktion anzupassen. Die

allgemeine Form dieser Gleichung lautet (Dudley et al., 1985)

y:a;db+d, (66)
1+(x/c)

wobeiy die Fluoreszenzintensitét,die Analytkonzentrationa undd die obere bzw. untere

Asymptote,c die Konzentration bei 50 % der maximalen Fluoreszenzinten3igtnttel-

punkt, TMP) undb die Steigung am Wendepunkt der sigmoiden Kurve sind.

Yty Tttt
ke ke
SHe o 1%

Abbildung 2-14: Testformat des kompetitiven RETIA. |I. Niedrige Analytkonzentrationen. II.
Hohe Analytkonzentrationen. Der RET vom Donor (D) zum Akzeptor (A) ist
durch einen Pfeil symbolisiert.
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In Abbildung 2-15 sind schematisch eine Kalibrierkurve mit einer angepaldten Kalibrier-
funktion und deren Parametey ¢ und d dargestellt. Auf der y-Achse werden entweder die
gemessenen Fluoreszenzintensitate)y oder normierte, dimensionslose Einheiten BB,
aufgetragen, wobei

lg —d

B/Bo[%] = ;
a_

[100 (67)

ist (Hock, 1995). AlsArbeitsbereich werden haufig die Analytkonzentrationen definiert, die im
Bereich zwischen 10 % und 90 % des Signals liegen. Ebenfalls eingezeichnet sind in

Abbildung 2-15 diKonfidenzbanderdie sich tber di&onfidenzintervalle (cnf) der zugrunde-

liegenden Mittelwerte ) der Kalibrierpunkte nach

tll-a/2; f)d,
Jn

berechnen lassen und angeben, in welchem Bereich ein MeRwert mit einer Irrtumswahrschein-
lichkeit a erwartet werden kann (Otto, 199%)st dabei der statistische Faktor der STUDENT-

cnf (y) = y+ (68)

Verteilung, sd, die Standardabweichung,die Anzahl der Mef3werte urfd=n-1 die Anzahl

der Freiheitsgrade.

Co.Ag [nM]
0, 01 1 10 100 1000
" - :
o] 8 OPereAsymptote | eri g s 8
________________________________________________________________________________ 5]
I 170 &
S . 2
2, 0 "c"-Testmittel punkt 1 £
mo """""""""""""""""""""""""""""""" l65 N
= 40_ GC)
o0 L 1 N
: : 2]
201 160 O
oA Trmeer® 7 dM-Untere Asymptote | S
N T - lss it
<—Arbeitsbereich —>
dooror T w0 i
Cog [HO/]

Abbildung 2-15: Schematische Darstellung einer Kalibrierkurve mit angepaliter Kalibrier-
funktion (J) und der zugehoérigen Konfidenzbander (---) éi= 0.05 und
n=3. Der Testmittelpunkt ist als 50 % B/Bnd der Arbeitsbereich als 10 -
90 % B/B definiert.
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Weitere analytische Qualitatsparameter

Nachweisgrenze, NWG (limit of detektion, LOD): Als NWG wird digjenige Anaytkonzen-
tration definiert, die sich aus der Kalibrierkurve aus dem kleinsten detektierbaren Signal Ygec
(Erkennungsgrenze, limit of decision) ergibt. Die Erkennungsgrenze wird, der Definition der
IUPAC zufolge (Long und Winefordner, 1983), wie folgt berechnet:

Yoec = Y +3[5dp. (69)
Dabel ist yg der Mittelwert der Signalblindwerte und sdg deren Standardabweichung.

Bestimmungsgrenze, BG (limit of determination): Als BG wird die kleinste Anaytkonzen-
tration X4m bezeichnet, die mit einer vorgegebenen statistischen Sicherheit quantitativ bestimmt
und vom Signalblindwert signifikant unterschieden werden kann. In der Signaldoméane wird

die BG,y4m, Wie folgt berechnet (Danzer et al, 1987):
Yatm = Yg +6[5dp. (70)

Préazision (precision): Die Prazision des Verfahrens (zufélliger Fehler) kann in Form der
Verfahrensstandardabweichung (oder Variationskoeffizie@&h charakterisiert werden. Als

weitere Leistungskenndaten ermittelt man die NWG sowie den Arbeitsbereich.

Richtigkeit (trueness): Die Richtigkeit, d.h. die Charakterisierung von systematischen Fehlern
einer Analyse, wird mit Hilfe der Wiederfindungsra®HR) als Verhaltnis des experimentell
bestimmten Mittelwertes zum wahren Weqy) (@ngegeben. In Prozent ausgedrickt gilt:

WFR(%) =100, (71)
XW

Bestimmung der Konzentration einer unbekannten Probe

Die Konzentration X), das Konfidenzintervallchf( X)) und die Standardabweichungd,

einer unbekannten Probe kdnnen, mit Hilfe der Kalibrierkurve, aus den gemessenen Werten
der Signaldoméaney(, und sd,), bestimmt werden. Die Standardabweichusdg)(laf3t sich

nach

< _ Sy (72)
Y
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berechnen, wobei y~ die Steigung der Tangenten an die Kalibrierfunktion im Punkt y ist

(Dudley, 1985).

Abbildung 2-16 veranschaulicht graphisch das Prinzip der Bestimmung von sd. Das
Konfidenzintervall cnf(X) kann aus sd, mit Hilfe der Gleichung Gl. (68) berechnet werden.

Man erhalt aufgrund der Tangentennaherung ein symmetrisches Intervall. Die graphische
Ermittlung von cnf(X) analog der Darstellung in Abbildung 2-16 liefert aufgrund der

sigmioden Kalibrierfunktion, mit Ausnahme von Punkten am TMP, unsymmetrische Intervalle.

B/B, [%]

0001 01 ””:'5'1 0 1b0
Cosg MO/

Abbildung 2-16: Darstellung des Prinzips zur Ermittlung der Standardabwei chung sd, und des
Konfidenzintervalls cnf (X) einer unbekannten Probe.

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung des Arbeitsbereichs ergibt sich aus der Auftragung
der relativen Standardfehlese/cyag, mit se = sd, //n gegen die entsprechende Analyt-
konzentration. Man erhalt dadurch das sogendarieisionsprofi] welches die Prazision der
Mel3methode bei jeder Konzentration angibt, jedoch nichts Uber dBes®igkeit aussagt
(Ekins, 1997). Der Arbeitsbereich wird nun als die Analytkonzentrationen definiert, welche
einen bestimmtese,/cy og-Wert unterschreiten. Nach Horwitz et al. (1980) dirfenGlein

der Konzentrationsdoméne lwgi,, = 0.1 pg/l nicht tber dem Wert von 43 $84Co g = 25 %,

bei n=3) und betyag = 1 pg/l nicht Gber 30 %s§/coag = 17 %, bei n = 3) liegen. In der
vorliegenden Arbeit wurde unabhangig von der Konzentration ein oberer Grenzwert von
se/Coag = 20 % festgelegt (siehe Abbildung 2-17).
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Abbildung 2-17: Alternative Methode zur Ermittlung des Arbeitsbereichs einer Kalibrierkurve
mit Hilfe des Prazisionsprofilsf (s&/coag = 20 %). Zum Vergleich ist auch
die 10 - 90 % B/BDefinition angegeben (grau unterlegter Bereich).
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und Biochemikalien

» Standardchemikalien und -biochemikalien wurden, soweit nicht andere Quellen angegeben

sind, von FLUKA, Neu-Ulm, SIGMA, Deisenhofen und Riedel de Haén, Seelze bezogen.

« NHS-Aktivester von Cy5 (monofunktionell) und Cy5/5(bifunktionell) von Amersham
Life Science, Braunschweig (Strukturformeln in Abbildung 3-1).

» Polyklonale Simazin-, Atrazin- und Isoproturon-Antikérper von Dr. Ram Abuknesha,

King's College, London.

* Monoklonale Atrazin-Antikorper von Prof. Dr. B. Hock, Lehrstuhl fur Botanik, TU

Miinchen.

* Monoklonale 2,4-D-Antikdrper von Dr. Milan Franek, Veterinary Research Institute, Brno,

Tschechien.

» Kupplungsfahige Analytderivate von Dr. Ram Abuknesha, King’s College, London.

[ ]

\+

N

é‘ﬁ\
(0]

Cy5.5 o

*K 0,8 I

/ .

Cy5

Abbildung 3-1: Srukturformeln der Cyaninfarbstoffe Cy5 und Cy5.5.

® 1-(e-carboxypentyl)-1"-(ethyl)-3,3,3",3 -tetramethyl-indodicarbocyanin-5,5 -disulfonat-kaliumsalz-N-
hydroxysuccinimidester.

"1,1"-bisg-carboxypentyl)- 3,3,3",3 -tetramethyl-3-H-benzindodicarbocyanin-5,5",7,7 -tetrasulfonat-
trikaliumsalz-di-N-hydroxysuccinimidester.
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* Cy5.5 markierte Atrazin- und 2,4-D-Derivate von Dr. Sergei Eremin, M. V. Lomonosov

Moscow State University, Moskau, Rul3land.

» Trinkwasserproben vom Institut Dr. Jager, Tubingen.

3.1.2 Verbrauchsmaterial

L[]

Mikrokonzentratoren ,Microcon 30“ mit einer Porengrdf3e von 30000 Da von Sevatec
GmbH, Witten

* Sephadex G-25 Saulen fir die Gelchromatographie von Pharmacia Biotech, Uppsala,

Schweden.
 Fluoreszenzmikrotiterplatten von Perkin Elmer, Uberlingen

* Nanotiterplatten (NTP) mit 2825 pyramidenstumpfformigen Kavitaten mit den in
Abbildung 3-2 gezeigten Abmessungen und den AuRenabmessunger 2an® aus
- Silizium (siehe Abbildung 1-1) mit einem Volumen von 50 nl pro Kavitat von
GeSiM, Grol3erkmannsdorf.
- Acrylnitril-Butadien-Styrol-Copolymer (ABS) mit einem Volumen von 70 nl pro

Kavitat von BIAS, Bremen.

» Transparentes Klebeband zum versiegeln der NTP von Adhesives Research, Inc., Glen
Rock, USA.

NTP  a[um] b[um] c[um] d[um] e[um] o[

Si 600+ 40 70+30 130 400+ 15 500+ 10 54.7
ABS 600 230 150 400 1600 65

Abbildung 3-2: I. Bild der pyramindenstumpfformigen Kavitaten einer NTP aus Si. Il. Sche-
matische Seitenansicht der NTPs aus Si und ABS. Die Abmessungen der NTPs
sind in der Tabelle angegeben.
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3.1.3 Lésungen

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS)
150 mM NaCl
50 mM KH,PO,

mit 2 M KOH auf pH 7.4 einstellen.

[4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]-

etharsulfonsaure-Puffer (HEPES-Puffer) 5-fach HEPES-Puffer

20 mM HEPES 100 mM HEPES

150 mM NaCl 750 mM NaCl
mit 2 M KOH auf pH 7.4 einstellen. mit 2 M KOH auf pH 7.4 einstellen.
Carbonatpuffer

100 mM Na&,COs
mit 100 mM NaHCO; auf pH 9.5 einstellen.

Piranha-Ldsung
40 Vol.-% H,0, (30 %)
60 Vol.-% H,SO, (96 %)

in der angegebenen Reihenfolge mischen und frisch verwenden.

Pepsin Regenerationslésung
20 mg/ml Pepsin in bidestilliertem Wasser l6sen. PBS mit 2 N HCI auf pH 1.8 einstellen und

beide Lésungen im Verhaltnis 1:9 mischen.

Acetonitril Regenerationslésung

bidestilliertes Wasser 50 %

Acetonitril 50 %

Propionsaure 1%
3.1.4 Gerate

V erschiedene K ol benhubpipetten von Eppendorf, Hamburg.

Winkelrotorzentrifuge Biofuge 15 von Heraeus Sepatech, Osterode.

Mikrotiterplattenschittler Typ MTS 2 von IKA-Labortechnik, Staufen i. Br.

Registrierendes Spektralphotometer Lambda 2 von Perkin Elmer, Uberlingen.
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Registrierendes Spektral photometer Specord M500 von Zeiss, Jena.
Fluoreszenzmikrotiterplattenleser LSR 200 von Perkin Elmer, Uberlingen.

Lumineszenz Spektrometer LS-50 B mit rotempfindlichem Photomultiplier R928 von

Perkin Elmer, Uberlingen.

Spektralfluorimeter Spex Fluorolog 222 mit zwei Gitter-Doppelmonochromatoren 1680 B
und dem Datenerfassungsgerat Datamate DM1B von Spex Industries GmbH, Grasbrunn mit
- einer 150 W Xenon-Hochdruck-Lampe Modell A 1010 von PTI und

- einem Peltier-gekihlten Photomultiplier R928 von Hamamatsu, Herrsching.

Spex Fluorolog 112 von Spex Industries GmbH, Grasbrunn mit
- Laser-Diode mik = 653nm von Hamamatsu, Herrsching und
- Zeit-Amplitudenwandler, Verstarker, Diskriminatoren und Vielkanalanaysator zur

Verarbeitung der elektronischen Signale von EG&G Ortec, Bad Wildbad.

RIfS-Standardlaboraufbau mit
- FIA- Anlage ASIA und Autosampler von Ismatec, Wertheim-Mondfeld,
- Polymerlichtleiter (PMMA), 1 mm Durchmesser mit 1 auf 2 Faserkoppler von
MicroParts, Dortmund,

- Diodenzeilenspektrometer MCS 410 von Carl Zeiss, Jena.

BioScan Nanotiterplattenleser im epi-fluoreszenten Aufbau (siehe Abbildung 3-3) mit He-
Ne-Laser, 2-D-Abtaster, f-theta-Linse, dichroitischen Strahlteiler (HQD 650), telezentri-
scher Linse, Kantenfilter (EFLP 665), Abbildungsoptik (numerische Apertur 0.24), Band-
passfilter (HQ 670) und Photomultiplier von Perkin EImer Applied Biosystems, Uberlingen.

Mikrodosiereinheit von BIAS, Bremen mit
- Mikropipetten vom Typ SPIP (siehe Abbildung 4-33 links) und TMP mit Tropfen-
volumina von 0.5 - 2 nl, einem relativen Dosierfehler <2 % und einer Tropfenrate
bis 1 kHz von GeSiM, GroRerkmannsdorf,
- Steuergerat multi-dos mit Stroboskopmodul von GeSiM, Grolerkmannsdorf,
- X, Y, Z -Lineartische mit einer Positioniergenauigkeit von x, y: 1 um und z: 0.5 um
von Physik Instrumente GmbH, Berlin,
- Video-Kamera mit CCD Kamera-Modul von Conrad Electronic GmbH, Hirschau,
und Achromat Linsen 28 35 Efl und 3x 6 Efl von Pérschke GmbH, Hbchst.
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3.2 Methoden
3.2.1 MelRmethoden

3.2.1.1 Absorptionsspektren
Die Absorptionsspektren wurden am Spektralphotometer Lambda 2 bzw. am Specord M500

mit einer Spaltbreite von 2 nm und einer Registriergeschwindigkeit von 60 nm/min aufge-
nommen. Als Referenzen dienten die reinen Losungsmittel, wobei Quarz-Halbmikrokivetten

verwendet wurden.

Fur die Aufnahme der Spektren der freien Farbstoffe wurden fir die Konzentrationen
10° mol/l bzw. 10° mol/l Kiivetten mit Schichtdicken von 100 um bzw. 10 um verwendet. Um
die Adsorptionen der negativ geladenen Farbstoffe an die GefalRwande der Kivetten zu

minimieren, wurden die Spektren in alkalischer Losung (Carbonatpuffer, pH 9.9) gemessen.

3.2.1.2 Fluoreszenzspektren

Fluoreszenzemissions- bzw. Fluoreszenzanregungsspektren wurden mit dem Lumineszenz
Spektrometer LS-50 B bzw. mit dem Spex Fluorolog 222 in der 90°-Anordnung aufge-
nommen. Die Standardeinstellungen am LS-50 B waren im Vorschub-Modus: fiinf akkumu-
lierte Spektren bei einer Spaltbreite von 5nm, einer Registriergeschwindigkeit von
120 nm/min und einer Schrittweite von 1 nm. Am Spex Fluorolog 222 wurde mit einer Schritt-
weite von 1 nm und einer Registriergeschwindigkeit von 60 nm/min gemessen. Die Proben-
konzentration wurde, wenn moglich, so eingestellt, daf} der Photomultiplier beim Anregungs-
maximum ca. 5-1910° Photonen pro Sekunde detektieren konnte. Dies entspricht einer
Extinktion im UV/VIS-Spektrum von ungefahr 0.2. Bei Lésungen mit geringerer Farbstoff-
konzentration wurden gréf3ere Spalteinstellungen gewahlt und entsprechend mehrere Spektren
akkumuliert, um die angegebene Photonenzahl zu erreichen. Bei beiden Geraten wurden

Quarz-Halbmikrokuvetten mit einem Volumen von 500 pl verwendet.

Die Photomultiplierkorrektur der Emissionsspektren erfolgte mit Hilfe einer Korrekturdatei der
Firma Perkin Elmer. Fluoreszenzanregungsspektren wurden automatisch mit Hilfe eines im

Spektrometer befindlichen Quantenzahlers korrigiert.

Fluoreszenzmessungen zur Bestimmung der Kalibrierkurven der projektrelevanten Zielanalyte

wurden am LS-50B im Zeit-Modus aufgenommen. Die Standardeinstellungen waren:
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Anregungswellenlang@. = 647 nm, Emissionswellenlange,, = 667 nm, Spaltbreite 5 nm,
Zeitintervall 130 s und Datenintervall 2 s. Aus den 65 Intensitatswerten je Probe wurde der

Mittelwert zur weiteren Auswertung verwendet.

3.2.1.3 Fluoreszenzquantenausbeuten

Fluoreszenzquantenausbeuten der fluoreszierenden monomeren Fluorophore wurden nach der
relativen Methode bestimmt. Als Standafidf dienten die freien Farbstoffe in LOsung mit

bekannterp- undtg:

o (Probe) = g (9d ) FY TP (Probe)’ (73)
re (Sd)
_1n-E(@d) )2
oder ¢ (Probe) = g (Sd) A (Probe)@(l 10 #t ))mpr"be . (74)

A (Sd)[(l—lO_E(PrObe))Dhéd

Darin bedeuter: die Flache unter der Fluoreszenzbande onder Brechungsindex der
jeweiligen LosungkE ist die Extinktion der Losungen, die um den Betrag der nicht-fluores-

zierenden Dimeren Spezies korrigiert wurde.

3.2.1.4 Fluoreszenzanisotropie

Fur die Messung polarisierter Fluoreszenz war einer der beiden Strahlengdnge im Spex
Fluorolog 222 mit im rechten Winkel zueinander angeordneten Calcit-Glan-Taylor-Prismen
ausgerustet. Die Fluoreszenanisotropie bzw. die Rotationskorrelationszeit wurde gemalR der
Gleichungen Gl. (26) und GlI. (27) bzw. GI. (29) berechnet.

3.2.1.5 Fluoreszenzabklingkurven

Die Fluoreszenzabklingkurven wurden mit dem Spex Fluorolog 112 nach der Methode der
Einzelphotonenzahlung aufgenommen (Eaton, 1990). Zur optischen Anregung bei
Aec = 653 nm wurde eine Laser-Diode mit einer Halbwertsbreite Aton 0.6 ns und einer
Pulsfrequenz vorv =1 MHz verwendet. Die Emission wurde bei einer Wellenlange von
Aem = 680 nm fur Cy5 und,, = 705 nm fur Cy5.5 beobachtet. Zwischen Probe und Emissions-

monochromator wurde zusétzlich ein 670 nm Kantenfilter gesetzt.

In Fallen, bei denen die Fluoreszenzabklingzeit nicht deutlich gré3er ist als die Halbwerts-

breite des Lampenpulses, kann die Abklingzeit nicht direkt aus der Messkurve erhalten
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werden. Die messbare zeitabhdngige FluoreszenzinterG{tit ist mit der zeitlichen

Intensitatsverteilung des Lampenblitzes gefaltet (Eaton, 1990):

60)= [LE)FE -t 75)

Darin istF(t) die Abklingfunktion und_(t) die Anregungsfunktion des Lampenpulses. Um die
Abklingfunktion F(t) ausG(t) zu erhalten, wurden die Abklingkurven durch eidekonvolu-
tionsanalyse angepaldt. Dabei wurden die Parameteundtg; der Gl. (17) so lang verandert,
bis die gewichtete und normierte Summe der Fehlerquagfatinen festgelegten Wert

unterschritt

7= 3 66) e 6, (76)

Darin ist w; der Gewichtungsfaktor im Kanal mit w; :1/\/ati_), G(t) die gemessene
Intensitdt im Kanali und Yg(t) die berechnete Intensitat im Kanialvon insgesamin
angepaRten Kanalen. Bei einer optimalen Anpassung)femh Bereich von 1.@ 0.2. Da

trotz guterx®Werte systematische Abweichungen zwischen Mess- und Fitkurve auftreten
kébnnen, wurden als weitere Kriterien fur die Qualitdt der Anpassung, die gewichteten
Residuen, die Autokorrelation und der Durbin-Watson-Parameter herangezogen. Die Residuen
berechnen sich als Differenz zwischen der gemessenen und der berechneten Intensitat

R = G(t))-Ye(t;). Die gewichteten Residuen r(t;) berechnen sich nach

r(ti):G(ti)‘—YF(ti), (77)
Wi
wobei der Gewichtungsfaktow, die jeweilige Standardabweichung vdét ist. Mit der
Autokorrelationsfunktion ¢; werden Produkte von Residuen im Kapaind Kanali + j Gber
eine ausgewahlte Anzahl von Kandlen= n-j aufsummiert, woben die Gesamtzahl der
Kandle ist:
1 m
72 RI RI +j
cj= =L (78)
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Sowohl die Autokorrelationswerte als auch die Residuen schwanken bei guten Anpassungen
statistisch um den Nullwert. Der Vorteil der Autokorrelation liegt darin, dal3 sie im Gegensatz
zu den Residuen systematische Abweichungdmispielsweise gegeben durch eine Uber-
lagerung der Abklingkurve mit einer elektromagnetischen Strahusightbar macht. Der

Durbin-Watson-Parameter DW berechnet sich nach

S ()-r0)P

pw =" (79)
S

1=m

mit n, und n, als erster bzw. letzter Punkt des angepaliten Kurvenbereichs. Akzeptable
Anpassungen liegen vor, wefWV > 1.65 bei exponentieller Anpassung Ud@ > 1.80 bei
bi- oder triexponentieller Anpassung. Abklingkurven der Donor-FIuoreszenzinteh,B(Ié)t
wenn RET zum Akzeptor auftritt, wurden entsprechend der haufig gemachten Annahme eines
festen Donor-Akzeptor-Abstandes bei markierten Proteinen (Lakowicz, 1983), gemal3 der oben
genannten Vorgehensweise, angepaldt. Die Auswertung der Abklingkurven fir statistisch

verteilte Donoren und Akzeptoren wurden nach Gl. (42) durchgéfiihrt

3.2.1.6 Fluoreszenzmessung in der Mikrotiterplatte

MTP mit einem Gesamtvolumen von 250 pl pro Kavitat wurden im Vorschub-Modus bei einer

Anregungswellenlange vok,. = 640 nm und Emissionswellenlangen vy, > 662 nm bei

einer Spalteinstellung von 5 nm, einer Registriergeschwindigkeit von 120 nm/min und einer
Schrittweite von 1 nm gemessen. Im Zeit-Modus wurde bei der festen Emissionswellenlange
von Ag, =667 nm und einer Integrationszeit von 30 Sekunden detektiert. Die erhaltenen

Fluoreszenzintensitaten der Kavitaten wurden mit einer Referenzfunktion, welche die Inhomo-

genitat der Fluoreszenz tber die MTP ausglich, korrigiert.

3.2.1.7 Fluoreszenzmessung in der Nanotiterplatte

Die Fluoreszenz der befillten und anschlieRend mit Hilfe eines nicht fluoreszierenden, transpa-
renten Klebebandes versiegelten NTP wurden mit dem vom Projektpartner Perkin Elmer

realisierten Nanotiterplattenleser ,BioScan* detektiert. Der schematische Aufbau des

® Diese Auswertung wurde freundlicherweise von Dr. Stefan Uhl durchgefiihrt.
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.BioScan” ist in Abbildung 3-3 gezeigt. Es handelt sich um ein abtastendes Geréat, welches
einen fokussierten Laserstrahl Uber die NTP fihrt und das Fluoreszenzlicht in Reflexion
mittels einer hochgedffneten Linsenoptik (numerische Apertur von 0.24 und einer Effizienz
der Lichteinsammlung von fast 1 %) mit einer Ortsauflosung von etwa 10 pm mit. Zum
Blocken des anregenden Laserlichts wurde im Detektionsstrahlengang ein dichroitischer
Strahlteiler, ein Kantenfilter und ein Bandpassfilter (siehe oben) eingebaut. Der beobachtete
Wellenldngenbereich betrug 665 - 680 nm. Die verwendeten Systemparameter waren, soweit

im Text nicht andere Parameter angegeben sind:
* PMT-HochspannundJ = 1000 V
» Vorschubgeschwindigkeit: v = 150 m/s
» Datenintervalls= 20 pm
* Integrationszeitt = 100 ps
= Gesamtmesszeit fur eine NTtR: 2.8 min

Die Fluoreszenzbilder der NTPs wurden mit einer Referenzfunktion, die die Inhomogenitat der
Fluoreszenz Uber die NTP ausglich, korrigiert. Durch eine anschlie3ende visuelle Kontrolle der
Bilder wurden unvolistandig befullte Kavitaten lokalisiert und in der nachfolgenden

Auswertung, die mit Hilfe einer vom Projektpartner LLG geschriebenen Software durchgefihrt

wurde, nicht beriicksichtigt.

Detektor
Beam (PMT)
" He-Nelaser  pxpander Ll __—Filter (HQ 670)
: V- é% Abbildungs-
H B4 Optik
%% ™ Filter
fZDh-S(:an.ner B (EFLP 665)
-theta Linse i l=|_ ~~ Dichroitischer
Strahlteiler
NTP (oD 650)

Abbildung 3-3: Schematische Darstellung des ,BioScan® Nanotiterplattenlesers.
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3.2.1.8 Interferenzreflexionsspektren

RIfS wurde als Standardmethode zur Charakterisierung von Affinitatsreaktionen mit Hilfe des

in Kap. 2.2.2.5 beschriebenen Bindungshemmtests und zur Bestimmung von Markierungs-
graden der synthetisierten Analytderivat-Fluorophor-Konjugaten verwerttlee detaillierte
Beschreibung dieser Methode findet sich in Brecht et al. (1993) und Piehler (1997).

Abbildung 3-4 zeigt den zur Messung von Interferenzreflexionsspektren verwendeten Aufbau.
Es wurde mit einem Diodenzeilenspektrometer der Firma Zeiss gearbeitet, das Uber einen Y-
Lichtleiter mit einer Lampe und einer Mel3zelle verbunden wurde. Die Lampe wurde mit
einem Hohlspiegel, einem Kondensor und einer Sammellinse auf das Ende des Lichtleiters
fokussiert. Zwischen Lichtquelle und Faser wurde eine mit Wasser geflillte Kiivette gebracht,
die die Wellenlangen unter 300 nm und die Infrarotstrahlung durch Absorption herausfilterte.
An der Mel3zelle wurde das Ende des Lichtleiters auf einer optischen Bank senkrecht zur
Ruckseite des Transducers justiert. Der Zwischenraum wurde mit einem Tropfen Glyzerin
(80 %ig, =1.45) gefillt, um die Reflexion an diesen Phasengrenzen zu minimieren. Die
reflektierte Strahlung wurde in den gleichen Lichtleiter eingekoppelt und zum Spektrometer
gefuhrt. Das Spektrometer wurde Uber einen Computer mit dem Programm ,Measure” von G.

Kraus gesteuert.

A.
Argon Vari opumpe

T/. '\T Scherventil

Interferenz-
6-Wege-Ventil schicht
PUffer Probenschlelfe Lichtleiter
Fixpumpe i

FluRzell Abfal

Sam pler

E (=)

Spektrometer Lichtquelle

Abfall

Abbildung 3-4: Schematischer Aufbau zur Messung von Interferenzspektren mit RIfS A.
Probenhandhabung mit FIA und Autosampler. B. Detektion der Affinitats-
reaktionen.

° Diese Arbeiten wurden von J. Mehne durchgefiihrt.
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Als Transducer wurden Interferenzschichten aus SiO, auf einem Glassubstrat mit einer dinnen
reflektionsverstarkenden Zwischenschicht ausOfaverwendet. An die Oberflache war

Dextran gekoppelt und daran wurde das entsprechende Analytderivat kovalent gebunden.

Alle Messungen wurden mit betriebswarmem Spektrometer und Lampe, d.h. frihestens vier
Stunden nach Inbetriebnahme des Spektrometers und eine Stunde nach Einschalten der Lampe,
durchgefiuihrt. Vor der Messung der Interferenzreflexionsspektren wurde das auf dem Dunkel-
strom des Spektrometers beruhende Sighbestimmt und als Referenzsignal das Spektrum

lres €ines Glasplattchens ohne Oberflachenmodifizierung gemessen. Damit wurde die

gemessene Intensitat nach:

__1(A)-1o()
lifz = (80)
Iret (4)=To(A)
korrigiert. Das korrigierte Spektrur);, wurde mit dem Programmlfz‘ von A. Brecht
ausgewertet. Dabei wird in ein ausgewahltes Extremum eine Parabel angepal3t und damit die

optische Schichtdicke bestimmit.

Zur Probenhandhabung wurde ein kommerziell erhaltliches FlieRinjektionsanalyse-System
(FIA) mit zwei Pumpen, einem Scherventil und einem Auswahlventil eingesetzt (siehe
Abbildung 3-4 A.). Wesentliches Merkmal dieser Technik ist der ununterbrochene FIlUssig-
keitsstrom, der einen schnellen und reproduzierbaren Mef3ablauf bei geringem technischen
Aufwand erlaubt.

3.2.2 Synthesemethoden

3.2.2.1 Markierung von Antikérpern und Rinderserdiifibumin mit Cy5 bzw. Cy5.5

Die Markierung der Proteine wurde entsprechend den Herstellerangaben der Reaktivfarbstoffe
(Mujumdar et al., 1993, und 1996) durchgefuhrt: 20 ul einer Losung des reaktiven Farbstoffs
(molare Verhéltnisse sind im Text angegeben) in absolutem N,N-Dimethylformamid (DMF)
wurde zu einer Losung von 500 pg Protein (3.3 nmol IgG bzw. 7.2 nmol BSA) in 250 pl
Carbonatpuffer, pH 9.5, gegeben und vorsichtig verrtihrt. Die Reaktionslésung wurde 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Abtrennen des ungebundenen Farbstoffs vom
Farbstoff-Protein-Konjugat wurde die Loésung zunéachst durch ein Microcon-30 zentrifugiert (5
Minuten bei 1200& g) und anschlieBend Uber eine Sephadex G-25 Gelsdule mit PBS als
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Elutionspuffer chromatographiert. Die markierten Antikérper wurden zu 3 pug /50 pl aliquo-
tiert und bei -18°C aufbewahrt. Die BSA-Cy5.5-Konjugate wurden zur weiteren Markierung

mit den aktivierten Analytderivaten verwendet.

3.2.2.2 Analytderivat-N-Hydroxysuccinimid Aktivester

N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (1.% n(Analytderivat)) wurde zu einer gerthrten, eisgekuhlten
Losung des Analytderivats (5 mg) und N-Hydroxysuccinimid glnfAnalytderivat)) in

200 pl absolutem DMF zugegeben. Die Reaktionslosung wurde 6 Stunden bei Raum-
temperatur gerthrt, der entstandene Dicyclohexylharnstoff abzentrifugiert und der entstandene
Analytderivat-NHS-Aktivester ohne weitere Reinigungsschritte in der nachfolgenden Reaktion

verwendet.

3.2.2.3 Markierung von BSA-Cy5.5 mit Analytderivat-NHS-Aktivester

Eine Losung der Analytderivat-NHS-Aktivester (molare Verhéaltnisse sind im Text angegeben)
in absolutem DMF wurde zu einer Lésung von 400 pg (5.8 nmol) BSA-Cy5.5-Konjugat in
250 ul Carbonatpuffer, pH 9.5, gegeben und vorsichtig verrihrt. Die Reaktionsbedingungen
und die Reinigung der Konjugate entsprechen den Angaben, welche bei der Markierung der
Proteine mit den Farbstoffen gemacht wurden. Die markierten Analytderivate wurden zu
510" mol / 50 pl aliquotiert und bei -18°C aufbewahrt.

3.2.2.4 Charakterisierung der hergestellten Konjugate

Farbstoff/Protein-Verhaltnis

Das Farbstoff/Protein-Verhaltnis der Konjugate wurde photometrisch in einer PBS:DMF (1:1,
v/v) LOsung bestimmt (Terpetschnig et al., 1994). Die Zugabe von DMF zur gepufferten
Losung der Konjugate fuhrt zu einer nahezu vollstandigen Umwandlung des aggregierten
Anteils der gebundenen Farbstoffe zu Monomeren, wodurch der Markierungsgrad exakt
bestimmt werden kann. Die Molmassen, die Absorptionsmaxima und die Extinktionskoeffi-
zienten der verwendeten Protein) (und Farbstoffe ) sind in Tabelle 3-1 angegeben.

Wahrend die Proteine nur im UV-Bereich absorbieren, zeigen die Farbstoffe neben ihrem

Maximum im roten Wellenlangenbereich auch eine gewisse Absorption im UV-Bereich.
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Tabelle 3-1: Charakteristische Daten der Proteine und Farbstoffe zur Bestimmung des

Markierungsgrades der Konjugate in PBSDMF (1:1, v/v). Y gibt
Absorption der Fluorophore bei A = 278 nm bezuglich der
Maximum an.

den Anteil der
Absorption am

1gG BSA Cy5 Cy5.5
M [g/mol] 150000 69000 792 1311.6
Amax [NM] 278 278 653 681
€, max [MBM™] 201700 45540 250000 190000
Y - - 0.05 0.13
Literatur Wellsetal., Cohnetal., Mujumdar e¢ Mujumdar et
1966 1947 al., 1993 al., 1996

In der Tabelle3-1 ist das Verhaltnis der Extinktionskoeffizienten ¥ /€, nx @ngegeben.

Der Markierungsgrad wurde mit Hilfe der folgenden Gleichung berechnet

CF _ £p Amax EF Amax
Cp EF,Amax(Ez78 _YEF,/\max)

Die eingesetzten Stoffmengen-Verhaltnisse, die erzielten Markierungsg

(81)

rade und die Markie-

rungseffizienzen der in dieser Arbeit verwendeten BSA- und IgG-Konjugate sind in Tabelle 3-

3 bzw. Tabelle 3-2 angegeben.

Tabelle 3-2: Markierungsgrade der hergestellten BSA-Konjugate.

Protein  NgssiNesa  Neyss:Nesa  Effizienz
eingesetzt erhalten [%0]

BSA 10 1.6 16

BSA 18 2.1 12
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Tabelle 3-3: Markierungsgrade der hergestellten Antikdrper-Konjugate.

Antikorper (1gG) Akronym  NgsiNigs Neys:Niga Effizienz
eingesetzt erhalten [%]

anti-Simazin-IgG,  SimlgG 5 0.8 16

polyklonal

anti-Simazin-IgG,  SimlgG 20 3.7 18.5

polyklonal

anti-Simazin-IgG,  SimlgG 25 4.5 18

polyklonal

anti-Simazin-IgG,  SimlgG 35 8.7 25

polyklonal

anti-Atrazin-1gG, AtralgG 20 3.7 18.5

polyklonal

anti-lsoproturon- IplgG 20 4.0 20

IgG, polyklonal

anti-Atrazin-1gG, KA4E7 30 4.5 15

monoklonal

anti-2,4-D-IgG, E2G2 20 4.8 24.4

monoklonal

Analytderivat/BSA-Verhaltnis

Zur Bestimmung des Analytderivat/BSA-Verhaltnisses wurden zwei verschiedene Methoden

verwendet

* Photometrische Bestimmung der Stoffmengen des Proteins und des Analytderivats
(Wittmann und Hock, 1989),

* Photometrische Bestimmung der Stoffmenge des Proteins und Bestimmung der

Stoffmenge des Analytderivats riRifS.

Bei der photometrischen Charakterisierung der Analytderivat-BSA-Cy5.5-Konjugate wurde
nach der Kupplungsreaktion mit dem Analytderivat ein UV/VIS-Spektrum aufgenommen und

davon das zuvor registrierte BSA-Cy5.5-Spektrum abgezogen. In Abbildung 3-5 ist dies am
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Abbildung 3-5: Photometrische Bestimmung der Analytderivatkonzentration (hier am Beispiel
der Atrazincapronsaure) in einem Analytderivat-BSA-Cy5.5-Konjugat (1). Das
Analytderivat-Spektrum (3) wird durch Subtraktion der BSA-Cy5.5-Absorption
(2) von (1) erhalten.

Beispiel eines Atrazincapronséure-BSA-Cy5.5-Konjugats demonstriert. Aus dem resultieren-
den Analytderivat-Spektrum kann der Markierungsgrad bestimmt werden. Die Extinktions-

koeffizienten der Analytderivate sind in Tabelle 3-4 angegeben.

Zur Bestimmung der Stoffmenge des Analytderivats RHi§ wurde das Konjugat mit einem
anti-Analytderivat-Antikdrper bekannter Konzentrationg§s = 250 ng/ml) inkubiert und
anschlieBend die Konzentration an ungebundenem Antikdrper bestimmt (siehe Bindungs-
hemmtest Kap. 2.2.2.5 und Kap. 3.2.3.1). Daraus konnte die Konzentration des Analytderivats
berechnet werden. Im Gegensatz zu der photometrischen Bestimmung der Analytderivat-
Konzentration die den Summenparameter der Analytderivat-Molektle am Protein erfal3t, wird
bei der Bestimmung mRIfS nur der fir den Antikbrper zugéngliche Anteil quantifiziert. Aus
diesem Grund weichen die nfIfS bestimmten Markierungsgrade von den photometrisch

bestimmten immer nach unten ab.

Die eingesetzten Stoffmengen-Verhaltnisse, die mit UV/VIS bRILS bestimmten
Markierungsgrade und die Markierungseffizienzen der in dieser Arbeit dargestellten Analyt-

derivat-BSA-Cy5.5-Konjugate sind in Tabelle 3-4 angegeben.
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Tabelle 3-4: Markierungsgrade der verwendeten Analytderivat-BSA-Cy5.5-Konjugate. (Ad,
Analytderivat; n.b. nicht bestimmt).

Analytderivat €A e Nad:NesA Nag:Nesa:Noyss erhalten  Effizienz
[1/mol ©Bm] eingesetzt UV/VIS bzw. RIfS RIfS [%]

s-Triazinderivate:

Atrazincapronsaure 3100+ 100 40 18 bzw. 3.6:1:1.6 9

(ACA) (264 nm)

Atrazin-4-amino- 19000+ 310 35 19 bzw. 3.8:1:2.1 10.9

benzoesaure (ZABA) (288 nm)

Desethylatrazin- 10400+ 400 20 9 bzw. 2.5:1:2.1 12.5

mercaptopropionsaure (248 nm)

(THIO)

Desisopropylatrazin- 13000+ 360 20 10 bzw. 2.2:1:2.1 11

capronsaure (DesACA) (227 nm)

| soproturonderivate:

3-(4-Isopropylphenyl)- 2040+ 100 30 n.b. bzw.14:1:1.6 46

1-methyl-1-carboxy- (270 nm)

propylharnstoff (IP30)

4-1sopropylanilin- 37300+ 900 30 n.b. bzw. 10:1:1.6 33

carboxyphthalat (IPA) (229 nm)

4-1sopropylphenoxy- 1500+ 100 35 n.b. bzw. 11:1:2.1 31

essigsaure (IP5) (274 nm)

2,4-D-Derivate:

2-Methyl-4-chlor- 1540+ 10 30 n.b. bzw. 12:1:2.1 40

phenoxyessigsaure (279 nm)

(MCPA)

2,4-Dichloroanilin- 11500+ 450 30 n.b. bzw. 9.7:1:1.6 32

glutarsaure (DN-1)

(251 nm)
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3.2.3 Bestimmungsmethoden

3.2.3.1 Durchfuhrung deRIfSMessungen

Affinitatstitrationen

Zur Bestimmung von Affinitatskonstanten wurde der Antikdrper mit einem Analyten in
verschiedenen Konzentrationen titriert. Die Konzentration des freien Antikérpers wurde mit
RIfS durch Bindung an einen immobilisierten Liganden im Durchflull bestimmt. Um
diffusionskontrollierte Bindung an die Oberflache zu erreichen, wurde ein Analytderivat mit
hoher Affinitat in maximaler Konzentration immobilisiert. Die Konzentration des Antikorpers
wurde in der Regel auf 250 - 500 ng/ml eingestellt. Die Konzentration des Analyten wurde
jeweils so gewahlt, dal’} die gesamte Modulation des Bindungssignals abgedeckt wurde. Die

Lésungen des Analyten wurden in PBS angesetzt.

Messung und Auswertung

Zur Herstellung der Proben wurden 900 pl der entsprechenden Lésung des Analyten zu 100 pl
der zehnfach konzentrierten Losung des Antikdrpers gegeben und nach intensivem Vermischen
mindestens 10 Minuten lang vorinkubiert. Nach einer Messung der Basislinie mit einer
Pumprate von etwa 30 pl/min innerhalb eines Zeitraums von 2 Minuten wurde die Probe mit
erhdhter Pumprate (100 pl/min) injiziert und Uber einen Zeitraum von 200 s inkubiert. Danach
wurde gespilt und in Abh&ngigkeit vom verwendeten Antikérper mit Pepsin/Acetonitril bzw.
HCIl (pH 1.5)/Acetonitril regeneriert. Die Steigung der massentransport kontrollierten
Bindungskurve wurde durch lineare Regression Uber den Bereich der Bindungskurve
bestimmt, in dem sie lineares Verhalten zeigte. Die ermittelte Steigung wurde auf die

maximale Steigung ohne Analyt normiert.

Bestimmung von Markierungsgraden

Die Markierungsgrade wurden analog der oben beschriebenen Vorgehensweise bei Affinitats-
titrationen bestimmt. Anstelle der Analyte wurden die markierten Analytderivate mit den
Antikdrpern vorinkubiert. Die Konzentration der Analytderivate wurde jeweils so gewahlt, dal3
die Steigung der massentransport-kontrollierten Bindungskurve ca. 50 % der maximalen
Steigung ohne Analytderivat betrug. Die Konzentration der markierten Analytderivate wurde

anschlieRend Uber die entsprechende Titrationskurve bestimmt.
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3.2.3.2 Durchfiihrung des RET-Immunoassay

Bestimmung der optimalen Konjugatverhaltnisse (Titration)

Zur Bestimmung der optimalen Verhdaltnisse der Antikorper-Cy5- und Analytderivat-BSA-
Cy5.5-Konzentrationen wurden zu LoOsungen konstanter Antikdrper-Cy5-Konzentrationen
(Coaxp)) LOsungen bekannter Analytderivat-BSA-Cy5.5-Konzentratiorsgigf) zugegeben

und 15 Minuten inkubiert. Dieyaqa Wurden so gewahlt, dafd die gesamte Signaldynamik der
Ag(A)-Ak(D)-Reaktion bestimmt werden konnte (siehe GlI. (101)). Diejenigg), welche die

maximale Signaldynamik ergab, wurde in der nachfolgenden Kalibrierung verwendet.

Kalibrierkurven

Die Kalibrierungen der projektrelevanten Zielanalyte (siehe Kap. 1.2) erfolgten mit dem
Lumineszenz Spektrometer LS-50 B in Halb-Mikroklvetten aus Quarzglas (Suprasil) mit
einem Volumen von 500 pl. Es wurden kompetitive Immunoassays, wie in Kap. 2.1.5 und 4.2
beschrieben, durchgefuhrt. Zu den Pestizid-Standardlésungen bekannter Konzentrationen
(80 % des Gesamtvolumens) wurde eine LOsung Konstagigs, zugegeben (10 % des
Gesamtvolumens) und 15 Minuten inkubiert. Danach wurde die Lésung der konstanten und
optimiertency aqa zugegeben (10 % des Gesamtvolumens) und erneut 15 Minuten inkubiert.
Anschlieend wurde das Fluoreszenzsignal am Emissionsmaximum (667 nm) von Cy5

bestimmt.

Die Kalibrierungen und Messungen von Realproben wurden in Mikrotiterplatten (MTP) mit 96
Kavitaten und einem Volumen von 250 pl und in Nanotiterplatten (NTP) durchgefihrt.
Zusatzlich zu dem oben angegebenen Protokoll zur Bestimmung der Kalibrierkurven mit
Standardlésungen wurden fir jeden Kalibrierpunkt Referenzen, die nur den markierten
Antikorper bzw. das markierte Analytderivat enthielten, pipettiert. Dabei wurden zu den
Standardlésungen bzw. zu den aufgestockten Realproben jeweils nur eine der beiden Konju-
gatlésungen zugegeben (10 % des Gesamtvolumens) und anstelle des zweiten Konjugates nur
die entsprechend gepufferte Loésung zugesetzt. Die Fluoreszenzintensitdten wurden mit dem
Fluoreszenzmikrotiterplattenleser LSR 200 bzw. mit dem Nanotiterplattenleser BioScan

registriert.
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Ansetzen der Losungen

Die Pestizid-Standardldsungen wurden mit entgastem PBS aus einer Stammlésung in DMF mit
Cresizid = 1 Mg/ml verdinnt. Die Konzentrationen wurden so gewéhlt, dal3 der gesamte dyna-
mische Bereich der Kalibrierkurve Uberstrichen wurde und in halblogarithmischer Darstellung

eine &quidistante Punkteverteilung vorlag. Bei Messungen mit Realproben wurden die
Kalibrierkurven mit Standardlésungen in bidestilliertem Wasser gemessen. Die entgasten

Trinkwasserproben wurden ebenfalls mit der Pestizid-Stammldsung aufgestockt.

Die Antikorper-Cy5- und Analytderivat-BSA-Cy5.5-Konjugatlésungen wurden in PBS an-
gesetzt. Um eine unspezifische Adsorption der Proteine an die Wande der Kivetten bzw.
Kavitaten zu verringern, wurde bei allen Messungen das neutrale Hintergrundprotein
Ovalbumin (OVA) in einer Konzentration von 100 pg/ml zugesetzt. Bei Messungen mit

Realproben wurden die Konjugatlésungen in 5-fach HEPES-Puffer angesetzt.

Modifizierung der Probentrager

Zur Vermeidung der unspezifischen Adsorption der im Immunoassay verwendeten Protein-
Konjugate wurden zusatzlich zu der hohen Hintergrundprotein-Konzentration in der Losung
die Oberflachen der Probentrager mit einem unspezifischen Proteinen (BSA) adsorptiv belegt.
Diese Oberflachenmodifikation wird mit zunehmender Miniaturisierung der Assayvolumina
und der damit verbundenen zunehmenden Vergrof3erung des Oberflachen/Volumen-Verhalt-
nisses immer wichtiger. Die Fluoreszenzmikrotiterplatten (MTP) und Nanotiterplatten (NTP)

wurden vor der Kalibrierung nach folgenden Protokollen modifiziert:
Beschichtung der Kavitatswande der MTP:
» Pipettieren von 250 pl einer 3 mg/ml BSA Ldsung in PBS bzw. HEPES in jede Kavitat,
» Uber Nacht bei Raumtemperatur schitteln lassen,
» dreimal mit Puffer (PBS oder HEPES) waschen und trocknen.
Beschichtung der Kavitatswande der Si-NTP:
e 10 Minuten mit Piranha-Ldsung im Ultraschallbad reinigen,
* mit bidestilliertem Wasser und Isopropanol griindlich abspilen und trocknen,

* NTP Uber Nacht in eine 3 mg/ml BSA Lésung in PBS bzw. HEPES legen und



Material und Methoden 75

» grundlich mit bidestilliertem Wasser absptilen und trocknen.
Beschichtung der Kavitatswande der ABS-NTP:
e 10 Minuten im Ultraschallbad mit bidestilliertem Wasser reinigen,
e NTP Uber Nacht in eine 3 %ige wassrige Losung von Polyethylenimin legen,
» grundlich mit bidestilliertem Wasser absptilen,
» (Uber Nacht in eine 3 mg/ml BSA L6sung in PBS bzw. HEPES legen und

e grundlich mit bidestilliertem Wasser absptilen und trocknen.

3.2.3.3 GC/MS-Messungen

Anreicherung

Die Quantifizierung von aufgestockten Realproben mit Simazin und Isoproturon wurden am
Institut Dr. Jager nach DIN 38 407, Teil 6 (,Bestimmung ausgewahlter organischer Stickstoff-
und Phosphorverbindungen mittels Gaschromatographie nach Anreicherung durch Fest-
Flussig-Extraktion (F 6)*) durchgefuhrt. 1 Liter der zu untersuchenden Wasserprobe wurde mit
10 pl eines internen Standards versetzt und zur anschlielienden Festphasenextraktion tber eine
mit 200 mg eines Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymerisat (Chromabond HR-P von Macherey-
Nagel) gepackten Chromatographie-Séaule mittels reguliertem Vakuum gesaugt. Nach grind-
lichem Trocknen der Extraktionssaule in einem Inertgasstrom wurden die adsorbierten
Herbizide mit Aceton herausgel6st. Das Eluat wurde zur Trockene eingeengt und der Riick-
stand mit 0.4 ml Cyclohexan wieder aufgenommen. Dies ergab eine Anreicherung um den
Faktor 2500.

GC/IMS

Die mit internem Standard versetzten Extrakte wurden mittels GC/MS im SIM-Modus
gemessen. Zur Auswertung wurden zwei oder mehr substanzspezifische Massenfragmente,
welche in Vorversuchen ermittelt und aufeinander abgestimmt wurden, herangezogen. Die
Rohwerte wurden manuell Uber die Peakhohe mit Hilfe der graphisch ermittelten Kalibrier-

kurven bestimmt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden - in vier Abschnitten gegliedert - die Ergebnisse der Arbeit
prasentiert und diskutiert. Im ersten Abschnitt werden zunachst die Auswabhlkriterien und die
photophysikalischen Eigenschaften der verwendeten Fluorophore beschrieben. Anschlie3end
wird der Resonante-Energie-Transfer-Immunoassay (RETIA) charakterisiert und die auf-
tretenden Loschprozesse quantitativ untersucht. Im zweiten Abschnitt werden die Optimie-
rungsmaoglichkeiten des kompetitiven Assays anhand von Modellrechnungen aufgezeigt und
im dritten Abschnitt mit den vier Modellanalyten im Mikroliterbereich umgesetzt. Der letzte
Abschnitt beschéftigt sich mit dem Transfer des RETIA in den Nanoliterbereich. Hier wird
zunachst auf die speziellen Herausforderungen, die sich aus den verénderten Dimensionen
ergeben, eingegangen. AnschlieRend wird die Durchfuhrbarkeit des RETIA in den Nano-

titerplatten (NTP) anhand eines Modellanalyten demonstriert.

4.1 Charakterisierung des Resonanten-Energie-Transfer-lmmunoassays

4.1.1 Auswahl und Charakterisierung der Fluorophore

Haupteinschrdnkung homogener Testverfahren ist die bereits in Kap. 2.3.2.2 beschriebene
haufig auftretende gering8gnaldynamik und damit hoheNachweisgrenze der Assays. Im

Falle des RETIA héngt die Signaldynamik bei Beobachtung der Modulation der Donor-
Fluoreszenz entscheidend von der maximafémoreszenzintensitat des Donore Ab-
wesenheit von Léschprozesseh;Do und von derEnergielbertragungsratékzer) ab. Die
Energielbertragungsrate gibt das Ausmald der Fluoreszenzloschung bei Anwesenheit des
Akzeptors an. Diese maximal erreichbare Signaldynamik wird hauptsachlich dui€iyatie
fluoreszenz des Akzeptors und durch dieHintergrundfluoreszenz der Assaymatrix begrenzt. Die
Eigenfluoreszenz des Akzeptors entsteht dabei sowohl durch direkt angeregte, als auch durch
den RET sensibilisierte Fluoreszerif, krer, die Eigenfluoreszenz des Akzeptors und das
Ausmald der Hintergrundfluoreszenz werden maf3geblich von folgenden photophysikalischen

Parametern der Fluorophore bestimmt:

« 1P hangt nach Gl. (24) vom Extinktionskoeffizienteg(\) und von der Quanten-

ausbeutqq:D des Donor-Fluorophors ab.
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* Kger Wird nach den Gl. (37) - (40) von der Quantenausbeute des Donors ¢)FD und vom
Uberlappungsintegrak, bestimmtJp, ist dabei eine Funktion des spektralen Uberlapps
der Emission des Donors und der Absorption des Akzeptors, der Wellenlafdper(e

des Extinktionskoeffizienten des Akzeptors (Fairclough und Cantor, 1978).

» Die Eigenfluoreszenz des Akzeptors wird durch dessen Extinktionskoeffizies{ddn

und der Quantenausbeug bestimmt,

» Hintergrundfluoreszenzen werden durch die Eigenfluoreszenz der Matrix besonders im
Bereich zwischen 350 - 600 nm, und durch Streuung des Anregungslichts hervorgerufen
(siehe Kap. 2.3.4) (Soini und Hemmila, 1979).

Die wesentlichen Kriterien, nach denen die Fluorophore ausgewahlt wurden, waren deshalb:
* hohe Extinktionskoeffizienten des Donors und Akzeptors,

* hohe Quantenausbeute des DonorgzD ¢ 0.2) und niedrige Quantenausbeute des

Akzeptors (im Idealfallg = 0),

 grofRer spektraler Uberla@gs und

* Absorption und Emission des Donor-Fluorophors im roten Wellenlangenbereich
(A > 600 nm).

Eine Farbstoff-Klasse, die diesen Anforderungen gerecht wird, stellen die bereits in Kap. 2.3.4
beschriebenenlangwellig absorbierendenAfysmax > 635 nm) Cyanin-Farbstoffe dar. Neben

den geforderten hohen Extinktionskoeffizienten und Quantenausbeuten besitzen sie eine gute
Photostabilitdt(Southwick et al. 1990) und eignen sich hervorragend furAdiegung mit

dem Helium-Neon-Laser (632.8 nm) oder den kommerziell verfigbaren kompakten und
leistungsstarken Laserdiodenmodulen mit Anregungswellenlangen bei 635 nm, 670 nm und
780 nm (Mank et al., 1996, Lee et al., 1995). Aus dieser Substanz-Klasse wurden die beiden
Arylsulfonat-Cyanin-Farbstoffe Cy5 (Mujumdar et al., 1993) und Cy5.5 (Mujumdar et al.,
1996) als Marker fir die Etablierung des RETIA ausgewahlt. Neben den bereits genannten
Vorteilen beziglich der photophysikalischen Eigenschaften besitzten diese Fluorophore,
bedingt durch die Anwesenheit der aromatischen Sulfonatgruppen (siehe Abbildung 3-1), auch
eine ausgezeichneté/asserloslichkeitund ein geringes unspezifisches Bindungsverhalten
Dadurch kdnnen die NHS-Aktivester in gepufferter wassriger Losung leicht an Antikdrper und

Proteine kovalent angekoppelt werden.



78 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4-1: Photophysikalische Eigenschaften von Cy5 und Cy5.5 gemessen in PBS,

Amax(@bs)  Amex(€M) €\max 02 TF To TR

[nm] [nm]  [I/mol©Gm] [ns] [ns] [ns]

Cy5 647 665 250000°  0.27? 0.94 3.48 0.47
Cy5.5 676 693 190000°  0.23° 0.99 4.30 0.84

! Dieintrinsische Anisotropie ro wurde in Glyzerin zu 0.36 bestimmt ? Werte aus Mujumdar et al.
(1993). * Werte aus Mujumdar et al. (1996).

Die photophysikalischen Eigenschaften wie Absorptions- (Aux(abs)), Emissionsmaximum
(Amax(em)), Extinktionskoeffizienten (g,max), Quantenausbeuten (¢:), Fluoreszenzlebensdauern

(te) und Rotationskorrelationszeiten (tg) des ausgewéhlten Donor-Akzeptor-Paars Cy5 und
Cy5.5 sind in Tabelle 4-1 angegeben. Das Absorptionsmaximum des Donors liegt bei
A = 647 nm und sowohl der Donor (Cy5) als auch der Akzeptor (Cy5.5) besitzen sehr hohe
Extinktionskoeffizienten. Die Quantenausbeute des Donors istq?m: 0.27 akzeptabel,
wéhrend die des Akzeptors zwar, wie gefordert, kleinerpﬁlsjst, jedoch nicht dem Idealfall

@ = 0 entspricht.

Abbildung 4-1 zeigt die Absorptions- und Emissionsspektren von Cy5 und Cy5.5. Der
spektrale Uberlappder Cy5-Emission mit der Cy5.5-Absorption erstreckt sich von 625 -

725 nm und ist nahezu perfekt. Der Forsterabst@@ntberechnet sich nach Gl. (38) mit der
Quantenausbeutg® = 0.27, dem Brechungsindex= 1.33, dem Orientierungsfaktaef = 2/3
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Abbildung 4-1: Absorptions- und Emissionsspektren von Cy5 ([J ) und Cy5.5 ([} in PBS. Der
fur den RET relevante Uberlappungsbereich der Cy5-Emission mit der Cy5.5-
Absorption ist schraffiert eingezeichnet.
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und dem Extinktionskoeffizienten £20> =190000M ~* [em™ zu R, = 6.9 nm. Verglichen mit
den in der Literatur beschriebenen typischen Ry-Abstanden, die zwischen 2 - 6 nm liegen (Van
Der Meer et al., 1994), ist dies ein auf3erordentlich hoher Foérster-Abstand. Bis heute sind
lediglich vier Donor-Akzeptor-Paare miR,-Abstanden zwischen 6 -7 nm beschrieben

worden.

Die natirlichen Lebensdauermy)(von Cy5 und Cy5.5, welche nach Gl. (19) llperund 1
experimentell zuganglich sind, stimmen innerhalb der Standardabweichungen mit den nach
Strickler und Berg (1962) (siehe Gl. (14)) aus den spektralen Daten berechneten Werten von
To(Cy5) = 3.1+ 0.47 ns undy(Cy5.5) = 3.75t 0.56 ns Uberein.

4.1.2 Charakterisierung der proteingebundenen Fluorophore

Wird im RETIA die Modulation der Donorfluoreszenz durch die Anwesenheit des Akzeptor-

fluorophors beobachtet, so wird die Signaldynamik von folgenden Faktoren bestimmit:
» derintensitatder Cy5 markierten Antikorper (IgG-Cy5) und

« von der Energie-Ubertragungsrétgr von 1gG-Cy5 zu den mit dem Akzeptorfluorophor

markierten Analytderivaten im Antigenderivat-Antikdrper-Komplex.

Die Intensitatder 1gG-Cy5-Konjugate hangt dabei entscheidend davon ab, wieviele Fluoro-
phore kovalent an den Antikdrper angebunden werden. Eine wesentliche Eigenschaft der
Cyanin-Farbstoffe ist ihre Tendenz in wassrigen Loésungen zu aggregieren (Dimerbildung siehe
Kap. 2.1.4) (Li und Peng, 1998, Min et al., 1998, West und Pearce, 1965, Sundstrom und
Gillbro, 1985, Sidrowicz et al., 1997), vor allem wenn sie in hohen Konzentrationen an
Proteinoberflachen immobilisiert werden. Dies fuhrt zu einer drastischen Reduktion der
Fluoreszenzintensitat, da die gebildeten Dimere nicht fluoreszieren. Die Optimierung des
Markierungsgrades des Antikérpers hinsichtlich einer maximalen ,Antikérperfluoreszenz* ist

demnach von gro3er Bedeutung.

Die Energie-Ubertragungsrate gl im Ag(A)-Ak(D)Komplex hangt nach Gl. (37) vom
mittleren AbstandR der Fluorophore abkger O1/R®). Aus diesem Grund wurden bei der
Darstellung der Analytderivat-Cy5.5-Konjugate zwei verschiedene Ansatze parallel unter-
sucht: (I) die direkte, kovalente Verknupfung der Analytderivate mit Cy5.5 und (Il) die
indirekte Kupplung Uber BSA als Tragerprotein. Die direkte Verknipfung hat dabei den

Vorteil des geringeren AbstandBsder Fluorophore und damit der effizienteren Ubertragung
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der Cy5-Anregungsenergie auf Cy5.5. Nachteilig ist jedoch die aufwendige Synthese und
Reinigung dieser Konjugate. Dem gegeniber steht die einfache Synthese und Reinigung der
Analytderivat-BSA-Cy5.5-Konjugate, wobei der Abstddwischen Cy5 und Cy5.5 aufgrund

der Dimensionen des BSA (Lange: 15 nm, Durchmesser: 3.8 nm, Oncley et al., 1947) grol3er

sein sollte.

4.1.2.1 Photophysikalische Eigenschaften der proteingebundenen Fluorophore

Der Einflul3 des Markierungsgrades (MG) der IgG-Cy5-Konjugate auf die photophysikalischen
Eigenschaften von Cy5 wurde anhand vier verschiedener MG des polyklonalen anti-Simazin-
Antikorpers (SimlgG) (siehe Tabelle 3-3) untersucht. Zwei verschiedene MG wurden fiur die
Charakterisierung der BSA-Cy5.5-Konjugate synthetisiert und sind in der Tabelle 3-2
aufgefuihrt. Die photophysikalischen Eigenschaften der SimlgG-Cy5- und BSA-Cy5.5-Konju-
gate in PBS sind in Tabelle 4-2 angegeben. Die ZunahmBotigronskorrelationszeit zeigt,
verglichen mit den Werten der Farbstoffe in Losung (siehe Tabelle 4-1), dal3 die Fluorophore
kovalent an die Proteine angebunden sind. Aufgrund der holeokamisierbarkeit der
Umgebung verschieben sich die Absorptionsmaxima von Cy5 und Cy5.5 um 2 nm bzw. 5 nm
zu grolleren Wellenlangen. Die Fluoreszenzmaxima der Konjugate sind um 2 nm bzw. 5 nm
rotverschoben. Die Fluoreszenzlebensdauern sind, im Gegensatz zu denen der Farbstoffe in

Losung, biexponentiell und kénnen Uber verschiedene Aufenthaltsorte der angebundenen

Tabelle 4-2: Photophysikalische Eigenschaften der proteingebundenen Farbstoffe in PBS. Die
Lebensdauern und Rotationskorrelationszeiten wurden fur die Konjugate SimigG-
Cy5 (1:3.7) bzw. BSA-Cy5.5 (1:1.6) bestimmt. Die praexponentiellen Faktoren
sind in Klammern nach den Lebensdaueyp angegeben. Der experimentelle
Fehler bei der Bestimmung vopundtgbetragtt 5 % bzwzx 7 %.

Amex(@DS) Amex(€M) €, max TiF TF TRl

[nm] [nm]  [I/mol©m] [ng] [ns] [ns]

SimlgG-Cy5 649 667 250000 1.01(0.12)  1.54 1.08
1.88 (0.1)

BSA-Cy5.5 681 703 190000 1.17(0.16) 153 1.27
1.94 (0.09)

! Dieintrinsische Anisotropie ro wurde in Glyzerin zu 0.36 bestimmt.
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Farbstoffe erklart werden. Die kurze Abklingzeit, die die gleiche Grél3enordnung besitzt, wie
die der freien Farbstoffe in Loésung, kann solchen Molekilen zugeordnet werden, die voll-
standig mit dem Losungsmittel in Kontakt sind. Die lange Abklingzeit Iaf3t eine hydrophobere
Umgebung der Farbstofffraktion vermuten (Terpetschnig et al., 1994). Wie bereits in Kap.
2.1.2 erwahnt, kann das biexponentielle Abklingverhalten auch eine Verteilung von Abkling-
zeiten in der heterogenen Umgebung widerspiegeln, ohne daf} die partiellen Abklingzeiten

konkreten Molekilumgebungen zugeordnet werden kénnen.

4.1.2.2 Dimerenbildung
Die Absorptionsspektren der SimlgG-Cy5 und BSA-Cy5.5-Konjugate sind in Abbildung 4-2 1.

dargestellt. Mit zunehmendem MG nimmt der Extinktionskoeffizient des Absorptions-

maximums ab und es erscheint eine neue Bande, welche um 45 nm (Cy5) bzw. 50 nm (Cy5.5)

T T T T 20 T T T T T T

Anregung; l.
1:0.8 ] |
1:3.7 15
1:45
1:8.7

T T T T

ol 1 " SimlgG-Cy5 BSA-Cy5.

Lr 10

£x 10 [1/mol-cm]

_______
———

20_ Il. | | | Cy'5.5

: Monbmér
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108M |
102 M

10+ Dimer

£x 10 [1/mol-cm]

.# . . . . imeg O“j. T TR L L PR
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Abbildung 4-2: I. Fluoreszenzanregungsspektrum der Antikorper- (links) bzw. BSA-Konjugate
(rechts) im Vergleich zu deren Absorptionsspektren in PBS. Il. Absorptions-
spektren von verschiedenen Konzentrationen der freien Farbstoffe in carbonat-
gepufferter Losung. Die Absorptionsspektren der Monomeren Cy5 und Cy5.5
sind identisch mit ihren Fluoreszenzanregungsspektren.
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bezlglich des Maximumislauver schoben ist. Zusatzlich erscheinen zwiebsbestische Punkte

bei 619 nm und 673 nm (Cy5) bzw. 647 nm und 700 nm (Cy5.5), die verdeutlichen, dal3 hier
zwei absorbierende Spezies miteinander im Gleichgewicht stehen. Dieser Effekt wird durch
attraktive Wechselwirkungen zwischen benachbarten Farbstoffmolekilen hervorgerufen
(hydrophobe Wechselwirkung, siehe Kap. 2.2.2.3), die bei héheren MG zur Bildung von
Dimeren fuhren (West und Pearce, 1965) (siehe Kap. 2.1.4). Der aggregierte Anteil der
Farbstoffe kann durch Zugabe von DMF zur PBS-L6sung im Verhdltnis 1:1, v/v, nahezu
vollstandig in die Monomere umgewandelt werden, wodurch nach Korrektur der spektralen
Verschiebung der Spektren um 6 nm (Cy5) bzw. 5 nm (Cy5.5), die isosbestischen Punkte exakt

bestimmt werden konnten.

Die Fluoreszenzanregungsspektren dieser Konjugate sind identisch mit den Absorptions-
spektren der monomeren Farbstoffe, was darauf hindeutet, dal3 die Dimere im wesentlichen

nicht-fluoreszierend sind (siehe Kap. 2.4).

Um den Anteil der dimeren Spezies in den Protein-Konjugaten zu bestimmen, ist die Kenntnis
des molarerExtinktionskoeffizienten der reinen Dimerebei einer bestimmten Wellenlange
erforderlich. Unter der Voraussetzung der Assoziation zu Dimeren ergeben sich fur den

Assoziationsgrad folgende Beziehungen (Forster und Koénig, 1957):

_ 2Cy _Cp ~Cm (82)

()= (1_a)gm(/])+%€d (1) (83)

Dabei sindcy undc,, die Gleichgewichtskonzentrationen der Dimeren bzw. Monomereyund
die Gesamtkonzentration des Farbstoffs gt 200cy + C.. €n(A) und g4(A) sind die Extink-
tionskoeffizienten des Monomeren und des Dimeren als Funktion der Wellenlange. Unter der
Annahme, dal3 fur die Assoziate déassenwirkungsgesetzgemal dem Gleichgewicht

2 Monomer -Li Dimer (84)

gilt, ergibt sich die weitere Beziehung

K:—d:—, (85)
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Die Gleichungen Gl. (83) und Gl. (85) mussen fir samtliche Wellenlangen und Konzen-
trationen erfillt sein. Deshalb gentigen zur Ermittlung ggih), nebeng(A), noch zwei
weitere Spektren mit verschiedenen Assoziationsgradéibildung 4-2 11 zeigt die Absorp-
tionsspektren der reinen monomeren Farbstaffe 110° M) und die Spektren von zwei
weiteren, konzentrierteren Lésungen=(1010° M und 110% M). Die numerische Rechnung

fuhrt auf die in Abbildung 4-2 Il. ebenfalls eingezeichnefdasorptionsspektren der reinen
Dimeren. Diese besitzen zwei ausgepragte Maxima bei 601 nm und 650 nm (Cy5) bzw.
626 nm und 676 nm (Cy5.5). Durch die Dimerenbildung kommt es also zur Spaltung der
monomeren Absorptionsbande in zwei Banden. Dies wird auchBxoitonen-Modell (Kap.

2.1.4) fur schief-orientierte Ubergangsdipolmomente der monomeren Einheiten vorhergesagt
(Sundstrom und Gillbro, 1985). Die Lage des Dimerenmaximums Uber der Schulter des mono-
meren Absorptionsspektrums zeigt, dal3 \Weehselwirkungsenergie bei der Dimerenbildung
wahrscheinlich in der gleichen Gréf3enordnung liegt, wie die eines Schwingungsibergangs
(West und Pearce, 1965).

Mit Hilfe der berechneten Dimerenspektren konnte d&snomer/Dimer-Verhaltnisder
verwendeten Konjugate bestimmt werden. In Tabelle 4-3 sind die erhaltenen Daten fir die
SimIigG-Cy5- und BSA-Cy5.5-Konjugate dargestellt. Mit zunehmendem MG von Cy5 (von
0.8 bis 8.7) und Cy5.5 (von 1.6 bis 1.9) nimmt der relative Anteil der Monomere von 0.9 auf
0.52 bzw. von 0.84 auf 0.76 ab. Diteichgewichtskonstante der Assoziation ergibt sich zu

K =0.08+ 0.02 fur Cy5 und = 0.07+ 0.005 fir Cy5.5.

Ein weiterer Vorteil der Kenntnis der isosbestischen Punkte ist die Mdglichkeit, MG neu
dargestellter Konjugate exakt bestimmen zu kénnen. Dies wird dadurch erreicht, indem ein
monomeren Absorptionsspektrum (Anregungsspektrum) so an das gemessene Konjugat-
spektrum anpal3t wird, dafld sich die beiden Kurven in den isosbestischen Punkten schneiden.
Die Extinktion des Monomerenspektrums wird anschliel3end bei der Berechnung des MG nach
Gl. (81) verwendet.

4.1.2.3 Quantenausbeuten und Fluoreszenzlebensdauern

Mit der Kenntnis der Monomeren/Dimeren-Verhaltnisse der Konjugate ist es mdglich, die
Fluoreszenzquantenausbeuten der proteingebundenen monomeren FarbstoffEA][ nach

Gl. (74) zu bestimmen. In Tabelle 4-3 sind in der letzten Spalte die erhaltenen Wegté' fiir
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Tabelle 4-3: Prozentualer Anteil von monomeren Farbstoffmolekilen in den untersuchten
Konjugaten. Ebenfalls angegeben ist die Gleichgewichtskonstante und die Quan-
tenausbeuten der Farbstoffe, gemessen in PBS. Der experimentelle Fehler bei der
Bestimmung vo®” betragt typischerweise5 %.

Monomer [%] K @™ (Monomer)

Cy5 (Lésung) 100 - 0.27

SimlgG-Cy5 (1:0.8) 90 0.08 0.88
SimigG-Cy5 (1:3.7) 74 0.06 0.44
SimlgG-Cy5 (1:4.5) 69 0.07 0.40
SimigG-Cy5 (1:8.7) 52 0.1 0.14
Cy5.5 (Losung) 100 - 0.23

BSA-Cy5.5 (1:1.6) 84 0.07 0.36
BSA-Cy5.5 (1:2.9) 76 0.07 0.21

! Werte aus Mujumdear et al. (1993), 2 Werte aus Mujumdar et al. (1996).

angegeben. Bei dem kleinsten MG von 0.8 (Cy5) bzw. 1.6 (Cy5.5) ist eine starke Zunahme von
quDA, bezlglich der Werte der freien Farbstoffe in Lésung, auf 0.88 bzw. 0.36 festzustellen.
Diese Zunahme spiegelt sich auch in der Erh6hung der Fluoreszenzlebensdauern von 0.94 ns
(Cy5) bzw. 0.99 ns (Cy5.5) der Farbstoffe in Losung auf 1.54 ns (IgG-Cy5, MG 1:3.7) bzw.
1.53 ns (BSA-Cy5.5, MG 1:1.6) wider (vergleiche Tabelle 4-2 und Tabelle 4-1, siehe
Abbildung 4-3). Dies ist auf die eingeschrani sionsbewegung um die zentrale Methin-

briicke von Cy5 und Cy5.5 in der rigideren Umgebung der Proteine zurlckzufiihren. Das
gleiche Ergebnis wurde von Aramendia et al. (1994), Netzel et al. (1995), Serpone und Sahyun

(1994) und Carlsson et al. (1994) fur andere Cyanin-Farbstoffe erhalten.

Mit zunehmendem MG wird eine drastische Verringerung g8 festgestellt. So nimmg*

von Cy5 von 0.88 (MG 1:0.8) auf 0.14 (MG 1:8.7) ab. Diese Abnahme karRREaufon den
fluoreszenten monomeren Farbstoffen (SimlgG;Clydv. BSA-Cy5.5) auf eine zunehmende
Anzahl von nicht-fluoreszierenden dimeren Molekilen (SimlgG;G#wv. BSA-Cy5.5) an

einem Proteinmolektl zurtickgefuhrt werden. Die berechneten Forster-Abstande fir den RET
von SimIgG(-Cy% - -Cy5) und BSA(-Cy5.5 - -Cy5.5) betragen 8.4 nm, wenn der
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Abbildung 4-3: Links: Lampenpulsprofil (1) und Fluoreszenzabklingkurven von Cy5 (2) und
SmigG-Cy5 (MG 1:3.7) (3) in PBS Rechts: Lampenpulsprofil (1) und
Fluoreszenzabklingkurven von Cy5.5 (2) und BSA-Cy5.5 (MG 1:1.6) (3) in
PBS. Die Linien stellen Anpassungen nach Gl. (17) dar. Die angegebenen
Quialitatsparameter der Anpassung?( DW, Residuen und Autokorrelation
siehe Kap. 3.2.1.5) beziehen sich auf die Abklingkurven der gebundenen

Farbstoffe.

Berechnung fiir beide Farbstoffe e@f -Wert (siehe Gl. (38)) von 1 (siehe Abbildung 4-5)
zugrunde gelegt Wird40FD stellt dabei die Fluoreszenzquantenausbeute der Monomere in
Abwesenheit von RET-Prozessen dar. Dies |3t einen sehr effizienten RET von den fluores-
zenten Monomeren zu den nicht-fluoreszierenden Dimeren vermuten, wenn die Dimensionen

eines Antikorper- (siehe Abbildung 2-7) bzw. BSA-Molekils berlcksichtigt werden.

Modellrechnung

Die Abh&ngigkeit der Quantenausbeutg®() der SimlgG-Cy5 vom Markierungsgrad &Rt

sich entsprechend der Vorgehensweise von Gennis und Cantor (1972) und Ullman et al. (1976)
unter vereinfachenden Voraussetzungen berechnen. Es wird ein RET zwischen Donoren und
Akzeptoren angenommen, die in einem bestimmten Abstand voneinander am gleichen Protein-
molekil angekuppelt sind. Die Verteilung der Monomere und Dimere auf die Proteinmolekiile

wird mit Hilfe der Poisson-Satistik beschrieben. Diese kann als Grenzform der Binomial-
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verteilung bei kleinen Wahrscheinlichkeiten und bei einer grol3en Anzahl von Bindungsstellen

eingesetzt werden.

Verteilung der Farbstoffmolekile: Ist u der mittlere Anzahl von Farbstoffmolekilen pro
Protein (MG), so ist die Wahrscheinlichk&¢N, , 1) ein Proteinmolekil mitN, Farbstoff-

molekulen zu finden durch

Ny
P(Ny,,u):'u—e_“ (86)

N,!

gegeben. Die Farbstoffmolekile assoziieren nun gemafl dem Assoziationsgleichgewicht in
Gl. (84) zu Dimeren. Dabei wird vorausgesetzt, da? das Massenwirkungsgesetz auch in der
heterogenen Umgebung des betrachteten Systems gilt. Aus GI. (85) laRt sich die mittlere
Anzahl von Dimerem bei festenN, berechnen. Die einzig physikalisch sinnvolle Losung der

resultierenden quadratischen Gleichung ist

(4N, +1)- 8K N, +1P -16K N2 |
8K

(87)

Analog zu Gl. (86) kann die Wahrscheinlichk&¢D, , 8), D, Dimere bei einer mittleren
Anzahl vond Dimeren auf einem Antikdrpermolekil zu finden, Uber eine Poisson-Verteilung

angegeben werden

Ds
P(D5,5)=2— 0. (88)
D!

Die Gesamtwahrscheinlichkeit, bei einem mittleren MG mogin AntikGrpermolekil mitN,

Farbstoffmolekilen und davdd, Dimeren zu finden, ergibt sich aus dem Produkt der Gl. (86)
und Gl. (88)

P(N,,,Ds.1)= PN, 1) P(D5,5) (89)
Quantenausbeute: Die Fluoreszenzintensitatis] der monomeren Farbstoffe bei einem
mittleren MG vonu &3t sich in Abwesenheit von RET-Prozessen unter Beriicksichtigung des
inneren Filtereffekts nach

ED@D D
e = laps B

(90)
eP P+ A
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berechnen. Dabel ist 1, die Intensitat des absorbierten Lich(é,) die Fluoreszenzquanten-
ausbeute der Monomere (Donoren) in Abwesenheit von RETzw. £* die Extinktions-
koeffizienten der Monomere bzw. Dimere (Akzeptoren) bei der Anregungswellenlange
(A = 647 nm) undc® bzw. c* die Konzentrationen der Monomere bzw. Dimere bei dem
betrachteten mittleren MG van In Anwesenheit von RET-Prozessen ergibt sich die Fluores-

zenzquantenausbeugE” zu

=7 o ) (1)

eP P + A A

wobei E die mittlere Transfereffizienz ist. Die Berechnung vBnerfolgt entsprechend der

folgenden Vorgehensweise:

Transfereffizienz: Die TransfereffizienZ(D,) 1a3t sich unter der Annahme eirparallelen
Kinetik erster Ordnung fir den RET von einem Donor (Cybzu D, Dimeren (Akzeptoren)
(Dale und Teale, 1970) Uber die Summe von Ratenkonstagtemeschreiben

DéELB"

b
TF > Krer,

E(DJ): i é5 — i 1HRI (92)
1+7P D Kreri 1+ 5ig
i=1 i 1HR|

wobei kgerj und R die Ratenkonstante bzw. der Abstand von dem Donor zu idem
Akzeptor ist undR, fur alle Donor-Akzeptor-Paare als gleich angenommen wird. Diese
Vereinfachung gilt nur dann, wenn die spektralen Eigenschaften der gebundenen Farbstoffe
von der Heterogenitat der Protein-Bindungsstellen unabhéangig sind. Die Summe in Gl. (92)

laRkt sich durch Mittelung der Donor-Akzeptor-Abstan&®) (ereinfacht als

ol
e, ol

darstellen. Die Transfereffizieng(M ,D,) von M, = N, -2D; Donoren zu D, Akzeptoren

E(Ds)= (93)

ergibt sich zu
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rr
E(M,,Ds)= (N, —2D5)—RE_ (94)

ool

Fir die gewichtete, mittlere Transfereffiziedz erhalt man mit den Poisson-Termen aus
Gl. (89) als Gewichtungsfaktoren

1| | L

E= i Ni EP(N#,D(;,;J)EE(M#,%)}, (95)

wobei fir n und m Werte angenommen wurden, die grol3 genug waren (0 - 14), um eine
signifikante Beeintrachtigung des numerischen Ergebnisses zu vermeiden. Die Fluoreszenz-

quantenausbeutg®® kann nun durch Einsetzten der Gl. (95) in Gl. (91) als Funktionuyon
@, K, Ryund R berechnet werden.

Berechnung der Parameter: Fir die Gleichgewichtskonstartewurde bereits in Kap. 4.1.2.2

ein Wert von K = 0.0& 0.02 ermittelt (siehe auch Tabelle 4-3) undRgiergab sich unter der
Annahme vonquD =1 ein Wert vonR, = 8.4 nm (siehe oben). Der mittlere Abstard
zwischen statistisch auf einem Antikorpermolekil verteilten Donoren und Akzeptoren
berechnet sich ztR =5.9 nm. Der Berechnung liegt dabei das in Abbildung 4-4 gezeigte

Antikdrpermodell zugrunde. Es besteht aus drei &quivalenten zylinderférmigen Fragmenten
mit den in der Abbildung angegebenen Dimensionen.
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Abbildung 4-4: Antikorpermodell, welches zur Berechnung Wrverwendet wurde.
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Vergleich der experimentellen und berechneten Werten: In Abbildung 4-5 sind die
berechneten Quantenausbeuten von Cy®ir 1,R, = 8.4 nmK = 0.1 undR = 5.9 nm den
experimentellen Werten aus Tabelle 4-3 gegenubergestellt. Unter Berlcksichtigung der
Einfachheit des Modells wird eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen den experimentellen
und berechneten Werten erreicht. Daraus kann fir die Fluoreszenzquantenausbeute der
Monomere in Abwesenheit von RET-Prozessen ein Wert gBr= 1 abgeleitet werden.
Folglich werden durch die eingeschrankeesionsbewegung des Cy5Molekiils und der damit
verbundenen Restriktion in eine planare Konformation, die inneren Umwandlungsprozesse

(internal conversion, ic) die zur strahlungslosen Desaktivierung fiihren, drastisch reduziert.
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Abbildung 4-5: Auftragung der Fluoreszenzquantenausbeuten (p'FDA der monomeren, Anti-
korper gebundenen Cy5 gegen den Markierungsgrad p. Die durchgezogene
Linie stellt die berechneten Werte dar. Die Berechnung wurde mit den
Parameterng® = 1, R, = 8.4 nm, K = 0.1 undRk = 5.9 nm durchgefiihrt.

Quantenausbeute pro Antikdrpermolekadil

Das Maximum der Fluoreszenzintensitgdro markierten Antikérper kann durch Multiplikation

der Fluoreszenzquantenausbeutgfi* der Cy%, mit der Anzahl von Cy5 pro Antikérper-
molekdil erhalten werden. Abbildung 4-6 zeigt die experimentellen und die nach dem Modell
(mit den oben genannten Parametern) berechneten Werte. Mit zunehmendem MG nimmt die
Fluoreszenzintensitat zu und erreicht ein Maximum bei einem MG von ungefadhr 4. Bei

héheren MG beginnt die Fluoreszenzléschung durch RET von SimlgG(-Cy&y5;) zu
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Abbildung 4-6: Quantenausbeute pro Antikorpermolekil in Abh&ngigkeit vom MG. Vergleich
der gemessenen mit den nach dem Modg)ll{erechneten Werten.

dominieren und fuhrt zu der beobachteten Abnahme der Intensitat. Dieses Ergebnis ist im
guten Einklang mit dem Wert, den Southwick et al. (1990) fur einen ahnlichen Carboxy-

methylindocyanin-Farbstoff (Cy5.12) erhalten haben.

4.1.3 RET im Antigen-Antikorper-Komplex

Wie bereits in Kap. 4.1.2 erwahnt wurden zur Optimierung diegr im Antigen-Antikorper-
Komplex zwei verschiedene Ansétze untersucht: (I) die direkte kovalente Verknipfung des

Analytderivates mit Cy5.5 und (Il) die indirekte Kupplung Gber BSA als Tragerprotein.

4.1.3.1 RET bei direkter kovalenter Markierung der Analytderivate mit Cy5.5
Aufgrund der starken Abhangigkeit vder vom Abstand zwischen Cy5 und Cy5.5, sollte

dieser fiir eine effiziente Ubertragung der Anregungsenergie moglichst klein sein. Ein Ansatz,
der dieser Forderung gerecht wird, ist diegkte kovalente Verknipfung der Analytderivate

mit Cy5.5. Als Modellsystem zur Untersuchung des RET im Antigen-Antikdrper-Komplex
wurden die in Tabelle 4-4 zusammengestellten Analytderivat-Cy5.5-Konjugate und die spezi-
fischen Antikorper der Analyte Simazin und 2,4-D, SimlgG und E2G2, eingesetzt. Die MG der
beiden Antikérper wurden mit MG = 1:3.7 (SimlgG-Cy5) und MG = 1:4.8 (E2G2-Cy5) (siehe
Tabelle 3-3) so gewéhlt, dall das Maximum der Fluoreszenz der markierten Antikdrper
entsprechend der Optimierung in Kap. 4.1.2.3 erreicht wurde. Der Forster-Abstand fir den
RET von SimIigG-Cyg) - Cy5.5 berechnet sich mit Hilfe der Angaben in Tabelle 4-2 und
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Tabelle 4-4: Analytderivate der Analyte Smazin und 2,4-D, die mit Cy5.5 direkt markiert

wurden.
Name Struktur Molmasse
{
. NN o
Desethylatrazin-Cy5.5 } L L 1286.4
rlxj N ll\l Cy5.5
H H
Cl
. . A
Desisopropylatrazin- P N 1358.4
capronsaure-Cy5.5 oyss” TSN T coon '
H H
~(CH,),COOH
Desethylatrazinmercapto- NN o 1356.4
. N | ] .
propionsaure-Cy5.5 /L'ﬁ N llq,c\cya5
H H
W
2,4-D-hydrazid-Cy5.5 qQo/C\ﬁ/N\N/C\cyss 1333.4
Cl © A
oo T |
2,4-D-(hexamethylen- aQo/c\c/”\(cm/”\ -0 1405.4
1,6-diamin)-amid-Cy5.5 | o ﬁ
Cl

Tabelle 4-3 zuR, = 7.5 nm. Dieser hohBy-Abstand, verglichen mit dem der Farbstoffe in
Lésung (Kap. 4.1.1), ist allein auf die hohéteioreszenzquantenausbeute von Cy5 zurlck-
zufuhren. Das Ergebnis der Titrationen der Antikorggi,é = 150 ng/ml) mit den Konjugaten

ist beispielhaft an dem System SimIlgG-Cy5, Desethylatrazin-Cy5.5 in Abbildung 4-7 gezeigt.
Mit zunehmender Konzentration des zugesetzten Desethylatrazin-Cy5.5-Konjugates tritt keine
Léschung der Cy5-Fluoreszenz auf. Es wird lediglich eine Zunahme der direkt angeregten
Cy5.5-Fluoreszenz detektiert. Dies deutet darauf hin, dal3 die markierten Analytderivate vom
Antikorper nicht mehr erkannt und gebunden werden. Dies ist vermutlich auf die unmittelbare
Néhe des Fluorophors zu dem Hapten zurtickzufihren. Auch die VariatioBriggken-
Kettenlangezwischen Analytderivat und Cy5.5, die am Beispiel der beiden 2,4-D-Derivate von

einer Hydrazid-Briicke auf eine Hexamethylen-1,6-diamin-Briicke erhoht wurde, fuhrte zu

keiner Verbesserung des Bindungsverhaltens des betrachteten Antikérpers. Arbeiten von
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Abbildung 4-7: Titration des SmIgG-Cy5 (Cosmigs = 150 ng/ml) mit Desethylatrazin-Cy5.5.
Der Ausschnitt rechts oben zeigt den vergréf3erten Bereich um 667 nm.

Zhao et a. (1995), Matveeva et al. (1996) und Aguilar-Caballos et al. (1999) zeigten am
Beispiel der Fluorophore Fluorescein und Cresyl Violet, dal3 nach der direkten Kupplung an
ein Analytderivat kompetitive IA durchgefiihrt werden kdnnen. Eine weitere Optimierung der
Brucken-Kettenlange, die zur erfolgreichen Durchfuhrung des RETIA mit direkt markierten
Analytderivaten notwendig ist, war im Rahmen des Projektes LINDAU aus zeitlichen Grinden

nicht moéglich und wurde deshalb in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht.

4.1.3.2 RET bei indirekter Markierung der Analytderivate mit Cy5.5

Als zweiten Ansatz wurde die indirekte Markierung der Analytderivate mit Cy5.5 Gber BSA
als Tragerprotein untersucht. Als Modellsystem wurde der polyklonale Simazin-Antikorper,
SimlgG-Cy5 (MG 1:3.7), und das Triazinderivat Atrazincapronsaure (ACA) verwendet. Dieser
Ansatz hat gegenuber dem direkt markierten (siehe oben) den Vorteil, da’ die Erkennung des
Analytderivates durch den Antikorper durch die Anwesenheit des Tragerproteins BSA nicht
gestort wird’. Voraussetzung ist allerdings, daR der Antikdrper eine ausreichende Affinitat

zum betrachteten Analytderivat aufweist.

Die Forster Abstdnde fur den RET von SimlgG-Gyu den beiden am BSA gebundenen
Cy5.5-Spezies, Cy5,ound Cy5.5, konnten mit Hilfe der in Tabelle 4-2 und Tabelle 4-3 ange-

gebenen photophysikalischen Parametern und den in Abbildung 4-2 gezeigten Absorptions-

9 An dieser Stelle sei noch mal daran erinnert, daf die Produktion von Antikérpern gegen Haptene erst
nach der Immunisierung eines Vertebraten mit einem Konjugat aus einem hochmolekularen Trager wie
z.B. BSA und dem Hapten erfolgt (siehe Kap. 2.2.2.2).
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spektren berechnet werden. Sehr hohe Werte von Ry =7.6 nm und Ry = 7.8 nm fir SimigG-
Cy5, - BSA-Cy5.5, und SimlgG-Cygs - BSA-Cy5.5 wurden erhalten. Verglichen mit den
Werten der freien Farbstoffe in Losung aus Kap. 4.R;1=(6.9 nm) liegen die Werte der
proteingebundenen Farbstoffe deutlich hoher. Grund hierfur istediéhte Fluoreszenz-
quantenausbeute der Cy5,, (Zunahme von @ =0.27 auf ¢@°* =0.44) und der vergroRerte
spektrale Uberlapp.

Die Emissionsspektren von 10 pg/ml SimigG-Cy5 sind in Abbildung 4-8 links gezeigt. Die
Zugabe von 0 - 50 pg/l ACA-BSA-Cy5.5 (MG 3.6:1:1.6) fuhrte zu einer stetigen Abnahme der
Fluoreszenzintensitat, bis beicg = 50 pg/l diemaximale Léschunder SimlgG-Cy5-Fluores-
zenz erreicht wurde (siehe Abbildung 4-8 rechts). Das gesamte Quenching der SimlgG-Cy5-

Fluoreszenz (A1 2> ), welches sich as Differenz der SimlgG-Cy5-Fluoreszenz in Ab-

F,quendl
wesenheit (1£¥°) und in Anwesenheit von 50 pg/l ACA-BSA-Cy5.5 (g enen) berechnen
laft, betragt
o5  _,Cy5_,Cy5  _ Cy5
Al F.quench — ! F ! F,quench ~ 0.650 F - (96)

Diese sehr hohe Signaldynamik von 65 % zeigt einerseits, dal3 der Antikdrper erwartungs-
gemall das ACA-BSA-Cyb5.5-Konjugat bindet und andererseits, daR ein sehr effizienter
Energielbertrag im Antigen-Antikorper-Komplex von Cy5 zu Cy5.5 erfolgt. Dies ist bemer-

kenswert, da die Abstande zwischen den beiden Fluorophoren im ungunstigsten Fall bis zu

25 nm betragen kdnnen.
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Abbildung 4-8: Titration von 10 pg/ml SimlgG-Cy5 (MG 1:3.7) mit zunehmenden Konzen-
trationen von ACA-BSA-Cy5.5 (MG 3.6:1:1.6) (links). Rechts sind die Inten-
sitaten am Maximum der Cy5-Fluoreszedz=667 nm) gegen die ACA-
Konzentration aufgetragen.
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Charakterisierung des Energietibertrags

Stationare Messungen

Die folgende detaillierte Analyse des Quenching-Prozesses wird zeigen, dal3 zwei Mecha-
nismen fir die beobachtete Abnahme der SimlgG-Cy5-Fluoreszenz im Antigen-Antikérper-

Komplex verantwortlich sind:
 dynamisches Quenching aufgrund von RET von Cy5 zu Cy5.5 und
« statisches Quenching aufgrund der unmittelbaren Nahe von Cy5 und Cy5.5.

In Abbildung 4-9 sind links noch einmal die beiden Emissionspektren von SimlgG-Cy5 flr

0 pg/l und 50 pg/l ACA-BSA-Cy5.5 aus Abbildung 4-8 gezeigt. Bei dem Spenﬁ?ﬂﬂi‘h

wurde bereits der direkt angeregte Anteil der Cy5.5-Fluoreszenz abgezogen. Dieser konnte
durchselektive Anregung der Cy5.5-Fluoreszenz bgji. = 700 nm (siehe Abbildung 4-2) und
anschlieRende Umrechnung der erhaltenen Fluoreszenzintensitéf.au647 nm bestimmt
werden. Das Emissionsspektrun S0 kann nun als Linearkombination aus deiht

gequenchten Anteil der SimIgG-CyS-FIuoreszenzIggumch) und der durch den RET
verursachtersensibilisierten ACA-BSA-Cy5.5-Fluoreszenz Al &'r2;, vertikal schraffiertes

Spektrum) dargestellt werden.

Der Anteil der Fluoreszenzintensitat von SimlgG-Cy5, welcher durch RET von SimlgG-
Cy5n — BSA(-Cy5.5, und -Cy5.5) (Al PRer) geldscht wird und deshalb zu der sensibili-

sierten Fluoreszenz von BSA-Cy5.5 flhrt, ergibt sich aus

Cy5
5 _AOv55 %
N Prer =01 PRer B s (97)
2=
und betragt
5 _ 5
D et = 0530 (99)

¢° ist dabei die Fluoreszenzquantenausbeute der SimlgG-Qy8 ¢=¥>° die mittlere
Fluoreszenzquantenausbeute der BSA gebundenen Cy5.5. Daraus ergibt sich, dal3 nur etwa die
Halfte der Cy5-Fluoreszenz aufgrund von RET geloscht wird. Mit Hilfe der in Tabelle 4-3
angegebenen Daten kann der RET-Anteil von SimlgG;&ybden BSA gebundenen Cy3.5

und Cy5.5zu 0.4401 &2 . bzw. 0.09AI &2 berechnet werden.

F,quenc F,quenc
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Abbildung 4-9: Links: Emissionsspektrum von 10 pg/ml SimIgG-Cy5 I(°) und Darstellung

des Spektrums von SimlgG-Gy&it 50 pg/l ACA-BSA-Cy5.51 (5@ ) als
Linearkombination der Komponenten. Rechts: Sensibilisierte ACA-BSA-Cy5.5-
Fluoreszenz (positive y-Achse) und Quenching der SimlgG-Elybreszenz
(negative y-Achse). Weitere Details finden sich im Text.

In Abbildung 4-9 wird rechts die Analyse der Quenching-Prozesse anschaulich dargestellt.

Hier sind auf der negativen y-Achse die Loschprozesse und auf der positiven y-Achse die

Zunahmen der Fluoreszenzintensitaten aufgetragen. Abbildung 4-10 faRdsdlid vierungs-

1 AR (9 %)
« RET Al Cy51i (44 %) RET .
SimlgG-Cy5y, SimlgG-Cy5,, F.RE ACA-BSA-Cy5.5;, ACA-BSA-Cy5.5,
\ ‘ AIF statlsch (47 %)
(Cy5- Cy 5 ALSY55
F,RET
Simige-Cysy; K. Simige-Cy5,  (Cy5:Cy55)  ACA-BSA-Cy55, K . ACA-BSA-Cy55

Abbildung 4-10: Desaktivierungsschema der angeregten SmigG-Cy5,, im Antigen-Antikorper-

Komplex. Die linke Seite zeigt die Desaktivierungskanale innerhalb des Anti-
korpermolekiils, die rechte Seite die Energie-Ubertragungsprozesse auf die
BSA gebundenen Cy5.5. 1: Fluoreszenz dey,C¥5 strahlungslose Desakti-
vierung von Cyb, 3: statisches Quenching aufgrund von Elektronen-Trans-
fer, 4. sensibilisierte Fluoreszenz der Cy5,55: strahlungslose Desakii-
vierung von Cy55.
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maoglichkeitender monomeren SimigG-gebundenen Cy5-Farbstoffe anhand eines verein-
fachten Termschemas (siehe auch Kap. 4.1.2.2) zusammen. Auf der linken Seite ist der in
Kap. 4.1.2.3 beschriebene RET-Prozess der angeregten Cy5,, zu den Cy5y4 innerhalb eines
Antikérpermolekils angegeben. Rechts sind die Desaktivierungsprozesse venimy5

Antigen-Antikdrper-Komplex zu den BSA gebundenen Cy5.5 dargestellt.

Lebensdauer messungen

Da der RET alslynamischer Prozel3 auch Uber Lebensdauermessungen zuganglich ist, wurden
zur Bestatigung der aus den stationdren Messungen erhaltenen Ergebnisse das Abkling-

verhalten von Cy5 im Antigen-Antikérper-Komplex gemessen.

Abbildung 4-11 zeigt die in Kap. 4.1.2.3 beschriebene Zunahme der mittleren Fluoreszenz-
lebensdauer von Cy5 beim kovalenten Anbinden an den Antikdrper von 0.94 ns auf 1.54 ns
(siehe auch Abbildung 4-3 links) und die Abnahme rditieren Fluoreszenzlebensdauer von

Cy5 im Antigen-Antikorper-Komplex von 1.54 ns auf 1.06 ns. Daraus folgt, dal3 31 % der
Cy5-Anregungsenergie Uber RET desaktiviert wird. Die Analyse der Fluoreszenzabklingkurve
von SimlgG-Cy5 in Anwesenheit von ACA-BSA-Cy5.5 (Kurve (3) aus Abbildung 4-11) nach
dem von Fdrster (1949) abgeleiteten Abklinggesetz stétistisch verteilte Donoren und
Akzeptoren (siehe Kap. 2.1.5, Gl. (42)) ergab fir die Transfereffizienz einen Wert von
Erer = 0.28. Dieser ist in sehr guter Ubereinstimmung mit dem WerEygr= 0.31, welcher

mit der haufig gemachten Annahme eifesten Donor-Akzeptor-Abstandes berechnet wurde.

10000 -

1000% |

oy5

L 10052

105

e T &
Zeit [ng]

Abbildung 4-11: Lampenpulsprofil (L) und Fluoreszenzabklingkurven von Cy5 (1), 10 pg/ml
SimlgG-Cy5 in Abwesenheit (2) und Anwesenheit (3) von 50 pg/l ACA-BSA-
Cy5.5in PBS.
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Die integrde Emission, die diesem Quenching entspricht (Al R (Lebensdauer)) und
ebenfallsin Abbildung 4-9 rechts gezeigt ist (gepunktete Linie), betragt

Al R (Lebensdauer )= 0.48 A1 27 (99)

F,quench*

Die Diskrepanz zwischen dem Anteil des Quenchings der Cy5-Fluoreszenz durch RET,
welcher aus destationdrenMessungen (0.53, siehe Gl. (98)) und den dynamischerMessun-

gen (0.48) abgeleitet wurde, liegt innerhalb des experimentellen Fehlers.

Tabelle 4-5 faldt die charakteristischen Parameter, die den RET-Prozel3 von IgGaays
BSA(-Cy5.5, und -Cy5.5) beschreiben, zusammen. Aufgefihrt sind die Forster-Abst&de
die TransfereffizienZger, die Ratenkonstantlkzr und der mittlere Abstand zwischen den

Fluorophorerk.

Tabelle 4-5: Analyse des RET von SmlgG-Cy5,,, zu ACA-BSA(-Cy5.5,, und Cy5.5y).

4 e Ro (Cy5.5,) Ro (Cy5.5) Erer Krer R
[ns]* [ns [nm] [nm] [1/s] [nm]
1.54 1.06 7.6 7.8 0.31 3ac¢ 8.7

! Mittlere Fluoreszenzlebensdauer von Cy5 in Abwesenheit von Cy5.5. ? Mittlere Fluoreszenz-
lebensdauer von Cy5 in Anwesenheit von Cy5.5.

Satisches Quenching

Der Anteil des SimlgG-Cy5-Quenchings, der nicht dem dynamischen Desaktivierungsprozel3
RET zugeordnet werden konnte, muf3 einsgatischen Mechanismus Al E}’iatisch) zuge-

schrieben werden. Er betragt

Cy5 _ A1 Cy5 A Oy Cy5
Al F,statisch — Al F.quench Al F,RET — 0.47[Al F.,quench* (100)

Dieser hohe Anteil fuhrt zu der in Abbildung 4-8 links gezeigten, nur geringfiigigen Uber-
lagerung der geléschten Cy5-Fluoreszenz durch die sensibilisierte Cy5.5-Fluoreszenz und

damit zu der beobachteten hohen Signaldynamik von 65 %.

Als moglicher Mechanismus der statischen Léschung ist hierbé&ileidronen-Transfer (ET)
zu diskutieren. Dieser tritt bei Cyanin-Farbstoffen haufig als Konkurrenzprozel? zum RET auf

(Killesreiter, 1979, Mobius, 1978). Weiterhin sind Cyaninfarbstoffe als sehr effizipéte
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trale Sensibilisatoren im photographischen Prozel3 bekannt. Hierbei werden iber photo-
induzierte ET-Reaktionen Silberhalogenide sensibilisiert (Maskasky, 1991). Auch ET-Prozesse
von Cyanin-Farbstoffen zu Elektronen-Akzeptor-Molekilen, wie Methylviologen (Mialocq
und Doizi, 1983, Doizi und Mialocq, 1987, Bauer und Konigstein, 1993) und Benzylviologen
(Feller und Gadonas, 1996), sind berichtet worden. Der ET von Cyaninfarbstoffen zu Cyanin-
farbstoffen ist bis heute nur in Form von einer sogenan8trstsensibilisierung von J-
Aggregaten durch die monomeren Farbstoffe beobachtet worden (Sviridov et al., 1992). Die
detaillierte spektroskopische Charakterisierung dieses Prozesses, die nur mit Hilfe der
schnellen transienten Pikosekunden-Absor ptions-Spekiroskopie mdoglich ist (Feller und

Gadonas, 1996), konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefuhrt werden.

Elektronen-Transfer erfolgt im Gegensatz zum RET Uber tberlappende Elektronenwolken und
erfordert demzufolge eingphysikalischen Kontakt von Cy5 und Cy5.5. Der hohe Anteil der
statischen Fluoreszenzloschung von 47 % zeigt, dal} sich die beiden Farbstoffe im Antigen-
Antikdrper-Komplex trotz der volumindsen Tragerproteine raumlich sehr weit annahern
kénnen. Damit ist der Ansatz der indirekten Kupplung der Analytderivate mit Cy5.5 aufgrund
der einfachen Synthese der Konjugate und der erhaltenen hohen Signaldynamik im RETIA der

direkten Kupplung der beiden Molekule deutlich tGberlegen.

4.1.4 Zusammenfassung und Schluf3folgerungen

= Die Sulfoindocyanin-Farbstoffe Cy5 und Cy5.5 wurden aufgrund der geeigneten photo-

physikalischen Eigenschaften als Marker fir den RETIA ausgewahlt.

= Der Forster-Abstand des Donor-Akzeptor-Paares betragt in LoRyrdg.9 nm und

stellt einen aufRerordentlich hohenWert dar.

= Die Fluoreszenzquantenausbeute von Cy5 wird gorF 0.27 in Losung aupr =1 am
Protein erhoht. Grund ist die eingeschrénkte Torsionsbewegung um die zentrale Poly-

methinbrticke in der rigiden Umgebung der Proteine.

= Durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Antikdrper gebundenen monomeren
Cy5-Molekilen kommt es mit zunehmendem MG zur Bildung von nicht-fluores-
zierenden Dimeren. Der Forster-Abstand fir den RET von SimlgG¢CysCy5,)

betragt R, = 8.4 nm. Dadurch bedingt tritt ein sehr effizienter REfbzess von den
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Monomeren zu den Dimeren auf, der eine drastische Verringerung von ¢°* zur Folge
hat.

= Diese beiden gegenlaufigen Prozesse (eingeschrankte Torsionsbewegludgchung
durch RET) fuhren zu einem Maximum der Fluoreszenzintensitat der Cy5-markierten

Antikorper bei einem MG von 4 1.

= Die Kenntnis der reinen Dimerenspektren von Cy5 und Cy5.5 ermdglicht eine exakte

Bestimmung der Markierungsgrade von Protein-Konjugaten.

= Die Titration der markierten Antikorper mit den untersuchten, direkt markierten Analyt-

derivat-Cy5.5-Konjugaten, fihrte zu keiner Léschung der Cy5-Fluoreszenz.

= Indirekt markierte Analytderivate eignen sich aufgrund der hohen Signaldynamik von
65 % (bei coac =10 pg/ml) im Antigen-Antikorper-Komplex hervorragend fir die
Durchfihrung des RETIA. Desweiteren zeichnen sie sich durch eine einfache Synthese

aus.

= Die detaillierte Analyse der Léschung der Cy5-FluoreszenAg(A)-Ak(D)-Komplex
fuhrt zu zwei konkurrierenden Desaktivierungsprozessen: dem dynamischen RET und
dem statischen ET. Das Quenching erfolgt etwa im Verhaltnis 1:1, wodurch nur 50 % der

zu erwartenden sensibilisierten Cy5.5-Fluoreszenz auftritt.

4.2 Simulationsrechnungen zum RETIA

Dieser Abschnitt befal3t sich mit der Berechnung der Kalibrierkurven fir das kompetitive Test-
format des RETIA. Darauf aufbauend werden die Optimierungsmoglichkeiten im Hinblick auf
eine minimale Nachweisgrenze (NWG) und maximale Signaldynamik des Assays anhand der
systematischen Variation der Assayparameter, Konzentration des markierten Analytderivates
(Coag), Konzentration des markierten Antikorpers Ap)) und Affinitatskonstante des
Gleichgewichtes zwischefg(A) und Ak(D), K,, gezeigt.

4.2.1 Berechnung der Kalibrierkurven

Die kompetitiven Reaktionen des Analyten aus der Prage ynd des Akzeptor markierten
Analytderivates Ag(A)) um die Bindungsstellen des Donor markierten AntikorpigY))

lassen sich anhand folgender Gleichgewichte beschreiben:
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K
Ag + Ak(D) —— Ag—Ak(D)
+
Ag(A)

[
Ag(A)—AK(D) . (101)
Ag-Ak(D) und Ag(A)-Ak(D) stellen die Analyt-(markierter Antikorper) bzw. (markierter
Analyt)-(markierter Antikorper)-Komplexe daK; und K, sind die Affinitdtskonstanten der

entsprechenden Reaktionen, die sich aus den Gleichgewichtskonzentrationen nach Gleichung
Gl.(102) bzw. GI.(103) berechnen lassen:

Caq—
K, = P9~ AK(D) (102)
Cag [Cak(D)
C Al AV
K, = CPOA-AKD) (103)

Cag(A) [ak(D)

Die Gesamtkonzentrationen des markierten Antikorpesag ), des markierten Analyt-

derivats € ags)) Und des Analytencg ;) ergeben sich aus den folgenden Gleichungen

Co, Ak(D) = Cak(D) T Cag-Ak(D) t CAg(A)-AK(D) (104)
Co,Ag(A) = Cag(A) T Cag(A)-Ak(D) (105)
Co,Ag = CAg *CAg-Ak(D)- (106)

Die Darstellung deintensitatder beobachteten Donorfluoreszenz in Anhangigkeit der Aus-
gangskonzentration des Analyten, ;) fuhrt zu der Kalibrierkurve des RETIA. Unter
folgenden Bedingungen kdnnen die Kalibrierkurven mit Hilfe der Gleichungen GI. (102) -

Gl. (106) simuliert werden:
 die verwendeten Antikorper simdonoklonal und monovalent,

» die Bindung des Analyten an den markierten Antikdrper verandemphdtephysikali-

schen Eigenschaften des Donors nicht,
» der Akzeptor ist keirfrluorophor und

» die Bindung des markierten Analyten an den markierten Antikorper fuhrt zur voll-

standigerLoschung der Donorfluoreszenz
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Die beiden letzten Bedingungen weichen von dem in Kap. 4.1 beschriebenen und charak-
terisierten System ab. Die Voraussetzung der vollstandigen Loschung der Donorfluoreszenz im
Antigen-Antikérper-Komplex wirkt sich bei der Berechnung der Kalibrierkurven nur in der
absoluten Signaldynamik der Kalibrierkurven aus. Die relative Anderungen der Signaldynamik
und die Lage der Kalibrierkurven wird von dieser Bedingung nicht beeintrachtigt. Die
Annahme, dal3 der Akzeptor nicht fluoresziert, wirkt sich ebenfalls auf die Signaldynamik aus
und kann auch die Lage der Kalibrierkurve beeinflussen. In Kap. 4.2.2 wird dieser Einflul3

ausfuhrlich diskutiert.

Unter diesen Voraussetzungen kann die Konzentration der Donorfluorophore die zum Fluores-
zenzsignal beitragen, als Summe der Gleichgewichtskonzentrationeyyprund Cag.axp)

beschrieben werden. Aus Gl. (104) erhalt man

Cak(D) T Cag—Ak(D) = Co,Ak(D) ~ CAg(A)-Ak(D) (107)

so dal} sich die Berechnung der Kalibrierkurven auf die Bestimmungcy@nap) als
Funktion der bekannten GroR&n, K,, Coakp), Coagry UNd Coag beschrankt. Die Lésung des
Gleichungssystem mit vier Unbekannten und vier Gleichungen fihrt zu einer Gleichung dritten
Grades, die sich fur den Spezialfiéll = K, zu einer quadratischen Gleichung vereinfacht. Als

einzig physikalisch sinnvolle Losung erhalt man

-b- \/(b)z - 4K 2 (co, Ag * Co,Ag(A) )[QC(% Ag(#) o, AK(D) )

2KZ(Co,Ag +Co,Ag(A))

CAg(A) -Ak(D) = , (108)

) 1
mit b=Kco,ag(p) %E +Co,ag T Co, Ak(A) T Co, Ag(A) E (109)

FurK; > K, undK; = 1/cy aqpy Wurde auch die kubische Gleichung mit Hilfe der Cardanischen
Formeln (Rast, 1983) gelost. Man erhalt drei verschiedene, reelle Losungen, von denen nur

eine physikalisch sinnvoll ist.

4.2.2 Simulation der Optimierungsmaoglichkeiten

Analytderivat-Konzentration Cy aga)

Der Einflud der Konzentration desarkierten Analytderivates (Coaqn) auf den TMP und die
NWG der Kalibrierkurven ist in Abbildung 4-12 gezeigt. Die NWG wurden gemal3 Gl. (69)

berechnet, wobei ei@Vy,-Wert von 2 % angenommen wurde. Die verwendeten Simulations-
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parameter sind in der Tabelle, rechts von der Abbildung, aufgefihrt. Die Kalibrierkurven
wurden fir den typischen Fal; =K, = 10’ I/mol mit GI. (108) und GI. (107) berechnet.

Gl. (107) wurde zusatzlich durchap, dividiert, um ein normiertes Signal zu erhalten.

Hohe ¢y agn-Werte flhren zu Kalibrierkurven, deren TMP und NWG bei halygp Konzen-
trationen liegen. Eine Verringerung vamagey von 200 pg/l auf 20 pg/l fuhrt zu einer
proportionalen Verschiebung des TMP und der NWG zu kleineggitWerten und die
Signaldynamik bleibt, aufgrund des holwgpys-Uberschusses beztiglichayp), konstant. Die
Verringerung vorc aqs Um einen weiteren Faktor 10, auf 2 pg/l, fahrt bereits zur Abnahme
der Signaldynamik (auf 90 %) und der TMP und die NWG verschieben sich nicht mehr
proportional zu kleinerengag-Werten. Fircyaqa < 2 pg/l nimmt die Signaldynamik stark ab,
der TMP verschiebt sich nur noch geringflgig zu kleineren Konzentrationen und die NWG
zeigt ein Minimum beicyagis) = 0.5 pg/l. Diesecy agn-Konzentration flhrt bei den vorge-
gebenen Affinitatskonstanten in Verbindung mit der gewahéignp)-Konzentration von

10° I/mol zu der Kalibrierkurve mit der kleinsten NWG.

=
o

o
2]

Simulationsparameter

o
o

CVy=2 %
K,=K,=110° I/mol
CO,AK(D): 1109 m0|/|

o
~

(Cakp) * Cag-ak))/CoAkD)
o
N

Co.aga)=Variabel [ug/l]

I
(=}

Coag (HO/1]

Abbildung 4-12: Berechnete Kalibrierkurven fir den Fall; Kk K,. Als Parameter sind die
Konzentrationen vongyGy, in der Abbildung angegeben. Gestrichelt einge-
zeichnet sind die NWG und die TMPAM M ag perivat = 200 g/mol)

Die Abhangigkeit der optimaleg, aqn)-Konzentration von deAffinitiatskonstanten Kist fur
K, = 10 I/mol und Coakp) = 1K; in Abbildung 4-13 gezeigt. Es ergibt sich ein umgekehrt
proportionales Verhalten (Steigung: m = -0280.02 pdmol/1?).
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Co,Ag(A) [ng/l]
2

K,=1:10° I/mol

Co.akp)= UKy

L1l
107

T, T
K, [I/mol]

Abbildung 4-13: Auftragung von Co aqa) als Funktion von K.

Antikdrperkonzentration gaxp)

Zur Bestimmung der optimalen Antikdrperkonzentratiomurden ebenfalls fir den Fall
Ky =Kz =10 l/Imol die coapy von J10°M bis 110" M variiert und zu jeder simulierten

Antikdrperkonzentration gemaf Abbildung 4-12 djgys) bestimmt, fur die die kleinste NWG
erreicht wurde. In Abbildung 4-14 sind digapy auf der linken y-Achse und die

entsprechendeny oqa) auf der rechten y-Achse aufgetragen. Der Verlauf der NWG und der

Coag [HI/]
00701 02 03 05 07 1

30/ ) '

10} N\I\lG s
v f S | Simulationsparameter
S 3! 113
5 .| | % CVy=2 %
oé A(N(\a?‘—\\\k loz & | K=K,=110° I/mol

> S | ' | Co )= variabel [1K,]

o /- {01 Co.ag(ay=OPtimum

T wm & %
Signadynamik [%0]

Abbildung 4-14: Verlauf der NWG ([J ) und der Sgnaldynamik (---) bei Variation der Anti-
korperkonzentrationGyp). Die G aqn-Konzentration wurde flr jeden g&p)-
Wert so optimiert, dal3 die NWG das Minimum erreicht (siehe Abbildung 4-12
und Abbildung 4-13). Das Wertepaar figngo) = 1/K; ist gepunktet markiert.
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Signaldynamik ist fir jedes Antikorper-Analytderivat-Konzentrationspaar dargestellt. Deutlich
zu erkennen ist, dal3 die NWG mit abnehmer@ggp, zunachst proportional zu kleineren
Coag-Werten verschoben wird, um dann bei Werten eggpy < 1K, nur noch geringfligig
abzunehmen. Der Verlauf der Signaldynamik ist dem der NWG entgegengesetzt. Die optimale
Antikdrperkonzentration ergibt sich damit aus der Bedingung, bei einer méglichst kleinen

NWG noch eine moglichst hohe Signaldynamik zu erhalten. Dies isf @i = 1K, der Fall.

Affinitatskonstanten K und K,

Der Einflu3 derAffinitdtskonstanten Kauf die NWG wurde bereits in Kap. 2.3.2 und
Abbildung 2-13 beschrieben. In Abbildung 4-15 sind Lésungen der kubischen Gleichung fir
K, <K; und oy = 1K; dargestellt. Die fur die Simulation verwendeten Parameter sind in

der Tabelle angegeben und entsprechen den nach Abbildung 4-13 und Abbildung 4-14

optimierten Werten.

Aus der Abbildung 4-15 ist ersichtlich, daf3 bei einer Verringerung¢@uf Werte kleineK,

die NWG gesenkt werden kann (von 0.1 pg/l auf 0.07 pg/l). Das Minimum wird far
K, = 0.03K; erreicht. BeiK,-Werten kleiner 0.0K, ist weder eine Anderung in der NWG
noch in der Signaldynamik der Kalibrierkurven festzustellen. Voraussetztung hierfir ist
allerdings die Mdoglichkeit, di€gaqs-Konzentrationen entsprechend dem in Abbildung 4-14
gezeigten Verlauf dem jeweiligdf,-Wert anzupassen. In der Modellrechnung ist dies ohne

weiteres maoglich, da der Akzeptor als nicht-fluoreszierend angenommen wurde. In der Praxis

g 10
gﬁ Simulationsparameter
(&)
?‘: 08 CVy=2 %
i K,=110° l/mol
S 06 B
+ Co.akp)= UKq
g, 04 Co,ag(a)= OptiMumM
N K,=variabel [K,]

1
Co.ag [HO/1]

Abbildung 4-15: Einflul von K auf die NWG, den TMP und die Signaldynamik der Kalibrier-
kurven fir K =10°I/mol. Die verwendeten Werte fiir, Ksind in der

Abbildung in Einheiten vonKangegeben.
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wird allerdings die sensibilisierte und die direkt angeregte Fluoreszenz des Akzeptors (siehe
Kap. 4.1.3.2) das beliebige Erhohen deyagx-Konzentration limitieren. Grund hierflr ist die

Uberlagerung der Loéschung der Donorfluoreszenz durch die steigende Akzeptorfluoreszenz.

4.2.3 Zusammenfassung und Schlul3folgerungen

= Die Kalibrierkurven kénnen fiur den kompetitiven RETIA unter den einschrankenden

VoraussetzungeK; = K; bzw.K; > K, undcy xp) = 1K, berechnet werden.

= Die Variation der Testparametdd,, Coaxp) UNd Coagny UNd deren EinfluR auf die
Anderungen der Parameter - Signaldynamik, NWG und TMP - kann simuliert werden

und erleichtert damit die Optimierung des RETIA.

= Diesen Erkenntnissen zufolge sollte die Etablierung eines optimierten RETIA mit einer

minimalen NWG und einer maximalen Signaldynamik nach folgendem Schema erfolgen:

- Auswahl von Antikérpern mit hoher Affinitatskonstantén(K, = 10° I/mol),

- Antikorperkonzentration so wahlen, dafjp) = 1K,

- markiertes AnalytderivatAg(A)) mit K, <K; auswahlen und dabei die Reduktion

der Signaldynamik beachten und

- die ¢y ap) = 1K, entsprechende optimale Konzentratogi, ermitteln, wobei die

NWG und die Signaldynamik die bestimmenden Kriterien sind.
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4.3 Etablierung des RETIA im Mikroliterbereich

Ausgehend von den in Kap. 4.2 anhand von Berechnungen getroffenen Vorhersagen wird im
folgenden die Optimierung des RETIA fir die projektrelevanten Analyte Atrazin, Simazin,
2,4-D und Isoproturon durchgefiihrt. Am Beispiel des Analyten Atrazin wird ausfuhrlich die
Charakterisierung der Antikdrper hinsichtlich ihrer Affinitatskonstarferund K, zu dem
spezifischen Analyten bzw. zu einer Auswahl an Analytderivaten vorgestellt. Mit diesem
System werden auch der Einflul? vy, undK; auf die Signaldynamik, die NWG und den
TMP der Kalibrierkurven demonstriert und die Grenzen der Optimierungsmdglichkeiten bei
einem gegebenelk; anhand des Prazisionsprofils aufgezeigt. AnschlieRend wird der Einfluld
von K; auf die Verfahrenskenndaten gezeigt. Die Ergebnisse der Kalibrierungen der Analyte

Simazin, 2,4-D und Isoproturon werden anschliel3end nur kurz dargestellt und diskutiert.

Im Kap. 4.3.3 wird der RETIA anhand von verschiedenen Kriterien validiert. Die Messung
von Realproben steht hierbei im Vordergrund, wobei im einzelnen auf die Reproduzierbarkeit,
Matrixeffekte, Wiederfindungsraten und die Korrelation mit konventionellen Verfahren, wie

GC/MS, eingegangen wird.

4.3.1 Charakterisierung der Antikorper

Atrazin

Zur Etablierung kompetitiver |A ist die Kenntnis der Affinitat der Antikorper (siehe

Kap. 2.2.2.5) zu dem betrachteten Analyten undkaleuzreaktivitatzu Analytderivaten von
zentraler Bedeutung. Nur mit Hilfe dieser Informationen ist es madglich, optimierte Test-
verfahren aufzubauen (siehe Kap. 4.2.2). Fir die Etablierung des Atrazin-RETIA standen zwei
Antikorper, ein polyklonaler (AtralgG) und ein monoklonaler (K4E7), zur Verfugung. Beide
Antikdrper stammten aus Immunisierungen mit Konjugaten des Analytderivates Atrazin-
capronsaure (ACA) (Abuknesha, 1997, Giersch, 1993). Die Auswahl an s-Triazinderivaten, die
zur Charakterisierung der Heterospezifitaten der beiden Antikbrper herangezogen wurden, sind

in Tabelle 4-6 zusammengestellit.
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Tabelle 4-6:s-Triazinderivate, die fur die Bestimmung der Kreuzreaktivitatsmuster der beiden
Antikorper herangezogen wurden.

Atrazinderivat Struktur Molmasse
Cl
razincapronsaure | 301.8
(ACA) )\H N7 N ook '
Cl
Atrazin-4-amino- /L Nl)“ COOH 307.4
benzoesaure (ZABA) N N7 u/@ '
_(CH,),COOH
S
Desethylatrazinmercapto- N*\N 257 1
propionsaure (THIO) - 'N/ NJ\ '
z H
Cl
| . Pe
Desisopropylatrazin- )N|\ )N\ 2595
capronsaure (DesACA) HN" N7 N~ coon '

Polyklonaler anti-Atrazin-Antikorper (AtralgG)

Die Bestimmung der Affinitatskonstanten des AtralgG beziglich des in Tabelle 4-6 gezeigten
Spektrums an Analytderivaten wurde in homogener Phase anhand des in Kap. 2.2.2.5 be-
schriebenerBindungshemmtests mit RIfS durchgefuhrt. Abbildung 4-16 zeigt zwei typische
Titrationskurven, an deren MeRpunkte die 4-Parameter-logistische Funktion nach GlI. (66)

angepaldt wurde.

_'_r7/ll T T _'_|7//|/ ooy T T oo T T
100| % oo K, = (6.5+ 1.1 1®I/mol - 100} o= e K = (6.3 1.1% 1®1/mol 4

g 801 . S 8ol il
o | o | o
c c
% 601 - g, 60| B
] | ‘D L
= | = .
% 20| - % 20¢

03X T T N s ST Mo T oo {000 10000

ACA [ug/l THIO [ug/l]

Abbildung 4-16: RIfS-Titrationskurven fur die Bindung von ACA (links) und THIO (rechts) an
AtralgG und Anpassung der 4-Parameter-logistischen Funkfibh (Siehe
Gl. (66)) sowie der berechneten Titrationskurve fiir monoklonale Antikérper
(Y (siehe GlI. (59) und (55)) mit den in den Abbildungen angegebenen
mittleren Affinitaten.
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Auf Basis der Gleichung fir polyklonale Antikdrper (siehe Gl. (59)) wurde aus der Analyt-
derivatkonzentration am Testmittelpunkt der Titrationskurvenmdideren Affinitatskonstan-

ten berechnet. Die theoretischen Titrationskurven monoklonaler Antikorper, die mit diesen
Affinitatskonstanten korrespondieren, sind in Abbildung 4-16 gestrichelt eingezeichnet.
Wahrend AtralgG zu dem fiur die Immunisierung verwendeten Analytderivat ACA
(Abbildung 4-16 links) eine nahezu ,monoklonale* Affinitat vés = (6.5 + 1.1x10° I/mol
besitzt, zeigen die anderen Analytderivate deutliche Affinitdtsverteilungen. Dies ist am
Beispiel von THIO in Abbildung 4-16 rechts gezeigt. Die mittlere Affinitat berechnet sich zu
K, = (6.3 +1.1x10° I/mol. Das komplette Kreuzreaktivititsmuster von AtralgG ist in

Abbildung 4-17 dargestellt. Wie zu erwarten, ist die Affinitdt zu ACA am hochsten.

S
I o)
0k o P 5
i = oo
% /\‘b
r— [ L T
T 108 4
£ :
= o
X 0l >’ _
[ Q
: Q‘{)Q\
1081 J
: + + + + $ ]
Atrazin ~ ACA ZABA  THIO DesACA
Anaytderivat

Abbildung 4-17: Affinitatsmuster von AtralgG. Neben den flnf ausgewahlten Analytderivaten
ist hier noch die Affinitdt zu dem Analyten Atrazin aufgefiihrt. Diese wurde
als Bezugspunkt bei der Berechnung der Kreuzreaktivitdten (Werte Uber den
Saulen) nach Gl. (60) verwendet.

Monoklonaler anti-Atrazin-Antikdrper (K4E7)

Die Affinitatskonstanten von K4E7 zu den Analytderivaten ACA, ZABA und DesACA
wurden durch Anpassen ddivalenten, monoklonalen Modellfunktion (GI. (55)) an die
gemessenen Titrationskurven (Abbildung 4-18 links) erhalten. Wegen der extrem hohen
Affinitat von K4E7 zu ACA von K= 10 I/mol ist der Fehler bei der Bestimmung der
Affinitatskonstanten sehr grof3. Der Grund liegt darin, dalR bei Antikdrperkonzentrationen tber
dem Kehrwert der Bindungskonstante, die Titrationskurve weniger Information Utber die
Affinitdt der Wechselwirkung tragt (siehe Abbildung 2-9 und Piehler, 1997). In Abbildung 4-

18 sind rechts die ermittelten Affinitdtskonstanten mit der des Analyten Atrazin verglichen.
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j'_l7/A T T T Ty T 101 \
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Abbildung 4-18: Bestimmung des Affinitatsmusters von K4E7. Links: Titration mit den Analyt-
derivaten ACA, ZABA und DesACA und Anpassung des Bindungsmodells
nach Gl. (55). Rechts: Ermittelte Affinitatskonstanten und Kreuzreaktivitaten.
Wegen der hohen Affinitat von K4E7 zu ACA Ilafdt sich dieser Wert aus der
Titrationskurve nur abschéatzen. Die Werte fir den Analyten Atrazin sind
ebenfalls angegeben.

Simazn, 2,4-D und | soproturon

Die Kreuzreaktivitaten der verwendeten Antikorper (siehe Tabelle 3-3) fur die Analyten
Simazin (SimigG), 2,4-D (E2G2) und Isoproturon (IPIgG) wurden analog der oben be-
schriebenen Vorgehensweise bestimmt und sind in Abbildung 4-19 zusammenfassend
dargestellt. Fur jeden Antikdrper sind die ermittelten Affinitdten zu je drei Analytderivaten mit
der des spezifischen Analyten verglichen. Die Strukturen der untersuchten Analytderivate sind
in Abbildung 4-19 rechts angegeben. Beim SimigG entsprechen die verwendeten Analyt-

derivate denen in Tabelle 4-6 aufgeflhrten s-Triazinderivaten.

Wahrend der SimlgG eine ausgesprochen hohe mittlere Affinitat zu Simazin von
(7 £ 0.5Y10° I/mol aufweist, liegt die Affinitat von E2G2 und K4E7 (siehe oben) bzw. die
mittlere Affinitat von IPIgG zu dem jeweiligen spezifischen Analyten mit (9 #D)/mol,
(1.2 £ 0.8110° I/mol bzw. (2 +0.3010° I/mol im Bereich typischer Affinitdtskonstanten fur
niedermolekulare Substanzen (siehe Kap. 2.2.2.5). Nur der AtralgG (siehe oben) zeigt mit
K, = (1.8 £ 0.3)1C° I/mol eine m&Rig hohe Bindungskonstante zu Atrazin.
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Abbildung 4-19: Affinitatsmuster von SimlgG (oben), E2G2 (mitte) und IPIgG (unten). Die
Namen, Akronyme und Strukturen der Analytderivate entsprechen beim
Simazin denen in Tabelle 4-6 angegebenen, bei 2,4-D und Isoproturon sind

sie jeweils rechts angegeben.

4.3.2 Kalibrierung der Modellanalyte

Eingesetzte Antikdrper-Konzentrationen &)

Bei der Durchfliihrung von Kalibrierungen betrdgt nach den Berechnungen in Kap. 4.2.2 die

optimale Antikdrperkonzentration, im Hinblick auofaximale Sgnaldynamik und minimale
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NWG, coaxp) = VK. Fur die Antikorper E2G2, KAE7 und IPIgG entspricht das einer
Antikérperkonzentration von ca. 150 ng/mI@° M), wobei die Rechnung fiir einen
optimierten Assay eine NWG von ca. 0.07 pg/l vorhersagt (siehe Abbildung 4-15). Dieser
Wert liegt in dem Bereich der Zielvorgabe des Projekts (NWG = 0.05 pg/l, siehe Kap. 1.2), so
dal3 in den nachfolgenden Kalibrierungen die berechnete Antikdrperkonzentration eingesetzt
wurde. Fur den SimlgG und den AtralgG betragen die berechneten Antikdrperkonzentrationen
Coakp) = 1K1 =20 ng/ml bzw. 830 ng/ml. Abweichend von den berechneten Werten wurden
auch fur diese Antikorper in den Kalibrierungen 150 ng/ml eingesetzt. Im Fall vom SimIgG
wurde damit eine sehr hohe Signaldynamik und ein grol3er Arbeitsbereich bei gleichzeitig
niedriger NWG erwartet (vergleiche Abbildung 4-14). Beim AtralgG sagt die Simulation fur
einen optimierten Assay mit der berechneten hohen Antikérperkonzentration von 830 ng/ml
eine NWG von nur 0.5 pg/l voraus. Aus diesem Grund wurde die Antikorperkonzentration auf
150 ng/ml verringert, wobei die daraus resultierende geringe Signaldynamik bewul3t in Kauf

genommen wurde.

Optimierung des RETIA am Beispiel des Analyten Atrazin

Einflul von gaga)

Die in Abbildung 4-12 dargestellte Abhéngigkeit der Signaldynamik und NWG von der
eingesetzten Konzentration der markierten Analytderivate wurde am Beispiel des AtralgG
untersucht. Die Anderung der Signaldynamik mit zunehmeaggg wurde bereits anhand

von Titrationen aufgezeigt und ist in Abbildung 4-20 links, beispielhaft fir das Analytderivat
DesACA, dargestellt. Aus den Emissionsspektren kangqdig,) bestimmt werden, welche zu

der maximalen Loschung der Donorfluoreszenz fuhrt. Der Einflul? von verschiedggan

auf die NWG der Kalibrierkurven ist in Abbildung 4-20 rechts, fir zwei Konzentrationen
(2 pg/l und 6 pgll), gezeigt. Es ist zu erkennen, daR mit kleiner werdengm die NWG
aufgrund der geringeren Signaldynamik abnimmt. Dieser Trend war bei allen Analytderivaten
festzustellen (siehe Tabelle 4-6) und entspricht auch der Vorhersage aus Abbildung 4-12 flr
kleine Modulationstiefencf aqx < 0.5 pg/l). Der RETIA ist demzufolge prinzipiell durch die
erreichbare Signaldynamik limitiert. Die kleinsten NWG werden also mit derjenigen

Analytderivatkonzentration erreicht, welche Hiichste Signaldynamik der Titration ergibt.
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Abbildung 4-20: Untersuchung des Einflusses von verschiedenen ¢, aqs) auf die Sgnaldynamik
und NWG im RETIA. Links: Titration von AtralgG (Coaraigs = 150 ng/ml) mit
DesACA. Rechts: Vergleich der Kalibrierkurven flyfp&aca =2 pg/l und

6 ug/l.

Einflul® von kK

Zur Bewertung des Einflusses von K, auf die Signaldynamik und NWG des RETIA wurde der

Modellanalyt Atrazin mit dem polyklonalen Antikérper AtralgG und den in Tabelle 4-6

gezeigten und in Abbildung 4-17 charakterisierten Analytderivaten kalibriert. Eine ver-

gleichende Darstellung der Kalibrierkurven mit den Analytderivaten DesACA, ZABA und

ACA ist in Abbildung 4-21 zu sehen.
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Abbildung 4-21: Kalibrierung von Atrazin mit AtralgG (Coarags = 150 ng/ml) und DesACA
(Copesaca = 6 1a/l), ZABA (§z4a8n =4 H0/l) und ACA (€aca=2 pg/l) als

kompetitive Derivate. Die Kalibrierkurven wurden auf das maximale Signal

normiert. Die Verlaufe der TMP und NWG sind gestrichelt angegeben.
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Mit dem Analytderivat THIO konnte in der Titration keine Bindung an den Antikdrper
festgestellt werden. Hier ist durch die Kupplung an BSA die Mercaptopropionsauregruppe dem
Antikorper nicht mehr zugénglich. Offensichtlich stellt sie ein fur die Erkennung durch den

AtralgG wesentliches Strukturmerkmal dar.

Die Kalibrierkurven zeigen bei der Reduktion Mgsnvon K, aca = 3.6K; aufK; zaga = 0.73K,

einen moderaten Abfall der Signaldynamik und die gewiinschte Verringerung der NWG von
2 ng/l fur ACA auf 1.2 pg/l fur ZABA. Dies entspricht dem berechneten Kurvenverlauf aus
Abbildung 4-15. Die fur die maximale Signaldynamik erforderlicfyg-Konzentration stieg

VON Coaca = 2 Mg/l aufcy zaga = 4 pg/l an (siehe Abbildung 4-13).

Die weitere Absenkung voK, auf K;pesaca = 0.009K; fuhrte entgegen dem Kurvenverlauf

der Simulation zu einer starken VerminderungSignaldynamik von 32 % (ZABA) auf 17 %.

Dies liegt an der bereits in Kap. 4.2.2 erwahnten Uberlagerung des geldschten Donorsignals
durch die sensibilisierte und direkt angeregte Akzeptorfluoreszenz. Dadurch ist die erforder-
liche Erh6hung dercypeaca-Konzentration tber die in Abbildung 4-20 (links) ermittelte

Konzentration vort pesaca = 6 Hg/l nicht moglich.

Die NWG nimmt gleichzeitig fast um einen Faktor von 10 ab und Ubertrifft damit weit die
Vorhersage. Dies ist zum einen darin begrindet, dalValimtionskoeffizenten CV, der
gemessenen Kalibrierkurven im Gegensatz zu der gemachten Annahme bei der Simulation
nicht konstant sind QVoaca = 2.2 %, CVyzaga = 1.1 % und CVppesaca = 0.4 %) und zum
anderen, dal} die tatsachlich vorliegende Affinitatsverteilung bei polyklonalen Antikdrpern
durch die ermittelten mittleren (monoklonalen) Affinitaten nur bedingt beschrieben werden

kann.

Die Auswirkung der abnehmenden AffinitdtskonstarKgrauf diePréazisionsprofileder Kali-
brierkurven ist in Abbildung 4-22 gezeigt. Die mit kleiner werdendem K, einhergehende
Reduktion der Signaldynamik bewirkt Uber den Einflul3 Bepfindlichkeit (Steigung) der
Kurven, dal3 die Prazisionsprofile (siehe Kap. 2.5) bei immer holsepepayan-Werten zu

liegen kommen. Dadurch werden die Arbeitsbereiche der Assays immer enger und die

analytische Verwertbarkeit wird auf einen kleinen Konzentrationsbereich begrenzt.
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Abbildung 4-22: Vergleich der Prazisionsprofile der Kalibrierkurven aus Abbildung 4-21. Die
Grenze des Arbeitsbereichs/sgarazn = 0.2 ist durch eine gestrichelte Linie
markiert.

Aufgrund der geringen mittleren Affinitdtskonstanténkonnte mit diesem System der Grenz-
wert fur Pestizide im Trinkwasser von 0.1 pg/l nicht erreicht werden. Eine weitere Opti-
mierung der Assays erscheint, in Anbetracht des bereits sehr GQuteWertes und der

geringen Signaldynamik die fir DesACA erhalten wurde, wenig erfolgsversprechend.

Einflul von K

Die Kalibrierung von Atrazin mit K4E7 wurde mit dem Analytderivat DesACA durchgefuhrt
(siehe Abbildung 4-18). Die Analytderivate ACA und ZABA eignen sich aufgrund der hohen
Affinitatskonstanterk, nicht als kompetitive Derivate. Die Titration mit DesACA ergab eine
maximale Signaldynamik von 21 % b®ipesaca = 3 p0/l. Dies entspricht dem in Abbildung 4-
13 bestimmten Wert fiicoaqn bei K, = 1.210° I/mol, fir den die geringste NWG der
Kalibrierkurve erwartet wird. Die mit dieser Analytderivat-Konzentration gemessene Kali-
brierkurve ist in Abbildung 4-23 gezeigt. Zum Vergleich ist auch die Kurve, die fur AtralgG

und DesACA erhalten wurde angegeben.

Wie erwartet flihrt die hohere Affinitatk(ysez = 6.71K; avags) ZU der gewinschten Ver-
schiebung der Kalibrierkurve in Richtung kleinerer Analytkonzentrationen. Die NWG ergibt
sich aus der Kalibrierkurve zu NWG = 0.07 pg/l (siehe auch Tabelle 4-8). Verglichen mit dem
theoretischen Wert, der sich nach GI. (64) zu 0.008 ug/l berechnet, ist der experimentell

bestimmte Wert um einen Faktor von 10 groR3er.
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Mit Hilfe der Lésung der kubischen Gleichung aus Kap. 4.2.1 kann, durch Einsetzen der er-
mittelten Affinitatskonstantei; und K, und der im IA verwendeten Konzentration&pe;

und Copesaca, die experimentell erhaltene Kalibrierkuve simuliert werden. In Abbildung 4-23

ist das Ergebnis der Rechnung mit den in der Tabelle angegebenen Parametern gezeigt. Es
ergibt sich eine ausgezeichnete Ubereinstimmung von Theorie und Experiment. Lediglich die
Signaldynamik wird aufgrund der in Kap. 4.2.1 beschriebenen Voraussetzungen von der
berechneten Kurve zu hoch vorhergesagt.

o DesACA (K4E7)

o berechnet

100

DesACA (AtralgG
- . Simulationsparameter
$ 60 _
& ] K,=110% I/mol
m K,=1.210° I/mol
2 1 | coxer=150ng/ml
of &= { | Copesaca=3 MY/l

Atrazin [pg/l]

Abbildung 4-23: Kalibrierung von Atrazin mit K4E7 (Cokser = 150 ng/ml) und DesACA
(Copesaca = 1 pg/l) im Vergleich mit der Kurve von AtralgG und DesACA aus
Abbildung 4-21. Die angepaldte Modellfunktion ist gestrichelt eingezeichnet.
Die verwendeten Simulationsparameter sind in der Tabelle angegeben.

Optimierung des RETIA fiir Simazin, 2,4-D und Isoproturon

Die Anayte Simazin, 2,4-D und Isoproturon wurden mit einer Auswahl der in Abbildung 4-19
charakterisierten Analytderivate kalibriert. Aufgrund der hohen Affinitdtskonstadfiteron
SimigG und der verglichen mit/; hohen Antikdrperkonzentration, wurde f8mazn die
erwartete hohe Signaldynamik, sowohl fir DesAG#® £ 0.000%K,) als auch fur ZABA
(K, = 0.36K,), bei gleichzeitig sehr kleiner NWG gefunden (siehe Abbildung 4-24). Das beste
Ergebnis (Signaldynamik = 51 % und NWG = 0.01 pg/l) wurde mit dem Analytderivat ZABA

erhalten.

Far den Analyter?,4-D wurden Kalibrierkurven mit den Analytderivaten MCPA und DN-1
erstellt (siehe Tabelle 4-7). Mit DN-1 wurde bei einer Signaldynamik von knapp 22 % eine
NWG von 0.3 pg/l erreicht (siehe Abbildung 4-27). Eine weitere Verbesserung der NWG war

aufgrund der bereits sehr geringen Signaldynamik nicht moglich.
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Abbildung 4-24. Kalibrierung von Smazin mit DesACA bzw. ZABA.

In Abbildung 4-25 sind die erhaltenen Kalibrierkurven fur den Analyteoproturon mit den

drei Analytderivaten IP30, IPA und IP5 dargestellt. Die charakteristischen Grof3en der Kurven
zeigen den mit abnehmendd€p erwarteten und bereits anhand der Kalibrierung von Atrazin
mit dem AtralgG diskutierten Verlauf (siehe Abbildung 4-21). Bedingt durch die um einen
Faktor von 10 hohere Affinitak,; des IPIgG, betragt die NWG der mit IP5 optimierten
Kalibrierkurve 0.02 pg/l bei einer Signaldynamik von 22 %.
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Abbildung 4-25: Kalibrierung von Isoproturon mit P30, IPA und IP5. Die Kalibrierkurven
wurden auf das maximale Sgnal normiert.

Analog zu der Mdglichkeit, bei monoklonalen Antikdrpern den gemessenen Kurvenverlauf
anhand der bekannten Affinitaten und Konzentrationen mit dem Modell aus Kap. 4.2.1 zu
simulieren (siehe Abbildung 4-23), kann dies auch bei polyklonalen Antikérpern unter

Verwendung demittleren Affinitatskonstantedurchgefiihrt werden. Abbildung 4-26 zeigt
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beispielhaft den Vergleich des mit IP5 gemessenen Kurvenverlaufs mit der berechneten
Kalibrierkurve. Die fur die Berechnung verwendeten Parameter sind in der Tabelle rechts von
der Abbildung angegeben. Es ist eine geringfiigige Abweichung der beiden TMP zu beobach-
ten, welche vermutlich aufviditatseffekteder Antikorper zuriickzufiihren ist. Durch den
hohen Analytderivat-MG (siehe Tabelle 3-4) konnen die Antikérper zwei Analytderivate
gleichzeitig binden und verringern damit die Chance, von kleinen Analytkonzentrationen
verdrdngt zu werden. Dies kann zu dem bezuglich der berechneten Kurve festgestellten

Versatz fuhren.

Simulationsparamete

-

s K,=110° I/mol
mo 40+ i
B K,=1:10° I/mol
20- il :
IP5 Copiga=UKq

o__} ...... e berechnet | | Co,ps=40 ug/l

B R R O R 10 R
Isoproturon [ug/l]

Abbildung 4-26: Gemessene Kalibrierkurve mit dem polyklonalen IPIgG und dem Analyt-
derivat IP5 im Vergleich zu dem monoklonalen Modell.

Tabelle 4-7: Charakteristische GroRen der Kalibrierkurven von Simazin, 2,4-D und
Isoproturon. Die jeweils verwendeten Analytderivate sind in der 2. Spalte

angegeben.
Analyt Anaytderivat  Signaldynamik [%] TMP [ug/l] NWG [ug/l]
Simazin ZABA 51 1.1 0.01
DesACA 43 0.9 0.03
2,4-D MCPA 29 15 3
DN-1 22 1.4 0.3
Isoproturon IP30 42 53 4
IPA 35 21 0.4
IP5 23 0.84 0.02
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Eine Zusammenfassung der ermittelten Parameter der beschriebenen Kalibrierkurven findet
sichin Tabelle 4-7.

Analytische Qualitatsparameter der optimierten Kalibrierkurven der Modellanalyte

Wie in Kap. 2.5 angegeben, wurden die analytischen Qualitdtsparameteler Kalibrierkurven
ermittelt. Abbildung 4-27 zeigt die optimierten Kalibrierkurven aller Modellanalyte mit den
berechneten Vertrauensbereicheand den Arbeitsbereichendefiniert als 10 - 90 % B/B, bzw.

uber die Prazisionsprofile m#e/cyag = 20 %. Die durchgezogenen Kurven der Prazisions-
profile wurden mit Hilfe der mittleren Standardabweichung der Kalibrierpunkte berechnet,
wéhrend die Kreuze die ermittelten Prézisionen der individuellen Standardabweichungen der

Kalibrierpunkte darstellen.

In Tabelle 4-8 sind die ermitteltesinarakteristischen Daten der Assays zusammengefaldt. Fir
den Analyten Simazin wurde aufgrund der hohen Affinitdt des SimlgG, eine NWG von
0.01 pg/l erreicht. Die NWG von Isoproturon ist mit 0.02 pg/l deutlich kleiner als die von
Atrazin mit 0.07 pg/l, obwohl dieK;-Werte der beiden Antikdrper im Rahmen der
Standardabweichungen identisch sind. Der Grund hierfur ist die beim polyklonalen IplgG
vorhandene Antikorperfraktion mit Affinitaten gré3er als die mittlere Affirtgtwohingegen

beim K4E7 alle Antikdrpermolekiile den Analyten mit einem identis¢hdrninden. Dies fuhrt

auch zu dem beobachteten kleineren Arbeitsbereich beim monoklonalen Antikdrper, wobei bei
vergleichbaren Standardabweichungen und Modulationstiefen, die Prazsimg,f auf-
grund der hdheren Empfindlichkeit der Kurve gro3er ist. 2,4-D bildet mit einer NWG von
0.3 g/l das Schluf3licht.

Abbildung 4-27: Optimierte Kalibrierkurven der Modellanalyte Atrazin (Analytderivat:
DesACA), Smazin (Analytderivat: ZABA), 2,4-D (Analytderivat: DN-1) und
Isoproturon (Analytderivat: I1P5). Eingezeichnet sind die analytischen Quali-
tatsparameter NWG £), BG (Mim), TMP (Wwp), die Vertrauensbereiche (---)
(a =0.05, n=3) und die Arbeitsbereiche als 10 -90 %,B/@rau
unterlegter Bereich) bzw. als,8® 5, = 20 %. Die Kreuzex) entsprechen der
Préazision der einzelnen Kalibrierpunkte, die durchgezogene Kurve dem
Prazisionsprofil, berechnet aus den mittlerep sd
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Tabelle 4-8: Analytische Qualitdtsparameter der Modellanalyte, die aus den Kalibrierkurven
in Abbildung 4-27 bestimmt wurden.

Analyt TMP  NWG (Xgee) BG (Xgim) Arbeitsbereich [ug/l] CVv

[ug/l] [no/l] [ug/l] 10-90% Prazisionsprofil  [%)]
Atrazin 0.46 0.07 0.15 0.07 -3 0.07 - 4.7 0.4-13
Simazin 1.1 0.01 0.03 0.02 - 65 0.02 - 100 0.7-24
2,4-D 14 0.3 0.6 0.22-6.3 0.23-9.0 0.04-1.7
Isoproturon 0.84 0.02 0.06 0.03-16.3 0.05 - 20 01-14

Die Zielvorgabe des Projekts (NWG = 0.05 pg/l und BG = 0.1 pg/l, siehe auch Kap. 1.2)
konnte fur die Analyten Simazin und Isoproturon erreicht werden. Mit dem Analyten Atrazin
wurde sie nur knapp verfehlt, wahrend die Werte fur 2,4-D weit Uber den geforderten Grenzen

lagen.

Ein Vergleich mit den in Tabelle 2-3 und Tabelle 2-2 angegebenen NWG fiur Herbizide, die in
der Literatur fUr verschiedene homogene und heterogene (kompetitive) Testverfahren beschrie-
ben wurden zeigt, daR die mit dem RETIA erhaltenen Werte fur SimaZl@*{5M),
Isoproturon (9.0 M) und Atrazin (810" M) an der unteren Grenze der aufgefiihrten
NWG anzusiedeln sind. Unter den homogenen Testverfahren ist die kleinste NWG von
300" M fur einen Fluoreszenz-Verstarkungs IA (FEIA) fur das Pestizid 2,4,5-Trichlor-
phenoxyessigsaure (2,4,5-T) von Aguilar-Caballos et al. (1999) beschrieben worden. Bei den
heterogenen IA wurde von Winklmair et al. (1997) die kleinste NWG \@@*iM fiir das
Pestizid Propazin mit einem Enzymimmunoassay (EIA) erhalten, wobei die Affinitat des in
dieser Arbeit verwendeten Antikdrpers it = 4.510'° M um einen Faktor von 6 hoher war

als die von SimlgG. Bei den heterogenen Fluoroimmunoassays (FIA) ist die kleinste NWG von

2010"° M fiir den Analyten Atrazin erhalten worden (Reimer et al., 1998).

In der letzten Spalte der Tabelle 4-8 sind \d&eiationskoeffizienten der vier Kalibrierkurven
angegeben. Verglichen mit den Werten heterogener, kompetitiver Testverfahren wie z.B der
EIA (Testformat Ba, siehe Abbildung 2-12) n@iV =5 - 10 %, stellen di€V des RETIA
ausgezeichnete Werte dar. Wie bereits in Kap. 2.3.2.2 beschrieben, ist diefedzidienin

der Signaldomane ein ausgewiesenes Charakteristikum homogener ,mix & measure* |A.
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4.3.3 Validierung

Unter Validierung versteht man ganz allgemein die Sicherstellung, dal3 ein Analysenverfahren
reproduzierbare und verla3liche Resultate liefert, die fir den beabsichtigten Einsatzbereich
genau genug sind (Taylor, 1983). Folgende Kriterien wurden von der ,American Chemical
Society’s Committee on Environmental Improvement* (1980 und 1983) und der ,Association
of Official Analytical Chemistry* (AOAC) (Conacher, 1990) in ihren Richtlinien zur Vali-
dierung von analytischen Verfahren verankert und in dieser Arbeit zur Validierung des RETIA

herangezogen:
» Prazision
* Reproduzierbarkeitnd
* Richtigkeit

Bel der Untersuchung der Richtigkeit des RETIA wurde zur Vermeidung von Matrixeffekten
und dadurch bedingten systematischen Fehlern, zunachst eine ged&igieetazerungs-

strategie erstellt. Die Richtigkeit wurde anschliel3end anhand folgender Merkmale Uberpruift:
- Wiederfindungsraten und

- Korrelation der analytischen Ergebnisse des RETIA mit chromatographischen

Methoden bei Messungen mit aufgestockten Realproben.

Da die optimierten Kalibrierkurven der Analyte Simazin und Isoproturon die Zielvorgaben des
Projekts erflllten (siehe oben), wurde mit diesen Assays die Validierung des RETIA durch-
gefuhrt. Die nachfolgend gezeigten Kalibrierkurven wurden in Standardmikrotiterplatten

(MTP) in Zusammenarbeit mit dem Projektpartner, Institut Dr. Jager, durchgefihrt.

4.3.3.1 Prazision

Als erstes Validierungskriterium wurde dreazisiondes Verfahrens (siehe Kap. 2.5) heran-

gezogen. Sie wird in Form der Verfahrensstandardabweichungharakterisiert und wurde

bereits in Tabelle 4-8 fur die optimierten Kalibrierkurven angegeben und im Text diskutiert.

Als weitere Leistungskenndaten der Prazision dienen die ebenfalls angegebenen Parameter wie
NWG und Arbeitsbereich.
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4.3.3.2 Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit der Kalibrierkurven wurde im Hinblick auf die Signaldynamik, die

NWG und den TMP untersucht. Abbildung 4-28 zeigt exemplarisch funf Kalibrierkurven, die

in einem Zeitraum von einem Monat aufgenommen wurden. Die Signaldynamik der Kurve
vom Tag 1 betragt 29 % und liegt damit deutlich unter den 51 % (siehe Tabelle 4-7), die mit
der optimierten Kalibrierkurve von Simazin aus Kap. 4.3.2 erhalten wurde. Diese Abweichung
ist auf eine geringere Antikdrper- und Analytderivatkonzentration in der Lésung zuriick-
zufihren und kann durch eine verstarkte Adsorption der markierten Komponenten an die
Wande der Kavitaten ddfunststoff-MTP erklart werden. Betrachtet man den Verlauf der
Signaldynamik vom Tag 1 zum Tag 28, so stellt man eine gute Reproduzierbarkeit fest. Die
geringfiigige Abnahme der Dynamik von 29 % auf 26 %, ist vermutlich einerseits auf eine
Verringerung der aktiven Antikorperkonzentration durch die Lagerung wahrend des Mel3zeit-
raums zurlckzufuhren, andererseits konnen hierfir auch Pipettierfehler verantwortlich ge-

macht werden.
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Abbildung 4-28: Reproduzierbarkeit der Kalibrierkurven demonstriert am Beispiel des Analy-
ten Simazin. Die funf Kalibrierkurven stammen aus einem Mef3zeitraum von 1
Monat.

Aus den Kalibrierkurven in Abbildung 4-28 lassen sich die in Tabelle 4-9 aufgefuhrten TMP
und NWG bestimmen. Die Testmittelpunkte sind, verglichen mit dem in Tabelle 4-8 ange-
gebenen Wert, zu kleineren Werten und die NWG zu gerinfligig hoheren Werten verschoben.

Diese Unterschiede sind auf die oben beschriebene geringere Signaldynamik der Kalibrier-
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Tabelle 4-9: Berechnete TMP und NWG fiir die funf Kalibrierkurven aus Abbildung 4-28.

Tag TMP [pg/l] NWG [ug/l]
1 0.59+ 0.04 0.02
4 0.55+ 0.09 0.024
14 0.56+ 0.04 0.026
19 0.62+ 0.07 0.031
28 0.64+0.13 0.028

kurven zurtickzufuhren. Innerhalb der 28 Tage konnte man eine sehr gute Reproduzierbarkeit
der TMP und NWG der flunf Kalibrierkurven feststellen. Eine lineare Regression fur die Auf-
tragung der TMP bzw. NWG gegen die Meftage ergab eine Steigungl@h(j5g/1)/Tag

bzw. 2.810* (ug/l)/Tag. Auch diese Werte dokumentieren das konstante Verhalten des RETIA

tber die Mel3tage hinweg.

4.3.3.3 Richtigkeit

Matrixeffekte

Im Gegensatz zuneterogenen IA, die aufgrund der Waschschritte im Testablauf und den
konstanten Bedingungen bei der Signalerzeugung weitgehend unabhangig von geltsten Stor-
substanzen sind, ist die Signalerzeugundhbieibgenen |A, bei dem analytischen Einsatz unter
Realbedingungen, naturgemalf stark von der Probenmatrix abhangig. Bei homogenen Fluoro-
immunoassays kdonnen verschiedenste geldste anorganische und organische Matrixkomponen-
ten zu einer Abnahme der Fluoreszenzquantenausbeute fuhren (Lakowicz, 1983), wobei spe-
ziell der geloste molekulare Sauerstoff einen der besten bekadwitesnonsquencher darstellt
(Kautsky, 1939). Aus diesem Grund ist elPr@benvorbereitung und eine geeignetReferen-

Zierungsstrategie fur die Sicherstellung der Zuverlassigkeit der MelRergebnisse unerlafilich.

Die Probenvorbereitung beschrankte sich im Falle der in dieser Arbeit untersuchten Trink-
wasser auf das grindliche Entgasen der Proben. Zur Ermittlung einer geeigneten Referenz der
RETIA-Fluoreszenzsignale wurden zu jedem Kalibrierpunkt zusétzlich die Intensitaten der

einzelnen Konjugate in den entsprechenden Standardlésungen ermittelt. Dies ist am Beispiel
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Abbildung 4-29: Referenzierungsmoglichkeiten des RETIA demonstriert anhand der Kalibrie-
rung von Isoproturon. Zu jedem Kalibrierpunkt wurden als Referenzen
zusatzlich die Fluoreszenzsignale der markierten Antikorper bzw. Analyt-
derivate in der jeweiligen Standardlésungen gemessen.

der Kalibrierung von Isoproturon in Abbildung 4-29 gezeigt. Die Fluoreszenzintensitaten der
markierten Antikorper und Analytderivate zeigen ein parallel zur x-Achse verlaufendes
lineares Verhalten. Die linerare Regression ergab eine Steigungh@h(lg/l)*, sowohl fiir

den markierten Antikorper, als auch fur das markierte Analytderivat. Prinzipiell kbnnen also
die Intensitaten beider Referenzen zur Korrektur von Matrixeffekten unabhangig von der
Analytkonzentration herangezogen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die analysierten
Realproben auf das Fluoreszenzsignal der markierten Antikérper bezogen (siehe Abbildung 4-
30). Dazu wurde fir jede Realprobe auch die IgG-Cy5-Intensitat in Abwesenheit des Analyt-

derivates bestimmt.
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Abbildung 4-30: Referenzierung von Realproben. Links: Gemessene Intensitaten fur aufge-
stockte Realproben und deren Referenzen. Rechts: Auf das IPIgG-Cy5-
Fluoreszenzsignal der Kalibrierkurve bezogene Intensitaten.
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Wiederfindungsrate

Zur Charakterisierung von systematischen Abweichungen des RETIA (Richtigkeit), wie sie

durch Einflisse verschiedener Verfahrensschritte oder durch die Matrix hervorgerufen werden,
wurde die Wiederfindungsrat®/FR, siehe Gl. (71)) ermittelt. DigVFR wurden anhand von
Realprobenmessungen fir eine Vielzahl von verschiedenen Trinkwéssern bestimmt. Die
Pestizidkonzentrationen der Trinkwasserproben wurden mittels der klassischen Analytik nach
DIN 38 407-F 6 (SPE mit anschlieRender GC/MS) ermittelt. Bei allen Proben lagen die Werte
unter der Bestimmungsgrenze der Methode von 0.03 pg/l. Um in den Arbeitsbereich der
Kalibrierkurven zu gelangen, der sich beim Analyten Simazin von 0.1 -5.7 ug/l erstreckte
(BG =0.04 pg/l), wurden die Realproben mit Simazinkonzentrationen von 0.1 -2.2 pg/l

aufgestockt.

In Tabelle 4-10 sind die Ergebnisse der untersuchten 19 Trinkwasserproben aufgelistet. Die
Proben wurden wiederholt gemessen (n = 3). Die Prazisionen der ermittelten Konzentrationen
liegen, bis auf die Proben aus Aschaffenburg, unterhalb der Arbeitsbereich-Grenze von
$8,/Co smazin = 0.20 (siehe Kap. 2.5). Damit konnte sichergestellt werden, dal3 auch Realproben
mit der gleichenVerfahrensstandardabweichung gemessen werden kénnen, wie die Kali-

brierungen mit den Standardldsungen in bidestilliertem Wasser. Bei den Proben aus
Aschaffenburg lagen die Standardabweichungsdy) @eutlich Gber der mittleren Verfahrens-

standardabweichung, was vermutlich auf einen Pipettierfehler bei dieser Messreihe zurtick-

zufuhren ist.

Die WFR des RETIA sind in der letzten Spalte angegeben. Die Werte reichen von 77 - 135 %

und betragen im Mittel 102 %. Dieses Ergebnis ist, den Angaben der AOAC zufolyd;Rlie

einer validieren Methode in einem Bereich von 70 - 120 % festgelegt haben (Parker, 1991), im
Rahmen der Standardabweichungen als gut einzustufen. Eine VerbesserWkRdet nur

durch eine weiter verfeinerte Referenzierungsstrategie, wie z.B. das zusatzliche Registrieren
der Fluoreszenzsignale bei einer Referenzwellenlange mit mdglichst konstanter Intensitét,

realisierbar.
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Tabelle 4-10: Bestimmung der Wiederfindungsrate (WFR) des RETIA anhand von aufge-
stockten Trinkwasser proben. Als Analyt wurde Smazin verwendet.

Probe aufgestockte  gemessene  Prazision Vertrauens-  WFR
Herkunftsort Konz. [ug/l]  Konz. [ug/l] /Cosmazn  bereich f pg/l]  [%0]
Konstanz 0.10 0.10+ 0.03 0.17 0.07 100
0.12 0.12+ 0.04 0.19 0.10 100
0.15 0.16+ 0.05 0.18 0.12 107
0.43 0.50+ 0.05 0.06 0.12 116
Aschaffenburg 0.84 0.95+ 0.35 0.21 0.87 113
1.40 1.4+ 0.57 0.24 1.42 100
Zwiefalten 0.35 0.27+0.04 0.09 0.10 77
0.55 0.55+ 0.1 0.10 0.25 100
Kirchberg (lller) 0.65 0.57+£ 0.06 0.06 0.15 88
1.32 1.78+0.11 0.04 0.27 135
2.20 2.55+0.25 0.06 0.62 116
Nagold 0.23 0.31+ 0.05 0.09 0.12 135
Engstingen 0.30 0.24+0.08 0.19 0.20 80
0.80 1.00+ 0.15 0.09 0.37 125
1.50 1.5+£0.21 0.08 0.52 100
Hettingen 0.40 0.33+0.11 0.19 0.27 83
0.80 0.69+ 0.17 0.14 0.42 86
Gottmadingen 1.10 0.93+0.17 0.11 0.42 85
1.7 1.65+ 0.29 0.10 0.72 98
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Die graphische Darstellung der Korrelation zwischen den aufgestockten und den gemessenen
Simazin-Konzentrationen ist in Abbildung 4-31 anhand der Wiederfindungsfunktion (y)
gezeigt. Die lineare Regression ergab einen y-Achsenabschnitt von b = 0.005 + 0.05 pg/l und

eine Steigung von m = 1.@30.05, bei einem Korrelationskoeffizienten von r = 0.989.

2.0~ y=X |
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Sl y=0.005+1.03x, r=0989]
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Simazin (RETIA) [ug/1]

Abbildung 4-31: Korrelation von aufgestockten und mit dem RETIA gemessenen Smazin-
Konzentrationen. Die durchgezogene Linie entspricht der linearen Regres-
sion, die gestrichelte Linie der Winkelhalbierenden (y = x).

Die Prufung auSgnifikanz der Abweichungen von b und m von dem Idealfallb=0und m=1
wurde, unter Verwendung der Vertrauensbereiche fir die beiden Regressionsparameter, mit
Hilfe dest-Tests durchgefuhrt. Nach Gl. (68) erhalt man fur die Vertrauensbereiche der beiden
Parameter mit t=2.101 beia=0.05 und n=19, Ab=0.005 0.024 pg/l und

Am = 1.03% 0.024. Da der Vertrauensbereich fiir b den Wert b = 0 pg/l einschlief3t, liegt keine
konstant-systematische Abweichung auf dem Signifikanzniageaor. Allerdings wird fur den
Zusammenhang zwischen experimentell gefundener und aufgestockter Konzentration auf dem
Signifikanzniveaua eine, wenn auch nur sehr geringfligige proportional-systematische
Abweichung gefunden, da der Vertrauensberédiohden Wert m = 1 nicht enthalt. Hierfur
konnen sowohl systematische Fehler bei der Herstellung der aufgestockten Proben als auch

Matrixeffekte verantwortlich sein.

Korrelation mit chromatographischen Methoden (GC/MS)

Als letztes Kriterium der Richtigkeit wurde die Korrelation der analytischen Ergebnisse des

RETIA mit einer chromatographischen Methode (GC/MS) anhand von aufgestockten Real-
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proben herangezogen. Tabelle 4-11 zeigt das Ergebnis dieser vergleichenden Messungen, die

am Beispiel der Analyte Simazin und Isoproturon durchgefuhrt wurden. Die Arbeitsbereiche
der Kalibrierkurven erstreckten sich von 0.1 - 5.7 pug/l (BG = 0.04 pg/l) bei Simazin und 0.1 -
8 ng/l bei Isoproturon (BG = 0.1 pg/l). Somit lagen die aufgestockten Werte innerhalb dieser

Grenzen, was durch die Prazisionen der ermittelten Konzentrationen bestatigt wird.

Die WFR des RETIA reichen, ahnlich wie in Tabelle 4-10 gezeigt, von 77 - 128 % mit
Mittelwerten von 101 % fur Simazin und 99 % fir Isoproturon. Die erhaltene Korrelation
zwischen RETIA und GC/MS ist in Abbildung 4-32 dargestellt. Fir Simazin ergab die lineare
Regression einen b-Wert von 068.12 pg/l und eine Steigung von m = 0£0Q.07, bei

einem Kaorrelationskoeffizienten von r=0.990, fur Isoproturon wurden die Regressions-

parameter zu b =0.0@50.2 ug/l und m=0.98 0.11 bestimmt, wobei der Korrelations-

Tabelle 4-11: Bestimmung der Korrelation zwischen RETIA und GC/MS anhand von
aufgestockten Real proben mit den Analyten Smazin und |soproturon.

Probe aufgestockte gemessene Prazision gemessene WFR WFR
Herkunftsort Konz. Konz. RETIA s8/Copnayt  Konz. GC/MS RETIA GC/MS
[no/l] [bo/l] [bo/1] [%]  [%]
Smazin
Konstanz 0.25 0.32+ 0.08 0.18 0.24+0.01 128 96
Bad Durrheim 0.50 0.45+0.14 0.16 0.51+0.02 90 102
Brigachtal 1.00 1.08+ 0.06 0.03 1.06+ 0.03 108 106
Aschaffenburg 1.50 1.20+ 0.10 0.04 1.60+ 0.05 80 107
Radolfzell 3.00 3.0+0.18 0.04 3.30+£0.10 100 110
| soproturon
Konstanz 0.10 0.12+ 0.02 0.10 0.11+0.01 120 110
Bad Durrheim 0.30 0.30+ 0.08 0.16 0.29+0.01 100 97
Brigachtal 0.80 0.67+0.21 0.15 0.83+0.02 84 104
Fridingen 1.50 1.67+0.23 0.09 1.42+0.04 111 95
Radolfzell 2.00 1.54+ 0.65 0.18 2.12+ 0.06 77 106
Aschaffenburg 3.00 3.0+ 0.22 0.04 3.01+0.09 100 100
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koeffizient r = 0.987 betrug. Die jeweiligen t-Tests zur Prifung auf Signifikanz der Ab-

weichungen von b und m vom Idealwert ergaben fur keine der beiden Korrelationen, auf dem
Signifikanzniveau vomr = 0.05, systematische Abweichungen.
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Abbildung 4-32: Vergleich der bestimmten Konzentrationen von aufgestockten Realproben mit

RETIA und GC/MS am Beispiel des Analyten Smazn (links) und I soproturon
(rechts).

4.3.4 Zusammenfassung und Schluf3folgerungen

= Die Optimierung des RETIA konnte analog den Berechnungen in Kap. 4.2.2 durch-
gefihrt werden. Der berechnete Einflul? der Paranugigf), K, undK; auf die NWG,
TMP und die relative Anderung der Signaldynamik der Kalibrierkurven, konnte experi-
mentell fir monoklonale Antikorper bestétigt werden. Bei polyklonalen Antikorpern ist

eine qualitative Ubereinstimmung festzustellen.

= Der relative Verlauf der Signaldynamik der Kalibrierkurven kann durch das Modell nur
fur groReK,-Werte prognostiziert werden. Bei kleiné-Werten wird aufgrund der
Uberlagernden Akzeptorfluoreszenz und der damit verbundenen Limitation bezuglich der

maximal einsetzbarer .y €ine wesentlich geringere Modulationstiefe erhalten.

= Kleine K,-Werte fihren zu Kalibrierkurven mit niedrigen NWG. Die analytische Aus-
sagekraft dieser Kurven ist allerdings durch eine geringe Prazision in der Konzentra-

tionsdomane und durch einen schmalen Arbeitsbereich erheblich eingeschrankt.

= Der Verlauf der Kalibrierkurven kann bei Kenntnis der (mittleren) Affinitaten sowohl fur

monoklonale als auch flr polyklonale Antikérper berechnet werden. Bei monoklonalen
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Antikorpern wird eine strenge Ubereinstimmung erhalten, wahrend bei polyklonalen

Antikdrpern nur die Lage des TMP vorhergesagt wird.

= Die erreichten NWG und BG der optimierten Kalibrierkurven liegen fur die Analyte
Simazin und Isoproturon unter den Zielvorgaben des Projektes, wahrend sich die Werte

von Atrazin und 2,4-D geringfiigig dartber befinden.

= Die Durchfiihrung des Assays in Mikrotiterplatten fuhrt, im Vergleich zu den Werten, die
in Kivetten erhalten wurden, zu einer Verringerung der Signaldynamik. Dies ist auf

Adsorptionseffekte in den KunststeKavitaten zurtickzufihren.

= Die Validierung des RETIA zeigt eine ausgezeichnete Prazision und Reproduzierbarkeit

des homogenen IA.

= Nach Einfihrung einer geeigneten Referenzierungsstrategie wird die Richtigkeit des
RETIA durchWFR von 77 - 135 % und durch eine weder konstant- noch eine propor-
tional-systematische Abweichung der Korrelation mit einer chromatographischen
Methode (GC/MS) belegt.
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4.4 Transfer des Assaysin den Nanoliterbereich

Dieser Abschnitt prasentiert die Resultate, die mit dem RETIA unter Verwendung von Nano-
titerplatten als Probentrager gewonnen wurden. Zunachst wird auf die beiden Heraus-
forderungen eingegangen, die sich aus der angestrebten drastischen Miniaturisierung und den
daraus folgenden veranderten Dimensionen ergeben. Es handelt sich dabei um die Proben-
handhabung der verwendeten konzentrierten Proteinldsungen im Pikoliterbereich und um die
starke Adsorption der an der Signalerzeugung beteiligten Proteine und Analyte. Die Adsorp-
tion ist hauptsachlich auf das grof3e Oberflachen/Volumen-Verhéltnis in den Kavitaten der
Nanotiterplatten zurtckzufiihren. AnschlieRend wird der Nanotiterplattenleser BioScan hin-
sichtlich seiner Intensitatsverteilung und Nachweisgrenze charakterisiert. Schlie3lich werden
die Resultate der Kalibrierung von Simazin im Nanoliterbereich wiedergegeben, und die

durchgefiihrte Validierung des RETIA anhand von Realproben aufgezeigt.
4.4.1 Probenhandhabung und Probentrager

Probenhandhabung

Fur die Probenhandhabung wurde eine Mikrodosieranlage eingesetzt, die in Zusammenarbeit
mit dem Projektpartner BIAS aufgebaut wurde. Als Mikropipette wurde eine Piezopumpe
verwendet (siehe Abbildung 4-33, links), die mit einem verlangerten Arm an drei Linear-
tischen befestigt wurde. Uber eine RS-232 Schnittstelle und den dazu entwickelten Befehlssatz
~-multi-dos®, bestand die Moglichkeit, die abzugebende Flussigkeitsmenge Uber die Parameter
Amplitude, Impulsdauer und Pulsfrequenz des an das Piezoelement angelegten Spannungs-
pulses genau zu kontrollieren. UMerdunstungsverluste der pipettierten Volumina zu
vermeiden, wurde eine klimatisierte Kammer mit hoher Luftfeuchtigkeit und einer mit Peltier-
elementen bis kurz vor den Taupunkt gekuhlten Arbeitsplatte verwendet. Zur visuellen
Uberwachung des Tropfenbildungs- und Pipettiervorgangs wurdeC@beKamera und eine
Sroboskopeinheit in die Mikropipettierstation integriert. Die speziell entwickelte Mikroskop-
kamera wurde an den Lineartischen befestigt, um so eine kontinuierliche Beobachtung der
Pipettenspitze zu ermoglichen. Die VergroRerung der Kamera wurde so gewéhlt, dal3 beim
Pipettiervorgang & 5 Kavitaten der NTP beobachtet werden konnten. Abbildung 4-33 zeigt
rechts die Pipettenspitze, die Uber einer Kavitat der NTP positioniert ist und diese gerade

befillt. Die Dimensionen der Kavitaten und des Tropfens sind in das Bild mit eingezeichnet.
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Abbildung 4-33: Bilder des Mikrodosiersystems. Links: Piezopumpe Uber einer Si-NTP, die auf
einem gekuhlten Aluminiumblock positioniert ist. Die ebenfalls abgebildete
Mikrotiterplatte dient als Reservoir der Losungen. Rechts: Beflllung einer
Kavitat der NTP.

Die eingebaute Stroboskopeinheit ermdglichtewiaelle Kontrolle der Tropfenbildung und
erleichterte dadurch die optimale Einstellung der Parameter - Amplitude, Impulsdauer und
Pulsfrequenz - fur die jeweilige Pipettieraufgabe. Abbildung 4-34 zeigt die Bildsequenz eines
Tropfenbildungsvorganges kurz nach Verlassen der Pipettenspitze mit optimierten Gerate-
parametern. Der sich zun&chst bildende Satellitentropfen vereinigt sich wieder mit dem
~-Haupttropfen®, so dal} sich letztendlich ein einzelner Tropfen von der Pipettenspitze abschniirt
und senkrecht, mit einer Geschwindigkeit von ca. 2 m/s, zur Nanotiterplatte fliegt. Diese
Optimierung der Tropfenform, die fir eine Dosierung von kleinen Volumina mit hoher
Genauigkeit unumganglich ist, wurde mit jeder verwendeten Piezopumpe durchgefiihrt und
auch wahrend eines Dosiervorganges in regelméRigen Abstanden Uberprift. Bei Funktions-
stérungen der Mikropipette wurde diese mit bidestillierten Wasser bzw. Ethanol und Ultra-

schall grindlich gereinigt und die Tropfensequenz erneut kontrolliert.
T T T T T T ——

° 8 .

Abbildung 4-34: Sroboskopaufnahme der Tropfenemission einer Proteinldsung mit
Cprotein = 100 Hg/ml
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In Tabelle 4-12 sind die Parameter aufgefuhrt, welche fir die Piezopumpen zur Dosierung von
Proteinlésungen mitp,qen < 100 pg/ml verwendet wurden. Die komplette Befillung aller
Kavitaten einer Si-NTP zu 50 nl mit einer L6sung dauerte ca. 3 Minuten. Dabei benétigte der
Fullvorgang in die Kavitdten 2 Minuten und 10 Sekunden und die Probenhandhabung ca. 55

Sekunden.

Tabelle 4-12: Parameter des an die Piezopumpe angel egten Soannungspul ses.

Pipettentyp ~ Amplitude Impulsdauer Frequenz
[Vl [us] [Hz]

SPIP 40 100 500

T™MP 70 50 200

Probentrager

Als Probentrager wurdeNanotiterplatten (NTP) mit 625 Kavitaten und Volumina zwischen

50 nl (NTP aus Silizium, Si-NTP) und 70 nl (NTP aus Acrylnitril-Butadien-Styrol-Copolymer,
ABS-NTP) verwendet. Ein Vergleich der Dimensionen der ABS-NTP mit denen der in
Kap. 4.3.3 verwendeten Mikrotiterplatten (MTP) ist in Tabelle 4-13 angegeben (siehe auch
Abbildung 1-1). DieMiniaturisierung der Kavitaten fihrt zu einer drastischen Erhéhung der
Kavitatendichte von 1 Kavitat/dm(MTP) auf 156 Kavitaten/c(NTP), bei einer gleich-

zeitigen Reduktion der Volumina um einen Faktor von ca. 3600.

Tabelle 4-13: Dimensionen der Mikrotiterplatte und Nanotiterplatte (aus ABS) im Vergleich.

Probentrager GrofRe Anzahl der Kavitdtendichte Volumen pro  Oberflachen/
[cm’]  Kavitdten  [Kavitat/cnf] Kavitat [u]]  Volumen [1/cm]

MTP 8x12 96 1 250 ul 8.8

NTP (ABS) 2x2 625 156 0.07 76.3

Das Oberflachen/Volumen-Verhdaltnis der Kavitdten steigt bei der Miniaturisierung von
8.8 1/cm auf 76.3 1/cm an (siehe letzte Spalte der Tabelle 4-13) und fiihrt damit zu der oben
erwdhnten Problematik der verstarkt@dsorption der an der Signalerzeugung beteiligten

Proteine und Analyte an die Kavitatswande. Die Konsequenz daraus ist eine weitere, tUber die
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bei den Messungen in der MTP festgestellte (siehe Kap. 4.3.3.2) Reduktion der Signal-
dynamik. Abbildung 4-35 zeigt dies beispielhaft an der Léschung des SimigG-Cy5-
Fluoreszenzsignalscdsmgs = 3 pg/ml) bei Anwesenheit von 10 pg/l ACA-BSA-Cy5.5 in
Abhangigkeit vom verwendeten Probentrager (siehe Kap. 4.4.3.1). Die jeweiligen Ober-
flachenmodifikationen der MTP, Si-NTP und ABS-NTP sind im Methodenteil beschrieben
wordert’. Es ist eine Abnahme der Signaldynamik von der Messung in der Kilvette (61 %)
Uber das Ergebnis in der MTP (54 %) zu dem erreichten Quenching in der Si-NTP (40 %)
festzustellen. Der positive Einflu3 einer verbesserten Oberflachenmodifikation auf die Signal-
dynamik zeigt sich am Vergleich Si-NTP vs. ABS-NTP. Hier findet man eine Zunahme der
Modulationstiefe von 20 %. Mit dieser optimierten Oberflaichenmodifikation wurden die

nachfolgenden Messungen durchgefihrt.

70

40F = .

Signaldynamik [%]

T

10 -

Kivette MTP Si-NTP ABS-NTP
Probentrager

Abbildung 4-35: Modulationstiefen die in verschiedenen Probentragern bei der Titration von
SimIgG-Cy5 (8smge = 3 Hg/ml) mit ACA-BSA-Cy5.5 o(ga = 10 pg/l) er-
reicht wurden.

Aufgrund der zu erwartenden geringeren Prazision und Signaldynamik wurde der Transfer des
RETIA vom Mikro- in den Nanoliterbereich anhand des bereits in Kap. 4.1.3 vorgestellten Sy-
stems SimlgG-Cy5 (MG 1:3.7) / ACA-BSA-Cy5.5 (MG 3.6:1:1.6) durchgefiihrt. Dieses
System war in Anbetracht der im Mikroformat erreichten hohen Modulationstiefe besonders

gut geeignet.

1 Fir eine detaillierte und systematische Untersuchung von verschiedenen Protokollen zur Oberflachen-
modifikation der NTP und der jeweilige EinfluR auf die Signaldynamik, sei auf eine parallel durchgefiihrte
Arbeit verwiesen (Coille, 1999).
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4.4.2 Referenzierung und Nachweisgrenze des Nanotiter plattenlesers - BioScan

Referenzierung

Die homogene Ausleuchtung der Kavitdten einer Nanotiterplatte (NTP) ist fur die analytische
Auswertbarkeit der Fluoreszenzintensitaten von zentraler Bedeutung. Aus diesem Grund
wurde die Intensitatsverteilung der Fluoreszenz im BioScan auf einer Grundflache von
2 x 2 cnf bestimmt. Dazu wurde ein homogen fluoreszierender Kantenfilter (RG 665, Schott)
an der definierten Position der NTP im BioScan vermessen. Die erhaltene Intensitatsverteilung
tber die Flache einer NTP ist in Abbildung 4-36 angegeben. Die Fluoreszenzintensitaten sind
nicht homogen verteilt, sondern nehmen von 100 % in der Kavitat (2, 2) auf 67 % in der

Kavitat (22, 25), ab. Mit dieser Referenzfunktion wurden alle mit dem BioScan durchgefiihrten
Messungen korrigiert.
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Abbildung 4-36: Intensitatsverteilung der Fluoreszenz tber die Flache einer NTP im BioScan.

Nachweisgrenze

FiUr die Bestimmung der Fluoreszenzintensitat, die sich signifikant vom Hintergrundsignal
noch unterscheidet, wurde eine Verdinnungsreihe des SimlgG-Cy5-Konjugates in einer Si-
NTP vermessen (V = 50 nl). Dazu wurden jeweils 10 Kavitaten mit 100 Tropfen a 500 pl der
Cy5-Konzentrationen (30’ M bis 110° M) befiillt, wobei zur Kontrolle der Zuverlassigkeit

der Mikrodosieranlage die Lésungen nur in jede vierte Kavitat abgegeben wurden. Dadurch

konnten eventuell fehlpipettierte oder verspritzte Losungen im Fluoreszenzbild erkannt
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werden. Abbildung 4-37 zeigt links einen Ausschnitt des erhaltenen Fluoreszenzbildes der ver-
siegelten NTP. Es ist deutlich zu erkennen, dal3 Fluoreszenzsignale nur von den befillten
Kavitaten erhalten wurden. Dies belegt die senkrechte Tropfenemission und die genaue

Positionierung der Mikropumpe Uber den Kavitaten.

Die ausgewerteten Fluoreszenzintensitaten sind in der Abbildung 4-37 (rechts) graphisch dar-
gestellt. Aus der linearen Regression und der Standardabweichung des Hintergrundsignals laf3t
sich die NWG bestimmen. Sie lag fur das verwendete SimlgG-Cy5-Konjugat, mit einer statisti-
schen Sicherheit von:8sd, bei 510° M.

30 _\%\ J
25 _ J
20 k i
15 _ J
10] ]

Fluoreszenzintensitat £Qa.u.]

o Pl I P ' P P A

1 1

300 100 80 25 10 5 500 — 10 50 25 105

(SimIgG)-Cy5 [10° mol/I] (SimlgG)-Cy5 [10°° mol/l]

Abbildung 4-37: SmlgG-Cy5-Konzentrationsreihe (MG 1:3.7) zur Bestimmung der NWG des
BioScan. Links: Ausschnitt des Fluoreszenzbildes einer S-NTP. In den
Soalten wurde die gleiche Konzentration mehrfach pipettiert. Rechts: Aus-
wertung der Fluoreszenzintensitaten der Kavitaten.

4.4.3 Kalibrierung von Simazin

4.4.3.1 Titration

Die Kalibrierung von Simazin in der NTP wurde mit einer Antikdrperkonzentration von
Cosmgc = 3 Mg/ml durchgefiihrt. Dies entsprach einer Cy5-Konzentration, die um einen Faktor
von 15 hoher lag, als die oben ermittelte NWG. Die Anpassung der ACA-BSA-Cy5.5-Konzen-
tration an die gewahlte Antikdrperkonzentration wurde in der NTP und zum Vergleich auch im
Mikromafistab (Kivette, V =500 pl) durchgefuhrt. Mit dem Probenvolumen von 500 pl
wurde, bei einer ACA-Konzentration von 30 pg/l, eine maximale Léschung der SimlgG-Cy5-

Fluoreszenz von 64 % erreicht (siehe Abbildung 4-38).
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Abbildung 4-38: Titration von 3 pg/ml SimigG-Cy5 mit ACA-BSA-Cy5.5 in einem Proben-

volumen von 500 pl. Grau hinterlegt wurde der Wellenlangenbereich, der das
Filtersystem von BioScan passieren kann.

Zur Bestimmung der entsprechenden Signalmodulation in der NTP, wurden die prainkubierten
Lésungen aus Abbildung 4-38 in jeweils 10 Kavitaten einer NTP pipettiert. Abbildung 4-39
zeigt links einen Ausschnitt des erhaltenen Fluoreszenzbildes. Der hierbei detektierte Wellen-
langenbereich ist in Abbildung 4-38 grau hinterlegt und umfaft ausschliel3lich den dyna-
mischen Bereich der Emissionsspektren von 665 - 680 nm. Der nahezu konstante und nicht zur
Signaldynamik des RETIA beitragende Bereich von 690 - 800 nm wird von der gewdahlten

Filterkombination des BioScan ausgeblendet.

Fluoreszenzintensitat £Qa.u.]
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Abbildung 4-39: Titration von 3 pg/ml SimlgG-Cy5 mit ACA-BSA-Cy5.5 in der NTP. Es
wurden die prainkubierten Lésungen aus Abbildung 4-38 in jede vierte
Kavitat pipettiert. Links: Ausschnitt des Fluoreszenzbildes der NTP. Rechts:
Auftragung der ausgewerteten Fluoreszenzintensitaten gegen die ACA-
Konzentration.
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Die Auswertung der Intensitaten der befillten Kavitaten (siehe Abbildung 4-39, rechts) ergab
eine maximale Signalmodulation von 47 %, bei einer ACA-Konzentration von 10 pg/l. Diese
Diskrepanz in der maximalen Signaldynamik und in der dazu benétigten ACA-Konjugat-
Konzentration, verglichen mit den Ergebnissen aus Abbildung 4-38, ist auf die bereits in
Kap. 4.4.1 beschriebene unspezifische Adsorption zurtickzufiihren. Bedingt durch die kleinere,
effektive SimlgG-Cy5-Konzentration in der Lésung, nimmt die erreichbare Signaldynamik ab

und die erforderliche ACA-Konzentration verschiebt sich zu kleineren Werten.

4.4.3.2 Kalibrierung

Analog zu den Titrationen wurden auch die Kalibrierungen auf beiden Plattformen parallel
durchgefihrt. Als ACA-Konzentration wurde bei beiden Messurgga, = 10 pg/l einge-

setzt. Abbildung 4-40 zeigt links die Zunahme der Fluoreszenzintensitat der Emissionsspek-
tren, die ausgehend von dem geldschten Signal mit steigender Simazin-Konzentration erhalten
wurden. Rechts daneben ist die entsprechende Kalibrierkurve dargestellt. Der Testmittelpunkt
liegt bei 5 pg/l und der Arbeitsbereich erstreckt sich von 0.21 - 600dth &mazin = 20 %).
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Abbildung 4-40: Kalibrierung von Smazin in einem Probenvolumen von 500 pl. Links:
Zunahme der Emissionsspektren mit steigender Simazinkonzentration. Rechts:
Auftragung der Fluoreszenzintensitadt am Maximum der Cy5-Emission
(667 nm) gegen die entsprechende Simazin-Konzentration.

Bei der anschlielRenden Kalibrierung in der NTP wurden, im Gegensatz zu der Vorgehensweise
bei der Titration, die einzelnen Losungsaquentiell in die Kavitaten dosiert. Dabei wurde
analog zum verwendeten Protokoll im Mikroformat die verschiedenen Simazin-Standard-

konzentrationen zu 56 nl (entsprechend 80 % des Gesamtvolumens) vorgelegt und anschlie-
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Bend je 7 nl der beiden Konjugate (je 10 % des Gesamtvolumens) dazupipettiert. Fur jeden

Kalibrierpunkt wurden alle verfigbaren Kavitaten einer Spalte der NTP befullt.

Abbildung 4-41 zeigt oben einen Ausschnitt des Fluoreszenzbildes der NTP und unten die
ausgewertete Kalibrierkurve. Die Kalibrierpunkte stellen die Mittelwerte der Fluoreszenz-
intensitaten von je 25 Kavitaten dar. Die Ubereinstimmung der erhaltenen Kalibrierkurve mit
den Ergebnissen der Vergleichsmessung (siehe Abbildung 4-40) und der nach Gl. (108)

berechneten Kurve ist optimal.

io Simulationsparameter
° o 20T K,=K,=71¢° I/mol
il s 25011 | Cogmge=3 Hgm
o_é ____________ . berechnet_' Conca™ 10 pg/!
VA N R TR 1 (R (¢ (R

Simazin [pg/l]

Abbildung 4-41: Kalibrierung von Smazin mit Cogmgs = 3 Hg/ml und gaca = 10 pg/l in der
ABS-NTP. Die einzelnen Losungen wurden sequentiell dosiert. Oben (l.):
Ausschnitt des Fluoreszenzbildes der NTP. Unten: Ausgewertete Kalibrier-
punkte mit angepaldter logistischer Funktidid )(und Vergleich mit den
Ergebnissen aus der Kuvette)(und der simulierten Kurvel)l

Die ermittelten CV variieren bei dieser Kalibrierkurve zwischen 2.7 % und 4.2 % und stellen

aus zwei Grunden ausgezeichnete Werte dar: (I) wie bereits oben erwahnt wurde das Signal
aus einer Abfolge von drei Pipettierschritten erzeugt, wobei jeder Pipettierschritt fehlerbehaftet
war und zur Gesamtstandardabweichung beitrug; (Il) der gesamte Pipettiervorgang dauerte

rund 23 Minuten, so dal’ Uber diesen Zeitraum hinweg Verdunstungsverluste ebenfalls einen
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Abbildung 4-42: Bestimmung der analytischen Qualitatsparameter wie NWGQ,(BG (Vm)
und TMP der Kalibrierkurve von Simazin. Eingezeichnet sind auch die
Konfidenzbander [{M] (a = 0.05, n =25) und die Arbeitsbereiche als 10 -

90 % B/B (grau unterlegter Bereich) bzw. als,&g, = 20 %. Die Kreuze

(X) entsprechen der Prazision der einzelnen Kalibrierpunkte, die durch-
gezogene Kurve dem Prazisionsprofil, berechnet aus den mittlgren sd

starken Einflu@ auf die Standardabweichung der MelRpunkte hatten. Die gefur@énen

belegen also die ausgezeichnete Préazision, die mit der visuell Gberwachten Mikropumpe

erreicht werden konnte sowie die erzielte stabile Klimatisierung der Dosierkammer.

Die analytischen Qualitatsparametates Assays, welche aus der Kalibrierkurve bestimmt
wurden (siehe Abbildung 4-42), sind in Tabelle 4-14 angegeben.

Tabelle 4-14: Analytische Qualitatsparameter der Kalibrierung von Simazin in ABS-NTP bei
sequentieller Dosierung der Losungen.

Analyt TMP  NWG (Xgeo) BG (Xgm) Arbeitsbereich [ug/l] Cv
[no/l] [no/l] [mo/l] 10-90 % Préazisionsprofil  [%]
Simazin 5.0 0.32 0.85 0.23- 123 0.22 - 123 2.7 -

4.4.4 Validierung

Die Validierung des RETIA anhand des etablierten Simazin-Assays wurde in den ABS-NTP

analog zu Kap. 4.3.3 durchgefihrt. Die Kriterleréizision Reproduzierbarkeiind Richtigkeit

des Assays standen dabei im Vordergrund.
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4.4.4.1 Prazision

Die Prazision wurde bereits in Tabelle 4-14 durch Angabeadalytischen Qualitatspara-
meter beschrieben und im Text diskutiert. Die erreichten Verfahrensstandardabwei chungen
betrugen CV = 2.7 - 4.2 % und stellen in Anbetracht der diffizilen Probenhandhabung sehr gute

Werte dar. Verglichen mit der erreichten CV von CV=0.04-2.4% im Mikroliterbereich
(siehe Tabelle 4-8), sind dieWerte der NTP um einen Faktor von 2 grol3er. Sie liegen aber
immer noch deutlich unter den Werten heterogener, kompetitiver Testverfahr@V m# -

10 %.

4.4.4.2 Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit des RETIA in der NTP wurde durch Messung von funf Kalibrier-
kurven an verschiedenen Tagen bestimmt. In Tabelle 4-15 sind die Parameter - Signaldynamik,
TMP und NWG - der funf Kalibrierkurven gegenibergestellt. Die ermittelten Werte zeigen
eine deutlich gréRere Veranderung von Tag zu Tag, als in der MTP (siehe Tabelle 4-9). Die
Signaldynamik weist eine Schwankungsbreite von 7 % auf (3 % in der MTP) und die Inter-
assay-Variationskoeffizienten der TMP bzw. NWG betragen 27 % (6.4 % in der MTP) bzw.
32 % (16 % in der MTP). Eine wahrscheinliche Erklarung fur diese grof3ere Variationsbreite
ist die unzureichende Reproduzierbarkeit der Oberflachenmodifikation der ABS-NTP. Hier
sollte ein standardisiertes Protokoll mit genauer Bestimmung der jeweiligen Inkubationszeiten
Abhilfe schaffen (Coille, 1999).

Tabelle 4-15: Reproduzierbarkeit des RETIA im Nanoliterformat. Angegeben sind die Sgnal-
dynamik, die TMP und die NWG von funf Kalibrierkurven, die an verschiedenen
Tagen aufgenommen wurden.

Tag Signaldynamik TMP NWG
[%] [ng/1] [no/l]

1 46 4.83% 0.65 0.32
2 42 6.37+ 0.62 0.64
3 46 4,98+ 1.32 0.39
6 44 3.26+1.51 0.67
7 39 3.45+ 1.04 0.69
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4.4.4.3 Richtigkeit

Anhand von aufgestockten Real proben wurden die WFR des RETIA und die Korrelationen mit
chromatographischen Verfahren (GC/MS) ermittelt. Entsprechend der Referenzierungsstrate-

gie, die in Kap. 4.3.3.3 erarbeitet wurde, sind die gemessenen Fluoreszenzintensitaten der
Realproben auf das Antikérpersignal bezogen worden. Bis zu einer Simazin-Konzentration von
30 pg/l konnte eine konstante Intensitat der Referenzlésung festgestellt werden. Bei Konzen-
trationen groRer 30 pg/l stieg das SimlgG-Cy5-Signal leicht an, bis bei 3000 pg/l eine

Zunahme von 6.5 % erreicht wurde. Dies konnte durch zeitaufgeloste Messungen bestatigt
werden. Diemittlere Fluoreszenzlebensdauer von SimlgG-Cy5 stieg vorr. =154 ns (siehe

Tabelle 4-2) aufr. =164 ns bei Anwesenheit einer Analytkonzentration von 3000 pg/l. Dies

entspricht einer Zunahme der Fluoreszenzquantenausbeute um 6.5 % und ist auf lokale
Polaritatsdnderungen in der Umgebung der Fluorophore zurtickzufiihren. Dieser Effekt wird

bei Fluoreszenz-Verstarkungs IA ausgenutzt (Libudry, 1979).

Die WFR von elf in einem Konzentrationsbereich von 1 - 6.2 pg/l aufgestockten Realwéssern
sind in Tabelle 4-16 angegeben. Sie reichen von 74 - 132 % und betragen im Mittel 98 %. Die
Korrelation der aufgestockten und mit dem RETIA gemessenen Konzentrationen ist in
Abbildung 4-43 links angegeben. Die lineare Regression ergab fuM eliler findungsfunktion

einen y-Achsenabschnitt von b = 0:60.26 pg/l und eine Steigung von m = 0£@.07, bei

einem Korrelationskoeffizienten von r =0.970. Der durchgefiihrte t-Test zur Prifung auf
Signifikanz der Abweichungen von den Idealwerten (b =0 und m =1) ergab auf @emnem
Niveau von 0.05 sowohl eine konstant-systematische als auch eine proportional-systematische
Abweichung. Das gleiche Ergebnis wurde fur die Korrelation RETIA vs. GC/MS erhalten
(siehe Abbildung 4-43 rechts). Auch hier lagen die beiden Prufgro3en Uber dem Tabellenwert

der t-Verteilung.

Als mogliche Ursachen hierfir sind neben eventuellen systematischen Fehlern auch eine unzu-
reichende Korrektur der Matrixeffekte zu diskutieren. Systematische Fehler konnen sowohl aus
falschen Kalibrierungen als auch aus einer unkorrekten Datenauswertung hervorgehen. Diese
Fehler kbnnen durch parallele Vergleichsmessungen im Mikroliterbereich erkannt und besei-
tigt werden. Die Matrixeffekte kdnnen nur durch eine weitere Verbesserung der Referen-
zierungsstrategie vollstandig eliminiert werden. In Kap. 4.3.3.3 wurde bereits die Méglichkeit

der zusatzlichen Registrierung einer Wellenlange bzw. eines Wellenlangenbereichs mit
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Tabelle 4-16: Bestimmung der WFR und der Korrelation zu GC/MS mittels aufgestockter Real-
proben. (n.b.: nicht bestimmt).

Probe aufgestockte gemessene Préazision gemessene WFR  WFR
Herkunftsort Konz. Konz. RETIA s8/Cosmazin Konz. GC/MS RETIA GC/MS
[no/l] [ng/1] [ng/1] [%] [%]
Radolfzell 1.00 1.19+0.34 0.08 1.13+0.03 119 113
Konstanz 2.00 2.20+1.37 0.15 2.25+ 0.07 110 113
2.20 2.90+ 0.90 0.09 n.b. 132 n.b.
2.50 1.85+0.95 0.08 n.b. 74 n.b.
2.50 2.20+£ 0.77 0.07 n.b. 88 n.b.
Heiligenberg 3.00 3.00+£ 1.43 0.18 3.09+£ 0.09 100 103
Aschaffenburg 3.50 3.50+ 1.40 0.09 3.70£0.11 100 106
4.00 3.80+ 1.04 0.06 4.27+0.13 95 107
Bad Dirrheim 5.00 4.60+ 1.20 0.05 5.06+ 0.15 92 101
Nagold 6.00 5.00+ 3.20 0.12 n.b. 83 n.b.
6.20 5.20+ 1.46 0.05 6.40+ 0.19 84 103

maoglichst konstanter Fluoreszenzintensitat Gber den kalibrierten Konzentrationsbereich ange-

sprochen. Gemaf Abbildung 4-40 wirden sich dazu Wellenlangen grof3er 710 nm anbieten.
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Abbildung 4-43: Korrelationen der gemessenen Konzentrationen (RETIA) mit den aufgestock-
ten Konzentrationen (links) und den Ergebnissen der GC/MSMessungen
(rechts).
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4.45 Zusammenfassung und Schlu3folgerungen

= Die Beobachtungsmaoglichkeit des Tropfenbildungsvorganges nach Installation einer
Stroboskopeinheit in das Probenhandhabungssystem flhrt zu einer ausgezeichneten
Prazision des RETIA in der NTP. Di€V der Kalibrierkurven liegen im Bereich
zwischen 2.7 % und 4.2 %, wobei die Standard- und Konjugatldsungen sequentiell in die

Kavitaten pipettiert wurden.

= Die Signaldynamik nimmt von 64 % in der Kivette auf 40 % in der NTP ab (bei
Coamgs = 3 Mg/ml). Dies ist auf die verstarkte Adsorption der Assaykomponenten an die
Wande der Kavitaten zurtickzufiihren und wird durch ein grof3es Oberflachen/Velumen
Verhéltnis in den Kavitaten der NTP verursacht. Durch eine optimierte Oberflachen-
modifikation wird eine gute Biokompatibilitat der NTP und damit eine Zunahme der

Modulationstiefe von 20 % erreicht.

= Die vergleichenden Kalibrierungen in den NTP und im Mikroliterbereich zeigen, dal3 die
Lage der Kalibrierkurven (charakterisiert durch den TMP), trotz der Volumenreduktion
um einen Faktor von 7100, Ubereinstimmt. Bedingt durch die hol®reiverte in der

NTP liegt die NWG bei h6heren Analytkonzentrationen.

= Die Validierung des Assays zeigt eine geringere Reproduzierbarkeit der TMP und NWG
als im Mikroformat. Dies ist vermutlich auf leichte Unterschiede in der Oberflachen-

modifikation von NTP zu NTP zurtckzufuhren.

= Die Untersuchung der Richtigkeit des RETIA fuhrt WFR von 74 - 132 %. Die
Korrelation der Ergebnisse mit der standardisierten GC/MS-Methode zeigt sowohl eine
konstant- als auch eine proportional-systematische Abweichung von der Winkelhalbie-
renden. Mdgliche Erklarungen kdnnen systematische Fehler beim Kalibrieren bzw. eine

nicht ausreichende Referenzierung der Matrixeffekte sein.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde ein homogener Fluoroimmunoassay basierend auf Energie-
Transfer-Effekten etabliert. Ziel war es, ein Testsystem zu realisieren, welches die Detektion

von umweltrelevanten Analyten im Nanoliterbereich (V <100 nl) erlaubt. Als Probentrager
wurden sogenannte Nanotiterplatten (NTP) eingesetzt. Voraussetzung fur den erfolgreichen
Transfer des Assays in die NTP war die Auswahl geeigneter Fluoreszenzmarker und deren
grundlegende Charakterisierung hinsichtlich der physikalisch-chemischen und photophysika-
lischen Eigenschaften. Dadurch sollte eine maximale Signaldynamik und minimale Nachweis-

grenze des Testverfahrens erreicht werden.

Als Donor-Akzeptor-Paar wurden fir die Etablierung des kompetitiven Resonanten-Energie-
Transfer-Immunoassays (RETIA) zwei langwellig anregbare Sulfoindocyanin-Fluorophore,
Cy5 und Cy5.5, ausgewahlt. Dadurch konnten die Vorteile der verringerten Rayleigh Streu-
strahlung, der geringen Hintergrundfluoreszenz biologischer Matrixkomponenten und der
Moglichkeit der Anregung durch He-Ne-Laser bzw. durch preiswerte, kompakte und leistungs-
starke Laserdiodenmodule ausgenutzt werden. Die Antikdrper wurden mit dem Donor-
fluorophor Cy5 und die Analytderivate Uber Rinderserum Albumin (als Tragerprotein) mit dem
Akzeptorfluorophor Cy5.5 makiert. Zur Charakterisierung der spektralen Eigenschaften und
der Quantenausbeuten der Protein gebundenen Fluorophore wurden Konjugate mit verschie-
denen Farbstoff / Protein-Verhaltnissen synthetisiert. Kleine Farbstoff / Protein-Verhaltnisse
fuhrten zu einer Zunahme der Fluoreszenzquantenausbeuten auf einen Wert von ca. 1. Ursache
hierfir war die eingeschréankte Torsionsbewegung der Fluorophore um die zentrale Methin-
briicke in der rigiden Umgebung der Proteine. Bei hoheren Farbstoff / Protein-Verhéltnissen
wurde aufgrund hydrophober Wechselwirkungen zwischen den Fluorophoren die Bildung von
nicht-fluoreszierenden Dimeren festgestellt. Durch Energie-Transfer-Prozesse von den Mono-
meren zu den Dimeren innerhalb eines Proteinmolekiils wurde eine starke Abnahme der
Quantenausbeuten der Monomere beobachtet. Bei einem Farbstoff / Protein-Verhéltnis von ca.
9 betrug die Fluoreszenzquantenausbeute nur noch 0.14. Bedingt durch diese beiden gegen-
laufigen Effekte wurde die maximale Fluoreszenzintensitat der Cy5 markierten Antikorper bei
einem Markierungsgrad von 4 ermittelt. Begleitend zu den experimentellen Arbeiten wurde die
Abhangigkeit der Quantenausbeuten von den Markierungsgraden quantitativ beschrieben,

wobei eine Poisson-Verteilung der Fluorophore tber die Proteine angenommen wurde.
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Die photophysikalischen Desaktivierungsprozesse, die zur Loschung der Fluoreszenzintensitat
der Cy5 Monomere im Analytderivat-Antikorper-Komplex fuhrten, wurden charakterisiert und
guantifiziert. Aus statischen und dynamischen Fluoreszenzmessungen konnten zwei ver-
schiedene Ldschprozesse abgeleitet werden. Zu je 50 % wurde die Modulation der Cy5-
Fluoreszenz durch Resonanten-Energie-Transfer (Forster-Ab&andi.6 nm) und Elektro-
nen-Transfer verursacht. Die daraus resultierende geringe sensibilisierte Cy5.5-Fluoreszenz

fuhrte zu einer aulRerordentlich hohen Signaldynamik von 65 %.

Die Modellanalyte Simazin, Atrazin, 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure und Isoproturon wurden
mit dem charakterisierten System zunachst im Mikroliterbereich kalibriert. Es wurde ein
kompetitives Testformat etabliert und die Optimierungsmoglichkeiten der Testparameter wie
Antikdrperkonzentration, Analytderivatkonzentration und Affinitdtskonstanten anhand von
Modellrechnungen aufgezeigt und diskutiert. Im Vordergrund stand dabei die gezielte
Variation dieser Parameter, um deren Einflu auf die Signaldynamik und die Nachweisgrenze
der Assays zu simulieren. Die aus diesen Rechnungen gewonnenen Erkentnisse wurden in den
Messungen umgesetzt und am Beispiel des Analyten Atrazin experimentell bestatigt. Darlber
hinaus war es bei Assays mit monoklonalen Antikdrpern moglich, den genauen Verlauf und
die Lage der Kalibrierkurven zu berechnen. Fir polyklonale Antikorper wurde ein Modell zur
Bestimmung sogenannter mittlerer Affinitaten vorgestellt, wodurch auch hier zumindest die

Testmittelpunkte der Assays berechnet werden konnten.

Die experimentell optimierten Kalibrierkurven zeigten fur die Analyte Simazin und
Isoproturon Nachweisgrenzen (NWG) von 0.01 pg/l bzw. 0.02 pg/l und Bestimmungsgrenzen
(BG) von 0.03 pug/l bzw. 0.06 pg/l. Damit wurden die Zielvorgaben des Projekts
(NWG =0.05 pg/l und BG = 0.1 pg/l) weit Ubertroffen. Mit den Analyten Atrazin und 2,4-
Dichlorphenoxyessigsaure konnten die Zielvorgaben mit den erreichten Nachweisgrenzen von
0.07 pg/l bzw. 0.3 ug/l nicht erfal3t werden. Die Steigerung der analytischen Leistungsfahig-
keit dieser Assays war durch die zu geringe Affinitat der Antikorper und der damit verbun-

denen geringen Signaldynamik im Immunoassay begrenzt.

In weiteren Arbeiten wurde der RETIA anhand von Realproben validiert. Als Kriterien wurden
die Prazision, die Reproduzierbarkeit und die Richtigkeit des Assays herangezogen. Mit
Variationskoeffizienten von 0.4 - 2.4 % konnte eine ausgezeichnete Prazision in der Signal-

doméane dokumentiert werden. Die Prazision in der Konzentrationsdomane wies vor allem bei
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Kalibrierkurven polyklonaler Antikorper mit geringer Signaldynamik Werte > 10 % auf.

Dadurch wurde der Arbeitsbereich dieser Assays erheblich eingeschrankt.

Eine gute Reproduzierbarkeit (Interassay-Variationskoeffizienten der TMP von 6.4 %) und
Richtigkeit des Assays konnte durch Wiederholungsmessungen bzw. durch Ermittlung der
Wiederfindungsfunktion und der Korrelationskoeffizienten anhand von aufgestockten Real-
proben ermittelt werden. Um Matrixeffekte bei der Messung mit Realproben zu reduzieren,
wurde eine geeignete Strategie zur Referenzierung entwickelt. Mit einer parallelen Detektion
von Referenzsignalen konnten die Intensitatswerte der Realproben Kkorrigiert werden. Es
wurden mittlere Wiederfindungsraten von 102 % und Korrelationskoeffizienten von 0.989
erhalten. In Zusammenarbeit mit dem Projektpartner Institut Dr. Jager wurde weiterhin die
Korrelation mit einer standardisierten, chromatographischen Methode (GC/MS) untersucht.
Auch hier konnten ausgezeichnete mittlere Wiederfindungsraten von 101 % (Simazin) bzw.
99 % (Isoproturon) und Korrelationskoeffizienten von 0.99 bzw. 0.987 festgestellt werden.
Vereinzelt wurden Wiederfindungsraten erhalten, die die obere Toleranzgrenze der
»<Association of Official Analytical Chemistry* von 120 % Uberschritten. Abhilfe sollte eine
effizientere Korrektur der Matrixeffekte durch eine verfeinerte Referenzierungsstrategie

schaffen.

Ein weiterer wichtiger Schritt war der Transfer des RETIA vom Mikroliterbereich in den
Nanoliterbereich. Fir die erfolgreiche Durchfihrung des Assays muften zunéchst die
Probenhandhabung und die Probentrager den miniaturisierten Dimensionen angepal3t werden.
Als Probentrager wurden sogenannte Nanotiterplatten (NTP) verwendet, die eine Kavitaten-
dichte von 156 Kavitaten/émund ein Kavitatenvolumina von 70 nl aufwiesen. Um die
unspezifische Adsorption der Assaykomponenten an die Kavitatswéande minimieren zu kénnen,
wurden die Nanotiterplatten mit einer speziell entwickelten Oberflachenchemie modifiziert.
Fur die Probenhandhabung wurden piezoelektrische Pumpen eingesetzt, die eine prazise
Dosierung von kleinsten Volumina (0.5 - 2 nl) erlauben. Zur Vermeidung von Verdunstungs-
verlusten der pipettierten Volumina wurde eine geeignete klimatisierbare Dosierkammer
entworfen. Ferner wurde zur visuellen Uberwachung des Tropfenbildungs- und Pipettier-

vorgangs eine Mikroskopkamera und eine Stroboskopeinheit in die Dosieranlage integriert.

Der Transfer des Immunoassays wurde am Beispiel des Analyten Simazin realisiert. Zum

Vergleich der Leistungsfahigkeit des Assays wurde der Analyt parallel im Mikro- (Klvette,
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V =500 ul) und im Nanoformat (NTP, V =70 nl) kalibriert. Es wurde eine Antikorper-
konzentration von 3 pg/ml eingesetzt. Tabelle 5-1 stellt die erhaltenen charakteristischen
Parameter der beiden Kalibrierkurven zusammenfassend gegentiber. Die Reduktion der Test-
volumina um einen Faktor von 7100 fuhrte zu einer ebenso drastischen Reduktion des kosten-
bestimmenden Antikdrperverbrauchs von 10 pmol auf 1.4 fmol. Dabei wurden identische Test-
mittelpunkte der Kalibrierkurven betygmazn(TMP) =5 pg/l festgestellt. Aufgrund der
optimierten Oberflachenmodifikation der Nanotiterplatten wurde eine gute Signaldynamik von
47 % erreicht. Diese lag trotz des drastisch erhohten Oberflachen/Volumen-Verhaltnisses um
einen Faktor von 8.7 nur um 14 % unter der in der Kivette bestimmten Dynamik. Die
Prazision des RETIA in der Signaldomane betrug in den Nanotiterplatten im Mittel 3.4 %
(2.7 - 4.2 %). Dieser ausgezeichnete Wert dokumentiert einerseits die hohe Prazision, mit der
die Standardldsungen und Reagenzien in die Kavitaten pipettiert wurden, und andererseits die
erzielte stabile Klimatisierung der Dosierkammer. Verglichen mit den erreichten Variations-
koeffizienten von 0.04 - 2.4 % im Mikroliterbereich sind die Werte der Kalibrierkurven in der
Nanotiterplatte um einen Faktor von 2 grbRRer. Sie liegen aber immer noch deutlich unter
den Werten heterogener, kompetitiver Testverfahren (z.B. Enzymimmunoassays) mit
CV=5-10%.

Tabelle 5-1: Vergleich der charakteristischen Parameter des RETIA bei der Durchfiihrung im
Mikro- (Kuvette) bzw. im Nanoformat (NTP).

Probentrager Testvolumina Verbrauch TMP  Signaldynamik  Préazision
[l] IgG/Kavitat [mol] [pg/l] [%0] [%0]

Kiivette 500 0™ 5 61 0.7-2.4

NTP 0.07 1.4120% 5 a7 2.7-4.2

Die Validierung des RETIA anhand von aufgestockten Realproben in der Nanotiterplatte
zeigte, dalR die Reproduzierbarkeit und Richtigkeit des miniaturisierten Assays, Uber den
erzielten Werten im Mikroformat lagen. Die Interassay-Variationskoeffizienten der Test-
mittelpunkte betrugen 27 % (6.4 % im Mikroformat). Als Erklarung fir diese grofRere Varia-
tionsbreite konnte die unzureichende Reproduzierbarkeit der Oberflachenmodifikation der
Nanotiterplatten identifiziert werden. Die Wiederfindungsraten reichten von 74 - 132 % und

betrugen im Mittel 98 %. Die Durchfihrung eines t-Tests ergab sowohl eine konstant-
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systematische als auch eine proportional-systematische Abweichung von den Idealwerten.

Diese vermutlich durch Matrixeffekte hervorgerufenen systematischen Abweichungen kénnen

durch verfeinerte Referenzierungsstrategien weitgehend behoben werden. In weiteren Arbeiten
sollten deshalb noch folgende Ansatze zur Steigerung der bereits vielversprechenden

Leistungsfahigkeit des Assays in den NTP verfolgt werden:
» Optimierung der Oberflachenmodifikation der Probentrager.
* Verbesserung der Prazision der Kalibrierkurven durch Verringerung der Dosierschritte.

» Erweiterung der etablierten Referenzierungsstrategie durch Intensitditsmessungen bei

mehreren Wellenlangen.
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7 Anhang

7.1 Abkirzungen

ABS Acrylnitril-Butadien-Styrol-Copolymer

ACA Atrazincapronsaure

Ag Antigen

Ak Antikorper

AOAC Association of Official Analytical Chemistry
AtralgG Polyklonaler anti-Atrazin-Anitkorper

BG Bestimmungsgrenze

BSA Rinderserum Albumin

CDR Complementary-determining regions

CV Variationskoeffizienten

DesACA Desisopropylatrazin-capronséure

DMF Dimethylformamid

DN-1 2,4-Dichloroanilin-glutarsaure

E2G2 Monoklonaler anti-2,4-D-Anitkérper

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
ET Elektronen-Transfer

Fab Antikdrper-Fragment

HEPES [4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]-ethansulfonsaure
1A Immunoassay

[o]€] Immunglobulin G

IP30 3-(4-1sopropylphenyl)-1-methyl-1-carboxy-propylharnstoff

IP5 4-1sopropylphenoxy-essigsaure
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IPA 4-1sopropylanilin-carboxyphthal at

IPIgG Polyklonaler anti-lIsoproturon-Anitkdrper

IVA Industrieverband Agrar e.V.

K Affinitatskonstante, Bindungskonstante

K, Affinitatskonstante der Antigen-Antikdrper-Bindung
K, Affinitatskonstante der Antigenderivat-Antikdrper-Bindung
KA4E7 Monoklonaler anti-Atrazin-Anitkdrper

KR Kreuzreaktivitat

MCPA 2-Methyl-4-chlor-phenoxyessigsaure

MG Markierungsgrade

MTP Standardmikrotiterplatte

NTP Nanotiterplatte

NWG Nachweisgrenze

OVA Ovalbumin

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung

PBSM Pflanznbehandlungs- und Schadlingsbekampfungsmittel
RET Resonanter-Energie-Transfer

RIfS Reflektometrische-Interferenz-Spektroskopie
SimlgG Polyklonaler anti-Simazin-Anitkérper

SPE Festphasen Extraktion

THIO Desethylatrazinmercaptopropionséaure

TMP Testmittelpunkt

US EPA US Environmental Protection Agency

WFR Wiederfindungsrate

ZABA Atrazin-4-amino-benzoesaure
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