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1. Einleitung

Eine Organtransplantation ist mit einem sehr hohen logistischen und finanziellen Aufwand
verbunden. Es gibt viel weniger Spenderorgane als benétigt werden. Deswegen ist es
wichtig, die vorhandenen Organe moglichst effizient fliir Transplantationen zu nutzen und
den Verlust durch eine Fehldosierung von Immunsuppressiva moglichst komplett zu
vermeiden. In den ersten Tagen nach einer Transplantation ist der Wirkstoffspiegel der
Immunsuppressiva nicht vorhersagbar. Deswegen muss mittels Therapeutischem Drug
Monitoring der Wirkstoffspiegel im Patientenblut Gberwacht werden. Momentan wird das
Therapeutische Drug Monitoring durch Zentrallabore der Krankenhaduser betrieben, es
werden im ldealfall alle 6 bis 12 Stunden Proben genommen.

Um den klinischen Outcome der Patienten zu Verbessern und Komplikationen zu vermeiden
sollen mittels dem im Projekt entwickelten Point-of-Care-Testing (POCT)-Gerat stiindliche
Messungen am Patientenbett realisiert werden. Sie stellen den Hauptnutzen des Projektes
dar. Aus ethischen und 6konomischen Gesichtspunkten darf ein gut funktionierendes Point-
of-Care-Testing (POCT)-Gerat durchaus aufwandig und kostenintensiv sein, da es helfen
kann, Fehldosierungen und somit Transplantatabstolungen zu verringern. Im ambulanten
Bereich, in dem die langfristige, lebenslange Medikamentenspiegeliiberwachung erfolgt,
kann es zu groBeren zeitlichen Abstdnden zwischen Probennahme und Messergebnis
kommen. Dies wiirde ein POCT Gerat in Schwerpunktpraxen beheben kénnen.

Im EU geférderten NANODEM Projekt wurde ein miniaturisierbarer Laser-Induzierter-
Fluoreszenz (LIF)-Messaufbau erforscht. Als primares Ziel galt es einen partikelbasierten,
homogenen Immunoassay zur Detektion von Immunsuppressiva Konzentrationen, zu
erforschen. Dieser soll mit dem Messaufbau detektiert werden kénnen. Den Immunoassay
auf magnetischen Partikeln durchzufiihren birgt einen entscheidenden Vorteil. Es muss nach
einer Messung keine Oberfliche, welche zunehmend an Sensitivitdt verliert, regeneriert
werden. Dies wére bei herkdmmlichen heterogenen Immunoassays der Fall.

Es wurden verschiedene Immunoassayvarianten untersucht und erforscht. Neben dem
homogenen Immunoassay im Volumen wurden auch heterogene Immunoassays auf
Oberflachen realisiert. Sie ermoglichten den homogenen mit heterogenen Immunoassays zu
Vergleichen und zu Charakterisieren. Von den heterogenen Immunoassays wurden zwei
Varianten entwickelt: mit ganzflachig funktionalisierten Oberflichen und partiell
funktionalisierten Oberflachen durch Spotten.

Die im heterogenen Bereich leicht (iberlegenen partiell funktionalisierten Oberflachen
wurden entwickelt, um Projektpartnern zu helfen und die Moglichkeiten dieser Variante
abzuschatzen.

Der Messaufbau wurde so entwickelt, um ohne viel Aufwand in ein miniaturisiertes, einfach
zu bedienendes POCT-Gerat Ubertragen zu werden. Die vorliegende Arbeit befasst sich
detailliert mit der Mikrofluidik und der Erforschung und Charakterisierung einer einfach und
preiswert herzustellenden Flusszelle fiir den LIF-Messaufbau, welche dennoch die optischen
und biochemischen Voraussetzungen zur Detektion von Analyten im mikro- bis nanomolaren
Nachweisbereich erflillt.



1.1  Motivation und Zielsetzung

Im LIF-Messaufbau des NANODEM Projektes sollen homogene Immunoassaymessungen auf
magnetischen Nanopartikeln durchgefiihrt werden. Zusatzlich sollen Messungen auf dem
Flusszellboden durchgefiihrt werden konnen. Dieses Sekundarziel ergab sich wahrend der
Forschungsarbeit, um Projektpartner bei der Untersuchung von Regenerations- und
Blockreagenzien zu unterstiitzen und die neu entwickelten homogenen Immunoassays mit
den heterogenen im selben Messaufbau vergleichen zu kénnen.

Messaufbau:

In der vorliegenden Dissertation ist es das Ziel, einen innovativen und praxistauglichen LIF-
Messaufbau durch das Erforschung und die detaillierte Untersuchung unterschiedlichster
Aspekte zu erhalten. Es werden Entwicklungsmoglichkeiten struktureller und operativer Art
aufgezeigt, bei denen gezielt in Richtung der optimalen instrumentellen Umsetzung eines
LIF-Messaufbaus gearbeitet wurde.

Der LIF-Messaufbau soll die in grofRen Labormessaufbauten erprobten Methoden zur
Anwendung in  miniaturisierten = Messaufbauten  bringen. Dabei wurde ein
Entwicklungsschwerpunkt auf die Entwicklung eines POCT-Gerates gelegt. Der Einsatz und
die Erprobung von preiswerten Materialien und Herstellungsméglichkeiten fir die Fluss-
oder Messzelle wurden untersucht und eine Flusszelle mit diesen Eigenschaften konstruiert.
Ebenso hat eine moglichst einfache Handhabbarkeit des Messaufbaus eine hohe Prioritat,
mit einer austauschbaren Flusszelle ohne Neujustierung der Optik wurde dieser Rechnung
getragen.

In den miniaturisierten Aufbauten sollen &dhnliche Nachweisgrenzen wie in den
Laboraufbauten erreicht werden. In Laboraufbauten wird meist bezlglich Material und
Handhabbarkeit eine teure und nur von Experten bedienbare Variante gewahlt, um ein
Proof-of-principle bzw. Proof-of-concept des Messverfahrens zu erhalten. Um vom
Laboraufbau zu einem miniaturisierten und praxistauglichen LIF-Messaufbau zu gelangen,
miissen einige Komponenten neu entwickelt werden. Hierfiir wurden die analytischen
Rahmenbedingungen des Messaufbaus erforscht, charakterisiert und optimiert, um
reproduzierbare und aussagekraftige Messergebnisse zu erhalten. So kdnnen zum Beispiel
nicht aufeinander abgestimmte Komponenten zu technischen Fehlfunktionen und
fehlerhaften Messwerten fiihren. So kann zum Beispiel eine Uberhitzung von zu kompakt
gebauten Komponenten zu Fehlmessungen oder Geratedefekten fiihren. Des Weiteren
kdnnen glinstigere Materialien, zum Beispiel Kunststoffe in der Fluidik, schneller altern oder
mit der Oberflaichenchemie des Biosensors inkompatibel sein. Alle Komponenten und
Materialien wurden bezliglich der Materialeigenschaften, Stérquellen und Temperatur
abgestimmt und erst nach intensiven Untersuchungen verwendet.

Homogener Immunoassay:

Der homogene Immunoassay findet nicht auf groRflachigen Oberflachen statt, sondern auf
magnetischen Partikeln im um Malstab. Der groBe Vorteil des homogenen Immunoassays
besteht darin, dass kein Regenerationsschritt bendtigt wird und die Partikel und Antikérper
fiir jede Messung neu und hoch sensitiv sind.
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Zur Erforschung des neuartigen homogenen Immunoassays mussten die biologischen
Interaktionen der Immunoassaybestandteile erforscht und verstanden werden, um
anschlieend die notwendigen analytischen Rahmenbedingungen zu schaffen. Die
Untersuchung der spezifischen Wechselwirkungen und das Vermeiden unspezifischer
Wechselwirkungen im LIF Messaufbau waren hierbei Arbeitsschwerpunkte. Die Detektion
der Proben im LIF-Messaufbau wurde in vielen Messungen erforscht und an die
Gegebenheiten des homogenen Assays angepasst. So wurden verschiedene
Auswertemethoden, Magnetfallen und Flusszellen untersucht. In Zusammenarbeit mit
Kathrin Freudenberger wurde der homogene Mycophenolsdureimmunoassay erforscht,
untersucht und an den LIF Messaufbau angepasst.

Heterogener Immunoassay und Spotting:

Um die Messungen mit dem homogenen Immunoassay vergleichen zu kénnen und
Projektpartnern bei der Untersuchung von Regenerations- und Blockreagenzien zu
unterstitzen wurde ein heterogener Immunoassay auf den Flusszellboden im LIF
Messaufbau  gespottet. Im  Gegensatz zur Funktionalisierung der gesamten
Transduceroberflache bietet das Spotten den Vorteil, dass der heterogene Assay nur Gber
den Photodioden ablauft. Dadurch lassen sich niedrigere Nachweisgrenzen realisieren, da
kein Signal vor dem Detektor in der Einlassregion verloren geht, wo sich keine Photodiode
befindet. Es kann also die Fluoreszenz genau dort detektiert werden, wo die bei dem
Immunoassay beteiligten Fluorophore lokalisiert sind. Dieses Vorgehen kann deutlich besser
als eine flachige- oder Onlineimmobilisierung sein. AuRerdem kann auch der Analyt bei
Bedarf durch diese Vorgehensweise genau an der Stelle angereichert werden, an der er auch
spater zum Beispiel in einem Sandwich Assay detektiert wird.

2. Theoretischer Teil

2.1. Optische Grundlagen

2.1.1. Licht:

Lichtquellen senden elektromagnetische Wellen aus. Sie werden vom menschlichen Auge als
Licht wahrgenommen. Die Energie E des Lichtes lasst sich mittels der Planck’schen Konstante
h und der Frequenz v beschreiben.

E=h-v (1)
Das Produkt aus der Frequenz v und der Wellenlange A ist die Lichtgeschwindigkeit c.
c=v-A (2)

Der Brechungsindex n wird durch das Verhaltnis der Lichtgeschwindigkeit im Vakuum (co)
und im Medium (cm) beschrieben.

) (3)

Cm
2.1.2. Snelliussches Brechungsgesetz:



Wird Licht auf eine Phasengrenze zwischen einem optisch diinneren und einem optisch
dichteren Medium gestrahlt, so wird ein Teil des Lichtes vom Lot weg gebrochen. Werden
die Medien in anderer Reihenfolge durchschienen, wird zum Lot hin gebrochen. Der
Brechungswinkel ldsst sich gemalR des Snelliusschen Brechungsgesetzes (Gleichung (4))
errechnen. Bei n; und n; handelt es sich um die Brechungsindizes der beiden Medien. Ist n; <
nz, so wird zum Lot hin gebrochen. Ist n; > n,, so wird vom Lot weggebrochen. Wie in
Abbildung 1 zu sehen ist, wird ein anderer Teil des Lichtes unter dem Winkel B reflektiert.

ny _ sin(y) (4)
n, sin(a)

Erreicht der Winkel des eingestrahlten Lichtes den Grenzwinkel ar, so tritt kein Licht mehr in
das andere Medium Uber, es handelt sich dann um Totalreflektion.

. n; 5
sinay =— (5)
nq

Y

Abbildung 1: Einfallendes Licht trifft mit dem Winkel a auf die Phasengrenze. Ausfallendes Licht ist mit dem
Winkel u dargestellt und reflektiertes Licht mit dem Winkel 8. Auf der linken Seite wird das Licht zum Lot hin
gebrochen, da es in ein optisch dichteres Medium eindringt. Auf der rechten Seite wird es vom Lot
weggebrochen, da es in ein optisch diinneres Medium eintritt.

Das Snelliussche Brechungsgesetz ist bei der Charakterisierung der Flusszelle des LIF-
Messaufbaus in Kapitel 4.4.3 von Bedeutung, da hiermit die Lichtbrechung an den
Phasengrenzen exakt berechnet und dadurch vor dem Bau der Prototypen bestimmt werden
konnte.

2.1.3. Lambert-Beersches Gesetz:

Das Lambert-Beersche Gesetz beschreibt die Intensitatsabnahme eines monochromatischen
Lichtstrahls beim Durchtritt durch eine Probe mittels der Anfangsintensitdat /o und der
Intensitat / des heraustretenden Lichts.

Die Intensitat d/ des Lichtes nimmt proportional der durchstrahlten Schichtdicke dx mal der
Intensitat /(x) ab. Es lasst sich fir eine Wellenldange folgende Differenzialgleichung aufstellen:



—dI(x) =k -I(x) - dx (6)

Nach Integration und Variablentrennung zwischen den Grenzen /o und /, bzw. 0 und d erhalt
man:

I 7
1n7° =k-d v
Mit dem dekadischen Logarithmus erhalt man fur k* = 0,4342 - k :
I 8
log—O =k'-d ®
1
Fiir eine vollstandig durchlassige Losung gilt fiir die jeweilige betrachtete Wellenlange:
k'=¢-c (9)

Die molare Konzentration ist hierbei ¢ und ¢; der dekadische molare Extinktionskoeffizient.
Zusammengefasst ergibt sich damit das Lambert-Beersche Gesetz:

IO()L) (10)

Das Lambert-Beersche Gesetz wird zur Auswertung von in dieser Arbeit durchgefiihrten
Absorptionsmessungen im VIS Bereich bendtigt und angewendet. Es ist in hinreichend
verdlinnten Systemen giiltig.

2.2. Fluoreszenz Grundlagen

2.2.1. Jablonski Termschema:

Die Bewegungen eines Molekiils im Raum definieren seinen Energiegehalt. Sie bestehen aus
Translationsenergie (Bewegungen im Raum), Rotationsenergie (Drehbewegungen),
Schwingungsenergie (Schwingung der Atome im Molekil) und Elektronenenergie
(Elektronendichteverteilung). Diese grofle Anzahl von moglichen Energiezustanden eines
Molekils wird in das Jablonski Termschema eingetragen. Zwischen diesen Elektronen-,
Schwingungs- und Rotationszustinden sind verschiedene Arten von Ubergingen
(photophysikalische Prozesse) moglich, die teilweise untereinander konkurrieren. Abgesehen
von der Abgabe von Energie mittels elektromagnetischer Strahlung gibt es zahlreiche
weitere Prozesse: strahlungslose Desaktivierung und Offnung von photochemischen
Reaktionspfaden.

Die Elektronenzustinde werden in verschiedene Schwingungsniveaus aufgeteilt:
Singulettzustdande (Sg, S3, ..., Sn) und Triplettzustande (T1, T2, ..., Tn). Singulettzustande weisen
antiparallele Elektronenspins mit einem Spin-Moment von Null und diamagnetische
Eigenschaften auf. Triplettzustande weisen parallele Elektronenspins mit einem Spin-
Moment ungleich Null und paramagnetische Eigenschaften auf. Das Pauli Verbot besagt,
dass ein Tp Grundzustand nicht existiert, falls keine entarteten Zustande existieren. Bei den
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Triplettzustanden muss keine Spinpaarungsenergie aufgebracht werden, deshalb liegen sie
energetisch unter den analogen Singulettzustanden.

Die zwischen den beiden Zustinden stattfindenden Uberginge kénnen als
photophysikalische Primarprozesse bezeichnet werden. Wird ein Molekiil von Licht
bestrahlt, wird es schnell (101> sec) nach Absorption in einen hoheren elektronischen und
vibronischen Zustand angeregt. Der angeregte vibronische Zustand desaktiviert schnell (1073
bis 10* sec) und strahlungslos. Ein Wechsel in den ersten Schwingungszustand S; ist
moglich, falls Warmeenergie von der Umgebung aufgenommen werden kann. Der S; Zustand
ist langlebig (101! bis 107 sec) und Ausgangspunkt fir mehrere konkurrierende Prozesse.

Bei der strahlungslosen Abgabe von Energie (te, thermal equilibration, thermische
Equilibrierung) wird statt Fluoreszenz oder Phosphoreszenz die Energie des Molekiils
strahlungslos abgegeben. Zunachst wechselt das Molekiil vom untertesten
Schwingungszustand des angeregten S; Zustandes in einen héheren Schwingungszustand des
Grundzustands So mittels innerer Umwandlung (ic, unternal conversion). Daraufhin wird die
Energie schrittweise als Warme te abgegeben, bis der Sp Elektronengrundzustand erreicht
ist.

Definition Absorption:

Absorbiert (A) ein Molekll Energie, nimmt es Strahlungsenergie auf und geht vom
Grundzustand So in einen Schwingungszustand Gber.

Definition Fluoreszenz:

Fluoresziert (F) ein Molekiil, so emittiert es Energie. Zunachst wird strahlungslos Energie an
die Umgebung abgegeben, und dadurch der Schwingungsgrundzustand (S:) erreicht. Dies
geschieht mittels thermischer Equilibrierung (te). Daraufhin wird der Grundzustand (So)
unter Strahlungsemission (hier: Fluoreszenz) erreicht.

Fluoreszenz ist ein Begriff flr die spontane Emission von Licht. Die Energieabgabe tritt dabei
innerhalb von 1077 bis 1071° sec nach Bestrahlung ein. Fluoreszenz unterscheidet sich von
Phosphoreszenz durch den Zustand, aus dem heraus sie erfolgt. Bei der Fluoreszenz ist dies
der Zustand Si, bei der Phosphoreszenz der Zustand T: (langlebiger), welcher eigentlich
verboten ist. Durch thermische Equilibrierung wird ein Teil der Anregungsenergie
umgewandelt, dadurch ist die emittierte Strahlung energiedrmer (langerwelliges Licht). Die
Stokes’sche Verschiebung bezeichnet diese Differenz. Fluoreszenz wird sowohl bei
organischen als auch bei anorganischen Stoffen beobachtet. Nach [3].

Der Wechsel von einem angeregten S; Zustand zu einem tiefer liegenden Sp Zustand ist ein
erlaubter Dipoliibergang, da die Spinmultiplizitdt erhalten bleibt. (Ubergangszeit: 100 bis
107 sec)

Definition Phosphoreszenz:

Die Energieemission mittels Phosphoreszenz Strahlung (P) erfolgt von einem Molekil nach
Spinumkehr in den Triplettzustand T: und vorheriger strahlungsloser Abgabe von Energie.
Die Spinumkehr erfolgt Spin Bahn Kopplung. Die Phosphoreszenz wird bei dem Wechsel vom



T1 in den Sp Grundzustand ausgesendet, dies geschieht durch einen verbotenen Ubergang.
Dies geschieht in einem deutlich ldngeren Zeitrahmen als 10~ sec.

Die Absorptionsbanden weisen im Mittel kiirzere Wellenlangen auf als die Emissionsbanden
der Fluoreszenz und Phosphoreszenz, da vor der Emission durch strahlungslose Vorgange
Energie verloren geht.

In Abbildung 2 ist das von Jablonski [4] publizierte Termschema dargestellt. Es zeigt die
verschiedenen photophysikalischen Prozesse nach der Absorption von Strahlung und
dadurch erfolgter Elektronenanregung.
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Abbildung 2: Das Jablonski Termschema: Absorption A (blau), Emission: Fluoreszenz F (griin) und Emission:
Phosphoreszenz P (rot), thermische Aquilibrierung: te (thermal equilibration), innere Umwandlung: ic (internal
conversion), Interkombination: isc (intersystem crossing), y-Achse: zunehmende Energie E. In den Kédsten mit den
Pfeilen (bei So, S1 und T1) sind die Elektronenzusténde der einzelnen Schwingungsniveaus dargestellt.

In Abbildung 2 sind der Grundzustand Sp und die angeregten Schwingungsniveaus S; und T;
dargestellt. Die Lage und Ubergangswahrscheinlichkeiten zwischen diesen Energiezustinden
sind stark vom Molekiil abhangig und fir die spektroskopischen Eigenschaften
verantwortlich (Absorptions- und Emissionsspektrum des Molekiils). Die Rotationsniveaus
sind der Ubersichtlichkeit wegen im Diagramm nicht dargestellt, da die Abstidnde zwischen
den Niveaus sehr gering sind. Nach einer Faustregel verhalten sich die Energieabstdnde
zwischen Elektronen-, Schwingungs- und Rotationszustanden wie 10000 : 100 : 1.



2.3.  Der Aufbau von Fluoreszenzspektrometern
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Abbildung 3: Der schematische Aufbau des Fluoreszenzspektrometers LS-50B von Perkin Elmer® wurde leicht
veréndert nach der Skizze in der Gerditeanleitung wiedergegeben. Bei den Monochromatoren des Anregungs-
und Emissionslichtes handelt es sich um modifizierte Czerny-Turner Monochromatoren.

Das Fluoreszenzspektrometer LS-50B verwendet weiRes Licht einer Xenon Lampe als
Lichtquelle. Ein erster Monochromator im Strahlengang selektiert Licht einer gewiinschten
Wellenldnge. Es entspricht der eingestellten Anregungswellenldange im Computerprogramm.
Das Anregungslicht wird durch die Probenkiivette gelenkt und regt Molekile in der
Probenlésung zur Emission an. Ein Strahlenteiler lenkt Licht auf einen
Referenzphotomultiplier, um Schwankungen der Lichtquelle zu erkennen und auszugleichen.
Die Fluoreszenz bzw. Phosphoreszenz wird in orthogonaler Ausrichtung (90°) zur
Anregungslichtquelle detektiert. In dieser Winkelausrichtung ist die Rayleigh Streuung
minimal und der detektierte Anteil an Streulicht, verglichen mit anderen Ausrichtungen,
deutlich verringert. Ein zweiter Monochromator ermoglicht die wellenlangenaufgeloste
Messung. Die emittierte Strahlung wird von dem Messphotomultiplier detektiert. Es werden
nicht wie bei einer Absorptionsmessung mit Bezugskiivette absolute Werte erhalten,
sondern relative Intensitaten (a.u. arbitrary units).
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Abbildung 4: Auf der linken Seite (A) ist die klassische Strahlengangausrichtung zu sehen, auf der rechten Seite
(B) die eines modernen Fluoreszenzspektrometers. Das detektierte Volumen entspricht der gelben Fléiche.

Wie in Abbildung 4 A) zu sehen ist, wird bei einem Ublichen Fluoreszenzspektrometer mit
einer vertikalen verlaufenden Linie angeregt und detektiert, wohingegen bei einem
modernen Fluoreszenzspektrometer B) mit einer horizontalen Linie gearbeitet wird. Bei den
meisten Fluoreszenzspektrometern, auch dem in der Arbeit zu Vergleichszwecken
verwendeten, wird noch vertikal angeregt. Betrachtet man das gelb hervorgehobene
Flussigkeitsvolumen, wird bei dem modernen Fluoreszenzspektrometer ein grolReres
Volumen zur Detektion verwendet, somit konnen mehr Molekiile detektiert werden.
Dadurch werden grofRere Signale detektiert und das Probenvolumen effizienter genutzt. Es
konnen also niedrigere Nachweisgrenzen erreicht werden. Der in der Arbeit vorgestellte LIF-
Messaufbau nutzt das unter B) gezeigte horizontale Messprinzip, wie es in speziellen
Klvetten zur Detektion geringer  Volumina und manchen modernen
Fluoreszenzspektrometern Verwendung findet.

2.4.  RIfS Detektionsprinzip

Die Reflektometrische Interferenzspektroskopie nutzt die Interferenz von Weilllicht an
einem  Schichtsystem im Nanometerbereich, um Schichtdickendanderungen an
Sensoroberflaichen im Nanometerbereich zu detektieren.

Die Detektion erfolgt, indem der Signaltransducer riickseitig durch eine Weilllichtquelle
bestrahlt wird. Das Licht wird an jeder Phasengrenze eines diinnen Mehrschichtsystems auf
der Oberflaiche des Signaltransducers reflektiert. Die Teilstrahlen treten miteinander in
Wechselwirkung und bilden ein charakteristisches Interferenzspektrum aus. Beim Anbinden
eines Analyten kommt es zu einer Verschiebung des Interferenzspektrums und zu einer
Veranderung der optischen Schichtdicke. Die beobachteten Bindungsprozesse sind
zeitaufgelost und markierungsfrei [5]. Diese Verschiebung kann in ein Bindungssignal
aufgeldst werden und zur Quantifizierung des Analyten in einer Probe dienen. Nach der
Regeneration einer Sensoroberflache geht die Verschiebung zuriick und das Bindungssignal



wieder auf die Basislinie zurlick. Es kann mit einer weiteren Probendetektion begonnen
werden.
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Abbildung 5: Das RIfS Detektionsprinzip beruht auf der Interferenz von Weiflicht an einem Schichtsystem im
Nanometerbereich. Signaltransducer: blau, von unten eingekoppeltes Weifllicht: gelber Pfeil, Interferenz vor
Anbindung: A und nach Anbindung: B, daraus generiertes Bindungssignal: C

In Abbildung 5 ist unter A exemplarisch ein RIfS Signalstransducer in Blau und immobilisierte
Testosteronderivate als griine Ellipsen dargestellt. In Teil B sind angebundene Antikérper
gezeigt. Ein Bindungssignal, wie unter C gezeigt, kann durch die Verschiebung eines
Minimums (B) generiert werden. Die Sensoroberfliche kann je nach verwendetem
Immunoassay regeneriert und danach eine erneute Messung begonnen werden (nicht
gezeigt).
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2.5.  Grundlagen zu Antikorpern

2.5.1. Antikorper als Detektionsstrukturen:

Antikorper werden als hochspezifische Erkennungsstrukturen in Immunoassays eingesetzt
[6]. Sie konnen auf planen Oberflachen oder Partikeln immobilisiert und in verschiedenen
Immunoassayformaten (Kapitel 2.6) verwendet werden. Die meisten Antikorper zeigen die
niedrigsten Nachweisgrenzen bei physiologischen Bedingungen (pH= 7,4) und Isotonizitat
(Tonizitat entsprechend einer 0,9 % Kochsalzlosung). Diese Bedingungen missen bei
Regenerationen verlassen werden, um die an den Antikérper angebundenen Strukturen
wieder zu entfernen [7]. Folglich altert die Sensoroberflache bei jedem Regenerationsschritt,
dies kann je nach Immunoassay und Nachweisgrenzen mehrere hundert Mal wiederholt
werden. Aptamere [8] sind nach erfolgter Optimierung robuster und kénnen deutlich mehr
Regenerationsschritte tUberdauern. Sie sind jedoch noch nicht ausreichend weit entwickelt
[9], um zum Beispiel in verschiedenen oder leicht variierenden Matrices und zudem bei
verschiedenen Temperaturen problemlos und zuverldssig arbeiten zu kénnen.

2.5.2. Herstellung von Antikérpern:

Die in der Arbeit verwendeten Antikérper aus dem Serum immunisierter Tiere gewonnen.
Das reine Antigen fiir das der Antikorper erstellt werden soll wird mit einem Adjuvans zur
Reaktionsverstarkung des Immunsystems versehen. Ein Tier (zum Beispiel eine Maus) wird
zweifach in einem bestimmten zeitlichen Abstand mit der Mischung immunisiert. Nach 2 bis
3 Monaten werden die Antikorper aus dem Serum der Tiere isoliert und mittels der
Affinitatschromatographie aufgereinigt. Bei den hier erhaltenen Antikorpern handelt es sich
um polyklonale Antikoérper. AuRerdem kdnnen Antikérper gentechnisch direkt aus tierischen
Stammzellen gewonnen werden, hierbei handelt es sich meist um monoklonale Antikorper.
Der Unterschied zwischen poly- und monoklonalen Antikérpern wird im U(berndchsten
Kapitel 2.5.4 vorgestellt.

2.5.3. Eigenschaften von Antikorpern:

Wie in folgender Abbildung 6 gezeigt, besteht ein IgG Antikorper aus einem Fc- und zwei
Fab-Teilen [10]. Bei Bereichen mit der Abkiirzung C handelt es sich um konstante Regionen,
bei denen mit der Abklirzung V um variable Regionen. Die Bereiche mit V4, Cy1, Ch2 und Cn3
bestehen aus schweren Ketten (Index H). Die Bereiche mit V; und C; bestehen aus leichten
Ketten (Index L). Der Fc-Teil besteht aus zwei konstanten Regionen der schweren Kette: Cy2
und Cux3. Der Fab-Teil setzt sich aus Cul, C;, Vu und V; zusammen. Die Teile sind in den
Gelenkregionen durch Disulfidbriicken verbunden.
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Abbildung 6: Schematisch dargestellter IgG Antikérper. Die verschiedenen Farben grenzen die einzelnen
Unterbereiche ab. Die dicken schwarzen Balken stehen fiir die Disulfidbriicken zwischen den Unterbereichen.

Die konstante Region ist bei jeder Tierart und jedem Antikdrpersubtyp jeweils gleich. Die
variablen Regionen beinhalten jeweils drei hypervariable Bereiche (compimentary
determining regions: CDRs). Sie machen jeweils eine Antigenbindungsstelle aus. Neben dem
IgG Antikérper kommen im menschlichen Kérper noch weitere Typen: IgA, 1gD, IgE und IgM
vor. Sie werden in unterschiedlichen Krankheitsphasen bei unterschiedlichen
Krankheitserregern- und Arten mit verschiedenen Aufgaben in unterschiedlichen Geweben
gebildet. Der Hauptunterschied besteht in der Lange und Gestalt der schweren Ketten und
der unterschiedlichen Anzahl an CDRs und somit Paratopen. Bei dem gezeigten IgG bilden
eine Vu und V. Kette gemeinsam ein solches Paratop aus, welches jeweils aus sechs CDRs
besteht. Unter einem Paratop versteht man eine Bindungsstelle eines Antikdrpers, welche
an ein spezielles Epitop, die Bindungsstelle an einem Antigen, bindet. Die verwendeten IgG
Antikorper haben zwei identische Paratope und kdnnen zwei Epitope binden.

2.5.4. Monoklonale und polyklonale Antikorper:

Es wird zwischen mono- und polyklonalen Antikérpern unterschieden. Monoklonale
Antikorper binden an eine definierte Stelle des Antigens, sie haben alle die gleichen
Bindungsstellen (CDRs). Bei polyklonalen handelt es sich um eine Mischung von
verschiedenen Antikorpern, welche an verschiedene Epitope binden. Sie besitzen
unterschiedliche CDRs.

Beide Varianten haben Vor- und Nachteile. Monoklonale Antikérper sind eindeutig definiert
und zeigen nur eine sehr geringe Varianz zwischen den unterschiedlichen
Herstellungschargen. Bei polyklonalen Antikérpern kdénnen die verschiedenen Chargen
relativ stark variieren. Dies kann von Nachteil sein, wenn Messergebnisse verschiedener
Antikorperchargen verglichen werden sollen.

Polyklonale kénnen an leicht unterschiedliche Epitope eines Antigens binden und dies auch
erkennen, wenn immer dieselbe Seitengruppe durch eine kovalente Immobilisierung (zum
Beispiel auf einer Sensor- oder Partikeloberfliche) nicht mehr zur Verfligung steht.
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Monoklonale Antikoérper kdnnen nicht mehr binden, wenn das eine Epitop das sie erkennen
nicht mehr zuganglich ist. Falls allerdings Proteine detektiert werden sollen, kdnnen
monoklonale Antikorper auch mehrere Regionen erkennen, da sich meist die
Aminosdurensequenz einiger Regionen bei Proteinen wiederholt, wie dies zum Beispiel bei
dem Protein CRP mit seinen fiinf Untereinheiten der Fall ist [11].

LhLh

=(l.- l¥n~|=/

Abbildung 7: A) Monoklonale Antikérperanbindung: Die Antikérper haben alle dasselbe Paratop und kénnen nur
ein Epitop (Ellipse) des Antigens detektieren. B) Polyklonale Antikérperanbindung: Mehrere Epitope auf der
Oberfliche (Kreis, Viereck und Ellipse) werden von den polyklonalen Antikérpern mit ihren unterschiedlichen
Paratopen, durch die verschiedenen Farben der Antikérper angedeutet, detektiert.

2.6.  Immunoassay Detektionsprinzipien

,Der Immunoassay ist ein Verfahren zur Detektion oder zum Messen spezifischer Proteine
oder anderer Substanzen durch ihre Eigenschaften als Antigen oder Antikorper.” [12]

Die vier im Folgenden vorgestellten Immunoassaytypen werden in der Arbeit von Sapsford
et. al. verglichen [13]. Direkte und kompetitive Assays werden beide wegen ihrer Einfachheit
gerne eingesetzt. Sandwich- und Bindungsinhibitionsassays sind fir komplexere
Problemstellungen geeignet. Im Folgenden werden die verschiedenen Immunoassaytypen
vorgestellt und die zu erhaltenden Signale und Nachweisgrenzen diskutiert.

2.6.1. Direkter Assay:

Bei einem direkten Assay wird ein Antikorper zur Detektion auf einer Oberfldche
immobilisiert. Die Probe mit Analyt (Antigen) wird (iber die Oberflache geleitet. Der Analyt
bindet an die spezifischen Bindungsstellen der Antikorper und erzeugt ein Bindungssignal
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[14]. Diese Variante funktioniert nur, wenn der Analyt ausreichend groR oder gelabelt ist, um
(zum Beispiel bei RIfS) die optische Schichtdicke ausreichend stark zu verandern und dadurch
ein detektierbares Signal erzeugt wird.

2.6.2. Kompetitiver Assay:

Bei einem kompetitiven Assay wird ein Antikorper, welcher den Analyt bindet, auf einer
Oberflache oder auf einem Partikel immobilisiert. Der kompetitive Assay wird durchgefiihrt,
indem verschiedene Affinitdten von Analyt (Probe) und konjugiertem Analyt (zum Beispiel
mit BSA) genutzt werden. Die beiden Komponenten mit den verschiedenen Affinitaten
verhalten sich kompetitiv zur Bindungsstelle und generieren dadurch ein
konzentrationsabhangiges Bindungssignal. Es wird bei RIfS ein inverses Bindungssignal
generiert, indem ein grolRes Signal flr eine geringe Analytkonzentration steht [15].

2.6.3. Sandwich Assay:

Ein Sandwich Assay beruht auf dem Prinzip, dass zwei Antikorper gleichzeitig an einen Analyt
binden. Der Analyt muss dafir ausreichend groll sein, um sterische Hinderungen zu
vermeiden und Uber die passenden Epitope verfiigen. Es werden auf einer Oberflache oder
einem Partikel Antikorper A (Fanger) immobilisiert. Der Analyt aus der Probe bindet im
ersten Schritt an den Fangerantikorper. Danach bindet bei der labelfreien Detektion ein
zusatzlicher Antikorper B an einer anderen Stelle an den Analyt, um das Signal zu verstarken.
Bei der farbstoffbasierten Detektion ist der zweite Antikérper B mit einem Farbstoff oder
Fluorophor gelabelt und erzeugt das Signal. Von Rowe et al. [16] wurden Sandwich Assays
zur Detektion von Bakterien, Viren und Proteinen verwendet. Ein bekanntes Beispiel fir
einen Sandwich Assay ist eine Variante des ELISA Test (Enzym-linked immunosorbent assay)
[17]. Ein hohes Signal steht somit fiir viel Analyt und anders herum.

2.6.4. Bindungsinhibitionstest:

Bindungsinhibitionstests werden oft verwendet, um sehr niedrige Nachweisgrenzen zu
erreichen. Es handelt sich um einen Spezialfall des kompetitiven Assays. Das inverse
Bindungssignal fihrt dazu, dass wenig Analyt zu einem hohen Signal fiihrt, wohingegen viel
Analyt zu einem niedrigen Signal fliihrt. Um einen Bindungsinhibitionstest durchzufiihren,
wird der Analyt auf einer Oberflache oder einem Partikel immobilisiert. In einem Eppendorf®
Cup wird die Probe (mit Analyt) und eine definierte Menge Antikorper fir eine definierte Zeit
(t= 15 - 30 min) vorinkubiert. Im nachsten Schritt binden dann die Antikorper, welche keinen
Analyt gebunden haben an die funktionalisierten Oberflichen oder Partikel. Bei
ungelabelten Detektionsmethoden resultiert das Signal in der Verdanderung der optischen
Schichtdicke [18]. Bei gelabelten Detektionsmethoden ist der Antikorper direkt oder indirekt
(Uber einen sandwichartigen Schritt) mit Fluoreszenzfarbstoff verbunden.

Der Bindungsinhibitionstest wurde bei vielen Immunoassaymessungen in der Arbeit
verwendet. Er bietet einige Vorteile. Das inverse Signal ermoglicht niedrige Nachweisgrenzen
zu erreichen. Aullerdem kann die Interaktion des Analyten und Antikérpers ungestort von
statten gehen.
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2.7. Unterscheidung von heterogenen und homogenen Immunoassays

2.7.1. Definition:

Ein heterogenes Immunoassayformat wird auf funktionalisierten Oberflachen durchgefiihrt.
Es konnen verschiedene Varianten, je nach Anforderung, wie in Kapitel 2.6 gezeigt
durchgefiihrt werden. Bei einem homogenen Immunoassayformat finden einige
Immunoassayschritte im Volumen statt. Es werden Partikel mit funktionalisierten
Oberflachen verwendet.

2.7.2. Heterogene Immunoassays:

Im Folgenden werden ein heterogenes und ein homogenes Immunoassayformat verglichen.
Ein heterogener Immunoassay kann labelfrei (zum Beispiel mit der Methode RIfS) oder mit
Labeln (zum Beispiel mit der Methode TIRF) durchgefiihrt werden. Die Vorteile heterogener
Immunoassays sind, dass gerade im labelfreien Fall, Kinetiken sehr gut bestimmt werden
konnen und somit die einzelnen Immunoassaykomponenten und Parameter (Antikorper,
Analytimmobilisierung und Regeneration) sehr gut ausgewahlt, charakterisiert und optimiert
werden konnen. Gerade durch die labelfreie Detektion kann davon ausgegangen werden,
dass die ermittelten Affinitdtskonstanten nah an denen in vivo zu erwartenden sind, da die
Antikorper in ihrer Anbindung kaum gehindert oder beeinflusst werden. Die
Oberflachenchemie kann bei den heterogenen Immunoassays als etabliert angesehen
werden und auch fiir anspruchsvolle Analyte wie die hydrophoben, schlecht wasserl6slichen
und kleinen Immunsuppressiva angepasst werden.

Ein wesentlicher Nachteil der heterogenen Immunoassays besteht darin, dass zwischen den
Messungen regeneriert werden muss. Die Regeneration wird durchgefiihrt, um den
Biosensor zu sdubern und die Oberflache auf eine neue Messung vorzubereiten. Hierbei wird
immer ein Teil der Detektionsschicht auf der Oberfliche des Sensors zerstort oder
abgetragen. Somit nimmt von Messung zu Messung die Sensitivitdt, je nach
Oberflachenchemie und Detektionselement mehr oder weniger linear ab. Manche Systeme
konnen bis zu 400 mal regeneriert werden [7], dies ist jedoch die Ausnahme, denn in der
Praxis ist bei den meisten Immunoassays mit deutlich weniger Regenerationsschritten zu
rechnen. Die Auswertung der Messung erfolgt durch die Auswertung der Steigung oder Héhe
des Bindungssignales, wie in Kapitel 4.3 diskutiert. Sollten kinetische Daten erhalten werden,
miuissen, wie dort diskutiert, mehrere Dinge wie zum Beispiel die Abtrennung der Probe
durch eine Luftblase beachtet werden.

2.7.3. Homogene Immunoassays:

Homogene Immunoassays werden auf (Magnetischen-) Partikeln durchgefihrt. Im
Signalausdifferenzierungsschritt werden hierbei magnetische Partikel durch einen Magneten
an eine Oberflaiche gezogen und bilden eine pseudo-heterogene Oberflaiche aus. Der
Detektionsschritt erfolgt in der homogenen Phase im Flusszellvolumen oder pseudeo-
heterogen angereichert an einer Magnetfalle.

Die Auswertung der Messung erfolgt durch die Integration der Flache unter der Kurve
wahrend des Durchpumpens der Probe (im Fluss). Dies birgt den Vorteil, dass im Volumen,
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verglichen mit einer Oberflichenmessung, mehr Fluorophore angeregt und somit niedrigere
Levels of Detection (LOD) erreicht werden kénnen.

Alternativ kann aber auch wie in Kapitel 4.8.4.5 die Detektion durch Sammeln der Partikel an
einen Magneten gegenliber der Messphotodiode erfolgen. Hierbei kann dann die
Signalsteigung ausgewertet werden. Die Steigung ist dazu bei einer hohen Magnetpartikel
mit Fluorophor Konzentration steiler und bei einer niedrigen Konzentration flacher. Der
Vorteil besteht im Gegensatz zur Volumenmessung hier in der Anreicherung der
magnetischen Partikel gegeniiber der Messphotodiode.

2.7.4. Vorteil der homogenen Immunoassays:

Der essentielle Vorteil der homogenen Variante ist, dass kein Regenerationsschritt bendtigt
wird und somit bei jeder Messung eine neue, nicht abgenutzte, hochsensitive Oberflache zur
Verfligung steht. Ein Nachteil besteht darin, dass magnetische Partikel meist eine braune
oder schwarze Farbe haben und Licht dadurch absorbiert und das Signal dadurch
verschlechtert werden kann. Die Herausforderungen bei den partikelbasierten homogenen
Immunoassays bestehen darin, dass sie lagerstabil sein und moglichst geringe unspezifische
Wechselwirkungen ausbilden sollen. AuBerdem kann die Oberflaichenchemie der
heterogenen Immunoassays nicht ohne weiteres auf die der Partikel Gbertragen werden. Das
Material der Partikel schrankt die Wahl der Losungsmittel stark ein, die verwendeten
Analyten ihrerseits schranken die Wahl der Losungsmittel noch weiter ein. Die Dosierung
aller Reagenzien fiir die Oberflaichenchemie ist unbekannt und muss erforscht werden.
Werden einzelne Reagenzien zu hoch konzentriert, klumpen die Partikel oder die
Erkennungsstrukturen werden zerstort. AuBerdem konnen die Erkennungsstrukturen
aufgrund ihrer Hydrophobizitdit auch mit sich selbst Agglomerate bilden. Kathrin
Freudenberger hat sich in ihrer Dissertation ausfiihrlich mit der Oberflaichenchemie der
Partikel fir homogene Immunoassays befasst [19].

Eine weitere Herausforderung stellt die Dosiergenauigkeit der Partikel dar. Falls sie schnell
sedimentieren oder an die Wande der Eppendorf® Cups agglomerieren, besteht die Gefahr
der Entmischung und folglich fehlerhafter Immunoassaymessergebnisse. Im Kapitel 4.7.2
wird die Partikelsedimentation genauer untersucht und Aufbauten zur Verhinderung der
Sedimentation und Entmischung erforscht und vorgestellt.
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Heterogener Imnmunoassay

Schritt 1: Bindungsinhibitionsassay: Inkubation der Antikérper
(MPA-AKs) mit dem Analyt (MPA) (At=15 - 30 min)
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Schritt 2: Detektion der ungebundenen Antikorper auf der
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Schritt 3: Regeneration der Sensoroberflache flir die
nachste Messung

Legende:
Antikorper: A (¢
Analyt: °

Transducer: [

Abbildung 8: Exemplarischer Ablauf eines heterogenen Immunoassays in Form eines Bindungsinhibitionstestes.
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Homogener Immunoassay

Schritt 1: Bindungsinhibitionsassay: Inkubation der Antikérper
(MPA-AKs) mit dem Analyt (MPA) (At= 15 - 30 min)
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Schritt 2: Hinzuflgen von fluorezierenden
Sekundérantikérpem (At= 15 min)
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Schritt 3: Hinzuflgen von magnetischen Partikeln mit
Analyt- Ligand (MPA) (At= 30 min)
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Schritt 4: Anreicherung & Detektion der Magnetpartikel am
Permanentmagnet
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Legende:

MPs mit Analyt-Ligand: J:)-
MPs mit Analyt-Ligand

(an Magnet festgehalten):

Analyt: L]

Kombination: Anti-Analyt -t
AK und fluoresz. sek. AK <

Kombination: Anti-Analyt

AK und fluoresz. sek. AK )r
(fluoreszierend)

Abbildung 9: Exemplarischer Ablauf eines homogenen Immunoassays in Form eines Bindungsinhibitionstestes.
Es ist exakt die in Kapitel 4.8.4.5 fiir die Kalibrierung verwendete Messabfolge dargestellt.

Die verschiedenen moglichen Varianten der heterogenen Immunoassays kénnen in Kapitel
2.6 detailliert nachgelesen werden. In diesem Kapitel sind die einzelnen
Immunoassayschritte flr einen Bindungsinhibitionstest, einen direkten Assay, einen
kompetitiven Assay und einen Sandwich Assay detailliert dargestellt. Hier soll auf den
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homogenen Immunoassay im Detail eingegangen werden. In Abbildung 8 ist ein heterogener
Bindungsinhibitionsassay detailliert zum Vergleich mit dem homogenen
Bindungsinhibitionsassay (Abbildung 9) gezeigt.

2.7.5. Immunoassayschritte homogener Immunoassays:

Die im Folgenden vorgestellten Schritte wurden in den im Ergebnissteil gezeigten
homogenen Immunoassays in verschiedenen Varianten durchgefiihrt.

Schritt 1: Inkubationsschritt

Anti-MPA-Antikorper, welche den Analyten (MPA) binden, werden mit der Probe, welche
den Analyt enthalt, vorinkubiert. Die Inkubationszeit betragt t= 15 - 30 min. Wahrend der
Inkubation ruht der Ansatz in einem Eppendorf® Cup.

In Kapitel 4.8.4.4 werden statt der MPA-AKs im ersten Inkubationsschritt fluoreszierende,
mit MPA-AKs gelabelte Partikel eingesetzt.

Kommentar zur Reihenfolge Schritte 2 und 3:

Die Reihenfolge der Schritte 2 und 3 ist bei den Messungen von Kapitel 4.8.4.4 und 4.8.4.5
genau wie beschrieben. In Kapitel 4.8.4.4 wurden fluoreszierende mit MPA-AKs gelabelte
Partikel verwendet. Diese werden ebenfalls in dieser Reihenfolge verwendet, da keine
Gefahr besteht, dass das Label den MPA-AK am Anbinden hindert. In der
Standardreihenfolge konnte der fluoreszierende Sekundarantikérper schon in Schritt 2
zugegeben werden, da er Fc-Teil spezifisch ist. Nicht Fc-Teil spezifische Antikdrper wiirden
den gesamten MPA-AK verkleben und die Anbindung der MPs mit MPA auf der Oberflache in
Schritt 3 verhindern. Deswegen wurden die Messungen von Kapitel 4.8.4.1 und 4.8.4.3 mit
den Schritten 2 und 3 in umgekehrter Reihenfolge durchgefiihrt. Hier wurden namlich
Antikorper, welche nicht Fc-Teil spezifisch sind verwendet. Der Assay in Kapitel 4.8.4.3
wurde in umgekehrter Reihenfolge durchgefiihrt, obwohl er mit Fc-Teil spezifischen
Antikorpern durchgefiihrt wurde. Die Auswirkung auf die Messergebnisse ist in
betreffendem Kapitel diskutiert.

Schritt 2: Hinzufiigen von fluoreszierendem Sekundarantikérper

In Schritt 2 wird eine definierte Menge fluoreszierender Sekundarantikérper im Uberschuss
zugegeben. Sie binden an die MPA-AKs und machen diese somit im LIF-Messaufbau sichtbar.
In diesem Schritt die Sekundarantikorper zuzugeben vermeidet sterische Hinderungen durch
die magnetischen Partikel.

Schritt 3: Kompetitive Reaktion

Es werden magnetische Partikel, welche mit dem Analyt (MPA) auf der Oberflache gelabelt
sind, zugegeben. Sie belegen die noch freien Bindungsstellen der MPA-AKs. Dieser Schritt
kann sogar in einer problematischen Matrix durchgefiihrt werden, da die Matrix am Ende
von Schritt 3 oder 4 weggewaschen wird.

Schritt 4: Signalausdifferenzierung
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Die Signalausdifferenzierung wird bei allen homogenen Messungen im Eppendorf® Cup in
Form eines Waschschrittes durchgefiihrt. Bei manchen Immunoassayvarianten wird einmal
am Ende gewaschen, bei manchen Varianten ein zusatzliches Mal, bevor die
fluoreszierenden Sekunddarantikorper zugegeben werden. Die nach Schritt 3 folgenden
Assayschritte werden in exakt zusammengesetzter Pufferlosung durchgefiihrt. Es kann
davon ausgegangen werden, dass keine Matrixbestandteile der Probe mehr vorhanden sind.

Schritt 5: Detektionsschritt

Im Detektionsschritt wird, wie in einem Bindungsinhibitionstest Ublich, ein inverses Signal
erhalten: je mehr Analyt erhalten ist, desto niedriger das Signal und umgekehrt. Er wurde in
den Versuchen in zwei Varianten durchgefiihrt. In Kapitel 4.8.4.1, 4.8.4.3 und 4.8.4.4 wurden
die magnetischen Partikel mit schon ausdifferenziertem Signal durch den Flusskanal
gepumpt und die AUC wahrend einem bestimmten Zeitraum detektiert und ausgewertet. Es
wird die Fluoreszenz im Volumen der Flusszelle gemessen werden und nicht nur an der
Oberflache.

In der zweiten Variante, wie in Kapitel 4.8.4.5 genutzt, werden die magnetischen Partikel
durch den Permanentmagneten am Flusskanal aus dem Volumen wahrend langsamen
Pumpens eingefangen und angereichert. Hierbei dirfen die hydrodynamischen Krafte nicht
die Magnetkraft der Magnetfallen Gberschreiten. Durch diese Anreicherung kann man ein
hoheres Signal und niedrigere Nachweisgrenzen erreichen. Die Anfangssignalsteigung bei
der Probeninjektion kann ausgewertet werden.

Schritt 5: Spiil- oder Regenerationsschritt (nicht in Abbildung 9 gezeigt)

Im Spul- oder Regenerationsschritt wird alles aus der Flusszelle herausgepumpt. Es wird sehr
schnell oder mit einer Luftblase gespllt, um die magnetischen Partikel vom
Permanentmagneten abzulosen. Die nachste Messung kann mit komplett neuen und
unbenutzten Reagenzien durchgefihrt werden. Man kann in diesem Spulschritt sehr starke
Reinigungsreagenzien einsetzen oder sehr schnell pumpen, um MNPs, Liposomen oder
sonstige Verunreinigungen aus der Flusszelle wahrend Langzeitmessungen zu entfernen.

2.8.  Das Immunsystem, Immunsuppressiva und Therapeutisches Drug Monitoring

2.8.1. Das menschliche Immunsystem:

Das menschliche Immunsystem besteht aus der adaptiven und der angeborenen
Immunantwort. Die angeborene Immunantwort erkennt die bei vielen Erregern dhnlichen
Zellwand- und Oberflachenstrukturen. Sie bekdampft diese mittels Makrophagen und
Monozyten.

Bei der adaptiven Immunantwort werden korperfremde Strukturen von Antikdrpern
markiert. Sie selbst schadigen die Antigene, die sie erkennen, nicht. Sie rekrutieren lediglich
Makrophagen und das Komplementsystem, um deren Beseitigung zu veranlassen. Jeder
Mensch hat ca. 100 Millionen verschiedene Antikorper in Form von B-Lymphozyten
Rezeptoren (IgD). All diese Antikdrper reagieren auf korperfremde Strukturen. Diese hohe
Menge an verschiedenen Antikorpern ist notig, da Erkennungsstrukturen vorsichtshalber
gegen alles Korperfremde gebildet werden und es zunachst ein Zufall ist, ob an einen Erreger
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gebunden werden kann. Die Affinitat der Antikdrper kann aber bei einer hohen oder
wiederholten Erregerbelastung durch den Korper optimiert und somit auf Erreger
spezialisiert werden. Die Vielfalt der Antikérper beruht auf mehreren Mechanismen: der
somatischen Rekombination, dem Mechanismus der ungenauen Verknipfung und der
Leserasterverschiebung. Auf diese Weise konnen theoretisch bis zu 100 Milliarden
verschiedene Antikdrper entstehen.

B- und T-Lymphozyten sind Bestandteile der adaptiven Immunantwort. T-Lymphozyten
haben hauptsachlich regulatorische Aufgaben, wohingegen B-Lymphozyten effektorische
Aufgaben erfilllen. Es bilden jedoch beide Zelltypen Gedachtniszellen zu vergangenen
Infektionen aus. Wahrend ihres Reifungsprozesses wird mittels der klonalen Deletion
sichergestellt, dass keine kdrpereigenen Strukturen erkannt werden. B-Lymphozyten reifen
im Knochenmark und T-Lymphozyten im Thymus. Bei Antigenkontakt erfolgt mittels klonaler
Expansion die Anregung der Antikdrperproduktion durch B-Lymphozyten. Der menschliche
Korper bendtigt vier bis fiinf Tage fir die adaptive Immunantwort. In den einzelnen
Expansionsphasen bzw. nach Wiederansteckung werden verschiedene, immer hoher affine
Antikorper 1gG1, 1gG2, usw. ausgebildet. SchlieBlich reicht die Menge an Antikorpern fir die
adaptive Immunantwort aus. Manche Antikoérpertiter bleiben nach Infektionen oder
Impfungen ein Leben lang erhalten.

2.8.2. Immunsuppressiva und deren Wirkmechanismen:

Die verschiedenen Klassen der Immunsuppressiva werden im Folgenden mit ihrem
Wirkmechanismus kurz vorgestellt.

Tacrolimus und Cyclosporin A:

Bei Tacrolimus (Tac) [20] und Cyclosporin A (CsA) [21] handelt es sich um
Calcineurininhibitoren. Beide binden an Immunophiline und blockieren den Effekt von
Calcineurin. Dadurch wird die Produktion von IL-2 verringert und die Proliferation von T-
Lymphozyten reduziert, welche bei der Immunantwort in weiten Teilen bendtigt werden. Tac
bindet an das Immunophilin FKBP12. CsA bindet an das Immunophilin Cyclophilin. Tac und
FKBP12 bilden einen Komplex aus, welcher die calciumabhangige Phosphataseaktivitat des
Calcium Calmodulin Komplexes inhibiert. Dadurch wird indirekt die Signaltransduktion der T-
Lymphozyten und die IL-2 Transkription blockiert [22]. Calcineurininhibitoren kénnen zu
einer Vasokonstriktion in der Niere fiihren, welche in Kombination mit einer moglichen
Uberexpression des Transforming growth factors zu einer interstitiellen Fibrose fiihrt [23].
Um diese drastischen Nebenwirkungen zu vermeiden, werden Tac und CsA in niedrigerer
Konzentration in Kombination mit MPA oder Sirolimus eingesetzt.

Sirolimus und Everolimus:

Sirolimus [24] und Everolimus sind proliferations Signalinhibitoren. Beide sind Inhibitoren
des mechanistic Target of Rapamycin (mTOR), einer Kinase des Zellzyklus. Dadurch werden
der Zellzyklus und die Aktivierung der T-Lymphozyten unterbunden. Beide Wirkstoffe haben
eine sehr dhnliche chemische Struktur, unterscheiden sich jedoch signifikant bezlglich ihrer
Halbwertszeiten: Sirolimus mit 60 h und Everolimus mit 30 h. Das Nebenwirkungsprofil
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beider Wirkstoffe ist ahnlich wie das von Tacrolimus und Cyclosporin A, es tritt aber in
anderen Schwerpunkten auf.

Mycophenolsaure:

Durch Mycophenolsdaure (MPA) [25] wird die Inosin Monophosphatdehydrogenase
reversibel inhibiert und dadurch die Proliferation der B- und T-Lymphozyten teilweise
inhibiert. Mycophenolsdure kann als Natriumsalz oder als die Prodrug Mycophenolatmotefil
eingesetzt werden.

Es gibt noch weitere Immunsuppressiva, auf die hier nur der Vollstandigkeit halber
hingewiesen wird. Bei allen vorgestellten Immunsuppressiva ist Therapeutisches Drug
Monitoring empfehlenswert. Bei MPA ist es von Fall zu Fall zu entscheiden.

2.8.3. Immunosuppressive Therapie:

Beim Supprimieren des Immunsystems eines Patienten nach einer Organtransplantation
kéonnen Immunsuppressiva, welche an unterschiedlichen Wirkorten angreifen, kombiniert
werden. Dadurch kann die Dosierung jedes einzelnen Immunsuppressivums verringert und
die Nebenwirkungen der einzelnen Wirkstoffe konnen reduziert werden [26]. Haufig wird
Cyclosporin A und Mycophenolsaure oder Tacrolimus und Mycophenolsaure, beide oftmals
mit  Glukokortikoiden kombiniert [27-29]. Die daraus resultierenden niedrigeren
Wirkstoffkonzentrationen bedeuten eine zusatzliche Herausforderung fir die
Konzentrationsbestimmung mittels POCT-Geraten im Vollblut. Diese analytischen
Herausforderungen wurden in den vergangenen Jahren teilweise in Zentrallaboren und
mittels Immunoassays gel6st. Von K. Freudenberger wurden der Stand der Technik und die
erreichten und therapeutisch notwendigen Nachweisgrenzen der Immunoassays aufgezeigt
[30].

2.8.4. Therapeutisches Drug Monitoring:

Unter Therapeutischem Drug Monitoring (TDM) versteht man das Messen von
Wirkstoffkonzentrationen im Blut eines Patienten. Es wird durchgefiihrt, wenn es keine
klinisch relevanten Marker oder Parameter gibt, welche in der Regel einfacher (iberwacht
werden koénnen. Ein Wirkstoff muss die folgenden Eigenschaften aufweisen, um TDM
durchzufiihren [31]: ein klarer Zusammenhang zwischen Dosierung und therapeutischem
Effekt muss bestehen [32], er muss eine enge therapeutische Breite aufweisen, eine groRe
Variabilitdit der Pharmakokinetik zwischen Patienten (dadurch geringer pradikativer
Zusammenhang zwischen Dosis und Wirkung) und die pharmakologische Wirksamkeit muss
schwer zu ermitteln oder riickzuschlieRen sein. Das Ziel einer individualisierten Therapie
mittels TDM ist, die schwer einzustellende Medikation mit einem optimierten klinischen
Outcome durchzufiihren. Die Liste der Wirkstoffe, bei denen TDM empfohlen wird, wachst
stetig: Antiepileptika, herzwirksame Wirkstoffe, einige Antibiotika, Psychopharmaka,
Immunsuppressiva, Zytostatika und Hormone [33].

Nach der Transplantation einer Niere, einer Leber oder eines Herzens bendtigen Patienten
Immunsuppressiva. Sie dienen dazu, eine AbstoBungsreaktion durch das Immunsystem des
Patienten zu verhindern. Die Dosierung besagter Arzneimittelklasse stellt, speziell bei frisch
transplantierten Patienten, eine Herausforderung dar. Es kann keine generelle, zum Beispiel
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gewichts- oder altersspezifische Dosierung angegeben werden, da die Wirkstoffe individuell
sehr unterschiedlich verstoffwechselt werden und bioverfiigbar sind. Zusatzlich weisen sie
eine sehr enge therapeutische Breite auf. Die Pharmakokinetik bezlglich der Absorption,
Distribution, des Metabolismus und der Elimination miissen unter der Beeinflussung durch
das Alter, Geschlecht, genetische Mutationen und Nieren- oder Leberinsuffizienz des
Patienten bedacht und beriicksichtigt werden. Wechselwirkungen mit anderen Wirkstoffen
und Entziindungen kénnen die Pharmakokinetik noch zusatzlich beeinflussen [34]. Nach dem
Verdacht auf eine Interaktion eines Immunsuppressivums mit einem anderen Wirkstoff muss
schnell gehandelt werden. Die Interaktion muss identifiziert und das TDM unter einer
Dosierungsanpassung engmaschig durchgefiihrt werden [35]. Dies bedeutet, dass man den
korrekten Wirkstoffspiegel im Blut sehr genau einstellen muss, um starke Nebenwirkungen
zu vermeiden. AuBerdem wird mancher Wirkstoff durch das frisch transplantierte Organ
selbst verstoffwechselt, was zu einer praktisch unvorhersehbaren Pharmakokinetik in den
ersten Tagen nach einer Transplantation fiihrt. Sollte ein Patient unterdosiert werden,
wirde das Immunsystem das transplantierte, kérperfremde Organ abstofRen. Wirde er
Uberdosiert werden, konnte er an den Folgen einer Infektionskrankheit versterben.

Um eine Fehldosierung zu vermeiden ist dringend dazu angeraten, [36] die Wirkstoffspiegel,
insbesondere in den ersten 48 — 72 h nach einer Transplantation, engmaschig durch TDM zu
Uberwachen. In diesem Zeitraum nach einer Transplantation liegt der Patient meist stationar
auf der Intensivstation, was eine regelmaRige Blutprobennahme fiir das TDM vereinfacht.

Nach dem Verlassen des Krankenhauses ist eine lebenslange Medikation mit
Immunsuppressiva vonnoten, um eine AbstoRung des transplantierten Organs zu
verhindern. Es sind Routineblutuntersuchungen noétig, um den Medikamentenspiegel zu
Uberwachen und eventuell die Dosierung anzupassen. Momentan werden die TDM
Messungen von Zentrallaboren in Krankenhausern mittels LC-MS/MS [37-39] durchgefiihrt.
Die Qualitat dieser Messungen ist sehr gut. Es kann jedoch je nach Labor unterschiedlich
lange dauern, bis das Ergebnis zum Arzt bzw. Patienten gelangt. Eine engmaschige
Uberwachung mit, zum Beispiel stiindlichen Messungen, welche in manchen Fillen
wiinschenswert sind, lassen sich kaum auf diese Weise realisieren. AuBerdem hat ein POCT-
Gerat beim Hausarzt den Vorteil, dass bei Routineuntersuchungen nicht lange auf Ergebnisse
aus einem Zentrallabor gewartet werden muss, sondern direkt In Beisein des Patienten
gehandelt und entschieden werden kann.

2.9. POCT-Gerate

Der Markt der Point-of-care testing (POCT)-Gerate ist ein Wachstumsmarkt [2]. Wie von
Luppa et al. [40] beschrieben hat POCT viele Vorteile, zum Beispiel, dass Testergebnisse in
einer sehr kurzen Zeitspanne verfligbar sind und Entscheidungsprozesse in der Klinik und
ambulant beschleunigt werden kdnnen.

In der Klink fuhrt ein gut eingeflihrtes POCT-Gerdt aulRerdem zu einem verbesserten
medizinischen Outcome und geringeren Kosten. POCT beinhaltet zwei Hauptfelder:
Handheld Gerdte und Benchtop Gerdte, beide entstehen aus miniaturisierten
,Laborinstrumenten” oder alternativen Entwicklungen fiir diese Zwecke [41].
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Flr das Therapeutische Drug Monitoring von Immunsuppressiva bietet sich ein Point-of-Care
Testing Gerat an, welches am Patientenbett dem Arzt stiindliche Messungen liefert und ein
schnelles Reagieren auf eine Fehldosierung ermoglicht. Sowohl am Patientenbett in der
Klinik, als auch in der Notfallmedizin oder Ambulanz kénnte ein solches Gerat sinnvoll sein.
Momentan sind die Intensivstation und Notfallmedizin die beiden wichtigsten POCT
Geschéftsfelder [42].

2.9.1. Anforderungen an POCT-Gerate:

Im Fall des TDM von Immunsuppressiva gibt es einige besondere Anforderungen an ein
POCT-Gerat. Die zu detektierenden hydrophoben Arzneistoffe sind in groRen Teilen an
Blutbestandteile gebunden, dadurch sind diese Teile fir Immunoassays nicht sicht- und
detektierbar. Die freie, ungebundene Fraktion kann allerdings von den Immunoassays
detektiert werden, ist jedoch teilweise sehr niedrig konzentriert. Zusatzlich ist die Matrix
Patientenblut bzw. Blutserum herausfordernd, es stehen nur geringe Probenvolumina zur
Verfligung.

Flr ein POCT-Gerat sind folgende Eigenschaften essentiell: die Levels of Detection (LOD) und
Levels of Quantification (LOQ) der Messungen sollen vergleichbar mit denen eines
Zentrallabors sein. Die Messungen sollen in einem kleinen, leisen und kompakten Gerat am
Bett des Patienten stattfinden. Das Gerat soll von einer Krankenschwester bedienbar sein
(Austauschen von Einwegbauteilen oder Reagenzien). Die Einwegbauteile sollen einen
angemessenen Preis haben, den Sicherheitsrichtlinien von Intensivstationen entsprechen
und optimierte und zuverlassige Immunoassays als zentrales Element haben.

2.9.2. Integration von Teilkomponenten:

Die Integration von Teilkomponenten ist essentiell fiir die Weiterentwicklung von Geraten.
Bei Smartphones oder Laptops wurde schon erfolgreich gezeigt, dass damit die
Miniaturisierung entscheidend vorangetrieben werden kann. Aullerdem kdnnen
Produktionskosten gesenkt und die Zuverlassigkeit erhoht werden. Diese Integration von
Teilkomponenten soll auch bei den POCT-Geraten verfolgt werden. Eine Miniaturisierung in
Zusammenhang mit POCT-Geraten birgt zusatzliche Vorteile: die benétigte Probenmenge
kann verringert werden, was eine engmaschige und lang andauernde Patienteniiberwachung
ermoglicht. Einige Forschergruppen haben die Miniaturisierung durch die Integration von
optischen Elementen mit mikrofluidischen Komponenten vorangetrieben. Exemplarisch
sollen technisch unterschiedliche Ansatze von fiinf verschiedenen Arbeitsgruppen genannt
werden.

Amorphe Siliziumphotodioden wurden von Pereira et al. mit PDMS Mikrofluidikkanalen
kombiniert [43]. Auf den Photodioden wurde direkt ein Filter abgeschieden, auf welchen
dann die Flusskandle aufgebracht wurden. Sie ermdglichen direkte fluoreszenzbasierte
Antikorper Antigen Detektionen. Es werden also drei Aufbauelemente in ein Bauteil
kombiniert, was die Miniaturisierung beglinstigt, aber die Austauschbarkeit der Elemente
erschwert.

AuBerdem wurden glasfaserbasierte Lichtleiter in austauschbare Multi Kanal
Mikrofluidikchips aus Mylar und PMMA integriert, wie von Irawan et al. gezeigt [44]. Es kann
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mittels einer blauen LED und einer Photodiode der Modellanalyt BSA (Fluoreszein gelabelt)
detektiert werden. Die Integration der Lichtleiter in die Fluidik erleichtert die optische
Ausrichtung, erschwert aber den Austausch der Fluidik.

Li et al. haben die Integration eines multimodalen Lichtleiters in einen Glasmikrofluidikchip
realisiert [45]. Der Flusskanal ist direkt mittels PDMS mit einem integrierten Filtersystem auf
dem Photomultiplier Tube platziert. Dadurch konnten viele optische Komponenten
eingespart werden.

Des Weiteren wurden austauschbare Einweg Mikrofluidikchips mit integrierten, selbst
ausgerichteten planaren 2D Mikrolinsen aus PDMS entwickelt. Durch sie wird orthogonal
zum Detektor hin angeregt. Die Linsen sind eine Innovation, um die Ausrichtung der Optik zu
vereinfachen [46]. Auf dhnliche Weise haben Kamei et al. Mikrolinsen und Filter mit
integrierten Photodioden an Elektrophorese Kapillaren in dem von ihnen entwickelten
Messaufbau befestigt [47].

2.10. Das EU-Projekt Nanodem

Im EU-Projekt Nanodem sollen mittels Immunoassays Immunsuppressiva in einem POCT-
Gerat detektiert werden. Die vorliegende Arbeit beinhaltet die Entwicklung des im Rahmen
des Projektes entstandenen miniaturisierbaren POCT-LIF-Messaufbaus. Dabei wurde speziell
auf die Flusszelle und Optimierung der Komponenten Wert gelegt.

Eine schematische Darstellung des Einsatzes eines POCT-Gerates am Patientenbett ist in
Abbildung 10 gezeigt. Am Mikrodialysekatheter wird Perfusat eingespeist und Dialysat mit
Analyt erhalten. Die Samplingeinheit am Patientenarm soll Dialysat wahrend 5 - 15 min
sammeln und dann an das POCT-Gerat weitergeben. Im Dialysat wird die Probe mit dem zu
detektierenden und zu quantifizierenden Analyt erhalten. Das POCT-Gerat detektiert
daraufhin diese freie Fraktion der Immunosuppressiva im Patientenblut.

Patienten-
arm

Fluidikverbindung
Sampling Einheit
Mikrodialysekatheter

Ablage am Patientenbett

Abbildung 10: Einsatz des POCT-Gerdiites am Patientenbett. Die orangene Fluidikverbindung dient dazu, die
gesammelte Probe an das POCT-Gerdit zu Uberfiihren.
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3. Material und Methoden

3.1.

Material

3.1.1. Chemikalien, Partikel, Proteine und Antikorper

3.1.1.1. Chemikalien:
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AMD, Aminodextran, 100 kDa, gelagert bei 4°C, Aminierungsgrad 50%, Innovent e.V.,
Jena, Deutschland

CHAPS, 3-((3-Cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-propansulfonat, Sigma - Aldrich,
Saint Louis, Missouri, USA

DCC, N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid, gelagert bei RT, Sigma - Aldrich, Saint Louis, Missouri,
USA

DIC, N,N*-Diisopropylcarbodiimid, gelagert bei RT, Fluka, Neu Ulm, Deutschland

DMF, N,N‘ Dimethylformamid, gelagert bei RT, Fluka, Neu Ulm, Deutschland

DMSO, Dimethylsulfoxid, Sigma - Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA

DY 652, Fluorophor, Labeling-Kit, M= 905,03 g/mol, A?®%,x=654 nm, A%5,=675 nm in
Ethanol, bei -20°C gelagert, Dyomics GmbH, Jena, Deutschland

DY 634 COOH, Fluorophor, M= 969,03 g/mol, A**12,=635 nm, A?*1,.x=658 nm in Ethanol,
Strukturformel in Kapitel 4.6., Trocken bei -20°C gelagert, Dyomics GmbH, Jena,
Deutschland

DY 636 COOH, Fluorophor, M= 760,91 g/mol, A*12x=645 nm, A®*.x=671 nm in Ethanol,
Strukturformel in Kapitel 4.6., Trocken bei -20°C gelagert, Dyomics GmbH, Jena,
Deutschland

Glycerin, Propan-1,2,3-triol, gelagert bei RT, Sigma — Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
GndCl, Guanidiniumchlorid, Sigma - Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA

GOPTS, 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan, gelagert bei RT, Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
HCI, Salzséure

H,0,, Wasserstoffperoxid, 30 Vol. %

H>504, konzentrierte Schwefelséure

NaCl, Natriumchlorid, bei RT gelagert, Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

NaH:POs - H0, Natriumdihydrogenphosphat monohydrat, bei RT gelagert, Merck,
Darmstadt, Deutschland

Na;HPO4, Dinatriumhydrogenphosphat anhydrat, bei RT gelagert, Fisher Scientific,
Loughborough, U.K.

New coccine red, Farbstoff, Cochenillerot A, bei RT gelagert, Sigma - Aldrich, Saint-Louis,
Missouri, USA

NHS, N-Hydoxysuccinimid, bei RT gelagert, Sigma - Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA
Octylglucosid, 1-O-n-Octyl-8-D-glucopyranosid, gelagert bei 4°C, Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, Missouri, USA

PEG (COOH),, Dicarboxypolyethylenglykol, M(PEG)=2000 Da, gelagert bei -20°C, Rapp
Polymere, Tibingen, Deutschland



PEG (Lipidanker), 1,2-Distearyl-sn-Glycerrol-3 Phosphoethanolamin-N-
Carboxypolyethylenglykol, M(PEG)=2000 Da, bei -20°C gelagert, Avanti Polar Lipids Inc.,
Alabaster, Alabama, USA

PEG (NH3),, Diaminopolyethylenglykol, M(PEG)=2000 Da, bei -20°C gelagert, Rapp
Polymere, Tibingen, Deutschland

SDS, Natriumlaurylsulfat, Konzentration in H,O wie angegeben mit HCl auf den
angegebenen pH-Wert eingestellt, Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

3.1.1.2. Biochemikalien:

B8.GP-I AK, Anti- 6,GP-I Antikérper, aus Ziegenserum, polyklonal, affinitatsgerinigt,
kristallin gefriergetrocknet, bei -20°C gelagert, Bethyl Laboratories Inc., Montgomery,
Texas, USA

C, Cholesterin, 3 B-Hydroxy-5-Cholesterin, Pulver aus Lanolin (Wollwachs), bei 5°C
gelagert, Sigma - Aldrich, Saint-Louis, Missouri, U.S.A.

CL, Cardiolipin, 1,1 2,2* Tetramyristyl Cardiolipin, Natriumsalz in Chloroform gel6st,
Reinheit: >99%, bei -20°C gelagert, Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, Alabama, USA

HS, Humanserum, bei -20°C gelagert, Sigma - Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA

MPA, Mycophenolséiure, bei -20°C und bei 8°C gelagert, , Sigma - Aldrich, Saint-Louis,
Missouri, USA und Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland

MPA-AK, Anti-Mycophenolsdure Antikérper, bei -20°C gelagert, Randox Life Sciences
Kearneysville, West Virginia, USA

PC, L-a-Phosphatidylcholin, aus Eigelb gewonnen, Fettsdaurereste zu 33% Palmoyl, 13%
Stearyl, 32% Oleyl und 15% Linoyl, in Chloroform gel6st, bei -20°C gelagert, Sigma —
Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA

Sekunddr-AK Nr.1, anti-Schaf IgG Antikérper, Fc Fragment spezifisch, affinitatsgereinigt,
aus Kaninchenseren, mit Alexa Fluor 647 konjugiert, Prod. Nr.: 313-605-046, Lot Nr.:
110687, polyklonal, bei -80°C gelagert, Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.,
Newmarket, Suffolk, United Kingdom

Sekunddr-AK Nr.2 und 3, anti-Schaf IgG Antikérper, 1gG (H und L) spezifisch,
affinitatsgereinigt, aus Affenseren, mit Alexa Fluor 647 konjugiert, Prod. Nr.: 713-605-
003, Lot Nr.: 123957 (Nr.2), Lot Nr.: 111791 (Nr.3), polyklonal, bei -80°C gelagert, Jackson
ImmunoResearch Europe Ltd., Newmarket, Suffolk, United Kingdom

Sekunddr-AK Nr.4, anti-Schaf 1gG Antikérper, 1gG (H und L) spezifisch, affinitatsgereinigt,
aus Kaninchenseren, mit Alexa Fluor 594 konjugiert, Prod. Nr.: 313-585-003, Lot Nr.:
101134, polyklonal, bei -80°C gelagert, Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.,
Newmarket, Suffolk, United Kingdom

Sekunddr-AK Nr.5, anti-Schaf I1gG Antikérper, 1gG (H und L) spezifisch, affinitatsgereinigt,
aus Kaninchenseren, mit DylLight 650 konjugiert, Prod. Nr.: SA5-10057, Lot Nr.
RB2152741, polyklonal, bei -80°C gelagert, invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Rockford, lllinois, USA

Sekunddr-AK Nr.6, anti-Schaf IgG Antikérper, 1gG (H und L) spezifisch, affinitdtsgereinigt,
aus Affenseren, mit Alexa Fluor 633 konjugiert, Prod. Nr.: A-21100, polyklonal, bei -80°C
gelagert, invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Rockford, lllinois, USA
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e Testosteron-AK, anti-Testosteron Antikérper, 1gG1, affinitdtsgereinigt, aus Mauseseren,
Prod. Nr.: BM2076, Lot Nr.: 6H23313, bei -20°C gelagert, Acris Antibodies Inc., San Diego,
Californien, USA

e Testosteronoxim, Testosteron-3-(O-carboxymethyl)oxim, bei RT gelagert, Sigma — Aldrich,
Saint Louis, Missouri, USA

3.1.1.3. Partikel:

e Fluoreszierende funktionalisierte Partikel, Proof of Principle in Kapitel 4.8.3.1,
Carboxyoberflache, screenCORE/R-Carboxyl, 1um Durchmesser, hochporose Siliciumoxid
Matrix, bei 4°C gelagert, Abs. max.: 633nm Em. Max.: 672nm, chemicell GmbH, Berlin,
Deutschland

e Fluoreszierende funktionalisierte Partikel, Proof of Principle in Kapitel 4.8.3.1,
Streptavidin auf Oberflache, screenCORE/R-Streptavidin, 1um Durchmesser, hochpordse
Siliciumoxid Matrix, bei 4°C gelagert, Abs. max.: 633nm Em. Max.: 672nm, chemicell
GmbH, Berlin, Deutschland

e Fluoreszierende funktionalisierte Partikel, Kapitel 4.8.4.4, screenCORE/R-Protein G
(bindet Fc Teil der Antikorper), gelabelt mit MPA AKs, 1um Durchmesser, hochporose
Siliciumoxid Matrix, bei 4°C gelagert, Abs. max.: 633nm Em. Max.: 672nm, chemicell
GmbH, Berlin, Deutschland

e Magnetische Partikel Micromer® M, in Kapitel 4.8.4.1, 4.8.4.3, 4.8.4.4 und 4.8.4.5
verwendet, 3um Durchmesser, Oberfliche mit PEG-NH, funktionalisiert, Micromod
Partikeltechnologie GmbH, Rostock, Deutschland

e Magnetische Nanopartikel Merck Estapor® in Kapitel 4.7.2 verwendet, 360 nm
Durchmesser, Merck, Darmstadt, Deutschland

3.1.1.4. Reagenzien und Puffer:

e PBS, Phosphate Buffered Saline, Phosphatpuffer, m(NaCl)=7,28g, m (NaH;PO4 - H,0) =
1,38 g, m (Na;HPO4) =2,2 g,V (H20) =1L, pH = 7,4, Isoton

e PIRANHA, 60 % H;S04 konz. und 40 % H,02 30 %

e Reinstwasser

e Spottingpuffer, Reinstwasser mit 0,005 % CHAPS oder PBS

e  Waschpuffer fiir Spotter, 10 % Ethanol, 0,1 % TWEEN in Reinstwasser

e PBS (normal) aus Kapitel 4.7.2: entspricht PBS.

e PBS (verdiinnt) aus Kapitel 4.7.2: m (NaH2PO4 - H,0)=6,9gpH=7,4,V(H.0)=11L

e NaCl Puffer aus Kapitel 4.7.2: m (NaCl)=9g,V(H:0)=1L

e W & B Puffer aus Kapitel 3.2.4: 0,1 mol/L Na3P04; 0,15 mol/L NaCl; pH =7,5

3.1.1.5. Kunststoffe, Klebestoffe und Doppelklebebander:

e 3M Doppelklebeband, 3M 9629PC, 43,5 um Acrylatkleberschicht, 13 um PE (Polyester)
Tragerfolie, 43,5 pm Acrylatkleberschicht, Gesamtdicke: 0,10 mm, 3M, Neuss,
Deutschland
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e mfcs Doppelklebeband, 60pum Acrylatklebeschicht, 25 um PET (Polyethylenterephthalat)
Tragerfolie, 60 um Acrylatkleberschicht, Gesamtdicke: 140 um, auf jeder Seite eine
Schutzfolie bei Auslieferung, microfluidik ChipShop GmbH, Jena, Deutschland

e NOA 68 Kleber, Hartet mittels UV Licht, R = 1,54, Fiir Wellenlangen > 420 nm zu 100 %
Transparent, Norland optical adhesive, Cranbury, New Jersey, USA

e PE, Polyethylen

e  PMMA, Polymethylmethacrylat

e UHU Epoxidharzkleber, 2-Komponenten-Klebstoff PLUS SOFORTFEST, Endfestigkeit bis zu
800 N/cm?, UHU GmbH & Co. KG, Buhl, Deutschland

3.1.2. Gerate
3.1.2.1. LIF-Aufbau (Kapitel 4.1):

e Absorptionsfilter: Lang-Pass Filter der Firma Schott® (Typ RG645), MalRe: 5-5 - 0,3cm und
1-2-0,3cm

e Amperemeter: Keithley 6517B Elektrometer/ High Resistance Meter zum Messen der
Stréme der Photodioden

e Fluidik: Hamilton® Microlab 500 Spritzenpumpe und Hamilton® MVP Ventil,
Teflonschlauch

e Lichtquelle: Laser: MLL-H-593.5 ultra-low noise solid state Laser vom Hersteller
Photontec Berlin GmbH wurde als Anregungslichtquelle mit der Wellenlange Aex = 593,5
nm verwendet. Der Laser arbeitet in der continuous wave (CW) Mode. Maximale
Leistung: 20 mW, Leistungsstabilitait (RMS, wahrend 4h) <2% und ein
Amplitudenrauschen (RMS, 20Hz zu 20MHz) < 0,5%. Der Laserstrahl hat eine Divergenz
von unter 1,5 mrad.

o Netzteil Laser: Keithley 2400 Sourcemeter, 5V eingestellt.

e Netzteil Photodioden: HP 3245 Universal Source, OV Biasspannung fiir die Photodioden

e Photodioden: Eigenentwicklung IPV  Stuttgart, Details zur Herstellung und
Charakterisierung siehe [48].

e Kurzpassfilter: FES0600, cut-off Wavelength: 600 nm, Thorlabs Inc, Newton, New Jersey,
USA

e Sampler: Cetax zur Detektion der Farbstoffkonzentrationen von Kalibriergerade B) in
Kapitel 4.6.

e Shutter: Ansteuerung: Arduino®, Motor: Modellbauservo, Eigenbau IPV Stuttgart

3.1.2.2. Magnetfallen (Kapitel 4.7.1):

e Flektromagnetschalter, Arduino® basiert, gebaut von Marcel Berner, IPV Stuttgart

e FElektromagnet, Magnetfalle Variante A, Elektromagnet 210 N 12 V/DC 3.2 W Tremba
GTO0-25-0.5000-12VDC, Durchmesser: 2,5cm, Lange & Hohe: 2,1 cm

e Flektromagnet, Doppelmagnetfalle Variante C, ein weiterer Magnet wie in Variante A

e Permanentmagnet: zylinderférmig, NdFeB-Magnet N45, zylinderbauform, Durchmesser:
5mm, Hohe: 20mm, Remanenz: 1,33- 1,37, Grenztemperatur: 80 °C
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3.1.2.3. Arduino® Vortexer (Kapitel 4.7.2 a):

Arduino® UNO R3 Mikrocontroller Board

Motorensteuerungen gelétet nach
(http://learningaboutelectronics.com/Articles/Vibration-motor-circuit.php)
Vibrationsmotor Typ 1, Hauptmotor vertikal, Vibration Motor, Firma Generic
Vibrationsmotor Typ 2, Nebenmotor horizontal, DC1.5-6V 1750-7000RPM Hochleistung
Elektromotor Mini Vibration Motor

Peristaltik Schlauchpumpe: Ismatec® REGLO Digital, IDEX Corperation, Lake Forest,
lllinois, USA

3.1.2.4. Oberflachenpraparation- und analytik:

Extruder: Avanti Mini — Extruder, verwendete Membran: Polycarbonat, 0,1 um
Porenweite, Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, Alabama, UAS

Fluoreszenz Plate Reader: GenePix 4100A, Fluorescence Plate Reader, Molecular Devices
GmbH, Biberach

pH-Meter: CG 843, Schott, Mainz, pH Elektrode Sentix 81

Pipetten: Kolbenhubpipetten der GroRen: 0,5-10 uL, 10-100 pL, 50-200uL, 100-1000uL,
500-2500puL und 500-5000uL, Reference-Serie, Firma: Eppendorf, Hamburg
Reinstwasseranlage: vollentsalztes Wasser aus einer lonentauscheranlage mit einer
reversen Osmose Anlage durch Ultrafiltration aufbereitet, PURELAB Classic, Firma: ELGA
Labwater, Celle, Deutschland

Spotter: BioOdyssey Calligrapher Mini Arrayer, BioRad, Hercules, Californien, USA
Ultraschallbad: Sonorex Super 10P, Firma: Bandelin electronic, Berlin, Deutschland
Ultraschallstab: Ansteuerungsgerat: Sonopuls GM 70, Ultraschallstab: UW 70, Firma:
Bandelin electronic, Berlin, Deutschland

Zentrifuge: Heraeus Labofuge 400R, Thermo Scientific, Watham, USA

3.1.2.5. Messgerate:

UV/VIS Spektrometer: Lambda 9, Perkin ElImer, Uberlingen, Deutschland
Fluoreszenzspektrometer: LS-50B, Perkin Elmer, Uberlingen, Deutschland
Fluoreszenzspektrometer: Varian, Mulgrave, Australien

3.1.2.6. Software:
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Origin® 7,9, 2016 und 2017

Measure® 7, 8 und 8.5 zur Messauswertung und Fluidikansteuerung
IFZ®

LabVIEW®

Arduino® Genuino® Suite

Microsoft® Office: Excel, Word



3.2. Methoden

Im Folgenden werden verschiedene Methoden der Oberflaichenpraparation fir
Flusszelloberflachen, Signaltransduceroberflaichen und Partikeloberflachen beschrieben. Es
wird auf die klassische ganzflachige Praparation und die Praparation von definierten
Teilflaichen mittels Spottings eingegangen. Sowohl die technischen, als auch die chemischen
Ablaufe werden dargestellt.

3.2.1. Passivierung der Oberflache

Flr die homogenen Immunoassays ist eine Passivierung der Oberflache des Flusskanals von
Noéten, damit die durchgepumpten Immunoassay-Komponenten nicht an den Wanden,
Oberseiten oder Boden haften bleiben. In der Praxis stellten sich AMD und PEG(NH); als fir
den Flusszellboden geeignete Passivierungsschicht heraus. Die Wande und Flusszelloberseite
wurden durch die Inkubation mit Prionex®- oder BSA Losungen passiviert.

Bei den heterogenen Immunoassays wurde ahnlich verfahren und es wurde nur der
Flusszellboden funktionalisiert, da sich die Flusszelloberseiten der Varianten 2 bis 5 aus
PMMA nicht fir eine kovalente Immobilisierung von AMD/ PEG (NHz), oder Analytderivaten
eignen.

Weiterhin ist PMMA nicht mit der NHS/DIC Chemie kompatibel, da die Flusskanaloberseite
durch den Einsatz dieser Chemie =zerstort wird. Es zeigte sich jedoch, dass die
Flusskanalboden aus Glas klassisch [49-51] ganzflachig prapariert werden kdnnen oder
ganzflachig mit dem Spotter gespottet und trotzdem noch dicht mit dem Doppelklebeband
mit der Fluidik verklebt werden kénnen.

3.2.2. Ganzflachige Oberflachenpraparation der Signaltransducer

Bei der ganzflachigen Oberflachenpradparation wird wie folgt vorgegangen. Zunachst werden
die Transducer in einer PIRANHA Losung aus Schwefelsdaure und Wasserstoffperoxid
gereinigt und aktiviert. Danach werden die Transducer mit Wasser gespilt und mit Stickstoff
trocken geblasen. Im nachsten Schritt werden die Transducer mit GOPTS silanisiert. Dies
geschieht eine Stunde lang mit zwei gesandwichten Transducern in der trockenen
Glaskammer bei Raumtemperatur, danach wird mit Aceton gespilt und wieder mit Stickstoff
getrocknet. Der darauffolgende Schritt der Oberflachenpraparation wird entweder mit AMD,
das mit Aminogruppen funktionalisiert ist oder mit PEG(NH2), durchgefiihrt. Bei AMD wird in
einer Wasserkammer (ber Nacht inkubiert und am folgenden Tag mit Wasser gespiilt und
mit Stickstoff getrocknet. Bei PEG(NH2); wird mit DCM im Ofen bei 70°C Uber Nacht
inkubiert. Danach wird mit Wasser gespilt und Stickstoff getrocknet. Weitere Details zur
ganzflachigen Oberflachenpraparation sind in folgenden Arbeiten zu finden: [52-54].

3.2.3. Spotting von definierten Flachen auf Signaltransducern

3.2.3.1. Ablauf und Faktoren des Spottings:

Ein Spotter spottet oder druckt mit einer Nadel in Fllssigkeiten enthaltene Analyte auf
Signaltransducer auf. Hierbei ldsst sich die Nadel auf wenige um genau Uber und auf der
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Oberflache positionieren. In der Arbeit wurde kontaktlos mit einer soliden Nadel an einem
Biorad Calligrapher gespottet. In diesem Prozess wird die Nadel bis auf wenige um an die
Oberflache herangefiihrt und gibt mittels sogenanntem Kontaktprinting einen kleinen
Tropfen auf die Oberflache ab. Hierbei beriihrt nicht, wie der Name vermuten lasst der Pin
die Oberflache, sondern der Tropfen an dem Pin beriihrt die Oberflaiche und wird auf
derselben durch den Kontakt und aufgrund seiner ihm eigenen Oberflaichenspannung
abgesetzt. Im Gegensatz zur Funktionalisierung der gesamten Oberflache, wie in Kapitel
3.2.2 gezeigt, wird hier nur eine begrenzte Flache und somit ein Teil der mittels PEG oder
AMD passivierten Oberflache mit einer sensitiven Schicht (zum Beispiel Erkennungselemente
in Form von Antigenen) funktionalisiert.

Einige Faktoren spielen fir ein gutes Spottingergebnis eine wichtige Rolle. Als dullere
Faktoren kdnnen die Luftfeuchtigkeit im Spotter und die Temperatur des Signaltransducers,
der Spottingkammer, sowie der zu spottenden Losung angesehen werden. Hierbei ist
besonders darauf zu achten, ein Antrocknen an der Nadel wahrend des Spottingvorgangs zu
vermeiden und die Kiihlung so einzustellen, dass der zu spottende Analyt nicht denaturiert
oder ausfallt. AuBerdem muss die Kiihlung so reguliert werden, dass die Antriebsmotoren
des Nadelarms den Probenraum nicht zu sehr erhitzen. Sie befinden sich baulich bedingt
unter dem Probenraum.

Bei den Losungen miissen folgende EinflussgroRen beachtet werden. Da ein Spottingvorgang
ca. 2 - 3 h dauert, sollte die zu spottende Losung nicht leicht fliichtig sein. AuBerdem muss
die Viskositat der Losung richtig eingestellt werden, um spottbar zu sein und nicht zu
verlaufen oder verfriiht abzutropfen. Die Osmolaritat und der pH-Wert der Losung missen
eine langfristige Stabilitit des zu spottenden Analyten sicherstellen. Ein spezieller
Spottingpuffer dient dazu, die Nadel zwischen den einzelnen Punkten zu sdubern und zu
trocknen.

3.2.3.2. Spottingmuster:

Zunachst wurde ein Spottingmuster mit passenden BemaRungen und Oberflachenbeladung
fiir die Flusszelle und die Lokalisierung der Photodioden des LIF-Messaufbaus entwickelt. In
Vorversuchen wurde die exakte Platzierung der Flachen ermittelt und der Spotter zum
Spotten auf kleineren Glaschips mit der fir den Messaufbau passenden Bemalung (1 - 2
cm), statt standardgemal auf Standardobjekttragern, eingerichtet.

Durch Spotten zweier Muster ineinander, welche nacheinander gedruckt werden, konnte
eine ausreichend hohe Oberflachenbeladung der gespotteten Flachen erreicht werden.
AuBerdem wurden alle Punkte bei spateren Messungen doppelt gespottet, um eine noch
hohere Oberflachenbeladung zu erhalten.

Die gespotteten Punkte sind in Abbildung 11 durch dunkelblaue (erster Durchlauf) und
turkise Punkte (zweiter Durchlauf) gekennzeichnet. Eine der Herausforderungen beim
Spotten besteht darin, die einzelnen Punkte nicht zu eng auf den Transducer zu spotten, um
ein Zusammenlaufen der Punkte zu verhindern. Zusammengelaufene Tropfen fiihren zu
Asymmetrien und verlaufen aus den vorgegebenen Flachen heraus. Diese kleinstmoglichen
Abstinde zwischen den Punkten, bei denen sie noch nicht miteinander verlaufen, wurden in
Vorversuchen experimentell ermittelt. Sie betragen 333 um in der Vertikalen und

32



Horizontalen des ersten und zweiten Musters. Das Zweite wurde in die Mitte der durch das
erste Muster geformten Punktegitter gedruckt.

\ 3
N

~LIF Transducer
~Spotting Flache

P seteses

Spottingmuster

Abbildung 11: Prinzip des Spottingmusters. Im ersten Schritt werden die dunkelblauen Punkte nacheinander

aufgedruckt. Dies geschieht, indem jeder

Punkt zweimal wiederholt wird und von links nach rechts und oben

nach unten gespottet wird. Im zweiten Schritt wird das zweite Muster in die Mitte der entstandenen Vierecke
des ersten Musters gespottet (tiirkise Punkte).

Das in Abbildung 11 schematisch
Messphotodiodendimensionen des

gezeigte Spottingmuster wurde an die verschiedenen
LIF-Messaufbaus angepasst.
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D1 D2 D3 D4

Abbildung 12: Die gelben Felder stehen fiir gespottete Fldchen. Darunter sind die vier Photodioden mit einer
Fldgche von je 1 mm? zur Orientierung dargestellt. Der hellgriine Bereich stellt den Flusskanal (2 mm Breite) dar.
A) zeigt Variante A, bei der alle vier Photodioden bedeckt sind und B) zeigt Variante B bei der die hinteren
beiden Photodioden verbunden und bedeckt sind. C) zeigt Variante C, bei der auch die Flichen zwischen den
Photodioden komplett bedeckt sind.

In Tabelle 13 (Kapitel 4.8.3.3) wird aufgelistet, welche Spottingvariante von Abbildung 12 bei
welcher Messreihe der heterogenen Immunoassays im LIF-Messaufbau verwendet wurden.

Verschiedene Varianten der Spottingsmuster zur Optimierung der Signaldetektion durch die
Photodioden wurden entwickelt und getestet (Abbildung 12). Bei Variante A fiir den Chip mit
vier Einzelphotodioden wurde ein Muster von 4 - 4 Punkten beim ersten Durchlauf und dann
3 - 3 Punkte dazwischen gespottet. Bei Variante B wurde nur bei den beiden hinteren
Photodioden und deren Zwischenflache gespottet. Es wurden 12 - 7 beim ersten Drucken
und 11 - 6 Punkte beim zweiten Drucken aufgebracht. Variante C ist flachig, auch zwischen
den Photodioden, gespottet. Bei dieser Variante wurden 33 - 4 beim ersten Durchlauf und 33
- 3 beim zweiten Durchlauf gespottet.

3.2.3.3. Spotting flr den heterogenen Assay im LIF-Messaufbau:

Es wurden verschiedene Experimente zum Spotten des Analyten Mycophenolsdure (MPA)
als Modellsubstanz vorgenommen. Zundchst wurden Messungen im RIfS Aufbau
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durchgefiihrt. Mycophenolsaure besitzt eine Sauregruppe und kann dadurch relativ einfach
kovalent mittels einer Peptidbindung an eine funktionalisierte Oberflache mit Aminogruppen
angebunden werden. Die Hydrophobizitdt des Molekiils ist, wie bei allen anderen
Immunsuppressiva, ein schwer zu handhabender Parameter, da durch sie bei der
Immobilisierung auf einer Oberflache nur Losungsmittel, welche ausreichend apolar sind,
eingesetzt werden kdnnen. Dies schrankt die Auswahl an verwendbaren L&sungsmitteln
deutlich ein. Zusatzlich missen die eingesetzten Losungsmittel mit der Oberflachenchemie
und den Geratematerialien (zum Beispiel der Spotternadel) kompatibel sein. AulRerdem
musste die Viskositdt der zu spottenden Losung und deren Vertraglichkeit mit Luft
sichergestellt werden.

Um das Spotten von Mycophenolsdure zu testen, wurden verschiedene Spottingverfahren
und Oberflaichenchemien untersucht. Die etablierte Standard Oberflaichenchemie musste
,umgedreht” werden, um das Spotting durchfilhren zu konnen. Die aktivierte
Carboxygruppe ist beim Spotten namlich in Lésung und nicht auf der Oberflaiche und die
Aminogruppe ist auf der Oberfliche und nicht in Losung. Bei der Standard
Oberflachenchemie ist die Carboxygruppe, welche zum Beispiel auf PEG ist, fest
immobilisiert. Diese wird dann mittels NHS und DIC in DMF Chemie aktiviert. Im Sandwich
wird es 4 h lang inkubiert. Im nachsten Schritt wird dann die anzubindende Substanz mit
freier Aminogruppe aufgegeben und bindet Giber Nacht an.

Im folgenden Unterkapitel ist in Tabelle 2 die chemische Zusammensetzung der
verschiedenen Spottingprozeduren gezeigt.

3.2.3.4. Oberflachenchemie:

Um definierte Flachen auf den Transducern spotten zu koénnen, musste die
Standardoberflaichenchemie fiir heterogene Immunoassays angepasst und optimiert
werden. Die Standardoberflachenchemie sieht DIC und NHS als Kopplungsreagenzien zur
Anbindungen von Carboxygruppen auf Oberflachen mit Aminogruppen vor. Wie in den
Arbeiten von Daniela Dankbar [55, 56] unter anderem gezeigt, kann aber auch DCC statt DIC
als aktivierende Kopplungsreagenz verwendet werden. Fiir das im Folgenden beschriebene
Spotten wurde mit der erwdhnten umgedrehten Oberflachenchemie gearbeitet.

KL e

Abbildung 13: Vergleich von DIC und DCC als Reagenz. Die charakteristische Carbodiimidgruppe ist bei beiden
Reagenzien gleich. Der Unterschied besteht in den Seitengruppen der Reagenzien.

H,C

Wenn beim Spotten DIC statt DCC verwendet wird, kdnnen Messungen mit einer besseren
Reproduzierbarkeit erhalten werden. DCC ist allerdings im Handling im Labor unpraktischer
als DIC, da sich groRere Konglomerate im VorratsgefdB aufgrund seiner hydrophilen
Eigenschaften bilden. DIC ist eine gut lagerbare und einfach zu pipettierende und damit
einfach abzumessende Flissigkeit. Die Vorteile in der Reproduzierbarkeit (iberwiegen jedoch
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und lassen die Unannehmlichkeiten bei der Handhabung im Labor in den Hintergrund treten.
Im Folgenden wird der Reaktionsmechanismus der Anbindung mittels NHS und DCC gezeigt.

3.2.3.5. Oberflachenchemie: Anbindung mittels NHS/ DCC:

R=MPA
R?=Oberflache

1)
X PPe
—_—
R1 1/\ )\
R o NH
Carboxygruppe
1))
0
¥, o
e i@~ﬁ Q8,0
N |
\o 1 Rl/\o/ 7 NH  “NH
NHS o Harnstoffderivat
" 0
RE-NH, + /N NH\/Rl + N—OH
\o
Aminogruppe Peptidbindung

Abbildung 14: Aktivierung einer Carboxygruppe (Reaktionsgleichung | und Il) mit folgendem Spotting auf eine
Oberflache (Reaktionsgleichung Ill) mit Aminogruppen unter Ausbildung einer Peptidbindung mittels NHS und
DCC Chemie.

In Abbildung 14 ist die Anbindung einer Carboxygruppe an einer Aminogruppe unter
Ausbildung einer Peptidbindung gezeigt. Die in der folgenden Tabelle 1 erwahnte
Inkubationszeit vor dem Spotten findet nach Reaktionsgleichung 2 statt. Das ganz rechts
gezeigte Harnstoffderivat fallt vermutlich bei der Inkubation (ber Nacht in Form von
transparenten Kristallnadeln aus. Die dritte Reaktionsgleichung findet auf der Oberflache,
nachdem der Flussigkeitstropfen auf der mit Aminogruppen funktionalisierten Oberflache
gegeben wurde, statt.

3.2.3.6. Optimierung und Entwicklung der Spotting Prozedur (RIfS):

Spotting & Oberflaichenchemie:

Um moglichst schnell eine zuverlassige und stabile Oberflache zu erhalten, wurden
Vorversuche durchgefiihrt. Sie dienten im speziellen dazu, eine fir das Spotten passende
Oberflachenchemie zu entwickeln und die Ergebnisse mittels der etablierten und
zuverlassigen RIfS Methode zu detektieren. Es wurden Standard RIfS Signaltransducer [57],
welche mit einer PEG(NHz). Oberflache funktionalisiert sind, verwendet.
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Tabelle 1: Verschiedene Spottinprozeduren des heterogenen MPA Immunoassays.

Prozedur A B C D
Oberflachen NHS/ DIC/ DMF | NHS/ DCC/ DMF | NHS/ DCC/ DMF | NHS/ DCC/ DMF
Chemie:
Inkubationszeit | Uber Nacht, im | Uber Nacht, im | 120 min im keine
vor dem Kihlschrank: Kihlschrank: Kihlschrank:
Spotten: Harnstoffkristall | Harnstoffkristall | (bis
e fallen aus 2> e fallen aus > Harnstoffkristall
Abzentrifugatio | Abzentrifugatio | e ausfallen)

n vor Spotten
(Lsg. 1 Tag alt)

n vor Spotten

Waschen der

Ja, zwischen

Ja, zwischen

Ja, zwischen

Ja, zwischen

Nadel: jedem Spot jedem Spot jedem Spot jedem Spot

Regeneration: GndCl 6M SDS 0,375% SDS 0,25% SDS 0,375%
pH=1,8 pH=2,5 pH=2,5 pH=2,5

Transduceralter | 2 Tage 7 Tage 1 Tag 1 Tag

bei Messung
(im Kuhlschrank
gelagert):

Fiir die Versuche wurde ein quadratisches Muster in die Mitte des Signaltransducers tber
den Messpunkt des Lichtleiters aufgebracht. Es besteht aus 8 - 8 und bei Prozedur B bis D
zusatzlich aus 7 - 7 Punkten zwischen den 8 - 8 Punkten. Alle Punkte wurden zweifach
hintereinander gespottet, um eine hohe Oberflaichenbeladung zu erhalten.

Wie aus Tabelle 2 entnommen werden kann, wurde MPA in verschiedenen Konzentrationen
auf die Oberflache gespottet. Ausgehend von der Arbeit von Daniela Dankbar [55] wurde mit
der Abtrennung von auskristallisierten Harnsaurederivatkristallen nach verschieden langen
Inkubationszeiten begonnen. Zuletzt wurde mit Prozedur D auch ein Spotten ohne
Inkubation getestet, was zu sehr guten Ergebnissen flihrte. Inkubationszeiten sind bei dieser
Oberflaichenchemievariante auch von  Losungsmittel, Kopplungsreagenzien und
Wassergehalt der Losungen abhangig und missen fir jeden Analyt und jede Assayvariante
getestet und optimiert werden.

Ein Waschen bzw. Benetzen der Spotternadel wahrend des Spottens ist unabdingbar fiir
reproduzierbare Signale. Deswegen wurde die Nadel immer in Spottingpuffer mit CHAPS
zwischen den einzelnen Spots und deren Reprints getaucht. Vermutlich wurde das Ablaufen
der Peptidbindungsreaktion durch die Anwesenheit von kleinsten Mengen Wasser
beglinstigt. AuRerdem hat CHAPS bei geringen Beladungen der zu spottenden Losung durch
seine Eigenschaften als Tensid einen glinstigen Einfluss auf die Spotmorphologie [58].

Des Weiteren wurden die Transducer zu Beginn mit unterschiedlichen Losungsmitteln (DMF
oder Puffer) vor den Messungen abgespiilt. Im Verlauf der Versuche stellte sich jedoch
heraus, dass das Spllen mit PBS meist ausreichend ist, wenn nicht Gber Nacht inkubiert wird
und keine Harnsaurederivatkristalle vom Transducer gelost werden missen. Mit den
Kristallen auf der Oberfliche kann im RIfS wegen der Tribung und resultierenden
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Lichtstreuung nicht gemessen werden. Bei manchen Losungsmitteln zeigte sich aullerdem,
dass die angebundene MPA vermutlich mit den entfernten Harnsaurederivatkristallen
teilweise mit entfernt wird.

Tabelle 2: Chemische Zusammensetzung der verschiedenen Spottingprozeduren. Die Anteile hinter den Massen
sind die jeweils relativen Stoffmengenanteile der Chemikalien, wobei MPA immer auf 1 gesetzt wurde. Dadurch
sind die molaren Verhdltnisse einfacher nachvollziehbar.

Prozedur Standard A: NHS/ DIC/ | B: NHS/ C: NHS/ D: NHS/
Chemie: DMF DCC/ DMF DCC/ DMF DCC/ DMF
m(MPA) [mg] | 3 (1 Teil) 3 (1 Teil) 5 (1 Teil) 2,5 (1Teil) | 4,4(1Teil)
m(NHS) [mg] | 5,7 (5,3 6,3 (5,8 1,9 (1,1 1,9 (2,2 3,5(2,2
Teile) Teile) Teile) Teile) Teile)
m(DCC) [mg] | - - 4,8 (1,5 4,8 (3 Teile) | 10 (3,5 Teile)
Teile)
MPA, NHS und DCC in DMF gelost:
| V(DMF) [ul] |38 | 90 90 | 90 | 159,5 |
AnschlieBendes zugeben von DIC:
V(DIC) [uL] 12 (10,2 11,7 (8 Teile) | - - -
Teile)

Es wurde von der Standard Oberflaichenchemie zur Funktionalisierung von homogenen
Oberflachen auf Transducern ausgegangen und dann verschiedene Chemikalien im
Uberschuss zugesetzt und getestet. Sie ist auf der ganz linken Seite in Tabelle 2 gezeigt. Bei
ihr wird 1 mol NHS mit 1,5 mol DIC kombiniert.

Parameter:

Es wurden Vorversuche gemacht, bei denen die Interaktion zwischen MPA auf der
Oberflache und der Mycophenolsdure Antikérperanbindung im Fluss detektiert wurde. Bei
den Messungen von Prozedur B — D wurden die MPA-AKs mit der Konzentration c= 0,033
mg/ml bei jeder Messung verwendet. Die Messung von Prozedur A wurde mit der MPA-AK
Konzentration c= 0,018 mg/mL durchgefihrt.

Die Untersuchung der Oberflichen auf unspezifische Wechselwirkungen mit
Fremdsubstanzen wurde mit einem Fremd-Antikérper durchgefiihrt.  Ubliche
Blockreagenzien hatten zu einem sehr hohen und wenig aussagekraftigen Signal gefiihrt, da
MPA generell sehr gut an lipophile Substanzen an sich bindet. Dies liegt auf der Hand, da die
Substanz sehr lipophil ist und im Korper zu einem hohen Prozentsatz an Blutplasmaproteine
wegen ihrer Lipophilie bindet.

Messungen der Prozeduren A - D:

Die Steigung der Bindungssignale der Antikorperanbindung ohne Analyt wurde ausgewertet
und bezliglich ihrer Reproduzierbarkeit verglichen, die Werte sind in Tabelle 3
zusammengefasst. Der Sensor wurde nach jeder Messung regeneriert. Die
Regenerationsmittel wurden optimiert und angepasst.
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Zu Beginn der Experimente mussten die Oberflachenchemie und die Regenerationslésungen
in verschiedenen Parametern optimiert werden, um eine notwendige, gute
Reproduzierbarkeit zu erreichen. In Vorversuchen musste die Reproduzierbarkeit der
Wirkung von Regenerationsldsungen bezlglich Konzentration, pH-Wert, Volumen der
Losung und Pumpgeschwindigkeit optimiert werden. Weiterhin wurde die mikrofluidische
Anbindung aller Reagenzien optimiert und zur Vermeidung von Verdiinnungseffekten direkt
an das Ventil angeschlossen. Wenn immer nur ein Cup mit Regenerationslosung pro
Messung und kein VorratsgefaR angeschlossen wird, muss jedes Mal der Probenschlauch mit
Puffer gespiilt werden, um Luftblasen aus dem Schlauch zu entfernen. Durch den Puffer im
Schlauch wird das Regenerationsmittel zum Teil verdliinnt tiber den Transducer geleitet. Bei
VorratsgefaBen wird also eine Verdinnung vermieden und keine Luft in den Schlauch
gezogen, welche spater entfernt werden miusste.

Speziell die Reproduzierbarkeit und Stabilitdt der Messungen konnte mit den verschiedenen
Spotting Prozeduren aus Tabelle 2 nach und nach verbessert werden. Zur besseren
Vergleichbarkeit der Prozeduren A — D wurden alle Messungen gleich skaliert geplottet.

1,00 ~
\ — MPA Antik('jrper\
E 0,75 -
o
¥4
Q
B
5 0,50+
<
O
n
2
G 0,25+
2
o
o
<
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Abbildung 15: Spotting Prozedur A: Gezeigt sind acht Wiederholungsmessungen von MPA-Antikérpern. Es ist
die Anbindung mit darauffolgender Regeneration (nicht gezeigt) gezeigt. Es ist die relative optische Schichtdicke
[nm] gegen die Zeit [sec] aufgetragen.

Prozedur A:

Abbildung 15 zeigt die Messungen, die auf einem Signaltransducer durchgefiihrt wurden,
welcher mit Prozedur A gespottet wurde. Die Messungen zeigen deutliche Signale, was
darauf schlieBen lasst, dass die Funktionalisierung erfolgreich verlaufen ist. Jedoch zeigen sie
nur eine sehr geringe Reproduzierbarkeit bezliglich der Steigung und Signalh6he. Aulerdem
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zeigte sich, dass GndCl als Regenerationsmittel nicht gut eignet ist. Bei den folgenden
Versuchen wurde deswegen SDS verwendet. Die Regeneration ist unzureichend oder die
gespottete Oberflache instabil. AuBerdem wurde bei Prozedur A noch kein Muster zwischen
das 8 - 8 Spotmuster hinein gedruckt. Diese geringere Oberflaichenbeladung fiihrte eventuell
zusatzlich zu den relativ niedrigen und stark streuenden Signalen.

—— Messung 1-5: MPA Antikdrper|
1,00 ~ — Messung 6: Fremd Antikorper

0,75

0,50 ~

0,25 ~

A optische Schichtdicke [nm]

0,00 |~

T I T I T I T I
0 200 400 600 800
Zeit [sec]

Abbildung 16: Spotting Prozedur B: Die Messungen 1 - 5 sind Wiederholungsmessungen von MPA-Antikérpern.
Messung 6 zeigt den Test auf unspezifische Wechselwirkungen mit einem Fremd-Antikérper. Es ist die relative
optische Schichtdicke [nm] gegen die Zeit [sec] aufgetragen.

Prozedur B:

Spotting Prozedur B zeigt hohere Signale, da die Oberflichenbeladung mit MPA héher ist.
Jedoch ist noch immer eine schlechte Reproduzierbarkeit gegeben, da die Basislinie nach der
Regeneration nicht erreicht wird (nicht in Abbildung gezeigt). Messung 6 zeigt den Test auf
unspezifische Wechselwirkungen mit einem Fremd-Antikérper, es wird keine Anbindung
detektiert. Die Abschirmung der Oberflaiche gegen unspezifische Wechselwirkungen
funktioniert somit, aber die Regeneration ist unzureichend und die Oberflache vermutlich
instabil.
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Abbildung 17: Spotting Prozedur C: Die Messungen 1 - 9 sind Wiederholungsmessungen von MPA-Antikérper
Detektionen. Messung 10 zeigt den Test auf unspezifische Wechselwirkungen mit einem Fremd-Antikérper. Es
ist die relative optische Schichtdicke [nm] gegen die Zeit [sec] aufgetragen.

Prozedur C:

Um die Reproduzierbarkeit der Signale zu erhéhen, wurde die Beladung der Oberflache mit
MPA reduziert. Dadurch wird die Hydrophobizitdit der Oberflaiche verringert und die
Abschirmung der Oberflache verbessert. Die Wahrscheinlichkeit, dass der MPA-Antikorper
spezifisch anbindet, wird erhéht. Man kénnte bei oberflachlicher Betrachtung annehmen,
dass dies im Widerspruch zu den Messungen mit dem Fremd-Antikorper stiinde, welche
schon bei Prozedur B mit hoher Oberflachenbeladung eine ausreichende Abschirmung der
Oberflache attestieren. Jedoch ist der MPA-Antikdrper schwierig zu handhaben weil er
vermutlich Gber einige lipophile Domanen verfligt. Es wurde auch bei Prozedur C mittels des
Fremdantikorpers eine gute Abschirmung nachgewiesen.
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Abbildung 18: Spotting Prozedur D: Die Messungen 1 - 5 sind Wiederholungsmessungen von MPA-Antikérper
Detektionen. Messung 6 zeigt den Test auf unspezifische Wechselwirkungen mit einem Fremd-Antikérper. Es ist
die relative optische Schichtdicke [nm] gegen die Zeit [sec] aufgetragen.

Prozedur D:

Bei Spotting Prozedur D wurde auf eine Inkubation der Reagenzien vor dem Spotten
verzichtet. Generell sind niedrige MPA Konzentrationen auf der Oberflache zuverladssiger
regenerierbar. Bei den durchgefiihrten Messungen wird ab der dritten Messung auf dem
Transducer eine deutlich bessere Regenerierbarkeit und Stabilisierung der Oberflache
erreicht. Die ersten beiden Messungen wurden verworfen, sodass erst die dritte Messung als
Messung 1 bezeichnet wird. Die Messung 6 mit dem Fremd-Antikérper zeigt kein
Bindungssignal. Somit wurde eine gute Anbindung nachgewiesen. Prozedur D zeigt eine
zuverlassige Regenerierung und gut reproduzierbare Messungen.

Ergebnisdiskussion:

Zusammenfassend wird aus Tabelle 3 ersichtlich, dass das Spotten von Prozedur A bis D
stetig verbessert werden konnte. Es wurden immer 15 aufeinanderfolgende Datenpunkte im
linearen Anfangsbereich der Probeninjektion, wie in Kapitel 2.4, ausgewertet. Alle gezeigten
Messungen wurden ausnahmslos in die Auswertung einbezogen.
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Tabelle 3: Vergleich der erhaltenen Messsignale aus den einzelnen Spottingvarianten.

Prozedur: A B C D
Mittlere Anfangssignalsteigung: 0,00443 0,00609 0,004773 0,003898
Standardabweichung: 0,00118 0,000973 0,00041 0,00021
Prozentuale Standardabweichung: | 26,64 % 15,97 % 8,69 % 55%

Es wurde nachgewiesen, dass eine hohe MPA Konzentration in der Spottinglésung zu hohen
Signalen fiihrt, aber gleichfalls zu hohen Standardabweichungen. Die optimierten Spotting
Prozeduren C und D sind gute Alternativen zur in Kapitel 3.2.2 gezeigten ganzflachigen
Oberflachenfunktionalisierung. Prozedur D ist eine etwas bessere Variante und aullerdem
zeitsparend, da die Inkubationszeit vor dem Spotten wegfallt. Prozedur C und D wurden
verwendet, um heterogene Immunoassaymessungen auf gespotteten Oberflachen im LIF-
Messaufbau durchzufiihren. Diese werden in Kapitel 4.8.3.3 beschrieben und diskutiert.

3.2.3.7. Proof-of-Principe: MPA Immunoassay mit Fluoreszenz-Sekundarantikorpern:

Proof of Principle Messungen wurden durchgefiihrt um zu beweisen, dass der bei den
Spotting Prozeduren A bis D verwendete MPA Immunoassay auch fluoreszenzbasiert
durchgefiihrt werden kann. Mittels der labelfreien Methode RIfS wurde nachgewiesen, dass
fluoreszenzgelabelte sekundar Anti-lgG Antikorper nur dann anbinden, wenn MPA-
Antikorper an die durch spotten mit MPA funktionalisierte Oberflaiche angebunden sind.
Durch diesen Anbindungsschritt wird gezeigt, dass Messungen des Assays im LIF-Messaufbau
moglich sind und Signale erhalten werden kdnnen.

Parameter:

Es wurde die noch nicht optimierte Spotting Prozedur A fir die
Oberflachenfunktionalisierung verwendet. Es wurde dieselbe Menge MPA-AK wie beiden
Messungen mit Spotting Prozedur A (0,018 mg/mL) verwendet. Die Konzentration an
fluoreszierendem Sekundarantikorper betragt 0,027 mg/mL.
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—— Messung 1: Fremd Antikérper mit Regeneration
—— Messung 2: MPA Antikdrper mit Regeneration
Messung 5: fluoresz. sek. AK mit Regeneration
Messung 8: MPA Antikérper ohne Regeneration
1,59 —— Messung 9: fluoresz. sek. AK mit Regeneration
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Abbildung 19: Die schwarze und orangene Kurve zeigt, dass MPA-AKs in etwa reproduzierbar an die Oberfldche
anbinden. Die griine Messkurve zeigt, dass ohne MPA-AKs auch keine Sekunddr-Antikérper anbinden. Die blaue
Kurve zeigt das Bindungssignal des Sekunddrantikérpers (Alexafluor), wenn MPA-AKs sich auf der Oberfldche
befinden. Die rote Kurve ist der Test auf unspezifische Wechselwirkungen mit einem Fremd-Antikérper. Es wurde
mit SDS 0,5 %, pH= 1,9 regeneriert.

Die Aussagen der Messungen aus Abbildung 19 werden im Folgenden diskutiert. Um die
unspezifische Wechselwirkung der Oberflaiche mit fremden Substanzen zu charakterisieren
wurde ein fiir MPA nicht spezifischer Fremd-Antikdrper verwendet. Ubliche Blockreagenzien
hatten zu einem sehr hohen und wenig aussagekraftigen Signal gefiihrt, da MPA generell
sehr gut lipophile Substanzen an sich bindet. In Messung 1 wird nachgewiesen, dass Fremd-
Antikorper nicht auf der Oberflaiche anbinden, die Abschirmung gegen unspezifische
Wechselwirkungen ist somit erfolgt. Bei der Messung 2 erfolgte die Anbindung von MPA-
Antikorpern auf der mit MPA funktionalisierten Oberflache und weiterhin ist die
anschlielfende Regenerierung der Sensoroberfliche ab Sekunde 1005 dargestellt. Bei
Messung 5 ist zu sehen, dass fluoreszierende sekundare Anti-lgG-Antikérper nicht anbinden
und nur eine geringe unspezifische Wechselwirkung zeigen, wenn kein MPA-Antikérper auf
der Oberfliche angebunden ist. Messung 8 zeigt die MPA-Antikorper Anbindung ohne
Regeneration. Bei Messung 9 ist die Anbindung der fluoreszierenden Sekundar-Antikérper an
die MPA-Antikorper auf der Oberfliche zu sehen. Messung 8 und 9 zeigen, dass
fluoreszierende Sekundarantikorper nur dann anbinden, wenn MPA-AKs sich auf der
Oberflache befinden.

Die Regeneration bei Messung 9 ab Sekunde 1350 ist so stark ausgepragt, da 2 ,Schichten”
Antikorper vom Transducer entfernt werden und zu Beginn jeder Messung auf O referenziert
wird, dadurch fallt das Signal unter den referenzierten Nullwert.
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Mittels RIfS Messungen konnte nachgewiesen werden, dass der heterogene MPA
Immunoassay mit fluoreszenzgelabelten Sekundar-Antikérpern funktioniert und im LIF-
Messaufbau eingesetzt werden kann.

3.2.4. Oberflachenpraparation der Partikel

Die Oberflachenpraparation der verwendeten magnetischen Partikel wurde von Kathrin
Freudenberger durchgefiihrt. Die Funktionalisierungsprotokolle der Micromer® M Partikel
sind in der Dissertation von Kathrin Freudenberger [19] zu finden. Die in Tabelle 4
aufgelisteten Partikel wurden fiir die Messungen der homogenen Immunoassays in Kapitel
4.8.4 verwendet.

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Partikel und deren Einsatzzweck.

Partikel Durchmesser Einsatzzweck Verwendet in
Kapitel
Micromer®M -NH: 3um mit MPA und 4.8.4.1,4.8.4.3,
Testosteronoxim 4.8.4.4,4.8.4.5
gelabelt
ScreenCORE®/R 1pum mit MPA-AKs gelabelt | 4.8.4.4

Das Labeling der fluoreszierenden ScreenCORE®/R Protein G Partikel mit MPA-AKs wurde
vom Verfasser durchgefiihrt. Es wurde nach einem modifizierten Protokoll des Herstellers
vorgegangen, da eine deutlich geringere Menge als vorgesehen benétigt wurde und die
Partikel im Immunoassay statt zur IgG Aufreinigung verwendet wurden.

Es wurden im ersten Schritt 200 pL ScreenCORE®/R Partikel mit 200 uL W & B Puffer versetzt
und mit 2730 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Dieser Schritt wird
zweimal wiederholt, die Partikel am Schluss in 100 uL resuspendiert. Die Antikérperlésung
soll nun mit W & B Puffer 1:1 gemischt werden. Die Maximalkonzentration nach
Herstellerangabe ist 3,3 mg/mL. In 100 pL wurde die halbe Konzentration mit 1,6 mg/mL
MPA-AKs eingesetzt und mit 100 uL W & B Puffer versetzt. Die ScreenCORE®/R Partikel
werden zugegeben und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird abzentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt wird zweimal wiederholt und die Partikel
schliefSlich im letzten Schritt in 300 uL PBS resuspendiert.

4. Ergebnisse und Diskussion

Im Folgenden werden die erhaltenen Ergebnisse vorgestellt und diskutiert. Zunachst wird
der LIF-Messaufbau und dessen Entwicklung vorgestellt, dann die darin durchgefiihrten
Messungen gezeigt.

4.1. Der Nanodem LIF-Messaufbau

Im Nanodem Messaufbau wird mittels der laserinduzierten Fluoreszenz (LIF) Fluoreszenz von
Fluorophoren im Flusskanal angeregt und detektiert. Der ultra-low-noise-solid-state-Laser
regt bei der Wellenldnge A= 593,5 nm mit einer Leistung von 20 mW an. Flr diese
Anregungswellenldange wurden passende Fluoreszenzfarbstoffe ausgewadhlt. Ein
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Langpassfilter schirmt die Anregungswellenlange des Lasers, je nach Ausrichtung,
weitgehend ab. Der Filter besitzt die, wie in Abbildung 20 gezeigten, optischen
Eigenschaften. Die Absorption und Emission des Farbstoffes DY636 wurde beispielhaft in das
Schaubild eingezeichnet. Messungen in Humanserum zeigen, dass eine langwellige
Anregungswellenlange, wie zum Beispiel A= 593,5 nm von Vorteil ist. Spater sollen im
Messaufbau Proben aus Patientendialysat im Volumen der Flusszelle detektiert werden
kdnnen.

Das Spektrale Design, die Auswahl der Anregungswellenlange und die des Absorptionsfilters
wurden zusammen mit Marcel Berner vom IPV interdisziplinar diskutiert und entschieden.

4.1.1. Auswahl der Anregungswellenldange:

Bei der Auswahl der Anregungswellenlange und unteren Wellenlangenbegrenzung des LIF-
Messaufbaus miissen einige limitierende Faktoren bedacht werden.

Das Hauptkriterium, nach dem die Auswahl der Anregungswellenlange erfolgte, war die
bestmogliche Vermeidung von Eigenfluoreszenz. Die Eigenfluoreszenz der Matrix und von
Immunoassaybestandteilen, mit denen im Aufbau spater einmal gemessen werden soll,
muss minimiert werden. Sie hatte die Messungen signifikant verfdlscht und moglicherweise
komplett unbrauchbar gemacht. Der LIF-Messaufbau soll, wie in Kapitel 2.10 eingefiihrt,
Immunoassays in verdiinnten Proben aus Humanserum oder aus Dialysat messen kdnnen.

Im Arbeitskreis wurden von Patricia Weber im Rahmen ihrer Diplomarbeit [59] Vorversuche
zu diesem Thema gemacht. Die im Folgenden diskutierten Messungen stellen ein , Worst-
Case-Szenario” dar, da in verdiinntem Dialysat weniger storende Bestandteile zu erwarten
sind, als in den gemessenen puren Seren. Sie zeigten, dass je nach Spender und dessen
Gesundheits- und Erndhrungsstatus (nlchtern oder nach einer fettigen Mahlzeit) die
Absorption des Serums sehr unterschiedlich ausfallt. Deshalb kann die Eigenfluoreszenz von
Humanseren nicht absolut bestimmt oder vorausgesagt werden.

Es kdnnen aber allgemein gliltige Trends erhalten werden. Bei den untersuchten gepoolten
Humanseren wurde zwischen 400 und 700 nm in Schritten von 20 nm beginnend bei 400 nm
angeregt. Es wurde jeweils 20 nm Uber der Anregungswellenlange bis 700 nm das
Eigenfluoreszenzspektrum schrittweise detektiert. Die Messungen zeigten, dass bei einer
langeren Anregungswellenldnge die Absorption und in Folge dessen auch die
Eigenfluoreszenz (Autofluoreszenz) signifikant abnimmt und diese folglich prinzipiell besser
geeignet sind. Bei verbreitet genutzten Anregungswellenlangen wie bei 473 nm ist die
Eigenfluoreszenz von unverdiinnten Humansera relativ stark ausgepragt, daher wurde in
dem vorgestellten LIF-Messaufbau eine signifikant langere Wellenlange gewahlt. Natirlich
ist die Wellenlange von 473 nm fiir manche Problemstellungen geeignet, aber nicht fiir die
vorliegende Fragestellung.

Die Anregungswellenldange wurde folglich so weit in den langwelligen Bereich verschoben,
wie es die Komponenten zulassen: in den Bereich zwischen 580 und 600 nm. Bei der
Wellenldange von 593 nm wurde eine bezahlbare, stabile und rauscharme Laserlichtquelle
von Marcel Berner an der Uni Stuttgart gefunden und beschafft.
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4.1.2. Auswahl des Farbstoffes und Absorptionsfilters:

Bei der Auswahl des Farbstoffes und Absorptionsfilters muss die obere
Wellenlangenbegrenzung beachtet werden.

Der spektrale Abstand zum Absorptionsfilter muss ausreichend sein, damit dieser das Licht
der Anregungswellenlange ausreichend stark von den Photodioden abschirmt. Der Abstand
sollte mindestens ca. 50 nm betragen. AuBerdem soll der Filter moglichst schmalbandig sein
und stark absorbieren. Schmalbandig bedeutet, dass der Filter in einem kleinen Bereich eine
hohe Steigung von 100 % auf 0 % Transmission aufweist.

Der Bereich des Absorptionsfilters liberschneidet sich im gezeigten Setup etwas mit dem
Emissionsspektrum des Fluoreszenzfarbstoffes (Abbildung 20). Wiirde man die
Anregungswellenlange in noch langerwellige Bereiche verschieben wollen, um die
Eigenfluoreszenz weiter zu minimieren, kdnnte man zum Beispiel die Anregungswellenlange
von 632,8 nm wahlen. Folglich misste der Filter fur eine vergleichbare Signalunterdriickung
das Licht ab 685 nm absorbieren. Mit den verwendeten Photodioden ist es aber nicht
moglich, da sie in dem angestrebten Detektionsbereich nicht mehr ausreichend sensitiv sind.
Das amorphe Silizium Absorbermaterial hat relativ niedrige Absorptionskoeffizienten fir
lange Wellenlangen. Dadurch nimmt die Quanteneffizienz des Detektors fiir Photonen
langerer Wellenlange deutlich ab. Die Photodioden fangen ab einer Wellenlange von 680 nm
und langerwelliger an, signifikant in ihrer Sensitivitdit abzunehmen. Folglich wiirde der
Hauptteil der Emission verloren gehen und das erhaltene Signal sehr klein. Um genau dies zu
vermeiden und einen Kompromiss zwischen maximaler Anregungslichtunterdriickung und
maximaler Emissionssignalausbeute zu erhalten, wurde die vorliegende optimierte
Konfiguration gefunden.

4.1.3. Zusammenfassung zu spektralem Design:

In dem spektralen Bereich zwischen oberer und unterer Grenze missen die
Anregungslichtquelle, der Fluoreszenzfarbstoff und der Absorptionsfilter vor den
Photodioden eingepasst werden. Es muss ein Kompromiss zwischen der Unterdriickung der
Anregungslichtquelle und der Signalstirke der Fluoreszenz des Fluorophores gefunden
werden. Die Eigenfluoreszenz der Sera oder Dialysate setzen die untere Grenze fir die
Anregungswellenlange und die spektrale Limitierung der Photodioden [48] die obere Grenze.

Als guter Kompromiss wurde die Wellenldange von 593 nm gewahlt, um die Storung der
Fluoreszenzdetektion durch Bestandteile des zu untersuchenden verdiinnten Humanserums,
Dialysates oder Immunoassaybestandteils mittels Eigenfluoreszenz zu vermeiden und ein
starkes Fluoreszenzsignal (hohe Absorption des Farbstoffes) zu erhalten. Im gewahlten
Bereich gibt es eine groRere Auswahl an stabilen Fluoreszenzfarbstoffen. Es wurden
verschiedene passende Fluoreszenzfarbstoffe getestet. Der Farbstoff DY636 erwies sich in
den gezeigten Messungen als sehr gut zu den Eigenschaften des LIF-Messaufbaus passend
und wurde daher ausgewahilt.

4.1.4. Eigenschaften DY636:
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Abbildung 20: Die Anregungswellenlinge des Lasers A= 593 nm ist in Orange eingezeichnet. Die Absorption des
Farbstoffes DY636 in Schwarz, die Emission ist in Rot gezeigt. Die Transmission des Absorptionsfilters ist in
Hellblau eingezeichnet. Die beiden Eigenfluoreszenzmessungen in Griin und Blau. Es ist das relative Signal der
Messungen [%] gegen die Wellenldnge [nm] aufgetragen. Bei der Absorptions- und Emissionsmessung wurde
jeweils der héchste Wert als 100 % gesetzt. Bei der Transmissionsmessung wurde eine theoretische 100%ige
Transmission als 100 % gesetzt. Bei den Eigenfluoreszenzmessungen wurde der hchste Wert (nicht gezeigt) der
Messung 1 als 100 % gesetzt. Messung 2 wurde im Bezug zu Messung 1 in ihrer GréfSe skaliert.

Abbildung 20 gibt die optischen Parameter des LIF-Messaufbaus wieder. Der im Schaubild
exemplarisch gezeigte Fluorophor DY636 wird in Kapitel 4.6 zu Kalibriermessungen im LIF-
Messaufbau verwendet. Die Anregungswellenlange des Lasers mit A= 593 nm ist in Orange
dargestellt. Das Fluorophor DY636 wird auf einer linken Schulter, wie aus der
Absorptionsmessung des DY636 in Schwarz ersichtlich, angeregt. Sein Emissionsspektrum ist
in Rot dargestellt. Die Messungen wurden in Reinstwasser durchgefihrt. In Reinstwasser hat
der Fluoreszenzfarbstoff DY636 eine Quantenausbeute von 10 %. Bei der
Anregungswellenlange A= 593 nm hat der DY636 eine normalisierte Absorption von 46,8 %.
Der Absorptionsfilter vor den Messphotodioden transmittiert am Peak der
Emissionswellenldnge des DY636 87 % des Lichtes. Bei der Anregungswellenldange des Lasers
ist er praktisch undurchldssig. Er ist in Hellblau dargestellt. Eigenfluoreszenzmessung 1
(Griin) wurde bei 480 nm und Messung 2 (Blau) bei 600 nm angeregt. Beide wurden in 100 %
Humanserum gemessen. Es ist sehr gut ersichtlich, dass bei einer Anregung von 600 nm ein
deutlich geringeres Eigenfluoreszenzsignal erhalten wird.

4.1.5. Der LIF-Messaufbau:
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Abbildung 21: Gezeigt ist eine Explosionszeichnung der wichtigsten Komponenten des Laser-Induzierte-
Fluoreszenz (LIF)-Messaufbaus. Der Aufbau ist fiir Fluoreszenzmessungen im Volumen optimiert. Die Abbildung
ist nach einer technischen Zeichnung von Marcel Berner angefertigt worden.

Laser
Referenzphotodiode
Strahlenteiler

== Shutter

Flusszelle & Messeinheit

Abbildung 22: Aufsicht auf den LIF-Messaufbau: Auf der linken Seite ist der Laser zu sehen, mittig oben der
Shutter, darunter die Referenzphotodiode und der Strahlenteiler, rechts die Flusszelle mit darunter liegendem
Absorptionsfilter (rote Flédche)

Die optischen Komponenten, die Halterungen und Schiene (Abbildung 22) wurden von
Marcel Berner am IPV der Universitat Stuttgart entwickelt.
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Es wird in eine direkt am Laser verbaute Powell Linse eingekoppelt, um einen linienférmigen
Focus auf der langen Seite des Flusskanals zu erhalten. Der Strahl beleuchtet die
Doppelklebebandschicht des austauschbaren Einweg-Flusskanals, welche die Wande des
Flusskanals ausbildet. Im Gegensatz zu einer liblichen Zylinderlinse erzeugt eine Powell Linse
eine geleichmalig ausgeleuchtete Linie auf ihrer gesamten Lange. Bei einem Abstand von 20
cm zwischen Laser und Flusszelle 6ffnet sich der Strahl auf 2 cm Breite und leuchtet das
Doppelklebeband des Flusskanals auf seiner gesamten Lange gleichmaRig aus.

Ein Absorptionsfilter blockt Streulicht der Anregungslichtquelle welches, zum Beispiel an den
Flusskanalwanden, durch das Doppelklebeband entsteht. Ein Halter aus Teflon® mit
Federkontaktstiften verbindet die Photodioden auf den Photodioden-Chips mit einem
Amperemeter und Netzteil.

Die Photodioden sind im Bereich von 400 — 740 nm bei der verwendeten Biasspannung von 0
V sensitiv [48]. Durch das Blocken des Absorptionsfilters wird allerdings nur der Bereich 650
— 740 nm genutzt.

Die kurze Seite der Laserlinie hat eine Weite von ungefdhr 400 pm. Wahrend den
Messungen am Aufbau zeigte sich, dass die Ausrichtung des fokussierten Laserstrahls auf
den Flusskanal unkritisch und zuverlassig ist. Mittels einer Mikrometerschraube kann die
relative Hohe zwischen dem Flusskanal und der Laserlinie eingestellt werden. Die betroffene
schmale Seite der Laserlinie ist etwa dreimal breiter als die Hohe der wellenleitenden Trager
des Doppelklebebandes (in Abbildung 23 zu sehen). Deswegen sind Einkopplung und deren
Effizienz einfach einzustellen und auszurichten und unempfindlich gegeniiber kleinen
Variationen in der vertikalen Hohe. Die korrekte Ausrichtung bleibt bei einem Tausch des
Flusskanals erhalten. Der Tausch kann somit sehr einfach durchgefiihrt werden.

Das Laserlicht ist im planaren Wellenleiter und den anderen Schichten des Stacks horizontal
polarisiert und stimmt mit der TE (transversal elektrisch) Mode lberein. Simulationen an der
Universitat Stuttgart (IPV, Marcel Berner) mit der Software Zemax® zeigten, dass die TE-
Mode eine vernachldssigbar hohere Einkoppeleffizienz fir ideal rechtwinklige Ausrichtungen
als die TM-Mode (transversal magnetic) hat. Gerade in Bezug auf die Ausrichtung und die
Einkopplung des Laserlichtes besitzt die TE-Mode Vorteile. Sie ist robuster beziglich leichter
Fehlausrichtungen des Einstrahlwinkels der Laserstrahlung auf die Flusszelle im Messaufbau
und deswegen zu bevorzugen. Wie in Abbildung 23 eingezeichnet, wird in den Simulationen
davon ausgegangen, dass die Tragerfolie zwischen den beiden Klebstoffschichten der
Wellenleiter ist.

4.2. Das LIF-Detektionsprinzip

Im Messaufbau wird das LIF (Laser Induzierte Fluoreszenz) Prinzip angewendet. Der Laser
(Anregungslicht) beleuchtet von der Seite die Flusszelle mit dem zu detektierenden
Fluorophor. Dieses emittiert daraufhin langerwelliges Licht in alle Richtungen. Um moglichst
wenig Anregungslicht und Streuung zu detektieren, wurde mit einem Absorptionsglasfilter
vor der Photodiode und in (zunachst) orthogonaler Ausrichtung gemessen.
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Abbildung 23: Das LIF-Detektionsprinzip im realisierten Messaufbau. Ldngsschnitt in der Mitte zwischen Einlass
und Auslass der Fluidik.

Das LIF-Detektionsprinzip ermoglicht den Nachweis von fluoreszenzgelabelten
Immunoassays in mikro- bis hin zu picomolaren Konzentrationen. Es wird in Verbindung mit
mikrofluidischen Chips in verschiedenen Einsatzgebieten verwendet. So wurden Lab-on-a-
chip [60], Kapillarelektrophorese [47, 61, 62] und miniaturisierte Biosensoren [63-65]
realisiert. Je nach Detektionsprinzip und Implementierung wird die Detektion im
Flusszellvolumen oder auf einer funktionalisierten Oberflache durchgefiihrt [66-68]. Die
zitierten Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass miniaturisierte, integrierte Systeme mit
geringen Betriebskosten realisierbar sind.

Mittels totaler interner Reflektions Fluoreszenz (TIRF) wurden in der Arbeitsgruppe Gauglitz
[69-71] und in anderen Arbeitsgruppen [72] schon viele fluoreszenzbasierte Immunoassays
entwickelt. Bei TIRF werden Immunoassays auf einer funktionalisierten Oberflache
detektiert, indem fluoreszenzgelabelte Analyten mittels evaneszenter Felder angeregt
werden. Die evaneszenten Felder werden durch in Totalreflektion eingekoppeltes Laserlicht
erzeugt. Es werden ausschlieRlich oberflichennahe Fluorophore detektiert. Obwohl auf
einigen Oberflaichen sehr viele Messungen durchgefihrt werden konnten, ist die
Regenerierbarkeit oder Wiederbenutzbarkeit der Oberflache der limitierende Faktor fiir den
Einsatz der auf diese Weise entwickelten Biosensoren. Um diese Einschrankung zu umgehen,
wurde in dieser Arbeit der Immunoassay auf eine Messung auf Partikeln im Volumen
Ubertragen. Um diese Partikel im Volumen zu detektieren, wurde das LIF-Detektionsprinzip
fir diese Arbeit gewahlt. Im Vergleich zu TIRF kann bei LIF ein definiertes Volumen der
Flusszelle ausgeleuchtet und fiir die Detektion von fluoreszierenden Partikeln oder
Antikorpern im Volumen und gegebenenfalls auf der Oberflache verwendet werden.

4.3.  Auswertung der Messungen

Tabelle 5: Alle in der Arbeit durchgefiihrten Immunoassays mit deren Auswertungsprinzip und verwendeten
Reagenzien.

Immunoassayart | Immunoassareagenzien Auswertungsprinzip | Kapitel
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Heterogen, Direkter Oberflache: Biotion, AUC, 4.8.3.1
Assay fluoreszierende Streptavidin Signalplateauhdhe
Partikel
Heterogen, Oberflache: ganzflachig MPA, AUC, 4.8.3.2
Bindungsinhibition fluoreszenzgelabelte MPA-AKs Signalplateauhthe
Heterogen, Oberflache: gespottete MPA, AUC, 4.8.3.3
Bindungsinhibition MPA, MPA-AKs, Signalplateauhdhe
fluoreszenzgelabelte Anti-IgGs
allgemein und Anti-Fc
Homogen, MPs-MPA (3 um), MPA, MPA-AK, | AUC (Zeit/ 48.4.1
Bindungsinhibition fsAKs Anti-1gG Wellenldnge)
Homogen, MPs-MPA (3 um), MPA; MPA- AUC 4.8.4.3
Bindungsinhibition AKs, fsAKs Anti IgG Fc Teil
Homogen, MPs-MPA (3 um), MPA, FPs mit AUC 4.8.4.4
Bindungsinhibition MPA-AKs (1 um)
Homogen, leicht MPs-MPA (3 um), MPs- Anfangssteigung bei 4.8.4.5
modifizierte Testosteronoxim (3 pum), Probeninjektion
Bindungsinhibition MPA, MPA-AKs, fsAKs Anti IgG Fc
Teil

4.3.1. Mess- und Auswertesoftware:

Um die Messungen durchzufiihren, werden zwei Computerprogramme benutzt. Measure®
steuert die Mikrofluidik (Spritzenpumpe, Ventil und Sampler) und den Shutter vor dem
Laser. Aullerdem sendet es Befehle an das zweite Programm LabVIEW®, welches die Signale
der Referenz- und Messphotodiode aufnimmt. Uber Befehle von Measure® werden die
Messungen in LabVIEW® gestartet und gestoppt. Dies ist essentiell flir automatisierte
Messungen und ermoglicht das Vergleichen von Messungen mit demselben
Programmablauf, da dadurch die Fluidik und das Aufnehmen der Messungen synchron
ablaufen. LabVIEW® wird bendtigt, um Stréome der Mess- und Referenzphotodiode
aufzunehmen, da dies mit Measure® technisch nicht moglich ist. LabVIEW® schreibt die
Daten in eine Textdatei. In drei Spalten werden die Zeit in Sekunden, der Strom der
Messphotodiode und der Wert der Referenzphotodiode proportional zu Strom in Watt
aufgezeichnet. Er kann mittels des Proportionalitatsfaktors und der EQE in Strom
umgerechnet werden.

4.3.2. Generelle Datenaufbereitung:

Bei der Auswertung mittels Origin® werden zunadchst die Werte der Referenzphotodiode
durch einen Savitzky-Golay-Fit geglattet, da diese Photodiode leider ein relativ starkes
Rauschen zeigt. Sie ist dennoch fiir die Uberwachung der Laserintensitit vollkommen
ausreichend, da ihre Daten nach der Glattungsoperation hinreichend aussagekraftig fur die
Anwendung sind. Sie gibt sehr gut Auskunft Gber die mittel- und langfristige Drift des Lasers.

In Abbildung 24 ist unter A) Messung 1 (rot) das Signal der Referenzphotodiode [Watt], in
Messung 2 das der Messphotodiode [Ampere] (schwarz) und unter B) das referenzierte
Fluoreszenzsignal [a.u.] gezeigt. Das Signal aus Messung 2 wird, wie oben erwahnt, geglattet
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(schwarze Linie in rotem Signal). Danach wird das absolute Signal der Messphotodiode aus
Messung 2 durch das geglattete Signal geteilt. Bei dem unter B) referenzierten
Fluoreszenzsignal wird dann der erste Wert auf null gesetzt, um die Messungen besser
vergleichen und weiter auswerten zu kénnen.
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Abbildung 24: Unter A) ist die rote Messung das Signal der Referenzphotodiode, die schwarze Messung das der
Messphotodiode und das referenzierte Fluoreszenzsignal [a.u.] unter B) gegen die Zeit [sec] aufgetragen. Es
wurde c¢( DY636 )= 1,31 umol/L hier detektiert.

Bei den weiteren Auswertungsschritten wird zwischen Messungen im Durchfluss und auf der
Oberfliche unterschieden. Fiir einige Operationen und Ubersichten wurde Excel® zusitzlich
zur Datenauswertung durch Origin® verwendet. In Kapitel 4.5 sind einige
Messaufbauoptimierungen zur Erhéhung der Stabilitat der Messsignale gezeigt. So wurde
die Platzierung der Referenzphotodiode, der Winkel zwischen Laser und Messphotodiode
und diverse andere Dinge optimiert.

4.3.3. Messungen im Durchfluss:

Bei Messungen im Durchfluss handelt es sich um Messungen von Fluorophoren, welche lber
einen bestimmten Zeitraum in einem definierten Probenvolumen durch die Flusszelle
gepumpt und wahrenddessen detektiert werden. Es wird also ein Summensignal tber eine
bestimmte Zeitspanne detektiert. Die Fluorophore sind hierbei an Reagenzien eines
homogenen Immunoassays gebunden (Kapitel 4.8.4) oder freischwimmend (Kapitel 4.6). Bei
einem homogenen Messansatz mit einer Messung des Flusszellvolumens im Durchfluss wird
die AUC (area under the curve), gleichbedeutend mit der Flache unter der Kurve liber einen
bestimmten Zeitraum integriert. Zunachst wird die generelle Datenaufbereitung
durchgefiihrt, wie in Abbildung 24 und dem zugehoérigen Text im vorangehenden Absatz
vorgestellt.
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Abbildung 25 zeigt beispielhaft einen Messablauf einer Fluoreszenzdetektion im Volumen
und im Durchfluss. Bei A) wird eine Basislinie vor der Messung aufgenommen, um die
Stabilitdt des Messaufbaus vor der Probeninjektion zu analysieren. B) ist der Zeitraum der
Probeninjektion. Der rot hervorgehobene Bereich stellt die AUC (Area under the curve,
Flache unter der Kurve) dar, welche integriert wird, um die Werte fir Vergleichssaulen oder
Werte zur Erstellung einer Kalibrierfunktion zu erhalten. Die griine Linie steht fir die
Steigung des Signals zu Anfang der Probeninjektion, welche bei manchen Immunoassays
ausgewertet werden kann. Bei C) folgt der Splil- oder Regenerationsschritt, bei welchem der
Flusskanal wieder geleert und eventuell gereinigt wird. Unter D) wird wieder die Basislinie
aufgenommen.
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Abbildung 25: Messablauf einer Standard Fluoreszenzmessung im Durchfluss (iber die Zeit im LIF Messaufbau.
Es ist das referenzierte Fluoreszenzsignal [a.u.] gegen die Zeit [sec] aufgetragen.

Der Auswerteschritt wie er in Abbildung 25 zu sehen ist, wird in Kapitel 4.8.4.1 genauso
ausgefihrt.

Aufgrund der in Abbildung 25 bei der Phase B) auftretenden Anfangssteigung kann eine
Kalibrierfunktion aufgrund der Steigungen erstellt werden. Bei der Auswertung der
Steigungen wird eine Steigung wie beim Bindungsinhibitionsassay aus Abbildung 102 die
Messung mit 0 mg MPA als 100 % gesetzt und die anderen in Bezug dazu gesetzt. Es wird die
Steigung [%] gegen die MPA Konzentration [mg] aufgetragen.

Bei beiden Auswertevarianten missen je nach Fragestellung Signalausdifferenzierung
Schritte vor der Detektion erfolgen.

55



4.3.4. Messungen auf der Oberflache:

Bei der heterogenen oder pseudo-heterogenen Messung werden die Signalhdhe am Ende
der Probeninjektion mit der Basislinie vor der Probeninjektion verglichen und ausgewertet
oder, je nach Fragestellung, die Signalsteigung im linearen Anfangsbereich einer
Probeninjektion ausgewertet. Diese Art der Auswertung kann analog zu klassischen RIfS
Messungen gesehen werden. Zunachst wird die generelle Datenaufbereitung durchgefiihrt,
wie in Abbildung 24 und dem zugehdérigen Text im vorangehenden Absatz vorgestellt.

Aus der Signalhohe kann keine kinetische Information gewonnen werden, da nicht mit einer
Luftblase abgetrennt wurde. Sie werden bei der vorliegenden Problemstellung aber auch
nicht benotigt.

4.3.5. Heterogene Immunoassays Auswertung:

Die Auswertung der Signalhohe nach der Probeninjektion erfolgt bei den heterogenen,
fluoreszenzbasierten Immunoassays in vier Schritten. Zunachst wird die Basislinie (A) erfasst,
danach wird die Probe (B) injiziert, die aus im Uberschuss zugesetzten fluoreszierenden
Immunoassayreagenzien (Antikorper oder Nanopartikel) besteht. In der
Signalausdifferenzierung (C) sind nur noch die Partikel an der Oberflache, welche einen
Bindungspartner gefunden haben, der Rest im Flusszellvolumen wurde in den Abfall
gepumpt. Nach der Regenerationsphase (D) wird die Basislinie wieder erreicht. Man sieht
also zu Beginn der Probeninjektion (B) ein Summensignal aller Fluorophore in der Probe und
zu Ende das ausdifferenzierte Signal der angebundenen Fluorophore in der Plateauphase (C).
Auf diese Weise wurden alle Messungen in Kapitel 4.8.2 ausgewertet.
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Abbildung 26: Fiir heterogene Immunoassays ist das referenzierte Fluoreszenzsignal [a.u.] gegen die Zeit [sec]
aufgetragen. Bei A) ist die Basislinie vor der Probeninjektion; B) die Probeninjektion mit ,Uberschuss” und
anschliefsender Signalausdifferenzierung: C) Plateau; D) Regeneration oder Splilschritt; E) Basislinie.

Die Auswertung der Signalhéhe am Ende einer Messung hat den Vorteil, dass sich dann
Puffer im Flusszellvolumen befindet und das Signal nicht durch Artefakte im
Flusszellvolumen beeinflusst wird. Dieses Auswerteprinzip wurde auch in den Arbeiten zu
Messungen von Diclofenac in Milch von Sabrina Rau [52] mittels RIfS und Amitriptylin von
Kathrin Krieg mittels TIRF [73] (nach einem Waschschritt) genutzt.

Wenn man die Methoden RIfS, TIRF und LIF in dieser Auswertevariante vergleicht, so haben
alle drei Methoden Vor- und Nachteile. Die Methoden TIRF und RIfS haben den Vorteil, dass
die Sensitivitat der Detektion im Flusszellvolumen von der Biosensoroberflache kommend
exponentiell abfallt. Dadurch sind beide Methoden weniger gegeniber Artefakten im
Flusszellvolumen anfallig. Allerdings ist, verglichen mit TIRF bei LIF, das Bleaching der
Oberflache nicht so stark ausgepragt und im Vergleich mit RIfS die Nachweisgrenze
niedriger, da fluoreszenzbasiert detektiert wird.

4.3.6. Pseudo-heterogene Immunoassayauswertung:

In  Abbildung 27 ist die Auswertung der Steigung in der pseudo-heterogenen
Detektionsphase eines homogenen Immunoassays wie in Kapitel 4.8.4.5 gezeigt. Es wird die
Steigung des Signals ausgewertet. Durch die Steigung kann riickgeschlossen werden, wie
viele MPs mit wieviel Fluoreszenzgelabelten Sekundar-Antikorpern pro Zeit vom
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Permanentmagneten gegeniliber der Messphotodiode eingefangen werden. Dies kann auf
diese Weise geschehen, da der Signalausdifferenzierungsschritt, also das Abtrennen der
nicht angebundenen Fluoreszenzgelabelten Sekundar-Antikérper, schon zuvor durchgefiihrt
wurde.

5,0x10° -
5
g,
— 5 |
g 4.,0x10
Roy
)
N
o 5
o 3,0x10™ H
()]
Q
o
S
&= 2,0x10° 4
)
Q
s
Q0
g 1,0x10° -
Q
Q
Q
0,0
A) Basislinie B) Probeninjektion C) Anfangssteigung D) Regeneration E) Basislinie
' I ' I ! I ' I
0 200 400 600 800

Zeit [sec]

Abbildung 27: Fiir pseudo-heterogene Immunoassays ist das referenzierte Fluoreszenzsignal [a.u.] gegen die
Zeit [sec] aufgetragen. Bei A) ist die Basislinie vor der Probeninjektion; B) die Probeninjektion ohne ,,Uberschuss”
C) Anfangssteigungsauswertung; D) Regeneration oder Spiilschritt; E) Basislinie.

4.4. Messaufbau- und Flusszellentwicklung

Vorgehen:

Die LIF-Messaufbau- und Flusszellentwicklung wurde zundchst mit theoretischen
Uberlegungen und Zeichnungen begonnen, welche mit den Projektpartnern diskutiert
wurden. Es wurden diverse Voruntersuchungen durchgefiihrt und Materialeigenschaften
erforscht und diskutiert, um die Entwicklung bei den vielversprechendsten Ansatzen zu
beginnen.

Anforderungen an den Messaufbau:

Der LIF-Messaufbau soll die in Kapitel 2.9.1 formulierten Anforderungen an POCT Gerate
erfillen. AuBerdem sollen, die in der Einleitung und Kapitel 1.1 diskutierten
Messproblemstellungen, die praktische Bedienbarkeit wahrend der
Immunoassayentwicklung und die Herstellungskosten in Betracht gezogen werden.
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Untersuchungsschritte um die Teile des Aufbaus zu erhalten:

Kapitel 4.4.1 zeichnet die Uberlegungen wiahrend der theoretischen Entwicklung nach und
stellt mit der umgesetzten Variante 5 am Ende des Kapitels den umgesetzten Messaufbau
vor. Im Anschluss wird der erhaltene Ansatz 5 weiter erforscht und optimiert. In Kapitel 4.4.2
werden der Zusammenbau der Flusszelle aufgezeigt, in Kapitel 4.4.3 die Optimierung und
Charakterisierung verschiedener Flusszelloberseiten, in Kapitel 4.4.4 verschiedene
Flusszellwande und Kapitel 4.4.5 verschiedene Flusszellb6den aufgezeigt.

4.4.1. Entwicklung der Flusszelle fir einen LIF-Messaufbau

Vorgehen:

Im Folgenden wird auf die Mikrofluidik, im Speziellen auf die Erforschung, Optimierung und
Charakterisierung einer einfach und preiswert herzustellenden Flusszelle fiir den LIF-
Messaufbau, welche dennoch die optischen und biochemischen Voraussetzungen zur
Detektion von Analyten im mikro- bis nanomolaren Nachweisbereich erfiillt, eingegangen.
Alle diese Arbeiten wurden vom Verfasser an der Universitat Tibingen durchgefihrt.

Anforderungen an die Flusszelle:

In der Flusszelle des LIF-Messaufbaus im NANODEM Projekt sollen Immunoassaymessungen
auf magnetischen Nanopartikeln durchgefiihrt werden. Alternativ sollen auch Messungen
auf dem Flusszellboden durchgefiihrt werden koénnen. Dieses Sekundarziel ergab sich
wahrend der Arbeit, um Projektpartner bei der Erforschung von Regenerations- und
Blockreagenzien zu unterstiitzen und die homogenen Immunoassays von den heterogenen
im selben Messaufbau abzugrenzen.

Der LIF-Messaufbau soll Messungen in moglichst kleinen Volumina ermdglichen und als
Herzstlick eine moglichst glinstige, einfach in groRen Stlickzahlen herzustellende, leicht
auszutauschende Flusszelle enthalten. Die Ausrichtbarkeit zwischen Anregungslichtquelle
und Detektor soll moglichst frei wahlbar sein, um Optimierungen wahrend der
Assaymessungen vornehmen zu koénnen. In der Praxis sollen am Messaufbau, mit der
Flusszelle als Kernelement, viele Messungen in Reihe durchgefiihrt werden kdnnen. Hierbei
liegt ein besonderer Schwerpunkt auf der Temperaturstabilitdit und der Moglichkeit die
Flusszelle einfach und ohne komplette Neujustierung des Messaufbaus zu tauschen. Die
Anordnung der Komponenten soll durchdacht sein und ein geringes Hintergrundsignal
generieren. Es wurden Flusszellen mit integrierten Magneten und nicht integrierten
Magneten realisiert, um eine moglichst praxistaugliche und flexible Platzierung der
Magneten zu finden. Zusatzlich wurde der Aufbau hinsichtlich einer spateren
Weiterentwicklung in Richtung eines Point-of-Care-Test-Gerdtes konzipiert. Viele
Geratekomponenten sind schon in miniaturisierter Form entwickelt worden.

Entwicklungsschritte:

Im Folgenden ist die gedankliche Entwicklung des Nanodem LIF-Messaufbaus in Form einiger
Studien und Ideen gezeigt. Es werden die fiinf vielversprechendsten Flusszellen mit deren
Anregungs- und Detektionskomponenten ausfiihrlich vorgestellt. Diese Ideen wurden mit
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Projektpartnern  diskutiert und weiter optimiert, um schlieBlich von den
vielversprechendsten Varianten (4 und 5) Prototypen zu bauen. Variante 5 wurde fir alle
gezeigten Messungen verwendet und in den folgenden Kapiteln weiterentwickelt. Ein noch
nicht optimierter Zwischenstand wurde von Variante 5 mit Fluorophormessungen
verschiedener Konzentrationen veroffentlicht [74].

44.1.1. Variante 1:

A)

Abfall

Detektor (Photodiode)

Stabmagneten (permanent, seitlich von Flusskanal)
Edelstahlkapillaren (Minden in Flusskanal)
Flusskanal

Seitenansicht

Variante a Einfache Flusskanal-

Aufsicht form

Variante b Alternative Flusskanal-

Aufsicht form mit Fischgraten-
muster zur besseren
Durchmischung

B)

3D Ansicht:

Abbildung 28: Variante 1: A) In der Seitenansicht ist die gesamte Flusszelle, Fluidik, Anregungs- und
Detektionseinheit schematisch gezeigt. Darunter zeigt Aufsicht a) eine einfach gehaltene Flusszellform,
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wohingegen Aufsicht b) eine alternative Flusskanalform zeigt. B) Die 3D-Ansicht zeigt das Positionieren durch
die Stabmagneten in den Aussparungen und die Austauschbarkeit der Flusszelle.

Flusszelle:

Der Flusskanal hat eine Hohe von 100 um, damit magnetische Partikel einfach an
Magnetfallen festgehalten werden konnen. Die Flusszelle besitzt eine geringe Hohe von 2,1
mm inklusive der Mikrofluidik und Magnetfallen und erfiillt somit den erwlinschten
Miniaturisierungsgrad. Der Flusskanal liegt in der Mitte der Flusszelle. AuRerdem ist das
Flusszellvolumen im gewlinschten Bereich.

Es wurden zwei verschiedene Flusszellformen diskutiert, eine sehr einfach gehaltene, gerade
und eine alternative Flusszellform. Die alternative Form wurde von Pike et al. [75] als fiir
Flusskandle sehr gut geeignete Form beschrieben. Sie gilt als geeignete Form, wenn man
einen Volumenstrom moglichst laminar aufweiten mochte. Die schwarzen Winkel in der
Zeichnung sollen ein Fischgratenmuster zur besseren Durchmischung darstellen. Das
Fischgratenmuster wurde nicht realisiert, da sich im weiteren Verlauf der Arbeit
herausstellte, dass Partikel im um und nm Bereich an Flusskanalwande haften, falls die
Flussraten zu langsam sind oder kein ausreichendes Blocken der Oberflache durchgefiihrt
wurde. Zusatzliche OberflachenvergroBerungen und Unebenheiten wiirden hier zu einer
Verstarkung der Problematik fiihren.

Magnetfallen:

Bei der ersten Variante des Messaufbaus waren Elektromagnetsdaulen oder
Permanentmagnetsadulen als Magnetfallen vorgesehen, um die magnetischen Partikel (MPs)
festzuhalten. Sie sollten durch Lécher der Mikrofluidik gehen, um diese an einer definierten
Stelle zu fixieren. Da diese Magnetsdulen sehr nah an den Flusskanal miissten, um die MPs
ausreichend stark festzuhalten, waren die Flusszellen in dieser Variante vermutlich zu teuer
geworden. Es ware ein grolRer technischer Aufwand, die Locher flir die Magnetsdulen im
Flusskanal im Abstand weniger um genau zu positionieren. Um reproduzierbar messen zu
konnen, hatten die Locher immer an genau derselben Stelle bei verschiedenen Flusszellen
befinden missen. Durch die Nahe zum Flusskanal ware mit Dichtigkeitsproblemen bei hohen
Flussraten bzw. Driicken in dieser Mikrofluidik zu rechnen, da kein hinreichend starker Rand
die Flusszelle stabilisieren kénnte. Zusatzlich ware die Flusszelle geschlossen geliefert
worden, was die Funktionalisierbarkeit und Passivierbarkeit von Oberflachen im Labor vor
Messungen deutlich eingeschrankt hatte.

Messaufbau:

Die Anregung und Detektion der Fluoreszenz erfolgt komplett von der Oberseite des Chips
aus. Die Anregungslichtquelle und der Detektor sind nicht ausrichtbar und nicht orthogonal
zueinander.

Folglich stellt diese Anordnung keine hohen Herausforderungen an die optischen Filter, kann
aber wegen der nur indirekten Beleuchtung der Fluorophore im Flusskanal keine niedrigeren
Nachweisgrenzen erreichen.

Fazit zur Weiterentwicklung:
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Zusammenfassend wurde Variante 1 nicht gebaut, da die Platzierung der Magnetfallen, der
Anregungslichtquelle und der Detektoren kein praxistaugliches Design aufweisen. Die
Flusszelle hat bereits das angestrebte Volumen, kann aber noch weiter miniaturisiert werden
und wird in einer moglichst einfach gehaltenen Geometrie einfacher in der Massenfertigung
sein und weniger unspezifische Wechselwirkungen hervorrufen.

4.4.1.2. Variante 2:

Flusszelle & Fluidik:

Es wurden detailliertere Uberlegungen zur zu- und ableitenden Fluidik gemacht um
moglichst wenige Komponenten effizient einzusetzen. Die Positionierung der Pumpe
zwischen dem Ventil zur Aufnahme der einzelnen Reagenzien und dem Einlass der Flusszelle
ist so gewahlt worden, um nur eine Pumpe zu benétigen und die Probe in die Flusszelle
vorwarts zu pumpen und nicht anzusaugen. Letzteres konnte zu einer Luftbldschenbildung
durch Kavitation in der Fluidik fihren. Die Probenschleifen befinden sich vor und hinter der
Flusszelle, um bei Mischschritten den Immunoassay vorwarts und zurlick pumpen zu kénnen
(Abbildung 29). Die Flusszelle wurde weiter miniaturisiert und durch die einfachere Form im
Preis reduziert und in ihrer Herstellbarkeit vereinfacht. Dadurch kann Sie in einem POCT-
Gerat als glinstiger Einmalartikel eingesetzt werden.

Messaufbau:

Bei Variante 2 sind schaltbare Elektromagneten auf einem Wafer, alternierend mit
Lichtquellen vorgesehen. Sie wiirden den Oberteil des Aufbaus ausmachen, in der Mitte
ware die Flusszelle und als Unterteil der Chip mit den Photodioden. Der Mittelteil ware ein
Einmalartikel, Ober- und Unterteil kbnnten mehrfach verwendet werden. Diese Form der
Miniaturisierung sieht vielversprechend aus, birgt jedoch das Risiko der Uberhitzung.

Fazit zur Weiterentwicklung:

Diese Variante wurde nicht gebaut, da die Lichtquellen und Photodioden nebeneinander zu
viel Hitze produzieren und intensiv gekihlt werden miussten. Die Lichtquellen wiirden direkt
auf die Photodioden strahlen, wadren somit nicht orthogonal ausgerichtet oder frei
ausrichtbar. Die Fluidik und die Flusszelle zeigen viele praktische Aspekte auf und wurden im
finalen Messaufbau in dhnlicher Form umgesetzt.
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Puffer

umpe
Probenschleife ~ 3pl Probenschleife ~ 3pl
Einlass Auslass Abfall

Regeneration

ichtquelle

Detektor (Photodiode)
chaltbarer Magnet
Edelstahlkapillaren
Flusskanal

Seitenansicht

Aufsicht
(alle Teile)

Aufsicht
(Flusskanal
& Detektor)

Aufsich
(Detektor)

{1

Abbildung 29: Variante 2: Der Flusskanal ist mit einer Héhe von 100 um vorgesehen. Der Fluidikchip soll
insgesamt 1 mm hoch sein, der Flusskanal soll in 200 - 500 um Héhe von unten her gemessen liegen. Die
Lichtquelle und die Detektoren sollen in einem Wafer mit 2 mm Héhe liegen.

4.4.1.3. Variante 3:

Bei Variante 3 wurde hauptsachlich an der Anregungs- und Detektion gearbeitet.
Messaufbau:

Es wurde nur eine Lichtquelle zu verwendet, da mehrere Lichtquellen zu Problemen fihren
konnen. So kénnten die Lichtquellen ungleich in ihrer Intensitdat sein, zusatzlich in ihr
schwanken und driften oder ungleich altern. AuRerdem wiirden mehrere Lichtquellen mehr
Hitze produzieren. In dieser Variante wiirden Detektoren mit Abstand zueinander, auf der
Lichtquelle sitzend, verbaut werden. Die Licken wirden dazu genutzt werden, den
Flusskanal zu beleuchten. Die Photodioden wéaren von Seiten der Lichtquelle mittels eines
optischen Filters geschiitzt. Somit kdnnten sie das zuriickgeworfene Licht detektieren.

Zwischen dem Anregungs- und Detektionswafer und dem Wafer mit den schaltbaren
Elektromagneten befindet sich die Fluidik. Auf diese Weise koénnen magnetische,
fluoreszierende Partikel gegeniber den Photodioden angereichert und dadurch die
Nachweisgrenze verringert werden. Wie in Teil B von Abbildung 30 zu sehen ist, kann hier
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eine Kavitat zur Anpassung des Brechungsindexes, zum Beispiel mittels Glycerol, zwischen
Anregungslichtquelle, Detektor und Flusszelle integriert werden.

Fazit zur Weiterentwicklung:

Bei Variante 3 bleibt die Temperaturproblematik bei der Lichtquelle und den Detektoren
durch die zu groRe Nahe bestehen, auBerdem gibt es keine Moglichkeit, die Ausrichtung
zwischen Lichtquelle und Photodiode zu verandern.
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A)

Puffer

MNPs/ Regeneration

umpe
Probenschleife ~ 3pl Probenschleife ~ 3pl
Probe Einlass Auslass Abfall

Lichtquelle (LEDs)
ptischer Filter
Detektor (Photodiode)
Flusskanal

chaltbarer Magnet

Seitenansicht:
Zusammengebaut
wahrend Messung

Aufsicht:
Zusammengebaut
wahrend Messung

Aufsicht:
Flusskanal mit
gelb angedeuteter

Detektionsflache

(Einweg)

Aufsicht: 5 rechteckige oder 10
Magnetbodenplatte quadratische Magneten
mit angedeutetem (gezeigt)

Flusskanal zur besseren Durch-
(Mehrweg) mischung

B)

Kavitat mit Glycerol zum optischen Matching
zwischen Detektor, LED und Flusszelle.
Die Flusszelle ist das einzige Einwegteil.
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Abbildung 30: Variante 3: A) Die Magneten sollen aus fiinf rechteckigen oder zehn quadratischen Magneten
(gezeigt) gegeniiber den Photodioden bestehen, um die Partikel anzureichern. In dieser Variante wdire
ausschlieflich die Flusszelle ein Einwegprodukt, die Detektionseinheit und die Magneten kénnten mehrfach
verwendet werden. B) Die 3D-Ansicht soll die Einfachheit des Austausches der Fluidik als Einwegprodukt
veranschaulichen und die Kavitéit zum Matching zeigen.

4.4.1.4. Variante 4:

Flusszelle:

Von Variante 4 konnte ein erster Prototyp aus PMMA gefertigt werden. Die drei Teile
wurden jeweils aus einem PMMA Block gefrast. Es wurde eine sandwichartige Bauweise
gewahlt, um die Mikrofluidik aus einem Oberteil, Mittelteii und Bodenteil
zusammenzufiigen. Das Material ist bei den gewdhlten Anregungs- und
Detektionswellenldangen transparent. AuBerdem ist es auch gegenlber
Regenerationsmitteln, starken Sduren oder Basen mit Tensiden, stabil.

Fazit zur Weiterentwicklung:

Das verwendete Material PMMA ist fur die Realisierung der erforderlichen sehr stark
miniaturisierten Bauweise des Flusskanals mit seinen kleinen Geometrien zu sprode. Die
sproden Stellen erzeugen viele Streuquellen, welche die Messung stdéren und potenzielle
Bruchstellen bei Alterung oder starker Beanspruchung darstellen. Das Kleben der Teile war
sehr schlecht moglich, da ungehindert Klebstoff in das auszusparende Flusskanalvolumen
vordringen kann und diesen dann irreversibel verschliel3t. Die Flusskanalhéhe wird zum Teil
durch die Dicke der Klebefilme bedingt und kann nur unzureichend kontrolliert werden.
Diese ist jedoch fir die Vergleichbarkeit von Messungen in zwei verschiedenen
Mikrofluidikchips essentiell [58]. Es ist also beziglich einer Massenfertigung keine
reproduzierbare Flusskanalhdhe zu erwarten. AuRRerdem stellte die Fertigung der Teile einen
hohen zeitlichen Aufwand dar. Des Weiteren sind Lichtquelle und Detektor in dieser Variante
weder orthogonal noch frei ausrichtbar zueinander orientiert.
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A)

Puffer

MNPs/ Regeneration

Einlass Auslass
robenschleife ~3uL Probenschleife ~3uL

FNPs/ FNPs und MNPs LED
optischer Filter

Gesamter Aufbau (Seitenansicht):
Zusammengebaut wahrend Messung

Oberteil (Seitenansicht):
2 eingeklebte Kapillaren in 2 aufgeklebten
Verstarkungsbandern

Oberteil (Aufsicht):
Oberseite

Oberteil (Aufsicht):
Unterseite Dicke: 1mm

hellgriiner Teil ausgefrast _

Mittelteil (Seitenansicht): I I
Dicke: Tmm, teilweise ausgeschnitten

Mittelteil (Aufsicht):
schwarze Linien stehen fur polierte
Seitenkanten

Bodenteil (Seitenansicht):

Bodenteil (Aufsicht):
Dicke: 1Tmm,

hellgriner Teil ausgefrast
Tiefe: 0,9mm von der planen Seite aus m

B)
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v /) < J— Oberteil

Mittelteil

Bodenteil

Abbildung 31: Variante 4: Erster realisierter Fluidikentwurf. Die Flusskanalh6he betrédgt 100 um, die
Detektionsfldche 10 mm - 3 mm, sie weitet sich aus 2 mm auf. Die Flusskanallénge betrdgt 16 mm. Unter A) sind
die Seitenansichten und Aufsichten gezeigt. Bei B) sind 3D Ansichten des Oberteils, Mittelteils und Bodenteils
gezeigt.

A)

B)

Abbildung 32: Fotos der ersten gefertigten Flusszelle (Variante 4): A) Oberteil, B) Mittelteil, C) Unterteil
4.4.1.5. Variante 5:

Variante 5 ist der in der Arbeit realisierte Messaufbau.

Messaufbau:

Zur Vermeidung potentieller Fehlerquellen, die in den Varianten 1-4 auftreten kdnnten
wurde ein orthogonaler Aufbau der Messeinrichtung (Variante 5) entwickelt (Abbildung 33).
Es wurde eine ideale Beleuchtung des Flusskanals im Winkel von 90° zu den Detektoren
gewadhlt, analog dem Strahlengang eines modernen Fluoreszenzspektrometers, um die
Vorteile dieses Strahlengangs fiir eine Messung im Volumen zu realisieren. Dadurch wird der
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Detektor nicht direkt von der Anregungslichtquelle beleuchtet und es kann ein schwacherer
Filter verwendet werden. AuRerdem konnen die Komponenten durch den modulhaften
orthogonalen Aufbau unabhangig voneinander realisiert werden und sind bei einem
moglichen Defekt einzeln austauschbar. Zudem wird die Temperaturproblematik deutlich
verringert. AuBerdem konnen die Komponenten einfach bei den einzelnen Projektpartnern
hergestellt und im Messaufbau zusammengebaut werden. Die Verwendung einer
Einwegfluidik ist in dieser Variante einfach realisierbar.

«—Lichtquellen (LEDs oder Laser)
Detektor (Photodioden)
Magnetfallen

Flusskanal

Abbildung 33: Alternative Anordnung der Lichtquellen, der Detektoren und Magneten. Im realisierten
Messaufbau wurde die Idee der Platzierung der Lichtquellen orthogonal zu den Detektoren aufgegriffen.

Flusszelle:

Die Flusszelle der Variante 5 wurde in einer aus Variante 4 weiterentwickelten
Sandwichbauweise gebaut. Die verwendeten Flusszelloberseiten der Varianten 2-5 sind aus
PMMA gefertigt und haben Schraubgewinde fiir Ein- und Auslass auf der Oberseite sowie
einer planen Flache mit zwei Lochern auf der Unterseite oder in der einfachsten Variante
einem Siliziumwafer (Variante 1). In die Flusszelloberseiten lassen sich zwischen Ein- und
Auslass Magnetfallen in Form von Permanentmagneten oder Elektromagneten platzieren,
nachdem Kavitaten von oben in den PMMA-Block eingefrast oder in die Siliziumwafer
strukturiert wurden. Die Unterseite des Oberteils wird mit dem Mittelteil, dem
Doppelklebeband, zusammengeklebt. Die in der Mitte durch einen Laser ausgeschnittene
Kavitat im Doppelklebeband bildet den Flusskanal aus. So kann zweidimensional in der
Doppelklebebandebene jede beliebige Flusskanalgeometrie durch lasergeschnittenes
Doppelklebeband einfach realisiert werden. Marcel Berner vom Projektpartner IPV hat viele
der in der Arbeit gezeigten Doppelklebebdander mit einem Femtosekundenlaser
ausgeschnitten. AulRerdem wurden vom Projektpartner mfcs® viele Doppelklebebander
lasergeschnitten und verwendet.

Die Flusskanalhohe wird durch die Doppelklebebandhdohe vorgegeben und ist somit
reproduzierbar und in Grenzen variierbar. Die einfach gehaltene Flusskanalgeometrie und
das exakt geschnittene Doppelklebeband zeigen weniger optische Streuquellen als die
vorherigen Ansatze. Als Flusszellboden kann ein Glastransducer oder eine Zeonor® Folie
verwendet werden.

69



Bezlglich der Mikrofluidik weist die verwendete Variante 5 einige Vorteile auf. Die
erfolgreichen Untersuchungen zur chemischen Stabilitat werden in Kapitel 4.4.4 dargelegt.
Weiterhin konnen sehr hohe Flussraten ab Flusszelloberseiten der Variante 2 (Kapitel 4.4.3)
verwendet werden. AuBerdem ist ab der Variante 5 durch die eingefligten Schraubgewinde
die Flusszelle sehr einfach und schnell anschlieBbar. Im realisierten Aufbau kénnen nun die
Anregungsquelle und der Detektor frei oder orthogonal zueinander ausgerichtet werden.
Dies ermoglicht umfangreiche Optimierungen und Tests, die in Kapitel 4.5.3 und 4.5.6
durchgefiihrt werden.

Ein kleiner Nachteil besteht darin, dass der Kanal mit der Doppelklebebandvariante nur
einmal verschlossen werden kann. Nach dem Offnen des Kanals muss der Bodenteil und das
Doppelklebeband verworfen werden. AuRerdem muss das Doppelklebeband, welches die
Wadnde des Flusskanals ausbildet, und die Flusszelloberseite vor einer Messung geblockt
oder chemisch passiviert werden.

Puffer

Pumpe
Probenschleife ~ 3pl Probenschleife ~ 3ul
Einlass Auslass Abfall

Regeneration

Schraubgewinde fir Fluidik
Schraubenhalter

FNPs/ MNPs

lusskanal
bsorptionsfilter
hotodioden

Laserlinie

Abbildung 34: Variante 5: realisierter Aufbau, Seitenansicht, zusammengebaut wdhrend der Messung.

A) B)
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Abbildung 35: Bei A) und B) sind Fotos des realisierten Mounts mit Flusszelle (A) und ohne Flusszelle (B} gezeigt.

In der Seitenansicht von Variante 5 (Abbildung 35) wird deutlich, dass alle Komponenten gut
zuganglich und reproduzierbar miteinander verschraubt und die Komponenten einfach zu
tauschen sind. Nach einem Flusszellentausch muss keine Neuausrichtung erfolgen, da die
Schrauben die vertieften und passgenauen Halter des Photodiodenchips und
Absorptionsfilters korrekt positionieren. Der Halter wurde von Marcel Berner am IPV gebaut
und entworfen. Die gesamte Fluidik und Flusszelle wurde vom Verfasser entwickelt.
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Aufsichten des realisierten Aufbaus:

Deckelteil: Einlass &
PMMA i / Auslass
<+

Flusskanal
Mittelteil:
Ausgeschnittenes
Doppelklebeband
Bodenteil:
Zeonor oder Glas
Absorptionsfilter:
Glas
Photodiodenchip: Kontaktpads
Glas Photodioden
Photodiodenhalter: Federstifte
Aluminium (vergoldet)
Vertiefung
Innengewinde

Abbildung 36: Variante 5: realisierter Aufbau, Aufsichten (mafSstabsgetreu zueinander gezeichnet)
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Abbildung 22 in Kapitel 4.1 zeigt ein Foto der Detektionseinheit mit Variante 5 auf einer
Schiene mit den weiteren Messaufbaubestandteilen in der Black Box. Weitere
Untersuchungen und Optimierungen werden ab Kapitel 4.4.3 gezeigt.

Fazit zu Variante 5:

Zusammenfassend hat Variante 5 viele Vorteile erbracht, die die anderen Varianten zuvor
nicht in Summe aufweisen konnten. Die Hitzeproblematik wurde so weit wie moglich
minimiert und tritt nur bei hohen Umgebungstemperaturen im Labor oder bei sehr langen
Messreihen ohne Pause auf. Der Winkel zwischen Laser und Detektor, die Abstand des
Lasers und die Hohe der Flusszelle lassen sich einstellen und ermdéglichen somit ein
hochflexibles Arbeiten. Die modulhaften Komponenten ermdoglichen einen problemlosen
Austausch bei Defekt einer Komponente. Die Flusszelle ist eine einfach zu handhabende,
leicht herzustellende Einwegkomponente, die eine hohe Dichtigkeit aufweist und mit hohen
Flussraten verwendet werden kann. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgt wie in einem
modernen Fluoreszenzspektrometer unter Verwendung eines grolRen Volumenanteils der
Flusszelle.

4.4.1.6. Zusammenfassung zu Flusszellvarianten:

Eine Vergleichstabelle der 5 Varianten wurde anstelle einer Vergleichsdiskussion erstellt.

Tabelle 6: Alle fiinf Varianten werden mit ihren vier wichtigsten Eigenschaften verglichen. Die Bewertungsskala
ist von —(ungeeignet) bis ++ (sehr gut geeignet).

Variante | Variante | Variante | Variante | Variante

1 2 3 4 5
Freie Ausrichtbarkeit - - - - ++
Herstellbarkeit - 0 0 - ++
Praxistauglichkeit 0 - - - +
Anordnung der Komponenten -- - 0 - +
Magneten in der Ndhe des + ++ ++ + +
Flusskanals Platzierbar

Viele verschiedene Winkel zwischen Anregungslichtquelle und Detektor werden durch eine
freie Ausrichtbarkeit der Module erreicht. Die Herstellbarkeit der Flusszelle soll glinstig und
in groRRen Stiickzahlen moglich sein. Die Praxistauglichkeit des Messaufbaus ist wichtig, er
soll keine Temperaturprobleme haben, die Flusszelle soll einfach zu tauschen sein. Nach dem
Tausch soll méglichst keine Neuausrichtung nétig sein. Die Anordnung der Komponenten
muss so gewahlt werden, dass das Hintergrundsignal minimiert wird. Je naher die Magneten
am Flusskanal platziert werden kénnen, desto starkere Magnetfallen kénnen Sie erzeugen.

Mit Variante 5 konnten alle Parameter erfillt werden.
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4.4.2. Zusammenbau der entwickelten Flusszelle

Die in der vorliegenden Arbeit entwickelte Flusszelle lasst sich sehr einfach aus drei Teilen
zusammenbauen (Abbildung 37). Sie besteht aus der Flusszelloberseite, dem
Doppelklebeband und der Flusszellunterseite.

Notwendige Schritte fiir den Zusammenbau der Flusszelle:

(1) Doppelklebeband und der Flusszellboden missen zugeschnitten und mitsamt der
Flusszelloberseite gereinigt werden.

(2) Das Doppelklebeband wird auf der Flusszelloberseite angebracht und unter leichtem
Druck (ca. 10 N) angepresst. Hierbei ist eine exakte Positionierung wichtig.

(3) Im folgenden Schritt wird der Flusszellboden angeklebt und es muss erneut mit ca. 10
N fir 2 Stunden angepresst werden.

Vor einer Messung kann die Flusszelle je nach zu untersuchendem System durch Inkubation
Uber Nacht mit einer Blocklésung zur chemischen Passivierung (BSA, OVA oder Prionex®)
inkubiert werden. Der Vorteil bei dieser Flusszellbauweise ist, dass sie sehr einfach
zusammenzubauen und zu fertigen ist und Ober- und Unterseite nach einer griindlichen
Sauberung wiederverwendet werden kénnen. Jedoch muss der Flusskanal zum Offnen
zerstort werden. In einer industriellen Fertigung ware sie glinstig und ohne groRen Aufwand
herzustellen.

A) B) C)

Abbildung 37: Zur besseren Sichtbarkeit der Fertigungsschritte wurde der Siliziumwafer als Flusszelloberseite
gewdhlt. A) Flusszelloberseite, B) Flusszelloberseite mit Doppelklebeband und Schutzfolie auf Doppelklebeband,
C) fertiger Flusskanal.

4.4.3. Entwicklung der Flusszelloberseite

Es wurden verschiedene Flusszelloberseiten entwickelt, um fir Messungen im
Flusszellvolumen und auf der Flusszelloberflache bestmogliche Signalausbeuten zu erhalten.
Alle Flusszelloberseiten haben einen &dhnlichen Aufbau, welcher durch die GroRe und
Platzierung der Photodioden und des Absorptionsfilters vorgegeben wird. Ein Einlass gefolgt
von einem geraden Flusskanal und einem Auslass auf derselben Seite, der Oberseite, haben
alle Varianten gemeinsam.

Anforderungen:

Die Handhabbarkeit, Zuverldssigkeit und Platziergenauigkeit der Fluidik auf der
Detektionseinheit wurde untersucht und optimiert. Die Flusszelloberseiten sollen dicht sein,
hohe Dricke aushalten und Saure- und Basenbestdndig sein. Aullerdem sollen sie geringe
oder keine unspezifische Wechselwirkungen mit dem Immunoassay aufweisen.
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Untersuchung von 5 verschiedenen Varianten:

Im Folgenden werden fiinf verschiedene Varianten vorgestellt und ihre Vor- und Nachteile
diskutiert. Anschliefend werden die fiinf Varianten unter Riicksichtnahme verschiedener
Winkel zwischen Anregungslichtquelle und Detektor mittels Fluorophormessungen im
Flusszellvolumen verglichen. Die in Variante 2 - 5 verwendeten PMMA Flusszelloberseiten
wurden maRstabsgetreu gezeichnet und von der Werkstatt der physikalischen Chemie
gebaut. Variante 1 wurde aus einem Siliziumwafer vom Projektpartner INESC-MN aus
Lissabon, Portugal gefertigt.

Bei allen Varianten zeigte sich, dass Druckschwankungen unter anderem durch die
Bewegungen der Flusszellbodenfolie im Messsignal sichtbar sind. Die Bewegung der
Flusszellbodenfolie hat sich in solchen Fallen durch eine Zunahme der Signalintensitat zu
Beginn eines Pumpschrittes und durch Abnahme der Signalintensitat am Ende eines
Pumpschrittes gezeigt. Dies erfolgt analog einem Aufblahen und Zusammenschrumpfen der
Folie, da eine gerundete Folie mehr Streuung zeigt als eine plane Folie. Dieses Atmen tritt
nicht bei allen Immunoassays und Messungen auf, es kdnnte durchaus auch von adhéarenten
Partikeln im Ein- oder Auslass herriihren.

4.4.3.1. Flusszelloberseite Variante 1:

Herstellungsverfahren:

Bei Variante 1 der Flusszelloberseite wurden Locher in einen herkdmmlichen Siliziumwafer
durch einen Projektpartner (INESC-MN, Portugal) geatzt. Von der Rickseite aus wurden
starre PEEK Schlauchstliicke mit Muttern zur Stabilisierung mittels Epoxidharzkleber
aufgeklebt. Der Klebevorgang ist sehr aufwandig, da die Schlauchstiicke und Muttern durch
Kupferdraht und Modelliermasse stabilisiert und hohl gehalten werden missen. Auf dem
Wafer entsteht im Kontakt mit Luft eine Siliziumoxidschicht. Diese Oberflache eignet sich
sehr gut fur Flusszellen, da sie biokompatibel ist und sich bei Bedarf funktionalisieren lasst.

Praxistauglichkeit:

Im praktischen Einsatz stellte sich heraus, dass die angeklebten PEEK Schlauchstiicke (Ein-
und Auslass) sehr stéranfallig sind. Mechanische Belastungen, ein leichter Zug an den starren
PEEK Schlauchstlicken, langere Verwendung oder hohe Driicke, hervorgerufen durch hohe
Flussraten, kdonnen dazu fihren, dass Undichtigkeiten entstehen. AuBerdem ist eine
raumliche Montagetoleranz von Klebestellen der PEEK Schlauchstiicke mit dem Wafer nicht
immer ohne Versatz gegeben, Hohlraume oder Engstellen sind ebenfalls moglich. Letzteres
ist speziell bei hohen Flussraten problematisch und kann zu Undichtigkeiten und
Druckschwankungen flihren. Dabei ist sowohl der Einlass als auch der Auslass kritisch und
relevant.

Flexibilitat im Messaufbau:

In eine in den Messaufbau eingebaute Flusszelle kann nur orthogonal eingekoppelt werden,
da der Siliziumwafer oben nicht transparent ist und nur in einer Ausrichtung das Licht,
namlich durch das transparente Doppelklebeband zum Flusskanal dringen kann. Die

75



spiegelnden Eigenschaften des Wafers haben signalverstarkende Wirkung, verstarken aber
auch die Streuung in der Flusszelle und somit auch das Hintergrundsignal. Die Intensitat des
gemessenen Signals ist den PMMA Flusszelloberseiten sehr dhnlich.

Ansicht von Oben: 15mm Eingeklebte Fluidik
umgeben von Muttern
I ° e zur Stabilisierung.
10mm
30mm Fotos der Flusszelle:
Ansicht von Unten: ‘5mm m,:ﬁmm
< . > Schlauche
Seite A
ete Metallhalter
Flusskanal
Einlass
Seitenansicht Seite A: Auslass

rare

Seitenansicht Seite B:

ol

t 10mm
Abbildung 38: Flusszellvariante 1 mit Siliziumwafer als Oberseite. Auf der linken Seite sind die
Entwurfszeichnungen in verschiedenen Ansichten ohne den Metallhalter gezeigt. Auf der rechten Seite ist oben
die Flusszelle mit Metallhalter zur Montage im Messaufbau gezeigt. Im unteren Foto ist die zusammengebaute
Flusszelle von unten zu sehen. Der durch das Doppelklebeband ausgebildete Flusskanal ist deutlich mit dem Ein-
und Auslass zu sehen.

4.4.3.2. Flusszelloberseite Variante 2:

Um die Problematik der PEEK Schlauchstiicke zu vermeiden, wurde Variante 2 entwickelt.
Herstellungsverfahren:

Die komplette Flusszelloberseite wurde aus einem PMMA-Block geschnitten. Es sind ein Ein-
und Auslass mit Schraubgewinde in einen PMMA-Block eingeschnitten worden. Mit den
Schraubgewinden in der realisierten Flusszelle konnten die Undichtigkeiten komplett
beseitigt werden.

Praxistauglichkeit:

Es kann mit sehr hohen Flussraten von bis zu 1200 pL/min durch diese Flusszelle gepumpt
werden. Diese hohen Flussraten ermoglichen, Nano- oder Mikropartikel mittels des sehr
starken Volumenstromes aus der Flusszelle oder von Permanentmagneten nahe der
Flusszelle im Regenerationsschritt, wegzuspilen. AuBerdem kann, falls der Immunoassay es
zulasst, mit Luft regeneriert werden wund diese danach durch die hohen
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Pumpgeschwindigkeiten wieder komplett aus dem Flusskanal entfernt werden. Der Vorteil
einer Regeneration durch Luft ist, dass eine Luftblase Partikel vor sich her aus der Flusszelle
herausschieben kann. Bei partikelbasierten Immunoassays kann sie effektiver als alle
klassischen fliissigkeitsbasierten Regenerationsmittel sein. Aullerdem vereinfacht das Fehlen

einer Regenerationslosung den Aufbau und vermeidet dessen Belastung durch Sduren oder
Basen.

Flexibilitat im Messaufbau:

Der transparente PMMA-Block ermoglicht das Kippen der Fluidik und die Detektion mit
unterschiedlichen Winkeln zwischen Lichtquelle und Detektor.

Ansicht von Oben: 15mm Gewinde zum Anschluss
= *———"der Fluidik
o

30mm

Ansicht von Unten: 5mm mjmm

1mml;;:4::';§mm::-¢:;::::;:;:i: C; ISeite B
4.5mm i

Seite A

Seitenansicht Seite A:

el |

Seitenansicht Seite B:

]

10mm
Foto des Metallhalters und der Flusszelloberseite:

Abbildung 39: Flusszellvariante 2: Die Oberseite ist aus PMMA gefrdst. Ansonsten ist sie sehr einfach gehalten,
um Streuung und ungleichmdflige Ausleuchtung durch die Laserlinie zu vermeiden. Auf der linken Seite sind die
Entwurfszeichnungen in verschiedenen Ansichten gezeigt. Auf der rechten Seite und unten sind Fotos der
Flusszelle von Seitenansicht Seite A und der Metallhalterung gezeigt.

4.4.3.3. Flusszelloberseite Variante 3:
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Variante 3 besitzt alle Vorziige von Variante 2. Sie wurde jedoch in einem Parameter
verandert.

Herstellungsverfahren:

Die Bauweise mit dem Doppelklebeband als Mittelteil gibt die Flusskanaltiefe durch die
Doppelklebebanddicke vor. Die Verwendung des PMMA Blockes als Flusskanaloberseite
ermoglicht, den Flusskanal nach oben hin zu vergréRern, indem eine Vertiefung im Bereich
der Kavitat zwischen Einlass und Auslass einfrast wird.

Praxistauglichkeit:

Die circa 1 mm hohe und 1 mm tiefe Vertiefung generiert ein zusatzliches Flusskanalvolumen
von 14 pL zu dem durch das verwendete Doppelklebeband ausgebildete Volumen. Dadurch
wird die Detektion eines groReren Volumens zu einem Zeitpunkt ermdoglicht. Dies kann bei
einigen Fragestellungen die Nachweisgrenze von Fluorophoren erniedrigen.

Flexibilitat im Messaufbau:

Analog Variante 2

Ansicht von Oben: 15mm Gewinde zum Anschlus

[ @ 2 der Fluidik
10mm

Ansicht von Unten: 5om MM e 4mm Tiefe Foto der Flusszelloberseite:

: eingefraste
1mml:‘ 4’5mm¢ . :n:d‘/]/ve”ief“”g

4,5mm t Seite B

Seite A

Seitenansicht Seite A:

[BB[‘ *1mmTiefe —_—— —
20mm ¥ gingefréste

Vertiefung = ¥

Seitenansicht Seite B:

onel 1

-
10mm

Abbildung 40: Flusszellvariante 3 mit Frdsung zwischen Einlass und Auslass. Auf der linken Seite sind die
Entwurfszeichnungen in verschiedenen Ansichten gezeigt. Auf der rechten Seite ist ein Foto der Flusszelle von
schrdg oben gezeigt.

4.4.3.4, Flusszelloberseite Variante 4:

Die Flusszelloberseite der Variante 4 basiert auf Variante 2.
Herstellungsverfahren:

Variante 4 besitzt eine eingefraste Schrage zwischen Einlass und Auslass auf der Oberseite
Uber dem Flusskanal. Diese Schrage soll ein Neigen der Flusszelle zur Lichteinkopplung
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Uberflussig machen und durch die Schrage das Licht in die Flusszelle hinein brechen. Mittels
dem in Kapitel 2.1 beschriebenen Snelliusschen Brechungsgesetz, lasst sich die Brechung des
eingekoppelten Laserlichtes in Richtung des Flusszellinneren berechnen:

A=593,5 nm; n(PMMA)= 1,49; n(Luft)= 1; y=45°
Formel mit errechnetem Wert:

ny _ sin(y) 1 sin(45°)
n, sin(a) 1,49  sin(a)

B)
"..L ot | ot
’ .‘.0..

o
+*

a = 24,49°

Abbildung 41: Bei A) ist die Flusszelloberseite Variante 2 zu sehen, welche geneigt und in der Hbhe eingestellt
wird. Bei B) ist die Flusszelloberseite Variante 5 zu sehen, welche nur noch in der Héhe feinjustiert wird.

Wie aus Abbildung 41 A) ersichtlich, ist ein Winkel von 45° als Schrage auf der
Flusszelloberseite von Noéten, um das Anregungslicht, wie unter B) gezeigt, in den Flusskanal
zu brechen. Hierbei lieR sich, wie oben gezeigt, mittels des Brechungsgesetzes der Winkel
der Lichtbrechung in Richtung Flusskanal berechnen.

Praxistauglichkeit:

Der groRe Vorteil dieser Variante ist, dass statt der Neigung nur noch die Hohe der Flusszelle
justiert werden muss. AuBerdem ist in diese Flusszelloberseite zusatzlich die Halterung zur
Anbringung an den Messaufbau integriert worden, um die Flusszelle einfacher ein- und
ausbauen zu konnen. Der PMMA-Block ist folglich mit Lochern zur Befestigung am
Messaufbau versehen worden und deutlich breiter. Bei Variante 1 bis 3 war zusatzlich ein
Metallblgel, wie in Abbildung 38 rechts oben zu sehen, nétig, um die Flusszelle am
Messaufbau anzubringen.
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Ansicht von oben: 15mm Gewinde zum Anschluss

T der Fluidik
0 -

10mm vL } | =
) g0mm i
Smm
Ansicht von unten:  19,5mm m? 32mm _
1mmliiﬂ-i,iﬁmmiZ:ZZZZZZZZZiZZ:@ZZZZ:ZZZ:ZZ:ZZZZZZZZZZZZEO 0 O I
f 4,5mm Seite B
) Seite A ]

Seitenansicht Seite A: ingefréiste

20mm

Seitenansicht Seite B:

>
10mm

Foto der Flusszelloberseite:

.ﬂ‘h - e N W
Abbildung 42: Flusszellvariante 4: Die dunkle Fliche zwischen Einlass und Auslass zeigt die eingefréiste Schréige.

Oben sind die Entwurfszeichnungen in verschiedenen Ansichten gezeigt. Unten ist ein Foto der Flusszelle zu
sehen.

4.4.3.5. Flusszelloberseite Variante 5:

Variante 5 der Flusszelloberseite vereint die Eigenschaften der Variante 3 und 4.
Herstellungsverfahren:

Es ist, wie in Variante 3, in die PMMA Unterseite etwas eingefrast, allerdings ist die
Einfrasung gewinkelt, die Schrage ist der AuRenschrage von Variante 4 nachempfunden. Es
wird ein im Profil dreieckiger Flusskanal erhalten, welcher sich nach oben hin verjiingt.

Praxistauglichkeit:

Das zusatzlich generierte Flusszellvolumen betragt 4 uL. Die Einfrasung soll zum einen das
Flusszellvolumen vergroRern, um ein groBeres Volumen zu einem Zeitpunkt zu betrachten.
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Zusatzlich soll die Schrage das Anregungslicht in Richtung Flusskanal lenken und eine
Neigung des Flusskanals tberfliissig machen.

In der Praxis stellte sich leider heraus, dass Luftblasen haufig in der Dreiecksspitze der
Einfrasung hangen bleiben und nur sehr schwer zu entfernen sind. Deswegen wurde fiir
weitere Messungen eine andere Flusszelloberseite bevorzugt.

Ansicht von oben: 15mm Gewinde zum Anschluss
: ./ der Fluidik
O © O
10mm vL >
) 80mm
Ansicht von unten:  19,5mm m,:_ 32mm N
4,5mm : 5 5
1mml:::::::::::::::::::::::::::::::::'::::t:::::::::::::::E O [
4,5mm vy _|¥ Seite B
Seite A

Seitenansicht Seite A:

il

Seitenansicht Seite B:

20mmI _

10mm

Foto der Flusszelloberseite:

£
Abbildung 43: Flusszellvariante 5 mit rechteckig eingefréistem Flusskanal. Oben sind die Entwurfszeichnungen in
verschiedenen Ansichten gezeigt. Unten ist ein Foto der Flusszelle zu sehen.

4.4.3.6. Vergleich der Flusszelloberseitenvarianten:

Abgesehen von den schon bei der Vorstellung der Flusszelloberseiten angesprochenen
Aspekten der Herstellungsverfahren und Praxistauglichkeit werden im Folgenden die
Flusszelloberseiten mittels Fluoreszenzmessungen verglichen.

Es wurden Dreifachmessungen im Durchfluss im Volumen mit Variante 1 bis 5 der
Flusszelloberseite durchgefiihrt. Die Messungen wurden jeweils mit derselben Konzentration
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Fluorophor durchgefiihrt. Falls moglich wurden zwei verschiedene Winkel zwischen
Anregungslichtquelle und Detektor, 90° und 135°, untersucht. Alle Flusszelloberseiten
konnten mit der orthogonalen Anordnung getestet werden. Variante 2 - 5 konnten, da ihre
Oberseiten transparent sind und durch sie hindurch eingestrahlt werden kann, mit 135°
Neigung zwischen Laser und Photodiode getestet werden. Der Messablauf war stets
derselbe: Basislinie mit Puffer, langsame Probeninjektion und anschlieBend schnelles Spiilen
mit Puffer, bis die Basislinie wieder erreicht wird. Die Auswertung erfolgte wie in Kapitel 4.3
unter dem Punkt Messungen im Durchfluss detailliert gezeigt.

Die x- und y-Achse der Abbildung 44 und Abbildung 45 sind genau gleich skaliert, um die
Messungen mit den verschiedenen Winkeln besser vergleichen zu kénnen.

5x107° ,

';‘ —— Variante 1
< ] — Variante 2
%’ Variante 3
c  4x107° 4 —— Variante 4
% Variante 5
N -
c
o)
N 3x10° 4
o
o |
=)
TR
n  2x107° 4
g
k3] -
N
c
O 1x10°
[<T)
Y
Q |

0 -

T I T I T I T I T 1
0 100 200 300 400 500
Zeit [sec]

Abbildung 44: Vergleichsmessungen der verschiedenen Flusszelloberseiten mit 90° Flusszellneigung. Jede
Flusszelle wurde optimiert ausgerichtet und dreifach gemessen. Bei allen Messungen wurde dieselbe
Konzentration des Fluorophors DY636 verwendet. c(DY636)= 1,3 umol/L Es wurde das referenzierte
Fluoreszenzsignal [a.u.] gegen die Zeit [sec] aufgetragen. Bei Variante 1 handelt es sich um den Siliziumwafer
als Flusszelloberseite. Variante 2 ist ein PMMA-Block ohne Einfrdsungen. Variante 3 verfiigt liber eine
viereckige Vertiefung und damit Vergréfierung des Flusskanals. Variante 4 (iber eine liber dem Flusskanal
liegende Schrige zur Lichteinkopplung und Variante 5 (iber eine rechteckige Einfrdsung.
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Abbildung 45: Vergleichsmessungen der verschiedenen Flusszelloberseiten mit 135° Flusszellneigung. Jede
Flusszelle wurde optimiert ausgerichtet und dreifach gemessen. Bei allen Messungen wurde dieselbe
Konzentration des Fluorophors DY636 verwendet. c(DY636)= 1,3 umol/L Es wurde das referenzierte
Fluoreszenzsignal [a.u.] gegen die Zeit [sec] aufgetragen. Variante 2 ist ein PMMA-Block ohne Einfrdsungen.
Variante 3 verfiigt iber eine viereckige Vertiefung und damit Vergréfserung des Flusskanals. Variante 4 (iber
eine (ber dem Flusskanal liegende Schrdge zur Lichteinkopplung und Variante 5 (iber eine rechteckige
Einfrdsung.

Als MaR fir die detektierte Fluoreszenz wird, wie in Kapitel 4.3 gezeigt, die Flache unter der
Kurve der Detektion im Fluss herangezogen. Die Stufen am Anfang der Probeninjektion bei
den Messungen in Abbildung 44 und Abbildung 45 sind Druckschwankungen in der Fluidik
geschuldet, fallen aber bei der AUC Auswertung nicht weiter ins Gewicht. Die ausgewerteten
Flachen aus Abbildung 44 und Abbildung 45 sind in Abbildung 46 als Saulendiagramme
dargestellt.
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Winkel zwischen Laser und Photodiode

Abbildung 46: Die AUC der Messungen aus Abbildung 44 und Abbildung 45. x-Achse: Die Ziffer 1 steht fiir die
Flusszelloberseite Variante 1, die Zahl in Grad steht fiir den Neigungswinkel zwischen Anregungslichtlinie und
Photodiode. Bei Variante 1 handelt es sich um den Siliziumwafer als Flusszelloberseite. Variante 2 ist ein
PMMA-Block ohne Einfréisungen. Variante 3 verfiigt liber eine viereckige Vertiefung und damit VergréfSerung
des Flusskanals. Variante 4 (iber eine (iber dem Flusskanal liegende Schrdge zur Lichteinkopplung und Variante
5 iiber eine rechteckige Einfrdsung.

Detektion mit 90° zwischen Lichtquelle und Detektor:

Wie aus Abbildung 46 ersichtlich, wurden bei dem Winkel von 90° Neigung zwischen Laser
und Messphotodiode unterschiedliche Signale fiir die verschiedenen Varianten erhalten. Wie
erwartet zeigt Variante 1 bei der Detektion mit 90° hohe Signale, da der Wafer zusatzlich
reflektiert. Die Varianten 2 und 4 zeigen ziemlich niedrige Signale. Das Signal von Variante 2
ist deutlich niedriger als Variante 1, da sie praktisch gleich ist, aber keine reflektierenden
Eigenschaften hat. Variante 4 ist im Signalverlauf praktisch gleich wie Variante 2, bei der
Einkopplung mit 90° durch das Doppelklebeband wird die eingefraste Schrage nicht vom
Strahlengang beleuchtet und liefert wie erwartet fast dasselbe Signal, da die beleuchteten
Strukturen dieselben sind. Die Varianten 3 und 5 zeigen mit den Einfrasungen hdhere
Signale. Variante 5 hat durch den abgeschragten Winkel mehr Licht Richtung Flusskanal
reflektiert und hat ein héheres Signal als Variante 3.

Es sind also die Varianten 1, 3 und 5 den Varianten 2 und 4 in dieser Ausrichtung deutlich
Uberlegen. Variante 1 kann in dieser Anordnung wegen der Einfachheit und trotzdem hohen
Signale als gut angesehen werden. Leider ist sie, wie im Vorangehenden erwahnt, fluidisch
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gesehen nicht sehr zuverlassig. Variante 5 ist im Vergleich dazu fluidisch zuverlassig. Es
stellte sich jedoch bei Messungen mit der Flusszelloberseite heraus, dass oftmals Luftblasen
oder Partikel in der Dreiecksfrasung hangen bleiben. Wegen dieser Nachteile wurden die
Varianten 2 bis 5 zusatzlich in der 135° Winkelanordnung untersucht.

Detektion mit 135° zwischen Lichtquelle und Detektor:

Mit dem Winkel von 135° Neigung zwischen Laser und Messphotodiode zeigen Variante 2
und 4 denselben Signalverlauf, wie in Abbildung 45 zu sehen ist. Sie haben beide keine
Einfrasung und dhneln sich deswegen. Vermutlich ist das Signal von Variante 2 héher, da die
plane Flaiche des PMMA-Blockes besser poliert werden konnte als die aus
Herstellungsgriinden leicht matte Schrage von Variante 4. Variante 3 und 5 verhalten sich
ebenfalls dhnlich, da Sie Uber eine Einfrasung verfligen. Variante 5 zeigt ein groReres Signal
als Variante 3, was vermutlich daran liegt, dass der eingefraste Winkel etwas glinstiger ist, da
weniger Streuung in der Flusszelle auftritt und das Licht in Richtung Flusskanal/ Detektor
gebrochen wird.

Zusammenfassend kann Variante 2 und 5 am meisten von der 135° Winkelanordnung
profitieren. Variante 2 muss allerdings vorgezogen werden, da sie keine zusatzliche Kavitat
besitzt, in der Partikel oder Luftblasen hangen bleiben kénnen.

4.4.3.7. Zusammenfassung:

Aufgrund des Mess- und Auswertungsprinzips der AUC im Durchfluss kann davon
ausgegangen werden, dass die unterschiedlichen Flusskanalvolumina eine untergeordnete
Rolle auf das in Abbildung 46 ausgewertete Signal haben. Es lie} sich also kein Trend
dahingehend erkennen, dass sich in einem zeitgleich groReren detektierten Volumen
grofRere Signale erzielen lassen. Folglich wurde bei den folgenden Messungen Variante 2 mit
135° Neigung bevorzugt, da hierbei ein guter Kompromiss zwischen praktischer
Anwendbarkeit, optischer Streuung und Signalintensitat gefunden wurde.

Abbildung 47: Foto der in den folgenden Messungen verwendeten Flusszelloberseitenvariante 2.

4.4.4. Vergleich unterschiedlicher Flusszellwandmaterialien

Das Material, aus dem die Flusszelle und die Flusszellwdnde bestehen, muss vielen
Anforderungen gerecht werden. Dadurch beschrankt sich die Auswahl an Materialien auf
Wenige. Am haufigsten werden Glas, PMMA, Mylar, Zeonor® oder PDMS verwendet.

Glas:

Die klassischen Flusskandle und Kivetten wurden aus Glas gefertigt, da es aufgrund seiner
chemisch inerten Eigenschaften ein sehr gut geeignetes Material ist. Allerdings ist es sehr
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aufwindig, mittels Atztechniken und Lithographie ein Glas zu strukturieren und zu einem
Flusskanal zu verschlieRen. Die Massenproduktion ist sehr aufwandig und teuer in Bezug auf
Einwegflusszellen. Ein schnelles Anpassen und Verandern der Form ware sehr aufwandig und
kostenintensiv.

PDMS:

Aus PDMS koénnen problemlos im LabormaBstab individuell angepasste Flusszellen
hergestellt werden [76]. Es ldsst sich nach einer Aktivierung im Plasma sehr gut an Glas
anpressen und bildet dadurch einen dichten Hohlraum, die Flusszelle, aus. Jedoch ist es in
einer industriellen, automatisierten Fertigung schwer, diese mit gleichbleibenden
Parametern zu produzieren [1].

PMMA:

PMMA ist fur die Massenproduktion geeignet, da man es durch Prozesse wie Pragen,
Spritzguss oder Frasen einfacher als Glas bearbeiten kann. Man bendtigt jedoch sehr gute
und teure Werkzeuge, um PMMA genau und reproduzierbar zu bearbeiten. Aulerdem muss
fir jede neue Form eine neue teure Spritzgussform gefertigt werden, was die Kosten fir
verschiedene Laborprototypen zu teuer macht.

Doppelklebebander:

Mittels eines Lasers konnen Doppelklebebadnder in jede beliebige Geometrie zugeschnitten
werden. Diese formen die Wande von Flusskanalen zur Bildung der Flusszelle aus. Dadurch
kdnnen problemlos viele verschiedene Flusskanalformen fiir experimentelle Laboraufbauten
oder hochskalierte Massenproduktionen umgesetzt werden.

Fazit:

In der entwickelten Flusszelle wurde Doppelklebeband zur Ausbildung der Flusszellwdande
verwendet. Die Flexibilitat, Massenproduzierbarkeit, Reproduzierbarkeit und der glinstige
Preis stellen gute Parameter fiir eine Einwegflusszelle in einem POCT-Gerat dar.

4.4.4.1. Anforderungen an Doppelklebeband und Klebstoffe:

Es wurden verschiedene Klebstoffe auf ihre Eignung als Wandmaterial fir die Flusszelle hin
charakterisiert und untersucht. An das Material der Doppelklebebander werden viele
Anforderungen gestellt. Das Kleben und Ausbilden des Flusskanals soll reproduzierbar und
zuverlassig erfolgen. Beziglich der optischen Eigenschaften soll es transparent sein und eine
moglichst geringe  Absorption, Eigenfluoreszenz und Streuung oberhalb der
Anregungswellenldnge von 589 nm zeigen. Das Material soll Temperaturen im
Arbeitsbereich (Raumtemperatur bis ca. 40°C) aushalten und wasserfest, sdure- und
basenresistent sein. Es soll am Rand, wo es die Flusskanalform ausbildet, moglichst inert
sein. Es wurden sehr flache Flusskanidle entwickelt, um die magnetischen Partikel in einem
homogenen Immunoassay im Volumenstrom moglichst quantitativ an Magnetfallen
festhalten zu konnen.

Die hier getesteten und verwendeten Doppelklebebdnder sind urspriinglich nicht zur
Verwendung als Flusszellwand vorgesehen worden. Folgende Doppelklebebander wurden
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getestet: 3M 468MP 200MP, 3M 9469 PC, 3M 300 LSE, mfcs und weitere nicht aufgefiihrte
Klebebander und Klebstoffe. Einige nicht aufgefiihrte Doppelklebebander sind weder
wasserfest noch saurefest, weswegen alle Ansdtze mit diesen wieder verworfen wurden.
AuBerdem sind Doppelklebebdnder mit Trager besser geeignet, da sie leichter zu verarbeiten
sind (kein Verziehen) und unter leichtem Andruck formstabil bleiben und nicht verlaufen und
dadurch den Flusskanal verschlieen. Nachdem eine Auswahl an brauchbaren Losungen
getroffen wurde, wurde darauf der Fokus gelegt und diese ausfiihrlich untersucht und ihre
Eigenschaften erforscht.

4.4.4.2. Eigenschaftenvergleich:

Es werden die beiden favorisierten Doppelklebebdander und der am besten geeignete Kleber
in Tabelle 7 verglichen.

Tabelle 7: Vergleich der Eigenschaften der Doppelklebebdnder und eines Klebstoffes.

Hersteller

| mfcs | 3M 9629PC | NOA 68 Optical Adhesive |
Klebeart

‘ Doppelklebeband ‘ Doppelklebeband ‘ Flassigkleber ‘

Klebetrager Material

| PET (25 um) | PE (13 um) | - |

Klebstoffe
Acrylat (60 um) Acrylat (43,5 um) Mercaptoester &

Tetrahydro-furfuryl

Gesamtdicke
140 pm 100 pum Variabel, schlecht
reproduzierbar

Brechungsindex

| 1,49 | 1,47-1,5 | 1,54 |
Optische Qualitat

‘ Sehr gut ‘ Gut ‘ Gut ‘

Im Folgenden wird auf die weiteren Eigenschaften Saureresistenz und optische
Eigenschaften eingegangen.

Sauretestzyklen:

Zunachst werden die erfolgreich durchgefiihrten Sauretestzyklen genauer erldutert. Der
zusammengebaute  Flusskanal wurde auf Sdureresistenz in  Verbindung mit
Regenerationsmitteln getestet. Es wurden 30 Zyklen mit SDS 0,5 % pH= 2 und 30 Zyklen mit
GndHClI 6M pH= 1,5 getestet, danach zeigten beide Klebebander aus Tabelle 7 weder
sichtbare Degradation noch Undichtigkeiten. Sie sind somit zum Einsatz mit aggressiven
Regenerationsmitteln bestens geeignet.

Optische Eigenschaften:
Der Fluoreszenz-Plate-Reader:
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Um die Eigenfluoreszenz der verschiedenen Doppelklebebander und des Klebers zu
erforschen, wurden mit einem Fluoreszenz-Plate-Reader Untersuchungsmessungen
durchgefiihrt. Bei einem Fluoreszenz-Plate-Reader handelt es sich um einen
hochauflésenden Scanner, welcher maximal die GroBe eines Standard Objekttragers
abscannen kann. Fir die Untersuchungen der Doppelklebebander wurde ein Spezialhalter
entworfen und gebaut, um die 1 - 2 cm grollen Ausschnitte zu charakterisieren. Die
Fluoreszenzanregung erfolgt bei den durch die verbauten Laser vorgegebenen Wellenlangen
532 und 625 nm. Detektiert wird mittels eines Photomultipliers und den jeweils passenden
Filtersatzen in den Bereichen: 558 — 593 nm und 660 — 690 nm. Mittels der Gain Einstellung
lasst sich die Vorspannung des Photomultipliers und somit dessen Sensitivitat einstellen und
an die zu detektierenden Signalintensitdten anpassen.

Ergebnisdiskussion:

Der Fluoreszenz-Plate-Reader weist keinen Laser bei der im Aufbau verwendeten
Wellenldange von 589 nm auf. Trotzdem ermdoglichen die beiden Laser im Fluoreszenz-Plate-
Reader eine ausreichende Einschatzung der Eigenfluoreszenz, da die Anregungswellenldange
(A= 589 nm) zwischen den Lasern des Gerates (532 nm und 625 nm) liegt und die Abstdnde
der Anregungswellenlangen nicht zu groR und somit nicht zu weit entfernt sind. Die
detektierten Signale setzen sich aus Lichtstreuung, insbesondere an den Substratkanten, und
Eigenfluoreszenz der Materialien zusammen. Ein geringer Streuungsunterschied der
Materialflache kann mit den unterschiedlichen Herstellungsprozessen zusammenhangen.
Beim Spin-Coating wird der Klebstoff mittels diinner Faden auf das Tragermaterial bei der
Herstellung aufgebracht. Die verschiedenen Faserdicken beim Spin-Coating von
Doppelklebebdndern fiihren zu unterschiedlichen optischen Qualitdten. Des Weiteren
dirfen beim Aushdrten keine Gasblasen, wie bei einem getesteten auf Epoxidharz
basierenden Klebstoff, entstehen. Die zu verbindenden Materialien diirfen nicht durch den
Klebstoff und dessen chemische Eigenschaften beeintrachtigt werden, zum Beispiel blind
werden oder schneller altern.

Bei den beiden Doppelklebebdndern ist der Unterschied in der Eigenfluoreszenz bzw.
Streuung deutlich bei der Anregungswellenlange von 532 nm zu sehen. Bei einer Anregung
mit 625 nm zeigen beide Doppelklebebander kaum noch Eigenfluoreszenz bzw. Streuung.
Der optische Spezialkleber NOA 68 (Norland Optical Adhesive) zeigt bei beiden Wellenlangen
eine geringe Eigenfluoreszenz, allerdings sieht man eine leichte Welligkeit, obwohl mit
hochster Sorgfalt gearbeitet wurde. Dies liegt mit daran, dass der Kleber kein Tragermaterial
besitzt und durch einfache Methoden (Klebestreifen zur Ausbildung des
Flusskanalhohlraumes) wahrend des Klebens in Form gehalten wurde.

88



L

mfcs mfcs 3M 3M NOA 68 NOA 68

Ex.: 532 nm Ex.: 625 nm Ex.: 532 nm Ex.: 625 nm Ex.: 532 nm Ex.: 625 nm

Em.: 558-593 | Em.: 660-690 | Em.: 558-593 | Em.: 660-690 | Em.: 558-593 | Em.: 660-690
nm nm nm nm nm nm

Gain: 600 Gain: 600 Gain: 600 Gain: 600

Abbildung 48: Ex.: Anregungswellenlinge, Em.: detektierter Emissionsbereich, Gain: Photomultiplier
Vorspannung. Um die Eigenfluoreszenzen zu detektieren, wurden die Doppelklebebidnder auf Objekttréiger
aufgeklebt und gescannt. Hierbei hatten die Doppelklebebdinder die Bemafsung 1 - 2 cm und der mit NOA 68
geklebte Testkanal Objekttréigergréfie (7,6 - 2,6 cm).

Fazit:

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass zwei gut verwendbare Doppelklebebander
(mfcs und 3M 9629 PC) gefunden wurden. Viele gute Alternativen (zum Beispiel der Klebstoff
NOA 68) scheiterten an der Verarbeitbarkeit (viele Doppelklebebdander ohne
Kunststofftrager) und andere an der Bestandigkeit. Die beiden in der Arbeit verwendeten
und in Kapitel 4.5.4 in der Flusszellbreite verglichenen Doppelklebebander wurden optisch
und chemisch auf ihre Eignung im Flusskanal hin untersucht und fiir geeignet befunden.

4.4.5. Vergleich unterschiedlicher Flusszellboden

Es wurden verschiedene Flusszellboden getestet und verglichen. Glas kann als etablierte
Oberflache fiir Immunoassays und Flusszellen angesehen werden. Zeonor® Folie wurde noch
nicht oft im Zusammenhang mit Immunoassay Flusszellen verwendet und wurde deswegen
ausfihrlicher charakterisiert.

4.45.1. Zeonor® Folie:

Es wurden Tests dahingehend durchgefihrt, ob Zeonor® Film ZF14 — 050 (50 um) und ZF14 —
100 (100 pm) sich fiir den NANODEM Flusskanal eignet oder nicht. Die Tests wurden mit
verdliinntem Humanserum (HS) (1:1 verdiinnt mit Reinstwasser) durchgefiihrt. Zeonor® Film
wurde in eine Materialtestflusszelle eingebaut. Das Material wurde die ganze Zeit (iber mit
einer 12 V, 20 W Halogenlampe beleuchtet und war die ganze Zeit mit verdiinntem HS in
Kontakt. Die Testlésung wurde an den Tagen 1, 2, 4, 8, 9 und 10 ausgetauscht. An den Tagen
4 und 10 wurde die Materialtestflusszelle getffnet und auf Transparenz und Rigiditat
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getestet. An beiden Tagen konnte keine Eintriibung oder Briichigkeit festgestellt werden. Bei
den Tests mit PBS wurde wie bei den Tests mit der verdiinnten HS Losung verfahren. Die
Testlosung wurde an den Tagen 1, 2, 7 und 13 ausgetauscht. An Tag 13 wurde die Testzelle
gedffnet und auf Transparenz und Rigiditat getestet. Der Zeonor® Film war klar, aber hatte
an der Stelle, an der ein handelsiiblicher Dichtungsring die Folie berihrt hat, brichige
Stellen. Vermutlich hat ein im Dichtungsring enthaltener Stoff die Folie angegriffen.
Deswegen wurde in der spater realisierten Flusszelle kein Dichtungsring verwendet.

Die optischen Eigenschaften sind laut Herstellerangaben sehr gut. Laut Hersteller zeigt
Zeonor® die geringste Eigenfluoreszenz aller Plastiksorten, welche fiir SpritzgieBverfahren
geeignet sind. Bei den verwendeten Wellenldangen ist in der Herstellergrafik kein Signal zu
sehen. AuRerdem betragt die Durchlassigkeit bei den verwendeten Wellenldangen konstant
90 %.

Fazit:

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Zeonor® Folie ein brauchbares Material flr den
Flusszellboden darstellt. Laut Herstellerangabe ist die Glastiibergangstemperatur (Tg= 136
°C). Somit treten auch bei normalen thermischen Belastungen keine Probleme auf. Als
geringer Nachteil stellte sich in spateren Messungen heraus, dass diinne Folien manchmal
auf schwankende Driicke im Flusszellinneren reagieren und sich bei dem Beginn eines
Pumpzyklus leicht ausdehnen, was zu einer Zunahme der Streuung im Messsignal fuhrt
(ausfiihrlich in Kapitel 4.4.3, Variante 1). Glastransducer zeigen im Vergleich dazu diese
Streusignale nicht. Daflir hat Zeonor® in der Herstellung gegeniiber Glas einige Vorteile.

4.5. LIF-Messaufbau Optimierung

In Kapitel 4.5.1 werden allgemeine Optimierungen vorgestellt, in den Kapiteln 4.5.2 bis 4.5.3
die wichtigsten Messaufbauoptimierungen in einzelnen Unterkapiteln vorgestellt und
diskutiert. Bei der Entwicklung einer Mikrofluidik fir einen LIF-Messaufbau gibt es viele
Materialien, Fluoreszenzfarbstoffe, Detektortypen, Anregungslichtquellen, optische Filter
und Winkelausrichtungen, zwischen denen ausgewahlt und abgewogen werden muss.

4.5.1. Allgemeine Optimierungen des LIF-Messaufbaus

Es wurden viele Optimierungen an verschiedenen Teilen des Messaufbaus vorgenommen.
Schwerpunkte der Arbeiten waren die Bereiche Fluidik, Optik, Abschirmung und
Kabelfiihrung. Es wurden umfangreiche Weiterentwicklungen und Optimierungen
durchgefiihrt und die Komponenten an die Anforderungen des LIF Messaufbaus angepasst.

45.1.1. Allgemeine Optimierung der Fluidik:

Es wurde jeder einzelnen Immunoassayreagenz ein eigener Probenschlauch zugeordnet. Die
Flussraten jedes Assayschrittes wurden angepasst, die maximalen Flussraten der
verschiedenen Flusskanalvarianten im Experiment ermittelt. Die Flussraten wurden an die
verschiedenen Assayschritte angepasst. Der Schlauch am Auslass der Fluidik wurde im
Durchmesser vergroBert, um eventuellen Riickstau zu vermeiden.
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4.5.1.2. Allgemeine Optimierung der Optik:

Ausrichtung: Winkel zwischen Laser und Photodiode:

Fir den in der vorliegenden Arbeit vorgestellten LIF-Messaufbau wurden verschiedene
Varianten des Strahlenganges erforscht und optimiert. Hierzu wurde von einem klassischen,
wie dem vorgestellten, Fluoreszenzspektrometeraufbau ausgegangen. Seine Vorteile wurden
genutzt, seine Nachteile modifiziert und verbessert. Die Ausrichtung zwischen
Anregungslicht und Detektor ist im klassischen Fluoreszenzspektrometer orthogonal, sie
wurde fir die meisten realisierten und getesteten Varianten, welche in Kapitel 4.4.1
vorgestellt werden, beibehalten.

Aullerdem ist die Unterdriickung des Anregungslichtes auf den Detektoren essentiell fiir alle
LIF-Messaufbauten. Die Orientierung der Ausbreitungsrichtung der Anregungslichtquelle
zum Fluoreszenzdetektor muss fir jeden LIF-Messaufbau angepasst werden. In der
Veroffentlichung von Fu et al. werden die unterschiedlichen optischen Ausrichtungen
vorgestellt und ausfihrlich diskutiert [62]. Der groRte Teil der veroffentlichten Arbeiten
weist eine orthogonale Ausrichtung zwischen Anregungslichtquelle und Detektor auf [45, 62,
77-79]. Seltener werden 60° [80] oder 0° [44] zwischen Detektor und Lichtquelle gewahlt.
Einige Forschergruppen haben mogliche Orientierungswinkel getestet, um ein individuelles
Optimum fir ihren Messaufbau zu finden. Von den meisten Forschergruppen wird die
orthogonale Orientierung von Detektor und Lichtquelle als optimal angesehen.

Jedoch kann eine sorgsam ausgewadhlte Orientierung zwischen Detektor und Lichtquelle
allein nicht ausreichend das parasitare Anregungslicht, welches den Detektor erreicht,
vermeiden. Deswegen bendtigen alle diskutierten Konzepte zusatzliche optische Filter, um
das Blocken des Anregungswellenlichtes zu verbessern und verstarken. Zusatzlich zur
orthogonalen Ausrichtung wurden noch weitere Winkel erfolgreich getestet. In Kapitel 4.8.4
werden Vergleichsmessungen mit den beiden dhnlichen Aufbauten durchgefiihrt.

Aullerdem nutzt der untersuchte LIF-Messaufbau das horizontale Messprinzip, wie es in
modernen Fluoreszenzspektrometern Verwendung findet. Somit wird der Flusskanal im LIF-
Messaufbau adhnlich einem klassischen Fluoreszenzspektrometer mit einer Lichtlinie
beleuchtet, jedoch in horizontaler Form.

Photodioden:

Vorversuche, welche beim Projektpartner IPV mit Marcel Berner durchgefiihrt wurden,
zeigten, dass eine Biasspannung von 0 Volt zu einem sehr niedrigen Dunkelstrom fiihrt. Ist
der Dunkelstrom niedrig, ist auch der Umgebungsstrom niedrig und man kann sehr kleine
Signale detektieren. Mit einer hoheren Biasspannung wiirde somit der Umgebungsstrom
hoher und der Detektor wirde schneller und empfindlicher werden (maximal 10 %), der
gleichzeitig drastisch erhohte Dunkelstrom wiirde aber dazu fihren, dass fiir den Gewinn an
Reaktionsgeschwindigkeit viel an Sensitivitat verloren gehen wiirde.

Laser:
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Der Laser ist mittels einer Peltiereinheit temperiert. Zu Beginn eines Messzyklus ist eine
deutliche Intensitatsdrift des Lasers sichtbar, bis sich die Temperatur stabilisiert hat. Es
wurden Messungen durchgefihrt, um den Zeitpunkt zu finden, von dem an stabile
Messungen ohne Drift durchgefiihrt werden kénnen. Abbildung 49 zeigt eine Messung, bei
der mit 2 puL/sec mit Puffer durch die Flusszelle gepumpt wurde.
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Abbildung 49: Messung der Laserdrift: Rot: unrefernziertes Signal der Messphotodiode. Schwarz: mittels der
Referenzphotodiode referenzierte Messsignal. Wihrend der Messung wurde PBS Puffer mit einer Flussrate von
2 ul/sec durch die Flusszelle gepumpt.

Wie in Abbildung 49 deutlich zu erkennen ist, ist nach ca. 15 min das referenzierte Signal
stabil und nur noch eine sehr geringe Drift zu sehen. Es kann mit der Messung begonnen
werden. Bei Messungen mit zu erwartenden geringen Signalen wurde der Laser statt 15 min
30 min lang zur Stabilisierung eingeschaltet. Die Stabilitat der Anregungslichtquelle hat einen
direkten Einfluss auf die Nachweisgrenze der durchgefiihrten Messungen.

Ausrichtung Referenzphotodiode:

Das Ausrichten der Referenzphotodiode muss mit Vorsicht erfolgen. Bei deutlich
unterschiedlichen Ausrichtungen der Referenz kann die absolute Vergleichbarkeit der
Messungen nicht mehr gegeben sein. Deshalb wurde bei einer Neuausrichtung der
Referenzphotodiode immer darauf geachtet, die Referenzphotodiode auf das
Intensitdatsmaximum auszurichten, um ein geringes Rauschen im Signal zu erhalten und die
Messungen dadurch besser untereinander vergleichen zu kénnen.
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Aullerdem wurde die Neuausrichtung so selten wie moglich und nur falls erforderlich
vorgenommen, um Messungen mit derselben Problemstellung vergleichen zu kénnen. Die
Einstellung der beiden verschiedenen Installationsorte der Referenzdiode werden in Kapitel
4.5.6 genauer erlautert.

Signalglattung Referenzdiode:

Die Ausleseelektronik der verwendeten Referenzphotodiode erhalt Gber das USB Datenkabel
des PCs den Strom. Um zu ermitteln, ob das Netzteil des PCs einen Teil des Signalrauschens
verursacht, wurde ein AQ Ortho Vox Gerat zur Glattung und Signalentkopplung der USB
Stréme zwischengeschaltet.

009 —— mit Glattung 1,4x10%°

—— ohne Glattung

1,2x1071°

1 1,0x10°

referenziertes Messsignal [a.u.] Dunkelstrom

Referenzphotodiode (unref.) Dunkelstrom

. -11
-1,0x10?2 - 8,0x10
1 -4 6,0x10*
-1,5x10% q .~ ’,
H 4,0x10%
. I .
20 30 40
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Abbildung 50: Gestrichelte Linien: Dunkelstérme der unreferenzierten Referenzphotodiode mit und ohne
zwischengeschaltetes Gerdt zur Gldttung. Durchgezogene Linien: Dunkelstréme des nach Kapitel 4.3
referenzierten Messsignals mit und ohne Gléttungsgerdt der Referenzphotodiode.

Die Messungen zeigen, dass die Glattung des AQ Ortho Vox Gerates keinen Einfluss auf das
Rauschen der Referenzphotodiode hat. Deswegen wurde es bei den Messungen der Arbeit
nicht verwendet.

Shutter:

Marcel Berner vom IPV Stuttgart hat einen Shutter, bestehend aus einer Arduino®
Steuereinheit und einem mit einer schwarzen Plastikplatte  versehenen
Modellbauservomotor gebaut. Dieser kann, durch das Fluidikprogramm Measure®
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angesteuert, das Laserlicht zu jedem beliebigen Zeitpunkt im Messablauf fast vollstandig auf
ca. 8% des Signals einer Blank Messung ohne Fluorophor blocken. Dieser Wert erscheint
relativ hoch, ist aber sehr niedrig, da der Absorptionsfilter sehr gut passend gegen
Anregungslicht auf dem Detektor ausgewahlt wurde und beide Werte sehr niedrig sind.

Das Verwenden eines Shutters ist deutlich besser, als den Laser dauernd an und aus zu
schalten. Zu haufiges An- und Ausschalten eines Lasers verkiirzt dessen Lebensdauer und
fuhrt dazu, dass der Laser nicht thermisch stabil ist, woflir er im Normalfall 15 min im
Dauerbetrieb sein muss. Durch das einprogrammierte Verdunkeln des Lasers zwischen den
Messungen konnte eine (ibermaRige Erhitzung des Flusskanals vermieden werden.
Erfahrungswerte von Marcel Berner zeigten, dass der Shutter nicht orthogonal zum Laser
ausgerichtet sein darf, da eventuell in den Laser zuriick reflektiertes Licht den Laser
schadigen kann (Abbildung 22 in der Anfang dieses Kapitels).

4,5.1.3. Allgemeine Optimierung am LIF-Messaufbau:

Black Box:

Der Messaufbau wurde in einer Black Box, welche am IPV Stuttgart durch Marcel Berner
entwickelt und gebaut wurde, untergebracht. Sie dient dazu, den Messaufbau vor stérenden
elektromagnetischen Feldern (zum Beispiel durch Wechselstromquellen) und parasitaren
Lichtquellen abzuschirmen. In der Black Box wurden deswegen nur Gleichstrom- oder
abgeschirmte Kabel und Gerate verwendet. Das groRe Volumen der Black Box dient dazu,
moglichst flexibel im Messaufbau zu sein, ein Ubermaliges Erhitzen des Messaufbaus zu
vermeiden und die gesamte Mikrofluidik mit Pumpen und Sampler unterzubringen. Die
Spritzenpumpe, der Ventilblock und der Sampler finden alle in der Black Box Platz. Sie
wurden in die Black Box gebaut, um durch kurze Schlauchldngen moglichst kleine
Totvolumina und dadurch kurze Messzeiten zu ermoglichen. AuBerdem altern die
Fluorophore in den Proben in der dunkeln Black Box nicht. Die Black Box ist mit einem
Sicherheits-Not-Aus Schalter versehen, welcher den Laser ausschaltet, sobald eine Tire des
Messaufbaus geoffnet wird.
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Abbildung 51: Links: Die Black Box im Labor, welche den Messaufbau beinhaltet mit geéffneten Tiiren. Auf der
rechten Seite sind die Spritzenpumpe und der Ventilblock (von Hinten) im Inneren zu sehen. Vorne links ist Platz
fiir einen Sampler.

Erdung der Messschiene:

Intensives Messen am Aufbau zeigte, dass die Schiene, auf der die Komponenten Laser,
Shutter und Detektionseinheit mit Flusszelle befestigt sind, geerdet werden muss. Wenn die
Schiene nicht geerdet ist, erhdht sich nach ca. 15 - 20 Messungen das Rauschen, welches
vermutlich von einer statischen Aufladung herrihrt.

Kabelfiihrung:

Zu Beginn der Messungen stellte sich heraus, dass alle Kabel, insbesondere die Messkabel
fest an der Wand der Black Box befestigt werden miissen. Es zeigte sich, dass das Offnen und
SchlieBen der Tiure bei frei hangenden Kabeln zu leichten Bewegungen fiihrt, die als
madandrierendes Signal im Dunkelstrom zu sehen sind.

4.5.2. Verschiedene Halter fur Flusszelle und Detektionseinheit

Marcel Berner beim Nanodem Partner Universitat Stuttgart, Institut fir Photovoltaik (IPV)
hat fir den Messaufbau zwei verschiedene Halter fiir die Flusszelle, den Absorptionsfilter
und die Photodioden realisiert. Zunachst wurde ein Aufbau mit einem 1 - 2 cm grof3en
Filterglas realisiert. Die zweite Version des Halters ist in Abbildung 22 in Kapitel 4.1 auf der
rechten Seite im Foto zu sehen und in Abbildung 34 in Kapitel 4.4.1 als Skizze in
Seitenansicht gezeigt. Die Optimierung zur ersten Version besteht darin, den
Absorptionsfilter flachig (5 - 5 cm) einzusetzen. Dadurch kommt weniger parasitares
Anregungslicht an die Photodioden.

Diese Variante zeigte ein deutlich niedrigeres Rauschen durch Streulicht und eine einfachere
Austauschbarkeit der Fluidik. Aullerdem konnte durch das VergroBern des Filterglases das
parasitdare Anregungslicht auf der Photodiode verringert werden. Sie ist schon sehr friih in
der Arbeit entwickelt worden und wurde bei fast jeder gezeigten Messung verwendet.

4.5.3. Vergleich verschiedener Winkel zwischen Laser und Detektor

Zur Optimierung der erhaltenen Signalhéhe wurde die gesamte Fluidik inklusive der
Detektionseinheit, wie in Abbildung 52 dargestellt, in verschiedenen Winkeln geneigt und
getestet. Hierbei wurden der Laser, der Strahlteiler und die Referenzphotodiode nicht
bewegt. Es sollte ein Kompromiss zwischen der optimierten Lichtemission der Fluorophore
im Flusskanal und einer moglichst geringeren parasitaren Beleuchtung der Photodioden
durch den Absorptionsfilter hindurch gefunden werden. Diese parasitire Beleuchtung
bedingt ein hdéheres Hintergrundsignal. Ein Kompromiss zu Uberwindung dieser
Schwierigkeiten kann durch eine Optimierung der Ausleuchtung des Flusskanals gefunden
werden.

Wie in Abbildung 52 gezeigt, kann Uber die Winkelneigung die Flusszelle mitsamt den
Messphotodioden als Einheit um die eigene Achse gedreht werden. Der Drehmittelpunkt ist
hierbei konstruktionsbedingt der tGber dem Flusskanal befindliche PMMA-Block. Deswegen
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wurde nach Winkelneueinstellungen die Hohe des Messblockes neu ausgerichtet. Des
Weiteren kann die Hohe und Position der Einheit mittels Stellschrauben verdandert werden.
Der Abstand des Lasers kann in bestimmten Grenzen variiert werden, um die Aufweitung der
Anregungslinie zu verandern.

Messaufbau (Seitansicht):

Winkelneigung
/ Photodioden
zusatzliche

Bewegungsmaoglichkeiten

Laser . —

+—>

Abbildung 52: Bewegungsméglichkeiten des realisierten LIF-Messaufbaus. Die roten Pfeile stellen sie dar.

Im Folgenden werden verschiedene Winkel zwischen Laser und Messphotodioden getestet.
In Abbildung 52 ist die orthogonale Ausrichtung mit 90° zwischen Laser und Messphotodiode
gezeigt. Der Aufbau wurde nun um die eigene Achse gegen den Uhrzeigersinn gedreht, bis
180° (Laser zeigt direkt auf die Photodiode) erreicht wurden. Hierbei ist zu beachten, dass
sobald der Winkel > 90° betragt, nicht mehr durch das Doppelklebeband, sondern durch den
PMMA-Block der Flusskanal von der Laserlinie beleuchtet wird und dass dadurch optisch
gesehen einige Parameter verandert werden. Fir die folgenden Vergleichsmessungen wurde
Flusszelloberseite Variante 2 verwendet, da dieser Kanal die wenigsten Streuquellen
aufweist und einen sehr guten Kompromiss aus den in Kapitel 4.4.3 diskutierten Griinden
darstellt.

Bei jedem Winkel wurde die Flusszellhéhe neu auf das Maximum ausgerichtet, um die
jeweils hochstmogliche Intensitat zu detektieren und die Messungen besser vergleichen zu
konnen. Die Messungen wurden alle mit derselben Photodiode mit 1 mm? Flache auf einem
vierer Photodiodenchip durchgefiihrt. Um den Winkel von 180° jedoch detektieren zu
kénnen, musste eine mittlere Photodiode verwendet werden. Um die Werte vergleichen zu
konnen, wurde mit der Mittleren auch der Winkel von 157° gemessen, ein Korrekturfaktor
gebildet und bei der 180° Messung mit eingerechnet. Dies war auf diese Weise moglich, da
die EQEs der einzelnen Photodioden auf einem Chip sehr dhnlich sind.

Die genannten Verstellmdglichkeiten wurden von Marcel Berner am IPV realisiert und vom
Verfasser dieser Arbeit ausfiihrlich getestet und charakterisiert.
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Abbildung 53: Es wurden verschiedene Neigungswinkel experimentell untersucht. Der starke Signalabfall bei t=
540 sec ist durch eine schnellere Flussrate zum Leerspiilen der Flusszelle bedingt. Die Schwankungen bei 250 und
420 sec rithren vom Umschalten des Ventils an der Spritzenpumpe her. Es ist das referenzierte Fluoreszenzsignal
[a.u.] gegen die Zeit [sec] aufgetragen. D2 steht fiir Messphotodiode 2 usw. Die Messungen wurden alle mit
derselben Konzentration Fluorophor DY636 (c= 1,3 umol/L) durchgefiihrt.

In Abbildung 53 ist der Neigungswinkel zwischen Photodiode und Laser dargestellt und wird
mit 90° beginnend (wie in Abbildung 52 dargestellt) in der in Pfeilrichtung schrittweise
vergroBert. Es wurden die AUC der Messungen aus Abbildung 53 gebildet und in Abbildung
54 dargestellt. Die Auswertung wurde analog Kapitel 4.3 fiir Messungen im Durchfluss
durchgefihrt.
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Abbildung 54: Die aus Abbildung 53 ausgewertete AUC [a.u.] der getesteten Neigungswinkel wurde gegen die
Neigungswinkel [°] aufgetragen. Der Winkel 180° wurde mit der Diode 3 aufgenommen und mittels des Winkels
D2: 157,5° ausgerechnet. D2 steht fiir Messphotodiode 2 usw.

Das Signal erreicht bei einer Winkelneigung von 135° ein Maximum (Abbildung 54). Mit
dieser Neigung und mit der Flusskanalbeleuchtung durch den polierten PMMA-Block kénnen
die grofliten Signale erhalten werden. Aufgrund dieser Erkenntnis bezlglich der Optimierung
des Einstrahlwinkels werden die Flusskanaloberseiten 4 und 5, welche einen
entsprechenden Winkel im PMMA-Block aufweisen, entworfen. Allerdings stellte sich
heraus, dass diese fluidisch und herstellungstechnisch nicht so gut geeignet sind. In Kapitel
4.4.3 wird dies ausfihrlich diskutiert. Zur Berechnung des bendétigten Winkels kann man das
in Kapitel 2.1 eingefiihrte Snelliussche Brechungsgesetz anwenden.

Zusammenfassend kann der Winkel von 135° als Optimum der Fluoreszenzausbeute und
guter Kompromiss gelten. Das Blocken des Anregungslichtes durch den Absorptionsfilter ist
auch in dieser Neigung ausreichend gewahrleistet. Die Fluoreszenz kann im Flusskanal mit
der Flusszelloberseite 2 effektiv durch die polierte Seite des PMMA-Blockes hindurch
angeregt werden.

4.5.4. Vergleich verschiedener Flusszellbreiten

Zielsetzung:

Um den Einfluss der Flusszellbreiten auf die Messsignalhdhe zu untersuchen wurden
Messungen mit vier verschiedenen Breiten durchgefiihrt. Die optimale Breite soll ein hohes
Signal aufweisen und fir die spateren Immunoassaymessungen verwendet werden.
AuBerdem soll der Volumenstrom so breit sein, dass moglichst keine Luftblasen im
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Flusskanal hangen bleiben kénnen. Die untersuchten Flusszellbreiten wurden beim
vermuteten Messsignalmaximum, Nahe den Photodiodenbreiten, gewahlt. Die
Flusszellhéhen sind so niedrig, damit die in den homogenen Immunoassays verwendeten
magnetischen Partikel an Magneten festgehalten werden kdnnen. Waren die Flusszellen
hoher, waren die magnetischen Partikel aus dem Volumenstrom heraus quantitativ nicht
fang- und festhaltbar.

Eigenschaften und Herstellung:

Es wurden vier verschiedene Flusskanalbreiten und -geometrien mit einem Laser aus
Doppelklebeband ausgeschnitten. Projektpartner IPV und mfcs haben Zuschnitte aus 3M
(9629 PC) und mfcs eigenem Doppelklebeband hergestellt. In Kapitel 4.4.4 ist die
Charakterisierung der Doppelklebebandmaterialien ausfiihrlich dargestellt. Das Schneiden
mittels Laser fiihrt zu guten, reproduzierbaren Ergebnissen. Das Schneiden mittels Messern
und Cuttern war in dem vorliegenden Fall ungeeignet, da Tragerfolie und Doppelklebeband
durch die mechanische Belastung zueinander verzogen werden.

Die Flusskanale unterscheiden sich in der Flusskanalbreite und in den jeweils angepassten,
trichterformigen Stellen bei den Einlass- und Auslassanschliissen der Fluidik. Aus den
verschiedenen Abmessungen resultieren unterschiedliche Flusskanalvolumina. AuBerdem
haben die beiden getesteten Doppelklebebdnder unterschiedliche Dicken, was zu
unterschiedlichen Volumina fihrt. Flusskanalgeometrie A mit der Breite 0,5 mm hat eine
Fliche von 8 mm? und ein Volumen von 1,16 upL (mfcs) bzw. 0,8 uL (3M).
Flusskanalgeometrie B mit der Breite 1 mm hat eine Flache von 15 mm? und ein Volumen
von 2,175 uL (mfcs) bzw. 1,5 pL (3M). Flusskanalgeometrie C mit der Breite 2 mm hat eine
Flaiche von 29 mm? und ein Volumen von 4,205 pL (mfcs) bzw. 2,9 uL (3M).
Flusskanalgeometrie D mit der Breite von 3 mm hat eine Fliche von 43 mm? und ein
Volumen von 6,235 pL (mfcs) bzw. 4,3 uL (3M).

B)

5 mm

10 mm 5mm 10 mm

1 mmé
chmesser: 0,5 mm chmesser: 0.6 mm

4.5 mm

20 mm

D)
10 mm 5mm 10 mm 5mm
chmesser: 0,5 mm Dunchmesser: 0,5 mm
3.5 mml
B 12 mm
oo 20 mm 20 mm
2mm 2mm 2 mm

Abbildung 55: Verschiedene Flusskanalbreiten- und geometrien des mit Laser ausgeschnittenen
Doppelklebebandes, welches den Flusskanal ausformt. Das Doppelklebeband ist dunkelgriin gezeigt, der
Flusskanal hellgriin, die Messphotodioden als hellblaue Quadrate, die Anschliisse der Messphotodioden als
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graue Quadrate. Die Messphotodioden und deren Anschliisse befinden sich einige Ebenen unter dem Flusskanal
und sind zur besseren Orientierung mit eingezeichnet.

Abbildung 56: Foto der verschiedenen Doppelklebebandzuschnitte (weif3). Von oben nach unten: 1 mm, 2 mm
und 3 mm Breite.

Praxistauglichkeit:

Die Volumina aller Flusskandle befinden sich somit im Bereich von ca. 1 — 6 plL. Diese
Dimensionierung wurde gezielt auf diesen GroRRenbereich abgestimmt, da eine
Probenmenge von 10 plL zu erwarten ist. Zudem wird bezlglich der GroRe eine
Miniaturisierung fir ein Benchtop-Gerat angestrebt. Dies kann mit dem gezeigten Aufbau
problemlos erreicht werden.

Die Flusszelle im realisierten Aufbau hat eine Flache von ca. 1 - 2 cm und eine Hoéhe von 0,1
mm bei Zeonor® Folie - 3 mm bei Glas und 0,1 - 0,14 mm fiir Doppelklebeband und 3 mm
hohe Wafer - 1 cm hohen PMMA Block. Es ergibt sich also eine Gesamthohe von 0,32 - 1,314
cm flr die zusammengebaute Flusszelle.

Die verschiedenen Volumina der Flusskandle bieten jeweils unterschiedliche Vor- und
Nachteile. Bei den sehr kleinen Volumina wird nur ein geringes Probenvolumen benoétigt, die
Probe muss nicht zusatzlich verdiinnt werden. Der Nachteil hierbei ist aber, dass bei der
schmaélsten Flusskanalgeometrie A nicht die gesamte Fliche der Messphotodioden zur
Detektion genutzt wird. Ab Flusskanalgeometrie B kann davon ausgegangen werden, dass
die gesamte Messphotodiodenflache genutzt wird, bei Kanalgeometrie C sind sogar 0,5 mm
auf beiden Seiten der Messphotodioden Platz, falls die Positionierung der Fluidik oberhalb
der Photodioden nicht optimal sein sollte. Bei Flusskanal D kann als Vorteil das fiir manche
Proben (mit groBem Volumen) notwendige groBere Flusskanalvolumen gesehen werden. Ein
Nachteil von Geometrie D ist, dass sich der Volumenstrom nicht Gber die gesamte Breite
ausweitet.
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Abbildung 57: Vergleich der verschiedenen realisierten Flusskanalbreiten und Doppelklebebdénder. Das aus
Referenz- und Messphotodiode ausgewertete, referenzierte Fluoreszenzsignal [a.u.] ist gegen die Zeit [sec]
aufgetragen. Die Messungen wurden alle mit derselben Konzentration Fluorophor DY636 (c= 1,3 umol/L)
durchgefiihrt. Es wurde die Flusszelloberseite 2 mit einer Neigung von 135° bei allen Messungen verwendet.
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Abbildung 58: Vergleich der verschiedenen Flusskanalbreiten mit mfcs Doppelklebeband. Die ausgewertete AUC
[a.u.] ist gegen die verschiedenen Flusskanalbreiten [mm] aufgetragen.

Bei unterschiedlichen Flusskanalbreiten kann ein unterschiedliches Signal erwartet werden,
da der Volumenstrom unterschiedlich laminar, je nach Flusskanalbreite, verlauft und
unterschiedliche Flachenanteile der Messphotodioden genutzt werden. Wie zu erwarten
war, zeigt der Kanal mit nur 0,5 mm Breite ein sehr geringes Signal, da nicht die gesamte
Messphotodiodenflache genutzt wird. Die Messung mit 1 mm Breite ist ebenso niedriger als
2 mm, da seitlich aus dem Kanal ausgestrahlte Fluoreszenzemission an der streuenden und
brechenden Flusskanalwand schlecht detektiert werden kann. AulRerdem wird eine leichte
Fehlausrichtung der Fluidik bei 2 mm Flusskanalbreite vom LIF-Messaufbau durch die
Uberlappung tiber die Messphotodioden besser toleriert. Bei 2 mm Flusskanalbreite ist die
Photodiodenflache ideal genutzt. Die Photodioden haben zum Vergleich eine Breite von 1
mm. Bei 3 mm Breite flieRt zu viel undetektiertes Fluorophor an den Photodioden
undetektiert vorbei, weswegen das Signal im Vergleich wieder abfillt und kleiner ist als bei 2
mm Breite. Bei den im Ergebnissteil in Kapitel 4.8 gezeigten Messungen wurde deswegen
hauptsachlich eine Flusskanalbreite von 2 mm verwendet.
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Abbildung 59: Vergleich der verschiedenen realisierten Flusskanalbreiten und Doppelklebebcénder. Die
standardgemdf3 ausgewertete AUC ist gegen die verschiedenen Flusskandle- und breiten aufgetragen.

Zielsetzung:

Zusatzlich zu den vier Flusskanalbreiten mit demselben Doppelklebeband als Flusszellwand
werden nun 2 verschiedene Doppelklebebdnder mit den jeweils gleichen Breiten und
Geometrien aber unterschiedlichen Hohen und optischen Qualitdten verglichen.

Ergebnisdiskussion:

In Abbildung 58 und Abbildung 59 wurde die y-Achse gleich skaliert, damit die Messungen
besser verglichen werden kénnen.

Die gleich breiten Flusskanadle mussten trotz der unterschiedlichen Flusskanalhdéhe ein sehr
ahnliches Signal zeigen, da bei der AUC-Auswertung im Durchfluss in derselben Zeit
annaherungsweise dieselbe Menge an Fluorophor an den Messphotodioden ,vorbei”
gepumpt wird. Sie besitzen unterschiedliche Flusskanalhohen und daraus resultierend
Flusskanalvolumina. Sie sind bei 1 mm Breite 2,175 pL (mfcs) und 1,5 pL (3M), bei 3 mm
Breite 6,235 pL (mfcs) und 4,3 uL (3M). Das Material der Doppelklebebander hat
unterschiedliche optische Eigenschaften. Ein weiterer Effekt kann sein, dass die
Doppelklebebander unterschiedlich geschnitten wurden. Das mfcs Klebeband wurde von
mfcs selbst lasergeschnitten. Das 3M Klebeband wurde am IPV von Marcel Berner auch
lasergeschnitten. Eventuell miissten noch weitere Schneideparameter optimiert werden. Die
Flusszellneigung von 135° spricht allerdings gegen einen direkten Einfluss der optischen
Qualitat und Schneideglite der Doppelklebebdnder. Bei dieser Neigung wird namlich durch
den PMMA-Block hindurch angeregt. Indirekt kénnen die genannten Parameter allerdings
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durch Reflektionen und verschieden ausgeprdgtes Streulicht an Schnittkanten Einfluss
haben. Fir die Qualitdit der Messungen spricht, dass der &hnliche Effekt bei zwei
verschiedenen Flusskanalbreiten dhnlich ausgepragt gefunden werden konnte. Somit hat die
Ausrichtung, welche wie in Kapitel 4.5.1 beschrieben durchgefiihrt wurde, bei diesen
Messergebnissen nur eine untergeordnete Rolle.

4.5.5. Vergleich verschiedener Messphotodiodendimensionen

Bei dem Projektpartner, dem Institut fiir Photovoltaik (IPV) der Universitat Stuttgart wurden
durch Marcel Berner Messphotodioden hergestellt und entwickelt.

Zielsetzung:

Der GroRenbereich der Photodioden wurde gemeinsam bei Projekttreffen diskutiert und
festgelegt. Es wurden verschiedene Dimensionen in verschiedenen Batches an Photodioden
gefertigt, um eventuell ein Optimum fir den Messaufbau zu finden.

Eigenschaften und Herstellung:

Zu Beginn waren auf einem Chip meist nicht alle Photodioden intakt. Im Falle des Defektes
einer Photodiode ist dies durch ein deutlich erhéhtes Rauschen im Messsignal zu sehen.
Aullerdem kommt es zu Fluktuationseffekten des Stromes und zu starken Drifts gegen
bestimmte Werte aullerhalb der Ublicherweise zu erwartenden Stréme. Allerdings konnte
durch Optimierungen im Herstellungsprozess die Ausfallquote entscheidend verringert
werden. Des Weiteren wurde eine Kapselung fiir die Photodioden entwickelt, um ihre
Storanfalligkeit durch Luftfeuchte entscheidend zu verringern. Die zuletzt hergestellten und
in den Versuchen verwendeten Batches sind robust gegentliber Feuchtigkeit und langlebig.

Mit groRerer Photodiodenflache nimmt die external quantum efficiency (EQE) zu. Die EQE ist
das Verhaltnis der durch die Photodiode detektierten Photonen zu den absolut vorhandenen
Photonen. Sie sind im Wellenlangenbereich von 400 — 740 nm sensitiv. Weitere Details zu
den Photodioden kdnnen dem Artikel von Berner et al. [48] entnommen werden.

Die Grundflache des Chips von 1 - 2 cm wurde fiir alle drei Varianten beibehalten. Die
Messphotodioden auf dem Chip mit vier Messphotodioden besitzen die Abmessungen 1 -1
mm (je A= 1 mm?; 3(A)= 4 mm?) (Variante A), die mit zwei Messphotodioden 1 - 3,5 mm (je
A= 3,5mm?; 5(A)= 7 mm?) (Variante B) und die mit einer Messphotodiode 1 - 8,5 mm (5= A=
8,5 mm?2) (Variante C). In Abbildung 60 sind auRerdem zur besseren Orientierung der
Flusskanal, dessen Ein- und Auslass rote Punkte bei den blauen Pfeilen der Flussrichtung und
die Kontaktierpads der Messphotodioden zusatzlich dargestellt. Zwei Kontaktierpads dienen
jeweils dazu, eine Messphotodiode an das Messgerat anzuschlieBen. Die fluidischen
Komponenten befinden sich nicht direkt auf den Messphotodioden, sie sind im
zusammengebauten LIF-Messaufbau an der gezeigten Stelle iber den Messphotodioden
angebracht.
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Abbildung 60: Die roten, griinen und dunkelblauen Fldchen entsprechen der Gréf3e der verschieden
dimensionierten Messphotodioden. Die grauen Vierecke zeigen die Position der Kontaktpads. Die hellgriine
Fldche zeigt die Umrisse des Flusskanals. A) zeigt den Chip mit vier Messphotodioden, B) den mit zwei
Messphotodioden und C) den mit einer Messphotodiode. D1 steht fiir Messphotodiode 1, D2 fiir
Messphotodiode 2 usw. Die blauen Pfeile geben die Flussrichtung an, die roten Punkte sind der Ein- und Auslass
der Fluidik.

Abbildung 61 zeigt Fotos der in Abbildung 60 dargestellten Photodioden. Die in der Skizze
nicht gezeigten Kontakte hin zu den Photodioden, dienen dazu, die Photodioden an die
Kontaktierpads anzuschlieBen. Die Uberbriickten Kontakte links und rechts der Photodioden
sind da um, die korrekte Positionierung und Ausrichtung der Photodioden mittels einer
Kurzschlussmessung zu Gberprifen.

A) B) Q)

il aal =

105



Abbildung 61: Fotos der durch den Projektpartner IPV hergestellten Photodioden.

455.1. Vergleichsmessungen im LIF-Messaufbau:

Die folgenden Vergleichsmessungen der Photodioden im Messaufbau durch die Detektion
von Fluorphoren im Flusszellvolumen wurden durch den Verfasser durchgefiihrt.

Die Nummerierung der Photodioden und Flussrichtung entspricht der Skizze in Abbildung 60.
Alle Messungen wurden dreifach, immer mit derselben fluidischen Ablaufsequenz und
derselben Farbstoffkonzentration, durchgefihrt. Es wurde im Volumen und Durchfluss
gemessen und wie in Kapitel 4.3 beschrieben die Flache unter der Kurve integriert und
ausgewertet. Die Messungen wurden mit Flusszelloberseite Variante 2 (siehe Kapitel 4.4.3)
und einem Neigungswinkel von 135° zwischen Laser und Messphotodiode gemessen.
Zwischen den jeweiligen Messphotodioden wund nach Einbau eines anderen
Photodiodenchips wurde jeweils die Flusszellhhe neu auf ein im Photodiodensignal
sichtbares Maximalsignal bei einem nur mit Puffer gefillten Flusskanal der Messphotodiode
eingestellt. Dadurch kénnen die Messungen untereinander verglichen werden.

In Abbildung 62 sind Messkurven des referenzierten Fluoreszenzsignals aus Mess- und
Referenzphotodiode gegen die Zeit aufgetragen. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Kurven
der Dreifachmessungen schon aufeinanderliegen und am Schluss einer Messung nur bei sehr
wenigen Messungen noch Fluorophor oder eventuell etwas Luft im Flusskanal verbleibt.

Die erhaltenen Signale hangen mit den unterschiedlichen PhotodiodengréRen auf den Chips
zusammen. Deswegen sind die Signale des ler Chips am GroRten, gefolgt von dem 2 er Chip
und den kleinsten Signalen des 4er Chips.
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Abbildung 62: Messungen der verschiedenen Photodioden-Chips. 4er steht fiir einen Chip mit vier Photodioden,
D1 fiir Photodiode 1 auf Chip, usw. Die Messungen wurden alle mit derselben Konzentration Fluorophor DY636
(c= 1,3 umol/L) durchgefiihrt. Das aus Referenz- und Messphotodiode errechnete Fluoreszenzsignal [a.u.] ist
gegen die Zeit [sec] aufgetragen.
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Abbildung 63: Die Photodiodennummerierung entspricht der Flussrichtung im Flusskanal. Die
Fluoreszenzintensitidt nimmt von Diode zu Diode entlang des Flusskanals ab, dies kénnte durch Photobleaching
oder das teilweise Anhaften an der Flusszellwand geschehen sein.

45.5.2. Ergebnisvergleich 1:

In Abbildung 60 ist die Flussrichtung vom Einlass zum Auslass im Flusskanal eingezeichnet.
Entlang des Flusses durch den Kanal konnte eine Signalabnahme, wenn Photodiode 1 - 4
eines Viererchips verglichen wird, detektiert werden. Anhand der Vergleichsmessungen der
ersten sechs Messungen (Photodiode 1 - 4 rot und Photodiode 1 - 2 griin in Abbildung 63)
kann man das AusmaR der Signalabnahme bei den Chips mit 4 Photodioden und 2
Photodioden entlang des Flusskanals berechnen und vergleichen.

Tabelle 8: Vergleich der AUC der verschiedenen Photodioden und des Photobleachings entlang des Flusskanals

Photodioden auf | Photodiodenflache AUC [a.u.] AUC [rel. in %]
Chip/ Photodiode Nr. | [mm?] bezogen auf je D1
4/1 1 0,0074273 100

4/ 2 1 0,0065443 88,11

4/ 3 1 0,00558375 75,18

4/ 4 1 0,00501575 67,53

2/1 3,5 0,02327667 100

2/2 3,5 0,01807 77,63

1/1 8,5 0,042537 100

108



Setzt man die AUC der Photodiode 1 (rote Saulen) auf 100 %, so detektiert man bei
Photodiode 2 eine Signalabnahme von 12 %, bei Photodiode 3 von 13 % und bei Photodiode
4 von 8 %, in Bezug auf die jeweils vorige Photodiode. Im Mittel nimmt das Signal also stetig
um 8-13 % von Photodiode 1 - 4 ab.

Bei dem Chip mit zwei Photodioden (griine Sdulen) konnte eine Abnahme des AUC Signales
um 22 % gemessen werden. Vergleicht man den Signalabfall an Photodiode 3 (75 %) auf dem
Chip mit vier Photodioden mit Photodiode 2 (77 %) auf dem Chip mit 2 Photodioden, sieht
man fast dieselbe Auspragung der Signalabnahme.

4.5.5.3. Ergebnisvergleich 2:

Alternativ kann die relative Photodiodenfliche mit der mittleren AUC der Messungen
verglichen werden, wie in Tabelle 9 geschehen. Hierbei wird jeweils die gréRte Photodiode
auf 100 % gesetzt.

Tabelle 9: Vergleich der Mittelwerte (MW) der Signale in Bezug auf die Photodiondenfléche.

Photodioden Photodioden- Photodioden- AUC [a.u.] AUC [%] MW
auf Chip/ | flaiche [mm?] flache [%] bezogen auf D1,
Photodiode Nr. ler Chip

4/ 1 1 11,76 0,0074273

4/2 1 11,76 0,0065443 14,44

4/3 1 11,76 0,00558375

4/ 4 1 11,76 0,00501575

2/1 3,5 41,18 0,02327667 48,60

2/2 3,5 41,18 0,01807

1/1 8,5 100 0,042537 100

Setzt man die AUC der groRRten Photodiode auf 100 % und errechnet die Mittelwerte der
zweier und vierer Chips, kann man die Signale mit dem jeweiligen Photodiodenflachenanteil
vergleichen. Die errechneten Mittelwerte der AUCs liegen etwas liber den Flachenanteilen,
obwohl sie etwas unter den Flachenanteilen liegen sollten. Fir die verwendeten
Photodioden gilt, laut den Forschungspartnern des IPV Stuttgart, dass die gleiche Menge an
Fluorophor mit gréBeren Photodioden zu gréfBeren Signalen flhren sollte.

4.5.5.4. Zusammenfassung Vergleich 1 und 2:

Beim Ergebnisvergleich 1 wird das Signal der Photodioden entlang des Flusskanals bei
Fluorophormessungen verglichen. Ein Grund fiir die Signalabnahme im Verlauf des Kanals
dirfte hauptsachlich das Photobleaching sein, oder dass ein geringfligiger Anteil der
Fluorophore an den Flusskanalseiten hdngen bleiben kdonnte. Der Anteil ist aber, wie in
Abbildung 62 gezeigt, zu vernachldssigen. AuBerdem konnten die Photodioden leicht
unterschiedlich sein, oder die Neuausrichtung der Photodioden bei jeder neuen Photodiode
einen Einfluss haben.

Bei Variante 2 ist der Auswertungsschwerpunkt auf den Vergleich der verschieden
dimensionierten Photodioden gelegt. Hierbei wird nicht die Position der Photodiode im
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Flusskanal berlcksichtigt. Die Ergebnisse entsprechen hier nur tendenziell den
Vermutungen. Die relativen AUCs in der letzten Spalte von Tabelle 9 sollten leicht unter den
Photodiodenflachenanteilen liegen. Dies konnte am in Vergleich 1 gefundenen
Photobleaching liegen, oder daran, dass vor jeder Messung manuell neu und optimiert auf
die nachste Photodiode ausgerichtet wurde. Aulerdem haben die gréRBeren Photodioden
eine etwas hohere EQE, was das Signal verfalschen kdnnte.

4.5.6. Optimierung der Platzierung der Referenzdiode

Es wurde eine Referenzphotodiode in den Messaufbau integriert, um madgliche
Schwankungen der Laserintensitat zu erkennen und auszugleichen. Der Laser MLL-H-593.5
hat laut Datenblatt eine Langzeitschwankung von < 2 %. Wie in Kapitel 4.5.1 gezeigt, wird
eine Referenzphotodiode bendtigt. Um mehrere in Reihe hintereinander gemessene
Messungen untereinander vergleichen zu konnen, wird das Signal der Messphotodiode auf
das der Referenzphotodiode bezogen. AuRerdem wird es bei einem Flusskanal- oder
Messphotodiodentausch auf ein Maximum im Messphotodiodensignal ausgerichtet, um die
Messungen untereinander vergleichen zu kénnen. Die Referenzphotodiode wird ebenfalls
bei aufwandigen und fir die Referenzausrichtung relevanten Umbauten neu auf ein
Maximum ausgerichtet, ebenfalls um die Messungen besser vergleichen zu kdnnen.

Referenzphotodiod Flusszelle (Seitenansicht)
reflektiertes Lich /Messphotodiode

Laser -

o ..

Abbildung 64: Platzierung der Referenzphotodiode, Variante A)

Bei dem zundachst realisierten Messaufbau wurde die Referenzphotodiode an einem Stativ
hinter dem Laser platziert und auf die Stelle gerichtet, an der der Laser in die Fluidik
eingekoppelt wird (Abbildung 64). Mit dieser Variante wurden viele erfolgreiche Messungen
durchgefiihrt, allerdings stellte sich bei Kalibriermessungen von Fluorophoren heraus, dass
die Referenz bei geringen Konzentrationen noch nicht hinreichend genau arbeitet.
AuBerdem kann mit dieser Einbindung der Referenzphotodiode nicht erkannt werden, ob
sich Luft in einer Messung befindet oder nicht. Des Weiteren kann die Referenzphotodiode
in dieser Ausrichtung ein ,Atmen” der Bodenfolie bei hohen Flussraten mitdetektieren und
diese Signalstorung zusatzlich verstarken. In spateren Fluidikvarianten konnte das ,Atmen”
der Bodenfolie grofRtenteils auf anderem Wege beseitigt werden, zusatzlich wird es nicht
mehr verstarkt dem Signal durch die neu platzierte Referenz hinzugefiigt.
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Abbildung 65: Platzierung der Referenzphotodiode, Variante B)

Eine neue und verbesserte Implementierung der Referenzphotodiode ist in Abbildung 65
gezeigt. Zwischen Laser und Flusszelle wurde ein Beamsplitter (Strahlteiler) (BSN10, 1“) der
Firma Thorlabs eingebaut. Er teilt den Strahl zwischen Flusszelle und Referenzphotodiode
auf. Die Referenzphotodiode ist auf den partiell reflektierten Strahl ausgerichtet. Die
Reflektions- und Transmissionseigenschaften sind im Bereich von 400 - 700 nm fiir diesen
Strahlteiler wenig von der Wellenlange abhangig, jedoch aber von der Polarisation des
Lichtes. Er reflektiert 10 % des Lichtes Richtung Referenzdiode und transmittiert 90 % in
Richtung Flusszelle. Diese Werte gelten fiir unpolarisiertes Licht, P-polarisiertes Licht wird
um 8 % besser transmittiert, S-polarisiertes Licht um 8 % schlechter. Die Reflektionswerte
verhalten sich entsprechend invers.

Der Strahlenteiler ist in einen drehbaren Halter eingebaut, um die Verhaltnisse der
Intensitaten der aufgeteilten Strahlen zu variieren. Es stellte sich heraus, dass eine maximale
Beleuchtung der Flusszelle und eine minimale Reflektion in Richtung Referenzphotodiode
ausreichende Intensitdaten fur die Referenz und mdoglichst geringe Signalverluste fir die
Messung zeigten. Durch Drehen des Filters konnten die Werte unter 10 % auf einen Wert
von ca. 5 % fir reflektiertes Licht, von der Referenzphotodiode detektiert, eingestellt
werden.

Ein entscheidender Vorteil dieser Positionierung der Referenzphotodiode ist, dass
ausschlieBlich die Laserintensitdat ohne zusatzliche Streuung durch die Reflektion an der
Flusszellkante von der Referenzphotodiode lberwacht wird. Zusatzlich kann bei groBeren
Stérungen durch Luftblasen in der Flusszelle eine Messung mit Luft besser erkannt und
abgebrochen werden. Aullerdem muss bei der neuen Platzierung der Referenzphotodiode
diese praktisch nicht mehr neu ausgerichtet werden, da der Strahlenteiler praktisch nicht
verandert wird. Die Referenzphotodiode wurde im optimierten Messaufbau analog der in
Abbildung 3 vorgestellten Anordnung des LS-50B Fluoreszenzspektrometers von Perkin
Elmer® eingebunden.

4.5.7. Verschiedene Optimierungen an der Optik

4.5.7.1. Zylinderlinse vor Flusszelle eingefligt:
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Wie in Kapitel 4.6.3 gezeigt und diskutiert, wurde eine Zylinderlinse zur Fokussierung der
Anregungslaserlinie getestet. Diese fiihrte leider nicht zu héheren Signalen.

4.5.7.2. FESO600 - Kurzpassfilter, cut-off Wellenlange 600 nm:

Ein Kurzpass Filter wurde getestet und zwischen Laser und Flusszelle gebaut, um
festzustellen, ob der Laser Wellenlangen im Bereich von lber A= 600 nm ausstrahlt. Es
wurde eine Baseline mit und ohne Filter aufgenommen, um die tatsachlichen
Intensitatsverluste im Aufbau durch den Filter zu ermitteln. Der Vergleich wurde wahrend
einer Basislinienmessung mit PBS bei einer Flussrate von 5 plL/sec durchgefiihrt. Die
Messungen wurden hierbei am Zeitpunkt von 10 min verglichen. Die Basislinienhéhe ohne
Filter wurde auf 100 % gesetzt. Die Basislinie der Messung mit Filter zeigt nur noch eine
Hohe von 78 %. Vermutlich wird ein Teil des Laserlichtes am Filter reflektiert und ein sehr
kleiner Teil vom Filter absorbiert. Die IntensitatseinbuBen sind auf jeden Fall zu hoch, um
den zusatzlichen Filter im Messaufbau zu verwenden.

Um zu ermitteln, ob der Laser Wellenlangen im Bereich tGber 600 nm ausstrahlt, wurde
mittels eines Diodenarrayspektrometers das Spektrum des Lasers aufgenommen. Wie in
Abbildung 66 gezeigt, liegt der Peak deutlich unter den 600 nm. Somit ist gezeigt, dass der
Laser keine Wellenlangen signifikanter Intensitaten Gber 600 nm ausstrahlt.
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Abbildung 66: Das Spektrum des Lasers wurde mittels eines Photodiodenarrayspektrometers aufgenommen. Die
Breite des Peaks liegt an technischen Limitierungen des Spektrometers und der sehr einfach gehaltenen
Einkopplungsoptik. Es sind die Signal counts des Spektrometers gegen die Wellenlénge [nm] aufgetragen.
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4.6. Messaufbaucharakterisierung mittels Fluorophormessungen

Der LIF-Messaufbau wurde mittels Messungen im Volumen der Flusszelle und auf der
Oberflache (Bodenseite des Flusskanals) charakterisiert. Im Volumen wurde hierbei das
Fluorophor DY636 COOH in Reinstwasser gelost und eine Kalibriergerade im Messaufbau
detektiert. Das Fluorophor DY634 wurde verwendet, um ihn auf einer Folie anzubinden und
im LIF-Messaufbau zu detektieren. Diese beiden Messvarianten wurden durchgefiihrt, um
die Fluoreszenzdetektion im Volumen und auf einer Oberflache zu untersuchen und um ein
Proof-of-Principle Versuch durchzufiihren.

Abbildung 67: Rechts: Strukturformel Fluorophor DY636, links: Strukturformel Fluorophor DY634

4.6.1. Kalibrierkurve mit DY636 im Flusszellvolumen:

Der Flusskanal wurde fir die Detektion im Volumen mittels Fluorophormessungen im
Durchfluss getestet. Mit dem Fluorophor DY636 COOH wurde eine Kalibrierung in
Reinstwasser mittels Dreifachmessungen von sechs Konzentrationen aufgenommen.

Messaufbau:

Es wurden die Flachen unter der Kurve (AUC) von Messungen im Durchfluss, wie in Kapitel
4.3 gezeigt, ausgewertet. Jede Konzentration der Verdlinnungsreihe wurde in einem grof3en
Volumen pipettiert und dann auf mehrere Cups verteilt in den Sampler gestellt. Im Sampler
wurden dann flr jede Konzentration drei Eppendorf® Cups gekiihlt bereitgestellt. Die
komplette Kalibriergerade wurde, ohne die Black Box zu 6ffnen, am Stlick und automatisiert
gemessen. Um die Samplernadel zur Probenentnahme zwischen den Probenwechseln zu
splilen, wurde jeweils in den verwendeten Cup riickgesplilt. Es wurde die Flusszelloberseite
Variante 1 und ein lasergeschnittenes Doppelklebeband Typ mfcs mit 3 mm Breite
verwendet. Als Flusszellboden wurde eine 100 um dicke Zeonor® Folie verwendet. Der
Farbstoff DY636 COOH wurde in Reinstwasser verdiinnt und detektiert.

Assay Ablauf:

Die Farbstoffdetektion fand analog Abbildung 25, Kapitel 4.3, Unterkapitel: ,,Messungen im
Durchfluss” statt. Die in der Abbildung gezeigte Messung ist eine Messung der hodchsten
Konzentration dieser Kalibriergerade. Der eingezeichnete Messablauf wurde genauso
durchgefiihrt. Zur Sauberung der Flusszelle wurde zwischen den Messungen schnell zur
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Durchspillung gepumpt. Die Blank Messungen wurden bei der Kalibriergerade an
verschiedenen Tagen gemessen.

Ergebnisdiskussion:

In Tabelle 10 sind die Konzentrationen wund detektierten AUCs mit den
Standardabweichungen des Fluorophors DY636 COOH der Kalibriergerade dargestellt.

Tabelle 10: Messdaten und Ergebnisse der Kalibriergerade

Konzentration des | Konzentration des | mittlere AUC [a.u.] Standardabweichung
Farbstoffes [#] Farbstoffes [@]
1 1,31 0,25762 0,0014
0,34 0,44 0,08214 0,00165
0,2 0,26 0,05165 5,3897E-4
0,1 0,13 0,01668 6,87136E-4
0,02 0,026 0,00197 2,37627E-4
0 0 1,92403E-4 2,06245E-4
0,30
0,25 - . AUC >
—— Linearer Fit
0,20
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@©,0,15 -
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e g |
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Abbildung 68: Kalibriergerade mit Fluorophor DY636 COOH. Es wurden die in Tabelle 10 gezeigten
Konzentrationen gemessen. Es ist die AUC [a.u.] gegen die Fluoreszenzfarbstoffkonzentration [umol/L]
aufgetragen.

Zur Bestimmung des Limit-of-Detection der Kalibriergerade aus Abbildung 68 kann nach dem
Orange Book der IUPAC [81] gelten: AUCiop = AUChiank + 3 - Oblank= 8,11 - 104 Diese
errechnete AUC ist der tatsichliche gemessenen AUC von 1,97 - 103 fiir die Konzentration
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von 26 nmol/L am Nachsten. Deswegen wird dieser Wert als Level-of-Detection fiir den LIF-
Messaufbau angegeben: ¢(DY636) = 26 nmol/L.

In der Blank Messung ohne Fluorophor mit ausschlielich Puffer wird das Hintergrundsignal
detektiert. Bei Fluorophormessungen wird immer die Summe aus dem Fluoreszenz- und
Hintergrundsignal detektiert. Das Rauschen beider Signale wird vom Rauschen des Lasers
(0,5 %) dominiert. Dieses Rauschen wird stark durch das Sampeln von Mittelwerten direkt
durch das Elektrometer reduziert.

Trotzdem ist bei niedrigen Konzentrationen das Rauschen starker ausgepragt. Das durch den
Laser hervorgerufene Rauschen des Fluoreszenzsignals verandet sich proportional zur GroRe
des detektierten Signals. Dies gilt allerdings nicht flir das vom Laser abhangige Rauschen des
Hintergrundsignals. Deshalb ist das Rauschen bei niedrigen Konzentrationen starker
ausgepragt, da es immer gleich stark vorhanden ist und bei niedrigen Konzentrationen
deutlich starker ins Gewicht fallt. Weitere Ausfiihrunge werden in dem Artikel zum LIF-
Messaufbau mit Marcel Berner diskutiert [74]. Das absolute Hintergrundsignal kann durch
die Reduktion der Lichtstreuung am Doppelklebeband reduziert werden. AuBerdem kann
eine mogliche weitere Optimierung des Absorptionsfilters vor den Messphotodioden des
Hintergrundsignal weiter reduzieren. Das Testen anderer Fluorophore kann zu
Kalibriergeraden mit einer verbesserten Linearitat fihren und dadurch zu niedrigeren Levels-
of-Detection. Andere Fluorophore kénnen evtl. geringeres Photobleaching oder Ankleben an
die Flusskanalwande aufweisen.

Die gemessene Kalibriergerade zeigt, dass die vom Partner IPV fir den Messaufbau
entwickelten Photodioden reproduzierbare und konzentrationsabhangige Messsignale fir
den Beispielfluorophor DY636 zeigen. Die Mikrofluidik und das optische Detektionssystem
sind sehr gut geeignet.

4.6.2. Vergleichsdiskussion mit anderen Messaufbauten:

Es ist sehr schwierig, den in der Arbeit entwickelten Messaufbau mit anderen LIF-
Messaufbauten zu vergleichen. Die gefundenen Nachweisgrenzen kdnnen nur bedingt
verglichen und diskutiert werden, da unterschiedliche Messaufbauten,
Anregungswellenldangen, Lichtquellen (Laser oder LEDs), Optiken (mit Lichtleiter oder
Freistrahl), Fluidiken, Fluoreszenzfarbstoffe, Pufferlosungen, Anreicherungstechniken und
Detektoren verwendet werden. Diese Faktoren beeinflussen direkt und indirekt die
gefundenen  Nachweisgrenzen. Bei vielen Immunoassaymessungen und der
Kapillarelektrophorese fiihrt die Anreicherung des Analyten an einer Stelle zu einer kurzen
Messdauer in Form eines Messpunktes, wohingegen Durchflussmessungen (wie bei dem
vorgestellten Messaufbau) mehrere Minuten Messdauer bendtigen. Es sind also Messdauer
und Auswerteprinzip bei jedem der Messaufbauten unterschiedlich. Sie beeinflussen auf
unterschiedliche Art und Weise zusatzlich deren Nachweisgrenze.

In der Publikation des in der Arbeit vorgestellten Messaufbaus [74] wurde dennoch eine
Vergleichstabelle zur Einordnung von grob vergleichbaren LIF-Messaufbauten vorgestellt.
Einige Messaufbauten verwenden Fluoreszein und kénnen dadurch untereinander
verglichen werden. Der vorliegende LIF-Messaufbau verwendet aber zu langewelliges
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Anregungslicht, um Fluoreszein detektieren zu kdénnen und daher kann kein direkter
Vergleich vorgenommen werden.

4.6.3. Detektion von DY634 auf der Oberflache

Es wurden verschiedene Versuche durchgefiihrt, um den Messaufbau umfassend zu
erforschen. Die Fahigkeit Fluoreszenz an der Oberflache (Flusszellboden) zu detektieren,
wurde wie folgt untersucht.

Messaufbau:

Es wurde eine Zeonor® Folie auf einer Seite mit einem Fluorophor (DY634 COOH)
funktionalisiert, auf der anderen Seite wurde sie unfunktionalisiert gelassen. Dies wurde
mittels einer speziellen Halterung realisiert, durch welche nur die Gber Photodiode zwei
befindliche Folie funktionalisiert wurde. Der Fluorophor wurde mittels Standard NHS/DIC
Chemie kovalent an die Folie angebunden [49-51].

Detektion mittels des Fluoreszenz-Plate-Readers:

Zur Uberpriifung, ob die Immobilisierung wie gewiinscht erfolgt ist, wurde die
Immobilisierung der Folie mittels eines Fluoreszenz-Plate-Readers untersucht. Das durch die
Messung mit dem Fluoreszenz-Plate-Reader erhaltene Bild ist in Abbildung 69 gezeigt. Die
Flusszelle und die Photodioden sind malistabsgetreu eingezeichnet. Wie gewlinscht konnte
auf einer Seite sehr viel Fluorophor immobilisiert werden, wohingegen auf der anderen Seite
kaum Farbstoff immobilisiert wurde. Um der mittigen Teilung Rechnung zu tragen, wurde
ein Photodioden-Chip mit nur zwei Photodioden ausgewahlt.

Ergebnisdiskussion:

Obwohl die Farbung keine scharfe Trennung zeigt, konnten mit den Photodioden eindeutige
Signale detektiert und zugeordnet werden. Somit kann mit dem Messaufbau auch auf der
Oberflache gemessen werden.

Abbildung 69: Die Photodioden sind hellblau angedeutet, der Flusskanal hellgriin, die Umrisse der Aufienkante
der Flusszelle dunkelgriin. Die helle Flciche zeigt die Hdlfte, bei der Fluorophor immobilisiert wurde, die dunkle
Seite zeigt die Seite ohne Fluorophor. Die Folie wurde im Fluoreszenz-Plate-Reader mit einem Signal-Gain von
600 und einer Anregungswellenldnge von A= 625 nm untersucht. Die Emissionsmessung erfolgte im Bereich 660
-690 nm.

4.6.4. Detektion auf der Oberflache mit Zylinderlinse und verschiedenen Neigungen
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Um die beiden verschiedenen Bereiche auf der Folie mit dem LIF-Messaufbau zu
detektieren, wurden verschiedene Versuche durchgefiihrt. Die Folie wurde durch die
Flusskanaloberseite Variante 2 fest auf den Absorptionsfilter angepresst.

Messaufbau:

Es wurden Flusszellneigungen von 90° und 135° getestet. Auflerdem wurde eine
Zylinderlinse vor der Flusszelle eingebaut, um zu testen, ob bei der Detektion an der
Oberflache eine Fokussierung der Anregungslaserlinie zu hoheren Signalintensitdten fihrt.
Zunachst wurde die mit Farbstoff funktionalisierte Seite unter Messphotodiode 1 eingebaut.
Danach wurde die Folie gedreht und die Seite mit dem Farbstoff unter Messphotodiode 2
verbaut. Beide Orientierungen der mit Farbstoff funktionalisierten Seite ergaben beim
Vergleich der beiden Messphotodioden dieselbe Aussage.

Ergebnisdiskussion:

Die Messungen stimmen bzgl. der Flusszellneigungswinkel mit den in Kapitel 4.5.3
gewonnenen Aussagen Uberein. Bei 135° konnten deutlich hohere Signale als bei 90°
Flusszellneigung detektiert werden. Die Fokussierung des Anregungslichtes mittels einer
Zylinderlinse war kontraproduktiv, da durch die Fokussierung vermutlich weniger
funktionalisierte Folie beleuchtet wurde. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das
Signal bei einer Flusszellneigung von 135° am hdchsten ist, das Signal des 90° Winkels in der
Mitte liegt und das kleinste Signal mit 135° und Zylinderlinse gemessen wurde. Es wurden
jeweils die Signale der beiden Messphotodioden, mit und ohne funktionalisierte Seite, relativ
zueinander ausgewertet. Mit einer 90° Ausrichtung und Zylinderlinse wurden keine
Messungen durchgefiihrt, da dies flr das Messsignal kontraproduktiv ist.

4.7. \Weitere Messaufbaubestandteile

Es wurden weitere Messaufbaubestandteile entwickelt, um die Messungen mit den
neuartigen homogenen Immunoassays zu ermoglichen und vereinfachen. AuRerdem sollen
sie die Implementierung des Messaufbaus in ein POCT-Gerat vereinfachen und
automatisierte Messungen ermoglichen.

4.7.1. Magnetfallen fir magnetische Nanopartikel

Die Benutzung von Magnetpartikeln (MPs) in Immunoassayanwendungen birgt einige
Vorteile und wird in Zukunft haufiger anzutreffen sein. Zum Festhalten der MPs werden
speziell Permanentmagnete haufig benutzt, da sie einfach in der Anwendung sind und ein
starkes Magnetfeld haben. AuRerdem weisen sie keine Erhitzung im Betrieb und somit keine
Temperaturproblematik auf. Trotzdem haben sie einige bedeutende Nachteile. Ein
Permanentmagnet ist nicht Mittel der Wahl, wenn die Magnetfeldstarke variabel an die
PartikelgroRe oder Magnetfalleneigenschaften angepasst werden soll. Er muss im
Messaufbau umplatziert oder mechanisch bewegt werden, um die Magnetfalleigenschaften
zu verandern. Wie Permanentmagnete in gewissem Umfang dennoch genutzt werden
konnen und zum Beispiel durch rasches Wegspilen nicht bewegt werden missen ist in
Kapitel 4.7.1.2 weiter ausgefiihrt. Durch Elektromagneten kann man einfach die
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Magnetfalleigenschaften verandern, indem man die Spannung verandert oder den Magnet
pulsieren ldsst. Elektromagnete konnen an- und ausgeschaltet werden, um die Partikel
loszulassen oder zu mischen. Sie konnen aullerdem in Kombination mit einem
Permanentmagnet sogar dazu verwendet werden, Partikel abzustoen, da der
Permanentmagnet den Magnetpartikeln eine Orientierung vorgibt und diese dann durch
eine Feldumkehr des Elektromagneten mit aufgezwungener Orientierung sowohl angezogen
als auch nach Feldumkehr abgestoRen werden kdnnen.

4.7.1.1. Magnetfallen, basierend auf Elektromagneten:

Eigenschaften und Ansteuerung:

Die entwickelten Magnetfallen bestehen aus handelslblichen Elektromagneten, auf die
Mikrofluidikschlauche mit Klebstoff (Epoxidharzklebstoff) fest verklebt wurden. Ihr Zweck ist
es, magnetische Partikel in einem PTFE Fluidik Schlauch im Fluss festzuhalten, loszulassen
und bei Bedarf zu mischen. Wie stark, bzw. wie lange und wo die Partikel festgehalten
werden, kann durch das Variieren einiger Parameter bestimmt werden. Um Partikel
zwischen dem oberen und unteren Teil der Magnetfalle zu bewegen und zu vermischen,
werden zwei Elektromagneten einander gegeniiber angeordnet (Abbildung 70 C). Eine
Arduino® basierte Ansteuereinheit pulst beide Elektromagnete. Diese Ansteuereinheit
wurde von Marcel Berner am IPV realisiert und entwickelt. Die Magnetfallen, fluidische
Aufbauten und alle Experimente dazu wurden vom Verfasser durchgefiihrt. Die
Ansteuereinheit kann mittels eines Arduino® Programmes beliebig programmiert werden. Es
sind verschiedene Pulspattern und Wiederholungsschleifen moglich. Die fir die Magneten
bendtigte Spannung wird an einen Eingang der Ansteuereinheit von einem externen Netzteil
angelegt. Mittels dieses Netzteils kann durch eine Spannungsveranderung die Haltekraft der
Magneten variiert werden. Des Weiteren kann mittels der USB Schnittstelle der Arduino® in
einen Messablauf implementiert werden. Es kdnnten zum Beispiel magnetische Partikel
wahrend des Signalausdifferenzierungsschrittes festgehalten und wahrend des
Detektionsschrittes losgelassen werden.

Messaufbau:

Wie in Abbildung 70 zu sehen ist, wurden verschiedene Aufbauvarianten realisiert. Bei
Variante A) wurde ein simples Proof-of-Concept angestrebt, bei der ein einfacher PTFE-
Schlauch mittels Epoxidharzkleber auf einen Elektromagneten geklebt wurde. Variante B)
zeigt eine Weiterentwicklung, bei der ein Loch in die Mitte des Magneten gebohrt wurde,
um den Auslass durch die Mitte des Magneten auszufiihren. Der Vorteil im Vergleich zu
Variante A) besteht darin, dass keine zwei Lagen an Schldauchen Ubereinander gefiihrt
werden mussen und sich die Schlauche somit dichter am Elektromagneten befinden, was zu
einer hoheren Festhalteeffizienz flihrt, da das Magnetfeld mit zunehmendem Abstand an
Haltekraft verliert. AuRerdem ist Variante B) eine gute Vorentwicklung fiir Variante C), bei
der die Schlduche zwischen den beiden Elektromagneten in einer Ebene und flach liegen
muissen, um nah an den Elektromagneten zu sein und ein planes und paralleles
Aneinandergrenzen der Magneten zu ermdglichen.

Variante A) Variante B) Variante C)
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Abbildung 70: Drei verschiedene Magnetfallvarianten, basierend auf E/ekfromagneten. Variante A) einzelner
Elektromagnet; Variante B) einzelner Elektromagnet mit Schlauchausfiihrung in der Mitte; Variante C) doppelter
Elektromagnet.

Um die Temperatur der Elektromagnete moglichst stabil zu halten, wurde ein Aufbau mit
aktiven Luftern realisiert. Diese ziehen die Luft von unten an und fiihren Sie nach oben ab,
an der Magnetfalle vorbei. Abgesehen davon, dass zu hohe Temperaturen von tber 37°C bei
Biomolekilen in Immunoassays zu Denaturierungen flihren, entstehen bei hoheren
Temperaturen und Warmequellen auch mehr Luftblasen in der Fluidik, welche das
Festhalten von Magnetpartikeln verhindern und diese vor sich herschieben. AulRerdem
konnen bei zu groflen Temperaturschwankungen unterschiedliche Festhalteeffizienzen oder
sogar die Zerstérung der Schlduche beobachtet werden.

Abbildung 71: Links: Arduino® Ansteuereinheit fiir die Elektromagneten, rechts: Kiihler fiir
Elektromagnetfallenaufbau mit Doppelmagnetfalle (Variante C) (gedffnet).

Untersuchung und Charakterisierung des Messaufbaus:

Die Fahigkeit der Magnetfallen Partikel festzuhalten wurde mittels Versuchen erforscht.
Diese wurden alle nach demselben Pumpablauf und mit derselben Konzentration an
Magnetpartikeln durchgefiihrt, um die Signale vergleichen zu kénnen.

Die Konzentration der micromod® Magnetpartikel mit 250 nm Durchmesser wurde auf 0,3
g/L gesetzt. Zunachst wurde die eingeschaltete Magnetfalle mittels stetigem, langsamen
Durchpumpen (im Fluss von 60 pL/min) beladen. Im Anschluss an das Beladen der
Magnetfalle wurde mit derselben Pumpgeschwindigkeit nochmals dasselbe Probenvolumen
Uber die Flusszelle mit den festgehaltenen Magnetpartikeln gepumpt. Dieses zusatzliche
Volumen wurde injiziert, um die Haltekraft der Magnetfalle zu testen. Im nachsten Schritt
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wurde die Magnetfalle ausgeschaltet und ein definiertes Volumen schnell (mit 600 puL/min)
durch die Magnetfalle gepumpt. In diesen ersten Versuchen wurden weder die Fluidik noch
die Elektromagnetfallen speziell geblockt. Dies war aber fur diesen einfachen Proof-of-
Principle Versuch nicht weiter von Belang, da keine Biooberflichen zum Einsatz kamen und
die Magnetfallen durch haufige Benutzung mit MPs in Vorversuchen schon gut geblockt
worden waren. Aullerdem sind die Oberflaichen der magnetischen Partikel zusatzlich durch
nicht aktivierte PEG(NH), Gruppen abgeschirmt.

Das Volumen wurde in einem Eppendorf® Cup aufgefangen und die Absorption, und somit
die Halteeffizienz der Magnetfallen, mit einem UV/VIS Spektrometer gemessen. Die Proben
wurden alle verdiinnt und riickgerechnet, um im linearen Absorptionsbereich zu messen.

Il Viessung 1: Aus
Il Messung 2: An: 1 sec, Aus: 0,3 sec
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Abbildung 72: Messungen mit Variante A) und Variante C). Messung 1 - 5 sind Messungen mit Variante A),
Messung 6 wurde mit Variante C) durchgefiihrt. Messung 1 wurde mit dauerhaft ausgeschaltetem Magneten
durchgefiihrt, Messung 5 mit dauerhaft angeschaltetem Magneten.

Ergebnisdiskussion:

Messungen 1 und 5 mit der Magnetfallenvariante A) in Abbildung 72 zeigen, dass der
Messaufbau und Pumpablauf passend fiir die Problemstellung entwickelt wurde. Es wurde
Messung 1 mit ausgeschalteter Magnetfalle durchgefiihrt, um auszuschlieRen, dass
Magnetpartikel in der Falle lediglich sedimentieren oder absorbieren. Es bleiben nur wenige
Partikel in der Magnetfalle, aufgrund von unspezifischen Wechselwirkungen, haften. Bei
Messung 5 war der Magnet dauerhaft an, es konnten wie erwartet die meisten
Magnetpartikel festgehalten werden. 100 % der Skalierung in Abbildung 72 stehen fir die
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direkt im UV/VIS Spektrometer vor der Verwendung in der Magnetfalle gemessene
Konzentration der eingesetzten Losung. Bei Messung 5 konnten 90% der Partikel im
Volumenstrom festgehalten werden, da vermutlich nicht alle eingefangen und festgehalten
werden konnten, durch Absorption und unspezifische Wechselwirkung geht ein weiterer
geringer Anteil an Partikeln verloren.

Die Magnetfalle kann mehr Magnetpartikel festhalten, je langer das Zeitintervall ist, in dem
sie eingeschaltet ist. Diese logische Tatsache konnte auch im Versuch gezeigt werden. Die
zwei Magneten der Doppelmagnetfalle (Variante C) sind alternierend angeschaltet. Sie
halten weniger Partikel fest, da sie diese durch das Volumen wahrend des Festhaltens
bewegen missen. Allerdings sind die mit einer Doppelmagnetfalle festgehaltenen Partikel
nicht so stark agglomeriert und lockerer, wenn sie aus der Falle nach dem Versuch gepumpt
werden. Die erhaltenen Halteeigenschaften der Magnetfallen sind sehr gut reproduzierbar.
Sie sind allerdings etwas stdranfallig, wenn Luft in die Fluidik gelangt oder ausgast, da
Luftblasen die MPs vor sich herschieben. Um die Magnetfallen in magnetpartikelbasierenden
Immunoassays einzusetzen, missen noch weitere Optimierungen vorgenommen werden.
Die Magnetfallen miissen mit niedrigeren Konzentrationen getestet werden, ihre Inertheit
und Mischfahigkeiten getestet und quantifiziert werden. Wegen der Luftblasenproblematik
wurden weitere, im Folgenden diskutierte Ansatze, verfolgt.

4.7.1.2. Magnetfallen, basierend auf Permanentmagneten:

Wie zu Beginn des Kapitels erwahnt, haben Permanentmagnete einige Nachteile. Es wurden
einige Vorversuche durchgefiihrt, welche die negativen Eigenschaften bezlglich der
schlechten Wiederablosbarkeit von Partikeln aus Magnetfallen und der Notwendigkeit den
Magneten mechanisch zu bewegen, zunachst bestatigen.

Auslass

Einlass
Permanentmagnet
Magnetpartikel

Abbildung 73: Zu starker und mechanisch nur ungenau bewegbarer Permanentmagnet. Dies wurde in
Vorversuchen herausgefunden, welche in gréf3eren Flusskandlen in ObjekttrégergréfSse durchgefiihrt wurden.
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Wie in Abbildung 73 zu sehen ist, zeigte sich, dass die Permanentmagneten entweder zu
stark sind und die Partikel agglomerieren und dadurch Schlieren, durch die Fluidik ziehen
oder zu schwach sind (nicht gezeigt) und nichts fest gehalten wird.

Innovativer Einsatz von Permanentmagneten:

Weitere Versuche und Uberlegungen zeigten jedoch Lésungen auf, bei denen die Nachteile
in gewissem Umfang lGberwunden werden. Dadurch, dass mit den neuesten Varianten der
Flusszellen sehr hohe Flussraten durchfihrbar sind, kénnen Magnetpartikel nach dem
Festhalten durch einen Permanentmagneten wieder weggespilt werden. Hierfliir muss der
Permanentmagnet weder entfernt, noch mechanisch bewegt werden. AulRerdem kdnnen
mit Hilfe einer Luftblase fast alle Partikel wieder von dem Permanentmagneten einer Falle
gelést werden. Die Starke einer Falle lasst sich durch das Stapeln mehrerer
Permanentmagnete in Grenzen variieren. Um diese Mdéglichkeit zu nutzen, platziert man den
dem Flusskanal am untersten Magneten etwas weiter weg vom Flusskanal und kann dann
durch zuséatzliche Magnete die Starke der Falle verstarken und dadurch einstellen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das Gleichgewicht zwischen der magnetischen
Haltekraft und der hydrodynamischen Kraft eines Volumenstroms in Grenzen verdandert
werden kann und dadurch ein Festhalten oder Loslassen von Magnetpartikeln in einer
Permanentmagnetfalle realisiert werden kann. Wenn jeder Assayschritt in seiner
Magnethalte- und Abloseffizienz angepasst wird, kann ein Assay mit Permanentmagneten
optimiert und angepasst werden.

Flusszelle im Halter

(Seitenansicht): Messaufbau auf Schiene (Aufsicht):

Flusszelloberseite Variante 2 mit Permanentmagneten (Seitenansicht):

Permanentmagnete
Einlass

Flusszelle

Auslass

Abbildung 74: Flusszelloberseite Variante 2 mit Permanentmagneten aus verschiedenen Perspektiven.
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Im Ergebnisteil werden in Kapitel 4.8.4.5 die beschriebenen Permanentmagnete verwendet
und bilden quantitativ auswertbare Signale aus. Die Partikel kénnen, wie gut am Ende der
Messungen zu sehen ist, auch wieder durch hohe Flussraten weggespilt werden.

4.7.2. Aufbauten zur Homogenisierung von magnetischen Nanopartikeln

Werden groRere, funktionalisierte, magnetische Partikel in Immunoassays eingesetzt,
sedimentieren diese nach einer gewissen Zeit. Messungen homogener Immunoassays
zeigten, dass die Sedimentation wadhrend der Inkubationszeiten des Assays und im
Vorratsgefall dazu fiihren kann, dass die Reproduzierbarkeit der Assaymessungen nicht mehr
gegeben ist, da die Reaktionen wahrend der Inkubation beeinflusst oder nicht mehr dieselbe
Menge an Partikeln vom Vorratsgefal entnommen wird. Um die Ausmalle der Problematik
zu verstehen und zu I6sen, wurden zunachst Sedimentationsmessungen ohne Bewegung des
Vorratsgefalles durchgefiihrt (Kapitel 4.7.2.1). Daraufhin wurden zwei Mischaufbauten
gegen Partikelsedimentation entwickelt (Kapitel 4.7.2.2 bis 4.7.2.4).

4.7.2.1. Sedimentationsmessungen in Ruhe

Es wurden zunachst Voruntersuchungen zu den Sedminentationszeiten in einer einfachen
Kivette durchgefiihrt, um in Abhangigkeit der Partikelkonzentration wund der
Pufferzusammensetzung die Sedimentationsdauer zu bestimmen.

Messaufbau:

Im Versuch wurde eine homogenisierte Suspension in ein UV/VIS Absorptionsspektrometer
in einer Kivette gestellt. Die Messung wurde in einer bewegungslos stehenden
Standardeinwegkiivette mit Strahlengang von 1 cm Kantenldange durchgefiihrt. Fur die
Sedimentation wurde ein Zeitraum von 10 - 11,5 min als Startpunkt und 58,5 — 60 min als
Endpunkt festgelegt, gemittelt und ausgewertet. Es wurde die Absorption bei der
Wellenlange von A= 670 nm gemessen, da hier ab einer ausreichenden Verdiinnung ein
annahernd linearer Messbereich gefunden werden konnte. Die Anfangskonzentration (linke
Saule jeder Farbe bei A und B in Abbildung 75) wurde jeweils auf 100 % gesetzt und die
Endwerte jeweils im Bezug dazu (rechte Saule jeder Farbe bei A und B in Abbildung 75).
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Abbildung 75: Sedimentationsmessungen in einer Standardkiivette mit unfunktionalisierten magnetischen
Partikeln. Die Anfangswerte jeder Konzentration und jedes Puffers wurden jeweils auf 100 % gesetzt und sind
jeweils die linke Séiule des Paares. Auf der rechten Seite ist jeweils die Messung der sedimentierten Partikel
gezeigt. Es wurde jeweils in PBS normal, PBS verdinnt und NaCl 0,9 % mit unterschiedlichen
Magnetpartikelkonzentrationen (x-Achse) gemessen. Zusammensetzungen der Puffer stehen in Kapitel 3.1.1.

Magnetpartikel (Estapor®) mit einem Durchmesser von 360 nm wurden verwendet und in
drei verschiedenen Puffern verglichen. In Abbildung 75 wurden unter A und B die
Konzentrationen 0,235 mg/mL und 0,0235 mg/mL untersucht. Bei der hochsten
Konzentration musste wegen der hohen Absorption stark verdiinnt werden, um im linearen
Bereich messen zu kdnnen. Die niedrigste Konzentration konnte im oberen linearen Bereich
ohne Verdiinnung detektiert werden. Die Anfangskonzentrationen wurden jeweils auf 100 %
gesetzt und Verdiinnungen bei den Absorptionsmessungen riickgerechnet.

Der Vergleich der Konzentrationen zeigt, dass abhangig vom LOsungsmittel die
Partikelkonzentration in der Vorratslosung von Bedeutung ist. So ist bei einer niedrigen
Konzentration eine wenig ausgepragte Sedimentation und bei einer hohen Konzentration
eine starke Sedimentation zu sehen. Wird PBS in Standardzusammensetzung verwendet, ist
in der hohen Konzentration die Sedimentation am starksten ausgepragt. Vermutlich fihrt die
hohe Anzahl an geladenen lonen zu einer verstarkten Partikelagglomeration und dadurch zur
Sedimentation. Bei verdiinntem PBS und NaCl Losung ist in konzentrierter Partikelldsung
eine nur halb so starke Sedimentation wie mit PBS (normal) zu beobachten. In der niedriger
konzentrierten Partikelldsung zeigen alle Losungsmittel eine geringere Sedimentation aulRer
NaCl, welches eine etwas starkere als die anderen zeigt.

4.7.2.2. Verschiedene Partikelmischer:

Um die Partikel am Sedimentieren zu hindern, wurden ein Vortexer und ein Schitteltisch
entwickelt. Bei allen Aufbauten musste ein Optimum der Starke und Dauer der Bewegungen
gefunden werden. Zu starke Bewegungen konnen die Oberflachenfunktionalisierung
beschadigen oder zum Schdumen bringen, zu schwache Bewegungen kénnen eine (teilweise)
Sedimentation nicht verhindern. Ein Schdumen ist immer ein schlechtes Zeichen, in
biochemischen Experimenten deutet es immer auf eine ungewollte Proteindenaturierung
hin. Die vorgestellten Aufbauten wurden vollstiandig vom Verfasser entwickelt, gebaut und
getestet.

4.7.2.3. Arduino® Vortexer fiir magnetische Partikel

Messaufbau:

Zwei Vibrationsmotoren aus Smartphones sind orthogonal zueinander an den Boden eines
Glasvials geklebt, um unregelmaRige Vibrationsmuster zu generieren. Ein Motor hat die
GrolRRe zweier aufeinander gestapelter 10-Cent-Stlicke. Der andere ist langlich wie ein 2 cm
langes Bleistiftstiick. Das Vortexer Setup beinhaltet ein Vial aus Glas, welches an der
Verschlusskappe am Aufbau befestigt ist. In der Verschlusskappe ist ein Loch fiir einen
Schlauch, welches erlaubt, automatisch Proben mittels einer Ismatec® Peristaltik Pumpe zu
nehmen. Die Verschlusskappe ist mit zwei  Bewegungsmoglichkeiten in
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Orientierungsrichtung der x- und y-Achsen befestigt, damit die Vibration durch die Motoren
moglichst ungehindert erfolgen kann.

Abbildung 76: Im unteren Teil der Abbildung ist das komplette Messsetup, mit der Ismatec® Peristaltikpumpe
links, dem Vorratsbehdlter in dem Spezialhalter in der Mitte und dem Arduino® mit der Motoransteuerplatine
auf der rechten Seite zu sehen. Oben links ist ein einzelner Vibrationsmotor, wie er in Smartphones verbaut wird,
gezeigt. Oben in der Mitte ist ein Detail des Halters fiir das Vorratsgefdfs zu sehen, welcher zwei
Bewegungsmdglichkeiten aufweist. Oben rechts ist die Verschlusskappe des VorratsgefdfSses zu sehen, welche
zum einen die Befestigung der Kappe mittels einer Schraube am Riittler und die Verwendung eines Schlauchs zur
Probennahme aus dem Vorratsgefdfs ermdglicht.

Sedimentationsmessungen im Arduino® Vortexer:

Im VorratsgefaR des Vortexers wurde ein weiteres Sedimentationsexperiment durchgefihrt.
Ein Volumen von 2 mL Estapor® Magnetpartikeln mit einem Durchmesser von 360 nm und
einer Konzentration von 0,235 mg/mL in Reinstwasser wurden fir 8 h gevortext. In den
Vorversuchen war das Sedimentationsproblem bei der hohen Konzentration deutlich
signifikanter (Abbildung 75), weswegen sie mit dem Vortexer getestet wurde. Die
Konzentration und Zeitdauer wurden beispielhaft fiir eine Vorratslosung einer
Immunoassaymessung mit Partikeln gewahlt. Es wurde stiindlich eine Probe von 20 plL
entnommen, dies entspricht in etwa der Menge an Partikeln, die fir eine
Immunoassaymessung bendtigt werden.
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Um die Partikel am Sedimentieren zu hindern, vibrieren die beiden Motoren wiederholt in
einem programmierten Muster. Sie kdnnen unabhangig voneinander angesprochen werden.
Es wurde ein Ablauf fiir eine effiziente Durchmischung entwickelt. Die beiden
Vibrationsmotoren werden im optimierten Muster, in folgender Sequenz angesteuert:
Motor 1 an: 500 ms, Pause: 50 ms, Motor 2 an: 500 ms, Pause: 50 ms, Motor 1 an: 500 ms,
Pause: 50 ms, Motor 2 an: 500 ms, Pause: 50 ms, Motor 1 und 2 an: 500 ms, Pause: 17750
ms, dann startet die Schleife wieder von Anfang.

Die stlindliche Probennahme wurden mittels einer Ismatec® Peristaltik Schlauchpumpe aus
dem Vorratsgefall im Vortexer durchgefiihrt. Der Schlauch der Pumpe befand sich die ganze
Zeit Uber im Vorratsgefal, um die Probenzusammensetzung nicht zu verfalschen. Um die
geringe Ungenauigkeit der Peristaltikpumpe zu entfernen, wurden die Eppendorf® Cups vor
und nach der Probennahme gewogen und dadurch auf ein standardisiertes Probenvolumen
zurlickgerechnet. Die geringen Dichteunterschiede der Suspension wurden hierbei
vernachldssigt. Die Menge an entnommenen Magnetpartikeln wurde mittels UV-VIS-
Absorptionsmessungen bestimmt. Die Absorption der Magnetpartikel bei den Wellenlangen
zwischen 660 und 670 nm wurde gemittelt und ausgewertet, der Wert zum Zeitpunkt 0
wurde als Bezugspunkt auf 100 % gesetzt.
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Abbildung 77: Menge an Magnetpartikeln, die stiindlich einer gevortexten Vorratslésung entnommen wurden.
Es wurde die Absorption der ersten Messung (t= 0 h) auf 100 % gesetzt und die folgenden Messungen darauf
bezogen. Es wurde die Menge an magnetischen Partikeln [%], bezogen auf die Anfangskonzentration, gegen die
Zeit [h] aufgetragen.
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Das Verhalten der magnetischen Partikel ist stark vom Puffer und dem pH-Wert des Puffers
abhadngig in dem sie geldst sind. Bei den durchgefiihrten Experimenten wurde Reinstwasser
verwendet.

Ergebnisdiskussion:

Die Konzentrationsschwankungen der Messungen nach den Zeitintervallen aliquotierten
Proben sind nur gering ausgepragt (Abbildung 77), sie konnen jedoch noch weiter verringert
werden. Durch das Verwenden einer Spritzenpumpe anstatt einer Peristaltikpumpe ware
eine Verbesserung zu erwarten. Aullerdem kann das Vortexpattern optimiert werden.

Die Vorratslosung, welche die magnetischen Nanopartikel fiir die Immunoassays enthilt,
besteht aus einer wassrigen Losung mit lonen, um die auf der Oberflaiche immobilisierten
Antikorper moglichst lange und stabil lagern zu kénnen. Im gelabelten Zustand und im Puffer
konnen sich die Partikel anders verhalten als in Reinstwasser, wie auch schon bei den
Intervallmessungen an gevortexten Magnetpartikeln (Abbildung 75) deutlich wird.

4.7.2.4. Schitteltisch

Der Schiitteltisch kann bis zu acht Eppendorf® Cups gleichzeitig schiitteln, wie auch beim
Vortexer koénnen verschiedene Ablaufprogramme die Intensitdit des Mischvorganges
festlegen. Durch die vielen Halter kdnnen verschiedene Immunoassays oder Messungen
parallel unter denselben Bedingungen geschiittelt werden. Er wurde hauptsachlich zum
Schiitteln wahrend Inkubationsschritten der Immunoassays entwickelt.

Abbildung 78: Das Styropor® Teil des Schiitteltisches wird durch den Vibrationsmotor in der Mitte zum Vibrieren
gebracht. Die roten Bauteile an jeder Seite halten das Styropor® Teil auf dem Schiitteltisch (schwarze Bauteile).
Im Styropor® Teil ist beispielhaft ein Cup durch den roten Dichtungsring zu erkennen.

Im Laufe der Experimente zeigte sich jedoch, dass zwar die Signale nach der Inkubation auf
dem Schitteltisch groRer werden (Abbildung 103), aber auch die Standardabweichungen.
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Deswegen wurde er nur fir die Messungen aus Abbildung 103 verwendet und danach
verworfen.

4.8. Messungen zum MPA-Immunoassay im LIF-Messaufbau
4.8.1. Charakterisierung der Fluoreszenz Sekundarantikorper

Zielsetzung:

Ziel der Versuchsreihe war es, Sekundarantikorper, welche an Antikérper aus dem Schaf
binden (MPA-AKs in der Arbeit), mit untereinander angeglichenen
Antikorperkonzentrationen beziglich ihrer Signalintensitdt im LIF-Messaufbau zu
vergleichen. Dieser Vergleich sollte dazu dienen, die am besten geeigneten
Sekundarantikorper fir den homogenen Mycophenolsdaure Immunoassay zu finden.

Messaufbau:

Fiir die Messungen wurde eine Flusszelloberseite Variante 2 verwendet. Es wurde ein 1 mm
weiter Flusskanal verwendet. Als Flusszellboden wurde Zeonor® Folie mit Aminogruppen zur
Abschirmung auf der Oberflache verwendet. Es wurde Messphotodiode 2 eines vierer Chips
verwendet. Bei den Vergleichsmessungen wurden alle Messaufbauparameter unverandert
gelassen, um die verschiedenen Antikorper untereinander vergleichen zu kénnen.

Eigenschaften der verschiedenen Antikorper:

Um die spektrale Eignung und Eigenschaften der Sekundarantikorper fir einen heterogenen
oder homogenen Immunoassay zu untersuchen, wurden fiunf verschiedene
Sekundarantikérper mit unterschiedlichen, fiir den Messaufbau spektral passenden,
Fluorophoren verglichen. Ihre Eigenschaften sind in Tabelle 11 aufgefiihrt.

Tabelle 11: Daten der verglichenen Sekunddrantikérper.

Sekundar- Fluorophor: | AK erkennt: Antikoérperkonzentration | Stock Gemessene
AK Nr.: [mg/mL] / Labellinggrad: | Konzentration | Konzentration
[mg/mL]: [mg/mL]:
1 Alexa Fluor Anti-Schaf IgG, | 1,4/ 4,7 1,4 0,051
647 Fc-Teil
spezifisch
2 Alexa Fluor Anti-Schaf IgG | 1,5/ 4,9 1,5 0,05
647 (H+L)
3 Alexa Fluor Anti-Schaf1gG | 1,5/4,4 1,5 0,05
647 (H+L)
4 Alexa Fluor Anti-Schaf1gG | 1,5/1,0 1,5 0,05
594 (H+L)
5 DyLight 650 Anti-Schaf IgG | 0,5 / keine Angabe 0,5 0,051
(H+L)
6 Alexa Fluor Anti-Schaf IgG | 2 / keine Angabe 2 0,051
633 (H+L)

Die Antikorper wurden in unterschiedlichen Stockkonzentrationen geliefert, bzw. nach den
Vorgaben der Hersteller resubstituiert, um optimale Lagerbedingungen der Vorratslésungen
zu erhalten. Der Labellinggrad unterscheidet sich bei den sekundaren Antikérpern 1 bis 3
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kaum. Antikorper 4 unterscheidet sich deutlich. Bei den Antikérpern 5 und 6 wurden vom
Hersteller keine Werte angegeben.

Bei den Nummern 1, 2 und 3 handelt es sich um Antikérper mit demselben Label. Bei den
Antikorpern 2 und 3 handelt es sich um dieselben Antikdrper verschiedener Batches. Da sie
polyklonal sind, ist von einer zusatzlichen Varianz zur Herstellungsvarianz verschiedener
Batches (verschiedene Labellinggrade), bezlglich ihrer Reaktivitdt, auszugehen. Die
Sekundar-Antikérper 4 - 6 unterscheiden sich zu den vorhergehenden Antikérpern und
untereinander bezlglich ihrer Fluorophore.

Vergleichsmessungen:

Der Parameter Antikérperkonzentration ist fir den Immunoassay von entscheidender
Bedeutung, da der Sekundarantikorper an den aus dem Schaf stammenden Antikorper
binden und dadurch ein Fluoreszenzsignal generieren soll. Die Fluoreszenzsignalintensitat
der Bindungskurve der fluoreszierenden Sekundarantikérper wird also bei gleicher
Konzentration der Antikorper bestimmt.

Es gilt dabei aber zu bedenken, dass die Fluorophore unterschiedlich gut fiir die
Laserwellenldange, den Absorptionsfilter und die Photodioden geeignet sind und ein hoher
Labellinggrad zwar zu einem hohen Signal fiihrt, die Affinitdit des Antikdrpers zum
Zielmolekdl sich aber dadurch auch verringern kann. AuRerdem fallt zusatzlich die Affinitat
der sekundaren Antikorper generell unterschiedlich aus. Es kann also ein sich hier als
weniger gut erscheinender Antikorper in einem anderen Messaufbau als sehr gut geeignet
erweisen. Zusatzlich muss die groRe Varianz zwischen Antikérper Chargen bedacht werden
und die Tests bei anderen Chargen evtl. wiederholt werden.
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Abbildung 79: Messkurven der verschiedenen fluoreszierenden Sekunddrantikérper. Es ist das referenzierte
Fluoreszenzsignal [a.u.] gegen die Zeit [sec] aufgetragen. Zundchst wurde Puffer lber die Flusszelle gepumpt,
dann die Probe mit den fluoreszierenden Antikérpern langsam. Ab t= 430 sec wurde der Flusskanal méglichst
schnell leer gepumpt, um bei t= 450 sec wieder die Basislinie zu erreichen.

Ergebnisdiskussion:

Alle Antikorper weisen ein deutliches Fluoreszenzsignal auf (Abbildung 79). Deren Intensitat
ist, obwohl sich spektral gesehen alle eignen, sehr unterschiedlich ausgepragt.
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Abbildung 80: Vergleich der AUCs der verschiedenen Anti-Schaf Sekunddrantikérper 1 bis 6 (Messung Nummer 1
bis 6) und der Blank Messung (Messung 7). Es ist die AUC (Fldche unter der Kurve) [a.u.] gegen die Nummer des
Sekunddrantikérpers aufgetragen. (vgl. Tabelle 11)

Die Sekundarantikérper mit dem Fluorophor Alexa Fluor 647 weisen die groflten Signale
(Abbildung 80, Messung Nummer 1 - 3) auf. Die Unterschiede zwischen zwei Batches lassen
sich bei Messung 2 und 3 deutlich erkennen. Wie Tabelle 11 zu entnehmen ist, ist der
Labellinggrad bei Messung 2 etwas hoher, was sich im Signal deutlich zeigt.

Tabelle 12: Vergleich der Absorptions- und Emmissionsmaxima. Die Werte dienen zur groben Orientierung, sind
teilweise in  unterschiedlichen Ldsungsmitteln ermittelt worden und kénnen auch je nach
Pufferzusammensetzung oder Anbindungsart an den Antikérper schwanken.

Fluorophor Absorptionsmaximum [nm] | Emissionsmaximum [nm]
Alexa Fluor 647 650 665
Alexa Fluor 594 590 617
DyLight 650 652 672
Alexa Fluor 633 622 640
DY 636 645 671

DY636 ist in der Tabelle enthalten, jedoch leider nicht kommerziell an einem Antikérper mit
oben genannten Eigenschaften erhdltlich. Der Vergleich der Messwerte aus Abbildung 81
und der in Tabelle 12 dargestellten Spektralen Eigenschaften verdeutlicht, dass aufgrund der
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Lagen der Anregungsmaxima der Fluorophore zur Anregungswellenlange des Lasers (A= 593
nm) nicht direkt auf eine hohe oder niedrige Fluoreszenzemission geschlossen werden kann.
Es sind namlich das Fluoreszenzemissionsmaximum und die Lage der Schultern und die Steile
der Peaks zusatzlich von entscheidender Bedeutung (Abbildung 81).

—— DY 636
100 4 —— AlexaFluor 594
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1 —— AlexaFluor 647
80 4 DyLight 650
o\?
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[
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Abbildung 81: Es sind die Absorptions- und Emissionsspektren der verwendeten Fluorophore gezeigt. DY636
wurde in Reinstwasser gemessen, die anderen Fluorophore in Ethanol. Im Puffer ist bei allen Fluorophoren eine
Shift der Absorptions- und Emissionsbanden zu erwarten. Die spektralen Daten stammen fiir den DY636 von
Dyomics und der Rest vom Spektral Viewer der Firma Thermofisher
(https.//www.thermofisher.com/de/de/home/life-science/cell-analysis/labeling-chemistry/fluorescence-
spectraviewer.html). In der Thermofisher Datenbank wird der DyLight 650 als 649 gelistet. Es handelt sich
vermutlich um einen Tippfehler, da die Maxima exakt libereinstimmen.

Nimmt man an, dass die Drift aufgrund unterschiedlicher Lésungsmittel (DY636 in Wasser,
andere Fluorophore in Ethanol) gering ausgepragt ist, lasst sich aus Abbildung 81 folgendes
ablesen. Fir alle Fluorophore ist die Anregungswellenlange von 593 nm in etwa passend,
besonders scheint sie fir AlexaFluor 594 geeignet zu sein, da sie einen hohen
Absorptionswert aufweist. Die Detektion findet ab ca. 650 nm statt. Hier unterscheiden sich
die Fluorophore deutlich. AlexaFluor 647 und DY636 liegen mit ihrer Emissionsbande sehr
glinstig, da die Sensitivitat der Photodioden im langwelligen Bereich immer weiter abnimmt.
AlexaFluor 594 und AlexaFluor 633 haben ein unglinstig liegendes Emissionsspektrum und
zeigen niedrige Signale. DyLight 650 zeigt ein relativ niedriges Signal, obwohl das Spektrum
glinstig liegt. Dies kann an einer unglinstigen Shift, am Labeling, am Puffer oder vielen
anderen Faktoren liegen.
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Fazit:

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass in allen getesteten Immunoassays die
Sekundarantikorper 1, 2 und 3 sowohl die Anbindung im Assay als auch die Signalausbeute
sehr gut war und sie daher fiir den LIF-Messaufbau geeignet sind.

4.8.2. MPA Immunoassaymessungen im LIF-Messaufbau

Die in der Praxis benotigte Nachweisgrenze, der im Folgenden entwickelten MPA
Immunoassays, wird mit 0,2 mg/L angegeben [30]. Der therapeutische Bereich, in dem MPA
eingesetzt wird, betrdagt im Vollblut 1 - 3,5 mg/L. Viele der in den folgenden Kapiteln
gezeigten Immunoassays konnen die bendtigte Nachweisgrenze erreichen.

4.8.3. Heterogene Immunoassaymessungen

Der LIF-Messaufbau wurde fiir Messungen im Volumen entwickelt. Es stellte sich jedoch
heraus, dass auch die Signaldetektion von an der Oberflache angebundenen Fluorophoren
moglich ist. Die folgenden Varianten wurden speziell um Projektpartnern im NANODEM
Projekt zu helfen entworfen und um den entwickelten homogenen Immunoassay besser
vergleichen zu kénnen.

Zunachst wurde in Kapitel 4.8.3.1 ein Proof-of-Concept mit fluoreszierenden Partikeln und
einer einfachen Biotin/ Streptavidin Wechselwirkung durchgefiihrt. In Kapitel 4.8.3.2 sind
Versuche zu heterogenen Immunoassays auf ganzflachig funktionalisierten Oberflachen und
in Kapitel 4.8.3.3 auf gespotteten, also teilweise funktionalisierten, Oberflachen gezeigt. Die
heterogene Form des Immunoassays wurde mit RIfS entwickelt und kalibriert [19, 82]. Dies
geschah im Rahmen des Modulpraktikums von Celina Wortmann durch die Betreuung von
Kathrin Freudenberger.

4.8.3.1. Detektion von fluoreszierenden Partikeln auf Flusszelloberflachen

Versuchsablauf:

Um ein Proof-of-Concept eines heterogenen Immunoassays in der Flusszelle durchzufiihren,
wurde ein Flusszellboden aus Glas mit GOPTS und AMD (mit 50 % NH, Gruppen) prapariert.
Sie wurde, wie in Kapitel 3.2.2 gezeigt, auf einem Glastransducer ohne speziellen
Schichtaufbau (wie bei RIfS) durchgefihrt. Auf dem AMD 50 % wurde Biotin mittels NHS/ DIC
— Chemie immobilisiert. Um im LIF-Messaufbau eine Anbindung von Partikeln nachverfolgen
zu kénnen, wurden fluoreszierende, mit Streptavidin funktionalisierte Partikel detektiert.
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Abbildung 82: Vergleich der Anbindung von mit COOH Gruppen funktionalisierten, fluoreszierenden Partikeln
mit selbst funktionalisierten fluoreszierenden Streptavidin Partikeln und gekauften funktionalisierten
fluoreszierenden Partikeln. Es wurden zwei verschiedene Transducer verwendet, da die Oberfldche nur schwer
regeneriert werden kann. T1 steht auf der x-Achse fiir Transducer 1 und T2 fiir Transducer 2. PBS steht fiir eine
Puffermessung, COOH Nr.1 und Nr.2 jeweils fiir die erste und zweite Messung mit fluoreszierenden Partikeln mit
COOH auf der Oberflidche. FPs (selbst) steht fiir selbst mit Streptavidin derivatisierte Fluoreszenzpartikel und FPs
(fertig) fiir fertig gekaufte, mit Streptavidin derivatisierte Fluoreszenzpartikel.

Die AUC wurde im Zeitraum von 500 — 550 sec ausgewertet, da zu diesem Zeitpunkt die
Probe komplett tiber den Transducer gegeben wurde. Im Flusskanalvolumen befindet sich zu
diesem Zeitpunkt nur noch Puffer. Die Partikel konnten im Fluss anbinden. Die
Affinitatskonstante der Wechselwirkung zwischen Biotin und Streptavidin zdhlt zu den
héchsten zwischen Biomolekilen [83] (K¢=4 - 10'** mol/L).

Wegen dieser hohen Affinitdtskonstante ist es leider nur mit sehr grolem Aufwand
(Puffertemperaturen  Gber 70°C) moglich, diese Anbindung mittels einer
Regenerationslosung zu losen [84]. Um Beschadigungen am Messaufbau auszuschliel3en,
wurde dies nicht durchgefiihrt. Um die Tests dennoch durchzufilhren wurden zwei
verschiedene Transducer gewahlt um die Partikel zu vergleichen.

In Abbildung 82 sind bei den Puffermessungen bei beiden Transducern negative Messwerte
zu sehen. Dies deutet auf eine Signaldrift nach unten hin. Sie stammt von einer Abnahme der
Streuung auf der Transduceroberfliche und resultiert vermutlich aus einer leichten
Abtragung der funktionalisierten Oberflache. Um die Spezifitdt der Anbindung zu zeigen,
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wurden zundchst nur mit Carboxygruppen funktionalisierte Partikel tGber die Oberflache
geleitet.

Es wurden zwei verschiedene Sorten an fluoreszierenden, mit Streptavidin
funktionalisierten, Partikeln getestet: im Labor eigens funktionalisierte Partikel und gekaufte
funktionalisierte Partikel (Abbildung 82).

Ergebnisdiskussion:

Beide mit Streptavidin fluoreszierende Partikel wiesen wie erwartet deutliche
Bindungssignale auf. AuRerdem zeigten die kauflich erworbenen Partikel ein etwas héheres
Bindungssignal, was eventuell auf einen etwas héheren Labellinggrad durch ein in diesem
Fall optimiertes Funktionalisierungsprotokoll zuriick zu fiihren ist.

Die Partikel mit den COOH Gruppen zeigten nur sehr geringe unspezifische
Wechselwirkungen mit der biotinylierten Oberflache. Sie gestalteten sich bei beiden
Transducern gleich. Es ist eine geringer werdende Signaldrift nach unten zu sehen und wie
vermutet keine Anbindung. Um Drifteffekte auszuschlieBen, wurde die Messung mit den
fluoreszierenden Partikeln mit COOH zweifach gemessen.

4.8.3.2. Heterogene Immunoassays auf ganzflachig funktionalisierten Oberflachen

Im Folgenden werden die Vorversuche zu Beginn der Optimierungen am Immunoassay und
Messaufbau dargestellt. Wahrend der Messungen wurden viele Parameter und Teile am
Messaufbau optimiert und verandert. Es sind nur die Messungen aufgefiihrt, welche
problemlos miteinander vergleichbar sind und bei denen es keine technischen Stérungen
(Undichtigkeiten, Kurzschliisse, Pumpen- oder Ventildefekte) gab, die die Messungen hatten
in ihrer Aussage beeinflussen kénnen.

4.8.3.2.1. Verschiedene Antikdrperkonzentrationen:

Um zu testen, ob im Messaufbau nicht nur die Detektion von Partikeln im Volumen, sondern
auch die Detektion von heterogenen Immunoassays auf dem Flusszellboden moglich ist,
wurden zunachst Messungen auf ganzflichig mit MPA funktionalisierten Oberflachen
durchgeflihrt. Zunachst wurde in Vorversuchen die Anbindung von fluorezenzgelabelten
MPA-AKs in verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt.

Parameter:

Die Regeneration nach einer Messung wurde mit 6M GndHC| pH= 2 in einer separaten
Messung durchgefiihrt. Die Flusszelloberseite Nummer 1 wurde mit einem 3 mm breiten
Flusskanal verwendet. Die MPA-AKs wurden mit dem Fluorophor DY-652 gelabelt. Der
Flusszellboden wurde mit PEG(NH:); auf der Oberflaiche funktionalisiert und an die
Aminogruppen die MPA kovalent angebunden.

Assay Ablauf:

Wie aus Abbildung 83 zu ersehen ist, wurde zunachst die Basislinie detektiert. Ab Sekunde
400 wurde die Probe mit einer langsamen Flussrate injiziert. Die Signalhohe der Messungen
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wurden im Zeitraum 730 bis 790 Sekunden ausgewertet (Abbildung 85). Es wurde dieser
Zeitraum gewadhlt, da der folgende schnelle Pumpschritt offensichtlich zu stark gewahlt
wurde und viel gelabelter Antikorper wieder abgelost wird. Ab Sekunde 800 erfolgt der zu
schnelle Pumpschritt. Die Oberflache wurde anschlieBend in einer separaten Messung mit
GndHCl regeneriert.

Ergebnisdiskussion:
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Abbildung 83: In der Messung sind Wiederholungsmessungen von mit einem Fluorophor gelabelten MPA-AK zu
sehen. Aufserdem wurde gezeigt, dass das Signal Konzentrationsabhdngig verdndert werden kann. Es ist die
referenzierte Fluoreszenzintensitdt [a.u.] gegen die Zeit [sec] aufgetragen.

Bei Vorversuchen konnte die Konzentrationsabhangigkeit der Anbindung von
fluoreszenzgelabelten MPA-AKs nachgewiesen werden. AuBerdem konnten die Antikorper
reproduzierbar detektiert werden (Abbildung 83, Messung 1 — 3). Die relevanten
Signalabschnitte sind vor dem schnellen Pumpschritt zu sehen, die Signalh6he entspricht den
auf dem funktionalisierten Flusszellboden angebundenen fluoreszenzgelabelten MPA-AKs.
AuBerdem kann bei den Messungen, bei denen ausschlieBlich fluoreszenzgelabelte
Antikorper detektiert werden, auch die Steigung ausgewertet werden. Bei den folgenden
Immunoassaymessungen ist dies nicht der Fall, da hier die Signalausdifferenzierung erst zu
Ende der Probeninjektion erfolgt und keine Signaldynamik zu Beginn zu erwarten ist. Die
prozentuale Standardabweichung der Messungen mit 12 mg/mL betrdgt nur 1,1 %. Bei der
Messung von 4,8 mg/mL wurde mit dem verwendeten Signaltransducer ein geringes Signal
erhalten. Dies ist ein geringes Signal fir einen relativ hoch konzentrierten
fluoreszenzgelabelten Antikorper. Die Regeneration wird in Abbildung 83 nicht gezeigt, bei
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der Auftragung der Regeneration ist ersichtlich, dass die Regeneration durch GndHCI nicht
dazu fuhrt, dass das Signal am Ende der Messung wieder auf die Basislinie gelangt. Die
Regeneration ist also unvollstandig und die Oberflache setzt sich von Messung zu Messung
zu. Dies fuhrt bei vielen Messungen in Folge, zum Beispiel im Rahmen einer Kalibration, zu
einer signifikanten Signalabnahme. Um eine passende Regeneration fir die
fluoreszenzgelabelten MPA-AKs zu finden, wurden Versuche zur Regeneration (nicht gezeigt)
im Rahmen des NANODEM-Projektes durchgefiihrt. In diesen wurde herausgefunden, dass
die Regeneration mit SDS eine gute Alternative bei dem fluoreszenzgelabelten MPA
Immunassay sein kann. Die weiteren Griinder der Signalabnahme wahrend einer Messreihe
werden ausfuhrlich in der Ergebnisdiskussion der folgenden Immunoassaymessungen
diskutiert.

4.8.3.2.2. Verschiedene MPA Konzentrationen:

Nachdem verschiedene Konzentrationen an fluoreszenzgelabelten MPA-AKs detektiert
wurden, wurden Optimierungen am Fluidikprogrammablauf, den Pumpgeschwindigikeiten,
der Regeneration und eine andere Messphotodiode gewahlt. Es wurden
Bindungsinhibitionstests durchgefiihrt, um verschiedene Konzentrationen an MPA zu
detektieren. Die Antikorpermenge wurde gleichzeitig verringert, um den Verbrauch auf ein
normales MalR zu senken und im Bindungsinhibitionstest in Ubliche MPA Analyt
Konzentrationsbereiche zu gelangen.

Parameter:

Die Regeneration wurde mit einer 0,25 % SDS Losung mit pH= 2,5 durchgefihrt. Abgesehen
von der Regeneration, dem Fluidikprogrammablauf, veranderten Pumpgeschwindigkeiten
und Optimierungen an der Fluidik wurden die Messungen mit denselben Parametern wie bei
den Vorversuchen durchgefiihrt.

Assay Ablauf:

Bei den Bindungsinhibitionsmessungen wurde 4,8 mg/L fluoreszenzgelabelter MPA-AK mit
verschiedenen Konzentrationen an MPA 40 min lang vorinkubiert. Daraufhin wurde die
Probe im Flusskanal detektiert. Der Assayablauf wurde, verglichen mit den Vorversuchen,
modifiziert. Es wurden wieder unterschiedliche Pumpgeschwindigkeiten wahrend der
Probeninjektion verwendet, da eine bessere Signalausdifferenzierung, also bessere
Entfernung der nicht angebundenen Antikérper aus dem Flusskanal, erhofft wurde. Generell
sind mit der in den Versuchen verwendeten Flusszelle nur langsame Flussgeschwindigkeiten
moglich. In spateren Versuchen und Messungen ist ein Vielfaches der hier verwendeten
Pumpgeschwindigkeiten moglich. Die Regeneration ist ab Sekunde 1700 zu sehen.

Auswertung:
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Abbildung 84: Es wurde zweimal uninhibiert mit ausschliefslich gelabelten MPA-AKs gemessen. Das referenzierte
Fluoreszenzsignal [a.u.] ist gegen die Zeit [sec] aufgetragen.

Wie in der Ergebnisdiskussion der vorangehenden Antikorperdetektion erwdhnt, ist zu
erwarten, dass die Anfangssteigung bei allen Messungen sehr dhnlich ist, da die selbe Menge
an fluoreszenzgelabelten MPA-AKs eingesetzt wird und die Signalausdifferenzierung erst am
Ende der Probeninjektion zu erwarten ist. Zu Beginn ist namlich der Uberschuss an
gelabeltem Antikdrper zu sehen, welcher nicht anbindet und weitergepumpt wird. Bei den
Messungen 1 und 2 ist jedoch deutlich zu erkennen, dass sie im Zeitraum von 290 bis 1230
Sekunden von den folgenden Messungen deutlich abweichen. Eigentlich wére zu erwarten,
dass die Kurven in diesem Zeitraum, wie oben erwahnt, einen dhnlichen Verlauf aufweisen.
Besagter Zeitraum der Messungen 1 und 2 wurde integriert, um einen Korrekturfaktor fiir
die Messungen untereinander durch die verschieden groflen Flachen zu erhalten. Fir die
Auswertung aller Messungen wurde der Zeitraum von 1440 - 1500 Sekunden integriert und
aufgetragen. Dies geschah analog den Ausfihrungen in Kapitel 4.3 heterogene Immunoassay
Auswertung. AuBerdem wurde versucht die Messungen 1 und 2 mit Korrekturfaktoren zu
korrigieren, jedoch war dies, wie aus Abbildung 85 zu entnehmen, nicht erfolgreich.

138



; il
I
! ! ! !
N O > ™ o o ;
O <® O < O N O
& & & & & s© 24
A\ ) A\ ~ ) @Q;ff’ \J

Abbildung 85: Messung 1 und 2 wurden mit Korrekturfaktor ausgewertet. Es wurde der Zeitraum von 1440 -
1500 Sekunden integriert. Bei Messung 1 und 5 fand keine Inhibition statt. Bei Messung 2 wurde mit 0,9 ug/L
MPA inhibiert, bei Messung 3 mit 4 ug/L und bei Messung 4 mit 0,2 ug/L. Messung 1 - 3* sind die gemittelten
Messungen aus Abbildung 83, Messung 4* stammt auch daraus. Hier wurde der Zeitraum, 730 — 790 sec mit der
gleichen Zeitdauer ausgewertet, um die Messtage besser vergleichen zu kénnen.

Ergebnisdiskussion:

Wie im Vergleich von Messung 1 und 5 zu sehen ist, nimmt die Sensitivitat und damit das
Signal von Messung zu Messung ab. Diese Signalabnahme kann daran liegen, dass die
Oberflache deutlich an Sensitivitat verliert, da die Oberflache noch nicht durch das SchlieRen
des Shutters zwischen den, zu diesem Zeitpunkt noch sehr zeitaufwandigen Messungen, vor
Laserlicht geschiitzt worden ist. Eine dauernde Beleuchtung kann zu Denaturierungseffekten
auf der Oberflache fihren. Trotz der Alterung sind die Messungen 1 — 5 mit Ausnahme von
Messung 2 in sich stimmig. Der direkte Vergleich von Messung 1 und 4* zeigt, dass die
Messsignale gut auf verschiedenen Transducern reproduzierbar sind, da beide Messungen
mit derselben Menge an gelabelten MPA-AKs durchgefiihrt wurden und fast zum selben
Signal flihrten. Die Regeneration mit SDS, statt mit GndHCl wie in den Vorversuchen, fiihrte
dazu, dass am Ende der Messung die Basislinie wieder erreicht wurde. Leider wurde der
Flusskanal mit der Flusszelloberseite Variante 1 oft undicht und es konnte in den Versuchen
nur relativ langsam gepumpt werden. Langsames Pumpen fiihrte zusatzlich dazu, dass
wahrend Messpausen in den Flusskanal gelangte Luftblasen nur schwer wieder entfernt
werden konnten. Das verwendete Fluorophor DY652 eignet sich mit dem
Absorptionsmaximum: 654 nm und Emissionsmaximum 675 nm (in Ethanol) gut fir den LIF-
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Messaufbau und wurde als Bestandteil eines Labeling Kits verwendet. Die verwendete
Konzentration an gelabeltem MPA-AK ist verglichen mit der bei RIfS Messungen relativ hoch,
es handelt sich jedoch um erste heterogene Messungen, sie konnte bei den folgenden
Messungen gespotteter Oberflachen deutlich reduziert werden.

Untersuchung mit dem Fluoreszenz-Plate-Reader:

Flusszellboden
Einlass
Flusskanal

Abbildung 86: Nach den obigen Messungen im Flusskanal wurde der funktionalisierte Flusskanalboden
ausgebaut und mit dem Fluoreszenz-Plate-Reader untersucht. Die Anregungswelle ist A = 625 nm, die Detektion
im Bereich 660 — 690 nm.

Um die angebundenen fluoreszenzgelabelten MPA-AKs mit einer zusatzlichen Methode
nachzuweisen, wurde eine Flusskanalunterseite aus Glas bei der letzten Messung nicht
regeneriert und moglichst schonend ausgebaut. Wie in Kapitel 4.4.2 erwahnt, wird der
Flusskanal bei dem Auseinanderbau von Ober- und Unterseite zerstort. Trotzdem konnte mit
dem Fluoreszenz-Plate-Reader eine Messung, wie in Abbildung 86 gezeigt, durchgefiihrt
werden.

Die Anbindungsflache der Flusszelle ist etwas beschadigt worden, zeigt aber immer noch
deutlich die angebundenen Fluorophore am Einlass der Fluidik. Die Beschadigung stammt
vom Offnen der Flusszelle, bei dem das den Flusskanal ausbildende Doppelklebeband mit
Kraft entfernt werden musste. AulRerdem ist der zungenformige Hauptvolumenstrom zu
sehen. Somit ist ein zusatzlicher Beweis daflir erbracht, dass die Fluorophore im Assay
anbinden. Es wird aber auch sichtbar, weswegen im folgenden Kapitel der Flusskanalboden
gespottet und dadurch die Flache im Bereich des Einlasses nicht mehr funktionalisiert wird,
da hier, wie deutlich zu sehen ist, viel Fluorophor verloren geht und aufgrund der Lage der
Photodioden nicht detektiert werden kann.

4.8.3.3. Heterogene Immunoassays auf partiell funktionalisierten Oberflachen
4.8.3.3.1. Vorteile des Spottings flir heterogene Messungen:

Im Gegensatz zur Funktionalisierung der gesamten Transduceroberflache bietet das Spotten
den Vorteil, dass der heterogene Assay nur liber den Photodioden ablauft. Dadurch lassen
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sich niedrigere Nachweisgrenzen realisieren, da kein Signal vor dem Detektor in der
Einlassregion verloren geht, wo sich keine Photodiode befindet. Es kann also die Fluoreszenz
genau dort detektiert werden, wo die bei dem Immunoassay beteiligten Fluorophore
lokalisiert sind. Dieses Vorgehen kann deutlich besser als eine flachige- oder
Onlineimmobilisierung sein. Auflerdem kann auch der Analyt bei Bedarf durch diese
Vorgehensweise genau an der Stelle angereichert werden, an der er auch spater zum
Beispiel in einem Sandwich Assay detektiert wird.

Das Spotten verschieden funktionalisierter Flachen ermoglicht zusatzlich die Detektion von
mehreren Analyten in einem Array. Bei anderen Messaufbauten mit CCD Kamera wurde dies
mit verschieden beladenen Spots realisiert [85]. Zusatzlich erlaubt das Vorgehen in Zukunft
vier verschiedene Analyte zu detektieren.

Analog zu den Vorversuchen, welche auf der RIfS-Plattform durchgefiihrt wurden (Kapitel
3.2.3), wurden Messungen mit gespotteten Transducern im LIF-Messaufbau durchgefihrt. In
Tabelle 13 werden die Parameter der drei vorgestellten Messreihen gezeigt.

Tabelle 13: Vergleich der drei Messreihen beziiglich ihrer Spottingmuster Variante aus Abbildung 12, der

Spotting Prozedur aus Tabelle 1 und Spotting Chemie aus Tabelle 2.*: die Regeneration und das Transduceralter
waren anders, Details siehe Messreihenbeschreibung.

Messreihe 1: | Messreihe 2: | Messreihe 3:
Spottingmuster Variante: | C A B
Spotting Prozedur: B* D D*
Spotting Chemie Prozedur: | B C C

4.8.3.3.2. Messreihe 1:

In Analogie zum Spottingmuster der Varianten A-C (Abbildung 12 und Tabelle 13) wurde
gespottet und der Flusszellboden in den LIF-Messaufbau eingebaut. Die Versuche dieser
Messreihe 1 beschrankten sich darauf, Signale zu detektieren, die Signaldynamik
abzuschatzen und die Reproduzierbarkeit der Messungen zu untersuchen.

Parameter:

Die verwendete Flusszellbodenplatte wurde am Vortag gespottet und besteht aus
Standardglas (zugeschnitten aus Objekttragern). Sie wurde mit AMD mit Aminogruppen nach
Standardprotokoll funktionalisiert und passiviert. Das Spotting erfolgte analog Variante C)
aus Abbildung 12 in Kapitel 3.2.3. Es wurde sofort ohne Inkubation gespottet und fiir das 2.
Pattern eine neue Lésung angesetzt. Die Zusammensetzung der Losung entspricht Prozedur
B (Kapitel 3.2.3), allerdings wurde keine Inkubation wie bei Prozedur D durchgefiihrt. Die
Kanalweite betrug 1mm. Es wurden die Alexa 647 Donkey Anti 1gG Antikorper in der
Konzentration c= 0,055 mg/mL als fluoreszierende Sekundarantikérper eingesetzt, sie
entsprechen Nummer 2 aus Tabelle 11. Die Konzentration der MPA-Antikorper ist c= 0,036
mg/mL. Es wurde Messphotodiode 4 eines vierer Chips verwendet. Vor dem Messen wurde
der Signaltransducer mit DMF und Wasser gesplilt und in die Flusszelle eingeklebt. Es wurde
mit 6 M GndCl pH= 1,8 regeneriert.
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Assay Ablauf:

Zunachst wurden die MPA-AKs in einem eigenen Fluidikprogramm ohne Regenerationsmittel
angebunden. Wahrend dieses Schrittes wurde der Shutter geschlossen und es fiel kein Licht
auf die Flusszelle. Danach wurden fluoreszierende Sekundarantikorper (fsAKs) angebunden
und daraufhin regeneriert. Dieser Schritt wurde komplett mit gedffnetem Shutter
durchgefiihrt, um ein uninhibiertes Messsignal (schwarze Messungen) sowie die
unspezifische Wechselwirkung der Probe (rote Messungen) zu erhalten (Abbildung 87).

Es wurden Messungen (Abbildung 87, schwarze Linien) mit zuvor auf der Oberflache
angebundenen MPA-AKs, sowie ohne zuvor angebundene MPA-AKs (Abbildung 87, rote
Linien) durchgefiihrt. Nach den Messungen mit fluoreszierendem Sekundarantikoérper wurde
immer regeneriert.

Ergebnisdiskussion:
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Abbildung 87: MPA-Assay uninhibiertes Signal und unspezifische Wechselwirkung des fluoreszierenden
Sekunddrantikérpers. Es ist der gesamte Signalverlauf mit Regeneration bei den unteren Kurven, welche bei t= 0
und 650 Sekunden bei der Basislinie bei 0 sind. Sie sind der linken y-Achse und der unteren x-Achse zugehérig.
Die oberen Kurven stehen mit der rechten y-Achse und oberen x-Achse in Zusammenhang. Es ist der
Signalausschnitt 400 — 500 Sekunden vergréfSert dargestellt, bei dem die Signalhéhe ausgewertet wird. Es ist
das referenzierte Fluoreszenzsignal [a.u.] gegen die Zeit [sec] aufgetragen.

Aus Abbildung 87 geht hervor, dass das Signal und die Signaldynamik leider sehr gering sind
und die unspezifische Wechselwirkung des fluoreszierenden Sekundarantikérpers mit der
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gespotteten MPA Oberflache relativ hoch ist. Allein die geringe Differenz des 100 % Signals
(ohne Inhibition) und des Signals der Messung auf unspezifische Wechselwirkungen deuten
auf eine fiir einen Immunoassay zu geringe Signaldynamik hin.

Offensichtlich war bei einzelnen Messungen die Oberflaiche noch nicht ausreichend stabil
und es trat demzufolge bei beiden Dreifachmessungen jeweils ein Messausreiler auf,
welcher in beiden Fallen die Standardabweichung signifikant vergroRert hat und somit das
Ergebnis dieser Messungen verschlechtert hat. Allerdings kdnnte auch Luft zwischen oder
wahrend der Messung durch die Flusszelle gepumpt worden sein, was zu einer
beschleunigten Alterung der Oberflache gefiihrt haben kénnte.

Il VPA-Antikérper und fluoreszierende sek.-Antikérper
1,0x10%4 [l Fluoreszierende sek.-Antikérper

8,0x10°° +

u.]

5 6,0x107°

AUC [a

4,0x10°

2,0x10°°

0,0-

Abbildung 88: Die Fléiche unter der Kurve im Zeitraum 450 - 475 sec.

Es wurde die Signalhohe des Zeitraumes 450 - 475 sec integriert und ausgewertet (Abbildung
88).

Die Signaldynamik ist sehr gering. Die Messsignale eines Immunoassays miissten zwischen
beiden gezeigten Signalen liegen. Die Standardabweichung erscheint tolerabel ist jedoch,
bezogen auf die geringe Signaldynamik und hohe unspezifische Wechselwirkung des
fluoreszierenden Sekundarantikoérpers zu hoch.

Ausblick:

Um das Potenzial des Spottings auszunutzen und die erfolgte Optimierung der
Spottingprozedur zu testen, wurde eine zweite Messreihe (2) durchgefiihrt. Da sich die
fluoreszierenden Antikorper Alexa 647 Donkey Anti IgG (Nummer 2 aus Tabelle 11) in der
Antikorpercharakterisierung als fiir den Messaufbau unpassend herausstellten, wurden in
Messreihe 2 andere verwendet.
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4.8.3.3.3. Messreihe 2:

In Messreihe 2 wurde der Flusszellboden analog vorangehender Tabelle 13 gespottet. Die
Versuche dieser Messreihe sollen genau wie Messreihe 1 dazu dienen, Signale zu
detektieren, die Signaldynamik abzuschatzen und die Reproduzierbarkeit der Messungen zu
untersuchen. Mit den veranderten Spottingparametern wurden eine Verbesserung der
Standardabweichung und Signaldynamik erwartet.

Parameter:

Es wurde ein 1 mm breiter Flusskanal und Messphotodiode 4 eines vierer Chips verwendet.
Der Flusszellboden wurde mit AMD beschichtet und mit MPA gespottet. Die Spotting Pattern
4 - 16 und 4 - 9 wurden verwendet. Das Plattchen wurde 16 Tage zuvor gespottet und mit
DMF, dann H;0 vor dem Einbau in den Messaufbau abgespiilt. Die Regeneration wurde mit
6M GndHCI pH= 1,8 durchgefiihrt und ist ab Sekunde 475 in Abbildung 89 zu sehen.

Es wurde ein anderer fluoreszierender Sekundarantikorper, als bei Messreihe 1, verwendet.
Es handelt sich um den AlexaFluor 647 Anti-lgG Fc-Teil spezifischen Antikorper in der
Konzentration c=. 0,051 mg/mL. Die Spottingprozedur und Chemie wurde analog Tabelle 13
durchgefiihrt. Die Konzentration der MPA-AKs ist mit c= 0,036 mg/mL gleich hoch wie in
Messreihe 1.

Assay Ablauf:

Um eine bessere Vergleichbarkeit zu erreichen wurde der Assay Ablauf bei Messreihe 1 und
2 identisch durchgefiihrt.

Ergebnisdiskussion:
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Abbildung 89: MPA Assay uninhibiertes Signal und unspezifische Wechselwirkung des fluoreszierenden
Sekunddrantikérpers. Es ist der gesamte Signalverlauf mit Regeneration bei den unteren Kurven, welche bei t= 0
und 650 Sekunden bei der Basislinie bei O sind. Sie sind der linken y-Achse und der unteren x-Achse zugehdrig.
Die oberen Kurven stehen mit der rechten y-Achse und oberen x-Achse in Zusammenhang. Es ist der
Signalausschnitt 400 — 500 Sekunden vergréfert dargestellt, bei dem die Signalhéhe ausgewertet wird. Es ist
das referenzierte Fluoreszenzsignal [a.u.] gegen die Zeit [sec] aufgetragen.

Ebenso werden hier im Messablauf und der Signalauswertung analog den Messungen der
Messreihe 1 verfahren. In der Messreihe 2 treten keine AusreifSer auf woraus eine deutlich
geringere Standardabweichung der Dreifachmessungen der Messreihe 2 resultiert. Dies
weist eine groRere generelle Stabilitdt im Messvorgang, speziell auf das Fehlen von Luft im
Flusskanal sowie auf eine stabilere Oberflachenchemie hin.
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Abbildung 90: Die gemittelte Fléiche unter der Kurve im Zeitraum 450 - 475 sec.

Analog den Messungen der Messreihe 1 wurde die Signalhdohe des Zeitraumes 450 - 475 sec
integriert und ausgewertet. Das nicht inhibierte Signal (MPA-AKs und fsAKs) ist in etwa 2 mal
groRer als bei Messreihe 1, die unspezifische Wechselwirkung des fluoreszierenden
Sekundarantikorpers mit der gespotteten MPA Oberflache ist fast gleich hoch, wie bei
Messreihe 1. Das deutlich groBere Signal ist vermutlich auf den anderen fluoreszierenden
Sekundarantikorper und eine verbesserte Oberflaichenchemie zurlickzufihren. Auch die
deutlich geringeren Standardabweichungen sprechen dafiir. Durch das deutlich groRere,
nicht inhibierte Signal kénnte die Signaldynamik fiir die Detektion eines Immunoassays
ausreichen und hat dazu veranlasst, in Messreihe 3 eine Kalibriermessung durchzufiihren.

4.8.3.3.4. Messreihe 3:

Bei Messreihe 3 wurden weitere Verbesserungen im Spotting vorgenommen, um die
Signaldynamik und Reproduzierbarkeit der Messungen weiter zu verbessern, sie sind in
Tabelle 13 am Anfang des Kapitels wiedergegeben. Es wurde der gleiche fluoreszierende
Sekundarantikorper wie bei Messreihe 2 verwendet, da mit ihm eine vielversprechende
Signaldynamik gefunden wurde. Bei Messreihe 3 wurde eine Kalibrierung durchgefiihrt,
welche nur vier Konzentrationen aufweist, da danach die Oberflaiche der
Flusszellbodenplatte signifikant an Sensitivitat verlor.

Parameter:

Bei diesen Messungen wurde ein mit PEG(NH;). (H20-Kammer) funktionalisierter
Flusszellboden verwendet. Die Flache der hinteren beiden Photodioden wurde gespottet,
wie in Kapitel 3.2.3 Abbildung 12 B) ausgefihrt. Sie wurde groler als die
Messphotodiodenflache leicht Gberlappend gespottet, indem 12 - 7 und 11 - 6 Punkte
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gespottet wurden. Das Spotting mit MPA entsprach beziglich der Zusammensetzung
Prozedur C aus Kapitel 3.2.3. Vor dem Spotten wurde nicht inkubiert.

In dieser Messreihe wurde ein vierer Photodiondenchip verwendet und mit Messphotodiode
Nummer 3 detektiert. Darliber hinaus wurde Flusskanaloberseite Nummer 2 mit einer
Kanalweite von 2 mm und einer Neigung von 135° und mfcs Klebeband verwendet. Die
Flusskanaloberseite wurde 1 h lang mit BSA in einer Wasserkammer geblockt. Regeneriert
wurde mit SDS, pH= 2,5 und 0,25 %. Ohne vorheriges Spilen wurde das Plattchen direkt
eingebaut. Jedoch wurden zuvor zwei Messtage darauf gemessen. Ein heterogener Assay
kann auch von der Platzierung des Messpunktes an einer bestimmten Stelle mit anderen
Stromungsverhaltnissen im Flusskanal profitieren. Hierzu wurden Messphotodioden
ausgelassen, um an einer Stelle mit moglichst laminarem Strom, abseits vom Einlass, zu
detektieren. MPA-Antikérper mit der Konzentration von c= 0,095 mg/mL wurden verwendet.
Als fluoreszierende Sekundarantikorper diente AlexaFluor 647 Anti-lgG Fc Teil c= 0,025
mg/mL (Antikérper Nummer 1 in Tabelle 11).

Assay Ablauf:

Bei dem Assay wurden jeweils im ersten Schritt MPA-AKs (ber die Oberflaiche gepumpt und
dann in einem nachsten Schritt fluoreszierende Sekundarantikérper, welche an den Fc Teil
der angebundenen MPA-AKs binden, um das Signal flir den LIF-Aufbau sichtbar zu machen.
Nur der Schritt mit den fluoreszierenden Sekundarantikorpern wurde detektiert. Bei dem
Schritt mit MPA und MPA-AKs war der Shutter stets geschlossen. Dadurch wurde die
Oberflache geschont, es konnte aber auch gleichzeitig kein Signal detektiert werden. Sobald
mit MPA inhibiert wurde, wurde jeweils 15min vor der Probeninjektion inkubiert.

Auswertung:
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Abbildung 91: Messverldufe, welche noch nicht an die abnehmende Signalintensitdt angepasst wurden. Es ist
das referenzierte Fluoreszenzsignal [a.u.] gegen die Zeit [sec] aufgetragen.

Zu Beginn jeder Messung ist zu sehen, wie auf die Basislinie mit 0 referenziert wurde
(Abbildung 91). Danach tritt das Fluoreszenzsignal des Sekundarantikorpers auf. In der
Zeitspanne zwischen 850 und 900 Sekunden kann das Signal ausgewertet werden. Nach 900
Sekunden wird regeneriert, bei 1100 Sekunden fillt das Signal wieder zurilick auf die
Basislinie.
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Abbildung 92: Die Messungen ohne Inhibition, 227 ug/L MPA, 455 ug/L MPA und sekunddrer Antikérper wurden
am ersten Messtag gemessen. Die mit Stern versehenen Konzentrationen 90 ug/L MPA und 622 ug/L MPA
wurden am zweiten Messtag gemessen. Es ist die Signalhéhe referenziertes Fluoreszenzsignal [a.u.] gegen die
verschiedenen Messungen aufgetragen.

Ergebnisdiskussion:

Um die verschiedenen Messungen ohne Inhibition, 90 pg/L MPA, 227 ug/L MPA, 455 pg/L
MPA, 622 pg/L und sekundaren Antikérpern besser vergleichen zu konnen (Abbildung 92)
wurde die mittlere Signalhohe am Ende einer jeden Messung ausgewertet (At= 850 - 900
sec). Es wurden immer drei gleiche Messungen hintereinander detektiert. Der Sekundar-
Antikoérper, die Messung ohne Inhibition und mit 455 pg/L MPA wurden zu Beginn der
Messungen durchgefiihrt und nicht zusatzlich referenziert. Die darauffolgenden Messungen
mit 227, 90 und 622 pg/L MPA wurden mittels uninhibierten Zwischenmessungen auf das
anfangliche Signalniveau rickgerechnet und dadurch zusatzlich referenziert. Diese
Referenzierung wurde notwendig, da die Oberflache durch die Laserstrahlung stark und
schnell altert und dies ausgeglichen werden muss. Diese schnelle Alterung kénnte auch
durch Luft im Kanal hervorgerufen worden sein. Am zweiten Messtag bei der Messung von
90 pg/L ist von einer nicht linearen Messabnahme auszugehen, da das Signal sich hier nicht
mehr korrekt riickrechnen lasst.

Die Konzentrationen 90 pg/L und 622 pg/L wurden am zweiten Messtag gemessen und sind
mit einem Stern versehen, da der Transducer an diesem Tag deutlich gealtert ist.
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Abbildung 93: Kalibrierfunktion der Messungen aus Abbildung 91. Es wurde eine logistische Fitfunktion, wie fiir
Immunoassays (blich, verwendet. Der rote Punkt wurde maskiert, da zu dem Messzeitpunkt die
Flusszellbodenoberfliche schon stark gealtert war.

Die Kalibrierfunktion wurde mit einer logistischen Fit Funktion erstellt (Abbildung 93).
Abgesehen von der maskierten Messung (rot) liegen die weiteren Konzentrationen gut auf
der errechneten Funktion.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das Signal bei den letzten Messungen am
zweiten Messtag deutlich  kleiner geworden ist und diese schnelle Alterung
Langzeitmessungen und Kalibrierungen erschwert. Der Shutter am Aufbau kdnnte in einer
weiter optimierten Variante das Laserbleaching (Oberflichenalterung durch Laser)
verringern, allerdings birgt dies auch Probleme. So kann Luft in einer Messung schwer
erkannt werden und die Referenz- und Messphotodiode kdnnten sich in einem nur kurzen
Messzeitraum, bei einem nur kurzen Offnen des Shutters, nur unzureichend eindriften.

Die im Folgenden erforschten homogenen Immunoassays haben keine mehrfach
verwendete Oberflache, die durch Bleaching und Regenerationsschritte abgenutzt wird. Mit
jeder Messung werden neue, unter optimalen Bedingungen gelaberte Reagenzien
verwendet.

4.8.4. Homogene Immunoassaymessungen

Es wurden verschiedene Varianten von homogenen Immunoassays im Aufbau getestet und
detektiert. Alle Immunoassays haben einen pseudo-heterogenen Schritt, in dem die
magnetischen Partikel durch einen Magneten festgehalten werden, um das Signal
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auszudifferenzieren. Die Prdparationsschritte sind aullerhalb des Messaufbaus im
Eppendorf® Cup erfolgt, da viele kritische Parameter zu beachten sind und die Durchfiihrung
hier einfacher und unproblematischer ist. Samtliche Messungen wurden im LIF-Messaufbau
detektiert. Alle Immunoassayvarianten wurden mit MPA als Analyt und MPA-Antikérpern
durchgefiihrt.

Zunachst wurde der LIF-Messaufbau mit einem Fluoreszenzspektrometer LS-50B von Perkin
Elmer als Referenz zur Validierung verglichen (Kapitel 4.8.4.1). In Kapitel 4.8.4.3 und 4.8.4.4
wurden MPA-AKs in Kombination mit fluoreszierenden Sekundarantikorpern und gelabelten
fluoreszierenden Nanopartikeln in Bindungsinhibitionstests detektiert. Im darauffolgenden,
gezeigten Assay (Kapitel 4.8.4.5) wurde zusatzlich mit einem Permanentmagnet gegeniber
der Photodiode die magnetischen Partikel im Fluss angereichert.

4.84.1. Vergleich LIF-Messaufbau und Fluoreszenzspektrometer

In  Kooperation mit Kathrin Freudenberger wurden Validierungsmessungen eines
homogenen Immunoassays in dem neu entwickelten LIF-Messaufbau und einem klassischen
Fluoreszenzspektrometer als Referenz durchgefiihrt. Die verschiedenen Assayvarianten
wurden mit einem groBen Volumen hergestellt und derselbe Ansatz mit beiden Methoden
zur besseren Vergleichbarkeit untersucht.

Parameter:

Im Fluoreszenzspektrometer wurde der Wellenlangenbereich: 655 - 750 nm detektiert und
unter diesem angeregt. In diesen Versuchen wurde in einer Standard Einwegkilivette mit
definiertem Volumen gearbeitet. Im LIF-Messaufbau hingegen wird ein viel geringeres
Volumen, namlich das Flusszellvolumen Uber einer Photodiode betrachtet. Um ein héheres
Signal zu erhalten wurde das vollstindige Probenvolumen genutzt, die gesamte Probe
wahrend einer bestimmten Zeit im Fluss gemessen und die Flache unter der Kurve
anschliellend integriert. Es wurde ein Summensignal der Wellenlangen von 625 - 680 nm
gemessen. Die beschriebenen Versuche wurden zu Beginn der Versuche an einer friihen
Version des LIF-Messaufbaus als Proof-of-Principle oder als Referenz im Sinne von
Validierungsmessungen mit dem Fluoreszenzspektrometer durchgefiihrt. Hier war die
Referenzdiode noch nicht optimiert und die Flusszelloberseite entsprach Variante 1 aus
Kapitel 4.4.3. Es wurden MPA Antikorper in der Konzentration von c= 0,017 mg/mL im
Immunoassay eingesetzt. Die Konzentration der Alexa647 gelabelten Anti-IgG AKs betragt c=
0,025 mg/mL.

Assayablauf:

Bei dem homogenen Immunoassay handelt es sich um einen Bindungsinhibitionsassay,
welcher zum Nachweis von MPA dient. Zunachst wurden MPA-AKs mit dem Analyten (MPA)
vorinkubiert, daraufhin wurden magnetische Partikel mit MPA Liganden auf der Oberflache
zugegeben. Die magnetischen Partikel wurden extra hierfir mit MPA Liganden versehen.
AnschlieBend wurde mit fluoreszenzgelabelten Sekundarantikorpern (Alexa647 gelabelte
Anti-IlgG AKs, Anti-Schaf IgG (H+L) Nummer 2 aus Tabelle 11) inkubiert und anschlieRend
dreifach gewaschen, um nicht gebundene fluoreszenzgelabelte Sekundarantikorper
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abzutrennen. Wahrend den Waschschritten wurden die magnetischen Partikel mittels eines
Permanentmagneten an der Wand eines Eppendorf® Cups festgehalten. Danach erfolgte die
Detektion der angebundenen Fluorophore im Flusszellvolumen der Messaufbauten. Es ist ein
inverses Signal, das heilt ein hohes Signal ist bei wenig MPA zu erwarten.

Die nach diesen Schritten erhaltenen Proben wurden dann mit beiden Methoden
untersucht. Bei allen vier Messungen (Abbildung 94) handelt es sich bei beiden Methoden
um die gleichen Proben.

Ergebnisdiskussion:
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Abbildung 94: Die schwarze Kurve zeigt die Messung eines Immunoassays ohne Analyten (nicht inhibiert). Die
rote Kurve zeigt einen mit 1 ug MPA inhibierten Immunoassays. Die griine Kurve zeigt die Messung von
ausschlieflich mit MPA derivatisierten Magnetpartikeln (MPs-MPA). Die blaue Kurve zeigt die Messung von
MPs-MPA und fluoreszenzgelabelte Sekunddrantikérper. Unter A) sind die Messungen des LIF-Messaufbaus und
unter B) die des Fluoreszenzspektrometers gezeigt. Die magnetischen Partikel sind Micromer M® Partikel. Bei A)
ist das referenzierte Fluoreszenzsignal [a.u.] gegen die Zeit [sec] und bei B) die Fluoreszenzintensitdt [a.u.]
gegen die Wellenldnge [nm] aufgetragen.
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Abbildung 95: Um einen groben Vergleich beider Messmethoden zu erméglichen, wurden die Flichen unter den
Kurven (AUC) integriert und die nicht inhibierte Messung (schwarz) auf jeweils 100 % gesetzt. Bei den
Messungen mit dem Fluoreszenzspektrometer wurde der Wellenléingenbereich: 655 - 700 nm integriert, bei den
Messungen mit dem LIF-Messaufbau der Zeitraum 55 - 400 sec. Die Farben entsprechen den jeweiligen

Messungen aus Abbildung 94. Unter A) sind die Messungen des LIF-Messaufbaus und unter B) die des
Fluoreszenzspektrometers gezeigt.
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Die erhaltenen Messsignale sind relativ zueinander gesehen bei beiden Messmethoden sehr
dhnlich (Abbildung 95). Bei dem LIF-Messaufbau kann man durchaus von einer etwas
groReren Signalausdifferenzierung sprechen, welche eventuell von der deutlich starkeren
Laserlichtquelle und der anderen Auswerte- und Detektionsmethode herrihrt.

Beziiglich des homogenen Immunoassays ldsst sich sagen, dass die Inhibition mittels 1ug
MPA erfolgreich war. AuRerdem ist ersichtlich, dass die MPs mit MPA Liganden das Licht
streuen (griin). Dieses Messsignal ist bei dem LIF-Messaufbau niedriger, was durch den
deutlich kiirzeren Strahlengang durch die Losung begriindet werden kann. Die blaue Saule
zeigt die relativ hohe unspezifische Wechselwirkung der MPs-MPA mit den sekundaren
Fluoreszenzantikorpern. Generell lasst sich folgern, dass der LIF-Messaufbau in der frih
eingesetzten Variante schon eine vergleichbare Signaldynamik und Signalintensitat wie ein
kommerziell erhaltliches Fluoreszenzspektrometer hat.

Mit diesen Validierungsmessungen konnte nachgewiesen werden, dass im LIF-Messaufbau
ebenso wie mit dem Fluoreszenzspektrometer gemessen werden kann. Dieser Vergleich
kann jedoch nur begrenzt gelten, da sowohl die Lichtquellen, als auch die Detektoren bei
beiden Aufbauten sehr unterschiedlich sind. Beim LIF-Messaufbau wird mit einem Laser
angeregt und einer Photodiode detektiert, bei dem Fluoreszenzspektrometer mit einer
Xenonlampe und einem Photomultiplier. AuBerdem wurde bei einer Methode in konstantem
Volumen ohne Fluss detektiert und bei der anderen im Fluss. Im Fluoreszenzspektrometer
befindet sich die gesamte Probe in der Kivette, im LIF-Messaufbau wird sie automatisch
durch die Fluidik zur Messung in der Flusszelle gepumpt und danach wieder entfernt.

Trotzdem weisen beide Messaufbauten bei den relativ ausgewerteten Signalen die gleichen
Messaussagen auf und ermoglichen die Validierung der Messergebnisse des LIF-
Messaufbaus mittels des Fluoreszenzspektrometers als Referenz.

4.8.4.2. Homogene Immunoassays mit grollen magnetischen Partikeln

Die homogenen Immunoassays wurden mit magnetischen Partikel > 1 um durchgefiihrt. Ein
Vorteil der grolen magnetischen Partikel ist, dass sie eine kleinere Oberflache besitzen und
dadurch besser gegen unspezifische Wechselwirkungen abschirmbar sind. Als ein Nachteil
kann gelten, dass die Scherkrdfte in der verwendeten Flusszellvariante mit einer
Flusskanalhohe von 145 pm sehr hoch sind und es theoretisch leicht zu Verstopfungen
kommen konnte. Diese wurden aber bei keiner Magnetpartikelvariante beobachtet.
AuBerdem sedimentieren groRe magnetische Partikel deutlich schneller, wie in Kapitel 4.7.2
diskutiert.

4.8.4.3. Messungen mit Sekundarantikérpern und magnetischen Partikeln

Es wurde ein homogener Immunoassay zur Detektion von MPA durchgefiihrt. Es wurden 3
pum groBe magnetische Partikel mit MPA gelabelt und zusammen mit MPA-AKs und
fluoreszierenden Anti-IgG Antikdrpern ein Bindungsinhibitionsassay durchgefiihrt. In diesem
Ansatz wurden das erste Mal in der Arbeit in einem homogenen Immunoassay Fc-Teil
spezifische Sekundarantikorper eingesetzt. Die Folgerungen bzgl. der Assayschrittfolge
werden in der Ergebnisdiskussion diskutiert.
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Parameter:

Die magnetischen Partikel sind MicromerM® Partikel mit 3 um Durchmesser. Sie haben eine
PEG(NH2), Oberflache und sind mit MPA gelabelt. Die MPA-AKs wurden ungelabelt im Assay
eingesetzt. An sie binden fsAKs vom Typ Anti-IgG Fc-Teil spezifisch mit dem Fluorophor
Alexab47. Im Rahmen der Versuche der Messreihen 2 und 3 (Kapitel 4.8.3.3) wurde
ersichtlich, dass in dieser Kombination eine gute Signaldynamik zu erwarten ist. Die
Messungen wurden in einer Flusszelle mit 2 mm Kanalweite und Flusszelloberseite 2
durchgefiihrt. Diese Versuche wurden mit der Messphotodiode 4 eines vierer Chips bei einer
Neigung von 135° gemessen. Die Flache unter der Kurve (AUC) wurde im Zeitraum 50 - 300
sec ausgewertet, und der Messpunkt 70 wurde in der Basislinie vor der Probeninjektion bei
allen Messungen auf null gesetzt. Die Konzentration der MPA-AKs betragt c= 0,015 mg/mL
und die der fluoreszenzgelabelten Sekundarantikorper ist c= 0,04 mg/mL.

Assay Ablauf:

Im ersten Inkubationsschritt reagieren zunachst ungelabelte MPA-AKs, da sie die hdchste
Affinitat zeigen, mit MPA in der Probe (t= 15 — 30 min). Danach werden in einem weiteren
Inkubationsschritt magnetische Partikel mit MPA auf der Oberflache zugesetzt. Anschliefend
wird gewaschen, um MPA mit MPA-AKs zu entfernen. Nur die MPs-MPA mit MPA-AKs
bleiben im Cup. Im letzten Inkubationsschritt werden fluoreszierender Sekundarantikorper
(fsAKs), welche an die MPA-AKs an den MPs mit MPA auf der Oberflache binden zugegeben.
Die Signalausdifferenzierung erfolgt durch das Wegspuilen ungebundener fsAKs im Anschluss
durch einen Waschschritt im Eppendorf ® Cup an einem Permanentmagneten. AnschlieRend
wird der Immunoassay im LIF-Messaufbau detektiert.

Ergebnisdiskussion:

Bei den Messungen dieser Serien wurde die nicht inhibierte Messung (Messung 1) auf 100 %
gesetzt, das heildt, dass kein Analyt, aber alle Immunoassayreagenzien eingesetzt wurden
(Abbildung 96). Mit 29 pg/L (Messung 2) und 143 mg/L (Messung 3) wurde inhibiert. Die
unspezifische Wechselwirkung wurde anhand unfunktionalisierter, magnetischer Partikel
(Messung 4) getestet. Sie haben eine PEG(NH,), Oberflache, welche an sich schon gut gegen
unspezifische Wechselwirkungen abschirmt. Eine Blank Messung zeigt die Stabilitat der
Anregungs- und Detektionskomponenten des LIF-Messaufbaus (Messung 5). AuRerdem
wurde die Fluoreszenz der Konzentration der im Immunoassay eingesetzten fsAKs ohne
Zusatz weiterer Assaybestandteile detektiert (Messung 6).
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Abbildung 96: In Messung 1 - 3 wurden zwei verschiedene MPA Konzentrationen und der uninhibierte Assay
gemessen. Auflerdem wurden in Messung 4 die unspezifischen Wechselwirkungen von unfunktionalisierten
magnetischen Partikeln untersucht. Messung 5 zeigt den Blank Wert mit Puffer. Messung 6 zeigt den puren
Wert der eingesetzten Sekunddrantikérper im Assay.

Unfunktionalisierte MPs haben eine geringe unspezifische Wechselwirkung mit MPA-AKs
und fsAKs (Messung 4). Folglich ist die Oberflaiche gut durch die PEG(NH.), Gruppen
abgeschirmt. Ferner konnte nachgewiesen werden, dass der LIF-Messaufbau eine leichte
Drift nach unten zeigt und nicht ideal stabil wahrend der Messungen ist (Messung 5). Das
Signal der fluoreszierenden Sekundarantikorper (Messung 6) zeigt, dass sie in
ausreichendem Uberschuss zugegeben wurden und beim Reinigungsschritt ausreichend
abgetrennt werden kdnnen, da das Signal um eine GréRenordnung grofRer ist.

Die Messungen 1 - 3 des Immunoassays weisen keine ausreichende Signaldynamik
(uberlappende Fehlerbalken) auf. Die Messungen: keine Inhibition, 29 pg/L MPA und 143
mg/L MPA belegen dies eindeutig.

Sie stammen von dreifach gemessenen Proben desselben Immunoassayansatzes. Da es sich
um dieselben Proben des Immunoassayansatzes handelt, sprechen die {berlappenden
Fehlerbalken fir eine instabile Oberfliche. Die Fehlerbalken der Dreifachmessungen der

Messung 4 und 5 zeigen gute Reproduzierbarkeiten, was fiir die Stabilitdt des Messaufbaus
spricht.

Ausblick:
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Im folgenden Kapitel 4.8.4.4 wurde statt der Kombination von MPA-AKs und fsAKs ein
Versuch mit MPA-AK gelabelten fluoreszierenden Partikeln durchgefiihrt und in Kapitel
4.8.4.5 wurde dieser Ansatz stark modifiziert wieder aufgenommen und konnte fiir eine
Kalibrierung verwendet werden. In Kapitel 4.8.4.5 wurden unter anderem die Reihenfolge
der Assayschritte verandert und ein Permanentmagnet an die Flusszelle angebracht,
weswegen signifikant andere Ergebnisse erhalten wurden.

4.84.4. Messungen mit fluoreszierenden und magnetischen Partikeln

Bei diesem Assay sollte die Signaldynamik durch Austausch der Erkennungskomponenten
verbessert werden (Kapitel 4.8.4.3). Ebenso wie im vorangegangenen Versuch wurde ein
homogener Immunoassay in Form eines Bindungsinhibitionstests mit grolen magnetischen
Partikeln durchgefihrt. In diesem Fall wurden statt MPA-AKs in Kombination mit
fluoreszierenden Sekundarantikorpern nun fluoreszierende Partikel, welche mit MPA-AKs
gelabelt waren, eingesetzt.

Parameter:

Die magnetischen Partikel sind Micromer M® Partikel mit 3 um Durchmesser, die eine
PEG(NH2), Oberflaiche besitzen und mit MPA gelabelt sind. Die fluoreszierenden
Nanopartikel sind ScreenCORE/R Protein G Partikel mit 1 um Durchmesser, die mit MPA-AKs
gelabelt sind. Gelabelt wurden sie nach einem modifizierten Protokoll des Herstellers mit
MPA-AKs. Die Labeling-Prozedur ist in Kapitel 3.2.4 kurz zusammengefasst. Die
fluoreszierenden Partikel werden statt der Kombination MPA-AKs und fluoreszierende
Sekundarantikorper eingesetzt. Die Messungen wurden in einer Flusszelle mit
Flusszelloberseite 2, einer Kanalweite von 2 mm und mit Diode 4 eines vierer Diodenchips
bei einer Neigung von 135° durchgefiihrt. Die Flache unter der Kurve (AUC) wurde im
Zeitraum 50 — 300 sec ausgewertet und hierbei der Messpunkt 70 in der Basislinie vor der
Probeninjektion bei allen Messungen auf null gesetzt. Die Konzentration der beim Labeling
verwendeten ScreenCORE®/R Partikel betragt c= 1,3 mg/mL. Sie wurden mit einer
Konzentration von c= 0,53 mg/mL MPA-AKs gelabelt. Bei den Waschschritten wurden Teile
beider Komponenten verloren. Im spateren Assay kamen somit maximal ScreenCORE/R
Partikel der Konzentration ca. c= 0,043 mg/mL mit MPA-AKs der Konzentration c= 0,018
mg/mL auf der Oberflache in Einsatz.

Assay Ablauf:

Zunachst wurden die fluoreszierenden Nanopartikel mit MPA-AKs gelabelt und im
Immunoassay dann mit der Probe (mit MPA) vorinkubiert (t= 15 — 30 min). Im Anschluss
wurden die magnetischen Partikel mit MPA auf der Oberflaiche zugegeben. Nach einem
weiteren Inkubationsschritt wurde mittels Permanentmagnet im Eppendorf® Cup gewaschen
und die ungebundenen fluoreszierenden Nanopartikel abgetrennt
(Signalausdifferenzierungsschritt). Der Detektionsschritt erfolgte im Volumen im
automatisierten Durchfluss in der Messzelle. Derselbe Batch (Durchlauf) eines Assays wurde
jeweils dreifach gemessen.

Ergebnisdiskussion:
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Abbildung 97: In Messung 1 - 3 wurden zwei verschiedene MPA Konzentrationen und der uninhibierte Assay
gemessen. Auferdem wurden in Messung 4 die unspezifischen Wechselwirkungen von unfunktionalisierten
magnetischen Partikeln untersucht. Messung 5 zeigt den Blank Wert mit Puffer. Die unfunktionalisierten
magnetischen Partikel und der Blank Wert wurden dreifach gemessen.

Bei dem Bindungsinhibitionstest erhalt man, wie es zu erwarten war, ein inverses
Fluoreszenzsignal. Die Signaldynamik ist hinreichend gut obwohl die Blank Messungen eine
hohe Standardabweichung bei einem negativen Mittelwert aufweisen. Letzteres deutet auf
eine starke Drift des LIF-Messaufbaus bei den Messungen hin. Den Standardabweichungen
bei den Messungen der unfunktionalisierten Partikel und des Blank Wertes liegen
Dreifachmessungen von Proben desselben Immunoassayansatzes zugrunde. Die anderen
Proben wurden wegen technischer Probleme nur einfach gemessen. Die
unfunktionalisierten, magnetischen Partikel zeigen eine relativ hohe Wechselwirkung mit
den gelabelten fluoreszierenden Partikeln. Dies war der Grund weswegen dieser Ansatz
nicht weiterverfolgt wurde. Das Signal von 55 % bei der Detektion der unspezifischen
Wechselwirkung ist zu hoch.

4.8.4.5. Messungen mit Permanentmagnet an der Flusszelle

Der homogene Immunoassay wurde in Form eines Bindungsinhibitionstests durchgefiihrt. Er
wurde, verglichen mit denen aus Kapitel 4.8.4.3, um einen pseudo-heterogenen
Detektionsschritt erweitert und mit dhnlichen Immunoassayparametern durchgefihrt. Fir
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diese Versuche wurden eine andere Messphotodiode, verdnderte Flusszellneigung und
Auswertung der Messungen verwendet.

Im heterogenen Detektionsschritt werden das Signal und die Signaldynamik verstarkt, da ein
Permanentmagnet gegeniiber der Messphotodiode zwischen Ein- und Auslass an der
Flusszelle die magnetischen Partikel, auf welchen der Immunoassay stattgefunden hat,
anreichert (Abbildung 98). Die Vor- und Nachteile von Permanentmagneten und weitere
Details zur Entwicklung dieses Aufbaus sind ausfiihrlich in Kapitel 4.7.1 beschrieben.

= Permanentmagnet

— Einlass & Auslass
Z._magnetische Partikel
|| (braun)

= Flusskanal

Abbildung 98: In der Abbildung ist ein Foto einer Flusszelle der Variante 2 mit Ein- und Auslass (rechts und links)
zu sehen. In der Mitte befindet sich der Permanentmagnet unter der Flusszelle. Bei ihm ist eine Anreicherung der
magnetischen Partikel deutlich zu erkennen.

Parameter:

Es wurden 3 um groBe magnetische Micromer M® Partikel mit einer PEG(NHz), Oberflache
verwendet. Sie wurden mit MPA und Testosteronoxim gelabelt. AuBerdem wurden
ungelabelte MPA-AKs mit der Konzentration c= 0,052 mg/mL und fluoreszierenden
Sekundarantikorper AlexaFluor 647 Anti-IgG Fc-Teil spezifisch mit der Konzentration c= 0,028
mg/mL eingesetzt. Zur Regeneration wurde sehr schnell gepumpt und SDS 0,5 % mit pH= 2
zur Reinigung des Flusskanals eingesetzt.

Fir diesen Ansatz wurde Messphotodiode 2 eines vierer Chips verwendet. Die
Permanentmagnete wurden in Flusszelloberseite 2 eingeklebt. Der Flusszellboden ist aus
Glas und zur Passivierung mit AMD beschichtet. Die Flusskanalbreite betragt 2 mm und die
Flusszellneigung 90°, da die Permanentmagnete bei dieser Anordnung ansonsten
verrutschen konnten. Bei den Messungen wurden sieben Permanentmagnete auf einen, der
fest in der Flusskanaloberseite verklebt war, gestapelt. Hierdurch konnte das Magnetfeld des
an der Flusszelle befestigten Permanentmagneten ausreichend verstarkt werden. Wahrend
der Inkubationszeiten wurde nicht geschittelt, die Eppendorf® Cups stranden unbewegt im
Cup-Halter. Die Anfangssteigung der Probeninjektion wurde ausgewertet.

Assay Ablauf:

Alle gemessenen Konzentrationen wurden mit jeweils frisch pipettierten und zeitlich exakt
vorinkubierten Immunoassayansatzen detektiert. Um die Detektion von Messartefaken
auszuschlieBen wurde die Messreihenfolge der verschiedenen Konzentrationen
randomisiert. Zunachst wurde die Probe, bestehend aus MPA mit MPA-AKs, 15 min
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inkubiert. Anschlieend wurden fsAKs zugegeben und weitere 15 min inkubiert. Im nachsten
Schritt wurden mit MPA derivatisierte MPs zugegeben und 30 min inkubiert. Dann folgte ein
Waschschritt, in dem zweimal mit 100 uL PBS gewaschen wurde. Die Inkubationen fanden
jeweils bei Raumtemperatur in Dunkelheit statt. Bei den Messungen ohne MPA Zusatz
wurde das Volumen ausgeglichen, um dieselben Konzentrationen zu erhalten.

Verglichen mit Kapitel 4.8.4.3 wurde unter anderem die Reihenfolge der Assayschritte
verandert und dadurch der Fc-Teil Spezifitdt der Sekundarantikrper Rechnung getragen.
Dieser Tausch, bei dem die magnetischen Partikel zuletzt zugegeben werden, verringert
vermutlich ein unspezifisches Anbinden der Sekundarantikorper, was zu einer Verbesserung
der Signaldynamik fihrt. In dem Inkubationsschritt mit den MPA-AKs, MPA und
fluoreszierenden Sekundarantikorpern kénnen zusatzlich, falls dies sterisch moglich ist,
mehrere fluoreszierende Sekundirantikérper, welche im Uberschuss vorhanden sind, an
einen MPA-AK binden und dadurch zu einem hohen Signal fiihren.

Der Ablauf des pseudo-heterogenen Immunoassays mit den einzelnen Schritten ist auch in
Tabelle 14 ausfiihrlich dargestellt.

Tabelle 14: Die Assayschritte mit Inkubationszeiten und Reagenzien sind fiir einen Bindungsinhibitionstest
gezeigt. Es wird zwischen 0 ug MPA (keine Inhibition) und x g MPA (einer bestimmten Menge) unterschieden.

Schritt Inkubationszeit A: Assay 0 pg/L: B: Assay x pg/L:

Nummer: [min]

1 A:15/B: 15 1uL MPA-AK +2 pLsek. | 1 pL MPA-AK + 10 puL MPA
AK + 17 uL PBS Stammldsung + 9 uL PBS

2 A:30/8B:15 +3 uL MPA-MPs + 2 uL sek. AK

3 A:-/B: 30 2 mal Waschen mit 100 | +3 uL MPA-MPs
uL PBS

4 A:-/B:- 2 mal Waschen mit 100 pL PBS

Bei dem Einfangen der Partikel am Permanentmagneten im Detektionsschritt wurde
langsam gepumpt. Bei der ,Regeneration” wurde sehr schnell gepumpt, auRerdem wurde
SDS 0,5 % mit einem pH= 2 zur Reinigung des Flusskanals hindurch gepumpt.

Ergebnisdiskussion:
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Abbildung 99: Die Messreihenfolge der Immunoassaykonzentrationen erfolgte randomisiert. Ebenso wurde die
Reihenfolge der dreifach gemessenen Konzentrationen randomisiert. Es ist das referenzierte Fluoreszenzsignal
[a.u.] gegen die Zeit [sec] aufgetragen.

Es wurden die Steigungen der referenzierten Fluoreszenzsignale im Zeitraum von t= 50 — 65
sec ausgewertet (Abbildung 99). Sie verhalten sich umgekehrt proportional zur MPA
Konzentration. Der Blank Wert (Puffer) und 4 MPA Konzentrationen (c= 0; 1; 2,5 und 5 mg/L)
konnten dreifach gemessen werden. Eine weitere MPA Konzentration (c= 10mg/L) wurde
einfach gemessen. Im Zeitraum 0 — 50 sec wird die Basislinie aufgenommen, welche nach der
Regeneration in 550 — 600 sec wieder erreicht wird. Bei der Probeninjektion ab Sekunde 50
kann sehr gut eine lineare Anfangssteigung ausgewertet werden. Die Plateauphase mit der
Signalhohe wird durch den Permanentmagneten stabilisiert. Da sie stark streut, wurde die
Anfangssignalsteigung zur Auswertung verwendet. Die Reproduzierbarkeit der Signalhdhe
konnte durch fluidische Optimierungen, wie zum Beispiel eine Abtrennung der Probe durch
Luftblasen oder die Anpassung der Flusskanalform an das Magnetfeld, verbessert werden.
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—— Messung 1-3: Blankmessung
—— Messung 4: sek.-AKs und MPA-MPs
Messung 5: Testosteron MPs mit sek.-AKs
— Messung 6: Testosteron MPs mit MPA-AK und sek.-AKs
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Abbildung 100: Tests auf unspezifische Wechselwirkungen: Testosteronpartikelmessungen und Blank
Messungen mit PBS. Die Messungen wurden zur besseren Vergleichbarkeit mit genau der gleichen Skalierung
wie in Abbildung 99 aufgetragen. Es ist das referenzierte Fluoreszenzsignal [a.u.] gegen die Zeit [sec]
aufgetragen. Die Nummerierung der Messungen entspricht nicht der zeitlichen Reihenfolge sondern erfolgte
nach Funktionalitdt, da wiederum randomisiert gemessen wurde.

Abbildung 100 gibt die Tests auf unspezifische Wechselwirkungen der MPA Antik&rper,
fsAKs, MPA-MPs und Blank Messungen wieder. Um die unspezifische Wechselwirkung zu
untersuchen, wurden magnetische Partikel mit Testosteronoxim statt mit MPA auf der
Oberflache funktionalisiert. Es handelt sich um ein relativ apolares Molekiil, welches in der
molaren Masse MPA 3&hnlich ist. Die Funktionalisierung erfolgte nach etablierter
Standardchemie [86, 87].

Aus Messung 6 (Abbildung 100) lasst sich entnehmen, dass die Wechselwirkung der
magnetischen Partikel mit Testosteronoxim, MPA-AKs und fsAKs verglichen mit den
spezifischen Messsignalen relativ stark ausgepragt ist (Abbildung 99). Durch Messung 5 wird
nachgewiesen, dass die Wechselwirkung der MPs mit Testosteronoxim und fsAKs relativ
gering ist. Das Gleiche gilt fir die Wechselwirkung von fsAKs mit magnetischen Partikeln mit
MPA auf der Oberflache in Messung 4.
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6x10°8

Signalsteigung

Abbildung 101: Es ist die Steigung aller Messungen des homogenen MPA Immunoassays gezeigt. Es ist die
Anfangssignalsteigung gegen die einzelnen Messungen aufgetragen.

Alle ausgewerteten Steigungen des Immunoassays und der Tests auf unspezifische
Wechselwirkungen werden zur besseren Vergleichbarkeit in Sdulenform dargestellt. Es ist
deutlich zu erkennen, dass der Messaufbau keine Drift oder technische Probleme aufweist,
da der Blank Wert eine sehr kleine Varianz aufweist. In Abbildung 99 ist dies auch im
Signalverlauf deutlich zu erkennen. Wie schon im oberen Absatz diskutiert deutet das Signal
des Wechselwirkungstests von mit Testosteron gelabelten magnetischen Partikeln, MPA-AKs
und fsAKs auf eine starke Wechselwirkung von Testosteron mit den MPA-AKs hin. Dieses
Verhalten lasst sich plausibel durch die hydrophoben Eigenschaften von Testosteron und die
polyklonale Eigenschaft der MPA-AKs erklaren, denn MPA hat auch viele hydrophobe
Domanen und polyklonale Antikorper kdnnen an verschiedenen dhnlichen Epitopen, eben
auch an fremde Epitope, anbinden.
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Abbildung 102: Kalibrierkurve homogener MPA Immunoassay. Es wurde die Signalsteigung [%] gegen die MPA-
Konzentration in [mg/L] aufgetragen.

Basierend auf den in Abbildung 99 gezeigten Messungen wurde die Steigung ausgewertet
und eine Kalibrierkurve in Form einer logistischen Fitfunktion ermittelt (Abbildung 102). Die
Steigung einer uninhibierten Messung wurde auf 100 % gesetzt und die anderen
Konzentrationen jeweils in Bezug dazu auf diesen Wert geplottet. Die Messwerte liegen nah
am Fit der Kurve, jedoch sind die Standardabweichungen relativ groR und tberlappen sich in
einem Fall. Leider lieBen sich keine weiteren Konzentrationen oder Wiederfindungsraten
bestimmen, da das System in einigen Parametern instabil ist. Um Messungen in niedrigeren
Konzentrationsbereichen durchfiihren zu kénnen, missen weitere Optimierungen am
homogenen Immunoassay erfolgen. Hauptsachlich muss die unspezifische Wechselwirkung
der Partikel weiter verringert werden. Ein Anzeichen dafiir, dass dies noch geschehen muss,
ist die noch hohe Signalsteigung von 55 % bei der Messung mit der hochsten gemessen MPA
Konzentration. Sie misste am unteren Ende der sigmoidalen Kurve, aus den Erfahrungen bei
klassischen heterogenen Immunoassays, bei einem niedrigeren Wert sein.

Messungen des homogenen Immunoassays mit Schiitteltisch:
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Abbildung 103: Vergleich zweier nicht inhibierter Dreifachmessungen mit und ohne Schiitteln auf Schiitteltisch
Aufbau (in Kapitel 4.7.2 vorgestellt).

Um zu testen, welche Auswirkungen das Schiitteln des homogenen Immunoassays wahrend
der Inkubationszeiten, das Turbulenzen (Scherstromungen) im Reaktionsmedium ausldsen,
haben, wurden Versuche hierzu durchgefiihrt. Die Eppendorf® Cups wurden wahrend den
Inkubationszeiten auf den in Kapitel 4.7.2 vorgestellten Schitteltisch gestellt.
Scherstromungen durch Schitteln des Mediums wahrend der Inkubation lassen das Signal
deutlich ansteigen, jedoch steigt auch die Varianz deutlich an, dieser Anstieg konnte durch
eine starkere Scherstromungsbelastung der Antikorper begriindet werden. Ohne Schitteln
ist das Signal nur noch ungefahr halb so hoch und die Varianz der Messwerte gering.
Deswegen wurde vom Schitteln in der Inkubation in den weiteren Messungen abgesehen.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Entsprechend der Problemstellung und Motivation, Moglichkeiten und zukunftsweisende
Ansatze zu erforschen, bei Transplantationen und der Nachsorge mit Point-of-Care-Testing
Losungen erfolgreich und in kurzer Zeit haufig und mit guter Quantifizierung innerhalb des
therapeutischen Fensters zu messen, wurden die folgenden Forschungsbereiche bearbeitet.

Die Kombination von homogenen und heterogenen Phasenassays zum vorteilhaften pseudo
heterogenem Assay. Die Reduktion des Analytenvolumens durch eine miniaturisierte Fluidik.
Die Erniedrigung des LOD durch die Fluoreszenzdetektion mittels Laserinduzierter
Fluoreszenz nach Anreicherung der Partikel am Magnet.
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Dazu mussten folgende Ergebnisse erzielt werden:
LIF-Messaufbau:

Es wurde intensive Forschung betrieben, um einen LIF-Messaufbau zur Detektion von
homogenen Immunoassays zu schaffen. So wurden die Dimensionen passend zur Integration
in ein miniaturisierbares  Point-of-Care-Test-Gerat  gewahlt.  Viele  weitere
Gerateeigenschaften des LIF-Messaufbaus wurden untersucht und bei dem erhaltenen
Messaufbau bericksichtigt. So sind die Einwegbauteile einfach herzustellen und
kostenglinstig. Das kleine Volumen der Flusszelle ist an das zu erwartende geringe
Probenvolumen vom Patienten angepasst. Die Flusszelle weillt eine hohe Dichtigkeit,
Platziergenauigkeit ~ohne  Neujustierung im  Messaufbau, Zuverldssigkeit und
Saurebestandigkeit auf. Eine freie Ausrichtbarkeit zwischen Anregungslichtquelle und
Detektor zu Forschungszwecken und eine intelligente, modulhafte Anordnung der
Messaufbaukomponenten um Reparaturen zu ermoglichen wurden integriert. Das Gerat
arbeitet leise und es sind viele Messungen in Reihe ohne Temperaturkomplikationen
moglich.

Kalibrierfunktion homogener Immunoassay

Im Messaufbau wurden neuartige, homogene Immunoassaymessungen im Flusszellvolumen
zur Detektion von Mycophenolsaurespiegeln exemplarisch fir ein Immunsuppressivum
durchgefiihrt.

Betrachtet man die Kalibrierfunktion des homogenen Immunoassays sieht man, dass die
Messwerte am Fit der Kurve liegen. Fir Messungen in niedrigeren Konzentrationsbereichen
miissen weitere Optimierungen am homogenen Immunoassay durchgefiihrt werden. Eine
deutlich verbesserte Oberflaichenabschirmung konnte durch magnetische Partikel mit
PEG(NH2), auf der Oberflaiche erhalten werden. Lediglich der Test auf unspezifische
Wechselwirkung mit einem anderen Molekil (Testosteronoxim) viel etwas schlechter aus,
dies kann aber durch die polyklonalen Eigenschaften des MPA-AKs und die ahnlichen
Molekileigenschaften erklart werden. Diese schon deutlich verringerte unspezifische
Wechselwirkung muss aber noch weiter verringert werden, um die nétige Signaldynamik fir
niedrigere Konzentrationen zu erhalten. Die Tatsache, dass selbst bei hohen MPA
Konzentrationen und dadurch resultierenden starken Inhibitionen noch hohe Signale
erhalten werden ist ein eindeutiges Indiz dafr.

Als essentieller Vorteil des homogenen Immunoassays kann gelten, dass kein
Regenerationsschritt der Sensoroberfache nach einer Messung mehr bendtigt wird. Fir jede
Messung konnen die Immunoassaybestandteile frisch aus den VorratsgefaRen entnommen
werden. Probleme wie Photobleaching durch den Laser oder die Abnutzung der
Sensoroberflache nach mehreren Messzyklen treten nicht mehr auf.

Kalibrierfunktion heterogener Immunoassay

Um den Projektpartnern zu helfen und um die gefundenen Ergebnisse besser vergleichen zu
konnen wurden zusatzlich heterogene Immunoassaymessungen auf dem Flusszellboden
durchgefiihrt.
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Die erhaltene Kalibrierfunktion des heterogenen Immunoassays wurde auf partiell
gespotteten Sensoroberflachen detektiert. Durch das Laserlicht alterte die Sensoroberflache
stetig, dies musste mit Referenzmessungen ausgeglichen werden. Nach drei Messungen
wurde immer eine Referenzmessung zur Uberpriifung der Oberflichensensitivitit
durchgefiihrt, um die Messsignale zuriickzurechnen. Diese Rickrechnung funktioniert zu
Beginn einer Messreihe sehr gut, nach einigen dreifach gemessenen Werten ist jedoch eine
Rickrechnung nicht mehr méglich da die Sensoroberflache zu stark altert.

Es wurde mit einer gespotteten Oberflache gearbeitet, da diese dazu fihrt dass nur tGber den
Photodioden detektiert wird und dadurch kein Signal an anderen Stellen verloren geht.
Dieses Vorgehen kann deutlich besser als eine flachige- oder Onlineimmobilisierung sein.
AuBerdem kann auch der Analyt bei Bedarf durch diese Vorgehensweise genau an der Stelle
angereichert werden, an der er auch spater zum Beispiel in einem Sandwich Assay detektiert
wird.

Zusammenfassung Immunoassays

Bei grolen Messreihen der homogenen und heterogenen Immunoassays ist eindeutig
erkennbar, dass der Messaufbau keine Drift oder technischen Probleme aufweist und
zuverlassig arbeitet. Sdmtliche in der Arbeit vorgestellten Messungen wurden mit dem LIF-
Messaufbau detektiert, falls nicht anders erwahnt. Bei beiden Immunoassayvarianten
konnten reproduzierbare Messungen und Kalibrierungen durchgefiihrt werden. Die
Konzentrationsbereiche beider Kalibrierungen konnen durch weitere Optimierungsschritte
noch weiter abgesenkt werden. Speziell der homogene Immunoassay kann aufgrund der
vielen neuen Parameter (Oberflichenchemie der Partikel, Assayvarianten, Inkubations- und
Detektionsmodi) noch weiter optimiert werden.

Interdisziplindres Arbeiten

Die besonderen Herausforderungen der Forschungsarbeit im Rahmen der Arbeit bestanden
darin, die verschiedenen Aspekte der biochemischen Immunoassayentwicklung mit den
physikalisch-chemischen Aspekten der LIF-Messaufbau Entwicklung in Einklang zu bringen.
Zusatzlich mussten die Materialwissenschaftlichen Untersuchungen der Fluidik und die
durch die Projektpartner entwickelten Komponenten bedacht und implementiert werden.
Dieses Interdisziplindre Arbeiten ermoglichte eine tiefgehende und weitreichende Forschung
zu dem Themenkomplex in dem relativ kurzen Projektzeitraum.

Die folgenden Projektpartner des NANODEM Projektes haben Komponenten beigesteuert.
Der Projektpartner am Institut fir Photovoltaik der Universitat Stuttgart hat die
Detektionsphotodioden, die Black Box und die Messschiene und Halter fir die Komponenten
eigens fur den Messaufbau entwickelt und hergestellt. AuRerdem war Marcel Berner an
einer Vielzahl von Entwicklungen beteiligt und wird an entsprechender Stelle in der Arbeit
genannt. Der mfcs® aus Jena hat Doppelklebebander zur Verfligung gestellt und per Laser
zugeschnitten. Inesc-MN aus Lissabon, Portugal hat die Siliziumwafer der Flusszellvariante 1
hergestellt.

Mit der Forschungsgruppe von Francesco Baldini vom CNR-IFAC in Florenz, Italien bestand
ein reger Austausch und eine gemeinsame Forschung bezliglich der Oberflachenchemie und
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Regeneration der Oberflaichen. Das Spotten partieller Flachen wurde untersucht und
erforscht um zum heterogenen Immunoassay der Projektpartner eine mogliche Alternative
aufzubieten. Kathrin Freudenberger aus der gleichen Arbeitsgruppe von Professor Gauglitz
hat sich in ihrer Dissertation mit der Assayentwicklung fir das Therapeutische Drug
Monitoring von Immunsuppressiva auseinandergesetzt.

Ausblick:
Weiterentwicklungsmoglichkeiten des Messaufbaus

Der erhaltene LIF-Messaufbau kann zur Verwendung in einem POCT-Gerat zu Messungen in
Patientendialysat weiterentwickelt werden. Es kann zu einem Gerdt, welches den
Sicherheitsrichtlinien von Intensivstationen entspricht und klein und kompakt am
Patientenbett Platz findet umgebaut werden. Dann kann es von Pflegepersonal bedient
werden und Einwegkomponenten und Reagenzien einfach tauschbar sein.

Im Fall des Therapeutischen Drug Monitorings (TDM) von Immunsuppressiva gibt es einige
besondere Anforderungen an ein POCT-Gerdt. Die zu detektierenden hydrophoben
Arzneistoffe sind in groRen Teilen an Blutbestandteile gebunden. Die freie, ungebundene
Fraktion kann allerdings von den Immunoassays detektiert werden, sie liegt jedoch teilweise
in sehr niedrigen Konzentrationen vor. Die LOD und LOQ der Zentrallabore muss erreicht
werden und optimierte und zuverlassige Immunoassays das zentrale Element des POCT-
Geradtes sein.

Notwendigkeit eines POCT-Gerates fiir TDM

Der LIF-Messaufbau soll in ein POCT-Gerat integriert werden, welches
Wirkstoffkonzentrationen im Blut von Patienten (TDM) misst. Bei organtransplantierten
Patienten muss das Immunsystem durch Immunsuppressiva unterdriickt werden. Nach einer
Transplantation, in den ersten 48 - 72 h nach der Operation und in manchen Fallen noch
langer kann die benétigte Dosierung nicht vorhergesagt werden. Sie muss durch
engmaschige Messungen im Patientenblut bestimmt und dann angepasst werden. So
konnen starke Nebenwirkungen bis hin zu OrganabstoRungen durch Fehldosierungen
vermieden werden. Momentan werden die Messungen mittels LC-MS/MS in Zentrallaboren
von Krankenhausern durchgefiihrt. In Zukunft kénnen POCT-Gerdate am Patientenbett zu
engmaschigeren Messungen und einer besseren Uberwachung der Wirkstoffspiegel fiihren
und dadurch den klinischen Outcome der Patienten signifikant verbessern.

Das Forschungsprojekt Nanodem, im Rahmen dessen die Dissertation durchgefiihrt wurde,
wurde im Framework 7 von der Europaischen Union unter der Nummer 318372 geférdert.
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7. Anhang

8.1. AbkUrzungsverzeichnis

Begriffe:

AUC Area under the curve, Fliche unter der

Kurve

CDRs Complimentary determining regions

EQE External Quantum Efficiency

LIF Laser induzierte Fluoreszenz

LOD Level of Detection

LoQ Level of Quantification

MW Mittelwert

POCT Point-of-Care Testing

R Brechungsindex

RIfS Reflektometrische Interferenzspektroskopie

RT Raumtemperatur

TIRF Totale Interne Reflektions

Fluoreszenzspektroskopie

TDM Therapeutic Drug Monitoring

Chemikalien:

AMD Aminodextran

DIC N,N‘-Diisopropylcarbodiimid

DCC N,N‘-Dicyclohexylcarbodiimid

DMF Dimethylformamid

Glycerin Propan-1,2,3-triol

GndCl Guanidiniumchlorid

MPA Mycophenolsdure

Mylar biaxial orientierte Polyesterfolie

New Coccine Cochenillerot A

NHS N-Hydoxysuccinimid

PC Phosphatidylcholin

PDMS Polydimethylsiloxan
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PE Polyethylen

PEEK Polyetheretherketon

PEG Polyethylenglykol

PET Polyethylenterephthalat
PMMA Polymethylmethacrylat

PTFE Polytetrafluorethylen (Teflon)
SDS Natriumlaurylsulfat

Biochemikalien und Sonstige:

AK Antikorper

C Cholesterol

CL Cardiolipin

CsA Cyclosporin A

FNPs Fluoreszierende Nanopartikel

FPs Fluoreszierende Partikel

fsAKs Fluoreszierende Sekundarantikorper
HS Humanserum

MNPs Magnetische Nanopartikel

MPA-AKs Anti-Mycophenolsaure Antikérper
MPs Magnetische Partikel

PC Phosphoatidylcholin

Tac Tacrolimus

Reagenzien:

PBS Phosphatgepufferte Pufferlosung
Reinstwasser Vollentsalztes Wasser aus einer

lonentauscheranlage mit einer reversen
Osmose Anlage aufbereitet
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