











3 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 3-4: AFM-Aufnahmen von Aminocellulose-modifizierten AFM-Glimmerscheiben ausgehend
von a) nicht modifiziertem AFM-Glimmer; b) EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6), c) EDA-
Cellulosetosylat (DP~200, 1b), d) TAEA-Cellulosetosylat (DP~200, 2b), e) EDA-Cellulosetosylat
(DP~50, 10b).

Die unterschiedlichen Aminocellulosederivatstrukturen konnten anhand der mittels AFM
vermessenen  Nanostrukturen der mit  Aminocellulosederivaten = modifizierten
Glimmersubstrate nicht unterschieden werden. Es war darum anhand der AFM-Aufnahmen
nicht moglich, ein bevorzugtes Aminocellulosederivat fiir eine einheitliche flaichendeckende
Substratmodifizierung auszuwahlen. Alle ausgewahlten und frisch synthetisierten
Aminocellulosederivate bildeten Aminocellulose-Monolagen-dhnlichen Strukturen auf der

Glimmer-Substratoberflache aus.

Bisherige AFM-Untersuchungen von Aminocellulose-modifizierten Substraten zeigten mit
zunehmender Standzeit der Aminocellulosederivate und nach erneuter Modifizierung der
Substrate eine Zunahme der Schichtdicke. Durch die Bildung der Self-Assembled-
Aminocellulosekomposite in Loésung lagerten sich diese bei der Modifizierung von Substraten
auf deren Oberflache an. Die AFM-Aufnahmen von mit EDA-Cellulosetosylat (DP~200, 1b)
modifizierten Glimmersubstraten in Abhangigkeit von der Lagerzeit der Aminocellulose und
anschlielender Modifizierung der Glimmersubstrate zeigen ebenfalls eine Zunahme der

Schichtdicke mit zunehmender Standzeit der Aminocellulosederivate (Abbildung 3-5 ).
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Abbildung 3-5: AFM-Bilder von mit EDA-Cellulosetosylat (DP~200, 1b) modifizierten
Glimmersubstraten, die mittels EDA-Cellulosetosylat-L6sung (DP~200, 1b) nach einer Standzeit der
Stammlésung von (1 %w/w) a) 1 Tag, b) 7 Tagen, c) 56 Tagen, d) 120 Tagen hergestellt wurden.

Es lieRen sich nach Lagerung der Aminocellulose-Stammldsung von sieben Tagen und
erneuter Modifizierung von Glimmerscheiben aullerdem nicht modifizierte Areale und mit

Aminocellulosekompositen modifizierte Areale erkennen.

Die AFM-Bilder in Abbildung 3-5 liefen schlussfolgern, dass keine reproduzierbaren
Aminocellulose-Monolagen-ahnlichen Komposit-Substrate mit nanoskaligen biorelevanten
Oberflacheneigenschaften, mit gelagerten Aminocellulosetosylate-L6sungen hergestellt
werden konnten. Dabei bildeten sich die Self-Assembled-Aminocellulosekompositen bereits

direkt nach der Synthese in Losung aus.

Die Lagerung des EDA-Cellulosecarbanilates (DP~200, 6) und frische Bereitung der
Modifizierungslosung durch Losen des EDA-Cellulosecarbanilates (DP~200, 6) und
anschlielender Modifizierung der Glimmersubstrate lieferte die in Abbildung 3-6 erhaltene
Profildarstellung. Eine Zunahme der Schichtdicke bedingt durch die Standzeit der EDA-
Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) als Feststoff, oder das Auftreten nicht modifizierter Areale
sind nicht zu erkennen. Fir die Erzeugung von reproduzierbaren nanoskaligen
Substratoberflachen war das als Feststoff gelagerte EDA-Cellulosecarbanilat ((DP~200, 6) gut
geeignet. Fir die Erzeugung biokompatibler Substrate zur Entwicklung eines diagnostischen
Immunoassays war die reproduzierbare flichendeckende Monolagen-ahnliche Modifizierung
mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) ein entscheidender Vorteil gegeniiber den in Losung

gelagerten Aminocellulosetosylaten.
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Abbildung 3-6: AFM-Bilder von mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) modifizierten
Glimmersubstraten, die mittels EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) nach einer Standzeit des
Feststoffes von a) 1 Tag, b) 56 Tagen, c) 120 Tagen hergestellt wurden.

3.3 Immobilisierung von Anti-h CRP 6404 Ak-Protein an
Aminocellulose-modifizierte PE-Substrate

Zur Bestimmung des diagnostisch relevanten Parameters CRP sollten Anti-h CRP 6404
Antikorper (Medix) auf Aminocellulose-modifizierte PE-Substrate gemdaR verschiedener
Immobilisierungsprozeduren immobilisiert werden. Die Anwendung verschiedener
Immobilisierungsprozeduren versprach eine Optimierung der Funktionalitdt der

immobilisierten Antikorper.

3.3.1 Bendotigte Voraussetzungen fiir ein reproduzierbare Ak-Immobilisierung

Eine reproduzierbare immobilisierte Ak-Funktion, differenziert nach verschiedenen
Immobilisierungsprozeduren, setzt eine einheitliche und flichendeckende Modifizierung mit

Aminocellulose auf den PE-Substraten voraus.

Bei der Modifizierung von Substraten mit Aminocellulosetosylaten konnte nicht
gewahrleistet werden, einen reproduzierbaren und flaichendeckenden Aminocellulosefilm zu
erhalten. Da sich direkt nach der Synthese die Self-Assembled-Aminocellulosekomposite in
Losung ausbildeten, bestand die Gefahr, dass eine Modifizierung von Substraten mittels der
Selbstkomposit-haltigen Aminocellulosederivat-Losungen zu Bereichen unterschiedlicher
Modifizierung fiihren wiirde. Diese Bereiche unterschiedlicher Modifizierung wiirden bei der

Ak-Immobilisierung Bereiche ungleichmaRiger Antikorperkonzentrationen auf den PE-
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Substraten verursachen, wodurch unterschiedlichen Mengen Antigen von PE-Substrat zu PE-

Substrat binden wiirden.

Die unkalkulierbaren Einflisse der porosen Strukturen der PE-Mikrofilter fiir den ABICAP-
Saulenassay hatten eine komplette Behandlung der Poren mit den Selbstkomposit-haltigen
Aminocellulosederivat-Losungen zusatzlich erschwert, wodurch sich das Problem der
Aminocellulose-unmodifizierten Areale verstarkt hatte. Bei der Durchfiihrung des ABICAP-
Saulenassays wirden sich, durch die inhomogene Antikoérperbeladung der PE-Mikrofilter,
Bereiche intensiver Farbstoffentwicklung und Bereiche mit weniger intensiver
Farbstoffentwicklung ausbilden, welche von PE-Mikrofilter zu PE-Mikrofilter unterschiedlich
waren. Die Reproduzierbarkeit der ABICAP-Signale ware daher durch Verwendung der PE-

Mikrofilter zusatzlich gestort.

Eine einheitliche und flaichendeckende Modifizierung konnte durch einen Spincoating-
Prozess auf Glimmerscheiben erreicht werden. Aus diesem Grund sollten verschiedene
Immobilisierungsmethoden auf planaren PE-Chips, welche durch einen Spincoating-Prozess

mit Aminocellulose modifiziert wurden, angewandt werden

Der Nachweis eines einheitlichen, flichendeckenden Aminocellulosefilms auf den PE-Chips
sollte durch AFM-Aufnahmen erfolgen. Jedoch wiesen die PE-Chips ein Profil mit einer
Rauigkeit > 50 nm auf, weshalb eine einheitliche Monolagen-ahnliche Modifizierungen mit
Rauigkeiten von ~5nm auf den PE-Chips nicht nachgewiesen werden konnte (vgl.

Abbildung 3-7).

Aufgrund der fehlenden Qualitatssicherung der Aminocellulosefilme auf den PE-Chips
eignete sich aufgrund der weit weniger ausgepragten Ausbildung von Selbstkompositen
bevorzugt das EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6). Mit den Aminocellulosetosylaten konnte
auf den PE-Substraten keine reproduzierbare einheitliche Modifizierung der PE-Substrate

garantiert werden.
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Abbildung 3-7: AFM-Aufnahmen a) von unbehandelten PE-Chips und b) von mit EDA-Cellulosetosylat
(DP~200, 1b) modifizierten PE-Chips.

Zur Modifizierung der PE-Chips wurde daher nur das EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6)
eingesetzt. Es wurde in DMF gel6st und als 0,05 % Losung flr die Modifizierung verwendet.
Die Modifizierungsprozedur der O,-Plasma-behandelten PE-Chips konnte durch Spincoating

unter vollstandiger Benetzung der Chipoberflache erfolgen.

Auf die mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) modifizierten PE-Chips wurden anschlieBend
Anti-h CRP 6404 Antikorper, gemalk verschiedener Immobilisierungsprozeduren
immobilisiert. Als Richtwert fiir die im Immobilisierungsansatz vorgelegte Ak-Menge pro PE-
Chip wurde die theoretische Maximalbeladung, 300 Nanogramm IgG-Ak pro
Quadratzentimeter Substratoberfliche [Raem, Rauch 2006], eingesetzt. Da die
Chipoberfliche durch die Rauigkeit der Oberfliche wesentlich groRer ist als 1,69 cm?,
kénnen voraussichtlich groRere Ak-Mengen pro PE-Chip immobilisiert werden. Demnach
sollte bei allen Immobilisierungsmethoden die vorgelegte Ak-Menge von 1,0 ug Ak pro PE-

Chip vollstandig immobilisiert werden.

3.3.2 CRP-Immunoaffinitat als Bewertungsparameter der Ak-
funktionalisierten PE-Substrate hergestellt gemaR verschiedener
Immobilisierungsmethoden

Um die Ak-funktionalisierten PE-Chips hinsichtlich der Entwicklung eines POCT bewerten zu

konnen, wurde die CRP-Immunoaffinitdit der Ak-funktionalisierten PE-Chips, hergestellt

gemal verschiedener Immobilisierungsmethoden, bestimmt. Die CRP-Immunoaffinitdt der

Ak-funktionalisierten Substrate beschreibt die Affinitat der Substrate zu dem spezifischen

Antigen CRP und hangt von der immobilisierten Ak-Menge sowie von der Funktionalitat der

immobilisieren Antikdrper ab.
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Die Bestimmung der immobilisierten Ak-Menge pro PE-Substrat erfolgte durch Bestimmung
der Ak-Konzentration vor und nach der Immobilisierung im Immobilisierungsansatz mit Hilfe

eines IgG-ELISAs.

Die CRP-Immunoaffinitat der Ak-funktionalisierten PE-Chips wurde durch die gebundene
CRP-Menge pro Ak-funktionalisiertem PE-Chip bewertet. Dabei wurde immer die gleiche
Menge CRP (10 ng CRP pro PE-Chip) in einem Inkubationsansatz vorgelegt und die CRP-
Konzentration im Inkubationsansatz vor und nach der Inkubation mit den Ak-
funktionalisierten PE-Chips mittels eines CRP-ELISAs bestimmt. Damit konnten die auf die
mit Aminocellulose modifizierten PE-Substrate angewendeten Immobilisierungsmethoden
hinsichtlich der erhaltenen CRP-Immunoaffinitditen beurteilt werden. Je groBer die

gebundene Menge CRP, desto CRP-immunoaffiner war das Substrat.

3.3.3 Immobilisierung von Anti-h CRP 6404 Ak-Protein an Aminocellulose-
modifizierte PE-Chips durch die PG-Methode

Die Aktivierung der Aminocellulose-modifizierten PE-Chips mit Protein G erfolgte liber die
Behandlung fiir 15 Minuten mit 5 %iger wassrige Glutardialdehydlosung. AnschlieBend
wurde Protein G auf die Glutardialdehyd-aktivierten PE-Chips fiir 1 Stunde bei pH9,5
gekoppelt und mit Ethanolamin die restlichen Bindungsstellen geblockt. Die Immobilisierung
der Anti-h CRP 6404 Antikorper auf die Protein G-aktivierten PE-Chips erfolgte durch Zugabe
des Anti-h CRP 6404 Antikorpers fiir 30 Minuten bei pH 7,3 zu den Protein G-aktivierten PE-
Chips. Dabei wurde die im Immobilisierungsansatz vorgelegte Ak-Menge von 1,0 ug pro PE-

Chip vollstandig immobilisiert.

3.3.4 Immobilisierung von Anti-h CRP 6404-Protein an Aminocellulose-
modifizierte PE-Chips durch die SAV-Methode

Anti-h CRP 6404 Antikérper wurden durch Reaktion mit einem 20-fachen molaren

Uberschuss von s-NHS-aktiviertem Biotin (s-NHS-Biotin) bei pH 7,3 fiir 30 Minuten mit Biotin

funktionalisiert. Die Aufreinigung der Biotin-funktionalisierten Anti-h CRP 6404 Antikorper

von nicht umgesetztem s-NHS-Biotin erfolgte durch GroéRenausschlusschromatographie

(SEC).

Die Aktivierung der Aminocellulose-modifizierten PE-Chips mit Streptavidin erfolgte tber die

Behandlung der mit Aminocellulose modifizierten PE-Chips fir 15 Minuten mit 5 %iger

wassriger Glutardialdehydlosung. Anschliefend wurde Streptavidin auf die Glutardialdehyd-
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aktivierten PE-Chips flir 1 Stunde bei pH 9,5 gekoppelt und mit Ethanolamin die restlichen

Bindungsstellen geblockt.

Die Immobilisierung der Biotin-funktionalisierten Anti-h CRP 6404 Antikorper auf die
Streptavidin-aktivierten PE-Chips erfolgte durch Zugabe der Biotin-funktionalisierten Anti-h
CRP 6404 Antikorper, fur 30 Minuten bei pH 7,3, zu den Streptavidin-aktivierten PE-Chips.
Dabei wurde die im Immobilisierungsansatz vorgelegte Ak-Menge von 1,0 ug pro PE-Chip

vollstandig immobilisiert.

3.3.5 Immobilisierung von Anti-h CRP 6404 Ak-Protein an Aminocellulose-
modifizierte PE-Chips durch homobifunktionelle Crosslinker

Fir den ersten Schritt, die Aktivierung der mit Aminocellulose modifizierten PE-Chips,
wurden alle u. g. Crosslinker im Uberschuss eingesetzt um eine Quervernetzung zwischen
den Aminogruppen der einzelnen AGE der Aminocellulosestruktur und damit eine
Deaktivierung von Bindungsstellen zu vermeiden. Eine Aktivierungszeit von 15 Minuten
reichte bei allen Crosslinkern der u. g. Methoden aus, um anschlieRend die vorgelegte Ak-
Menge von 1,0 pg auf die PE-Chips zu immobilisieren.

3.3.5.1 Immobilisierung von Anti-h CRP 6404 Ak-Protein an Aminocellulose-modifizierte
PE-Chips durch die GDA-Methode

Die Aktivierung der mit Aminocellulose modifizierten PE-Chips mit Glutardialdehyd bewahrte

sich mit wassriger 5 %iger GDA-LOsung.

Um zu gewahrleisten, dass unprotonierte Aminogruppen fir die Ak-Immobilisierung zur
Verfligung stehen, wurde die Immobilisierung des Antikdrpers oberhalb des isoelektrischen

Punktes (IP) (IPcrp-ak~5,4-6,1) bei pH 9,5 durchgefiihrt.

Eine Immobilisierungsdauer von 1 Stunde reichte aus, um die angebotene Menge von 1,0 ug
Antikorper pro PE-Chip an die PE-Chips zu binden. Mogliche freie Bindungsstellen wurden

anschlieRend mit Ethanolamin geblockt.

3.3.5.2 Immobilisierung von Anti-h CRP 6404 Ak-Protein an Aminocellulose-modifizierte
PE-Chips durch die CHI-Methode

Die Aktivierung der mit Aminocellulose modifizierten PE-Chips mit gesattigter Benzochinon-
Losung erwies sich in DMF gegeniliber der Aktivierung in Wasser als vorteilhaft. Die
anschlielende Ak-Immobilisierung erfolgte ebenfalls wie bei der GDA-Methode bei pH 9,5.

Nach 1 Stunde Inkubationszeit des Immobilisierungsansatzes wurden nur 0,6 ug Ak der im
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Immobilisierungsansatz vorgelegten Ak-Menge von 1,0 ug pro PE Chip immobilisiert. Nach
einer Erhéhung der Immobilisierungszeit auf 20 Stunden, wurde die komplette vorgelegte
Menge von 1,0 ug Ak pro PE-Chip immobilisiert. Mogliche freie Bindungsstellen wurden
anschlielend mit Ethanolamin geblockt.

3.3.5.3 Immobilisierung von Anti-h CRP 6404 Ak-Protein an Aminocellulose-modifizierte
PE-Chips durch die ASC-Methode

Die Aktivierung der mit Aminocellulose modifizierten PE-Chips mit gesattigter Ascorbinsadure-
Losung erwies sich in DMF gegeniliber der Aktivierung in Wasser als vorteilhaft. Die
anschlielende Ak-Immobilisierung erfolgte ebenfalls wie bei der GDA-Methode bei pH 9,5.
Eine Immobilisierungszeit von 20 Stunden war notwendig, um die im Immobilisierungsansatz
vorgelegte Ak-Menge von 1,0ug Ak pro PE-Chip zu immobilisieren. Mdgliche freie
Bindungsstellen wurden anschlieBend mit Ethanolamin geblockt.

3.3.5.4 Immobilisierung von Anti-h CRP 6404 Ak-Protein an Aminocellulose-modifizierte
PE-Chips durch die BDE-Methode

Die Aktivierung der mit Aminocellulose modifizierten PE-Chips erfolgte mit wassriger
10 %iger 4,4'-Dihydroxybiphenyldiglycidylether-Losung fur 15 Minuten. Die anschliefende
Ak-Immobilisierung erfolgte ebenfalls wie bei der GDA-Methode bei pH 9,5, wobei eine
Immobilisierungszeit von 20 Stunden notwendig war, um 1,0 pug Ak pro PE-Chip zu
immobilisieren. Mogliche freie Bindungsstellen wurden anschlieBend mit Ethanolamin

geblockt.

3.3.6 Immobilisierung von Anti-h CRP 6404 Ak-Protein an Aminocellulose-
modifizierte PE-Chips durch die DIA-Methode

Das Reagenz Sulfosuccinimidyl 6-(4,4'-azipentanamido)hexanoate (Sulfo-NHS-LC-Diazirin),

ein heterobifunktioneller Crosslinker, wurde durch eine s-NHS-Gruppe an die mit

Aminocellulose modifizierte PE-Chip Oberflache gebunden. Dazu wurde das Reagenz zur

Aktivierung als 0,1 M Lésung in PB-Puffer (pH 8,0) eingesetzt. Ein groRer Uberschuss an

Aktivierungsreagenz war nicht notwendig, da die Gefahr der Quervernetzung nicht bestand.

Die Diaziringruppe stand anschlieBend zur Ak-Immobilisierung zur Verfligung. Unter
Einstrahlung von Licht mit einem Emissionsmaximum bei A=350 nm, erzeugt mit einer HBO-
Lampe und entsprechendem Interferenzfilter, wurde Stickstoff aus der Diaziringruppe
abgespalten, wodurch ein Radikal entstand, welches den Antikorper kovalent bindet. Die

Immobilisierung der Antikorper erfolgte in bidest. Wasser fir 15 Minuten unter andauernder
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Bestrahlung mit Licht. Die DIA-Methode wurde nach der Vorschrift von Gomes und Gozzo
[2010] durchgefiihrt. Die im Immobilisierungsansatz vorgelegte Ak-Menge von 1,0 ug Ak pro

PE-Chip wurde vollstandig gebunden.

3.3.7 Immobilisierung von Anti-h CRP 6404 Ak-Protein an Aminocellulose-
modifizierte PE-Chips durch die EDC-Methode

Die Carboxylierung der mit Aminocellulose modifizierten PE-Chips erfolgte mit

Bernsteinsdaureanhydrid in trockenen DMF mit Pyridin als Base fiir 16 Stunden. Die erzeugten

Carboxylgruppen auf den Aminocellulose-modifizierten PE-Chips wurden bei pH 5,5 mit 1-

Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)  carbodiimid (EDC) aktiviert und mit Sulfo-N-

Hydroxysuccinimid (s-NHS) in einen Aktivester Gberfiihrt.

Die aktivierten s-NHS-Ester sind gegeniliber Basen sehr instabil (Halbwertszeit von 10
Minuten bei pH 8,6, [Lomant, Fairbanks 1976]), weshalb sich die Ak-Immobilisierung an die
Aktivester bei pH 7,3 empfahl. Nach einer Immobilisierungsdauer von 2 Stunden wurde die
im Immobilisierungsansatz vorgelegte Menge von 1,0 ug Antikorper pro PE-Chip gebunden.
Die restlichen aktiven s-NHS-Ester wurden mit Ethanolamin als Blockierungsreagenz

umgesetzt.

3.3.8 Immobilisierung von Anti-h CRP 6404 Ak-Protein an Aminocellulose-
modifizierte PE-Chips durch die EDC-Ak-Methode

Die Carboxylgruppen der Ak-Proteine wurden nach bekannter EDC-Methode aktiviert. Durch

die Zugabe von s-NHS bildete sich ein im wassrigen Milieu stabiler s-NHS-Ester, welcher

reaktiv gegenliber NH,-Gruppen ist.

Um protonierte Aminogruppen auf den mit Aminocellulose modifizierten PE-Chips zu
vermeiden, wurde ein pH-Milieu von pH 8,0 im Immobilisierungsansatz gewahlt. Dabei
wurde bericksichtigt, dass ein hoherer pH-Wert die Hydrolyse und damit die Deaktivierung

der s-NHS-Ester zur Folge hatte.

Die Ansatze haben gezeigt, dass bei der Ak-Immobilisierung durch EDC-Aktivierung der
Carboxylgruppen des Antikdrpers nach einer Stunde Inkubationszeit die im
Immobilisierungsansatz vorgelegte Menge von 1,0 ug Antikorper pro PE-Chip immobilisiert

wurde.
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3.3.9 Immobilisierung von Anti-h CRP 6404 Ak-Protein an Aminocellulose-
modifizierte PE-Chips durch die ALD-Methode

Die IgG-Aktivierung des Anti-h CRP 6404 Ak-Proteins mittels Natriumperiodat fand im sauren
Milieu statt (MES-Puffer, pH 5,5). Die unmittelbare Immobilisierung des Ak-Proteins erfolgte
bei pH 9,0 (pH 9,0) zwecks Deprotonierung der NH,-Endgruppen der mit Aminocellulose
modifizierten PE-Chips. Dazu wurde der pH-Wert der Ak-Lésung durch Zugabe von 0,1 M
Natronlauge auf pH 9,0 eingestellt. Nach der Immobilisierung wurde Uberschissiges
Natriumperiodat durch  Zusatz von  Ethylenglycol umgesetzt. Nach einer
Immobilisierungsdauer von 4 Stunden wurde die im Immobilisierungsansatz vorgelegte

Menge von 1,0 pg Antikérper pro PE-Chip immobilisiert.

3.3.10 Elektrostatisch-getriebene Anti-h CRP 6404 Ak Immobilisierung an
carboxylgruppenhaltige Aminocellulose-modifizierte PE-Chips (CAB-
Methode)

Die im Kapitel 3.3.7 beschriebene Carboxylierung der mit Aminocellulose modifizierten PE-

Chips erfolgte wie beschrieben. Die Immobilisierung von Anti-h-CRP 6404 Antikoérpern

konnte jedoch auch ohne die Aktivierung der Carboxylgruppen durch EDC und s-NHS auf den

carboxylierten, Aminocellulose-modifizierten PE-Chips erfolgen. Dabei fand eine
elektrostatisch getriebene Ak-Immobilisierung statt, die wesentlich schneller verlief als die

Reaktion der Aminogruppen mit dem s-NHS-Aktivester.

Entscheidend fir die elektrostatisch getriebene Ak-Immobilisierung war der pH-Wert bei der
Ak-Immobilisierung. Die pH-Optimierung der elektrostatisch getriebenen Ak-Immobilisierung
erfolgte durch eine pH-Reihe im Immobilisierungsansatz. Im pH-Bereich von pH 3-pH 11,5
konnten die im Immobilisierungsansatz vorgelegte Menge Anti-h-CRP 6404 Antikorper
(1,0 pg) auf den carboxylierten PE-Chips immobilisiert werden. Allerdings unterschieden sich
die CRP-Immunoaffinitaten der Ak-funktionalisierten PE-Chips in Abhdngigkeit vom pH-Wert

im Immobilisierungsansatz (Abbildung 3-8).

Der optimale pH-Wert im Immobilisierungsansatz lag im Bereich des isoelektrischen Punktes
des Antikorpers (IPantih cre 6404~5,4-6,1, [Medix]). Bei niedrigeren sowie bei héheren pH-
Werten im Immobilisierungsansatz, sank die CRP-Immunoaffinitat der Ak-funktionalisierten
PE-Chips. Die elektrostatisch getriebene Makromolekilausrichtung der Antikdorper wurde

dabei von der Ladungsverteilung innerhalb des Proteins (unterschiedliche Ladung des F,,-
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und Fc-Teils am IP des Antikdrpers) sowie von der Ladungsverteilung der Oberflache

gesteuert.
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Abbildung 3-8: pH-Wert Optimierung des Immobilisierungsansatzes der CAB-Methode durch
Bestimmung der gebundenen CRP-Menge der CRP-immunoaffinen PE-Chips bei einer vorgelegten
Menge von 10 ng CRP pro PE-Chip im Inkubationsansatz in Abhédngigkeit vom pH-Wert des
Immobilisierungsansatzes.

Am IP des Ak-Proteins kam es zu elektrostatischen AbstoRungskraften zwischen dem negativ
geladenen F,,-Teil des Ak und der negativ geladenen Oberflache (Carboxylgruppen als
Ladungstrager), wodurch der F,,-Teil und damit die Antigenbindungsstellen frei im Raum
orientiert waren. Bei hoheren IP war der gesamte Antikdrper negativ geladen, was zu keiner
bevorzugten Orientierung auf der Oberfliche fiihrte. Dadurch nahm die CRP-
Immunoaffinitdit der Ak-funktionalisierten PE-Chips bei hoheren pH-Werten im
Immobilisierungsansatz ab. Bei niedrigeren pH-Werten im Immobilisierungsansatz
orientierte sich der positiv geladene N-Terminus und damit der Fip-Teil des Antikdrpers
Richtung Oberflache wodurch die CRP-Immunoaffinitdt der Ak-funktionalisierten PE-Chips

sank.

Bei der elektrostatischen Ak-Immobilisierung wurde allerdings nur die Orientierung durch
den pH-Wert beeinflusst. Die Immobilisierung der Antikorper Proteine an die carboxylierten

Aminocellulose-modifizierten PE-Chips fand im gesamten pH-Bereich (pH 3-pH 11,5) statt.

Zur Testung der Stabilitdt der Ak-Funktion der gemaB CAB-Methode immobilisierten
Antikorper wurden Proben Ak-funktionalisierter PE-Chips einem Stresstest durch

Behandlung mit verschiedenen Reagenzien unterzogen. Es sollte untersucht werden, ob sich
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die Antikorper, immobilisiert nach der elektrostatisch getriebenen Ak-Immobilisierung,
durch Behandlung mit verschiedenen pH-Werten (pH 3,0 und pH 11,5), groRen lonenstarken
(6 M LiCl-Losung) oder durch Zugabe eines anderen Proteins (caseinhaltige Losung) wieder
ablosen lasst oder sich die makromolekulare Ausrichtung der Antikorper relativ zur

Oberflache andert.

Dazu wurden die gemall CAB-Methode Ak-funktionalisierten PE-Chips mit verschiedenen
Reagenzlosungen fiir die Dauer von einer Stunde geschiittelt, danach mit bi-destilliertem
Wasser gewaschen und anschlieRend die gebundene CRP-Menge bei Vorlage von 10 ng CRP

im Inkubationsansatz bestimmt.

Die Tabelle 3-7 zeigt, dass CRP-Immunoaffinitaten der Ak-funktionalisierten PE-Chips vor und
nach dem Stresstest unverandert waren. Dies bedeutet, dass die Ak-Funktion stabil gegen
die eingesetzten Reagenzlosungen (pH 3, pH 11,5, 6 M LiCl-Lésung, caseinhaltige Losung)
vorlag. Dabei bildete sich bei der CAB-Methode eine Art IgG-Oberflachen Komposit auf den

Carboxylierten Aminocellulose-modifizierten PE-Chips aus.

Zum Blocken der carboxylierten Aminocellulose-modifizierten PE-Chips bewahrte sich Bovine
serum albumin (BSA) und Casein.
Tabelle 3-7: Vergleich der CRP-Immunodffinitéit von Ak-funktionalisierten PE-Chips hergestellt gemdfs

CAB-Methode und Behandlung der CRP-immunoaffinen PE-Chips mit verschiedenen
Reagenzlésungen.

i} o . d e uCDB-
Reagenzlosung  Ak-Chip pH 3 pPH 11,5 Licl Puffer’
CRP-Menge
10 9,6 9,8 10 9,5
(gebunden)® ' ' :

“Die Bestimmung der gebundenen CRP-Menge pro PE-Chip erfolgte mittels CRP-ELISA bei einer
vorgelegten Menge von 10 ng CRP pro PE-Chip im Inkubationsansatz, bCRP—immunoaffiner PE-
Chip hergestellt gemdf3 CAB-Methode vor der Behandlung mit den Reagenzien, “Citronensdure-
Puffer (0,1 M; pH 3,0), dCBB—Puffer (0,1 M; pH 9,5), éLiCl-Lésung (6 M); fcaseinha/tiger Puffer
(pH 7,3)

3.3.11 Elektrostatisch-getriebene Anti-h CRP 6404 Ak Immobilisierung an
sulfonsauregruppenhaltige Aminocellulose-modifizierte PE-Substrate
(SUF-Methode)

Die beschriebene elektrostatisch getriebene Ak-Immobilisierung auf carboxylierten

Aminocellulose-modifizierten ~ PE-Chips durch  die Ausbildung von spontanen

Wechselwirkungen zwischen Antikérper und den carboxylierten, Aminocellulose-
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modifizierten PE-Chips sollte durch eine weitere elektrostatisch getriebene Immobilisierung
verifiziert werden. Als negative Ladungstrdager wurden dazu Sulfonsduregruppen anstatt der
Carboxylgruppen auf den mit Aminocellulose modifizierten PE-Chips eingeflhrt. Zur
Einfihrung der negativen Ladungstrager wurde das Reagenz 4,4'-Biphenyldisulfonylchlorid
als gesattigte Losung in Diethlyether zu den Aminocellulose-modifizierten PE-Chips gegeben
und fiir 1Stunde geschittelt. AnschlieBend wurde das auf die Oberflaiche eingefiihrte
Sulfonsadurechlorid fir 24 Stunden mit Wasser unter Erhalt von Sulfonsduregruppen

hydrolysiert (vgl. Abbildung 3-9).

(@) O Umfunktionalisierung O O
('j ('5 (Diethylether) (')I ('j
NH,-funktionalisierte
Oberflache
Hydrolyse (.). (u?
HO o) o)

Abbildung 3-9: Einfiihrung von Sulfonséduregruppen auf Aminocellulose-modifizierten PE-Chips durch
Umsetzung der Aminocellulose-modifizierten PE-Chips mit 4,4-Biphenyldisulfonylchlorid und
anschliefSender Hydrolyse.

Die Ak-Immobilisierung erfolgte durch Zugabe der sulfonierten, Aminocellulose-
modifizierten PE-Chips in einen Ak-Immobilisierungsansatz bei pH 6. Die vorgelegte Menge
von 1 pg Antikorper pro PE-Chip wurde erfolgreich auf die sulfonierten, Aminocellulose-

modifizierten PE-Chips immobilisiert.

Die CRP-Immunoaffinitdten der Ak-funktionalisierten PE-Chips gemaBl SUF-Methode nach
der Behandlung der PE-Chips mit den elektrostatischen Reagenzlésungen belegen, dass sich
auch zwischen den sulfonierten, Aminocellulose-modifizierten PE-Chips und dem Anti-h CRP
6404 Ak-Protein ein Komposit ausbildete, welches gegen die Reagenzlésungen stabil war

(vgl. Tabelle 3-8).
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Tabelle 3-8: Vergleich der CRP-Immunodffinitit von Ak-funktionalisierten PE-Chips hergestellt gemdfs
SUF-Methode und Behandlung der CRP-immunoaffinen PE-Chips mit verschiedenen
Reagenzlésungen.

] b . d e uCDB-
Reagenzlosung  Ak-Chip pH 3 pPH 11,5 Licl Puffer’
CRP-Menge 9,3 8.8 9,1 9,0 8,9

(gebunden)

“Die Bestimmung der gebundenen CRP-Menge pro PE-Chip erfolgte mittels CRP-ELISA bei einer
vorgelegten Menge von 10 ng CRP pro PE-Chip im Inkubationsansatz, bCRP—immunoaffiner PE-
Chip hergestellt gemdf3 CAB-Methode vor der Behandlung mit den Reagenzien, “Citronensdure-
Puffer (0,1 M; pH 3,0), dCBB—Puffer (0,1 M; pH 9,5), éLiCl-Lésung (6 M); fcaseinha/tiger Puffer
(pH 7,3)

3.3.12 CRP-Immunoaffinitaten Ak-funktionalisierter PE-Chips hergestellt
gemal der ausgewahlten Immobilisierungsmethoden an SAM-dhnliche
Aminocellulose-modifizierten PE-Chips

Die beschriebenen Immobilisierungsmethoden wurden auf den mit EDA-Cellulosecarbanilat

(DP~200, 6) modifizierten PE-Chips angewendet. Dabei wurde bei allen

Immobilisierungsmethoden die im Immobilisierungsansatz vorgelegte Menge von 1,0 ug

Anti-h CRP 6404 Antikérper pro PE-Chip vollstandig gebunden.

Die Ermittlung der CRP-Immunoaffinitdten erfolgte durch Bestimmung der gebundenen CRP-
Menge an die Ak-funktionalisierten PE-Chips - hergestellt gemaR der verschiedenen
Immobilisierungsmethoden - in einer Fliinffachbestimmung bei einer vorgelegten Menge von

10 ng CRP pro PE-Chip im Inkubationsansatz.

Die gebundenen CRP-Mengen pro Ak-funktionalisiertem PE-Chip - hergestellt gemalRR der
verschiedenen Immobilisierungsmethoden — sind in Abbildung 3-10 dargestellt. Dabei hat
sich herausgestellt, dass die Reaktionsbedingungen und die Kopplungsgeometrien, die durch
die unterschiedlichen Immobilisierungsprozeduren entstanden, erwartungsgemall einen
wesentlichen Einfluss auf die CRP-Immunoaffinitat der Ak-funktionalisierten PE-Chips hatten.
Gut geeignet zur Herstellung von Ak-funktionalisierten PE-Chips mit einer groBen CRP-
Immunoaffinitdit waren unter anderem die CAB- und SUF-Methode, was die positive
Ausrichtung der Antikorper der elektrostatisch getriebenen Ak-Immobilisierung belegt. Auch
bei Anwendung der EDC-Methode wurden grolRe CRP-Immunoaffinitaten der PE-Chips
erhalten. Dabei schienen die Reagenzien EDC und s-NHS keinen Einfluss auf die CRP-
Immunoaffinitdt der PE-Chips zu haben. Die elektrostatisch getriebene Ak-Immobilisierung

erfolgte viel schneller als die kovalente Kopplung durch die s-NHS-Aktivester an die
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Aminogruppen der Antikorper. Nach der elektrostatischen Ak-Immobilisierung kdnnen sich
zusatzliche kovalente Bindungen ausbilden, die die Orientierung der Antikdrper auf der
Oberflache fixieren. Jedoch brachten diese keinen Effekt fiir die CRP-Immunoaffinitat der Ak-

funktionalisierten PE-Chips.
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Abbildung 3-10: CRP-Immunodffinitidten Ak-funktionalisierter PE-Chips hergestellt gemd3
verschiedener Immobilisierungsmethoden auf mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) modifizierten
PE-Chips. Im Inkubationsansatz wurden 10 ng CRP pro PE-Chip vorgelegt.

Die PE-Chips hergestellt gemaR EDC-Ak- und ALD-Methode, besallen nur sehr geringe CRP-
Immunoaffinitditen. Dabei wirkte sich die modgliche Konkurrenzreaktion der Ak-
Immobilisierung an die NH,-Gruppen der Oberflache, die Quervernetzung der Proteine
untereinander, nachteilig auf den Erhalt der Ak-Funktionalitdit aus. Maoglicherweise
entstanden auch Antikérper-Multilayer-Schichten wodurch Antikorper auf der Oberflache

deaktiviert wurden.

Ebenfalls sehr geringe CRP-Immunoaffinitdten der Ak-funktionalisierten PE-Chips erhielt man
bei Anwendung der PG- und SAV-Methode. Moglicherweise beeinflusste die hohe
Biotinfunktionalisierung die Ak-Funktionalitat, weshalb weniger CRP-immunoaffine PE-Chips

erhalten wurden.

Die Anwendung der Immobilisierungsmethoden gemaR der homobifunktionellen Crosslinker
lieR erkennen, dass die CRP-Immunoaffinitat der Ak-funktionalisierten PE-Chips von der
Kopplungsgeometrie des Immobilisierungsreagenzes abhing. So wiesen die CRP-

immuoaffinen PE-Chips hergestellt gemadR CHI- und BDE-Methode mit aromatischen
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Spacerstrukturen sehr geringe CRP-Immunoaffinitdten auf. Die Ak-funktionalisierten PE-
Chips hergestellt gemall ASC-Methode mit einer sehr kurzen alkalischen Spacerstruktur
dagegen zeigten groBe CRP-Immunoaffinitdten. Allerdings war ein allgemeiner Trend der
Spacergeometrie des Kopplungsreagenzes wie Spacerldnge oder Struktur des
Immobilisierungsreagenzes auf die CRP-Immunoaffinitaten der Ak-funktionalisierten PE-
Chips nicht feststellbar. So erhielt man bei der Anwendung der GDA-Methode, mit ebenfalls

einer kurzen alkalischen Spacergeometrie, geringe CRP-Immunoaffinitaten.

Bei Anwendung der DIA-Methode mit einem heterobifunktionellem Crosslinker mit einer

langen alkalischen Spacerstruktur wurden wiederum groRe CRP-Immunoaffinitaten erhalten.

Allgemein lasst sich sagen, dass die CRP-Immunoaffinitat der Ak-funktionalisierten PE-Chips
maRgeblich von der Ak-Funktionalitdit der immobilisierten Antikorper abhangt. Einige
Antikorper verlieren durch die Ak-Immobilisierung ihre spezifische Funktion ein Antigen zu
binden. Dieser Verlust wird beispielsweise durch chemische Modifizierung der
Antigenbindungsstellen wahrend der Ak-Immobilisierung verursacht. Auflerdem kann es zu
sterischen Hinderungen bei der Anbindung des Antigens an den Antikérper durch
benachbarte  Antikérper oder die  Oberfliche kommen. Zuletzt kdnnen
Konformationsdanderungen des Antikorpers in Abhangigkeit von der Nanostruktur der
Oberflache auftreten. Die Nanostruktur der Oberfldche wiederum wird unter anderem von

der Aminocellulosederivatstruktur und der Struktur des Kopplungsreagenzes bestimmt.

Beispielsweise ist die Spacerstruktur des Kopplungsreagenzes fir den Abstand zwischen
Polymerkette und Antikdrper verantwortlich. AuBerdem wird durch die Spacerstruktur des
Kopplungsreagenzes die Nanostruktur der Oberfliche beeinflusst. Hydrophobe
Eigenschaften nehmen mit aromatischen Spacerstrukturen oder langeren Alkylenketten zu.
Im Zusammenspiel mit der Struktur des Aminocellulosederivates wird damit die

Hydrophilie/Hydrophobie Balance der Nanostruktur gesteuert.

Die CRP-Immunoaffinitdit der Ak-funktionalisierten PE-Chips war daher aus dem
Zusammenspiel der Nanostruktur des Aminocellulosekomposits und der Struktur des
Kopplungsreagenzes, sowie den Reaktionsbedingungen abhangig. Die unterschiedlichen
CRP-Immunoaffinitaten beweisen die unterschiedlichen Einflisse der

Immobilisierungsmethoden.
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Durch die Differenzierung der CRP-immunaffinitaten der Ak-funktionalisierten PE-Chips
gemdll der unterschiedlichen Immobilisierungsprozeduren liefen sich geeignete
Immobilisierungsmethoden fiir die Entwicklung eines CRP POCT auf PE-Basis selektieren. Fiir
die Entwicklung von POCT auf mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) modifizierten PE-
Substraten eigneten sich, hinsichtlich dem Erhalt der maximalen Ak-Funktionalitat,

besonders die DIA-, SUF-, ASC-, CAB und EDC-Methode.

Herauszuheben ist, dass sich durch die CAB- und SUF-Methode, Ak-funktionalisierte PE-Chips
mit grofRen CRP-Immunoaffinitdten herstellen lieBen. Damit lieR sich verifizieren, dass die
positive Ausrichtung der Anti-h CRP 6404 Ak wahrend der Immobilisierung am IP des
Antikorpers, die CAB- und SUF-Methode  zu neuen und effizienten
Immobilisierungsmethoden fir Anti-h CRP 6404 Antikoper an mit EDA-Cellulosecarbanilat

modifizierten PE-Chips macht.

Die Reproduzierbarkeit der CRP-Immunoaffinitaiten der Ak-funktionalisierten PE-Chips,
hergestellt gemaB der Immobilisierungsmethoden auf den mit EDA-Cellulosecarbanilat
(DP~200, 6) modifizierten PE-Chips ist ebenfalls belegt. Die Fehlerwerte der
Finffachbestimmung der CRP-Menge (gebunden) an die Ak-funktionalisierten PE-Chips
betrugen maximal 13 % (DIA-Methode). Dieser Fehler resultiert grofSteils aus der
Bestimmungsmethode (CRP-ELISA). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass mit EDA-
Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) modifizierte PE-Chips eine aussichtsreiche Grundlage fiir die

Entwicklung von POCT auf PE-Basis darstellten.

3.4 Herstellung von CRP-immunoaffinen PE-Mikrofiltern fiir CRP-
Assays

Durch Modifizierung der planaren PE-Chips mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) und die
anschlieBende  Ak-Immobilisierung  wurden  Ak-funktionalisierte ~ PE-Chips  mit
reproduzierbaren CRP-Immunoaffinitaten erhalten. Dabei trat eine Differenzierung der CRP-
Immunoaffinitdten bei Anwendung verschiedener Immobilisierungsmethoden auf. Nach den
Ergebnissen auf den mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) modifizierten PE-Chips
versprachen die Immobilisierungsmethoden DIA-, SUF-, ASC-, CAB- und EDC- eine

Optimierung der immobilisierten Ak-Funktion.
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Um CRP-immunoaffine PE-Mikrofilter fiir die Entwicklung eines CRP-ABICAP-S3ulenassays
herzustellen, wurden ausgewahlte Immobilisierungsmethoden auf EDA-Cellulosecarbanilat

(DP~200, 6) modifizierte PE-Mikrofilter angewandt.

Eine reproduzierbare und flaichendeckende Modifizierung der PE-Mikrofilter mit
Aminocellulose war, wie in Kapitel 3.2 gezeigt, nur ausgehend von der Modifizierung mit
EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) zu erwarten. Diese bildete die Grundlage fir die
Herstellung Ak-funktionalisierter PE-Mikrofilter. Die Modifizierung der PE-Mikrofilter mit
Aminocellulose erfolgte durch 15 minitiges Riihren in 0,05 %iger EDA-Cellulosecarbanilat-
Losung in DMF unter Vakuumbedingungen um sicherzustellen, dass keine Lufteinschliisse in

den Poren die Modifizierung verhinderten.

Die Immobilisierungsmethoden DIA-, SUF-, ASC-, CAB und EDC wurden zur Immobilisierung
von Anti-h CRP 6404 Antikorper auf die mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6)
modifizierten PE-Mikrofilter, wie in den Kapitel 3 beschrieben, angewandt. Dabei wurden
zwei Probenreihen CRP-immunoaffiner PE-Mikrofilter mit zwei unterschiedlichen Ak-
Beladungen hergestellt. Zum einen wurden bei Probenreihe (b) mit 7,5 ug Ak pro PE-
Mikrofilter die theoretische maximal Ak-Beladung im Immobilisierungsansatz vorgelegt. Zum
anderen wurde mit Probenreihe (a) eine deutlich geringere Ak-Menge mit 2,0 ug Ak pro PE-
Mikrofilter angeboten. Die Ak-Beladung der PE-Mikrofilter wurde durch Variation der Ak-
Konzentration im Immobilisierungsansatz eingestellt. Die tatsachliche Ak-Beladung der PE-
Mikrofilter wurde durch die Bestimmung der Ak-Konzentration vor und nach der Ak-

Immobilisierung im Immobilisierungsansatz durch einen IgG-ELISA ermittelt.

3.4.1 Ak-Funktionalitdt als Bewertungsparameter der Ak-funktionalisierten
PE-Mikrofilter

Neben der CRP-Immunoaffinitdt der Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter wurde die Ak-
Funktionalitat der immobilisierten Antikorper ermittelt. Diese wurde in Abhangigkeit von der
Immobilisierungsmethode und der Ak-Beladung bestimmt. Dazu wurde die Antigen-reaktive
Ak-Menge und die immobilisierte Ak-Menge auf den PE-Mikrofiltern bestimmt. Der Quotient
aus Antigen-reaktiver Ak-Menge und der gesamten Menge immobilisierter Antikorper, ergibt
die Ak-Funktionalitdt der immobilisierten Antikorper. Die CRP-Immunoaffinitdt wurde von

beiden Faktoren (Ak-Funktion und Ak-Menge pro PE-Mikrofilter) beeinflusst.
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Die Bestimmung der Antigen-reaktiven Ak-Menge auf den PE-Mikrofiltern erfolgte durch das
Erstellen einer Antigenbindungskurve der Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter. Dazu wurden
die CRP-Konzentrationen im Inkubationsansatz variiert und die jeweilige gebunden CRP-
Menge bestimmt. Die gebundene CRP-Menge konnte durch Bestimmung der CRP-
Konzentration mit einem CRP-ELISA vor und nach der Inkubation im Inkubationsansatz

ermittelt werden.

Bei einer Sattigung der CRP-Bindungsstellen auf den PE-Mikrofiltern konnte man durch die
gebundene Menge CRP pro PE-Mikrofilter die Menge funktionaler Antikdrper pro PE-
Mikrofilter berechnen. Trug man die gebundene Menge CRP logarithmisch gegen die
angebotenen Menge CRP im Inkubationsansatz auf und wertete die erhaltene
Bindungskurve mit der 4PL aus, entsprach die obere Asymptote (A2) der CRP-
Sattigungsmenge. Die obere Asymptote (A2) entsprach damit der Antigenmenge, bei der an
alle Antigen-reaktiven Ak-Bindungsstellen ein Antigen gebunden war. Der Quotient aus
Antigen-reaktiven Antikorpern und der Antikérpermenge pro PE-Mikrofilter gab die Ak-

Funktionalitat an (vgl. Formel 3-1).

A2 [ng]
. _ McRp A2 [mol]
Formel 3-1: fAk— Ak-Menge [ng] ~ Ak-Menge [mol]
Mak

fax=Ak-Funktionalitdt, A2=obere Asymptote (maximal gebunden Menge CRP), Mcp=115 kDa,
M =144 kDa, Ak-Menge=immobilisierte Menge Ak-Protein

3.4.2 Ak-Funktionalitdten der immobilisierten Antikérper

Die  Ak-Funktionalitit der gemall unterschiedlicher Immobilisierungsmethoden
immobilisierter Antikérper wurde zur Bewertung der Immobilisierungsmethoden
herangezogen. Dabei wurde die Ak-Funktionalitdt der Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter
zusatzlich zu den verschiedenen Immobilisierungsmethoden auch nach den zwei
verschiedenen Probenreihen (a) und (b) differenziert. Fir die Ak-funktionalisierten PE-
Mikrofilter wurden die Antigenbindungskurven durch Ermitteln der gebundenen CRP-Menge
bei Variation der vorgelegten CRP-Menge im Inkubationsansatz ermittelt (vgl.

Abbildung 3-11 bis Abbildung 3-15).
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Abbildung 3-11: Darstellung der CRP-Bindungskurven bei Auftragung von ,,CRP (geb.) in ng“ vs. ,,CRP
(vorgelegt) in ng“ ausgehend von EDA-Cellulosecarbanilat-modifizierten PE-Mikrofiltern und
Anwendung der ASC-Methode a) Probenreihe (a) und b) Probenreihe (b).
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Abbildung 3-12: Darstellung der CRP-Bindungskurven bei Auftragung von ,,CRP (geb.) in ng“ vs. ,,CRP
(vorgelegt) in ng”“ ausgehend von EDA-Cellulosecarbanilat-modifizierten PE-Mikrofiltern und
Anwendung der DIA-Methode a) Probenreihe (a) und b) Probenreihe (b).
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Abbildung 3-13: Darstellung der CRP-Bindungskurven bei Auftragung von ,,CRP (geb.) in ng“ vs. ,,CRP
(vorgelegt) in ng“ ausgehend von EDA-Cellulosecarbanilat-modifizierten PE-Mikrofiltern und
Anwendung der EDC-Methode a) Probenreihe (a) und b) Probenreihe (b).
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Abbildung 3-14: Darstellung der CRP-Bindungskurven bei Auftragung von ,,CRP (geb.) in ng“ vs. ,,CRP
(vorgelegt) in ng“ ausgehend von EDA-Cellulosecarbanilat-modifizierten PE-Mikrofiltern und
Anwendung der CAB-Methode a) Probenreihe (a) und b) Probenreihe (b).

500+ 800 -
a b
= (@) _ 700»( )
£ 400 &
"5 = 600 -
2 $ 500
S 300 g
) 2 400+
-~ oo
@ 200+ < 300
5 &
o 200
= 1004 =
& < 100
0 A2=352 ng © 0 A2=761 ng
10 100 1.000 10.000 10 100 1.000 10.000
CRP-Menge (vorgelegt) [ng] CRP-Menge (vorgelegt) [ng]

Abbildung 3-15: Darstellung der CRP-Bindungskurven bei Auftragung von ,,CRP (geb.) in ng“ vs. ,,CRP
(vorgelegt) in ng” ausgehend von EDA-Cellulosecarbanilat-modifizierten PE-Mikrofiltern und
Anwendung der SUF-Methode a) Probenreihe (a) und b) Probenreihe (b).

Mit Hilfe der oberen Asymptote (A2) der 4PL ausgewerteten Antigenbindungskurven wurden
die in Tabelle 3-9 aufgelisteten Ak-Funktionalitdten (fa) erhalten. AuBerdem ldsst sich aus
der Tabelle 3-9 die Ak-Beladung der PE-Mikrofilter und die CRP-Immunoaffinitat in Form der

CRP-Sattigungsmenge (A2) entnehmen.

Die Ergebnisse aus Tabelle 3-9 zeigen, dass bei Vorlage einer Ak-Menge von 2,0 ug pro PE-
Mikrofilter im Immobilisierungsansatz (Probenreihe (a)), die 2,0 ug Ak vollstandig bei allen
ausgewahlten Immobilisierungsmethoden an die mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6)
modifizierten PE-Mikrofilter gebunden wurden. Bei der Probenreihe (b) mit 7,5 ug Ak pro PE-
Mikrofilter vorgelegt im Immobilisierungsansatz hing die Ak-Beladung der PE-Mikrofilter von
der Immobilisierungsmethode ab. So wurden bei der Immobilisierung gemall der ASC-
Methode mit 7,5 ug Ak pro PE-Mikrofilter die groRten Ak-Beladungen erreicht. Die geringste
Ak-Beladung mit 3,0 ug Ak pro PE-Mikrofilter dagegen mit der DIA-Methode. Bei den
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Immobilisierungsmethoden, welche die Antikérper durch Ladung elektrostatisch ausrichten
(EDC-, CAB-, SUF-Methode), wurden zwischen 5,2-5,9 ug Ak pro PE-Mikrofilter immobilisiert.
Die Beladungen, die bei der Probenreihe (b) erzielt wurden, entsprachen demnach der
maximalen Beladung der PE-Mikrofilter, gemaR der verschiedenen
Immobilisierungsmethoden. Bei der ASC-Methode wurde durch eine Probenreihe (c) mit
einer vorgelegten Ak-Menge von 10,0 pg Ak pro PE-Mikrofilter bestatigt, das 7,5 ug Ak pro

PE-Mikrofilter der maximalen Ak-Beladung entsprachen.

Tabelle 3-9: Ergebnisparameter CRP-immunoaffiner PE-Mikrofilter der Probenreihen (a) und (b)
ausgehend von EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6)-modifizierten PE-Mikrofiltern

Immobilisierungs- . a Ak-Menge b ¢
P h A2 f
Methode robenreihe (gebunden) [nel Ak
a 2,0£0.1 pg 401 26,2 %
ASC
b 7,5%0,3 pg 625 10,9 %
a 1,8+0.1 g 352 25,5%
DIA
b 3,0+0.2 pg 485 21,1%
a 2,0+0.1 pg 433 28,2 %
EDC
b 5,9+0,3 pg 636 14,1 %
a 2,0£0.1 pg 421 27,5%
CAB
b 5,9+0,3 pg 654 14,5 %
a 1,8+0,2 g 433 31,4%
SUF
b 5,2+0,3 pg 761 19,1 %

“Vorgelegte Ak-Menge im Immobilisierungsansatz pro PE-Mikrofilter: Probenreihe a): 2,0 ug Ak;
Probenreihe b): 7,5 ug Ak.

®Obere Asymptote (A2) der 4PL ausgewerteten Bindungskurven der entsprechenden Ak-
funktionalisierten PE-Mikrofilter.

‘Ak-Funktionalitéit berechnet nach Formel 3-1.

Eine Ursache fiir die unterschiedlichen maximalen Ak-Beladungen der Ak-funktionalisierten
PE-Mikrofilter, bei Anwendung der unterschiedlichen Immobilisierungsmethoden, sind die
unterschiedlichen Nanostrukturen (beeinflusst von der Immobilisierungsmethode) der

Oberflache. Die Nanostruktur der Oberfliche beeinflusste die rdumliche Ausrichtung der
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Antikorper gegeniber der Substratoberflache. Die Grundflache eines Ak-Molekiils wiederum
hiangt von der Ausrichtung des Antikorpers gegeniber der Oberfliche ab. AuRerdem
konnen, in Abhangigkeit von der Nanostruktur der Oberfliche, die Antikdrper
unterschiedlich dicht gepackt auf der Oberflaiche immobilisiert werden, wodurch

unterschiedliche Mengen Ak pro Substratflaiche immobilisiert werden kénnen.

Durch die gleiche Ausrichtung der Antikorper bei den Immobilisierungsmethoden EDC-, CAB-
und SUF, wurden daher &hnliche maximale Beladungen bei den genannten

Immobilisierungsmethoden erhalten.

Der Grund fir die geringe maximale Beladung der Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter
hergestellt gemaR der DIA-Methode ist im Detail der DIA-Immobilisierungsmethode zu
finden. Fiir die chemische Reaktion, welche zur kovalenten Immobilisierung der Antikérper
an die PE-Mikrofilter flhrte, war Licht der Wellenldnge 350 nm mit hoher Intensitat
erforderlich. Durch die porose Struktur der PE-Mikrofilter drang das eingestrahlte Licht
jedoch nicht mit genligend Intensitat bis in das Innere des PE-Mikrofilters vor. Die Antikorper
wurden daher nur in den Bereichen des PE-Mikrofilters immobilisiert, an denen die
Intensitat des Lichtes fiir die Immobilisierungsreaktion noch ausreichend war. Die maximale
Ak-Beladung der PE-Mikrofilter hergestellt gemall DIA-Methode war daher geringer als bei
den Immobilisierungsmethoden, bei denen die Ak auch im Inneren und damit auf der

gesamten Oberflache des PE-Mikrofilters immobilisiert wurden.

3.4.2.1 Einfluss der Ak-Beladung auf die Ak-Funktionalitat

Die Ergebnisse aus Tabelle 3-9 zeigen, dass die maximal gebundene CRP-Menge pro
Mikrofilter (A2) und damit die CRP-Immunoaffinitat der Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter,
wie zu erwarten, bei Mikrofiltern der Probenreihe (b) durchgangig groRer war, als bei PE-
Mikrofiltern der Probenreihe (a). Durch eine groRere Menge immobilisierte Antikdrper pro

PE-Mikrofilter konnten mehr Molekiile CRP pro PE-Mikrofilter binden.

Allerdings stieg die maximale gebundene CRP-Menge nicht proportional zur immobilisierten
Ak-Menge pro PE-Mikrofilter an. Grund dafiir war die geringer Ak-Funktionalitdt der
immobilisierten Antikorper der PE-Mikrofilter der Probenreihe (b) im Vergleich zu den
Mikrofiltern der Probenreihe (a). Die Abnahme der Ak-Funktionalitdt bei groBerer Ak-
Beladung der PE-Mikrofilter wurde am Beispiel der ASC-Methode genauer untersucht. Dazu

wurden die PE-Mikrofilter mit verschiedenen Ak-Beladungen gemdll der ASC-Methode
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hergestellt und die Menge Antigen-reaktiver Antikorper in Abhangigkeit von der Ak-

Beladung bestimmt (vgl. Tabelle 3-10).

Tabelle 3-10: Ergebnisparameter CRP-immunoaffiner PE-Mikrofilter gemdfs ASC-Methode mit
verschiedenen Ak-Beladungen, ausgehend von EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6)-modifizierten PE-
Mikrofiltern.

Ak-Menge (gebunden) A2 [ng]® far”
0,1ug 22 28,7 %
0,5 ug 88 23,0%
1,0 ug 203 26,5 %
2,0 ug 405 26,4 %
4,0 ug 526 17,2 %
6,0 ug 549 11,9%
7,5 ug 649 11,3%

“Obere Asymptote (A2) der Bindungskurven der entsprechenden Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter.
®Ak-Funktionalitét berechnet nach Formel 3-1.

Die Ak-Funktionalitdit war bei geringen Ak-Beladungen zwischen 0,1-2,0 ug Ak pro PE-
Mikrofilter anndhernd konstant. Ab einer Ak-Beladung von 4,0 ug Ak pro PE-Mikrofilter
nahm die Ak-Funktionalitdt mit zunehmender Ak-Beladung stark ab. So waren bei geringen
Ak-Beladungen bis zu 28,7 %, bei einer maximalen Ak-Beladung des PE-Mikrofilters jedoch

nur 11,3 %. Antikorper funktional.

Diese Beobachtung kann durch die sterische Behinderung oder physischer Blockierung von
Antigenbindungsstellen durch benachbarten Antikorper oder die Blockierung mehrerer
Antigenbindungsstellen benachbarter Antikérpermolekiile bei Anlagerung eines Antigens
begriindet werden [Sada et al. 1986]. Bei Zunahme der Ak-Beladung nahm die Blockierung

der Antigenbindungsstellen zu.

Da die Ak-Funktionalitat von der Ak-Beladung beeinflusst wurde, stieg die CRP-
Immunoaffinitdt Ak-funktionalisierter PE-Substrate nicht proportional mit steigender Ak-
Beladung. Es war zu vermuten, dass die Ak-Funktionalitdit vom Zusammenspiel der Ak-

Beladung mit der Immobilisierungsmethode abhing. Ordnet man beispielsweise die
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verschiedenen Immobilisierungsmethoden nach der Reihenfolge der Ak-Funktionalitdten der
Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter in Abhangigkeit von der Probenreihe, so ergab sich fir

die Probenreihe (a) folgende Reihenfolge:

DIA (fa=21,1 %) > SUF (19,1 %) > CAB (14,5 %) >EDC (14,1 %) > ASC (10,9 %)
Flr die Probenreihe (b) ergab sich aber eine andere Reihenfolge:

SUF (31,4 %) > EDC (28,2 %) >CAB (27,5 %) > ASC (26,2 %) > DIA (25,5 %)

Zwar waren die Ak-Beladungen bei den verschiedenen Immobilisierungsmethoden der
Probenreihe (b) unterschiedlich, dennoch ist zu erkennen, dass der Einfluss der Ak-Beladung
auf die Ak-Funktionalitdt bei verschiedenen Immobilisierungsmethoden unterschiedliche

Auswirkungen hatte.

Grundsatzlich zeigten die Ergebnisse, dass sich durch die Modifizierung der PE-Mikrofilter
mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) und den ausgewahlten Immobilisierungsmethoden
reproduzierbare = CRP-immunoaffine  PE-Mikrofilter herstellen lieBen. Die CRP-
Immunoaffinitat stieg dabei grundsatzlich mit zunehmender Ak-Beladung der PE-Mikrofilter.
Jedoch sank im Gegenzug, in Abhangigkeit von der Immobilisierungsmethode, die Ak-
Funktionalitat der immobilisierten Antikérper. Um PE-Mikrofilter flr ein ABICAP-Saulenassay
herzustellen, sollte darum eine optimale Beladung bei einer speziell ausgewahlten
Immobilisierungsmethode ausgewahlt werden. Dabei sollte zwischen geniligend Sensitivitat

und den teuren bendétigten Ak-Mengen abgewogen werden.

Fiir einen ABICAP-Saulenassay spielen neben der CRP-Immunoaffinitat der PE-Mikrofilter
noch weiter Faktoren, wie homogene Farbung der Mikrofilter, unspezifische
Signalentwicklung oder Stabilitdt des Assaysignals bei der Lagerung des ABICAP-Sdulenassays
eine wichtige Rolle. Fir die Entwicklung eines POCT auf Basis der Ak-funktionalisierten PE-
Mikrofilter wurden darum alle Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter, hergestellt gemald der
ausgewahlten Immobilisierungsmethoden und der zwei verschiedenen Probenreihen (a) und

(b), verwendet.
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3.5 Entwicklung eines CRP-ABICAP-Sdulenassays auf Basis CRP-
immunoaffiner PE-Mikrofilter

Zur Entwicklung eines CRP-ABICAP-Sdulenassays wurden, ausgehend von EDA-
Cellulosecarbanilat-modifizierten PE-Mikrofiltern und der Anwendung ausgewahlter
Immobilisierungsmethoden (ASC-, DIA-, EDC-, CAB und SUF-Methode), Ak-funktionalisierte
PE-Mikrofilter mit zwei verschiedenen Ak-Beladungen hergestellt: (a) 2,0 ug Ak pro PE-
Mikrofilter und (b) einer maximalen Ak-Beladung der PE-Mikrofilter entsprechend der
Immobilisierungsmethode. Der Einsatz der Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter in den
ABICAP-Saulenassays fiihrte zu verschiedenen ABICAP-Systemen (DIA-, ASC-, EDC-, CAB- und
EDC-ABICAP-System) mit den jeweils zwei verschiedenen Ak-Beladungen (a) und (b) der PE-
Mikrofilter.

Diese ABICAP-Systeme wurden unter Anwendung des Detektionssystems des ABICAP-
Saulenassays zur Entwicklung eines CRP-spezifischen optischen Signals (OD-Wert) getestet.
Dazu wurden die ABICAP-Systeme hinsichtlich der bendtigten
Detektionsreagenzkonzentrationen, zur Maximierung des OD-Wertes des ABICAP-
Saulenassays, optimiert. Um ein geeignetes ABICAP-System fir die CRP-
Konzentrationsbestimmung zu selektieren, wurden Kalibrationskurven und

Lagerstabilitatsdaten ermittelt.

3.5.1 Durchfiihrung des ABICAP-Sdulenassays

Die CRP-Konzentrationsbestimmung basierte auf dem Detektionsprinzip eines
Sandwichassays. Fiir diesen Assaytyp wurden zwei spezifische Anti-h CRP Antikorperklone
angewendet. Der Anti-h CRP 6404 Antikdper wurde wie beschrieben als Fangerantikorper
auf die Feste Phase immobilisiert. Der Anti-h CRP 6405 Antikdrper wurde mit s-NHS-Biotin
funktionalisiert, durch  GroRenausschluss Chromatographie gereinigt und als

Detektionsantikorper eingesetzt.

Die Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter wurden in eine ABICAP-Sdule zwischen zwei
Trennfritten (BSA geblockte PE-Mikrofilter) gepackt. 500 ul Probenpuffer verschiedener CRP-
Konzentrationen wurden Uber die Sadule gegeben, wobei das CRP an den Ak-
funktionalisierten PE-Mikrofiltern gefangen wurde. Zur Detektion wurden 500 ul eines
Biotin-funktionalisierten Detektionsantikdrpers in Lésung auf die ABICAP-Saule aufgetragen.

Der Detektionsantikérper wechselwirkte mit dem auf dem PE-Mikrofilter gebundenen CRP.
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Zur Enzymmarkierung wurde in einem weiteren Schritt 500 pl einer Streptavidin-polyHRP40
(SA-polyHRP)-Losung Uber die ABICAP-Saule gegeben. Das Streptavidin-HRP-Konjugat band
dabei an die Biotin-funktionalisierten Detektionsantikérper. AbschlieBend wurde durch
Zugabe von 500 pl einer gebrauchsfertigen prazipitierenden TMB-Losung (ep(HS)TMB) ein
optisches Signal (OD) in Abhangigkeit von der CRP-Konzentration entwickelt. Zwischen allen
beschriebenen Arbeitsschritten wurde die ABICAP-Sdule mit jeweils 750 ul Waschpuffer
gewaschen. Das optische Signal wurde mit einem eigens dafiir entwickelten Photoreader
(Senova) ausgelesen, welcher die Absorbanz bei A=620 nm misst. Die Gesamtdauer des

ABICAP-Saulenassays betrug dabei rund 30 Minuten.

3.5.2 Optisches Detektionssystem fiir ein CRP-ABICAP-Saulenassay mit
maximaler optischer Signalstarke

Die Optimierung — zur Maximierung des OD-Wertes - der ABICAP-Systeme erfolgte bei allen

ABICAP-Systemen mit Ak-funktionalisierten PE-Mikrofiltern, hergestellt gemaB der

verschiedenen Ak-Beladungen (a) 2,0 ug Ak/PE-Mikrofilter und (b) maximalen Ak-Beladung

der PE-Mikrofilter. Dabei unterschieden sich die Ergebnisse der Optimierung zwischen den

beiden Ak-Beladungen nicht voneinander, weshalb nur die Ergebnisse der PE-Mikrofilter mit

einer maximalen AK-Beladung (b) aufgefiihrt sind.

Um die optimale Pufferzusammensetzung fiir die Zugabe der CRP- und
Detektionsreagenzlosungen (Biotinylierter Detektionsantikdrper und SA-polyHRP) fiir die
ABICAP-Systeme zu finden, wurden verschiedene Puffersysteme bei verschiedenen pH-
Werten getestet. Ein physiologischer pH-Wert von 7,3 auf PBS Basis erwies sich bei allen
Arbeitsschritten am geeignetsten. Als Blockierungsreagenz in den
Detektionsreagenzlosungen eignete sich Casein, um unspezifische Signalbildung zu
vermeiden. Aufgrund dessen wurden alle Arbeitsschritte in uCDB-Puffer (PBS-Puffer, 25%

Casein Buffer 4x Concentrate (CBC)) durchgefiihrt.

Eine erhohte Konzentration der Detektionsreagenzien der ABICAP-Sdulenassays verspricht
ein groReres spezifisches optisches Signal. Allerdings steigt mit erhohter Konzentration der
Detektionsreagenzien auch das unspezifische Signal, weshalb die Konzentrationen der
Detektionsreagenzien hinsichtlich eines maximalen Signal-Rausch-Verhaltnisses optimiert

werden mussten.
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Zur Optimierung der SA-polyHRP Konzentration wurden 500 pl einer SA-polyHRP-L6sung
verschiedener Konzentrationen Uber die ABICAP-Saule der verschiedenen ABICAP-Systeme
gegeben, gefolgt von einem Waschschritt und 500 pl der ep(HS)TMB-L6sung. AbschlieRend
wurde das optische Signal gemessen. Die Konzentration, bei der das optische Signal nicht
groRer als die dreifache Standardabweichung eines Blindsignals (mit Puffer gewaschene
ABICAP-Saule) war (OD-Wert<0,1), konnte als hochste Konzentration fiir das ABICAP-System

eingesetzt werden, ohne falsche positive optische Signale zu erzeugen (Abbildung 3-16).
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Abbildung 3-16: OD-Werte vs. SA-polyHRP Konzentration der ABICAP-Systeme (ASC- ,DIA- ,
EDC-, CAB und SUF-System) mit einer maximalen Ak-Beladung der PE-Mikrofilter.

Die Titration der SA-polyHRP-Konzentration zeigte, dass ab einer Konzentration von 0,4 ug
SA-polyHRP/ml ein optisches Signal>0,1 bei allen ABICAP-Systemen vermessen wurde. Daher
wurde die SA-polyHRP in einer Konzentration von 0,2 ug/ml fiir alle weiteren Versuche

eingesetzt.

AnschlieBend konnte die Detektionsantikérperkonzentration fir die ABICAP-Systeme
optimiert werden. Dazu wurden 500 pl der Detektionsantikdrperldsung verschiedener
Konzentrationen Uber die ABICAP-Sdulen der verschiedenen ABICAP-Systeme gegeben,
gefolgt von einem Waschschritt und 500 pl einer 0,2 pg SA-polyHRP/ml Loésung. Nach
Waschen und Zugabe von 500 pl ep(HS)TMB Lésung wurde das optische Signal vermessen.
Auch bei der Titration der Detektionsantikdrperkonzentration wurde die hochste
Konzentration ausgewahlt, bei der das erhaltene optische Signal nicht grofer als die

dreifache Standardabweichung des OD-Blindwertes war (vgl. Abbildung 3-17).
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Abbildung 3-17: OD-Werte vs. Detektionsantikérper Konzentration flir die verschiedenen
ABICAP-Systeme (ASC-, DIA-, EDC-, CAB und SUF-System) mit einer maximalen Ak-Beladung
der PE-Mikrofilter.

Die Optimierung der Detektionsantikorperkonzentration ergab, dass die hdchste
Konzentration bei der keine unspezifischen Signale auftraten, fir alle ABICAP-Systeme bei
0,6 pg biotinylierter Detektionsantikorper pro Milliliter lag. Die optimierten Konzentrationen
der Detektionsreagenzien fiir die unterschiedlichen ABICAP-Systeme unterschieden sich

demnach nicht und wurden fir die Ermittlung der Kalibrationskurven eingesetzt.

3.5.3 CRP-Kalibrationskurven der optimierten ABICAP-Systeme

Fir die Ermittlung der CRP-Kalibrationskurven wurden verschiedene CRP-Konzentrationen
bei der Durchflihrung der ABICAP-Saulenassays eingesetzt und das erhaltene optische Signal
in Abhangigkeit von der CRP-Konzentration vermessen. Die Kalibrationskurven wurden fir
die ABICAP-Systeme mit der Ak-Beladung von 2,0 pug Ak pro PE-Mikrofilter und der
maximalen Beladung bestimmt. Die Bestimmung der einzelnen Messpunkte der
Kalibrationskurven erfolgte in einer Dreifachbestimmung. Bei Auftragung der OD-Werte
gegen die logarithmierte CRP-Konzentration wurden die in Abbildung 3-18 dargestellten
CRP-Kalibrationskurven mit Hilfe der 4PL gefittet. Fiir die verschiedenen ABICAP-Systeme
und unterschiedlichen Ak-Beladungen der eingesetzten Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter
ergaben sich verschiedene CRP-Kalibrationskurven. Die ABICAP-Systeme mit einer
maximalen  AK-Beladung der PE-Mikrofilter  wiesen, unabhangig von der
Immobilisierungsmethode, eine sensitivere CRP-Kalibrationskurve auf, als die ABICAP-

Systeme mit einer Ak-Beladung von 2,0 pg Ak pro PE-Mikrofilter. Die Ursache war die
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erhohte CRP-Immunoaffinitat der Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter durch die groRere Ak-

Beladung.
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Abbildung 3-18: Halblogarithmische Darstellungen ,,OD-Wert vs. CRP-Konzentration (ccrp) als
CRP-Kalibrationskurven von EDA-Cellulosecarbanilat-basierten CRP-immunoaffinen PE-
Mikrofiltern nach ausgewdhlten Ak-Immobilisierungsmethoden a) ASC-Methode, b) DIA-
Methode, c) EDC-Methode, d) CAB-Methode und e) SUF-Methode bei einer Ak-Beladung von
2 ug Anti-h CRP 6404 Ak/Sdulenassay (schwarze Kurve) bzw. einer maximal Beladung des
Sdulenassays (rote Kurve).

Zur Bewertung der Kalibrationskurven wurde die Nachweisgrenze (NWG) der Sadulenassays

bestimmt. Die NWG ist definiert als die CRP-Konzentration, bei der das optische Signal
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grofer ist als das optische Signal einer Blindprobe plus die dreifache Standardabweichung
der Blindprobenmessungen. Der Vergleich der CRP-Kalibrationskurven der verschiedenen
ABICAP-Systeme zeigte, dass die NWG des DIA-ABICAP-Systems bei 1,0 ng CRP/ml lag. Bei
allen anderen angewendeten ABICAP-Systemen konnten 0,1 ng CRP/ml nachgewiesen

werden.

Ursache fiir die geringe NWG des DIA-Systems war die ungleichmaRige Farbstoffentwicklung
in dem PE-Mikrofilter wahrend des Saulenassays. Der Grund daflir war die erwahnte,
ungleichmalRige Ak-Immobilisierung, welche nur in den &duReren Bereichen des PE-
Mikrofilters stattfand (vgl. Kapitel 3.4.2). Ein aufgeschnittener, Ak-funktionalisierter PE-
Mikrofilter gemaR DIA-Methode nach der Durchfiihrung des ABICAP-Sdulenassays zeigte,
dass das Innere des Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilters nicht gefarbt war (vgl.
Abbildung 3-19), weshalb eine geringere NWG des DIA-ABICAP-Systems im Vergleich zu den
ASC-, EDC-, CAB- und SUF-ABICAP-Systemen erhalten wurde.

TR

(a) (b)

Abbildung 3-19: Schnittfliiche zweier EDA-Cellulosecarbanilat-basierter CRP-immunoaffiner
PE-Mikrofilter, hergestellt a) gemdf3 DIA-Methode, 3 ug Ak-Proteinmenge/PE-Mikrofilter und
b) ASC-Methode, 7,5 ug Ak-Proteinmenge/PE-Mikrofilter, nach ABICAP-Séulenassay anhand
einer CRP-Konz.: 1 ng/ml und Anwendung des spez. Detektionssystems gemdfs Kapitel 3.5.2.

Die ASC- und SUF-ABICAP-Systeme zeichneten sich besonders aus, da auch bei einer Ak-
Beladung von 2,0 ug Ak pro PE-Mikrofilter 0,1 ng CRP/ml nachgewiesen werden konnten. Bei
dem CAB-und EDC-ABICAP-Systemen war dagegen eine maximale AK-Beladung der PE-
Mikrofilter notwendig um eine NWG von 0,1 ng CRP/ml zu erreichen. Dies hat fur das ASC-
und SUF-ABICAP-System den Vorteil, dass weniger teures Ak-Protein fiir eine CRP-
Konzentrationsbestimmung bei gleicher NWG erforderlich war. Der dynamische Bereich der

CRP-Eichkurven lag unabhangig vom ABICAP-System zwischen 1,5-2 log-Stufen.

3.5.4 Langzeitstabilitat der CRP-ABICAP-Systeme

Bei ABICAP-Sdulenassays ist es unerldsslich, dass die fertigen ABICAP-Saulenassays (iber
einen Zeitraum von mehreren Montagen stabile Ergebnisse liefern. Dabei wurden in dieser

Arbeit nur die selbst hergestellten, Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter untersucht. Die
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kommerziell erhaltlichen Materialien (SA-polyHRP, TMB-L6sung, Detektionsantikorper)
wurden nach Herstellerangaben gelagert und im Rahmen der vom jeweiligen Hersteller

angegebenen Verwendbarkeitsfrist benutzt.

Um die hergestellten ABICAP-Systeme auf Langzeitstabilitdt zu prifen, wurden diese bei
ABICAP-Assay Ublichen Lagerungsbedingungen (mit Trockenmittel eingeschweiRt in
luftdichter Verbundfolie) gelagert. In verschiedenen Zeitabstdnden wurde je ein
vorbereitetes ABICAP-Systeme mit einer Nullprobe sowie mit einer Positivprobe mit einer
Konzentration von 1 ng CRP/ml untersucht. Die Signale der Nullprobe nach verschiedenen
Abstdanden unterschieden sich bei keinem der ausgewahlten ABICAP-Systeme. Die Signale

der Positivproben in Abhangigkeit von der Lagerzeit sind in Abbildung 3-20 dargestellt.
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Abbildung 3-20: Balkendarstellung der Lagerstabilitét neuer EDA-Cellulosecarbanilat-
basierter CRP-immunoaffiner PE-Mikrofilter durch ,OD-Wert vs. Lagerzeit (Tage)” in
Abhdngigkeit von der Anti-h CRP 6404 Ak-Immobilisierungsmethode.

Deutlich zu erkennen ist, dass unabhdngig vom ABICAP-System die OD-Werte bei
Anwendung der CRP-immunoaffinen PE-Mikrofilter im ABICAP-Sdulenassay der Positivprobe

(1,0 ng CRP/ml) innerhalb der ersten sieben Tage der Aufbewahrung abnahmen.

Nach einer Lagerzeit von mehr als sieben Tagen war keine Abhangigkeit der OD-Werte von
der Lagerzeit mehr feststellbar, wenn die CRP-immunoaffinen PE-Mikrofilter mittels ASC-,
DIA-, EDC- oder SUF-Methode hergestellt wurden. Dagegen konnte bei CRP-immunoaffinen

PE-Mikrofiltern, welche mittels der CAB-Methode hergestellt wurden, auch nach einer
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Lagerzeit von 340 Tagen keine Stabilitat der OD-Werte des ABICAP-Sdulenassays festgestellt

werden.

Da die OD-Werte der ABICAP-Sdulenassay erst nach sieben Tagen mit zunehmender
Lagerzeit konstant blieben, wurden die CRP-Kalibrationskurven des ASC-, DIA-, EDC-, CAB-
und SUF-ABICAP-Systems nach sieben Tagen Lagerzeit ermittelt. Anschlieffend waren die
CRP-Kalibrationskurven der ASC,- DIA-, EDC- und SUF-ABICAP-Systeme flir einen Zeitraum
von mindestens 333 Tagen gililtig. Fir das CAB-ABICAP-System waren aufgrund der
abfallenden OD-Werte des ABICAP-Saulenassays mit zunehmender Lagerzeit, die CRP-

Kalibrationskurven nach wenigen Tagen nicht mehr giiltig.

Durch die kovalent oder elektrostatische Immobilisierung der Antikorper auf der Oberflache
war ein Ausbluten oder eine Anderung der Orientierung der Antikdrper nicht méglich. Die
anfanglich beobachteten Anderungen (innerhalb von sieben Tagen) der OD-Werte kénnen
daher als Ursache haben, dass sich in den mit EDA-Cellulosecarbanilat modifizierten PE-
Mikrofiltern Anteile von Ak-Protein befanden, die nicht durch die Methode immobilisiert
vorlagen und somit nach Lagerung und anschlieRender Durchfiihrung des Assays
ausgewaschen wurden. AuRRerdem ist vorstellbar, dass die Abnahme der OD-Werte der
ABICAP-Systeme innerhalb der ersten sieben Tage der Aufbewahrung durch
Konformationsanderungen der Anti-h CRP 6404 Antikorper durch Oberflacheneffekte
hervorgerufen wurden. Nach der Ak-Immobilisierung kann sich die Tertidrstruktur der
Antikorper durch Einflisse der Oberflachenstruktur andern, wodurch die Ak-Funktionalitat
gesenkt wird. Dabei zeigt sich, dass die ausgewahlten Immobilisierungsmethoden (ASC-, DIA-
EDC-, CAB und SUF-Methode) auf den mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) modifizierten
PE-Mikrofiltern unterschiedliche Oberflacheneinfliisse auslibten. Die gemals CAB-Methode
Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter  erlaubten es  offensichtlich, dass noch
Konformationsanderungen des Ak-Proteins auch nach einer Aufbewahrung Uber sieben Tage
hinaus auftraten. Nachteilig wirkte sich dabei womoglich die nicht vollstandige Umsetzung
der Aminogruppen mit dem reaktionstragen Bernsteinsdaureanhydrid aus. Dadurch blieben
primdare Aminogruppen auf der Oberflache erhalten, welche als positive Ladungstrager

womoglich Konformationsanderungen hervorrufen konnten.

Bei Anwendung der SUF-Methode, welche die Antikorper ebenfalls wie die CAB-Methode
Uber elektrostatische Wechselwirkungen auf der Oberflache immobilisierten, traten starkere
elektrostatische WW auf, weshalb es offensichtlich kaum noch zu Konformationsanderungen
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der Anti-h CRP 6404 Antikorper kam. Vorteilhaft konnte dabei auch die vollstandigere
Umsetzung der primadren Aminogruppen der mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6)
modifizierten PE-Mikrofilter mit dem 4,4’-Biphenyldisulfonsdurechlorid sein, wodurch

weniger primadre Aminogruppen als Ladungstrager auf der Oberflache verblieben.

Bei der kovalenten EDC-Immobilisierungsmethode wurden die Antikérper zusatzlich kovalent
auf der Oberflache immobilisiert. Dadurch wurden die Antikorper womoglich starker auf der
Oberflache fixiert, wodurch es zu weniger Konformationsanderungen im Vergleich zur CAB-

Methode kam.

3.5.5 Auswahl eines geeigneten ABICAP-Systems fiir die POCT-Anwendung
zur CRP-Konzentrationsbhestimmung

Fiir die Bewertung der verschiedenen ABICAP-Systeme hinsichtlich der Entwicklung eines

ABICAP-Saulenassays fiir die CRP-Konzentrationsbestimmung spielen vor allem die

Lagerstabilitat sowie die bendtigten Antikérpermengen pro Konzentrationsbestimmung eine

entscheidende Rolle. AuBerdem ist die CRP-Nachweisgrenze ein zusatzliches, wichtiges

Entscheidungskriterium.

Dabei war das CAB-ABICAP-System aufgrund der fehlenden Stabilitdit der OD-Werte des
ABICAP-Saulenassays bei der Lagerung der Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter nicht
geeignet. Aufgenommene CRP-Kalibrationskurven waren nach wenigen Tagen nicht mehr

gultig, wodurch folgende CRP-Konzentrationsbestimmungen fehlerhaft waren.

Grundsatzlich waren aullerdem aufgrund der geringeren bendtigten Ak-Mengen, die Ak-
funktionalisierten PE-Mikrofilter mit einer Ak-Beladung von 2,0 ug Ak pro PE-Mikrofilter
bevorzugt geeignet. Besonders zeichneten sich dabei das ASC- und das SUF-ABICAP-System
aus, da auch mit einer Beladung von 2,0 ug Ak pro PE-Mikrofilter eine Nachweisgrenze von
0,1 ng CRP/ml erreicht wurde. Bei den Systemen CAB- und EDC- waren groRere Ak-Mengen
notig um die gleiche NWG zu erreichen. Mit dem DIA-ABICAP-System wurde nur eine NWG
von 1,0ng CRP/ml erreicht, weshalb es weniger gut geeignet war als die anderen

ausgewahlten ABICAP-Systeme.

Das SUF-ABICAP-System hatte gegeniliber dem ASC-ABICAP-System den Nachteil, dass die
CRP-Kalibrationskurven, ausgewertet nach der 4PL, merklich von den tatsachlichen
Messwerten abwichen (vgl. Abbildung 3-18). Dies wirde grolRe Fehler bei der CRP-

Konzentrationsbestimmung nach Vorlage einer 4PL gefitteten CRP-Kalibrationskurve
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verursachen. Da die 4PL als Grundlage zur Auswertung der Kalibrationskurven dieser Arbeit

herangezogen wurde, war das ASC-ABICAP-System zu bevorzugen.

3.5.6 Validierungen des ASC-ABICAP-Saulenassayssystems

Das zur CRP-Konzentrationsbestimmung besonders geeigneten ASC-ABICAP-System wurde
anschlielend validiert, um die erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren. Durch
Mehrfachmessungen im analytisch relevanten Messbereich wurde die Prazision durch die
Ermittlung der Intraassay-Varianz untersucht. Dazu wurden von vier verschiedenen
vorgelegten CRP-Konzentrationen: Nullprobe (0 ng CRP/ml), niedrige Konzentration
(0,1 ng CRP/ml), mittlere Konzentration (1,0 ngCRP/ml) und hohe Konzentration
(5 ng CRP/ml), in einer Elffachbestimmung die CRP-Konzentrationen bestimmt. Die daraus
ermittelten Variationskoeffizienten (VK) betrugen 8,2 % (Nullprobe), 9,5% (niedrige
Konzentration), 8,1 % (mittlere Konzentration), 10,9 % (hohe Konzentration). Der gesamt VK
des Assays liegt bei 9,2%, was ausreichend gut fiir ein Immunoassay-basierendes

Nachweissystem ist.

Insgesamt gelang es damit einen CRP-ABICAP-Sdulenassay zu entwickeln, der sich durch eine
niedrige Nachweisgrenze (ccrp=0,1 ng/ml) und einen groRen dynamischen Bereich (0,1-
5 ng/ml) auszeichnet. Die Langzeitstabilitat, bis zu mindestens 333 Tagen, sowie eine

ausreichende Prazision waren gewahrleistet.

3.5.7 Bewertung des CRP-ABICAP-Saulenassays

Die Grundlage des ABICAP-Sdulenassays bildete die Substratmodifizierung mit EDA-
Cellulosecarbanilat, welche eine kovalente Ak-Immobilisierung unter Erhalt groRer
Antikorperfunktionalitat erlaubte. Typische Nachweisverfahren, die auf dem Immunoassay
Prinzip basieren, sind ELISAs. Dabei werden die Antikorper adsorptiv an die feste Phase
immobilisiert. Vorteil ist die einfache Durchfiihrung der adsorptiven Immobilisierung.
Allerdings wird dabei kein Einfluss auf den Erhalt der maximalen Ak-Funktion ausgeibt.
Ubliche Ak-Funktionalititen adsorptiv immobilisierter Antikérper von ELISAs liegen bei ca.-
10 % [Butler et al. 1992]. Durch die Auswahl geeigneter Immobilisierungsmethoden auf mit
EDA-Cellulosecarbanilat modifizierten PE-Mikrofiltern konnten bis zu 26 % der Ak-Funktion
erhalten werden, was deutlich tber der adsorptiv gebundenen Ak-Funktion liegt. Des

Weiteren verlieren ELISAs mit adsorptiv gebundenen Antikérpern mit zunehmender

86



3 Ergebnisse und Diskussion

Lagerzeit Sensitivitat aufgrund der Desorption adsorptiv gebundener Antikérper und
aufgrund schleichender Konformationsanderungen. Durch Zusatz von Stabilisatoren kénnen
diese allerdings weitgehend vermieden werden. Durch die stabile, kovalente Fixierung der
Antikorper auf den mit EDA-Cellulosecarbanilat modifizierten PE-Mikrofiltern ist die
Lagerstabilitdat im Gegensatz zu den ELISAs jedoch ohne zuséatzliche Stabilisatoren dauerhaft

gewahrleistet.

AuBerdem sind Analyseergebnisse bei Anwendung des ABICAP-Sdulenassays bereits nach
30 Minuten vorhanden. ELISA Prozeduren bendétigen (blicherweise drei bis vier Stunden.
Nachteile des ABICAP-Systems im Vergleich zum ELISA sind groRere Mengen bendtigter,
teurer Detektions- und Fangerantikorper und gréBere Mengen Analyselésung zur
Konzentrationsbestimmung. Typische ELISAs bendtigen ca. 0,1ug Ak und 100 ul
Probenvolumen pro Konzentrationsbestimmung, was deutlich unter den benétigten 2,6 ug

Ak und 500 pl Probenvolumen fiir den ABICAP-Saulenassay liegt.

Im Vergleich zu anderen in der Literatur beschriebenen CRP-Konzentrationsbestimmungs-
Methoden zeichnet sich der ABICAP-Sdulenassay vor allem durch einen Nachweis im
hochsensitiven Bereich von bis zu 0,1 ng CRP/ml aus. Typische erwerbliche CRP-ELISAs
erreichen nicht anndhernd die Nachweisgrenzen (NWG=0,2 mg CRP/ml) wie mit dem hier

entwickelten ABICAP-Sdulenassay [Dominici et al. 2004; Clarke et al. 2005].

Sensitive CRP-Konzentrationsbestimmungen sind beispielsweise mit Hilfe magnetischer
Partikel auf Basis einer ABICAP-Sdule beschrieben. Damit kdnnen CRP-Konzentrationen ab
25 ng CRP/ml nachgewiesen werden. Die Antikérper sind dabei jedoch adsorptiv auf die
feste Phase gebunden, was zu Lagerstabilitatsproblemen fliihren kann. Des Weiteren werden
pro Bestimmungsmethode 15 pg Fangerantikorper benotig, was weit tUber den 2,6 ug des

hier beschriebenen ABICAP-Sdulenassays liegt. [Meyer et al. 2007]

Ein ebenfalls sehr sensitiver CRP-Nachweis basierend auf nanokristallinen
Fluoresceindiacetat-Konjugaten mit einem Detektionslimit von 1,1 ng CRP/ml wurden von
Sin et al. entwickelt [Sin et al. 2006]. Allerdings sind die Antikdrper dabei ebenfalls adsorptiv
auf einer 96iger Mikrotiterplatte immobilisiert und die NWG des ABICAP-Sdulenassays wird

ebenfalls nicht erreicht.

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die CRP-Konzentrationsbestimmung durch den ABICAP-

Saulenassay auf Basis der mit EDA-Cellulosecarbanilat modifizierten PE-Mikrofilter den
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Vorteil eines sehr sensitiven Nachweises bietet. Es wurden im Vergleich zur Literatur mit
Abstand die geringsten NWG eines CRP-Nachweisverfahrens erreicht. Die relativ grolRen Ak-
Funktionalitaten der immobilisierten Antikérper und der sensitive CRP-Nachweis deuten auf
einen vorteilhaften Einfluss des EDA-Cellulosecarbanilates auf den Erhalt der Ak-Funktion
hin. Durch die Modglichkeit, die Ak-Funktion durch verschiedene Strukturen bzw.
Immobilisierungsreaktionen des Kopplungsreagenzes zu beeinflussen, ist es moglich, weiter
Biosensoren unter Erhalt der maximalen Ak-Funktion zu entwickeln. AuBerdem gelang es,
Antikorper kovalent auf die Oberfliche zu immobilisieren, wodurch Sensitivitatsverluste
durch Ausbluten der Antikorper vermieden werden. Die mit Aminocellulose modifizierten
PE-Substrate eignen sich daher besonders als Alternative zur Herstellung von Ak-

funktionalisierten Oberflachen zur Entwicklung von Biosensoren.

3.6 Erzeugung CRP-immunoafffiner Oberflaichen auf PE-
Membranen zur Entwicklung eines LFA fir CRP-
Konzentrationsbestimmungen

Die Modifizierung von PE-Mikrofiltern mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6) und
anschlielende Ak-Immobilisierung mit ausgewahlten Ak-Immobilisierungsmethoden fiihrten
zu einer erfolgreichen Entwicklung eines CRP-ABICAP-Sdulenassays. Die gewonnenen
Kenntnisse der Ak-Immobilisierung an mit EDA-Cellulosecarbanilat modifizierten PE-
Mikrofiltern wurden zur Erzeugung CRP-immunoaffiner Oberflaichen auf PE-Membran
angewendet. Diesen Membranen wurden anschlieBend als CRP-spezifische Membran auf

die Eignung in einem LFA zur CRP-Konzentrationsbestimmung getestet.

3.6.1 Herstellung CRP-immunoaffiner Oberflachen auf mit EDA-
Cellulosecarbanilat modifizierten PE-Membranen

Eine reproduzierbare und flaichendeckende Modifizierung der PE-Membranen mit
Aminocellulose war nur ausgehend von der Modifizierung mit EDA-Cellulosecarbanilat
(DP~200, 6) zu erwarten. Diese bildete die Grundlage fir die Anwendung der ausgewahlten
Immobilisierungsmethoden zur Herstellung Ak-funktionalisierter Oberflichen auf PE-
Membranen. Die Modifizierung der PE-Membranen erfolgte durch 15 Minlitiges Rihren in
0,05 %iger EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6)-Losung in DMF unter Vakuumbedingungen

um sicherzustellen, dass keine Lufteinschlisse in den Poren die Modifizierung verhinderte.
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Die ausgewahlten Immobilisierungsmethoden DIA-, SUF-, ASC-, CAB- und EDC-Methode
wurden zur Immobilisierung von Anti-h CRP 6404 Antikorpern an die PE-Membranen
angewendet. Dabei erfolgte der erste Schritt der Ak-Immobilisierung, die Aktivierung, gemaR
der ausgewadhlten Immobilisierungsmethoden analog der Prozedurbeschreibungen der

Kapitel 3.3.3 bis 3.3.11. Die PE-Membranen wurden dabei vollstdandig im Batch aktiviert.

AnschlieBend wurde eine Ak-Linie zur Erzeugung einer Ak-Fangerbande auf den aktivierten
PE-Membranen immobilisiert. Das Aufbringen der Ak-Fangerbande wurde mit einem Biodot-

Gerat Air Jet Quanti 3000 Dispenser (Abbildung 3-21) im Dispersionsverfahren durchgefiihrt.

Abbildung 3-21: Air Jet Quanti 3000 Dispenser der Firma Biodot zum Auftragen der Ak-
Féngerbande [www.biodot.com].

Dabei wurden die Anti-h CRP 6404 Antikorperlosungen (Cantih cre 6a04=1 mg/ml, pH-Wert je
nach Immobilisierungsmethode) in diesem Gerat mit Hilfe von Mikroliterspritzen und feinen
Schrittmotoren {ber Schlduche in feine Kapillaren gespiilt. Uber diese Kapillaren war es
moglich sehr genaue dosierbare Flussigkeitsvolumina (1,0 ul pro cm Liange der Membran)
der Antikorperlosung auf die Membranoberfliche aufzugeben, wobei die Kapillaren quer
Uber die Membran gezogen wurden, um eine diinne FlUssigkeitslinie zu erzeugen. Die so
aufgetragenen Anti-h CRP 6404 Antikorperldsungen sanken in die Membranstruktur ein. Bei
den Immobilisierungsmethoden ASC-, EDC-, CAB- und SUF-Methode wurde die Membran
anschliefend fur 15 Minuten bei RT aufbewahrt. Bei der DIA-Methode wurde die Membran
nach Auftragen der Antikdrperldosung unter Einstrahlung von Licht mit einem
Emissionsmaximum bei A=350 nm, erzeugt mit einer HBO-Lampe und entsprechendem
Interferenzfilter, behandelt. Dabei immobilisierten die Anti-h CRP 6404 Antikdrper nach den
Mechanismen der jeweiligen Immobilisierungsmethode an die aktivierten PE-Membranen.
Die restlichen Bindungsstellen der aktivierten PE-Membranen wurden im Batch mit Casein
geblockt und die Membranen abschlieBend fiir 2 Stunden bei 37°C getrocknet.
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3.6.2 Herstellung der Teststreifen

Wie bereits beschrieben besteht ein funktionsfahiger Teststreifen aus mehreren
Einzelkomponenten. In der vorliegenden Arbeit war nur die CRP-spezifische Membran
Bestandteil der Untersuchung. Darum wurden Teststreifen bestehend aus Ak-
funktionalisierter PE-Membran und Absorbent-Pad, welches dafiir sorgt, dass die
FlUssigkeiten durch die Membran transportiert werden, hergestellt. Konjugate-Release-Pad

und Sample-Pad wurden im Rahmen der Arbeit nicht berlicksichtigt.

Die Ak-funktionalisierten PE-Membranen wurden auf eine selbstklebende Plastikkarte
(Backing-Card) geklebt. Oberhalb der Membran wurde Uberlappend mit der Ak-
funktionalisierten PE-Membranen ein Absorbent-Pad ebenfalls auf der selbstklebenden
Plastikkarte befestigt. Die so erhaltenen 10 cm langen Streifen wurden quer mit einer

Schlagschere in 4 mm breite Teststreifen geschnitten.

3.6.3 Herstellung des Antikorper-Gold-Konjugates

Die Visualisierung der verschiedenen CRP-Konzentrationen in der Probe mit Hilfe des
Teststreifens erfolgte durch Anti-h CRP 6405 Antikdrper-Gold-Konjugate. Zur Herstellung des
Konjugates wurden Goldnanopartikel mit einer GrofRe von 40 nm vorgelegt (Sigma Aldrich)
und der pH-Wert der Goldkolloidldsung mit 0,2 M Natriumcarbonat-Lésung auf pH 6,5
eingestellt. AnschlieBend wurden 12 pug Anti-h CRP 6405 Antikorper pro Milliliter
Goldkolloidlésung zu getropft. Nach Schiitteln fiir 30 Minuten der Losung wurden restliche
Bindungsstellen durch Zugabe von 100 ul einer 1 %igen BSA-Losung in PB-Puffer (pH 7,3)
geblockt. Nach mehreren Waschschritten mit Blockpuffer (PBS, 0,2 % BSA) wurden die

Antikorper-Gold-Konjugate in 40 pl Blockpuffer aufgenommen.

3.6.4 Durchfiihrung eines lateralen CRP-DipStick-Testes mit verschiedenen
Ak-funktionalisierten Teststreifen

Mit Hilfe eines lateralen Dipstick-Testes wurden die hergestellten Teststreifen auf die

Eignung zur CRP-Konzentrationsbestimmung untersucht. Dazu wurden verschiedenen CRP-

Konzentrationen in uCDB-Puffer (PBS-Puffer, 25 % CBC) vorgelegt und eine definierte Menge

Anti-h CRP 6405 Antikoérper-Gold-Konjugat-Lésung (1,0 ul pro Test) zugegeben. Die

Antikérper, konjugiert an das Goldkolloid, lagen dabei in groBem molaren Uberschuss im

Vergleich zum CRP vor. In die Lésung aus CRP und Antikérper-Gold-Konjugaten wurden die
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Teststreifen mit dem unteren Ende der Membran eingetaucht. Die Lésung aus CRP und
Antikorper-Gold-Konjugaten wurde durch die Membran durch kapillare Sogkrafte bis ins
Absorbent-Pad transportiert. Das CRP wurde wahrend des Transportes durch die Membran
von den Antikorpern des Antikoérper-Gold-Konjugates gebunden. Dieser CRP-Antikorper-
Gold-Konjugat-Komplex wiederum band an die auf der PE-Membran immobilisierten
Fangerantikorper. Es entstand eine vom Gold-Konjugat rot gefarbte Signalband in

Abhéangigkeit von der CRP-Konzentration (vgl. Abbildung 3-22).

Absorbent-Pad
4 Signalbande
Ak-Fangerbande

—

(a) (b) (c) (d)

Y Anti-h CRP 6405 Antikérper-Gold-Konjugat

¢ CrP

Abbildung 3-22: Schematische Darstellung des lateralen DipStick-Testes zur CRP-
Konzentrationsbestimmung: a) Zugabe des Anti-h CRP 6405 Antikérper-Gold-Konjugates zu
einer CRP-Lésung definierter Konzentration, b) Eintauchen der Teststreifen in die Lésung aus
CRP und Antikérper-Gold-Konjugat c) Fliissigkeitstransport durch die Membran und
Komplexbildung aus CRP und an die Gold konjugierten Anti-h CRP 6405 Antikérper
d) Bindung des CRP-Anti-h CRP 6405 Antikérper-Gold-Konjugat-Komplexes an, auf der
Membran immobilisierte, Anti-h CRP 6404 Antikérper. Entstehen einer CRP-
konzentrationsabhdingigen Signalbande.

Nach 10 Minuten wurden die Teststreifen aus der Losung entnommen und die Signalbande
visuell ausgewertet. Dabei wurde der Signalbande eine Signalintensitat zwischen G1 (nicht
sichtbare Signalbande) und G10 (starkste Signalintensitdat der Signalbande) mithilfe einer

Musterkarte (vgl. Abbildung 3-23) zugeordnet.

Gl G2 G3 G35 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10

Abbildung 3-23: Musterkarte zur Auswertung der Signalbandenintensitét der Teststreifen
nach dem lateralen DipStick-Test.

91



3 Ergebnisse und Diskussion

3.6.5 Ergebnisse der lateralen DipStick-Tests mit Teststreifen bestehend aus
CRP-immunoaffinen PE-Membranen

Durch den lateralen DipStick-Test wurden die Nachweisgrenzen fir die CRP-
Konzentrationsbestimmung der Teststreifen, bestehend aus den Ak-funktionalisierten PE-
Membranen, ermittelt. Dazu wurden Lésungen mit CRP-Konzentrationen von 0,01 bis 100 ng
CRP/ml in log-Abstufungen angefertigt und damit die lateralen DipStick-Tests durchgefiihrt.
Die geringsten CRP-Konzentrationen, bei der eine Signalbande des jeweiligen lateralen
DipStick-Testes zu erkennen war, sind in Tabelle 3-11 angegeben und gelten als

Nachweisgrenzen der jeweiligen Teststreifen.

Tabelle 3-11: Nachweisgrenze der Teststreifen mit den dazugehdérigen Signalintensitdten.

Immobilisierungsmethode® Nachweisgrenze [ng/ml]b Signalintensitat®
ASC - -
DIA 0,1 G3
EDC 0,1 G5
SUF 0,1 G6
CAB 0,1 G5

“Die Ak-funktionalisierten PE-Membranen der Teststreifen wurden nach der angegebenen
Immobilisierungsmethode hergestellt.

bDie Nachweisgrenze wurde in log-Abstufungen ermittelt (0,01 /0,1 /1,0 /10 /100 ng CRP/ml).
®Visuelle Auswertung der Signalbande an der Nachweisgrenze zwischen G1 und G10 nach der
Musterkarte.

Nach Durchfiihrung des DipStick-Testes waren bei den Teststreifen, hergestellt gemalR der
ASC-Methode, keine Signalbanden zu erkennen. Ursache ist wahrscheinlich die zu kurze
Reaktionszeit der Anti-h CRP 6404 Antikorper mit der gemaR der ASC-Methode aktivierten
PE-Membran. Die ASC-Methode bendtigt, wie in Kapitel 3.3.5.3 gezeigt, langere
Reaktionszeiten, um die Antikorper fest auf der Oberfliche zu fixieren. Durch das
Dispersionsverfahren blieben nur kurze Reaktionszeiten, bevor das Losungsmittel der
aufgebrachten Antikoérperlosung verdunstete. Dadurch wurden die Antikorper bei
Anwendung der ASC-Methode nicht fest auf der Oberflache fixiert, weshalb im DipStick-Test

keine Signalbande ausgebildet wurden. Die ASC-Methode zur Immobilisierung von einer
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Anti-h CRP 6405 Antikorperfangerbande auf eine mit EDA-Cellulosecarbanilat (DP~200, 6)

modifizierte PE-Membran ist demnach nicht geeignet.

Bei den Teststreifen hergestellt gemaR der DIA-, EDC-, CAB und SUF-
Immobilisierungsmethode wurden CRP-konzentrationsabhangig verschieden intensiv
gefarbte Signalbanden erhalten (vgl. Abbildung 3-24). Dabei war bei den Teststreifen
hergestellt gemal der DIA-, EDC-, CAB und SUF-Methode 0,1 ng CRP/ml die geringste CRP-
Konzentration, bei der eine Signalbande zu erkennen war. Eine Signalbande bei 0 ng CRP/ml
war bei keinem der Teststreifen zu erkennen. Die Intensitdten der Signalbanden der
Teststreifen einer Konzentration von 0,1 ng CRP/ml unterschieden sich in Abhdngigkeit von
der angewendeten Ak-Immobilisierungsmethode der Teststreifen. So wurde bei Anwendung
der CAB- und EDC-Methode zur Herstellung der Teststreifen und bei einer CRP-
Konzentration von 0,1 ng CRP/ml im DipStick-Test eine Signalintensitdat von G5 nach der
Musterkarte erhalten. Bei Anwendung der SUF-Methode zur Herstellung der Teststreifen
wurde eine Signalstarke von G6 und bei Anwendung der DIA-Methode eine Signalintensitat

von G3 bei einer CRP-Konzentration von 0,1 ng CRP/ml erhalten.

Demnach eignen sich Ak-Immobilisierungsmethoden bei denen kurze
Immobilisierungszeiten, fiir die kovalente (DIA- und EDC-Methode) oder elektrostatische Ak-
Immobilisierung (CAB- und SUF-Methode) ausreichen, um CRP-immunoaffine Oberflachen

auf mit EDA-Cellulosecarbanilat modifizierten PE-Membranen herzustellen.

Bei der Herstellung der Ak-funktionalisierten PE-Membranen ist die DIA-Methode ebenso
gut geeignet, da genligend Antikorper auf der Oberfliche immobilisiert wurden, um
0,1 ng CRP/ml im DipStick nachzuweisen. Dabei musste das Licht bei der Ak-Immobilisierung
auf den mit EDA-Cellulosecarbanilat modifizierte PE-Membranen nur 0,2 mm tief eindringen,
wogegen es bei den PE-Mikrofiltern bis zu 2,5 mm Dicke des PE-Mikrofilters zu durchdringen

hatte.
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CRP-Konzentrationin ng/ml
0,01 0,1 1,0 10 100

CRP-Konzentrationin ng/ml
0,1 1,0

CRP-Konzentrationin ng/ml

0.0 0,01 01 10 10 100 CRP-Konzentrationin ng/ml

0,0 0,01 0,1 1,0 10 100

CRP-Konzentration in ng/ml
0,0 0,01 0,1 1,0 10 100

Abbildung 3-24: Teststreifen nach Durchfiihrung des CRP-DipStick-Testes mit verschiedenen
CRP-Konzentrationen. Die Antikérperféingerbande auf den mit EDA-Cellulosecarbanilat
(DP~200, 6) modifizierten PE-Membranen wurde linienférmig mit a) der ASC-Methode, b) der
DIA-Methode, c) der EDC-Methode, d) der CAB-Methode und e) der SUF-Methode im
Dispersionsverfahren aufgebracht.

3.6.6 Bewertung der Ergebnisse des CRP-DipStick-Testes der Ak-
funktionalisierten PE-Membranen

Mit Hilfe der EDA-Cellulosecarbanilat-modifizierten PE-Membranen gelang es, ein
Teststreifen auf PE-Basis fiir die CRP-Konzentrationsbestimmung zu entwickeln. Dabei wurde
in einem lateralen CRP-DipStick-Test eine NWG von 0,1 ng CRP/ml erreicht. Wie auch fur den
entwicklelten CRP-ABICAP-Saulenassays bedeutet das, dass auch der Teststreifen auf EDA-
Cellulosecarbanilat-Basis sich durch eine sehr geringe CRP Nachweisgrenze im Vergleich zu in
der Literatur beschriebenen Nachweissystemen auszeichnet. Dabei wirkt sich der Erhalt der
Ak-Funktionalitat der immobilisierten Antikorper vorteilhaft auf die Sensitivitdt des Testes
aus. Vorteile des Teststreifens sind aulerdem die geringere Menge bendtigter Antikorper

pro CRP-Konzentrationsbestimmung (0,4 ug Anti-h CRP 6404 und 0,6 pg Anti-h CRP 6405) im
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Vergleich zum ABICAP-Saulenassay. Die Ursache liegt darin, das nur eine diinne Linie der PE-
Membran mit Antikérpern immobilisiert wird und nicht wie beim ABICAP der gesamte PE-

Mikrofilter.

3.6.6.1 Ausblick

Typische LFA basieren auf einer Nitrocellulosemembran, wobei die Antikérper adsorptiv auf
die Nitrocellulosemembran gebunden werden. Dabei treten die geschilderten Probleme der
adsorptiven Ak-Immobilisierung wie Sensitivitatsverlust durch Ausbluten der Antikorper auf.
Diese Probleme kénnen mit den hier entwickelten Teststreifen, bei denen die Antikdrper
unter Erhalt der maximalen Ak-Funktion kovalent oder elektrostatisch an die Membran

immobilisiert werden, voraussichtlich behoben werden.

Des Weiteren konnte die Fliegeschwindigkeit der Losungen durch die PE-Membran durch
gezielte PorengroRen der PE-Membran gesteuert werden. Damit wiirden moglicherweise die
Variationskoeffizienten und damit der Reproduzierbarkeit der LFA, verursacht durch
unterschiedliche FlieBgeschwindigkeiten und damit Bindungsendzustinde, verbessert
werden. Moglicherweise waren damit auch quantitative Analysen im Lateral-Flow-Format

denkbar.

In Zukunft kdnnte mit dem in der Arbeit hergestellten Teststreifen ein gebrauchsfertiger LFA
zur CRP-Konzentrationsbestimmung entwickelt werden. Ausgehend von den Erkenntnissen
Uber die Entwicklung des CRP-ABICAP-Saulenassays empfiehlt sich dabei voraussichtlich
aufgrund der gewahrleisteten Lagerstabilitdt der ABICAP-Sdulenassays die EDC- und SUF-
Methode. Allerdings miissen die Lagerstabilitdt und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

fiir die Teststreifen noch nachgewiesen werden.

Zur Fertigstellung eines gebrauchsfertigen LFA miissten Konjugat-Release-Pad (KRP) und
Sample-Pad dem Teststreifen zugefligt werden. An diesem LFA sollten die Einfllisse der
eingesetzen Ak-Konzentration auf dem Teststreifen, Goldkonjugatkonzentrationen im KRP
und Pufferzusammensetzungen und Zusatze bei der Durchfiihrung des Assays optimiert
werden. Die VK des optimierten Assays misste bestimmt werden, um die CRP-

Konzentrationsbestimmung mithilfe des Assays zu validieren.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Chemikalien, Ausgangsmaterialien, Bio- und
Detektionsreagenzien, Substrate und verwendete
Pufferlosungen

4.1.1 Chemikalien und Ausgangsmaterialien

Die  Substrate s(HS)TMB  (3,3/,5,5-Tetramethylbenzidine  Peroxidase  Substrate,
Gebrauchsfertig fir ELISA Anwendungen und ep(HS)TMB (Gebrauchsfertig fir ABICAP
Anwendungen) wurden von der Firma SDT (Baseweiler, Deutschland) erhalten. Sephadex
PD-10 Chromatographie-Saulen wurden von GE Healthcare bezogen. Sulfo-NHS-Biotin und
Sulfo-NHS-LC-Diazirin wurden von Thermo Fischer Scientific (Rockford, USA) erworben.
Nunc-Immuno 96 MicroWell (Maxisorb) Platten (Mikrotiterplatte) wurden bei Sigma Aldrich
erworben. ABICAP Saulen wurden von der Senova GmbH bezogen. Absorbent-Pad (Grade
113) wurde von Pall (New York, USA) erworben und Backing-Card von Kenosha c.v. (JD

Amstelveen, Niederlande).

Alle weiteren Chemikalien und Losungsmittel wurden bei Sigma Aldrich, Akros-Organics,
Merck oder Fluka mit einem fiir Synthesen geeigneten Reinheitsgrad erworben und wenn

nicht anders angegeben ohne weitere Reinigung verwendet.

4.1.2 Bio- und Detektionsreagenzien

Im Rahmen der Arbeiten zur vorliegenden Dissertation fanden die in Tabelle 4-1

aufgelisteten Bio- und Detektionsreagenzien Verwendung.
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Tabelle 4-1: Bio- und Detektionsreagenzien und Bezugsquellen.

Bio- und Detektionsreagenzien Bezugsquelle
Anti-h CRP 6404 SP-1 Medix

Anti-h CRP 6405 SP-2 Medix
Anti-Maus Antikorper (GAM) Capricorn
Bovine serum albumin (BSA) Serva

Casein Buffer 4x Concentrate (CBC) SDT
Goldnanopartikel (40 nm Durchmesser) Sigma Aldrich
Human C-reaktives Protein (CRP) Sunny lab
Protein G Serva
Streptavidin IBA
Streptavidin-polyHRP40 SDT

4.1.3 Porose und unporoése Substrate

Im Rahmen der Arbeiten zur vorliegenden Dissertation fanden die in Tabelle 4-2

aufgelisteten Substrate Verwendung.

Tabelle 4-2: Angewendete Substrate.

Porositat Oberfldche

Bezeichnung Material MaRe [mm]? [l-lm]b [em?] Hersteller
Mikrofilter (Typ 180) PE, gesintert h=2,5, =5 40 20 Porex
Mikrofilter (Typ 187) PE, gesintert h=1,6, =5 80-130 N/A Porex
PE-Membran PE, gesintert h=0,|:£)1;';=5100, 7-12 N/A Porex
PE-Chip PE, Film hzt; '1=313' ; N/A ChipShop
AFM-Substrat Glimmer $=10 i N/A ZI;FLOH

@ g=Durchmesser einer runden Grundfldche, h=Héhe; I=Lénge, b=Breite
®Durchschnittliche Porengréfien
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4.1.4 Reagenz- und Pufferlosungen

Die Zusammensetzung der Reagenz- und Pufferldsungen sind in der Tabelle 4-3 aufgelistet.
Falls nicht anders beschrieben, wurde Reinstwasser fiir die Herstellung verwendet

(Kapitel 4.2.1).

Tabelle 4-3: Lésungen und Puffer zur Oberflichenmodifizierung und Immobilisierung von

Biomolekiilen.

Bezeichnung Zusammensetzung pH-Wert?
CBB-Puffer 0,03 M Na,COs; 0,07 M NaHCO; pH 9,5
PB-Puffer 0,024 M Na;HPO,; 0,006 M NaH,PO, pH 8,0
10xPBS-Puffer 0,24 M Na;HPO,4; 0,06 M NaH,P04; 1,2 M NaCl pH 7,3
MES-Puffer 0,1 M 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure pH 5,5
MES-Puffer 0,1 M 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure pH 6,0
Natriumacetat-Puffer 0,1 M Natriumacetat pH 4,0
Natriumcarbonat-L6sung 0,2 M Natriumcarbonat -
Citronensaure-Puffer 0,1 M Citronensaure pH 3,0
Blockpuffer 1xPBS-Puffer; 0,2% BSA; 0,1 M BND pH 7,3
Trocknungspuffer 1xPBS-Puffer; 1 % BSA; 5 % Saccharose; 0,1 M BND pH 7,3
uCDB-Puffer 1xPBS-Puffer; 25 % Casein buffer concentrat pH 7,3
Waschpuffer 1xPBS-Puffer; 0,1 % BSA; 0,05 % Tween 20 pH 7,3
LiCl-Lésung 6 M LiCl pH 7,3
NaOH-LAsung - pH 11,5

“pH-Werte wurden mit HCl oder NaOH auf erwiinschten pH-Wert eingestellt.
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4.2 Laboreinrichtung

4.2.1 Reinstwasseraufbereitung

Soweit nicht anders beschrieben, wurde fiir alle Arbeiten Reinstwasser eingesetzt. Die

Bereitung erfolgte mit einer Reinstwasseranlage Milli-Q-1 der Firma Millipore Eschborn.

4.2.2 Sonstige Gerdte und Einrichtungen

Photometer zur Untersuchung der Polyethylensinterkérper: ABICAP-Reader, Senova GmbH
Vakuumpumpe: Membranpumpe chemiefest LVS 620 T-2, IImvac GmbH
Ultraschallbad: Sonorex RK 31-1

UV/VIS Lesegerat und Mikrotiterplattenreader: Multiskan GO; Thermo Scientific
Sauerstoffplasmagenerator: Hersteller: Diener, Jahr: 2006, Typ: FEMTO
Ozongenerator: Ozonosan Photonik, Hansler GmbH

Spincoater: SCI Serie, LOT-Oriel Group Europe

Schiittler: Vortex Genie 2, Science Industries

ELISA-Schiittler: Titramax 100, Heidolph

pH-Meter: Seven Multi Neutral Meter, Mettler Toledo, United States

Waage: ABT 220-5D-1, Kern

Trockenschrank: Thermocult

Pouchmaschine: Orved

Air-Brush-Dispenser: Air Jet Quanti 3000 Dispenser, Biodot

UV/VIS-Lampe: HBO 200 Mercury Lampe

4.3 Messmethoden

4.3.1 Nuklearmagnetresonanzspektroskopie

Die NMR Messungen erfolgten an den Spektrometern AC-250 und DRX-400 der Firma Bruker
mit 32.000 bis 64.000 Scans fiir die >*C-NMR Spektroskopie und von 8.000 bis 40.000 Scans
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fur die 'H-NMR Spektroskopie. Die Proben wurden in DMSO-ds oder D,O geldst. Die

Konzentration betrug 10-50 mg Probe pro ml Lésungsmittel.

4.3.2 UV/Vis-Messungen

Die Absorptionen bei A=280 nm; 450 nm; 498 nm; 620 nm in der Kiivette und in einer 96iger
Mikrotiterplatte sowie die kinetischen Messungen wurden mit dem Thermo Scientific

Multiskan GO durchgefiihrt.
4.3.3 Elementaranalyse

Alle Kohlenstoff-, Chlorid-, Stickstoff-, Schwefel-, und Wasserstoffanalysen der
synthetisierten Aminocellulosen wurden mit Hilfe des Gerates Vario EL der Firma Elementar-
Analysensysteme durchgefiihrt. Die ermittelten Werte werden in Massenprozent
angegeben. Die Uiber die Elementaranalyse bestimmten Substitutionsgrade wurden mit der

Hilfe der Formel 4-1 ausgerechnet.

Magu*X(%)
*100%-Msypstituent *X(%)

Formel 4-1: DSSubstituent= My

Mcsu=molare Masse der Wiederholungseinheit; X(%)=gemessener Anteil des Heteroatoms,
welches aus dem Substituenten stammt (bei mehreren Heteroatomen in einem Substituenten,
wird X(%) noch durch die Anzahl der Heteroatome geteilt); My = Molare Masse des Heteroatoms;
Misupstituent = molare Masse des Substituenten

4.3.4 AFM-Aufnahmen

Fir AFM Untersuchungen wurden planare PE-Chips und Glimmerscheiben (vgl. Tabelle 4-2)
via Spincoating mittels Aminocellulosederivat-Losung modifiziert. Nach Anfertigung der
Proben wurden diese mit einem DualScope C26 (DME, Herlev, Danemark) im Nicht-Kontakt-

Modus vermessen.
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4.4 Allgemeine Synthesevorschriften und Analytik synthetisierter
Substanzen

4.4.1 Synthese der 6-Tosylcellulosederivate

4.4.1.1 Ausgangscellulosen

Fir die vorliegende Arbeit wurde AVICEL Cellulose als Ausgangscellulose (DP~200)
eingesetzt. Abgebaute Cellulose (DP~50) ist durch Kochen der Cellulose in Salzsdure nach der

Methode von Meiland et al. [2011] ausgehend von der AVICEL Cellulose angefertigt worden.

4.4.1.2 Tosylcellulosederivate

Die erhaltenen 6-Tosylcellulosen (DP~200 (A) und DP~50 (B)) wurden nach der Vorschrift
von Rahn et al. [1996] synthetisiert und sind in Tabelle 4-4 aufgelistet. Ein 6-
Tosylcellulosecarbanilat (DP~200, C) wurde durch Einfiihrung von Carbanilatgruppen an die
6-Tosylcellulose nach der Vorschrift von Tiller et al. [1999] erhalten. Die Tosylat- und

Carbanilat-Substitutionsgrade wurden mittels Elementaranalyse bestimmt.

Tabelle 4-4: 6-Tosylcellulosederivate fiir die Synthese der Aminocellulosederivate.

Substitutionsgrade der Substituenten der
Bezeichnung der AGE

Tosylcellulosen bP
DSrosylat DScarbanilat

6-Tosylcellulose A 1,0 - 200

6-Tosylcellulose B 1,1 - 50

6-Tosylcellulosecarbanilat C 1,0 1,4 200

4.4.2 Synthese der Aminocellulosederivate

Die Aminocellulosederivate wurden nach der Vorschrift von Tiller et al. [1999] synthetisiert
und sind anhand des EDA-Cellulosetosylates (1b) und EDA-Cellulosecarbanilates (6)

beschrieben.

4.4.2.1 6-Deoxy-6-(2-aminoethyl)aminocellulose (EDA-Cellulosetosylat, 1b)

Zur Herstellung der 6-Deoxy-6-(2-aminoethyl)aminocellulose wurden 5 g 6-Tosylcellulose A
(aus Tabelle 4-4, 16 mmol) in 60 ml DMSO geldst, mit 25 ml Ethylendiamin (400 mmol)

versetzt und 6 h bei 100°C gerihrt. Die Isolierung der Aminocellulose erfolgt durch Fallen in

101



4 Material und Methoden

Aceton und anschliefendes Waschen mit Aceton und Isopropanol. Das noch feuchte Produkt
wurde in Wasser gelost, am Rotationsverdampfer von Losemittelresten befreit und mittels
Gefriertrocknung getrocknet. Nach dem Gefriertrocknen wurde das Aminocellulosetosylat in
Wasser tber Nacht gelost und auf 1 % w/w eingestellt. AnschlieBend die Losung durch eine
G3 Fritte filtriert und far 30 Minuten im Ultraschallbad behandelt und als 1 % w/w bei RT

gelagert.

Analytik:
BC-NMR (D,0) 8[ppm]: 20,5 (CH; des Tosylates), 35 -55 (CH,; der Aminsubstituenten),
59,1-101,8 (AGE der Cellulose), 145,5-119,5 (Aromaten-C der

Tosylate)
Elementaranalyse: C:43,63 %; H:7,93 %; S:0,74 %; Cl:0,00 %; N:10,51 %
DSkthylendiamin: 0,75 (Stickstoffgehalt, Bestimmung mittels EA)

4.4.2.2 6-Deoxy-6-(2-aminoethyl)aminocellulosecarbanilat (EDA-Cellulosecarbanilat, 6)

Zur Herstellung des 6-Deoxy-6-(2-aminoethyl)aminocellulosecarbanilates wurden 5g
Tosylcellulose C (aus Tabelle 4-4, 12 mmol) in 60 ml DMSO geldst, mit 19 ml Ethylendiamin
(300 mmol) versetzt und 6 h bei 100°C gerihrt. Die Isolierung der Aminocellulose erfolgt
durch Fallen in Ethanol und anschliefendes Waschen mit Ethanol. Das noch feuchte Produkt
wurde im Vakuum getrocknet. Das EDA-Cellulosecarbanilat wurde als Feststoff gelagert und

bei Bedarf in DMF gel6st.

Analytik:

B3C-NMR (DMSO-dg) 8[ppm]: 20,5 (CHs des Tosylates), 35 - 55 (CHy; der
Aminsubstituenten), 59,1-101,8 (AGE der Cellulose),
145,5-119,5 (Aromaten-C der Tosylate oder Carbanilate),
152 — 154 (C=0)

Elementaranalyse: C:51,78 %; H:6,87 %; S:0,79 %; Cl:0,00 %; N:9,46 %

DSkthylendiamin: 0,63 (Stickstoffgehalt, Bestimmung mittels EA)

4.4.3 Synthese von Proteinkonjugaten

4.4.3.1 Biotinylierung von IgG-Antikérpern
Eine PD-10 Saule wurde mit 50 ml PBS-Puffer (pH 7,3) aquilibriert. Die entsprechende

Antikorperlosung wurde zur Umpufferung auf diese Sadule aufgetragen und durch Zugabe

von 1 ml Fraktionen PBS-Puffer der Antikorper eluiert. Der Proteingehalt der einzelnen
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Fraktionen wurde photometrisch bei 280 nm bestimmt. Flr IgG-Antikdrper entspricht eine
OD von 1,4 einem Proteingehalt von 1 mg/ml. Zur Biotinylierung wurde Sulfo-NHS-LC-Biotin
in Wasser gel6st (5,56 mg/ml). Die Menge der benotigten Sulfo-NHS-LC-Biotin-Losung wurde

entsprechend Formel 4-2 berechnet.

mak *Magiotin *Biotinylierungsgrad
Formel 4-2: Maiotin= = v
Ak

Mmgiotin-€ingesetzte Masse Biotin; my=eingesetzte Masse Antikérper; Mg;oiin=Molare Masse
Biotin; M=Molare Masse IgG-Antikérper

Der verwendete Biotinylierungsgrad betrug 20. Die Sulfo-NHS-LC-Biotin-L6sung wurde der
umgepufferten Ak-Losung zugesetzt und der Ansatz 30 Minuten unter Lichtausschluss
geschittelt. Zur Reinigung des biotinylierten Antikorpers wurde die Losung auf eine mit
50 ml PBS-Puffer (pH 7,3) aquilibrierte PD-10 Saule gegeben. Die Probe wurde in 1 ml
Fraktionen eluiert. Der Proteingehalt wurde photometrisch bei 280 nm bestimmt. Die

Losung wurde im Kiihlschrank gelagert [Burgess et al. 1995].

Als Detektionsantikorper fiir den ABICAP und den ELISA wurden die Antikdrper Anti-h CRP
6405 SP-1 und anti-mouse Antikorper (GAM) biotinyliert.

4.4.3.2 Herstellung von Antikorper-Gold-Konjugaten
Eine PD-10 Sadule wurde mit 50 ml Reinstwasser aquilibriert. 1 ml einer Anti-h CRP 6405

Antikorperlésung (c=1,01 mg/ml) wurden zur Umpufferung auf diese Saule aufgetragen und
durch Zugabe von 1 ml Fraktionen Reinstwasser der Antikérper eluiert. Der Proteingehalt der
einzelnen Fraktionen wurde photometrisch bei 280 nm bestimmt und die Antikérper
enthaltenen Fraktionen gepoolt. Fiir IgG-Antikdrper entspricht ein OD-Wert von 1,4 einem
Proteingehalt von 1 mg/ml. Die Anti-h CRP 6405 Antikdrper Konzentration der gepoolten

Fraktionen betrug 0,8 mg/ml.

1 ml der Goldnanopartikel-L6sung wurden vorgelegt und der pH-Wert der Losung durch
Zugabe von 0,2 M Natriumcarbonat-Lésung auf pH 6,5 eingestellt. AnschlieBRend wurden
15 pl der Anti-h CRP 6405 Antikorperldsung in Reinstwasser (c=0,8 mg Ak/ml) zugegen und
der Ansatz fiir 30 Minuten geschuttelt. Nach Zugabe von 100 pl einer 1 %igen BSA-Losung
wurde weiter 20 Minuten geschiittelt und das Antikérper-Gold-Konjugat anschlieRend durch
Zentrifugation und resuspendieren in Blockpuffer mehrmals gewaschen. AbschlieBend

wurden das Antikoérper-Gold-Konjugat in 40 ul Blockpuffer aufgenommen und nochmal
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10 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Das Anti-h CRP 6405 Antikorper-Gold-Konjugat

wurde bei 4°C unter Lichtausschluss gelagert.

4.5 Oberflachenmodifizierung von Substraten

4.5.1 Herstellung der Trennfritten durch adsorptive Immobilisierung von BSA
an PE-Mikrofilter
Die adsorptive Immobilisierung von Biomolekiilen an PE-Mikrofilter wurde fir die
Herstellung von Trennfritten, welche im ABICAP-Testsystem zum Einsatz kamen,
angewendet. Zur Reinigung wurden die PE-Mikrofilter (Typ 187, Porex) in Ethanol
gewaschen, anschlieBend fir 10 Minuten in 50 % Ethanol im Vakuum geriihrt und dann in
CBB-Puffer (pH9,5) Uberfihrt. Mit CBB-Puffer wurde anschlieBend noch zweimal fir
10 Minuten im Vakuum gewaschen und im dritten Waschschritt 10 % BSA in CBB-Puffer
zugeflgt (200 pl/Trennfritte) und die PE-Mikrofilter fur 12 h im Vakuum beschichtet.
AbschlieBend wurden die Polyethylentrager im Luftstrom getrocknet und konnten als

Trennfritten verwendet werden.

4.5.2 Substratmodifizierung mittels Aminocellulosederivat

4.5.2.1 Aktivierung der Substrate fiir die Modifizierung mittels Aminocellulosederivat

Sauerstoffplasma

Die Substrate wurden beidseitig je 5 Min. in einem Plasmagenerator mit einem Sauerstoff-

Niederdruckplasma (0,5 bar) behandelt.
Ozon

Die Substrate wurden mit einem Ozongenerator fiir 30 Minuten mit Ozon im Durchfluss

behandelt.

4.5.2.2 Substratmodifizierung mittels Aminocellulosederivat der aktivierten Substrate

Herstellung der Aminocellulosederivat-Modifizierungslosung

Die 1 %igen wassrigen Stammldsungen der Aminocellulosetosylate wurden mit einem
Spritzenvorsatzfilter (PorengréBe 5 um, Sartorius) filtriert und mit Wasser auf 0,05 %
verdlinnt. AnschlieRend wurden diese Losungen noch fiir 10 Minuten im Ultraschallbad

behandelt und dann zur Modifizierung eingesetzt.
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Die Aminocellulosecarbanilate wurden in DMF (ber Nacht unter Riihren geldst und durch
weiteres verdiinnen mit DMF auf 0,05 % w/w eingestellt. AnschlieBend wurden die Lésungen
mit einem Spritzenvorsatzfilter filtriert (PorengréBe 5 um, Sartorius) und noch fir
10 Minuten im Ultraschallbad behandelt und konnten anschlieBend zur Modifizierung

eingesetzt werden.

Modifizierung von PE-Mikrofiltern und PE-Membranen

Die Sauerstoffplasma bzw. Ozon aktivierten PE-Mikrofilter bzw. PE-Membranen wurden fiir
15 Minuten in einer 0,05 % Modifizierungslésung im Vakuum gerihrt. Dabei wurden
entsprechend ausreichende Mengen Aminocelluloseldsung eingesetzt, dass die Trager
vollstdndig in die Losung getaucht wurden (200 pl pro PE-Mikrofilter, 10 ml pro PE-
Membran). Anschliefend wurden die porésen Trager dreimal mit Losungsmittel im Vakuum

gewaschen und im Luftstrom fiir 30 Minuten getrocknet.

Modifizierung von planaren Substraten

Die planaren Substrate (PE-Chips, Glimmerscheiben) wurden auf einen Spincoater gebracht
und zweimal 10 ul der Modifizierungslésung bei 9000 upm aufgebracht. AnschlieRend
wurden die Chips nach 15 minutiger Lagerzeit mit Wasser gewaschen und im Luftstrom

getrocknet.

4.6 Bestimmung der Aminogruppenkonzentration auf mit
Aminocellulose modifizierten PE-Substraten
(Tritylchloridmethode)

Die Bestimmung der NH;-Konzentration in nmol/PE-Substrat erfolgte nach der Methode von
Gaur et al. [1989]. Die Methode basiert auf der Anlagerung des 4,4'-Dimethoxytritylchlorid
Farbstoffes an primare Aminogruppen. Dazu wurden 1,7 g 4,4'-Dimethoxytritylchlorid, 1,52 g
Tetrabutylammoniumnitrat (TBAN) und 0,91g sym.-Collidin in 10 ml DMF gelGst.
AnschlieBend wurden drei mit Aminocellulose modifizierte PE-Mikrofilter pro Milliliter der
Losung zugegeben und fir 35 Minuten stark geschiittelt. Der ungebundene Farbstoff wurde
durch Waschen mit DMF (zweimal) und Methanol (ca. zehnmal) entfernt und die PE-
Mikrofilter im Luftstrom getrocknet. Pro PE-Mikrofilter wurde 1 ml eines Gemisches aus

5,1 ml Perchlorsdaure (70 %) und 4,6 ml Methanol zugegeben und fiir zwei Minuten stark
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geschittelt um den gebundenen Farbstoff abzuspalten und in der Losung
spektrophotometrisch zu vermessen Die Vermessung der Absorbanz erfolgte bei
Amax=498 nm des Tritylkations. Mit dem bekannten Extinktionskoeffizienten wurde die NH,-

Konzentration nach Formel 4-3 berechnet.

NH; ]_ Ago8*V ¥10°

Formel 4-3: NH, Konzentration [n mol =
Substratl e49g3*Substrat

Asg9s=Absorbanz bei A=498 nm, V=Volumen des Reagenzes (1 ml), e,9s=Extinktionskoeffizient des
Tritylkations (70.000 I*mol**cm™)

4.7 Methoden zur IgG-Ak-Immobilisierung an Aminocellulose-
modifizierte PE-Substrate

Fir die Ak-Immobilisierung wurde der Antikorper Anti-h CRP 6404 SP-2 verwendet. Die
Funktionalisierung der mit Aminocellulose modifizierten PE-Substrate und anschlieRende Ak-
Immobilisierung sind in Kapitel 4.7.1 und Kapitel 4.7.2 beschrieben. Die Ak-Immobilisierung
durch die Funktionalisierung der Antikérper und anschlieende Immobilisierung in Kapitel
4.7.3. Das linienférmige Aufbringen der Antikorper auf eine PE-Membran ist separat in

Kapitel 4.7.4 beschrieben.

4.7.1 Funktionalisierung von Aminocellulose-modifizierten PE-Substraten

4.7.1.1 NH;-reaktive Funktionalisierung mittels homobifunktioneller Reagenzien

Die PE-Substrate wurden in Lésungen der homobifunktionellen Reagenzien (200 pl pro PE-
Mikrofilter und PE-Chip) im Vakuum geriihrt. In Tabelle 4-5 sind die ausgewahlten
homobifunktionellen Reagenzien und Angaben der Funktionalisierungsbedingungen
aufgefihrt. Nach der Funktionalisierung wurden die PE-Substrate mit dem jeweiligen
Losungsmittel (LM) gewaschen und anschlieBend direkt fir die Ak-Immobilisierung

verwendet.
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Tabelle 4-5: Homobifunktionelle Reagenzien und Funktionalisierungsbedingungen.

Homobifunktionelles Reagenz Bezeichnung® Lm® Konzentration® t [min]®
L-Ascorbinsiure® ASC-Methode DMF Gesattigte Losung 15
Benzochinon CHI-Methode DMF Gesattigte Losung 15
Glutardialdehyd GDA-Methode Wasser 10 % w/w 15
4,4'-

Dihydroxybiphenyldiglycidyl- BDE-Methode Wasser 5% w/w 15
ether

“Bezeichnung der Ak-Immobilisierungsmethode, b Eingesetztes Lésungsmittel zur Funktionalisierung,
‘Konzentration des homobifunktionellen Reagenzes zur Funktionalisierung, Einwirkzeit der
homobifunktionellen Reagenzien, ¢L-Ascorbinséure reagiert mit NH,-funktionalisierten Substraten und
NHs-haltigen Verbindungen bzw. Biomolekiilen dhnlich homobifunktioneller Reagenzien [Tiller et al.
1999].

4.7.1.2 Funktionalisierung mittels heterobifunktionellem Reagenz (DIA-Methode)

Die PE-Substrate wurden in einer Losung (PB-Puffer, pH 8,0) mit 0,1 M Sulfosuccinimidyl 6-
(4,4'-azipentanamido)hexanoate (Sulfo-NHS-LC-Diazirin) (200 ul pro PE-Mikrofilter und PE-
Chip) fur 30 Minuten im Vakuum gerihrt. Die funktionalisierten PE-Substrate wurden mit

Wasser gewaschen und anschlieSend direkt fir die Ak-Immobilisierung verwendet.

4.7.1.3 Carboxylierung mittels Bernsteinsdaureanhydrid (CAB-Methode)

Die mit Aminocellulose modifizierten PE-Substrate wurden in einer 40 mg/ml
DMF/Bernsteinsdureanhydrid-Lésung (200 pl pro PE-Mikrofilter und PE-Chip) und Pyridin
(0,5 pl pro PE-Mikrofilter und PE-Chip) im Vakuum fir 16 h geriihrt und anschlieRend

mehrmals mit Wasser gewaschen.

4.7.1.4 Aktivierung der carboxylierten PE-Substrate mit EDC/s-NHS (EDC-Methode)

Die carboxylierten PE-Substrate wurden in einer Losung von 0,2 mg/ml 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) in MES-Puffer gegeben (100 ul pro PE-Mikrofilter
und PE-Chip). Nach 10 minutigen Riihren wurden noch 0,2 mg/ml Sulfo-N-Hydroxysuccinimid
(s-NHS)-Lésung in MES-Puffer zugegeben (100 ul pro PE-Mikrofilter und PE-Chip) und
weitere 30 Minuten im Vakuum geriihrt. Die PE-Substrate wurden anschlieRend mehrmals

mit Wasser gewaschen.
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4.7.1.5 Sulfonierung mittels 4,4‘-Biphenyldisulfonylchlorid (SUF-Methode)

Die mit Aminocellulose modifizierten PE-Substrate wurden mit einer gesattigten 4,4'-
Biphenyldisulfonylchloridlésung in Diethylether (200 ul pro PE-Mikrofilter und PE-Chip) fir
15 Minuten behandelt und anschlieBend mit Ether gewaschen. Die mit Sulfonsadurechlorid
modifizierten PE-Substrate wurden im Vakuum getrocknet und tGber Nacht mit Wasser im

Vakuum geriihrt um die Sulfonsaurechloridgruppen zu Sulfonsduregruppen zu hydrolysieren.

4.7.1.6 Funktionalisierung mit Streptavidin (SAV-Methode)

Die mit Aminocellulose modifizierten PE-Substrate wurden mit Glutardialdehyd
funktionalisiert. Anschlieend wurden die GDA-funktionalisierten PE-Chips in eine Losung
(CBB-Puffer, pH 9,5) mit 20 pg Streptavidin pro PE-Chips fiir 1 h im Vakuum gerthrt. Durch
Zugabe von 5 pl Ethanolamin pro PE-Chip wurden restliche Bindungsstellen geblockt und
nach weiteren 60 Minuten die PE-Substrate mehrmals mit Wasser gewaschen. Die SAV-
funktionalisierten PE-Chips wurden zur Immobilisierung von biotinylierten IgG-Ak-Proteinen

eingesetzt.

4.7.1.7 Funktionalisierung mit Protein G (PG-Methode)

Die mit Aminocellulose modifizierten PE-Chips wurden mit Glutardialdehyd funktionalisiert.
AnschlieBend wurden die GDA-funktionalisierten PE-Chips in eine Losung (CBB-Puffer,
pH 9,5) mit 20 ug Protein G pro PE-Chip fiir 1 h im Vakuum gerihrt. Durch Zugabe von 5 pl
Ethanolamin pro PE-Chip wurden restliche Bindungsstellen geblockt und nach weiteren

60 Minuten die PE-Chips mehrmals mit Wasser gewaschen.

4.7.2 Ak-Immobilisierung an funktionalisierte, Aminocellullose-modifizierte
PE-Chips und PE-Mikrofilter

4.7.2.1 Allgemeine Vorschrift zur Inkubation mit IgG-Ak-Protein
Die funktionalisierten PE-Substrate (PE-Mikrofilter und PE-Chip) wurden mit 200 pl einer

Losung von Ak-Protein in Pufferlosung fiir eine definierte Zeit inkubiert und unter
Vakuumbedingungen geriihrt. Die Pufferlésungen und Inkubationszeiten variierten je nach
Art der Funktionalisierung. Die Inkubationsbedingungen der Immobilisierungsmethoden sind
in Tabelle 4-6 angegeben. Dabei wurden fir die PE-Chips eine Ak-Konzentration von 1,0 ug
Ak-Protein pro PE-Chip und fir die PE-Mikrofilter zwei Ak-Konz. mit (a) 2,0 ug Ak und

(b) 7,5 ug Ak-Protein pro PE-Mikrofilter eingesetzt. Nach der Ak-Inkubation wurden restliche
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Bindungsstellen der funktionalisierten PE-Substrate durch Zugabe von 0,5 pl Ethanolamin

pro PE-Substrat geblockt.

AbschlieBend wurden alle PE-Substrate fur 1 h mit Trocknungspuffer (200 ul pro PE-Substrat)
im Vakuum behandelt und zu letzt im Luftstrom getrocknet. Die PE-Substrate wurden

trocken bei RT gelagert.

Tabelle 4-6: Inkubationsbedingungen der Immobilisierungsmethoden.

Aktivierung nach Puffer Inkubationszeit
ASC-Methode CBB (pH 9,5) 20h
CHI-Methode CBB (pH 9,5) 20h
GDA-Methode CBB (pH 9,5) 60 min
BDE-Methode CBB (pH 9,5) 60 min
DIA-Methode Wasser 15 min
CAB-Methode MES (pH 6,0) 60 min
EDC-Methode PBS (pH 7,3) 120 min
SUF-Methode MES (pH 6,0) 60 min
SAV-Methode PBS (pH 7,3) 60 min
PG-Methode PBS (pH 7,3) 60 min

4.7.2.2 Ak-Inkubation bei Anwendung der CAB und SUF-Methode

Nach der allgemein beschriebenen Ak-Immobilisierung wurden restliche Bindungsstellen mit

Casein (uCDB-Puffer) geblockt.

4.7.2.3 Ak-Inkubation bei Anwendung der SAV-Methode
Bei der Ak-Inkubation mit SAV-funktionalisierten PE-Chips wurden anstelle von anti-h CRP

6404 Antikorpern, biotinylierte anti-h CRP 6404 Antikorper verwendet. Restliche

Bindungsstellen wurden durch Zugabe von Biotin geblockt.

109



4 Material und Methoden

4.7.2.4 Ak-Inkubation bei Anwendung der DIA-Methode
Bei der DIA-Methode wurde wéahrend der Ak-Inkubation UV/Licht einer Wellenldnge

Amax=350 nm erzeugt mit einer HBO-Lampe und entsprechendem Interferenzfilter

eingestrahlt.

4.7.3 Funktionalisierung von IgG-Ak-Protein und Immobilisierung an
Aminocellulose-modifizierte PE-Substrate

4.7.3.1 Funktionalisierung mittels EDC/s-NHS (EDC-Ak-Methode)

Die mit Aminocellulose modifizierten PE-Chips wurden in einer Lésung (PBS-Puffer, pH 7,3)
mit 0,2mg EDC/ml und 0,2 mg s-NHS/ml vorgelegt (200 ul Losung pro PE-Chip).
AnschlieBend wurden 1,0 ug Antikorper pro PE-Chip zugegeben. Diese Losung wurde fir 1 h
im Vakuum gerihrt und anschlieRend mit Wasser gewaschen. Nach dem Waschen wurden
die PE-Chips noch fir 1 h im Vakuum mit Trocknungspuffer behandelt und zu letzt im

Luftstrom getrocknet. Die Lagerung erfolgte trocken bei RT.

4.7.3.2 Funktionalisierung mittels Natriumperiodat (ALD-Methode)

Die mit Aminocellulose modifizierten PE-Chips wurden in einer Ak-Losung (1 ug Ak pro PE-
Chip in 200 ul MES-Puffer pro PE-Chip, pH 5,5) vorgelegt. Unter Ausschluss von Licht wurde
0,1 M Natriumperiodat-Losung (Wasser, 50 pl pro PE-Chip) zugegeben und fiir 30 Minuten
unter Vakuumbedingungen geriihrt. AnschlieRend wurde durch Zugabe von 0,1 M
Natronlauge der pH-Wert auf pH 9,0 gebracht und die Reaktion fiir 1h fortgesetzt.
AnschlieBend wurden die PE-Chips mit Wasser gewaschen und mit 0,2 M NaBCNH;-L6sung in
Wasser (200 ul pro PE-Chip) fur 30 Minuten behandelt. AbschlieRend wurden die PE-Chips

fir 1 h im Trocknungspuffer behandelt und im Luftstrom getrocknet.

4.7.4 Funktionalisierung von Aminocellulose-modifizierten PE-Membranen
und anschlieBende Ak-Immobilisierung

Zur Herstellung von PE-Membranen mit einer Antikdrperfangerbande wurden
Funktionalisierungs- bzw. Ak-Immobilisierungsmethoden wie oben beschrieben
angewendet. Fir die PE-Membranen der Abmessung 10x2,5 cm wurden 10 ml der
Funktionalisierungs-Losungen eingesetzt. Die funktionalisierten PE-Membranen wurden im
Trockenschrank bei 37°C getrocknet. Das linienformige Aufbringen der Ak-Lésung erfolgte
durch Aufbringen einer Anti-h CRP 6404-L6sung mit dem sogenannten Air Jet Quanti 3000

Dispenser der Firma BioDot. Dabei wurde eine definierte Fangerantikorperkonzentration von
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1 mg/ml in den entsprechenden Pufferlésung (vgl. Tabelle 4-6) aufgetragen. Pro Centimeter
Linge der Testlinie wurde 1pl der definierten Ak-Losung aufgebracht. Nach einer
Inkubationszeit von 15 Minuten an der Luft wurde die Ak-funktionalisierte PE-Membran

anschlieRend im Batch geblockt.

Das Blocken erfolgte durch schiitteln der Membran fir 60 Minuten in 10 ml uCDB-Puffer
(vgl. Tabelle 4-6). AbschlieBend wurden die Membranen bei 37°C getrocknet und trocken bei

RT gelagert.

4.7.5 Stresstest der gemal CAB- und SUF-Methode Ak-modifizierten PE-Chips

Ak-funktionalisierte PE-Chips hergestellt gemaB CAB- und SUF-Methode wurden in
definierten Pufferlosungen fiir 1 h geschiittelt. Pro Chip wurden 1 ml der Lésungen, NaOH-
Losung, LiCl-Losung, Citronensdure-Puffer (pH 3), uCDB-Puffer fir 1 h zugegeben und stark
geschittelt. AnschlieRend wurde die IgG-Ak-Protein Konzentration in den Lésungen mit

einem IgG-ELISA bestimmt (Kapitel 4.8.1).

4.8 Anwendung immunologischer Grundlagenmethoden

4.8.1 ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay)

Als Referenzmethoden fiir die Ermittlung der CRP-Konzentrationen in Losung und fiir die
Analytik von IgG-Proteinen-Konzentrationen in Lésung wurden {bliche ELISA’s angewendet

und an spezielle Erfordernisse der Doktorarbeit adaptiert.

Durchfihrung des Sandwich-ELISA

Zur Durchfihrung des ELISA, wurden die Fangerantikdrper an eine Nunc-Immuno 96iger
Mikrotiterplatte  adsorptiv. gebunden (Coating). Dazu wurden 100 pl einer
Fangerantikorperlosung in CBB-Puffer (pH 9,5) in definierter Konzentration in die einzelnen
Kavitaten der Mikrotiterplatte gegeben und bei 4°C Gber Nacht inkubiert. Die Giberstehende
Flissigkeit wurde anschlieRend durch sogenanntes Ausschlagen aus der Mikrotiterplatte
entfernt. Um eine unspezifische Antigenbindung in den Kavitdten zu unterbinden, wurden
freie Bindungsstellen durch Inkubation mit 200 ul einer caseinhaltigen uCDB-Pufferlésung
(vgl. Tabelle 4-3) pro Kavitat fiir 1 h bei RT blockiert (Blockierung). Ungebundenes Protein

wurden durch viermaliges Spilen mit Waschpuffer (pH 7,3, vgl. Tabelle 4-3) entfernt. Die auf
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diese Weise vorbereitete Mikrotiterplatte wurde mit einer antigenhaltigen Probe fiir 1 h
inkubiert (100 pl/Kavitat) und ungebundenes Antigen durch viermaliges Spilen mit
Waschpuffer entfernt. Zum Nachweis des gebundenen Antigens wurde eine Losung eines
biotinylierten-Detektionsantikorper als Reagenz (100 ul /Kavitdt) angewendet. Nach einer
Inkubationszeit von 1 h bei RT wurde (iberschiissiges Reagenz durch viermaliges Spililen mit
Waschpuffer entfernt. Zur Detektion des gebundenen biotinylierten-Detektionsantikdrpers
wurde eine HRP-Streptavidin-Konjugat-Losung als Reagenz (100 ul/Kavitdt) angewendet und
nach einer Inkubationszeit von 30 Min. bei RT Uberschissiges Reagenz durch viermalige

Anwendung eines Waschpuffers entfernt.

Die HRP-katalysierte optische Signalbildung in Form eines blauen TMB-Farbstoffs (TMBy.)
erfolgte anhand einer gebrauchsfertigen s(HS)TMB-Chromogenldsung mit
Tetramethylbenzidin (TMB) als HRP-Substrat. Die Farbstoffbildung wurde nach 5 min durch

Zugabe von 50 ul pro Kavitat mit 8%iger Schwefelsaure abgestoppt.

Die photometrische Bestimmung des gelben Farbstoffes erfolgte bei einer Wellenlange von
450 nm. Durch eine auf der Mikrotiterplatte mitgefiihrte Kalibration war eine Bestimmung
der Antigenkonzentrationen mdglich. Jeder Versuch wurde in einer Dreifachbestimmung
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert der Einzelmessungen dargestellt. Der

indirekte ELISA wurde in folgenden Schritten durchgefiihrt:

1. Coating

* 100 pl/Kavitat Fangerantikérperlésung in CBB-Puffer (pH 9,5)
* Inkubation bei 4°C, 12 h-> Ausschlagen der Mikrotiterplatte

2. Blockieren

* 200 pl/Kavitat uCDB-Puffer
* |Inkubation bei RT, 1 h, unter Schitteln

* Waschen mit 3x200 ul Waschpuffer

3. Inkubation mit dem Antigen

* 100 pl einer Antigenlosung in uCDB-Puffer
* |Inkubation bei RT, 1 h, unter Schitteln

* Waschen mit 3 x 200 ul Waschpuffer
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4. Inkubation mit dem biotinylierten Detektionsantikdrper

* 100 pl/Kavitat biotinylierter-Detektionsantikérperlésung in uCDB-Puffer
* |nkubation bei RT, 1 Stunde, unter Schitteln

* Waschen mit 3x200 ul Waschpuffer

5. Inkubation mit dem HRP-Streptavidin-Konjugat

* 100 pl/Kavitat eines 0,2 pg/ml einer HRP-Konjugat-Losung in uCDB-Puffer
* Inkubation bei RT, 30 min, unter Schitteln

* Waschen mit 4x200 ul Waschpuffer

6. Farbreaktion

* 100 pl/Kavitat Substratlosung (s(HS)TMB)
* |nkubation bei RT im Dunkeln, 5 min, unter Schitteln
* Zugabe von 50 pl 8%iger Schwefelsaure

* Photometrische Bestimmung bei 450 nm
Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Sandwich-ELISAs angewendet:

IgG-ELISA

Der IgG-ELISA diente dazu, die Konzentration eines IgG-Antikorpers in Losung zu bestimmen.
Durch Bestimmung der Konzentrationen vor und nach einer IgG-Ak-Immobilisierung, wurde

die immobilisierte Menge IgG-Antikorper pro PE-Substrat ermittelt.

Fangerantikorper: 1 pg/ml Anti-mouse Antikorper (vgl. Tabelle 4-1)

Detektionsantikorper: 0,5 ug/ml biotinylierter Anti-mouse Antikorper (vgl. Kapitel 4.4.3.1.)
CRP-ELISA

Der CRP-ELISA diente dazu, die Konzentration von CRP in Ldsung zu bestimmen. Durch
Bestimmung der CRP-Konzentrationen vor und nach einer CRP Zugabe zu CRP-

immunoaffinen Substraten, wurden die gebundene Menge CRP pro PE-Substrat ermittelt.
Fangerantikorper: 0,5 pg/ml Anti-h CRP 6404 (vgl. Tabelle 4-1)

Detektionsantikorper: 0,2 ug/ml biotinylierter Anti-h CRP 6405 (vgl. Kapitel 4.4.3.1)
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4.8.2 ABICAP-Saulenassay anhand CRP-immunoaffiner PE-Mikrofilter

Eine ABICAP-Sdule wurde mit einem CRP-immunoaffinen PE-Mikrofilter und zwei
Trennfritten, die in der Sdule vor und nach dem CRP-immunoaffinen PE-Mikrofilter

angeordnet sind, bestlickt.

Durch Zugabe von einer CRP-haltigen Losung auf die ABICAP-Saule, wurde das CRP in dem
CRP-immunoaffinen PE-Mikrofilter angereichert. Das auf dem CRP-immunoaffinen PE-
Mikrofilter gefangenen CRP wurde anschlieBend durch Zugabe einer biotinylierten
Detektionsantikorperlésung mit Biotin markiert. An das Biotin band durch Zugabe einer
Streptavidin-polyHRP-Konjugat-Losung das Enzymkonjugat. Die Farbstoffbildung in dem CRP-
immunoaffinen PE-Mikrofilter erfolgte abschlieBend wie beim ELISA durch Zugabe einer
ep(HS)TMB-L6sung als HRP-Substrat. Die ep(HS)TMB-LOsung enthielt anders als beim ELISA
Dextransulfat, dass zur Prazipitation des blaugefarbten kationischen TMB‘”(ox.) am Ort der
Farbstoffbildung diente. Das optische Signal in Form des OD-Wertes wurde durch Auslesen
des blaugefarbten PE-Mikrofilters mittels eines ABICAP-Readers erhalten. Jede ABICAP-
Vermessung wurde mit drei ABICAP-Saulen parallel durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden als
Mittelwert der drei Einzelmessungen dargestellt. Im Folgenden sind die einzelnen

Arbeitsschrittte des CRP-ABICAP-Saulenassays aufgefiihrt:

1. Antigen Anreicherung

® Zugabe 500 ul der CRP-L6sungen verschiedener Konzentrationen in uCDB-Puffer
* Inkubationszeit 6 Minuten

* Waschen mit 750 ul Waschpuffer

2. Inkubation biotinylierter Detektionsantikdrperlésungen

* Zugabe 500 pul der Detektionsantikorperlésung (0,4 ug biotinylierter Anti-h CRP-
6405/ml) in uCDB-Puffer
* Inkubationszeit 6 Minuten

* Waschen mit 750 ul Waschpuffer
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3. Inkubation mit dem HRP-Streptavidin-Konjugat

* Zugabe von 500 pl einer 0,2 pg/ml Streptavidin-polyHRP40-Konjugat-Losung in uCDB-
Puffer
* Inkubationszeit 6 Minuten

* Waschen mit 750 ul Waschpuffer

4. Farbstoffbildung

* Zugabe von 500 pl der HRP-Substratlosung (ep(HS)TMB)

Inkubationszeit 6 Minuten

Waschen mit 750 ul Waschpuffer

Auslesen des OD-Wertes mit dem ABICAP-Reader

4.8.3 CRP-DipStick-Test mit Ak-funktionalisierten PE-Membranen

Die Ak-funktionalisierten PE-Membranen wurden auf einer Backing-Card geklebt und an das
obere Ende der Backing-Card, Uberlappend mit der PE-Membran, ein Absorbent-Pad
befestigt. Die Backing-Card mit aufgebrachter PE-Membran und Absorbent-Pad wurde in

4 mm breite Teststreifen geschnitten.

In eine 96iger Mikrotiterplatte wurden 50 pl CRP-L6sung verschiedener CRP-
Konzentrationen (c=0 / 0,01 / 0,1 / 1,0 / 10 / 100 ng CRP/ml) in uCDB-Puffer pro Kavitat
vorgelegt. Dazu wurden 1,0 pl Anti-h CRP 6405 Antikorper-Gold-Konjugat-Losung zugegeben
und die Mikrotiterplatte e stark geschiittelt. Pro Kavitdt wurde ein Teststreifen in die Losung
eingetaucht, so dass das Absorbent-Pad in die Luft ragte. Nach 10 Minuten wurden die

Teststreifen aus der Losung entnommen und die Signalbande visuell ausgewertet.
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5 Zusammenfassung

In der Praxis weit verbreitete immunologische Schnelltests, wie der LFA, immobilisieren
Rezeptorstrukturen (beispielsweise Antikorper) adsorptiv an die Oberflache. Dadurch treten
Probleme wie Sensitivitatsverlust durch Ausbluten der Rezeptorstrukturen oder
Lagerstabilitatsprobleme durch schleichende Konformationsanderungen auf. Des Weiteren
behalten bei der adsorptiven Immobilisierung nur ca. 10 % der Antikorper ihre native

Funktionalitat.

Ziel der Arbeit war es, Antikorper kovalent an PE-Substrate unter Erhaltung der maximalen
Ak-Funktionalitdt zu immobilisieren. Um Antikdrper kovalent auf PE-Substraten zu
immobilisieren, wurden  Aminofunktionen auf PE-Oberflichen  mithilfe  von
Aminocellulosederivaten eingefiihrt. Der eingesetzte Aminocellulosetyp zeichnet sich durch
filmbildende Eigenschaften auf Substraten aus, wodurch aminogruppenhaltige PE-Substrate
erhalten wurden. Durch die Anwendung verschiedener Ak-Immobilisierungsmethoden an die
Aminogruppen der Aminocellulose-modifizierten PE-Substrate, wurde die immobilisierte Ak-
Funktion optimiert. AbschlieBend konnte mit selektierten Ak-funktionalisierten PE-
Mikrofiltern ein ABICAP-Assay zur CRP-Konzentrationsbestimmung entwickelt werden, um

die Moglichkeiten der neuartigen Ak-Immobilisierungsmethode zu demonstrieren.

Zur  Modifizierung von  PE-Substraten als Assaytrager wurden verschiedene
kompositbildende Aminocellulosederivate synthetisiert. Dabei wurden zum einen
wasserlosliche Aminocellulosetosylate mit einem Diamin- oder Oligoamin-Rest an C6 der
AGE und zum anderen DMF-l6sliche Aminocellulosecarbanilate mit einem Diamin- oder
Oligoamin-Rest an C6 der AGE synthetisiert. Durch die Modifizierung der PE-Substrate mit
Aminocellulosederivaten erhielt man NH,funktionelle, biokompatible PE-Substrate.
Ausgehend von einem lagerstabilen DMF-l6slichen EDA-Cellulosecarbanilat gelang es,
Komposite aus Aminocellelulosederivat und PE-Substraten mit reproduzierbaren
Oberflacheneigenschaften wie Aminogruppendichte und Oberflachen-Topographien
herzustellen. Wasserlosliche Aminiocellulosetosylate eigneten sich dagegen aufgrund
fehlender reproduzierbarer Oberflaicheneigenschaften der modifizierten Substrate nicht zur

Ausbildung von Selbskompositen auf PE-Substraten
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5 Zusammenfassung

An die Aminogruppen von EDA-Cellulosecarbanilat-modifizierten PE-Substraten konnten IgG-
Antikorper kovalent immobilisiert werden. Dabei erhielt man, in Abhdngigkeit von der
Immobilisierungsmethode bzw. unterschiedlicher Kopplungsstrukturen, unterschiedliche Ak-
Funktionalititen der immobilisierten  Antikérper. Durch ein  Screening der
Immobilisierungsmethoden hinsichtlich der Erhaltung der Ak-Funktionalitat gelang es,
geeignete Ak-Immobilisierungsmethoden auszuwahlen. Durch dieses Verfahren gelang es,
Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter mit Ak-Funktionalitdten von bis zu 31 % herzustellen.
Allerdings sank die Ak-Funktionalitdat immobilisierter Antikorper mit zunehmender Ak-

Beladung.

Die Ak-funktionalisierten PE-Mikrofilter wurden zur CRP-Konzentrationsbestimmung in
einem ABICAP-Sdulenassay getestet. Mit einem optimierten ABICAP-S3dulenassay konnten
CRP-Konzentrationsbestimmungen mit einer Nachweisgrenze von 0,1 ng CRP/ml und
Variationskoeffizienten kleiner 10,9 % erzielt werden. Die Lagerstabilitdit des Assays ist
aullerdem nachweislich fiir mindestens 333 Tage gewahrleistet. Damit konnte demonstriert
werden, dass sich das Verfahren der kovalenten Ak-Immobilisierung basierend auf
Aminocellulose-modifzierten PE-Substraten sehr gut fir die Entwicklung von Ak-basierenden

Biosensoren eignet.

AbschlieBend wurden kovalente Ak-Immobilisierungen an mit EDA-Cellulosecarbanilat
modifizierte PE-Membranen angewendet. Dabei wurden die Antikérper auf der PE-Membran
zur Erzeugung einer Antikorperfangerbande linienformig aufgetragen. In einer ersten
Untersuchung der Ak-funktionalisierten PE-Membranen als LFA konnten CRP-

Konzentrationen von bis zu 0,1 ng CRP/ml nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse des Verfahrens der Modifizierung von Substraten mit Aminocellulose und
anschlielenden kovalenten Ak-Immobilisierung lassen ewarten, dass es eine ausgezeichnete
Grundlage fir die Entwicklung von Assays im Speziellen im Durchfluss- und im Lateralfluss-

Format ist.

117



Quellenverzeichnis

Quellenverzeichnis

Bergmeyer, H. U. (1974): Methods of enzymatic analysis. 2nd ed. New York: Academic Press.

Berlin, P.; Klemm, D.; Jung, A.; Liebegott, H.; Rieseler, R.; Tiller, J. (2003): Film-Forming
Aminocellulose Derivatives as Enzyme-Compatible Support Matrices for Biosensor
Developments. In: Cellulose 10 (4), S. 343—-367.

Berlin, P.; Jung, A.; Wolters, B. (2006): Verfahren zur Modifizierung eines Substrats.
Angemeldet durch Forschungszentrum Jilich GmbH. Veroéffentlichungsnr: DE 10
2005 008 434 A1.

Berlin, P.; Klemm, D.; Tiller, J.; Rieseler, R. (2000): A novel soluble aminocellulose derivative
type: its transparent film-forming properties and its efficient coupling with enzyme
proteins for biosensors. In: Macromolecular Chemistry and Physics 201 (15), S.
2070-2082.

Berlin, P.; Tiller, J.; Klemm, D. (1997): Neue Aromatische Amin-Cellulosederivate und
Verfahren zu deren Herstellung. Angemeldet durch Forschungszentrum Jilich
GmbH. Veroffentlichungsnr: WO 97/25353.

Boubbou, K. H.; Ghaddar, T. H. (2005): Electrostatic Layer-by-Layer Deposition of Photoactive
Dendrimers with Triviologen-Like Cores on Their Surfaces. Synthesis and
Electrochemical and Photocurrent Generation Measurements. In: Langmuir 21 (19),
S. 8844-8851.

Burgess, T. L.; Ross, S. L.; Qian, Y.-X.; Brankow, D.; Hu, S. (1995): Biosynthetic Processing of
neu Differentiation Factor: GLYCOSYLATION, TRAFFICKING, AND REGULATED
CLEAVAGE FROM THE CELL SURFACE. In: Journal of Biological Chemistry 270 (32), S.
19188-19196.

Butler, J. E.; Ni, L.; Brown, W. R.; Joshi, K. S.; Chang, J.; Rosenberg, B.; Voss Jr, E. W. (1993):
The immunochemistry of sandwich elisas—VI. Greater than 90% of monoclonal and
75% of polyclonal anti-fluorescyl capture antibodies (CAbs) are denatured by
passive adsorption. In: Molecular Immunology 30 (13), S. 1165-1175.

Chen, S.; Liu, L.; Zhou, J.; Jiang, S. (2003): Controlling Antibody Orientation on Charged Self-
Assembled Monolayers. In: Langmuir 19 (7), S. 2859-2864.

Clarke, J. L.; Anderson, J. L.; Carlquist, J. F.; Roberts, R. F.; Horne, B. D.; Bair, T. L. (2005):
Comparison of differing C-reactive protein assay methods and their impact on
cardiovascular risk assessment. In: The American Journal of Cardiology 95 (1), S.
155-158.

Crampton, N.; Bonass, W. A.; Kirkham, J.; Thomson, N. H. (2005): Formation of Aminosilane-
Functionalized Mica for Atomic Force Microscopy Imaging of DNA. In: Langmuir 21
(17), S. 7884-7891.

Dekeyser, C. M.; Buron, C. C.; Mc Evoy, K.; Dupont-Gillain, C. C.; Marchand-Brynaert, J.;
Jonas, A. M.; Rouxhet, P. G. (2008): Oligo(ethylene glycol) monolayers by
silanization of silicon wafers: Real nature and stability. In: Journal of Colloid and
Interface Science 324 (1-2), S. 118-126.

XVl



Quellenverzeichnis

Di, G.; McBean, N.; Schultz, J. S.; Yan, Y.; Mulchandani, A.; Chen, W. (2006): Fabrication of
Antibody Arrays Using Thermally Responsive Elastin Fusion Proteins. In: Journal of
the American Chemical Society 128 (3), S. 676-677.

Diamandis, E. P.; Christopoulos, T. K. (1996): Immunoassay. San Diego: Academic Press.

Dominici, R.; Luraschi, P.; Franzini, C. (2004): Measurement of C-reactive protein: Two high
sensitivity methods compared. In: Journal of Clinical Laboratory Analysis 18 (5), S.
280-284.

Du Clos, Terry W (2000): Function of C-reactive protein. In: Annals of Medicine 32 (4), S. 274-
278.

Duffy, M. J.; van Rossum, Leo G. M.; van Turenhout, Sietze T.; Malminiemi, O.; Sturgeon, C,;
Lamerz, R. et al. (2011): Use of faecal markers in screening for colorectal neoplasia:
a European group on tumor markers position paper. In: International Journal of
Cancer 128 (1), S. 3-11.

Duke, C. B.; Plummer, E. W. (2002): Frontiers in surface and interface science. Amsterdam,
Boston, London: Elsevier.

Engvall, E.; Perlmann, P. (1971): Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) quantitative
assay of immunoglobulin G. In: Immunochemistry 8 (9), S. 871-874.

Erlinger T. P.; Platz E. A.; Rifai N.; Helzlsouer K. J. (2004): C-reactive protein and the risk of
incident colorectal cancer. In: JAMA 291 (5), S. 585-590.

Fernandez-Sanchez, C.; McNeil, C. J.; Rawson, K.; Nilsson, O.; Leung, H. Y.; Gnanapragasam,
V. (2005): One-step immunostrip test for the simultaneous detection of free and
total prostate specific antigen in serum. In: Journal of Immunological Methods 307
(1-2),S. 1-12.

Findlay, J.; Dillard, R. (2007): Appropriate calibration curve fitting in ligand binding assays. In:
The AAPS Journal 9 (2), S. E260-E267.

Fischer, M.; Vogtle, F. (1999): Dendrimers: From Design to Application—A Progress Report.
In: Angewandte Chemie International Edition 38 (7), S. 884—905.

Gaur, R. K.; Gupta, K. C. (1989): A spectrophotometric method for the estimation of amino
groups on polymer supports. In: Analytical Biochemistry 180 (2), S. 253—258.

Gessler, F.; Hampe, K.; Bohnel, H. (2005): Sensitive Detection of Botulinum Neurotoxin Types
C and D with an Immunoaffinity Chromatographic Column Test. In: Applied and
Environmental Microbiology 71 (12), S. 7897-7903.

Glick, B. R.; Pasternak, J. J. (1995): Molekulare Biotechnologie. Heidelberg, Berlin, Oxford:
Spektrum, Akad. Verl. (Spektrum Lehrbuch).

Gomes, A. F.; Gozzo, F. C. (2010): Chemical cross-linking with a diazirine photoactivatable
cross-linker investigated by MALDI- and ESI-MS/MS. In: Journal of Mass
Spectrometry 45 (8), S. 892—-899.

Gopel, W.; Heiduschka, P. (1995): Interface analysis in biosensor design. In: Biosensors and
Bioelectronics 10 (9-10), S. 853—-883.

Green, N. M. (1990): Avidin and streptavidin. In: Methods Enzymol 184, S. 51-67.

XIX



Quellenverzeichnis

Harris, J. M. (1992): Poly(ethylene glycol) chemistry. Biotechnical and biomedical
applications. New York: Plenum Press (Topics in applied chemistry).

Hartmann, H.; Lubbers, B.; Casaretto, M.; Bautsch, W.; Klos, A.; Koéhl, J. (1993): Rapid
guantification of C3a and C5a using a combination of chromatographic and
immunoassay procedures. In: Journal of Immunological Methods 166 (1), S. 35-44.

Hermanson, G. T. (2008): Bioconjugate techniques. Amsterdam: Academic Press.

Huber, R. (1980): Spatial structure of immunoglobulin molecules. In: Klinische Wochenschrift
58 (22),S.1217-1231.

Jung, A.; Berlin, P. (2005): New water-soluble and film-forming aminocellulose tosylates as
enzyme support matrices with Cu2+-chelating properties. In: Cellulose 12 (1), S. 67—
84.

Jung, A.; Berlin, P.; Wolters, B. (2004): Biomolecule-compatible support structures for
biomolecule coupling to physical measuring principle surfaces. In: IEE Proceedings -
Nanobiotechnology 151 (3), S. 87-94(7).

Jung, A.; Gronewold, T. M. A.; Tewes, M.; Quandt, E.; Berlin, P. (2007b): Biofunctional
structural design of SAW sensor chip surfaces in a microfluidic sensor system. In:
Sensors and Actuators B: Chemical 124 (1), S. 46-52.

Jung, A.; Wolters, B.; Berlin, P. (2007): (Bio)functional surface structural design of substrate
materials based on self-assembled monolayers from aminocellulose derivatives and
amino(organo)polysiloxanes. In: Thin Solid Films 515 (17), S. 6867-6877.

Jung, Y.; Lee, J. M.; Jung, H.; Chung, B. H. (2007c): Self-Directed and Self-Oriented
Immobilization of Antibody by Protein G-DNA Conjugate. In: Analytical Chemistry
79 (17), S. 6534-6541.

Katz, E.; Willner, I. (2004): Integrierte Hybridsysteme aus Nanopartikeln und Biomolekilen:
Synthese, Eigenschaften und Anwendungen. In: Angewandte Chemie 116 (45), S.
6166-6235.

Keevil, B. G.; Nicholls, S. P.; Kilpatrick, E. S. (1998): Evaluation of a Latex-Enhanced
Immunoturbidimetric Assay for Measuring Low Concentrations of C-Reactive
Protein. In: Annals of Clinical Biochemistry: An international journal of biochemistry
in medicine 35 (5), S. 671-673.

Kohler, G.; Milstein, C. (1975): Continuous cultures of fused cells secreting antibody of
predefined specificity. In: Nature 256 (5517), S. 495—-497.

Koskinen, J. O.; Vaarno, J.; Meltola, N. J.; Soini, J. T.; Hanninen, P. E.; Luotola, J. et al. (2004):
Fluorescent nanoparticles as labels for immunometric assay of C-reactive protein
using two-photon excitation assay technology. In: Analytical Biochemistry 328 (2), S.
210-218.

Kriz, K.; Ibraimi, F.; Lu, M.; Hansson, L.-O.; Kriz, D. (2005): Detection of C-Reactive Protein
Utilizing Magnetic Permeability Detection Based Immunoassays. In: Analytical
Chemistry 77 (18), S. 5920-5924.

Lee, J. M.; Park, H. K.; Jung, Y.; Kim, J. K; Jung, S. O.; Chung, B. H. (2007): Direct
Immobilization of Protein G Variants with Various Numbers of Cysteine Residues on
a Gold Surface. In: Analytical Chemistry 79 (7), S. 2680-2687.

XX



Quellenverzeichnis

Leung, W.; Chan, C. P.; Rainer, T. H.; Ip, M.; Cautherley, G. W. H.; Renneberg, R. (2008):
InfectCheck 5CRP6 barcode-style lateral flow assay for semi-quantitative detection
of C-reactive protein in distinguishing between bacterial and viral infections. In:
Journal of Immunological Methods 336 (1), S. 30-36.

Lomant, A. J.; Fairbanks, G. (1976): Chemical probes of extended biological structures:
Synthesis and properties of the cleavable protein cross-linking reagent
[35S]dithiobis(succinimidyl propionate). In: Journal of Molecular Biology 104 (1), S.
243-261.

Lu, B.; Smyth, M. R.; O’Kennedy, R. (1996): Tutorial review. Oriented immobilization of
antibodies and its applications in immunoassays and immunosensors. In: Analyst
121 (3), S. 29R-32R.

Lucht, A.; Formenty, P.; Feldmann, H.; Gotz, M.; Leroy, E.; Bataboukila, P. et al. (2007):
Development of an Immunofiltration-Based Antigen-Detection Assay for Rapid
Diagnosis of Ebola Virus Infection. In: Journal of Infectious Diseases 196
(Supplement 2), S. S184-5192.

Marcus, N.; Mor, M.; Amir, L.; Mimouni, M.; Waisman, Y. (2008): Validity of the quick-read C-
reactive protein test in the prediction of bacterial pneumonia in the pediatric
emergency department. In: European Journal of Emergency Medicine 15 (3).

Mazer, S.; Rabbani, L. (2004): Evidence for C-Reactive Protein’s Role in (CRP) Vascular
Disease: Atherothrombosis, Immuno-Regulation and CRP. In: Journal of Thrombosis
and Thrombolysis 17 (2), S. 95-105.

Meiland, M.; Liebert, T.; Heinze, T. (2011): Tailoring the Degree of Polymerization of Low
Molecular Weight Cellulose. In: Macromolecular Materials and Engineering 296 (9),
S. 802-809.

Metzger, S. W.; Natesan, M.; Yanavich, C.; Schneider, J.; Lee, G. U. (1999): Development and
characterization of surface chemistries for microfabricated biosensors. In: Journal of
Vacuum Science & Technology A 17 (5), S. 2623-2628.

Meyer, M. H.; Hartmann, M.; Krause, H.-J.; Blankenstein, G.; Mueller-Chorus, B.; Oster, J. et
al. (2007): CRP determination based on a novel magnetic biosensor. In: Biosensors
and Bioelectronics 22 (6), S. 973-979.

Meyer, M. H.; Stehr, M.; Bhuju, S.; Krause, H.-J.; Hartmann, M.; Miethe, P. et al. (2007b):
Magnetic biosensor for the detection of Yersinia pestis. In: Journal of
Microbiological Methods 68 (2), S. 218-224.

Mouri, M.; lkawa, T.; Narita, M.; Hoshino, F.; Watanabe, O. (2010): Orientation Control of
Photo-Immobilized Antibodies on the Surface of Azobenzene-Containing Polymers
by the Introduction of Functional Groups. In: Macromolecular Bioscience 10 (6), S.
612-620.

Murphy, K.; Travers, P.; Walport, M.; Janeway, C. (2012): Janeway's immunobiology. 8th ed.
New York: Garland Science.

Niemeyer, C. M. (2001): Nanoparticles, Proteins, and Nucleic Acids: Biotechnology Meets
Materials Science. In: Angewandte Chemie International Edition 40 (22), S. 4128—
4158.

XXI



Quellenverzeichnis

Niwa, D.; Yamada, Y.; Homma, T.; Osaka, T. (2004): Formation of Molecular Templates for
Fabricating On-Chip Biosensing Devices. In: The Journal of Physical Chemistry B 108
(10), S. 3240-3245.

Palkovits, R.; Mayer, C.; Bauer, G.; Winkler, H.; Pittner, F.; Schalkhammer, T. (2003):
Structural behavior of nanometric carbohydrate films transduced by a resonant
technique. In: Biopolymers 69 (3), S. 333-342.

Patrie, S. M.; Mrksich, M. (2007): Self-Assembled Monolayers for MALDI-TOF Mass
Spectrometry for Immunoassays of Human Protein Antigens. In: Analytical
Chemistry 79 (15), S. 5878-5887.

Peltola, H.; Laipio, M. L.; Siimes, M. A. (1984): Quantitative C-reactive Protein (CRP)
Determined by an Immunoturbidimetric Method in Rapid Differential Diagnosis of
Acute Bacterial and Viral Diseases of Children. In: Acta Paediatrica 73 (2), S. 273-
274.

Piehler, J.; Brecht, A.; Geckeler, K. E.; Gauglitz, G. (1996): Surface modification for direct
immunoprobes. In: Biosensors and Bioelectronics 11 (6—7), S. 579-590.

Pirrung, M. C. (2002): Die Herstellung von DNA-Chips. In: Angewandte Chemie 114 (8), S.
1326-1341.

Posthuma-Trumpie, G. A.; Korf, J.; Amerongen, A. (2009): Lateral flow (immuno)assay: its
strengths, weaknesses, opportunities and threats. A literature survey. In: Analytical
and Bioanalytical Chemistry 393 (2), S. 569-582.

Prime, K. L.; Whitesides, G. M. (1991): Self-assembled organic monolayers: model systems
for studying adsorption of proteins at surfaces. In: Science (252), S. 1164-1167.

Prime, K. L.; Whitesides, G. M. (1993): Adsorption of proteins onto surfaces containing end-
attached oligo(ethylene oxide): a model system using self-assembled monolayers.
In: Journal of the American Chemical Society 115 (23), S. 10714-10721.

Raem, A. M.; Rauch, P. (2007): Immunoassays. 1. Aufl. Heidelberg: Spektrum.

Rahn, K.; Diamantoglou, M.; Klemm, D.; Berghmans, H.; Heinze, T. (1996): Homogeneous
synthesis of cellulose p-toluenesulfonates in N,N-dimethylacetamide/LiCl solvent
system. In: Die Angewandte Makromolekulare Chemie 238 (1), S. 143-163.

Rickert, J.; Weiss, T.; Kraas, W.; Jung, G.; Gopel, W. (1996): A new affinity biosensor: self-
assembled thiols as selective monolayer coatings of quartz crystal microbalances.
In: Biosensors and Bioelectronics 11 (6-7), S. 591-598.

Robinson-Dunn, B. (2002): The Microbiology Laboratory's Role in Response to Bioterrorism.
In: Archives of Pathology & Laboratory Medicine 126 (3), S. 291-294.

Sada, E.; Katoh, S.; Sukai, K.; Tohma, M.; Kondo, A. (1986): Adsorption equilibrium in
immuno-affinity chromatography with polyclonal and monoclonal antibodies. In:
Biotechnology and Bioengineering 28 (10), S. 1497-1502.

Senaratne, W.; Andruzzi, L.; Ober, C. K. (2005): Self-Assembled Monolayers and Polymer
Brushes in Biotechnology: Current Applications and Future Perspectives. In:
Biomacromolecules 6 (5), S. 2427-2448.

XXII



Quellenverzeichnis

Shrive, A. K.; Gheetham, Graham M. T.; Holden, D.; Myles, Dean A. A.; Turnell, W. G;
Volanakis, J. E. et al. (1996): Three dimensional structure of human C-reactive
protein. In: Nat Struct Mol Biol 3 (4), S. 346—354.

Sin, K.-K.; Chan, C.-Y.; Leung, W.-M.; Seydack, M.; Renneberg, R. (2006): Fluorogenic
nanocrystals for highly sensitive detection of C-reactive protein. In: IEE Proceedings
- Nanobiotechnology 153 (3), S. 54-58.

Sorribas, H.; Padeste, C.; Tiefenauer, L. (2002): Photolithographic generation of protein
micropatterns for neuron culture applications. In: Biomaterials 23 (3), S. 893-900.

Stimson, W. H.; Sinclair, J. M. (1974): An immunoassay for pregnancy-associated a-
macroglobulin using antibody—enzyme conjugates. In: FEBS Letters 47 (1), S. 190—
192.

Thompson, D.; Pepys, M. B.; Wood, S. P. (1999): The physiological structure of human C-
reactive protein and its complex with phosphocholine. In: Structure 7 (2), S. 169—
177.

Tiller, J.; Berlin, P.; Klemm, D. (2000): Novel matrices for biosensor applications by structural
design of redox-chromogenic aminocellulose esters. In: Journal of Applied Polymer
Science 75 (7), S. 904-915.

Tiller, J. C.; Rieseler, R.; Berlin, P.; Klemm, D. (2002): Stabilization of Activity of
Oxidoreductases by Their Immobilization onto Special Functionalized Glass and
Novel Aminocellulose Film Using Different Coupling Reagents. In:
Biomacromolecules 3 (5), S. 1021-1029.

Tiller, J.; Berlin, P.; Klemm, D. (1999): Soluble and film-forming cellulose derivatives with
redox- chromogenic and enzyme immobilizing 1,4-phenylenediamine groups. In:
Macromolecular Chemistry and Physics 200 (1), S. 1-9.

Tiller, J.; Klemm, D.; Berlin, P. (2001): Designed aliphatic aminocellulose derivatives as
transparent and functionalized coatings for enzyme immobilization. In: Designed
Monomers and Polymers 4 (4), S. 315—-328.

Tillett, W. S.; Francis, T. (1930): SEROLOGICAL REACTIONS IN PNEUMONIA WITH A NON-
PROTEIN SOMATIC FRACTION OF PNEUMOCOCCUS. In: The Journal of Experimental
Medicine 52 (4), S. 561-571.

Tomaso, H.; Thullier, P.; Seibold, E.; Guglielmo, V.; Buckendahl, A.; Rahalison, L. et al. (2007):
Comparison of Hand-Held Test Kits, Immunofluorescence Microscopy, Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay, and Flow Cytometric Analysis for Rapid Presumptive
Identification of Yersinia pestis. In: Journal of Clinical Microbiology 45 (10), S. 3404—
3407.

Turkova, J. (1999): Oriented immobilization of biologically active proteins as a tool for
revealing protein interactions and function. In: Journal of Chromatography B:
Biomedical Sciences and Applications 722 (1-2), S. 11-31.

Ulman, A. (1990): Self-assembled monolayers of alkyltrichiorosilanes: Building blocks for
future organic materials. In: Advanced Materials 2 (12), S. 573-582.

van Weemen, B. K.; Schuurs, A. (1971): Immunoassay using antigen—enzyme conjugates. In:
FEBS Letters 15 (3), S. 232-236.

XXIII



Quellenverzeichnis

Vermeire, S.; van Assche, G.; Rutgeerts, P. (2004): C-reactive protein as a marker for
inflammatory bowel disease. In: Inflammatory Bowel Diseases 10 (5), S. 661-665.

Wang, J. (2005): Nanomaterial-based electrochemical biosensors. In: Analyst 130 (4), S. 421—
426.

Williams, R. A.; Blanch, H. W. (1994): Covalent immobilization of protein monolayers for
biosensor applications. In: Biosensors and Bioelectronics 9 (2), S. 159-167.

Wong, R. C.; Tse, H. Y. (2009): Lateral flow immunoassay. New York, NY: Springer.

Wood, W. G. (1991): “Matrix Effects” in Immunoassays. In: Scandinavian Journal of Clinical &
Laboratory Investigation 51 (s205), S. 105-112.

Yakovleva, J.; Davidsson, R.; Bengtsson, M.; Laurell, T.; Emnéus, J. (2003): Microfluidic
enzyme immunosensors with immobilised protein A and G using
chemiluminescence detection. In: Biosensors and Bioelectronics 19 (1), S. 21-34.

XXIV



Danksagung

Danksagung

Ich danke Herrn Professor Thomas Heinze fiir die Anregung zu diesem Thema, sowie seine

Aufgeschlossenheit, viele Ideen und sein stetes Interesse am Fortgang der Arbeit.

Besonders danken moéchte ich auBerdem Dr. Peter Berlin fiir die intensive Unterstiitzung bei
meiner Arbeit, zahlreichen Anregungen, Diskussionen und seine unermidliche

Unterstltzung lber die Jahre.

Ich danke fir die dreilahrige Finanzierung (Januar 2010- November 2012) des European
Community’s Seventh Framework Programme (FP7/2007-2013) unter der Vereinbarung
Nummer 214653 (surface functionalization of cellulose matrices using coatings of
functionalized polysaccharides with embedded nano-particles, SurFunCell), wodurch die

Forschung, die zu diesen Ergebnissen gefiihrt hat erst mégich war.

Herrn Dr. Peter Miete danke ich fir die Moglichkeit zur Bearbeitung des Themas am fzmb

und die stete Hilfsbereitschaft sowie interessanten Diskussionen.

Allen Kollegen aus dem Arbeitskreise von Herrn Professor Thomas Heinze, mit denen ich im
Laufe der Jahre zusammengearbeitet habe und die mich bei der Arbeit unterstitzt haben,

danke ich fur die Hilfsbereitschaft.

Ich danke der Senova GmbH und der FZMB GmbH und seinen Mitarbeitern fiir die wertvolle
Zusammenarbeit und eine Vielzahl von Biochemikalien. Besonderer Dank gilt dabei Herrn

Thomas Wellhofer fiir die zahlreichen Anregungen.

Meiner Familie und Silvia Kerbstat danke ich fir die Unterstitzung wahrend der gesamten

Promotionszeit.

XXV



Lebenslauf

PERSONLICHE DATEN

Lebenslauf

Name
Anschrift

Geburtsdatum
Familienstand

PRAKTISCHE ERFAHRUNGEN

Scholz, Friedrich
Nollendorfer StralRe 10
07743 Jena
12.03.1985 in Dresden
ledig

Januar 2013-Heute

AUSBILDUNG

Senova GmbH, Weimar, Wissenschaftlicher Mitarbeiter

Januar 2010-November 2014

Oktober 2004—-Dezember 2010

August 2003 bis April 2004

August 1995-Juli 2003

Promotion im Fachbereich Chemie an der Friedrich-
Schiller-Universitat Jena

Thema der Arbeit: ,Modifizierung von
Polyethylensubstraten mit Aminocellulose und
Antikorperimmobilisierung fir die Entwicklung von
immunologischen Schnelltests am Beispiel von CRP*

Studium der Chemie (Diplom)
mit Spezialisierung in Makromolekularer Chemie und
Photochemie (Friedrich-Schiller-Universitat Jena)

Abschlussnote: 1,9

Diplomarbeit: "Synthese und Untersuchung neuartiger
Polyelektrolyte” (Note: 1,8)

Zivildienst, Diakonie, Leipzig, Wohnen Heinz Wagner -
Wohnen fiir Kinder, Jugendliche und junge Volljahrige mit
und ohne Beeintrachtigung

Allgemeine Hochschulreife
(Neue Nikolaischule Leipzig, Gymnasium)

KENNTNISSE

Fremdsprachen ENGLISCH

EDV WORD, EXCEL, POWERPOINT, CHEM DRAW, ORIGIN
Jena,

Friedrich Scholz

XXVI



Selbsstandigkeitserklarung

Selbststandigkeitserklarung

Ich erklare, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig und unter Verwendung der

angegebenen Hilfsmittel, personlichen Mitteilungen und Quellen angefertigt habe.

Jena,

Friedrich Scholz

XXVII





