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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	
  möglich,	
  ein	
  bevorzugtes	
  Aminocellulosederivat	
  für	
  eine	
  einheitliche	
  flächendeckende	
  

Substratmodifizierung	
   auszuwählen.	
   Alle	
   ausgewählten	
   und	
   frisch	
   synthetisierten	
  

Aminocellulosederivate	
   bildeten	
   Aminocellulose-­‐Monolagen-­‐ähnlichen	
   Strukturen	
   auf	
   der	
  

Glimmer-­‐Substratoberfläche	
  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	
  Lösung	
  lagerten	
  sich	
  diese	
  bei	
  der	
  Modifizierung	
  von	
  Substraten	
  

auf	
   deren	
  Oberfläche	
   an.	
   Die	
   AFM-­‐Aufnahmen	
   von	
  mit	
   EDA-­‐Cellulosetosylat	
   (DP~200,	
  1b)	
  

modifizierten	
  Glimmersubstraten	
  in	
  Abhängigkeit	
  von	
  der	
  Lagerzeit	
  der	
  Aminocellulose	
  und	
  

anschließender	
   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-­‐Lösung	
  (DP~200,	
  1b)	
  nach	
  einer	
  Standzeit	
  der	
  
Stammlösung	
  von	
  (1	
  %w/w)	
  a)	
  1	
  Tag,	
  b)	
  7	
  Tagen,	
  c)	
  56	
  Tagen,	
  d)	
  120	
  Tagen	
  hergestellt	
  wurden.	
  

Es	
   ließen	
   sich	
   nach	
   Lagerung	
   der	
   Aminocellulose-­‐Stammlösung	
   von	
   sieben	
   Tagen	
   und	
  

erneuter	
  Modifizierung	
   von	
  Glimmerscheiben	
   außerdem	
  nicht	
  modifizierte	
  Areale	
  und	
  mit	
  

Aminocellulosekompositen	
  modifizierte	
  Areale	
  erkennen.	
  	
  

Die	
   AFM-­‐Bilder	
   in	
   Abbildung	
  3-­‐5	
   ließen	
   schlussfolgern,	
   dass	
   keine	
   reproduzierbaren	
  

Aminocellulose-­‐Monolagen-­‐ähnlichen	
   Komposit-­‐Substrate	
   mit	
   nanoskaligen	
   biorelevanten	
  

Oberflächeneigenschaften,	
   mit	
   gelagerten	
   Aminocellulosetosylate-­‐Lösungen	
   hergestellt	
  

werden	
  konnten.	
  Dabei	
  bildeten	
  sich	
  die	
  Self-­‐Assembled-­‐Aminocellulosekompositen	
  bereits	
  

direkt	
  nach	
  der	
  Synthese	
  in	
  Lösung	
  aus.	
  

Die	
   Lagerung	
   des	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilates	
   (DP~200,	
   6)	
   und	
   frische	
   Bereitung	
   der	
  

Modifizierungslösung	
   durch	
   Lösen	
   des	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilates	
   (DP~200,	
   6)	
   und	
  

anschließender	
  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.	
   Für	
   die	
   Erzeugung	
   von	
   reproduzierbaren	
   nanoskaligen	
  

Substratoberflächen	
  war	
  das	
  als	
  Feststoff	
  gelagerte	
  EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
  ((DP~200,	
  6)	
  gut	
  

geeignet.	
  Für	
  die	
  Erzeugung	
  biokompatibler	
  Substrate	
  zur	
  Entwicklung	
  eines	
  diagnostischen	
  

Immunoassays	
  war	
  die	
  reproduzierbare	
  flächendeckende	
  Monolagen-­‐ähnliche	
  Modifizierung	
  

mit	
  EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
  (DP~200,	
  6)	
  ein	
  entscheidender	
  Vorteil	
  gegenüber	
  den	
  in	
  Lösung	
  

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	
  

Antikörper	
   (Medix)	
   auf	
   Aminocellulose-­‐modifizierte	
   PE-­‐Substrate	
   gemäß	
   verschiedener	
  

Immobilisierungsprozeduren	
   immobilisiert	
   werden.	
   Die	
   Anwendung	
   verschiedener	
  

Immobilisierungsprozeduren	
   versprach	
   eine	
   Optimierung	
   der	
   Funktionalität	
   der	
  

immobilisierten	
  Antikörper.	
  

3.3.1 Benötigte	
  Voraussetzungen	
  für	
  ein	
  reproduzierbare	
  Ak-­‐Immobilisierung	
  

Eine	
   reproduzierbare	
   immobilisierte	
   Ak-­‐Funktion,	
   differenziert	
   nach	
   verschiedenen	
  

Immobilisierungsprozeduren,	
  setzt	
  eine	
  einheitliche	
  und	
  flächendeckende	
  Modifizierung	
  mit	
  

Aminocellulose	
  auf	
  den	
  PE-­‐Substraten	
  voraus.	
  

Bei	
   der	
   Modifizierung	
   von	
   Substraten	
   mit	
   Aminocellulosetosylaten	
   konnte	
   nicht	
  

gewährleistet	
  werden,	
  einen	
  reproduzierbaren	
  und	
  flächendeckenden	
  Aminocellulosefilm	
  zu	
  

erhalten.	
  Da	
   sich	
  direkt	
  nach	
  der	
   Synthese	
  die	
  Self-­‐Assembled-­‐Aminocellulosekomposite	
   in	
  

Lösung	
  ausbildeten,	
  bestand	
  die	
  Gefahr,	
  dass	
  eine	
  Modifizierung	
  von	
  Substraten	
  mittels	
  der	
  

Selbstkomposit-­‐haltigen	
   Aminocellulosederivat-­‐Lösungen	
   zu	
   Bereichen	
   unterschiedlicher	
  

Modifizierung	
  führen	
  würde.	
  Diese	
  Bereiche	
  unterschiedlicher	
  Modifizierung	
  würden	
  bei	
  der	
  

Ak-­‐Immobilisierung	
   Bereiche	
   ungleichmäßiger	
   Antikörperkonzentrationen	
   auf	
   den	
   PE-­‐
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Substraten	
  verursachen,	
  wodurch	
  unterschiedlichen	
  Mengen	
  Antigen	
  von	
  PE-­‐Substrat	
  zu	
  PE-­‐

Substrat	
  binden	
  würden.	
  	
  

Die	
   unkalkulierbaren	
   Einflüsse	
   der	
   porösen	
   Strukturen	
   der	
   PE-­‐Mikrofilter	
   für	
   den	
   ABICAP-­‐

Säulenassay	
  hätten	
  eine	
  komplette	
  Behandlung	
  der	
  Poren	
  mit	
  den	
  Selbstkomposit-­‐haltigen	
  

Aminocellulosederivat-­‐Lösungen	
   zusätzlich	
   erschwert,	
   wodurch	
   sich	
   das	
   Problem	
   der	
  

Aminocellulose-­‐unmodifizierten	
   Areale	
   verstärkt	
   hätte.	
   Bei	
   der	
   Durchführung	
   des	
   ABICAP-­‐

Säulenassays	
   würden	
   sich,	
   durch	
   die	
   inhomogene	
   Antikörperbeladung	
   der	
   PE-­‐Mikrofilter,	
  

Bereiche	
   intensiver	
   Farbstoffentwicklung	
   und	
   Bereiche	
   mit	
   weniger	
   intensiver	
  

Farbstoffentwicklung	
  ausbilden,	
  welche	
  von	
  PE-­‐Mikrofilter	
  zu	
  PE-­‐Mikrofilter	
  unterschiedlich	
  

wären.	
  Die	
   Reproduzierbarkeit	
   der	
  ABICAP-­‐Signale	
  wäre	
   daher	
   durch	
  Verwendung	
  der	
   PE-­‐

Mikrofilter	
  zusätzlich	
  gestört.	
  	
  

Eine	
   einheitliche	
   und	
   flächendeckende	
   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,	
   flächendeckenden	
  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-­‐ähnliche	
  Modifizierungen	
  mit	
  

Rauigkeiten	
   von	
   ~5	
  nm	
   auf	
   den	
   PE-­‐Chips	
   nicht	
   nachgewiesen	
   werden	
   konnte	
   (vgl.	
  

Abbildung	
  3-­‐7).	
  	
  

Aufgrund	
   der	
   fehlenden	
   Qualitätssicherung	
   der	
   Aminocellulosefilme	
   auf	
   den	
   PE-­‐Chips	
  

eignete	
   sich	
   aufgrund	
   der	
   weit	
   weniger	
   ausgeprägten	
   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	
  gelöst	
  und	
  als	
  0,05	
  %	
  Lösung	
  für	
  die	
  Modifizierung	
  verwendet.	
  

Die	
  Modifizierungsprozedur	
  der	
  O2-­‐Plasma-­‐behandelten	
  PE-­‐Chips	
  konnte	
  durch	
  Spincoating	
  

unter	
  vollständiger	
  Benetzung	
  der	
  Chipoberfläche	
  erfolgen.	
  

Auf	
  die	
  mit	
  EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
  (DP~200,	
  6)	
  modifizierten	
  PE-­‐Chips	
  wurden	
  anschließend	
  

Anti-­‐h	
  CRP	
  6404	
  Antikörper,	
   gemäß	
   verschiedener	
   Immobilisierungsprozeduren	
  

immobilisiert.	
  Als	
  Richtwert	
  für	
  die	
  im	
  Immobilisierungsansatz	
  vorgelegte	
  Ak-­‐Menge	
  pro	
  PE-­‐

Chip	
   wurde	
   die	
   theoretische	
   Maximalbeladung,	
   300	
  Nanogramm	
  IgG-­‐Ak	
   pro	
  

Quadratzentimeter	
   Substratoberfläche	
   [Raem,	
   Rauch	
   2006],	
   eingesetzt.	
   Da	
   die	
  

Chipoberfläche	
   durch	
   die	
   Rauigkeit	
   der	
   Oberfläche	
   wesentlich	
   größer	
   ist	
   als	
   1,69	
   cm2,	
  

können	
   voraussichtlich	
   größere	
   Ak-­‐Mengen	
   pro	
   PE-­‐Chip	
   immobilisiert	
   werden.	
   Demnach	
  

sollte	
  bei	
  allen	
   Immobilisierungsmethoden	
  die	
  vorgelegte	
  Ak-­‐Menge	
  von	
  1,0	
  µg	
  Ak	
  pro	
  PE-­‐

Chip	
  vollständig	
  immobilisiert	
  werden.	
  

3.3.2 CRP-­‐Immunoaffinität	
  als	
  Bewertungsparameter	
  der	
  Ak-­‐
funktionalisierten	
  PE-­‐Substrate	
  hergestellt	
  gemäß	
  verschiedener	
  
Immobilisierungsmethoden	
  

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

können,	
   wurde	
   die	
   CRP-­‐Immunoaffinität	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips,	
   hergestellt	
  

gemäß	
   verschiedener	
   Immobilisierungsmethoden,	
   bestimmt.	
   Die	
   CRP-­‐Immunoaffinität	
   der	
  

Ak-­‐funktionalisierten	
   Substrate	
   beschreibt	
   die	
   Affinität	
   der	
   Substrate	
   zu	
   dem	
   spezifischen	
  

Antigen	
  CRP	
  und	
  hängt	
  von	
  der	
  immobilisierten	
  Ak-­‐Menge	
  sowie	
  von	
  der	
  Funktionalität	
  der	
  

immobilisieren	
  Antikörper	
  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-­‐Immunoaffinität	
   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-­‐Immunoaffinitäten	
   beurteilt	
   werden.	
   Je	
   größer	
   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	
   über	
   die	
  

Behandlung	
   für	
   15	
   Minuten	
   mit	
   5	
  %iger	
   wässrige	
   Glutardialdehydlösung.	
   Anschließend	
  

wurde	
   Protein	
   G	
   auf	
   die	
   Glutardialdehyd-­‐aktivierten	
   PE-­‐Chips	
   für	
   1	
  Stunde	
   bei	
   pH	
  9,5	
  

gekoppelt	
  und	
  mit	
  Ethanolamin	
  die	
  restlichen	
  Bindungsstellen	
  geblockt.	
  Die	
  Immobilisierung	
  

der	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6404	
  Antikörper	
  auf	
  die	
  Protein	
  G-­‐aktivierten	
  PE-­‐Chips	
  erfolgte	
  durch	
  Zugabe	
  

des	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6404	
  Antikörpers	
  für	
  30	
  Minuten	
  bei	
  pH	
  7,3	
  zu	
  den	
  Protein	
  G-­‐aktivierten	
  PE-­‐

Chips.	
  Dabei	
  wurde	
  die	
  im	
  Immobilisierungsansatz	
  vorgelegte	
  Ak-­‐Menge	
  von	
  1,0	
  µg	
  pro	
  PE-­‐

Chip	
  vollständig	
  immobilisiert.	
  

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

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

Überschuss	
  von	
  s-­‐NHS-­‐aktiviertem	
  Biotin	
  (s-­‐NHS-­‐Biotin)	
  bei	
  pH	
  7,3	
  für	
  30	
  Minuten	
  mit	
  Biotin	
  

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

von	
   nicht	
   umgesetztem	
   s-­‐NHS-­‐Biotin	
   erfolgte	
   durch	
   Größenausschlusschromatographie	
  

(SEC).	
  

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

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

wässriger	
  Glutardialdehydlösung.	
  Anschließend	
  wurde	
  Streptavidin	
  auf	
  die	
  Glutardialdehyd-­‐
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aktivierten	
  PE-­‐Chips	
   für	
   1	
  Stunde	
  bei	
   pH	
  9,5	
   gekoppelt	
  und	
  mit	
   Ethanolamin	
  die	
   restlichen	
  

Bindungsstellen	
  geblockt.	
  	
  

Die	
   Immobilisierung	
   der	
   Biotin-­‐funktionalisierten	
   Anti-­‐h	
  CRP	
  6404	
  Antikörper	
   auf	
   die	
  

Streptavidin-­‐aktivierten	
  PE-­‐Chips	
  erfolgte	
  durch	
  Zugabe	
  der	
  Biotin-­‐funktionalisierten	
  Anti-­‐h	
  

CRP	
   6404	
  Antikörper,	
   für	
   30	
  Minuten	
   bei	
   pH	
  7,3,	
   zu	
   den	
   Streptavidin-­‐aktivierten	
   PE-­‐Chips.	
  

Dabei	
   wurde	
   die	
   im	
   Immobilisierungsansatz	
   vorgelegte	
   Ak-­‐Menge	
   von	
   1,0	
   µg	
   pro	
   PE-­‐Chip	
  

vollständig	
  immobilisiert.	
  	
  

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

Für	
   den	
   ersten	
   Schritt,	
   die	
   Aktivierung	
   der	
   mit	
   Aminocellulose	
   modifizierten	
   PE-­‐Chips,	
  

wurden	
   alle	
   u.	
  g.	
   Crosslinker	
   im	
  Überschuss	
   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	
  anschließend	
  die	
  vorgelegte	
  Ak-­‐

Menge	
  von	
  1,0	
  µg	
  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	
  bewährte	
  

sich	
  mit	
  wässriger	
  5	
  %iger	
  GDA-­‐Lösung.	
  	
  

Um	
   zu	
   gewährleisten,	
   dass	
   unprotonierte	
   Aminogruppen	
   für	
   die	
   Ak-­‐Immobilisierung	
   zur	
  

Verfügung	
  stehen,	
  wurde	
  die	
  Immobilisierung	
  des	
  Antikörpers	
  oberhalb	
  des	
   isoelektrischen	
  

Punktes	
  (IP)	
  (IPCRP-­‐Ak~5,4-­‐6,1)	
  bei	
  pH	
  9,5	
  durchgeführt.	
  	
  

Eine	
  Immobilisierungsdauer	
  von	
  1	
  Stunde	
  reichte	
  aus,	
  um	
  die	
  angebotene	
  Menge	
  von	
  1,0	
  µg	
  

Antikörper	
   pro	
   PE-­‐Chip	
   an	
  die	
   PE-­‐Chips	
   zu	
   binden.	
  Mögliche	
   freie	
   Bindungsstellen	
  wurden	
  

anschließend	
  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	
  gesättigter	
  Benzochinon-­‐

Lösung	
   erwies	
   sich	
   in	
   DMF	
   gegenüber	
   der	
   Aktivierung	
   in	
   Wasser	
   als	
   vorteilhaft.	
   Die	
  

anschließende	
  Ak-­‐Immobilisierung	
  erfolgte	
  ebenfalls	
  wie	
  bei	
  der	
  GDA-­‐Methode	
  bei	
  pH	
  9,5.	
  

Nach	
  1	
  Stunde	
   Inkubationszeit	
   des	
   Immobilisierungsansatzes	
  wurden	
  nur	
   0,6	
  µg	
  Ak	
  der	
   im	
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Immobilisierungsansatz	
   vorgelegten	
  Ak-­‐Menge	
  von	
  1,0	
  µg	
  pro	
  PE	
  Chip	
   immobilisiert.	
  Nach	
  

einer	
   Erhöhung	
   der	
   Immobilisierungszeit	
   auf	
   20	
  Stunden,	
  wurde	
   die	
   komplette	
   vorgelegte	
  

Menge	
   von	
   1,0	
  µg	
  Ak	
   pro	
   PE-­‐Chip	
   immobilisiert.	
   Mögliche	
   freie	
   Bindungsstellen	
   wurden	
  

anschließend	
  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	
  gesättigter	
  Ascorbinsäure-­‐

Lösung	
   erwies	
   sich	
   in	
   DMF	
   gegenüber	
   der	
   Aktivierung	
   in	
   Wasser	
   als	
   vorteilhaft.	
   Die	
  

anschließende	
  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	
   1,0	
  µg	
   Ak	
   pro	
   PE-­‐Chip	
   zu	
   immobilisieren.	
   Mögliche	
   freie	
  

Bindungsstellen	
  wurden	
  anschließend	
  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	
   wässriger	
  

10	
  %iger	
   4,4'-­‐Dihydroxybiphenyldiglycidylether-­‐Lösung	
   für	
   15	
   Minuten.	
   Die	
   anschließende	
  

Ak-­‐Immobilisierung	
   erfolgte	
   ebenfalls	
   wie	
   bei	
   der	
   GDA-­‐Methode	
   bei	
   pH	
  9,5,	
   wobei	
   eine	
  

Immobilisierungszeit	
   von	
   20	
  Stunden	
   notwendig	
   war,	
   um	
   1,0	
   µg	
   Ak	
   pro	
   PE-­‐Chip	
   zu	
  

immobilisieren.	
   Mögliche	
   freie	
   Bindungsstellen	
   wurden	
   anschließend	
   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	
   Oberfläche	
   gebunden.	
   Dazu	
   wurde	
   das	
   Reagenz	
   zur	
  

Aktivierung	
   als	
   0,1	
  M	
   Lösung	
   in	
   PB-­‐Puffer	
   (pH	
  8,0)	
   eingesetzt.	
   Ein	
   großer	
   Überschuss	
   an	
  

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

Die	
   Diaziringruppe	
   stand	
   anschließend	
   zur	
   Ak-­‐Immobilisierung	
   zur	
   Verfügung.	
   Unter	
  

Einstrahlung	
  von	
  Licht	
  mit	
  einem	
  Emissionsmaximum	
  bei	
  ʎ=350	
  nm,	
  erzeugt	
  mit	
  einer	
  HBO-­‐

Lampe	
   und	
   entsprechendem	
   Interferenzfilter,	
   wurde	
   Stickstoff	
   aus	
   der	
   Diaziringruppe	
  

abgespalten,	
   wodurch	
   ein	
   Radikal	
   entstand,	
   welches	
   den	
   Antikörper	
   kovalent	
   bindet.	
   Die	
  

Immobilisierung	
  der	
  Antikörper	
  erfolgte	
  in	
  bidest.	
  Wasser	
  für	
  15	
  Minuten	
  unter	
  andauernder	
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Bestrahlung	
  mit	
   Licht.	
  Die	
  DIA-­‐Methode	
  wurde	
  nach	
  der	
  Vorschrift	
   von	
  Gomes	
  und	
  Gozzo	
  

[2010]	
  durchgeführt.	
  Die	
  im	
  Immobilisierungsansatz	
  vorgelegte	
  Ak-­‐Menge	
  von	
  1,0	
  µg	
  Ak	
  pro	
  

PE-­‐Chip	
  wurde	
  vollständig	
  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	
  

Bernsteinsäureanhydrid	
  in	
  trockenen	
  DMF	
  mit	
  Pyridin	
  als	
  Base	
  für	
  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	
  überführt.	
  

Die	
   aktivierten	
   s-­‐NHS-­‐Ester	
   sind	
   gegenüber	
   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	
  µg	
  Antikörper	
  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	
   wässrigen	
   Milieu	
   stabiler	
   s-­‐NHS-­‐Ester,	
   welcher	
  

reaktiv	
  gegenüber	
  NH2-­‐Gruppen	
  ist.	
  

Um	
   protonierte	
   Aminogruppen	
   auf	
   den	
   mit	
   Aminocellulose	
   modifizierten	
   PE-­‐Chips	
   zu	
  

vermeiden,	
   wurde	
   ein	
   pH-­‐Milieu	
   von	
   pH	
   8,0	
   im	
   Immobilisierungsansatz	
   gewählt.	
   Dabei	
  

wurde	
  berücksichtigt,	
  dass	
  ein	
  höherer	
  pH-­‐Wert	
  die	
  Hydrolyse	
  und	
  damit	
  die	
  Deaktivierung	
  

der	
  s-­‐NHS-­‐Ester	
  zur	
  Folge	
  hätte.	
  

Die	
   Ansätze	
   haben	
   gezeigt,	
   dass	
   bei	
   der	
   Ak-­‐Immobilisierung	
   durch	
   EDC-­‐Aktivierung	
   der	
  

Carboxylgruppen	
   des	
   Antikörpers	
   nach	
   einer	
   Stunde	
   Inkubationszeit	
   die	
   im	
  

Immobilisierungsansatz	
   vorgelegte	
  Menge	
  von	
  1,0	
  µg	
  Antikörper	
  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	
   NH2-­‐Endgruppen	
   der	
   mit	
   Aminocellulose	
  

modifizierten	
   PE-­‐Chips.	
   Dazu	
  wurde	
   der	
   pH-­‐Wert	
   der	
   Ak-­‐Lösung	
   durch	
   Zugabe	
   von	
   0,1	
  M	
  

Natronlauge	
   auf	
   pH	
  9,0	
   eingestellt.	
   Nach	
   der	
   Immobilisierung	
   wurde	
   überschüssiges	
  

Natriumperiodat	
   durch	
   Zusatz	
   von	
   Ethylenglycol	
   umgesetzt.	
   Nach	
   einer	
  

Immobilisierungsdauer	
   von	
   4	
  Stunden	
   wurde	
   die	
   im	
   Immobilisierungsansatz	
   vorgelegte	
  

Menge	
  von	
  1,0	
  µg	
  Antikörper	
  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	
   Antikörpern	
  

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	
  für	
  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	
   Antikörper	
  

(1,0	
  µg)	
  auf	
  den	
  carboxylierten	
  PE-­‐Chips	
  immobilisiert	
  werden.	
  Allerdings	
  unterschieden	
  sich	
  

die	
  CRP-­‐Immunoaffinitäten	
  der	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  PE-­‐Chips	
  in	
  Abhängigkeit	
  vom	
  pH-­‐Wert	
  

im	
  Immobilisierungsansatz	
  (Abbildung	
  3-­‐8).	
  

Der	
  optimale	
  pH-­‐Wert	
  im	
  Immobilisierungsansatz	
  lag	
  im	
  Bereich	
  des	
  isoelektrischen	
  Punktes	
  

des	
   Antikörpers	
   (IPAnti-­‐h	
   CRP	
   6404~5,4-­‐6,1,	
   [Medix]).	
   Bei	
   niedrigeren	
   sowie	
   bei	
   höheren	
   pH-­‐

Werten	
   im	
   Immobilisierungsansatz,	
   sank	
  die	
  CRP-­‐Immunoaffinität	
  der	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  

PE-­‐Chips.	
   Die	
   elektrostatisch	
   getriebene	
   Makromolekülausrichtung	
   der	
   Antikörper	
   wurde	
  

dabei	
   von	
   der	
   Ladungsverteilung	
   innerhalb	
   des	
   Proteins	
   (unterschiedliche	
   Ladung	
   des	
   Fab-­‐	
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und	
   FC-­‐Teils	
   am	
   IP	
   des	
   Antikörpers)	
   sowie	
   von	
   der	
   Ladungsverteilung	
   der	
   Oberfläche	
  

gesteuert.	
  	
  

	
  

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	
  Abhängigkeit	
  vom	
  pH-­‐Wert	
  des	
  
Immobilisierungsansatzes.	
  

Am	
  IP	
  des	
  Ak-­‐Proteins	
  kam	
  es	
  zu	
  elektrostatischen	
  Abstoßungskräften	
  zwischen	
  dem	
  negativ	
  

geladenen	
   Fab-­‐Teil	
   des	
   Ak	
   und	
   der	
   negativ	
   geladenen	
   Oberfläche	
   (Carboxylgruppen	
   als	
  

Ladungsträger),	
   wodurch	
   der	
   Fab-­‐Teil	
   und	
   damit	
   die	
   Antigenbindungsstellen	
   frei	
   im	
   Raum	
  

orientiert	
  waren.	
  Bei	
  höheren	
  IP	
  war	
  der	
  gesamte	
  Antikörper	
  negativ	
  geladen,	
  was	
  zu	
  keiner	
  

bevorzugten	
   Orientierung	
   auf	
   der	
   Oberfläche	
   führte.	
   Dadurch	
   nahm	
   die	
   CRP-­‐

Immunoaffinität	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips	
   bei	
   höheren	
   pH-­‐Werten	
   im	
  

Immobilisierungsansatz	
   ab.	
   Bei	
   niedrigeren	
   pH-­‐Werten	
   im	
   Immobilisierungsansatz	
  

orientierte	
   sich	
   der	
   positiv	
   geladene	
   N-­‐Terminus	
   und	
   damit	
   der	
   Fab-­‐Teil	
   des	
   Antikörpers	
  

Richtung	
   Oberfläche	
   wodurch	
   die	
   CRP-­‐Immunoaffinität	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips	
  

sank.	
  

Bei	
   der	
   elektrostatischen	
   Ak-­‐Immobilisierung	
   wurde	
   allerdings	
   nur	
   die	
   Orientierung	
   durch	
  

den	
  pH-­‐Wert	
  beeinflusst.	
  Die	
  Immobilisierung	
  der	
  Antikörper	
  Proteine	
  an	
  die	
  carboxylierten	
  

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

Zur	
   Testung	
   der	
   Stabilität	
   der	
   Ak-­‐Funktion	
   der	
   gemäß	
   CAB-­‐Methode	
   immobilisierten	
  

Antikörper	
   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	
   Antikörper,	
   immobilisiert	
   nach	
   der	
   elektrostatisch	
   getriebenen	
   Ak-­‐Immobilisierung,	
  

durch	
  Behandlung	
  mit	
  verschiedenen	
  pH-­‐Werten	
  (pH	
  3,0	
  und	
  pH	
  11,5),	
  großen	
  Ionenstärken	
  

(6	
  M	
  LiCl-­‐Lösung)	
  oder	
  durch	
  Zugabe	
  eines	
  anderen	
  Proteins	
   (caseinhaltige	
  Lösung)	
  wieder	
  

ablösen	
   lässt	
   oder	
   sich	
   die	
   makromolekulare	
   Ausrichtung	
   der	
   Antikörper	
   relativ	
   zur	
  

Oberfläche	
  ändert.	
  

Dazu	
   wurden	
   die	
   gemäß	
   CAB-­‐Methode	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips	
   mit	
   verschiedenen	
  

Reagenzlösungen	
   für	
   die	
   Dauer	
   von	
   einer	
   Stunde	
   geschüttelt,	
   danach	
  mit	
   bi-­‐destilliertem	
  

Wasser	
  gewaschen	
  und	
  anschließend	
  die	
  gebundene	
  CRP-­‐Menge	
  bei	
  Vorlage	
  von	
  10	
  ng	
  CRP	
  

im	
  Inkubationsansatz	
  bestimmt.	
  

Die	
  Tabelle	
  3-­‐7	
  zeigt,	
  dass	
  CRP-­‐Immunoaffinitäten	
  der	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  PE-­‐Chips	
  vor	
  und	
  

nach	
  dem	
  Stresstest	
  unverändert	
  waren.	
  Dies	
  bedeutet,	
   dass	
  die	
  Ak-­‐Funktion	
   stabil	
   gegen	
  

die	
   eingesetzten	
   Reagenzlösungen	
   (pH	
  3,	
   pH	
  11,5,	
   6	
  M	
   LiCl-­‐Lösung,	
   caseinhaltige	
   Lösung)	
  

vorlag.	
  Dabei	
  bildete	
  sich	
  bei	
  der	
  CAB-­‐Methode	
  eine	
  Art	
  IgG-­‐Oberflächen	
  Komposit	
  auf	
  den	
  

Carboxylierten	
  Aminocellulose-­‐modifizierten	
  PE-­‐Chips	
  aus.	
  	
  

Zum	
  Blocken	
  der	
  carboxylierten	
  Aminocellulose-­‐modifizierten	
  PE-­‐Chips	
  bewährte	
  sich	
  Bovine	
  

serum	
  albumin	
  (BSA)	
  und	
  Casein.	
  

Tabelle	
  3-­‐7:	
  Vergleich	
  der	
  CRP-­‐Immunoaffinität	
  von	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  PE-­‐Chips	
  hergestellt	
  gemäß	
  
CAB-­‐Methode	
  und	
  Behandlung	
  	
  der	
  CRP-­‐immunoaffinen	
  PE-­‐Chips	
  mit	
  verschiedenen	
  
Reagenzlösungen.	
  	
  

Reagenzlösung	
   Ak-­‐Chipb	
   pH	
  3c	
   pH	
  11,5d	
   LiCle	
   uCDB-­‐
Pufferf	
  

CRP-­‐Menge	
  
(gebunden)a	
   10	
   9,6	
   9,8	
   10	
   9,5	
  

aDie	
  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	
  gemäß	
  CAB-­‐Methode	
  vor	
  der	
  Behandlung	
  mit	
  den	
  Reagenzien,	
  cCitronensäure-­‐
Puffer	
  (0,1	
  M;	
  pH	
  3,0),	
  dCBB-­‐Puffer	
  (0,1	
  M;	
  pH	
  9,5),	
  eLiCl-­‐Lösung	
  (6	
  M);	
  fcaseinhaltiger	
  Puffer	
  
(pH	
  7,3)	
  

3.3.11 	
  Elektrostatisch-­‐getriebene	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6404	
  Ak	
  Immobilisierung	
  an	
  
sulfonsäuregruppenhaltige	
  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	
   Antikörper	
   und	
   den	
   carboxylierten,	
   Aminocellulose-­‐
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modifizierten	
  PE-­‐Chips	
  sollte	
  durch	
  eine	
  weitere	
  elektrostatisch	
  getriebene	
  Immobilisierung	
  

verifiziert	
  werden.	
  Als	
  negative	
  Ladungsträger	
  wurden	
  dazu	
  Sulfonsäuregruppen	
  anstatt	
  der	
  

Carboxylgruppen	
   auf	
   den	
   mit	
   Aminocellulose	
   modifizierten	
   PE-­‐Chips	
   eingeführt.	
   Zur	
  

Einführung	
   der	
   negativen	
   Ladungsträger	
  wurde	
   das	
   Reagenz	
   4,4‘-­‐Biphenyldisulfonylchlorid	
  

als	
  gesättigte	
  Lösung	
  in	
  Diethlyether	
  zu	
  den	
  Aminocellulose-­‐modifizierten	
  PE-­‐Chips	
  gegeben	
  

und	
   für	
   1	
  Stunde	
   geschüttelt.	
   Anschließend	
   wurde	
   das	
   auf	
   die	
   Oberfläche	
   eingeführte	
  

Sulfonsäurechlorid	
   für	
   24	
  Stunden	
   mit	
   Wasser	
   unter	
   Erhalt	
   von	
   Sulfonsäuregruppen	
  

hydrolysiert	
  (vgl.	
  Abbildung	
  3-­‐9).	
  	
  

	
  

Abbildung	
  3-­‐9:	
  Einführung	
  von	
  Sulfonsäuregruppen	
  auf	
  Aminocellulose-­‐modifizierten	
  PE-­‐Chips	
  durch	
  
Umsetzung	
  der	
  Aminocellulose-­‐modifizierten	
  PE-­‐Chips	
  mit	
  4,4‘-­‐Biphenyldisulfonylchlorid	
  und	
  
anschließender	
  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	
  µg	
   Antikörper	
   pro	
   PE-­‐Chip	
   wurde	
   erfolgreich	
   auf	
   die	
   sulfonierten,	
   Aminocellulose-­‐

modifizierten	
  PE-­‐Chips	
  immobilisiert.	
  	
  

Die	
   CRP-­‐Immunoaffinitäten	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips	
   gemäß	
   SUF-­‐Methode	
   nach	
  

der	
  Behandlung	
  der	
  PE-­‐Chips	
  mit	
  den	
  elektrostatischen	
  Reagenzlösungen	
  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	
   Reagenzlösungen	
   stabil	
   war	
  

(vgl.	
  Tabelle	
  3-­‐8).	
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Tabelle	
  3-­‐8:	
  Vergleich	
  der	
  CRP-­‐Immunoaffinität	
  von	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  PE-­‐Chips	
  hergestellt	
  gemäß	
  
SUF-­‐Methode	
  und	
  Behandlung	
  	
  der	
  CRP-­‐immunoaffinen	
  PE-­‐Chips	
  mit	
  verschiedenen	
  
Reagenzlösungen.	
  

Reagenzlösung	
   Ak-­‐Chipb	
   pH	
  3c	
   pH	
  11,5d	
   LiCle	
   uCDB-­‐
Pufferf	
  

CRP-­‐Menge	
  
(gebunden)	
   9,3	
   8,8	
   9,1	
   9,0	
   8,9	
  

aDie	
  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	
  gemäß	
  CAB-­‐Methode	
  vor	
  der	
  Behandlung	
  mit	
  den	
  Reagenzien,	
  cCitronensäure-­‐
Puffer	
  (0,1	
  M;	
  pH	
  3,0),	
  dCBB-­‐Puffer	
  (0,1	
  M;	
  pH	
  9,5),	
  eLiCl-­‐Lösung	
  (6	
  M);	
  fcaseinhaltiger	
  Puffer	
  
(pH	
  7,3)	
  

3.3.12 	
  CRP-­‐Immunoaffinitäten	
  Ak-­‐funktionalisierter	
  PE-­‐Chips	
  hergestellt	
  
gemäß	
  der	
  ausgewählten	
  Immobilisierungsmethoden	
  an	
  SAM-­‐ähnliche	
  
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	
  µg	
  

Anti-­‐h	
  CRP	
  6404	
  Antikörper	
  pro	
  PE-­‐Chip	
  vollständig	
  gebunden.	
  	
  

Die	
  Ermittlung	
  der	
  CRP-­‐Immunoaffinitäten	
  erfolgte	
  durch	
  Bestimmung	
  der	
  gebundenen	
  CRP-­‐

Menge	
   an	
   die	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips	
   -­‐	
   hergestellt	
   gemäß	
   der	
   verschiedenen	
  

Immobilisierungsmethoden	
  -­‐	
  in	
  einer	
  Fünffachbestimmung	
  bei	
  einer	
  vorgelegten	
  Menge	
  von	
  

10	
  ng	
  CRP	
  pro	
  PE-­‐Chip	
  im	
  Inkubationsansatz.	
  	
  

Die	
   gebundenen	
   CRP-­‐Mengen	
   pro	
   Ak-­‐funktionalisiertem	
   PE-­‐Chip	
   -­‐	
   hergestellt	
   gemäß	
   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,	
   erwartungsgemäß	
   einen	
  

wesentlichen	
  Einfluss	
  auf	
  die	
  CRP-­‐Immunoaffinität	
  der	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  PE-­‐Chips	
  hatten.	
  

Gut	
   geeignet	
   zur	
   Herstellung	
   von	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips	
   mit	
   einer	
   großen	
   CRP-­‐

Immunoaffinität	
   waren	
   unter	
   anderem	
   die	
   CAB-­‐	
   und	
   SUF-­‐Methode,	
   was	
   die	
   positive	
  

Ausrichtung	
  der	
  Antikörper	
  der	
  elektrostatisch	
  getriebenen	
  Ak-­‐Immobilisierung	
  belegt.	
  Auch	
  

bei	
   Anwendung	
   der	
   EDC-­‐Methode	
   wurden	
   große	
   CRP-­‐Immunoaffinitäten	
   der	
   PE-­‐Chips	
  

erhalten.	
   Dabei	
   schienen	
   die	
   Reagenzien	
   EDC	
   und	
   s-­‐NHS	
   keinen	
   Einfluss	
   auf	
   die	
   CRP-­‐

Immunoaffinität	
   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	
  Antikörper.	
  Nach	
  der	
  elektrostatischen	
  Ak-­‐Immobilisierung	
  können	
  sich	
  

zusätzliche	
   kovalente	
   Bindungen	
   ausbilden,	
   die	
   die	
   Orientierung	
   der	
   Antikörper	
   auf	
   der	
  

Oberfläche	
  fixieren.	
  Jedoch	
  brachten	
  diese	
  keinen	
  Effekt	
  für	
  die	
  CRP-­‐Immunoaffinität	
  der	
  Ak-­‐

funktionalisierten	
  PE-­‐Chips.	
  	
  

	
  

Abbildung	
  3-­‐10:	
  CRP-­‐Immunoaffinitäten	
  Ak-­‐funktionalisierter	
  PE-­‐Chips	
  hergestellt	
  gemäß	
  
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	
  gemäß	
  EDC-­‐Ak-­‐	
  und	
  ALD-­‐Methode,	
  besaßen	
  nur	
  sehr	
  geringe	
  CRP-­‐

Immunoaffinitäten.	
   Dabei	
   wirkte	
   sich	
   die	
   mögliche	
   Konkurrenzreaktion	
   der	
   Ak-­‐

Immobilisierung	
   an	
   die	
   NH2-­‐Gruppen	
   der	
   Oberfläche,	
   die	
   Quervernetzung	
   der	
   Proteine	
  

untereinander,	
   nachteilig	
   auf	
   den	
   Erhalt	
   der	
   Ak-­‐Funktionalität	
   aus.	
   Möglicherweise	
  

entstanden	
   auch	
   Antikörper-­‐Multilayer-­‐Schichten	
   wodurch	
   Antikörper	
   auf	
   der	
   Oberfläche	
  

deaktiviert	
  wurden.	
  	
  

Ebenfalls	
  sehr	
  geringe	
  CRP-­‐Immunoaffinitäten	
  der	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  PE-­‐Chips	
  erhielt	
  man	
  

bei	
   Anwendung	
   der	
   PG-­‐	
   und	
   SAV-­‐Methode.	
   Möglicherweise	
   beeinflusste	
   die	
   hohe	
  

Biotinfunktionalisierung	
  die	
  Ak-­‐Funktionalität,	
  weshalb	
  weniger	
  CRP-­‐immunoaffine	
  PE-­‐Chips	
  

erhalten	
  wurden.	
  	
  

Die	
  Anwendung	
  der	
  Immobilisierungsmethoden	
  gemäß	
  der	
  homobifunktionellen	
  Crosslinker	
  

ließ	
   erkennen,	
   dass	
   die	
   CRP-­‐Immunoaffinität	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips	
   von	
   der	
  

Kopplungsgeometrie	
   des	
   Immobilisierungsreagenzes	
   abhing.	
   So	
   wiesen	
   die	
   CRP-­‐

immuoaffinen	
   PE-­‐Chips	
   hergestellt	
   gemäß	
   CHI-­‐	
   und	
   BDE-­‐Methode	
   mit	
   aromatischen	
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Spacerstrukturen	
   sehr	
   geringe	
   CRP-­‐Immunoaffinitäten	
   auf.	
   Die	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐

Chips	
   hergestellt	
   gemäß	
   ASC-­‐Methode	
   mit	
   einer	
   sehr	
   kurzen	
   alkalischen	
   Spacerstruktur	
  

dagegen	
   zeigten	
   große	
   CRP-­‐Immunoaffinitäten.	
   Allerdings	
   war	
   ein	
   allgemeiner	
   Trend	
   der	
  

Spacergeometrie	
   des	
   Kopplungsreagenzes	
   wie	
   Spacerlänge	
   oder	
   Struktur	
   des	
  

Immobilisierungsreagenzes	
   auf	
   die	
   CRP-­‐Immunoaffinitäten	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐

Chips	
  nicht	
  feststellbar.	
  So	
  erhielt	
  man	
  bei	
  der	
  Anwendung	
  der	
  GDA-­‐Methode,	
  mit	
  ebenfalls	
  

einer	
  kurzen	
  alkalischen	
  Spacergeometrie,	
  geringe	
  CRP-­‐Immunoaffinitäten.	
  	
  

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

langen	
  alkalischen	
  Spacerstruktur	
  wurden	
  wiederum	
  große	
  CRP-­‐Immunoaffinitäten	
  erhalten.	
  	
  

Allgemein	
  lässt	
  sich	
  sagen,	
  dass	
  die	
  CRP-­‐Immunoaffinität	
  der	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  PE-­‐Chips	
  

maßgeblich	
   von	
   der	
   Ak-­‐Funktionalität	
   der	
   immobilisierten	
   Antikörper	
   abhängt.	
   Einige	
  

Antikörper	
  verlieren	
  durch	
  die	
  Ak-­‐Immobilisierung	
   ihre	
   spezifische	
  Funktion	
  ein	
  Antigen	
  zu	
  

binden.	
   Dieser	
   Verlust	
   wird	
   beispielsweise	
   durch	
   chemische	
   Modifizierung	
   der	
  

Antigenbindungsstellen	
  während	
  der	
  Ak-­‐Immobilisierung	
  verursacht.	
  Außerdem	
  kann	
  es	
  zu	
  

sterischen	
   Hinderungen	
   bei	
   der	
   Anbindung	
   des	
   Antigens	
   an	
   den	
   Antikörper	
   durch	
  

benachbarte	
   Antikörper	
   oder	
   die	
   Oberfläche	
   kommen.	
   Zuletzt	
   können	
  

Konformationsänderungen	
   des	
   Antikörpers	
   in	
   Abhängigkeit	
   von	
   der	
   Nanostruktur	
   der	
  

Oberfläche	
  auftreten.	
  Die	
  Nanostruktur	
  der	
  Oberfläche	
  wiederum	
  wird	
  unter	
  anderem	
  von	
  

der	
  Aminocellulosederivatstruktur	
  und	
  der	
  Struktur	
  des	
  Kopplungsreagenzes	
  bestimmt.	
  	
  

Beispielsweise	
   ist	
   die	
   Spacerstruktur	
   des	
   Kopplungsreagenzes	
   für	
   den	
   Abstand	
   zwischen	
  

Polymerkette	
  und	
  Antikörper	
  verantwortlich.	
  Außerdem	
  wird	
  durch	
  die	
  Spacerstruktur	
  des	
  

Kopplungsreagenzes	
   die	
   Nanostruktur	
   der	
   Oberfläche	
   beeinflusst.	
   Hydrophobe	
  

Eigenschaften	
  nehmen	
  mit	
  aromatischen	
  Spacerstrukturen	
  oder	
   längeren	
  Alkylenketten	
  zu.	
  

Im	
   Zusammenspiel	
   mit	
   der	
   Struktur	
   des	
   Aminocellulosederivates	
   wird	
   damit	
   die	
  

Hydrophilie/Hydrophobie	
  Balance	
  der	
  Nanostruktur	
  gesteuert.	
  	
  

Die	
   CRP-­‐Immunoaffinität	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips	
   war	
   daher	
   aus	
   dem	
  

Zusammenspiel	
   der	
   Nanostruktur	
   des	
   Aminocellulosekomposits	
   und	
   der	
   Struktur	
   des	
  

Kopplungsreagenzes,	
   sowie	
   den	
   Reaktionsbedingungen	
   abhängig.	
   Die	
   unterschiedlichen	
  

CRP-­‐Immunoaffinitäten	
   beweisen	
   die	
   unterschiedlichen	
   Einflüsse	
   der	
  

Immobilisierungsmethoden.	
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Durch	
   die	
   Differenzierung	
   der	
   CRP-­‐immunaffinitäten	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips	
  

gemäß	
   der	
   unterschiedlichen	
   Immobilisierungsprozeduren	
   ließen	
   sich	
   geeignete	
  

Immobilisierungsmethoden	
  für	
  die	
  Entwicklung	
  eines	
  CRP	
  POCT	
  auf	
  PE-­‐Basis	
  selektieren.	
  Für	
  

die	
   Entwicklung	
   von	
   POCT	
   auf	
   mit	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
   (DP~200,	
   6)	
   modifizierten	
   PE-­‐

Substraten	
   eigneten	
   sich,	
   hinsichtlich	
   dem	
   Erhalt	
   der	
   maximalen	
   Ak-­‐Funktionalität,	
  

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

Herauszuheben	
  ist,	
  dass	
  sich	
  durch	
  die	
  CAB-­‐	
  und	
  SUF-­‐Methode,	
  Ak-­‐funktionalisierte	
  PE-­‐Chips	
  

mit	
   großen	
   CRP-­‐Immunoaffinitäten	
   herstellen	
   ließen.	
   Damit	
   ließ	
   sich	
   verifizieren,	
   dass	
   die	
  

positive	
   Ausrichtung	
   der	
   Anti-­‐h	
   CRP	
   6404	
   Ak	
   während	
   der	
   Immobilisierung	
   am	
   IP	
   des	
  

Antikörpers,	
   die	
   CAB-­‐	
   und	
   SUF-­‐Methode	
   zu	
   neuen	
   und	
   effizienten	
  

Immobilisierungsmethoden	
   für	
   Anti-­‐h	
   CRP	
   6404	
   Antiköper	
   an	
   mit	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
  

modifizierten	
  PE-­‐Chips	
  macht.	
  

Die	
   Reproduzierbarkeit	
   der	
   CRP-­‐Immunoaffinitäten	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips,	
  

hergestellt	
   gemäß	
   der	
   Immobilisierungsmethoden	
   auf	
   den	
   mit	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
  

(DP~200,	
   6)	
   modifizierten	
   PE-­‐Chips	
   ist	
   ebenfalls	
   belegt.	
   Die	
   Fehlerwerte	
   der	
  

Fünffachbestimmung	
   der	
   CRP-­‐Menge	
   (gebunden)	
   an	
   die	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips	
  

betrugen	
   maximal	
   13	
  %	
   (DIA-­‐Methode).	
   Dieser	
   Fehler	
   resultiert	
   großteils	
   aus	
   der	
  

Bestimmungsmethode	
   (CRP-­‐ELISA).	
   Daraus	
   lässt	
   sich	
   schlussfolgern,	
   dass	
   mit	
   EDA-­‐

Cellulosecarbanilat	
  (DP~200,	
  6)	
  modifizierte	
  PE-­‐Chips	
  eine	
  aussichtsreiche	
  Grundlage	
  für	
  die	
  

Entwicklung	
  von	
  POCT	
  auf	
  PE-­‐Basis	
  darstellten.	
  

3.4 Herstellung	
   von	
   CRP-­‐immunoaffinen	
   PE-­‐Mikrofiltern	
   für	
   CRP-­‐
Assays	
  

Durch	
  Modifizierung	
  der	
  planaren	
  PE-­‐Chips	
  mit	
  EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
  (DP~200,	
  6)	
  und	
  die	
  

anschließende	
   Ak-­‐Immobilisierung	
   wurden	
   Ak-­‐funktionalisierte	
   PE-­‐Chips	
   mit	
  

reproduzierbaren	
  CRP-­‐Immunoaffinitäten	
  erhalten.	
  Dabei	
  trat	
  eine	
  Differenzierung	
  der	
  CRP-­‐

Immunoaffinitäten	
  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	
   für	
   die	
   Entwicklung	
   eines	
   CRP-­‐ABICAP-­‐Säulenassays	
  

herzustellen,	
   wurden	
   ausgewählte	
   Immobilisierungsmethoden	
   auf	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
  

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

Eine	
   reproduzierbare	
   und	
   flächendeckende	
   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	
   für	
   die	
  

Herstellung	
   Ak-­‐funktionalisierter	
   PE-­‐Mikrofilter.	
   Die	
   Modifizierung	
   der	
   PE-­‐Mikrofilter	
   mit	
  

Aminocellulose	
   erfolgte	
   durch	
   15	
  minütiges	
   Rühren	
   in	
   0,05	
  %iger	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat-­‐

Lösung	
  in	
  DMF	
  unter	
  Vakuumbedingungen	
  um	
  sicherzustellen,	
  dass	
  keine	
  Lufteinschlüsse	
  in	
  

den	
  Poren	
  die	
  Modifizierung	
  verhinderten.	
  	
  

Die	
   Immobilisierungsmethoden	
  DIA-­‐,	
  SUF-­‐,	
  ASC-­‐,	
  CAB	
  und	
  EDC	
  wurden	
  zur	
   Immobilisierung	
  

von	
   Anti-­‐h	
   CRP	
   6404	
   Antikörper	
   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	
   µg	
   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	
  µg	
  Ak	
  pro	
  PE-­‐

Mikrofilter	
   angeboten.	
   Die	
   Ak-­‐Beladung	
   der	
   PE-­‐Mikrofilter	
   wurde	
   durch	
   Variation	
   der	
   Ak-­‐

Konzentration	
   im	
   Immobilisierungsansatz	
   eingestellt.	
   Die	
   tatsächliche	
  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-­‐Funktionalität	
  als	
  Bewertungsparameter	
  der	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  
PE-­‐Mikrofilter	
  

Neben	
   der	
   CRP-­‐Immunoaffinität	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Mikrofilter	
   wurde	
   die	
   Ak-­‐

Funktionalität	
  der	
  immobilisierten	
  Antikörper	
  ermittelt.	
  Diese	
  wurde	
  in	
  Abhängigkeit	
  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	
  Antikörper,	
  ergibt	
  

die	
   Ak-­‐Funktionalität	
   der	
   immobilisierten	
   Antikörper.	
   Die	
   CRP-­‐Immunoaffinität	
   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	
  Sättigung	
  der	
  CRP-­‐Bindungsstellen	
  auf	
  den	
  PE-­‐Mikrofiltern	
  konnte	
  man	
  durch	
  die	
  

gebundene	
   Menge	
   CRP	
   pro	
   PE-­‐Mikrofilter	
   die	
   Menge	
   funktionaler	
   Antikörper	
   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-­‐

Sättigungsmenge.	
  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	
   Antikörpern	
   und	
   der	
   Antikörpermenge	
   pro	
   PE-­‐Mikrofilter	
   gab	
   die	
   Ak-­‐

Funktionalität	
  an	
  (vgl.	
  Formel	
  3-­‐1).	
  

Formel	
  3-­‐1:	
   	
   	
   𝑓Ak=
A2	
  [ng]
MCRP

Ak-­‐Menge	
  [ng]
MAk

= A2	
  [mol]
Ak-­‐Menge	
  [mol]

	
  

fAk=Ak-­‐Funktionalität,	
  A2=obere	
  Asymptote	
  (maximal	
  gebunden	
  Menge	
  CRP),	
  MCRP=115	
  kDa,	
  
MAk=144	
  kDa,	
  Ak-­‐Menge=immobilisierte	
  Menge	
  Ak-­‐Protein	
  

3.4.2 Ak-­‐Funktionalitäten	
  der	
  immobilisierten	
  Antikörper	
  

Die	
   Ak-­‐Funktionalität	
   der	
   gemäß	
   unterschiedlicher	
   Immobilisierungsmethoden	
  

immobilisierter	
   Antikörper	
   wurde	
   zur	
   Bewertung	
   der	
   Immobilisierungsmethoden	
  

herangezogen.	
   Dabei	
   wurde	
   die	
   Ak-­‐Funktionalität	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Mikrofilter	
  

zusätzlich	
   zu	
   den	
   verschiedenen	
   Immobilisierungsmethoden	
   auch	
   nach	
   den	
   zwei	
  

verschiedenen	
   Probenreihen	
   (a)	
   und	
   (b)	
   differenziert.	
   Für	
   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).	
  	
  



3	
  Ergebnisse	
  und	
  Diskussion	
  

71	
  

	
   	
  

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).	
  

	
   	
  

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).	
  

	
   	
  

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).	
  

	
   	
  

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-­‐Funktionalitäten	
   (fAk)	
   erhalten.	
   Außerdem	
   lässt	
   sich	
   aus	
  

der	
  Tabelle	
  3-­‐9	
  die	
  Ak-­‐Beladung	
  der	
  PE-­‐Mikrofilter	
  und	
  die	
  CRP-­‐Immunoaffinität	
  in	
  Form	
  der	
  

CRP-­‐Sättigungsmenge	
  (A2)	
  entnehmen.	
  

Die	
  Ergebnisse	
  aus	
  Tabelle	
  3-­‐9	
  zeigen,	
  dass	
  bei	
  Vorlage	
  einer	
  Ak-­‐Menge	
  von	
  2,0	
  µg	
  pro	
  PE-­‐

Mikrofilter	
   im	
   Immobilisierungsansatz	
   (Probenreihe	
   (a)),	
  die	
  2,0	
  µg	
  Ak	
  vollständig	
  bei	
  allen	
  

ausgewählten	
   Immobilisierungsmethoden	
   an	
   die	
   mit	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
   (DP~200,	
   6)	
  

modifizierten	
  PE-­‐Mikrofilter	
  gebunden	
  wurden.	
  Bei	
  der	
  Probenreihe	
  (b)	
  mit	
  7,5	
  µg	
  Ak	
  pro	
  PE-­‐

Mikrofilter	
  vorgelegt	
  im	
  Immobilisierungsansatz	
  hing	
  die	
  Ak-­‐Beladung	
  der	
  PE-­‐Mikrofilter	
  von	
  

der	
   Immobilisierungsmethode	
   ab.	
   So	
   wurden	
   bei	
   der	
   Immobilisierung	
   gemäß	
   der	
   ASC-­‐

Methode	
  mit	
  7,5	
  µg	
  Ak	
  pro	
  PE-­‐Mikrofilter	
  die	
  größten	
  Ak-­‐Beladungen	
  erreicht.	
  Die	
  geringste	
  

Ak-­‐Beladung	
   mit	
   3,0	
  µg	
   Ak	
   pro	
   PE-­‐Mikrofilter	
   dagegen	
   mit	
   der	
   DIA-­‐Methode.	
   Bei	
   den	
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Immobilisierungsmethoden,	
  welche	
  die	
  Antikörper	
  durch	
  Ladung	
  elektrostatisch	
  ausrichten	
  

(EDC-­‐,	
  CAB-­‐,	
  SUF-­‐Methode),	
  wurden	
  zwischen	
  5,2-­‐5,9	
  µg	
  Ak	
  pro	
  PE-­‐Mikrofilter	
  immobilisiert.	
  

Die	
   Beladungen,	
   die	
   bei	
   der	
   Probenreihe	
   (b)	
   erzielt	
   wurden,	
   entsprachen	
   demnach	
   der	
  

maximalen	
   Beladung	
   der	
   PE-­‐Mikrofilter,	
   gemäß	
   der	
   verschiedenen	
  

Immobilisierungsmethoden.	
   Bei	
   der	
   ASC-­‐Methode	
   wurde	
   durch	
   eine	
   Probenreihe	
   (c)	
   mit	
  

einer	
  vorgelegten	
  Ak-­‐Menge	
  von	
  10,0	
  µg	
  Ak	
  pro	
  PE-­‐Mikrofilter	
  bestätigt,	
  das	
  7,5	
  µg	
  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-­‐	
  
Methode	
   Probenreihea	
   Ak-­‐Menge	
  

(gebunden)	
   A2	
  [ng]b	
   fAkc	
  

ASC	
  
a	
   2,0±0.1	
  µg	
   401	
   26,2	
  %	
  

b	
   7,5±0,3	
  µg	
   625	
   10,9	
  %	
  

DIA	
  
a	
   1,8±0.1	
  µg	
   352	
   25,5	
  %	
  

b	
   3,0±0.2	
  µg	
   485	
   21,1	
  %	
  

EDC	
  
a	
   2,0±0.1	
  µg	
   433	
   28,2	
  %	
  

b	
   5,9±0,3	
  µg	
   636	
   14,1	
  %	
  

CAB	
  
a	
   2,0±0.1	
  µg	
   421	
   27,5	
  %	
  

b	
   5,9±0,3	
  µg	
   654	
   14,5	
  %	
  

SUF	
  
a	
   1,8±0,2	
  µg	
   433	
   31,4	
  %	
  

b	
   5,2±0,3	
  µg	
   761	
   19,1	
  %	
  
aVorgelegte	
  Ak-­‐Menge	
  im	
  Immobilisierungsansatz	
  pro	
  PE-­‐Mikrofilter:	
  Probenreihe	
  a):	
  2,0	
  µg	
  Ak;	
  
Probenreihe	
  b):	
  7,5	
  µg	
  Ak.	
  
bObere	
  Asymptote	
  (A2)	
  der	
  4PL	
  ausgewerteten	
  Bindungskurven	
  der	
  entsprechenden	
  Ak-­‐
funktionalisierten	
  PE-­‐Mikrofilter.	
  
cAk-­‐Funktionalität	
  berechnet	
  nach	
  Formel	
  3-­‐1.	
  

Eine	
  Ursache	
  für	
  die	
  unterschiedlichen	
  maximalen	
  Ak-­‐Beladungen	
  der	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  

PE-­‐Mikrofilter,	
   bei	
   Anwendung	
   der	
   unterschiedlichen	
   Immobilisierungsmethoden,	
   sind	
   die	
  

unterschiedlichen	
   Nanostrukturen	
   (beeinflusst	
   von	
   der	
   Immobilisierungsmethode)	
   der	
  

Oberfläche.	
   Die	
   Nanostruktur	
   der	
   Oberfläche	
   beeinflusste	
   die	
   räumliche	
   Ausrichtung	
   der	
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Antikörper	
  gegenüber	
  der	
  Substratoberfläche.	
  Die	
  Grundfläche	
  eines	
  Ak-­‐Moleküls	
  wiederum	
  

hängt	
   von	
   der	
   Ausrichtung	
   des	
   Antikörpers	
   gegenüber	
   der	
   Oberfläche	
   ab.	
   Außerdem	
  

können,	
   in	
   Abhängigkeit	
   von	
   der	
   Nanostruktur	
   der	
   Oberfläche,	
   die	
   Antikörper	
  

unterschiedlich	
   dicht	
   gepackt	
   auf	
   der	
   Oberfläche	
   immobilisiert	
   werden,	
   wodurch	
  

unterschiedliche	
  Mengen	
  Ak	
  pro	
  Substratfläche	
  immobilisiert	
  werden	
  können.	
  

Durch	
  die	
  gleiche	
  Ausrichtung	
  der	
  Antikörper	
  bei	
  den	
  Immobilisierungsmethoden	
  EDC-­‐,	
  CAB-­‐	
  

und	
   SUF,	
   wurden	
   daher	
   ähnliche	
   maximale	
   Beladungen	
   bei	
   den	
   genannten	
  

Immobilisierungsmethoden	
  erhalten.	
  

Der	
   Grund	
   für	
   die	
   geringe	
   maximale	
   Beladung	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Mikrofilter	
  

hergestellt	
   gemäß	
   der	
   DIA-­‐Methode	
   ist	
   im	
   Detail	
   der	
   DIA-­‐Immobilisierungsmethode	
   zu	
  

finden.	
  Für	
  die	
  chemische	
  Reaktion,	
  welche	
  zur	
  kovalenten	
   Immobilisierung	
  der	
  Antikörper	
  

an	
   die	
   PE-­‐Mikrofilter	
   führte,	
   war	
   Licht	
   der	
   Wellenlänge	
   350	
  nm	
   mit	
   hoher	
   Intensität	
  

erforderlich.	
   Durch	
   die	
   poröse	
   Struktur	
   der	
   PE-­‐Mikrofilter	
   drang	
   das	
   eingestrahlte	
   Licht	
  

jedoch	
  nicht	
  mit	
  genügend	
  Intensität	
  bis	
  in	
  das	
  Innere	
  des	
  PE-­‐Mikrofilters	
  vor.	
  Die	
  Antikörper	
  

wurden	
   daher	
   nur	
   in	
   den	
   Bereichen	
   des	
   PE-­‐Mikrofilters	
   immobilisiert,	
   an	
   denen	
   die	
  

Intensität	
  des	
  Lichtes	
  für	
  die	
  Immobilisierungsreaktion	
  noch	
  ausreichend	
  war.	
  Die	
  maximale	
  

Ak-­‐Beladung	
  der	
  PE-­‐Mikrofilter	
  hergestellt	
  gemäß	
  DIA-­‐Methode	
  war	
  daher	
  geringer	
  als	
  bei	
  

den	
   Immobilisierungsmethoden,	
   bei	
   denen	
   die	
   Ak	
   auch	
   im	
   Inneren	
   und	
   damit	
   auf	
   der	
  

gesamten	
  Oberfläche	
  des	
  PE-­‐Mikrofilters	
  immobilisiert	
  wurden.	
  

3.4.2.1 Einfluss	
  der	
  Ak-­‐Beladung	
  auf	
  die	
  Ak-­‐Funktionalität	
  	
  

Die	
   Ergebnisse	
   aus	
   Tabelle	
  3-­‐9	
   	
   zeigen,	
   dass	
   die	
   maximal	
   gebundene	
   CRP-­‐Menge	
   pro	
  

Mikrofilter	
  (A2)	
  und	
  damit	
  die	
  CRP-­‐Immunoaffinität	
  der	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  PE-­‐Mikrofilter,	
  

wie	
   zu	
   erwarten,	
   bei	
  Mikrofiltern	
  der	
   Probenreihe	
   (b)	
   durchgängig	
   größer	
  war,	
   als	
   bei	
   PE-­‐

Mikrofiltern	
  der	
  Probenreihe	
   (a).	
  Durch	
  eine	
  größere	
  Menge	
   immobilisierte	
  Antikörper	
  pro	
  

PE-­‐Mikrofilter	
  konnten	
  mehr	
  Moleküle	
  CRP	
  pro	
  PE-­‐Mikrofilter	
  binden.	
  	
  

Allerdings	
  stieg	
  die	
  maximale	
  gebundene	
  CRP-­‐Menge	
  nicht	
  proportional	
  zur	
  immobilisierten	
  

Ak-­‐Menge	
   pro	
   PE-­‐Mikrofilter	
   an.	
   Grund	
   dafür	
   war	
   die	
   geringer	
   Ak-­‐Funktionalität	
   der	
  

immobilisierten	
   Antikörper	
   der	
   PE-­‐Mikrofilter	
   der	
   Probenreihe	
   (b)	
   im	
   Vergleich	
   zu	
   den	
  

Mikrofiltern	
   der	
   Probenreihe	
   (a).	
   Die	
   Abnahme	
   der	
   Ak-­‐Funktionalität	
   bei	
   größerer	
   Ak-­‐

Beladung	
  der	
  PE-­‐Mikrofilter	
  wurde	
  am	
  Beispiel	
  der	
  ASC-­‐Methode	
  genauer	
  untersucht.	
  Dazu	
  

wurden	
   die	
   PE-­‐Mikrofilter	
   mit	
   verschiedenen	
   Ak-­‐Beladungen	
   gemäß	
   der	
   ASC-­‐Methode	
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hergestellt	
   und	
   die	
   Menge	
   Antigen-­‐reaktiver	
   Antikörper	
   in	
   Abhängigkeit	
   von	
   der	
   Ak-­‐

Beladung	
  bestimmt	
  (vgl.	
  Tabelle	
  3-­‐10).	
  

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

Ak-­‐Menge	
  (gebunden)	
   A2	
  [ng]a	
   fAkb	
  

0,1	
  µg	
   22	
   28,7	
  %	
  

0,5	
  µg	
   88	
   23,0	
  %	
  

1,0	
  µg	
   203	
   26,5	
  %	
  

2,0	
  µg	
   405	
   26,4	
  %	
  

4,0	
  µg	
   526	
   17,2	
  %	
  

6,0	
  µg	
   549	
   11,9	
  %	
  

7,5	
  µg	
   649	
   11,3	
  %	
  
aObere	
  Asymptote	
  (A2)	
  der	
  Bindungskurven	
  der	
  entsprechenden	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  PE-­‐Mikrofilter.	
  
bAk-­‐Funktionalität	
  berechnet	
  nach	
  Formel	
  3-­‐1.	
  

Die	
   Ak-­‐Funktionalität	
   war	
   bei	
   geringen	
   Ak-­‐Beladungen	
   zwischen	
   0,1-­‐2,0	
   µg	
   Ak	
   pro	
   PE-­‐

Mikrofilter	
   annähernd	
   konstant.	
   Ab	
   einer	
   Ak-­‐Beladung	
   von	
   4,0	
   µg	
   Ak	
   pro	
   PE-­‐Mikrofilter	
  

nahm	
  die	
  Ak-­‐Funktionalität	
  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	
  %.	
  Antikörper	
  funktional.	
  

Diese	
  Beobachtung	
  kann	
  durch	
  die	
  sterische	
  Behinderung	
  oder	
  physischer	
  Blockierung	
  von	
  

Antigenbindungsstellen	
   durch	
   benachbarten	
   Antikörper	
   oder	
   die	
   Blockierung	
   mehrerer	
  

Antigenbindungsstellen	
   benachbarter	
   Antikörpermoleküle	
   bei	
   Anlagerung	
   eines	
   Antigens	
  

begründet	
  werden	
  [Sada	
  et	
  al.	
  1986].	
  Bei	
  Zunahme	
  der	
  Ak-­‐Beladung	
  nahm	
  die	
  Blockierung	
  

der	
  Antigenbindungsstellen	
  zu.	
  

Da	
   die	
   Ak-­‐Funktionalität	
   von	
   der	
   Ak-­‐Beladung	
   beeinflusst	
   wurde,	
   stieg	
   die	
   CRP-­‐

Immunoaffinität	
   Ak-­‐funktionalisierter	
   PE-­‐Substrate	
   nicht	
   proportional	
   mit	
   steigender	
   Ak-­‐

Beladung.	
   Es	
   war	
   zu	
   vermuten,	
   dass	
   die	
   Ak-­‐Funktionalität	
   vom	
   Zusammenspiel	
   der	
   Ak-­‐

Beladung	
   mit	
   der	
   Immobilisierungsmethode	
   abhing.	
   Ordnet	
   man	
   beispielsweise	
   die	
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verschiedenen	
  Immobilisierungsmethoden	
  nach	
  der	
  Reihenfolge	
  der	
  Ak-­‐Funktionalitäten	
  der	
  

Ak-­‐funktionalisierten	
  PE-­‐Mikrofilter	
   in	
  Abhängigkeit	
   von	
  der	
  Probenreihe,	
   so	
  ergab	
  sich	
   für	
  

die	
  Probenreihe	
  (a)	
  folgende	
  Reihenfolge:	
  	
  

DIA	
  (fAk=21,1	
  %)	
  >	
  SUF	
  (19,1	
  %)	
  >	
  CAB	
  (14,5	
  %)	
  >EDC	
  (14,1	
  %)	
  >	
  ASC	
  (10,9	
  %)	
  

Für	
  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-­‐Funktionalität	
   bei	
   verschiedenen	
   Immobilisierungsmethoden	
   unterschiedliche	
  

Auswirkungen	
  hatte.	
  	
  

Grundsätzlich	
   zeigten	
   die	
   Ergebnisse,	
   dass	
   sich	
   durch	
   die	
  Modifizierung	
   der	
   PE-­‐Mikrofilter	
  

mit	
  EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
   (DP~200,	
  6)	
  und	
  den	
  ausgewählten	
   Immobilisierungsmethoden	
  

reproduzierbare	
   CRP-­‐immunoaffine	
   PE-­‐Mikrofilter	
   herstellen	
   ließen.	
   Die	
   CRP-­‐

Immunoaffinität	
  stieg	
  dabei	
  grundsätzlich	
  mit	
  zunehmender	
  Ak-­‐Beladung	
  der	
  PE-­‐Mikrofilter.	
  

Jedoch	
   sank	
   im	
   Gegenzug,	
   in	
   Abhängigkeit	
   von	
   der	
   Immobilisierungsmethode,	
   die	
   Ak-­‐

Funktionalität	
  der	
  immobilisierten	
  Antikörper.	
  Um	
  PE-­‐Mikrofilter	
  für	
  ein	
  ABICAP-­‐Säulenassay	
  

herzustellen,	
   sollte	
   darum	
   eine	
   optimale	
   Beladung	
   bei	
   einer	
   speziell	
   ausgewählten	
  

Immobilisierungsmethode	
  ausgewählt	
  werden.	
  Dabei	
   sollte	
  zwischen	
  genügend	
  Sensitivität	
  

und	
  den	
  teuren	
  benötigten	
  Ak-­‐Mengen	
  abgewogen	
  werden.	
  	
  

Für	
   einen	
   ABICAP-­‐Säulenassay	
   spielen	
   neben	
   der	
   CRP-­‐Immunoaffinität	
   der	
   PE-­‐Mikrofilter	
  

noch	
   weiter	
   Faktoren,	
   wie	
   homogene	
   Färbung	
   der	
   Mikrofilter,	
   unspezifische	
  

Signalentwicklung	
  oder	
  Stabilität	
  des	
  Assaysignals	
  bei	
  der	
  Lagerung	
  des	
  ABICAP-­‐Säulenassays	
  

eine	
  wichtige	
  Rolle.	
  Für	
  die	
  Entwicklung	
  eines	
  POCT	
  auf	
  Basis	
  der	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  PE-­‐

Mikrofilter	
   wurden	
   darum	
   alle	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Mikrofilter,	
   hergestellt	
   gemäß	
   der	
  

ausgewählten	
  Immobilisierungsmethoden	
  und	
  der	
  zwei	
  verschiedenen	
  Probenreihen	
  (a)	
  und	
  

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

Zur	
   Entwicklung	
   eines	
   CRP-­‐ABICAP-­‐Säulenassays	
   wurden,	
   ausgehend	
   von	
   EDA-­‐

Cellulosecarbanilat-­‐modifizierten	
   PE-­‐Mikrofiltern	
   und	
   der	
   Anwendung	
   ausgewählter	
  

Immobilisierungsmethoden	
   (ASC-­‐,	
   DIA-­‐,	
   EDC-­‐,	
   CAB	
   und	
   SUF-­‐Methode),	
   Ak-­‐funktionalisierte	
  

PE-­‐Mikrofilter	
   mit	
   zwei	
   verschiedenen	
   Ak-­‐Beladungen	
   hergestellt:	
   (a)	
   2,0	
   µg	
   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-­‐Säulenassays	
  führte	
  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-­‐

Säulenassays	
   zur	
  Entwicklung	
  eines	
  CRP-­‐spezifischen	
  optischen	
  Signals	
   (OD-­‐Wert)	
  getestet.	
  

Dazu	
   wurden	
   die	
   ABICAP-­‐Systeme	
   hinsichtlich	
   der	
   benötigten	
  

Detektionsreagenzkonzentrationen,	
   zur	
   Maximierung	
   des	
   OD-­‐Wertes	
   des	
   ABICAP-­‐

Säulenassays,	
   optimiert.	
   Um	
   ein	
   geeignetes	
   ABICAP-­‐System	
   für	
   die	
   CRP-­‐

Konzentrationsbestimmung	
   zu	
   selektieren,	
   wurden	
   Kalibrationskurven	
   und	
  

Lagerstabilitätsdaten	
  ermittelt.	
  

3.5.1 Durchführung	
  des	
  ABICAP-­‐Säulenassays	
  

Die	
   CRP-­‐Konzentrationsbestimmung	
   basierte	
   auf	
   dem	
   Detektionsprinzip	
   eines	
  

Sandwichassays.	
   Für	
   diesen	
   Assaytyp	
  wurden	
   zwei	
   spezifische	
   Anti-­‐h	
   CRP	
   Antikörperklone	
  

angewendet.	
   Der	
   Anti-­‐h	
   CRP	
   6404	
   Antiköper	
  wurde	
  wie	
   beschrieben	
   als	
   Fängerantikörper	
  

auf	
  die	
  Feste	
  Phase	
   immobilisiert.	
  Der	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6405	
  Antikörper	
  wurde	
  mit	
   s-­‐NHS-­‐Biotin	
  

funktionalisiert,	
   durch	
   Größenausschluss	
   Chromatographie	
   gereinigt	
   und	
   als	
  

Detektionsantikörper	
  eingesetzt.	
  

Die	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Mikrofilter	
   wurden	
   in	
   eine	
   ABICAP-­‐Säule	
   zwischen	
   zwei	
  

Trennfritten	
  (BSA	
  geblockte	
  PE-­‐Mikrofilter)	
  gepackt.	
  500	
  µl	
  Probenpuffer	
  verschiedener	
  CRP-­‐

Konzentrationen	
   wurden	
   über	
   die	
   Säule	
   gegeben,	
   wobei	
   das	
   CRP	
   an	
   den	
   Ak-­‐

funktionalisierten	
   PE-­‐Mikrofiltern	
   gefangen	
   wurde.	
   Zur	
   Detektion	
   wurden	
   500	
  µl	
   eines	
  

Biotin-­‐funktionalisierten	
  Detektionsantikörpers	
  in	
  Lösung	
  auf	
  die	
  ABICAP-­‐Säule	
  aufgetragen.	
  

Der	
  Detektionsantikörper	
  wechselwirkte	
  mit	
  dem	
  auf	
  dem	
  PE-­‐Mikrofilter	
  gebundenen	
  CRP.	
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Zur	
  Enzymmarkierung	
  wurde	
  in	
  einem	
  weiteren	
  Schritt	
  500	
  µl	
  einer	
  Streptavidin-­‐polyHRP40	
  

(SA-­‐polyHRP)-­‐Lösung	
  über	
   die	
  ABICAP-­‐Säule	
   gegeben.	
  Das	
   Streptavidin-­‐HRP-­‐Konjugat	
   band	
  

dabei	
   an	
   die	
   Biotin-­‐funktionalisierten	
   Detektionsantikörper.	
   Abschließend	
   wurde	
   durch	
  

Zugabe	
   von	
   500	
  µl	
   einer	
   gebrauchsfertigen	
   präzipitierenden	
   TMB-­‐Lösung	
   (ep(HS)TMB)	
   ein	
  

optisches	
  Signal	
  (OD)	
  in	
  Abhängigkeit	
  von	
  der	
  CRP-­‐Konzentration	
  entwickelt.	
  Zwischen	
  allen	
  

beschriebenen	
   Arbeitsschritten	
   wurde	
   die	
   ABICAP-­‐Säule	
   mit	
   jeweils	
   750	
  µl	
   Waschpuffer	
  

gewaschen.	
   Das	
   optische	
   Signal	
   wurde	
  mit	
   einem	
   eigens	
   dafür	
   entwickelten	
   Photoreader	
  

(Senova)	
   ausgelesen,	
   welcher	
   die	
   Absorbanz	
   bei	
   λ=620	
  nm	
   misst.	
   Die	
   Gesamtdauer	
   des	
  

ABICAP-­‐Säulenassays	
  betrug	
  dabei	
  rund	
  30	
  Minuten.	
  

3.5.2 Optisches	
  Detektionssystem	
  für	
  ein	
  CRP-­‐ABICAP-­‐Säulenassay	
  mit	
  
maximaler	
  optischer	
  Signalstärke	
  

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

ABICAP-­‐Systemen	
   mit	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Mikrofiltern,	
   hergestellt	
   gemäß	
   der	
  

verschiedenen	
  Ak-­‐Beladungen	
  (a)	
  2,0	
  µg	
  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)	
  aufgeführt	
  sind.	
  

Um	
   die	
   optimale	
   Pufferzusammensetzung	
   für	
   die	
   Zugabe	
   der	
   CRP-­‐	
   und	
  

Detektionsreagenzlösungen	
   (Biotinylierter	
   Detektionsantikörper	
   und	
   SA-­‐polyHRP)	
   für	
   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	
  

Detektionsreagenzlösungen	
   eignete	
   sich	
   Casein,	
   um	
   unspezifische	
   Signalbildung	
   zu	
  

vermeiden.	
   Aufgrund	
   dessen	
   wurden	
   alle	
   Arbeitsschritte	
   in	
   uCDB-­‐Puffer	
   (PBS-­‐Puffer,	
   25%	
  

Casein	
  Buffer	
  4x	
  Concentrate	
  (CBC))	
  durchgeführt.	
  	
  

Eine	
   erhöhte	
   Konzentration	
   der	
   Detektionsreagenzien	
   der	
   ABICAP-­‐Säulenassays	
   verspricht	
  

ein	
  größeres	
  spezifisches	
  optisches	
  Signal.	
  Allerdings	
  steigt	
  mit	
  erhöhter	
  Konzentration	
  der	
  

Detektionsreagenzien	
   auch	
   das	
   unspezifische	
   Signal,	
   weshalb	
   die	
   Konzentrationen	
   der	
  

Detektionsreagenzien	
   hinsichtlich	
   eines	
   maximalen	
   Signal-­‐Rausch-­‐Verhältnisses	
   optimiert	
  

werden	
  mussten.	
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Zur	
   Optimierung	
   der	
   SA-­‐polyHRP	
   Konzentration	
   wurden	
   500	
  µl	
   einer	
   SA-­‐polyHRP-­‐Lösung	
  

verschiedener	
   Konzentrationen	
   über	
   die	
   ABICAP-­‐Säule	
   der	
   verschiedenen	
  ABICAP-­‐Systeme	
  

gegeben,	
  gefolgt	
  von	
  einem	
  Waschschritt	
  und	
  500	
  µl	
  der	
  ep(HS)TMB-­‐Lösung.	
  Abschließend	
  

wurde	
   das	
   optische	
   Signal	
   gemessen.	
  Die	
   Konzentration,	
   bei	
   der	
   das	
   optische	
   Signal	
   nicht	
  

größer	
   als	
   die	
   dreifache	
   Standardabweichung	
   eines	
   Blindsignals	
   (mit	
   Puffer	
   gewaschene	
  

ABICAP-­‐Säule)	
  war	
  (OD-­‐Wert<0,1),	
  konnte	
  als	
  höchste	
  Konzentration	
  für	
  das	
  ABICAP-­‐System	
  

eingesetzt	
  werden,	
  ohne	
  falsche	
  positive	
  optische	
  Signale	
  zu	
  erzeugen	
  (Abbildung	
  3-­‐16).	
  	
  

	
  

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	
  µg	
  

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	
  µg/ml	
   für	
   alle	
   weiteren	
   Versuche	
  

eingesetzt.	
  	
  

Anschließend	
   konnte	
   die	
   Detektionsantikörperkonzentration	
   für	
   die	
   ABICAP-­‐Systeme	
  

optimiert	
   werden.	
   Dazu	
   wurden	
   500	
  µl	
   der	
   Detektionsantikörperlösung	
   verschiedener	
  

Konzentrationen	
   über	
   die	
   ABICAP-­‐Säulen	
   der	
   verschiedenen	
   ABICAP-­‐Systeme	
   gegeben,	
  

gefolgt	
   von	
   einem	
   Waschschritt	
   und	
   500	
  µl	
   einer	
   0,2	
   µg	
   SA-­‐polyHRP/ml	
   Lösung.	
   Nach	
  

Waschen	
  und	
  Zugabe	
  von	
  500	
  µl	
  ep(HS)TMB	
  Lösung	
  wurde	
  das	
  optische	
  Signal	
  vermessen.	
  

Auch	
   bei	
   der	
   Titration	
   der	
   Detektionsantikörperkonzentration	
   wurde	
   die	
   höchste	
  

Konzentration	
   ausgewählt,	
   bei	
   der	
   das	
   erhaltene	
   optische	
   Signal	
   nicht	
   größer	
   als	
   die	
  

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

Die	
   Optimierung	
   der	
   Detektionsantikörperkonzentration	
   ergab,	
   dass	
   die	
   höchste	
  

Konzentration	
   bei	
   der	
   keine	
   unspezifischen	
   Signale	
   auftraten,	
   für	
   alle	
   ABICAP-­‐Systeme	
  bei	
  

0,6	
  µg	
  biotinylierter	
  Detektionsantikörper	
  pro	
  Milliliter	
  lag.	
  Die	
  optimierten	
  Konzentrationen	
  

der	
   Detektionsreagenzien	
   für	
   die	
   unterschiedlichen	
   ABICAP-­‐Systeme	
   unterschieden	
   sich	
  

demnach	
  nicht	
  und	
  wurden	
  für	
  die	
  Ermittlung	
  der	
  Kalibrationskurven	
  eingesetzt.	
  

3.5.3 CRP-­‐Kalibrationskurven	
  der	
  optimierten	
  ABICAP-­‐Systeme	
  

Für	
   die	
   Ermittlung	
   der	
   CRP-­‐Kalibrationskurven	
   wurden	
   verschiedene	
   CRP-­‐Konzentrationen	
  

bei	
  der	
  Durchführung	
  der	
  ABICAP-­‐Säulenassays	
  eingesetzt	
  und	
  das	
  erhaltene	
  optische	
  Signal	
  

in	
   Abhängigkeit	
   von	
   der	
   CRP-­‐Konzentration	
   vermessen.	
  Die	
   Kalibrationskurven	
  wurden	
   für	
  

die	
   ABICAP-­‐Systeme	
   mit	
   der	
   Ak-­‐Beladung	
   von	
   2,0	
   µg	
   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.	
   Für	
   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,	
   unabhängig	
   von	
   der	
  

Immobilisierungsmethode,	
   eine	
   sensitivere	
   CRP-­‐Kalibrationskurve	
   auf,	
   als	
   die	
   ABICAP-­‐

Systeme	
   mit	
   einer	
   Ak-­‐Beladung	
   von	
   2,0	
   µg	
   Ak	
   pro	
   PE-­‐Mikrofilter.	
   Die	
   Ursache	
   war	
   die	
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erhöhte	
  CRP-­‐Immunoaffinität	
  der	
  Ak-­‐funktionalisierten	
  PE-­‐Mikrofilter	
  durch	
  die	
  größere	
  Ak-­‐

Beladung.	
  	
  

	
  

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

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

bestimmt.	
   Die	
   NWG	
   ist	
   definiert	
   als	
   die	
   CRP-­‐Konzentration,	
   bei	
   der	
   das	
   optische	
   Signal	
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größer	
   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	
  für	
  die	
  geringe	
  NWG	
  des	
  DIA-­‐Systems	
  war	
  die	
  ungleichmäßige	
  Farbstoffentwicklung	
  

in	
   dem	
   PE-­‐Mikrofilter	
   während	
   des	
   Säulenassays.	
   Der	
   Grund	
   dafür	
   war	
   die	
   erwähnte,	
  

ungleichmäßige	
   Ak-­‐Immobilisierung,	
   welche	
   nur	
   in	
   den	
   äußeren	
   Bereichen	
   des	
   PE-­‐

Mikrofilters	
   stattfand	
   (vgl.	
   Kapitel	
   3.4.2).	
   Ein	
   aufgeschnittener,	
   Ak-­‐funktionalisierter	
   PE-­‐

Mikrofilter	
   gemäß	
   DIA-­‐Methode	
   nach	
   der	
   Durchführung	
   des	
   ABICAP-­‐Säulenassays	
   zeigte,	
  

dass	
   das	
   Innere	
   des	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Mikrofilters	
   nicht	
   gefärbt	
   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.	
  

	
  

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

Die	
   ASC-­‐	
   und	
   SUF-­‐ABICAP-­‐Systeme	
   zeichneten	
   sich	
   besonders	
   aus,	
   da	
   auch	
   bei	
   einer	
   Ak-­‐

Beladung	
  von	
  2,0	
  µg	
  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	
  für	
  das	
  ASC-­‐	
  

und	
   SUF-­‐ABICAP-­‐System	
   den	
   Vorteil,	
   dass	
   weniger	
   teures	
   Ak-­‐Protein	
   für	
   eine	
   CRP-­‐

Konzentrationsbestimmung	
  bei	
  gleicher	
  NWG	
  erforderlich	
  war.	
  Der	
  dynamische	
  Bereich	
  der	
  

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

3.5.4 Langzeitstabilität	
  der	
  CRP-­‐ABICAP-­‐Systeme	
  

Bei	
   ABICAP-­‐Säulenassays	
   ist	
   es	
   unerlässlich,	
   dass	
   die	
   fertigen	
   ABICAP-­‐Säulenassays	
   über	
  

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	
   erhältlichen	
   Materialien	
   (SA-­‐polyHRP,	
   TMB-­‐Lösung,	
   Detektionsantikörper)	
  

wurden	
   nach	
   Herstellerangaben	
   gelagert	
   und	
   im	
   Rahmen	
   der	
   vom	
   jeweiligen	
   Hersteller	
  

angegebenen	
  Verwendbarkeitsfrist	
  benutzt.	
  

Um	
   die	
   hergestellten	
   ABICAP-­‐Systeme	
   auf	
   Langzeitstabilität	
   zu	
   prüfen,	
   wurden	
   diese	
   bei	
  

ABICAP-­‐Assay	
   üblichen	
   Lagerungsbedingungen	
   (mit	
   Trockenmittel	
   eingeschweißt	
   in	
  

luftdichter	
   Verbundfolie)	
   gelagert.	
   In	
   verschiedenen	
   Zeitabständen	
   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	
  

Abständen	
   unterschieden	
   sich	
   bei	
   keinem	
   der	
   ausgewählten	
   ABICAP-­‐Systeme.	
   Die	
   Signale	
  

der	
  Positivproben	
  in	
  Abhängigkeit	
  von	
  der	
  Lagerzeit	
  sind	
  in	
  Abbildung	
  3-­‐20	
  dargestellt.	
  	
  

	
  

Abbildung	
  3-­‐20:	
   Balkendarstellung	
   der	
   Lagerstabilität	
   neuer	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat-­‐
basierter	
   CRP-­‐immunoaffiner	
   PE-­‐Mikrofilter	
   durch	
   „OD-­‐Wert	
   vs.	
   Lagerzeit	
   (Tage)“	
   in	
  
Abhängigkeit	
  von	
  der	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6404	
  Ak-­‐Immobilisierungsmethode.	
  

Deutlich	
   zu	
   erkennen	
   ist,	
   dass	
   unabhängig	
   vom	
   ABICAP-­‐System	
   die	
   OD-­‐Werte	
   bei	
  

Anwendung	
  der	
  CRP-­‐immunoaffinen	
  PE-­‐Mikrofilter	
  im	
  ABICAP-­‐Säulenassay	
  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	
  Abhängigkeit	
  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	
  Stabilität	
  der	
  OD-­‐Werte	
  des	
  ABICAP-­‐Säulenassays	
  festgestellt	
  

werden.	
  	
  

Da	
   die	
   OD-­‐Werte	
   der	
   ABICAP-­‐Säulenassay	
   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.	
   Anschließend	
   waren	
   die	
  

CRP-­‐Kalibrationskurven	
   der	
   ASC,-­‐	
   DIA-­‐,	
   EDC-­‐	
   und	
   SUF-­‐ABICAP-­‐Systeme	
   für	
   einen	
   Zeitraum	
  

von	
   mindestens	
   333	
   Tagen	
   gültig.	
   Für	
   das	
   CAB-­‐ABICAP-­‐System	
   waren	
   aufgrund	
   der	
  

abfallenden	
   OD-­‐Werte	
   des	
   ABICAP-­‐Säulenassays	
   mit	
   zunehmender	
   Lagerzeit,	
   die	
   CRP-­‐

Kalibrationskurven	
  nach	
  wenigen	
  Tagen	
  nicht	
  mehr	
  gültig.	
  

Durch	
  die	
  kovalent	
  oder	
  elektrostatische	
  Immobilisierung	
  der	
  Antikörper	
  auf	
  der	
  Oberfläche	
  

war	
  ein	
  Ausbluten	
  oder	
  eine	
  Änderung	
  der	
  Orientierung	
  der	
  Antikörper	
  nicht	
  möglich.	
  Die	
  

anfänglich	
   beobachteten	
  Änderungen	
   (innerhalb	
   von	
   sieben	
   Tagen)	
   der	
  OD-­‐Werte	
   können	
  

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	
   anschließender	
   Durchführung	
   des	
   Assays	
  

ausgewaschen	
   wurden.	
   Außerdem	
   ist	
   vorstellbar,	
   dass	
   die	
   Abnahme	
   der	
   OD-­‐Werte	
   der	
  

ABICAP-­‐Systeme	
   innerhalb	
   der	
   ersten	
   sieben	
   Tage	
   der	
   Aufbewahrung	
   durch	
  

Konformationsänderungen	
   der	
   Anti-­‐h	
   CRP	
   6404	
   Antikörper	
   durch	
   Oberflächeneffekte	
  

hervorgerufen	
   wurden.	
   Nach	
   der	
   Ak-­‐Immobilisierung	
   kann	
   sich	
   die	
   Tertiärstruktur	
   der	
  

Antikörper	
   durch	
   Einflüsse	
  der	
  Oberflächenstruktur	
   ändern,	
  wodurch	
  die	
  Ak-­‐Funktionalität	
  

gesenkt	
  wird.	
  Dabei	
  zeigt	
  sich,	
  dass	
  die	
  ausgewählten	
  Immobilisierungsmethoden	
  (ASC-­‐,	
  DIA-­‐	
  

EDC-­‐,	
  CAB	
  und	
  SUF-­‐Methode)	
  auf	
  den	
  mit	
  EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
  (DP~200,	
  6)	
  modifizierten	
  

PE-­‐Mikrofiltern	
   unterschiedliche	
   Oberflächeneinflüsse	
   ausübten.	
   Die	
   gemäß	
   CAB-­‐Methode	
  

Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Mikrofilter	
   erlaubten	
   es	
   offensichtlich,	
   dass	
   noch	
  

Konformationsänderungen	
  des	
  Ak-­‐Proteins	
  auch	
  nach	
  einer	
  Aufbewahrung	
  über	
  sieben	
  Tage	
  

hinaus	
  auftraten.	
  Nachteilig	
  wirkte	
   sich	
  dabei	
  womöglich	
  die	
  nicht	
  vollständige	
  Umsetzung	
  

der	
  Aminogruppen	
  mit	
   dem	
   reaktionsträgen	
  Bernsteinsäureanhydrid	
   aus.	
  Dadurch	
  blieben	
  

primäre	
   Aminogruppen	
   auf	
   der	
   Oberfläche	
   erhalten,	
   welche	
   als	
   positive	
   Ladungsträger	
  

womöglich	
  Konformationsänderungen	
  hervorrufen	
  konnten.	
  	
  

Bei	
   Anwendung	
   der	
   SUF-­‐Methode,	
  welche	
   die	
   Antikörper	
   ebenfalls	
   wie	
   die	
   CAB-­‐Methode	
  

über	
  elektrostatische	
  Wechselwirkungen	
  auf	
  der	
  Oberfläche	
  immobilisierten,	
  traten	
  stärkere	
  

elektrostatische	
  WW	
  auf,	
  weshalb	
  es	
  offensichtlich	
  kaum	
  noch	
  zu	
  Konformationsänderungen	
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der	
   Anti-­‐h	
   CRP	
   6404	
   Antikörper	
   kam.	
   Vorteilhaft	
   könnte	
   dabei	
   auch	
   die	
   vollständigere	
  

Umsetzung	
   der	
   primären	
   Aminogruppen	
   der	
   mit	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
   (DP~200,	
   6)	
  

modifizierten	
   PE-­‐Mikrofilter	
   mit	
   dem	
   4,4‘-­‐Biphenyldisulfonsäurechlorid	
   sein,	
   wodurch	
  

weniger	
  primäre	
  Aminogruppen	
  als	
  Ladungsträger	
  auf	
  der	
  Oberfläche	
  verblieben.	
  

Bei	
  der	
  kovalenten	
  EDC-­‐Immobilisierungsmethode	
  wurden	
  die	
  Antikörper	
  zusätzlich	
  kovalent	
  

auf	
  der	
  Oberfläche	
  immobilisiert.	
  Dadurch	
  wurden	
  die	
  Antikörper	
  womöglich	
  stärker	
  auf	
  der	
  

Oberfläche	
  fixiert,	
  wodurch	
  es	
  zu	
  weniger	
  Konformationsänderungen	
  im	
  Vergleich	
  zur	
  CAB-­‐

Methode	
  kam.	
  	
  

3.5.5 Auswahl	
  eines	
  geeigneten	
  ABICAP-­‐Systems	
  für	
  die	
  POCT-­‐Anwendung	
  
zur	
  CRP-­‐Konzentrationsbestimmung	
  

Für	
   die	
   Bewertung	
   der	
   verschiedenen	
   ABICAP-­‐Systeme	
   hinsichtlich	
   der	
   Entwicklung	
   eines	
  

ABICAP-­‐Säulenassays	
   für	
   die	
   CRP-­‐Konzentrationsbestimmung	
   spielen	
   vor	
   allem	
   die	
  

Lagerstabilität	
  sowie	
  die	
  benötigten	
  Antikörpermengen	
  pro	
  Konzentrationsbestimmung	
  eine	
  

entscheidende	
   Rolle.	
   Außerdem	
   ist	
   die	
   CRP-­‐Nachweisgrenze	
   ein	
   zusätzliches,	
   wichtiges	
  

Entscheidungskriterium.	
  	
  

Dabei	
   war	
   das	
   CAB-­‐ABICAP-­‐System	
   aufgrund	
   der	
   fehlenden	
   Stabilität	
   der	
   OD-­‐Werte	
   des	
  

ABICAP-­‐Säulenassays	
   bei	
   der	
   Lagerung	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Mikrofilter	
   nicht	
  

geeignet.	
   Aufgenommene	
   CRP-­‐Kalibrationskurven	
   waren	
   nach	
   wenigen	
   Tagen	
   nicht	
   mehr	
  

gültig,	
  wodurch	
  folgende	
  CRP-­‐Konzentrationsbestimmungen	
  fehlerhaft	
  wären.	
  

Grundsätzlich	
   waren	
   außerdem	
   aufgrund	
   der	
   geringeren	
   benötigten	
   Ak-­‐Mengen,	
   die	
   Ak-­‐

funktionalisierten	
   PE-­‐Mikrofilter	
   mit	
   einer	
   Ak-­‐Beladung	
   von	
   2,0	
  µg	
   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	
  µg	
  Ak	
  pro	
  PE-­‐Mikrofilter	
  eine	
  Nachweisgrenze	
  von	
  

0,1	
  ng	
  CRP/ml	
  erreicht	
  wurde.	
  Bei	
  den	
  Systemen	
  CAB-­‐	
  und	
  EDC-­‐	
  waren	
  größere	
  Ak-­‐Mengen	
  

nötig	
  um	
  die	
  gleiche	
  NWG	
  zu	
  erreichen.	
  Mit	
  dem	
  DIA-­‐ABICAP-­‐System	
  wurde	
  nur	
  eine	
  NWG	
  

von	
   1,0	
  ng	
   CRP/ml	
   erreicht,	
   weshalb	
   es	
   weniger	
   gut	
   geeignet	
   war	
   als	
   die	
   anderen	
  

ausgewählten	
  ABICAP-­‐Systeme.	
  	
  

Das	
   SUF-­‐ABICAP-­‐System	
   hatte	
   gegenüber	
   dem	
   ASC-­‐ABICAP-­‐System	
   den	
   Nachteil,	
   dass	
   die	
  

CRP-­‐Kalibrationskurven,	
   ausgewertet	
   nach	
   der	
   4PL,	
   merklich	
   von	
   den	
   tatsächlichen	
  

Messwerten	
   abwichen	
   (vgl.	
   Abbildung	
  3-­‐18).	
   Dies	
   würde	
   große	
   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-­‐Säulenassayssystems	
  

Das	
   zur	
   CRP-­‐Konzentrationsbestimmung	
   besonders	
   geeigneten	
   ASC-­‐ABICAP-­‐System	
  wurde	
  

anschließend	
   validiert,	
   um	
   die	
   erhaltenen	
   Ergebnisse	
   zu	
   verifizieren.	
   Durch	
  

Mehrfachmessungen	
   im	
   analytisch	
   relevanten	
  Messbereich	
  wurde	
   die	
   Präzision	
   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	
  ng	
  CRP/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	
   für	
   ein	
   Immunoassay-­‐basierendes	
  

Nachweissystem	
  ist.	
  

Insgesamt	
  gelang	
  es	
  damit	
  einen	
  CRP-­‐ABICAP-­‐Säulenassay	
  zu	
  entwickeln,	
  der	
  sich	
  durch	
  eine	
  

niedrige	
   Nachweisgrenze	
   (cCRP=0,1	
  ng/ml)	
   und	
   einen	
   großen	
   dynamischen	
   Bereich	
   (0,1-­‐

5	
  ng/ml)	
   auszeichnet.	
   Die	
   Langzeitstabilität,	
   bis	
   zu	
   mindestens	
   333	
   Tagen,	
   sowie	
   eine	
  

ausreichende	
  Präzision	
  waren	
  gewährleistet.	
  

3.5.7 Bewertung	
  des	
  CRP-­‐ABICAP-­‐Säulenassays	
  	
  

Die	
   Grundlage	
   des	
   ABICAP-­‐Säulenassays	
   bildete	
   die	
   Substratmodifizierung	
   mit	
   EDA-­‐

Cellulosecarbanilat,	
   welche	
   eine	
   kovalente	
   Ak-­‐Immobilisierung	
   unter	
   Erhalt	
   großer	
  

Antikörperfunktionalität	
   erlaubte.	
   Typische	
  Nachweisverfahren,	
   die	
   auf	
   dem	
   Immunoassay	
  

Prinzip	
   basieren,	
   sind	
   ELISAs.	
   Dabei	
   werden	
   die	
   Antikörper	
   adsorptiv	
   an	
   die	
   feste	
   Phase	
  

immobilisiert.	
   Vorteil	
   ist	
   die	
   einfache	
   Durchführung	
   der	
   adsorptiven	
   Immobilisierung.	
  

Allerdings	
   wird	
   dabei	
   kein	
   Einfluss	
   auf	
   den	
   Erhalt	
   der	
   maximalen	
   Ak-­‐Funktion	
   ausgeübt.	
  

Übliche	
  Ak-­‐Funktionalitäten	
  adsorptiv	
   immobilisierter	
  Antikörper	
  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	
   über	
   der	
   adsorptiv	
   gebundenen	
   Ak-­‐Funktion	
   liegt.	
   Des	
  

Weiteren	
   verlieren	
   ELISAs	
   mit	
   adsorptiv	
   gebundenen	
   Antikörpern	
   mit	
   zunehmender	
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Lagerzeit	
   Sensitivität	
   aufgrund	
   der	
   Desorption	
   adsorptiv	
   gebundener	
   Antikörper	
   und	
  

aufgrund	
  schleichender	
  Konformationsänderungen.	
  Durch	
  Zusatz	
  von	
  Stabilisatoren	
  können	
  

diese	
  allerdings	
  weitgehend	
  vermieden	
  werden.	
  Durch	
  die	
   stabile,	
   kovalente	
   Fixierung	
  der	
  

Antikörper	
   auf	
   den	
   mit	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
   modifizierten	
   PE-­‐Mikrofiltern	
   ist	
   die	
  

Lagerstabilität	
  im	
  Gegensatz	
  zu	
  den	
  ELISAs	
  jedoch	
  ohne	
  zusätzliche	
  Stabilisatoren	
  dauerhaft	
  

gewährleistet.	
  	
  

Außerdem	
   sind	
   Analyseergebnisse	
   bei	
   Anwendung	
   des	
   ABICAP-­‐Säulenassays	
   bereits	
   nach	
  

30	
  Minuten	
   vorhanden.	
   ELISA	
   Prozeduren	
   benötigen	
   üblicherweise	
   drei	
   bis	
   vier	
  Stunden.	
  

Nachteile	
   des	
   ABICAP-­‐Systems	
   im	
   Vergleich	
   zum	
   ELISA	
   sind	
   größere	
   Mengen	
   benötigter,	
  

teurer	
   Detektions-­‐	
   und	
   Fängerantikörper	
   und	
   größere	
   Mengen	
   Analyselösung	
   zur	
  

Konzentrationsbestimmung.	
   Typische	
   ELISAs	
   benötigen	
   ca.	
   0,1	
  µg	
   Ak	
   und	
   100	
  µl	
  

Probenvolumen	
  pro	
  Konzentrationsbestimmung,	
  was	
  deutlich	
  unter	
  den	
  benötigten	
  2,6	
  µg	
  

Ak	
  und	
  500	
  µl	
  Probenvolumen	
  für	
  den	
  ABICAP-­‐Säulenassay	
  liegt.	
  

Im	
   Vergleich	
   zu	
   anderen	
   in	
   der	
   Literatur	
   beschriebenen	
   CRP-­‐Konzentrationsbestimmungs-­‐

Methoden	
   zeichnet	
   sich	
   der	
   ABICAP-­‐Säulenassay	
   vor	
   allem	
   durch	
   einen	
   Nachweis	
   im	
  

hochsensitiven	
   Bereich	
   von	
   bis	
   zu	
   0,1	
   ng	
   CRP/ml	
   aus.	
   Typische	
   erwerbliche	
   CRP-­‐ELISAs	
  

erreichen	
   nicht	
   annähernd	
   die	
   Nachweisgrenzen	
   (NWG=0,2	
  mg	
   CRP/ml)	
   wie	
  mit	
   dem	
   hier	
  

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

Sensitive	
   CRP-­‐Konzentrationsbestimmungen	
   sind	
   beispielsweise	
   mit	
   Hilfe	
   magnetischer	
  

Partikel	
   auf	
   Basis	
   einer	
   ABICAP-­‐Säule	
   beschrieben.	
   Damit	
   können	
   CRP-­‐Konzentrationen	
   ab	
  

25	
  ng	
   CRP/ml	
   nachgewiesen	
   werden.	
   Die	
   Antikörper	
   sind	
   dabei	
   jedoch	
   adsorptiv	
   auf	
   die	
  

feste	
  Phase	
  gebunden,	
  was	
  zu	
  Lagerstabilitätsproblemen	
  führen	
  kann.	
  Des	
  Weiteren	
  werden	
  

pro	
   Bestimmungsmethode	
   15	
  µg	
   Fängerantikörper	
   benötig,	
  was	
  weit	
   über	
   den	
   2,6	
   µg	
   des	
  

hier	
  beschriebenen	
  ABICAP-­‐Säulenassays	
  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	
  Antikörper	
  dabei	
  ebenfalls	
  adsorptiv	
  

auf	
  einer	
  96iger	
  Mikrotiterplatte	
  immobilisiert	
  und	
  die	
  NWG	
  des	
  ABICAP-­‐Säulenassays	
  wird	
  

ebenfalls	
  nicht	
  erreicht.	
  

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

Säulenassay	
   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	
  großen	
  Ak-­‐

Funktionalitäten	
  der	
  immobilisierten	
  Antikörper	
  und	
  der	
  sensitive	
  CRP-­‐Nachweis	
  deuten	
  auf	
  

einen	
   vorteilhaften	
   Einfluss	
   des	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilates	
   auf	
   den	
   Erhalt	
   der	
   Ak-­‐Funktion	
  

hin.	
   Durch	
   die	
   Möglichkeit,	
   die	
   Ak-­‐Funktion	
   durch	
   verschiedene	
   Strukturen	
   bzw.	
  

Immobilisierungsreaktionen	
  des	
  Kopplungsreagenzes	
  zu	
  beeinflussen,	
  ist	
  es	
  möglich,	
  weiter	
  

Biosensoren	
   unter	
   Erhalt	
   der	
  maximalen	
   Ak-­‐Funktion	
   zu	
   entwickeln.	
   Außerdem	
   gelang	
   es,	
  

Antikörper	
   kovalent	
   auf	
   die	
   Oberfläche	
   zu	
   immobilisieren,	
   wodurch	
   Sensitivitätsverluste	
  

durch	
   Ausbluten	
   der	
   Antikörper	
   vermieden	
  werden.	
   Die	
  mit	
   Aminocellulose	
  modifizierten	
  

PE-­‐Substrate	
   eignen	
   sich	
   daher	
   besonders	
   als	
   Alternative	
   zur	
   Herstellung	
   von	
   Ak-­‐

funktionalisierten	
  Oberflächen	
  zur	
  Entwicklung	
  von	
  Biosensoren.	
  

3.6 Erzeugung	
   CRP-­‐immunoafffiner	
   Oberflächen	
   auf	
   PE-­‐
Membranen	
   zur	
   Entwicklung	
   eines	
   LFA	
   für	
   CRP-­‐
Konzentrationsbestimmungen	
  	
  

Die	
   Modifizierung	
   von	
   PE-­‐Mikrofiltern	
   mit	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
   (DP~200,	
   6)	
   und	
  

anschließende	
  Ak-­‐Immobilisierung	
  mit	
  ausgewählten	
  Ak-­‐Immobilisierungsmethoden	
  führten	
  

zu	
   einer	
   erfolgreichen	
   Entwicklung	
   eines	
   CRP-­‐ABICAP-­‐Säulenassays.	
   Die	
   gewonnenen	
  

Kenntnisse	
   der	
   Ak-­‐Immobilisierung	
   an	
   mit	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
   modifizierten	
   PE-­‐

Mikrofiltern	
   wurden	
   zur	
   Erzeugung	
   CRP-­‐immunoaffiner	
   Oberflächen	
   auf	
   PE-­‐Membran	
  

angewendet.	
   	
   Diesen	
  Membranen	
  wurden	
   anschließend	
   als	
   CRP-­‐spezifische	
  Membran	
   auf	
  

die	
  Eignung	
  in	
  einem	
  LFA	
  zur	
  CRP-­‐Konzentrationsbestimmung	
  getestet.	
  

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

Eine	
   reproduzierbare	
   und	
   flächendeckende	
   Modifizierung	
   der	
   PE-­‐Membranen	
   mit	
  

Aminocellulose	
   war	
   nur	
   ausgehend	
   von	
   der	
   Modifizierung	
   mit	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
  

(DP~200,	
  6)	
  zu	
  erwarten.	
  Diese	
  bildete	
  die	
  Grundlage	
  für	
  die	
  Anwendung	
  der	
  ausgewählten	
  

Immobilisierungsmethoden	
   zur	
   Herstellung	
   Ak-­‐funktionalisierter	
   Oberflächen	
   auf	
   PE-­‐

Membranen.	
  Die	
  Modifizierung	
  der	
   PE-­‐Membranen	
  erfolgte	
  durch	
  15	
  Minütiges	
  Rühren	
   in	
  

0,05	
  %iger	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
   (DP~200,	
  6)-­‐Lösung	
   in	
   DMF	
   unter	
   Vakuumbedingungen	
  

um	
  sicherzustellen,	
  dass	
  keine	
  Lufteinschlüsse	
  in	
  den	
  Poren	
  die	
  Modifizierung	
  verhinderte.	
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Die	
   ausgewählten	
   Immobilisierungsmethoden	
   DIA-­‐,	
   SUF-­‐,	
   ASC-­‐,	
   CAB-­‐	
   und	
   EDC-­‐Methode	
  

wurden	
   zur	
   Immobilisierung	
   von	
   Anti-­‐h	
   CRP	
   6404	
   Antikörpern	
   an	
   die	
   PE-­‐Membranen	
  

angewendet.	
  Dabei	
  erfolgte	
  der	
  erste	
  Schritt	
  der	
  Ak-­‐Immobilisierung,	
  die	
  Aktivierung,	
  gemäß	
  

der	
   ausgewählten	
   Immobilisierungsmethoden	
   analog	
   der	
   Prozedurbeschreibungen	
   der	
  

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

Anschließend	
  wurde	
  eine	
  Ak-­‐Linie	
  zur	
  Erzeugung	
  einer	
  Ak-­‐Fängerbande	
  auf	
  den	
  aktivierten	
  

PE-­‐Membranen	
  immobilisiert.	
  Das	
  Aufbringen	
  der	
  Ak-­‐Fängerbande	
  wurde	
  mit	
  einem	
  Biodot-­‐

Gerät	
  Air	
  Jet	
  Quanti	
  3000	
  Dispenser	
  (Abbildung	
  3-­‐21)	
  im	
  Dispersionsverfahren	
  durchgeführt.	
  

	
  

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

Dabei	
  wurden	
  die	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6404	
  Antikörperlösungen	
   (cAnti-­‐h	
   CRP	
   6404=1	
  mg/ml,	
  pH-­‐Wert	
   je	
  

nach	
  Immobilisierungsmethode)	
  in	
  diesem	
  Gerät	
  mit	
  Hilfe	
  von	
  Mikroliterspritzen	
  und	
  feinen	
  

Schrittmotoren	
   über	
   Schläuche	
   in	
   feine	
   Kapillaren	
   gespült.	
   Über	
   diese	
   Kapillaren	
   war	
   es	
  

möglich	
   sehr	
   genaue	
   dosierbare	
   Flüssigkeitsvolumina	
   (1,0	
  µl	
   pro	
   cm	
   Länge	
   der	
  Membran)	
  

der	
   Antikörperlösung	
   auf	
   die	
   Membranoberfläche	
   aufzugeben,	
   wobei	
   die	
   Kapillaren	
   quer	
  

über	
   die	
  Membran	
   gezogen	
   wurden,	
   um	
   eine	
   dünne	
   Flüssigkeitslinie	
   zu	
   erzeugen.	
   Die	
   so	
  

aufgetragenen	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6404	
  Antikörperlösungen	
  sanken	
  in	
  die	
  Membranstruktur	
  ein.	
  Bei	
  

den	
   Immobilisierungsmethoden	
   ASC-­‐,	
   EDC-­‐,	
   CAB-­‐	
   und	
   SUF-­‐Methode	
   wurde	
   die	
   Membran	
  

anschließend	
  für	
  15	
  Minuten	
  bei	
  RT	
  aufbewahrt.	
  Bei	
  der	
  DIA-­‐Methode	
  wurde	
  die	
  Membran	
  

nach	
   Auftragen	
   der	
   Antikörperlösung	
   unter	
   Einstrahlung	
   von	
   Licht	
   mit	
   einem	
  

Emissionsmaximum	
   bei	
   ʎ=350	
   nm,	
   erzeugt	
   mit	
   einer	
   HBO-­‐Lampe	
   und	
   entsprechendem	
  

Interferenzfilter,	
  behandelt.	
  Dabei	
  immobilisierten	
  die	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6404	
  Antikörper	
  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	
  abschließend	
  für	
  2	
  Stunden	
  bei	
  37°C	
  getrocknet.	
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3.6.2 Herstellung	
  der	
  Teststreifen	
  

Wie	
   bereits	
   beschrieben	
   besteht	
   ein	
   funktionsfähiger	
   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	
   dafür	
   sorgt,	
   dass	
   die	
  

Flüssigkeiten	
  durch	
  die	
  Membran	
   transportiert	
  werden,	
  hergestellt.	
  Konjugate-­‐Release-­‐Pad	
  

und	
  Sample-­‐Pad	
  wurden	
  im	
  Rahmen	
  der	
  Arbeit	
  nicht	
  berücksichtigt.	
  	
  

Die	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Membranen	
   wurden	
   auf	
   eine	
   selbstklebende	
   Plastikkarte	
  

(Backing-­‐Card)	
   geklebt.	
   Oberhalb	
   der	
   Membran	
   wurde	
   überlappend	
   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	
  Antikörper-­‐Gold-­‐Konjugates	
  

Die	
   Visualisierung	
   der	
   verschiedenen	
   CRP-­‐Konzentrationen	
   in	
   der	
   Probe	
   mit	
   Hilfe	
   des	
  

Teststreifens	
  erfolgte	
  durch	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6405	
  Antikörper-­‐Gold-­‐Konjugate.	
  Zur	
  Herstellung	
  des	
  

Konjugates	
  wurden	
  Goldnanopartikel	
  mit	
  einer	
  Größe	
  von	
  40	
  nm	
  vorgelegt	
   (Sigma	
  Aldrich)	
  

und	
   der	
   pH-­‐Wert	
   der	
   Goldkolloidlösung	
   mit	
   0,2	
   M	
   Natriumcarbonat-­‐Lösung	
   auf	
   pH	
  6,5	
  

eingestellt.	
   Anschließend	
   wurden	
   12	
  µg	
   Anti-­‐h	
   CRP	
   6405	
   Antikörper	
   pro	
   Milliliter	
  

Goldkolloidlösung	
  zu	
  getropft.	
  Nach	
  Schütteln	
  für	
  30	
  Minuten	
  der	
  Lösung	
  wurden	
  restliche	
  

Bindungsstellen	
   durch	
   Zugabe	
   von	
   100	
   µl	
   einer	
   1	
  %igen	
   BSA-­‐Lösung	
   in	
   PB-­‐Puffer	
   (pH	
   7,3)	
  

geblockt.	
   Nach	
   mehreren	
   Waschschritten	
   mit	
   Blockpuffer	
   (PBS,	
   0,2	
   %	
   BSA)	
   wurden	
   die	
  

Antikörper-­‐Gold-­‐Konjugate	
  in	
  40	
  µl	
  Blockpuffer	
  aufgenommen.	
  	
  

3.6.4 Durchführung	
  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	
   Antikörper-­‐Gold-­‐Konjugat-­‐Lösung	
   (1,0	
  µl	
   pro	
   Test)	
   zugegeben.	
   Die	
  

Antikörper,	
   konjugiert	
   an	
   das	
   Goldkolloid,	
   lagen	
   dabei	
   in	
   großem	
  molaren	
   Überschuss	
   im	
  

Vergleich	
  zum	
  CRP	
  vor.	
   In	
  die	
  Lösung	
  aus	
  CRP	
  und	
  Antikörper-­‐Gold-­‐Konjugaten	
  wurden	
  die	
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Teststreifen	
   mit	
   dem	
   unteren	
   Ende	
   der	
   Membran	
   eingetaucht.	
   Die	
   Lösung	
   aus	
   CRP	
   und	
  

Antikörper-­‐Gold-­‐Konjugaten	
   wurde	
   durch	
   die	
   Membran	
   durch	
   kapillare	
   Sogkräfte	
   bis	
   ins	
  

Absorbent-­‐Pad	
  transportiert.	
  Das	
  CRP	
  wurde	
  während	
  des	
  Transportes	
  durch	
  die	
  Membran	
  

von	
   den	
   Antikörpern	
   des	
   Antikörper-­‐Gold-­‐Konjugates	
   gebunden.	
   Dieser	
   CRP-­‐Antikörper-­‐

Gold-­‐Konjugat-­‐Komplex	
   wiederum	
   band	
   an	
   die	
   auf	
   der	
   PE-­‐Membran	
   immobilisierten	
  

Fängerantikörper.	
   Es	
   entstand	
   eine	
   vom	
   Gold-­‐Konjugat	
   rot	
   gefärbte	
   Signalband	
   in	
  

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

	
  

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

Nach	
  10	
  Minuten	
  wurden	
  die	
  Teststreifen	
  aus	
  der	
  Lösung	
  entnommen	
  und	
  die	
  Signalbande	
  

visuell	
   ausgewertet.	
  Dabei	
  wurde	
  der	
  Signalbande	
  eine	
  Signalintensität	
   zwischen	
  G1	
   (nicht	
  

sichtbare	
   Signalbande)	
   und	
   G10	
   (stärkste	
   Signalintensität	
   der	
   Signalbande)	
   mithilfe	
   einer	
  

Musterkarte	
  (vgl.	
  Abbildung	
  3-­‐23)	
  zugeordnet.	
  

	
  

Abbildung	
  3-­‐23:	
   Musterkarte	
   zur	
   Auswertung	
   der	
   Signalbandenintensität	
   der	
   Teststreifen	
  
nach	
  dem	
  lateralen	
  DipStick-­‐Test.	
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3.6.5 Ergebnisse	
  der	
  lateralen	
  DipStick-­‐Tests	
  mit	
  Teststreifen	
  bestehend	
  aus	
  
CRP-­‐immunoaffinen	
  PE-­‐Membranen	
  	
  

Durch	
   den	
   lateralen	
   DipStick-­‐Test	
   wurden	
   die	
   Nachweisgrenzen	
   für	
   die	
   CRP-­‐

Konzentrationsbestimmung	
   der	
   Teststreifen,	
   bestehend	
   aus	
   den	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐

Membranen,	
  ermittelt.	
  Dazu	
  wurden	
  Lösungen	
  mit	
  CRP-­‐Konzentrationen	
  von	
  0,01	
  bis	
  100	
  ng	
  

CRP/ml	
  in	
  log-­‐Abstufungen	
  angefertigt	
  und	
  damit	
  die	
  lateralen	
  DipStick-­‐Tests	
  durchgeführt.	
  

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	
  dazugehörigen	
  Signalintensitäten.	
  

Immobilisierungsmethodea	
   Nachweisgrenze	
  [ng/ml]b	
   Signalintensitätc	
  

ASC	
   -­‐	
   -­‐	
  

DIA	
   0,1	
   G3	
  

EDC	
   0,1	
   G5	
  

SUF	
   0,1	
   G6	
  

CAB	
   0,1	
   G5	
  
aDie	
  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).	
  
bVisuelle	
  Auswertung	
  der	
  Signalbande	
  an	
  der	
  Nachweisgrenze	
  zwischen	
  G1	
  und	
  G10	
  nach	
  der	
  
Musterkarte.	
  

Nach	
  Durchführung	
  des	
  DipStick-­‐Testes	
  waren	
  bei	
   den	
  Teststreifen,	
   hergestellt	
   gemäß	
  der	
  

ASC-­‐Methode,	
   keine	
   Signalbanden	
   zu	
   erkennen.	
   Ursache	
   ist	
   wahrscheinlich	
   die	
   zu	
   kurze	
  

Reaktionszeit	
  der	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6404	
  Antikörper	
  mit	
  der	
  gemäß	
  der	
  ASC-­‐Methode	
  aktivierten	
  

PE-­‐Membran.	
   Die	
   ASC-­‐Methode	
   benötigt,	
   wie	
   in	
   Kapitel	
  3.3.5.3	
   gezeigt,	
   längere	
  

Reaktionszeiten,	
   um	
   die	
   Antikörper	
   fest	
   auf	
   der	
   Oberfläche	
   zu	
   fixieren.	
   Durch	
   das	
  

Dispersionsverfahren	
   blieben	
   nur	
   kurze	
   Reaktionszeiten,	
   bevor	
   das	
   Lösungsmittel	
   der	
  

aufgebrachten	
   Antikörperlösung	
   verdunstete.	
   Dadurch	
   wurden	
   die	
   Antikörper	
   bei	
  

Anwendung	
  der	
  ASC-­‐Methode	
  nicht	
  fest	
  auf	
  der	
  Oberfläche	
  fixiert,	
  weshalb	
  im	
  DipStick-­‐Test	
  

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

modifizierte	
  PE-­‐Membran	
  ist	
  demnach	
  nicht	
  geeignet.	
  

Bei	
   den	
   Teststreifen	
   hergestellt	
   gemäß	
   der	
   DIA-­‐,	
   EDC-­‐,	
   CAB	
   und	
   SUF-­‐

Immobilisierungsmethode	
   wurden	
   CRP-­‐konzentrationsabhängig	
   verschieden	
   intensiv	
  

gefärbte	
   Signalbanden	
   erhalten	
   (vgl.	
   Abbildung	
  3-­‐24).	
   Dabei	
   war	
   bei	
   den	
   Teststreifen	
  

hergestellt	
  gemäß	
  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	
   Intensitäten	
   der	
   Signalbanden	
   der	
  

Teststreifen	
  einer	
  Konzentration	
  von	
  0,1	
  ng	
  CRP/ml	
  unterschieden	
  sich	
   in	
  Abhängigkeit	
  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	
   Signalintensität	
   von	
   G5	
   nach	
   der	
  

Musterkarte	
   erhalten.	
   Bei	
   Anwendung	
   der	
   SUF-­‐Methode	
   zur	
   Herstellung	
   der	
   Teststreifen	
  

wurde	
  eine	
  Signalstärke	
  von	
  G6	
  und	
  bei	
  Anwendung	
  der	
  DIA-­‐Methode	
  eine	
  Signalintensität	
  

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

Demnach	
   eignen	
   sich	
   Ak-­‐Immobilisierungsmethoden	
   bei	
   denen	
   kurze	
  

Immobilisierungszeiten,	
  für	
  die	
  kovalente	
  (DIA-­‐	
  und	
  EDC-­‐Methode)	
  oder	
  elektrostatische	
  Ak-­‐

Immobilisierung	
   (CAB-­‐	
   und	
   SUF-­‐Methode)	
   ausreichen,	
   um	
   CRP-­‐immunoaffine	
   Oberflächen	
  

auf	
  mit	
  EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
  modifizierten	
  PE-­‐Membranen	
  herzustellen.	
  

Bei	
   der	
   Herstellung	
   der	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Membranen	
   ist	
   die	
   DIA-­‐Methode	
   ebenso	
  

gut	
   geeignet,	
   da	
   genügend	
   Antikörper	
   auf	
   der	
   Oberfläche	
   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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Abbildung	
  3-­‐24:	
   Teststreifen	
   nach	
  Durchführung	
  des	
   CRP-­‐DipStick-­‐Testes	
  mit	
   verschiedenen	
  
CRP-­‐Konzentrationen.	
   Die	
   Antikörperfängerbande	
   auf	
   den	
   mit	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
  
(DP~200,	
  6)	
  modifizierten	
  PE-­‐Membranen	
  wurde	
  linienförmig	
  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	
  für	
  die	
  CRP-­‐Konzentrationsbestimmung	
  zu	
  entwickeln.	
  Dabei	
  wurde	
  

in	
  einem	
  lateralen	
  CRP-­‐DipStick-­‐Test	
  eine	
  NWG	
  von	
  0,1	
  ng	
  CRP/ml	
  erreicht.	
  Wie	
  auch	
  für	
  den	
  

entwicklelten	
  CRP-­‐ABICAP-­‐Säulenassays	
  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-­‐Funktionalität	
   der	
   immobilisierten	
   Antikörper	
   vorteilhaft	
   auf	
   die	
   Sensitivität	
   des	
   Testes	
  

aus.	
   Vorteile	
   des	
   Teststreifens	
   sind	
   außerdem	
   die	
   geringere	
  Menge	
   benötigter	
   Antikörper	
  

pro	
  CRP-­‐Konzentrationsbestimmung	
  (0,4	
  µg	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6404	
  und	
  0,6	
  µg	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6405)	
  im	
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Vergleich	
  zum	
  ABICAP-­‐Säulenassay.	
  Die	
  Ursache	
  liegt	
  darin,	
  das	
  nur	
  eine	
  dünne	
  Linie	
  der	
  PE-­‐

Membran	
  mit	
  Antikörpern	
   immobilisiert	
  wird	
  und	
  nicht	
  wie	
  beim	
  ABICAP	
  der	
  gesamte	
  PE-­‐

Mikrofilter.	
  	
  

3.6.6.1 Ausblick	
  

Typische	
  LFA	
  basieren	
  auf	
  einer	
  Nitrocellulosemembran,	
  wobei	
  die	
  Antikörper	
  adsorptiv	
  auf	
  

die	
  Nitrocellulosemembran	
  gebunden	
  werden.	
  Dabei	
  treten	
  die	
  geschilderten	
  Probleme	
  der	
  

adsorptiven	
  Ak-­‐Immobilisierung	
  wie	
  Sensitivitätsverlust	
  durch	
  Ausbluten	
  der	
  Antikörper	
  auf.	
  

Diese	
   Probleme	
   können	
  mit	
   den	
   hier	
   entwickelten	
   Teststreifen,	
   bei	
   denen	
   die	
   Antikörper	
  

unter	
   Erhalt	
   der	
   maximalen	
   Ak-­‐Funktion	
   kovalent	
   oder	
   elektrostatisch	
   an	
   die	
   Membran	
  

immobilisiert	
  werden,	
  voraussichtlich	
  behoben	
  werden.	
  	
  

Des	
  Weiteren	
  könnte	
  die	
  Fließgeschwindigkeit	
  der	
  Lösungen	
  durch	
  die	
  PE-­‐Membran	
  durch	
  

gezielte	
  Porengrößen	
  der	
  PE-­‐Membran	
  gesteuert	
  werden.	
  Damit	
  würden	
  möglicherweise	
  die	
  

Variationskoeffizienten	
   und	
   damit	
   der	
   Reproduzierbarkeit	
   der	
   LFA,	
   verursacht	
   durch	
  

unterschiedliche	
   Fließgeschwindigkeiten	
   und	
   damit	
   Bindungsendzustände,	
   verbessert	
  

werden.	
  Möglicherweise	
   wären	
   damit	
   auch	
   quantitative	
   Analysen	
   im	
   Lateral-­‐Flow-­‐Format	
  

denkbar.	
  

In	
  Zukunft	
  könnte	
  mit	
  dem	
  in	
  der	
  Arbeit	
  hergestellten	
  Teststreifen	
  ein	
  gebrauchsfertiger	
  LFA	
  

zur	
  CRP-­‐Konzentrationsbestimmung	
  entwickelt	
  werden.	
  Ausgehend	
  von	
  den	
  Erkenntnissen	
  

über	
   die	
   Entwicklung	
   des	
   CRP-­‐ABICAP-­‐Säulenassays	
   empfiehlt	
   sich	
   dabei	
   voraussichtlich	
  

aufgrund	
   der	
   gewährleisteten	
   Lagerstabilität	
   der	
   ABICAP-­‐Säulenassays	
   die	
   EDC-­‐	
   und	
   SUF-­‐

Methode.	
  Allerdings	
  müssen	
  die	
   Lagerstabilität	
   und	
  die	
  Reproduzierbarkeit	
   der	
   Ergebnisse	
  

für	
  die	
  Teststreifen	
  noch	
  nachgewiesen	
  werden.	
  	
  

Zur	
   Fertigstellung	
   eines	
   gebrauchsfertigen	
   LFA	
   müssten	
   Konjugat-­‐Release-­‐Pad	
   (KRP)	
   und	
  

Sample-­‐Pad	
   dem	
   Teststreifen	
   zugefügt	
   werden.	
   An	
   diesem	
   LFA	
   sollten	
   die	
   Einflüsse	
   der	
  

eingesetzen	
   Ak-­‐Konzentration	
   auf	
   dem	
   Teststreifen,	
   Goldkonjugatkonzentrationen	
   im	
   KRP	
  

und	
   Pufferzusammensetzungen	
   und	
   Zusätze	
   bei	
   der	
   Durchführung	
   des	
   Assays	
   optimiert	
  

werden.	
   Die	
   VK	
   des	
   optimierten	
   Assays	
   müsste	
   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	
  
Pufferlösungen	
  

4.1.1 Chemikalien	
  und	
  Ausgangsmaterialien	
  

Die	
   Substrate	
   s(HS)TMB	
   (3,3‘,5,5‘-­‐Tetramethylbenzidine	
   Peroxidase	
   Substrate,	
  

Gebrauchsfertig	
   für	
   ELISA	
   Anwendungen	
   und	
   ep(HS)TMB	
   (Gebrauchsfertig	
   für	
   ABICAP	
  

Anwendungen)	
   wurden	
   von	
   der	
   Firma	
   SDT	
   (Baseweiler,	
   Deutschland)	
   erhalten.	
   Sephadex	
  	
  

PD-­‐10	
   Chromatographie-­‐Säulen	
  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	
   Säulen	
  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	
   Lösungsmittel	
   wurden	
   bei	
   Sigma	
   Aldrich,	
   Akros-­‐Organics,	
  

Merck	
  oder	
   Fluka	
  mit	
   einem	
   für	
   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	
  Antikörper	
  (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 Poröse	
  und	
  unporöse	
  Substrate	
  

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

aufgelisteten	
  Substrate	
  Verwendung.	
  

Tabelle	
  4-­‐2:	
  Angewendete	
  Substrate.	
  

Bezeichnung	
   Material	
   Maße	
  [mm]a	
   Porosität
[µm]b	
  

Oberfläche	
  
[cm2]	
   Hersteller	
  

Mikrofilter	
  (Typ	
  180)	
   PE,	
  gesintert	
   h=2,5,	
  ø=5	
   40	
   20	
   Porex	
  

Mikrofilter	
  (Typ	
  187)	
   PE,	
  gesintert	
   h=1,6,	
  ø=5	
   80-­‐130	
   N/A	
   Porex	
  

PE-­‐Membran	
   PE,	
  gesintert	
   h=0,4;	
  l=100,	
  
b=25	
   7-­‐12	
   N/A	
   Porex	
  

PE-­‐Chip	
   PE,	
  Film	
   h=1	
  ;	
  l=13,	
  
b=13	
   -­‐	
   N/A	
   ChipShop	
  

AFM-­‐Substrat	
   Glimmer	
   ø=10	
   -­‐	
   N/A	
   Plano	
  
GmbH	
  

a	
  ø=Durchmesser	
  einer	
  runden	
  Grundfläche,	
  h=Höhe;	
  l=Länge,	
  b=Breite	
  
bDurchschnittliche	
  Porengrößen	
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4.1.4 Reagenz-­‐	
  und	
  Pufferlösungen	
  

Die	
  Zusammensetzung	
  der	
  Reagenz-­‐	
  und	
  Pufferlösungen	
  sind	
   in	
  der	
  Tabelle	
  4-­‐3	
  aufgelistet.	
  

Falls	
   nicht	
   anders	
   beschrieben,	
   wurde	
   Reinstwasser	
   für	
   die	
   Herstellung	
   verwendet	
  

(Kapitel	
  4.2.1).	
  

Tabelle	
  4-­‐3:	
  Lösungen	
  und	
  Puffer	
  zur	
  Oberflächenmodifizierung	
  und	
  Immobilisierung	
  von	
  
Biomolekülen.	
  

Bezeichnung	
   Zusammensetzung	
   pH-­‐Werta	
  

CBB-­‐Puffer	
   0,03	
  M	
  Na2CO3;	
  0,07	
  M	
  NaHCO3	
   pH	
  9,5	
  

PB-­‐Puffer	
   0,024	
  M	
  Na2HPO4;	
  0,006	
  M	
  NaH2PO4	
   pH	
  8,0	
  

10xPBS-­‐Puffer	
   0,24	
  M	
  Na2HPO4;	
  0,06	
  M	
  NaH2PO4;	
  1,2	
  M	
  NaCl	
   pH	
  7,3	
  

MES-­‐Puffer	
   0,1	
  M	
  2-­‐(N-­‐Morpholino)ethansulfonsäure	
   pH	
  5,5	
  

MES-­‐Puffer	
   0,1	
  M	
  2-­‐(N-­‐Morpholino)ethansulfonsäure	
   pH	
  6,0	
  

Natriumacetat-­‐Puffer	
   0,1	
  M	
  Natriumacetat	
   pH	
  4,0	
  

Natriumcarbonat-­‐Lösung	
   0,2	
  M	
  Natriumcarbonat	
   -­‐	
  

Citronensäure-­‐Puffer	
   0,1	
  M	
  Citronensäure	
   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-­‐Lösung	
   6	
  M	
  LiCl	
   pH	
  7,3	
  

NaOH-­‐Lösung	
   -­‐	
   pH	
  11,5	
  
apH-­‐Werte	
  wurden	
  mit	
  HCl	
  oder	
  NaOH	
  auf	
  erwünschten	
  pH-­‐Wert	
  eingestellt.	
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4.2 Laboreinrichtung	
  

4.2.1 Reinstwasseraufbereitung	
  

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

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

4.2.2 Sonstige	
  Geräte	
  und	
  Einrichtungen	
  

Photometer	
  zur	
  Untersuchung	
  der	
  Polyethylensinterkörper:	
  ABICAP-­‐Reader,	
  Senova	
  GmbH	
  

Vakuumpumpe:	
  Membranpumpe	
  chemiefest	
  LVS	
  620	
  T-­‐2,	
  Ilmvac	
  GmbH	
  

Ultraschallbad:	
  Sonorex	
  RK	
  31-­‐1	
  

UV/VIS	
  Lesegerät	
  und	
  Mikrotiterplattenreader:	
  Multiskan	
  GO;	
  Thermo	
  Scientific	
  

Sauerstoffplasmagenerator:	
  Hersteller:	
  Diener,	
  Jahr:	
  2006,	
  Typ:	
  FEMTO	
  

Ozongenerator:	
  Ozonosan	
  Photonik,	
  Hänsler	
  GmbH	
  

Spincoater:	
  SCI	
  Serie,	
  LOT-­‐Oriel	
  Group	
  Europe	
  

Schüttler:	
  Vortex	
  Genie	
  2,	
  Science	
  Industries	
  

ELISA-­‐Schüttler:	
  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	
  für	
  die	
  13C-­‐NMR	
  Spektroskopie	
  und	
  von	
  8.000	
  bis	
  40.000	
  Scans	
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für	
   die	
   1H-­‐NMR	
   Spektroskopie.	
   Die	
   Proben	
   wurden	
   in	
   DMSO-­‐d6	
   oder	
   D2O	
   gelöst.	
   Die	
  

Konzentration	
  betrug	
  10-­‐50	
  mg	
  Probe	
  pro	
  ml	
  Lösungsmittel.	
  

4.3.2 UV/Vis-­‐Messungen	
  

Die	
  Absorptionen	
  bei	
  λ=280	
  nm;	
  450	
  nm;	
  498	
  nm;	
  620	
  nm	
  in	
  der	
  Küvette	
  und	
  in	
  einer	
  96iger	
  

Mikrotiterplatte	
   sowie	
   die	
   kinetischen	
   Messungen	
   wurden	
   mit	
   dem	
   Thermo	
   Scientific	
  

Multiskan	
  GO	
  durchgeführt.	
  

4.3.3	
  Elementaranalyse	
  

Alle	
   Kohlenstoff-­‐,	
   Chlorid-­‐,	
   Stickstoff-­‐,	
   Schwefel-­‐,	
   und	
   Wasserstoffanalysen	
   der	
  

synthetisierten	
  Aminocellulosen	
  wurden	
  mit	
  Hilfe	
  des	
  Gerätes	
  Vario	
  EL	
  der	
  Firma	
  Elementar-­‐

Analysensysteme	
   durchgeführt.	
   Die	
   ermittelten	
   Werte	
   werden	
   in	
   Massenprozent	
  

angegeben.	
  Die	
  über	
  die	
  Elementaranalyse	
  bestimmten	
  Substitutionsgrade	
  wurden	
  mit	
  der	
  

Hilfe	
  der	
  Formel	
  4-­‐1	
  ausgerechnet.	
  

Formel	
  4-­‐1:	
   	
   	
   DSSubstituent=
MAGU*X(%)

MX*100%-­‐MSubstituent*X(%)
	
  	
  

MAGU=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);	
  MX	
  =	
  Molare	
  Masse	
  des	
  Heteroatoms;	
  
MSubstituent	
  =	
  molare	
  Masse	
  des	
  Substituenten	
  

4.3.4	
  AFM-­‐Aufnahmen	
  	
  

Für	
  AFM	
  Untersuchungen	
  wurden	
  planare	
  PE-­‐Chips	
  und	
  Glimmerscheiben	
  (vgl.	
  Tabelle	
  4-­‐2)	
  

via	
   Spincoating	
   mittels	
   Aminocellulosederivat-­‐Lösung	
   modifiziert.	
   Nach	
   Anfertigung	
   der	
  

Proben	
  wurden	
  diese	
  mit	
  einem	
  DualScope	
  C26	
  (DME,	
  Herlev,	
  Dänemark)	
  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	
  

Für	
   die	
   vorliegende	
   Arbeit	
   wurde	
   AVICEL	
   Cellulose	
   als	
   Ausgangscellulose	
   (DP~200)	
  

eingesetzt.	
  Abgebaute	
  Cellulose	
  (DP~50)	
  ist	
  durch	
  Kochen	
  der	
  Cellulose	
  in	
  Salzsäure	
  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	
  Einführung	
  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	
  für	
  die	
  Synthese	
  der	
  Aminocellulosederivate.	
  

Bezeichnung	
  der	
  
Tosylcellulosen	
  

Substitutionsgrade	
  der	
  Substituenten	
  der	
  
AGE	
   DP	
  

DSTosylat	
   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	
   gelöst,	
   mit	
   25	
   ml	
   Ethylendiamin	
   (400	
   mmol)	
  

versetzt	
  und	
  6	
  h	
  bei	
  100°C	
  gerührt.	
  Die	
  Isolierung	
  der	
  Aminocellulose	
  erfolgt	
  durch	
  Fällen	
  in	
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Aceton	
  und	
  anschließendes	
  Waschen	
  mit	
  Aceton	
  und	
  Isopropanol.	
  Das	
  noch	
  feuchte	
  Produkt	
  

wurde	
   in	
  Wasser	
  gelöst,	
  am	
  Rotationsverdampfer	
  von	
  Lösemittelresten	
  befreit	
  und	
  mittels	
  

Gefriertrocknung	
  getrocknet.	
  Nach	
  dem	
  Gefriertrocknen	
  wurde	
  das	
  Aminocellulosetosylat	
  in	
  

Wasser	
  über	
  Nacht	
  gelöst	
  und	
  auf	
  1	
  %	
  w/w	
  eingestellt.	
  Anschließend	
  die	
  Lösung	
  durch	
  eine	
  

G3	
   Fritte	
   filtriert	
   und	
   für	
   30	
  Minuten	
   im	
  Ultraschallbad	
  behandelt	
   und	
   als	
   1	
  %	
  w/w	
  bei	
   RT	
  

gelagert.	
  	
  

Analytik:	
  
13C-­‐NMR	
  (D2O)	
  δ[ppm]:	
  	
  20,5	
  (CH3	
   des	
   Tosylates),	
   35	
  -­‐	
  55	
  (CH2;	
  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	
  %	
  

DSEthylendiamin:	
  	
   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	
   5	
  g	
  

Tosylcellulose	
  C	
   (aus	
  Tabelle	
  4-­‐4,	
  12	
  mmol)	
   in	
  60	
  ml	
  DMSO	
  gelöst,	
  mit	
  19	
  ml	
  Ethylendiamin	
  

(300	
  mmol)	
   versetzt	
   und	
   6	
  h	
   bei	
   100°C	
   gerührt.	
   Die	
   Isolierung	
   der	
   Aminocellulose	
   erfolgt	
  

durch	
  Fällen	
  in	
  Ethanol	
  und	
  anschließendes	
  Waschen	
  mit	
  Ethanol.	
  Das	
  noch	
  feuchte	
  Produkt	
  

wurde	
  im	
  Vakuum	
  getrocknet.	
  Das	
  EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
  wurde	
  als	
  Feststoff	
  gelagert	
  und	
  

bei	
  Bedarf	
  in	
  DMF	
  gelöst.	
  

Analytik:	
  	
  
13C-­‐NMR	
  (DMSO-­‐d6)	
  δ[ppm]:	
  	
   20,5	
  (CH3	
   des	
   Tosylates),	
   35	
  -­‐	
  55	
  (CH2;	
  der	
  

Aminsubstituenten),	
   59,1-­‐101,8	
  (AGE	
   der	
   Cellulose),	
  

145,5-­‐119,5	
  (Aromaten-­‐C	
   der	
   Tosylate	
   oder	
   Carbanilate),	
  

152	
  –	
  154	
  (C=O)	
  

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

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

4.4.3 Synthese	
  von	
  Proteinkonjugaten	
  

4.4.3.1 Biotinylierung	
  von	
  IgG-­‐Antikörpern	
  

Eine	
   PD-­‐10	
   Säule	
   wurde	
   mit	
   50	
  ml	
   PBS-­‐Puffer	
   (pH	
  7,3)	
   äquilibriert.	
   Die	
   entsprechende	
  

Antikörperlösung	
   wurde	
   zur	
   Umpufferung	
   auf	
   diese	
   Säule	
   aufgetragen	
   und	
   durch	
   Zugabe	
  

von	
   1	
  ml	
   Fraktionen	
   PBS-­‐Puffer	
   der	
   Antikörper	
   eluiert.	
   Der	
   Proteingehalt	
   der	
   einzelnen	
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Fraktionen	
  wurde	
  photometrisch	
  bei	
  280	
  nm	
  bestimmt.	
   Für	
   IgG-­‐Antikörper	
  entspricht	
  eine	
  

OD	
  von	
  1,4	
  einem	
  Proteingehalt	
  von	
  1	
  mg/ml.	
  Zur	
  Biotinylierung	
  wurde	
  Sulfo-­‐NHS-­‐LC-­‐Biotin	
  

in	
  Wasser	
  gelöst	
  (5,56	
  mg/ml).	
  Die	
  Menge	
  der	
  benötigten	
  Sulfo-­‐NHS-­‐LC-­‐Biotin-­‐Lösung	
  wurde	
  

entsprechend	
  Formel	
  4-­‐2	
  berechnet.	
  	
  

Formel	
  4-­‐2:	
   	
   	
   mBiotin=
mAk*MBiotin*Biotinylierungsgrad

MAk
	
  

mBiotin=eingesetzte	
  Masse	
  Biotin;	
  mAk=eingesetzte	
  Masse	
  Antikörper;	
  MBiotin=Molare	
  Masse	
  
Biotin;	
  MAk=Molare	
  Masse	
  IgG-­‐Antikörper	
  

Der	
   verwendete	
   Biotinylierungsgrad	
   betrug	
   20.	
   Die	
   Sulfo-­‐NHS-­‐LC-­‐Biotin-­‐Lösung	
  wurde	
   der	
  

umgepufferten	
   Ak-­‐Lösung	
   zugesetzt	
   und	
   der	
   Ansatz	
   30	
  Minuten	
   unter	
   Lichtausschluss	
  

geschüttelt.	
   Zur	
   Reinigung	
   des	
   biotinylierten	
   Antikörpers	
   wurde	
   die	
   Lösung	
   auf	
   eine	
   mit	
  

50	
  ml	
   PBS-­‐Puffer	
   (pH	
  7,3)	
   äquilibrierte	
   PD-­‐10	
   Säule	
   gegeben.	
   Die	
   Probe	
   wurde	
   in	
   1	
  ml	
  

Fraktionen	
   eluiert.	
   Der	
   Proteingehalt	
   wurde	
   photometrisch	
   bei	
   280	
  nm	
   bestimmt.	
   Die	
  

Lösung	
  wurde	
  im	
  Kühlschrank	
  gelagert	
  [Burgess	
  et	
  al.	
  1995].	
  

Als	
  Detektionsantikörper	
   für	
  den	
  ABICAP	
  und	
  den	
  ELISA	
  wurden	
  die	
  Antikörper	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  

6405	
  SP-­‐1	
  und	
  anti-­‐mouse	
  Antikörper	
  (GAM)	
  biotinyliert.	
  

4.4.3.2 Herstellung	
  von	
  Antikörper-­‐Gold-­‐Konjugaten	
  

Eine	
   PD-­‐10	
   Säule	
   wurde	
   mit	
   50	
  ml	
   Reinstwasser	
   äquilibriert.	
   1	
   ml	
   einer	
   Anti-­‐h	
   CRP	
   6405	
  

Antikörperlösung	
  (c=1,01	
  mg/ml)	
  wurden	
  zur	
  Umpufferung	
  auf	
  diese	
  Säule	
  aufgetragen	
  und	
  

durch	
  Zugabe	
  von	
  1	
  ml	
  Fraktionen	
  Reinstwasser	
  der	
  Antikörper	
  eluiert.	
  Der	
  Proteingehalt	
  der	
  

einzelnen	
   Fraktionen	
   wurde	
   photometrisch	
   bei	
   280	
  nm	
   bestimmt	
   und	
   die	
   Antikörper	
  

enthaltenen	
  Fraktionen	
  gepoolt.	
   Für	
   IgG-­‐Antikörper	
  entspricht	
  ein	
  OD-­‐Wert	
  von	
  1,4	
  einem	
  

Proteingehalt	
   von	
   1	
  mg/ml.	
   Die	
   Anti-­‐h	
   CRP	
   6405	
   Antikörper	
   Konzentration	
   der	
   gepoolten	
  

Fraktionen	
  betrug	
  0,8	
  mg/ml.	
  

1	
   ml	
   der	
   Goldnanopartikel-­‐Lösung	
   wurden	
   vorgelegt	
   und	
   der	
   pH-­‐Wert	
   der	
   Lösung	
   durch	
  

Zugabe	
   von	
   0,2	
   M	
   Natriumcarbonat-­‐Lösung	
   auf	
   pH	
   6,5	
   eingestellt.	
   Anschließend	
   wurden	
  

15	
  µl	
  der	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6405	
  Antikörperlösung	
  in	
  Reinstwasser	
  (c=0,8	
  mg	
  Ak/ml)	
  zugegen	
  und	
  

der	
  Ansatz	
   für	
  30	
  Minuten	
  geschüttelt.	
  Nach	
  Zugabe	
  von	
  100	
  µl	
  einer	
  1	
  %igen	
  BSA-­‐Lösung	
  

wurde	
  weiter	
  20	
  Minuten	
  geschüttelt	
  und	
  das	
  Antikörper-­‐Gold-­‐Konjugat	
  anschließend	
  durch	
  

Zentrifugation	
   und	
   resuspendieren	
   in	
   Blockpuffer	
   mehrmals	
   gewaschen.	
   Abschließend	
  

wurden	
   das	
   Antikörper-­‐Gold-­‐Konjugat	
   in	
   40	
   µl	
   Blockpuffer	
   aufgenommen	
   und	
   nochmal	
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10	
  Minuten	
   im	
   Ultraschallbad	
   behandelt.	
   Das	
   Anti-­‐h	
   CRP	
   6405	
   Antikörper-­‐Gold-­‐Konjugat	
  

wurde	
  bei	
  4°C	
  unter	
  Lichtausschluss	
  gelagert.	
  

4.5 Oberflächenmodifizierung	
  von	
  Substraten	
  

4.5.1 Herstellung	
  der	
  Trennfritten	
  durch	
  adsorptive	
  Immobilisierung	
  von	
  BSA	
  
an	
  PE-­‐Mikrofilter	
  

Die	
   adsorptive	
   Immobilisierung	
   von	
   Biomolekülen	
   an	
   PE-­‐Mikrofilter	
   wurde	
   für	
   die	
  

Herstellung	
   von	
   Trennfritten,	
   welche	
   im	
   ABICAP-­‐Testsystem	
   zum	
   Einsatz	
   kamen,	
  

angewendet.	
   Zur	
   Reinigung	
   wurden	
   die	
   PE-­‐Mikrofilter	
   (Typ	
   187,	
   Porex)	
   in	
   Ethanol	
  

gewaschen,	
  anschließend	
   für	
  10	
  Minuten	
   in	
  50	
  %	
  Ethanol	
   im	
  Vakuum	
  gerührt	
  und	
  dann	
   in	
  

CBB-­‐Puffer	
   (pH	
  9,5)	
   überführt.	
   Mit	
   CBB-­‐Puffer	
   wurde	
   anschließend	
   noch	
   zweimal	
   für	
  

10	
  Minuten	
   im	
   Vakuum	
   gewaschen	
   und	
   im	
   dritten	
   Waschschritt	
   10	
  %	
   BSA	
   in	
   CBB-­‐Puffer	
  

zugefügt	
   (200	
  µl/Trennfritte)	
   und	
   die	
   PE-­‐Mikrofilter	
   für	
   12	
  h	
   im	
   Vakuum	
   beschichtet.	
  

Abschließend	
   wurden	
   die	
   Polyethylenträger	
   im	
   Luftstrom	
   getrocknet	
   und	
   konnten	
   als	
  

Trennfritten	
  verwendet	
  werden.	
  

4.5.2 Substratmodifizierung	
  mittels	
  Aminocellulosederivat	
  

4.5.2.1 Aktivierung	
  der	
  Substrate	
  für	
  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	
   für	
   30	
  Minuten	
   mit	
   Ozon	
   im	
   Durchfluss	
  

behandelt.	
  

4.5.2.2 Substratmodifizierung	
  mittels	
  Aminocellulosederivat	
  der	
  aktivierten	
  Substrate	
  

Herstellung	
  der	
  Aminocellulosederivat-­‐Modifizierungslösung	
  

Die	
   1	
  %igen	
   wässrigen	
   Stammlösungen	
   der	
   Aminocellulosetosylate	
   wurden	
   mit	
   einem	
  

Spritzenvorsatzfilter	
   (Porengröße	
   5	
  µm,	
   Sartorius)	
   filtriert	
   und	
   mit	
   Wasser	
   auf	
   0,05	
  %	
  

verdünnt.	
   Anschließend	
   wurden	
   diese	
   Lösungen	
   noch	
   für	
   10	
  Minuten	
   im	
   Ultraschallbad	
  

behandelt	
  und	
  dann	
  zur	
  Modifizierung	
  eingesetzt.	
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Die	
   Aminocellulosecarbanilate	
  wurden	
   in	
  DMF	
  über	
  Nacht	
   unter	
   Rühren	
   gelöst	
   und	
   durch	
  

weiteres	
  verdünnen	
  mit	
  DMF	
  auf	
  0,05	
  %	
  w/w	
  eingestellt.	
  Anschließend	
  wurden	
  die	
  Lösungen	
  

mit	
   einem	
   Spritzenvorsatzfilter	
   filtriert	
   (Porengröße	
   5	
  µm,	
   Sartorius)	
   und	
   noch	
   für	
  

10	
  Minuten	
   im	
   Ultraschallbad	
   behandelt	
   und	
   konnten	
   anschließend	
   zur	
   Modifizierung	
  

eingesetzt	
  werden.	
  

Modifizierung	
  von	
  PE-­‐Mikrofiltern	
  und	
  PE-­‐Membranen	
  

Die	
  Sauerstoffplasma	
  bzw.	
  Ozon	
  aktivierten	
  PE-­‐Mikrofilter	
  bzw.	
  PE-­‐Membranen	
  wurden	
  für	
  

15	
  Minuten	
   in	
   einer	
   0,05	
  %	
   Modifizierungslösung	
   im	
   Vakuum	
   gerührt.	
   Dabei	
   wurden	
  

entsprechend	
   ausreichende	
   Mengen	
   Aminocelluloselösung	
   eingesetzt,	
   dass	
   die	
   Träger	
  

vollständig	
   in	
   die	
   Lösung	
   getaucht	
   wurden	
   (200	
   µl	
   pro	
   PE-­‐Mikrofilter,	
   10	
   ml	
   pro	
   PE-­‐

Membran).	
  Anschließend	
  wurden	
  die	
  porösen	
  Träger	
  dreimal	
  mit	
  Lösungsmittel	
  im	
  Vakuum	
  

gewaschen	
  und	
  im	
  Luftstrom	
  für	
  30	
  Minuten	
  getrocknet.	
  

Modifizierung	
  von	
  planaren	
  Substraten	
  

Die	
  planaren	
  Substrate	
  (PE-­‐Chips,	
  Glimmerscheiben)	
  wurden	
  auf	
  einen	
  Spincoater	
  gebracht	
  

und	
   zweimal	
   10	
  µl	
   der	
   Modifizierungslösung	
   bei	
   9000	
  upm	
   aufgebracht.	
   Anschließend	
  

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	
  NH2-­‐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	
  primäre	
  Aminogruppen.	
  Dazu	
  wurden	
  1,7	
  g	
  4,4‘-­‐Dimethoxytritylchlorid,	
  1,52	
  g	
  

Tetrabutylammoniumnitrat	
   (TBAN)	
   und	
   0,91	
  g	
   sym.-­‐Collidin	
   in	
   10	
  ml	
   DMF	
   gelöst.	
  

Anschließend	
  wurden	
  drei	
  mit	
   Aminocellulose	
  modifizierte	
   PE-­‐Mikrofilter	
   pro	
  Milliliter	
   der	
  

Lösung	
  zugegeben	
  und	
  für	
  35	
  Minuten	
  stark	
  geschüttelt.	
  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	
   Perchlorsäure	
   (70	
  %)	
   und	
   4,6	
  ml	
   Methanol	
   zugegeben	
   und	
   für	
   zwei	
   Minuten	
   stark	
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geschüttelt	
   um	
   den	
   gebundenen	
   Farbstoff	
   abzuspalten	
   und	
   in	
   der	
   Lösung	
  

spektrophotometrisch	
   zu	
   vermessen	
   Die	
   Vermessung	
   der	
   Absorbanz	
   erfolgte	
   bei	
  

λmax=498	
  nm	
  des	
  Tritylkations.	
  Mit	
  dem	
  bekannten	
  Extinktionskoeffizienten	
  wurde	
  die	
  NH2-­‐

Konzentration	
  nach	
  Formel	
  4-­‐3	
  berechnet.	
  

Formel	
  4-­‐3:	
   	
   	
   NH2	
  Konzentration	
   nmol NH2
Substrat

= A498*V
ε498*Substrat

*109	
  

A498=Absorbanz	
  bei	
  λ=498	
  nm,	
  V=Volumen	
  des	
  Reagenzes	
   (1	
  ml),	
  ε498=Extinktionskoeffizient	
  des	
  
Tritylkations	
  (70.000	
  l*mol-­‐1*cm-­‐1)	
  

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

Für	
   die	
   Ak-­‐Immobilisierung	
   wurde	
   der	
   Antikörper	
   Anti-­‐h	
   CRP	
   6404	
   SP-­‐2	
   verwendet.	
   Die	
  

Funktionalisierung	
  der	
  mit	
  Aminocellulose	
  modifizierten	
  PE-­‐Substrate	
  und	
  anschließende	
  Ak-­‐

Immobilisierung	
  sind	
  in	
  Kapitel	
  4.7.1	
  und	
  Kapitel	
  4.7.2	
  beschrieben.	
  Die	
  Ak-­‐Immobilisierung	
  

durch	
   die	
   Funktionalisierung	
   der	
   Antikörper	
   und	
   anschließende	
   Immobilisierung	
   in	
   Kapitel	
  

4.7.3.	
   Das	
   linienförmige	
   Aufbringen	
   der	
   Antikörper	
   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 NH2-­‐reaktive	
  Funktionalisierung	
  mittels	
  homobifunktioneller	
  Reagenzien	
  

Die	
  PE-­‐Substrate	
  wurden	
   in	
  Lösungen	
  der	
  homobifunktionellen	
  Reagenzien	
   (200	
  µl	
  pro	
  PE-­‐

Mikrofilter	
   und	
   PE-­‐Chip)	
   im	
   Vakuum	
   gerührt.	
   In	
   Tabelle	
  4-­‐5	
   sind	
   die	
   ausgewählten	
  

homobifunktionellen	
   Reagenzien	
   und	
   Angaben	
   der	
   Funktionalisierungsbedingungen	
  

aufgeführt.	
   Nach	
   der	
   Funktionalisierung	
   wurden	
   die	
   PE-­‐Substrate	
   mit	
   dem	
   jeweiligen	
  

Lösungsmittel	
   (LM)	
   gewaschen	
   und	
   anschließend	
   direkt	
   für	
   die	
   Ak-­‐Immobilisierung	
  

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

Homobifunktionelles	
  Reagenz	
   Bezeichnunga	
   LMb	
   Konzentrationc	
   t	
  [min]d	
  

L-­‐Ascorbinsäuree	
   ASC-­‐Methode	
   DMF	
   Gesättigte	
  Lösung	
   15	
  

Benzochinon	
   CHI-­‐Methode	
   DMF	
   Gesättigte	
  Lösung	
   15	
  

Glutardialdehyd	
   GDA-­‐Methode	
   Wasser	
   10	
  %	
  w/w	
   15	
  

4,4'-­‐
Dihydroxybiphenyldiglycidyl-­‐
ether	
  

BDE-­‐Methode	
   Wasser	
   5	
  %	
  w/w	
   15	
  

aBezeichnung	
  der	
  Ak-­‐Immobilisierungsmethode,	
  bEingesetztes	
  Lösungsmittel	
  zur	
  Funktionalisierung,	
  
cKonzentration	
  des	
  homobifunktionellen	
  Reagenzes	
  zur	
  Funktionalisierung,	
  dEinwirkzeit	
  der	
  
homobifunktionellen	
  Reagenzien,	
  eL-­‐Ascorbinsäure	
  reagiert	
  mit	
  NH2-­‐funktionalisierten	
  Substraten	
  und	
  
NH2-­‐haltigen	
  Verbindungen	
  bzw.	
  Biomolekülen	
  ähnlich	
  homobifunktioneller	
  Reagenzien	
  [Tiller	
  et	
  al.	
  
1999].	
  

4.7.1.2 Funktionalisierung	
  mittels	
  heterobifunktionellem	
  Reagenz	
  (DIA-­‐Methode)	
  

Die	
  PE-­‐Substrate	
  wurden	
   in	
  einer	
  Lösung	
  (PB-­‐Puffer,	
  pH	
  8,0)	
  mit	
  0,1	
  M	
  Sulfosuccinimidyl	
  6-­‐

(4,4'-­‐azipentanamido)hexanoate	
   (Sulfo-­‐NHS-­‐LC-­‐Diazirin)	
   (200	
   µl	
   pro	
   PE-­‐Mikrofilter	
   und	
   PE-­‐

Chip)	
   für	
   30	
  Minuten	
   im	
   Vakuum	
   gerührt.	
   Die	
   funktionalisierten	
   PE-­‐Substrate	
   wurden	
  mit	
  

Wasser	
  gewaschen	
  und	
  anschließend	
  direkt	
  für	
  die	
  Ak-­‐Immobilisierung	
  verwendet.	
  

4.7.1.3 Carboxylierung	
  mittels	
  Bernsteinsäureanhydrid	
  (CAB-­‐Methode)	
  

Die	
   mit	
   Aminocellulose	
   modifizierten	
   PE-­‐Substrate	
   wurden	
   in	
   einer	
   40	
  mg/ml	
  

DMF/Bernsteinsäureanhydrid-­‐Lösung	
   (200	
   µl	
   pro	
   PE-­‐Mikrofilter	
   und	
   PE-­‐Chip)	
   und	
   Pyridin	
  

(0,5	
   µl	
   pro	
   PE-­‐Mikrofilter	
   und	
   PE-­‐Chip)	
   im	
   Vakuum	
   für	
   16	
  h	
   gerührt	
   und	
   anschließend	
  

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	
   Lösung	
   von	
   0,2	
  mg/ml	
   1-­‐Ethyl-­‐3-­‐(3-­‐

dimethylaminopropyl)carbodiimide	
   (EDC)	
   in	
  MES-­‐Puffer	
  gegeben	
   (100	
  µl	
  pro	
  PE-­‐Mikrofilter	
  

und	
  PE-­‐Chip).	
  Nach	
  10	
  minutigen	
  Rühren	
  wurden	
  noch	
  0,2	
  mg/ml	
  Sulfo-­‐N-­‐Hydroxysuccinimid	
  

(s-­‐NHS)-­‐Lösung	
   in	
   MES-­‐Puffer	
   zugegeben	
   (100	
   µl	
   pro	
   PE-­‐Mikrofilter	
   und	
   PE-­‐Chip)	
   und	
  

weitere	
  30	
  Minuten	
   im	
  Vakuum	
  gerührt.	
  Die	
  PE-­‐Substrate	
  wurden	
  anschließend	
  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	
   gesättigten	
   4,4‘-­‐

Biphenyldisulfonylchloridlösung	
   in	
  Diethylether	
   (200	
  µl	
   pro	
   PE-­‐Mikrofilter	
   und	
  PE-­‐Chip)	
   für	
  

15	
  Minuten	
   behandelt	
   und	
   anschließend	
  mit	
   Ether	
   gewaschen.	
   Die	
  mit	
   Sulfonsäurechlorid	
  

modifizierten	
   PE-­‐Substrate	
  wurden	
   im	
  Vakuum	
  getrocknet	
   und	
  über	
  Nacht	
  mit	
  Wasser	
   im	
  

Vakuum	
  gerührt	
  um	
  die	
  Sulfonsäurechloridgruppen	
  zu	
  Sulfonsäuregruppen	
  zu	
  hydrolysieren.	
  	
  

4.7.1.6 Funktionalisierung	
  mit	
  Streptavidin	
  (SAV-­‐Methode)	
  

Die	
   mit	
   Aminocellulose	
   modifizierten	
   PE-­‐Substrate	
   wurden	
   mit	
   Glutardialdehyd	
  

funktionalisiert.	
   Anschließend	
  wurden	
   die	
  GDA-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips	
   	
   in	
   eine	
   Lösung	
  

(CBB-­‐Puffer,	
  pH	
  9,5)	
  mit	
  20	
  µg	
  Streptavidin	
  pro	
  PE-­‐Chips	
  für	
  1	
  h	
  im	
  Vakuum	
  gerührt.	
  Durch	
  

Zugabe	
   von	
   5	
  µl	
   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.	
  

Anschließend	
   wurden	
   die	
   GDA-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Chips	
   in	
   eine	
   Lösung	
   (CBB-­‐Puffer,	
  

pH	
  9,5)	
  mit	
  20	
  µg	
  Protein	
  G	
  pro	
  PE-­‐Chip	
  für	
  1	
  h	
  im	
  Vakuum	
  gerührt.	
  Durch	
  Zugabe	
  von	
  5	
  µl	
  

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	
   µl	
   einer	
  

Lösung	
   von	
   Ak-­‐Protein	
   in	
   Pufferlösung	
   für	
   eine	
   definierte	
   Zeit	
   inkubiert	
   und	
   unter	
  

Vakuumbedingungen	
   gerührt.	
  Die	
   Pufferlösungen	
  und	
   Inkubationszeiten	
   variierten	
   je	
   nach	
  

Art	
  der	
  Funktionalisierung.	
  Die	
  Inkubationsbedingungen	
  der	
  Immobilisierungsmethoden	
  sind	
  

in	
  Tabelle	
  4-­‐6	
  angegeben.	
  Dabei	
  wurden	
  für	
  die	
  PE-­‐Chips	
  eine	
  Ak-­‐Konzentration	
  von	
  1,0	
  µg	
  

Ak-­‐Protein	
   pro	
   PE-­‐Chip	
   und	
   für	
   die	
   PE-­‐Mikrofilter	
   zwei	
   Ak-­‐Konz.	
   mit	
   (a)	
   2,0	
   µg	
   Ak	
   und	
  

(b)	
  7,5	
  µg	
  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	
   µl	
   Ethanolamin	
  

pro	
  PE-­‐Substrat	
  geblockt.	
  	
  

Abschließend	
  wurden	
  alle	
  PE-­‐Substrate	
  für	
  1	
  h	
  mit	
  Trocknungspuffer	
  (200	
  µl	
  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)	
   20	
  h	
  

CHI-­‐Methode	
   CBB	
  (pH	
  9,5)	
   20	
  h	
  

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	
   Antikörpern,	
   biotinylierte	
   anti-­‐h	
   CRP	
   6404	
   Antikörper	
   verwendet.	
   Restliche	
  

Bindungsstellen	
  wurden	
  durch	
  Zugabe	
  von	
  Biotin	
  geblockt.	
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4.7.2.4 Ak-­‐Inkubation	
  bei	
  Anwendung	
  der	
  DIA-­‐Methode	
  

Bei	
   der	
   DIA-­‐Methode	
   wurde	
   während	
   der	
   Ak-­‐Inkubation	
   UV/Licht	
   einer	
   Wellenlänge	
  

λmax=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	
  Lösung	
  (PBS-­‐Puffer,	
  pH	
  7,3)	
  

mit	
   0,2	
  mg	
   EDC/ml	
   und	
   0,2	
  mg	
   s-­‐NHS/ml	
   vorgelegt	
   (200	
  µl	
   Lösung	
   pro	
   PE-­‐Chip).	
  

Anschließend	
  wurden	
  1,0	
  µg	
  Antikörper	
  pro	
  PE-­‐Chip	
  zugegeben.	
  Diese	
  Lösung	
  wurde	
  für	
  1	
  h	
  

im	
  Vakuum	
  gerührt	
  und	
  anschließend	
  mit	
  Wasser	
  gewaschen.	
  Nach	
  dem	
  Waschen	
  wurden	
  

die	
   PE-­‐Chips	
   noch	
   für	
   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-­‐Lösung	
  (1	
  µg	
  Ak	
  pro	
  PE-­‐

Chip	
  in	
  200	
  µl	
  MES-­‐Puffer	
  pro	
  PE-­‐Chip,	
  pH	
  5,5)	
  vorgelegt.	
  Unter	
  Ausschluss	
  von	
  Licht	
  wurde	
  

0,1	
  M	
  Natriumperiodat-­‐Lösung	
   (Wasser,	
   50	
  µl	
   pro	
  PE-­‐Chip)	
   zugegeben	
  und	
   für	
   30	
  Minuten	
  

unter	
   Vakuumbedingungen	
   gerührt.	
   Anschließend	
   wurde	
   durch	
   Zugabe	
   von	
   0,1	
  M	
  

Natronlauge	
   der	
   pH-­‐Wert	
   auf	
   pH	
   9,0	
   gebracht	
   und	
   die	
   Reaktion	
   für	
   1	
  h	
   fortgesetzt.	
  

Anschließend	
  wurden	
  die	
  PE-­‐Chips	
  mit	
  Wasser	
  gewaschen	
  und	
  mit	
  0,2	
  M	
  NaBCNH3-­‐Lösung	
  in	
  

Wasser	
   (200	
  µl	
  pro	
  PE-­‐Chip)	
   für	
  30	
  Minuten	
  behandelt.	
  Abschließend	
  wurden	
  die	
  PE-­‐Chips	
  

für	
  1	
  h	
  im	
  Trocknungspuffer	
  behandelt	
  und	
  im	
  Luftstrom	
  getrocknet.	
  

4.7.4 Funktionalisierung	
  von	
  Aminocellulose-­‐modifizierten	
  PE-­‐Membranen	
  
und	
  anschließende	
  Ak-­‐Immobilisierung	
  	
  

Zur	
   Herstellung	
   von	
   PE-­‐Membranen	
   mit	
   einer	
   Antikörperfängerbande	
   wurden	
  

Funktionalisierungs-­‐	
   bzw.	
   Ak-­‐Immobilisierungsmethoden	
   wie	
   oben	
   beschrieben	
  

angewendet.	
   Für	
   die	
   PE-­‐Membranen	
   der	
   Abmessung	
   10x2,5	
   cm	
   wurden	
   10	
   ml	
   der	
  

Funktionalisierungs-­‐Lösungen	
   eingesetzt.	
   Die	
   funktionalisierten	
   PE-­‐Membranen	
  wurden	
   im	
  

Trockenschrank	
   bei	
   37°C	
   getrocknet.	
   Das	
   linienförmige	
   Aufbringen	
   der	
   Ak-­‐Lösung	
   erfolgte	
  

durch	
  Aufbringen	
  einer	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6404-­‐Lösung	
  mit	
  dem	
  sogenannten	
  Air	
   Jet	
  Quanti	
  3000	
  

Dispenser	
  der	
  Firma	
  BioDot.	
  Dabei	
  wurde	
  eine	
  definierte	
  Fängerantikörperkonzentration	
  von	
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1	
  mg/ml	
  in	
  den	
  entsprechenden	
  Pufferlösung	
  (vgl.	
  Tabelle	
  4-­‐6)	
  aufgetragen.	
  Pro	
  Centimeter	
  

Länge	
   der	
   Testlinie	
   wurde	
   1	
  µl	
   der	
   definierten	
   Ak-­‐Lösung	
   aufgebracht.	
   Nach	
   einer	
  

Inkubationszeit	
   von	
   15	
   Minuten	
   an	
   der	
   Luft	
   wurde	
   die	
   Ak-­‐funktionalisierte	
   PE-­‐Membran	
  

anschließend	
  im	
  Batch	
  geblockt.	
  	
  

Das	
   Blocken	
   erfolgte	
   durch	
   schütteln	
   der	
  Membran	
   für	
   60	
  Minuten	
   in	
   10	
  ml	
   uCDB-­‐Puffer	
  

(vgl.	
  Tabelle	
  4-­‐6).	
  Abschließend	
  wurden	
  die	
  Membranen	
  bei	
  37°C	
  getrocknet	
  und	
  trocken	
  bei	
  

RT	
  gelagert.	
  

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

Ak-­‐funktionalisierte	
   PE-­‐Chips	
   hergestellt	
   gemäß	
   CAB-­‐	
   und	
   SUF-­‐Methode	
   wurden	
   in	
  

definierten	
  Pufferlösungen	
  für	
  1	
  h	
  geschüttelt.	
  Pro	
  Chip	
  wurden	
  1	
  ml	
  der	
  Lösungen,	
  NaOH-­‐

Lösung,	
  LiCl-­‐Lösung,	
  Citronensäure-­‐Puffer	
   (pH	
  3),	
  uCDB-­‐Puffer	
   für	
  1	
  h	
  zugegeben	
  und	
  stark	
  

geschüttelt.	
   Anschließend	
   wurde	
   die	
   IgG-­‐Ak-­‐Protein	
   Konzentration	
   in	
   den	
   Lösungen	
   mit	
  

einem	
  IgG-­‐ELISA	
  bestimmt	
  (Kapitel	
  4.8.1).	
  	
  

4.8 Anwendung	
  immunologischer	
  Grundlagenmethoden	
  	
  

4.8.1 ELISA	
  (Enzyme	
  linked	
  Immunosorbent	
  Assay)	
  

Als	
   Referenzmethoden	
   für	
   die	
   Ermittlung	
   	
   der	
   CRP-­‐Konzentrationen	
   in	
   Lösung	
   und	
   für	
   die	
  

Analytik	
  von	
  IgG-­‐Proteinen-­‐Konzentrationen	
  in	
  Lösung	
  wurden	
  übliche	
  	
  ELISA’s	
  angewendet	
  

und	
  an	
  spezielle	
  Erfordernisse	
  der	
  Doktorarbeit	
  adaptiert.	
  

Durchführung	
  des	
  Sandwich-­‐ELISA	
  

Zur	
   Durchführung	
   des	
   ELISA,	
   wurden	
   die	
   Fängerantikörper	
   an	
   eine	
   Nunc-­‐Immuno	
   96iger	
  

Mikrotiterplatte	
   adsorptiv	
   gebunden	
   (Coating).	
   Dazu	
   wurden	
   100	
   μl	
   einer	
  

Fängerantikörperlösung	
  in	
  CBB-­‐Puffer	
  (pH	
  9,5)	
   in	
  definierter	
  Konzentration	
  in	
  die	
  einzelnen	
  

Kavitäten	
  der	
  Mikrotiterplatte	
  gegeben	
  und	
  bei	
  4°C	
  über	
  Nacht	
  inkubiert.	
  Die	
  überstehende	
  

Flüssigkeit	
   wurde	
   anschließend	
   durch	
   sogenanntes	
   Ausschlagen	
   aus	
   der	
   Mikrotiterplatte	
  

entfernt.	
  Um	
  eine	
  unspezifische	
  Antigenbindung	
   in	
  den	
  Kavitäten	
   zu	
  unterbinden,	
  wurden	
  

freie	
   Bindungsstellen	
   durch	
   Inkubation	
  mit	
   200	
   µl	
   einer	
   caseinhaltigen	
   uCDB-­‐Pufferlösung	
  

(vgl.	
   Tabelle	
  4-­‐3)	
   pro	
   Kavität	
   für	
   1	
  h	
   bei	
   RT	
   blockiert	
   (Blockierung).	
   Ungebundenes	
   Protein	
  

wurden	
  durch	
  viermaliges	
  Spülen	
  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	
   für	
   1	
  h	
  

inkubiert	
   (100	
  μl/Kavität)	
   und	
   ungebundenes	
   Antigen	
   durch	
   viermaliges	
   Spülen	
   mit	
  

Waschpuffer	
   entfernt.	
   Zum	
  Nachweis	
   des	
   gebundenen	
   Antigens	
  wurde	
   eine	
   Lösung	
   eines	
  

biotinylierten-­‐Detektionsantikörper	
   als	
   Reagenz	
   (100	
   µl	
   /Kavität)	
   angewendet.	
   Nach	
   einer	
  

Inkubationszeit	
  von	
  1	
  h	
  bei	
  RT	
  wurde	
  überschüssiges	
  Reagenz	
  durch	
  viermaliges	
  Spülen	
  mit	
  

Waschpuffer	
   entfernt.	
   Zur	
   Detektion	
   des	
   gebundenen	
   biotinylierten-­‐Detektionsantikörpers	
  

wurde	
  eine	
  HRP-­‐Streptavidin-­‐Konjugat-­‐Lösung	
  als	
  Reagenz	
  (100	
  µl/Kavität)	
  angewendet	
  und	
  

nach	
   einer	
   Inkubationszeit	
   von	
   30	
   Min.	
   bei	
   RT	
   überschüssiges	
   Reagenz	
   durch	
   viermalige	
  

Anwendung	
  eines	
  	
  Waschpuffers	
  entfernt.	
  

Die	
   HRP-­‐katalysierte	
   optische	
   Signalbildung	
   in	
   Form	
   eines	
   blauen	
   TMB-­‐Farbstoffs	
   (TMBox.)	
  

erfolgte	
   anhand	
   einer	
   gebrauchsfertigen	
   s(HS)TMB-­‐Chromogenlösung	
   mit	
  

Tetramethylbenzidin	
  (TMB)	
  als	
  HRP-­‐Substrat.	
  Die	
  Farbstoffbildung	
  wurde	
  nach	
  5	
  min	
  durch	
  

Zugabe	
  von	
  50	
  μl	
  pro	
  Kavität	
  mit	
  8%iger	
  Schwefelsäure	
  abgestoppt.	
  

Die	
  photometrische	
  Bestimmung	
  des	
  gelben	
  Farbstoffes	
  erfolgte	
  bei	
  einer	
  Wellenlänge	
  von	
  

450	
  nm.	
  Durch	
  eine	
  auf	
  der	
  Mikrotiterplatte	
  mitgeführte	
  Kalibration	
  war	
  eine	
  Bestimmung	
  

der	
   Antigenkonzentrationen	
   möglich.	
   Jeder	
   Versuch	
   wurde	
   in	
   einer	
   Dreifachbestimmung	
  

durchgeführt.	
   Die	
   Ergebnisse	
   wurden	
   als	
  Mittelwert	
   der	
   Einzelmessungen	
   dargestellt.	
   Der	
  

indirekte	
  ELISA	
  wurde	
  in	
  folgenden	
  Schritten	
  durchgeführt:	
  	
  

1.	
  Coating	
  

• 100	
  μl/Kavität	
  Fängerantikörperlösung	
  in	
  CBB-­‐Puffer	
  (pH	
  9,5)	
  

• Inkubation	
  bei	
  4°C,	
  12	
  h→	
  Ausschlagen	
  der	
  Mikrotiterplatte	
  

2.	
  Blockieren	
  

• 200	
  μl/Kavität	
  uCDB-­‐Puffer	
  

• Inkubation	
  bei	
  RT,	
  1	
  h,	
  unter	
  Schütteln	
  

• Waschen	
  mit	
  3×200	
  μl	
  Waschpuffer	
  

3.	
  Inkubation	
  mit	
  dem	
  Antigen	
  

• 100	
  μl	
  einer	
  Antigenlösung	
  in	
  uCDB-­‐Puffer	
  

• Inkubation	
  bei	
  RT,	
  1	
  h,	
  unter	
  Schütteln	
  

• Waschen	
  mit	
  3	
  ×	
  200	
  μl	
  Waschpuffer	
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4.	
  Inkubation	
  mit	
  dem	
  biotinylierten	
  Detektionsantikörper	
  

• 100	
  μl/Kavität	
  biotinylierter-­‐Detektionsantikörperlösung	
  in	
  uCDB-­‐Puffer	
  

• Inkubation	
  bei	
  RT,	
  1	
  Stunde,	
  unter	
  Schütteln	
  

• Waschen	
  mit	
  3×200	
  μl	
  Waschpuffer	
  

5.	
  Inkubation	
  mit	
  dem	
  HRP-­‐Streptavidin-­‐Konjugat	
  

• 100	
  μl/Kavität	
  eines	
  0,2	
  µg/ml	
  einer	
  HRP-­‐Konjugat-­‐Lösung	
  in	
  uCDB-­‐Puffer	
  

• Inkubation	
  bei	
  RT,	
  30	
  min,	
  unter	
  Schütteln	
  

• Waschen	
  mit	
  4×200	
  μl	
  Waschpuffer	
  

6.	
  Farbreaktion	
  

• 100	
  μl/Kavität	
  	
  Substratlösung	
  (s(HS)TMB)	
  

• Inkubation	
  bei	
  RT	
  im	
  Dunkeln,	
  5	
  min,	
  unter	
  Schütteln	
  

• Zugabe	
  von	
  50	
  μl	
  8%iger	
  Schwefelsäure	
  

• 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-­‐Antikörpers	
  in	
  Lösung	
  zu	
  bestimmen.	
  

Durch	
  Bestimmung	
  der	
  Konzentrationen	
  vor	
  und	
  nach	
  einer	
  IgG-­‐Ak-­‐Immobilisierung,	
  wurde	
  

die	
  immobilisierte	
  Menge	
  IgG-­‐Antikörper	
  pro	
  PE-­‐Substrat	
  ermittelt.	
  

Fängerantikörper:	
  1	
  µg/ml	
  Anti-­‐mouse	
  Antikörper	
  (vgl.	
  Tabelle	
  4-­‐1)	
  

Detektionsantikörper:	
  0,5	
  µg/ml	
  biotinylierter	
  Anti-­‐mouse	
  Antikörper	
  (vgl.	
  Kapitel	
  4.4.3.1.)	
  

CRP-­‐ELISA	
  

Der	
   CRP-­‐ELISA	
   diente	
   dazu,	
   die	
   Konzentration	
   von	
   CRP	
   in	
   Lösung	
   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.	
  

Fängerantikörper:	
  0,5	
  µg/ml	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6404	
  (vgl.	
  Tabelle	
  4-­‐1)	
  

Detektionsantikörper:	
  0,2	
  µg/ml	
  biotinylierter	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6405	
  (vgl.	
  Kapitel	
  4.4.3.1)	
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4.8.2 ABICAP-­‐Säulenassay	
  anhand	
  CRP-­‐immunoaffiner	
  PE-­‐Mikrofilter	
  

Eine	
   ABICAP-­‐Säule	
   wurde	
   mit	
   einem	
   CRP-­‐immunoaffinen	
   PE-­‐Mikrofilter	
   und	
   zwei	
  

Trennfritten,	
   die	
   in	
   der	
   Säule	
   vor	
   und	
   nach	
   dem	
   CRP-­‐immunoaffinen	
   PE-­‐Mikrofilter	
  

angeordnet	
  sind,	
  bestückt.	
  

Durch	
  Zugabe	
  von	
  einer	
  CRP-­‐haltigen	
  Lösung	
  auf	
  die	
  ABICAP-­‐Säule,	
  wurde	
  das	
  CRP	
   in	
  dem	
  

CRP-­‐immunoaffinen	
   PE-­‐Mikrofilter	
   angereichert.	
   Das	
   auf	
   dem	
   CRP-­‐immunoaffinen	
   PE-­‐

Mikrofilter	
   gefangenen	
   CRP	
   wurde	
   anschließend	
   durch	
   Zugabe	
   einer	
   biotinylierten	
  

Detektionsantikörperlösung	
   mit	
   Biotin	
   markiert.	
   An	
   das	
   Biotin	
   band	
   durch	
   Zugabe	
   einer	
  

Streptavidin-­‐polyHRP-­‐Konjugat-­‐Lösung	
  das	
  Enzymkonjugat.	
  Die	
  Farbstoffbildung	
  in	
  dem	
  CRP-­‐

immunoaffinen	
   PE-­‐Mikrofilter	
   erfolgte	
   abschließend	
   wie	
   beim	
   ELISA	
   durch	
   Zugabe	
   einer	
  

ep(HS)TMB-­‐Lösung	
  als	
  HRP-­‐Substrat.	
  Die	
  ep(HS)TMB-­‐Lösung	
  enthielt	
  anders	
  als	
  beim	
  ELISA	
  

Dextransulfat,	
  dass	
  zur	
  Präzipitation	
  des	
  blaugefärbten	
  kationischen	
  TMB(+)(ox.)	
  am	
  Ort	
  der	
  

Farbstoffbildung	
  diente.	
  Das	
  optische	
  Signal	
   in	
  Form	
  des	
  OD-­‐Wertes	
  wurde	
  durch	
  Auslesen	
  

des	
   blaugefärbten	
   PE-­‐Mikrofilters	
   mittels	
   eines	
   ABICAP-­‐Readers	
   erhalten.	
   Jede	
   ABICAP-­‐

Vermessung	
  wurde	
  mit	
  drei	
  ABICAP-­‐Säulen	
  parallel	
  durchgeführt.	
  Die	
  Ergebnisse	
  wurden	
  als	
  

Mittelwert	
   der	
   drei	
   Einzelmessungen	
   dargestellt.	
   Im	
   Folgenden	
   sind	
   die	
   einzelnen	
  

Arbeitsschrittte	
  des	
  CRP-­‐ABICAP-­‐Säulenassays	
  aufgeführt:	
  

1.	
  Antigen	
  Anreicherung	
  

• Zugabe	
  500	
  μl	
  der	
  CRP-­‐Lösungen	
  verschiedener	
  Konzentrationen	
  in	
  uCDB-­‐Puffer	
  	
  

• Inkubationszeit	
  6	
  Minuten	
  

• Waschen	
  mit	
  750	
  µl	
  Waschpuffer	
  

2.	
  Inkubation	
  biotinylierter	
  Detektionsantikörperlösungen	
  

• Zugabe	
   500	
   µl	
   der	
   Detektionsantikörperlösung	
   (0,4	
   µg	
   biotinylierter	
   Anti-­‐h	
   CRP-­‐

6405/ml)	
  in	
  uCDB-­‐Puffer	
  

• Inkubationszeit	
  6	
  Minuten	
  

• Waschen	
  mit	
  750	
  µl	
  Waschpuffer	
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3.	
  Inkubation	
  mit	
  dem	
  HRP-­‐Streptavidin-­‐Konjugat	
  

• Zugabe	
  von	
  500	
  µl	
  einer	
  0,2	
  µg/ml	
  Streptavidin-­‐polyHRP40-­‐Konjugat-­‐Lösung	
  in	
  uCDB-­‐

Puffer	
  

• Inkubationszeit	
  6	
  Minuten	
  

• Waschen	
  mit	
  750	
  µl	
  Waschpuffer	
  

4.	
  Farbstoffbildung	
  

• Zugabe	
  von	
  500	
  μl	
  der	
  HRP-­‐Substratlösung	
  (ep(HS)TMB)	
  

• Inkubationszeit	
  6	
  Minuten	
  

• Waschen	
  mit	
  750	
  µl	
  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,	
   überlappend	
   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	
   µl	
   CRP-­‐Lösung	
   verschiedener	
   CRP-­‐

Konzentrationen	
   (c=0	
   /	
   0,01	
   /	
   0,1	
   /	
   1,0	
   /	
   10	
   /	
   100	
   ng	
   CRP/ml)	
   in	
   uCDB-­‐Puffer	
   pro	
   Kavität	
  

vorgelegt.	
  Dazu	
  wurden	
  1,0	
  µl	
  Anti-­‐h	
  CRP	
  6405	
  Antikörper-­‐Gold-­‐Konjugat-­‐Lösung	
  zugegeben	
  

und	
  die	
  	
  Mikrotiterplatte	
  e	
  stark	
  geschüttelt.	
  Pro	
  Kavität	
  wurde	
  ein	
  Teststreifen	
  in	
  die	
  Lösung	
  

eingetaucht,	
   so	
   dass	
   das	
   Absorbent-­‐Pad	
   in	
   die	
   Luft	
   ragte.	
   Nach	
   10	
   Minuten	
   wurden	
   die	
  

Teststreifen	
  aus	
  der	
  Lösung	
  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	
  Antikörper)	
  adsorptiv	
  an	
  die	
  Oberfläche.	
  Dadurch	
  treten	
  

Probleme	
   wie	
   Sensitivitätsverlust	
   durch	
   Ausbluten	
   der	
   Rezeptorstrukturen	
   oder	
  

Lagerstabilitätsprobleme	
   durch	
   schleichende	
   Konformationsänderungen	
   auf.	
   Des	
  Weiteren	
  

behalten	
   bei	
   der	
   adsorptiven	
   Immobilisierung	
   nur	
   ca.	
   10	
  %	
   der	
   Antikörper	
   ihre	
   native	
  

Funktionalität.	
  

Ziel	
  der	
  Arbeit	
  war	
  es,	
  Antikörper	
  kovalent	
  an	
  PE-­‐Substrate	
  unter	
  Erhaltung	
  der	
  maximalen	
  

Ak-­‐Funktionalität	
   zu	
   immobilisieren.	
   Um	
   Antikörper	
   kovalent	
   auf	
   PE-­‐Substraten	
   zu	
  

immobilisieren,	
   wurden	
   Aminofunktionen	
   auf	
   PE-­‐Oberflächen	
   mithilfe	
   von	
  

Aminocellulosederivaten	
  eingeführt.	
  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.	
   Abschließend	
   konnte	
   mit	
   selektierten	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐

Mikrofiltern	
   ein	
   ABICAP-­‐Assay	
   zur	
   CRP-­‐Konzentrationsbestimmung	
   entwickelt	
   werden,	
   um	
  

die	
  Möglichkeiten	
  der	
  neuartigen	
  Ak-­‐Immobilisierungsmethode	
  zu	
  demonstrieren.	
  	
  

Zur	
   Modifizierung	
   von	
   PE-­‐Substraten	
   als	
   Assayträger	
   wurden	
   verschiedene	
  

kompositbildende	
   Aminocellulosederivate	
   synthetisiert.	
   Dabei	
   wurden	
   zum	
   einen	
  

wasserlösliche	
   Aminocellulosetosylate	
   mit	
   einem	
   Diamin-­‐	
   oder	
   Oligoamin-­‐Rest	
   an	
   C6	
   der	
  

AGE	
   und	
   zum	
   anderen	
   DMF-­‐lösliche	
   Aminocellulosecarbanilate	
   mit	
   einem	
   Diamin-­‐	
   oder	
  

Oligoamin-­‐Rest	
   an	
  C6	
  der	
  AGE	
   synthetisiert.	
  Durch	
  die	
  Modifizierung	
  der	
  PE-­‐Substrate	
  mit	
  

Aminocellulosederivaten	
   erhielt	
   man	
   NH2-­‐funktionelle,	
   biokompatible	
   PE-­‐Substrate.	
  

Ausgehend	
   von	
   einem	
   lagerstabilen	
   DMF-­‐löslichen	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
   gelang	
   es,	
  

Komposite	
   aus	
   Aminocellelulosederivat	
   und	
   PE-­‐Substraten	
   mit	
   reproduzierbaren	
  

Oberflächeneigenschaften	
   wie	
   Aminogruppendichte	
   und	
   Oberflächen-­‐Topographien	
  

herzustellen.	
   Wasserlösliche	
   Aminiocellulosetosylate	
   eigneten	
   sich	
   dagegen	
   aufgrund	
  

fehlender	
  reproduzierbarer	
  Oberflächeneigenschaften	
  der	
  modifizierten	
  Substrate	
  nicht	
  zur	
  

Ausbildung	
  von	
  Selbskompositen	
  auf	
  PE-­‐Substraten	
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An	
  die	
  Aminogruppen	
  von	
  EDA-­‐Cellulosecarbanilat-­‐modifizierten	
  PE-­‐Substraten	
  konnten	
  IgG-­‐

Antikörper	
   kovalent	
   immobilisiert	
   werden.	
   Dabei	
   erhielt	
   man,	
   in	
   Abhängigkeit	
   von	
   der	
  

Immobilisierungsmethode	
  bzw.	
  unterschiedlicher	
  Kopplungsstrukturen,	
  unterschiedliche	
  Ak-­‐

Funktionalitäten	
   der	
   immobilisierten	
   Antikörper.	
   Durch	
   ein	
   Screening	
   der	
  

Immobilisierungsmethoden	
   hinsichtlich	
   der	
   Erhaltung	
   der	
   Ak-­‐Funktionalität	
   gelang	
   es,	
  

geeignete	
   Ak-­‐Immobilisierungsmethoden	
   auszuwählen.	
   Durch	
   dieses	
   Verfahren	
   gelang	
   es,	
  

Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Mikrofilter	
   mit	
   Ak-­‐Funktionalitäten	
   von	
   bis	
   zu	
   31	
  %	
   herzustellen.	
  

Allerdings	
   sank	
   die	
   Ak-­‐Funktionalität	
   immobilisierter	
   Antikörper	
   mit	
   zunehmender	
   Ak-­‐

Beladung.	
  

Die	
   Ak-­‐funktionalisierten	
   PE-­‐Mikrofilter	
   wurden	
   zur	
   CRP-­‐Konzentrationsbestimmung	
   in	
  

einem	
   ABICAP-­‐Säulenassay	
   getestet.	
   Mit	
   einem	
   optimierten	
   ABICAP-­‐Säulenassay	
   konnten	
  

CRP-­‐Konzentrationsbestimmungen	
   mit	
   einer	
   Nachweisgrenze	
   von	
   0,1	
  ng	
  CRP/ml	
   und	
  

Variationskoeffizienten	
   kleiner	
   10,9	
   %	
   erzielt	
   werden.	
   Die	
   Lagerstabilität	
   des	
   Assays	
   ist	
  

außerdem	
  nachweislich	
  für	
  mindestens	
  333	
  Tage	
  gewährleistet.	
  Damit	
  konnte	
  demonstriert	
  

werden,	
   dass	
   sich	
   das	
   Verfahren	
   der	
   kovalenten	
   Ak-­‐Immobilisierung	
   basierend	
   auf	
  

Aminocellulose-­‐modifzierten	
  PE-­‐Substraten	
  sehr	
  gut	
  für	
  die	
  Entwicklung	
  von	
  Ak-­‐basierenden	
  

Biosensoren	
  eignet.	
  

Abschließend	
   wurden	
   kovalente	
   Ak-­‐Immobilisierungen	
   an	
   mit	
   EDA-­‐Cellulosecarbanilat	
  

modifizierte	
  PE-­‐Membranen	
  angewendet.	
  Dabei	
  wurden	
  die	
  Antikörper	
  auf	
  der	
  PE-­‐Membran	
  

zur	
   Erzeugung	
   einer	
   Antikörperfängerbande	
   linienförmig	
   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	
  

anschließenden	
  kovalenten	
  Ak-­‐Immobilisierung	
  lassen	
  ewarten,	
  dass	
  es	
  eine	
  ausgezeichnete	
  

Grundlage	
  für	
  die	
  Entwicklung	
  von	
  Assays	
   im	
  Speziellen	
   im	
  Durchfluss-­‐	
  und	
  im	
  Lateralfluss-­‐

Format	
  ist.	
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