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Abstract:

Eine prozessbegleitende Uberwachung von Fermentations- und Kultivierungsprozessen erméglicht
nicht nur eine zeitnahe Reaktion auf Veranderungen von kritischen Parametern (z. B. Medien-
zusammensetzung und Metaboliten) sondern verbessert darliber hinaus das Verstdndnis der
Prozesse an sich. Besonders geeignet ist in diesem Zusammenhang die Oberflachenplasmonen-
resonanz (SPR)-Spektroskopie. Sie misst durch molekulare Interaktionen hervorgerufene
Veranderungen des Brechungsindexes und bietet so die Mdéglichkeit, Analyseproben in Echtzeit und
ohne vorhergehende zeitaufwendige Aufbereitung, labelfrei zu charakterisieren. Eine der groRten
Herausforderungen ist dabei die Etablierung geeigneter Strategien zur Immobilisierung des jeweiligen
Rezeptors (z. B. Antikérper) an die Sensoroberflaiche als Voraussetzung fiir die nachfolgende,
spezifische Bindung der nachzuweisenden Analyten. Vor allem fir Messungen in Realproben ist es
entscheidend, dass die funktionalisierte Flache eine ausreichende Immobilisierungsdichte und eine
gentgend hohe Bindungsaktivitat besitzt, um auch geringe Konzentrationen detektieren zu kénnen.

Fur die zellbasierte Substanzcharakterisierung an humanen Leberzellen wird als Marker unter
anderem humanes Serumalbumin (HSA) verwendet. Es ist das von der Leber am meisten
synthetisierte Protein und kennzeichnet somit die spezifische Aktivitat von Leberzellen. Deshalb wird
es als Funktionalitdtsnachweis von in vitro kultivierten Hepatozyten genutzt. Sie werden in einem, von
der TU Berlin und dem Fraunhofer IWS entwickelten Multi-Organ-Chip, fur die prédiktive Substanz-
testung kultiviert. Die SPR-Spektroskopie soll als Detektionsmethode fur das HSA dienen.

Key words: humanes Serumalbumin (HSA), Surface Plasmon Resonance (SPR), Antikérper,
Sandwich-Assay

Die Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)-

1 Einleitung Spektroskopie gehort zu den bevorzugt einge-
Biosensoren halten mehr und mehr Einzug in setzten, optischen Methoden, da sie Wechsel-
unserem taglichen Leben. So sind sie mittler- wirkungen zwischen zwei Reaktionspartnern
weile aus Bereichen wie der klinischen Dia- auf der Grundlage von Brechungsindex-
gnostik, der Umweltanalytik, der Militartechnik, Anderungen in Echtzeit labelfrei messen kann.
der Lebensmittelanalytik und der Prozesskon- Die Detektion des Brechungsindex erfolgt dabei
trolle nicht mehr wegzudenken. innerhalb eines evaneszenten Feldes, welches

sich an der Grenzflache zwischen einem Metall
(typischerweise Gold) und einem Dielektrikum
ausbildet. Fur die Messung wird der Rezeptor
auf der Metalloberflaiche immobilisiert und mit
dem Target Uber das angrenzende Dielektrikum
in Kontakt gebracht. In einem so genannten

Generell bestehen Biosensoren aus zwei Kom-
ponenten: dem Tansducer zur Signalwandlung
und dem Rezeptor zur spezifischen Erkennung
des gewilnschten Targets [1]. Aufgrund von
zahlreichen Vorteilen, wie der zerstérungsfreien
Arbeitsweise und der schnellen Signalgenerie- Sensorgramm wird die Dimension der Ande-
rung, bilden die optischen Methoden die groite rung (hier in Pixel) als eine Funktion der Zeit
Gruppe der Transducer. Sie messen Verande- dargestellt (Abb. 1)

rungen in der Adsorption, Fluoreszenz, Lu- e

mineszenz, Lichtstreuung oder des Brechungs-

indexes.
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Abbildung 1 Die Phasen eines Sensorgramms. ()
Grundlinie im Pufferfluss. (Il) Injektion des Antigens.
(Ill) Ende der Injektion und Spilen mit Puffer.

Im Bereich der klinischen Diagnostik ist der
spezifische Nachweis von humanem Serum-
albumin (HSA) von entscheidender Bedeutung.
HSA ist das von der Leber am starksten
synthetisierte Protein und im Korper u. a. fiir die
Aufrechterhaltung des pH-Wertes sowie fiir den
Transport zahlreicher Substanzen verantwort-
lich. Darlber hinaus ist das HSA-Level im
Plasma ein verlasslicher Marker fir die Prog-
nose verschiedener Erkrankungen wie z.B.
Lebererkrankungen, Nierenfunktion, Infektions-
krankheiten sowie Krebs [2].

Im Rahmen des BMBF-geférderten GO-BIO-
Projekt ,Multi-Organ-Bioreaktoren fiir die pra-
diktive Substanztestung im Chipformat® soll
HSA zukinftig unter anderem zur Charakteri-
sierung des Zustands von Hepatozyten genutzt
werden. Dieser Multi-Organ-Chip, in der Gré3e
eines Objekttragers, soll eine Substanztestung
vor einer Exposition am Mensch oder Tier und
damit die Vorhersage von relevanten Reakti-
onen mdglich machen [3].

2 Material und Methoden

Alle beschriebenen SPR-Experimente wurden
mit dem "SPR-System (capitalis technology
GmbH) bei 30 °C und einer FlieRgeschwindig-
keit von 5 uL/s durchgefihrt [4], [5].

Die Goldoberflache der Sensorchips wurde fur
30 min mit UV/Ozon (UV/Ozone ProCleaner,
NanoAndMore GmbH) gereinigt und anschlie-
Rend mit 10 mmol/L 11-Mercaptoundecansaure
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH) Uber Nacht bei
30 °C funktionalisiert.

Die Immobilisierung des Rezeptors (Anti-HSA
Antikdrper, Biomol GmbH) erfolgte mittels der
Carbodiimid-Methode (Amin Coupling Kit, GE
Healthcare Europe GmbH). Entsprechend den
Herstellerangaben wurde die carboxylierte Fla-
che zunachst fur 10 min mit EDC/NHS (1-Ethyl-
3-(3-(dimethylamino)-propyl)carbodiimide/N-hy-
droxysuccinimide) aktiviert. Im  Anschluss
wurden 200 pg/mL Anti-HSA Antikérper fir
60 min mit der aktivierten SAM in Kontakt
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gebracht. Die verbleibenden reaktiven Carboxy-
gruppen wurden im letzten Schritt der Immo-
bilisierung mit Ethanolamin fur 30 min abgeséat-
tigt. Zur Abschéatzung der Spezifitat der detek-
tierten Signale ist ein Referenzkanal unabding-
bar. Die Referenzflaiche sollte dabei so
identisch wie méglich zur Messflache sein, um
den Anteil an unspezifischer Bindung sowie
Puffereffekte abschatzen zu koénnen. Als
Referenz wurde ein Antikérper, der keine
Affinitdt zu HSA oder den Serumbestandteilen
besitzt, auf die gleiche Weise wie der Detek-
tionsantikérper immobilisiert.

Nach erfolgter Funktionalisierung und Immobi-
lisierung des Sensorchips wurden HSA-Proben
wie beschrieben vermessen: (i) Injektion von
70 uL HSA fur 10 min. (ii) Spulen mit TBS. (iii)
Injektion von 70 pL 2 pg/mL Anti-HSA Antikor-
per fur 10 min. (iv) Spilen mit TBS. (v) Regene-
ration mit 70 yL 100 mmol/L Glycine-HCI pH 2,2
fur ca. 2 min.

Als Laufpuffer sowie zur Verdinnung der
Proben wurde TBS (Tris Buffered Saline mit
Tween® 20 pH 8, Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
verwendet.

3 Ergebnisse und Diskussion

Zur reproduzierbaren Messung von mehreren
Bindungszyklen auf einem Chip muss die
Interaktion zwischen Antigen und Antikdrper
aufgebrochen werden. Die Bindungen werden —
abhangig von Antikérper-Antigen Reaktion —
h&ufig tber pH-Anderungen gespalten [1].

In Voruntersuchungen stellte sich 100 mmol/L
Glycine-HCI pH 2,2 als geeignete Regenerati-
onsmethode heraus. Da sich pH-Schocks
nachhaltig auf die native tertidre Struktur der
Antikdrper auswirken kénnen, muss die Anzahl
der moglichen Regenerierungsschritte mittels
eines so genannten Scoutings Uberprift werden
[1]. Dazu wurde 100 pg/mL HSA 10-mal hinter-
einander injiziert und nachfolgend jeweils mit
70 yL 100 mmol/L Glycine-HCI pH 2,2 rege-
neriert. Die nach jeder Injektion gemessenen
Bindungssignale sowie die nach jeder Re-
generation gemessenen Grundliniensignale
wurden gegeniibergestellt und ausgewertet.

Die Grundliniensignale bleiben bei allen 10
Zyklen stabil. Dies deutet daraufhin, dass die
Regenerierung die bioaktive Sensorschicht
nicht nachhaltig beeintrachtigt. Die Bindungs-
signale hingegen schwanken leicht. So kann
erst ab dem zweiten Zyklus von konstanten
Signalen ausgegangen werden. Im Folgenden
wurden die HSA-Signale aus diesem Grund
erst im Anschluss an die erste Regeneration
der Oberflache detektiert.
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Das Detektionslimit des entwickelten Assays
liegt bei 2 Pixel (entsprechend einem Signal-
Rausch Verhéltnis von 1 zu 3, DIN 32645).
Folglich entspricht die HSA-Konzentration von
ca. 0,1 pyg/mL der Nachweisgrenze gemessen
in TBS.

Die minimal detektierbare Konzentration héngt
von zahlreichen Faktoren wie unspezifischen
Bindungen, Massentransport, der Sensitivitdt
des Sensors sowie von der Antikdrper-Antigen-
Bindungseffektivitat ab [6].

Um auch geringste Schwankungen des HSA-
Levels der in vitro kultivierten Hepatozyten [3]
nachweisen zu kénnen, musste die Sensitivitat
des entwickelten Assays gesteigert werden.
Eine bewdhrte Methode zur Verstarkung der
Sensitivitat aber auch der Selektivitat ist das
Sandwich-Assay [1]. Dabei erfolgt nach Detek-
tion des HSA durch den primaren Antikdrper ein
weiterer Identifizierungsschritt, bei dem ein se-
kundarer Antikérper hinzugegeben wird. Auf-
grund der erhéhten Massenbeladung kommt es
entsprechend den Grofenverhaltnissen von
HSA und Antikérper zur Erhéhung des Sensor-
signals.

Da es sich bei dem verwendeten Rezeptor um
einen polyklonalen Antikdrper handelt, kann
derselbe Antikérper sowohl als Primar- aber
auch als Sekundarantikbrper eingesetzt
werden.

Mit Hilfe dieser Signalverstéarkung konnte die
Sensitivitat fur HSA-Konzentrationen effektiv
gesteigert werden.

4 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel des Projektes war es, ein SPR-
basiertes Assay zu entwickeln, mit dessen Hilfe
HSA-Konzentration in Serumproben spezifisch
nachgewiesen werden kénnen. Dazu wurde ein
polyklonaler Antikérper mittels Carbodiimid-
Methode stabil auf den Sensorchip immobilisiert
und verschiedene HSA-Konzentrationen ver-
messen.

Mit einer pH-Wertanderung konnte die bioaktive
Sensorschicht mehrmals regeneriert und so
mehrere sequentielle Bindungszyklen reprodu-
zierbar auf einem Chip gemessen werden. Dies
gilt als Voraussetzung fir die Erstellung von
Kalibrierkurven und damit fir das Vermessen
von Zellkulturiberstanden.

Um die Sensitivitdt des Assays zu steigern
wurde ein zweiter Antikérper nach erfolgreicher
Bindung des HSA hinzugegeben. Aufgrund der
erhdhten Massenbeladung kam es zur
gewinschten Signalverstarkung.
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In weiterfiihrenden Arbeiten sollen zur weiteren
Steigerung der Sensitivitdt mit Goldnano-
partikeln  gelabelte  Antikérper verwendet
werden. Aufgrund der spezifischen Eigen-
schaften der Goldnanopartikel kénnen die
Signale so um mehr als das Achtfache verstéarkt
werden [7].

Des Weiteren sollen mit Hilfe von
Kalibrierkurven Realproben mit unbekannten
Antigenkonzentrationen vermessen werden.
Uber das jeweils detektierte Bindungssignal
erfolgt dann die Abschétzung der
Konzentrationen. Dazu werden definierte HSA-
Konzentrationen in denselben Medien gel6st,
aus denen spater die Realproben bestehen.
Nur so kann der Einfluss der verschiedenen
Probenbestandteile abgeschatzt und ein
aussagekraftiger Zusammenhang zwischen den
detektierten SPR-Signalen und den HSA-
Konzentrationen getroffen werden.

Die spezifische Detektion von Antigenen in
Realproben stellt eine besondere Heraus-
forderung dar, da die Antigene zumeist in
geringen, die anderen Serumbestandteile in
Summe aber in hohen Konzentrationen vorlie-
gen. Um reproduziere Messdaten zu erzeugen,
mussen die unspezifischen Bindungen der
Serumbestandteile folglich mdglichst effizient
unterdriickt werden. Zur Erzeugung solcher
proteophoben Oberflachen sollen zukinftig
Ethylenglykole-basierte Self-assembled Mono-
layer (SAM) verwendet werden, die fir ihre pro-
teinabweisenden Eigenschaften bekannt sind
und langzeitstabile bioaktive Schichten auf
Goldoberflachen ermdglich. Die Thiolverbin-
dungen ordnen sich dabei aufgrund ihrer
Struktur und der Oberflache so an, dass eine
Energieminimierung eintritt. Das ist bei einem
einheitlichen  Verkippungswinkel gegen die
Oberflachennormale gegeben. Um ein opti-
males Verhaltnis an Rezeptordichte und
Blockwirkung zu erzeugen, sollen zwei ver-
schieden terminierte Thiolverbindungen ver-
wendet werden. Dabei dient die endsténdige
Funktionalisierung des einen Thiols als Anker-
stelle fiir die Rezeptoren und die des anderen
Thiols als Blockung gegen unspezifische Bin-
dungen verwendet werden.
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