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Abstract

Es wurde ein Protokoll zur stabilen und funktionellen Immobilisierung von Antikorpern tber Protein A auf
Goldoberflachen fir den spezifischen Antigen-Nachweis entwickelt, charakterisiert, optimiert und erfolg-
reich etabliert. Die Verwendung von hydrophilen Polyethylenglykolketten als Blockungsreagenz wurde
optimiert und in das Funktionalisierungsprotokoll integriert. Um mehrere sequentielle Bindungszyklen
reproduzierbar auf einem Chip messen zu konnen, wurde Natriumhydroxid zur mehrmaligen Regeneration
der Antikdrper verwendet.

Mit zwei unterschiedlichen Antikdrpern zur Detektion von phytopathogenen Viruspartikeln konnte die
Eignung und die Universalitat der erfolgreich adaptierten und etablierten Oberflachenchemie gezeigt werden.
Es wurden Konzentrationsreihen vermessen. Die Nachweisgrenze fiir die phytopathogenen Viruspartikel lag
bei 0,9 yg/mL. Damit konnte ein Oberfladchenplasmonenresonanz (SPR)-basierter Immunosensor zur
Detektion von phytopathogenen Viruspartikeln entwickelt und héhere Sensitivitdten im Vergleich zu anderen,
publizierten Funktionalisierungsprotokollen erreicht werden. Dank der Regeneration der Sensoroberflache
lieB sich die Effizienz der Messungen weiter steigern.

1 Einleitung

Immunosensoren sind Biosensoren, die auf der Spezifitat von Liganden (Antikorpern) zu ihrem Analyt unter
Ausbildung eines stabilen Immunkomplexes beruhen. Da sie durch den Einsatz von hochaffinen Antikérpern
hohe Sensitivitaten aufweisen, ist ihr Einsatzgebiet vielféltig. So sind sie beispielsweise in der Kklinischen
Diagnostik, der Umweltanalytik, der Militartechnik, der Lebensmittelanalytik und der Prozesskontrolle
vertreten.

Die SPR-Spektroskopie gehort zu den bevorzugt eingesetzten Detektionsmethoden, da sie Verénderungen
des Brechungsindexes, hervorgerufen durch die Bildung des Immunkomplexes, ohne zusétzliche Modifi-
zierung der Reaktionspartner erfassen kann. Dennoch existieren im Vergleich zur groflen Anzahl an
Veroffentlichungen nur wenige kommerzielle Anwendungen. Die Griinde dafur liegen in den noch nicht
vollstdndig geklarten Vorgangen bei der Immobilisierung, der Orientierung und den spezifischen Eigen-
schaften der Antikorper auf der Sensoroberfldche. Durch die Immobilisierung und die damit einhergehende
sterische Hinderung durch die Oberflache sowie die zufallige Orientierung der Biomolekile verringert sich
h&ufig ein Teil der Bindungsaktivitat der Antikérper. Um eine mdglichst hohe Sensitivitat des
Immunosensors zu gewahrleisten, ist es erforderlich, eine geeignete Immobilisierungsstrategie auszuwahlen.
Vor allem fur Messungen in Realproben ist es entscheidend, dass die funktionalisierte Fl&che eine
ausreichende Immobilisierungsdichte und eine geniigend hohe Bindungsaktivitat besitzt, um auch geringe
Analytkonzentrationen detektieren zu kdnnen.

Das Ziel des Projektes war es, ein Nachweissystem fiir intakte phytopathogene Viruspartikel in Echtzeit,
ohne vorhergehende zeitaufwendige Aufbereitung, zu entwickeln.



Dazu wurden ein polyklonaler und ein monoklonaler Antikorper ausgewdhlt, die spezifisch das Soil Borne
Cereal Mosaic Virus (SBCMV) binden. Beide Antikorper sollten mittels einer geeigneten Methode mdg-
lichst funktionell und stabil auf die Goldflache eines Sensorchips immaobilisiert werden, um Konzentrations-
reihen zu vermessen.

Das SBMCV wird Uber den Vektor des bodenbiirtigen Polymyxa graminis in die verschiedenen Getreide-
sorten (Frischroggen, Tritikale und Weizen) tbertragen und kann in den betroffenen Gebieten zu Ertragsver-
lusten von 50 % bis 70 % fuhren. Die einzige effektive Bekdmpfungsmethode ist der Anbau von resistenten
Sorten [1]. Diese Kulturpflanzen besitzen eine sogenannte Translokationsresistenz [2, 3]. Das bedeutet, dass
der naturliche Virusbefall der Wurzeln zwar ungehindert geschieht, aber die Ausbreitung in die griinen
Pflanzenteile nicht oder stark verzdgert stattfindet [2, 3]. Fur die Resistenzprifung sind neben der visuellen
Begutachtung vor allem sensitive, selektive, preiswerte sowie zeitnahe Nachweismethoden von entschei-
dender Bedeutung [1, 4].

2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Alle beschriebenen SPR-Experimente wurden am Fraunhofer SPR-System durchgefiihrt [5, 6, 7]. Die
Sensorchips (capitalis technology GmbH, Berlin, Deutschland) werden mittels Spritzguss aus TOPAS® als
objekttragergroe Einwegartikel (76 x 26 x 4 mm?®) gefertigt. In der Mitte des Chips befindet sich eine 50 nm
dicke, 12 x 3 mm? grolRe, rechteckige Goldschicht, welche den sensitiven Bereich bildet und auf der bis zu
180 Messfléchen realisiert werden konnen [6]. Die Liganden werden mittels der Funktionalisierungsfluss-
zelle (capitalis technology GmbH, Berlin, Deutschland) offline auf die Goldflache immobilisiert.

2.2 Materialien

Zur Detektion der Viruspartikel wurden ein monoklonaler (SBCMV-mAKk) und ein polyklonaler Antikdrper
(SBCMV-pAKk) verwendet. Sowohl das SBCM Virus als auch beide Antikérper wurden vom Julius Kihn-
Institut (JKI) Bundesforschungsinstitut fir Kulturpflanzen Quedlinburg Deutschland zur Verfligung gestelit.
Protein A wurde von GE Healthcare Bio-Science AB Uppsala Schweden, DTSSP von Interchim Montlugon
Frankreich und das thiolmodifizierte Polyethylenglycol (HO-PEG) von Iris Biotech GmbH Marktredwitz
Deutschland bezogen. Als Puffer wurde PBST, zusammengesetzt aus 10 mM PBS pH 7,4 (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) und 0,05% (v/v) Tween 20 (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) verwendet. Der Puffer wurde vor dem Gebrauch im Exsikkator entgast. Alle weiteren
Chemikalien wurden von Merck KGaA Darmstadt Deutschland bezogen.

2.3 Immobilisierungsprotokoll

Zu Beginn eines SPR-Experiments wird die Goldflache des Sensorchips wie folgt vorbereitet: (i) Reinigen
der Goldflache mit rauchender Salpeterséure (65 %). (ii) Inkubation des Sensorchips in Neutralisations-
16sung (1 x 25 % Ammoniak, 1 x 30 % Wasserstoffperoxid, 5 x ddH,0) fur 2 min bei Raumtemperatur (RT).
(iii) Spalen mit ddH,O und Trocknen mittels Stickstoffgas.

Fur alle durchgefiihrten SPR-basierten Experimente wurde die 17-Kanal-Funktionalisierungsflusszelle zur
Immobilisierung genutzt. Fir die Detektion von SBCMV wurde folgendes Immobilisierungsprotokoll
erarbeitet: (i) Inkubieren von 1 mg/mL Protein A fir 1 h bei RT. (ii) Spllen der Flache mit PBST. (iii)
Inkubieren von 50 pg/mL Antikérper (SBCMV-pAk, SBCMV-mAK, Referenz-Ak) fur 1 h bei RT. (iv)
Spulen der Flache mit PBST. (v) Blockung mit 1 mmol/L HO-PEG fiir 1 h bei RT. (vi) Spllen der Flache
mit PBST.

2.4 SPR-Messungen

Die SPR-Messungen wurden bei einer FlieRrate von 2,48 uL/s als Doppelbestimmung wie folgend
beschrieben durchgefiihrt:



(i) Spilen der Flache mit PBST. (ii) Injektion von 60 pL SBCMV. (iii) Spiilen der Flache mit PBST. (iv)
Regeneration mit 60 pL 8 mmol/L NaOH. (v) Spulen der Flache mit PBST.

10 mmol/L PBST wurde als Laufpuffer sowie zur Verdiinnung der Proben verwendet.

3 Ergebnisse und Diskussion

Zur Abschatzung der Spezifitdt der detektierten Signale ist ein Referenzkanal unabdingbar [8]. Die
Referenzflache sollte méglichst dhnlich wie die Messflache funktionalisiert sein, um alle wichtigen Effekte
wie Temperatur-Schwankungen, mechanische Bewegungen und unspezifische Bindungen, die Brechungs-
index-Anderungen verursachen kénnen, zu erfassen und diese von den Bindungssignalen abziehen zu
konnen [8, 9]. Als Referenz wurde hier ein Antikorper (Referenz-Ak), der keine Affinitdt zu dem ent-
sprechenden Antigen oder den Serumbestandteilen besitzt, auf die gleiche Weise wie der Detektions-
antikérper immobilisiert.

Zur Ermittlung einer Nachweisgrenze und Erstellung der Kalibrierungskurven! wurden Viruskonzentrationen
von 0,7 pg/mL bis 92,5 pg/mL — enspricht in etwa den gefundenen Detektionsgrenzen — online auf zuvor
nach dem erarbeiteten Immobilisierungsprotokoll funktionalisierten Chips injiziert. Da wahrend des Regene-
rationsscoutings ermittelt wurde, dass 60 puL 8 mmol/L NaOH maximal viermal injiziert werden kann, ohne
grolRere Abweichungen zu riskieren, wurde die Konzentrationsreihe geteilt und auf mehreren Sensorchips
vermessen. Die Sensorgramme ausgewéhlter Konzentrationen sind in Bild 1 dargestelit.
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Bild 1 Sensorgramm der SBCMV-Konzentrationsreihe (von unten nach oben: 0,7 pg/mL; 1,4 pg/mL; 2,9 pg/mL;
5,8 pg/mL; 11,6 pg/mL; 23,1 pg/mL; 46,2 pg/mL und 92,5 pg/mL) auf SBCMV-pAk (links) und auf SBCMV-mAKk
(rechts) funktionalisierten Flachen. Die Signale des Referenz-Ak wurden von den Bindungssignalen abgezogen.

Das Detektionslimit des Fraunhofer SPR-Systems liegt bei etwa drei Pixeln. Folglich ist die SBCMV-
Konzentration von 0,9 pg/mL die Nachweisgrenze.

Die minimal detektierbare Konzentration hangt von zahlreichen Faktoren wie unspezifischen Bindungen,
Massentransport, der Sensitivitit des Sensors sowie von der Antikdrper-Antigen Bindungseffektivitat ab [9].

Da die Aktivitat der Antikdrper und damit die Antikérper-Antigen Bindungseffektivitat stark durch die
angewandte Immobilisierungsmethode beeinflusst wird, sind die Sensitivitdten von unterschiedlichen
Sensoren nur schwer vergleichbar, wenn nicht dieselben Immobilisierungsmethoden und Antikérper benutzt
wurden [10]. So ermittelten Torrance und Mitarbeiter fir die Detektion des phytopathogenen Cowpea
Mosaic Virus mittels Biacore X eine Nachweisgrenze von 12,5 pg/mL [11]. Sie fixierten die gegen den
Virus gerichteten, Cystein-modifizierten variablen Antikérperfragmente mittels N-Maleoyl-Succinimidyl-
Ester an die Goldflache des Sensorchips. Kim und Mitarbeiter immobilisierten mAk gegen den Oyster
Mushroom Spherical Virus mittels NHS/EDC (N-Hydroxysuccinimid / 1-Ethyl-3-(3-Di-methylamino-
propyl)Carbodiimid) auf die carboxymethylierte Dextranschicht der Sensorchips des Autolab Esprit SPR-
Systems [12]. Damit konnten sie Viruspartikel bis zu einer Konzentration von 1,36 pg/mL detektieren.

! Aus den Bindungssignalen der Viruskonzentrationen kénnen logarithmische Kalibrierungskurven erstellt und
Realproben mit unbekannter Viruskonzentration vermessen werden.



4 Zusammenfassung und Ausblick

Ein Protokoll zur stabilen und funktionellen Immobilisierung von Antikdrpern tber Protein A auf Goldober-
flachen wurde entwickelt, optimiert und erfolgreich etabliert und die Anwendung von Polyethylenglykol
zum Blocken gegen unspezifische Bindungen in das Funktionalisierungsprotokoll integriert.

Mit einer pH-Wertdnderung konnten die Antikdrper mehrmals regeneriert und so mehrere sequentielle
Bindungszyklen reproduzierbar auf einem Chip gemessen werden.

Da das entwickelte Funktionalisierungsprotokoll die Regeneration der Sensoroberflédche erlaubt, konnte eine
weitere Effizienzsteigerung erzielt werden.

Fur die Detektion der Viruspartikel wurden Konzentrationsreihen vermessen. Die ermittelte Nachweisgrenze
liegt bei ca. 0,9 pg/mL. Damit konnte ein Immunosensor zur Detektion von phytopathogenen Viruspartikeln
entwickelt werden, der hohere Sensitivitdten im Vergleich zu anderen Funktionalisierungsprotokollen
aufweist [11, 12].

In weiterfihrenden Projekten soll anhand der zellbasierten Substanzcharakterisierung an humanen
Leberzellen die Eignung und die Universalitat der hier verwendeten Oberflachenchemie demonstriert werden.
Dafir wird als Marker unter anderem humanes Serumalbumin genutzt, da dieses das von der Leber am
stérksten synthetisierte Protein darstellt.
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