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Kurzzusammenfassung

Pentaerythrityltetranitrat (PETN), ein in jungster Vergangenheit hdufig von Terroristen
verwendeter Sprengstoff, ist AuRerst schwer zu detektieren. Ein verbesserter Antikbrper
gegen PETN wurde durch Anwendung des Konzepts des bioisosteren Ersatzes entwickelt,
indem ein Nitroester durch einen Carbons&urediester ersetzt wurde. Biostere Molekile
haben eine ahnliche Struktur wie die Referenzsubstanz und zeigen eine vergleichbare
biologische Wirkung. Dieser Ansatz fihrte zu polyklonalen Antikdrpern mit extrem guter
Selektivitat und Sensitivitdt. Die Nachweisgrenze des Enzyme-Linked Immunosorbent
Assays (ELISAs) betragt 0,15 pg/L. Der Messbereich des Immunassays liegtzwischen 1 und
1000 ug/L. Die Antikérper sind sowohl hinreichend pH-stabil als auch robust gegen
Ldésungsmittelzusétze. Das Antiserum kdnnte auch fur Schnelltests, Biosensoren, Mikro -
arrays und andere analytische Methoden verwendet werden.

Fir die Umweltanalytik von Trinitrotoluol (TNT) wurde eine Hochdruckfliissigkeitschromato-
graphie (HPLC)-kompatible Affinitatssaule hergestelit. Druckbesténdiges, pordses Glas hat
sich als ein hervorragendes Tragermaterial herauskristallisiert. Um selektive anti-TNT-
Antikorper fiir die Herstellung der Affinitatsséule aus den beiden verwendeten TNT-Seren zu
isolieren, wurde eine Trennung an einer Dinitrophenyl -Affinitéts saule durchgefiihrt. Zur Opti-
mierung der Immobilisierungsmethode wurden orangefarbene Dabsyl-Proteine synthetisiert
und auf der Oberflache gebunden. Die Farbung wurde als Indikator fiir die Immobilisierungs-
dichte verwendet. Wegen der hohen Affinitatskonstanten der polyklonalen anti-TNT-Anti-
korper der beiden Seren (5,1 bzw. 2,3-10° L/mol) lasst sich TNT durch eine typische saure
Elution der TNT-Affinitdtssaule nur schwer eluieren. Aus diesem Grund wurde eine neuartige
Elutionsmethode entwickelt, die irreversible, denaturierende, thermische Online-Elution.
Diese eroffnet ein weites Anwendungsfeld, da so Affinitéten, die klass ischerweise aufgrund
zu hoher Bindungskonstanten zwischen Ligand und Rezeptor nicht fir die Affinitats-
chromatographie genutzt werden kdnnen, fir die Analytik besser handhabbar werden. Die
maximale Kapaztat einer im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Affinittssaule (64,8 L)
betrug 650 ng TNT bzw. 10 ug/mL S&ulenvolumen.

Um die Immobilisierungsdichte der produzierten Affinitditssaulen zu bestimmen, wurde ein
neues Verfahren entwickelt, da die tiblichen spektroskopischen Proteinbestimmungsmetho-
den aufgrund der hohen unspezifischen Wechselwirkung mit dem Tragermaterial zur
Proteinbestimmung nichtgeeignetwaren. Zur Quantifizierung von Proteinen oder Peptiden,
die auf festen Tragern immobilisiert sind, wurde auf Grundlage einer HPLC-Trennung der
aromatischen Aminosauren Tyrosin (Tyr) und Phenylalanin (Phe) ohne vorherige Derivati-
sierung eine gegeniber der klassischen Aminosaureanalytik vereinfachte HPLC/UV-
Methode entwickelt. Die Hydrolyse der Proteine und Peptide wurde durch Einsatzvon Mikro -
wellentechnik beschleunigt, sodass nur 30 Minuten statt ca. 22 Stunden fur das Standard-
protokoll bendétigt wurden, bei dem ein Hydrolyseréhrchen verwendet wird. Zur internen
Kalibrierung wurden zwei Standardverbindungen, Homotyrosin (HTyr) und 4-Fluorphenyl-
alanin (FPhe) verwendet. Die Nachweisgrenze (limitofdetection, LOD) bei 215 nm istsowohl
fur Tyr als auch fir Phe 0,05 puM (~ 10 pg/L). Dieses neue Verfahren, das als Aromatische
Aminosaureanalyse (Aromatic Amino Acid Analysis, AAAA) bezeichnet werden kann, wurde
zur Proteinbestimmung von homogenen Proben mit Rinderserumalbumin (BSA) des
Nationalen Instituts fir Standards und Technologie der USA (NIST) validiert, wobei die



Nachweisgrenze fiir Proteine mit 16 mg/L (~ 300 ng BSA) mit gangigen spektroskopischen
Verfahren vergleichbar ist. Es liefert incl. der Hydrolysestufe eine verbesserte Ge nauigkeit
mit einer relativen Standardabweichung von ca. 5%.



Abstract

Pentaerythritol tetranitrate (PETN), an explosive frequently used by terrorists in the recent
past, is extremely difficult to detect. An improved antibody againstPETN was developed by
application of the concept of bioisosteric replacement by exchanging the nitroester for a
carbonate diester. Biososteric molecules have a similar structure to the reference substance
and show a comparable biological effect. This approach led to an excellent polyclonal
antibody with extreme selectivity and immunoassays of very good sensitivity. The detection
limit of an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was determined to be 0.15 pg/L.
The dynamic range of the assaywas found to be between 1 and 1000 pg/L. The antibodies
are sufficientlypH-stable and resistantto solventadditives. The antiserum could also be used
for quick tests, biosensors, microarrays and other analytical methods.

For the environmental analysis of trinitrotoluene (TNT), a high performance liquid
chromatography (HPLC) compatible affinitycolumn was prepared. Pressure resistant porous
glass has emerged as an excellent support. In order to isolate selective polyclonal anti-TNT
antibodies of two different TNT sera for the preparation of the affinity column a separation
was carried out on a dinitrophenyl affinity column. To optimize the immobilization method,
orange-coloured dabsyl proteins were synthesized and bound to the surface. The colour
intensitywas found to be an indicator for the immobilization rate. In consequence ofthe high
affinity constants of the polyclonal antibodies of the two rabbit serato TNT (5.1 or 2.3
-10°L/mol, respectively), it is difficult to elute TNT by a typical acidic elution step from a TNT
affinity column. Therefore, a novel separation approach, the irreversible denaturing, thermal
online-elution was developed. This opens a wide field of applications in so far as affinities,
which cannot be used for affinity chromatography due to high binding constants between
ligand and receptor, are more manageable for analysis. The maximum capacity of an affinity
column (64.8 pL) prepared in this studywas 650 ng TNT or 10 pg/mL of column volume.

To quantify the immobilization rate of proteins on affinity columns, a new method has been
developed, because the usual spectroscopic protein determination methods were unsuitable
for protein determination of support material due to high non-specific interaction. For the
quantification of proteins or peptides which are immobilized on solid supports, a HPLC
separation method of the aromatic amino acids tyrosine (Tyr) and phenylalanine (Phe) was
developed without prior derivatization. This method is simpler than the usual amino acid
analysis. The hydrolysis of the proteins and peptides was performed by an accelerated
microwave technique, which needs only 30 minutes instead of around 22 hours for the
standard protocol using a hydrolysis tube. Two internal standard compounds, homotyrosine
(HTyr) and 4-fluorophenylalanine (FPhe) were used for calibration. The limit of detection
(LOD) was estimated to be 0.05 pM (~ 10 pg/L) for Tyr and Phe at 215 nm. This procedure,
that was termed aromatic amino acid analysis (AAAA), has been validated for protein
determination of homogeneous samples with bovine serum albumin (BSA) of the National
Institute of Standards and Technology (NIST). The LOD for proteins was calculated to be
below 16 mg/L (~ 300 ng BSA absolute), which is comparable with spectrophotometic
methods. However, it offers better accuracy and a precision ofabout5% of relative standard
deviation, including the hydrolysis step.
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Einleitung und Zielsetzung

Die schnelle Detektion von Sprengstoffen in sensiblen Bereichen des 6ffentlichen Lebens
gewinntdurch die zunehmende Bedrohung durch Terroranschlage erheblich an Bedeutung.
Bei terroristischen Anschlagen der jungeren Vergangenheit kam dabei immer haufiger
Plastiksprengstoff zum Einsatz, sodass hierfiir ein schneller, zuverlassiger und selektiver
Nachweis bendtigt wird. Nitropenta (Pentaerythrityltetranitrat, PETN) ist hé&ufig ein
Bestandteil von Plastiks prengstoff. Selbst Spirhunde kdnnen PETN aufgrund des niedrigen
Dampf-drucks praktisch nicht detektieren. Als hochselektive PETN-Analytik bieten sich
deshalb immunchemische Methoden als Alternative an. Dazu ist jedoch zuerst die
Entwicklung empfindlicher, hochselektiver anti-PETN-Antikdrper notwendig. In dieser Arbeit
wird ein neuartiges Immunogen fir die Herstellung solcher Antikérper durch Anwendung des
Konzepts des bioisosteren Ersatzes verwendet, d. h. ein Ersatz der Zielsubstanz mit einer
strukturanalogen Substanz, die eine vergleichbare biologische Wirkung zeigt. Diese Methode
wird haufig in der Pharmazie, bisher jedoch nicht zur Entwicklung von Immunassays
angewandt. Um ein geeignetes Hapten fiir die Entwicklung von anti-PETN-Antikérpern zu
synthetisieren, wurde hier erstmalig ein Carbonatdiester als Strukturanalogon fur einen
Nitroester verwendet. Die erzeugten polyklonalen Antikérper werden auf ihre Eignung zur
Detektion von PETN anhand des in dieser Arbeit vorgestellten PETN-Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays (ELISA) untersucht (Messbereich, Kreuzreaktivitdt und Besténdig-
keit).

Antikdrperentwicklung
gegen PETN
Entwicklung des Losungsmittel und Bestimmung von
PETN-ELISA pH-Bestindigkeit Kreuzreaktivitat

Ubersichtsschema zur anti-PETN-Antikorperentwicklung

Wahrend die Sprengstoffdetektion mit anti-PETN-Antikdrpern eine Anwendung im
Sicherheitsbereich nahelegt, befindet sich der Fokus bei der Detektion von Trinitrotoluol
(TNT) eher im Bereich der Umweltanalytik. Im Rahmen dieser Arbeit sollte ebenfalls die
Herstellung und Verwendung einer TN T-Affinitdtssaule zur Anreicherung untersuchtwerden,
um TNT auch aus extrem schwach kontaminierten Proben mittels selektiver Antikdrper
anzureichern. Die so isolierte TNT-Menge sollte anschlieBend auf eine Reversed-Phase-
S&ule uberfuhrt und der TNT-Gehalt mittels High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) quantitativbestimmtwerden. Zur Herstellung der Affinitatss&ule musste zunéchst ein
geeignetes Tragermaterial gefunden und getestet werden. Wahrend der Optimierung des
Immobilisierungsprozesses wurden dariiber hinaus Defizite der klassischen spektrosko-
pischen Proteinbestimmung zur Bestimmung der Immobilisationsdichten deutlich. Deshalb
wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Bestimmung mit gefarbten Proteinen entwickelt
(Dabsylmethode). Dariiber hinaus wurde eine neue, allgemein anwendbare Proteinbestm-
mungsmethode ausgearbeitet, die als Aromatische Aminosaureanalyse (AAAA) bezeichnet
wurde. Mit diesem Verfahren wurden letztendlich die Immobilisierungsdichten der herge-
stellten TNT-S&ulen bestimmt. Um TNT-Affinitdtss&ulen mit hoher Kapazitat zu erhalten,



wurden die TNT-Antiseren antigenspezifisch gereinigt. TNT-Antiseren mit polyklonalen
Antikérpern wurden bereits in der Bundesanstalt fiir Materialforschung und -prifung (BAM)
entwickelt und waren daher fir diese Arbeit direkt verfligbar. Die Aufgaben im Zusammen-
hang mit der Herstellung der TNT-Affinitatss&ule sind im folgenden logischen FlieRschema
zusammengefasst, um das Zusammenspiel der verschiedenen Aspekte zu verdeutlichen.

Test verschiedener
Trigermaterialien
[Dabsylmethode zur Bestimmung |:> Optimierung der AAAA zur
der Immobilisierungsdichte Immobilisierungsreaktion Proteinbestimmung
Reinigung der I-Fef's"tellljng von TNT- . AAAA zur Bestimmung
: Affinititssiulen aus bereits o .
TNT-Antiseren . der Immobilisierungsdichte
vorhandenen TNT-Antiseren

U

Online-Elution der
TNT-Affinititssdule

Logisches FlieBschema zu den Aufgaben im Zusammenhang mit der Herstellung der TNT-
Affinitatssaulen.
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1 Einsatz von Antikbérpern zur Detektion organischer
Sprengstoffe

In diesem Kapitel werden die wesentlichen chemischen Eigenschaften von Nitropenta
(PETN) und Trinitrotoluol (TNT) sowie deren Detektionsmadglichkeiten im Umwelt- und
Sicherheitsbereich beschrieben. Die prinzipielle Gewinnung von Antikérpern wird umrissen
und der Begriff bzw. das Konzept der Isosterie und der Bioisoterie wird erlautert, welches in
dieser Arbeit zur Gewinnung der anti-PETN-Antikérper angewandt wurde. Abschlief3end
wurden die bereits inder Literatur bzw. kommerziell erhaltliche n Antikérper gegen TNT und
PETN zusammengestellt.

1.1 Organische Sprengstoffe: Trintitrotoluol (TNT) und Nitropenta
(PETN)

1.1.1TNT

Wilbrand synthetisierte und beschrieb TNT erstmalig 1863 [1]. 1891 begann in Deutschland
die TNT-Produktion und ab 1901 wurde es grof3technisch nach dem preiswerten Verfahren
von HaeufRermann hergestellt. Daraufhin wurde 1902 die bisher verwendete Pikrinsé&ure
(2,4,6-Trinitrophenol) bei der Sprengstoffproduktion durch TNT abgeléstund die preul3ische
Heeresverwaltung fuhrte die Verbindung als Sprengladung ein [2]. Wahrend des Ersten und
Zweiten Weltkrieges wurde TNT massenweise produziert. Allein im Zweiten Weltkrieg
wurden von der deutschen Ristungsindustrie 0,8 Millionen Tonnen TNT hergestellt [3]. Durch
die extensive TNT-Produktion wdahrend des 20.Jahrhunderts sind auch erhebliche
Umweltbelastungen entstanden. Die Gegenden um die ehemaligen Produktions- und
Lagerungsstatten sind immer noch hochgradig mit TNT und dessen Abbauprodukten
kontaminiert. Ein Grund dafiir ist, dass im Zuge der TNT-Produktion Unmengen an saurem,
sprengstoffhaltigem Abwasser nur neutralisiertund zu Kriegs zeiten ungereinigtin die Umwelt
geleitet wurden. Da TNT schwerldslich und nur gering fliichtig ist, gelangten diese Konta-
minationen Gber Jahrzehnte durch Leaching-Prozesse in dieBéden undin das Grundwasser,
sofern keine Dekontamination der Gebiete erfolgte. Auch nicht geborgene Landminen und
andere Munition stellen eine Kontaminationsquelle dar [4-8]. TNT isteine synthetische nitro-
aromatische Substanz, welche nichtnaturlich in der Umweltvorkommtund auch nur schwer
biologischabgebautwird. Zahlreiche Studienbelegen, dass die Biodegradation vor allem zur
Akkumulation von Hydroxylaminodinitrotoluol, Aminodinitrotoluol und Dinitrotoluol fihrt [4, 9].
Die mittlere letale orale Dosis (LD50) von TNTist0,8 bis 1,3 g/kg [10], ab einer Konzentration
von 2 pg/L wird TNT von der Environmental Protection Agency (EPA) als toxisch klassifiziert.
Die Substanzwird als potenziell mutagenund karzinogen eingestuft [8, 11]. AulRerdem wurde
Uberweitere gesundheitliche Auswirkungen durch TNT-Kontakt berichtet: Haut- und Schleim-
hautirritationen, Leberschéden, Ausbildung aplastischer Andmien, hervorgerufen durch
Schéadigung der Erythrozyten, Entfarbung der Hautund der Haare. Auch wurde bei Personen
mit einer Stérung des Enzyms Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase die Ausbildung einer
hamolytischen Andmie beobachtet. Einige Studien proklamieren zudem, dass der Kontakt
mit TNT zur Wahrnehmung eines bitteren Geschmacks und zum Brennen der Augen bis hin
zur Ausbildung von Katarakten fuhren kann. Ebenso wird eine Reduktion des Spermien-
gehaltes mit TNT in Zusammenhang gebracht [8, 12, 13].



1.1.2 PETN

PETN (Nitropenta, Pentaerythrityltetranitrat) wurde bereits 1894 von der Rheinisch-
Westfalischen Sprengstoff AG hergestellt, kurz nach der Erstsynthese von Tollens und
Wiegand 1891 [14]. Es ist sehr schlecht in Wasser I6slich, wenig 18slich in Ethanol und
Benzol, jedoch gutl6slich in Aceton. Einige Kenndaten von TNT und PETN sind in Tabelle
1.1 zusammengestellt.

Tabelle 1.1: Kenndaten und Eigenschaften von TNT und PETN.

TNT PETN
Summenformel CrHsN3O0s CsHsN4O12
CAS-Nummer 118-96-7 118-96-7
Molmasse 227,13 g mol* 316,15 g mol*
Schmelzpunkt 80,8°C 141,0-142,9°C
Siedepunkt Zersetzung ab 160°C, 180°C

ohne Zersetzung: 240°Cbei 67

hPa
Verpuffung ab 300°C 202-205°C
Dichte Kristall: 1,65 g cm® 1,778 g cm® bzw. 1,716 gcm*

geschmolzen: 1,47 gcm?® (136°C)
Dampfdruck 7,5 x 10™ Pa (20°C) 2,5 % 107 Pa (20°C)

Léslichkeit in Wasser
Gut I6slich in

Schw er lslichin
Sauerstoffbilanz
Stickstoffgehalt
Bleiblockausbauchung
Schlagempfindlichkeit
Reibempfindlichkeit

Detonationsgeschwindigkeit
Kristalle

Sonstiges

100,5 mg L™ (25°C, pH 6.8)
Benzol, Toluol, Aceton, Chloroform
Ethanol, Tetrachlormethan

-73,9%

18,50%

30cm*g?

15 nm

keine Reaktion bis 353 N
Stiftbelastung

6900 ms™
farblos bis gelb, orthorhombisch
oder monoklin

toxisch; krebserzeugendes
Potenzial

nahezu unléslich

Aceton, Methylacetat
Ethanol, Tetrachlormethan
-10,1%

17,7%

52,3cm’g*

3nm

keine Reaktion bis 60 N
Stiftbelastung

8400 ms™

farblos, tetragonal oder
orthorhombisch

Medizinischer Wirkstoff

Literatur: [18-21]

Grof3technisch wird PETN seit 1926 aus Pentaerythrit hergestellt und wird fir Spreng-
kapseln,-schnire sowie fiur hochbrisante Geschossfiullungen verwendet. In Kombination mit
TNT wird es als Pentolit vertrieben (fiir kleinere Kaliber), mit Phlegmatisierungsmitteln wie
Wachs nutzt man PETN fiir Handgranatenladungen. Zusammen mit Plastifizierungsmitteln
und Weichmachern entsteht aus PETN Plastiksprengstoff (plastischer Sprengstoff), der
sich — leichtformbar— zum Anbringenvon Sprengladungen an schwer zuganglichen Stellen
eignet. Er ist bei terroristischen Vorhaben nur schwer auffindbar. Der Plastiksprengstoff
Semtex wurde 1966 von Stanislav Brebera entwickelt (Hauptbestandteile PETN, Hexogen,
Styrol-Butadien-Kautschuk) und wird sowohl militarisch als auch fir kommerzielle Spren-
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gungen verwendet [15]. Strukturell ahnelt PETN Nitroglycerin, das pharmakologische und
explosive Eigenschaften besitzt. So werden PETN und Nitroglycerin als Medikament bei
Angina pectoris, Herzinsuffizienz, sowie bei Analfissuren wegen seiner gefaerweitemden
Wirkung durch die Freisetzung von Stickstoffmonoxid, verwendet. PETN istsehrschlechtin
Wasser l6slich, wenig I6slich in Ethanol und Benzol, jedoch gutIéslichin Aceton. Genauso
wie Nitroglycerin ist die Substanz im chemischen Sinn keine Nitroverbindung, sondern ein
Nitrat, also ein Ester der Salpetersdure [16, 17]. AbschlieRend sind einige Kenndaten von
TNT und PETN in Tabelle 1.1 zusammengestellt.

1.2 Detektionssysteme zum Nachweis von Sprengstoffen

1.2.1 Umweltanalytik

Durch Untersuchungen von Boden und Grundwasser auf TNT-Kontamination kénnen
Altlasten geortet werden und gezielte SanierungsmalRnahmen eingeleitet werden. Auch
Blindgéngerwerdenu.U.so entdecktund einer fachgerechten Entsorgung zugefuhrt. Haufig
werden hierzu kolorimetrische TNT-Schnelltests verwendet, deren Durchfihrung einige
Minuten bis zu einerhalben Stunde dauern und deren Detektionsgrenzen zwischen 0,1 und
3 mg/L liegen [22]. Der Nachweis erfolgth&ufig tiber das gefarbte Meisenheimer-Anion, das
durch Umwandlungvon TNT durch starke Basen (NaOH, MgO oder CaO) entsteht oder
durch das Janowsky-Anion, das bei zuséatzlicher Anwesenheitvon Aceton gebildet wird.
Beide Anionenkomplexe sind intensivrot gefarbt. AulBer TNT reagieren aber auch andere
Nitroaromaten mitNO2-Gruppen in 1,3-Position aufdie gleiche Art, was die Methode verhalt-
nismafig unselektivmacht.

CHs CHs
O,N NO, O,N NO,
+ OH ——> O OH
H
NO, NO,
CH,
CH, O,N NO,
O,N NO, o
N )]\
H,C CH, H o
NO,

Abbildung 1.1: Reaktionsschema der Bildung von Meisenheimer-lonen (oben) und Janowsky-lonen
(unten).

Selektiver und empfindlicher sind die Nachweise, die Antikérper verwenden. Beim ELISA
werden in der Regel mehrere Proben gleichzeitig getestet, sodass dies eine leistungsstarke
Screening-Methode ist, die in der Praxis ebenfalls hdufig zum Einsatzkommt (Kap. 2).

Im Labor kann der klassische TNT-Nachweis durch Analyse der Probe mit Reversed-Phase
High-Performance Liquid Chromatography (PR-HPLC) und Messung der UV-Absorption bei
230nm erfolgen [23]. Die Nachweisgrenze liegt bei Verwendung eines Diodenarray-


https://de.wikipedia.org/wiki/Herzinsuffizienz
https://de.wikipedia.org/wiki/Analfissur
https://de.wikipedia.org/wiki/Stickstoffmonoxid

Detektors (DAD) bei 0,1 pg/L [24]. Durch Anreicherungsmethoden wie Flissig-Flissig-
Extraktion, Solid Phase Extraction (SPE) und Supercritical Fluid Extraction (SFE) kann die
Empfindlichkeitgesteigertwerden [25]. Gaschromatisch lasstsich TNT miteiner Nachweis-
grenze von 0,1 pug/L miteinem Electron Capture Detector (ECD) bestimmen [26].

Eine schnelle Detektion mittels IR-Absorptionsspekiroskopie erfolgt Gber die starken
Absorptionsbanden der Nitrogruppen (symmetrische und asymmetrische Valenzschwin-
gungen,vs: 1400-1360 cm-tund vas: 1590-1550 cm-?). Da diese jedoch bei allennitrohaltigen
Sprengstoffen zu beobachten sind, ist auch dieser Nachweis relativ unspezifisch. Fur die
Messung, die in der Gasphase erfolgt, wird ein hoher Dampfdruck des Analyten benétigt, um
gute Nachweisgrenzen zu erreichen [27]. Wird eine Festphasenmikroextraktion (Solid Phase
Microextraction, SPME) der IR-Spektroskopie vorgeschaltet, lasst sich TNT in Wasser mit
einer Nachweisgrenze von 50 pg/L nachweisen [28].

1.2.2 Sicherheitsbereich

Neben der Analytik von Altlasten werden hochselektive und empfindliche Nachweis-
verfahren im Sicherheitssektor benotigt, z.B. am Flughafen fiir Passagier- und Gepéack-
kontrollen, bei Fahrzeug- oder Personenkontrollen oder bei der Uberwachung von durch
Terrorismus gefahrdeten Gebauden oder Einrichtungen. Die EU-Verordnung 185/2010
schreibtvor, ab September 2015 Passagiere und deren Handgepéack an allen europaischen
Verkehrsflughafen auf Spuren von Sprengstoff zu untersuchen [29]. Nach Inkrafttreten dieser
Verordnung war die Sprengstoffdetektion im Flughafensicherheitsbereich noch nicht
zufriedenstellend gelést. Am Flughafen Miinchen wurden aufgrund der Verordnung zwei
Arten von Detektoren eingesetzt, der Quantum Sniffer QS-B 220, der Sprengstoffe mittels
der lonenmobilitatsspektrometrie (IMS) nachweist [30], und der Detektor Itemiser 4DX,
welcher als lon Trap Mobility Spectrometer (ITMS) konstruiertist [31]. Der Einsatz dieser
Gerate fuhrte zum Verdacht einer erhdhten Konzentration fliichtiger organischer
Verbindungen, insbesondere Formaldehyd in der Umgebungsluft mit Folge krankheits-
bedingter Ausfélle des Sicherheitspersonals [32, 33].

Terroristische Anschlage unter Verwendung von TNT — erworben auf dem Schwarzmarkt
oder aus militdrischen Arsenalen gestohlen —geschehen héufig [34]. Internationale
Zeitungen berichten regelmafig tber derartige Attacken. TNT wurde beispielsweise 2012
vom Burgas-Bus-Bomber bei seinem Attentat auf einem bulgarischen Flughafen verwendet,
bei dem sechs Personen getdtet wurden. [35]. Einige solcher terroristischen Anschlage
kénnten verhindert werden, wenn adaquate Detektoren fiir das Sicherheitspersonal zur
Verfligung stlinden. Der Nachweis muss schnell und méglichst ohne falsch positive
Ergebnisse durchfiihrbar sein. Es gibt viele verschiedene Verfahren zur Detektion von
Sprengstoffen [36-38]. Die derzeit effektivste und effizienteste Methode ist noch immer der
Einsatz von Spurhunden, die Sprengstoffe oder Markierungsmittel in der Gasphase wahr-
nehmen konnen [11]. Kirzlich wurde jedoch gezeigt, dass das Training mit Pseudo-
Explosivstoffen bei Hunden zu einer schlechten Erfassungvon echtem Sprengstoff fuhrt [39].
Da der Dampfdruck vieler Sprengstoffe gering ist, kdnnen auch Hunde nichtin allen Fallen
eine Erkennung garantieren [34]. Hinzu kommt, dass die Ausbildung solcher Hunde sehr
teuer und zeitaufwendig ist, sodass Alternativen benétigt werden [40]. Anforderungen an die
Detektionssysteme sind Schnelligkeit, hohe Selektivitdt sowie ein einfacher Umgang und
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geringe Kosten. Chemischen Methoden fehlt es haufig an Selektivitdt, daher bieten sich
immunchemische Verfahren an, deren Grundlage ein hochselektiver Antikdrper ist. Der
Antikérper bindetselektivund mithohen Affinitaten an dem Zielmolekil. Kombiniert mit einem
geeigneten Detektionsverfahren kann dieses Bindungsereignis nachgewiesen werden. Den
ersten TNT-Immunassayentwickelten Little und Eisen [41]. Dieser basierte auf Fluoreszenz-
Quenching unter Verwendung von polyklonalen Antikérpern, d.h. die Konzentrations-
bestimmung erfolgt aufgrund der Abnahme der Fluoreszenzntensitat des Fluorophors. Es
wurden und werden weiterhin verschiedenste Immunosensoren entwickelt, die auf optischen
Verfahren basieren. Insbesondere zu nennen sind Fluoresze nz[42], Chemilumineszenz[43],
Surface Plasmon Resonance (SPR) [44] und Fluorescence Resonance Energy Transfer
(FRET) [45]. Am héaufigsten wird jedoch der Enzyme-Linked ImmunosorbentAssay (ELISA)
verwendet (Kap. 2.1). Aufgrund der intensiven Forschung an Sensorsystemen zur Detektion
explosiver Stoffe existieren viele Review-Artikel, die die Fortschritte auf diesem Gebiet
zusammenfassen. So gibt Singh einen Uberblick iiber chemisch basierte Sensorsysteme,
aber auch Biosensorsysteme fur die Detektion von Sprengstoffen [11]. Smith et al. [46] legt
den Fokus auf Biosensoren und bioanaloge Systeme. In diesem Review werden
verschiedene Immunassay-Formate, enzymatische Sensoren, biomimetrische Sensoren,
Zell-Biosensoren und Gasphasendetektionstechniken vorgestellt. Caygill zeigt die der-
zeitigen Trends in der Explosivstoffdetektion auf [38]. Unter anderem werden auch
Fortschritte im Bereich der Nanotechnologie dargestellt— ein wachsendes Gebietder letzten
Jahre. Auch diese Techniken kénnen biobasiert sein [47]. Die Analysezeiten der immun-
chemischen Methoden reichen von wenigen Minuten bis zu mehreren Stunden und die
Nachweisgrenzen kénnen unter glinstigen Voraussetzungen im unteren ppt-Bereich liegen.
Die Qualitat eines Immunosensors hangt entscheidend vom verwendeten Antikdrper ab.
Immunassays und Immunosensoren mitgeeigneten Antikdrpern [5, 48, 49], zeigen sehr gute
analytische Ergebnisse, niedrige Nachweisgrenzen und praktisch keine Kreuz-reaktionen.
Da fast alle organischen Sprengstoffe kleine Molekile sind, werden zur Er-zeugung von
Antikérpern Designstrategien fur die entsprechenden Haptene benétigt (Kap. 1.3) [50, 51].

Die Detektion von Pentaerythrityltetranitrat (PETN) ist besonders schwierig. Wegen seines
sehrgeringen Dampfdrucks [52]istes Hunden fastunméglich, die Verbindung aufzuspuiren.
Ebenso versagtdie massenspektrometrische Detektion. PETN istdie Hauptkomponente des
Plastiksprengstoffs Semtex [53, 54]. Um Plastiksprengstoff besser auffinden zu kénnen,
werden daher Geruchsstoffe oder Metallspéne wéhrend der Herstellung beigemischt. Die
Verwendung dieses Explosivstoffs durch Terroristen stellt weiterhin ein Sicherheitsproblem
dar. Am 29. Oktober 2010 wurden zwei Tonerkartuschen fur einen Laserdrucker auf zwei
getrennten Frachtflugzeuge in GroRbritannien und in Dubai gefunden [55]. Die Patronen
enthielten Bomben auf Basis von pulverformigem PETN. Die Bomben waren bereits von
mehreren Flugzeugen transportiert worden und wurden nur durch einen spezifischen
Hinweis, aber nicht durch Routinetberpriifungen der jeweiligen Flughafen entdeckt. Das
Beispiel verdeutlicht, wie dringlich die Nachweisbarkeitvon PETN verbessertwerden muss.
Doch um analog zu TNT auch fiir PETN immunchemische Nachweismethoden zu entwickeln,
werden zunéchst geeignete Antikérper benotigt.



1.3 Antikérperentwicklung gegen Sprengstoffe

1.3.1 Antikdrper

Antikérper sind globuléare Glykoproteine, die als Teil des adaptiven Inmunsystems, genauer
derhumoralen Immunantwort, Antigene erkennen, binden und so spezifisch abwehren. Etwa
75% der Antikérper im Serum (ca. 10 mg/mL) sind Immunglobuline der Klasse G (IgG) [56,
57], sodass meistlgG gemeint sind, wenn allgemein von Antikérpern gesprochen wird.
Dieser Typ wird von den B-Zellen des Imnmunsystems produziert. Das ubiquitar auftretende
IgG istals einzige Immunglobulinklasse plazentagangig und auf3er im Blutserum auch in der
Extrazellularflissigkeitund den Epithelien [56], vor allem des Gastrointestinaltrakts zu finden
[58, 59].

Der prinzipielle Aufbau eines IgGs istin Abbildung 1.2 dargestellt. Es handelt sich um ein
formal achsensymmetrisches Heterotetramer aus jeweils zwei molekular identischen
schweren (~50 kDa) und leichten (~ 22 kDa) Polypeptidketten. Diese sind kovalent durch
Disulfidbriicken sowie durch weitere nichtkovalente Bindungen verbunden und bilden die
typische Y-férmige Tertiarstruktur [56, 60]. Antikdrper werden in konstante und variable
Regionen eingeteilt. Die konstanten Domanender schweren und leichten Ketten werden bei
immunchemischen Methoden genutzt, um Speziesspezfische Antikdrper durch sekundare
Antikdrper (a-IgG) zu binden. Dazu wird nicht selten auch nur der untere Abschnitt der
konstanten Region verwendet (der den Carboxy-Terminus tragende Bereich), der aus dem
kristallisierbaren Teil (Fc) der konstanten Doméanen der beiden schweren Polypeptidketen
besteht.

+H3 T
*HaN variable Region
/ Fop-Teil
Leichte Ketten =
(jeweils ~ 22 kDa)
Schwere Ketten konstante Region
(jeweils ~ 50 kDa) F.-Teil

“00C COO” -
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung eines Antikérpers (1gG).

Der fur Immunassays und auch fiir die Immunabwehr entscheidende Teil, die
Antigenbindungsstelle, wird im Bereich der Amino-Termini der variablen Doméanen von
einer schweren und einer leichten Kette gebildet. Diese Antikdrper-Antigen-Bindungbasiert
auf spezifischen Wechselwirkungen zwischen den Aminosauren der Antikbrperseite
(Paratop) und den Strukturen auf der Antigenseite (Epitop). Dabei wirken u. a. elektrosta-
tische Kréfte, van-der-Waals-Krafte, Kationen-m-Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken-
bindungen und sogenannte hydrophobe Wechselwirkungen. Kovalente Bindungen werden
nicht gebildet. Die variable Domane verfiigt dabei Uiber eine gewisse Flexibilitat und geht
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erst nach der Bindung mit dem Antigen in eine stabilere Konformation tber, die eine
passende Form zur Antigenstruktur darstellt. Aus dem funktionell synmetrischen Aufbau
der Antikorper resultiert eine Bivalenz, Uber die die Antikérper verfiigen, d.h. sie besitzen
zwei identische Antigenbindungsstellen mit derselben Bindungsspezifitat. Fiir Sdugetiere
wird angenommen, dass sie durch Rekombination der Gene der variablen Region und
alternatives SpleiRen der Gentranskripte mindestens 108bis 107 verschiedene Antikdrper-
spezifitaiten hervorbringen kdnnen [56, 61].

1.3.2 Antikorper gegen kleine Molekile (Haptene)

Durch Hyperimmunisierung von Tieren mittels wiederholter subkutaner Injektion eines
Immunogens, kénnen polyklonale Antikbrper generiert werden. Zu beachten ist, dass das
Immunsystem erstauf Molekiile mit einer MindestgréZe von 1500 bis 5000 Da reagiert [60,
62]. Daher sind Sprengstoffe als Immunogen aufgrund der geringen Molekiilgréf3e unge-
eignet. Bindet man aber kleine Moleklle (Haptene) an ein groReres —den sogenannten
Carrier— kann eine Immunantwortausgeléstwerden (Hapten-Carrier-Prinzip) [63]. Um dies
zu realisieren, mussder Analyt haufig chemisch derivatisiertwerden, damiteine funktionelle
Gruppe zur Kopplung an den Carrier zur Verfigung steht. Als Carrier hat sich Rinder-
serumalbumin (Bovine Serum Albumin, BSA) bewahrt [5, 49]. Bei der Modifizierung des
Analyten mussbedachtwerden, dass auch leichte Verdnderungen zu Affinitdtseinbuf3en und
unerwiinschten Kreuzreaktivitaiten bei den Antikérpern flihren kdnnen. Daher sollten die
sterischen und elektronischen Charakteristika des Target-Molekils soweit wie maoglich
imitiert werden.

Als funktionelle Gruppe des Haptens wird haufig eine Sauregruppe verwendet, die mit den
Aminogruppen der zugéanglichen Lysine im BSA eine stabile Amidbindung bilden kann. Um
eine rasche Reaktion zu ermdglichen wird die Carboxylgruppe mit N-Hydroxysuccinimid
(NHS) zu einem aktivierten Ester umgewandelt [64, 65]. Damit das Hapten vom
Immunsystem besser erkannt werden kann, wird zusatdich ein ,Abstandshalter®, genannt
Spacer, verwendet, der das Targetmolekul aus der Oberflache herausragen lasst (Abb. 1.3).

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung eines Hapten-Carrier-lmmunogens.

Der Spacer sollte keine weiteren Gruppen auf3er der funktionellen Gruppe zum Koppeln
besitzen, da die Verdnderung der Polaritdt und Ladungsverteilung direkt die Antigen-
Antikérper-Reaktion beeinflussen wirde. Die Lange des Spacers gilt es ebenfalls zu
optimieren,da ein zu kurzer Spacer das Molekil teilweise in der Proteinstruktur untergehen
lieRBe, ein zu langer hingegen keine ausreichend rigide Struktur zeigte, was zu einer
Affinitatsschwéachung fuhren kdnnte. Um eine gute Immunantwort zu erhalten, wird versucht,
mdoglichstviele Haptene an ein Protein zu binden,damitdas Immunsystem das gewinschte



Epitop leicht erkennen kann. Die durch dieses Verfahren gebildeten Antikdrper richten sich
sowohl gegen das Hapten als auch gegen das Carrierprotein [66, 67].

1.3.3 PETN-Haptene, Isosterie und Bioisosterie

PETN ist ein hochsymmetrisches Molekil und besitzt lediglich Nitratgruppen und keine
geeigneten Ankniipfungsstellen fiir einen Spacer. Die wenigen Versuche, die in der Literatur
dokumentiertsind, in denen ein PETN-Derivat zur Immunisierung verwendetwurde, nutzten
Pentaerythrityltrinitrat (PETriN), ein Nebenproduktder Synthese von PETN. Es tragt nur drei
Nitroester und eine Hydroxylgruppe. Letztere kann fiir chemische Derivatisierung genutzt
werden. Die bisher dokumentierten PETN-Antikdrper, zeigen nur eine moderate Affinitat und
Selektivitdt zu PETN. Daher war ein Ziel dieser Arbeit, ein Hapten basierend auf einem
bioisosteren Ersatzzu entwerfen. Ein Ansatz, derhéufigin der Pharmazie, nichtaber fur die
Immunassay-Entwicklung verwendet wurde [68-70].

Isostere (isoelektronische) Verbindungen besitzen eine identische Atom- und Gesamt
elektronenzahl. Sie zeichnen sich, falls die Kernladungssummen iibereinstimmen, durch eine
auffallende Ahnlichkeitin ihren physikalischen Eigenschaften aus [71]. Dieses Konzept der
Isosterie wurde 1919 vom Physikochemiker Langmuir [72] eingefiihrt und erfuhr 1925 eine
Erweiterung durch eine als Grimm’scher Hydridverschiebungssatz [73, 74] bekannt ge-
wordene Regel. Diese besagt,dass Atome durch Aufnahme von n Wasserstoff-Atomen (n=
1, 2, 3 oder 4) die Eigenschaften derim Periodensystem um n Ordnungszahlen héheren
Atome annehmen. In den 1930-iger Jahren verdffentlichte Erlenmeyer einige detaillierte
Studien Uber das Isosteriekonzept. Er definierte Isostere als Atome, lonen oder Molekiile bei
denen nur die periphere Elektronenschale (gleiche Gesamtzahl der Aul3enelektronen)
identisch sind [75].

Unter dem von Friedman 1951 geprégten Begriff Bioisosterie verstehtman eine Erweiterung
des Isosterie-Konzeptes. Es erfolgtein Ersatz von Atomen oder Atomgruppen durch andere
Funktionalitaten, welche die oben genannten Isosteriedefinitionen nicht vollstandig erfiillen
mussen, im Organismus aber eine dhnliche biologische Aktivitat entfalten. Der bioisostere
Ersatzvon Atomen und funktionellen Gruppen war und ist eine der wichtigsten Strategien in
der Arzneimittelforschung [76-78]. Erstmalig wurde 1933 ein &hnliches biologisches
Verhalten von Benzol und Thiophen beschrieben [79]. Thiophen und Benzol wurden an
Serum-Eiweil3 (Schweine-Serum) gekoppeltund die Antikdrperproduktion untersucht. Die
induzierten spezfischen Antikérper banden gleichermafien an die Antigen-determinante
Gruppe Benzol wie an Thiophen. Benzol und Thiophen besitzen also vergleichbare
biologische Eigenschaften; sie verhalten sich bioisoster zueinander [80].

Nach diesem Konzept wurde in dieser Arbeit erstmalig ein Nitroester durch einen
Carbonatdiester ersetzt (Abb. 1.4). Der Vorteil dieser Substitution istdie durch das Konzept
bedingte hohe Anhnlichkeit zwischen Hapten und Analyt, auRerdem die gute synthetische
Verfugbarkeit (Uber aktivierte Carbonat-Derivate) und eine ausreichende chemische Stabilitat
der Verbindungen [81].
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Abbildung 1.4: PETN-Hapten und Analyt (PETN): neues Hapten mit einer Carbonatdiester-Gruppe,
Entwurf basiert auf einem isosterischen Ersatz, rot: Strukturelle Unterschiede zum Analyten.

1.4 Antikorperbibliothek fir TNT und PETN

Zwar wurden Immunassays mit Antikbrpern gegen die Explosivstoffe TNT [5, 7, 82-89], RDX
[90] und PETN [91, 92] mehrfach beschrieben, jedoch kam es trotzder schon 1996 durch die
Umweltschutzbehdrde der USA (EPA) fir TNT [93] und RDX [94] herausgegebenen
Methoden bislang nicht zu einem breiten, kommerziellen Einsatz.

1.4.1 Anti-TNT-Antik6rper

Es gibt eine Vielzahl von polyklonalen und monoklonalen anti-TNT-Antikdrpern mit
unterschiedlichen Testmittelpunkten und Nachweisgrenzen (Tab. 1.2, 1.3).

Tabelle 1.2: Ubersicht verschiedener monoklonaler anti-TNT-Antikdrper mit deren Testmittel punkten
(ICs0) und Nachweisgrenzen (LOD) der kompetitiven Assays [95].

Antikorper Autor Immunogen Methode ICs0 [MO/L] LOD [pg/L]
von TSD Bioservices Bowen [82] - SPR - 73 ppm
(Gasphase)
Al.1.1von Strategic Green[88] TNP-Glycin-KLH  Reversed- - 2,5
Biosolutions displacement
immunosensor
von Strategic Keuchel - ELISA 4,5
Diagnostics Inc [83]
Al.1.1von Strategic Zeck [7] TNP-Glycin-KLH  ELISA 0,34 0,06
Diagnostics Inc
A1l.1.1von Strategic Charles [84] - ELISA 53 0,095
Biosolutions
M-TNT Abvon Shankaran TNP-BSA SPR 0,7 0,008
Strategic Biosolutions [85]
M-TNP von Biomeda Shankaran TNP-OVA SPR - 0,04
(8]
10A11 Bromage TNP-KLH Fluoreszenz - 0,05
(86]
11B3 Whelan[87] TNP-OVA Continuous flow - 25
DNT4 3F6 Kramer [89] 3-(4-A-2,6-DNP)- ELISA 0,26 0,02
PA-KLH
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Antikorper Autor Immunogen Methode ICs0 [Mg/L] LOD [pg/L]

DNT4 4G4 Kramer [89] 3-(4-A-2,6-DNP)- ELISA 0,35 0,02
PA-KLH

DNT4 1A3 Kramer [89] 3-(4-A-2,6-DNP)- ELISA 0,73 0,05
PA-KLH

DNT4 1A7 Kramer [89] 3-(4-A-2,6-DNP)- ELISA 2,32 0,11
PA-KLH

2E3 Charles [84] ELISA 295 6,1

30-1 Charles [84] TNP-KLH ELISA 169 1,5

5-1 Charles [84] TNP-OVA ELISA 259 6,1

mAb: monoklonaler Antikdrper; pAb: polyklonaler Antikdrper
TNP:  Trinitrophenyl, 3-(4-A-2,6-DNP)-PA: 3-(4-Amino-2,6-dinitrophenyl)propionséure, KLH (keyhole
limpet hemocyanin), BSA (bovine serum albumin), OVA (ovalbumin)

Bei den ersten finf monoklonalen Antikérpern kdnnte es sich um denselben Antikdrper
handeln, da alle Hersteller zum selben Unternehmen gehdéren (Strategic Diagnostics Inc.
USA bzw. dessen Tochterfirmen) und die Bezeichnung der Antikdrper teilweis e identischist

Tabelle 1.3: Ubersicht verschiedener polyklonaler anti-TNT-Antikérper mit deren Testmittelpunkten (ICs)
und Nachweisgrenzen (LOD) der kompetitiven Assays [95].

Antikorper Autor Immunogen Methode ICs0 [pg/L] LOD [ug/L]
von Serva Keuchel [83] TNP-Konjugat  ELISA 0,35 0,02
P-TNP AbvonBD Shankaran TNP-OVA SPR - 0,25
Biosciences [85]
P-TNPh Ab Shankaran TNP-KLH SPR 0,3 0,002

(85]
K1B9 Ramin [5] TN6PHA-BSA  ELISA 0,1 0,007
K2B12 Ramin [5] TN6PHA-BSA  ELISA 0,1 0,007

TNP: Trinitrophenyl, KLH (keyhole limpet hemocyanin), BSA (bovine serum albumin), OVA (ovalbumin)

In dieser Arbeit kamen nach der Methode von Ramin hergestellte polyklonale anti-TNT-
Antikérper zur Anwendung. Um ein Immunogen mit optimalen strukturellen Charakteristika
Zu erzeugen, wurde 6-(2,4,6-Trinitrophenyl)hexansaure (6-TNPHA) (Abb. 1.5) synthetisiert
und an das Tragerprotein BSA gekoppelt. Nahezu die komplette Struktur des TNT-Molekiils
istin diesem Haptenvorhanden. Es liegen keine zusatzlichen oder fehlenden Ladungen vor.
Minimale elektronische Effekte aufgrund der virtuellen Verlangerung durch den apolaren
Linker, kdnnen jedoch nicht ausgeschlossen werden.

NO, NO,
OH CH,

o}
O,N NO, O,N NO,

Abbildung 1.5: Chemische Struktur von 6-(2,4,6-Trinitrophenyl)hexanséure und von TNT.

Es wurden zwei Kaninchen mit 6-TNPHA-BSA immunisiert, um polyklonale anti-TNT-Anti-
korper zu generieren. Seren von Kaninchen 1 Boost9 (K1B9, nach der 9. Injektion des TNT-
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Immunogens) und Kaninchen 2 Boost12 (K2B12, nach der 12. Injektion des TNT-Immuno-
gens) wurden fir die Experimente der vorliegenden Arbeit verwendet. Die Bindungs-
konstanten betragen 5,1-10° L/mol (Kaninchen 1) bzw. 2,3-10° L/mol (Kaninchen 2) [5].

1.4.2 Anti-PETN-Antikorper

Vor Uber 20 Jahren wurde ein US-Patent von der Westinghouse Electric Company
eingereicht. Es beschreibt ein "Verfahren zum Nachweis von Nitratestern” und die Her-
stellung von Antikdrpern gegen PETN [96]. Als Nachweisgrenze wurde zwar optimistsch
0,03 pg/L PETN angegeben, die Auswertung der présentierten Kalibrierkurve legt jedoch
eine Nachweisgrenze von lediglich 1 pg/L nahe. Die Antikérper haben eine sehr hohe
Kreuzreaktivitat mitNitroglycerin. Kreuzreaktivitdten zu weiteren Verbindungen wurden nicht
getestet[97]. Das Patent zeigt die Verwendung von Pentaerythrityltrinitrathemiglutarat und
schlug die Verwendung anderer Dicarbonséaureanhydride zur Modifizierung von Penta-
erythrittrinitrat (PETriN) vor. Ein monoklonaler Antikérper auf der Grundlage der Immuni-
sierung von Pentaerythrityltrinitrathemisuccinat wurde von den Forschern des DSTL (Kent,
UK) hergestellt. Der Antikdrper wurde in einer Veréffentlichung von Blackburn etal. erwahnt
[68], zu diesem wurden jedoch keine weiteren Angaben gemacht. Die monoklonalen
Antikérper wurden durch Wilson et al. [91] fiir einen Elektrochemilumineszenz-
Enzymimmunassayverwendetund erreichten eine Nachweisgrenze von etwa 20 ug/L [98].
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2 Affinitdtsmethoden

Affinitatsmethoden gewinnen zunehmend in der Analytik an Bedeutung. Diese beruhen
typischerweise aufeiner Wechselwirkung zwischen Ligand und Rezeptor. Zu Beginn wird der
Enzym-gekoppelte Imnmunassay (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) vorge-
stellt, sowie mdgliche Anwendungen und deren Auswertung aufgefiihrt. Als weiteres Ver-
fahren wird die Affinitdtschromatographie beschrieben, die héaufig die Selektivitat der
Antikorper fur die bendtigte Ligand-Rezeptor-Bindung nutzt. Im Anschluss werden die in
dieser Arbeit verwendeten und aus der Literatur bekannten Immobilisierungsreaktionen
aufgefihrt.

2.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

2.1.1 Prinzip

Der erste Inmunassay wurde von Yalow und Berson [99] verdffentlicht und nutzte die
Radioaktivitat kiinstlicher Antigene zur Detektion (Radioimmunassay, RIA). Dieser Assay
wurde flr medizinische Messungen vielfach zur Quantifizierung variiert [100]. Inzwischen
wird am haufigsten der ELISA verwendet. Er kommt nicht nur bei klinischen und
biochemischen Untersuchungen zum Einsatz, sondern wird auch bei der Gewinnung von
Antikérpern [101] und in der Umweltanalytik als schnelle und kostengiinstige Methode
verwendet [51, 102-104]. Beim ELISA werden Enzym-gekoppelte Antigene bzw. Antikdrper
anstelle von radioaktiven Isotopen (meist 12| oder ®H) zur Markierung eingesetzt [62]. Eine
durch die Enzyme katalysierte Reaktion fuhrt zu einer Verstarkung (Amplification) des
Signals, was die hohe Empfindlichkeitdes ELISAs ermdglicht. So kbnnen Immunassays
theoretisch eine Empfindlichkeit von 10-5 bis 10-1 mol/L bzw. in der kompetitiven Variante
bis zu 10 mol/L erreichen [105]. 1971 wurden beiden ersten ELISAs alkalische Phospha-
tase und als homogenes Substrat p-Nitrophenylphosphat von Engvall und Perlmann [106]
eingesetzt. Avrameas und Guilbert [107] nutzten Meerrettich-Peroxidase (POD, HRP) mit
H2>02/0-Dianisidin (3,3'-Dimethoxybenzidin) als chromogenes Substrat. Beide Enzyme
werden noch heute verwendet, seltener werden B-Galactosidase, Glucoseoxidase und
andere eingesetzt. Diverse Chromogene, wie z B. 2,2-Azinodi(3-ethylbenzthiazolin)-6-
sulfonat (ABTS), wurden verwendet, wobei die héchste Empfindlichkeit fir chromogene
Substrate mit H20./3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) fir HRP erreicht wurde [62, 105],
das auch fur den im Rahmen dieser Arbeit entwickelten PETN-ELISA verwendet wird. Mit
fluorimetrisch nachweisbaren Substraten wie H202/3-(4-Hydroxyphenyl)propionséaure fur
HRP oder 4-Methylumbelliferyiphosphatlasstsich die Testempfindlichkeitum das Zwei - bis
Zehnfache erhéhen [62, 105, 108]. Die Sensitivitdt von Chemolumineszenzassays ist noch
héher. Luminol und seine Derivate sind klassische Substrate bei der Chemilumineszenz-
reaktion und werden auch bei Immunassays verwendet. Fir ihre Reaktion werden
Katalysatoren benétigt, wodurch zusatzliche Storfaktoren geschaffen werden. Weitere
brauchbare Marker fur Immunassays stellen Acridinester dar, die keinen Katalysator zur
Reaktion benétigen und somit robuster sind [109].

Der in dieser Arbeit entwickelte PETN-ELISA ist ein direkter, kompetitiver Assay, wobei die
Verwendung der Begriffe ,direkt‘ und ,indirekt* in der Literatur nicht einheitlich ist. Der
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folgende kompetitive Ansatz ist fiir kleine Molekiile geeignet, da aufgrund des kleinen
Molekulargewichtes nur jeweils ein einzelner Antikbrper an diesem Molekiil bindenkann [46].
Der ELISA ist ein Festphasenassay und wird in Mikrotiterplatten (MTP) aus Polystyrol
durchgefiihrt, die eine hohe Bindekapazitatfiir Proteine haben. Die Adsorption der Proteine
beruht hauptsachlich auf hydrophoben Wechselwirkungen [62]. Im direkten Assay werden
die Analyt-spezifischen Antikdrper auf dem Trager immobilisiert. Hierzu wird ein sekundarer
Antikérper (anti-Kaninchen-lgG) unspezifisch adsorptiv auf einer MTP immobilisiert
(Beschichtung, langsamster Schritt: Inkubationszeit ca. 10 h), der die Antikbrper aus dem
Serum im zweiten Schritt bindet (Seruminkubationzeit 45 min) (Abb. 2.1).

N

= e ]

Abbildung?2.1: ELISA-Schritte: 1. Beschichtung mit a-Kaninchen-1gG und 2. Seruminkubation.

Im Kompetitionsschritt wird die Probe und nachfolgend ein Enzym -markierter Analyt, auch
Tracer genannt, aufgetragen. Das bedeutet, dassim entscheidenden Kompetitionsschrit der
freie Analyt aus der Probe mit dem HRP-Konjugat um die begrenzte Zahl der selektiven
Bindungsstellen derimmobilisierten Antikérper konkurriert (Abb. 2.2). Das gebundene HRP-
Konjugat dient schlielich der Detektion. Es wurde durch kovalente Kopplung des ent-
sprechenden Haptens an HPR analog zur Synthese des Immunogens hergestellt.

@

HRP

/ / / /

Die letzten Schritte sind die Entwicklung des Assays und die photometrische Endpunkt
bestimmung des gebildeten gelben Farbstoffs nach Absenkung des pH-Wertes (Abb. 2.3).

( TMB —

TMB
HRP

Abbildung?2.3: ELISA-Schritt 5: Farbentwicklung und Stoppen dieser Reaktion mit Schwefelsaure.
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Hierdurch wird sowohl die Enzymreaktion gestopptals auch der zunédchstentstandene blaue
Farbkomplex protoniert, der in Anwesenheitvon HRP und Wasserstoffperoxid aus TMB
entstanden ist (Abb. 2.4) [110].

H5;C CHj + Hy0,
Peroxidase
s~
-2 HZO
H3C CHs
H;C CHj
® ®
pH <1 HoN — NH,
—_—
H;C CHj

Abbildung 2.4: Farbreaktion von 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin und H,0, in Gegenwart von HRP.

Die Signalstarke ist invers zu den Analytkonzentrationen, d.h. hohe Extinktionen ent-
sprechen niedrigen Analytkonzentrationen, geringere Extinktionswerte hohen Konzen-
trationen des Analyten. Die Auswertung erfolgt Uber eine 4-Parametergleichung [111], die
einen sigmoidalen Kurvenverlauf beschreibt [112].
A=D
Extinktion = S—— +D
CPETN
1 (“BE)

Sieistvergleichbar mitden Dosis-Wirkungs-Kurven aus der Pharmakologie [113], weswegen
die Konzentration im Wendepunkt der Kurve (Parameter C in 4-Parametergleichung), auch
als mittlere inhibitorische Konzentration (ICsp) angegeben werden kann. Dieser Test-
mittelpunkt kann direkt zur Abschéatzung der Affinitat der Antikdrper sowie zur Bestimmung
der Kreuzreaktivitat herangezogen werden [114-116].

2.1.2 Prazisionsprofil

Die Werte der 4-Parametergleichung werden zur Bestimmung des Messbereichs durch die
Erstellung eines Préazisionsprofils nach Ekins [117] herangezogen. Durch den sigmoidalen
Kurvenverlauf weisen die Werte mit den hochsten Steigungen (um den Testmittelpunkt
herum) die héchste Genauigkeitauf. Die Messunsicherheitnimmt zu héherer und niedrigerer
Konzentration hin drastisch zu. Der relative Fehler berechnet sich als:

C \8 B
0 Ogxtinktion i ( ) PETN
rel. Fehler [%] = ~100- =2 o) +2 +( z )]

Die Konzentration des Analyten wird sowohl gegen die Absorption als auch gegen den
relativen Fehler aufgetragen. Die Kurve des relativen Fehlers fiihrt in der Regel zu einem
asymmetrischen U-formigen Profil, das die Bestimmung der Nachweisgrenze und der
unteren und oberen Grenze des Messbereichs ermdglicht.
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2.1.3 Bestimmung der Affinitatskonstanten
Die Affinitatskonstanten werden aus den Minima der ICso-Werte des kompetitiven ELISAs
[114] bestimmt. Die Gleichgewichtskonstante der Reaktion

Antikorper + Antigen — >  Antigen-Antikorper-Komplex

istgegeben mit:

K = Cantigen— Antikérper—Komplex
=

Cantigen " Cantikérper

Am Testmittelpunkt sind die Konzentrationen von Antikérper und Antigen-Antikdrper-
Komplexgleich groR3. Die Konzentration des Antigens setzt sich aus der Konzentration des
Analyten und des Tracers zusammen. Um eine Abschéatzung der Konzentration des Analyten
zu erhalten, wird die Konzentration des Tracers so weit minimiert, dass gerade noch ein
Signal auswertbarist. Mit der N&herung, die Tracerkonzentration unter diesen Bedingungen
gleich Null zu setzen, entspricht die Konzentration des Antigens der des Analyten:

1 1
KA

- [CAntigen]SO - [CAnalyt]so

Die Analytlésung wird beim kompetitiven ELISA mit der Tracer-Lésung im Verhaltnis 1:1
verdiinnt. Dieser Verdlinnungsfaktor muss bei der Berechnung der Affinitatskonstante mit
dem zusatzlichen Faktor 2 berticksichtigt werden:

MAnalyt
Ky =2 —=
A ICsq

Der ICso-Wert wird molar angegeben (Manay: Molmasse des Analyten).

2.1.4 Bestimmung von Kreuzreaktivitdten (KR)

Die Kreuzreaktivitaten (KR) werden mittels ELISA mit Verdiinnung sreihen des Analyten und
den zu untersuchenden Substanzen (Kreuzreaktanden) ermittelt. Die unterschiedlichen
Testmittelpunkte ICso der entsprechenden Substanzen werden mithilfe der 4-Parameter-
Gleichung ermittelt. Aus diesen lassen sich die Kreuzreaktivitaten anhand folgender Formel
berechnen [116]:

[CAnalyt] 50

KR[%] = -100

[ T estsubstanz] 50

Um bei Substanzen, die nur eine schwache Kreuzreaktivitdt aufweisen, einen sigmoidalen
Verlauf zu erzwingen, wird der Parameter D der Testsubstanz-Kurve mitdem Parameter D
der entsprechenden Analyt-Kurve auf der gleichen Mikrotiterplatte gleichgesetzt.
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2.2 Affinitatschromatographie

2.2.1 Prinzip

Affinitatschromatographie ist eine effiziente Methode zur selektiven Anreicherung z. B. von
Biomolekilen [118-122]. Sie basiert in der Regel auf der reversiblen und selektiven
Wechselwirkung eines auf einer stationaren Phase immobilisierten Liganden und eines
Analyten in der mobilen Phase. Die Trennung erfolgtaufBasis derindividuellen chemischen
Struktur des Analyten. Der immobilisierte spezifische hochaffine Ligand, bindet nicht
kovalent, meist ,biospezfisch* an dem Zielmolekil, sodass das Molekiil selektivaus einer
komplexen Mischung adsorbiertwird. Die Elution kann u. a. mit kompetitiven Liganden oder
durch pH-Wert-Wechsel erfolgen und wird h&ufig als Stufenelution durchgefiihrt. Das Prinzp
der Affnitdtschromatographie ist in Abbildung 2.5 verdeutlicht, Abbildung 2.6 zeigt ein
typisches Chromatogramm.

%
2.
‘08

Abbildung 2.5: Prinzip der Affinitatsreinigung von links nach rechts: immobilisierter Antikbrper mit
bindenden Analyten (rot) und nichtbindenden Stoffen (schwarz), Laden der S&ule mit der Probe,
Waschen, d. h. Entfernen der nichtbindenden Stoffe mit Waschpuffer, Elution des Analyten mit
Elutionspuffer.

Absorption

0 2 4 6 8 10 12

Séaulenvolumen

Abbildung 2.6: Typisches Chromatogramm einer Affinitatschromatographie:
A Probenauftrag, B Elutionspuffer, C Regenerierungspuffer, 1 Aquilibrierung, 2 Adsorption der Probe
und Elution der ungebundenen Stoffe, 3 Basislinientrennung 4 Elution des Analyten 5 Aquilibrierung.
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Die Affinitatschromatographie kann zum Anreichern von Substanzen, die nur in geringer
Konzentration vorliegen, oder zum Entfernen von Kontaminationen verwendet werden.
Daneben wird sie auch zur Untersuchung biologischer Wechselwirkungen und zur
Praparation von Proben fiir die Massenspektrometrie eingesetzt. Sie ist als einstufiger
Prozess im Vergleich zu anderen Aufreinigungstechniken oft sehr effektiv und zeitsparend
[123]. M&gliche Bindungspaare kénnen Enzym und Inhibitor, Antikérper und Antigen, Hormon
und Rezeptor oder Oligonukleotide und ihre komplementéaren Strénge sein. Die Affinitat des
Liganden muss sich nichtauf die selektive Bindung eines einzelnen Molekuls beschranken,
sondern kann sich im Fall gruppenselektiver Liganden auch auf eine gesamte Stoffklasse
beziehen. Gruppenselektive Liganden sind Lectine fiir Glycoproteine, Calmodulin fur Ca?*-
bindende Proteine, Heparin fur Koagulationsproteine, Farbstoffe flir Enzyme, Nukleinsé&uren
fur Dehydrogenasenbzw. Kinasen, Protein Aund Protein G fir IgG. Von den Lectinen bindet
immobilisiertes Concanavalin A, a-D-Mannose- und a-D-glucosehaltige Kohlenhydratregio-
nen, wahrend Agglutinin N-Acetyl-D-Glucosamin adsorbiert. ,Monospezfische“ Liganden
sind z.B. Antikérper fur Antigene, Hormone fiir deren Rezeptoren, Enzyminhibitoren fur
Enzyme sowie MBP-Antikdrper (MBP fir Maltose-bindendes Protein) und GST-Antikdrper
(GST fir Glutathion-S-Transferase) fiur rekombinante (Fusions-)Proteine.

Aus Organismen gewonnene biologische Liganden kdnnen mit anderen Biomolekilen
kontaminiertsein und die Reproduzierbarkeitistbeim Wechsel der einzelnen Chargen nicht
unbedingtgegeben. Aus diesem Grund besteht Interesse an der Entwicklungbiomimetischer
Liganden. Molecular Imprinting, bei dem eine fiir den Analyten passende Polymerschablone
mitkomplementaren Wechselwirkungsbedingungenfiir eine hohe Affinitaterstellt wird, wurde
als alternative Variante vielfach beschrieben [124].

Die Bindung zwischen Ligand und Analytkann auf ele ktrostatischen, hydrophoben, Van-der-
Waals-Wechselwirkungen und auf Wasserstoffbriickenbindungen beruhen. Die Gleich-
gewichtsdissozationskonstante Kp sollte im Bereich von 10° bis 108 M liegen [123]. Sie
muss fur die selektive Bindung des Analyten stark genug sein und sich im Elutionsschritt zur
Isolierung des Analyten wieder I6sen lassen. Die Elution kann durch Zugabe eines zum
Analyten kompetitiven Reagenzes spezfischerfolgen. Oft wird sie jedoch unspezifisch durch
Anderung der lonenstarke, z. B. Uber die Molaritat von Natriumchlorid oder durch Anderung
des pH-Werts bzw. der Polaritat des Elutionspuffers induziert [125]. In seltenen Fallen wird
zwischen Ligand und Analyt eine kovalente Bindung wie z B. eine Disulfidbriicke gekniipf,
die im Elutionsschritt gespalten wird [123].

Die Aufreinigung von IgG aus Seren istvon industrieller Bedeutung. Hierzu wird das bereits
1972 von Hjelm und Kronvall entwickelte Chromatographieverfahren eingesetzt, das eine
besondere Eigenschaftvon Protein A nutzt. Hierbei handelt es sich um ein bakterielles
Protein aus Staphylococcus aureus, das spezifisch am konstanten Fc-Teil (crystallizable
Fragment) der IgG-Antikdrper bindet [126-129]. Das Verfahren ermdglicht es, die 1gG-
Fraktion von denrestlichen Proteinen des Serums zu isolieren. Die Affinitét von Protein Azu
Immunglobulinen der Klasse G ist dabei sowohl vom Organismus, aus dem die Antikrper
isoliert wurden, als auch von ihrer Subklasse abhéngig [122, 123].
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2.2.2 Immobilisierungsreaktionen

Liganden, meist Proteine, werden Uberwiegend kovalentan Tragermaterialien gebunden. Die
Anbindung der Proteine erfolgtin der Regel iiber die Aminogruppe desim Protein enthaltenen
Lysins. Nachfolgend werden die in dieser Arbeitverwenden Kopplungsreaktionen aufgefuhrt

Epoxy-Methode

Eine einfache Methode zur Immobilisierung ist die Epoxy-Methode, bei der das Amin die
Epoxidgruppe direkt nukleophil angreift (Abb. 2.7) [130].

Q + H;N—R QH
— NH_
R

Abbildung 2.7: Reaktionsschema Epoxy-Methode.

Die Kopplung wird im basischen Milieu durchgefiihrt, damit das Amin nicht in seiner
unreaktiven protonierten Form vorliegt. Auf diese Weise kénnen auch andere Nukleophile
wie Thiole oder Hydroxylgruppen kovalent binden. Die Reaktions kinetikistjedoch langsam,
sodass hohe Ligandenkonzentrationen und lange Reaktionszeiten notwendig sind [118].

Formyl-Kopplung

Bei Tragermaterialien, deren funktionelle Gruppen Aldehydgruppen sind, bilden diese mitden
Aminogruppen des Proteins im ersten Schritt eine Schiff'sche-Base (Abb. 2.8). Diese
Reaktion ist reversibel, weshalb das gebildete Imin mit Cyanoborhydrid zu einem sekun-
daren Amin reduziert wird (reduktive Aminierung).

+
. H2N R NaCNBH3
Ny N/R
+ HZO H

Abbildung 2.8: Reaktionsschema FormyI-Kopplung.

Kritisch bei dieser Methode istder Einsatzder Reduktionsmittel. Diese sollten im Idealfall das
Protein nicht denaturieren bzw. modifizieren. In der Realitat ist jedoch eine partielle De-
naturierung wahrscheinlich. Die Kinetik dieser Kopplung ist schneller als die der Epoxy-
Methode [130].

Glutaraldehyd-Methode

Zur Immobilisierung von Proteinen an Amino-Tragermaterialienwird die Aminogruppe mittels
Glutaraldehyd durch eine Aldehydgruppe als funktionelle Gruppe ersetzt. Glutaraldehyd wird
Uber eine Formyl-Kopplung kovalentan die Aminogruppe des Tragermaterials gebunden,
sodass eine zusatzliche Spacer-Verlangerung erfolgt (Abb. 2.9) [131].

(0] O
+ )J\/\/u\ . NaCNBH3 /\/\)J\
NH, H H

- HZO
Abbildung 2.9: Reaktionsschema Glutaraldehyd erster Schritt.
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Die anschlieRende Proteinbindungan das mit Aldehydgruppen aktivierte Material erfolgt Giber
eine erneute Formyl-Kopplung via Schiffsche Base (Abb. 2.10).

% + Protein-NH, H
/\/\)]\ /\/\/C§
N H -H,0 H N-Protein
H

+ NaCNBH;, Hp
H “>NH-Protein

Abbildung2.10: Reaktionsschema des zweiten Schritts der Glutaraldehyd-Methode, Immobilisierung des
Proteins via Schiff'sche Base und deren Reduktion mittels Natriumcyanoborhydrid.

Bei der Verwendung von Glutaraldehyd in wassriger Lésung kann sich allerdings eine
Vielzahl von Nebenprodukten bilden, z. B. cyclische bzw. polymere cyclische Hemiacetale
(Abb. 2.11) oder «a,8-ungesattigten Polymeren, die zu cyclischen Verbindungen weiter-
reagieren kdnnen (Abb. 2.12) [132].

HMH - HZO /Ej\
— —_—
o o HO 0 OH HO 0 o o) OH
n

Abbildung?2.11: Reaktion von Glutaraldehyd zum cyclischen bzw. polymeren cyclischen Hemiac etal.

0} H O H

HMH -H,0 H H
—
(0] O

O O

(e} (¢} (e}
+ H,0
T w = J\@
OH (e} OH

Abbildung 2.12: Reaktion von Glutaraldehyd zu «,f-ungeséttigten Polymeren und mogliche
Weiterreaktion zum cyclischen Acetal.

Ein weiterer Nachteil dieser Methode ist—aufgrund der Formyi-Kopplung — dass das Protein
durch den Einsatz des Reduktionsmittels partiell reduziert wird. Somit liegt der nicht
gekoppelte Proteinanteil fir spatere Immunisierungen chemisch verandertvor und entspricht
nicht mehr exakt dem urspriinglichen Edukt.

Reaktion mit Anhydrid und anschlieRender NHS-Aktivierung und Protein-Kopplung

Kleine cyclische Dicarbonséureanhydride, Bernsteinsiure- oder Glutarsdureanhydrid wer-
den haufig zur Spacer-Verlangerung durch Reaktion an aminofunktionalisierten Trager-
materialien benutzt [133, 134]. Gleichzeitig wird die funktionelle Gruppe in eine Carboxyl-
gruppe umgewandelt, die anschlielBendz. B. mitNHS aktiviertwird, um das Protein zu binden
(Abb. 2.13).
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NH
2 0 o -

OH
o}
+ NHS, DCC + Proteln _\_NH
T» 'Hzo o)
NH—Protein
o

O

Abbildung 2.13: Reaktionsschema zur Umwandlung der Amimogruppen in Carboxylgruppen mit
anschlieender NHS-Aktivierung und Protein-Kopplung.

NHS-Kopplung

Eine sehr verbreitete Kopplungsmethode ist die Verwendung von NHS-Estern, sogenannte
aktivierte Carbonséuren oder Aktiv-Estern. Sie reagieren bereits bei Raumtemperatur mit
Aminogruppen unter Bildung einer Amidbindung (Abb. 2.14) [65].

o
O\N + H2N R
o
o
Abbildung 2.14: Reaktionsschema der NHS-Kopplung.

Tresyl-Kopplung

Nilson und Mosbach nutzen organische Sulfonyichloride, wie Tosyichloride und Tresyi-
chloride, um Agarose und andere hydrophile Tragermaterialien zu aktivieren [135-137].
Sulfonate sind gute Abgangsgruppen und bilden bei Reaktionen mit Nukleophilen, wie
Amino- oder Thiolgruppen, stabile kovalente Alkylamine bzw. Thioether. In dieser Arbeit
wurde ein mit Tresylgruppen aktiviertes Tradgermaterial verwendet (Abb. 2.15).

(0] (6]
I +HN—R I
—_—TP ~
I\/o sﬁ r + HO— ﬁ CF,4
(e}

Abbildung 2.15: Reaktionsschema der Tresyl-Kopplung.

Silanisierung

Um ein pordses Glas zu funktionalisieren, wird die Oberflache Ublicherweise silanisiert. Bei
diesem Vorgang findet nach anfanglicher Hydrolyse des Silanisierungsreagenzes eine
Kondensationzwischen den Silanolgruppen des Reagenzes und den Silanolgruppen aufder
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Glasoberflache statt. Da in dieser Arbeit das porése Glas mit Epoxygruppen funktionalisiert
werden sollte, wurde Glycidoxypropyltrimethoxysilan als Reagenz verwendet (Abb. 2.16)
[138]. Um die Silanisierungsschichtbei der anschlieBenden Epoxykopplung nichtabzulésen
und auch die teilweise Auflésung des Glases durch Aufbrechen der Si-O-Si-Bindungen au
vermeiden, wird die Kopplung bei einem nur leicht basischen pH-Wert (pH 8,3 statt 9,5)
durchgefihrt.

OH H3g\? OH O/H
+ H,0 |
OH * H,c” \Sl’i/\/\o/w 2 e _o_sli/\/\o/ﬁ
OH 0 e} - 3 MeOH o o
H
e
. OH ©O
+ H,N—Protein |
—_— —O—Si/\/\O/Y\NH—Protein
pH 8,3 |
OH O\H OH

Abbildung 2.16: Silanisierung von Glas mit Glycidoxypropyltrimethoxysilan.
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3 Tragermaterialien

Nach einer kurzen Einfuhrung tber die geschichtliche Entwicklung der Tragermaterialien
werden die Eigenschaften verschiedener Materialien vorgestellt. AnschlieRend werden die
beiden Methoden Gasadsorption und Quecksilber-Intrusionsporosimetrie erlautert, die in
dieser Arbeit zur Bestimmung von Porengréf3en verwendet wurden.

3.1 Allgemeiner Uberblick

Starkenstein beschrieb 1910 die erste Kopplung an ein Tragermaterial, indem er Amylase
als Ligand an Starke immobilisierte [139]. Erst durch die Optimierung der Tragermaterialien
sowie der Kopplungstechniken konnte sich die Affinitatschromatographie etablieren [140-
143]. So muss ein geeignetes Material mechanisch robust, aufgrund funktioneller Gruppen
fur eine Kopplung funktionalisierbar, ansonsten jedoch chemisch inert sein, um gegeniber
Losungsmitteln, pH-Wert-Schwankungen und gegebenenfalls Enzymen oder Mikroben stabil
zu sein [123]. Die Oberflache sollte hydrophil und ungeladen sein, um hydrophobe und
ionische, unsperzfische Bindungen zu vermeiden. Damit die Analyten die Liganden
ungehinderterreichen kdnnen, sollte die Porengré3e nach Renkin [144] mindestens fiinfmal
sogrofd wie das zu isolierende Molekiil sein. Die aus Partikeln bestehende Phase sollte eine
monodisperse GroRenverteilung aufweisen, da anderenfalls durch das Ausfiillen der
Zwischenraume mitkleineren Partikeln der Durchfluss behindertwird [123,125]. In der Regel
generieren kleinere Partikel zwar eine gré3ere spezifische Oberflache, jedochkann die Saule
durch diese blockiert werden. Als Folge des hohen Gegendrucks ist eine Kompression der
Partikel méglich. So ist mit der Wahl der PartikelgréRe stets ein Abwagen zwischen einer
hohen Kapazitat und einer guten Permeabilitat der S&ule verbunden. Um weiche, gelartige
Materialien mechanisch zu stabilisieren, werden diese vernetzt, was meist zu Lasten der
Porositat und Kapazitdt geschieht [123]. Zu hohe Kapazitaten kénnen durch sterische
Hinderungen und/oder durch zu starke Bindungen des Liganden eine verringerte effektive
Kapaztat verursachen [145].

Um sterischen Hinderungen der Bindung des Analyten an den Liganden entgegenzuwirken,
wird der Ligand meist Uiber einen speziellen Abstandshalter, den Spacer, an die Matrix
gebunden [125]. Der Spacer sollte hydrophil sein, um unspezifische Bindungen zu vermeiden
und eine optimaleL&nge besitzen. Bei einer zu kurzen Lange ister wirkungslos, da der Analyt
teilweise in der Proteinstruktur untergeht. Ist er zu lang entsteht keine ausreichend rigide
Struktur. Es kénnen unspezfische Bindungen auftreten oder es wird die Kapazitat durch
Faltung sogar reduzert [123, 125]. Neben den herkdmmlichen, underivatisierten Trager-
materialien werden auch aktivierte angeboten. Diese sind bereits mitfunktionellen Gruppen
modifiziert, sodass gezielt und unkompliziert Liganden kovalent gebunden werden kdnnen.
In der Regel sind zwischen der Matrix und den Kopplungsgruppen bereits Spacer eingefugt
(Abb. 3.1).

Die meisten in dieser Arbeit verwendeten Materialien waren funktionalisierte Trager-
materialien. Als Basis fur die Matrizen wurden synthetische Methacrylatderivat-Polymere,
vernetzte Naturstoffe wie Agarose und Cellulose und porése Glaser verwendet.
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Trager Gruppe

Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau eines aktivierten Tragermaterials.

3.2 Diverse Tragermaterialien

3.2.1 Methacrylatderivate

Kopolymerisation von Glycidyimethacrylat, Pentaerythrityldimethacrylat und Polyethylen-
glykol ergibt eine komplexe Struktur, die reich an Hydroxylgruppen und Etherbindungen ist
Abbildung 3.2 zeigt das schematische Produkt einer solchenPolymerisation. Die Oberflache,
die durch diese Art von einem Polymernetzwerk gebildet wird, ist nur leicht hydrophil und
kann unter bestimmten Bedingungen sogar hydrophobe Tendenzen zeigen. Die innere Matrix
besteht aus stark verwobenen Polymeragglomeraten, die ihr eine erhebliche mechanische
Stabilitat verleiht.

Abbildung 3.2: Polymerisation und Vernetzung von Pentaerythrityldimethacrylat mit Glycidylmethacrylat
und Polyethylenglykol.

Toyopearl®-Harze sind fur den Einsatz in der biopharmazeutischen Produktion entwickelt
worden. Aufgrund der starren Polymerstruktur aus Methacrylaten, sind sie mechanisch stabil
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und zeichnen sich durch gute hydrodynamische Eigenschaften aus. Diese ermdglichen einen
hohen Prozessdurchsatz. Optimierte Porendurchmesser und eine enge PartikelgroRen-
verteilung begunstigen eine schnelle Kinetik und auRergewshnliche Auflosung. Toyopearl ®-
Beads kdnnen fiir Anwendungen mit Driicken bis zu 7 bar verwendet werden und sind in
einem Bereich von etwa pH 2-12 stabil. Sie sind mitunterschiedlichen Funktionalisierungen
erhaltlich. In dieser Arbeit wurde die Formylvariante verwendet [146].

Als weiteres Methacrylat-Tragermaterial wurde Fractogel® EMD-Epoxy verwendet. Bei
diesem Saulenmaterial sind die funktionellen Gruppen an langen, linearen Polymerketten
gebunden, die sogenannten Tentakeltechnologie. Alle Polymerketten sind kovalent an
Hydroxylgruppen der Fractogel®-Matrix gebunden. Diese Konfiguration generierteine grolRe
Oberflache fur Biomolekile und l&asstBindungen ohne sterische Hinderung zu. So soll eine
effiziiente Trennung und eine hohe Bindungskapaztéat auch bei hohen Durchflussraten
erreicht werden. Dieses Material ist fur Driicke bis zu 20 bar ausgelegt und es stehen eine
Vielzahl von Liganden fur verschiedene Chromatographie-Anwendungen zur Verfugung. In
dieser Arbeit wurde Fractogel® EMD-Epoxy verwendet [147].

3.2.2 Sepharose™

Unter dem Namen Sepharose™ wird quervernetzte Agarose verkauft. Der Name steht fir
Separation-Pharmacia-Agarose. Agaroseistein Polysaccharid aus D-Galactose und 3,6-An-
hydro-L-Galactose, die glycosidisch miteinander verbunden sind. Der Stoff wird haupt-
sachlich aus den Rotalgen Gelidium und Gracillaria gewonnen (Abb. 3.3).

Sepharose™ wird haufig als stationadre Phase fiir die chromatographische Trennung von
Biomolekilen eingesetzt. Mit Protein A bzw. Protein G gekoppelte Sepharose ™-Kiigelchen
(englisch beads) werden héaufig bei der Immunprazpitation eingesetzt. NHS-aktivierte
Sepharose™ 4 Fast Flow besteht aus Kiigelchen (45-165 pum) aus 4% quervernetzter
Agarose. Das Material istzwischen pH 3 und 13 stabil und mitNHS-Gruppen zum Ankoppeln
aminogruppenhaltiger Proteine und Peptide aktiviert.

OH OH Y

e}
H
o o OH
o

(0]
OH
OH

Abbildung 3.3: Strukturformel von Agarose.

3.2.3 Cellulose

Cellulose als Hauptbestandteil von pflanzlichen Zellwdnden (Massenanteil etwa 50%) ist die
in der Natur verbreiteste organische Verbindung und somit auch das mengenmaRig
bedeutendste Polysaccharid. Sie besteht aus mehreren hundert bis zehntausend unver-
zweigten B-D-Glucose-Molekiilen (B-1,4-glykosidische Bindung) bzw. Cellobiose-Einheiten
(Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4: Strukturformel von Cellulose.

Diese lagern sich zu héheren Strukturen zusammen, sodass ein stabiles Cellulosegerist
entsteht, das in Gestaltvon reil3festen Fasern den Pflanzen Stabilitat verleiht. Es zeichnet
sich ferner durch sehr geringe unspezfische Adsorption aus. Gerade die unspezifische
Bindung gilt es bei der Affinitatschromatographie zu unterbinden, sodass dieses Material in
funktionalisierter Form flr die Affinitditschromatographie verwendet wird.

Formyl-Cellufine™ basiert auf starren spharischen, fir die Affinitdtschromatographie
optimierten Celluloseperlen (125-210 um) mit sehr grol3en Porengré3en, wodurch hohe
Durchflussraten mdéglich werden (Abb. 3.5). Der Arbeitsdruck sollte nicht mehr als 1 bar
betragen, sodass eine HPLC-Anwendung nicht realisierbar ware [148]. Als funktionelle
Gruppe fungieren Formylgruppen, sodass eine Ligandenkopplung unter milden Bedin -
gungen in kurzer Reaktionszeit stattfinden kann.

OH CH,0H OH CH,0H
HO ° o ° O1—H
on OH o OH
0 o o o
CH,OH 2L CHz OH b

| |
<|:H2 o—CHz—TH—CHZ—NH—[-CHZ-IZCHo
THOH OH
THZ
CH,OH o}
o o
OH
OH
HO— 0 O——H
OH CH,OH
— —C

Abbildung 3.5: Strukturformel von Formyl-Cellufine™.

3.2.4 Porose Glaser

Pordse Glaser gehdren zu den silikathaltigen (SiO2-Gehalt > 95%) Materialien und weisen
eine dreidimensionale, verzweigte Mikrostruktur auf [149]. Die Herstellung erfolgt Giber die
Auslaugung phasengetrennter Alkaliborosilikatglaser oder Uber Sol-Gel-Prozesse. Bei
Anwendung des ersten Verfahrens wird das Phdnomen der Phasentrennung von Glasem
ausgenutzt, das bei Alkaliborosilikatglédsern besonders ausgepragtist. Ausgangspunktistdas
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terndre Glassystem Na20-B20s-SiO». Abbildung 3.6 zeigt das Phasendiagramm der daraus
resultierenden drei binéren Teilsysteme Na20-B203, Na,O-SiO2 und B20s-SiO..

Eine Phasentrennung ist nur in dem definierten Bereich der Zusammensetzungen von
Alkaliborosilikatglasern maoglich, welcher durch die Anomaliegerade A (Abb. 3.6) gekenn-
zeichnet ist. Besonders in einem Temperaturbereich von 500-580°C tritt eine starke
Phasenseparation auf. Dabei bildetsich eine alkalireiche Boratphase sowie eine unl6sliche,
fast ausschlief3lich aus SiO, bestehende Phase, welche beide eine zusammenhé&ngende
Durchdringungsstruktur bilden. Der Mechanismus der Phasenseparation wird in der Literatur
unterschiedlich beschrieben, wobei zwei Phanomene diskutiertwerden. Zum einen wird von
einem Keimbildungs- und Keimwachstums-Mechanismus ausgegangen. Zum anderen soll
spinodale Entmischung in der Glasmatrixfur die Separation der Phasen verantwortlich sein
[152, 153].

Die l6sliche Alkaliboratphase kann mittels Extraktionsmitteln, wie heiRen Mineralsauren,
Wasser oder Alkoholen entfernt werden, wobei die zweite reine SiO2-Phase nahezu unver-
andert bleibt. Die Hohlraumstruktur des zuriickbleibenden SiO>-Skeletts steht damit im
direkten Zusammenhang mitder Struktur der Entmischungsbereiche. Die Textur und Struktur
derpordsen Glaserwird durchdie Zusammensetzung des Ausgangsglases, der thermischen
Behandlung zur Entmischung und durch das Extraktionsmittel bestimmt [154].

Na:0

10/\-90

40, 60

6 40
VYCOR-Glaser
80 20 Pyrex-Glaser

L OO000 > 10

10 20 30 40 50 60 70 80 90 Si0:
Konzentration in Mol-%

A = Anomaliegerade
Abbildung 3.6: Ternares Glassystem Na,O-B,0s-SiO, mit Entmischungsbereich sowie Lage der Glaser
vom VYCOR- und Pyrex-Typ [150, 151] (CC BY-SA 3.0 (Riod79 erstellt 24.06.2008).

Portse Glaser kdnnen mit maRgeschneiderten Poren in einem breiten Porenbereich (0,3-
1000 nm) hergestelltwerden. So kann der Bereich der Mikro- (< 2 nm), Meso- (2-50 nm) und
Makroporen (> 50 nm) abgedecktwerden undeine breite Modellierung des porésen Systems
erfolgen [155]. Im Unterschied zu anderen porésen Feststoffen kénnen durch den
Herstellungsprozess eine sehr enge Porengroenverteilung sowie eine grofRRe innere
Oberflache und hohe Porenvolumina erzeugt werden [156]. Drei verschiedene SiO»-
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Strukturen (Netzwerk-SiOz, feindisperses SiO2 und kristallines SiO2) bestimmen dabei die
Struktur- bzw. Textureigenschaften. Auf den Oberflachen der pordsen Glaser finden sich OH-
Gruppenin unterschiedlicher Konzentration je nach dem Temperverfahren im Herstellungs -
prozess. Die durch schwach saure Silanol- und restliche Boranolgruppen hervorgerufene
Aciditat der pordsen Glaser istnur gering und kann durch den Praparationsprozess, den
Borgehalt und die Bedingungen der thermischen Aktivierung kontrolliert werden. Weiterhin
kann das Material sehr flexibel in verschiedene geometrische Formen (z. B. Perlen,
Stabchen, Fasern, ultradiinne Membranen) gebrachtwerden. Die porésen Glaser ,VYCOR -
Glas* und ,Controlled Pore Glass” (CPG) werden schon seit einigen Jahren kommerzell
vertrieben [157].

Fur die Anwendung in der Affinitatschromatographie ist dieses druckstabile Material
besonders fir den Einsatz in der HPLC geeignet. Aufgrund der bei der Herstellung flexibel
konfigurierbaren PorengréiRe, steht fur jede Anwendung ein Material mit optimaler Poren-
groRRe zur Verfugung, so dass hohe Saulenkapazitaten erreichtwerden kénnen. Es ist aber
zugleich zu beachten, dass die Porengréf3e auch die Diffusionsprozesse bestimmt und die
gewinschte schnelleKinetik nichtverlangsamensoll. Auch sinktdie Kapazitat des Affinitats -
materials trotz hdherer spezfischer Oberflache, wenn die Porendurchmesser fiir eine
Immobilisierung von groRen Biomolekilen zu klein sind.

3.3 Methoden zur Bestimmung der PorengrofRen

Fur Porosimetrieuntersuchungen im trockenen Zustand sind Gasadsorption und Quecksilber-
Intrusionsporosimetrie die Methoden der Wahl [158].

3.3.1 Gasadsorption

Mit Hilfe der Gasadsorption [159] kdnnen spezifische Oberflichen und Mikro- bzw. Meso-
porengréRenverteilungen pordser Stoffe bestimmtwerden. Hierzu wird ein Inertgas, das
Adsorptiv, auf der Oberflache eines Feststoffs, dem Adsorbens physisorbiert [160]. Die
Physisorption beruht auf der Wirkung von Van-der-Waals-Kraften zwischen Adsorbat und
Adsorbens.Es istauch eine weitere Adsorption an der bestehenden Adsorbatschic ht méglich
ist, sodass mehrere Adsorptionsschichten ausgebildet werden kénnen. Auf ein Adsorptiv
wirken stets zwei einander entgegengesetzte Krafte, die vom Abstand zur Oberflache
abhangig sind: Eine abstoRende Kraft, die proportional zu r*? ist, und eine anziehende,
proportional zu r'8. Diese Beziehung, die die potentielle Energie des Teilchens beschreibt, ist
als Lennard-Jones-Potential bekannt[161]. Typische Werte der Physisorption liegenbei etwa
20 kd/mol. Zwischen den freien und den adsorbierten Teilchen bildet sich ein dynamisches
Gleichgewicht aus. Fir eine gegebene Temperatur besteht eine Beziehung zwischen der
Zahl der pro Oberflacheneinheitadsorbierten Teilchen und dem Druck des Adsorptivs in der
Gasphase. Als Adsorptivwird Uiblicherweise Stickstoff (Flachenbedarfam= 0,162 nm?)[162]
bei seinem Siedepunktvon 77 K eingesetzt. Die Graphik in Abbildung 3.7 verdeutlicht den
typischen Zusammenhang zwischen der adsorbierten Menge (,Beladung®) und dem D ruck
flr ein mikro- bzw.- makropordses System. Die dargestellte Kurve (Abb. 3.7) wird Adsorp-
tionsisotherme genannt.
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Abbildung 3.7: Typische Isotherme einer Porenanalyse mittels Stickstoffadsorption.

Bei kleinem Druckistzunéchst ein linearer Anstieg der Adsorptionsisothermen zu beobach-
ten, der durch die Ausbildung eines Monolayers nach dem Henry'schen Gesetz zu erkléaren
ist.

p = Kyx
p: Druck des Gases, K,;: Henry-Konstante, x: Stoffmengenanteil des Gases

Bei steigendem Druck strebt die Beladung zunachst gegen einen Grenzwert, der von
Langmuir als monomolekulare Belegung der Oberflache gedeutet wurde. Mit steigendem
Druck wird der Anstieg der Beladung immer steiler. Dies ist zunachst auf einen Bereich
mehrschichtiger Belegung zuriickzufihren, der von Brunauer, Emmett und Teller
beschrieben wurde [160]. Darauf folgt schlieRlich die Kapillarkondensation und somit die
endgliltige Fullung der Porenmitdem Adsorptiv. Die drei genannten Bereiche gehenfliel3end
ineinander Uber und lassen sich nicht exakt abgrenzen.

Unter Verwendung von Stickstoff werden Porengréf3en im Bereich von 0,4-300 nm erfasst
Fur die Messung wird die entgaste Probe einem Gasstrom ausgesetzt und das adsorbierte
Gaswolumen (Adsorbat genannt) volumetrisch oder gravimetrisch ermittelt [159]. Nach
anschlieBender Verringerung des Drucks setzt die Desorption des Gases ein, sodass die
Messmethode zerstérungsfrei arbeitet. Der Adsorptionsisotherme lassen sich alle Parameter
entnehmen, die fur eine Bestimmung der Oberflache nach Brunauer-Emmett-Teller (BET)
erforderlich sind. Die Adsorptionsisothermengleichung (BET-Gleichung) lautet in lineari-
sierter Form [160]:

p_1 (=Dp
ng(Po—p) nypC nC Do
p,o: Sattigungsdampfdruck des Adsorptivs, n,: adsorbierte Stickstoffmenge beim relativen Druck L
Monolayerkapazitat, C: Konstante, abhangig von der Isothermenform

Gregg und Sing zeigten, dass dieser Zusammenhang fur den Bereich 0,05 <p/p,< 0,30
linear ist [163], sodass durch Auftragen von — - gegenn (p dle Konstante C und n,,
0~

bestimmt werden kann [164]. Die BET- Oberﬂaé)he kann somltfolgendermaBen berechnet
werden:
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Agpr= Ny Ny~ ay

a,, = 0,162 nm?: BET Stickstoffmonolayer mit dichtester Packung bei 77 K, N,: Avogadro-Konstante

Die PorengroéRenverteilung fir Poren groRer als 2 nm wird nach der Kelvin-Methode durch
Verwendung der Daten der Adsorptionskurve mit der Kapillarkondensations-Gleichung
berechnet [164, 165]:

2Vocos9  —0,953 nm
1, = =~
b RTIn P In P
Po Po
1,: Porenradius p,: geséttigter Druck bei 77 K, p: Gleichgewichtsdruck der Stickstoffadsorption, o: Ober-

flachenspannung, 9: Kontaktwinkel, V,,: molares Gasvolumen, T: Temperatur, R: universelle Gaskon-
stante

Der eigentliche Porenradius r, ergibtsich [L66]aus der Summe des Kelvinradius r,und der
Schichtdicke t des Adsorbats [164]:

n

p=rK+t

Fur die Bestimmung der Schichtdicke des Adsorbats tgibtes einige Modelle. Am h&ufigsten
wird das Modell nach de Boer verwendet [160, 167].

13,99
t=01nm- D
0,034—0,4343:In—
Px

t: Schichtdicke des Adsorbats

3.3.2 Quecksilber-Intrusionsporosimetrie

Die Quecksilber-Intrusionsporosimetrie wurde von Ritter und Drake entwickelt[168, 169]. Mit
dieser Methode koénnen die PorengroRenverteilung, das Gesamtporenvolumen, die
spezifische Oberflache einer porésen Probe sowie die Dichte und die Porositatdes Materials
bestimmtwerden. Quecksilber als nichtbenetzende Flussigkeitwird durch Druckerhdhungin
die Poren gepresst. Je kleiner die Pore, desto héher der aufzuwendende Druck. Washbum
[170,171]beschrieb 1921, dass der Kontaktwinkel einer Flissigkeitgrof3er als 90° seinmuss,
damit ihre Oberflachenspannung einer Intrusion in Poren ohne &uf3ere Druckeinwirkung
entgegenwirkt. Die Washburn-Gleichung transformiert den angelegten Druck p in den ent-
sprechenden Porenradius r,, Der Druck verhalt sich dabei umgekehrt proportional zum
Porenradius:

20cos?
P p
.. Porenradius, p: Druck, o: Oberflachenspannung des Quecksilbers, ¥: Kontaktwinkel (Benetzungs-
winkel) [159, 164, 172]

Quecksilber erfullt mit einem vom Feststoff abhangigen, aber in der Regel mit ca. 140°
angenommenen Kontaktwinkel diese Bedingung. Die Oberflachen spannung betragtbei 25°C
0,484 Nm [159, 173]. Viele Verbindungen weisen mit <90° einen zu kleinen Kontaktwinkel
aufund sind somitfir die Messung nichtausreichend hydrophob [173]. Quecksilberist somit
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die fur dieses Verfahren einzige universell geeignete nichtbenetzende Flissigkeit [172]. Bei
diesem Verfahren wird die trockene und nicht amalgambildende Probe in einem
Penetrometer evakuiert,um Luftaus den Poren zu entfernen. AnschlieRendwird die Kammer
mitQuecksilber befillt,der Druck sukzessive erhdhtund das abnehmende Quecksilbervolu-
men als Funktion des Drucks registriert. Aus der aufgenommenen Quecksilber-Intrusions-
kurve wird durch Transformation des Drucks in den Porenradius nach Washburn die
kumulative Porenvolumenverteilung erstellt und durch ihre einfache Ableitung die differen-
tielle Porenvolumenverteilung erhalten [159]. Die Messung des Drucks erfolgtbis 400 MPa,
sodass Porenweiten im Bereich von ca. 4 nm bis 400 um erfasstwerden kdnnen [174]. Es
mussen aber mdgliche Kompressionen der Probe und des Quecksilbers sowie thermische
Einflisse berucksichtigtwerden [174]. Bei Reduktion des Drucks zieht sich das Quecksilber
weitgehend aus den Poren wieder zuriick und die erhaltene Hystereseform lasst gewisse
Ruckschlisse aufdie tatsachlichvorliegende Porenform zu [172, 173, 175]. Da die Extrusion
des Quecksilbers nicht vollstandig erfolgt, handelt es sich bei der Quecksilber-Intrusions-
porosimetrie um keine zerstdrungsfreie Methode.

Der Berechnung der spezfischen Oberflache S,, nach Rootare und Prenzlow [176] liegt
abgesehen von wenigen allgemeinen Bedingungen an die Porenform kein spezelles
Porenmodell zu Grunde. Die Gleichung leitet sich aus der Arbeit dW her, die fir das
Eintauchen einer Flache dS eines nicht benetzten Pulvers in Quecksilber zu leisten ist:

dW = o cos9d-dS

o: Oberflachenspannung des Quecksilbers, 9: Kontaktwinkel

Diese entsprichtder Arbeit, die fur die Intrusion des Quecksilbervolumens dVqin der Probe
unter duBerer Druckeinwirkung verrichtet wird:

o - cos¥-dS = —pdV,

Das Integral zur Berechnung der spezifischenOberflache S,,, kann entweder numerisch oder
aus der Quecksilber-Intrusionskurve graphisch ermittelt werden:

qmax

1
Sm = “m-o-cosd J’ ~pdly

q,0
Da bei diesem Verfahren Poren kleiner als 4 nm nicht erfasst werden, kénnen die
berechneten Werte von denen abweichen, die mittels Gasadsorption bestimmtwerden. Ein
linearer Zusammenhang zwischen den mit beiden Methoden ermittelten spezfischen
Oberflachen bestehtim Bereich von 10 bis 100 m?g [122, 172].
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4 Proteinbestimmung

Proteinbestimmungen kommen in vielen Bereichen, wie der Lebensmittelanalytik oder der
klinischen Diagnostik, aber auch zur Prufung von Enzymaktivitaiten zum Tragen.
Proteinproben sind haufig eine komplexe Mischung verschiedener Proteine. Zur Quantifi-
Zierung des Proteingehalts dieser Rohproteinldsungenwerden haufigspektroskopische oder
kolorimetrische Reaktionen verwendet. Einige Methoden weisen nur einige spezielle
Aminoséuren nach, wie die UV-Bestimmung bei 280 nm. Kolorimetrische Methoden nutzen
z.B. den Nachweis der Amidbindung aus. Einen Uberblick iiber die verschiedenen
Proteinbestimmungsmethoden gibt Abbildung 4.1.

Spektroskopie Kolorimetrie Aminosduren

Y SRy s

|UV- Absorptiox“ Fluoreszenz | Cu?* | | Farbstoff | | ASA |

+ Komplexbildung Bradford

Kjeldahl

Abbildung 4.1: Uberblick einiger Proteinbestimmungsmethoden (ASA: Aminosaureanalyse, BCA:
Bicinchoninséure-Assay).

4.1 Klassische Proteinbestimmungsmethoden

4.1.1 Kjeldahl-Methode

Bei einer der dltesten Proteinbestimmungsmethodenaus dem Jahr 1883 nach Kjeldahl [177]
wird der Proteingehaltdurch Reduktion von Stickstoffverbindungen zu Ammoniak bestimmt
Die Proteinprobe wird mit einem Uberschuss an Schwefels&ure in einem offenen Kolben
erhitzt, wobei der Kohlenstoffim organischen Material zu Kohlendioxid (CO2) oxidiert und die
Schwefelséure zu Schwefeldioxid (SO2) reduziert wird. Der Amidstickstoff wird mittels
Katalysator (Schwermetalle und Selen) in Ammoniumsulfat tberfiihrt. Die anschlie3ende
Behandlung mitLauge setzt Ammoniak frei, welches mittels Was serdampf-Destillation in eine
borsaurehaltige Vorlage tberfihrt wird:
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NH; + B(OH); + H,0 —= B(OH),; + NH,"

Diese Boratldsung wird anschlieBend mit Salzsaure titriert.

B(OH),” + NH,; —— NH,Cl + B(OH); + H,0

Um den Proteingehaltzu berechnen, wird der durch die Titration ermittelte Stickstoffwert mit
6,25 (2 100/16) multipliziert, da der Stickstoffgehalt von Proteinen (zwischen 15-18%,
durchschnittlich 16%) annahernd konstantist [177].

4.1.2 280 nm-Methode

Soret hatte 1883 die Idee, den Proteingehaltdurch UV-Absorption zu bestimmen [178]. Als
quantitative Methode hat Holiday sie 1936 etabliert [179]. Wegbereitend waren in der
Zwischenzeit Arbeiten von Ward, Smith, Stenstrom und Reinhardtin den Jahren 1923-1929
[180]. Die Absorption bei 280 nm erfolgt lediglich durch die aromatischen Aminoséuren
Tryptophan und Tyrosin sowie in deutlich geringerem und meist vernachlassigbarem Mal3e
von Phenylalanin. Da Proteine eine unterschiedliche Anzahl an aromatischen Aminoséauren
enthalten, unterscheiden sie sich deutlich hinsichtlich ihrer Extinktionskoeffizienten bei
280 nm. Diese liegen typischerweise zwischen 1 und 2,5 LgZcm-l. Die Nachweisgrenze
dieser Methode wird mit 20-3000 ug/mL angegeben, wobei Detergenzien, DNA und Lipide
diese Nachweismethode stéren. Im Jahre 1942 verfeinerte Warburg diese Methode, indem
er eine Korrektur bei Anwesenheitvon DNA unter Zuhilfenahme der Wellenldnge 260 nm
einfuhrte [180, 181]:

Ny
c(Protein) [ﬂ] =1,55"A,g0 — 0,76 Aygq

Kalb nutzte im Zuge einer weiteren Verfeinerung eine noch kirzere Wellenldnge von
nunmehr 230 nm [182]. Zur Proteinbestimmung ergab sich daraus diese Formel:

c(Protein) [%] =183 Ayyy — 758 Age

Scopes verwendete die Wellenlange 205 nm zur Proteinbestimmung [183], da diese
Methode nichtso stark von der Aminosaurezusammensetzung abhangt. In diesem Bereich
absorbieren die C=C-Doppelbindungen und die C=0-Doppelbindungen der Peptidbindun-
gen. Demzufolge stéren die Aminos&uren His, Phr, Tyr und Trp, die zuséatzliche Doppel-
bindungenin den Resten aufweisen. Scopes beriicksichtigte dies mit folgender Korrektur:

A
c(Protein) = 27 + 120%

205

Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 1-100 pg/mL.

In dieser Arbeit wurde zur Bestimmung der IgG-Konzentration die vereinfachte lineare
Berechnung auf Basis der Absorption von 280 nm eingesetzt. Dabeiwurde der Extinktions-
koeffizient von IgG mit 1,37 Lg-'cm-*verwendet [184].
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4.1.3 Biuret-Methode

Bei der kolorimetrischen Biuretmethode nach Riegler [185] werden Peptidbindungen
nachgewiesen, indem der daraus gebildete Kupfer-Amid-Komplex spektroskopisch
gemessen wird (540 nm). Fir diese Probe wird kein Biuret verwendet, wie der Name
nahelegt,sondern es entstehtbei Anwesenheitvon Amidbindungen ein &hnlicher Komplex
den auch Biuret bildet (Abb. 4.2).

OYNYO v 3; \ ,NH<
T MY

(6] N o
H

Abbildung 4.2: Kupferkomplexe mit Bluret und mit Amidbindung in alkalischer L6sung.

Um die Stabilitat der Kupferionen zu erhdhen, hat Kingsley das Verfahren modifiziert [186,
187]. Weitere Optimierungen unter Verwendung von Natrium-Kalium-Tartrat als Komplex
bildner wurden durch Weichselbaum [188] und Gornall [189] etabliert. Die Tyrosinreste
tragen ebenfalls zur Farbbildung bei. Gestort wird der Nachweis durch Anwesenheitvon
Ammoniumsulfat, Glucose, Natriumphosphat, Tris etc. Die Nachweisgrenze liegt bei 0,5-
15 mg/mL [190], der lineare Messbereich bei 0,5-4 mg/mL [191]. Ellman reduzierte die
Detektionsgrenze auf0,01 mg/mL,indem er die Messung des Komplexes im UV-Bereich bei
263 nm durchfiihrte [192].

4.1.4 Lowry-Methode

1951 wurde der Lowry-Assay entwickelt, der lange Zeit das wichtigste Verfahren zur
Proteinbestimmungwar, sodass diese Veroffentlichung zum meistzitierten Paper wurde. Die
Methode nutzt ebenfalls den anfanglich gebildeten Kupferkomplexzur Detektion. Durch eine
nachgeschaltete Redoxreaktion miterneuter Komplexbildung des reduzierten Cu* mitFolin-
Ciocalteu-Reagenz (Molybdatophosphorsaure und Wolframatophosphorsaure/Heteropoly-
sauren) wird eine deutlich bessere Nachweisgrenze mit 1-1500 ug/mL erreicht [193]. Der
lineare Arbeitsbereich liegt zwischen 20 und 500 pg/mL. Die Detektion ist bei 750 nm,
650 nm und 540 nm mdglich [191]. SDS stort nicht. Anders verhélt es sich jedoch bei
Reagenzien wie EDTA, DTT, Triton X-100, Thiolreagenzien, Ammoniumsulfat, Mg?* und
Saccharose. Ein weiterer Nachteil ist, dass es zu groRen Empfindlichkeitsunterschieden
zwischen Proteinen kommt. Durch Optimierung der Methode, durch zusétzliche Tartratein-
wirkung, gelang es Hartree die Nachweisgrenze auf 0,1 pg/mL zu senken. Der lineare
Bereich liegt bei 15-110 pg/mL [194]. 2008 wurde die zeitliche Entwicklung dieses Tests
innerhalb von zwei Stunden untersucht, was zu einer verbesserten Linearitat fuhrte [195].

4.1.5 Bradford-Methode

Eine Proteinbestimmung, die unspezifische Bindungen zu kationischen und unpolaren
Seitenketten der Proteine (hauptsachlich Arg und Lys) im sauren Medium zur Detektion nutzt
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[196], ist der 1976 von Bradford veroffentliche Bradford-Test, der als Reagenz Coomassie
Brilliantblau G 250 verwendet (Abb. 4.3) [197].

Dieser Testist sensitiver als der Lowry- und der BCA-Test. Die Nachweisgrenze liegt bei
0,05-0,5 ug/mL. Stérungenwerden durch SDS, Triton-X, DOC etc. hervorgerufen. Auch hier
treten bei unterschiedlichen Proteinen groBe Empfindlichkeitsunterschiede auf. Diese
Methode wird vor allem zum Anfarben von Proteinbanden in Gelen verwendet.

Da oft recht unterschiedliche Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fur die zuvor beschrie-
benen Tests angegeben werden, hat Okutucu die drei klassischen kolorimetrischen
Methoden 2007 verglichen [191]. Die vierte Spalte ,Optimierte Nachweisgrenze” wurde
entsprechend den erwéhnten Artikeln ergdnzt (Tab. 4.1).

(
HO,S 1 _
Oy O
<
NH‘@*O/_

Abbildung 4.3: Bradfordreagenz Coomassie Brilliantblau G 250.

Tabelle 4.1: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der kolorimetrischen Proteinbestimmungsmethoden
sowie deren Optimierungsmaglichkeiten.

Test Linearer Bereich Nachw eisgrenze Optimierte

[ng/mL] [pg/mL] Nachw eisgrenze
Biuret 500 - 4000 20 ab 10 pg/mL, Ellman
Lowry 20 - 500 15 ab 0,1 pg/mL, Hartree
Bradford 20 - 500 18 -

Literatur: [194, 195, 198]

4.1.6 Bicinchoninsdure-Assay (BCA)

Eine weitere Proteinkonzentrationsbestimmung (Messbereich: 20-2000 pg/mL) [193] ist mit
dem 1985 von Smith et al. entwickelten BCA-Test (Bicinchoninsdure) moglich [199]. Das
verwendete Reagenzist Uiber mehrere Tage stabil, jedoch ist der Einfluss von Zeit und
Temperatur so gravierend, dass die Sensitivitdt der Proteinbestimmung dadurch beeinflusst
wird. Auch dieser Test nutzt nach der Reduktion von Cu?* eine Komplexbildung von Cu*
(562 nm) (Abb. 4.4).

Bei niedriger Temperatur (RT) reagieren lediglich Cystein, Cystin, Tyrosin und Tryptophan,
bei erhéhter Temperatur (60°C) tragen zuséatzlich die Peptidbindungen zur Farbreaktion bei,
sodass diese Methode nichtso anféllig auf Variationen der Aminosdurenzus ammensetzung
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reagiert[200]. Das Verfahren ist unempfindlich gegen Detergenzien wie SDS und Triton-X-
100. Unterbefunde werden durch EDTA, Ammoniumsulfat, Natriumphosphat und Glycin,
Uberbefunde durch Saccharose, Glucose und DTT vorgetauscht. Die Nachweisgrenze liegt
bei 0,1-1 pg/mL, der lineare Messbereich bei 20-500 pug/mL.

4.1.7 NanoOrange®-Assay

Der NanoOrange-Assay ist ein sensitiver Fluoreszenztest. Das NanoOrange ®-Reagenz
basiert auf einem Merocyanin-Farbstoff (Abb. 4.5). Jones et al. geben einen Messbereich
von 10 ng/mL bis 10 pg/mL Protein bei Verwendung eines Standard-Fluorometers an [201].

‘00C coo | 3-

“00C COO”

Abbildung 4.4: Strukturformel des BCA-Reagenzes und des violetten Cu*-BCA-KompI_exes, Absorption
bei 562 nm.

“048

Abbildung 4.5: Strukturformel von Merocyanin-Farbstoff.

4.2 Proteinhydrolyse

Die konventionelle Proteinhydrolyse verwendet 6 M Salzs&ure als Hydrolysereagenz und
wird bei 110°C im Vakuum fiir 20 bis 24 h meistin Flussigphase durchgefihrt. Haufig werden
Radikalfanger wie Phenol verwendet, um Reaktionen mit Trp, Cys, Met, Ser und Thr zu
unterbinden. Zur Beschleunigung der Reaktionszeit haben Gehrke et al. die Reaktion auch
flr 4 h bei 145°C durchgefuhrt [202]. Als Faustformel kann eine Halbierung der Reaktionszeit
bei Erhéhung um 10°C verwendet werden. Seltener wird die alkalische Hydrolyse mit4 N
NaOH (18-70 h) zur Bestimmung von Tryptophan verwendet. Die enzymatische Hydrolyse
mit Pronase bei pH 7-8 wird durchgefihrt,um den Asn bzw. Glu-Gehalt zu bestimmen.
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Klassischwird als Reaktionsgefal? ein Hydrolyseréhrchen verwendet, das evakuiert und mit
Stickstoff gespiltwerden kann. Es wird sehr saubere, sogenannte subboiled HCI verwendet,
um Kontaminationen zu vermeiden. Alternativ kann auch eine Gasphasenhydrolyse durch-
gefiihrt werden.

Eine Ubersicht Giber die verschiedenen in der Literatur dokumentierten konventionellen
Hydrolysemethoden mit6 M HCI istin Tabelle 4.2 zu finden, wobei einige Aminosé&uren
schlecht quantifizierbar sind. Tryptophan mit seiner saureempfindlichen Indoleinheit wird
nahezu vollstandig zerstort [203, 204].

Eine Verkiirzung der Hydrolysezeit der konventionellen Proteinhydrolys e kann neben einer
héheren Hydrolysetemperatur oder eines anderen Hydrolysemediums durch die Verwen-
dung einer Mikrowelle erreicht werden. Kroll et al. [205] fuhrten die mikrowelleninduzierte
Hydrolyse von Myoglobin (15 mg)in 6 M HClin der Flissigphase bei 130°C (2,5-3 bar) durch
und reduzierte die Hydrolysezeit auf 120 min. Joergensen et al. [206] hydrolysierten
Standardproteine (20-50mg) in 6 M HCI bei 150°C (3-4,5 bar) fir 30 min. Die erzielten
Ergebnisse sind mit denen der konventionellen Methode vergleichbar [205-208].

Tabelle 4.2: Methoden zur konventionellen, sauren Hydrolyse.

Besondere Methode zur

Hydrolysemedium Hydrolysebedingung AminosAurebestimmung* Literatur

6M HCl 105°C, 20, 36,70 h Asx(1), Cys(2), Lys(1), Ser(1),  [148]
Thr(1)

6M HCI 105°C, 20, 70,140 h Asx(1), Cys(2), GIx(1), Lys(1), [149]
Ser(1), Thr(1)

6M HCI 110°C, 22, 70h Arg(1), Asx(2), Cys(3), GIx(1), [150]
Pro(1), Ser(1),
Thr(1), Tyr(1)

6M HCl 110°C, 22, 70h (4) [151]

6M HCl 110°C, 20-140h Cys(5), Ser(1), Thr(1) [152]

6M HCl 110°C, 24-141h Cys(1)(3), Met(1)(3), [153]

Ser(1), Thr(1)

*alle Aminoséauren auf3er Trp w urde bestimmt

(1) Extrapolation gegen t = 0; (2) Schw efelbestimmung; (3) nach Oxidation mit Perameisenséaure als

Methioninsulfon bzw . Cysteinséure; (4) alle proteinogenen Aminosauren (Met®, Cys®) mittels
Hydrolysekinetik mit Ausnahme von Trp; (5) als S-Carboxymethylcystein

Die Proteinhydrolyse ist in der Regel der arbeitsaufwendigste und fehleranfalligste
Probenvorbereitungsschritt der Analytik proteingebundener Aminosauren. Um Proben-
verlusten zu korrigieren, haben Walsh und Brown einen internen Standard (z. B. Norleucin)
zur Hydrolysel6sung gegeben [209]. Gardener et al. [210] zeigten, dass die Verwendung
eines Hydrolysestandards die Genauigkeit der Aminosaureanalyse deutlich erhéht. Die
Stabilitaten proteinogener Aminosauren hangen nicht nur von den Hydrolysebedingungen,
sondern auch von der Beschaffenheitder Realprobe ab. Daher kann die Wiederfindung der
Aminoséauren in der Realprobe von der eines reinen Standardproteins in Wasser variieren,
da potentielle chemische Reaktionen wie Maillard-Reaktionen, Protein-Phenol-Wechsel-

40 BAM-Dissertationsreihe



wirkungen, metallkatalysierte Nebenreaktionen und radikalische Reaktionen méglich sind
[204, 206, 211-214].

Die reaktiveren Aminoséauren wie Serin und Threonin, bauen sich im Verlauf der Hydrolyse
ab. Mittels einer zeitlichen Korrektur des Abbaus isteine Konzentrationsbestimmung maéglich.
Auch istdie Konzentrationsbestimmungvon Valin (Val) und Isoleucin (lle) problematisch. Die
stabilen Val-Val- und lle-lle-Bindungen werden bei der 24-stiindigen Hydrolyse nicht voll-
standig gespalten, sodass zu niedrige Konzentrationen der freien Aminoséauren Val und lle
ausgewiesen werden. Tryptophan, welches weitgehend und Cystein, welches teilweise
zerstort wird, sind ebenfalls schwierig fehlerfrei zu bestimmen. Auch Methionin (Met) kann
partiell oxidieren und die S&ureamidfunktionen von Asparagin (Asn) und Glutamin (GIn)
werden unter den Bedingungen der konventionellen Proteinhydrolyse wollstandig in die
entsprechenden Carbonsauren Asp und Glu umgewandelt. Tabelle 4.3 gibt eine Ubersicht
Uber Methoden der sauren Hydrolyse mit Additiven.

Tabelle 4.3: Optimierte Bestimmungen hydrolyseanfélliger Aminosauren bei der sauren Hydrolyse.

: " Hydrolyse- Methode spezifisch .

Hydrolysemittel plus Additiv bedingung fir Bestimmung von Literatur

6 M HCl, 1% 2-Mercaptoethanol, 145°C, 4 h Trp, Met, Tyr [216]

3% Phenol

6 M HCl, 0,4% 2-Mercaptoethanol 110°C, 24 h Trp, Met, Tyr [217]

6 M HCl, 0,02% Phenol 110°C, 24 h alle auRBer Cys, Trp [207, 218,
219]

6 M HCl, 3% Phenol 166°C, 25 min Trp, Tyr, Met [220]

oder 145°C, 4 h

HCl, 0,4% B-Mercaptoethanol 110°C, 24 h Trp [217]

7 M HCl, 10% Mercaptoessigsaure, Indol Trp [221]

TFA-HCI (1:2), 5% Mercaptoessigsaure 166°C, 25-50min  Trp, Met [222]

4 M MSA oder 5,7 M HCl, vorher 10 min 150°C, 90 min alle [223]

Oxidation mit Ameisenséure bei 50°C

6 M HCl Proben w erden vorher mit 145°C, 4 h Cys, Met, Lys [224, 225]

Ameisenséaure oxidiert

4 M MSA, vorher Proben mit Tryptamin 115°C, 22 h alle [226]

alkylieren

TFA: Trifluoressigséaure; MSA: Methansulfonséaure

Eine Zusammenfassung der unerwiinschte Nebenreaktionen sowie maglicher Vorbeu-
gungsmalnahmen istin Tabelle 4.4 zusammengestellt [215].
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Tabelle 4.4: Nebenreaktionen der verschiedenen Aminoséuren bei der Hydrolyse.

Aminosaure  Effekt Lésung
Tyr Halogenierung 0-0,1% Phenol
Ser, Tyr wird langsamzerstort Zeitreihe: Korrekturfaktor
Val, lle unpolare Bindungen a) Zeitreihe: Korrektur
w erden nur langsam b) 7 M HCl, 10% TFA, 0,1% Phenol
gebrochen
Trp w ird komplett zerstort a) alkalische Hydrolyse
b) 7 M HCI, 10% TFA, 0,1% Thioglycolséure (TGA),
Indol
Met partielle Oxidation a) grindliches Spulen mit Stickstoff

b) Oxidation mit Perameisensaure
c) 7 M HCl, 10% TFA, 0,1% Thioglycolséure (TGA),

Indol
Cys groRtenteils zerstort a) Oxidation mit Perameisenséaure

b) Reduktion und Alkylierung vor der Hydrolyse
Asn, GIn Umw andlungin Asp, Glu  Enzymatische Hydrolyse

4.3 Aminoséaureanalyse

Nach der Proteinhydrolyse erfolgt die Detektion der proteinogenen Aminoséuren. Die erste
Aminoséureanalyse wurde 1948 von Stein und Moore durchgefuhrt [227]. Die Aminosaure-
analyse gilt zwar als der Goldstandard fir die quantitative Peptid- und Protein-Analyse,
dennoch wird dieser Ansatz haufig als zu langsam und zu kompliziert angesehen, um als
Routineverfahren eingesetzt zu werden.

Bei fastjeder Aminosé&uredetektion findeteine Derivatisierung vor oder nach der Saule statt.
Die Vorsaulenderivatisierungen nutzt in der Regel eine RP-Saule zur Trennung, die
Nachséaulenderivatisierung trennt mittels lonenchromatographie. Bei der schnelleren Vor-
saulenderivatisierungsanalyse (10-45 min), kénnen Fehler durch Reaktion von Ammonium
bzw. Puffer mit den Derivatisierungsreagenzien auftreten. Die robustere Nachsaulen-
derivatisierung dauertdagegen deutlich langer (Analysezeit 1-2 h). Folgende Derivatisierun-
gen haben sich etabliert:

- Ninhydrin [227], Nachsé&ulenderivatisierung

o] R (e} o
OH 4 0
2 OH H,N —> N + CO, + 3H,0
o
o (e} o

- Ortho-Phthaldialdehyd (OPA) [228, 229], Vor- und Nachs&ulenderivatisierung
S—R'
CHO
O: + HN—R + HS—R —» @N—R + 2H0
CHO =
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- Dansylierung [230, 231], Vorsaulenderivatisierung

N R
R /kfo
—NH
+ o —> O I + HC
H2N \ o] OH
/

O=?=O
Cl

- Dabsylierung [232], Vorsé&ulenderivatisierung

o o
\ | Rﬁ)‘\
N N=N s—cl + oH
/ I
o NH,
R
\ I
— N N=N S—NH ° 4+ Hal
/ (@] OH

- Phenylisothiocyanat [233], Vorsaulenderivatisierung

n=0

@)

R R
S
0]
e Ol s — O
e C?,/KR

- 6-Aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidylcarbamat (AQC)-Derivatisierung [234],
Vorséaulenderivatisierung

(0]
A SN HoN
Z O
N o R
6 0
H
HO
N NH
X OH N
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P [¢] R
N (0]
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5 Material und Methoden

In diesem Kapitel werden die Vorschriften der im Rahmen dieser Arbeit durchg efiihrten
Experimente aufgefuhrt. Die Erlauterungen und Auswertungen der Experimente erfolgen in
den Kapiteln 6 bis 10. Eine detaillierte Liste der verwendeten Chemikalien, Puffer, Ldsungen,
Verbrauchsmaterialien, analytischen Instrumente und Geréte befindet sich im Anhang.

5.1 Synthese des PETN-Haptens und dessen Konjugate

Bei der Synthese des Haptens wurde das Konzept des bioisosteren Ersatzes angewandt,
indem ein Nitroester durch einen Carbonatdiester ersetzt wurde. Fir die Immunisierung
wurde das Hapten an BSA, zur Entwicklung des Immunassays an POD gekoppelt. Um die
Kopplungsdichten der Proteinkonjugate zu bestimmen, wurden die Massen der Konjugate
mittels Matrix-assisted Laser Desorption/lonization (MALDI) bestimmt (Auswertung in Kap.
6).

5.1.1 Synthese von Pentaerythrityltrinitrat (PETriN)

Die Synthese von Pentaerythrityltrinitrat (PETriN) wurde nach Blackburn etal. durchgefiihrt
[68].

5.1.2 Synthese von Pentaerythrityltrinitratmethyl-6-hydroxyhexylcarbonat

Die Synthese des asymmetrischen Dialkylcarbonats basiert auf einem modifizierten
Verfahren nach Anzini [235, 236]. Zur Herstellung von Pentaerythrityltrinitratmethyi-6-
hydroxyhexylcarbonat wurde 171mg (2 0,63 mmol) Pentaerythrityltrinitrat in 3 mL
trockenem Pyridin geldstund 198 mg (2 1,22 mmol) 1,1'-Carbonyldiimidazol (CDI) zuge-
geben. Nach 19 h Ruhren bei 55°C wurden 750mg (2 6,34 mmol) 1,6-Hexandiol
hinzugegeben und das Gemisch wurde weitere 19 h bei 55°C geruhrt. Nach Abkihlung auf
RT wurde der Ansatz mit Ethylacetat (1:100) verdiinnt. Zu der organischen Phase wurden
100 mL Wasserund 2,8 mL konz. HCI hinzugefugt. So wurde Pyridin durch Protonierung in
die wassrige Phase Uberfiihrt und aus dem Reaktionsgemisch entfernt. Die organische
Schicht wurde Uber Natriumsulfatfiltriertund anschlieRend im Vakuum getrocknet. Derrohe
Rickstand wurde Uber Flash-Chromatographie mit Silicagel 60, 0,036-0,071 mm (215-400
Mesh) mit Cyclohexan:Ethylacetat = 2:1 gereinigt.

5.1.3 Synthese von Pentaerythrityltrinitratmethyl-5-carboxypentylcarbonat

Die Synthese von PETriN-Carbonyloxyhexanséaure (PETriN-CHA) wurde nach Corey und
Schmidt durchgefihrt [237]. Zu einer LOsung von 52mg (2 0,125mmol) Penta-
erythrityltrinitratmethyl-6-hydroxyhexylcarbonat in 2 mL DMF, welches 2,35uL Wasser
enthélt, wurden 250 mg (2 0,664 mmol) Pyridiumdichromat (PDC) hinzugegeben und der
Ansatz wurde 19 h bei RT gerthrt. Nach Verdinnung mit Ethylacetat (1:100) und drei-
maligem Waschen mit je 100 mL Wasser und anschlieBendem Einengen wurde die
organische Schicht tber Natriumsulfat filtriert und im Vakuum getrocknet. Das Rohpro dukt
wurde mit Flash-Chromatographie mit Chloroform:Methanol = 50:1 gereinigt.
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5.1.4 Synthese von NHS-PETriN-Carbonyloxyhexansaureester

Zur Synthese des NHS-PETriN-Carbonylhexansaureesters (PETriN-CHA-NHS) wurde das
Hapten PETriN-CHA (M = 429,29 mg/mol) mitN-Hydroxysuccinimid (NHS) aktiviert [65]. Die
Reaktion wurde mit einem 1,2-fachem-Uberschuss an NHS und N,N-Dicyclohexyl-
carbodiimid (DCC) durchgefuhrt: 33,7 mg (£ 78,5 umol) PETriN-CHA wurden in 200 pL
wasserfreiem 1,4-Dioxan (99,8%) unter Argon geldst. Zuséatzlich wurde eine Spatelspitze Di-
(N-Succinimidyl)carbonat (DSC) hinzugegeben, um eventuell vorhandene Wasserspuren au
entfernen [7]. Es wurden folgende Lésungen hergestellt: 49,26 mg DCC in 130 pL trockenem
1,4-Dioxan (ca. 1,8 M) und 33,14 mg in 100 pL trockenem 1,4-Dioxan (ca. 2,9 M). 32,5puL
der NHS-Lésung (M=115,09 g/mol, 10,77 mg £ 93,6 umol) und 52,3 uL der DCC-L&sung
(M =206,33g/mol, 19,82 mg £ 96,0 umol) wurden zur Haptenldsung hinzugefiigtund 4 h bei
RT bei 180 rpm geschiittelt. Der Uberstand wurde durch Zentrifugieren von dem
entstandenen Niederschlag abgetrennt und bei -20°C gelagert. Die NHS-PETriN-CHA-
Lésung wurde durch praparative Hochleistungs-Flussigchromatographie (HPLC) mit einer
semipraparativen, monolithischen Umkehrphasensadule (Phenomenex® 100 mm x 10 mm,
Onyx™ Monolithic-C18: CHO-7878) gereinigt. Die Trennung wurde bei RT mit einem 20-
minutigen Gradienten von 30% bis 80% Acetonitil (ACN) durchgefiihrt. Als Lésungsmittel
wurden 0,05M Phosphatpuffer, pH 5,6 (Lésungsmittel A) und ACN (Losungsmittel B)
verwendet (Methode: Flussgeschwindigkeit: 3,4 mL/min: 0-20 min 30% bis 80% ACN, 20-
25 min 80% ACN, 25-26 min 80% bis 30% ACN, 26-30 min 30% ACN). Das NHS-Hapten
wurde durch Absorption bei 210 nm detektiert.

5.1.5 Synthese von PETriN-CHA-BSA (Immunogen)

Bei der zuvor beschriebenen HPLC-Trennung von 90 pL der PETriN-CHA-NHS-LAsung
wurde der NHS-Ester im Zeitraum von 10,57 min bis 13,47 min detektiert und isoliert
(Volumen: 9,73 mL) (Abb. 5.1).
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Abbildung 5.1: Praparative HPLC-Reinigung des NHS-PETN-Esters (Ester: markierter Bereich).

Zur Optimierung des Immunogens wurden verschiedene Ansétze zur Konjugation durchge-
fihrt. Die BSA-Menge betrug stets 3,3 mg (£ 0,05 mmol, M= 66430 g/mol), geléstin 350 pL
0,13 M Natriumhydrogencarbonatlésung, pH 8,1. Zu diesen Aliquots wurden tropfenweise
200 pL, 400 pL, 800 pL, 1600 pL und 3200 pL der gereinigten Haptenlésung zugegeben.
Nach 15 h wurden die Reaktionsansétze 10 min bei 14000 g zentrifugiert und per
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GréRenausschluss-Chromatographie wurden die Immunogene der ersten drei Ansatze
mittels PD10-Saulen (Sephadex G25, GE Healthcare) aus dem Reaktionsgemisch isoliert
und in verdinntem Phosphatpuffer (1 mM Natriumdihydrogenphosphat, 7 mM Natrium-
hydrogenphosphat, 14,5 mM Natriumchlorid) bei 4°C gelagert. Die durch Zugabe von
1600 pL und 3200 pL der Haptenlésung erhaltenen Konjugate warenin Wasser unléslich. Da
eine Reinigung dieser Proben mittels PD10-Saule nicht moglich war, wurden diese hdher
gekoppelten Proben folgendermal3en gereinigt: Das Protein in der getrockneten Probe wurde
mit 100% ACN wvollstdndig denaturiert. Zur Reinigung wurde die ACN-Phase abgenommen
und das PelleterneutmitACN gewaschen. Zum Schlusswurden die Proben (Pellets) erneut
getrocknet und versucht, Spuren des denaturierten Proteins mit Hilfe des Ultraschallbads in
Wasser zu l6sen.

Die Konjugationsdichten der Verbindungen wurden durch Messungen mit MALDI-TOF/MS
(Reflexll, Bruker Daltonics) nach Bahlmann et al. bestimmt [238].

5.1.6 Synthese von PETriN-CHA-POD (Tracer)

Bei der HPLC-Reinigung von 15 pL der PETriN-CHA-NHS-L8sung wurde der NHS-Esterim
Zeitraum von 12,00 min bis 12,89 min detektiert und isoliert (Volumen: 3,03 mL) (Abb. 5.2).
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Abbildung 5.2: Préparative HPLC-Reinigung von PETriN-CHA-POD (Ester: markierter Bereich).

Zur Herstellung des Enzym-Konjugats, wurden zwei Aliquots mit jeweils 0,875 mg (=
0,020 pmol) Meerrettich-Peroxidase (POD) in 850 uL 0,13 M Natriumhydrogencarbonat-
I6sung verwendet. Zu der Enzyml6sung wurden tropfenweise 400 pL bzw. 800 pL des NHS-
Ester-Eluats (Anteil des Losungsmittels ca. 50% Acetonitril) unter Rihren zugegeben. Nach
einer Inkubationszeitvon 120 min wurden die Konjugate mittels PD10-Sé&ulen aufgereinigt
und somit gleichzeitig umgepuffert (PBS). Die Konjugationsdichten der Verbindungen wurden
durch MALDI-TOF/MS (ReflexIll, Bruker Daltonics) nach Bahlmann et al. untersucht [238].

5.1.7 MALDI-TOF/MS

Zur Bestimmung der Kopplungsdichte wurden die Massen von BSA, POD sowie deren
Konjugate bestimmt. Die MALDI-TOF/MS Messungen wurden an einem Bruker Reflex llI
System durchgefiihrt. Als Matrix wurde Sinapinsaure verwendet. Fir die Matrix wurden
10 mg Sinapinsaure in 1 mL Acetonitril (1% TFA) - Reinstwasser-Gemisch (50:50) im
Ultraschallbad gelést und anschlieRend 5 min bei 10000 g zentrifugiert. Je 1 pL des Uber-
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stands dieses Matrixsansatzes wurde mit 1 uL der zu untersuchenden Probe in einem
0,5 mL-Eppendorf-Reaktionsgefal? gemischt und anschlieBend auf die Spots des Proben-
tragers fir die MALDI-Messung aufgetragen.

5.2 Immunisierungsprozess und Entwicklung des PETN-Immun-
assays

Der Immunisierungsprozess zur Gewinnung der anti-PETN-Antikérper und der entwickelte
PETN-Immunassay, der sowohl zur Qunatifizierung von PETN als auch zur Untersuchung
der Antikdrper gegen PETN verwendet wurde, wird nachfolgend beschrieben (Auswertung in
Kap. 6).

5.2.1 Immunisierung eines Kaninchens mit PETriN-CHA-BSA-Immunogen

Die Immunisierungen wurden von Seramun Diagnostica durchgeftihrt. Urspriinglich soliten
sie an zwei Kaninchen durchgefihrt werden. Leider verstarb ein Versuchstier schon bevor
das erste Serum enthommen werden konnte, sodass hier keinerlei Aussagen Uber die
Anfangsimmunisierung vorliegen. Die Immunisierung wurde lediglich mit einem Kaninchen
fortgesetzt. Dieses Kaninchenwurde subkutan mit PETriN-CHA-BSAimmunisiert. Die ersten
vier Boosts mitje 100 pg PETriN-CHA-BSA (107 pL, Konzentration: 0,94 g/L PETriN-CHA-
BSA, Kupplungsdichte 14,2) wurden im Abstand von 14 Tagen verabreicht. AnschlieRend
wurde dem Kaninchen Blut entnommen und das Serum (Serum 1) mittels PETN-ELISA
(Kap. 5.2.2) untersucht. Bei den weiteren Auffrischungsimmunisierungen wurde das Intervall
zwischen den Boosts verlangertund die Dosis wurde auf50 pug PETriN-CHA-BSA (Serum 2-
5) verringert.

5.2.2 PETN-ELISA

Die Durchfuihrung dieses direkten, kompetitiven PETN-Immunassays basiertaufeinerleicht
modifizierten Variante des Protokolls von Ramin etal. [5]. Die Kavitéten einer hochbindenden
96-Kavitaten-Mikrotiterplatte wurden mit jeweils 200 pL einer anti-Kaninchen-IgG-L6sung
(Acris R1364P) miteiner Verdiinnung von 1:3000 (80 mMPBS, pH-Wert 7,6) gefulltund tber
Nacht bei RT auf einem Mikrowellenschuttler mit 750 rpm geschittelt. Um Verdunstungen
vorzubeugen, wurde die Platte mit Parafilm verschlossen. Nach dreimaligen Waschen der
Platte mit Waschpuffer (7 mM Kaliumphosphat, pH 7,6, 0,025 mM Kaliumsorbat, 0,05%
Tween® 20) im MTP-Washer wurden die Kavitaten mit jeweils 200 uL des PETN-Serums mit
einer Verdinnung von 1:50000 gefillt und eine Stunde bei RT inkubiert. Nach einem
erneuten Waschschritt erfolgte der Kompetitionsschritt: Zuerst wurde die PETN-Probe
zugegeben, anschlieend der PETN-Tracer miteiner Verdiinnung von 1:50000 (verdinnt mit
PBS mit0,1% BSA). Zur Kalibrierung wurden in drei Spalten der Mikrotiterplatte eine PETN-
Standard-Verdiinnungsreihe (acht Verdinnungen) aufgetragen (Dreifachmessung). Nach
45 min wurde die Platte gewaschen und die Kavitditen mit200 pL TMB-Ldsung gefillt (8 mM
Tetrabutylammoniumborhydrid, 40 mM 3,3'5,5-Tetramethylbenzidin, 1% Wasserstoffper-
oxid (30%-ige H202) 1:2 mit 220 mM Citratpuffer, pH 4 verdiinnt) und 30 min inkubiert
AnschlieBend wurde die Reaktion mit 100 pL 1 M Schwefelsdure pro Kavitat gestoppt. Die
Absorption wurde bei 450 nm in einem MTP-Photometer detektiert (Referenz 650 nm). Zur
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Erstellung der sigmoidalen Kalibrierkurve (n=3, n: Anzahl der Mehrfachmessung)wurde eine
halblogaritmische Auftragung gewahilt. Mithilfe der Software (SoftMax® Pro Version 5.3 bzw.
Origin®) erfolgte der Fit Uber die 4-Parametergleichung (Bezeichnung dieser Fitfunktion in
Orgin: Kategorie: sigmoidaler Fit, Funktion: Logistic, lterationsalgorithmus: Levenberg
Marquardt) [239]:

) . A-D
Extinktion = — =+ D

1+ (o)’

(In Origin® werden die Konstanten folgendermafRen bezeichnet: A=Al, B=p, C=x0, D=A2.)

Die Konzentrationen der Losungen fir den ELISA sollten so gewahlt werden, dass die
niedrigste Konzentration nahe dem A-Wert liegt, die héchste nahe dem D-Wert. Der Mess-
bereich um den Wendepunktsollte méglichstbreitsein, damiteine gute Auswertung dieses
Assays moglich ist.

5.2.3 Bestimmung der Affinitatskonstanten aus der Kalibrierkurve

Die Affinitaitskonstanten als MaR fiir die Starke der Ligand-Analyt-Bindung wurden aus den
Minima der ICso-Werte des kompetitiven ELISAs bestimmt (Kap. 2) [114].

K = 1 _ 1 —7. M
N [CAntigen]So [CAnalyt]so ICs0

Fur die Kalibrierkurve zur Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurde eine
serielle Verdinnung von PETN-Standards in Wasser mit 32 Konzentrationen verwendet (in
dreifacher Ausfertigung mit1:1-Verdiinnungen) stattder fir Routineuntersuchungendeutlich
kirzeren Kalibrierreihe mit 8 Verdinnungen. Nachweisgrenzen und die Grenzen der
Quantifizierung wurden durch die Konstruktion eines Prazisionsprofiles ahnlich des Konzepts
von Ekins[117]bestimmtunter der Annahme eines mittleren relativen Fehlersvon 2,5% des
Signals und unter Berlicksichtigung der unterschiedlichen Steigung der sigmoidalen Kurve.

5.2.4 Bestimmung von Kreuzreaktionen (KR)

Um die Selektivitdt der Antikdrper zu prifen, wurden die Kreuzreaktivitaten der anti-PETN-
Antikorper zu den Analyten Pentaerythrityltetranitrat, Nitroglycerin, 2,4,6-Trinitrotoluol, 1,3,5-
Trinitrobenzol, Hexogen, 2.4,6-Trinitroanilin, 1,3-Dinitrobenzol, Oktogen, Triacetontriper-
oxid, Ammoniumnitrat, 2,4,6-Trinitrophenol, Nitrobenzol, Pentaerythrit, Glycerin und den
Natriumsalzen der Huminséuren untersucht. Dazu wurden Stammldsungen der entsprechen-
den Substanzen in Methanol miteiner Konzentration von 1 g/L hergestellt. Diese wurden mit
PBS pH 7,6 verdinnt, sodass ein Konzentrationsbereich analog zur PETN-Kalibrierkune
abgedecktwurde (0-1000 pg/L). Dadie Menge vom finalen Serum 5 am gréf3ten war, wurde
dieses zur Bestimmung der Kreuzreaktivitdten verwendet. Sowohl das Serum als auch die
PETN-POD-Konjugatldsung wurde 1:50000 fiir den PETN-ELISA verdiinnt. Um bei den
Stoffen, die nur eine schwache Kreuzreaktivitdt aufweisen, einen sigmodialen Verlauf zu
erzwingen, wurde der Parameter D mit dem Parameter D der entsprechenden PETN-Kune
auf der gleichen Mikrotiterplatte gleichgesetzt (Kap. 2.1.4).
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5.3 Prifen der Tragermaterialien fur die TNT-Affinitatssaulen

Fur eine quantitative TNT-Bestimmung darfdas Tragermaterial der TNT-Affinitdtssaule TNT
nicht unspezfisch binden. Deshalb wurden die Tragermaterialien zunéchst deaktiviert, um
die unspezfischen Bindungskapazitaten der verschiedenen Materialien zu TNT zu ermitteln
(Auswertung in Kap. 7). Die Bestimmung erfolgte anhanddes in diesem Kapitelaufgefiihrten
TNT-ELISAs.

5.3.1 Saule mit deaktiviertem Fractogel® EMD-Epoxy

Eine Saule miteinem Volumen von 64,8 puL wurde trocken mit Fractogel® EMD-Epoxy gefiillt
und mit 100 mM Tris geblockt (Inkubationszeit3 h). Da beim Quellvorgang ein Volumen von
105 pL entstehen sollte, wurde die Saule zunédchst nur leicht zugedreht und mit Parafim
umwickelt. Uberschiissiges Gel wurde mit einem Einwegspachtel abgestreift. AbschlieRend
wurde die Sdule mit PBS gewaschen.

5.3.2 Saule mit deaktiviertem Toyopearl® AF-Tresyl

Eine S&aule miteinem Volumenvon 64,8 puL wurde trocken mit Toyopearl® AF-Tresyl gefiillt,
mit 3mL 10mM Tris-Puffer geblockt und Uber Nacht bei 34°C temperiert. Da beim
Quellvorgang ein Volumen von 75,25 L entstehen sollte, wurde die Saule zunéchst nur
leicht zugedreht und mit Parafilm umwickelt. Uberschiissiges Gel wurde mit einem
Einwegspachtel abgestreift. AbschlieBend wurde die Saule mit PBS gewaschen.

5.3.3 Saule mit deaktiviertem Toyopearl® AF-Formy!l

Eine Saule miteinem Volumen von 64,8 uL wurde mit Toyopearl® AF-Formyl nass gefilltund
mit 8 mL Reinstwasser gewaschen. Nach dem Spulen mit5mL PBS wurde die Séaule mit
3 mL 100 mM Tris-L6sung, in welcher 3 mg NaCNBHs gelostwurde, geblockt und bei 34°C
fur 3 h temperiert. Danach mit3 mL TRIS-L6sung plus 3 mg NaCNBHzgespltund inkubiert
(2 h bei 34°C). AbschlieRend wurde die S&ule mit PBS gewaschen.

5.3.4 Saule mit deaktivierter NHS-aktivierter Sepharose™

Eine Saule mit einem Volumen von 64,8 uL wurde mit NHS-aktivierter Sepharose™ nass
gefillt. AnschlieBend wurde diese mit8 mL 1 mM HCI gespiilt, wobei die Saulenpackung
verdichtet und Tragermaterial nachgefillt werden musste. Mit 3 mL 100 mM Tris-L6sung
wurde die Saule geblocktund bei 4°C im Kiihlschrank tiber Nachtinkubiertund abschlieend
mit5 mL PBS bei einem Fluss von 300 pL/min gewaschen.

5.3.5 Saule mit deaktivierter Formyl-Cellufine™

Eine Saule mit einem Volumen von 64,8 pL wurde zunéachsttrocken mit Formyl-Cellufine™
gefillt, mit 5 mL PBS gespult, wobei die Saulenpackung verdichtet und Tragermaterial
nachgefulltwerden musste. AnschlieRend wurde die S&ule mit4 mL Tris-Puffer plus 1,3 mL
NaCNBHs-Losung (7 mg in 7 mL Tris) geblockt (4 h bei RT und bei 4°C Uber Nacht) und
abschlieBend mit PBS gewaschen.
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5.3.6 TNT-Kapazitatsmessung der deaktivierten Saulen mittels ELISA

Die mit den verschiedenen geblockten Tragermaterialien gefilliten Saulen wurden mit PBS
aquilibriert und anschlieBend mit verdinnter TNT-Losung (3-10-%g/L) mit einem Fluss von
70 pL/min beladen. Der Durchlauf wurde in den Vertiefungen einer Mikrotiterplatte aufge-
fangen, die zuvor mit anti-TNT-Antikérpern beschichtet wurde, aufgefangen (140 L,
entspricht: 4,2-10"°g TNT je Kavitat) und mittels kompetitiven TNT-ELISAausgewertet (Kap.
5.3.7).

5.3.7 TNT-ELISA

Die grundlegende Durchfiihrung des TNT-ELISAs entspricht der des PETN-ELISAs. Als
Serum wurde das TNT-Serum K1B9 mit einer Konzentration von 1:400000 verwendet und
als Tracer TNPHA-POD mit einer Konzentration von 1:800000 [5, 238]. Alle ELISA-Schritte
wurden bei Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt. Die Inkubationsschritte erfolgten auf einem
Schuttler bei 750 rpm. Dabeiwurden die Platten mit Parafilm abgedeckt, um eine Evaporation
zu vermeiden. Als erstes wurden 96-Well-Platten mit 200 pyL polyklonaler anti-Kaninchen-
lgG-Ldsung Uber Nacht (i.d.R. 19 h) beschichtet. Hierfir wurden die Antikérper 1:3000 in
PBS, pH 7,6 verdunnt. AnschlieBend wurden die Platten dreimal mit Waschpuffer unter
Zuhilfenahme eines Waschautomaten gewaschen. Die Hyperimmumseren mitpolyklonalen
anti-TNT-Antikérpern wurden entsprechend den jeweiligen Erfordernissen mit PBS, pH 7,6
verdinnt. In jede Kavitdt wurden 200 yL des verdinnten Serums gegeben und fur 1 h
inkubiert. Um eine Kalibrierkurve zu erzeugen, wurde eine 5 g/L TNT-Stammldsung (in
Methanol) verwendet, welche in PBS, pH 7,6 weiterverdiinnt wurde, um letztlich 1:7 bzw.
1:10-Verdlinnungsschritte im Konzentrationsbereich von 100 bis 0,0001 ug/L bzw. von
1000 yg/L bis 0,001 pyg/L zu erzielen. Nach drei Waschzyklen wurden 100 yL der
Kalibrierlésungen als Triplikate in die Kavitaten pipettiert, unmittelbar gefolgtvon der Zugabe
von 100puL Tracerlésung (1:800000 Verdinnung des 6-TN6PHA-POD in PBS mit
0,1% BSA). Die Kompetition um freie Bindungsstellen der priméaren Antikérper erfolgte
innerhalb eines 30-minutigen Inkubationsschrittes. Diese wurde durch dreimaliges Waschen
der Platte mit Waschpuffer abgestoppt. Daraufhin wurden 200 yL einer TMB-haltigen
Substratiosung hinzugefiigt [240]. Die Substratidsung wurde stets unmittelbar vor der
Auftragung auf die Platte frisch hergestellt und bestand aus 21,6 mL Citratpuffer, 8,34 L
H202 (3,8 mmol/L) und 540 uL der TMB-L&sung. Um die durch die Peroxidase vermittelte
Blaufarbung optisch zu kontrollieren, wurde bei diesem Inkubationsschrittaufdie Abdeckung
mit Parafilm verzichtet. Die Enzymreaktion wurde mit 100 pL einer 1 mol/L Schwefelsé&ure
abgestoppt, welche miteinem Farbumschlag ins Gelbe einhergeht. Die Vermessung erfolgte
in einem SpectraMax plus 384 Microplate-Reader, welcher die Platte unmittelbar vor der
Auslesung noch einmal schittelt. Die Absorption bei 450 nm sowie bei 620 nm wurden als
Referenzwellenlange ermittelt.

5.4 Immobilisierungsmethoden von Trisopor™

Aus dem nativen Trisopor™-Material wurde durch Epoxysilanisierung ein epoxy-aktiviertes
Tragermaterial hergestellt. Die funktionellen Gruppen de s Tragermaterials Amino-Trisopor™
sind Aminogruppen. Diese wurden mittels der Bis-NHS-Ester-Methode aktiviert (Kap. 7.6.1).
Die daraus resultierende Ligandendichte wurde durch anschlieBende Hydrolyse bestimmt
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(Auswertung in Kap. 7). Zusatzlich wurde der optimale pH-Wertzur Immobilisierung via Bis-
NHS-Ester-Methode untersucht (Auswertung in Kap. 8). Au3er dieser Methode wurden
Immobilisierungen mittels der bewahrten Glutaraldehyd-Methode sowie mit Glutarsaure-
anhydrid und anschlieBender NHS-Aktivierung durchgefiihrt (Auswertung in Kap. 8).

5.4.1 Epoxysilanisierung

Um beider Epoxysilanisierungeine hohe Beladung mit Epoxygruppen zu erzielen, bietetsich
eine saure bzw. basische Reinigung der Oberflache zur Aktivierung an. Fur die saure
Aktivierung wurden 0,2 g Trisopor™ 1500 (nativ) mit 1,5 mL HCl in EtOH (2,85 mL 32%-ige
HClin 24 mL EtOH), bei 80°C im Thermoschuttler iber Nachtgeschittelt. Danach wurde das
Material mehrfach mit EtOH gewaschen und Uber Nachtim Exsikkator getrocknet. Fir die
basische Oberflachenreinigung wurden 0,2 g Trisopor™ 1500 (nativ) mit 1 mL basischer
Losung (25%-ige NH3+30%-ige H202: Mischungsverhéltnis 3:1, Verdliinnung 1:2 mit Reinst-
wasser) 20 min bei 1000 rpm geschittelt. Nach mehrfachem Waschen mit ACN wurde das
Material iber Nachtim Exsikkator getrocknet.

Fir die Epoxysilanisierung wurden 50 pL Glycidoxypropyltrimethoxysilan in 5 mL ACN
verdinnt und mit50 pL Reinstwasser versetzt. Es wurden drei verschiedene Proben (jeweils
0,2 g por6ses Glas) silanisiert, eine mitsaurer, eine mit basischer und eine ohne vorheriger
Aktivierung der Oberflache. Diese wurden in Eppendorf-ReaktionsgefaRen mit 1,5 mL
Glycidoxypropyltrimethoxysilanlésung fiir 1 h bei 30°C mit 1000 rpm geschiittelt und an-
schlieBend mit ACN gewaschen und im Exsikkator getrocknet [138].

5.4.2 NHS-Aktivierung von Amino-Trisopor™ und anschliellende Hydrolyse

Vier Ansétze (zweimal 20 mg Amino-Trisopor™ 1500 (& 4,87 umol Aminogruppen) und
zweimal 20 mg Amino-Trisopor™ 3000 (& 1,905 umol Aminogruppen)) wurden in 1,5-mL-
Eppendorf-Reaktionsgefalen im Vakuumtrockenschrank bei 100°C (1,5 h) erhitzt. 35,6 mg
Bis-NHS-Diglykolséaure (£ 108,4 umol, M = 328,23 g/mol) wurden in 600 pL Dioxan geldst
und 15 pL Triethylamin (& 108,2 umol, M = 101,19 g/mol; Dichte = 0,73 g/mL) hinzugefugt.
Je 150 uL dieser Lésung wurden zu den Trisopor™-Proben gegeben und fiir 2 h unter
Schutteln (waagerecht bei 1400 rpm) inkubiert. Um den Gberschiissigen Bis-NHS-Ester au
entfernen, wurde dreimal mit 400 uL 0,1 M Citratpuffer, pH 4, einmal mit 400 uL 0,1 M
Phosphatpuffer, pH 6 und zweimal mit400 uL 0,01 M Phosphatpuffer, pH 6 gewaschen. Das
letzte Waschwasser wurde als Referenzgesammelt.

Um den Ester zu hydrolysieren, wurden 100 pL Phosphatpuffer, pH 8,3 zu den NHS-
aktivierten Tragermaterialien gegeben. Die Proben wurden 20 h bei RT geschittelt
AnschlieRend wurden die Uberstéande sowie die letzten Waschwasseriiberstande spektro-
skopisch auf NHS untersucht (Detektion bei 261 nm).

Um die friihzeitige Hydrolyse durch die Waschvorgdnge mit Puffer zu unterbinden, wurde der
Versuch analog, jedoch ohne Verwendung wassriger Pufferlésungen, durchgefiihrt (dreimali-
ges Waschen mit Dioxan und sechsmaligen Waschen mit ACN).
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5.4.3 pH-Optimierung der Immobilisierung mittels Bis-NHS-Ester-Methode

Je 1,5 mL Je 1,5-mL-Reaktionsgefal wurden 20 mg Amino-Trisopor™ 1500 eingewogen.
Diese wurden bei 100°C im Ofen ausgeheizt (1,5 h) und anschlieBend im Exsikkator
abgekuihlt. Von einer Lésung mit80,2 mg Bis-NHS-Diglykols&ure in 1,4 mL Dioxan und 35 pL
Triethylamin wurden jeweils 150 pL in die Reaktionsgefal’e mit dem getrockneten Amino-
Trisopor™ gegeben und 3 h bei 1100 rpm bei RT geschittelt. Um Giberschiissigen Bis-NHS-
Esterund Dioxan zu entfernen, wurde der Uberstand entferntund mit0,01 M Phos phatpuffer
gewaschen. Die beiden letzten Schritte wurden drei- bis viermal wiederholt. Zur Immobili-
sierung wurden BSA-Ldsungen (2 mg/mL) mitunterschiedlichen pH-Werten verwendet. Die
Immobilisierung wurde Gber Nacht bei RT auf dem Schdttler (1400 rpm) durchgefiihrt. Bei
der ersten Versuchsreihe lagen die pH-Werte zwischen 6,13 und 8,32, bei der zweiten
zwischen 4,01 und 6,13. Der Immobilisierungserfolg wurde mittels BCA-Test bestimmt. Der
BCA-Test wurde geméafR der Herstellerangaben des Kits im Mikrotiterformatdurchgefiihrt
[241].

5.4.4 Aktivierung mittels Glutaraldehyd-Methode

25 mg Amino-Trisopor™ 1500 wurden mit 200 pL 12,5%-Glutaraldehydldsung (50 uL 25%-
ige Glutaraldehydldsung, verdinnt mit 150 yL PBS) und 15 mg NaCNBH3s versetzt. Dieser
Ansatz wurde fir 18 h inkubiert. AnschlieBend wurde das nun mit Aldehydgruppen aktivierte
Material mit 0,1 M PBS gewaschen [134].

5.4.5 NHS-Aktivierung nach Reaktion mit Glutarsaureanhydrid

52,9 mg Glutarsaureanhydrid wurden in 1,3 mL Dioxan geldst. Es wurden verschiedene
Mengen von Trisopor™ 1500 eingewogen (17,1 mg, 16,5 mg, 62,8 mg) zu den folgende
Mengen an Glutarsdureanhydridlésung hinzugegeben wurden: 151 L, 146 pL bzw. 557 pL.
Die entsprechenden Einwaagen von Amino-Trisopor™ 3000 waren 19,1 mg, 16,5mg und
63,4 mg,denen 66 pL,58 pL bzw. 220 pL an Anhydridlésung zugegeben wurden (Reaktions-
zeit 3,5 h bei 40°C). Um Uberschussiges Anhydrid zu entfernen, wurde dreimal mit Dioxan
gewaschen [132].

5.5 Dabsyl-Methoden zur Bestimmung von Immobilisierungsdichten

Durch gefarbte Proteine soll eine direkte Einschatzung der Immobilisierungsdichte anhand
der Farbintensitat des gekoppelten Materials erfolgen. So kénnen geeignete Immobili-
sierungsmethoden bzw. geeignete Affinitatsmaterialien getestet werden. Hierzu wurden
Dabsyl-BSA und Dabsyl-lgG hergestellt. Durch Reduzierung des Lésungsmittelanteils und
Verlangerung der Zeit wahrend der Herstellung der Proteinkonjugate wurde einer voll-
standigen Denaturierung der Proteine entgegengewirkt. Zur Quantifizierung des Immobili-
sierungserfolgs der unterschiedlichen Verfahren wurden Teilhydrolysen der gefarbten
Affinitatsmaterialen in der Mikrowelle durchgefiihrt (Auswertung in Kap. 8).

5.5.1 Herstellung von Dabsyl-BSA

1,176 mg Dabsyichlorid (£ 3,631umol) wurdenin 300 pL Aceton geldst. Diese Losungwurde
zu einer BSA-L8sung (24,4 mg £ 0,369 umol BSA in 1,2 mL 0,2 M Carbonatpuffer, pH 9)
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gegeben und 24 h bei RT geschiittelt. AbschlieRend erfolgte eine fraktionierte Trennung
durch GréRenausschluss-Chromatographie mittels PD10-Séule. Die Dabsyl-BSA-Fraktionen
wurden vereinigt und die Extinktion bei 473 nm gemessen (Verdiinnung 1:50). Die Ldsung
wurde bei 4°C im Kihlschrank gelagert.

5.5.2 Herstellung von tUberwiegend nativen Dabsyl-markierten BSA

187,9mg (2 2,847 mmol) BSA wurdenin 17,81 mL 0,2 M NaHCOzs-Ldsung, pH 8,2 gel6st
und 8,3 mg (2 25,633 mmol) Dabsyichlorid in 980 uL ACN. Die Dabsyllésung wurde unter
Ruhren zu der BSA-L6sung zugegeben, sodass eine Reaktionsmischung miteiner Lésungs-
mittelkonzentration von 5% ACN und einer BSA-Konzentration von ca. 10 mg/mL entstand.
Die Mischung wurde 24 h bei 37°C geriihrt. Anschliel3end erfolgte eine fraktionierte Trennung
mittels GroRRenausschluss-Chromatographie (PD10-Saule) und nach Vereinigung der
Dabsyl-BSA-Fraktionen wurde die vereinigte Losung sterilfiltriert. Die Extinktion dieser
Dabsyl-BSA-L6sungwurde bei 473 nm bestimmt (Verdiinnung 1:10). Die L6sung wurde bei
4°C im Kuhlschrank gelagert.

5.5.3 Herstellung von Dabsyl-IgG

1,0 g Rinder-1gG (& 6,944 umol) wurdenin 90 mL 0,2 M NaHCOs-L6sung, pH 8,2 gel6stund
3,7 mg Dabsylchlorid (£ 11,46 umol, M =323,80 g/mol) in 9,5 mL ACN. Daraus ergab sich
ein Molverhéltnis beider Substanzen von 6,944:11,4= 1:1,65. Die IgG-Konzentration betrug
10,05 g/L. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei RT gerihrt und Giber Nacht bei 4°C inku-
biert. Anschlielend wurde die Reaktionslésung mittels PD10-S&ule gereinigt und die ver-
einigte Dabsyl-lgG-Fraktion sterilfiltriertund spektroskopisch vermessen. Die L6sung wurde
bei 4°C im Kuhlschrank gelagert.

5.5.4 Unterschiedliche Immobilisierungsmethoden fir Amino-Trisopor™

Es wurdenviermalje 10 mg Amino-Trisopor™ 1500 und Amino-Trisopor™ 3000in 1,5-mL-
ReaktionsgefalRe eingewogen, sowie die auf drei verschiedenen Weisen (ohne, saure bzw.
basische Vorbehandlung) hergestellten epoxy-aktivierten Trisopor™-Proben verwendet
(10 mg) (Kap. 5.4.1). Zur Proteinimmobilisierung wurden je 20 uL Dabsyl-BSA-L&sung
(0,301 mM, Kopplungsdichte 3,2) mitjeweils 40 pL fiir die Immobilisierungsmethode geeigne-
ten Puffer verdiinnt. Fir die Glutaraldehyd-Methode wurde 80 mMPBS plus 6 mg NaCNBH3,
fur die Bis-NHS-Ester-Methode 0,1 M Hydrogencarbonatlésung, pH 8,3, fir die NHS-Kopp-
lung nach anfanglicher Umsetzung mit Glutars&ureanhydrid 80 mM PBS, pH 7,6 und fur die
Epoxy-Methode 0,1 M Carbonatpuffer, pH 9,6 genutzt. Nach Inkubation tiber Nacht wurden
die Materialien mehrfach mit PBS gewaschen.

5.5.5 Immobilisierungen von Dabsylproteinen

Um die Immobilisierungsdichte der Dabsylproteine zu vergleichen, wurden die gleichen
Mengen an gefarbtem Protein zu den gleichen Mengen an Tragermaterialien gegeben. Die
Immobilisierungsvorschriften sind im Kapitel 5.6 aufgefuhrt.

Konzentration der Proteinlésung zur Immobilisierung je Ansatz (50 mg Tragermaterial):
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300 pL Dabsyl-IgG (5,49 mg/mL) und 150 uL Puffer (= 3,66 mg/mL IgG) bzw.
60 puL Dabsyl-BSA (14,26 mg/mL) und 240 uL Puffer (= 2,85 mg/mL BSA).

5.5.6 Partielle Hydrolyse mittels Mikrowelle

In einem 1,5 mL-Reaktionsgefa? wurden ca. 20 mg Tragermaterial mit 300puL 6 M HCI
versetzt. Die Hydrolyse fand in offenen GefaRen statt, um eine Evakuierung und Spuilung mit
Stickstoff zu ermdéglichen. Durch gleichmé&Rige Energiezufuhr sollte mdéglichen Siede-
verziigen entgegengewirkt werden. Da es bei zu starker Energiezufuhr zur Zerstérung des
Farbstoffes kommen wiirde, wurde die Energiezufuhr auf 75 W beschréankt. Die Methoden-
regelung der Mikrowelle erfolgte mit "Powertime", d.h. es wurde kontinuierlich die gleiche
Leistung zugefuhrt. Die Zeit der Energiezufuhr betrug 3 min, dabei wurde das Wasser im
Reaktionsgefal? (10 mL) geruhrt (stirred: hi). Als zusétzliche Grenzen fur die Hydrolyse
wurden ein maximaler Druck von 6,9 bar und eine Temperatur von 130°C festgesetzt.

5.6 Immobilisierungsmethoden fir verschiedene Tragermaterialien

Die konkreten Immobilisierungsprotokolle sind in diesem Kapitel aufgefiihrt. Den Materialien
in Kapitel 5.6.1 bis 5.6.6 lagen Immobilisierungsprotokolle der Herstellerangaben zu Grunde.
Fur die Materialien, denen keine Vorschriften beilagen, erfolgten die Kopplungen angelehnt
an den Methoden nach der entsprechend ztierten Literatur (Kap. 5.6.7 bis 5.6.9). Die
Immobilisierungdichte der aufgefiihrten Materialien wurde mittels der Dabsylmethode tber-
pruft (Auswertung in Kap. 8).

5.6.1 Immobilisierung auf Toyopearl® AF-Formyl

Toyopearl® AF-Formyl wird zu Beginn griindlich mit Reinstwasser und anschlieRend mit
0,1 M PBS, pH 7 gewaschen. 2 g des nassen Harzes werden auswogen und 40-50 mg
Protein, geldst in Pufferldsung, pH 6,5-9,0 zum Harz geben. Zuséatzich werden 60 mg
NaCNBHshinzugeben und die Reaktionsmischung inkubiert iber Nacht. Danach werden die
restlichen Formylgruppen mit8 mL 1 M Tris-HCI, pH 7,8 plus 20 mg NaCNBHz geblockt (1h).
Das Material wird mit 1 M NaCl und abschlieRend mitPBS gewaschen. Eine Belegung von
25 mg/g Tragermaterial ist mdglich [242].

5.6.2 Immobilisierung auf Tresyl-Toyopearl® 650M

Das zu immobilisierende Protein wird in 0,1 M Natriumhydrogencarbonatlésung, 0,5 M NaCl,
pH 8 geldst. 0,4 g des trockenen Harzes werden zur Proteinldsung gegeben. Nach der
Inkubation (4 h) wird dreimal mit Natriumhydrogencarbonatldsung gewaschen. Die freien
Tresylgruppen werden mit10 mL 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5 geblockt (1 h) und das Material wird
mit PBS gewaschen [243, 244].

5.6.3 Immobilisierung auf Cellufine ™-Formyl

Der pH-Wert des Kopplungspuffers sollte zwischen pH 4 und 11 liegen. Beispielsweise kann
0,2 M Phosphat- oder 0,2 M Acetatpuffer verwendet werden. Als Blockingpuffer kdnnen
0,2M bis 1 M Lésungen primarer Aminverbindungen, wie Ethanolamin, Glycin, Glycin-
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ethylester oder 0,2 M bis 1 M Tris-HCI-Puffer, pH 7-8 eingesetzt werden. Als Reduktions-
mittel wird NaCNBH3, pH > 4 genutzt.

Nach der Immobilisierungsvorschrift wird 1 mL Cellufine™-Formyl mit Kopplungspuffer
gewaschen.In 1-2 mL Kopplungspufferlésung wird das Protein geléstund zusammen mit5-
10 mg Reduktionsmittel (alternativ als Lésung: 1 mL 50-100 mg/mL) zum Tragermaterial
gegeben (Inkubationszeit2 bis 8 h). Danach wird mit20 mL Kopplungspuffer gewaschen und
mit1-2 mL Blocklésungplus Reduktionsmittel die noch freien Gruppen geblockt (Inkubations -
zeit 2 h). AnschlieBend wird nochmals mit 20 mL Kopplungspuffer oder Reinstwasser
gewaschen [245].

5.6.4 Immobilisierung auf NHS-Sepharose ™

Um eine vorzeitige Reaktion zu unterdriicken, werden kalte Lé6sungen verwendet (4°C) und
kurze Zeitintervalle bei den Waschschritten eingehalten. Als Kopplungspuffer kann 0,2 M
Natriumhydrogencarbonat (pH 6-9) oder 0,2 MPBS, 0,5 M NacCl, pH 8,3 verwendet werden
(Verhéltnis Kopplungspuffer zum Medium 1:2).

NHS-aktivierte Sepharose ™ wird mitdem 10-15-fachen des Volumens mitkalter1 mM HCI
gewaschen. Das gewaschene Gel wird danach kurz mit der Kopplungslésung gewaschen,
um den pH-Wertzur Immobilisierunganzugleichen. Nach Zugabe der Proteinlésung (in PBS)
soll die Reaktionsmischung 2-4 h bei RT oder bei 4°C Gber Nacht inkubieren. Das Blocken
erfolgt mit 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5 oder 0,5 M Ethanolamin. AnschlieRend wird das Material
im Wechsel mit 0,1 M Tris, pH 8-9 und 0,1 M Acetatpuffer, 0,5 M NaCl, pH 4-5 gewaschen
(immerdrei Saulenvolumenim Wechsel, drei bis sechsmalwiederholen). AbschlieRend wird
mit PBS gewaschen [246].

5.6.5 Immobilisierung auf NHS-aktivierte Agarose

Als Kopplungspuffer werden 0,1 M Natriumphosphat, 0,15M NaCl, pH 7,2 oder andere
aminfreie Puffer, pH 7-9 verwendet. Die Kopplungskapazitat betragt 1-20 mg/mL, wobei
150 mgtrockenes Harzca. 1 mL hydratisiertes Gel ergibt. Fur die direkte Kopplung der Pro-
teinlésung am trockenen Gel wird das doppelte Volumen, das zum Quellen benétigt wird,
verwendet, d.h. 2 mL statt1 mL bei 150 g Agarose. Das Blocken erfolgtmit1l M Tris,pH 7,4
oder 1 M Ethanolamin. Danach wird das Material mitPBS, dann mit1 M NaCl-Lésung —um
unspezifische Bindungen zu entfernen — und abschlieBend mit PBS gewaschen [247].

5.6.6 Immobilisierung auf UltraLink™ Biosupport

Die Proteinlésung wird in einer geeigneten Losung (0,6 M Natriumcitratoder 0,8 M Natrium-
sulfat) zu den trockenen Beads gegeben und bei RT geschuttelt(1 h). Nach 5-10-minutigen
Zentrifugieren bei 1200 g wird der Uberstand abgenommen. Geblockt wird mit dem 10-
fachem Beadvolumen mit1 M oder 3 M Ethanolamin, pH 9; 1 M Tris, pH 8 oder 0,1 M Glu-
cosaminin 1 M Natriumsulfat, pH 8,5), indem 2,5 h bei RT der Ansatz geschittelt wird.
AnschlieRend wird fiir 5-10 min bei 1200 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Material wird mehrfach mit PBS (10-fachem Beadvolumen) gewaschen (15 min geschiittelt
und abzentrifugiert). Danach mit 1 M NaCl und abschlieend mit PBS gewaschen.
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5.6.7 Immobilisierung auf Fractogel® EMD-Epoxy

100 mL Epoxy-Matrix in 100 mL Puffer, pH 9-13 quellen lassen. Zur Immobilisierung wird
Carbonatpuffer, pH9 mit5-10 mg/mL Protein verwendet. Der Ansatz wird bei 35°C 24 bis
48 h geschutteltund anschlieBend mit1 M NaClund danach mit Reinstwasser gewaschen.
Mit 100 mL 1 M Ethanolamin oder Tris,pH 9 bei RT (6 h inkubieren) werden die noch freien
Epoxygruppen geblocktund anschlieRendmit1l M NaClund abschlieRend mit Reinstwasser
gewaschen. Zum Koppeln von Hydroxylgruppen wird ein pH-Wert von 11-12 bendtigt, fir
Aminogruppen ein pH >9 und fir Thiolgruppen ein pH-Wertvon 7,5-8,5 [134]. Alternativ kann
eine Immobilisierung ohne vorheriges Quellen durchgefiihrt werden. Dazu wird die
Proteinlésung in 0,1 M Carbonatpuffer, 0,15 M NaCl, pH 9,6 hergestellt. Falls die Protein-
I6sung in PBS vorliegt, wird diese im Verhaltnis Carbonatpuffer:PBS =2:1 verdiinnt. Diese
Lésung wird zum trockenen Fractogel® EMD-Epoxy geben (42 h inkubieren). Der Uberstand
wird abgenommen und das Material mit0,01 M Trispuffer, 0,15 M NaCl, pH 8,5 geblocktund
anschlieBend mehrfach mit PBS gewaschen [122].

5.6.8 Immobilisierung auf Amino-Trisopor™ via Glutaraldehyd-Methode

25 mg Amino-Trisopor™ werden mit Reinstwasser und abschlieRend mit 0,1 M Natrium-
phosphatpuffer, 0,15 M NacCl, pH 7,0 gewaschen. Der Uberstand wird entfernt und 200 L
12,5%-ige Glutaraldehydlésungin PBS plus 5,0 mg Natriumcyanoborhydrid (geléstin 10 pL
PBS) werden zum Amino-Trisopor™ hinzugeben (4 h inkubieren). Nach Entfernen des
Uberstands wird mehrfach das Tragermaterial mit PBS waschen, um uiberschiissiges Glutar-
aldehyd zu entfernen. AnschlieRend wird der Uberstand entfernt und 40 pL Proteinlésung
(Konzentration 1-20 mg/mL, fir kleine Liganden ist meist eine Proteinkonzentration von 1-
5 mg/mL ausreichend) zusammen mit5,0 mg Natriumcyanoborhydrid (gelostin 10 pL PBS)
zum Tragermaterial hinzugefiigt (4 h bei RT schiitteln). Danach wird das Tragermaterial mit
PBS, dann mit 1 MNaCl und abschlieRend mit PBS gewaschen [134].

5.6.9 Immobilisierung auf Amino-Trisopor™ via Bis-NHS-Ester-Methode
41,5mg Trisopor™ werden im Eppendorf-Reaktionsgefal eingewogen und 2 h im Exsikkator
getrocknet. 10,5 mg Bis-NHS-Diglykolsaure (2 32 umol, M = 328,23 g/mol) werden in 300 pL
Dioxan gel6éstund 10 pL Triethylamin hinzugefugt. Diese Lésung wird zum getrockneten
Tragermaterial gegeben und tUber Nacht unter Schiitteln inkubiert. Nach Abnahme des
Uberstands wird das Tragermaterial griindlich mit Dioxan gewaschen, um den Uber-
schissigen Bis-NHS-Ester zu entfernen. AnschlieRend wird mit0,1 M Phosphatpuffer,pH 6
das organische Ldsungsmittel entfernt. Danach wird die Proteinlésung, pH 8,3 dazugeben
(z.B. in Natriumhydrogencarbonatldsung) und 5 h bei RT geschiittelt. Der Uberstand wird
entfernt und das Material grindlich mit PBS gewaschen.

5.7 Aromatische Aminosaureanalyse (AAAA-Verfahren)

Um eine breiter anwendbare Proteinbestimmungsmethode zur Bestimmung der Immobili-
sierungsdichten von Affinititsmaterial zu gewinnen, wurde eine vereinfachte Aminoséaure-
analyse mitinternem Standard entwickelt (Kap. 8). Dieses Verfahren wurde mit Aminoséure-
NIST-LOsung kalibriert. Zur Proteinbestimmung wurde diese Methode mit zertifiziertem BSA-
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NIST-Standard validiert, wobei die Aminosauredetektion nach der Hydrolyse der Probe
erfolgte. Es wurden Peptidproben und komplexe Proteinproben untersucht. Zusatzlich wurde
das Verfahren zur Bestimmung von Immobilisierungsdichten an verschiedenen Trager-
materialien angewandt.

5.7.1 Vorexperimente zur Entwicklung des AAAA-Verfahrens

Zu Beginn wurden die beiden homologen Aminosaure Homophenylalanin (HPhe),
M= 179,22 g/mol (0,0896g in 20 mL 0,1 N HCl 2 25 mM) und Homotyrosin (HTyr-HBr),
M = 276,12 g/mol (0,1381 g in 20 mL 0,1 N HCI 2 25 mM) als interner Standard verwendet.
Aus diesen beiden Losungenwurde eine Standardldsung mitjeweils1 mMHPheund 1 mM
HTyr hergestellt. Um Reaktionen der Aminosauren wahrend der Proteinhydrolyse zu
unterbinden, wurde zunachst Phenol (s) zugesetzt. In der Literatur sind Zuséatze zwischen
0,02% und 3% wéhrend der Hydrolyse dokumentiert [207, 218-220]. Aufgrund der
Ergebnisse der Vorexperimente wurde fir Phe auf den internen Standard FPhe gewechselt
und vom Additiv Phenol bei der Hydrolyse abgesehen, sodass folgende Methode validiert
wurde:

5.7.2 Das AAAA-Verfahren

Fur das AAAA-Verfahren wurden interne Standards auf Basis von Phe und Tyr verwendet:
4-Fluorphenylalanin (FPhe), M = 183,18 g/mol (0,0916 g in 20 mL 0,1 N HCI 2 25 mM) und
Homotyrosin (HTyr-HBr), M = 276,12 g/mol (0,1381 g in 20 mL 0,1 N HCI & 25 mM). Aus
diesen beiden StammIlésungen wurde eine Standardldsung mit 1 mM FPhe und 1 mMHTyr
hergestellt. Die Kalibrierlésung basiert auf dem Aminosaure-NIST-Standard-Referenz
material (NIST 2389a), einer Mischung aus 17 Aminosauren (2,50 + 0,07 mML-Alanin, 2,51 +
0,07 mM L-Arginin, 2,50 + 0,08 mM L-Asparaginséaure, 1,23 = 0,06 mM L-Cystin, 2,50 +
0,08 mM L-Glutaminséure, 2,52 + 0,07 mM Glycin, 2,52 + 07 mM L-Histidin, 2,44 +£0,11 mM
L-Isoleucin, 2,44 £0,11 mML-Leucin,2,41+ 0,17 mML-Lysin,2,51 £ 0,07 mM L-Methionin,
2,55 + 0,09 mM L-Phenylalanin, 2,46 + 0,11 mM L-Prolin, 2,44 + 0,11 mM L-Serin, 2,49 +
0,07 mM L-Threonin, 2,54 + 0,08 mM L-Tyrosin, 2,51 + 0,10 mM L-Valin) in 0,1 N HCI).
L-Tryptophan, L-Asparagin und L-Glutamin wurden dem L-Aminoséaure-Satz (Sigma-Aldrich
LAA21) entnommen.

Die saure Hydrolyse der Proteinproben wurde in einem Hydrolyserdhrchen durchgefuhrt
20 pL Proteinlésung wurden mit 200 pL 6 M HCI verdiinnt und 5 pL interner Standard
zugegeben. Die griindlich gemischte Lésung wurde in ein Hydrolyserdhrchen tberfiihrt
Dieses wurde dreimal mit Stickstoff gespult und evakuiert. Das evakuierte Hydrolyse-
rohrchen wurde auf 107°C fiir etwa 22 h in einem Olbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde
der Inhaltin ein 1,5-mL Eppendorf-Reaktionsgefal? tberfuhrtund bei 60°C bis zur Trockene
evaporiert. Das Pellet wurde in 200 pL Reinstwasser geldst und die Losung chromato-
graphisch an der HPLC analysiert. Die folgenden Trennbedingungen wurden verwendet:
Mobile Phase A: Wasser mit 0,05% TFA, Laufmittel B: Acetonitril mit 0,05% TFA, Flussge-
schwindigkeit 0,15 mL/min, Sadulentemperatur 50°C, UV-Detektion bei 215nm. 20 uL der
Probe wurden auf die Saule AdvanceBio Peptide Map C18 Umkehrphasenséule (150 x
2,1 mm, mit der Vorsdule AdvanceBio Peptide Map Fast Guard 2.1mm x5 mm, 2.7 um)
injiziert. Die Abtrennung der aromatischen Aminosauren wurde aufeinem bioinerten Agilent
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1260 Infinity-System durchgefiihrt. Derlineare Gradientbegann direktbei 0% Acetonitril und
erreichte 30% Acetonitril nach 40 min. Der zweite Schritt war ein Reinigungsschrittmiteinem
steilen Gradienten (2 min) von 30% bis 90% Acetonitril (3 min Haltezeit). Nach der Riickkehr
innerhalb von 1 min aufdie Startbedingung wurde 19 min mit der mobilen Phase A aquili-
briert.

Zur Validierung wurde eine Verdinnung von 1:200 von BSA-NIST-Standard Referenz-
materialien SRM 927e mit PBS verwendet. Zertifizierte Werte der BSA-L6sung: Konzen-
tration etwa 7%, bezogen auf AAA: 67,38 g/L + 1,38 g/L, BSA-Konzentration (Biuret-
Methode): 69,58 g/L + 1,30g/L, Dichte: 1,0182+ 0,0002 g/mL, Theoretische Masse:
66398,1g/mol, Masse (in absteigender Reihenfolge der Hé&ufigkeit): 66431,3+0,9,
66548,9+ 0,8, 66458+ 1, 66590+6. Die Anzahl der aromatischen Aminosauren in der
Sequenzsind 20 Tyr und 27 Phe.

5.7.3 Protein Quantifizierung von Peptiden und komplexen Proben

Als Peptidprobe wurde Hepcidin-25 (M = 2789,4 g/mol) mit der Sequenz: Asp-Thr-His-Phe-
Pro-lle-Cys-lle-Phe-Cys-Cys-Gly-Cys-Cys-His-Arg-Ser-Lys-Cys-Gly-Met-Cys-Cys-Lys-Thr
hydrolysiert und analysiert. AuRerdem wurden folgende komplexe Proben untersucht
Kaninchenserum (Vorverdiinnung 1:500), Mausserum (Vorverdiinnung 1:500), Human-
serum (Vorverdiinnung 1:500), Rinder-1gG (0,2 g/L Rinder-lIgG) und Magermilchpulver (1 giL
Magermilchpulver).

5.7.4 Analyse von inhomogenen Proben: Tragermaterial mit immobilisierten
BSA

Rinderserumalbumin (BSA, 35 pL einer 10 g/L Lésung) wurde auf Tresyl-Toyopearl® und
Fractogel® EMD-Epoxy gemaR den Anweisungen des Herstellers und auf zwei Proben von
Trisopor™-Amino 1500 immobilisiert, einmal mittels Glutaraldehyd-Methode zum anderen
mittels des Bis-NHS-Ester-Verfahrens (Kap. 5.6.9). Fir die Analyse von immobilisiertem
Protein wurde jedes Material getrocknet und 5 mg des Materials mit 20 L der internen
Standardlésung in 200 uL 6 M HCI hydrolysiert, um die Immobilisierungsdichte zu bestim-
men.

Die exakten Immobilisierungsschritte: Es wurden jeweils 30 mg des Tragermaterials zur
Immobilisierung verwendet. Zur Aktivierung des Amino-Trisopor™ wurden 200 uL einer
12,5% Glutaraldehydldsung und 15 mg Natriumcyanoborhydrid zu dem Material gegeben.
Nach finfmaligem Waschen mitPBS wurden 35 pL 10 mg/mL BSA-Lésung mitzusétzlichen
15 mg Natriumcyanoborhydrid fiir die Immobilisierung verwendetund 15 h und inkubiert
Nachdem das Material mitPBS gewaschen wurde, wurde es mit200 pL 0,1 M Tris und 15 mg
Natriumcyanoborhydrid blockiert und abschlielRend dreimal mit PBS gewaschen.

Beim alternativen Aktivierungsverfahren wurden 38,5 mg Bis-NHS-Diglykolsdure und 10 pL
Triethylamin in 600 pL wasserfreiem Dioxan geléstund zum Amino-Trisopor™ 1500 gege-
ben. Nach 3 h Inkubation wurde das Material viermal mit Dioxan und einmal mit PBS ge-
waschen. AnschlieBend wurden 35 puL BSA-L6sung (10 g/L) zugeben und die Mischung fur
15 h inkubiert. Danach wurde das Material mehrfach mit PBS gewaschen.
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Zur Immobilisierung von Proteinen auf den Tragern Fractogel® EMD Epoxy und Tresyl
Toyopearl®wurde die BSA-Losung (20 g/L BSA) fiir die Kopplung an Fractogel® EMD Epoxy
1:1 mit 0,1 M Carbonatpuffer, 0,15 M NaCl (pH 9,6) verdiinnt, fir die Immobilisierung auf
Tresyl-Toyopearl® 1:1 mit 0,1 M Natriumhydrogencarbonatiésung, 0,5M NaCl (pH 8).
Jeweils 35 pL der entsprechenden Proteinlésungen wurden zur Immobilisierung verwendet
Die Inkubationszeit flir Fractogel® EMD-Epoxy betrug 42 h, fur Tresyl-Toyopearl® 4 h.
Danach wurden die TrAgermaterialien mit PBS gewaschen, mit 200 pL 0,1 M Tris blockiert
und abschlieRend dreimal mit PBS gewaschen.

5.7.5 Totalhydrolyse in der Mikrowelle

Die Hydrolysen wurden alternativ zur klassischen Hydrolyse im Hydrolyser6hrchen in der
Mikrowelle Discovery mit einer Protein-Hydrolyse-Einheit (Firma CEM) durchgefuhrt. Der
Einsatz in dem Reaktionsgefa? der CEM-Mikrowelle wurde modifiziert, um eine gleich-
maRigere Energie- und Warmeverteilung der Proben zu gewahrleisten (Kap. 8.2.5).In einem
Arbeitsschritt kdbnnen bei Verwendung der Mikrowelle bis zu finf Probenin 1,5 mL-HPLC-
Glaschen gleichzeitig hydrolysiert werden. In jedem Reaktionsgefal3 (1,5 mL-HPLC-Glas-
chen) wurden 200 uL 6 M HCI vorgelegt. AnschlieBend wurden 20 uL der zu untersuchen-
den Proteinlésung und 5 pL der internen Standardlésung zugegeben. 10 mL destilliertes
Wasser wurden in das Reaktionsgefal3 gefiillt, sodass die Proben (225 uL) in den Proben-
flaschchen vollstandig in das Wasserbad eintauchten. Durch Rihren des Wassers in der
GefaRkammer miteinem Magnetriihrstab wurde ein schneller Temperaturausgleich gewahr-
leistet. Die Verfahrensparameter wurden wie folgt gewahlt: Standard, 50 W maximale
Leistung, 150°C Hochsttemperatur, 10 min Laufzeit, 20 min Haltezeit, 6,9 bar Maximaldruck,
Ruhren: "hi". Die Temperaturmessung erfolgte Giber Faseroptik. Bevor die Hydrolyse ge-
startet wurde, wurde das Reaktionsgefall evakuiert und dreimal mit Stickstoff gespdilt
(1,1 bar). In dieser Stickstoffatmosphére wurde die Hydrolyse gestartet. Nach dem Abklhlen
wurden die Proben in 1,5-mL-Eppendorf-ReaktionsgefaRe tberfiihrt, bis zur Trockene evapo-
riert (ca. 2 h bei 60°C) und anschlielRend in 200 pL Reinstwasser aufgenommen. Die Proben
wurden mittels HPLC analysiert.

5.8 Methoden zur Reinigung der TNT-Seren

Zur Herstellung der TNT-Affinitditsséule missen die Antikérper aus dem Serum isoliert
werden. Dies erfolgte zunachstklassisch mittels Protein-A-Reinigung. Diese Reinigung fuhrte
jedoch zu keinen befriedigenden Ergebnissen, sodass eine Strategie zur Isolierung spezfi-
scher anti-TNT-Antikdrper entwickelt wurde (Kap. 9).

5.8.1 Protein-A-Reinigung

Protein-A-Saule

Fur die Protein-A-Saule wurde eine 60 x 4 mm ID Leersdule miteinem Volumenvon 754 mL
verwendet (CS Chromatographie Service, Art. Nr. 424004). Als Tragermaterialwurde Fracto-
gel® EMD-Epoxy (M) 40-90 um genutztan das das rekombinantes Protein A(BioVision 6500-
25 No.51100) mittels der Epoxy-Methode gekoppelt wurde. Zur Konditionierung wurde
zunachstmit 5 mL Methanol, dann mit 50% Methanol und abschlieBend mit7 mL Carbonat
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puffer (30 mM Na2COz, 70 mm NaHCOs, 145 mMNacCl, pH 9,6) gespult. Zur Immobilisierung
wurde die Stammlésung rProtein A auf 15 mg/mL verdinnt (560 uL Carbonatpuffer und
240 uL Protein-A-Stammldsung). Aufgrund der maRigen Reaktivitdit der Epoxygruppen
wurde die Saule 42 h bei 32-34°C inkubiert. AnschlieRend wurde das Material mit Trispuffer
(10 mM C4H11NO3, pH 8,5) geblockt (Inkubationszeit 1-2 h). Wenn die Saule nicht direkt
verwendet wurde, wurde sie mit 5 mL 0,1% NaNs-PBS-Pufferldsung gesplt und im Kiihl-
schrank gelagert. Vor der Verwendung musste sie mit PBS gespult werden.

Um die IlgG-Fraktion zu gewinnen,wurde nach dem Serumauftrag mitPBS gewaschen und
anschlieRend mit0,1 M Glycinpuffer-HCI, pH 2,8 bzw. pH 2,2 eluiert. Die Fraktionen wurden
direkt bei der Elution mit 5-fach konzentriertem Phosphatpuffer auf pH 7,6 abgepuffert, um
einer Denaturierung der Antikdrper vorzubeugen.

Protein-A-Kit

Alternativ wurde ein Protein-A-Kit (NAb™ Protein A Plus Spin Kit, 0,2 mL) verwendet. Die
Durchfiihrung erfolgt gemaf der Anleitung des Kits [248]. Als Neutralisationspuffer wurde
nicht das mitgelieferte Tris-Puffersystem sondern 5-fach konzentrierter PBS verwendet, da
die Aminogruppen von Tris bei einer spateren Kopplungstéren wiirden. Das Probenvolumen
der aufgetragenen Seren betrug zwischen 300 und 500 pL.

5.8.2 Affinitatssaule mit TN6PHA-Liganden (Trisopor™)

Der Ligand wurde als aktivierter NHS-Ester verwendet (100 pL 6,7 mg/mL TN6PHA-NHS-
Ester, M = 410,3 g/mol) und im ersten Schritt an Amino-Trisopor™ 1500 gekoppelt. Fiir das
Gelingen der Kopplung im organischen Losungsmittel ist die Deprotonierung der Amino-
gruppen notwendig. Hierzu wurde die organische Base Triethylamin verwendet, da diese
aufgrund der sterischen Hinderung nicht sehr nukleophil ist. Es wurden funf verschiedene
Ligandendichten durch unterschiedliche Anséatze erzeugt. Bei jedem Ansatz wurde 40 mg
des ausgeheizten Amino-Trisopor™ 1500 verwendet:

75 UL TN6PHA-NHS-Ester-Lésung + 125 pL Dioxan + 10 pL Trimethylamin 2 5,831 pmolimL
TN6PHA-NHS-Ester-Losung

15 pL TN6PHA-NHS-Ester-Losung + 185 pL Dioxan + 10 pL Trimethylamin 2 1,167 umolimL
TN6PHA-NHS-Ester-Losung

3 pL TN6PHA-NHS-Ester-Losung + 197 pL Dioxan + 10 pL Trimethylamin 2 0,233 pmol/mL
TN6PHA-NHS-Ester-Losung

0,6 yL TN6PHA-NHS-Ester-Lésung + 199,4puL Dioxan + 10 L Trimethylamin =
0,0467 pmol/mL TN6PHA-NHS-Ester-Losung

0,12 uyL TN6PHA-NHS-Ester-Losung + 199,9uL Dioxan + 10pL Trimethylamin 2
0,0093 pmol/mL TN6PHA-NHS-Ester-L6sung

Der Ansatz wurde unter Lichtausschluss 1,5 h bei 250 rpm auf einem Thermomixer bei RT
geschittelt. Das Tragermaterial wurde zweimal mit 100 pL und einmal mit 200 pL Dioxan
gewaschen. Mit Bernsteinsaureanhydrid erfolgte die Blockierung der eventuell noch vor-
handenen freien Aminogruppen in zwei Schritten: Jeweils 200 pL 200 mM Anhydridlésung
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(in Dioxan) wurden auf die Anséatze gegeben und 30 min geschittelt. Anschlielend wurden
die Ansatze zunachst mit Dioxan, am Ende mit Reinstwasser gewaschen.

5.8.3 Affinitatssaule (Sepharose™) mit 4-Nitrophenyl-Liganden

Im ersten Schritterfolgte eine Veresterung von 4-(4-Nitrophenyl)buttersaure zum NHS-Ester.
NHS und DCC wurden jeweils in 1,4-Dioxan zusammen mit einer Spatelspitze DSC geldst
DSC wurde zugegeben, um eventuelle Wasserspuren zu entfernen, die zu unerwiinschten
Hydrolyse fuhren kdnnten. AnschlieRend wurden die Komponenten im Verhéltnis 1:1:1
miteinander nach der zuvor genannten Reihenfolge vermischt (jeweils 49 ymol). Der Ansatz
wurde unter Lichtausschluss Uber Nacht bei 650 rpm auf einem Thermomixer bei RT
geschittelt. Infolge der Kopplung entstand ein Niederschlag, der durch 10-minitiges Zentri-
fugieren bei 12000 g abgetrennt wurde. In dem klaren Uberstand befindet sich der geléste
NHS-Ester. Zur Immobilisierung wurde zunachst die HiTrap ™-S&aule mit Isopropanol
gewaschen, um eventuell vorhandene Konservierungsmittel zu entfernen. Fir die Beschi-
ckung der Saule wurde eine 10 mL-Hamiltonspritze unter Verwendung einer Spritzenpumpe
eingesetzt. Um das Ethylendiamin an die Saule zu koppeln, wurden 60 mL einer 1%-igen
Ethylendiaminlésung (in Isopropanol) mit einer Flussrate von 1 mL/min aufgetragen.
AnschlieRend wurde die Saule mitlsopropanol gewaschen (acht Sdulenvolumina). Der 4 -(4-
Nitrophenyl)buttersaure-NHS-Ester wurde in einem dreifachen Uberschuss zur urspriinglich
vorhandenen NHS-Beladung (30 umol geléstin 2 mL Isopropanol) auf die S&aule gebracht
und fir 60 min inkubiert. Die Saule wurde mitlsopropanol gewaschen und daraufhin schritt-
weise mit Wasser aquilibriert (80% Isopropanol; 50% Isopropanol; 20% Isopropanol; 100%
H20). Die Neutralitat des Eluenten wurde mittels pH-Papier kontrolliert. Mit Bernsteins&ure-
anhydrid erfolgte die Blockierung der eventuell noch vorhandenen freien Aminogruppen in
zwei Schritten: Jeweils 10 mg Bernsteinsaureanhydrid (2 je 100 ymol)wurdein7,5mL0,1 M
Hydrogencarbonatlésung (pH 8,3) geléstund unverziglich aufdie Saule gegeben. Die Saule
wurde mit finf Sdulenvolumina PBS gewaschen, gefolgt von weiteren fliinf Sdulenvolumina
PBS, 0,1% Natriumazid zur Lagerung im Kihlschrank.

5.8.4 Affinitatssaule (Sepharose™) mit 2,4-Dinitrophenyl-Liganden

Die Durchfiihrung erfolgte analog zur vorherigen Herstellung der Affinitatssaule aus Kapitel
5.8.3. Diein 1,4-Dioxan gelésten Komponenten 2,4-Dinitrophenylessigsaure, NHS und DCC
wurden im Verhéltnis 1:1:1 (jeweils 44 ymol) eingesetzt. 30 ymol des aktivierten Liganden
wurden zu 2 mL Isopropanol gegeben und fir die spatere Kopplung an die Sdule bereit-
gestellt. Zuerstwurde der Spacer an die HiTrap ™-S&ule gekoppelt. Um die S&ule nur zu 5%
mitDinitrophenylgruppenzu beladen, wurde eine 1%-ige Ethylendiamin/Ethanolamin (1:20)-
Ldsung hergestellt. Es wurden 13 mL dieser Lésung miteiner Flussrate von 0,1 mL/min Uber
die Saule geschickt. AnschlieRend wurde die Saule mit zehn Saulenvolumina Isopropanol
gewaschen. Vor Saulenauftrag wurde zum aktivierten Liganden 50 yL 10 mmol/L NaHPOq,
10 mmol/L NaCl, pH 9,0 hinzugefigt, um den pH-Wert der Probe zu erhdhen. 1700 pyL
(2 25,5 ymol) dieser "aktivierten Liganden-Losung" wurden eingesetzt und mit einer
Flussrate von 0,1 mL/min aufgetragen und fir 1 h inkubiert. AnschlieRend wurde die Saule
mit Wasser aquilibriert und mit Bernsteinsaureanhydrid geblockt.
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5.8.5 Chromatogramme der Affinitatssaulen

Fir die Erstellung der Chromatogramme der HiTrap™-S&ulen wurde jeweils 100 pL eines
1:10 verdiinnten Serums (K2B12) mitder Spritzenpumpe auf die Saule aufgetragen (Fluss-
rate: 2 yL/min). Furdie Fraktionierung wurde eine Mikrotiterplatte mitBSAbeschichtet (0,1%-
ige BSA in PBS, pH 7,6 Uber Nachtbei RT). Es folgten Waschschritte (dreimaliges Waschen
mit dem MTP-Washer). 100 yL sechsfachkonzentrierter PBS wurden zum Sammeln der
Elutionsfraktionen (zur Neutralisation) in die Kavitaten vorgelegt. Jeweils 100 uL Probe
wurden manuell pro Kavitdit gesammelt (Fraktionierung nach Zeit: Wechsel der Kavitaten
nach jeweils 30 sec; bei einer Flussrate von 0,4 mL/min; Gesamtvolumen pro Kavi-
tat: 200 yL). Ein Aliquot von jeweils 10 yL wurde entnommen und in 190 pL PBS gegeben.
Diese Probe wurde im TNT-ELISA eingesetzt (Inkubation des primaren Antikérpers). Es
wurde kein Analyt (TNT) zugesetzt, sodass das erzeugte Signal abhangig von der jeweiligen
Konzentration des priméaren Antikdrpers in den Fraktionen war.

Um die unspezfische Bindung zu testen, wurde analog der obigen Vorschrift PETN -Hyper-
immunserum, Boost 3 verwendet. Zur Erstellung eines Chromatogramms wurde der PETN-
ELISA mitdem Tracer PETN-POD verwendet (1:200000 Verdiinnung).

5.8.6 PEG-Affinitatssaule (Trisopor™) mit 2,4-Dinitrophenyl-Liganden

500 mg des Diol-Trisopor™-Materials wurden in Eppendorf-Reaktionsgefafle eingewogen
(Diol-Ligandendichte 33,4 umol/g). Die Diolgruppen (16,7 umol) wurden mit Hilfe von
Natriumperiodat durch oxidative Spaltung zu Aldehydgruppen umgesetzt. Um eine voll-
standige Reaktion zu garantieren, wurde ein 12-facher Uberschuss eingesetzt (2 200 ymol).
Die Reaktionszeit betrug 90 min bei RT unter regelmafiger Durchmischung. Die Reaktion
des Natriumperiodats wurde gestoppt, indem der Ansatz mitinsgesamt 6 mL Reinstwasser
gewaschen wurde. Die Waschritte erfolgten durch Zentrifugieren des Trisopor ™-Materials
bei 12000 g fiir jeweils 5 min mit anschlieRender Entfernung des Uberstandes und Hinzu-
fligen von Reinstwasser. Die so entstandenen Aldehydgruppen konnten mit Aminogruppen
zu einer Schiff'schen Base reagieren. Es wurden PEG-Amin-Molekiile Gber deren Amino-
gruppe an das Material gekoppelt, die zur Unterdriickung unspezfischer Bindungen von
Proteinen dienen. Dafiir wurde eine 1:50-Mischung aus H2N-PEG-NH2 und H2N-PEG-OH
eingesetzt. PEG wurde in einem 10-fachen Uberschuss zur Kapaztat des Materials ein-
gesetzt (167 umol). Da die verwendeten PEG-Molekule jeweils ein Molekulargewichtvon ca.
3000 g/mol aufweisen, wurden 0,01g H2N-PEG-NH> und 0,49g H>N-PEG-OH in
Phosphatpuffer pH 7,6 geldst. Der pH-Wertdieses Ansatzes wurde mit pH-Papier kontrolliert
(zu Beginn pH 12) und mitPhosphorséure neutralisiert (21 h bei 230 rpm bei RT geschttel).
NaCNBHs wurde in einem 10-fachen Uberschuss (11,7 mg 2 167 ymol) zum Ansatz
gegeben, sodass die Schiff'sche Base sich zu einer stabilen sekundaren Aminbindung
umsetzen konnte (2,5 h bei 800 rpm inkubieren). Eventuell noch vorhandene Aldehyd-
gruppen wurden mit einer 15%-igen Ethanolaminldsung blockiert (45 min bei 800 rpm, RT).
AnschlieRend wurde das Material mit1,4-Dioxan gewaschen [132, 134]. Es wurde miteinem
Aliquot des Materials weitergearbeitet (ca. 1/5 der Menge). Die noch freien Aminogruppen
des HoN-PEG-NH2 wurden im Folgenden fiir die Kopplung eines N-(2,4-Dinitrophenyl)-6-
aminocapronsaure-N-succinimidylesters genutzt. Zum Ansatz wurde ein Uberschuss dieser
intensivgelben Substanz (24 ymol) und Triethylamin hinzugefiigt. Um sicher zu stellen, dass
der fiir die Kopplung im Uberschuss eingesetzte N-(2,4-Dinitrophenyl)-6-aminocapronsaure-

63



N-succinimidylester, komplett von der Saule entfernt wurde, wurde zum Abschluss das
Material mehrfach mit PBS gewaschen und der Durchfluss spektroskopisch kontrolliert (keine
Absorption bei 280 nm).

Um eine Affinitatssaule mit groBerem Volumen zu erhalten, wurde diese Kopplung im
groBeren MaRRstab mitderrestlichen Menge des mit den PEG-modifizierten Tragermaterials
(4/5 der Ausgangsmenge) analog durchgefihrt.

5.8.7 Bestimmung der Kreuzreaktivitat der anti-TNT-Antikérper

Zum Testen der Kreuzreaktivitit der anti-TNT-Antikdrper zu den Analyten 2-Nitro-phenyi-
essigsaure, 3-Nitrophenylessigsaure, 4-Nitrophenylessigsaure, 4-(4-Nitrophenyl)-butter-
saure, sowie 2,4-Dinitrophenylessigsdure wurden Stammldsungen in Methanol mit einer
Konzentration von 1 g/L hergestellt. Diese wurden mit PBS, pH 7,6 verdiunnt, sodass
derselbe Konzentrationsbereich, wie bei der TNT-Kalibrierkurve abgedeckt wurde (O -
1000 pg/L). Die Kurven des TNT-Kalibrierstandards sowie der Analyten wurden mitHilfe des
Programms Origin® gemaR der 4-Parameter-Logistik-Gleichung angepasst, wobei die
0,001 pg/L-Werte als maximale Absorptionswerte (A-Wert) herangezogen wurden. Auf jeder
Mikrotiterplatte wurde eine TNT-Standardkurve mitgefiihrt. Der D-Wert der Analyten wurde
dem des Kalibrierstandards (TNT) gleichgesetzt, da bei den Kurven der Kreuzreaktanden
keine untere Asymptote erreicht wurde und angenommen wurde, dass diese Kurven bei
Erhéhung der Analytkonzentration ebenfalls auf den unteren Asymptotenwert des TNTs
zulaufen wiirden. So konnten mit Hilfe der 4-Parameter-Gleichung die Testmittelpunkte
bestimmt werden. Die Berechnung des Fehlers erfolgte, indem von den Triplikaten der
Kreuzreaktanden jeweils eine separate Kurve erstellt wurde. Die Standardabweichung der
berechneten Kreuzreaktivitdten wurde als Fehler angegeben.

5.8.8 Bestimmung der pH-Stabilitat der anti-TNT-Antikdrper

Fir diesen Testwurde das K2B12-Serum zunéchst 1:10 in PBS, pH 7,6 verdunnt. Jeweils
90 uL des zu testenden Puffers wurden in ein 1,5 mL-Reaktionsgefal pipettiert. Getestet
wurde die pH-Stabilitat der anti-TNT-Antikdrper in sauren Glycin-HCI-Puffern (0,1 mollL
Glycin, 0,5 mol/L NaCl) mitden pH-Werten 2,0; 2,4 und 3,0 und in basischen 0,05 mollL
Na,HPO4Puffern mitpH-Werten von 10,0; 11,0 und 12,0. Jeweils 10 yL des 1:10 verdinn-
ten K2B12-Serums wurden zum entsprechenden Ansatz (90 yL) gegeben und fir 5 min,
15 min, 30 min bzw. 60 min inkubiert. Die Inkubationszeit wurde beendet, indem zu den
sauren bzw. basischen Anséatzen jeweils 100 yL 6-fach PBS, pH 7,0 hinzugefiigt und
gemischtwurde. Unmittelbar im Anschluss wurde eine 1:750-Verdinnung in PBS, pH 7,6
(7 uL aus dem Ansatz plus 5243 uyL PBS) hergestellt, sodass eine Endverdiinnung von
1:150000 des K2B12-Serums erzielt wurde. In jeder Testreihe wurden drei Konditionen
getestet und jeweils eine Referenz mitgefuhrt. Als Referenz diente ein Ansatz mit PBS,
pH 7.6, der gleichbehandelt mitgefihrt wurde. Da die Antikdrper dieses Ansatzes stets pH-
neutralen Verhéaltnissen ausgesetzt waren, wurde die Stabilitdt dieser Kondition als 100%
gesetzt. Alle Proben wurden als Triplikate in einem ELISA getestet. Es wurde jeweils eine
TNT-Kalibrierkurve erstellt. Die Triplikate, die mit 0,001 pg/L TNT, 0,01 uyg/L TNT und
0,1 ug/L TNT versetzt wurden (insgesamtneun Absorptionswerte fiir eine Kondition), wurden
fur die Kalkulation der Stabilitat der Antikdrper herangezogen.
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_ A(Test)
" Apw(pH 7,6)

mit A: Einzelabsorptionswert bei x in ug/L TNT der zu testenden Kondition
Ayw : Mittelwert von drei Absorptionswerten bei x in ug/L TNT des Referenzansatzes

Stabilit&t[%] 100

Somit erhielt man neun prozentuale Stabilitdtswerte fir eine Kondition. Fir die grafische
Auswertung wurde der Mittelwert, sowie die Standardabweichung (Darstellung als Fehler-
balken) berechnet.

5.9 Methoden zur Herstellung der TNT-Affinitatssaulen

Dieses Kapitel beschreibt die Herstellung der TNT-Affinitatssaulen basierend auf Sepha-
rose™, Cellufine™ und pordsen Glas, sowie deren reversiblen und irreversiblen Elutionen
(Auswertung in Kapitel 10).

5.9.1 TNT-Affinitatssdulen mit Protein-A-gereinigtem anti-TNT-IgG

TNT-Affinitatssdule: Sepharose™ als Tragermaterial

Eine Leersaule mit einem Fillvolumen von 64,8 uL wurde zunéchst mit NHS-aktivierter
Sepharose™ (in Isopropanolldsung) gefiillt. Anschlieend wurde die S&ule mit kalter 1 mM
HCI-Lésung mit einem Fluss von 40 pL/min gespult und das entstandene Leervolumen
mehrfach mit dem S&aulenmaterial nachgefillt. Fir die Proteinldsung zur Immobilisierung
wurden 300 uL Serum K1B9 (Reinigung mitProtein A) verwendet. Die IgG-Fraktion wurden
im Centriprep™ Zentrifugalfilter (Cut-off 3 kDa) mit 14000 g bei 4°C zentrifugiert und auf-
konzentriert (pro Konzentrationsschritt 25 min). Anschlieend wurde dreimal 350 uL Hydro-
gencarbonatldsung auf das Konzentrat gegeben und aufkonzentriert, um die Lésung auf
pH 8,3 umzupuffern. Der Innenfilter wurde umgedreht und 2 min bei 1000 g in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefal3 entleert. Die Konzentration der IgG-Lésung wurde am UV/VIS-
Spektrometer bei 280 nm gemessen (100 puL 11,1 mg/mL IgG). Diese Antikbrperlésung
wurde zur Immobilisierung verwendet.

TNT- Affinitatssaule: Cellufine™ als Tragermaterial

Eine Leersaule mit einem Fullvolumen von 64,8 uL wurde zunéchst mit Formyl-Cellufine™
(in Essigséure) gefillt. AnschlieBend wurde die Sdule mit kaltem PBS gespilt und das
entstandene Leervolumen wurde mehrfach mit dem Saulenmaterial nachgefullt. Es wurden
300 L des TNT-Serums (Protein A gereinigt) aufkonzentriert und mit Hydrogencarbonat-
16sung (0,2 M plus 0,5 M NaCl) umgepuffertund die Konzentration mitder 280 nm-Methode
bestimmt (2,65 mg/mL). Zum Beladen wurde die Saule mit1 mL Kupplungspuffer gespiilt
(per Hand mit einer Spritze, daher héherer Fluss als an der Lésungsmittelpumpe) und
anschlieBend 100 pL der verdunnten anti-TNT-IgG LOsung (50 pL anti-TNT-IgG-L6sung
(2,65 mg/mL), 50 uL Kopplungspuffer und 2,7 g NaCNBH3), auf die Saule mit einer Spritze
injiziert. Die Saulewurde 1 h 45 min bei RT inkubiert) und anschlieRend mit Phosphatpuffer
gewaschen. Das Blocken erfolgte 3 h mit 0,1 M Tris (6,87 mg NaCNBHzin 600 pL Tris),
pH 8,5 bei RT. AnschlieBend wurde die Saule mit 3 mL Reinstwasser, mit2 mL Phosphat
puffer, mit 1 mL Acetatpuffer und nochmals mit2 mL PBS gewaschen.
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TNT-Affinitatssaule: Pordses Glas als Tragermaterial

Eine Leersaule mit einem Fillvolumen von 64,8 uL wurde zunachst trocken mit Amino-
Trisopor™ 1500 gefiillt. Die Saule wurde mit3 mL Wasser gewaschen und das entstandene
Leervolumen mehrfach mit Saulenmaterial nachgefillt. AnschlieRend wurde mit4 mL 0,1 M
PBS und 0,15 M NacCl, pH 7,2 gewaschen. Eine 12,5%-Glutaraldehydldsung (130 pL 25%
Glutaraldehyd verdiinnt mit 130 pL PBS) mit 15,8 mg NaCNBHs wurde injiziert. Die Saule
wurde Uber Nacht bei RT inkubiert und anschlieBend mit 0,1 M PBS gewaschen. Zur
Proteinimmobilisierung wurden in 65 pL anti-TNT-IgG-L6ésung (11,7 mg/mL) 4 mg NaCNBHs
geldstund diese Losung mit einer Spritze auf die Saule injiziert (Inkubation tber Nacht bei
4°C). AnschlieRend wurde mit Phosphatpuffer gewaschen. Zum Blocken wurde 0,1 M
Trispuffer mit NaCNBH3 (200 pL Tris und 10 mg NaCNBH?3), pH 8,5 verwendet und bei RT
fir 3 h inkubiert. Danach wurde mit0,1 M PBS gewaschen. Um die S&ulen von unspezifisch
gebundenen Teilchen zu reinigen, wurden die Sdulen mehrmals mitden folgenden drei
Lésungen gewaschen: 0,01 M Phosphorséure, pH 2,25, PBS (Verdinnung 1:10) und
1% Tween® 20 in PBS (Verdiinnung 1:5).

5.9.2 HPLC-Chromatogramm sowie entsprechender TNT-ELISA

Die TNT-Affinitditss&ulen wurden mit TNT beladen und im Anschluss mit einem Fluss von
80 puL/min 15min mit PBS (Verdinnung 1:10), pH 7,6 (ohne NaCl) gewaschen. Die
Stufenelution erfolgte von der 15. bis zur 25. Minute mit0,1 M H3POs, pH 2,25. AnschlieRend
wurde die Saule 15 min mit 1/10 PBS regeneriert (Fluss 80 pL/min). Die Trisopor™-Saule
wurde bereits vor Anschluss an die HPLC mit PBS gewaschen.

Der Durchlauf wurde in 40 pL-Fraktionen auf fir den TNT-ELISA vorbereiteten
Mikrotiterplatten (mit anti-TNT-Antikdrper beschichtet) gesammelt und ausgewertet.

5.9.3 Saure versus thermische Elution

Es wurden S&ulen (Fullvolumen 64,8 uL) mitfolgenden TNT-AffinitAitsmaterialien verwendet

1. 40,0 mg Trisopor™ und 80 pL einer aufkonzentrierten IgG-Lésung (13,9 mg/mL)
Protein-A-gereinigtes K1B9-Serum
2. 41,5 mg Trisopor™ und 70 pL einer aufkonzentrierten IgG-L6sung (23,3 mg/mL)
Protein-A-gereinigtes K1B9-Serum
3. 176 mg Formyl-Cellufine™ (in Essigsaure) und 50 pL einer aufkonzentrierten IgG-
Losung (21 mg/mL) Protein-A-gereinigtes K2B12-Serum (plus 15 mg NaCNBH3s)
Die Affinitaitss&ulen wurden mit PBS gespiltund mit 70 uL 0,5 ng/uL TNT-L6sung in PBS
Uberladen. Anschlieend wurden sie fur 5 min inkubiert. Danach wurden die Saule mit1 mL
PBS gespdult (von Hand per Spritze).

Die saure Elution erfolgte mit0,01 M H3PO4, pH 2,26 auf die Trapsaule (Onyx™-S&aule). Um
TNT zu detektieren und zu quantifizieren, wurde anschlieRend die Trapsaule (Onyx™
Monolithic C18 L&dnge 50 mm, ID 2 mm; Porengrdf3e 130 A) miteinem Fluss von 1,3 mL/min
miteinem LM-Gradienten eluiert. Als Laufmittel wurden Reinstwasser und MeOH verwendet.
Zu Beginn war die Saule mit5% MeOH aquilibriertund der Gradient stieg innerhalb von 2 min
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auf einen Gehalt von 95% MeOH. Diese Konzentration wurde fiir 1,5 min gehalten. Danach
wurde innerhalb einer halben Minute wieder die Anfangskonzentration von 5% MeOH
erreicht und die Saule 2 min mit dieser Konzentration aquilibriert.

Bei derthermischen Elution wurden die Antikérper denaturiert,indem die Saule fiir L0 minin
ein heiRes Wasserbad (>80°C) gelegt wurde. Anschlieend wurde die Saule in die Agilent-
HPLC vor der Trapséaule (C18-Saule) eingesetztund 5 min mit einem Fluss von 100 pL/min
von der Affinitdtssdule aufdie Trapsaule eluiert. Danach wurde die Affinitatss&ule ausgebaut
und die monolithische Trapsaule mit hohem Fluss (1,3 mL/min) nach der oben beschrie-
benen TNT-Methode mit einem steilen Methanolgradienten eluiert.

5.9.4 Online-Elution durch Denaturierung mit Lésungsmittel

Die Denaturierung erfolgte durch 100% Methanol. Als analytische Trapséule wurde die Séule
Onyx™ Monolithic C18 Lange 50 mm, ID 2 mm; PorengréRe 130 A verwendet. Um eine
Retention aufder C18-Sé&ule wahrend der Elutionzu gewéhrleisten, wurde das Losungsmittel
nach Passieren der Sdule mit Reinstwasser (Flussgeschwindigkeit 570 pL/min) 1:20 ver-
dunnt. Die TNT-Detektion und Quantifizierung erfolgte durch Elution der analytischen Saule
nach derin Tabelle 5.1 aufgefiihrten Methode.

Tabelle 5.1: Vollstandige Methode der TNT-Elution (Denaturierung durch 100% L&sungsmittel).

Zeit[min] Wasser [%] ACN[%] MeOH [%] Fluss [mL/min] Ventil Bemerkung
0 100 0 0 0,03 1—-6 Entfernenvon PBS (Anfang)
3 100 0 0 0,03 Entfernenvon PBS (Ende)
3,01 0 0 100 0,03 Denaturierung der Affinitats-
saule plus Wasserzufluss
15 0 0 100 0,03 Denaturierung (Ende)
15,01 100 0 0 0,03 Spulung der HPLC-Kapillaren
mit Wasser (Anfang)
20 100 0 0 0,03 Ende der Spilung (Ende)
20,01 95 5 0 0,03 1—-2 Erhohen des Flusses (Anfang)
20,5 95 5 0 0,5 Erhéhen des Flusses (Ende)
22 95 5 0 0,5 Flacher Gradient (Anfang)
26 55 45 0 0,5 Steilerer Gradient (Anfang)
27 5 95 0 0,5 Gradient (Ende)
29 5 95 0 0,5 Reinigung der C18-Saule
30 95 0 0,5 Aquilibrieren (Anfang)
32 95 0 0,5 Aquilibrieren

5.9.5 Thermische Online-Elution mit Saulenofen

Die Denaturierung erfolgte durch Erhitzen im eigens entwickelten Saulenofen,indem 20 min
lang heiRes Wasser (> 80°C) durch den in der BAMangefertigten Saulenofen gepumptwurde
(Konstruktionszeichnung siehe Anhang). Danach erfolgte die Abkiihlung des Saulenofens
mitjeweils 5-minutigem Umspulen, zuerstmit Eiswasser, anschlieRend mit Wasser (RT). Als
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analytische Trapsaule zur Detektion und Quantifikation wurde die Saule Onyx™ Monolithic
C18Lange 50 mm, ID 2 mm; PorengréRe 130 A verwendet. In den ersten Experimenten
wurde die Elution nach derin Tabelle 5.2 angegeben Methode durchgefiihrt, wobeinoch ein
manueller Wechsel der Saulen erfolgte.

Tabelle 5.2: TNT-Elution nach thermischer Denaturierung.
PBS Fluss

Zeit[min]  Reinstw asser [%] ACN [%] %] [mU/min] Bemerkung

0 95 5 0 0,03 Erhéhen des Flusses

0,5 95 5 0 1 Stabilisierung der Basislinie
2 95 5 0 1 Flacher Gradient (Anfang)
5 55 45 0 1 Steilerer Gradient (Ende)

6 5 95 0 1 Gradient (Ende)

7 5 95 0 1 Reinigung der C18-Séaule

8 95 5 0 1 Aquilibrierung (Anfang)

10 95 5 0 1 Aquilibrierung

Die komplette thermische Online-Elutionsmethode mit Uberfilhren des S&uleninhalts der
zuvor mit PBS gespilten TNT-AffinitAitssdule auf die analytische S&ule ist in Tabelle 5.3
aufgefihrt. Der Fluss wurde vor der thermische Denaturierung der Antikdrper gestoppt (20 -
minutiges Erhitzten mitheilRem Wasser (> 80°C) im schnell regulierbarem Séaulenofen). Nach
10-minitigem Abkuhlen (5 min mit Eiswasser und 5 min mit Wasser bei RT) wurde die
Methode gestartet.

Tabelle 5.3: Endgliltige Methode der TNT-Elution (thermische Denaturierung).

Zeit [min]  Wasser [%] '?‘WCOE\I [nﬁll_l;:r;rfn] Ventil Bemerkung
0 95 5 0,1 1—2 Aquilibrierenund Start
0,5 95 5 0,1 1—6 Uberfiihrung der TNT-Molekille von
der Affinitatssaule auf die C18-Saule
(Start)
2 95 5 0,1 Ende der Uberfiihrung
2,01 95 5 0,1 1—-2 Umstellen der Pumpe auf C18-Saule
und Erhéhen des Flusses (Anfang)
2,5 95 5 0,5 Erhéhen des Flusses (Ende)
3 95 5 0,5 ACN-Gradient (Anfang)
9 5 95 0,5 ACN-Gradient (Ende)
11 5 95 0,5 Reinigung der C18-Séaule
12 95 5 0,5 Aquilibrierung der C18-Saule (Anfang)
20 95 5 0,5 Aquilibrierung der C18-Saule
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6 Herstellung und Untersuchung der Antikdrper gegen PETN

In diesem Kapitel werden die Synthese des PETN-Haptens sowie die Herstellung des
Immunogens und des Tracers fur den PETN-Immunassay beschrieben (Kap. 1.3.2 und
1.3.3). Die Nachweis- und die Bestimmungsgrenze des entwickelten PETN-ELISAs (Kap.
2.1)werden ermitteltund die Entwicklung der durch Immunisierung eines Kaninchens gewon-
nenen polyklonalen Antikbrper prasentiert. AbschlieRend werden die Ergebnisse bzgl. pH-
und Lésungsmittelbestandigkeit der Antikdrper des finalen Serums sowie deren Kreuz-
reaktivititen zu relevanten und strukturahnlichen Stoffen aufgezeigt und diskutiert.

6.1 Aufbau und Synthese eines neuen PETN-Haptens

Um eine méglichsthohe Ahnlichkeit des Haptens zum Analyten zu erhalten, wurde nach dem
Konzept des bioisosteren Ersatzes erstmalig eine Nitrogruppe durch einen Carbonatdiester
ersetzt (Kap. 1.3.3). So wurde bei dem hochsymmetrischen PETN-Molekul lediglich das N-
Atom der Nitrogruppe durch ein C-Atom ersetzt, um eine Kopplungsstelle zu schaffen. Der
Vorteil ist einerseits, dass das dritte Sauerstoffatom der verdnderten Nitrogruppe durch
dieses Vorgehen erhalten bleibtund somitdie geschaffene Gruppe sterisch derrdumlichen
Struktur der Nitrogruppe des Analyten entspricht. Zum anderen ragt das Hapten aufgrund
des langeren Linkers gegeniiber dem friiher verwendeten Haptens stéarker aus dem Protein-
molekiil heraus, sodass die immunologische Zuganglichkeit verbessert wurde. Der erhdhte
Syntheseaufwand gegeniiber der bereits praktizierten Succinylierung fihrt zu einigen
Strukturvorteilen. Abbildung 6.1 veranschaulichtdie Strukturen des Analyten, des ,alten®
Haptens und des neu synthetisierten.
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Abbildung 6.1: PETN (Zielanalyt), bekanntes Hapten durch traditionelle Succinylierung (oben), neues
Hapten mit einer Carbonatdiester-Gruppe, bioisosterer Ersatz (unten), rot: strukturelle Unterschiede zum
Analyten.
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Die Synthese des nichtaktivierten Haptens wurde von M. Biyikal, BAM Fachbereich 1.9,
ausgefuhrt und mittels hochauflésender Massenspektroskopie (MS) und Kernmagnetische
Resonanz (NMR) verifiziert. Als Ausgangssubstanz zur Synthese wurde Pentaerythrit ver-
wendet. Durch Nitrierung wurde im ersten Schritt Pentaerythrityltrinitrat (PETriN) synthetisiert
(Abb. 6.2).
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Abbildung 6.2: Reaktionsgleichung der Nitrierung von Pentaerythrit.

Die freie Hydroxylgruppe wurde durch Reaktion mit Carbonylimidazol (CDI) in trockenem
Pyridin in das entsprechende Carbamat umgewandelt (Abb. 6.3).
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Abbildung 6.3: Reaktionsgleichung der Bildung des Carbamats aus dem Alkohol.

AnschlieBend wurde 1,6-Hexandiol als Linker gebunden (Abb. 6.4) [235, 236].
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Abbildung 6.4: Reaktionsgleichung der Bindung des Linkers 1,6-Hexandiol.
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Pentaerythrityltrinitratm ethyl-6-hydroxyhexylcarbonat ist ein farbloses Ol. Die Ausbeute fiir
dieses Zwischenprodukt betrug 72%. Die Masse wurde mit hochauflosender MS mit
414,1002 m/zgemessen, die der theoretischenMasse exaktentspricht. Des Weiteren wurde
dieser Stoff mittels NMR vermessen:
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1H-NMR (d6-DMSO) & (ppm): 1,26-1,30 (m, 4H), 1,36-1,42 (m, 2H), 1,54-1,61 (m, 2H), 3,33
(m, 2H), 4,08 (t, 2H, J = 10,2 Hz), 4,24 (s, 2H), 4,29 (t, 1H, J = 7,8 Hz), 4,66 (s, 6H). 13C-
NMR (d6-DMSO) & (ppm): 26,0, 26,1, 29,1, 33,4, 42,4 (Cq), 61,6, 66,1, 69,2, 71,7, 1550
(CO).

Im letzten Schritt der Haptensynthese wurde die endstandige Hydroxylgruppe mit Pyridinium-
dichromat (PDC) zu einer Carbons&ure oxidiert (Abb. 6.5) [237].
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Abbildung 6.5: Reaktionsgleichung der Oxidation der Hydroxylgruppe zur Carbonséure.

Das erhaltene Hapten ist ein farbloses Ol. Die Ausbeute dieses letzten Schritts betrug 73%.
Die Masse wurde mit hochauflésender MS im negativen Mode mit 428,0811 m/z gemessen
und entspricht der theoretischen Masse (Theorie: 428,0789 m/z). In Abbildung 6.6 sind der
Hauptpeak und die entsprechenden Isotopenpeaks zu sehen. Das Produkt kann ebenfalls im
positiven Mode mit 430,0939 m/z nachgewiesen werden.

PETN_in_Carbons_1zul00_negativ #813 RT: 14.28 AV: 1 NL: 1.17E6
T: FTMS {1,1} - p ESI Full ms [150.00-70C
100 428.0811

E 429.0840

B 430.0853
0 E 428.7513 | 431.0880 432.0551 434.8965 436.0869
L e s e I s e O e e I e e e e B S B B

427 428 429 430 431 432 433 434 435 436 437
m/z

Abbildung 6.6: Hochauflosende MS-Messung (negativer Mode, nach HPLC-Trennung) des PETN-
Haptens (5,5848 mg in 50 pL Dioxan, 1 zu 100 verdinnt).
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Die NMR-Messung des Endprodukts lieferte folgende Werte:

1H-NMR (d6-DMSO) & (ppm): 1,27-1,35 (m, 2H), 1,47-1,55 (m, 2H), 1,56-1,64 (m, 2H), 2,20
(t, 2H,J = 11,1 Hz), 4,09 (t, 2H, J = 9,9 Hz), 4,26 (s, 2H), 4,68 (s, 6H), 11,98 (s, 1H). 13C-
NMR (d6-DMSO) & (ppm): 25,5, 26,1, 29,2, 34,9, 42,8 (Cq), 66,5, 69,5, 72,1, 155,4 (CO),
175.8 (COOH).

6.2 Kopplung des Haptens an die Proteine BSAund POD

Zur Aktivierung der Carboxylgruppe wurde N-Hydroxysuccinimid und Dicyclohexylcarbodi-
imid (DCC) in trockenem Dioxan verwendet (Abb. 6.7) [37]. Der gebildet NHS-Ester wurde
durch Zentrifugieren von dem als Nebenproduktentstandenen Dicyclohexylharnstoff-Nieder-
schlag abgetrennt und anschlie3end durch praparative HPLC gereinigt.

Abbildung 6.7: Reaktionsschema: Aktivierung der Carbonséure zum NHS-Ester.

Der Syntheseerfolg wurde mittels hochauflésender MS bestéatigt (Abb. 6.8). Die im negativen
Mode gemessene Masse von 525,0965 m/z entsprichtder theoretischen Masse 525,09471
m/z.
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PETN_NHS_Ester_15pmol_neg #857 RT: 13.55 AV: 1 NL: 1.31E4
T: FTMS {1,1} - p ESI Full ms [100.00-80(
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Abbildung 6.8: Hochauflosendes MS-Spektrum des NHS-aktivierten Haptens (negativer Mode).
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In Abbildung 6.9 sind der Ausgangsstoff sowie die drei Zwischenprodukte der Synthese dar-
gestellt.
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Abbildung 6.9: Ausgangsverbindung und Zwischenprodukte der Synthese des PETN-Haptens.

Die HPLC-Fraktion mit dem geldsten NHS-Ester wurde sofort fiir die Proteinkonjugation an
BSA in einem leicht basischen Hydrogencarbonatpuffer, pH 8,1 verwendet, wobei unter-
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schiedliche Volumina gewahltwurden (Tab. 6.1), um unterschiedliche Kopplungsdichtendes
Hapten-BSA-Konjugats zu erhalten. Bei dieser Kopplung reagieren primar die zugénglichen
Aminogruppen der Lysinreste des BSAmitdem aktivierten Esterzu stabilen Amidbindungen
(Abb. 6.10). Daher stehen nur 30 bis 35 der insgesamt59 Lysin-Reste fiir die Reaktion zur
Verfligung [249].
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NO,
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OZN\O/Q[\O)I\O/\/\/\"/NH—PrOten
(0]
(0]

o,
Abbildung 6.10: Reaktionsschema zur Amidbindung zwischen Protein und NHS-Ester.
Die unterschiedlich dichtgekoppelten Konjugate wurden mittels Gelchromatographie (PD10-

Saulen) gereinigt. Abbildung 6.11 zeigt exemplarischdie PD10-Elutionsprofile von drei BSA-
Konjugaten.
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Abbildung 6.11: Elutionsprofile der Gelchromatographie der unterschiedlich dicht gekoppelten Hapten-
BSA-Konjugate. Der vordere Peak markiert das Syntheseprodukt, der hintere das nicht umgesetzte
Hapten. Die schwarze Linie beschreibt das Elutionsprofil des Produkts mitder geringsten Kopplung, das

blaue das Profil der Verbindung mit der dichtesten Kopplung. Die Legende bezieht sich auf den
Syntheseansatz (Volumen der zugegebenen NHS-Haptenldsung).

Die Kopplungsdichten geben an, wie viele Molekiile an einem Protein gekoppeltsind . Diese
wurden mittels MALDI-TOF/MS-Messungen bestimmt (Abb. 6.12). Die Peaks der Konjugate
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sind im Vergleich zum reinen BSAsehr breit, da bei der Kopplungsreaktion stets ein Gemisch
aus verschieden dichtgekoppelten Konjugatenentsteht. Je héher die Kopplung, desto breiter
der Peak. Zur Charakterisierung wird der Kopplungswertbeim Intensitatsmaximum verwen-
det.

250 -

—— PETN-BSA 3
— PETN-BSA 2
200 PETN-BSA 1

——BSA

:EI 150 4
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2
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Abbildung 6.12: MALDI-TOF/MS von BSA (schwarz) und von den drei l8slichen, unterschiedlich dicht

gekoppelten Hapten-BSA-Konjugaten, Peakmaxima bei m/z = 66296 (BSA), 67478 (PETN-BSA1),
68639 (PETN-BSA 2) und 72142 (PETN-BSA 3).

Um den Proteingehalt abzuschéatzen, wurden die Lésungen spektroskopisch mittels der
280 nm-Methode vermessen. Die eingesetzten Volumina der Haptenldsungen, deren Ge-
samtproteinmengen sowie deren Kopplungsdichten sind in Tabelle 6.1 aufgefihrt.

Tabelle 6.1: Volumen der fir die Synthese eingesetzten Haptenldsung, Kopplungsdichte des Hapten-
BSA-Konjugats sowie die Gesamtkonzentration des erhaltenen Produkts.

Syntheseeinsatz gekoppelte Proteinmenge

PETN-NHS-Ester [uL] Name Kopplungsdichte [ma]
200 PETN-BSA 1 29 2,3
400 PETN-BSA 2 5,7 2
800 PETN-BSA 3 14,2 1,8
1600 PETN-BSA 4 23,6* 0,1
3200 PETN-BSA 5 32,6%* 0,1

* Hapten-BSA-Konjugat ist nicht w asserldslich, Messung aus dem ACN Waschw asser
** Hapten-BSA-Konjugat ist nicht w asserldslich, Messung aus dem Pellet

Fur die Immunisierung wurde das I6sliche BSA-Immunogen mit der héchsten Kopplungs-
dichte verwendet (PETN-BSA 3).

Um den fir den zu entwickelnden PETN-ELISAnotwendigen Tracer herzustellen, wurde das
Hapten an Meerrettichperoxidase (POD) gekoppelt. Die Tracerkonjugate haben eine Kopp-
lungsdichte von 0,48 (PETN-POD 1) bzw. 0,73 (PETN-POD 2) Molekilen pro POD (Abb.
6.13), wovon das hoher gekoppelte fir den im Rahmen dieser Arbeit entwickelten EL ISA
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verwendetwurde. Das Enzym POD hatzwar sechs zugéngliche Lysinreste, doch bisher sind
keine Kopplungsdichten gré3er zwei in der Literatur dokumentiert [250, 251].

1800 -

— PETN-POD 1
1600 —— PETN-POD 2
1400 POD

12004
1000 4

Intensitat

800
600
400
200 -k

0 T T T T T T T 1
40000 41000 42000 43000 44000 45000 46000 47000

m/z

Abbildung 6.13: MALDI-TOF/MS von POD und den beiden synthetisierten Tracerkonjugaten,
Peakmaxima bei m/z = 43186 (POD), 43487(PETN-POD 1) und 43384 (PETN-POD 2).

6.3 PETN-ELISA

6.3.1 Bestimmung von Testmittelpunkt und Affinitdtskonstante

Um die Bindungskonstante bzw. Affinitditskonstante (Kap. 2.1.3) der polyklonalen anti-PETN-
Antikdrper zu bestimmen, wird folgendes Vorgehen gewahlt: Das Serum sowie der Tracer
werden mitder fiir den ELISA optimierten Konzentration aufgetragen. AnschlieRend werden
beide L6sungen mitdem Faktor 1:1 verdinnt und die daraus resultierenden vier mdglichen
Kombinationen aus den Losungen werden fur den neuen PETN-ELISA auf einer Mikro-
titerplatte verwendet, sodass vier Kalibrierkurven pro Platte verglichen werden (Abb. 6.14).
Die Kurve mitdem kleinsten ICso -Wert wird als neue Ausgangslosung fur die neue Mikro-
titerplatte verwendet und die beiden zugehdrigen Serums - und Tracer-Losungen erneut1:1
verdinnt. Der ICs-Wert sollte im Idealfall bei diesem Vorgehen konvergieren. Wenn das
Signal zu schwach wird und der ELISA nicht mehrauswertbar ist, wird der bis dahin kleinste
ICso-Wert verwendet.

Der Fit der Kalibrierkurve des PETN-ELISAs, berechnet bei einer Serum- und Tracerver-
dinnung von jeweils 1:400000, ergibt einen Testmittelpunktvon 0,293 pg/L. Eine weitere
Verdiinnung des POD-Tracers (1:800000) fiihrte zu dem leichtverbesserten Testmittelpunkt
von 0,275 pg/L. Weitere Verdiinnungen sind aufgrund der Signalstérke nicht méglich. Aus
dem Testmittelpunkt berechnet sich nach der Formel (Kap. 2.1.2) die Affinitatskonstante

2,26-10%L/mol.
K, =2 M
S T

Die Affinitatskonstanten der anderen Seren sind in Tabelle 6.2 aufgefiihrt.
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Serum 5 1:200000, POD 1:200000
Serum 5 1:200000, POD 1:400000
Serum 5 1:400000, POD 1:200000
Serum 5 1:400000, POD 1:400000
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Abbildung 6.14: ELISA-Kurven von den Verdiunnungen auf einer MTP zur Bestimmung der Bindungs-
konstante vom PETN-Hyperserum 5.

6.3.2 Entwicklung der anti-PETN-Antikorper im Laufe der Immunisierung

Die Charakterisierung der anti-PETN-Antikdrper der Seren, die wéhrend des Immunisie-
rungsprozesses getestetwerden, wird standardmaRig durch ELISA-Protokolle dokumentiert
[113]. Die Entwicklung wird in Abbildung 6.15 verdeutlicht. Nach einem Anstieg des Signals
beigleichen Verdiinnungen von Seren und Tracer konnte beim Serum 3 das hdchste Signal
erzielt werden.
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— v Serum 4
£ ¥
=
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A
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o
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PETN [ug/L]
Abbildung 6.15: Sigmoidale Kalibrierungskurven der PETN-ELISAs von den PETN-Hyperseren 1-4.
Das Standardimmunisierungsprotokoll sieht eine Anfangsimmunisierung sowie drei weitere
Boosts zur Antikdrperproduktion vor (Serum 1). Um die Antikérperreifung fortzufuhren, wurde
anschlieend das Protokoll verlangert,indem dem Kaninchen nur noch die halbe Menge an

Immunogeninjiziertwurde undder Abstand der Boosts verlangertwurde. Der genaue Verlauf
des Immunisierungsfortschritts istin Tabelle 6.2 dokumentiert, ebenso die Entwicklung der
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Testmittelpunkte und die daraus berechneten Bindungsaffinitatskonstanten sowie die Seren-
titer.

Tabelle 6.2: Immunisierungsprotokoll und Entwicklung der Antikdrperaffinitat und der Serentiter.

Serum# - - - 1 2 3 4 5
Boost # Prim. 1 2 3 4 5 6 7
Blutentnahme [Tage] - - - 45 75 119 168 216
Injiziertes Immunogen [ug] 100 100 100 100 50 50 50 50
ICso [Mg/L] - - - 1,44 0,50 0,40 0,37 0,28
Ka [10° L/mol] - - - 0,44 1,27 1,58 1,71 2,26
Serumtiter” - - - 0,081 0,242 0,430 0,347 0,309

" definiert als Maximum des Absorptionssignals
“ normierter Wert

Die Affinitatsreifung zeigte eine Steigerung innerhalb der ersten vier Monate. Danach sank
der Serumtiter wieder leicht. Mit der Fortsetzung der Immunisierung nach dem Standard -
protokoll konnte eine Steigerung des Serumtiters um Faktor 5,3 fiir das Serum 3, fir das
finale Serum eine Steigerung um Faktor 3,8 erreicht werden. Die Bindungskonstante stieg
stetig an und verbesserte sich um das 5,7-fache und erreichte 2,26-10°L/mol beim Serum 5.
Dieses Serum, wovon ca. 20 mL zur Verfugung standen, wurde fir die weiteren Unter-
suchungen verwendet.

6.3.3 Kalibrierungskurven des PETN-ELISAs

Um die analytischen GroRen Nachweisgrenze (Limit of Detektion, LOD) und den Mess-
bereich bzw. die Bestimmungsgrenze (Limitof Quantification, LOQ) des kompetitiven PETN -
ELISAs zu ermitteln,werden zwei ELISA-Platten mit jeweils 32 PETN-Verdinnungen (Drei-
fachbestimmung) verwendet, die durch 1:1-Verdiinnungen den Bereich von 10-6¢bis 10*ug/L
(Abb. 6.16) bzw. von 104 bis 10° pg/L abdecken (Abb. 6.17).

Die zweite Messung (Abb. 6.17) zeigt, wie empfindlich der ELISA ist. Hierbei wurde eine
Pipette verwendet, die zuvor eine Mikrotiterplatte fir einen klassischen PETN-ELISAmitden
Ublichen acht Konzentrationen gefullt hat. Die "Verunreinigung" des Pipettenkolbens durch
die zuvor verwendete konzentriertere Losung fuhrte zu Signalverfalschungen der schwach
konzentrierten L6sungen im Bereich unterhalb von 0,5 pug/L PETN, sodass der haufig auf-
tretende Randeffekt nur noch eine untergeordnete Bedeutung spielte. Durch diesen werden
Konzentrationsdifferenzen zwischen gleichkonzentrierten Losungen in innenliegenden und
in am Rand befindlichen Kavitdten der Mikrotiterplatte hervorgerufen.

Die Bestimmung der Nachweisgrenze und des Quantifizierungsbereich wird mit Hilfe des
Prazisionsprofils von Ekins (Kapitel 2.1.2) festgelegt. Der relative Fehler berechnetsich nach
der Formel:

| Fehler [%] = —100 OExtinktion ( C )B+2+(CPETN)B
rel Fehler [%] = B-0D—4) [\coom c
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Zuséatzlich zu der Berechnung der realen relativen Fehler wurde eine Naherungskurve fiir
eine Standardabweichung der Extinktionswerte von 2,5% erstellt (Abb. 6.16 und Abb. 6.17).
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Abbildung 6.16: PETN-Kalibrierungskurven mit Fehlerbalken (Dreifachmessung) und zusétzlicher
Naherungskurve (blau) fur einen 2,5%-ige Fehler der Extinktion. Die Nachweisgrenze (DL) bei einem
relativen Fehler von 100% liegt bei etwa 0,025 pg/L. Der Quantifizierungsbereich (relativer Fehler kleiner
als 25%) erstreckt sich Gber den Konzentrationsbereich von 0,5 bis 1000 ug/L.
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Abbildung 6.17: PETN-Kalibrierungskurven mit Fehlerbalken (Dreifachmessung) und zuséatzlicher
Né&herungskurve (blau) fiir einen 2,5%-ige Fehler der Extinktion. Die Nachweisgrenze (DL) bei einem
relativen Fehler von 100% liegt bei ca. 0,06 ug/L. Der Quantifizierungsbereich (relativer Fehler kleiner
als 25%) erstreckt sich Uber den Konzentrationsbereich von 0,8 bis 2000 ug/L.

Es fallt auf, dass die N&dherungskurve (Standardabweichung der Extinktionswerte von 2,5%)
die realen Fehler bei kleinen Extinktionen nicht korrekt abbildet, da der prozentuale Fehler
bei Messungen in diesem Bereich grof3er ist. Deshalb wird fir die Abgrenzung des Mess-
bereichs bei hohen Konzentrationen ein optischer Fit der Néherungskurve des relativen
Fehlers vorgezogen. Der Messbereich wird bei dieser Methode so definiert, dass die Ab-
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weichung der Konzentrationsbestimmung unter 25% liegen muss. Die Nachweisgrenze
(LOD) wird bei einem Fehler von 100% markiert.

Aus den Kurven der beiden individuellen Messreihen (Abb. 6.16 und 6.17) ergibt sich ein
Messbereich von 0,5 bis 1000 ug/L bzw. von 0,8 bis 2000 ug/L PETN. Die Nachweisgrenze
beginntbei 0,025 pug/L bzw. 0,06 pg/L PETN. Somit kann fir die Methode ein gesicherter
dynamischer Arbeitsbereich von 1 bis 1000 pg/L PETN angegeben werden (Abb.6.18), d. h.
die Quantifizierung erstreckt sich Gber mindestens drei Zehnerpotenzen. Die Detektion ist
bereits ab einer Konzentration von 0,15 pg/L PETN mdglich. Wenn eine erhéhte Prézision
der Messwerte gefordert wird (Toleranzgrenze kleiner als 25% relativer Fehler), kann der
Quantifizierungsbereich entsprechend den Bedurfnissen am Prézisionsdiagramm in Abbil-
dung 6.18 abgelesen werden.
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Abbildung 6.18: PETN-Kalibrierungskurven. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung

(drei Wiederholungen pro Konzentration). Die Nachweisgrenze (DL) bei einem 100% relativen Fehler

liegtim Prazisionsprofil bei etwa 0,15 pg/L. Der Messbereich (relativer Fehler kleinerals 25%) erstreckt

sich Uber den Konzentrationsbereich von 1 bis 1000 pg/L, was einem Dynamikbereich von drei
Zehnerpotenzen entspricht.

Die Kalibrierungskurven zeigen, dass dieser Antikdrper zu den empfindlichsten derzeit
bekannten Immunassays flir PETN fuhrt. Der Messbereichistvergleichbar oder sogar leicht
besser als instrumentelle Verfahren zum Nachweis von PETN [38].

6.4 pH- und Losungsmittelvertraglichkeit der anti-PETN-Antikorper

Die Starke des Einflusses von Séuren, Basen, organischen Lésungsmitteln (MeOH und ACN)
und von hohen Salzkonzentrationen auf die anti-PETN-Antikdrper wurde in den folgenden
Experimenten ermittelt. Zu diesem Zweck wurde das Serum 1:200 in PBS verdiinnt. Danach
erfolgte eine Verdiinnung von 1:10 mitder jeweiligen zu testenden Losung. Nach definierten
Inkubationszeiten wurden die Losungen 1:25in PBS verdinnt, um wieder eine stabile PBS -
gepufferte Losung fiir den Assay zu erhalten. Im Anschluss wurden PETN-ELISAs mit den
unterschiedlich behandelten Antikdrperldsungen durchgefihrt. Tabelle 6.3 gibtdas Ergebnis
beiInkubation der Antikdrper in L6sungen unterschiedlicher pH-Werte wieder. In Tabelle 6.4
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wird der Einfluss des pH-Wertsim zeitlichen Verlaufdeutlich. Es wurden jeweils die A-Werte
der beiden PETN-ELISAs erhaltenen Naherungender Kalibrierkurven verwendet, wobei die
Signale der ELISAs von unterschiedlichen Mikrotiterplatten durch Normierung auf PBS
verglichen werden konnten.

Tabelle 6.3: Signalintensitat und deren Standardabweichung (n=4) der ELISA-Signale nach 60-min(-
tiger Inkubation in Lésungen unterschiedlicher pH-Werte, Normierung der Intensitat auf pH 7,6.

pH-Wert Signalintensitét [%]

2 131+8

2,4 136+ 3
3 106 £ 3

7,6 100

10 101+2

11 100+ 2

12 94 +2

Tabelle 6.4: Signalintensitat des ELISA-Signals nach Saureeinwirkung (5, 15 und 60 min).

H-Wert Signalintensitat [%] Signalintensitét [%] Signalintensitt [%]
P nach 5 min nach 15 min nach 60 min
2 107 111 136
2,4 102 110 131
3 94 102 103
7,6 100 100 100

Unerwarteterweise konnte beildngerer Inkubationszeitdes Serumsin schwachen S&uren ein
erhohtes Signal im ELISA detektiert werden. Dieser Effekt wurde bei niedrigen pH-Werten
am deutlichsten. Das legt eine mdgliche Aggregation der Antikdrper in saurem Milieu nahe.
Beim ELISA b&nde so am anti-Kaninchenantikérper kein einzelner Antikdrper, sondem ein
Antikdrperkonglomerat. Somit standen dem Antigen mehr Bindungsstellen zur Verfigung.
Als Nachweis fur diese Hypothese kdnnte im Rahmen weiterfuhrender Arbeiten die Grof3e
des Proteins bzw. des Konglomerats in Lésung mittels Dynamische Lichtstreuung (DLS),
Multi angle light scattering (MALS), Analytische Ultrazentrifugation (AUC) oder mittels Feld-
flussfraktionierung (FFF) nach Protein-A-Reinigung bzw. besser nach spezifischer anti-
PETN-IgG-Reinigung bestimmtwerden.

Ein ahnliches Phanomenwar bei der Inkubation in l6sungsmittelhaltigen Lésungen (mitACN
und MeOH) zu beobachten (Tab. 6.5 und 6.6). Die Denaturierung der Antikérper bei sehr
hohem LM-Anteil filhrte jedoch zu einer Abschwéchung des ELISA-Signals, was dem Signal-
erhdéhungseffekt der méglichen Agglomeration entgegenwirkte. Ein maximaler Signalwert
(Steigerung um 67%) wurde bei einer 60-minltigen Vorbehandlung mit 60% ACN erhalten.
Mit MeOH und im sauren Milieu konnte lediglich eine 31%-ige Steigerungder Signalintensitat
erzielt werden (60 min Einwirkung mit 60% MeOH bzw. in einer sauren Lésung mit pH 2).
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Die Inkubation der Antikérper in unterschiedlich konzentrierten NaCl-Lésungen zeigte im
Rahmen der Messgenauigkeit nahezu keinen Einfluss auf die Antikdrperstabilitat (Tabelle
6.7).

Tabelle 6.5: Signalintensitat und deren Standardabweichung (n=4) der ELISA-Signale nach 60-mini-
tiger Inkubation in ACN-haltigen Lésungen, Normierung der Intensitat auf 0% ACN.

ACN [%)] Signalintensitét [%]

0 100

10 98+1

30 1031

40 144 £5

50 154 +7

60 167 £ 10

70 136 £ 7

80 20+3

Tabelle 6.6: Signalintensitat und deren Standardabweichung (n=4) der ELISA-Signale nach 60-mini-
tiger Inkubation in MeOH-haltigen L6sungen, Normierung der Intensitéat auf 0% MeOH.

MeOH [%)] Signalintensitét [%6]

0 100

10 102+1
30 104+1
50 104+1
60 131+1
70 1181
80 100+ 2

Tabelle 6.7: Signalintensitat der ELISA-Signale und deren Standardabweichung (n=4) nach 60-min(-

tiger Inkubation in unterschiedlich konzentrierten NaCl-Losungen, Normierung der Intensitat auf 8,5 g/L
NaCl.

NaCl [g/L] Signalintensitat [%]
1 106 + 6
8,5 100
10 105+ 3
100 106 + 2

Die Ergebnisse zeigen, dass die Antikdrper hohe Konzentrationen von organischen
Losungsmitteln bei einstindiger Wirkdauer tolerieren (70% ACN bzw. 80% MeOH). Ein
Lésungsmittelzusatzwirkt sich sogar begunstigend aufdie Intensitatdes ELISA-Signals aus.
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Salzkonzentrationen von bis zu 100 g/L Natriumchlorid zeigen nahezu keine Auswirkung auf
die Signalintensitat beim anschlieBend durchgefiihrten ELISA. Auch eine 60-minitge
Behandlung der Seren mit Saure (bis pH 2) oder Base (bis pH 12) fiihrt nicht zu Signal-
verlusten, sondern teilweise zu Signalintensitatssteigerungen beim ELISA.

6.5 Kreuzreaktivitaten der anti-PETN-Antikorper

Um die Selektivitatder anti-PETN-Antikérper zu Gberprifen, wurden ebenfalls relevante oder
strukturdhnliche Stoffe getestet, ob diese am anti-PETN-Antikérper binden. Die Kreuzreak-
tivititen (Kap. 2.1.4) der polyklonalen Antikdrper wurden durch Testen einer wassrigen Ver-
dinnungsreihe der jeweiligen Substanzen bestimmt. Hierbei wurde stets eine Vergleichs-
reihe von PETN auf der Mikrotiterplatte gemessen. Um die Kreuzreaktivititen mit dem Wen-
depunktkonzentrationsverhéltnis der Testsubstanzzu PETN bestimmen zu kdnnen, wurden
die Parameter D aus der 4-Parametergleichung (Kap. 2.1.1) fur die Testsubstanzaufden D-
Wert des PETN-Fits festgesetzt. So wurde ein sigmoidaler Kurvenverlauf erzwungen.

A—D
Extinktion = — =+ D

B
1+ (S5Em)
Aufgrund der Léslichkeitder Testsubstanzenistoftmals eine Messung bei hohen Konzentra-
tionen nicht méglich. Auch darf die Losung keinen zu hohen LM-Anteil enthalten, da andern-
falls das Enzym POD teilweise denaturiert, was verfalschte Ergebnisse zur Folge hétte. Bei
sehr hohen Stoffkonzentrationen nimmt generell die unspezfische Bindung zu. Die Anti-
korper werden blockiert und es wird grundsétzlich kein gutes Ergebnis erzielt.

In Tabelle 6.8 sind die Kreuzreaktivitaten der polyklonalen anti-PETN-Antikdrper (Serum 5)
dargestellt. Nur das explosive Nitroglycerin, das strukturell dem PETN &ahnelt, besitzt eine
Kreuzreaktivitéat von etwa 0,1%. Fir andere Sprengstoffe wie TNT, RDX und HMX wurden
noch niedrigere Kreuzreaktivitaten gemessen. Verbindungenmit zwei oder drei Nitrogruppen
zeigen ebenfalls nursehrkleine Kreuzreaktivititen. Bei TATP und Ammoniumnitratkonnten
keine signifikanten Kreuzreaktivititen gemessen werden. Fir selektive Sprengstoffnach-
weiseistdies ein wichtiges, wenn auch zu erwartendes Ergebnis, da sich die Strukturen der
Sprengstoffe deutlich unterscheidenund die Antikdrper-Antigen-Bindung sehr selektivist, die
mit dem Schliissel-Schloss-Prinzip veranschaulicht werden kann. Alle anderen getesteten
Verbindungen, auch Huminséaurenbis zu einer Konzentration von 100 mg/L, binden nichtam
Antikorper. Allgemein lasstsichzusammenfassen, dass die Kreuzreaktivitéten der getesteten
Substanzen extrem niedrig sind, sodass sie fur nahezu alle analytischen Anwendungen ver-
nachlassigt werden kdénnen.
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Tabelle 6.8: Ermittelte Kreuzreaktivitaten der polyklonalen anti-PETN-Antikdrper gegen haufig ver-
wendete Sprengstoffe und strukturell verwandte Verbindungen.

Substanz Struktur Kreuzreaktivitéat [%]
NO,
o
O,N NO
Pentaerythrityltetranitrat 2 \O/QE\O/ : 100
(6]
NO,
O,N o
o \NOZ
Nitroglycerin 0,073
(6]
NO,
CHy
O,N NO,
2,4,6-Trinitrotoluol, TNT 0,021
NO,
O,N NO,
1,3,5-Trinitrobenzol \Q/ 0,010
NO,

Hexogen, RDX N 0,003
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Substanz Struktur Kreuzreaktivitét [%]

NH,

OyN NO,

2,4,6-Trinitroanilin 0,003

NO,

NO,
1,3-Dinitrobenzol 0,003
NO,
O,N
N N\ o
NO,
N
Oktogen, HMX _~N 0,002
O,N N\
2 N\
NO,
Hic_ s
O O\
/ o
. . . o)
Triacetontriperoxid, TATP CHg <0,001
H3C o/o CH3
HiC

Ammoniumnitrat NHz NOs <0,001
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Substanz Struktur

Kreuzreaktivitat [%6]

Nitrobenzol

OH
O,N NO,
2,4,6-Trinitrophenol
NO,
NO,
HO
HO OH
Pentaerythrit
OH

OH

Glycerin HO

OH

Natriumsalz der Humins&aure -

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001
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7 Test der Tragermaterialien fiur die TNT-Affinitatssaule

Das fir eine Affinitatss&ule verwendete Material darf den Analyten nicht unspezifisch binden
(Kap. 2.2.1). Daher wurden zunachst die Tragermaterialien auf unspezifische Bindung zu
TNT untersuchtund anschlieend Strategien zur Unterdriickung der unspezifischen Bindung
getestet. Zum Abschluss werden die Partikelgrof3e und die Porengrof3e des aufdiesem Weg
gefundenen optimalen Tragermaterials vermessen.

7.1 Kapazitatsmessungen der unspezifischen TNT-Bindung

Um ein geeignetes Tragermaterial fur eine TNT-Affinitatsséule zu finden, sollte das Material
TNT nicht unspezifisch binden. Daher wurden Durchbruchkurven aufgenommen, indem eine
verdinnte TNT-LOsung (3 pg/L) durch die mitdem entsprechenden Tragermaterial gefiilite
Saule geleitet wurde. Nach Passieren der Sdule wurde der Durchfluss in mit anti-TNT-
Antikdrpern beschichteten Mikrotiterplatten getropft und mittels ELISA ausgewertet.

Zu Beginn wurde das synthetische Tragermaterial Fractogel® EMD-Epoxy (vernetztes
Polymethacrylat mit Tentakel-Technologie) getestet. Im ersten Schritt wurden die funktio-
nalisierten Epoxygruppen mit TRIS deaktiviert und in eine Leers&ule gefullt. Das unfunktio-
nalisierte Tragermaterial sollte TNT nicht adsorbieren und die TNT-Konzentration des
Saulendurchflusses sollte der Konzentration der Ausgangslésung entsprechen. Die durch
unspezifische Bindung adsorbierte TNT-Menge lasst sich berechnen, indem die Differenz
gebildet wird zwischen der Summe der TNT-Menge in jedem Well und der insgesamt
durchgeleiteten TNT-Menge. Wird dieser Wertdurch das Saulenvolumen dividiert, ergibt sich
die unspezfische TNT-Bindungskapazitat des Saulenmaterials.

Das unfunktionalisierte Tragermaterial Fractogel® EMD-Epoxy bindet TNT so stark unspe-
zifisch, dass bis zum Ende des Versuchs die Konzentration des Durchlaufs nur bei etwa 1/3
der TNT-Konzentration der Ausgangslosung lag. An 64,8 uL (2 Saulenvolumen) Fractogel®
EMD-Epoxy wurden im Verlauf des Experiments 7,49 ng TNT adsorbiert (Abb. 7.1).
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Abbildung 7.1: TNT-Durchbruchskurve des unfunktionalisierten Tragermaterials Fractogel® EMD-Epoxy

(Séaulenvolumen 64,8 pL) zur Bestimmung der unspezifischen TNT-Bindung. Die rote Linie markiert die
Konzentration der verwendeten TNT-Ldsung.
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7.2 Mal3inahmen zur Unterdrickung der unspezifischen TNT-Bindung

Um die spezfische Bindung der Antikérper in den spéter herzustellenden Affinitatssaulen
ausnutzen zu kénnen, muss die unspezifische Bindung des Tragermaterials unterdruckt
werden. Zunéchstwurde untersucht, ob sich dies durch Losungsmittelzusatzerreichen lief3.
Die Unterdriickung der unspezifischen Bindung ist fir eine spéatere Anwendung nur
zielfuhrend, wenn die Antikdrper unter den Bedingungen nicht denaturieren. Daher wurde
Methanol als Losungsmittelzusatzin Hohe von 5%, 10% und 20% verwendet. Der L&sungs-
mitteleinfluss istin Abbildung 7.2 deutlich zu erkennen. Die resultierenden Werte sind in
Tabelle 7.1 aufgefuhrt. Ein Zusatz von 5% MeOH verringert die Adsorption um 10%, ein
Zusatz von 10% MeOH fiihrt zu einer Minderung um 20% und bei einem Zusatzvon 20%
MeOH wird TNT zu 25% weniger unspezifisch gebunden.
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Abbildung 7.2: TNT-Durchbruchskurven des unfunktionalisierten Tragermaterials zur Bestimmung der
unspezifischen TNT-Kapazitat von Fractogel® EMD-Epoxy (Saulenvolumen 16,2 uL) bei Verwendung
von unterschiedlichen MeOH-Zusétzen (Fluss: 60 pL/min, ca. 120 pL wurden pro Kavitat der MTP
gesammelt). Die rote Linie kennzeichnet die Konzentration der verwendeten TNT -Lésung.

Tabelle 7.1: TNT-Bindungskapazitaten von Fractogel® EMD Epoxy.

Ldsungsmittelzusatz 0% MeOH 5% MeOH 10% MeOH 20% MeOH

unspez. gebundenes TNT [ng] 4,95 4,49 3,95 3,73

unspez. TNT-Bindungskap. [ug] 0,305 0,277 0,244 0,230
(promL Saulenvolumen)

Normierung 100% 90% 80% 75%

Da die Differenz zwischen der unspezfische TNT-Bindungskapazitat bei Verwendung von
10% und 20% MeOH-Zusatz nur 5% betragt, wird fir einen weiteren Bindungsunter-
driickungsversuch lediglich ein 10%-iger MeOH-Anteil verwendet, um einer partiellen Dena-
turierung der Antikdrper vorzubeugen.

Zur weiteren Minimierung der unspezifischen Bindungen wird zuséatzlich das Detergenz
Tween®20 verwendet, das sich beim ELISA in der Waschlésung zur Unterdriickung von
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unspezifischen Bindungen bewahrt hat [114]. Deshalb wurden bei einem konstanten 10%-
igen MeOH-Anteil unterschiedliche Tween®-Gehalte getestet. Es wurde eine starker ver-
dinnte TNT-LAsung (2,4 ug/L) verwendet. Um eine bessere Aufldésung zu erhalten, wurden
statt 120 pL nur 30 uL (2 Tropfen) pro Kavitat (Well) der MTP gesammelt. Abbildung 7.3 zeigt
die deutliche Reduzierung der unspezifischen Bindung bei Zusatz von Tween® 20. Die aus
dem Versuch resultierenden Ergebnisse sind in Tabelle 7.2 zusammengestellt.
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Abbildung 7.3: TNT-Durchbruchskurven des unfunktionalisierten Tragermaterials zur Bestimmung der
unspezifischen TNT-Bindung von Fractogel® EMD—Epoxy(SauIenvqumen 16,2 pL) bei Zusatz von 10%
MeOH und unterschiedlichem Gehalt an Tween®20. Die rote Linie kennzeichnet die Konzentration der
verwendeten TNT-L&sung.

Tabelle 7.2: Unspezifische TNT-Bindungskapazitaten von Fractogel® EMD-Epoxy (Volumen 16,2 pL).

Tween® 20 0% 0,01% 0,02% 0,04% 0,06% 0,1%
TNT-Adsorption [ng] >3,61 > 3,53 2,67 2,54 1,90 1,60
TNT-Kapazitat [ug] >0,223 >0,218 0,165 0,157 0,117 0,099
(promL Séulenvolumen) g 244"

Normierung 100% > 89% 68% 64% 48% 41%

‘aus MeOH-Versuch

Die prozentualen Berechnungen in Tabelle 7.2 beziehen sich aufdie im MeOH -Versuch (Tab.
7.1) berechnete unspezfische TNT-Bindungskapazitdtvon 0,244 pg pro mL Tragermaterial
mit 10% MeOH. Bei Verwendung von 0,1% Tween® reduziert sich die TNT-Adsorption auf
41%.Doch auch ein Material miteiner unspezfischen TNT-Bindungskapazitdtvon ca.0,1 ug
TNT pro mL Matrix ist fir eine Affinititss&ule nicht geeignet, die TNT im Spurenbereich
analysieren soll.
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7.3 Alternatives synthetisches Tragermaterialien: Toyopearl®

Um die Tragermaterialien Toyopearl®-AF-Tresyl (vernetztes Polymethacrylat, aktiviert mit
Tresylgruppen) und Toyopearl® AF-Formyl (aktiviert mit Formylgruppen) zu testen, wurden
die funktionellen Gruppen analog zum Fractogel® EMD-Epoxy-Tragermaterial mit TRIS
geblockt. Die Durchbruchskurven der getesteten TrAgermaterialien sind in Abbildung 7.4
dargestellt.
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Abbildung 7.4: TNT-Durchbruchskurven der deaktivierten, synthetischen Tragermaterialien zur Be-

stimmung der unspezifischen Bindung (Auswertung mittels ELISA, 45 pL je Well, Saulenvolumen
64,8 pL). Die rote Linie kennzeichnet die Konzentration der verwendeten TNT-Lésung.

Die Kapazitatswerte, die sich aus diesen Versuchen ergeben, sind lediglich untere Grenzen,
da die TNT-Anfangskonzentration auch hier nicht erreicht wurde. Sie sind in Tabelle 7.3
aufgefuhrt. Auch diese Materialien sindsomit fur eine TNT-Affinitatssaule aufgrund der hohen
unspezfischen TNT-Bindung ungeeignet.

Tabelle 7.3: TNT-Bindungskapazitaten der untersuchten Tragermaterialien.

EMD-Epoxy AF-Tresyl AF-Formyl
unspez. gebundenes TNT > 7,494 ng > 6,410 ng > 5,990 ng
unspez. TNT-Bindungskapazitat >0,116 ug/mL > 0,099 pg/mL > 0,092 pg/mL

Alle getesteten, synthetischen Materialien aufBasis von Polymethacrylat binden das kleine,
recht hydrophobe Molekil TNT unspezfisch. Fractogel® EMD-Epoxy mit der Tentakel-
technologie fiihrtzu deutlich héheren Adsorptionen im Vergleich zu den Toyopearl®-Materia-
lien, was auf einen hydrophoberen Kern schliel3en lasst. Die Tentakeltechnologie, die die
sterischen Hinderungen und die hydrophoben Wechselwirkungen bei Proteinimmobili-
sierungen abschwéchen soll, kommt bei den kleinen TNT-Molekdilen nicht zur Geltung.
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7.4 Alternative Tragermaterialien zu synthetischen Polymethacrylaten

Alternativ wurden zwei naturstoffbasierte TrAgermaterialien fur eine mégliche TNT -Affinitats -
saulenanwendung getestet: NHS-aktivierte Sepharose™ und Cellufine™-Formyl. Sepha-
rose ™ istein Tragermaterial, das haufigin der Affinitatschromatographie verwendetwird. Die
funktionellen Gruppen der Materialien wurden ebenfalls mit TRIS deaktiviert. Als weitere
Option wurde pordses Glas als Tragermaterialuntersucht (mit Aminogruppen als funktionelle
Gruppen). Bei den Durchbruchexperimenten dieser Tragermaterialien ist die Anfangs-
konzentration der TNT-L&sung nach wenigenTropfen erreicht (Abb. 7.5). Die ersten Tropfen
entsprechen nichtder Anfangskonzentration, da die Saulen nicht trocken, sondern mitPBS
gefillt gelagert wurden, sodass Verdiinnungseffekte auftraten. In Tabelle 7.4 sind die aus
dem Experiment berechneten unspezifischen TNT-Bindungskapazitaten aufgefuhrt. Die
unspezfischen TNT-Bindungen dieser Materialien sind sehr gering, sodass sich alle drei
Tragermaterialien fir eine TNT-Affinitditss&dule eignen. Aufgrund der Druckinstabilitat der
naturstoffbasierten Materialien Sepharose ™ und Cellufine™ (druckstabil bis 1 bar) kénnen
diese fur eine spatere HPLC-Anwendung jedoch nicht verwendet werden.
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Abbildung 7.5: TNT-Durchbruchskurve von deaktivierter NHS-Sepharose ™, deaktivierten Cellufine™-

Formyl und von Amino-Trisopor™ 1500 (Fluss 300 pL/min; Fraktionsvolumen 45 pL (drei Tropfen),
Saulenvolumen 64,8 uL). Dierote Linie kennzeichnet die Konzentration der verwendeten TNT-Ldsung.

Tabelle 7.4: Unspezifische TNT-Bindungskapazitaten der naturstoffbasierten Tragermaterialien
Toyopear|® AF Tresyl, Cellufine™-Formyl und von Amino-Trisopor™ 1500 an einer 64,8 pL-Saule bzw.
bezogen auf 1 mL deaktivierten Saulenmaterial.

Cellufine™- NHS- Trisopor™
Formyl Sepharose™ 1500
unspez. gebundenes TNT an 64,8 pL <0,149 ng <0,173 ng < 0,089 ng
unspez. TNT-Bindungskapazitat pro mL Matrix <2,3ng <2,7ng <1l,4ng

Diese Untersuchungen zeigen, dass sich fur die Herstellung von TNT-Affinitatss&ulen
pordses Glas (Trisopor™) als optimales Tragermaterial anbietet,da es zum einen TNT nicht
unspezifisch bindet— im Gegensatz zu den synthetischen Polymeren —zum anderen eine
hohe Druckbestandigkeit aufweist, die vor allem fiir den Einsatzan der HPLC erforderlich ist
—im Gegensatz zu den naturstoffbasierten Gelen.
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7.5 Untersuchungen der Partikel- und Porengré3e des pordsen Glases

Die FlieReigenschaften einer Matrix hAngen stark von der PartikelgroRe, der Partikelgré3en-
verteilung und der Steifigkeit ab. Daher sollte ein Optimum zwischen Strdmungsrate und
Kapazitat gewahlt werden. Eine enge PartikelgroRenverteilung ist nicht so kritisch fir eine
erfolgreiche Trennung auf Basis der Affinitdtschromatographie wie bei klassischen HPLC-
Techniken, da es sich bei den meisten Biointeraktionen nicht um einen dynamischen
Sorptions-Desorptions-Prozess handelt, sondern um einen einmaligen Bindungs prozess mit
anschlieBender Elution. Die PartikelgroRe sollte jedoch bei der Wahl des Tragermaterials
nicht ganzlich vernachlassigt werden, da eine engere TeilchengréRenverteilung eine stabi-
lere Packung ermdglicht und somit eine auf Dauer druckstabilere Saule liefert [134].

Fir diese Arbeit standen zwei pordse Glaser zur Verfuigung, die sich in Partikel- und
PorengrofRe unterschieden, deren KenngréRen in Tabelle 7.5 aufgefiihrt sind (Werte nach
Herstellerangaben).

Tabelle 7.5: KenngréRen von Amino-Trisopor ™ 1500 und Amino-Trisopor™ 3000.

Amino-Trisopor™ 1500 Amino-Trisopor ™ 3000
Partikelgroe [um] 50-100 20-50
Porengrof3e [nm] 140-160 (2 152,1) 250-350 (= 321,82)
Porenvolumen [mm®/g] 1379,63 891,44
Oberflache [m?/g] 40,63 12,79
Ligandendichte [umol/g] 243,56 95,26

Um die Korn- und PorengréRRe dieser Tragermaterialien zu tberprifen, wurden die Trager-
materialien mit dem Lichtmikroskop und mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM)
vermessen. Zuséatzlich wurde die PorengroRe mittels Stickstoffadsorption und Hg-Porosi-
metrie bestimmt.

7.5.1 Lichtmikroskop- und Rasterelektronenmikroskopaufnahmen

Auf den Aufnahmen des Lichtmikroskops (Abb. 7.6, Referenzbalken 500 pm bzw. 100 pm)
wird die sehrunterschiedliche PartikelgréRenverteilung von Amino-Trisopor™ 3000 deutlich.

Auch die Formen der Partikel sind recht unterschiedlich. So sind kompaktere Formen, viele
Plattchen und sehr viele kleine Bruchsticke zu erkennen. Die MalRe reichen von 5 bis
100 pum. Die Probe scheintnach unten keine Gré6Renbegrenznug zu haben, da viele Partikel
auch kleinerals 20 um sind. Ein solches Erscheinungsbild istfur die letzte (feinste) Charge
eines Siebungsprozesses typisch. Die Angabe der PartikelgroR3e des Hersteller von 20-
50 pm ist somit nicht korrekt angegeben.

Die Partikelform des Amino-Trisopor™ 1500 ist deutlich homogener als die des 3000-er
Materials. Die Aufnahme bestatigtdie Herstellerangabe der Partikelgré Be von 50 bis 100 pm
des 1500-Materials.
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Abbildung7.6: REM-Aufnahmen von Amino-Trisopor ™ 3000 (links) und Amino-Trisopor™ 1500 (rechts).
Der Referenzbalken fir die oberen Bilder betragt 500 um, fur die unteren 100 pm.

Mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops kann die Porenstruktur nach Bedampfen der
Glaser mit Gold sichtbar gemacht werden. Die Porengrdf3en beider Materialien scheinen
recht homogen zu sein, wobei die Gro3en aufgrund der Perspektive nichtimmer exakt zu
bestimmen sind (Abb. 7.7, Referenzbalken 2 um bzw. 1 um). Die REM-Aufnahmen der Triso-
por™-Materialien sind innerhalb einer Reihe in Abbildung 7.7 mit derselben Vergréerung
aufgenommen, sodass die unterschiedliche Porengréf3e der beiden Materialien gutzu erken-
nen ist.

Die untersuchten pordsen Glaser haben beide eine gleichmaRige Porenstruktur mit recht
enger PorengroéRenverteilung und ohne besondere Vorzugsrichtung der Poren. Der Poren-
durchmesservon Amino-Trisopor™ 3000 wurden exemplarisch mit 176, 305, 329, 530 und
629 nm, die von Amino-Trisopor™ 1500 mit147 und zweimalmit 154 nm vermessen. Bei der
REM-Aufnahme in Abbildung 7.8 erkennt man, dass einige Poren von Trisopor™ 1500
geschlossen sind (Referenzbalken 1 um).
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Abbildung 7.7: REM-Aufnahmen von Amino-Trisopor™ 3000 (links) und Amino-Trisopor™ 1500
(rechts.). Der Referenzbalken fir die oberen Bilder betragt 2 um, fir die unteren 1 pm.

Abbildung 7.8: REM-Aufnahme mit teilweise verschlossenen Poren von Amino-Trisopor™ 1500,
Referenzbalken 1 pm.

Insgesamt bestatigen diese Ergebnisse die vom Hersteller angegebenen Porendurch-
messer von 300 und 150 nm. Eine genauere Vermessung der Porengré3e und -oberflache
ist mitden Verfahren der Gasadsorption (Stickstoffadsorption) und der Quecksilberporosi-
metrie mdoglich.
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7.5.2 Gasadsorption

Das Material Trisopor™ 1500 ergab bei der Stickstoffadsorptionsmessung (Kap. 3.2.1) ein
Porenvolumenvon 51,11 mm?®g und eine BET-Oberflache von 20,5 m?/g. Der ermittelte Wert
des Porendurchmessers lag zwischen 113,9 und 177,0 nm (Abb. 7.9). Fir Trisopor™ 3000
wurde ein Porenvolumen von 31,85 mm?3g gemessen. Daraus resultierte eine BET-
Oberflache von 5,98 m?/g und ein Porendurchmesser zwischen 115 und 163 nm (Abb. 7.10).
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Abbildung7.9: PorengréRenbestimmung von Amino-Trisopor™ 1500 mittels Stickstoffadsorption (3h bei
110°C im Vakuum), Auftragung Porendurchmesser gegen Desorption dV/dlog(D).

0,035
g

0,030 1 /
0,025 a
0,020 4 /
0,015 /

0,010 /

0,005 4 asnr”

-..-I.Il'.

0,000 T T
1 10 100

dV/dlog (D) Porenvolumen [cm3/g*0,1 nm]
N

Porendurchmesser [nm]

Abbildung 7.10: Porengréf3enbestimmung von Amino-Trisopor ™ 3000 mittels Stickstoffadsorption (3h
bei 110°C im Vakuum), Auftragung Porendurchmesse gegen Desorption dV/dlog(D).

Beim Vergleich der mit Hilfe der Gasadsorption gemessenen Porenwerte fallteine deutliche
Diskrepanz zu den Herstellerangaben auf. Die Adsorptionsmethode wird in der Re gel fur
kleine Poren verwendet. Je nach Literatur liegtdie obere Detektionsgrenze zwischen 50 und
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300 nm. Die Abweichungen kdnnten somit aufgrund des héheren Fehlers im Grenzbereich
der Methode zu erklaren sein. Als Alternativmethode wurde deshalb nachfolgenddie Bestm-
mung der Porenwerte mittels Quecksilberporosimetrie angewendet (Kap. 3.2.2).

7.5.3 Quecksilber-Intrusionsporosimetrie

Da die Proben der pordsen Glaser aus sehrfeinen Partikeln bestehen, konnen wahrend des
Fullens des Porengefaes mit Quecksilber kleine Hohlrdume entstehen (Zwischen-
kornvolumen), die nichtvollstdndig mit Hg umhulltwerden. Um diesem Effektauszublenden,
werden die Messungen erst ab 0,3 mPa ausgewertet. Zur Bestimmung der Porengréf3e
werden die Werte logarithmisch aufgetragen.
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Abbildung 7.11: Porenbestimmung mittels Hg-Porosimetrie von Amino-Trisopor™ 1500.

Bei der Vermessung von Amino-Trisopor™ 1500 war 163 nm der h&ufigste Porendurch-
messer (Abb. 7.11) und das Porenvolumen betrug 1337,4 mm?3g, die Porenoberflache
37,53 m?lg (Kap. 3.3.2). Das Material hat eine Bulkdichte von 0,532 g/mL, sodass sich nach

der Formel
Bulkdichte - Porenvolumen
10

Porositat =

eine Porositat von 71% ergibt. Alle Werte bestatigen die Angaben des Herstellers.

338 nm wurden fiir den Porendurchmesser von Amino-Trisopor™ 3000 ermittelt (Abb. 7.12),
was mitden Herstellerangaben Gibereinstimmt. Das Porenvolumen betrug 473,6 mm 3/g, was
lediglich 53% des angegebenen Wertes entspricht. Die totale Porenfliche wurde mit
9,08 m%g bestimmt (71% der Herstellerangaben). Mit einer Bulkdichte von 0,491 g/mL,
berechnet sich daraus eine Porositat von 23%. Eine zweite Messung bestatigte die
gemessenen Werte (Porendurchmesser 322 nm, Porenwandvolumen 484,2 mm?/g), sodass
davon auszugehen ist, dass die Volumenangabe des Herstellers vom Trisopor™ 3000-
Materials nicht korrekt angegeben wurde. Auch die Angabe zur Oberflache wurde zu gro3

ausgewiesen.
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Abbildung 7.12: Porenbestimmung mittels Hg-Porosimetrie von Amino-Trisopor™ 3000.

In Tabelle 7.6 werden die gemessenen Daten der Amino-Trisopor™-Materialien den Herstel-
lerdaten zusammenfassend gegeniibergestellt.

Tabelle 7.6: Herstellerangaben und gemessene Daten von Amino-Trisopor™ 1500 und 3000.

Grége Quelle Amino;l-'gr(i)sooporTM Arn'no—s'(l')r(i)sooporTM
Partikelgroe [um] Bereich 50-100 20-50
Durchschnittliche Herstellerangaben 152,1 321,82
Porengro3e [nm] Gasadsorption 177,0 - 113,9 115-163
Hg-Porosimetrie 163 338
2. Messung 322
Porenvolumen [mm?/g] Herstellerangaben 1379,63 8914
Gasadsorption 51,11 31,85
Hg-Porosimetrie 1337,4 473,6
2. Messung 484,2
Oberflache [m?/g] Herstellerangaben 40,63 12,79
Gasadsorption BET 20,51 5,98
Hg-Porosimetrie 37,53 9,08
2. Messung 7,43

Die Ergebnisse legen nahe, dass das Amino-Trisopor™ 1500 fiir die Affinitdtsanwendung
geeigneter ist, da sowohl die PartikelgroRe einheitlicher als auch die Oberflache gréZer ist
Jedoch muss experimentell geklart werden, ob die Immobilisierung bei Verwendung der
150 nm-Poren nicht diffusionskontrolliert und somit kinetisch gehemmtist, um sicher zu
stellen, dass eine gute Immobilisierungsdichte erzielt werden kann. Auch soll die TNT-
Affinitatssaule letztendlich eine schnelle Kinetik aufweisen.
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7.6 Immobilisierungsmethoden fir Amino-Trisopor™

7.6.1 Immobilisierungsmethoden fir Amino-aktivierte Tragermaterialien

Zur Immobilisierung von Proteinen an Aminogruppen hat sich die Glutaraldehyd-Methode
etabliert(Kap.2.2.2). Die funktionellen Gruppen, die Aminogruppen, werden im ersten Schritt
zu Aldehydgruppen gewandelt. Daraus resultiert eine zusatzliche Spacerverlangerung. Die
anschlieBende Proteinbindung erfolgt tiber eine Schiffsche Base durch Reduktion mit
Natriumcyanoborhydrid. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass das Protein durch den Einsatz
des Reduktionsmittels partiell reduziert werden kann.

Als Alternative wird eine NHS-Aktivierung Uber einen Bis-NHS-Ester getestet (Abb. 7.13).
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Abbildung 7.13: Reaktionschema der Aktivierung eines Amino-Trégermaterials mit einem Bis-NHS-

Ester.

Die Immobilisierung des Proteins erfolgt nach der bewahrten NHS-Kopplung (Abb. 7.14).
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Abbildung 7.14: Proteinkopplung an dem NHS-aktivierten Tragermaterial.

7.6.2 Auswertung der Immobilisierung via Bis-NHS-Ester-Methode

Um die aus der Aktivierung resultierende Menge an NHS-Gruppenzu bestimmen, wurde das
hergestellte NHS-Tragermaterial hydrolysiert und das freigewordene Hydroxysuccinimid
anschlieBend spektroskopisch bei 261 nm quantitativbestimmt (Abb. 7.15).
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Abbildung 7.15: Hydrolyse des NHS-aktivierten Tragermaterials.

Nach Aktivierung des Amino-Trisopor™-Materials unter Verwendung eines Bis-NHS-Esters
(geldstin wasserfreiem Dioxan) wurde der Giberschissige Bis-NHS-Ester beim ersten Ver-
such durch Waschen mit Dioxan und ACN entfernt. Beim zweiten Versuch wurde das
Losungsmittel nach dem Waschen mit Losungsmittel anschlieend noch mit 0,1 M und
0,01 M PBS, pH 6 gewaschen(Dauerca. 10 min),wie es bei einer spateren Immobilisierung
mitProteinen notwendig wéare, um einer Denaturierung der Proteine vorzubeugen. Nach der
milden Hydrolyse des aktivierten NHS-Materials mit PBS, wurden die Uberstande im UV
vermessen [252]. Zuvor wurde eine Kalibriergerade erstellt (Abb. 7.16).
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Abbildung 7.16: Kalibriergerade von N-Hydroxysuccinimid: y = -0,120+29,703-x, R = 0,9994.
Die Aktivierung mit der Bis-NHS-Ester-Methode mit anschlie@endem Waschvorgang mit

reinen Lésungsmitteln fihrtzu einer NHS-Gruppen-Belegung von ca. 15,3 umol pro g Triso-
por™ 1500 und 6,4 umol pro g Trisopor™ 3000 (Tab. 7.7).

Tabelle 7.7: Hydrolysiertes NHS-aktiviertes Trisopor™, gewaschen mit LM (Dioxan und ACN).

Trisopor™ nach Extinktion Volumen des NHS-Gruppen pro g

Amino-Trisopor™ Hydrolyse [mg] (Verdinnung)  Uberstands [pL] Trisopor™ [umol]

1500 18,9 0,367 (1:10) 200 15,08
1500 20,2 0,418 (1:10) 200 15,56
3000 19,7 0,311 (1:5) 200 6,40

Dies entspricht 6,3-6,7% der anfanglich vorhandenen Aminogruppen. Trisopor™ 1500 hat
eine Schuttdichte von 0,29 g/cm?, sodass das NHS-aktivierte Trisopor™ 1500 eine Ligan-
dendichte von 4,4 umol pro mL Tragermaterial hat. Die Ligandendichte von kommerziell
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erhaltlichen NHS-aktivierten Tragermaterial, wie z.B. von NHS-aktivierter Sepharose™
4 Fast Flow betragt 16-23 umol pro mL Matrix und ist somit deutlich héher (4-5-fach).

Wenn vor der Hydrolyse ein zusatzlicher Waschschritt mit PBS vorgeschaltet wurde (Tab.
7.8), welche fiir eine Immobilisierung von nativen Proteinen unerlasslich ist, fiihrte die
friihzeitig einsetzende Hydrolyse zu einer Reduzierung der NHS-Gruppen um ca. 30%. Dann
stehen lediglich Belegungen von 4,9 umol pro g Trisopor™ 1500 bzw. 2,0 pmol pro g Triso-
por™ 3000 fiur die anschlieBende Kopplung zur Verfligung.

Tabelle 7.8: Hydrolysiertes NHS-aktivierte Trisopor ™, gewaschen mit PBS-Puffer, pH 6.

Trisopor™ nach Extinktion Volumen des NHS-Gruppen pro

Amino-Trisopor ™ Hydrolyse [mg] (Verdinnung) Uberstands [uL]  Trisopor™ [umol/g]

1500 18,6 0,93 (1:2,5) 120 4,95
1500 19,5 0,418 (1:5) 120 4,84
3000 10,6 0,529 (unverdinnt) 110 1,97

7.6.3 Abschatzung der bendétigten Ligandendichte fur eine IgG-Monolayer

Um die bendotigte Ligandendichte fiir eine spatere Immobilisierung von IgG an den pordsen
Glasern abzuschatzen, wurde der Flachenbedarf einer IgG-Monolayerschicht berechnet
Daraus kann die minimale Anzahl der benétigten aktivierten Gruppen am Tragermaterial
ermittelt werden.

Mit den typischen Dimensionen von IgG: 15,5 nm x 8,5 nm x 4 nm [253, 254] kann die
Oberflachenbelegung der pordsen Glaser mit Antikérpern abgeschatzt werden. Um die
Anzahl an IgGs, die in einer Monolayerschichtan der Oberflache angelagertwerden kénnen
zu berechnen, wird angenommen, dass sich die Molekile flach auf der Oberflache des
Tragermaterials positionieren (groRte Wechselwirkung). Der Flachenbedarflasstsich folglich
grob mit1,32:10-m? abschatzen.

155nm -85 nm= 132-10"°m?
Somitergibtsich eine maximale IgG-Belegung bei Amino-Trisopor™ 1500 von ca. 512 nmol
bzw. von 73,7 mg IgG pro g TrAgerrmaterial (Tab. 7.9).

Oberfléche des Trdgermaterials
Flachenbedarf IgG - Ny

= (196 — Belegung) max

Tabelle 7.9: Theoretisch berechnete maximale IgG -Belegung (Monolayer) der porésen Glaser unter der
Annahme, dass ein IgG-Molekiil einen Platzbedarf von 1,32-10™® m*benétigt.

Material Oberflache [m?/g] max. I[%?T;o?/(eg;lf gung max. lgG-Belegung [mg/g]
Amino-Trisopor™ 1500 40,63 512 73,7
Amino-Trisopor ™ 3000 12,79 161 23,2

Unter dieser Packungsannahme, kénnten bei Amino-Trisopor™ 1500 (243,56 umol/g) nur
2,1%. der Aminogruppen Antikdrper binden, bei NHS-aktivierten Trisopor™ 1500, ge-
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waschen mitLésungsmitteln(Ligandendichte 15,3 umol/g) 3,35% der NHS-Gruppen und bei
NHS-aktivierten, mit PBS gewaschenen Trisopor™ 1500 (Ligandendichte 4,9 umol/g), 104%
der NHS-Gruppen. Diese Werte sind zusammen mit den entsprechenden Werten bei Ver-
wendung von Trisopor™ 3000 in der Tabelle 7.10 zusam mengestellt.

Tabelle 7.10: Ligandendichte der pordsen Glaser sowie der prozentuale Anteil, der zur Kopplung
verwendet werden misste, um einen IgG-Monolayer zu erhalten, unter der Annahme, dass ein IgG-
Molekiil einen Platzbedarf von 1,32-10™° m? benétigt.

Material Ligandendichte [umol/g]  Anteil [%] um IgG-Monolayer zu erhalten
Amino-Trisopor ™ 1500 243,56 0,21
NHS-Trisopor™ 1500, mit LM 15,3 3,35
NHS-Trisopor™ 1500, nur PBS 4,9 10,4
Amino-Trisopor ™ 3000 95,26 0,17
NHS-Trisopor™ 3000, mit LM 6,41 3,98
NHS-Trisopor™ 3000, nur PBS 1,97 12,2

Die alternative Aktivierung mittels Bis-NHS-Esteristsomiteine gute Methode ohne stérende
Nebenreaktionen, um ein sauberes Ausgangsmaterial zur Affinitatskopplung zu erhalten. Die
durch die Aktivierung erzeugten NHS-Gruppen stehen fiir eine IgG-Monolayerschicht in
ausreichender Menge zur Verfiigung. Wahrend des Waschprozesses mit PBS beginnt die
Hydrolyse der NHS-Gruppen, sodass dieser Schritt ziigig durchgefiihrt werden sollte. Das
Material Trisopor™ 3000 hat, wie erwartet, eine geringere NHS-Belegung als das ent-
sprechende kleinporigere pordse Glas Trisopor™ 1500. Somitist Amino-Trisopor™ 1500als
Tragermaterial fur die Herstellung einer HPLC-fahigen TNT-Affinitatssaule besser geeignet,
zumal durch die einheitlichere Partikelgrol3e eine bessere Druckstabilitat der Saule
gewahrleistet wird. Auch die von Renkin geforderte PorengroRe fiir ein geeignetes
Affinitatsmaterial (mindestens fiinfmal groRer als der Ligand, Kap.2.2.1) wird von Trisopor™
1500 erfullt (Porendurchmesser ca. 150 nm, groRte Ausdehnung eines Antikdrpers ca.
15,5 nm) [144].
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8 Bestimmung von Proteinkonzentrationen bzw.von gebunden-
en Proteinmengen

Zunachstwurde der am haufigsten verwendete Proteintest, der BCA-Assay, verwendet und
dessen zeitabhéngige Farbentwicklung untersucht. Bei der Proteinbestimmung zur Be-
rechnung der Immobilisierungsdichte eines Affinititsmaterials war die Wechselwirkung mit
dem Tragermaterial bei diesem Test so grof3, dass nur vergleichende Aussagen und keine
Quantifizierungen erfolgen konnten. Daher wurden zwei alternative Proteinbestimmungs-
methoden entwickelt. Die Dabsylmethode nutzt ein orangefarbenes Dabsyl-Protein-
Konjugat, um die Immobilisierungsdichten bei Verwendung von unterschiedlichen Trager-
materialien oder Immobilisierungsmethoden anhand der Farbintensitat zu bestimmen. Die
Aromatische Aminoséureanalyse (AAAA) ermdglicht eine Quantifizierung nach kompletter
Hydrolyse des Affinitdtsmaterials.

8.1 BCA-Test

8.1.1 Zeitabhangigkeit des BCA-Tests

Der BCA-Test ist eine der am haufigsten verwendeten Methoden zur Bestimmung der
Proteinkonzentration. Die Konzentration wird spektroskopisch bei 562 nm bestimmt. Pomory
[195] prifte die Farbentwicklung des Lowry-Test bis zu einer Zeitvon 2 h und stellte dabei
fest, dass diese nach der Ublichen im Protokoll vorgeben Zeit (30 min) noch lange nicht
beendet war.

Im nachfolgenden Experiment sollte sowohl die Linearitét des BCA-Assays als auch die
Zeitabhangigkeit der Farbentwicklung des Tests in dem Zeitintervall von 11 bis 375 min
untersucht werden. Die Messungen wurden gemaR des Protokolls des Kits fiir die
Bestimmung im Mikrotiterformat mit 10 uL Probe und 200 pL BCA-Reagenz durchgefiihrt
[241].

—*— 1l min —=— 11 min

Absorption [562 nm]

Absorption [562 nm]
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 50 100 150 200 250

BSA [g/mL] BSA [Hg/mL]

Abbildung8.1: BCA-Test: Extinktionen nach unterschiedlich langen Entwicklungszeiten von BSA-Proben
mit unterschiedlichen Konzentrationen (links), Ausschnittsvergroéf3erung (rechts).
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Die geringste Proteinkonzentration war entsprechend der im Testprotokoll angegeben
Nachweisgrenze 20 mg/L, die hochste 1,5 g/L. Ab einer Konzentration von 500 g/L BSA ist
der Kurvenverlauf nicht mehr linear (Abb. 8.1).

AuRerdem wird anhand dieses Experiments deutlich, dass die Farbreaktion, die dem BCA-
Test zugrunde liegt, nach 2 h ebenfalls noch nicht abgeschlossen ist. Der zeitliche Verlauf
der Absorption kann mittels der in Origin® implementierten Formel "Exponential associate"
(ExpAssoc) angenadhert werden.

X X
y=yo+4,-(1—e L) +4,-(1—e ©)

Fir die zeitliche Entwicklung des Reaktionsprodukts bei den BSA-Konzentrationen
250 pg/mL und 1000 pg/mL werden die N&aherungen in Abbildung 8.2 veranschaulicht. Die
Fitparameter betragen yo= -2,179; A, = 0,167; t1= 108,50; A>=2,317; 1,=1,881 bzw.

yo= 0,326; A1 =0,224; 1= 108,19; A>=2,224;1,=108,19.
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Abbildung8.2: Zeitliche Entwicklung des BCA-Tests der BSA-Proben mit den Konzentrationen 0,250 gL
und 0,5 g/L, angendhert mit der Funktion "Exponential associate".

Aufgrund der starken Zeitabhangigkeit der Absorption ist bei Messungen mehrerer Proben
somit stets eine parallele Mikrotiterplattenmessung der sequenziellen Kivettenmessung
vorzuziehen.

8.1.2 pH-Optimierung fir die Proteinimmobilisierung via Bis-NHS-Ester-
Methode

Um die Ausbeute der Immobilisierung bei der Verwendung der Bis -NHS-Ester-Methode zu
optimieren, wurde der optimale pH-Wertzur Kopplung ermittelt. Dazu wurden BSA-L&sungen
gleicher Konzentration mitunterschiedlichen pH-Werten an Amino-Trisopor™ gekoppeltund
die Immobilisierungsdichten bestimmt.

Im ersten Schritt werden die funktionellen Gruppen des Amino-Trisopors™ mittels Bis-NHS-
Methode zu NHS-Gruppen gewandelt. Als Lésungsmittel wird wasserfreies Dioxan mitdem
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Additiv Triethylamin als Base verwendet. Anschlieend wird die Kopplung zwischen dem
Tragermaterial und dem Protein bei unterschiedlichen pH-Werten (zwischen pH 4,0 und 8,3)
durchgefihrt.

Bei der ersten Versuchsreihe wurden pH-Werte zwischen 6,13 und 8,32 verwendet, beider
zweiten wurden pH-Werte zwischen 4,01 und 6,13 gewahlt. Der Kopplungserfolg wurde
mittels BCA-Test untersucht. Die Ergebnisse sind graphisch in Abbildung 8.3 wieder-
gegeben.
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Abbildung 8.3: pH-Abhangigkeit der Kopplung mit Bis-NHS-Ester, Bestimmung mittels BCA-Test.

Auffallend ist die deutlich gréRere Immobilisierungsdichte bei pH 4 gegentiber den Dichten
beihdheren pH-Werten. Nach der Theorie sollte die Kinetik der Reaktion unterhalb pH 5 sehr
langsam verlaufen, sodass ein kleinerer Wert erwartet wurde [255]. Ursache der scheinbar
hohen Immobilisierungsdichte kénnte eine adsorptive Anlagerung statt der gewiinschten
kovalenten Bindung sein, da der isoelektrische Punkt von Album in bei 4,6 liegt.

Die Immobilisierungsdichten wurden aus den Differenzen der BSA-Konzentrationen der
Proben vor und nach der Kopplung berechnet. Jedoch ist die Verwendung des BCA-Tests
flr absolute Proteinbestimmungen von an Trisopor™ immobilierten BSA nicht geeignet, da
Trisopor™ auch ohne Proteinimmobilisierung bereits einen hohen Absorptionswert hervor-
ruft. NHS-aktiviertes, gewaschenes Trisopor™ fiihrte z. B. zu einer Extinktion von 0,510.
Daherist eine Verwendung des BCA-Tests bei Proteinbestimmungen an Trager-materialien
lediglich fur direkte Vergleichsmessungen maoglich.

8.2 Die Dabsylmethode zur Bestimmung der Immobilisierungsdichte

Um den Erfolg der Immobilisierungsmethoden, d. h. die Kopplungsdichte an Affinitdtssaulen,
leicht zu bestimmen, wurde ein gefarbtes Protein synthetisiert. Nach Immobilisierung des
gefarbten Proteins konnte der Immobilisierungserfolg direkt an der Farbintensitat des
Tragermaterials erkannt werden. Um die Immobilisierungsdichte zu quantifizieren, wurde
eine partielle Hydrolyse durchgefiihrt. Dadurch wurden die Peptidbindungen gespalten, das
Farbstoffmolekil wurdevom Tragermaterial getrenntund ging in die flissige Phase tber. Die
Ldésung wurde anschlieBend spektroskopisch analysiert.
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8.2.1 Charakterisierung der Dabsyl-BSA-L6sung

Als gefarbtes Protein wurde Dabsyl-BSA zunéchst unter denaturierenden, spater unter
weitgehend nativen Bedingungen, synthetisiert (Abb. 8.4). Damit Dabsyl-BSA weiterhin an
die Matrix binden kann, wurden nur wenige der 35 Aminogruppen des BSA mit Dabsyl
gekoppelt. Es wurde ein Verhéltnis von Dabsyl-BSA:-BSA = 10:1 fur die Synthese gewabhlt.

@ O —Cl + HoN—Protein
@ OS NH—Protein + HCI

Abbildung 8.4: Reaktionsschema zur Dabsyl-Kopplung an Proteine.

Das synthetisierte Dabsyl-BSA wurde mit MALDI-TOF/MS analysiert (Abb. 8.5), um die
Kopplungsdichte nach der folgenden Formel zu bestimmen:

Peakmaxpg ey psa — Peakmaxgg,

mittlere Kopplungsdichtepgpeyi-psa = M
Dabsylrest

600 -

Dabsyl-BSA
— BSA
500
400 +
]
‘@ 300
[9]
g
200
100

0 T T T T T
63000 64000 65000 66000 67000 68000 69000 70000
m/z

Abbildung8.5: MALDI-TOF/MS-Spektren von Dabsyl-BSA und BSA, Peakmaxima m/z =65977 (BSA)
und 66911 (Dabsyl-BSA), Kopplungsdichte 3,24.

Mit den Peakmaximabeim/zvon 66911 und 65977 und Mpabsyirest = 288,08 g/mol ergibtsich
eine mittlere Kopplungsdichte von 3,24. An dem gegeniiber BSAdeutlich breiteren Peak des
Dabsyl-BSA-Konjugats (Abb. 8.5) wird klar, dass bei der Synthese erwartungsgeman kein
einheitliches Produkt entstand, sondern ein Produktgemisch mit einer breiten Varianz an
Kopplungsdichten zwischen 0 und 10 Dabsylguppen pro BSA. Diese Verbindungen sind
statistisch gemischt, sodass das Produkt mit der Gesamtzahl der Verbindungen mit einer
durchschnittlichen Kopplungsdichte sinnvoll charakterisiert werden kann.

Um die Konzentration der Lésung zu bestimmen, wurde die Extinktion (E) der Losung (1:50
verdinnt) bei 473 nm im Spektrometer mit 0,371 verwendet.
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E=¢-c(Glycin)-d

E -Verdimnungsfaktor
e-d- Kopplungsdichte

= Cpabsyl-BSA =

Die Abschatzung der Konzentration mit dem Extinktionskoeffizienten von Dabsyi-Glycin bei
473nme = 1,9-10*M1cm-! [256], und der Molmasse von Dabsyl-BSA = 66911 g/mol, ergibt
eine Konzentration der Dabsyl-BSA-Losung von 0,30mM bzw. 20,2g/L (d=1 cm,
Kopplungsdichte 3,24, Verdiinnungsfaktor 50, Extinktion 0,371) (Tab. 8.1).

8.2.2 Charakterisierung der weitgehend nativen Dabsyl-markierten BSA-
Losung

Um ein weitgehend natives Dabsyl-BSA zu erhalten, wurden die Synthesebedingungen
geéandert,indem der Losungsmittelanteil verringert, dafiirjedoch die Reaktionszeit verlanger
wurde (Kap. 5.5.2). Mit Hilfe des MALDI-TOF/MS-Spektrums kann der Erfolg der Synthese
bestatigt und die Kopplungsdichte bestimmt werden (Abb. 8.6).

600 -

Dabsyl-BSA
— BSA

500

400 -

300

Intensitat

200

100 |
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Abbildung 8.6: MALDI-TOF/MS-Spektren von weitgehend nativem Dabsyl-BSA und von BSA,
Peakmaxima bei m/z = 66410 (BSA) und 67026 (Dabsyl-BSA), mittlere Kopplungsdichte 2,14.

Die Kopplungsdichte des Dabsyl-BSA-Konjugats betrdgt 2,14. Die Konzentrationsab-
schatzung erfolgte durch die Bestimmung der Extinktion einer 1:10 verdinnten L6sung
(E473 nm = 0,768) und ergab eine Konzentration von 0,189 mMbzw. 12,6 g/L (Tab. 8.1).

Tabelle 8.1: Kopplungsdichten der Dabsyl-BSA-Konjugate sowie die Konzentrationen der Losungen.

Lésung Kopplungsdichte Konzentration [mM] Konzentration [g/L]
Dabsyl-BSA 3,24 0,301 20,2
Weitgehend natives Dabsyl-BSA 2,14 0,189 12,6

Misst man die Extinktion im sauren Milieu (60 pL+10 pL 6 M HCI) der 1:20 verdiinnten
Ldsung, verschiebtsich das Absorptionsmaximum auf505 nm und der Extinktionskoeffizient
erhoht sich deutlich auf 3,7-104Micm-1.

107



8.2.3 Charakterisierung der Dabsyl-lgG-L6sung

Um dieses Verfahren fir die Antikdrper-lmmobilisierung an Affinitatssaulen besser
anzupassen, wurde Dabsyl-IgG hergestellt. Die erste Synthese, in der ein Verhéltnis von
lgG:Dabsyichlorid von 1:30 gewahlt wurde, fihrte zu einem unléslichen Dabsyl-IgG. Im
zweiten Versuch wurde daher ein sehr kleines Verhaltnis von 1:1,65 gewdhlt, was zu einer
sehr kleinen Kopplungsdichte fuhrte. Eine Bestimmung der Kopplungsdichte mittels MALDI
war nicht mdéglich, da IgG keine guten MALDI-TOF/MS-Spektren liefert. Daher konnte die
Kopplungsdichte nur spektroskopisch abgeschatzt werden. Unter der Annahme einer IgG-
Konzentration von 10 mg/mL ergab sich eine Kopplungsdichte von 0,37, berechnetmit Hilfe
des Extinktionskoeffizienten von Dabsyi-Glycin (Extinktion bei 477 nm: 0,481, d =1 cm,
Mpabsy-ige = 145066 g/mol):

E - Molmasse(Dabsyl—1gG)
e-d-c(Dabsy—1gG)

Kopplungsdichte =

8.2.4 Vergleich verschiedener Immobilisierungsmethoden von Dabsyl-BSA
an Trisopor™

Mit Hilfe des héher gekoppelten und somitintensiver gefarbten Dabsyl-BSAs wurden die
Immobilisierungsausbeute der beiden porésen Glaser Amino-Trisopor™ 1500 und Amino-
Trisopor™ 3000 verglichen. Zusatzlich wurden verschiedene Immobilisierungstechniken an
den pordsen Glasern gepriift. Als weiteres Tragermaterial wurde aus nativen Trisopor™ ein
epoxyaktivertes pordses Glas durch Silanisierung hergestellt. Die Silanisierung erfolgte mit
unterschiedlicher Vorbehandlung des nativen Materials: Erstens ohne Vorbehandlung,
zweitens mit saurer und drittens mitalkalischer Vorbehandlung. Durch die Sure bzw. Base
wurde die Oberflache gereinigt und sollte daher besser fiir die Funktionalisierung aktiviert
sein. Die Silanisierung erfolgte mitdem Reagenz (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilan (Abb.
8.7).

H,C

OH ~o M
(0] |/\/\ +H,0 OH cl)
* HsC SI| 0 _— —O—Si/\/\o/w
“CH, OH O\H

Abbildung 8.7: Reaktionschema zur Silanisierung.

Als Alternative zur Glutaraldehyd-Methode und zur Bis-NHS-Methode wurden die
funktionellen Gruppen mit Glutarsdureanhydrid (geldstin wasserfreiem Dioxan) in Carboxyl-
gruppen umgewandelt und anschlieBend mit NHS aktiviert (Abb. 8.8).
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Abbildung 8.8: Reaktionsschema zur Umwandlung der Amimogruppen in Carboxylgruppen mit
anschlieRender NHS-Aktivierung und Protein-Kopplung.

Somitwurden folgende Immobilisierungsmethoden durchgefihrt: Glutaraldehyd-, Bis-NHS-,
Epoxy-Methode und Umwandlung mit Glutarsdureanhydrid mit anschlieRender NHS-
Aktivierung. Fur alle Proben wurde jeweils 10 mg Trisopor™ eingewogen und ents prechend
der Methode aktiviert. Zur Kopplung wurde das aktivierte Material gewaschen, mit 20 pL
Dabsyl-BSA (0,301 mM, Kopplungsdichte 3,2) versetzt und mit 40 pL des fir die Methode
entsprechenden Puffers verdinnt. Bei der NHS-Aktivierung nach der Verwendung von
Glutarsaureanhydrid wurden die Beads nach der Aktivierung mehrmals mit Dioxan ge-
waschen (Variante 1). Bei einer modifizierten Anwendung der Methode wurden die Beads
zusatzlich abschlieRend noch mit Reinstwasser gewaschen, um eine Denaturierung der
Proteine beim folgenden Immobilisierungsschritt zu verhindern (Variante 2). An der Farbung
kann der Immobilisierungserfolg bereits leicht abgeschatzt werden (Abb. 8.9).

A D B C A2 5 6 7 8 9

Abbildung8.9: Verschiedene mit Dabsyl-BSA gekoppelte Trisopor™ -Proben:

Probe A: Glutaraldehyd-Methode, Amino-Trisopor ™ 1500*

Probe D: Glutaraldehyd-Methode, Amino-Trisopor™ 3000

Probe B: Bis-NHS-Methode, Amino-Trisopor™ 1500

Probe C: Bis-NHS-Methode, Amino-Trisopor ™ 3000

Probe 1: Anhydrid mit NHS-Aktivierung, Amino-Trisopor™ 1500 (Variante 1: Beads in Dioxan)
Probe 2: Anhydrid mit NHS-Aktivierung, Amino-Trisopor™ 1500 (Variante 2: Beads in Reinstwasser)
Probe 5: Anhydrid mit NHS-Aktivierung, Amino-Trisopor™ 3000 (Variante 2: Beads in Reinstwasser)
Probe 6: Anhydrid mit NHS-Aktivierung, Amino-Trisopor™ 3000 (Variante 1: Beads in Dioxan)
Probe 7: natives Trisopor ™, silanisiert ohne Vorbehandlung der Oberflache, Epoxydierung

Probe 8: natives Trisopor ™, silanisiert mit saurer Vorbehandlung der Oberflache, Epoxydierung
Probe 9: natives Trisopor ™, silanisiert mit basischerVorbehandlungder Oberflache, Epoxydierung.

*Da sich der Uberstand der Probe A nach kurzer Zeit entfarbt hat, wurde nochmal die doppelte Menge
Dabsyl-BSA-Puffer-Losung zugegeben.

Die Immobilisierungsdichte von Amino-Trisopor™ 1500 iststets héher als das entsprechend
immobilisierte Trisopor™ 3000. Die hdchste Ausbeute wurde mitder Glutaraldehyd-Methode
erreicht. Ein moglicher Grund fur diese hohe Immobilisierungsausbeute, kénnte die Anlage -
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rung der negativ geladenen Proteine am positivgeladenen Tragermaterial sein, sodass eine
gute Ausgangslage zur Ausbildung einer kovalenten Bindung geschaffen wird.

Bei den Proben, die die Umsetzung mit Glutarsdureanhydrid mit anschlieRender NHS-
Aktivierung nutzten, wurde die friihzeitig einsetzende Hydrolyse durch die Reinstwasser-
Behandlung der NHS-Beads sehr deutlichbeim Vergleich der Farbung 1 zu 2 und 6 zu 5. Die
Beads, die nur mit Dioxan behandeltwurden, wiesen eine deutlich h6here Immobilisierungs-
dichte auf als die entsprechenden mit Reinstwasser behandelten Proben.

An dem Tragermaterial, das mit der basischen Oberflachenbehandlung zur Silaniserung
(Epoxydierung) aktiviert wurde (Probe 9), konnte praktisch kein Protein binden. Somit war
die Oberflache auch nach den Waschschritten offensichtlich noch zu basisch, um eine
Silanschicht ausbilden zu kbnnen.

Durch Zugabe von HCI verschiebt sich das Absorptionsmaximum um 30 nm in den roten
Bereich und der Extinktionskoeffizient verdoppeltsich annéherend, sodass die Farbdifferen-
zen aufgrund der unterschiedlichen Kopplungsdichtendeutlicher werden (Abb . 8.10). An dem
Farbunterschied (Epoxy ohne/mitHCI) kann man nun eine leicht unterschiedliche Immobili-
sierungsdichte erkennen, was auf einen leichten Vorteil bei einer zuséatzlichen Saurebe -
handlung schlieRen lasst.

VY=Y =Y V=T Ve

Yy Voks Yoo Bisks D, ), AN M !nbe Tp\b' T TR
RS S sl 2 G 6 AT

egg‘m.\_a\ﬁ,m -~

Abbildung8.10: Verschiedene mit Dabsyl-BSA gekoppelte Trisopor™-Proben, im saurem Milieu, Proben
analog Abb. 8.9.

Stark adsorptivgebundene Proteine werden beim Waschprozess nichtentfernt und kénnen
somit nicht von den kovalent gebundenen Proteinen unterschieden werden. Daher werden
diese beider Kopplungsdichtebestimmung mitbestimmt. Um die immobilisierte Proteinmenge
zu quantifizieren, wurde nachfolgend eine partielle Hydrolyse durchgefuhrt, sodass anschlie-
Rend der Uberstand im UV/Vis-Spekirometer vermessen werden konnte.

\\

8.2.5 Partielle Hydrolyse der mit Dabsyl-BSA gekoppelten porésen Glaser in
der Mikrowelle

Fir die partielle Hydrolyse wurde die Mikrowelle Discovery mit Hydrolyseeinheit der Firma
CEM verwendet. Die Reaktionskammer der Hydrolyseeinheit mit den kleinen Reaktions-
gefaBen kann evakuiert und mit Stickstoff gespult werden (Abb. 8.12). Der Aufbau der
Mikrowelle wird in Abbildung 8.11 schematischdargestellt, wobei hierin dem Reaktionsraum
statt der Reaktionskammer fur die Hydrolyse ein gréReres einzelnes Reaktionsgefa
(Volumen 10 mL) dargestelltist.
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Abbildung 8.11: Funktionsweise des Mikrowellen-Systems Discovery der Firma CEM (mit freundlicher
Genehmigung der Firma CEM).
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Abbildung8.12: Aufbau der Reaktionskammer der Firma CEM fiir die Hydrolyse im Mikrowellen-System
Discovery (mit freundlicher Genehmigung der Firma CEM).

Homogene Energieverteilung innerhalb der Mikrowelle

Um die homogene Energieverteilung der Mikrowelle innerhalb des Reaktionsraums zu
Uberprufen, wurde die Reaktionskammer mitzehn leeren 300 pL-R8hrchen bestlicktund die
Kammer mit 10 mL Wasser gefullt. Nach der Energiezufuhr (Programm: 150 W, 130°C,
10 min hold) haben sich unterschiedliche Wasservoluminain den Réhrchen niedergeschla-
gen (Abb. 8.13, oben).
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Abbildung8.13: Wasser (oben) und Dabsyl-BSA (unten) nach Erhitzung in 300 pL-Gasphasen-
hydrolyse-Reaktionsgefal3en (Mikrowellenmethode: 150 W, 130°C, 10 min hold).

Bei dem zweiten Versuch wurden gleiche Volumina von Dabsyl-BSA in den Hydrolyse-
rohrchen vorgelegt. Auch bei diesem Experimentschwankten die Probenvolumina nach der
Energiezufuhr in den Réhrchen stark und der Farbstoff ist teilweise zerstdrt worden, was
durch eine unterschiedliche Farbintensitat zu erkennen ist (Abb. 8.13, unten). Die von der
Firma ausgewiesene homogene Energieverteilung innerhalb des Reaktionsraums konnte
somitin den ersten Tests nicht bestatigt werden.

Es kdnnen unterschiedlich grof3e Reaktionsgefalie in dieser Mikrowelle benutztwerden (Abb.
8.14, links). Fir die Aminosaureanalyse lassen sich jedoch nur die beiden kleineren Reak-
tionsgefalle nutzen, da sich nur diese gut evakuieren lassen.

[ — “
.
1
| e
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- —

Abbildung 8.14: ReaktionsgefaRe fir die Mikrowelle mit unterschiedlichen Volumina (von links nach
rechts): 300 pL, 1,5 mL und 10 mL (links), Mikrowelleneinsatz der Firma CEM fur 1,5 mL-HPLC-
Glaschen (rechts).
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Bei der Uberpriifung der Energieverteilung bei Verwendung des Einsatzes der Firma CEM
fir 1,5 mL-HPLC-Glaschen (Abb. 8.14, rechts) blieben die Volumina der Proben in den
Glaschen annahernd gleich. Doch die Energieverteilungistweiterhin soungleichmafig, dass
der Dabsyl-Farbstoff teilweise zerstdrt wurde (Abb. 8.15).

| [ N

Abbildung8.15: Dabsyl-BSA-Ldsung nach Erhitzung (Mikrowellenmethode: 150 W, 130°C, 10 min hold)
in HPLC-Glaschen im Standardeinsatz.

Um eine gleichmaRigere Energieverteilung zu erreichen, wurde der Halter fiir die 1,5 mL-
HPLC-Glaschen madifiziert. Die Anfertigung erfolgte in der Werkstatt der Bundesanstalt fir
Materialforschung und -priifung (BAM). Durch zusatzliches Ruhren des Wassers im
Reaktionsgefal’ (10 mL) sollte ein besserer Warmeausgleich gewéhrleistetwerden. Um dies
zu ermdglichen und die Proben im Reaktionsraum in der Héhe der 300 pL-Gasphasen-
reaktionsgefalRe zu positionieren, wurde der Halter (Abb. 8.16, links) oben in die Reaktions-
kammereingehdngtund die HPLC-Glaschenwurden in die entsprechenden Aussparungen
eingeklemmt. Auch diese Variante fuhrte zur teilweisen Entfarbung des Dabsyl-Farbstoffs,
sodass bei derfolgenden zweiteiligen Halter-Konstruktion die HPLC-Glaschen soweitin das
Wasser im Reaktionsgefa3 eintauchen, dass die Probe bis zur H6he des Flussigkeits-
spiegels (350 pL-Probe im 1,5 mL-HPLC-Glaschen) in das Wasser der Reaktionskammer
eintauchen und so von der direkten Mikrowellenbestrahlung abgeschirmtwerden (Abb.8.16
rechts). Im unteren Teil ist eine Aussparung fir den Magnetriihrstab, im oberen Teil werden
die HPLC-Glaschen oben analog wie beim Vorgéangermodell eingeklemmt.

i N *

Abbildung 8.16: Modifizierte HPLC-Glaschen-Halter fiir die Hydrolyse-Reaktionskammer der Mikro-
welle. Der einteilige Reaktionshalter wird oben eingehangt (links), der zweiteilige wird auf die

FiRchenkonstruktion — mit Aussparung fiir den Magnetrihrstab — gestellt (rechts).
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Partielle Hydrolyse der mit Dabsyl-BSA gekoppelten porésen Glaser

In die HPLC-Glaschen werden ca. 20 mg mitDabsyl-BSAgekoppeltes Trisopor™ mit 300 pL
6 M HCl vorgelegt, in die Reaktionskammer 10 mL Wasser. Die Hydrolyse findetin offenen
GefalRen statt, um eine Evakuierung und Spllung mit Stickstoff zu ermdglichen. Mit gleich-
mafiger Energiezufuhr wird moglichen Siedeverziigen vorgebeugt. Bei zu starker Energie-
zufuhr wirde der Farbstoff zerstort werden, daher wurde die Energiezufuhr auf 75 W
beschranktund kontinuierlich die gleiche Leistung zugefiihrt. Die Zeit der Energiezufuhr
betrug 3 Minuten. Das Wasser wurde in der Reaktionskammer mit einem Magnetriihrstab
gerihrt (Modus stirred: hi). Als zusatzliche Sicherheitsgrenzen wurden 6,9 bar als maximaler
Druck und die Hochsttemperatur auf 130°C festgesetzt (Tab. 8.2).

Tabelle 8.2: Ergebnisse aus der Teilhydrolyse der mit Dabsyl-BSA gekoppelten porésen Glaser,
Auflistung in abnehmender Kopplungsdichte, Proben siehe Abbildung 8.9.

Porendurch- Extinktion Kopplungsdichte [mg] Anteil [%] eines

Immobilisierungsmethode messer [nm]  [505 nmj pro g Trisopor™  BSA-Monolayer

0,737 26,6 7,9
Glutaraldehyd-Methode (Probe A) 150 (1:3)*
Silanisierung sauer/Epoxy-Methode 10,7 2,8
(Probe 8) 150** 1,165
Silanisierung ohne/Epoxy-Methode 10,3 2,6
(Probe 7) 150** 1,018
Glutaraldehyd-Methode (Probe D) 300 0,839 7,8 6,4
Bis-NHS-Ester-Methode (Probe B) 150 0,633 6,6 1,7
Anhydrid-NHS-Veresterung (Probe 1) 150 0,603 59 15
Bis-NHS-Ester-Methode (Probe C) 300 0,338 2,9 2,4
Anhydrid-NHS-V eresterung-Methode 2,8 2,3
(Probe 6) 300 0,276
Silanisation basisch/Epoxy-Methode 0,8 0,2
(Probe 9) 150** 0,077
*Verdunnung ** patives Trisopor™, Porengré3en w urden nicht kontrolliert

Die immobilisierte Dabsylmenge wurde tber den im sauren erhéhten Extinktionskoeffizient
von 3,7-10* M-cm-1berechnet.

E - Verdimnungsfaktor Probenvolumen

I bilisi t =
TMODLASIETUNGSTA e pabsyl-Bsa = " -Kopplungsdichte Einwaage Support

Flecha und Levi haben fiir BSA einen mittleren Durchmesser von 3,39 + 0,27 nm ermittelt
[257]. So lasstsich der Platzbedarf eines BSA-Molekils auf einer Oberflache grob mitdem
Quadrat des Durchmessers (1,15-10% m?) abschatzen. Entsprechend der Berechnungs-
formel des IgG-Monolayers (Kap. 7.6.3)

F - Oberfléche des Trdgermaterials
Flédchenbedarf BSA- N,

(BSA — Belegung) max = *Molmassegg,
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werden 388 mg BSA pro g Amino-Trisopor™ 1500 und 122 mg BSApro g Amino-Trisopor™
3000 naherungsweise als max. Belegung (BSA-Monolayer) ermittelt. Bei der besten Immo-
bilisierungsmethode, der Glutaraldehydmethode, wird lediglich eine Belegung von 7,9% des
BSA-Monolayers erreicht. Aufgrund der eingesetzten Dabsyl-BSA-Menge (0,397 mg Dabsyl-
BSA fiir 10 mg Tragermaterial) ist jedoch hdchstens ein 10%-iger Anteil eines BSA-Mono-
layers auf Trisopor™ 1500 und ein 33%-iger auf Trisopor™ 3000 zu realisieren.

Auch die kleinen 150 nm-Poren bieten ausreichend Platzfir die Immobilisierung der Proteine
(Dabsyi-BSA). Die hochste Kopplungsdichte mit 26,6 mg von Dabsyl-BSA pro g Trisopor™
1500 mittels der Glutaraldehyd-Methode entspricht7,7 mg pro mL S&ulenvolumen und liegt
in dem Bereich der Kopplungsdichten von kommerziell erhéltlichen Affinitdtsmaterialien (Tab.
8.3). Die anderen Immobilisierungsmethoden fiihrten zu deutlich kleineren Immobilisierungs-
dichten.

Tabelle 8.3: Reprasentative Kopplungsdichte aktivierter und reaktiver Toyopear| ®-Tragermaterialien
[258, 259].

Toyopearl® Affinitatsmaterial Kopplungsdichte BSA [mg] pro mL Affinitatsmaterial
AF-Tresyl-650M 12,4
AF-Formyl-650M 14
AF-Amino-650M 19,2
AF-Carboxy-650M 3,3

Das Verhaltnis der Kopplungsdichten von Trisopor™ 1500 und 3000 mittels Glutaraldehyd-
methode von 34:10 entsprichtin etwa dem Oberflachenverhéltnis von 32:10 dieser Glaser
(nach Herstellerangabe). Die kleinere Porengrdf3e von 150 nm gegentiber 300 nm flihrt somit
zu keiner Verminderung der (relativen) Kopplungsdichte, d. h. das Immobilisierungsverfah-
ren ist nicht diffusionskontrolliert. Bei der Immobilisierungsmethode mittels des Bis -NHS-
Ester-Verfahrens ist das Verhaltnis deutlich kleiner und liegt bei 23:10 bzw. 21:10. Hier
kénnte die Hydrolysereaktion in dem kleinporigen Material begunstigt sein, da das in die
Poren eingedrungene Wasser nichtschnell genug vollstandig entferntwerden kann, sodass
anschlieend weniger NHS-Gruppen zur Verfugung stehen. Die Silanisierung wurde nur mit
Trisopor™ 1500 durchgefihrt, sodass kein Vergleich bzgl. der unterschiedlichen Pore ngroRe
des verwendeten Glases erfolgen kann.

8.2.6 Bestimmung der Dabsyl-BSA-Immobilisierungsdichten verschiedener
Tragermaterialien

Um eine breitere Anwendbarkeitdieser Methode fur die Affinitatschromatographie zu testen,
wurden Dabsyl-Proteine (BSA und IgG) an unterschiedliche Tragermaterialien, wie poréses
Glas, Polymethacrylat, Cellulose, Sepharose ™, Agarose, Polyacrylamid, Polystyrol und
quervernetztes PEG gekoppelt. Je 50 mg Tragermaterial wurde 450 pL 3,66 mg/mL (&
1,647 mg) Dabsyi-lgG-Lésung (2 1,647 mg) bzw. 300 pL 2,85 mg/mL (£ 0,855 mg) Dabsyl-
BSA-L6sung verwendet. Die entsprechenden KenngrdfRen der Tragermaterialien sind in
Tabelle 8.4 zusammengestellt.
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Tabelle 8.4: KenngroRen und verwendete Kopplungsmethoden der untersuchten Tragermaterialien.

max.

Grundlage Tragerma- Partikelgré Porengré- Beladung Quell- Druck Kopplungs-
der Matrix terial -3e [um] Be [nm] [umol/g] faktor [{)L;‘r:] methode
Pordses Trisopor™ 50-100 140-160 243,56 Glutaralde-
Glas 1500 hyd
Amino Methode
Trisopor™ 20-50 250-350 95,26 Glutaralde-
3000 hyd-
Amino Methode
Polymeth-  Fractogel® 40-90 500-1000 1g 20 Epoxy-
acrylat EMD- —3,5mL Methode
Epoxy
Toyopearl® 40-90 100 80 1lg 3 Tresyl-
AF Tresyl- —3,5mL Kopplung
650M
Toyopearl® 40-90 100 40-70 3 via
AF Formyl- Schiff'sche
650M Base
Cellulose  Cellufine™  125-210 10/mL 0,7-0,8¢g <1 via
- Formyl 21mL Schiff'sche
Base
Sepharo- NHS- 45-165 16-23/mL 1 NHS-
se™ aktivierte Kopplung
Sepharose
™ 4 Fast
Flow
Agarose Pierce 1g26- NHS-
NHS- 7mL Kopplung
Activated
Agarose
Dry Resin
Polyacryl-  UltraLink™ 50-80 100 >230/g; 1g27,9- 6,9
amid Biosupport >28,75/mL  10mL
Polystyrol ~ TentaGel® 30 200-300 Glutaralde-
M NH2 hyd-
Monosized Methode
Amino
Querver- Amino- 35-100 1000 Glutaralde-
netztes methyl hyd-
PEG ChemMatri Methode
x® Harz

Um die Immobilisierungsdichten der Proteine an allen Tragermaterialien vergleichen zu
kénnen,wurden zur Immobilisierung bei allen Proben gleiche Voluminader Proteinldsungen
mit gleichen Konzentrationen verwendet. Der Immobilisierungserfolg wurde mit der
Differenzmethode Uberpruft (Differenz der Proteinmenge vor und nach der Immobilisierung).
Daher wurden Proteinmengen gewahlt, die nicht zu maximalen Kopplungsdichten fiihren
kénnen: 30 pL Dabsyl-BSA-L6ésung (Kopplungsdichte 2,14) plus 270 pL des fur die
Immobilisierungsmethode entsprechenden Puffers bzw. 150 pL Dabsyl-lgG-Ldsung (Kopp-
lungsdichte 0,37) plus 150 pL des entsprechenden Puffers, d.h. c(Dabsyl-BSA) =
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2,02 mg/mL und c(Dabsyl-lgG= 5,00 mg/mL). Abbildung 8.17 zeigt die nach der
Immobilisierung gefarbten Tragermaterialien.
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Abbildung8.17: Mit Dabsyl-IgG (oben) bzw. Dabsyl-BSA (unten) gekoppelte Tragermaterialien (von links
nachrechts Trisopor™ 1500, Agarose, CelluflneT'VI Sepharose™, TrlzsoporT'VI 3000, Toyopearl® -Tresy,
Fractogel® EMD-Epoxy, UItraLlnkTM Toyopearl|® Formyl ChemMatrix® (PEG), TentaGel ®), pH 7,6.

Das Tragermaterial ChemMatrix® (PEG) lieR sich nur schlecht zentrifugieren, was zur
Beeintrachtigung der Waschschritte fuhrte. Auch stoérte die gelbe Eigenfarbung des
Tragermaterials diese Methode. Eine noch kréaftigere Eigenfarbung zeigte Tentagel®. Da
Cellufine™-Formyl nass eingewogen wurde und Toyopearl®-Formyl Wasser gezogen hatte,
sind die daraus berechneten Kopplungsdichten ungenau und entsprechen daher lediglich
Minimalwerten.

Auch nach Zugabe von Séure, die zu einer besseren Unterscheidbarkeit der Kopplungs-
dichte fihrte (Rotverschiebung und hdherer Extinktionskoeffizient), wurde klar, dass die
gelbe Farbung der Tragermaterialien ChemMatrix® (PEG) und Tentagel® eine Auswertung
mit diesem Verfahren unmdglich macht (Abb. 8.18). Die Tragermaterialien aus Kohlen-
hydraten fiihrten ebenso zu einer etwas anderen Rotfarbung als die synthetischen
Tragermaterialien, was eine schlechtere optische Vergleichbarkeit zur Folge hat.

Die Kopplungsdichten der BSA-Versuchsreihen sind in Tabelle 8.5 aufgefiihrt. Sie wurden
mittels der Differenzmethode nach der folgenden Formel berechnet:

Extinktion- 67026 =L
2,02 9 _ mol_ .03 mL

mL 104—L . .
1,9-10 molom 1cm- 2,14

Einwaage (Trdgermaterial)

Kopplunsdichte =
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Abbildung 8.18: Mit Dabsyl-1gG (oben) bzw. Dabsyl-BSA (unten) gekoppelte Tragermaterialien nach
Zugabe von 6 M HCI (von links nach rechts: Trisopor™ 1500, Agarose, Cellufine™, Sepharose™,
Trisopor™ 3000, Toyopearl®Tresyl, Fractogel® EMD-Epoxy, UltraLink™, Toyopearl®-Formy,
ChemMatrix® (PEG), TentaGel®).

Die ImmobilisierungsdichtendergG-Reihe sind in Tabelle 8.6 aufgefihrtund berechnen sich
analog:

i 7 . L
myg Extinktion - 145066 o . 03mL
104 ———- .
1,910 ol C 1cm-0,37

Einwaage (Trégermaterial)

5

" mlL
Kopplunsdichte =

Tabelle 8.5: Bestimmung der Dabsyl-BSA-Kopplungsdichte mittels Differenzmethode fur die mit Dab sy-
BSA gekoppelten Tragermaterialien.

Tragermaterial E (Dabsyl-BSA), Kopplungsdichte

Tragermaterial Enwaage [mg]  Uberstand, 477 nm, [mg] pro g Matrix
Amino-Trisopor ™ 1500 (Glutaraldehyd) 50,5 0,002 12
Pierce NHS-Activated Agarose Dry 45,3 0,105 12,2
Resin

Amino-Trisopor ™ 3000 (Glutaraldehyd) 50,1 0,259 9,5
Cellufine™-FormyI** 111,4* 0,367 > 3,8%*
Aminomethyl ChemMatrix® Harz (PEG)* 50,4* 0,621* -
Toyopearl®-AF-Tresyl-650M 50,1 0,678 54
Fractogel®-EMD-Epoxy 51,5 0,718 4,9
UltraLink™ Biosupport 50,7 0,802 4,1
NHS-aktivierte Sepharose™ 4Fast Flow 48,2 0,889 3,5
TentaGel® M NH2, Monosized Amino* 50,4* 0,927* -
Toyopear|®-AF-Formyl-650M** 100,7* 0,98 >1,2%*

* Diese Tragermaterialien haben eine gelbe Farbe, sodass die UV-Messung stark fehlerbehaftet ist.
** Cellufine™ w urde nass eingew ogen, Toyopearl®-Formyl hatte Wasser gezogen (klumpig).
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Tabelle 8.6: Bestimmung der Dabsyl-IgG Kopplungsdichte mittels Differenzmethode fiir die mit Dabsyi-
IgG gekoppelten Tragermaterialien.

régermateral Gewaage (gl bersan, 477 o, 173 510§ M
Amino-Trisopor™ 1500 (Glutaraldeyd) 50,5 0,008 28,7
Pierce NHS-Activated, Agarose Dry 48,9 0,022 27,9
Resin

Amino-Trisopor ™ 3000 (Glutaraldehyd) 50,3 0,087 19,1
Cellufine ™-Formy [** 86,2** 0,067 12,6**
Aminomethyl ChemMatrix® Harz (PEG)* 49,9% 0,158* 10,5
Toyopearl®-AF-Tresyl-650M 50,7 0,08 19,8
Fractogel®-EMD-Epoxy 50,3 0,102 17,3
UltraLink™ Biosupport 50,7 trib -
NHS-aktivierte Sepharose™ 4 Fast Flow 49,9 0,138 12,9
TentaGel® M NH2 Monosized Amino* 50,1* 0,221* -
Toyopear|®-AF-Formyl-650M** 96,6** 0,151 5,0%

* Diese Tragermaterialien haben eine gelbe Farbe, sodass die UV -Messung stark fehlerbehaftet ist.
** Cellufine™ w urde nass eingew ogen, Toyopear|®-Formyl hatte Wasser gezogen (Klumpig).

Um die Kopplungsdichte des Tragermaterials quantitativ Giber die Dabsyi-Methode zu
bestimmen, wurden die Proben partiell hydrolysiert (3 min in der Mikrowelle mit 75 W, Kap.
5.5.6). Unter den Bedingungen der Teilhydrolyse verkohlten die kohlenhydratbasierten
Tragermaterialien (Abb. 8.19). Die Teilhydrolysen der mit Dabsyl-lgG gekoppelten
Tragermaterialien fihrten bei allen Probenzur fastwollstdndigen Entfarbung. Folglichist eine
quantitative Auswertung dieser Proben mittels UV/Vis-Spektroskopie nicht méglich.
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Abbildung 8.19: Teilhydrolyse der zuvor mit Dabsyl-BSA immobilisierten Tragermaterialien.
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Fir dieses quantitative Verfahren sind somit nur synthetische Tragermaterialien auf Basis
von Polymethacrylat und porésem Glas geeignet. Die aus den Extinktionen (E) resultieren-
den Kopplungsdichten sind in Tabelle 8.7 den Kopplungsdichten aus der Differenzmethode
gegeniibergestellt.

Die Kopplungsdichten (Dabsyl-BSA), die mittels Differenzmethode berechnet wurden, sind
stets deutlich hoher als die Uber die AAAA ermittelte. Ein Teil der am Tragermaterial
adsorbierten Proteine kénnte erst bei den nachgeschalteten Waschritten entfernt worden
sein. Daher scheint die Differenzmessung, die nur den Uberstand zur Auswertung nutz,
keine exakte Methode zur Bestimmung der Immobilisierungsdichte zu sein. Ein weiterer
prinzipieller Nachteil der Differenzmessung ist, dass bei Verwendung von hochkonzentrier-
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ten Proteinmengen, von denen nur ein kleiner Prozentsatz am Affinitatsmaterial gebunden
wird, die Ungenauigkeit bei der Differenzmessung zwischen Anfangskonzentration und
Konzentration des Uberstands nach der Immobilisierung hoch ist.

Tabelle 8.7: Dabsyl-BSA-Kopplungsdichte, berechnet tiber Teilhydrolyse und Differenzmethode.

Matrix  Teilhydrolyse Kopplungs- Kopplungs-

Tragermaterial Bnwaage  E (505 nm) dichte [mg/g] dichte [mg/g]
(1:1 verd.) _ Uber Uber Differenz-
[ma] Teilhydrolyse methode
Amino-Trisopor ™ 1500 (Glutaraldehyd) 50,5 0,934 47 12,0
Pierce NHS-Activated Agarose Dry 45,3 - - 12,2
Resin
Amino-Trisopor ™ 3000 (Glutaraldehyd) 50,1 0,677 34 9,5
Cellufine ™-Formy [** 111,4 - - > 3,8**
Aminomethyl ChemMatrix Harz (PEG)* 50,4 0,621* -* -*
Toyopearl®-AF-Tresyl-650M 50,1 0,729 3,7 54
Fractogel®-EMD-Epoxy 51,5 0,492 2,4 4,9
UltraLink™ Biosupport 50,7 0,802* 4,0* 4,1
NHS-aktivierte Sepharose™ 4 Fast 48,2 - - 35
Flow
TentaGel® M NH2 Monosized Amino* 50,4 0,927* -* -*
Toyopearl|®-AF-Formyl-650M++ 100,7 0,109 0,3 >1,2%*

*Messungen sind entw eder durch Eigenfarbung oder durch zu starke Trilbung nicht zur w eiteren
Berechnung geeignet.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die Dabsylmethode —ohne anschlieRende
Teilhydrolyse — eher fiir eine erste Einschatzung der Immobilisierungsdichte eignet, da so
auch Aussagen Uber die Immobilisierungsdichte z.B. der kohlenhydratbasierten
Tragermaterialien erfolgen kann. Diese Farbauswertung sollte im sauren Milieu erfolgen, da
hier aufgrund der Rotverschie-bung und des hdheren Extinktionskoeffizienten eine genauere
Differenzierung méglich ist. Aussagen tiber den Immobilisierungserfolgan Tragermaterialien
mit starker Eigenfarbung konnen jedoch nicht getroffen werden. Die anschlieRende
Teilhydrolyse erméglicht eine genauere Quantifizierung. Jedoch ist diese nicht fir alle
Tragermaterialien geeignet, da durch die Energiezufuhr eine teilweise Zersetzung der
kohlenwasserstoffbasierten Tragermateria-lien erfolgt.

Um eine allgemeiner anwendbare und dennoch leicht durchzufiihrende Proteinbestim-
mungsmethode fur TrAgermaterialien zu entwickeln, wurde eine vereinfachte Aminosaure-
analyse des Tragermaterials als grundlegende Idee verfolgt.
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8.3 Aromatische Aminosaureanalyse (AAAA)

8.3.1 Prinzip des AAAA-Verfahrens

Um Proteinbestimmungen an synthetischen Affinititsmaterialien und an pordse Glaser
guantitativzu bestimmen, wurde ein Verfahren mitvollstandiger Proteinhydrolyse entwickelt
(Kap.4.2). Ziel war es eine einfache, prazise Methode zur Aminosaurebestimmungohne Vor-
bzw. Nachséaulenderivatisierung wie bei der klassischen Aminosaureanalyse (amino acid
analysis, AAA) zu entwickeln. Dafiir verzichtet dieses Verfahren auf die Bestimmung einer
Vielzahl von Aminosauren und beschrankt sich lediglich auf die aromatischen, nicht sehr
reaktiven Aminosauren Tyrund Phe. Dieses Verfahren, das ich als Aromatische Aminosaure-
analyse (AAAA) bezeichnet habe, nutzt als internen Standard zwei seltene Aminoséaure-
Derivate. Die Detektion erfolgt mittels UV-Detektion bei 215 nm [260]. Die Methode des
internen Standards istin der MS-Analytik eine Ubliche Vorgehensweise, um via Isotopen-
markierung zur Quantifizierung zu gelangen. Der offensichtliche Nachteil chemisch ver-
schiedene Derivate einzusetzen, ist ihr potentiell unterschiedliches Verhalten bei der
Hydrolyse. Um dieses Risiko klein zu halten, wurden chemisch sehr &hnliche Derivate
genutzt. Das Verfahren wurde zun&dchst mit homogenen, flissigen Proben getestet und
validiert.

8.3.2 Auswahl des internen Standards

Als interner Standard wurden anfanglich die entsprechenden homologen Aminoséauren
gewahlt (Abb. 8.20), die den natirlichen Aminosauren chemisch sehr dhnlich sind. Um
Nebenreaktionenwahrend der Hydrolyse zu unterbinden, werdenin der Regel Additive, meist
Phenol, verwendet. Zu Beginn wurden Blindproben mitund ohne Zusatz von Phenol nach
einem definierten Hydrolyseprotokoll hydrolysiert und mittels des entwickelten HPLC -
Protokolls analysiert (Kap. 5.7.2). Die Hydrolysedauer in der Mikrowelle betrug 20 min
(20 min hold time). Bei einer zweiten phenolhaltigen Probewurde sieum 5 Minuten verlangert
(hold time 25 min). Wie in Abbildung 8.21 zu sehen ist, konnte Phenol bei allen Proben
nachgewiesen werden. Ob die Kontamination wahrend der Hydrolyse oder bei der
anschlieBenden Evaporierung erfolgte, wurde nicht untersucht.

o o
jeaslNca
NH NH
HO 2 2

L-Tyrosin L-Phenylalanin
HO
o (0]
(0] (0]
NH, NH;
L-Homotyrosin L-Homophenylalanin

Abbildung 8.20: Die aromatischen Aminosauren L-Phenylalanin (Phe, F), L-Tyrosin (Tyr, Y) und ihre
entsprechenden internen Standards, L-Homophenylalanin (HPhe) und L-Homotyrosin (HTyr).
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Abbildung 8.21: Chromatogramme der Hydrolyse-Blindproben mit und ohne Zusatz von Phenol,
Hydrolysedauer 20 bzw. 25 min.

Das Chromatogramm der Aminosauren des internen Standards mitdem zugesetzten Additiv
Phenolistin Abbildung 8.22 zu sehen. 17 von 20 Aminoséauren sind bei dieser Trennung in
diesem Zeitfenster nicht sichtbar, da diese auf der C18-Saule nicht retardieren und somit
bereits ungetrenntim Anfangspeak eluieren.
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Abbildung 8.22: Chromatogramme von einer Blindprobe nach 20 min Hydrolyse mit Phenol und einer

Aminosauremischung (NIST 2389a) in 0,1 M HCI unter Zusatz von 1,25 mM Tryptophan, 2,5 mM

Glutaminund 2,5 mM Asparagin sowie des internen Standards HTyr und HPhe und des Additivs Phenadl
(17 von 20 Aminoséauren sind bei dieser Trennung in diesem Zeitfenster nicht sichtbar).

Da die Retentionszeiten von Homophenylalanin und Phenol tbereinstimmen, wurde fir
Phenylalanin der interne Standard gewechselt und das entsprechende Fluorderivat
verwendet (Abb. 8.23).
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Abbildung 8.23: L-Phenylalanin (Phe, F) und L-Tyrosin (Tyr, Y) und ihre jeweiligen internen Standards,
4-Fluor-DL-phenylalanin (FPhe) und L-Homotyrosin (HTyr).

Beider Hydrolyse des Aminoséaurestandards zusammen mitden internen Standards entsteht
ein Produkt miteiner nur wenig kleineren Retentionszeitals derinterne Fluor-Phe-Standard,
erkennbar an der zu Beginn des Peaks auftretenden Schulter (Abb. 8.24).

600
Tyr  HTyr —— Hydrolysat ohne Phenol
— Hydrolysat mit Phenol
500 4
Phe Schulter am
400 Quantifizierungspeak
FPhe
300 4

mAU [215 nm]

200

100

Zeit [min]
Abbildung 8.24: Chromatogramm nach der Hydrolyse des Aminoséurestandards und der internen
Standards mit und ohne Zusatz von Phenol bei der Hydrolyse (hold-time 20 min).

Die Hydrolysen der Aminoséuren zusammen mit den internen Standards wurden ebenfalls
mit 25-minutiger Hydrolyse (statt 20 min) durchgefuhrt. Dabei konnte die fortschreitende
Entwicklung des Produkts, das die Schulter bildete, beobachtet werden, da diese an Hohe
gewann (Abb. 8.25).
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Abbildung 8.25: Chromatogramm nach der Hydrolyse der Aminos&uren und der internen Standards mit
und ohne Zusatz von Phenol bei der Hydrolyse (hold-time 25 min).

Aufgrund der auftretenden Schulter wahrend der Hydrolyse bei Verwendung des Additivs
Phenol wird bei diesem Verfahren aufdas Additivbei der Hydrolyse verzichtet. Wie in Tabelle
4.4 aufgefuhrtreagiertPhe in der Regel nichtwéhrend der Hydrolyse. Die wahrscheinlichste
Reaktion von Tyr ist die Halogenierung —bei Verwendung von Salzsdure also die
Chlorierung. Unter der Annahme, dass die Chlorierung im gleichen MaRRe bei Tyrosin wie
beim homologen Tyr-Standard erfolgt, kdnnen somitauftretende Verluste von Tyrosin durch
entsprechende Verluste des homologen Tyrosinstandards korrigiert werden. Die
Hydrolysezeit in der Mikrowelle wurde auf 20 min festgelegt.

8.3.3 Das AAAA-Verfahren

Abbildung 8.26 zeigt ein Chromatogramm einer Standardlésung von Aminosauren (Stan-
dardreferenzmaterial NIST 2389a), ergdnzt mit 1,25 mM Tryptophan, 2,5 mM Glutamin und
2,5 mM Asparagin,um die 20 traditionellen proteinogenen Aminoséauren zu untersuchen. Die
kleine Basisliniendrift bei etwa 10 min wird durch die unterschiedlichen Extinktionskoeffizien-
ten von TFA in Wasser und Acetonitril verursacht [260]. Nur die drei aromatischen
Aminoséuren (Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan) werden in der Zeit zwischen 8 und
28 min detektiert. 17 der 20 Aminosauren sind in diesem Zeitraum nicht sichtbar, da sie an
der RP-HPLC-Séaule nicht zuriickgehalten und daher alle ungetrennt im Anfangspeak
erscheinen. Die Extinktion wurde bei 215 nm gemessen. Da Tryptophan bei der sauren
Hydrolyse meistvollstandig zerstortwird, wird es bei dieser Methode nichtweiter untersucht
Dennoch kann es unter den gleichen Bedingungen ohne Schwierigkeiten detektiertwerden.
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Abbildung 8.26: Chromatogramme von einer Aminosauremischung (NIST 2389a) in 0,1 M HCI unter

Zusatz von 1,25 mM Tryptophan, 2,5 mM Glutamin und 2,5 mM Asparagin (17 von 20 Aminoséauren sind
bei dieser Trennung in diesem Zeitfenster nicht sichtbar) und einer Blindprobe (blau).

Ublicherweise werden die Konzentrationen des internen Standards und die des Analyten
ahnlich gewahlt. Da bei der Hydrolyse, die fiir die Konzentrationsbestimmung der Peptid-
bzw. Proteinproben notwendig ist, zusatzliche kleine Peaks auftreten, ist eine relativ hohe
Konzentration (25 puM) der internen Standards vorteilhaft, um Fehler bei der Flachen-
bestimmung des internen Standards zu minimieren. Fur die Probe, wiirden ungefahr0,1 mM
der jeweiligen Aminoséaure eine geeignete Konzentration sein, fir Proteine z. B. BSA, etwa
5 uM oder 0,3 g/L. Ein Standardprotokoll kdnnte wie folgt aus sehen: 5 pL interner Standard
(1 mM) und 20 pL Proteinprobe (5 uM oder 0,3 g/L) werden zu 200 pL 6 M HCI gegeben.
Nach Hydrolyse und Eindampfen der Probe wird das Pellet in 200 uL Wasser gel6st. Die
Analyse wird mit einer RP-Séule und einem UV-Detektor (215 nm) an einem HPLC-System
durchgefiihrt. Die Aminoséurekonzentration wird durch das Verhaltnis der Peakflachen des
Analyten zum internen Standard bestimmt, wobei die unterschiedlichen Extinktionskoeffizien-
ten berucksichtigt werden missen. Die Protein- oder Peptidkonzentration wird unter Ver-
wendung des von der Sequenz abgeleiteten Aminosauregehalts oder von einem mittleren
Gehalt von Tyr und Phe in einer komplexen Probe berechnet. Abbildung 8.27 zeigt das
Chromatogramm des Aminoséaurestandards und der beiden internen Standards, Homo-
tyrosin und 4-Fluorphenylalanin, ohne vorherige Hydrolyse. Bei dem kleinen Peak neben
FPhe handelt es sich um eine Verunreinigung des kommerziellen FPhe.
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Abbildung 8.27: Chromatogramm einer Aminosaurestandardidsung (NIST 2389a) in 0,1 M HCI mit den
zugesetzten internen Standards Homotyrosin (HTyr) und 4-Fluorphenylalanin (FPhe) sowie einer
Blindprobe (blau).

Da die Extinktionskoeffizienten des internen Standards und der Aminosaure nicht identisch
sind, wurden Proportionalitatsfaktoren bestimmt. Die Faktoren sind fir Phe/FPhe 0,882 +
0,027 (n = 5) und fur Tyr/HTyr 0,673 + 0,010 (n = 5) (Anhang Tab. Al). Bzgl. der Reinheit
wurden die internen Standards nicht korrigiert.

Fir die Kalibriergerade wurden Verdiinnungen vom Aminosaure-NIST-Standard mitKonzen-
trationen von 0,01 bis 100 uM analysiert. Die doppellogarithmische Darstellung istin Abbil-
dung 8.28 zu sehen.
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Abbildung 8.28: Kalibriergerade von Phe und Tyr bei 215 nm in einer doppellogarithmischen Dar-
stellung. Die Ergebnisse wurden auf den entsprechenden internen Standard normiert.
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Die Nachweisgrenze istbei 0,05 uM (~ 10 pg/L) fir Phe und 0,05 puM (~ 10 pg/L) bei Tyr. Der
lineare Bereich liegt zwischen 0,1 uM und 100 uM, sodass durch Verdiinnung der Probein
der Regel eine gut messbare Probenkonzentration erhalten werden kann.

8.3.4 Validierung des AAAA-Verfahrens zur Proteinbestimmung

Um das wvollsténdige Verfahren incl. Hydrolyse zu validieren, wurde eine Probe des Proteins
Rinderserumalbumin (NIST SRM Referenzmaterial 927e, BSA) bekannter Konzentration
bestimmt. Im ersten Schritt wurde die Probe zusammen mit dem internen Standard
konventionell in einem Hydrolyserohr vollstdndig hydrolysiert und anschlieRend entspre-
chend des in Kapitel 5.7.2 aufgefihrten Protokolls analysiert. Das Chromatogramm der
Probe (hydrolysiertes BSA) istin Abbildung 8.29 zu sehen.
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Abbildung 8.29: Chromatogramm von hydrolysiertem Serumalbumin (NIST SRM 927e, zertifiziertes
Referenzmaterial) plus internen Standard sowie von einer Blindprobe (blau).

Bei einfachen und reinen Proben scheint die Standard-Peakintegration des HPLC-Systems
ausreichend. Durch die Hydrolyse entstehen jedoch zusétzliche kleine Peaks durch unbe-
kannte Verunreinigungen, die mitden Detektionspeaks teilweise tiberlappen. Da eine UV-
Detektion eine selektive Auswertung der Daten bei einer Peakiberlagerung nur mit kom-
plexen Methoden ermdglicht, wurde ein mathematisches Naherungsverfahren benutzt, dass
die Werte der Peakflachen der Nebenprodukte von den Werten der Peakflachen der
Hauptpeaks subtrahiert, um ein genaueres Ergebnis zu erhalten. Da die Peaks nicht voll-
standig symmetrisch sind, wurde die asymmetrische Doppel-Sigmoidalfunktion "Asym 2 Sig"
(Software Origin®) verwendet. Die Formel der Naherung lautet:

1 1

y=yt+4: _x—xc+w1/2. 1- X=X~ Wy/2
1+e w2 1+e &
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Dabeibeschreibtyo den Versatzin y-Richtung, x. den Mittelpunkt (Maximum) des Peaks, W1
die wolle Breite des halben Maximums, W> und W3 sind die Varianzen der jeweiligen Seite.
Dieser Ansatz ermdglicht auch die Einrichtung einer robusten Grundlinie.

300+
250
200

150 4

mAU [215 nm]

100

504

0
190 192 194 196 198 20,0 20,2 204

Zeit [min]

Abbildung 8.30: Der gemessene Peak von FPhe von hydrolysiertem Serumalbumin (NIST 927e, zertifi-
ziertes Referenzmaterial) und der angepasste Peak mit dem Asym2Sig Modell.

In Tabelle 8.8 wurden die aus den AAAA-Messungen berechneten Konzentrationen mitihren
absoluten und relativen Standardabweichungen, sowie die daraus resultierende relative
BSA-Wiederfindung fur die unterschiedlichen Detektionen aufgefihrt (Anhang Tab. A2). Die
Berechnung erfolgt mit folgenden Formeln:

e - Flache(AS)

Konz (BSA)[mM] = £0,025mM - Vorverd.
onz (BSA)mM] = e Sy~ Anzahl s O025mM - Vorver

g1 € -Flache(AS) g
Konz (BSA) 7] = FRcheCHAS) —AnzahiAs. O025mM  Vorverd: 663981—

mit:
_ Flache(int.Std. gt anaara )
FléChe(ASStandard)

(bei gleicher Konzentration des internen Standards und des Aminoséaurestandards)

Tabelle 8.8: Gemessene BSA-Konzentration der BSA-NIST-Ldsung, deren empirische Standardab-

weichung s (n=7), relative Standardabweichung s und die Wiederfindung (getrennte Berechnungen
basierend auf den Bestimmungen von Tyr und Phe).

Basis zur Berechnung BSA [g/L] s [g/L] Srel [%0] Wiederfindung [%]
Tyr (215 nm) 67,87 3,16 4,66 100,7
Phe (215 nm) 70,36 3,79 5,39 104,4
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Es gibt zwei Kriterien, um die Prazision bzw. die Richtigkeit eines Verfahrens zu beurteilen:
Die relative Standardabweichung und die Wiederfindung von BSA. Fur beide liefert das
AAAA-Verfahren sehrgute Werte. Die zertifizierte BSA-Konzentration der Losung von NIST-
BSA basierend auf einer Aminosaureanalyse betragt 67,38 + 1,38 g/L. Die Berechnung
basierend auf der AAAA-Messung zusammen mit der Information Gber die bekannten
Zusammensetzung von BSA (20 Tyr und 27 Phe, 66398,1 g/mol), ergab eine Konzentration
von 70,36 + 3,79 g/L BSA berechnetaus der Phe-Konzentration und 67,87 + 3,16 g/L auf
Basis der Tyr-Konzentration. Die Wiederfindung betrug 104,4 £ 5,6%, bezogen auf Phe
(215 nm) und 100,7 + 4,6%, bezogen auf Tyr (215 nm).

Die Bestimmungsgrenze fiir BSA kann rechnerisch von der Bestimmungsgrenze von Phe
bzw. Tyr abgeleitet werden:
1uM g

0,
Konz (BSA) = —————+66398,1—— Verdiinnungsf aktor
Anzahl AS mol

fur Phe: 2,21 mg/L BSA, fiir Tyr: 3,16 mg/L BSA (Verdiinnungsfaktor 10, aufgrund des Protokolls)

Experimentell wurde fir die Abschatzung der Bestimmungsgrenze ebenfalls zertifiziertes
Referenzmaterial von Rinderserumalbumin (BSA) verwendet. Die Abschéatzung basiert auf
dem Phenylalaninpeak (Abb. 8.31).

Der Phe-Peak des Chromatogramms der BSA-Probe mit einer Konzentration von 16 mg/L
zeigt eine signifikante Zunahmeder Peakflache. Die Signale mit Konzentrationen von 8 mg/L
und niedriger erzeugen etwa gleichgro3e Peakflachen. Die Ursache lag wahrscheinlich an
der vorangegangenen Hydrolyse oder Evaporierung, bei der ein méglicher Stofflibertrag
(,Carryover®) erfolgen konnte. Somit ist voraussichtlich eine Verbesserung der Nachweis-
grenze durch Optimierung des Hydrolyseschritts méglich.
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Abbildung 8.31: Phe-Peaks der Chromatogramme von hydrolysierten Serumalbumin (NIST SRM 927e,
zertifiziertes Referenzmaterial) zur Bestimmung der Nachweisgrenze.
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8.3.5 Peptid-Analyse am Beispiel von Hepcidin-25

Das AAAA-Verfahren kann auch verwendet werden, um die Konzentration von Peptid-
I6sungen zu Uberprifen, sofern das Peptid mindestens ein Tyrosin oder Phenylalanin pro
Molekil besitzt. Mit bekannter Sequenzoder zumindestder Aminos&urezusammensetzung,
kann somit die Konzentration der Peptidlésung berechnet werden.

Abbildung 8.32 zeigt das Chromatogramm einer hydrolysierten Probe von Hepcidin-25. Die
Sequenz von Hepcidin enthélt kein Tyrosin, sondern lediglich zwei Molekule Phenylalanin,
daheristkein Tyr-Peak auszumachen. Da synthetische Peptide oft erhebliche Mengen an
Trifluoracetat, andere Salzionen oder Wasser enthalten, ist dies eine geeignete Quantifi-
zierungsmethode.
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Abbildung 8.32: Chromatogramm von hydrolysierten Hepcidin-25 plus internen Standard sowie einer
Blindprobe (blau).

8.3.6 Protein-Analyse komplexer Proben

Das vorgestellte Verfahren eignet sich auch fiir die Proteinbestimmung komplexer Proben,
wie Blutseren, Plasma oder Nahrungsmittelproben. Da diese eine Mischung vieler Proteine
enthalten, kann die Konzentration nicht einem einzelnen Protein mit bekannter Sequenz
zugeschrieben werden. Um diese Methode zu verwenden, wird ein Protein bzw. ein
Proteingemisch bekannter Konzentration als Referenz gewahlt und diese mitden Proben
verglichen. Der Gehalt an Phenylalanin oder Tyrosin der Referenzprobe sollte reprasentatv
fur die anderen Proben sein. Als Proben wurden Mausserum und Humanserum (Abb. 8.33)
hydrolysiert und analysiert, um zu untersuchen, ob die Peaks unter diesen Bedingungen
basisliniengetrennt werden. Zusatzlich wurde Rinder-IgG und Magermilch (Abb. 8.34)
untersucht. Bei allen Proben gab es keine offensichtlichen Stérpeaks in dem jeweiligen
Detektionsfenster.
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Abbildung8.33: Chromatogramme von hydrolysiertem Mausserum (links) und von hydrolysiertem Serum
menschlichen Ursprungs (rechts) sowie jeweils einer Blindprobe (blau).
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Abbildung 8.34: Chromatogramm einer Probe von hydrolysiertem Rinder-IgG (links) und von hydro-
lysierter Magermilch sowie jeweils einer Blindprobe (blau).

8.3.7 Mikrowellenhydrolyse

Um die Analysezeit zu verkirzen, wurde die Hydrolyse unter Verwendung eines Mikro -
wellensystems von CEM mitoptimiertem HPLC-Glaschen-Einsatz (Kap. 8.2.5) durchgefihrt
Die Hydrolysezeit konnte so von 22 Stunden (Standardbedingungen) auf 30 Minuten
reduziert werden. Um eine gleichmafige Erwarmung zu gewéhrleisten, wurde die maximale
Leistung der Mikrowelle auf 50 W begrenzt. Zusatzlich wurde das Wasserin der Reaktions-
kammer wahrend der gesamten Hydrolyse mit einem Magnetriihrstab gerihrt, um eine
gleichmafige Temperaturverteilung zu erreichen. Die Reproduzierbarkeit wurde Gberprift,
indem sechs mikrowellenbasierte Hydrolysen der gleichen Probe analysiert wurden. Die
relative Standardabweichung lag bei nur 2%, sodass diese Methode flr einen héheren
Durchsatz an Hydrolyseproben geeignet ist (Anhang Tab. A3).
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8.3.8 Analyse von heterogenen Proben: Tradgermaterial mit immobilisiertem
BSA

Die AAAA-Analyse wurde urspringlich entwickelt,um eine Proteinbestimmung flrimmobili-
sierte Proteine zu erhalten. Klassische spektroskopische Proteinbestimmungsmethoden
fihren bei der Analyse von polymeren oder anorganischen Tragern, wie Glas oder Quarznur
Zu semiquantitativen Ergebnissen, da die Oberflache oder die Porenstruktur durch starke
Wechselwirkungen die Proteinbestimmungen stéren. Als Testprotein wurde BSA verwendet,
das auf verschiedenen Tragermaterialien immobili-siertwurde. Die Materialien wurden dem
Hydrolyseverfahren unterzogen (5 mg Trager-material plus 20 pL interner Standard plus
200puL 6 M HCI) und schlieBlich chromato-graphisch analysiert (Abb. 8.35). Nach der
Hydrolyse des Tragermaterials konnte tber die Bestimmung von Tyrosin und Phenylalanin
die Immobilisierungsdichte Issa des Trager-materials mitfolgender Formelbestimmtwerden.

mg € - Flache(AS) mmol g 0,2 mL
Igsa [—] = — - - 0,025 - 66 L—
g Flache(int.Std.) - Anzahl,g L mmol Einwaage|[g]
mit:
_ FléChe(HASStandard)

&= =
FlaChe(ASStandard)

Die hdéchste Immobilisierungsdichte wurde auf dem pordsen Glas mittels Glutaraldehyd -
Verfahren mit5,71 mg pro g Trisopor™ 1500 erzielt. Mittels Bis-NHS-Ester-Verfahren wurde
eine Belegung von 4,08 mg/g erreicht und auf Tresyl-Toyopearl® 2,42 mg/g. Das Epoxy-
aktivierte Material fuhrte zu ungewdhnlich niedrigen Werten, was durch eine unzureichende
Blockierung erklarbar ware. Dartber hinaus sind Materialien auf Basis von Kohlenhydraten
(z.B. Sephadex oder Agarose) ungeeignet, da sich die Tragermaterialien bei der sauren
Hydrolyse zersetzen und zu dunkel gefarbten Lésungen fiihren.
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Abbildung 8.35: Tyrosin-Peaks der Chromatogramme nach Hydrolyse von mit BSA-gekoppelten
Tragermaterialien und die daraus berechneten Immobilisierungsdichten in mg pro g Tragermaterial

(Amino-Trisopor™, aktiviert mit Bis-NHS-Diglycolsdaure; pordses Glas, aktiviert mit Glutaraldehyd;
Tresyl-aktiviertes Toyopearl® und Epoxy-aktivierten Fractogel® EMD).
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Insgesamtistdie Verwendung der aromatischen Aminosaureanalyse (AAAA), basierend auf
der Bestimmung von Tyrosin und Phenylalanin in einem Standard-HPLC-System mit UV-
Detektor, eine gute Alternative zu den bekannten Proteinbestimmungsverfahren, die ent-
weder komplizierter, teurer, zeitaufwendiger oder ungenauer sind (vor allem bei Protein-
bestimmungen auf Tragermaterialien). Die chromatographische Bestimmung aromatischer
Aminoséauren in Verbindung mitschneller Hydrolyse in der Mikrowelle scheintein verniinftiger
Kompromiss zwischen Zeit- und Arbeitsaufwand auf der einen Seite und analytischer
Zuverlassigkeit und Genauigkeit auf der anderen Seite zu sein. Die Nachweisgrenzen in
Bezug aufProteine sind vergleichbar mit denen der spektroskopischen Assays, bieten jedoch
eine hohere Genauigkeit, sofern Informationen tiber die Aminoséurenzusammensetzung zur
Verfugung stehen. Auch ohne solche Informationen sollte die Genauigkeit der Protein -
bestimmung besser sein als bei spektroskopischen Methoden, die in der Regel mit einem
falschen Protein kalibriert werden. Die Reproduzierbarkeit der AAAA ist sehr gut. Eine
routinemafige Anwendung von AAAA wirde die Qualitat vieler Proteinbestimmungen
deutlich verbessern, die mit einfachen und billigen, aber weniger prazisen Methoden
durchgefiihrtwerden. Eine Qualitétskontrolle (QC) biochemischer Produkte aufder Basis von
Peptiden und Proteinen, unabhangig davon, ob es sich um reine Verbindungen, wie
pharmazeutische Medikamente oder komplexe Proteingemischen oder Extrakte, wie
Milchpulver handelt, kdnnte mittels AAAA durchgefiihrt werden. Die instrumentellen
Anforderungen sind sehr moderatund somitkann dieser Ansatz erfolgreich auch in weniger
spezialisierten Labors angewandtwerden, in denen Aminosaureanalysen bisher nichteinmal
in Erwagung gezogen wurden.

Das AAAA-Verfahren ist eine vielversprechende Technik, Immobilisierungsdichten auf
Affinitatsmaterialien aufder Basis von Methacrylat, Glas oder Keramik zu bes timmen. Hiemit
kénnte der Mangel an quantitativen und zuverlassigen Methoden, kovalent gebundene
Proteine auf festen Tragern und Oberflachen zu bestimmen, tberwunden werden. Eine
Validierung dieses Verfahren konnte nicht durchgefuhrt werden, da kein Standard fur
Tragermaterialien mit immobilisierten Proteinen kommerziell erhaltlich ist. Als konkrete
Anwendung wird diese Methode zur Bestimmung der Ligandendichten der in dieser Arbeit
hergestellten TNT-Affinitatss&ulen genutzt (Kap. 10.4).
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9 Reinigung von TNT-Seren

Fur eine selektive TNT-Affinitdtssaule mit hoher Kapazitat, missen die anti-TNT-Antik&rper
von einer Vielzahl von Proteinen aus dem Antiserum isoliert werden. Zunéchst wird die
gesamte lgG-Menge des Serums mit der etablierten Protein-A-Affinititschromatographie
abgetrennt(Kap.4.2.1). Da sich das ELISA-Signal der entsprechenden Fraktion um ca. 50%
verringert (Kap. 9.1) und ein Grof3teil der Antikbrper im Serum nichtgegen TNT gerichtetist,
wurde eine antigenspezifische Reinigung durchgefiihrt, deren Entwicklung erlautert wird.

9.1 Reinigung mit Protein A

Um eine TNT-Affinitatss&ule auf Basis von anti-TNT-Antikdrpern zu entwickeln, missen die
Seren zunachst gereinigt werden. Zu Beginn wurden die Antikbrper der entsprechenden
Seren mittels Protein-A-Affinitatschromatographie separiert. Diese Methode wurde bereits
1972 entwickeltund ist auf dem Markt sehr gut etabliert (Kap. 2.2). Durch die Protein-A-
Aufreinigung erhalt man eine deutliche Reduktion des Proteinanteils im Vergleich zum
Ursprungsserum. Die Protein-A-Reinigung wurde mit beiden Seren durchgefiihrt und die
erhaltenen IgG-Fraktionen mittels TNT-ELISA getestet. Die maximale Intensitatdes Signals
des kompetitiven TNT-ELISAreduziert sich bei K1B9 um 48%, bei K2B12 auf 50%.
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Abbildung 9.1: TNT-ELISA mit den TNT-Hyperseren bzw. den korrespondierenden 1gG-Fraktionen
(Verdiinnungen K1B9 1:400000, K2B12 1:200000).

Zur Quantifizierung wurden die Proteinmengen der IgG-Fraktionen mittels UV-Absorption bei
280 nm bestimmt; IgGkise: 4,38 + 0,35 mg/mL, IgGkosi2: 6,68 + 0,37 mg/mL. Das Serum
K1B9 enthéltdemnach weniger Antikdrper, jedoch erzeugtes ein hdheres Signal beim TNT-
ELISA, das durch den spezifischen TNT-Tracer erzeugt wird. Die hohere Antikdrpermenge
des K2B12-Serums kdnnte durch eine Erkrankung des Versuchstiers wahrend der Immuni-
sierung erklart werden. So wirde das Immunsystem des erkrankten Tiers in dieser Zeit
sowohl anti-TNT-Antikdrper als auch Antikérper gegen den aktuellen Krankheitserreger
produzieren.

135



9.2 Antigenspezifische Reinigung

Bei der einfachen Aufreinigung mittels Protein-A-Affinititschromatographie liegen einige
Nachteile auf der Hand. Zum einen wird lediglich die IgG-Fraktion separiert, von der in der
Regel nurein Bruchteil spezifische anti-TNT-Antikérper sind. Zum anderen wirddie Intensitit
der TNT-ELISA-Signale beider Protein-A-Reinigung der Seren um die Halfte gegeniber den
der Ausgangsseren verringert (Abb. 9.1). Daher wurde eine TNT-spezifische IgG-Aufreini-
gungsmethode entwickelt.

9.2.1 Affinitatssaule mit 6-(2,4,6-Trinitrophenyl)hexansaure als Ligand

Eine Mdglichkeit die TNT-Kapaztat der im Rahmen dieser Arbeit herzustellenden TNT-
Affinitatssaule zu steigern, ist die Aufreinigung des Serums mit Hilfe eines geeigneten
Haptens, sodass statt der Gesamt-IlgG-Fraktion nur die spezifischen anti-TNT-Antikdrper
separiert werden. Da zur Immunisierung der Kaninchen das Hapten 6-(2,4,6-Trinitro-
phenyl)hexanséaure (TN6PHA) — gekoppelt an BSA — verwendet wurde, wurde mit dem
Hapten eine Affinitdtssdule prapariert (Kopplungan Amino-Trisopor™, Abb. 9.2),um die anti-
TNT-lgG-Antikdrper zu isolieren.
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Abbildung 9.2: Reaktionsgleichung der Kopplungsreaktion von 6-(2,4,6-Trinitrophenyl)hexanséure
(TN6PHA) an Trisopor ™.

Die Analyse des Eluats (Eluent: 30% ACN, 1% Propionsaure, pH 2,4) mittels ELISA zeigte
jedoch, dass dieBindung zur Trinitroverbindung so starkist,dass keine Elution der Antikdmper
erfolgte [261].

9.2.2 Affinitatssaule mit 4-Nitrophenylgruppen als Liganden

Bei der Affinitatsreinigung solltendie Elutionsbedingungen den Antikdrper schonend von der
Saule 16sen kbnnen. Aufgrund der sehr hohen Affinitat zum Immunisierungshapten, wurde
ein dem TN6PHA strukturdhnliches Molekiil, 4-(4-Nitrophenyl)buttersaure, welche durch
NHS-Chemie aktiviert wurde (Abb. 9.3), als Ligand an eine Sepharose ™ Hi-Trap-Saule
gebunden.

Bei der Herstellung der Saule wurde darauf geachtet, dass ein Linker mit einer Lange von
sechs C-Atomen eingefugt wird, da das zur Immununisierung verwendete Hapten eine
Hexylstruktur beinhaltete. Das aufder Affinitatssaule immobilisierte Hapten sollte nichtkiirzer
sein als das zur Immunisierung verwendete. Ein langerer Spacer reduziert au3erdem
potenzielle sterische Hinderungen der Antigen-Antikérper-Bindung.
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Abbildung 9.3: NHS-Aktivierung von 4-(4-Nitrophenyl)buttersiure unter Verwendung des Aktivie-

rungsreagenzes DCC. Bei der Reaktion entsteht als Nebenprodukt Dicyclohexylharnstoff, welches als
Niederschlag ausféllt.

Daherwurde zuerst Ethylendiamin an die NHS-Gruppen des Tragermaterials gekoppelt, um
dann an die entstandenen Aminogruppen das mit NHS-Chemie aktivierte Hapten 4-(4-
Nitrophenyl)buttersdure zu binden (Abb. 9.4).
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Abbildung 9.4: Schematische Darstellung der Oberflachenmodifizierung der NHS-aktivierten HiTrap™-
S&ule. Im ersten Schrittwurde Ethylendiamin an die Saule gekoppelt, gefolgt von einer Kopplung eines

4-(4-Nitrophenyl)buttersdure-NHS-Esters, sodass eine 4-Nitrophenylgruppe als Ligand zur Verfligung
stand.

Die mit 4-Nitrophenyl-Liganden besetzte HiTrap ™-Affinitdtssaule sollte die anti-TNT-
Antikérper binden. Die Elutionsversuche wurden unter Verwendung einer Spritzenpumpe
getatigt. Das Monitoring der antikérperhaltigen Elutionsfraktionen erfolgte mittels TNT-ELISA
Abbildung 9.5 zeigt einen Abschnitt des Elutionsprofils der Affinitatssaule. Es sind aus-
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schlieB3lich die Fraktionen aufgezeigt, die unmittelbar nach Anschluss des Elutionspuffers
Glycin-HCI (pH 2,4) gesammeltwurden. Es wurden 20 pL des 1:10 verdinnten K2B12-
Serums aufgetragen und jeweils 100 pL-Fraktionen aufgefangen (100 pyL sechsfach
konzentrierter PBS wurde zur Neutralisation vorgelegt). Ein Aliquot wurde fir den
anschlieBenden TNT-ELISA eingesetzt.
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Abbildung 9.5: Elutionsprofil der Affinitatssaule mit 4-Nitrophenylgruppe als Ligand. Der Nachweis der
eluierten anti-TNT-Antikdrper des aufgetragenen K2B12-Serums erfolgte mittels TNT-ELISA. Als

Elutionsmittel wurde 0,1 M Glycin-HCI, 0,5M NaCl, pH 2,4 verwendet. Flussrate: 0,4 mL/min, Frak-
tionsvolumen jeweils 100 pL.

Im Profil isteine Stufenbildung von jeweils neun Fraktionen zu erkennen. Diese resultiertaus
der manuellen Fraktionierung mittels Spritzenpumpe (Neubeladung der Spritze nach neun
Fraktionen). Die ersten acht Fraktionen reprasentieren das Totvolumen der Saule (800 uL).
Der Inhalt dieser Fraktionen enthalt demnach noch den zuvor verwendeten Waschpuffer
(PBS, pH7,6). Esistersichtlich, dass bereits nachweisbare Mengen an Antikérpern mitdem
Waschpuffer ausgetragen wurden (Signale von bis zu 0,5 mAU wurden verzeichnet; 0,2 mAU
wurden bei Antikdrperabwesenheitbeobachtet). Somitbinden die anti-TNT-Antikdrper an der
stationédren Phase fir eine Aufreinigung nichtfestgenug. Beginnend mit Fraktionen neun, ist
die Ausbildung eines Peaks im Profil zu erkennen. Durch Anwesenheitdes sauren Elutions-
puffers (Glycin-HCI, pH 2,4) I6sen sich die Antikdrper vermehrt von der Sdule, was zeigt,
dass ein Anteil der anti-TNT-Antikdrper an der Sdule gebunden wurde. Ob diese Bindung auf
einer spezifischenWechselwirkung des Antikdrpers mitdem Liganden beruht, wurde deshalb
im ndchsten Schritt untersucht.

Hierfurwurde ein Serum aufdie S&ule aufgetragen, welches einen Antikdrper beinhaltet, der
gegen PETN gerichtet ist. PETN ist ein, im Vergleich zu TNT, strukturell sehr unter-
schiedlicher Explosivstoff. Der Ligand sollte daher nicht mit den Antikdrpern interagieren,
sodass die Antikérper mit dem Waschvolumen ausgetragen werden sollten.

Das Diagramm (Abb. 9.6) wurde mittels eines PETN-ELISAs erstellt. Die anti-PETN-
Antikérper sind nicht wie angenommen im unmittelbaren Durchlauf enthalten, sondem
werden verzogert von der Sadule gewaschen. Es ware ein Durchlaufpeak beginnend mit

138 BAM-Dissertationsreihe



Fraktion neun zu erwarten gewesen. Es wurden jedoch erst ab ca. 1500 uL (Fraktion 15)
anti-PETN-Antikérper zunehmend in den Waschfraktionen nachgewiesen. D.h. die Saule
bindetanti-TNT-Antikdrper nicht nur spezifisch, sondernsie bindetauch unspezifischandere
Antikérper in groReren Mengen.
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Abbildung9.6: Uberpriifung der TNT-Selektivitat der 4-Nitrophenyl-Affinitats dule durch Verwendung des
PETN-Hyperimmunserums 3 (Negativserum). Der fraktionierte Durchfluss wurde mittels PETN-ELISA
ausgewertet. Auftrag des Serums mit der Flussrate 2 uL/min, anschlieBende Flussrate: 0,4 mL/min.
Fraktion 1-36: Waschpuffer (PBS, pH 7,6). Fraktion37-64: Elutionspuffer (0,1 M Glycin-HCI, 0,5 M NacCl,
pH 2,4), Fraktionsvolumen jeweils 100 L.

AnschlieBend wurden Probeldufe durchgefihrt, bei denen zum Waschpuffer 0,1%
Tween®20 zur Unterdriickung der unspezifischen Bindung hinzugefligt wurde. Die Saule
wurde zuvor mit diesem Puffer Aquilibiertund auch die Serumprobe wurde vor dem Auftrag
1:10 in diesem Puffer verdinnt. Die anti-PETN-Antikdrper bildeten auch unter diesen
Bedingungen keinen scharfen Durchlaufpeak. Die Tween® 20-Konzentration wurde auf 1%
erhoht. Auch dies brachte keinen Erfolg. Die Zugabe von 5% Acetonitril und 0,1% Tween® 20
zum Waschpuffer war ebenfalls erfolglos. In Testlaufen unter Verwendung dieser Séule
wurde untersucht, ob saure (0,1 M Glycin-HCI plus 0,5 M NaCl, pH 2,4) oder basische
(0,05 M Na2HPO4, pH 12,0) Elutionsbedingungen fiir die Ablésung der anti-TNT-Antikdrper
zu bevorzugen sind. Es konnte beobachtetwerden, dass unter basischenBedingungen 41%,
wahrend bei sauren Bedingungenlediglich14% der anti-TNT-Antikdrper von der Saule geldst
wurden (Abb. 9.7). Ein GroRteil der anti-TNT-IgGs ging bereits bei den Waschprozessen
verloren.

Die Experimente mit dieser Saule zeigten zum einen, dass die Affinitdt zum Liganden nicht
ausreichend ist, um die Antikdrper auf der Saule zu halten, da ein deutlich nachweisbarer
Anteil der Antikdrper in der Waschfraktion nachzuweisen war. Zum anderen wurden auch
anti-PETN-Antikbrper auf der Saule zuriickgehalten. PETN besitzt keine Phenyigruppe,
daher ist eine Bindung dieses Antikbrpers an der 4-Nitrophenylgruppe nach dem Affinitéts-
prinzip auszuschlieen. Die beobachtete Retention basiert wahrscheinlich darauf, dass die
Matrix zu stark mit Phenylgruppen beladen ist, da der Ligand bei der Kopplung im
Uberschuss eingesetztwurde. Dies verleihtder Saule Charakteristika einer Reversed-Phase-
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Chromatographie-Saule. Durch hydrophobe Wechselwirkungen mitder Matrix werden somit
Proteine unspezfisch auf der Saule zurtickgehalten.
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Abbildung 9.7: TNT-ELISA der Elutionsproben der 4-Nitrophenyl-Affinitatssiule bei pH 2,4 und pH 12
sowie unbehandeltes Serum zum Vergleich.

9.2.3 pH-Stabilitat der anti-TNT-Antikdrper in Abhangigkeit von der Zeit

Um die Schadigung der anti-TNT-Antikdrper des K2B12-Serums bei sauren beziehungs-
weise basischen Elutionshedingungen zu quantifizieren, wurden die Serumsproben fiir 5, 15,
30bzw. 60 minim jeweiligen Elutionspufferinkubiertund anschlieend im kompetitiven TNT-
ELISA getestet. Die Schadigungen der Antikdrper fiihrten zu einer Abnahme der Extinktions -
niveaus der TNT-Kalibrierkurven. Als Referenz wurde jeweils eine Probe unter neutralen
Bedingungen (PBS, pH 7,6) mitgefuhrt, sodass die Stabilitatder Antikdrper berechnetwerden
konnte (Abb. 9.8).
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Abbildung9.8: pH-Stabilitat der anti- TN T-Antikorper des Serums K2B12 in Abhéangigkeit von der Zeit Es
wurden Konditionen mit 0,1 M Glycin-HCI, 0,5 M NaCl, und 0,05 M Na;HPO4, sowie als Referenz jeweils
PBS pH 7,6 getestet (nicht dargestellt, dieser Referenzwert wurde jeweils auf 100% gesetzt). Schwarz:
Glycin-HCI, pH 2,0. Rot: Glycin-HCl pH 2,4. Hellblau: Glycin-HCI pH 3,0. Rosa: Na,HPO,4 pH 10,0, Grin:
Naz(HPog‘; pH 11,0, Dunkelblau: NazHPO4 pH 12,0. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen
an(n=9).
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Die anti-TNT-Antikbrper wurden bei pH-Werten von 3,0, 10,0 und 11,0 gar nichtbeziehungs-
weise nur in geringem Mal3e geschadigt. Exremere pH-Bedingungen (pH 2,0; 2,4; 12,0)
schadigten die Antikbrper bereits merklich nach 5-mindtiger Inkubationszeit, sodass sich die
Intensitatdes ELISA-Signals um ca. 20% reduzierte. Bei langerer Kontaktzeit (bis 60 min)im
sauren beziehungsweise basischen Milieu wurde keine weiteren Schadigungen der Anti-
korper beobachtet, welche zur Schwachung der Signale gefiihrt hatte.

Die Elutionsversuche zeigten, dass saure Konditionen allein fur die Elution der anti-TNT-
Antikorper von der Affinitdtssaule unzureichend sind, sodass bei nichtbasischer Elution ein
30% ACN-Anteil dem Elutionsmittel zugegeben wird. Deshalb wurden die Stabilitdtder anti-
TNT-Antikbrper aus dem Serum K2B12 auch bei Konditionen mit einem Zusatz von 30%
Acetonitril getestet. Nach einer Inkubationzeit von 15 min in einer L6sung mit 30% ACN
konnte keine Schadigung der Antikérper festgestelltwerden (Nachweis mittels TNT-ELISA).

9.2.4 Kreuzreaktivitat der anti-TNT-Antikdrper

Eine Affinitatsreinigung kann nur durch ein Molekil erfolgen, welches dem TNT strukturell
ahnelt. Die Affinitat der Antikdrper zu diesem Liganden sollte dabei ausreichend stark sein,
um selektivan das Epitop zu binden und schwach genug um unter geeigneten Elutions-
bedingungenvon der Saule geléstzu werden. Um ein geeignetes Molekil mit adaquater
Kreuzreaktion zu finden, wurden Kreuzreaktionen der Seren zu Verbindungen ermittelt, die
dem Hapten strukturdahnlich sind.

Mit den Hyperimmunseren K1B9 und B2B12, welche Antikdrper gegen TNT enthalten,
wurden Kreuzreaktivitditversuche durchgefuhrt. Das Serum K1B9 wurde bzgl. 2-Nitro-
phenylessigsaure, 3-Nitrophenylessigséure, 4-Nitrophenylessigséure und 2,4-Dinitrophenyl-
essigsaure jeweils im Vergleich zu TNT im direkten kompetitiven ELISA-Format getestet
(Abb. 9.9).
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Abbildung 9.9: Kreuzreaktivitaten der anti-TNT-Antikdrper des K1B9-Serums zu 2-Nitrophenylessig-
saure, 3-Nitrophenylessigsaure, 4-Nitrophenylessigsaure und 2,4-Dinitrophenylessigsaure, rot: ELISA-
Kalibrierkurve mit TNT. Die Fehlerbalken stellen die einfache Standardabweichung (n=3) dar. Das K1B9-
Serum wurde im ELISA 1:200000 verdunnt aufgetragen.

141



Die Kreuzreaktivitat von K1B9ist zu allen getesteten Substanzen sehr schwach. Das Serum
K2B12 zeigt etwas ausgepragtere Kreuzreaktivitaten (Abb. 9.10). Es wurde bzgl. der
Substanzen 2-Nitrophenylessigséaure, 4-Nitrophenylessigsaure, 4-(4-Nitrophenyl)buttersaure
und 2,4-Dinitrophenylessigsaure untersucht.
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Abbildung 9.10: Kreuzreaktivitat der anti-TNT-Antikdrper des K2B12-Serums zu den Substanzen 2-Ni-
trophenylessigsaure, 4-Nitrophenylessigsaure, 4-(4-Nitrophenyl)buttersaure und 2,4-Dinitropheny-
essigsaure. Rot: ELISA-Kalibrierkurve mit TNT. Die Fehlerbalken stellen die einfache Standardab-
weichung (n=3) dar. Das K2B12-Serum wurde im ELISA 1:100000 verdinnt aufgetragen.

Die rote Kurve zeigtdie Kalibierkurve von TNT. Die Kreuzreaktivitdt kann quantifi ziert werden,
indem die Testmittelpunkte (ICso) der Kurven gemaf Formel

KR[%] = Lt 400
test
ins Verhéltnis gesetzt werden. Die Testmittelpunkte aller untersuchten Substanzen wurden
unter der Annahme berechnet, dass die Kurven bei Erh6hung der Analytkonzentration die
Werte der unteren Asymptote der TNT-Kurve annehmen. Einen Uberblick der Kreuzreak-
tivitaten der anti-TNT-IgG von K2B12 bietet Tabelle 9.1.

Tabelle 9.1: Kreuzreaktivitaten [%)] der anti-TNT-Antikorper der Seren zu 2-Nitrophenylessigsaure, 3-
Nitrophenylessigsaure, 4-Nitrophenylessigséure, 4-(4-Nitrophenyl)buttersaure und 2,4-Dinitrophenyl-
essigséaure.

Substanz KR [%] von K1B9 KR [%] von K2B12
TNT 100 100
2-Nitrophenylessigséure 0 0
3-Nitrophenylessigséure <0,1 n.b.
4-Nitrophenylessigséure <0,01 <0,1
4-(4-Nitrophenyl)buttersaure n.b. 0,4
2,4-Dinitrophenylessigsaure 0,3 18,1

n.b.: nicht bestimmt
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Der Tabelle 9.1 ist zu entnehmen, dass fiir die getesteten Mononitrophenyl-Verbindungen
nur eine sehr schwache bis gar keine Kreuzreaktivitait zu den anti-TNT-Antikdrpem
nachgewiesen werden konnte. 2,4-Dinitrophenylessigsaure zeigte beim K1B9-Serum eine
schwache Kreuzreaktivitdt, die Antikdrper des K2B12-Serums weisen hingegen eine
deutliche Kreuzreaktivitdit von 18% zu 2,4-Dinitrophenylessigsaure auf. Es ist ersichtlich,
dass die polyklonalen Hyperseren K1B9 und K2B12 ein unterschiedliches Bindungs-
verhalten zu den jeweiligen Substanzen aufweisen. Polyklonale Antikérper werden von
verschiedenen B-Lymphozytenlinien gebildet, sodass letztendlich ein heterogenes Gemisch
an Antikdrper gebildet wird, die gegen verschiedene Epitope eines Antigens gerichtet sind
[262]. Das Immunsystem jedes Individuums reagiertunterschiedlich, weshalb sich auch bei
der Hyperimmunisierung der beiden Kaninchen verschiedene Antikdrpergemische mit
differierenden Charakteristika entwickelt haben.

Die unterschiedliche Antikbrperzusammensetzung wurde besonders bei der Kreuz-
reaktivititsbestimmung beziiglich 2,4-Dinitrophenylessigséaure deutlich. Das K1B9-Serum
zeigte eine schwache Kreuzreaktivitdit von 0,3%, wohingegen das K2B12-Serum eine
Kreuzreaktivitdt von 18,1% aufwies. Ramin und Weller hatten zuvor bereits die Kreuz-
eaktivitat der Seren zu einer sehr &hnlichen Substanz, dem 2,4-Dinitrotoluol, bestimmt [5].
Es ergaben sich Kreuzreaktivitaten von 0,6 + 0,2% fiir das K1B9-Serum und 38 + 9% fiir das
K2B12-Serum. Diese Ergebnisse unterstreichen die unterschiedlichen Charakteristika der
Serenund bestéatigen die bessere Affinitatdes K2B12-Serums zum 2,4-Dinitroaromaten. Die
Carboxylgruppe der 2,4-Dinitrophenylessigsaure kdnnte fiir die schwachere Kreuzreaktivitat
im Vergleich zu 2,4-Dinitrotoluol verantwortlich sein. Die Kreuzreaktivitditdes K2B12-Serums
zur 2,4-Dinitrophenylgruppe wurde als adéaquat fur den Einsatz in der Affinitditschromato-
graphie eingestuft. Daher wurde in darauffolgenden Experimenten ausschliel3lich das
K2B12-Serum genutzt.

9.2.5 HiTrap ™-Affinitadtssdule mit 2,4-Dinitrophenylgruppen als Liganden

Da sowohl die Ergebnisse der HiTrap ™-S&ule mit 4-Nitrophenylgruppen als Liganden als
auch die Kreuzreaktivititsbestimmung darauf hindeuten, dass die 4-Nitrophenylgruppe nur
eine unzureichende Affinitatzu den anti-TNT-Antikdrpern besitzt, wurde eine HiTrap ™-Saule
mit 2,4-Dinitrophenyl-Liganden hergestellt (Abb. 9.11). Nur 5% der aktiven Gruppen auf der
Matrixoberflache der Saule wurden mitDinitrophenyl-Liganden besetzt. Dies sollte unspezi-
fische hydrophobe Wechselwirkungen reduzieren undeine doppelte Bindung des Antikdrpers
unterbinden.

Beider Herstellung des Affinitatsmaterials, konkreter bei der Beschickungmitdem Liganden,
wurde eine tiefrote Verfarbung beobachtet. Auch bei der Verwendung eines basischen
Elutionspuffers wurde eine leichte Rotfarbungverzeichnet. Vermutlich kam es zur Ausbildung
von Salzen &hnlich dem des Meisenheimer-Komplexes. Diese Farbreaktion tritt bei einer
Vielzahl von Polynitroaromaten unter alkalischen Bedingungen auf. Eine Ladungsdelo-
kalisation fuhrt zur Verschiebung der Absorptionsmaxima in den langwelligeren, sichtbaren
Wellenldngenbereich (Abb. 1.1) [263].

143



O
NH o\N - NH2
+ HN
OH (0]
Sepharose o 0
o\
OH
NH/\/\/\"/ N N HZN/\/
OH o}
0}
NH
NH/\/\/\H/ \/\NHZ
O
Sepharose
NH
-2 HO—N NH/\/\/\"/ ~"on

OH (0]
(6]
NO, 0 Q
O\
+ N - HO—N
(0]
02N O 0
NH
NHTNTNTNTTN
OH 0 NO,
Sepharose

NH
NH/\/\/\H/ \/\OH

OH O

Abbildung9.11: Schematische Darstellung der Oberflachenmaodifizierung der NHS-aktivierten HiTrap™:-
S&ule. Im ersten Schritt wurden Ethylendiamin und Ethanolaminim Verhaltnis 1:20 an die Oberfléche
gekoppelt. Es folgte die Kopplung eines 2,4-Dinitrophenylessigsaure-NHS-Esters, sodass eine 2,4-
Dinitrophenylgruppe als Ligand zur Verfligung steht.

Zunachstwurde die unspezifische Bindung dieser Saule unter Verwendung der anti-PETN-
Antikérper untersucht. Dazu wurden 20 pL des 1:10 verdinnten PETN-Serums mit der
Spritzenpumpe auf die Saule aufgetragen. Hierfur wurden die ersten 3200 pL des Wasch-
volumens hinsichtlich des anti-PETN-Antikdrpergehaltes mittels PETN-ELISA getestet
Dieses Volumen sollte ausreichendsein,um die Antikérper von der Saule zu waschen, wenn
keine Interaktion mit dem Saulenmaterial stattfindet. Als Waschpuffer wurde PBS mit 0,1%
Tween®20 eingesetzt. Doch auch an diesem Material wurden die anti-PETN-Anti-kérper
zurlickgehalten. In diesem Fall waren schon nach 600 pL erste anti-PETN-Antikérper im
Durchlauf mittels PETN-ELISA nachweisbar. In der letzten untersuchten Was chfraktion
(3100-3200 pL) war die maximale Antikdrperkonzentration enthalten.
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Zudem wurde analysiert,ob die anti-TNT-Antikérper an der 2,4-Dinitrophenyl-HiTrap ™-Saule
binden. Hierfiir wurde die Saule mit PBS, 0,1% Tween® 20 aquilibriertund 1:10 verdiinntes
K2B12-Serum aufgetragen. Der Durchlauf wurde mittels TNT-ELISA getestet. Die ersten
1300 yL waren frei von anti-TNT-Antikdrpern. In den weiteren Fraktionen wurden lediglich
Spuren des Antikérpers nachgewiesen, sodass die Saule fur eine Aufreinigung ausreichend
bindet. Des Weiteren wurden sowohl saure als auch basische Elutionen durchgefiihrt. Hier
zeigte sich das gleiche Verhalten wie beider HiTrap ™-S&ule mit4-Nitrophenyl als Liganden.
Die basische Elution fiihrtzu deutlich besseren Resultaten: Mit Na>POa, pH 12 konnten 74%
der anti-TNT-Antikdrper von der Saule gelést werden, mit Glycin-HCI, pH 2,4 lediglich 22%
(Abb. 9.12).
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Abbildung 9.12: TNT-ELISA der Elutionsproben der Dinitrophenyl-Affinititssaule bei pH 2,4 und pH 12
sowie unbehandeltes TNT-Hyperserum zum Vergleich.

Die Ergebnissezeigten,dass die anti-TNT-Antikérper aufder Dinitrophenyl-Saule gebunden
wurden. Einige Antikdrper passierten jedoch die Saule, denn es wurden anti-TNT-
Antikérperspuren im Durchlauf nachgewiesen. So ist die Kreuzreaktivitat einiger IgG-Klone
aus der Mischung der polyklonalen Antikdrper nicht hoch genug, um an der Dinitro-
phenylgruppe zu binden. Sterische Griinde sind nahezu auszuschlieen, da die HiTrap ™-
Saule einen zehn C-Atom-langen Spacer-Arm zur Verfigung stellt, der durch die Kopp-
lungsmethode noch um weitere vier C-Atome erganzt wurde.

Die anti-PETN-Antikorper zeigten auch bei dieser Saule einBindungsverhalten. Somitschien
der hydrophobe Interaktionsmechanismus, resultierend aus der hohen Phenylbeladung,
nicht allein fiir das Bindungsverhalten anderer Proteine verantwortlich zu sein. Das Binden
nichtspezfischer Proteine bei der Affinitdtschromatographie ist allgemein bekannt. Deshalb
werden dem Waschpuffer in der Regel Substanzen zugefiigt, die zur Unterbindung nicht-
spezifischer Interaktionen beitragen. Gangige Strategiensind beispielsweise das Hinzufligen
von Salz (NaCl, Na2S0s4, CaClz, MgClz, MgSOa) oder die Erhdhung des pH-Wertes des
Waschpuffers. Dies kann einen erheblichen Einfluss auf den Protonierungs-/lonisierungs-
status des Molekills haben, sodass involvierte Wasserstoffbindungen und ionische Inter-
aktionen beeinflusst werden. Hydrophoben Interaktionen kann entgegengewirkt werden,
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indem die Salzkonzentration erniedrigtwird oder oberflachenaktive Additive wie Tween® 20
oder Triton X-100 zugesetzt werden. Auch organische Lésungsmittel wie Methanol oder
Ethylenglycol kdnnen verwendet werden. Unspezifische Bindungen kdnnen auch durch
Absattigen der Matrixoberflache (z. B. mit BSA) verhindert werden [262].

Einige Strategien wurden verfolgt: Der Zusatz von Methanol und Ethylenglycol zeigte keinen
Effekt. Der Einsatz von Tween®20 erwies sich als Additiv im Waschpuffer bei HPLC-
Anwendungen ungeeignet,da das Detergenzbei 280 nm leichtabsorbiert. Triton X-100 bein-
haltet eine Phenylgruppe und absorbiert daher sehr stark bei 280 nm, wodurch auch diese
Substanz ungeeignetfir die gewilinschte Anwendungist. Anstelle von Tween®20 muss bei
zukinftigen Experimenten auf Detergenzien zurtickgegriffen werden, die keine Absorption
bei 280 nm aufweisen, z.B. Natriumdeoxycholat. Dies ist ein mildes Detergenz, welches
Proteine weder denaturiert, noch inaktiviert [264]. In der Affinitdtschromatographie wird das
Detergenzbereits eingesetzt. Die Absorption im UV-Bereich istgering, variiertjedoch je nach
Qualitat und Hersteller. Der Hersteller Pierce gibtbeispielsweise eine Absorption von < 0,04
bei 280 nm bei Verwendung einer 1%-igen Detergenzlésung an [265].

9.2.6 Trisopor™-Affinitatssaule mit 2,4-Dinitrophenylgruppen als Liganden

Die HiTrap™-Saulen (Maximaldruck: 3 bar) wurden mit einer Spritzenpumpe betrieben. Die
Handhabung ist umsténdlich und das Monitoring Gber den ELISA ist sehr zeitaufwendig.
Praxistauglicher ist die Verwendung einer HPLC-Anlage. Hier kann ein erstes Monitoring
Uber die proteintypische Absorption bei 280 nm erfolgen. HiTrap ™-Saulensindaufgrund des
zu hohen Maximaldrucks der HPLC-Anlage hierflr nicht kompatibel. Fir die automatisierte
Verwendung von HiTrap™-S&ulen werden vom Hersteller FPLC-Systeme (z B. Akta-
Systeme) empfohlen [266]. Der Arbeitsbereich solcher Anlagen liegt in einem niedrigeren
Druckbereich und der Eigendruck der Anlagen ist gering. Ein solches System stand jedoch
nicht zur Verfigung.

Zur Herstellung einer HPLC-tauglichen Affinitdtsséule wurde als Tragermaterial Trisopor™.-
Diol 3000 (mit Diolgruppen als Funktionalisierung) gewahlt. Die Diolgruppen reagieren
zunéchst durch oxidative Spaltung zu Aldehydgruppen (Abb. 9.13).
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Abbildung 9.13: Schematische Darstellung der Oberflachenmodifizierung des Trisopor™-Materials. Die
Diolgruppen werden oxidativ durch Natriumperiodat zu Aldehyden gespalten [132].

Poroses Glas ist druckstabil und somit bestens fiir HPLC -Anwendungen geeignet. Da bei
den HiTrap™-Saulen das unspezifische Binden von Proteinen als Problem auftrat, wurde bei
der Herstellung der Saule ein neuer Ansatz verfolgt, der dieses unterbinden sollte:
Polyethylenglycol (PEG-3000) wurde aufdas Glasmaterial gekoppelt, sodass die hydrophilen
Gruppen den Fouling-Effektunterdriicken sollten. Auch in der Literatur wird der Einsatz von
Oligoethylenglycol zur Pravention der unspezifischen Adsorption von Proteinen beschrieben
[267-269]. Zusé&tzlich wurde die Anzahl der funktionellen Gruppen nochmals reduziert, indem
die Reagenzien HoN-PEG-NH2 und HaN-PEG-OH im Verhaltnis 1:50 eingesetztwurden, um

146 BAM-Dissertationsreihe



unspezifische Bindungen durch hydrophobe Wechselwirkungen an den Phenylgruppen zu
verringern. Die 2,4-Dinitrophenylgruppe wurde beibehalten, da vorangehende Experimente
diesen Liganden als erfolgsversprechend einstufen lieBen. Eine Ubersicht der chemischen
Modifizierung des Trisopor™-Materials zeigt Abbildung 9.14. Die auch nach zahlreichen
Waschschritten starke Gelbfarbungdes Glasmaterials, zeigte eine erfolgreiche Kopplung der
2,4-Dinitrophenyl-Liganden an.
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Abbildung 9.14: Die Aldehydgruppen reagieren mit den Aminogruppen der PEG-Molekile zu einer
Schiff'schen Base. Es wurde H>N-PEG-NH, und H>N-PEG-OH im Verhéltnis 1:50 eingesetzt. Das
Reduktionsmittel Natriumcyanoborhydrid vermittelt die Ausbildung einer stabilen sekundaren
Aminbindung. An die funktionale Gruppe, die Aminogruppe-(PEG-NH), wird der N-(2,4-Dinitrophenyl)-
6-aminocapronséure-NHS-Ester gekoppelt, sodass eine 2,4-Dinitrophenylgruppe als Ligand zur Verfu-
gung steht.
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Chromatogramm der Trisopor ™-Affinitatssaule

Beim ersten Experiment konnte in dem Chromatogramm von 20 yL K2B12-Serum nur ein
deutlicher Durchlaufpeak (Waschpuffer: 0,05 M H2KPQOg4, 0,15 M NaCl, pH 7,6), jedoch kein
Elutionspeak (Elutionsldsung: 0,05 M H3PO4, 0,5 M NaCl, pH 3,0) beobachtetwerden (hier
nicht abgebildet). Auch eine Erniedrigung des Elutionspuffers auf pH 2,4 fihrte zu keinem
Elutionspeak.

Bei den Experimenten mit HiTrap ™-S&ulen eluierten die anti-TNT-Antikdrper bei Verwen-
dung eines basischen Elutionspuffers besser. Da sich die Silanisierungsschicht mit den
funktionalisierten Gruppen im basischen Milieu (bei pH > 9) von den porésen Glasern ablost
(Kap. 2.2.2), konnte dieser Ansatz nicht weiterverfolgt werden.

Die Rolle des Elutionspuffers ist es, die Interaktion zwischen Rezeptor (hier anti-TNT-
Antikérper) und Ligand zu schwéchen (Kap. 2.2.1). Die Verwendung von Puffern mit extre-
men pH-Werten istgelaufig, denn diese unterdriicken ionische Bindungen. Auch eine Erho-
hung der lonenstarke schwacht ionische Bindungen, daher enthalten Elutionspuffer in
Vergleich zu den Waschpuffern héhere Salzmengen [270]. Einhergehend mitden oben-
genannten Kriterien wurde ein Elutionspuffer mitdem pH-Wert 3,0 und eine Veranderung der
Salzkonzentration von 0,15 M auf 0,5 M eingesetzt. Experimente, die die pH-Stabilitat der
anti-TNT-Antikérper in Abhangigkeitvon der Zeit untersuchten (Kap. 9.2.3) zeigten, dass bei
einem pH-Wertvon 3,0 keine Schadigung der anti-TNT-Antikérper nach-gewiesen werden
konnte. Der kurzzeitige Kontakt mit saureren Puffern (pH 2,0 und pH 2,4) schadigt die
Antikérper hingegen. Bei Erhdhung der Kontaktzeit, verstarkte sich der Effekt nicht. Dies ist
damitzu begriinden, dass die anti-TNT-Antikérper polyklonalen Ursprungs sind. Das Serum
beinhaltet vermutlich eine heterogene Mischung aus saurestabilen und saurelabilen Anti-
korpern. Auch die Veranderung dieser zwei Parameter ist nicht ausreichend, um die anti-
TNT-Antikbrper vom 2,4-Dinitrophenyl-Liganden zu I6sen.

Daherwurde anschlieRend folgendes Elutionsmittel eingesetzt [261]: 0,005 M H3PO4,0,5 M
NacCl, pH 3,0 mit 30% Acetonitril, das zu einem Elutionspeak fuhrt. Im Bereich von 5-10 min
istder Durchlaufpeak zu erkennen (Abb. 9.15).

Der Durchlaufpeakim Chromatogramm istsehrbreit,da eine sehr geringe Probenauftrags-
geschwindigkeit (0,02 mL/min) gewahltwurde. Eine lange Verweilzeitder Probe in der Saule
fordert die Interaktion des Antikbrpers mitdem Liganden. Die abgeflachte Peakform resultiert
daraus, dass bei 3500 mAU das Maximum des Detektors erreicht wurde. Der Elutionspeak
hingegen (bei ca. 16 min) istsehr schmal und weist eine Hohe von ca. 750 mAU auf. Zur
Reinigung der Saule wurde 95% Acetonitril verwendet.

Die Elution musste miteinem Zusatzvon 30% Acetonitril erfolgen. Der Einfluss von Acetonitril
auf die anti-TNT-Antikdrper wurde per TNT-ELISA getestetund es konnte kein schadigender
Effekt durch die Anwesenheit von 30% Acetonitril nachgewiesen werden (Kap. 9.2.3).
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Abbildung 9.15: HPLC-Chromatogramm der Affinitatsaufreinigung von anti-TNT-Antikérpern unter
Verwendung einer Trisopor ™-S&ule mit 2,4-Dinitrophenyl-Liganden und PEG-3000 zur Unterbindung
unspezifischer Bindungen, Detektion bei 280 nm.

Analysen der Durchlauf- und Elutionsfraktion eines Chromatographielaufes

Aus den beschriebenen Ergebnissen ergibt sich, dass als Elutionsmittel 0,005 M HsPOa,
0,5 M NacCl, pH 3,0 mit 30% Acetonitril verwendet werden muss. Des Weiteren kann das
Chromatogramm (Abb. 9.15) lediglich zur Orientierung fir die Fraktionierung, nicht aber zur
Bestimmung der Proteinkonzentration eingesetztwerden. Daherwurden die Durchlauf- und
Elutionsfraktion (5,1 bzw. 5,0 mL) gesammelt. Zur Neutralisation der Elutionsfraktion wurde
5 mL sechsfach PBS (pH 7,0) vorgelegt, sodass sich ein Probenvolumen von 10 mL ergab.
Die Bestimmung der Konzentration erfolgte anschlieBend mit Proteinquantifizierungskits.
AuRRerdem war die Bestimmung des Gehaltes an anti-TNT-Antikdrpern mittels ELISA erfor-
derlich.

Der spezfische Nachweis der anti-TNT-Antikorper erfolgte Uber den kompetitiven TNT-
ELISA. Die Resultate sind in der Abbildung 9.16 veranschaulicht. Die Elutionsprobe wurde
entsprechend der Referenzin einer Endverdiinnung von 1:150000 im ELISA eingesetzt. Die
Verdinnung der Fraktionen bezieht sich auf das aufgetragene Volumen von 20 yL K2B12-
Serum. Unbehandeltes 1:150000 verdiinntes K2B12-Serum wurde als Referenz mitgefuhrt
(100 + 6%). Es konnten 83 + 8% (n = 9) der anti-TNT-Antikdrper in der Elutionsprobe
wiedergefunden werden. Der ELISA-Kurve des Durchlaufs (Abb. 9.16) ist zu entnehmen,
dass der spezfische Antikdrpergehalt der Durchlaufprobe minimal ist.
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Abbildung 9.16: ELISA-Kurven des Durchlaufs (rot, Verdinnung: 1:1500) sowie der Elution (blau,
Verdunnung: 1:150000) der Trisopor ™-S&ule mit 2,4-Dinitrophenyl-Liganden an PEG-3000. Als
Referenz wurde ein unbehandeltes 1:150000 verdinntes K2B12-Serum mitgefiihrt (schwarz). Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Triplikate an.

Proteinbestimmungen mittels BCA-Test

Die Quantifizierung der Proteinmenge wurde in einem separaten Verfahren bestimmt. Bei
optimaler Funktionsfahigkeit der Séule musste der Gesamtproteingehalt verglichen zur
Elutionsfraktion nur sehr geringe Mengen an Protein beinhalten. Der Proteingehalt des
unbehandelten K2B12-Serums des Durchlaufes und der Elutionsfraktion wurde mittels BCA-
Test bestimmt. Als Kalibrierstandard wurde BSA eingesetzt. Wird von einem verlustfreien
Aufarbeiten ausgegangen, sollte die Summe der Proteinmengen des Durchlaufs- und der
Elutionsfraktion dem Proteingehaltdes Serums entsprechen. Zur Proteinbestimmung wurde
der BCA-Test gewahlt.

Tabelle 9.2: Bestimmung der Proteingehalte [ug] von 20 uL unbehandelten K2B12-Serum sowie von den
Durchlauf- und Elutionsfraktionen (des HPLC-Laufs mit 20 uL K2B12-Auftragung).

Proteingehalt [ug] Proteingehalt [%] Anzahl der Replikate
K2B12 1131 +50 100+ 4,4 9
Durchlauf 943 + 30 82+2,6 4
Elution 20+1 2+0,1 2

Mit diesem Test konnten konsistente Ergebnisse erzielt werden. Demnach sind 82 + 2,6%
des Gesamtproteingehalts in der Durchlauffraktion und 2 + 0,1% in der Elutionsfraktion
enthalten. Letzteres Ergebnis unterliegt einer gewissen Unsicherheit, da der Proteingehalt
der eingesetzten Probe, trotz 10-facher Aufkonzentrierung im unteren Bereich der Kalibrier-
kurve angesiedelt war. Genauere Ergebnisse lieRen sich erzielen, indem entweder eine
starkere Aufkonzentrierung erfolgt oder ausschlie3lich das Elutionsvolumen beim Elutions -
peak aufgefangen werden wiirde. Der geringe Proteingehalt in der Elutionsfraktion spricht
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dafiir, dass durch die Kopplung der PEG-Molekiille auf der Matrixoberfliche das Binden
unspezifischer Proteine weitestgehend unterbunden wurde. Die Summe aus Durchlauf- und
Elutionsfraktion ergibt nahezu den Wert der aufgetragenen Proteinmenge (85%). Aufgrund
der hohen Wiederfindungsrate der anti-TNT-Antikérper und des geringen Gesamtprotein-
gehaltes dieser Fraktion, ist davon aufzugehen, dass die Elutionsfraktion vornehmlich anti-
TNT-Antikdrper beinhaltet.

Upscaling der Testsaule zur anti-TNT-Antikdrper-Sammlung

Insgesamtistdie Affinitatsaufreinigungder anti-TNT-Antikdrper unter Verwendung der Triso-
por™-Saule mit 2,4-Dinitrophenyl-Liganden an PEG-Molekiilen zur Unterdriickung der un-
spezifischen Bindungen als erfolgreich einzustufen, sodass zur Gewinnung grél3erer Men-
gen an spezfischen Antikdrper eine grol3ere Affinitatssaule, analog zur Testsaule, hergestellt
und verwendet wurde. Hierzu wurden 40 mg Trisopor™ funktionalisiert. Mit dieser Séule
wurden die spezfischen anti-TNT-Antikdrper sowohlvon K2B12 als auchvon K1B9 separiert
Als Elutionsmittel wurde 70% PBS, 30% ACN, 1% Propionséure, pH 4,0 gewahit. Das ELISA-
Signal der anti-TNT-lgG-Fraktion von K2B12 betrug nach der Reinigung 88% des Ursprungs-
serums, die des Serums von K1B9 lediglich 78% (Abb. 9.17).

Serum K1B9
TNT-IgG-Fraktion von K1B9
Serum K2B12
TNT-IgG-Fraktion von K2B12
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+ >
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Abbildung 9.17: ELISA-Kurven der Ursprungseren und der anti-TNT-Antikdrper nach der antigen-
spezifischen Reinigung der anti-TNT-Seren (Verdinnungen K1B9 1:200000, K2B12 1:100000).

Dass nicht alle polyklonalen Antikérper wiedergefunden wurden, kénnte zum einen darauf
zurtickzufihren sein, dass nichtalle Antikdrper am Liganden binden, zum anderen kénnten
die gebundenen Antikdrper unter den Elutionsbedingungen denaturieren oder gar nicht von
der Saule geldst werden. Der prozentual kleinere ELISA-Signalverlust der anti-TNT-IgG-
Fraktion des K1B9-Serums l&sstsich aufgrund der schwécheren Kreuzreaktivitéat von K1B9
mit Bindungsverlusten erklaren.

Die Proteinkonzentration (Bestimmung mittels 280 nm-Methode) der anti-TNT-IgGkise-
Fraktion betrug 0,85 + 0,08 mg/mL, die der anti-TNT-IgGkzs1>-Fraktion 0,81 + 0,06 mg/mL.
Fur die Gesamt-lgG-Proteinkonzentration (durch Protein-A-Fraktionierung ermittelt) wurde
fir 1I9Gkise 4,38 £ 0,35 mg/mL und fir IgGkee12 6,68 = 0,37 mg/mL ermittelt (Kap. 9.1). Somit
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kann der Anteil der spezifischen anti-TNT-IgG zum Gesamt-IlgG-Gehalt fiir KIB9 mit 19%
und fiir K2B12 mit 12% abgeschatzt werden (Tab. 9.3).

Tabelle 9.3: Bestimmung der IgG-Konzentrationen der Gesamt-lgG-Fraktionen (durch Protein-A-
Reinigung) und der spezifischen anti-TNT-1gG-Fraktionen von K1B9 und K2B12.

K1B9 K2B12
I9G [mg/mL] 4,38+ 0,35 6,68 + 0,37
anti-TNT-IgG-Fraktion [mg/mL] 0,85+ 0,08 0,81 + 0,06
Prozentualer Anteil 19% 12%

Spezifische Antikdrper werden durch klassische affinititschromatographische Aufreinigung
separiert. Hierzu wird Ublicherweise das fir die Immunisierung genutzte Hapten verwendet.
Aufgrund der hohen Affinitatskonstante zwischen TNT und anti-TNT-IgG (5,1-10° L/mol fur
K1B9 bzw. 2,3-10° L/mol fiir K2B12) war dies nicht mdglich. Die entwickelte Strategie, eine
gegeniiber diesem Hapten leicht modifizierte Substanz als Liganden zu nutzen, wurde
erfolgreich umgesetzt. Diese Technik kann fiir ahnliche Aufgabenstellungen (Ka > 108 M)
genutzt werden. Die aufdiese Weise erhaltenen haptengereinigten Fraktionenwerden fir die
Herstellung der Affinitatssdulen genutzt (Kap. 10.2).

anti-TNT-IgG

Abbildung 9.18: Schematische Darstellung der spezifischen anti-TNT-IgG-Aufreinigung mittels Hapten-
saule und anschlieRende Verwendung zur TNT-Anreicherung mittels einer aus den anti-TNT-IgG-
Fraktionen hergestellten TNT-Affinitatssaule.
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10 TNT-Affinitatssaule

Ein Ziel dieser Arbeitwar die Herstellungeiner HPLC -tauglichen TNT-Affinitatsséule, um TNT
aus Wasserproben zu isolieren. Diese kdnnte in der Umweltanalytik beispielsweise zur
Detektion von Altlasten durch TNT-Kontaminationsbestimmungen im Grundwasser genutz
werden (Kap. 1.2.1). Zu Beginn erfolgt eine theoretische Abschétzung der TNT-S&ulen-
kapazitat. Anfangs wurden die TNT-Affinitatss&ulen durch Immobilisierung der Gesamt-lIgG-
Fraktion (Protein-A-Reinigung, Kap. 2.2.1) hergestellt; spater wurden nur spezifischen ant-
TNT-lIgGs verwendet. Die Problematik der Elution der stark bindenden Affinitatsséule wird
aufgezeigt und mit einer denaturierenden, thermischen Online-Elution gelést. Die Liganden-
dichten der hergestellten Saulen werden mit dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
AAAA-Verfahren bestimmt.

10.1 Abschéatzung der Kapazitat der TNT-Affinitatssaule

Um die maximale Kapaztéat einer TNT-Affinitatss&ule zu bestimmen, sind das Volumen der
Saule, die Ligandendichte sowie die Oberfliche des Tragermaterials maRgeblich. Bei der
theoretischen Kapazitatsberechnung tber die Ligandendichte wird jedoch der sterische
Aspekt nicht berticksichtigt. So sind die TNT-Molekiile zwar klein,doch um zwei kleine TNT-
Molekiile zu binden, wird zunachst ein volumindser Antikdrper an dem Affinitatsmaterial
immobilisiert. Daher erfolgt eine realistischere Abschatzung der TNT-Kapazitat iber die
Berechnung eines IgG-Monolayers auf der Oberfliche des Tragermaterials. Zur Charakteri-
sierung der porésen Glaser wurde neben der Ligandendichte auch die Oberfliche vom
Hersteller angegeben. In der Literatur findet man typische Dimensionen von IgG mit ca.
15,5 nm x 8,5 nm x 4 nm [253, 254]. Der Flachenbedarf lasst sich somit mit 1,32-10-6 m?
abschatzen (Kap. 7.6.3). Daraus ergibt sich eine maximale IgG-Kapazitat von Amino-
Trisopor™ 1500 von 512 nmol pro g Trisopor™. Berticksichtigt man die Schuttdichte mit
0,29 g/mL und die Molmasse von IgG mit ca. 144000 g/mol, ergibt sich eine Kapazitat von
21,4 mglgG pro mL Saulenvolumen (Tab.10.1). Diese Kapazitéatliegtetwas niedriger als die
des angebotenen Trisopor™-Protein A (dynamische Kapazitat: 25 mg IgG pro mL S&ulen-
volumen, statische Kapaztat: 40 mg pro mL S&ulenvolumen) [271]. Die Oberflache des
Trisopor™-Protein A ist nicht angegeben. Da die Partikelgro3e mit 60-120 pum und der
Porendurchmesser mit60-100 nm angegeben ist,istjedoch von einer gréReren Oberflache
im Vergleich zu Amino-Trisopor™ 1500 auszugehen und somiteine héhere IgG-Kapazitatzu
erwarten.

Um die theoretisch maximale TNT-Kapaztat auf Grundlage eines IgG-Monolayers am
Tragermaterial zu berechnen, wird die doppelte Molmasse von TNT verwendet, da maximal
zwei Molekiile an einem Antikdrper binden kénnen (Kap. 1.3.1):

Ober flache Support

Kapazitit(TNT) = 2 - Molmasse(TNT)- Platzbedarf 196~

Rechnerisch ergibt sich eine maximale TNT-Kapaztat von Amino-Trisopor™ 1500 von
67,1 ug promL Saulenvolumen. In dieser Arbeitwurden Leersaulen miteinem Volumenvon
16,2 pL bzw. 64,8 pL verwendet. Eine 16,2 uL-Saule mit IgG-Monolayern an Amino-Triso-
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por™ 1500 von anti-TNT-Antikérpern betriige somit 1,09 ug TNT, eine 64,8 uL-Saule 4,35
pg TNT (Tab. 10.1).

Tabelle 10.1: Theoretisch berechnete maximale IgG-Kapazitat und die daraus resultierende TNT-
Kapazitat von Trisopor ™ 1500.

lgG-Ligandendichte lgG-Ligandendichte TNT-Kapazitat TNT-Kapazitat

Tragermaterial [nmol] pro g [mg] pro mL [ug] pro mL --
Trisopor™ Trisopor™ Trisopor™ [ug] pro Saule
. 1,09 (16,2pL)
™
Trisopor™ 1500 512 21,4 67,1 4,35 (64,8yL)

10.2 TNT-Affinitatssaulen mit Protein A gereinigtem anti-TNT-IgG

Die Vorversuche fur die Elution der TNT-Affinitdtssdulen wurden mit den zu Beginn
hergestellten Affinitdtssaulen durchgefiihrt, bei denen der gesamte IgG-Anteil mittels Pro-
tein A separiertund anschlie@end mit Zentrifugalfiltern (Millipore Centriprep ™, cutoff 3 kDa)
aufkonzentriert wurde.

10.2.1 Saure Elution

Bei der sauren Elution wird die Antikdrper-Antigen-Bindung durch Verwendung von Saure
geschwacht, sodass das Antigen geldst wird. Wenn die Antikérper durch anschlieRendes
Waschen des Materials mit PBS regeneriert werden kdnnen, handelt es sich um eine
reversible Elution.

Saure Elution an der HPLC

Als Tragermaterialien wurden Sepharose™, Cellufine™ und Amino-Trisopor™ 1500 ver-
wendet. Die TNT-Affinitatsséulen wurden an der HPLC-Anlage nach der TNT-Beladung mit
PBS gewaschen und anschlieRend sauer eluiert. Um die Basislinie zu glatten und Ver-
stopfungen der HPLC-Kapillaren zu vermeiden, wurde als Waschlésung nur halbkonzen-
trierter PBS benutzt. Der in der Affinitatschromatographie haufig verwendete Glycinpuffer
absorbiertbei 230 nm, der Detektionswellenlange fir TNT. Daherwurde stattdessen 0,01 M
Phosphorsaure, pH 2,26 (HPLC-grade), zur Elution verwendet. Der Durchlauf der Saule
wurde fraktioniert gesammelt, sodass zusatzlich zur UV-Detektion der TNT-Gehalt der
Fraktionen mittels ELISAbestimmtwerden konnte.

Die Elutionsprofile zeigen deutlich die unterschiedliche Kinetik der Tragermaterialien (Abb.
10.1 und 10.2). Die TNT-Elution der kohlenhydratbasierten TNT-Affinitatssé&ulen erfolgen
sehrlangsam (breite, nichtsehrhohe Peaks), sodass die funfminitige Elution aufgrund der
langsamen Kinetik dieser Tragermaterialien nicht ausreicht, um das gebundene TNT voll-
standig zu l6sen. Diese Tragermaterialien sind somit fiir eine schnelle TNT-Bestimmung
ungeeignet. Des Weiteren sind diese Polymere (Gele) nicht sehr druckstabil. Daher werden
diese Materialien nichtfur die Entwicklung einer TNT-Online-Nachweismethode verwendet.

Die TNT-Elutionen der TNT-Affinitatsséule mit pordsem Glas als druckstabilem Trager-
material zeigt hingegen eine schnelle Kinetik, sodass es fir den Einsatzan der HPLC gut
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geeignetist. Die Abschatzung der TNT-Kapazitat der Trisopor-basierten TN T-Affinitats saule
(64,8 uL) mithilfe der ELISA-Proben ergab 4,44 ng bzw. 19,5 pmol TNT, d.h. es wurde nur
1,0%o0 des theoretisch berechneten IgG-Monolayers (Kap.10.1) mit spezifischen IgG belegt.
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Abbildung10.1: HPLC-Chromatogramme der TNT-Affinitatssaulen (Saulenvolumen 64 pL) auf Basis von
Sepharose™, Cellufine™ bzw. porésem Glas (Trisopor 1500), Elution erfolgte mit 0,01 M Phos-
phorsaure, pH 2,26.
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Abbildung 10.2: TNT-ELISA-Auswertung der im HPLC-Experiment (Abb. 10.1) gesammelten Frak-
tionen, Abschatzung der eluierten TNT-Menge der Affinitatssaule, basierend auf pordsem Glas:

(17 Hg/L+3,8 pg/L+3-2 ug/L+3-1 ug/L+10-0,5 pug/L)-0,12 mL = 4,44 ng.

Saure Elution mit zuséatzlicher Trap-Saule

Um die Elution der Affinitatssaule nochmals zu konzentrieren und TNT mittels der Re-
tentionszeit nachzuweisen, wurde der Affinitdtss&ule eine C18-Saule nachgeschaltet. Nach
dem Waschen wird die Affinitatsséule invers auf diese klassische analytische C18-Séule
eluiert. Die Richtungsanderung empfiehlt sich, um die Bindung von Antigenen an den noch
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freien Antikdrpern zu unterbinden, die zu Verzdégerungen wéahrend der Elution flihren
kénnten. AnschlieBend wird die analytische Saule mit einem Losungsmittelgradient eluiert
Als analytische C18-Saule wurde zunachstdie Vorsaule Hypersil GOLD aQ DASH HTS 20 x
2.1mm,5 um benutzt. Da die Retention der Trapsaule fiir langere Elutionen nichtausreicht,
wurde spater die starker retardierende Hamilton PCR-C18 verwendet. Die Ventilstellungen
fr die Durchfiihrung der Online-Methode mit den Schritte 1. Beladung und Waschen 2.
Elution der Affinitatssaule und Uberfilhrung aufdie analytische Saule (Trapsaule) 3. Elution
der Trapsaule und 4. Aquilibrierung der Affinitatssaule sind in Abbildung 10.3 dargestellit.
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Abbildung10.3: Ventilschaltung fir die Elutionsmethode der Affinitatssaule mit Elution auf die analytische
C18-Séaule: 1. Beladung und Waschen der Affinitétsséule 2. Inverse Elution der Affinitats-séule, wobei
TNT auf der analytischen Saule retardiert 3. Elution der C18-Saule 4. Aquilibrierung (Ventilstellung
analog 1. Beladung und Waschen). Die roten Bereiche werden durchstrémt.

156 BAM-Dissertationsreihe



10.2.2 Thermische Elution

Saure versus thermische Elution

Da die Kapaztaten der TNT-Saulen sehr gering waren (Abb. 10.2) und die Bindungs-
konstanten zwischen Antigen und Rezeptor sehr hochsind (5,1-10°L/mol (Kaninchen 1) bzw.
2,3-10°L/mol (Kaninchen 2) [5], istanzunehmen, dass durch die saure Elution das gebunde-
ne TNT nicht vollstandig eluiert wurde.

Durch eine irreversible, vollstdndige Denaturierung der Antikdrper wurde geprift, ob noch
weiteres TNT aufder S&ule gebunden war. Hierfur wurde die bereits mit Sdure eluierte Séaule
ausgebautund fur 10 min in ein heilles Wasserbad (> 80°C) gelegt. Danach wurde die
abgekihlte Saule in die HPLC-Anlage eingesetzt und der Sauleninhalt der Affinitatssaule
innerhalb von 5 min miteinem Fluss von 100 pL/min auf die Trapséaule eluiert. Nach Ausbau
der Affinitatssaule wurde die monolithische Trapséaule mithohem Fluss (1,3 mL/min) und mit
einem steilen Methanolgradienten eluiert. Diese Versuche wurden sowohl mit einer Cellu-
fine™-basierten Affinitditssaule als auch mit Affinitatssaulen mit porésem Glas als Trager-
material (Bis-NHS-Ester zur Immobilisierung) durchgefuhrt (Abb. 10.4 und 10.5). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 10.2 zusam mengestellt.
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Abbildung10.4: Chromatogramme der analytischen Sdule nach der sauren und der thermischen Elution
einer TNT-Affinitatsséule (Tragermaterial: Cellufine™),

Tabelle 10.2: TNT-Quantifizierung mittels der Chromatogramme der analytischen Saule nach saurer
bzw. thermischer Elution der Affinitatssaulen (16,2 pL).

Tragermaterial Hutionstyp TNT-Hution (16,2 pL-Séaule) TNT-Kapazitat pro mL
[ng] Trisopor™ [ug]
Cellufine™ sauer 3,03 0,187
Trisopor™ sauer 2,97 0,183
Cellufine™ thermisch (11,12+3,03) =14,12 0,872
Trisopor™ thermisch (15,30+2,97) =18,27 1,128
Trisopor™ 2* sauer 1,80 0,111
Trisopor™ 2%, thermisch (8,95+1,80) =10,75 0,664

* w urde nichtin dem Chromatogramm Abb. 10.5 dargestelit
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Abbildung 10.5: TNT-Peaks der Chromatogramme der analytischen Séaule nach saurer und anschlie-

Bender thermischen Elution der Affinitatssaulen, basiert auf den Trégermaterialien Cellufine™ und
Trisopor™.

Die thermische Elution flihrt zu einem deutlich héheren (4-5-fachen) TNT-Peak als die saure
Elution. Somit ist die saure Elution flir ein analytisches Verfahren nicht nutzbar, da eine
vollstandige Riickgewinnung des Analyten gewahrleistet werden muss. Die Bindung zwi-
schen Analyt und Antikdrperistjedoch so stark, dass durch Saureeinwirkung nur ein Sechstel
der TNT-Menge wiedergefunden wurde. Um ein analytisches Verfahren zu entwickeln, wird
daher eine irreversible Denaturierung verwendet.

Transfer von der Affinitatssaule auf die C18-Saule

Bevor die Elution der C18-Séaule erfolgt, muss sichergestellt werden, dass alle von der
Affinitatssaule geldsten TNT-Molekile aufdie Trapsaule gelangen. Um die Menge des hierfur
benétigten Laufmittels zu bestimmen, wird eine mit TNT beladene und mitPBS gewaschene
TNT-Affinitdtssdule thermisch eluiert (64,8 L, Trisopor™),indem sie nach 10-mindtigen Er-
hitzen tropfenweise mit PBS gespiltwird. Der Durchfluss wird fraktioniert (20 pL je Well) auf
einer vorbereiteten TNT-ELISA-Platte aufgefangen und ausgewertet (Abb. 10.6). Nach ca.
140 pL istkein TNT mehrim Durchfluss nachweisbar. Somit reicht eine Menge von 140 pL
zur vollstandigen Uberfiihrung der TNT-Probe von der Affinitatss&ule auf die analytische
Séaule.
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Abbildung10.6: Thermische Elution einer TNT-Affinitétsséule (C-135-Saule mit einemVolumen von 64,8
pL), TNT-Menge wurde mittels ELISA nachgewiesen.

Einfluss der IgG-Menge auf die TNT-Kapazitat

Um zu uberprifen, ob die Konzentration der zu immobilisierenden IgG-Lésung ausschlag-
gebend fur die spétere TNT-Kapazitatder Affinitatssduleist, wurden zur Herstellung der TNT-
Affinitatsmaterialien unterschiedlich konzentrierte anti-TNT-IgG-Losungen bzw. unter-
schiedliche Volumen gleicher Konzentration verwendet. Als Blindprobe wurde normales
Kaninchen-lgG statt anti-TNT-IgG gekoppelt, um das Ausmaf der unspezfischen TNT-
Bindung zu untersuchen. Als Tragermaterial wurde pordses Glas und zur Immobilisierung
wurde die Bis-NHS-Methode verwendet.

Die Saulen wurden mitden entsprechenden Materialien geftllt, vollstandig mit TNT beladen,
gewaschen und thermisch eluiert. Die TNT-Kapazitaten der Saulen wurden anhand der
Elutionen der C18-Saule bestimmt (Abb. 10.7). Die aus den TNT-Peaks berechnetenKapazi-
taten befinden sich in Tabelle 10.3. Die Korrelation zwischen der anti-TNT-lgG-Menge, die
zur Immobilisierung verwendet wurde, und der TNT-Kapazitat der entsprechenden Saule
wird in Abbildung 10.8 verdeutlicht.

Tabelle 10.3: TNT-Kapazitatender Affinitatssaulen (Volumen: 16,2 pL), an denen unterschiedliche 1gG-
Mengen immobilisiert wurden.

Antikérperlésung, die zur Immobili- Zur Immobilisierung (an 40 mg TNT-Kapazitat der
sierung an 40 mg Matrix benutzt w urde Matrix) genutzes IgG [mg] Séaule [ng]

10,0 mg/mL (0,10 mL) Kaninchen-lgG 1,0 Kaninchen-IgG 0,46

1,6 mg/mL (0,10 mL) K1B9-IlgG 0,162 K1B9-lgG 1,89

1,6 mg/mL (0,20 mL) K1B9-lgG 0,320 K1B9-lgG 3,19

13,9 mg/mL (0,08 mL) K1B9-IgG 1,112 K1B9-IlgG (8,95+1,80)* = 10,75
23,25 mg/mL (0,08 mL) K1B9-lgG 1,859 K1B9-lgG (15,30+2,97)* = 18,27

* thermische plus saure Bution
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Abbildung10.7: TNT-Peaks aus den HPLC-Chromatogrammen der C18-Séaule, nach thermischer Elution
der TNT-Affinitatsséulen (portses Glas), welche mit unterschiedlichen Konzentrationen von K1B9-IgG
(Protein A gereinigt) hergestellt wurden.
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Abbildung10.8: K1B9-1gG-Menge, die zurImmobilisierung an 40 mg Trisopor ™ 1500 verwendet wurde,
versus TNT-Elution der entsprechenden TNT-Affinitatssaule (16,2 pL).

Die unspezifische TNT-Bindungistbei den nach diesem Verfahren hergestellten S&ulen nur
sehr schwach ausgepragt (0,46 ng TNT). Die Kapaztat der TNT-Affinitatssaule korreliert
linear mit der zur Immobilisierung verwendeten IgG-Menge (Abb. 10.8). Dabeiist jedoch zu
beriicksichtigen, dass die Auswertung der Integration des TNT-Peaks der Affinitatsséule, die
mit der kleinsten IgG-Menge (100 pL, 1,6 mg/mL) immobilisiert wurde, durch eine Uber-
lagerung mit einem Nebenpeak fehlerbehaftet sein kann.

Bei allen bisher hergestellten TNT-Affinitatssaulen ist die maximale TNT-Kapazitat sehr
gering im Vergleich zu der theoretisch mdglichen (anti-TNT-lgG-Monolayer). Da zur Immobili-
sierung die gesamte IgG-Fraktion genutztwurde, die aus der Protein-A-Reinigung gewonnen
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wurde, wurden alle Antikdrper an dem Affinitatsmaterial immobilisiert. Doch richtet sich nur
ein Bruchteil der Antikdrper der Gesamt-lgG-Menge spezifisch gegen TNT. Somit sind bei
den bisherigen Affinitaitsmaterialien eine Vielzahl der Bindungen mit nicht spezifischen IgG
besetzt worden. Um die Kapazitat zu steigern, wurdenim Folgenden fir die Herstellung der
TNT-Affinitdtssaulen nur noch spezfische anti-TNT-IgG-Fraktionen verwendet, die durch
Haptenreinigung der Seren isoliert wurden (Kap. 9).

10.3 Affinitatssaule mit haptengereinigtem anti-TNT-IgG

Da die Vorteile des por6sen Glases bereits herausgearbeitet wurden, werden die spezi-
fischen Antikdrper, die durch Separierung an der eigens entwickelten Affinittss&ul e (Kap.
9.2.5) gewonnen wurden, ausschliellich an diesem Material immobilisiert. Aufgrund der
groReren Oberflache und der homogeneren TeilchengréRenverteilung wird Amino-
Trisopor™ 1500 verwendet. Die héchste Ligandendichte wurde mit der Glutaraldehyd -
Methode erreicht (Kap. 8.3.6).

Die Affinitdtssdulen wurden nach zwei verschiedenen Varianten hergestellt. Entweder
wurden die Antikdrper in einem Eppendorf-Reaktionsgefald an das Affinitditsmaterialimmobili-
siertund anschlief3end nassin die Saulenbefillt (Verdichtung mittels HPLC) oder die Séulen
wurden trocken mit dem Tragermaterial gefillt und die Antikdrper auf dem gepackten
Tragermaterial immobilisiert. Bei Verwendung der ersten Variante kdnnen mehrere Séulen
mitidentischen Affinitditsmaterial gefiillt werden, wahrend beim zweiten Verfahren die anti-
TNT-lgG-Menge optimal genutzt wird, um hohe Kapazitaten zu erzielen, da die Trager-
materialmenge dem S&ulenvolumen exaktangepasstist. Bei der Variante 2 (Trockenfillung)
kénnen sich jedoch Luftkanéle bilden, die sich auch durch anschlieBende Druckausibung
mittels HPLC nichtverdichten lassen. Dies kann dazu fuhren, dass TNT trotz ausreichender
Saulenkapazitdt wahrend der Beladung nicht zu 100% am Affinitditsmaterial bindet, da ein
Teil der TNT-Molekiile am Affinitditsmaterial vorbeigeleitet wird. Bei diesen schlecht ge-
packten Saulen ist stets ein Bruchteil (1-2%) der TNT-Probe im Durchfluss nachweisbar.
Somitist die erste Variante — separates Herstellen des Affinitditsmaterials vor der Saulen-
fullung — favorisiert, zumal wéahrend des Immobilisierungsprozesses eine bessere Durch-
mischung der Komponenten gewahrleistetist (Immobilisierung auf dem Schuttler).

10.3.1 Elution mittels Denaturierung durch Losungsmittel

Ein Ziel dieser Arbeitist—aulRer derreinen Herstellung der Affinitdtssaule —, eine vollstandige
Methode zur systematischen Verwendung, d. h. eine Online-Elutions-Methode zu entwickeln.
Aus den Vorexperimenten mitden TNT-Affinitatsséulen (Kap. 10.2) wurde deutlich, dass nur
eine komplette Denaturierung der Antikérper zu einer vollstandigen TNT-Elution fihrt.

Als Denaturierungsoption fiir eine Online-Methode wurde zunéchst eine Denaturierung mit
reinem Ldsungsmittel getestet. Die exakte Methode der TNT-Elution ist in Tabelle 5.1
aufgefihrt. Der Aufbau mitden Anschliissen an der HPLC-Anlage istin Abbildung 10.9 zu
sehen. Die entsprechenden Ventilstellungen der verschiedenen Schritte sind in den
Abbildungen 10.10 bis 10.12 dargestellt. Zu Beginn wird die Saule Uber eine externe Pumpe
mit der TNT-Probe beladen und mit PBS gewaschen (Abb. 10.10). Um unspezfisch
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gebundene Molekiile zu entfernen, wurde fiir den Waschprozess zwischenzeitlich (4 min)
PBS mit einem 20%-igen MeOH-Anteil verwendet.

Zustrom Reinstwasser
uber externe Pumpe

Abbildung 10.9: Aufbau der HPLC-Anlage fiir die Online-Elution (Tab. 5.1) mittels Denaturierung durch
100% Ldsungsmittel (Methanol).

Mobile Phase

Detektor

Probe

un m—
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C18-Séule

Abfall

Affinitatssdule

Reinstwasser

Abbildung10.10: Erster Schritt der Online-Methode (Elution mittels Denaturierung durch Losungs mittel):
TNT-Beladung und Waschen (PBS) der Saule uber eine externe Pumpe (Ventilstellung 1—2). Der
Bereich, der in diesem Schritt durchflossen wird, wurde rot markiert.

Zur Denaturierung wurde 100% MeOH verwendet (Flussgeschwindigkeit 30 pL/min). Um
TNT auf der C18-Saule retardieren zu kénnen, wird eine weitere externe Pumpe (HPLC-
Pumpe) bendtigt, die zwischen Affinitatssaule und C18-Saule geschaltet wird. Diese pumpt
Reinstwasser zur Verdiinnung des Lésungsmittelstroms (Flussgeschwindigkeit 570 pL/min),
sodassdie mobile Phase bei Erreichen der C18-Saule nur noch einen 5%-igen MeOH-Anteil
aufweist. Unter diesen Bedingungen kann TNT auf der analytischen Saule gehalten werden
(Abb. 10.11).
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Abbildung 10.11: Zweiter Schritt der Online-Methode (Elution mittels Denaturierung durch Lésungs-
mittel): Denaturierung der Antikorper mit 100% MeOH (30 pL/min) und zuséatzlicher Zustrom an
Reinstwasser (570 pL/min) um TNT auf der analytischen Saule zu halten (Ventilstellung 1—6).

Um TNT zu identifizieren und zu quantifizieren, erfolgt abschlie3end die Elution d er analyti-
schen Séule mittels eines ACN-Gradienten (Abb. 10.12).

LM-Gradient

Detektor

Probe C18-Siule
und
PBS Abfall

Affinititssdule

Reinstwasser

Abbildung 10.12: Dritter und letzter Schritt der Online-Methode (Elution mittels Denaturierung durch
Losungsmittel): TNT-Detektion mit Hilfe eines ACN-Gradienten (Ventilstellung 1—2).

Die Methode wurde sowohl mit einer TNT-Affinitatsséaule (mit haptengereinigten anti-TNT-
IgG) getestet als auch mit einer Saule, an der lediglich BSA immobilisiert wurde (beide
Immobilisierungen via Bis-NHS-Ester-Methode). Schon das Chromatogramm (Abb. 10.13)
der BSA-Saule zeigte eine Vielzahl an eluierten Substanzen, die bei 230 nm absorbieren.
Die hohe Intensitat der Signale, die von den unerwiinschten Substanzen hervorgerufen
wurde, lasst auf eine hohe Konzentration der Stoffe schlieen, die durch diese Elutions-
methode zusétzlich geléstwurden. Der zusatzliche TNT-Peak der durch die Elution der TNT-
Affinitatssaule erzeugt wurde, ist deutlich zu erkennen, jedoch ist eine Quantifizierung
schlechtmdglich, da dieses Verfahren keine gute Basislinie liefert. Zusatzpeaks sind sowohl
beider TNT-S&ule als auch beider BSA-Vergleichssauleim Chromatogramm zu sehen. Auch
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kénnen zusatzliche Peaks, die unter dem TNT-Hauptpeakliegen das Ergebnis verfalschen.
Diese Methode istsomitnichtals Analysemethode zur Quantifizierung geeignet. Ein weiterer
Schwachpunkt des Verfahrens ist, dass die analytische Saule und die HPLC -Anlage durch
die zusatzlich gelésten Stoffe verschmutzt werden kénnte.
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Abbildung 10.13: Chromatogramme der analytischen S&ule nach einer irreversiblen Elution

(Denaturierung mittels 100% MeOH) einer TNT-Affinitdtssaule (via Bis-NHS-Methode) und einer
Vergleichsséaule, an die BSA (ebenfalls via Bis-NHS-Ester-Methode) immobilisiert wurde.

10.3.2 Thermische Online-Elution

Als alternative Methode wurde eine thermische Online-Methode entwickelt, um zu priifen, ob
soweniger Verunreinigungen geldstwerden. Hierflr wurde einschnellregulierbarer Heizofen
bendotigt, der rasch auf hohe Temperatur erhitzt und anschlieend schnell abgekihltwerden
kann. Die Konstruktion des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Saulenofens istin Abbil-
dung 10.14 zu sehen. Die detaillierten Konstruktionszeichnungen fir den Saulenofen mit
Mantel und Deckel sind im Anhang zu finden. Die Saule wird in den Ofen eingespannt. Zum
Erhitzen der Saule wird heiRes Wasser (> 80°C) durch den Mantel gepumpt.

Abbildung 10.14: Konstruktionsplan des Saulenofens zur thermischen Online-Elution der TNT-Affini-
tatsséaule (Saule innenliegend, 2 Fitting, 3 Kapillarschlauch, 4 Mantel, 5 Geradverbinder,6 Deckel, 7 Was-
serschlauch.
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Um das Verfahren der thermischen Elution mit dem S&ulenofen zu testen, wurde die
Affinitatssaule mittels einer Spritzenpumpe mit einer verdiinnten TNT-Lésung mit TNT
beladen und anschlieBend mit PBS gewaschen. Nach derthermischen Denaturierung wurde
der Sauleninhalt der Affinitditssaule mit niedrigem Fluss auf die analytische C18-Saule
geleitet. AbschlieRend erfolgte die Elution der C18-Saule Uber einen ACN-Gradienten
(Methode in Tab. 5.2).

Im ersten Experiment wurde die Affinitdtsséule (Immobilisierung mittels Glutaraldehyd -
Methode) im S&aulenofen 5 min lang mitheilem Wasser (>80°C) erhitzt. In dem resultieren-
den Chromatogramm (Abb. 10.15) sind mehrere Signale zu sehen. Um den TNT-Peak im
Chromatogramm zu verifizieren, wurde eine TNT-Referenzprobe gemessen. Der Doppel-
peakin Abbildung 10.15 besitzteine groRere Retentionszeitals TNT, sodass es sich um eine
Verunreinigung handeln muss. Somitist kein TNT-Peak auszumachen. Bei héheren ACN-
Konzentrationen wurden weitere Verunreinigungen detektiert, die jedoch im Vergleich zur
Methode durch Denaturierung mit Losungsmittel sehr gering sind.
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Abbildung 10.15: Chromatogramm der analytischen Séule nach der thermischen Elution (Saulenofen
wurde 5 min erhitzt).
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Abbildung 10.16: Chromatogramm der analytischen Saule nach der thermischen Elution (Saulencofen
wurde 18 min erhitzt).
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Bei Verlangerung der thermischen Behandlung von 5 min auf 18 min istein deutliches Signal
zu beobachten (Abb. 10.16). Aufgrund der Flache des TNT-Peaks in Abbildung 10.16 lasst
sich die TNT-Kapazitat der zuvor voll beladenen Saule (16,2 pL) mit 20,9 ng TNT abschéat
zen.

Der Aufbau derim nachsten Experimentverwendeten Online-Methodeistin Abbildung 10.17
zu sehen.Vor und nach der Affinitatssaule werden zwei Filter zum Schutz der HPLC-Anlage
montiert,um eventuell sich 16sende Partikel abzufangen. Die Teilschritte der Online -Methode
sind schematisch in Abbildung 10.18 bis 10.21 dargestellt. Das Laden (mit TNT) und
Waschen (mit PBS) der Affinitatssaule (Abb. 10.18) erfolgt tGiber eine zuséatzliche Pumpe.

analytlshe Sa;;nlse Fult)’

Abbildung 10.17: Aufbau der HPLC-Anlage fir die thermische Online-Methode.
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Abbildung 10.18: Erster Schritt der thermischen Online-Methode: Beladen und Waschen der Affini-
tatssaule (Ventilstellung 1—2).
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AnschlieRend wird der Fluss gestoppt und die Saule 20 min erhitzt, indem heilles Wasser
(> 80°C) durch den Mantel gepumpt wird (Abb. 10.19).

Mobile Phase
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l Affinitatssaule
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Abbildung 10.19: Zweiter Schritt der thermischen Online-Methode: HeifRes Wasser (>80°C) wird 20 min

lang durch den Mantel gepumpt, um die Antikdrper auf der Affinitatssaule zu denaturieren (der Fluss der
HPLC-Pumpe wird gestoppt).

Nach der Denaturierung der Antikdrper wird der Inhalt der Affinititsséule mit Reinstwasser
(1,5 min, Fluss 0,1 mL/min) auf die monolithische C18-Séaule tberfihrt (Abb. 10.20).
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Abbildung10.20: Dritter Schritt der thermischen Online-Methode: Nach der Denaturierung der Antikdrper
wird der Inhalt der Affinitatssaule mit Reinstwasser (1,5 min, Fluss 0,1 mL/min) auf die monolithische
C18-Séule iberfiihrt (Ventilstellung 1—6).
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Im vierten und letzten Schritt

erfolgen die TNT-Elution der C18-Saule mit Hilfe eines ACN-

Gradienten und die Detektion mittels DAD-Detektor (Abb. 10.21).
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Abbildung 10.21: Vierter Schritt der thermischen Online-Methode: Durch Umstellen des Ventils (1—2)
erfolgt im letzten Schritt die TNT-Detektion mit Hilfe eines ACN-Gradienten.

Um die komplette Methode zu priifen, wurde eine TNT-Saule (64,8 uL) mithoher Kapazitat
hergestellt. Die Leersaule wurde trocken gefillt und die Immobilisierung mit anti-TNT-IgG
(haptengereinigt) erfolgte mittels Glutaraldehyd-Methode. Anhand der Durchbruchskune

(ausgewertet mittels ELISA)
10.22).
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Abbildung 10.22: Durchbruchskurve einer TNT -Affinitatssaule (16,2uL) mit pordsem Glas als Tréager-
material, Detektion mittels ELISA.
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Das Chromatogramm der thermischen Online-Elution zusammen mit einer TNT-Referenz-
probe ist in Abbildung 10.23 zu sehen. Hier sind drei starkere Signale zu sehen, ein
Doppelpeakund ein groRerer Einzelpeak, bei dem es sichwahrscheinlichum TNT handelt
Die TNT-Retentionszeit der Probe entspricht nicht exakt der der TNT-Referenzprobe, was
auf die erhdhte Temperatur des Lésungsmittels nach Passieren der erhitzen Affinitatssaule
zurtickzufiihren ist. Bei héheren Temperaturen nimmtnichtnur die Viskositatab, auch andem
sich die hydrophilen und hydrophoben Eigenschaften der Losungsmittel [272], sodass eine
Verkirzung der Retentionszeiten bei erhdhten Temperaturen zu erwarten ist. Die TNT-
Referenzprobe wurde ohne Erhitzen bei RT gemessen. Der beobachtete Doppelpeak
(Verunreinigung) stért die Auswertung, da der TNT-Peak dadurch nicht mehr basislinien-
getrennt vorliegt. Aufgrund der Flache des Maximalpeaks ldsst sich die TNT-Menge und
somit die Sdulenkapazitat mit ca. 90 ng TNT abschéatzen (Abb. 10.23).
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Abbildung 10.23: Gesamtchromatogramm und Ausschnitt (3-5,5 min) der analytischen Saule nach der
thermischen Online-Elution einer TNT-Affinitatssaule, TNT-Referenz-Lésung (rechts, blau).

Um eine Ubereinstimmung der TNT-Retentionszeit zu erreichen, wird die erhitzte Affinitéts -
saule vor dem Uberleiten des Sauleninhalts aufdie C18-Saule auf RT abgekiihlt,indem der
thermischen Denaturierung (20 min mit heiRem Wasser, >80°C) eine Abkihlphase
nachgeschaltet wird, bevor die HPLC-Detektion gestartet wird (5 min Abkihlung mit
Eiswasser und 5 min mit Wasser, RT).

Die spezfische TNT-Bindung der TNT-Affinitatssaule wurde wie bei der Elution mittels
Denaturierung durch Losungsmittel durchden Vergleich miteiner BSA-Séule Gberpriift. Dazu
wurden beide Saulen (Immobilisierung via Glutaraldehyd-Methode) mitder gleichen Menge
TNT beladen, gewaschen, thermisch eluiert und ausgewertet (Abb. 10.24).

Die bei der thermischen Elution auftretenden zusétzlichen Verunreinigungen sind deutlich
geringer als bei der Lésungsmittelmethode. Jedochistim Bereich des TNT-Peaks noch ein
weiterer Peak detektiert worden, dessen Ursache in der Immobilisierungsmethode begriin-
det sein kann. Die Glutaraldehyd-Methode fiihrt zwar zu den hdchsten Ligandendichten,
jedoch kdnnen bei dieser Methode auch Nebenprodukte (z. B. Abb. 2.11 und Abb. 2.12)
entstehen, die zum Auftreten weiterer Peaks fithren kdnnten.
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Abbildung 10.24: Chromatogramme der analytischen Saule nach der thermischen Elution der TNT-
Affinitatssaule und der BSA-Saule.

Daherwurde die Bis-NHS-Ester-lmmobilisierung fir die Herstellung der néchsten Affinitats -
séaule verwendet (Saulenvolumen 64,8 uL, gefullt mit Affinitditsmaterial, hergestelltaus 20 mg
Amino-Trisopor™, 100 pL 8,99 mg/mL anti-TNT-IgG-L6sung, K2B12, haptengereingt). Die
thermische Elution filhrte zu einem Hauptpeak (TNT-Peak) ohne Nebenpeaks (Abb.10.25).
Die HPLC-Methode wurde nochmals verifiziert, indem nun ein geradliniger, steiler ACN-
Gradient bis 95% verwendet wird. Der Fluss wurde von 1 mL/min auf0,5 mL/min reduziert,
um den schnell zunehmenden Druckanstieg zu unterbinden, der zu Undichtigkeiten bei den
Fitingen fuhrte (Methode in Tab. 5.3).
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Abbildung 10.25: Chromatogramm der analytischen S&éule nach der thermischen Online-Elution einer

gesattigten TNT-Affinitatssaule (Saulenvolumen 64,8 L, Immobilisierung via Bis-NHS-Methode) unter
Verwendung der in Tabelle 5.3 aufgefuihrten Methode.
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Um die eluierte TNT-Menge abzuschatzen, wurden TNT-Vergleichsproben gemessen. Da
bei Verwendung einer kleinen Durchflusszelle (Agilent Bio Max-Light Cell 60 mm, G5615-
60017) die TNT-Bestimmung bei 230 nm aufgrund der hohen Intensitat nicht méglich war
(geschatzter Messbereich fiir TNT bei 230 nm: 5-500 ng), wurde die TNT-Menge lber die
Detektion bei der Wellenlange 260 nm ausgewertet (Abb. 10.26).

Bei der Auftragung der TNT-Menge versus TNT-Peakflache in Abbildung 10.27 wird die
Linearitatder Quantifizierung bei 260 nm gegenuber der bei 230 nm fir hdhere TNT-Mengen
(uber 400 ng) deutlich. Die eluierte TNT-Menge aus Abbildung 10.25 betrdgt650 ng, d. h. die
TNT-Kapaztat dieser Sdule (64 pL) ist 650 ng oder 10,0 mg bzw. 44,2 umol TNT pro L
Saulenvolumen.
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Abbildung 10.26: TNT-Peaks (links: 230 nm, rechts: 260 nm) der Chromatogramme der analytischen
S&ule nach der thermischen Elution der TNT-Affinitatsséule sowie von TNT-Vergleichsproben.
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Abbildung 10.27: Auftragung der eluierten TNT-Menge versus Peakflache der TNT-Peaks.

TNT wird bei dieser Online-Methode qualitativ iber die Retentionszeit, quantitativ iber die
Peakflache nachgewiesen. Um TNT mit einer weiteren analytischen Methode nachzuwei-
sen,wurde zusatzlich ein TNT-ELISA durchgefuhrt. Dafirwurden drei Fraktionen, die Peak-
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Fraktion sowie Fraktionen vor und nach dem Peak, gesammelt. Mit diesem empfindlichen,
spezifischen Test konnte TNT lediglich in der Peak-Fraktion nachgewiesen werden.

10.3.3 Vergleich der TNT-Affinitatssdulen, hergestellt aus den Seren K1B9
bzw. K2B12

Die Menge an polyklonalen Antikérper ist stets begrenzt. Da der Verbrauch linear mitder
Kapaztat der TNT-Saule ansteigt und die Kapazitat der TNT-Affinitditss&ulen nicht so hoch
sein muss, wie die der zuletzt verwendeten TNT-S&ule (64,8 pL, Abb. 10.25), werden im
Folgendem nur noch die kleineren TNT-Affinitdtssé&ule mit einem Viertel des Volumens
hergestellt (16,2 L statt 64,8 pL).

Um die beiden Seren K1B9 und K2B12 zu vergleichen, wurden TNT-Affinitatssaulen der
beiden Seren unter gleichen Bedingungen angefertigt. Von jedem Serum wurden zweimal je
500 pL auf die Hapten-Affinitatssaule injiziert, diese gewaschen und anschlieBend selektiv
die anti-TNT-IgGs eluiert (Abb. 10.28).
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Abbildung 10.28: Anti-TNT-IgG-Elutionsprofile der Seren K1B9 und K2B12 (jeweils 2 Elutionen) bei
Verwendung der grof3en Dinitrophenyl-Affinitatssaule (Kap. 9).

Die anti-TNT-IgG-Elution der Serumproben von K1B9 erzeugte etwas héhere IgG-Peaks mit
weniger Tailing als die entsprechenden Signale bei Verwendung von K2B12. Das gesam-
melte Volumen der anti-TNT-IgG-Fraktionen war bei den K2B12-Proben héher (K1B9:
2420 L, K2B12: 3090 pL) und auch die Peakflachen waren um ca. 8% hdéher als die
entsprechenden Flachen der K1B9-Proben (Tab. 10.7). Die Elutionen 1 und 2 der hapten-
gereinigten Fraktionen der Seren K1B9 bzw. K2B12 wurden vereinigt. Diese beiden anti-
TNT-IgG-Ldsungen der Seren K1B9 und K2B12 wurden anschlieRend mittels Zentrifugal-
filter jeweils auf 70 pL aufkonzentriert. Die IgG-Konzentration wurde spektroskopisch mitder
280 nm-Methode bestimmt (Verdinnung 1:50) und betrug 50-0,232 mg/mL =11,6 mg/mL fur
K1B9, d.h. insgesamt wurden 0,812 mg spezifisches anti-TNT-IgG aus 1 mL Serum
gewonnen. Die anti-TNT-lgG-Konzentration der K2B12-Fraktion betrug 50-0,248 mg/mL =
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12,4 mg/mL 2 0,868 mg spezfisches anti-TNT-IgG aus 1 mL Serum, d.h. ca. 7% mehr als
bei der entsprechenden anti-TNT-lgGkise-Fraktion (Tab. 10.4).

Tabelle 10.4: Elutionsvolumen und anti-TNT-1gG-Menge der Haptenreinigung von K1B9 und K2B12.

S Blutionsvolumen Peakilach anti-TNT-IgG [mg/mL] anti-TNT- Anteil anti-TNT-
eren ) akflache  nach Enengen auf 70 lgG [%] an
anti-TNT-IgG [uL] o I9G [mg] Gesant-IgG
K1B9 2420 61063 11,6 0,812 19
K2B12 3090 66190 12,4 0,868 12

Die spezifischen anti-TNT-IgG-Fraktionen von je 1 mL Serum wurden mittels Bis-NHS-Ester-
Methode auf je 25mg Trisopor™ immobilisiert. Somit konnten mit beiden Affinitatsma-
terialien mehrere Saulen (16,2 pL) gefillt werden.

Um die Kapazitat der TNT-Affinitatssaulen (basierend auf anti-TNT-lIgGkige bzw. anti-TNT-
IgGk2s12) zu bestimmen, wurden die Saulen mit TNT (mittels Spritzenpumpe) tberladen,
gewaschen und thermisch online eluiert. Bei Verwendung des K2B12-Affinitatsmaterials
wurde 110 ng TNT eluiert. Dies entspricht einer TNT-Kapazitat von 6,8 mg bzw. 29,9 umol
pro L Saulenvolumen. Das K1B9-Affinitdtsmaterial konnte maximal 73 ng TNT an der Saule
binden, somitistdie Kapaztat nur 4,5 mg bzw. 19,8 umol pro L Saulenvolumen (Tab. 10.5).
Die TNT-Kapaztat der anti-TNT-lgGikee2-Saule istum 51% hoher als die der entsprechen-
den anti-TNT-IgGkise-Saule.

Tabelle 10.5: Menge an anti-TNT-IgG nach der Haptenreinigung von K1B9 und K2B12 und Kennwerte
der daraus hergestellten TNT-Affinitatssaulen (16,2 pL).

anti-TNT- . TNT-Kapazitat [mg] Kapazitat [pumol]
Seren IgG [mg] Blution TNT [ng] pro L Saulenvolumen pro L Saulenvolumen
K1B9 0,812 73 4,51 19,8
K2B12 0,868 110 6,79 29,9

Bei einer Teilbeladung einer TNT-Affinitatssaule (anti-TNT-IgGkzg12 basiert) mit nur 37,5 ng
TNT (15 min beladen mit einer 100 pg/L TNT-Losung in PBS, Flussgeschwindigkeit
25 pL/min) ergibt sich ein Elutionspeak, der 30 ng TNT entspricht (Abb. 10.29). Die
Wiederfindung betragt 80%.

Die Haptenreinigung wurde ausgehend von der recht hohen Kreuzreaktivitat von K2B12
entwickelt. Das Serum K1B9 weisteine schwéachere Kreuzreaktivitat auf, daher waren héhere
Verluste beider Haptenreinigung von K1B9 zu erwarten, da einige anti-TNT-Antikdrper nicht
am Hapten binden wirden. Das Verhéltnis der Peakflachen der Elutionen bei der
Haptenreinigung der Seren K1B9 und K2B12 entspricht dem Verhéltnis der gewonnenen
anti-TNT-lgG-Mengen nach der Aufkonzentrierung, sodass die Menge an spezifischen anti-
TNT-Antikérpern bei den Seren K1B9 und K2B12 in etwa gleich groR ist (Differenz: nur 7 -
8%). Dass die Kapazitat der TNT-Saule, hergestellt aus anti-TNT-IgGkop12, um 51% hoher
ist, als bei Verwendung von anti-TNT-lgGkise l&sstaufeinen Fehler beim Immobilisierungs-
prozess des K1B9-Affinititsmatials schliel3en.
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Abbildung 10.29: TNT-Peaks der Chromatogramme der analytischen Saule nach den thermischen
Elutionen der TNT-Affinitatssaulen, hergestellt aus anti-TNT-1gGxiee und anti-TNT-1gGkzs2 (komplett
bzw. teilbeladen).

Die Kapaztat der Saulen kann bei Verwendung héherer IgG-Mengen gesteigert werden
(Kap. 10.2.2), was auch mitder vorgestellten TNT-Saule (Kap. 10.3.2, Abb. 10.25) bestatigt
werden konnte. Diese wurde mit45 ug anti-TNT-IgG pro mg Trisopor™ hergestellt (0,90 mg
anti-TNT-1gGkes12 auf 20 mg Trisopor™) und fuhrte zu einer Kapazitat von 44,2 ymol pro L
Saulenvolumen. Die in diesem Kapitel prasentierte Saule, hergestellt mit 35 pug IgG pro mg
Trisopor™ (0,87 mg anti-TNT-IgGkzs12 auf 25 mg Trisopor™), weistlediglich eine Kapazitat
von 29,9 umol pro L S&ulenvolumen auf. Der Kapaztatssteigerung um 45% steht eine
Steigerung der IgG-Menge um nur 29% gegenuber. Diese Nichtlinearitadtkann auf Fehler bei
den Kapaztatsbestimmungen zuriickzufiihren sein, da auch die Wiederfindung der TNT -
Probe bei der Teilbeladung nicht vollstandig war.

Da TNT-Affinitaitss&ulen kommerzell nicht angeboten werden, werden die Kapazitaten der
TNT-Affinitaitssdulen mitKapazitéten von Affinitatsséaulen fir kleine Molekule verglichen. Die
Saulenkapazitat der kleinen 16,2 pL-Saulen liegt im Bereich der kommerziell erhaltlichen
Affinitatss&ulen fur kleine Molekile, die meist Saulenkapazitéaten von 50-200 ng aufweisen
(Tab. 10.6).

Um die Ligandendichte der Affinititsmaterialien, die unterschiedliche Analyten binden,
vergleichen zu kénnen, wurde die molare Kapazitat der Tragermaterialien berechnet und
verglichen (Tab. 10.6). Alle kommerziellen Saulen haben gréRere Volumina (Tab. 10.6:
Venture® 173 yL, CLEAN™ 250 uL, RIDA® 85 pL) als die in dieser Arbeit hergestellten
Affinitatssaulen, sodass die molaren Kapazitaten pro Volumen bzw. die IgG-Liganden-
dichten der TNT-Affinitatssaulen deutlich groer sind.
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Tabelle 10.6: Reprasentative Kapazitaten von Affinitdtsmaterialien fir kleine Molekdile.

Kapazitat [ng] molare Kapazitat

Affinititsmaterial Analyt Tragerbasis pro Saule Sgﬁmb gILOmLen Literatur
Venture® OF, HPLC Ochratoxin A SiOz =100 >1,43 [273]
Venture® B12, HPLC Vitamin B12 SiO, 250 >0,21 [273]
Venture® BPA, HPLC Bisphenol A SiOz =100 >2,53 [273]
Venture® TT, HPLC Testosteron SiO; >100 22,00 [273]
Venture® AF, HPLC Aflatoxin SiO, =100 >1,85 [273]
AflaCLEAN™ Aflatoxin Softgel 150 1,91 [274]
OtaCLEAN™ Ochratoxin A Softgel 200 1,97 [275]
Easi-Extract® Vitamin B12  Vitamin B12  Sephadex 1000 2,94 [276]
RIDA® Aflatoxin Aflatoxin Sephadex 40 1,52 [277]
RIDA® Ochratroxin A Ochratoxin A Sephadex 200 5,89 [278]
Ochraprep® P14 Ochratoxin ~ Sepdadex 1000 9,87 [279]
TNT-Séule 1 aus K1B9 TNT Trisopor™ 73 19,8

TNT-Séule 2 aus K2B12 TNT Trisopor™ 110 29,9

TNT-Sé&ule aus Abb. 10.25 TNT Trisopor™ =650 =442

Das im Rahmen dieser Arbeitvorgestellte Verfahren zur Herstellung einer HPLC -tauglichen
polyklonalen TNT-Affinitdtss&ule wurde erfolgreich umgesetzt. Die IgG-Ligandendichten
lassen sich auch mit den Kapaztéten von Protein-A-Séulen vergleichen (Tab. 10.7), da an
diesen Saulen das volumindse IgG gebunden wird.

Tabelle 10.7: Repréasentative Kapazitaten von Protein-A-Affinitatsmaterialien [271, 280-282].

Affinitatsmaterial lgG-Kapazitat [mg] pro mL molare IgG-Kapazitat [pmol]

Saulenvolumen pro L Saulenvolumen
Protein A-Sepharose™ CL-4B 20 13,9
Trisopor™-Protein A 25-40 17,4-27,8
Toyopearl® AF-RPROTEIN A HC-650F 50-65 34,7-45,1
MERCK ProSep®-vA Ultra media 20-35 13,9

Kommerziell erhéltliche Protein-A-Affinitatssaulen weisen je nach Tragermaterial 19G-
Kapaztaten zwischen 13,9 und 45,1 umol pro L Saulenvolumen auf,was mitden Liganden-
dichten der TNT-Affinitdtssaulen vergleichbar ist. Die IgG-Molekile binden an den kleineren
Protein A. Somitware ebenfalls eine Abschatzung tiber eine Monolayerschichtder voluminé-
seren IgG-Molekiile denkbar. Da keine Oberflachenangaben der Tragermaterialien zur
Verfligung stehen, ist die Berechnung der maximalen IgG-Kapazitat jedoch nicht mdglich.
Die Ligandendichte der TNT-Affinitatsséule wird zusatzlich mit dem AAAA-Verfahren
experimentell bestimmt (Kap. 10.4).
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Eine weitere Erhéhung der Ligandendichte durch den Einsatz von héher konzentrierten
Ldsungen spezifischer Antikérper ware denkbar, jedoch nicht notwendig, zumal die verfug-
bare Serummenge, bei Seren mit polyklonalen Antikdrpern bereits durch das Herstellungs -
verfahren begrenztist. Da die Elutionen der TNT-Affinitatssaulen irreversibel sind und somit
jede Saule nur einmalig genutzt werden kann, sollte aufgrund der begrenzen Menge der
polyklonalen Antikdrper, die TNT-Kapaztat des Affinititsmaterials der entsprechenden
Anwendung angepasstwerden. Um Batchmessungen zu ermdglich, misste eine Konstruk-
tion flr eine automatische Wiederbefullung der Saule mit neuem Affinitaitsmaterial nach
erfolgter Messung realisiert werden.

Die bisherigen Arbeiten wurden mit gespikten Reinstwasserproben durchgefuhrt. Vor der
Anwendung in der Umweltanalytik, sollten gespikte Proben mit komplexer Matrix, z. B.
Wasser aus unbelasteten Gewassern getestetwerden, um sicherzustellen, dass keine Stér-
effekte auftreten. In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Herstellung und Elution der TNT-
Affinitatssédule. Die Beladungsmethode wurde nicht systematisch variiert, d.h. dass die
Flussgeschwindigkeit hierfiir noch zu optimieren wére. Auch wére eine Anderung des
Saulendurchmessers in diesem Zusammenhang zu prifen.

Die hier vorgestellte thermische Online-Elution erdffnet einen Weg, Affinitatschromato-
graphieanwendungen durchzufiihren, die klassischerweise aufgrund zu hoher Bindungs-
konstanten (> 108 MY) zwischen Ligand und Rezeptor erschwertsind. Eine spezifische IgG-
Isolierung aus Antiseren mit hohen Affinitdtskonstanten kann mit Affinitatssaulen erreicht
werden, die mit einem gegeniiber der Immunisierung abgewandelten Hapten gekoppelt
werden, welche eine schwachere Ligand-Rezeptor-Bindung ausbilden. Mit Kreuzreaktions-
tests kann zu diesem Zweck ein geeignetes Molekiil aus verschiede nen strukturverwandten
Substanzen ausgewahlt werden.

10.4 Bestimmung der Ligandendichte der TNT-Affinitatssaulen

Die Ligandendichte, d. h. die Menge derimmobilisierten anti-TNT-Antikdrper, wurde mitdem
AAAA-Verfahren (Kap. 8.3.6) mit vorgeschalteter kompletter Hydrolyse des Tragermaterials
bestimmt.

Um die Effizienz der beiden Immobilisierungsmethode (Glutaraldehyd-Methode und Bis-
NHS-Methode) zu verifizieren, wurden Affinitatsmaterialien analysiert, die mit der gleichen
Menge an anti-TNT-IgG immobilisiertwurden, einmal mittels Glutaraldehyd-Methode, einmal
mittels der Bis-NHS-Methode (Abb. 10.30).
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Abbildung10.30: Ausschnitte der Chromatogrammeder Hydrolysate von Trisopor™ 1500, immobilisiert
mit anti-TNT-Antikérpern mittels Glutaraldehyd- bzw. Bis-NHS-Ester-Verfahren.

Dadie Aminoséauresequenzvon polyklonalen Antikdrpern stets unterschiedlichist, wird unter
der Annahme der Gleichverteilung der Aminoséauren folgende N&herung verwendet:

1. Jede der 20 Aminoséauren hat einen Anteil von 1:20.

2. Die durchschnittliche Masse der Aminoséuren (AS) betragt 105 g/mol.

Somit ergibt sich eine gemittelte Aminosé&ureanzahl pro Protein von:

M(Protein)

Anzahl(AS) = m

Fir ein 1gG-Molekul mit einer Masse von ca. 144000 g/mol, ergibt sich daher eine
durchschnittliche Aminosaureanzahl von 68,6 pro IgG-Molekil und Aminoséure.

Die IgG-Ligandendichte kann somit naherungsweise folgendermafen bestimmtwerden:

Ligandendichte ["2| = £ PLCheldS) a5t 1q4q 9 . 02T
Lgandendiente |71 = Flache(HAS) 686 0 L mmol Einwaage(g]
mit:
_ Flache(HASstandara)
Flache(ASsiandara)

Fur die beiden Sdulenmaterialien ergeben sich eine IgG-Ligandendichte von 0,83 mg pro mL
Saulenvolumen (Schuttdichte = 0,29 g/mL) fur die NHS-Kopplung bzw. 1,48 mg pro mL
Saulenvolumen bei Verwendung der Glutaraldehyd-Methode (Abb. 10.30). Die Liganden-
dichte bei der Immobilisierung mittels Bis-NHS-Methode betragt lediglich 56% im Vergleich
zu der Affinitatssaule, die mit der Glutaraldehyd-Methode hergestellt wurde.
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Der Vorteil der Bis-NHS-Ester-Methode ist— neben der sauberen Immobilisierung (keine
Nebenreaktionen) —, dass die nichtgebundenen Antikdrper fiir eine spéatere Immobilisierung
verwendet werden kdnnen, da die Kopplung unter nativen Bedingungen (PBS, pH 7,6) und
ohne Verwendung von Reduktionsmittel an das Tragermaterial erfolgt. Deshalb kanndie ant-
TNT-lgG-Menge der nichtgebundenen Antikdrper bei der ndchsten Immobilisierung weiter-
verwendet werden. So relativiert sich der Nachteil, dass die Bis-NHS-Ester-Methode niedri-
gere Ligandendichte erzeugt, da hoéhere anti-TNT-lgG-Mengen bei der Immobilisierung
diesem Effekt entgegenwirken (Abb. 10.8).

Um die Ligandendichte der beiden zuletzt hergestellten Affinitditsmaterialien mittels AAAA zu
bestimmen, wurden 2,59 mg des anti-TNT-IgGkiese-AffinitAitsmaterials bzw. 2,53 mg des anti-
TNT-lgGkesr2-Affinitatsmaterials hydrolysiert. Die Chromatogramme (Abb. 10.31) bestati-
gen, dass mehr anti-TNT-IgGkzs12 auf dem pordsen Glas immobilisiert wurde als bei der
entsprechenden K1B9-Probe. Die Ligandendichte des anti-TNT-IgGkzs12-Affinitdtsmaterials
wurde mit 2,87 mg/mL, die des anti-TNT-IgGkise-Materials mit 1,96 mg/mL bestimmt (Tab.
10.8).
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Abbildung 10.31: Chromatogramme der Hydrolysate der Trisopor ™-Affinitdtsmaterialien von anti-TNT-
1gGk1se Und anti-TNT-1gGkzs12 bei Verwendung der haptengereinigten anti-TNT-IgG-Fraktionen, welche
aus gleichen Serenvolumina hergestellt wurden.

Die theoretische IgG-Ligandendichte einer 16,2 pL-Affinitatssdule, die 73 ng TNT eluiert
(anti-TNT-lgGkige-Saule), betragt 1,43 mg pro mL Saulenvolumen, wenn jeder Antikdrper
zwei TNT-Molekile binden wirde, berechnet mit folgender Formel:

TNT — Kapazitit Molmasse IgG
Saulenvolumen 2-Molmasse TNT

Ligandendichte =

Die analoge Berechnung fiirdie Elution von 110 ng TNT (K1B9) ergibt eine Ligandendichte
von 2,15mg IgG pro mL Saulenvolumen. Der Vergleich der iber die TNT-Elutionen
berechneten und mittels des AAAA-Verfahrens gemessenen Ligandendichten macht
deutlich, dass die experimentell mit AAAA ermittelten Ligandendichten um 33% (K2B12
basiert) bzw. 37% (K1B9 basiert) deutlich gréRer sind als die aus den Elutionen kalkulierten.
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D.h. bei der vollbeladenen TNT-Affinitdtss&ule wiirde nicht jeder anti-TNT-Antikdrper zwei
TNT-Molekdle binden.

Als drittes Affinitatsmaterial wurde das Material der groRen TNT-Saule aus Abbildung 10.25
(64,8 uL, K2B12 basiert) hydrolysiert. Dessen Ligandendichte wurde mit 4,77 mg pro mL
Saulenvolumen berechnet. Die Tyr- und Phe-Peaks der Hydrolysate der drei untersuchten
Affinitatssaulen sind in Abbildung10.32 zu sehen, die Ligandendichten in Tabelle 10.8 aufge-
fuhrt.

Tabelle 10.8: Ligandendichten (spezifisches anti-TNT-IgG) von verschiedenen TNT-Affinitatssaulen,
Berechnung Uber TNT-Elution bzw. Gber AAAA des Affinitatsmaterials.

lgG-Ligandendichte lgG-Ligandendichte Anteil am IgG-
[mg] (TNT-Hution) pro [mg] (AAAA) pro mL Monolayer[%]
mL S&ulenvolumen Séaulenvolumen (AAAA)
K1B9 1,43 1,96 9,2
K2B12 2,15 2,87 134
S&ule aus Abb. 10.25 3,13 4,77 22,2
500 - - 300
v — Material aus Abb. 10.25 h — Material aus Abb. 10.25
¥ —— 1 mLK1B9 auf 25 mg Phe —— 1 mLK1B9 auf 25 mg
4004 —— 1 mL K2B12 auf 25 mg 250+ —— 1 mL K2B12 auf 25 mg
- — 200
E 300 E
wn wn
s 5 1504
2 200 2
S E 1004
100 50
04 T T T T 0 T T T T y
11,6 11,8 12,0 12,2 124 17,0 17,2 17,4 17,6 17,8 18,0
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 10.32: Tyr-Peaks (links) und Phe-Peaks (rechts) der Chromatogramme der Hydrolysate von
drei verschiedenen Trisopor ™-Affinitdtsmaterialien (Proben: Saulenmaterial aus der S&aule aus Abb.
10.25 sowie Affinitatsmaterial, hegestellt aus den haptengereinigten anti-TNT-lgG-Fraktionen aus 1 mL
Serum K1B9 bzw. K2B12, immobilisiert auf jeweils 25 mg Trisopor ™).

Die uber die TNT-Elutionen berechneten Ligandendichten betragen 73% bzw. 75% der
experimentell Uber das AAAA-Verfahren ermittelten. Etwa die Halfte der anti-TNT-Antikorper
binden also nicht, wie angenommen, zwei TNT-Molekile. Mdgliche Ursachen dafir kbnnten
sein, dass Bindungsstellen derimmobilisierten anti-TNT-lgG-Molekule sterisch nichtzugang-
lich waren oder dass die spezfischen anti-TNT-IgG-Fraktionen mit anderen Proteinen
verunreinigtwaren. Die theoretisch berechnete monomolekulare IgG-Belegung von 21,4 mg
pro mL Tragermaterial (Kap. 10.1) wird auch bei der hdchsten experimentell ermittelten
Ligandendichte (AAAA-Verfahren) nur zu 22% erreicht.

Das AAAA-Verfahren ist ein in dieser Arbeit neuentwickeltes Verfahren, um die gesamte
Immobilisierungsdichte auf porésen Glasern oder synthetischen Polymeren zu bestimmen.
Hiermitkann die Effizienzder jeweiligen Immobilisierung Uberpriiftwerden. Diese analytische
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Frage istbesonders anspruchswoll, da die meisten herkdmmlichen Methoden unter diesen
Bedingungen fehlschlagen. Der Mangel an quantitativen und leichtdurchfiihrbaren Methoden
kovalent gebundene Proteine auffesten Tragern und Oberflachen zu bestimmen, konnten
mitdiesem Verfahren Giberwunden werden, wobei der Einsatznur einen geringen instrumen-
tellen Aufwand benétigt. Um AAAA als Routinemethode fiir die Qualitatskontrolle (QC) von
Proteinimmobilisierung zu etablieren, muss diese noch validiert werden. Bisher ist hierfir
jedoch noch kein zertifiziertes Material erhéltlich.
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11 Zusammenfassung und Ausblick

Die Detektion von Sprengstoffen gewinnt durch die zunehmende Bedrohung durch
Terroranschlage erheblich an Bedeutung. In diesem Zusammenhang kam immer haufiger
Plastiksprengstoff zum Einsatz, der zu einem groRen Teil aus PETN besteht, sodass ein
schneller, zuverlassiger und selektiver Nachweis benétigt wird. Selbst Spurhunde kénnen
PETN aufgrund des niedrigen Dam pfdrucks praktisch nichtdetektieren, sodass Zusatzstofie
beider kommerziellen Herstellung von Plastiksprengstoff zur spateren Detektion beigemischt
werden. Um PETN direkt vor Ort unkompliziert nachzuweisen, fehlen selektive Methoden.
Als hochselektive PETN-Analytik bieten sich immunchemische Methoden an, weshalb die
Entwicklung von empfindlichen, hochselektiven anti-PETN-Antikdrpern nétig ist. In dieser
Arbeit wurde ein neuartiges Hapten fur die Herstellung von anti-PETN-Antikdrpern durch die
Anwendung des Konzepts des bioisosteren Ersatzes synthetisiert. Diesisteine Methode, die
haufig im pharmazeutischen Bereich jedoch nicht bei der Entwicklung von Immunassays
eingesetzt wurde. Die Immunisierung eines Kaninchens mit dem entsprechenden BSA-
Konjugat flihrte zu polyklonalen Antikbrpern, die eine ausgezeichnete Selektivitat und
Empfindlichkeit gegeniiber PETN aufweisen. Die Werte der Kreuzreaktivititen betragen
deutlich unter 0,1% fir alle getesteten Verbindungen, sodass diese bei allen praktischen
Anwendungen vernachlassigt werden kénnen. Die Nachweisgrenze des kompetitiven
ELISAs liegtbei 0,15 pg/L und der Messbereich umfasstdrei Zehnerpotenzen (1-1000 pg/L).
Die Antikérper sind sowohl hinreichend pH-stabil als auch robust gegen Lésungsmittel-
zusatze. Die hier prasentierten Antikbrper kénnen fur die Entwicklung von Immunassays,
Schnelltests, Biosensoren und anderen immunchemischen Tests zum analytischen
Nachweis des Sprengstoffs PETN verwendet werden. Das bei der Antikdrperherstellung
erfolgreich eingesetzte Konzept des biosteren Ersatzes sollte somit kuinftig als vielver-
sprechende Methode bei der Entwicklung von Antikdrpern gegen kleine Molekile
systematisch angewendet werden.

In der Umwelt gelangt der Sprengstoff TNT immer noch durch Auswaschungen von alten
TNT-Bestanden ins Grundwasser, sodass Altlasten durch die TNT-Verunreinigung des
Wassers detektiert werden kdnnen. Fur diese Analytik wurde eine HPLC-kompatible TNT-
Affinitatssédule hergestellt, die TNT aus Wasserproben isoliert und an der Saule anreichert
Portses Glas wurde als optimales Tragermaterial identifiziert, da es zum einen TNT nicht
unspezifisch bindet—im Gegensatz zu den synthetischen Polymeren —zum anderen eine
schnelle Kinetik aufweist—im Gegensatz zu den kohlenhydratbasierten Gelen. Ein weiterer
Vorteil dieses Materials ist die hohe Druckbesténdigkeit, die fir den Einsatz an der HPLC
erforderlich ist. Das in dieser Arbeit verwendete Tragermaterial Trisopor™ istjedoch nicht
mehr kommerziell verfigbar. Allgemein ist das Angebot von Beads aus porésem Glas trotz
ihrer nachweisbar guten Eigenschaften limitiert. Die Glaser haben sehr definierte Poren -
durchmesser, deren Grof3e durch den Herstellungsprozess variiert werden kann. Aufgrund
der im Vergleich zu anderen Tragermaterialien hohen Herstellungskosten konnten sie sich
jedoch bishernicht am Markt durchsetzen. Porése Glaser sind druckstabil und ermdglichen
eine schnelleKinetik, sodass sie hervorragend fur die Anwendung in der HPLC geeignet sind.

Um Immobilisierungsdichten zu bestimmen und Immobilisierungsmethoden zu optimieren,
wurden orangefarbene Dabsyi-Proteine synthetisiert und immabilisiert. Die Farbung erwies
sich als Indikator fur die Immobilisierungsdichte. Dieses Verfahren kann nur zur Bestimmung
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der Immobilisierungsdichte der Kopplungen von Farbstoff-Proteinen mitdem Tragermaterial
genutzt werden. Zur Bestimmung der Immobilisierungsdichten derim Rahmen dieser Arbeit
produzierten Affinitatssaulen wurde ein neues vereinfachtes, derivatisierungsfreies Ver-
fahren zur Aminoséaurebestimmung entwickelt, da die Ublichen spektroskopischen Protein-
bestimmungsmethoden aufgrund der hohen Wechselwirkung mit dem Tragermaterial zur
quantitativen Proteinbestimmung auf Feststoffen ungeeignet sind. Dieser Methode wird zur
Proteinbestimmung eine Hydrolyse der Proteinldsung bzw. des Affinitdtsmaterials vorge-
schaltet. Die Aromatische Aminosaureanalyse (AAAA) basiert auf der Bestimmungvon Tyr
und Phe unter Verwendung eines Standard-HPLC-Systems. Zur Quantifizierung dienen zwei
interne Standardverbindungen, Homotyrosin (HTyr) und 4-Fluorphenylalanin (FPhe). Die
Nachweisgrenzen (LOD) liegen sowohl fir Tyr als auch fir Phe bei 0,05 uM (~ 10 pg/L) bei
einer Detektion bei 215 nm. Die LOD fiir eine Proteinbestimmungistmit16 mg/L (~ 300 ng
BSA) mit spektroskopischen und kolorimetrischen Verfahren vergleichbar. Die AAAA
einschlief3lich der Hydrolysestufe bieteteine hervorragende Prazision (s =5%). Die Methode
wurde mit zertifizierten Referenzmaterialien (Certified Reference Material, CRM) mit
Aminoséauren (ohne Hydrolyse) und mitreinem Rinderserumalbumin (mitHydrolyse) validiert
Die nach Standardprotokoll 22-stiindige Hydrolyse der Proteine und Peptide konnte durch
Einsatzvon Mikrowellentechnik aufnur 30 Minuten verkiirztwerden. Die chromatographische
Bestimmung aromatischer Aminosauren in Verbindung mit der schnellen Mikrowellen -
hydrolyse ist somit ein guter Kompromiss zwischen Zeit- und Arbeitsaufwand auf der einen
und analytischer Prazision auf der anderen Seite. Die in dieser Arbeit entwickelte Methode
zur Bestimmung der Ligandendichte konnte erfolgreich bei den hergestellten TNT-
Affinitatssaulen eingesetzt werden, um die Antikdrperdichte zu bestimmen.

Um die Antikdrper fiir die Herstellung von Affinitditss&ulen aus den TNT-Seren abzutrennen,
wurden zwei unterschiedliche Verfahren getestet. Zunéchstwurde die klassische Protein -A
Affinitatschromatographie genutzt, die nahezu die gesamten Antikdrper aus den Seren
isoliert. Spater wurde die Trennung an einer Dinitrophenyl-Affinitdtssdule durchgefuhrt, um
nur die spezfischen anti-TNT-IgG aus den Seren K1B9 und K2B12 zu isolieren. Durch das
2weite Verfahren erhdhten sich die TNT-Kapazitaten der Affinitditss&ulen um das 20 bis 100-
fache.

Aufgrund der hohen Affinitatskonstanten der polyklonalen anti-TNT-Antikérper (5,1-10° L/mol
fur K1B9 bzw. 2,3-10° L/mol fur K2B12L) lasstsich TNT nicht durch eine typische saure
Elution der TNT-Affinitatssaule vollstandig eluieren. Daherwurde eine alternative, neuartige
Methode, die irreversible, denaturierende, thermische Online-Elution entwickelt. Um dieses
Prinzip durchfuhren zu kdnnen, wurde eine spezielle Sdulenheizung entworfen. Die TNT-
Quantifizierung erfolgt mittels UV-Absorption. Der Messbereich bei 230nm liegt bei
5 bis 500 ng TNT, bei 260 nm wurde die Linearitat der Kalibrierungskurve bis 1000 ng TNT
Uberpruft. Die maximale Kapaztat einer im Rahmen dieser Arbeit hergestellten TNT-
Affinitatssaule betrug 650 ng TNT (10 pug TNT pro mL Saulenvolumen). Da die Elutionen der
Affinitatssaulen irreversibel sind und somit jede Saule nur einmalig genutzt werden kann,
sollte aufgrund der begrenzen Menge der polyklonalen Antikdrper die TNT-Kapazitat des
Affinitatsmaterials den entsprechenden Anforderungen angepasstwerden.

Wahrend in dieser Arbeit die erfolgreiche Herstellung der TNT-Affinitatssdulen und die
Entwicklung einer Online-HPLC-Methode fiir deren Elution im Vordergrund stand, sollte in
weiterfihrenden Arbeiten noch die Flussgeschwindigkeit fiir die Beladung optimiertwerden.
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Insbesondere wére in diesem Zusammenhang interessant, unter Erhalt des Volumens die
Saule zu verkiirzen und den Durchmesser zu vergréRern. Vor der TNT-Bestimmung von
Realproben waren noch Untersuchungen an unbelasteten und gespikten Realwasserproben
von Interesse, um Storeffekte durch deren komplexe Matrix auszuschlief3en. Ein besserer
Durchsatz bei der Online-Methode lieRe sich durch eine Konstruktion erzielen, die es
ermdglicht, das verbrauchte Affinitatsmaterial nach der Elution automatisch aus der Saule au
entfernen und durch frisches zu ersetzen.

Das gesetzte Ziel, ein Herstellungsverfahren sowie eine Online -Methodefir eine polyklonale
TNT-Affinitatssaule zu entwickeln, wurde mit den in dieser Arbeit beschriebenen Methoden
erreicht. Die verfolgten Strategien sind keineswegs nur auf diese konkrete Anwendung
beschrankt. So ist eine Aufreinigung von Seren mit polyklonalen Antikdrpern mit starker
Antigen-Antikdrper-Bindung durch eine leichte Strukturabwandlung des Antigens eine viel-
versprechende Alternative zur klassischen unselektiveren Protein-A-Reinigung. Mit Kreuz-
reaktionstests kann zu diesem Zweck ein geeignetes Molekiil aus verschiedenen struktur-
verwandten Substanzen ausgewahltwerden. Durch die entwickelte Online -Methode kdnnen
nun auch solche Rezeptor-Ligand-Bindungen mithohen Bindungskonstanten (Ka > 108 M1),
die einer reversiblen Elution nicht zuganglich sind, fir die Affinitditschromatographie
verwendet werden. Somit wird das Anwendungsspektrum der Affinitatschromatographie
deutlich erweitert.
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Anhang
Al Chemikalien

Chemikalie (Reinheit)

Aceton, HPLC Grade (99%)
Acetonitril, LC/MS grade (> 99,9%)
Acetonitril, LC-MS grade (99,95%)
Ammoniumnitrat, ACS reagent (= 98%)
L-Aminosauren, analytical standard

L-Aminosaurestandard, analytical standard (0,25
mM)

L-Aminosaurestandard, NIST in 0,1M HCI
anti-rabbit-1lgG (H&L), R1364P
Bernsteinsaureanhydrid (= 99,5%)

BCA Protein Assay

Bis-NHS-Diglykolsaure

Bovines Serumalbumin, lyophilized powder,

essentiallyfatty acid free, (agarose gel
electrophoresis), 1x Crystallized (= 97%)

Bovines Serumalbumin, heatshock fraction, pH
7, (2 98%)

1,1'-Carbonyldiimidazol, zur Synthese (2 97%)
Cellufine™ Formyl
a-Cyan-4-hydroxyzimts&ure, Matrix fur
MALDI/MS

Dabsyichlorid, (2 97% ) AT
1,5-Diaminopentandihydrochlorid, 1 M
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (99%)
1,4-Dioxan (99,8%), wasserfrei
1,3-Dinitrobenzol (99%)

2,4-Dinitrophenylessigséaure (95%)
Di-(N-Succinimidyl)carbonat (= 99,5%)
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimidhydrochlorid, BioXtra
Ethanolamin (299%)

Ethylendiamin (=99,5%)
4-Fluor-DL-Phenylalanin

Frma

Sigma-Aldrich, Steinheim, 650501
Fisher Chemical, 10799704

Carl Roth, Karlsruhe, AE70.2
Sigma-Aldrich, Steinheim, 221244
Fluka (Sigma-Aldrich), LAA21-1KT
Sigma-Aldrich, AAS18

NIST, SRM 2389a

Acris Antibodies, Herfurt, R1364P
Sigma-Aldrich, Steinheim, 239690
Pierce Thermo scientific, 23227
Abcr GmbH, Karlsruhe, AB 262000
Sigma-Aldrich, Steinheim, A7511-5g

Sigma-Aldrich, Steinheim, A7906-10g

Merck, Darmstadt, 802301.0005
Amsbio, 676944324
Bruker, 201344

Sigma-Aldrich, Steinheim, 39068
Sigma-Aldrich, Steinheim, 08730
Sigma-Aldrich, Steinheim80002
Sigma-Aldrich, Steinheim, 296309
Dr. Ehrenhofer GmbH, Augsburg,
C127831

Sigma-Aldrich, Steinheim, 209562
Sigma-Aldrich, Steinheim, 225827
Sigma-Aldrich, Steinheim,E1769-1G

Fluka (Sigma-Aldrich), 02400
Fluka (Sigma-Aldrich), 03550
Sigma-Aldrich, Steinheim, F5251
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Fractogel® EMD Epoxy

Glycin (2 99,5%)

Guardian™ (Peroxidase-Konjugat-
Stabilisierungs- und Verdiinnungslésung)
Glutaraldehydlésung (50%ig)

Glycerin 99%, Molecular Biology Tested
Hepcidin-25, LEAP-1

Hexogen

DL-Homophenylalanin
L-Homotyrosin-Hydrobromid
Humins&ure Natriumsalz (45-65%)
Kaliumhydroxidlésung, fir HPLC (~ 45%)
Kaliumphosphatdibasisch (299%)
Kaliumphosphat monobasisch, BioUltra (=
99,5%)

Kaliumphosphat monaobasisch, fir HPLC
(= 99,5%)

Kaliumsorbat(=99,0%)
Magermilchpulver

Methanol, LC/MS grade

NanoOrange® Proteinquantifizierungskit
Natriumchlorid, BioUltra (99,5%)
Natriumchlorid, fur HPLC (= 99,5%)

Natriumcitratmonobasisch, BioXtra (= 99%)

Natriumcyanoborhydrid (95%)

Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat (= 99%)

Natriumdihydrogenphosphat, HPLC-grade
Natriumhydroxid (= 99%)
Natriumperiodat (= 98,8%)

Natriumdihydrogenphosphat, dibasisch Dihydrat,

Bioultra (= 99,5%)

N-Hydroxysuccinimid (98%)
NHS-aktivierte Agarose

Nitrobenzol
Nitroglycerin, Nitrolingual infus. (Img/mL)

186

Merck Millipore, 1169610100
AppliChem, Darmstadt, A3707
Thermo Scientific, 37548

Sigma-Aldrich, Steinheim, G7651
Sigma-Aldrich, Steinheim, G5516
Peptanova, No. 4392-s

BAM, Abteilung 2

Iris Biotech, Marktredwitz, HAA6720
Iris Biotech, Marktredwitz, HAA6750
Carl Roth, Karlsruhe, 7824.1

Fluka (Sigma-Aldrich), 03564
Sigma-Aldrich, Steinheim, 60353
Sigma-Aldrich, Steinheim, 60218

Fluka (Sigma-Aldrich), 60221

Sigma-Aldrich, Steinheim, 85520
Saliter, DE BY 7144 EG

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
10031094

Invitrogen, Eugene, Oregon, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, 71376
Fluka (Sigma-Aldrich), 73575
Sigma-Aldrich, Steinheim, 71497
Acros organics, New Jersey, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, 71500
Sigma-Aldrich, Steinheim, 71633
Sigma-Aldrich, Steinheim, 30620
Applichem, A1886
Sigma-Aldrich, Steinheim, 71643

Sigma-Aldrich, Steinheim, 130672
Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
26196

Promochem GmbH NIT 1, Wesel

Pohl Boskamp, Hohenlockstedt, PZN-
7242812
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2-Nitrophenylessigsaure (98%)
3-Nitrophenylessigséure (99%)
4-Nitrophenylessigsaure (99%)
4-(4-Nitrophenyl)butterséure (98%)

N, N-Dicyclohexylcarbodiimid (99%)
N, N-Dimethylacetamid (= 99,5%)
N-Succinimidyl N-(2,4-dinitrophenyl)-6-
aminocaproate (=95%)

Oktogen

Pentaerythrit, Pentaerythritol (= 99%)
Pepsin aus der Schweinedarmmukosa
(= 400 units/mg protein)

Phenol, BioXtra (= 99,5%)
Phosphorsaure, fir HPLC (85-90%)

2-Propanol (Isopropanol), CHROMASOLYV Plus

fir HPLC (99,9%)

Salzséaure (0,1 M)

Salzsaure, sequencing grade (6 M)

Schwefels&ure (95 - 97%)

Sepharose 4 FastFlow

Serum vom Menschen

Serum vom Kaninchen

Sinapinséaure (98%)

TentaGel® M NH»
Tetrabutylammonium-borhydrid (98%)
5,5 -Tetramethylbenzidin, research grade
TN6PHA-NHS-Ester
Triacetontriperoxid (0,1 mg/mL)
Triethylamin, BioUltra (= 99,5%)
Trifluoressigsaure, LC-MS Ultra (2 99%)
2,4,6-Trinitroanilin (99%)
1,3,5-Trinitrobenzol

2,4,6-Trinitrophenol

2.,4,6-Trinitrotoluol

Trisopor™-Amino 1500
Trisopor™-Amino 3000

Sigma-Aldrich, Steinheim, 103608
Sigma-Aldrich, Steinheim, N20204
Sigma-Aldrich, Steinheim, N20506
Sigma-Aldrich, Steinheim, 55472
Sigma-Aldrich, Steinheim, 80002
Sigma-Aldrich, Steinheim, 38840
Sigma-Aldrich, Steinheim, 55472

BAM, Abteilung 2
Sigma-Aldrich, Steinheim, 236241
Sigma-Aldrich, Steinheim, P7125

Sigma-Aldrich, Steinheim, P5566
Fluka (Sigma-Aldrich), 79606
Sigma-Aldrich, Steinheim, 650447

Fluka (Sigma-Aldrich), 318965
Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
24308

AppliChem, Darmstadt, AO655

GE Healthcare Life Science, 17-0149-01
Sigma-Aldrich, Steinheim, H4522
Sigma-Aldrich, Steinheim,R9133
Acros Organics, 115550010

Rapp Polymere, M30352
Sigma-Aldrich, Steinheim, 230170
SERVA, Heidelberg, 35926.02
synthetisiertvon S. Ramin
AccuStandard M-8330-ADD-24
Sigma-Aldrich, Steinheim, 90335
Sigma-Aldrich, Steinheim, 14264
SelectLab Chemicals, Ex188
Promochem GmbH, NIT 30, Wesel
Promochem GmbH, NIT 19, Wesel
Promochem GmbH, NIT 29, Wesel
VitraBio GmbH, Steinach

VitraBio GmbH, Steinach

187



Trisopor™-Diol 3000 VitraBio GmbH, Steinach

Trisopor™, nativ 1500 VitraBio GmbH, Steinach

2,4,6-Trinitrotoluolldsung (5 g/L TNT in Methanol) synthetisiertund bereitgestelltvon
S. Ramin

Toyopearl® AF-Formyil-650 Tosoh Bioscience AF, 08004

Toyopearl® AF-Tresyl-650 Tosoh Bioscience AF, 14471

Tween®20, BioXtra Sigma-Aldrich, Steinheim, P7949

Tween® 20, fur ELISA SERVA, Heidelberg,37470.01

UltraLink™ Biosupport Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
53110

Wasserstoffperoxidlésung (= 30%) Fluka (Sigma-Aldrich), 95321

Hyperimmunseren

Firma (Durchfuhrung der

Serum . . Immunogen Verwendete Seren
Hyperimmunisierung)

Kaninchenserum mit Eurogentec, Seraing, 6-TNPHA- Kaninchen 1, Boost 9
anti-TNT-Antikbrper Belgien BSA Kaninchen 2. Boost 12
Kaninchenserum Seramun Diagnostica PETriN-CHA-  alle Seren
mitanti-PETN- GmbH, Heidesee, D BSA
Antikérper

Tracer
6-TN6PHA-POD synthetisiertund zur Verfligung gestelltvon S. Ramin
PETriN-CHA-POD Synthetisiert, siehe Kapitel 5.6
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A2 Puffer und Losungen

Die pH-Werte wurden, falls nichtanders angegeben, mitNatronlauge (20%) bzw. Salzsaure
(20%) eingestellt. Die Puffer wurden bei 4°C gelagertund nicht langer als zwei Wochen
verwendet. Die TMB-LOsung wurde frisch angesetzt.

Carbonatpuffer,pH 9,6 30 mM Natriumcarbonat

70 mM Natriumhydrogencarbonat
Citratpuffer, pH 4,0 220 mmol/L CsH7NaO7
Glycin-HCI-Lésung, pH 2,2 100 mM Glycin, eingestelltmitkonz. HCI
MALDI-Matrix 115 pL geséattigte a-Cyano-4-

hydroxyzimtséure in Acetonitril / 0,1%-ige
Tetrafluoressigsaure (90/10) 8 uL 10%-ige
Tetrafluoressigsaure, 8 uL 100 mM
Ammoniumdihydrogenphosphat

PBS, pH7,6 10 mmol/L NaH2PO4- 2 H20
70 mmol/L Na;HPO4 - 2 H20
145 mmol/L NaCl

Substratldsung 21,6 mL Citratpuffer

540 pL TMB-LGsung
8,34 pL Wasserstoffperoxid

TMB-LOsung 8 mmol/L C16H40BN
40 mmol/L C1eH20N2
ad N,N‘-Dimethylacetamid; unter Argon-
Atmosphére

Tris, pH 8,5 10 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan
150 mM Natriumchlorid

Waschpuffer, pH 7,6 45 mmol/L KH2PO4
375 mmol/L K;HPO4
1,5 mmol/L CsH7KO>
3% Tween®20
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A3 Verbrauchsmaterialien

Material, Bezeichnung

Anschlussstiicke, F-120 (PEEK, fiir OD

1/16%)

Blindstopfen, P-551 (PEEK, fiir 10-32-

Gewinde)

Einmalspritzen mit-kanulen:

- HSW NORM-JECT (2-teilig,1 mL,
5mL)

- HSWFINE-JECT (0,80 x40 mm, 1,60
x40 mm)

Einsétze, Micro Insert (200 pL fir 20 mm

Kurzgewindeflasche)

Fitinge NT Peek Headless 1/16

Gewindeglaschen mit Schraubkappen
Gerade Verbinder mitAuBengewinde aus

Messing, Schlauche innen 4,auRen5
mm

Kurzgewindeflaschen,10 mm (2 ml) mit
Kappen (flir 10 mm-Kurzgewinde
Butylgummi /Teflon-Septum)

Gewindeflaschen, EPA
(20 mL,24-400 Gewinde,57 x 27,5 mm)
Kappen (PP, fir 24-400 Gewinde,
Silikon/PTFE-Septum)

Glasspritzen mitKandilen,

710 RN 100 pL Spritze (22s/51/2)

HiTrap™ NHS-activated HP
HPLC-Leerséaulen
- Guard ColumnC12820mm x1 mm ID
- Guard ColumnC130B20mm x2 mm
ID
- Leerséaule60x4 mm ID
HPLC-Saulen:
- AdvanceBio Peptide Map C18,
Coreshell
Lange:150 mm,ID: 2,1 mm;
PartikelgroRe: 2,7 um;
PorengréRe: 120 A
- Kinetex, XB-C18,
Lange:150mm,ID: 3 mm;
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Frma

IDEX Health & Science GmbH, Wertheim

IDEX Health & Science GmbH, Wertheim

Henke-Sass, Wolf GmbH, Tuttlingen

WICOM Germany GmbH, Heppenheim

IDEX Health & Science GmbH, Wertheim

WICOM Germany GmbH, Heppenheim
RGT ReicheltChemietechnik GmbH,
Kat. Nr. 50172

BGB Analytik Vertrieb GmbH,
Rheinfelden

Hamilton Messtechnik GmbH, Hochst

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala

IDEX Health & Science LLC, Oak Harbor
IDEX Health & Science LLC, Oak Harbor
CS Chromatographie Service GmbH, Art.
Nr. 424004

Agilent Technologies Deutschland GmbH

Phenomenex®, Inc., Aschaffenburg
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PartikelgréRe: 2,6 um;
PorengroRe: 100 A

- Onyx™ Monolithic C18
Lange:50 mm,ID: 2 mm;
PorengréRe: 130 A

- Aeris Peptide XB-C18;
Lange:250mm,ID: 2,1 mm;
PartikelgroRe: 3,6 um;

- 20nyx™ MonolithicC18 Semi-Prep
Lange:100 mm,ID: 10 mm

HPLC-Vorsaulenbzw. Filter:

- AdvanceBio Peptide Map Fast Guard
2,1 mm x5 mm, Partikelgrof3e: 2,7 pm

- SecurityGuard ULTRA Cartridges and
Holder C18-Peptide for2,1 mm ID

- Hamilton PRP-C18,Lange 50 mm, ID
2,1 mm;PartikelgréRe 5 pm

- Inline-Solvent-Filter A-313
(Edelstahl, 20 um, fur 10-32-Gewinde)

- Javelin Filter fir 2,1 mm ID, Peek

Kapillaren:
- 1532 (PEEK, ID 500 um, OD 1/16")
- U-155 (Edelstahl,ID 125 ym, OD
1/16”)
- U-104 (Edelstahl, ID 500 um, OD
1/16”)
Kapillarschneider
A-327 Standard Polymer Tubing Cutter
(far OD 1 OD 1/16”und OD 1 OD 1/8”)
Kappen
P-754 (ETFE, fur 10-32-Gewinde)
Kuvetten:
UV-Kuvette mikro (70 pL, z = 8,5)
Micro-Centrifugal Filter, 750 pL

Mikrotiterplatten:
- UV-Star® Microplates (96 Well, F-
Boden (Kaminform), uClear)

- Microlon 600 (96 Well, high binding, F-
Boden (Kaminform), glasklar)

NAb™ Protein A Plus Spin Kit, 0,2 mL
PD10 Columns

Phenomenex®, Inc., Aschaffenburg

Phenomenex®, Inc., Aschaffenburg

Phenomenex®, Inc., Aschaffenburg

Agilent Technologies Deutschland GmbH

Phenomenex®, Inc., Aschaffenburg

Hamilton Bonaduz AG, Schweiz

IDEX Health & Science GmbH, Wertheim

Thermo Scientific, Bellefonte, USA
IDEX Health & Science GmbH, Wertheim

IDEX Health & Science GmbH, Wertheim

IDEX Health & Science GmbH, Wertheim

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Thermo Scientific, F25176

Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen

Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen

Thermo Scientific 89948
GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
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pH-Indikator
pH-Fix 0-14
Universal-Indikator pH 1-14, Rolle

Pipettenspitzen, epT.l.P.S. Standard
ReaktionsgefalRe, Safe-Lock Gefal
Schlauche:

- FEP-Schlauch (ID 0,8 mm,OD 1/16”")
- PTFE-Schlauch (0,5;1,6 mm)

- PVC-Schlauch (4,6 mm)

Silikonschlauch (4,6 mm;1 mm)
Spatel:
- Einmal-Rihrspatel (PS)

- Einwegspatel (mikro, antistatisch)

Verbindungsstucke
U-437 (Edelstahl, 10-32-Gewinde, fiir OD
1/16”)

Verschlussfolie Parafilm M

Zentrifugalfilter Centriprep ™ (Cut-off 3 kDa)
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Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Bohlender GmbH, Griinsfeld
Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen

neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs
GmbH, Heidelberg

neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs
GmbH, Heidelberg

VWR International GmbH, Darmstadt
IDEX Health & Science GmbH, Wertheim

Pechiney Plastic Packaging, Chicago,
USA

Millipore UFC500396
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A4 Analytische Instrumente
Auflichtmikroskop

Gerat Stereomikroskop Wild M3C

Firma Leica Microsystems GmbH (Wetzlar)
Kamera ColorView

Firma Olympus

VergrofRerung siehe Datenbalken
Datenbanksystem analySIS docu /Olympus SIS GmbH

Environmental Scanning Electron Microscope (ESEM)

Gerat XL30 ESEM

Firma FEI (Eindhoven)

EDX Detektor Si(Li) - Detektor

Firma EDAX

Detektor (bildgebend) Everhart-Thornley-Detektor
VergrofRerung siehe Datenbalken

Probenbiihne euzentrisch, motorisiert
Probenkammer 284 mm Durchmesser
Vakuumsystem Turbomolekularpumpensystem
Datenbanksystem Scandium 5.1/ Olympus SIS GmbH

Gasadsorption

Gerat ASAP 2020-Physisorption Analyzer
Firma Micromeritics Instrument Corporation (Norcross, USA)
Druckbereich 0-127 kPa
Porenweiten 0,4-500 nm
Porenweiten <2 nm nach DIN 66135 [345]
Porenweiten 2-50 nm nach DIN 66134 [346]
Gase Stickstoff (0,162 nm2 bei 77 K) [252]
Krypton (0,202 nm2 bei 77 K) [252]
Software V3.05 H

Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Gerat Agilent 1200 Series

Firma Agilent Technologies Deutschland GmbH (Bdblingen)

Autosampler Automated Sample Injector ALS G1316A

Thermostat Thermostat FC/ALS Therm G1330B

Saulenofen TCC G1316A

Detektor Diodenarraydetektor (DAD) G1315D
Fluoreszenzdetektor FLD G1321A

Lichtquelle Deuterium-und Wolframlampe 190-950 nm

Durchflusszelle Standard: 10 mm optische Weglange, V=13 pL,
max. 120 bar

Pumpe Quaternar G1311A mitDegasser G1322A

Flussrate 0,1-5 mL min-1
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Software

Chem Station (Steuerung, Auswertung),
Origin®von OriginLab Corporation (Darstellung)

Bio-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Gerat Agilent
Firma
Autosampler
Thermostat
Saulenofen
Detektor
Lichtquelle
Durchflusszelle
Pumpe
Flussrate
Software

1260 Infinity Series, BlOinert,

Agilent Technologies Deutschland GmbH (Bdblingen)
1260 Infinity HiP Bio ALS G5667A

1290 Infinity Autosampler Thermostat G1330B
1290 Infinity TCC G1316C

1260 Infinity Diodenarraydetektor (DAD) G4212B
Deuterium-und Wolframlampe 190-950 nm
Max-Light Cartridge Cell 60 mm BIO G5615-60017
1260 Infinity Agilent Bio Quaternary pump G5611A
0,1-5 mL/min

ChemStation (Steuerung, Auswertung),

Origin®von OriginLab Corporation

(Northampton, USA) (Darstellung)

Hochauflosende Massenspektrometrie (HR-MS)

Gerat
Firma
lonenquelle
Analysator
Spannung
Skimmer
Software

Exactive Benchtop Orbitrap

Thermo Fisher Scientic GmbH (Dreieich)
Elektrosprayionisation (ESI)

Orbitrap

CapillaryVoltage 77 V, Tube Lens Voltage 55V,
Voltage 14 V, Spray Voltage 3,8 kV

Exactive 1.1 SP5 (Steuerung),

Xcalibur 2.2 SP1 (Auswertung)

Quecksilber-Intrusionsporosimetrie

Gerat

Firma
Druckbereich
Hochdruck
Porenweiten
Hochdruck

Kontaktwinkel
Oberflachenspannung

Quecksilberdichte
Software

UV/Vis-Spektroskopie
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Autopore Ill, WIN9400 Series

Micromeritics Instrument Corporation (Norcross, USA)
Niederdruck 0-0,345 MPa

bis 414,000 MPa

Niederdruck 360-3,6 pm

6-0,003 um

4 nm bis ca. 300 um nach DIN 66133 [233]

140,000° nach DIN 66133 [233]

0,48Nm-1 nach DIN 66133 [233]

13,5409 g cm-3 nach Kalibrierung bei 22,2 °C

V2.00 (Steuerung, Auswertung), Origin®von OriginLab
Corporation (Northampton, USA) (Darstellung)

BAM-Dissertationsreihe



Gerat

Firma

Optik

Lichtquelle

Spektrale Bandbreite
Wellenlangenbereich
Detektor

Software
(Darstellung)

Evolution 220 UV-Visible Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)
Zweistrahlphotometer, Czerny-Turner-Monochromator
Xenon BlitzZlampe

Variabel 1 nm, 2nm

190-1100 nm

Zwei Silizium-Photodioden

Insight1.4.40 (Steuerung), Origin® von OriginLab

Mikroplattenleser (Microplate reader)

Gerat
Firma

Lichtquelle
Spektrale
Wellenléangenbereich

Software

SpectraMax Plus384

Molecular Devices (Germany) GmbH (Biberach an der
Riss)

Xenon BlitzZlampe

Bandbreite 2 nm

190-1000 nm

SoftMax® Pro 5.3 (Steuerung, Auswertung), Origin® von
OriginLab Corporation (Northampton, USA)
(Darstellung)
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A5 Gerate
Material, Bezeichnung
Analysenwaage, Mettler AM100
High Precision Pump, Model 480

Magnetriihrer, Kontaktthermometer
MR Hei-Standard, EKT Hei-Con

MALDI-Target
MTP AnchorChip 600/384

Mikrotiterplatten-Schiittler, Titramax 101

Mikrotiterplatten-Waschautomat, ELx405
Select

Mikrowelle Discovery
pH-Elektrode, InLab Micro
pH-Meter, pH 211 Microprocessor

Pipetten
EppendorfResearch (variabel)
EppendorfResearch pro (Mehrkanal)

Pumpe Chemie-HYBRID-Pumpe PC 8/RC 6
(max. 4 x 10" bar)

Rotationsverdampfer, Laborota 4003 control

Spritzenpumpe, LA-30 (max. Fluss 1600 mL
h-1)

Temperaturmessgeréat, testo 925
Temperaturfihler, GTF 101 NiCr-Ni
Thermomixer compact

Trockenschrank, Modell 5002
Ultramikrowaage, UMT2
Vakuumtrockenschrank, Typ VT 6130 M-BL
Variable-Speed Pump Medium

Vortexmischer, Reax top

Zentrifuge, Mikro 220R
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Mettler-Toledo GmbH, GieRen
Gynkotek (spéater Dionex, dann Thermo)

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach

Bruker Corporation, Billerica, USA

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach

BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall

CEM GmbH, Kamp-Lintfort
Mettler-Toledo GmbH, GielRen

HANNA Instruments Deutschland GmbH,
Kehlam Rhein

Eppendorf AG, Hamburg

Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach

neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs
GmbH, Heidelberg

Testo AG, Lenzkirch

Greisinger electronic GmbH, Regenstauf
Eppendorf AG, Hamburg
MemmertGmbH & Co. KG, Schwabach
Mettler-Toledo GmbH, GieRen

Heraeus Holding GmbH, Hanau

control company, Cat No 3386

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen
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A7 Messungen zur Verifizierung des AAAA-Verfahrens

Tabelle Al: Proportionalitatsfaktorenbestimmung der internen Standards zur entsprechenden
Aminosaure, Mittelwert, empirische und relative Standardabweichung.

Tyr-Faktor Phe-Faktor

1 0,865 0,686
2 0,918 0,656
3 0,894 0,672
4 0,892 0,673
5 0,839 0,679
Mittelw ert 0,882 0,673
s 0,027 0,010
Srel [%0] 3,08 1,46

Tabelle A2: Berechnete BSA-Konzentration [g/L] nach der Hydrolyse von 7 BSA-Proben (NIST) mit einer

Konzentration von 67,38 + 1,38 g/L, Mittelwert, Wiederfindung, empirische und relative Stan-
dardabweichung.

Probe BSA Rechnung tber Tyr [g/L] Rechnung tber Phe [g/L]
Nr. 1 71,885 69,234
Nr. 2 67,183 65,929
Nr. 3 65,731 67,041
Nr. 4 62,642 67,972
Nr. 5 67,751 73,332
Nr. 6 71,080 76,138
Nr. 7 68,817 72,882
Mittelw ert [g/L] 67,870 70,361
s [g/L] 3,155 3,790
Srel [%] 4,648 5,387
Wiederfindung [%] 100,7 104,4

Tabelle A3: Berechnete BSA-Konzentration [g/L] nach der Hydrolyse in der Mikrowelle, Mittelwert und
empirische und relative Standardabweichung.

Probe Rechnung uber Tyr [g/L] Rechnung uber Phe [g/L]
Nr. 1 9,40 9,04
Nr. 2 8,98 9,24
Nr. 3 8,89 9,16
Nr. 4 9,17 9,41
Nr. 5 9,11 9,46
Nr. 6 9,03 9,15
Mittelw ert [g/L] 9,09 9,24
s [g/L] 0,18 0,16
Srel [%] 1,97 1,75
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Abbildungsverzeichnis
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2.12

2.13

2.14
2.15
2.16
3.1
3.2

3.3
3.4

Reaktionsschema der Bildung von Meisenheimer-lonen (oben) und Janowsky-
lonen (unten).

Schematische Darstellung eines Antikdrpers (IgG).
Schematische Darstellung eines Hapten-Carrier-lmmunogens.

PETN-Hapten und Analyt (PETN): neues Hapten mit einer Carbonatdiester-
Gruppe, Entwurf basiert auf einem isosterischen Ersatz.

Chemische Struktur von 6-(2,4,6-Trinitrophenyl)hexanséure und von TNT.
ELISA-Schritte: 1. Beschichtung mit a-Kaninchen-lgG und 2. Seruminkubation.
ELISA-Schritte: 3. Analytauftrag und 4. Kompetition durch Zugabe des Tracers.
ELISA-Schritt 5: Farbentwicklung und Stoppen dieser Reaktion mit Schwefelséure.
Farbreaktion von 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin und H-0; in Gegenwart von HRP.
Prinzip der Affinitatsreinigung.

Typisches Chromatogramm einer Affinititschromatographie.

Reaktionsschema Epoxy-Methode.

Reaktionsschema Formyl-Kopplung.

Reaktionsschema Glutaraldehyd erster Schritt.

Reaktionsschema des zweiten Schritts der Glutaraldehyd-Methode, Immobili-
sierung des Proteins via Schiffsche Base und deren Reduktionmittels Natrium-
cyanoborhydrid.

Reaktion von Glutaraldehyd zum cyclischen bzw. polymeren cyclischen Hemiacetal.

Reaktion von Glutaraldehyd zu «a,3-ungesattigten Polymeren und madgliche
Weiterreaktion zum cyclischen Acetal.

Reaktionsschema zur Umwandlung der Amimogruppen in Carboxylgruppen mit
anschlieRender NHS-Aktivierung und Protein-Kopplung.

Reaktionsschema der NHS-Kopplung.

Reaktionsschema der Tresyl-Kopplung.

Silanisierung von Glas mit Glycidoxypropyltrimethoxysilan.
Schematischer Aufbau eines aktivierten Tragermaterials.

Polymerisation und Vernetzung von Pentaerythrityldimethacrylat mit Glycidyimeth-
acrylat und Polyethylenglykol.

Strukturformel von Agarose.

Strukturformel von Cellulose.
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Strukturformel von Formyl-Cellufine™.

Terndres Glassystem Na20-B20s-SiO> mit Entmischungsbereich sowie Lage der
Glaser vom VYCOR- und Pyrex-Typ.

Typische Isotherme einer Porenanalyse mittels Stickstoffadsorption.
Uberblick einiger Proteinbestimmungsmethoden.

Kupferkomplexe mit Biuret und mit Amidbindung in alkalischer Losung.
Bradfordreagenz Coomassie Brilliantblau G 250.

Strukturformel des BCA-Reagenzes und des violetten Cu*-BCA-Komplexes,
Absorption bei 562 nm.

Strukturformel von Merocyanin-Farbstoff.
Praparative HPLC-Reinigung des NHS-PETN-Esters.
Praparative HPLC-Reinigung von PETriN-CHA-POD.

PETN (Zielanalyt), bekanntes Hapten durch traditionelle Succinylierung (oben),
neues Hapten mit einer Carbonatdiester-Gruppe, bioisosterer Ersatz (unten).

Reaktionsgleichung der Nitrierung von Pentaerythrit.
Reaktionsgleichung der Bildung des Carbamats aus dem Alkohol.
Reaktionsgleichung der Bindung des Linkers 1,6-Hexandiol.
Reaktionsgleichung der Oxidation der Hydroxylgruppe zur Carbonséure.

Hochauflésende MS-Messung (negativer Mode, nach HPLC-Trennung) des PETN-
Haptens.

Reaktionsschema: Aktivierung der Carbonsaure zum NHS-Ester.
Hochauflésendes MS-Spektrum des NHS-aktivierten Haptens (negativer Mode).
Ausgangsverbindung und Zwischenprodukte der Synthese des PETN-Haptens.
Reaktionsschema zur Amidbindung zwischen Protein und NHS-Ester.

Elutionsprofile der Gelchromatographie der unterschiedlich dicht gekoppelten
Hapten-BSA-Konjugate.

MALDI-TOF/MS wvon BSA (schwarz) und von den drei l6slichen, unterschiedlich
dicht gekoppelten Hapten-BSA-Konjugaten.

MALDI-TOF/MS von POD und den beiden synthetisierten Tracerkonjugaten.

ELISA-Kurven von den Verdinnungen auf einer MTP zur Bestimmung der
Bindungskonstante vom PETN-Hyperserum 5.

Sigmoidale Kalibrierungskurven der PETN-ELISAs von den PETN-Hyperseren 1-4.

PETN-Kalibrierungskurven mit Fehlerbalken (Dreifachmessung) und zusétzlicher
Néaherungskurve (blau) fur einen 2,5%-ige Fehler der Extinktion.
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6.17

6.18

7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

7.7

7.8
7.9

7.10

7.11
7.12
7.13

7.14
7.15
7.16
8.1

8.2

PETN-Kalibrierungskurven mit Fehlerbalken (Dreifachmessung) und zusatzlicher
Naherungskurve (blau) fir einen 2,5%-ige Fehler der Extinktion.

PETN-Kalibrierungskurven. Die Fehlerbalken entsprechen einer Standardab-
weichung von drei Wiederholungen pro Konzentration.

TNT-Durchbruchskurve des unfunktionalisierten Tragermaterials Fractogel® EMD-
Epoxy (Saulenvolumen 64,8 pL) zur Bestimmung der unspezifischen TNT-Bindung.

TNT-Durchbruchskurven des unfunktionalisierten Trégermaterials zur Bestimmung
der unspezfischen TNT-Kapazitat von Fractogel® EMD-Epoxy (S&ulenvolumen
16,2 L) bei Verwendung von unterschiedlichen MeOH-Zusatzen.

TNT-Durchbruchskurven des unfunktionalisierten Tragermaterials zur Bestimmung
der unspezfischen TNT-Bindung von Fractogel® EMD-Epoxy (S&ulenvolumen
16,2 pL) bei Zusatz von 10% MeOH und unterschiedlichem Gehalt an Tween® 20.

TNT-Durchbruchskurven der deaktivierten, synthetischen Tragermaterialien zur
Bestimmung der unspezifischen Bindung (Auswertung mittels ELISA).

TNT-Durchbruchskurve von deaktivierter NHS-Sepharose™, deaktivierten
Cellufine™-Formyl und von Amino-Trisopor™ 1500.

REM-Aufnahmen von Amino-Trisopor™ 3000 (links) und Amino-Trisopor™ 1500
(rechts).

REM-Aufnahmen von Amino-Trisopor™ 3000 (links) und Amino-Trisopor™ 1500
(rechts.).

REM-Aufnahme mit teilweise verschlossenen Poren von Amino-Trisopor™ 1500.

PorengroéRenbestimmung von Amino-Trisopor™ 1500 mittels Stickstoffadsorption
(3h bei 110°C im Vakuum).

PorengroéfRenbestimmung von Amino-Trisopor™ 3000 mittels Stickstoffadsorption
(Bh bei 110°Cim Vakuum).

Porenbestimmung mittels Hg-Porosimetrie von Amino-Trisopor™ 1500.
Porenbestimmung mittels Hg-Porosimetrie von Amino-Trisopor™ 3000.

Reaktionschema der Aktivierung eines Amino-Tragermaterials miteinem Bis-NHS-
Ester.

Proteinkopplung an dem NHS-aktivierten Tragermaterial.
Hydrolyse des NHS-aktivierten Tragermaterials.
Kalibriergerade von N-Hydroxysuccinimid.

BCA-Test: Extinktionen nach unterschiedlich langen Entwicklungszeiten von BSA-
Proben mit unterschiedlichen Konzentrationen (links), Ausschnittsvergréf3erung
(rechts).

Zeitliche Entwicklung des BCA-Tests der BSA-Proben mit den Konzentrationen
0,250 g/L und 0,5 g/L, angené&hert mit der Funktion "Exponential associate".

203



8.3

8.4
8.5
8.6
8.7
8.8

8.9

8.10
8.11
8.12
8.13

8.14

8.15

8.16

8.17

8.18

8.19

8.20

8.21

8.22

8.23

204

pH-Abhangigkeit der Immobilisierung mit Bis-NHS-Ester, Bestimmung mittels
BCA-Test.

Reaktionsschema zur Dabsyi-Kopplung an Proteine.
MALDI-TOF/MS-Spektren von Dabsyl-BSAund BSA.
MALDI-TOF/MS-Spektren von weitgehend nativem, Dabsyl-BSA und von BSA.
Reaktionschema zur Silanisierung.

Reaktionsschema zur Umwandlung der Amimogruppen in Carboxylgruppen mit
anschlieBender NHS-Aktivierung und Protein-Kopplung.

Verschiedene mitDabsyl-BSAgekoppelte Trisopor™-Proben.

Verschiedene mit Dabsyl-BSA gekoppelte Trisopor™-Proben, im saurem Milieu.
Funktionsweise der Mikrowelle-Discovery der Firma CEM.

Aufbau der Reaktionskammer der Firma CEM fiir die Hydrolyse in der Mikrowelle.

Wasser (oben) und Dabsyl-BSA (unten) nach Erhitzung in 300 pL-Gasphasen-
hydrolyse-Reaktionsgefalien.

Reaktionsgefale fir die Mikrowelle mitunterschiedlichen Volumina: 300 uL, 1,5 mL
und 10 mL (links), Mikrowelleneinsatz der Firma CEM fur 1,5 mL-HPLC-Glaschen
(rechts).

Dabsyl-BSA-L6sung nach Erhitzung in HPLC-Glaschen im Standardeinsatz.

Modifizierte HPLC-Glaschen-Halter fir die Hydrolyse-Reaktionskammer der Mikro-
welle.

Mit Dabsyl-lgG (oben) bzw. Dabsyl-BSA (unten) gekoppelte Tragermaterialien,
pH 7.6.

Mit Dabsyl-1gG (oben) bzw. Dabsyl-BSA (unten) gekoppelte Tragermaterialien nach
Zugabe von 6 M HCI.

Teilhydrolyse der zuvor mit Dabsyl-BSAimmobilisierten Tragermaterialien.

Die aromatischen Aminosauren L-Phenylalanin (Phe, F), L-Tyrosin (Tyr, Y) und ihre
entsprechenden internen Standards, L-Homophenylalanin (HPhe) und I-Homo-

tyrosin (HTyr).
Chromatogramme der Hydrolyse-Blindproben mit und ohne Zusatz von Phenol,
Hydrolysedauer 20 bzw. 25 min.

Chromatogramme von einer Blindprobe nach20 minHydrolyse mitPhenol und einer
Aminosauremischung (NIST 2389a) in 0,1 M HCI unter Zusatz von 1,25 mM
Tryptophan, 2,5 mM Glutamin und 2,5 mMAsparagin, sowie des internen Standards
HTyr und HPhe und des Additivs Phenol.

L-Phenylalanin (Phe, F) und L-Tyrosin (Tyr, Y) und ihre jeweiligen intemen
Standards, 4-Fluor-DL-phenylalanin (FPhe) und L-Homotyrosin (HTyr).
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Chromatogramm nach der Hydrolyse des Aminosaurestandards und der internen
Standards mit und ohne Zusatz von Phenol bei der Hydrolyse (hold-time 20 min).

Chromatogramm nach der Hydrolyse der Aminosauren und der internen Standards
mitund ohne Zusatz von Phenol bei der Hydrolyse (hold-time 25 min).

Chromatogramme von einer Aminosauremischung (NIST 2389a)in 0,1 M HClunter
Zusatzvon 1,25 mM Tryptophan, 2,5 mM Glutamin und 2,5 mMAsparagin und einer
Blindprobe.

Chromatogramm einer Aminoséaurestandardldsung (NIST 2389a) in 0,1 M HCI mit
den zugesetzten internen Standards Homotyrosin (HTyr) und 4-Fluorphenylalanin
(FPhe) sowie einer Blindprobe (blau).

Kalibriergerade von Phe und Tyr bei 215 nm in einer doppellogarithmischen
Darstellung. Die Ergebnisse wurden auf den entsprechenden internen Standard
normiert.

Chromatogramm von hydrolysiertem Serumalbumin (NIST SRM927e).

Der gemessene Peak von FPhe von hydrolysiertem Serumalbumin (NIST 927¢)
und der angepasste Peak mitdem Asym2Sig Modell.

Phe-Peaks der Chromatogramme von hydrolysierten Serumalbumin (NIST SRM
927e, zertifiziertes Referenzmaterial) zur Bestimmung der Nachweisgrenze.

Chromatogramm von hydrolysierten Hepcidin-25 plus internen Standard sowie
einer Blindprobe (blau).

Chromatogramme von hydrolysiertem Mausserum (links) und von hydrolysiertem
Serum menschlichen Ursprungs (rechts) sowie jeweils einer Blindprobe (blau).

Chromatogramm einer Probe von hydrolysiertem Rinder-lgG (links) und von
hydrolysierter Magermilch sowie jeweils einer Blindprobe (blau).

Tyr-Peaks nach Hydrolyse von mit BSA-gekoppelten Tragermaterialien und die
daraus berechneten Immobilisierungsdichten.

TNT-ELISA mitden Seren bzw. den korrespondierenden IgG-Fraktionen.

Reaktionsgleichung der Kopplungsreaktion von 6-(2,4,6-Trinitrophenyl)hexanséure
(TN6PHA) an Trisopor™.,

NHS-Aktivierung von 4-(4-Nitrophenyl)buttersdure unter Verwendung des Aktivie-
rungsreagenzes DCC. Bei der Reaktion entsteht als Nebenprodukt Dicyclo-
hexylharnstoff, welches als Niederschlag ausfallt.

Schematische Darstellung der Oberflaichenmodifizierung der NHS-aktivierten
HiTrap™-Saule.

Elutionsprofil der Affinitatssaule mit4-Nitrophenylgruppe als Ligand. Der Nachweis
der eluierten anti-TNT-Antikbrper des aufgetragenen K2B12-Serums erfolgte
mittels TNT-ELISA
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Uberpriifung der TNT-Selektivitat der 4-Nitrophenyl-Affinitatsaule durch Verwen-
dung von PETN-Hyperimmunserums 3 (Negativserum). Der fraktionierte Durch-
fluss wurde mittels PETN-ELISA ausgewertet.

TNT-ELISA der Elutionsproben der 4-Nitrophenyl-Affinitatsséule bei pH 2,4 und
pH 12 sowie unbehandeltes Serum zum Vergleich.

pH-Stabilitat der Antikdrper des Serums K2B12 in Abh&ngigkeit von der Zeit.

Kreuzreaktivitaten der Antikdrper des K1B9-Serums zu 2-Nitrophenylessigsaure, 3-
Nitrophenylessigsaure, 4-Nitrophenylessigsaure und 2,4-Dinitrophenylessig-saure.

Kreuzreaktivitdt der Antikdrper des K2B12-Serums zu der Substanzen 2-Nitro-
phenylessigsaure, 4-Nitrophenylessigséure, 4-(4-Nitrophenyl)buttersdure und 2,4-
Dinitrophenyl-essigséaure.

Schematische Darstellung der Oberflachenmodifizierung der NHS-aktivierten
HiTrap™-Saule.

TNT-ELISA der Elutionsproben der Dinitrophenyl-Affinitatssaule bei pH 2,4 und pH
12 sowie unbehandeltes Serum zum Vergleich.

Schematische Darstellung der Oberflachenmodifizierung des Trisopor™ -Materials.
Die Diolgruppen werden oxidativdurch Natriumperiodat zu Aldehyden gespalten

Die Aldehydgruppen reagieren mitden Aminogruppen der PEG-Molekiile zu einer
Schiffschen Base. Es wurde H2N-PEG-NH2 und H2N-PEG-OH im Verhéltnis 1:50
eingesetzt. Das Reduktionsmittel Natriumcyanoborhydrid vermittelt die Ausbildung
einer stabilen sekundaren Aminbindung. An die funktionale Gruppe, die Amino-
gruppe-(PEG-NH2), wird der N-(2,4-Dinitrophenyl)-6-aminocapronsaure-NHS-Ester
gekoppelt, sodass eine 2,4-Dinitrophenylgruppe als Ligand zur Verfiigung steht.

HPLC-Chromatogramm der Affinitdtsaufreinigung von anti-TNT-Antikdrpern unter
Verwendung einer Trisopor™-Saule mit 2,4-Dinitrophenyl-Liganden und PEG-
3000 zur Unterbindung unspezifischer Bindungen, Detektion bei 280.

ELISA-Kurven des Durchlaufs (Verdinnung: 1:1500) sowie der Elution
(Verdiinnung: 1:150000) der Trisopor™-Saule mit 2,4-Dinitrophenyl-Liganden und
PEG-3000.

ELISA-Kurven der anti-TNT-Antikdrper nach der antigen-spezfischen Reinigung
der TNT-Seren.

Schematische Darstellung der spezfischen anti-TNT-IgG-Aufreinigung mittels
Haptenséaule und anschlieBende Verwendung zur TNT-Anreicherung mittels einer
aus den anti-TNT-IgG-Fraktionen hergestellten TNT-Affinitdtssaule.

HPLC-Chromatogramme der TNT-Affinitatssdulen (Saulenvolumen 64 pL) auf
Basis von Sepharose™, Cellufine™ bzw. porésen Glas, Elution erfolgte mit
0,01 MPhosphorséaure, pH 2,26.
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TNT-ELISA-Auswertung der im HPLC-Experiment (Abb. 10.1) gesammelten
Fraktionen, Abschatzung der eluierten TNT-Menge der Affinitatssaule, basierend
auf porésem Glas.

Ventilschaltungen fiir die Elutionsmethode der Affinitatssaule mit Elution auf die
analytische C18-Saule.

Chromatogramme der analytischen S&aule nach der sauren und der thermischen
Elution einer TNT-Affinitatssaule (Tragermaterial: Cellufine™).

TNT-Peaks der Chromatogramme der analytischen Sdule nach saurer und
anschlieRender thermischen Elution der Affinititssaulen, basiert auf den Trager-
materialien Cellufine™ und Trisopor™.

Thermische Elution einer TNT-Affinitatssaule (C-135 mit 64,8 pL), TNT-Menge
wurde mittels ELISAnachgewiesen.

TNT-Peaks aus dem HPLC-Chromatogramm der C18-Saule, nach thermischer
Elution der TNT-Affinitatssaulen (poréses Glas), welche mit unters chiedlichen
Konzentrationen von K1B9-lgG (Protein A gereinigt) hergestellt wurden.

K1B9-lgG-Menge, die zur Immobilisierung an 40 mg Trisopor™ 1500 verwendet
wurde, versus TNT-Elution der entsprechenden TNT-Affinitatssaule (16,2 pL).

Aufbau der HPLC-Anlage fiir die Online-Methode (Tab. 5.1) mittels Denaturierung
durch 100% Lésungsmittel (Methanol).

Erster Schritt der Online-Methode (Elution mittels Denaturierung durch
Losungsmittel): TNT-Beladung und Waschen (PBS) der Saule Uber eine externe
Pumpe.

Zweiter Schritt der Online-Methode: Denaturierung der Antikbrper mit 100% MeOH
(30 pL/min) und zuséatzlicher Zustrom an Reinstwasser (570 pL/min) um TNT auf
der analytischen Séaule zu halten.

Dritter und letzter Schritt der Online-Methode (Elution mittels Denaturierung durch
Ldsungs-mittel): TNT-Detektion mit Hilfe eines ACN-Gradienten.

Chromatogramme der analytischen S&ule nach einer irreversiblen Elution
(Denaturierung mittels 100% MeOH) einer TNT-Affinititsséule (via Bis-NHS-
Methode) und einer Vergleichssaule, an die BSA ebenfalls via Bis-NHS-Ester-
Methode immobilisiert wurde.

Konstruktionsplan des Saulenofens zur thermischen Elution der TNT-Affinitéats-
saule.

Chromatogramm der analytischen Saule nach der thermische Elution (Saulenofen
wurde 5 min erhitzt).

Chromatogramm der analytischen S&aule nach einer thermischen Elution (S&ulen-
ofen wurde 18 min erhitzt).

Aufbau der HPLC-Anlage fur die Online-Methode mittels thermischer Elution.
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Erster Schritt der thermischen Online-Methode: Beladen und Waschen der
Affinitatssaule, (Ventilstellung 1—2).

Zweiter Schritt der thermischen Online-Methode: HeilRes Wasser (>80°C) wird 20
min lang durch den Mantel gepumpt, um die Antikérper auf der Affinitatssaule zu
denaturieren (der Fluss der HPLC-Pumpe wird gestoppt).

Dritter Schritt der thermischen Online-Methode: Nach der Denaturierung der
Antikérper wird die Probenlésung von der Affinitdtss&ule mit Reinstwasser (2 min,
Fluss 0,2 mL/min) aufdie monolithische C18-Saule Uberfuhrt (Ventilstellung 1—6).

Vierter Schritt der thermischen Online-Methode: Durch Umstellen des Ventils
(1—2) erfolgtim letzten Schritt die TNT-Detektion mit Hilfe eines ACN-Gradienten.

Durchbruchskurve einer TNT-Affinitatss&aule (16,2pL) mitporésem Glas als Trager-
material, Detektion mittels ELISA.

Gesamtchromatogramm und Ausschnitt (3-5,5 min) der analytischen Saule nach
einer thermischen Elution einer TNT-Affinitatssé&ule.

Chromatogramme der analytischen Saule nach thermischer Elution der TNT-
Affinitatssaule und der BSA-Saule.

Chromatogramm der analytischen Saule nach der thermischen Elution einer
gesattigten TNT- Affinitatsséule (Saulenvolumen 64,8 L, Immobilisierung via Bis-
NHS-Methode) unter Verwendung der in Tabelle 5.3 aufgefiihrten Methode.

TNT-Peaks (links: 230 nm, rechts: 260 nm) der Chromatogramme der analytischen
Saule nach der thermische Elution der TNT-Affinitditssdaule sowie von TNT-
Vergleichsproben.

Auftragung der eluierten TNT-Menge versus Peakflache der TNT-Peaks.

Anti-TNT-IgG-Elutionsprofile der Seren K1B9 und K2B12 (jeweils 2 Elutionen) bei
Verwendung der groRen Dinitrophenyl-Affinititssaule (Kap. 9).

TNT-Peaks der Chromatogramme der analytischen Séule nach den thermischen
Elutionen der TNT-Affinitaitssdulen, hergestellt aus anti-TNT-IgGkise- und anti-
TNT-IgGkzs12 (Uberladen bzw. teilbeladen).

Ausschnitte der Chromatogramme der Hydrolysate von Trisopor™ 1500, immobi-
lisiert mit anti-TNT-Antikdrpern mittels Glutaraldehyd- bzw. Bis-NHS-Ester-Ver-
fahren.

Chromatogramme der Hydrolysate der Trisopor™ -Affinitditsmaterialien von K1B9
und K2B12, bei Verwendung der anti-TNT-IgG-Fraktion (haptengereinigt), welche
aus gleichen Serumsvolumina hergestellt wurden.

Tyr-Peaks (links) und Phe-Peaks (rechts) der Chromatogramme der Hydrolysate
von drei verschiedenen Trisopor™-Affinitdtsmaterialien.
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6.2
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6.6

6.7

6.8

7.1
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Kenndaten und Eigenschaften von TNT und PETN.

Ubersicht verschiedener monoklonaler anti-TNT-Antikérper mit deren Testmittel-
punkten (ICso) und Nachweisgrenzen (LOD) der kompetitiven Assays.

Ubersicht verschiedener polyklonaler anti-TNT-Antikérper mit deren Testmittel-
punkten (ICso) und Nachweisgrenzen (LOD) der kompetitiven Assays.

Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der kolorimetrischen Proteinbestimmungs-
methoden sowie deren Optimierungsmadglichkeiten.

Methoden zur konventionellen, sauren Hydrolyse.

Optimierte Bestimmungen hydrolyseanfélliger Aminoséuren bei der sauren Hydro-
lyse.

Nebenreaktionen der verschiedenen Aminosauren beider Hydrolyse.

Vollstandige Methode der TNT-Elution (Denaturierung durch 100% Ldsungsmittel).
TNT-Elution nach thermischer Denaturierung.

Endgultige Methode der TNT-Elution (thermische Denaturierung).

Volumen der fur die Synthese eingesetzten Haptenlésung, Kopplungsdichte des
Hapten-BSA-Konjugats sowie die Gesamtkonzentration des erhaltenen Produkts.

Immunisierungsprotokoll und Entwicklung der Antikdrperaffinitdtund der Seren-titer.

Signalintensitat und deren Standardabweichung (n=4) der ELISA-Signale nach 60
mindtiger Inkubation in Lésungen unterschiedlicher pH-Werte, Normierung der
Intensitat auf pH 7,6.

Signalintensitat des ELISA-Signals nach Saureeinwirkung (5, 15 und 60 min).

Signalintensitat und deren Standardabweichung (n=4) der ELISA-Signale nach 60-
mindtiger Inkubation in ACN-haltigen Losungen, Normierung der Intensitat auf 0%
ACN.

Signalintensitat und deren Standardabweichung (n=4) der ELISA-Signale nach 60
minutiger Inkubation in MeOH-haltigen Lésungen, Normierung der Intensitat auf
0% MeOH.

Signalintensitéatder ELISA-Signale und deren Standardabweichung (n=4) nach 60-
minutiger Inkubation in unterschiedlich konzentrierten NaCl-Lésungen, Normierung
der Intensitat auf 8,5 g/L NaCl.

Kreuzreaktionen der polyklonalen anti-PETN-Antikbrper gegen haufig verwendete
Sprengstoffe und strukturell verwandte Verbindungen.

TNT-Bindungskapazitaten von Fractogel® EMD Epoxy.

Unspezifische TNT-Bindungskapazitaten von Fractogel® EMD-Epoxy (Volumen
16,2 pL).
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TNT-Bindungskapazitdten der untersuchten Tragermaterialien.

Unspezfische TNT-Bindungskapazitaten der naturstoffbasierten Tragermaterialien
Toyopearl® AF Tresyl, Cellufine™-Formyl und von Amino-Trisopor™ 1500 an einer
64,8 uL- Saule bzw. bezogen auf 1 mL deaktivierten Saulenmaterial.

KenngréRen von Amino-Trisopor™ 1500 und Amino-Trisopor™ 3000.
Herstellerangaben und gemessene Daten von Amino-Trisopor™ 1500 und 3000.
Hydrolysiertes NHS-aktiviertes Trisopor™, gewaschen mit LM (Dioxan und ACN).
Hydrolysiertes NHS-aktiviertes Trisopor™, gewaschen mit PBS-Puffer, pH 6.

Theoretisch berechnete maximale IgG-Belegung (Monolayer) der pordsen Glaser
unter der Annahme, dass ein IgG-Molekiil einen Platzbedarf von 1,32-10716 m?
bendtigt.

Ligandendichte der pordsen Glaser sowie den prozentualen Anteil, der zur
Kopplung verwendet werden musste, um einen IgG-Monolayer zu erhalten, unter
der Annahme, dass ein IgG-Molekil einen Platzbedarf von 1,32-10- m2ben6tigt.

Kopplungsdichte der Dabsyl-BSA-Konjugate sowie die Konzentration der
Losungen.

Ergebnisse aus der Teilhydrolyse der mitDabsyl-BSAgekoppelten pordsen Glaser,
Auflistung in abnehmender Kopplungsrate, Proben siehe Abbildung 8.9.

Reprasentative Kopplungsdichte aktivierter und reaktiver Toyopearl®-Trager-
materialien.

KenngréRen und Immobilisierungsmethoden der untersuchten Tragermaterialien.

Bestimmung der Dabsyl-BSAKopplungsdichte mittels Differenzmethode fir die mit
Dabsyl-BSA gekoppelten Tragermaterialien.

Bestimmung der Dabsyl-IgG Kopplungsdichte mittels Differenzmethode fiir die mit
Dabsyl-lgG gekoppelten Tragermaterialien.

Dabsyl-BSA-Kopplungsdichte, berechnet Uber Teilhydrolyse und Differenzmetho-
de.

Gemessene BSA-Konzentration der BSA-NIST-L6sung, deren empirische Stan-
dardabweichung s (n=7), relative Standardabweichung s und Wiederfindung,
getrennte Berechnungen basierend auf den Bestimmungen von Tyr und Phe

Kreuzreaktivitaten [%] der anti-TNT-Antikbrper des Seren zu 2-Nitrophenylessig-
saure, 3-Nitrophenylessigsaure, 4-Nitrophenylessigsaure, 4-(4-Nitrophenyl)butter-
saure und 2,4 Dinitrophenylessigsaure.

Bestimmung der Proteingehalte [ug] von 20 pyL unbehandelten K2B12-Serums
sowie von den Durchlauf-und Elutionsfraktionen (des HPLC-Laufs mit 20 pL
K2B12-Auftragung).
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Bestimmung der IgG-Konzentrationen der Gesamt-lgG-Fraktionen (durch Protein A
und der spezifischen anti-TNT-IgG-Fraktionen von K1B9 und K2B12.

Theoretisch berechnete maximale IgG- und TNT-Kapazitaten von Trisopor™ 1500.

TNT-Quantifizierung mittels der Chromatogramme der analytischen Saule nach
saurer bzw. thermischer Elution der Affinitatssaulen (16,2 pL).

TNT-Kapaztaten der Affinitatsséulen (Volumen: 16,2 pL), an denen unterschied-
liche IgG-Mengen immobilisiert wurden.

Elutionsvolumen und anti-TNT-IgG-Menge der Haptenreinigung von K1B9 und
K2B12.

Anti-TNT-IgG-Menge derHaptenreinigung von K1B9 und K2B12 und Kennwerte der
daraus hergestellten TNT-Affinitatssaulen.

Repréasentative Kapazitaten von Affinitdtsmaterialien fur kleine Molekdle.
Reprasentative Kapaztéaten von Protein-A-Affinitatsmaterialien.

Ligandendichte (spezfisches anti-TNT-IgG) von verschiedenen TNT-Affinitéats-
séaulen, Berechnung tGiber TNT-Elution bzw. iber AAAA des Affinitatsmaterials.

Proportionalitatsfaktorenbestimmung der internen Standards zur entsprechenden
Aminosaure.

Berechnete BSA-Konzentration [g/L] nach der Hydrolyse von sieben BSA-Nist-
Proben.

Berechnete BSA-Konzentration [g/L] nach der Hydrolyse in der Mikrowelle.
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