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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Biosensor fiir
den Nachweis von Antikérpern gegen Gliadin entwi-
ckelt. Gliadine sind Bestandteile der Getreideglutene
und verantwortlich fiir die Manifestation der Zoliakie
(Gluten-Unvertraglichkeit). Der Biosensor basiert auf
der Immobilisierung von Gliadin auf Goldelektroden,
die zuvor mit Polystyrensulfonsaure beschichtet wor-
den waren. Die erfolgreiche Immobilisierung wurde
mit Hilfe der Quarzmikrowaage dokumentiert. Die
Antigen-Antikorper-Bindung konnte durch die Inkuba-
tion mit einem Peroxidase-markierten Zweitantikorper
und der enzymatischen Oxidation von 3-Amino-9-
Ethylcarbazol (AEC) verstarkt werden. Die Zunahme
in der Elektrodenisolierung durch die Bindungs- und
Ablagerungsreaktion konnte durch elektrochemische
Impedanzspektroskopie (EIS) in Anwesenheit des Hexa-
cyanoferrat-Redoxsystems gemessen werden. Die Spek-
tren wurden mit Hilfe eines Randles-Ersatzschaltbildes
ausgewertet. Hierbei konnte eine Zunahme im Ladungs-
transferwiderstand festgestellt werden, die proportional
zur Antigliadin-Antikdrperkonzentration, im Bereich
von 10® M bis 10 M, war. Mit Hilfe dieses Sensors
wurden schliefdlich humane Seren hinsichtlich ihrer
Konzentration an Gliadinantikorpern, sowohl fiir Im-
munglobuline vom Typ IgG als auch IgA, untersucht.

1 Einfuhrung

Die Autoimmunerkrankung Zoliakie wird durch den
Verzehr von Gluten ausgelost. Gluten ist wichtiger Be-
standteil von Getreide, wie Weizen, Gerste und Roggen,
und ermoglicht erst die Verwendung dieser Getreidesor-
ten zum Brotbacken. Bei Personen, die an einer Zoliakie
leiden, fiihrt der Verzehr von glutenhaltigen Nahrungs-
mitteln zu einer allergischen Reaktion im Diinndarm.
Fiir die Auslosung dieser Reaktion sind hauptsachlich
Gliadine verantwortlich. Gliadine sind schwerldsliche
Proteine, mit Molekulargewichten zwischen 30 kDa
und 70 kDa [1]. Es kommt zu einer Immunreaktion,
in deren Verlauf Antikorper gegen Gliadine, aber auch
gegen korpereigene Proteine wie Gewebstransglutami-
nase gebildet werden. Die Bildung dieser beiden Anti-
korper fiihrt schlielich zu einer schweren Schadigung
des Diinndarms, welche die Nahrungsverwertung im
Verdauungstrakt erheblich beeintrachtigt.
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Abstract

In this study an immunosensor was developed for the
analysis of anti-gliadin antibodies. These antibod-
ies can serve as an early diagnostic marker for celiac
disease. The sensor is based on polystyrenesulfonic
acid modified gold electrodes on which gliadin was
immobilized. The anti-gliadin antibody recognition
was amplified by a second binding step with a peroxi-
dase-labeled antibody and subsequent peroxidase-ca-
talyzed oxidation of 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC)
resulting in a precipitate formation on the electrode.
The change of the electrode surface properties was
followed by impedance spectroscopy in the presence
of ferri-/ferrocyanide. By evaluating the impedance
spectra the charge transfer resistance was found to be
a suitable sensor parameter. A calibration curve for the
detection of anti-gliadin antibodies was established
for antibody concentrations between 10® M and 10°°
M and the sensor was also applied for the analysis of
serum samples.

Die hohe Spezifitat der Antikdrper-Antigen Interaktion
bildet auch die Basis fiir einen frithen Nachweis dieser
Krankheit. Diagnostische Tests untersuchen hierbei das
Serum des Patienten auf die Anwesenheit von Autoanti-
korpern gegen Gliadin und Gewebstransglutaminase.
Fiir eine ganze Reihe von klinischen und nichtkli-
nischen Anwendungen steht die Entwicklung solcher
immunologischer Testverfahren im Fokus der aktuellen
Forschung [2-5]. Immunsensoren werden bereits in der
klinischen Diagnostik [6], dem Umweltmonitoring [7-8]
und der Lebensmittelanalytik [9] eingesetzt. Fiir die Ent-
wicklung von tragbaren diagnostischen Analysegeriten,
die vor Ort eingesetzt werden konnen, bietet hierbei die
elektrochemische Auslese der Testverfahren eine vielver-
sprechende Alternative zu herkdmmlichen optischen
Techniken [10-12]. Hierbei werden die Targetmolekiile
(Antigene oder Antikorper) auf Elektrodenoberflichen
immobilisiert [13]. Dies kann durch einfache Absorp-
tion [14], durch Kniipfung von kovalenten Bindungen

TFH Wildau, Wissenschaftliche Beitrage 2007



[15] oder durch Einschluss in Polymere [16] geschehen.
Wie in herkdmmlichen Immunoassays, so wird auch
hier das durch den Analyten ausgeldste Signal durch
einen zweiten Enzym-markierten Antikorper verstarkt.
Die Quantifizierung des Produkts der enzymatischen
Reaktion kann schlie3lich durch amperometrische oder
potentiometrische Messungen erfolgen [17-18].

Unter den vielféltigen zur Verfiigung stehenden elek-
trochemischen Messtechniken ist die elektrochemische
Impedanzspektroskopie (EIS) eine effektive Methode,
um Volumen- wie auch Grenzflicheneigenschaften zu
analysieren. Insbesondere konnen damit Veranderungen
an Elektrodenoberflachen detektiert werden. Hierdurch
kann auch ein besseres Verstandnis der physikalisch-
chemischen Prozesse, welche an Verdanderungen von
Oberflachenbeschichtungen beteiligt sind, erlangt wer-
den. Die Impedanzspektroskopie ist eine sehr sensitive
Methode, bei der man den komplexen Wechselstromwi-
derstand eines Systems bestimmt, indem man den Wech-
selstrom in Abhdngigkeit einer Wechselspannung bei
unterschiedlichen Frequenzen misst [19]. Die EIS findet
beispielsweise Anwendung in der Charakterisierung von
Membranen auf Sensoroberflachen [20], dem Nachweis
von Antigen-Antikorper-Interaktionen [21-22] und der
Detektion von Nukleinsdure-Hybridisierungen [23].

Fir die Immobilisierung des Targetmolekiils, sei es
nun der Antikorper oder das Antigen, gibt es verschie-
dene Moglichkeiten. Ein Beispiel ist die Verwendung
von selbstorganisierenden Thiolmonoschichten (SAMs)
[24-25]. Im Fall von langkettigen Thiolen kann hier die
Antikérper-Antigen Bindung durch die Anderung in der
elektrischen Kapazitat nachgewiesen werden [25-26]. Im
Gegensatz dazu erlaubt die Immobilisierung auf kurz-
kettigen SAMs, wie Cystamin oder Mercaptopropion-
sdure [27-28], einen Nachweis der Bindung durch Wider-
standsmessungen. Ein neuer Ansatz fiir die Immobilisie-
rung von Molekiilen nutzt den Ladungsiiberschuss von
Polyelektrolyten. Hierbei werden die Elektrodenober-
flichen mit Hilfe eines Polyelektrolytfilms modifiziert,
so dass Biomolekiile durch elektrostatische Bindung an
geladene funktionelle Gruppen des Polyelektrolyten
an die Elektrodenoberfliche gebunden werden [29-31].
Neben den elektrostatischen Wechselwirkungen tragen
hier vermutlich auch Wasserstoffbriickenbindungen
und insbesondere hydrophobe Wechselwirkungen zu
Interaktionen bei [32-33].

In dieser Arbeit sollte zundchst die Bindungskapazi-
tat verschiedener Oberflichenmodifizierungen fiir Glia-
din durch QCM-Analysen untersucht werden. Basierend
auf einer geeigneten Elektrodenmodifizierung, wurde
dann ein Biosensor fiir die Detektion und Quantifizie-
rung von Antigliadin-Autoantikorpern entwickelt. Die
Auslese des Sensorsignals erfolgte durch elektrochemi-
sche Impedanzspektroskopie.
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2 Experimenteller Teil

2.1 Materialien

Weizengliadin, Antigliadin-Antikorper aus Kaninchen,
Peroxidase-konjugierte Anti-Kaninchen-Antikorper,
3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC), Chromogen Kit, Poly-
anilinsulfonsdure, Polystyrensulfonsdure, 3-Mercaptop-
ropionsdure, Propanthiol, Ethanthiol, 2-Mercaptoetha-
nol, N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-Ethyl-Carbodiimid
(EDC), N-Hydroxysuccinimid (NHS), Rinderserumal-
bumin (BSA), Borsdure, Trichloressigsdure, Dinatrium-
hydrogenphosphat und Natriumdihydrogenphosphat
wurden von Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.
Peroxidase-konjugierte Antikorper gegen humane
Immunglobuline vom Typ IgG und IgA wurden von
Seramun Diagnostica GmbH (Wolzig) zur Verfiigung
gestellt. 2-Morpholinoethansulfonsaure (MES) und
4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazin-1-Ethansulfonsdure
(HEPES) wurden bei AppliChem (Darmstadt); Eisessig,
Ethanol, Kaliumhydroxid und Tween20 wurden von
Roth (Karlsruhe) bezogen. Quarzkristalle (7.995 MHz)
mit einer aktiven Flichen von 0.205cm? stammen von
der Firma ICM in Oklahoma City (USA). Golddrahtelek-
troden kamen von Goodfellow (Bad Nauheim).

2.2 Puffer und Losungen

Boratpuffer wurde durch Einstellung des pH-Wertes einer
Borsdurelosung mit Hilfe von KOH hergestellt. Die Ein-
stellung des pH-Wertes der Phosphatpuffer erfolgte durch
Mischen von dquimolaren Losungen aus Hydrogenphos-
phat und Dihydrogenphosphat bis der gewiinschte pH-
Wert erreicht war. Puffer 1:50 mM Borat, pH 5.5 wurde
fiir die Praparation des Gliadins genutzt. Puffer 2:5 mM
Phosphat, pH 7.0 wurde fiir die QCM-Analysen und die
Aufnahme von Impedanzspektren gebraucht. Puffer 3:
10 mM Phosphat, 137 mM Natriumchlorid, 0,05% (v/v)
Tween20, pH 7.0 fand Verwendung in den verschiedenen
Inkubationsschritten des Imnmunoassays. Fir die Prapa-
ration des Gliadins kamen zwei verschiedene Methoden
zur Anwendung: Methode A: 50 mg Gliadin wurde in
einer Losung bestehend aus 500 pl Essigsaure und 500 pl
Ethanol, gelost und anschlieffend mit Puffer 1 auf 2,5 ml
aufgefiillt. Diese Losung wurde dann mit Hilfe einer Se-
phadex PD-10 Sdule (Amersham Biosciences) filtriert. Fiir
die Equilibrierung und Eluierung der Saule wurde Puffer
1 verwendet. Die Bestimmung der Proteinkonzentration
des Eluates erfolgte nach Bradford. Diese Prozedur der
Gliadinprdparation wurde fiir die QCM-Analysen und
den Aufbau von Immunsensoren auf Polyelektrolyt-mo-
difizierten Elektrodenoberflichen verwendet. Methode
B: 3 g Gliadin wurde tiber Nacht und leichtem Schiitteln
in einer Losung bestehend aus 40% 50 mM MES pH 4,5
und 60% Ethanol (v/v), gelost. Nach einer anschlieen-
den Zentrifugation (8000 g, 15 min) wurde das Pellet
verworfen und der Uberstand mit Trichloressigsiure
(Endkonzentration: 10 % (w/v)) versetzt. Die Fallung
der Proteine erfolgte tiber 2 h bei 4° C. Die gefdllten Pro-
teine wurde durch eine Zentrifugation (8000 g, 15 min)
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Schema 1: Schematische Darstellung der Gliadin-Immobilisierung und der Testprozedur einer mit einem SAM aus 3-Mercaptopropionsdure
modifizierten Goldelektrode. Nach Aktivierung der Carboxylgruppen durch EDC/NHS erfolgt eine Kopplung der Proteine (iber ihre Aminogruppen.
Noch vorhandene aktivierte Carboxylgruppen werden durch Zugabe von Aminoethanol geblockt. Eine Signalverstérkung der Antigen-Antikérper-
Bindung wird durch einen POD-markierten Zweitantikérper erméglicht. Hierbei katalysiert die Peroxidase die Oxidation von AEC, was zu einem

Préizipitat auf der Elektrodenoberficiche fiihrt.

prazipitiert und in einer Mischung aus 40 % HEPES pH
7.0 und 60 % Ethanol (v/v) gelost. Der Losungsprozess
dauerte 10 h und wurde durch leichtes Schiitteln unter-
stlitzt. Nach der Entfernung von ungeldsten Bestandtei-
len durch einen kurzen Zentrifugationsschritt (8000 g,
3 min) wurde die Proteinkonzentration des Uberstandes
(Gliadin) nach Bradford [35] bestimmt. Diese Gliadin-
Praparation wurde fiir den Aufbau von Immunsensoren
auf 3-Mercaptopropionsdure-modifizierten Elektrodeno-
berflichen verwendet.

2.3 Messungen mit der Quarzmikrowaage

QCM Messungen wurden an einem CHI 400 (IJ Cambria
Scientific Ltd, UK) durchgefiihrt. Fiir die Messungen im
Durchfluss wurde eine selbstgebaute Durchflusszelle mit
einem Volumen von ca. 30 nl verwendet (Abb. 1). Vor
der Oberflichenmodifizierung der goldbeschichteten
Schwingquarze wurde diese fiir 10 min mit Piranha-
Losung (konz. Schwefelsdure, 30% H,0,; 3:1) gereinigt,
mit destilliertem Wasser abgespiilt und anschlief3end
in Batchzellen montiert. Die Goldoberflachen der
Schwingquarze wurden hier durch die Inkubation mit
verschiedenen Thiolen bzw. Polyelektrolyten fiir 12 h
modifiziert. Die verwendeten Losungen sind in Tab. 1
zusammengefasst. Schwingquarze, nach der SAM-Modi-
fizierung, wurden vor der QCM-Analyse mit einer EDC/
NHS-haltigen Losung inkubiert (je 100 mM, 30 min),
um die Carboxylgruppen der 3-MA zu aktivieren. An-
schlieffend wurden diese mit Wasser abgespiilt, aus der
Batchzelle genommen und in die Flusszelle eingebaut.
Die QCM-Messungen wurden im Durchfluss bei einer
Flussrate von 50 pl/min durchgefiihrt. Hierbei wurden
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zundchst die Schwingquarze mit Puffer 2 gespiilt, bis eine
stabile Basislinie erreicht wurde, um anschlieffend den
Puffer durch eine Gliadinlosung (0,31 mg/ml in Puffer 1)
zu ersetzen. Nachdem 500 pl der Gliadinlosung tiber die
Schwingquarzoberfliche geflossen waren, wurde wieder
zu Puffer 2 gewechselt.

Dichtungsringe

= Abfluss

< Einlass

Schwingquarz

Abb. 1: Schematische Darstellung der QCM Fliel3zelle.

2.4 Oberflichenmodifikation der Goldelektro-
den und Durchfithrung des Immunoassays

Um eine geeignete Oberflichenmodifizierung der Elekt-
roden fiir die Immobilisierung von Gliadin herzustellen,
wurden zwei verschiedene Ansitze verfolgt:

1) (Schema 1) Die Goldelektrode wurde fiir 12 h mit
einer 10-prozentigen Mercaptopropionsdureldsung
(in destilliertem Wasser) inkubiert, um eine homo-
gene SAM zu erhalten. Nach einem kurzen Wasch-
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3-Amino-9-Ethylcarbazol 3-Azo9-Ethylcarbazol

Schema 2: Peroxidase katalysierte Oxidation von 3-Amino-9-Ethyl-
carbazol (AEC) zu 3-Azo-9-Ethylcarbazol. Das Oxidationsprodukt
féllt auf der Elektrodenoberfldiche aus und fiihrt so zu einer Isolierung
der Elektrode.

schritt wurden die Carboxylgruppen, wie unter 2.3
beschrieben, durch EDC/NHS aktiviert, die Aktivie-
rungslosung entfernt und die Elektrode schlie8lich
fiir 4 h mit einer Gliadinlosung (0,29 mg/ml) inku-
biert. Anschlief3end erfolgte ein Blockierungsschritt,
bei dem verbliebene aktivierte Carboxylgruppen
mit Hilfe von Aminoethanol (10 % in destilliertem
Wasser; 1 h) abgesattigt wurden. Die so hergestellten
Biosensoren konnten fiir den Nachweis von Gliadin-
antikorpern verwendet werden. Hierzu wurden diese
mit humanen Seren oder mit Verdiinnungen einer
Standardldsung eines kaduflichen Gliadinantikorpers
(aus Kaninchen) fiir 1.5 h inkubiert. Nach Waschen
der Elektroden in Puffer 3 folgte eine weitere Inkuba-
tion mit einem POD-konjugierten Zweit-Antikorper
gegen Kaninchen-Immunglobuline (Standardanti-
korper) oder gegen humane Immunglobuline (Seren)
fiir 1 h. Die Konzentration des POD-Konjugats betrug
1.2-107 M (in Puffer 3). Nach einem letzten Wasch-
schritt in Puffer 3 wurden die Biosensoren in einer
AEC-Losung unter leichtem Schiitteln fiir 10 min
inkubiert. Hierbei wird AEC durch die Peroxidase zu
3-Azo-9-Ethylcarbazol oxydiert, dies fallt auf der Elek-
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trodenoberflache aus (Schema 2). Nach 10 min wurde
die AEC-Oxidation durch Umsetzen der Biosensoren
in destilliertem Wasser gestoppt und diese schlief3lich
durch EIS analysiert.

2) Die zweite Variante der Modifizierung von Goldelek-
troden ist in Schema 3 dargestellt: Hier wurden die
Elektroden tiber Nacht mit einer 1 mg/ml PSS-Losung
versetzt, anschliefiend mit destilliertem Wasser ge-
waschen und in Gliadinlésung fiir 12 h inkubiert.
Es kam zu elektrostatischen Bindungen zwischen
positiv geladenen Gruppen des Gliadins und dem
negativ geladenen Polyelektrolyten. Nach Entfernung
der Gliadinldsung erfolgte ein Blockierungsschritt
mit Rinderserumalbumin (2 mg/ml in Puffer 3; 1 h).
Anschliefend wurden humane Seren oder Verdiin-
nungen des Standard-Antigliadinantikorpers analy-
siert. Die Detektion der Antikdrper wurde wie oben
beschrieben durchgefiihrt.

2.5 Elektrochemische Impedanzspektroskopie

Die Impedanzmessungen wurden mit Hilfe eines IM6e
(Zahner, Kronach) in einer konventionellen Drei-Elek-
troden-Anordnung durchgefiihrt. Als Referenzelektro-
de diente eine Ag/AgCl/1 M KClI-Elektrode (Biometra,
Gottingen). Das Volumen der Messzelle betrug 1 ml.
Die Impedanzmessungen wurden in Puffer 2 bei ei-
nem Potenzial von 0 V durchgefiihrt. Messungen mit
2,5 mM [Fe(CN)]* und 2,5 mM [Fe(CN),]* erfolgten bei
einem Potential von 0,2 V. Der Frequenzbereich reichte
von 500 mHz bis 50 kHz. Die Amplitude des Wechsel-
spannungspotenzials betrug 10 mV. Die gemessenen
Impedanzwerte wurden mit Hilfe der Thales-Software
(Zahner) anhand eines passenden Schaltbildes ausge-
wertet.
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Schema 3: Schematische Darstellung der Gliadin-Immobilisierung, Testprozedur und Signalverstirkung einer PSS-modifizierten Goldelektrode.
Die Bindung der Proteine erfolgt tiber elektrostatische Wechselwirkungen mit dem negativ geladenen Polyelektrolyten. AnschlieBend werden
restliche Bindungsstellen mit Rinderserumalbumin (BSA) abgesiittigt. Eine Signalverstérkung der Antikdrper-Antigen-Bindung erfolgte wie in

Schema 1 beschrieben.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Analyse verschiedener Oberflichenmodi-
fizierungen hinsichtlich ihrer Bindungs-
kapazitit fiir Gliadin mit Hilfe der QCM

Um verschiedene Oberflaichenmodifizierungen hinsicht-
lich ihrer Bindungskapazitat fiir Gliadin zu untersuchen,
ist die Quarzmikrowaage eine geeignete Methode. Fiir
die in Tab. 1 aufgefithrten SAMs und Polyelektrolyten
wurde die Bindungskapazitdt ermittelt. In Abb. 2 sind
die Frequenzdnderungen der Schwingquarze mit den
einzelnen Oberflichenmodifizierungen nach Applika-
tion der Gliadin-Losung dargestellt. Es wird deutlich,
dass drei verschiedene Oberflichenmodifizierungen in
der Lage waren, Gliadin zu binden. Am effektivsten war
der Polyelektrolyt PSS. Hier konnte eine Verringerung der
Frequenz von Af = 95 Hz gemessen werden. Der Polyelek-
trolyt PASA zeigte eine geringere Kapazitat fiir Gliadin
(Frequenzabnahme Af = 45 Hz), was moglicherweise an
der geringeren Ladungsdichte des Polyelektrolyten lag.
Eine Oberflichenmodifizierung mit SAMs aus 3-Mercap-
topropionsdure zeigte ebenfalls eine deutliche Bindung
von Gliadin. Die Frequenzabnahme des Schwingquarzes
betrug Af = 71 Hz. Im Gegensatz dazu ergaben SAM-
Oberflaichen aus Mischungen verschiedener Thiole keine
signifikante Bindung.

Variation | 3-MA PSH ESH PSS PASA

a 10 %

b 10 % 10 %

d 10 % 10 %

d 1 mg/ml

e 1 mg/ml

Tab. 1: Verschiedene Lésungen fiir die Modifizierung der Goldober-
fliche von Schwingquarzen, um anschlieBend darauf Gliadin zu
binden. Alle Lésungen wurden mit destilliertem Wasser hergestellt,
Prozentangaben beziehen sich auf das Volumen. Abkiirzungen: 3-MA
(3-Mercaptopropionsdure), PSH (Propanthiol), ESH (Ethanthiol), PSS
(Polystyrensulfonsdure), PASA (Polyanilinsulfonsdure).

Nimmt man fiir Gliadin ein mittleres Molekulargewicht
von 50kDa an, so kann mit Hilfe der Sauerbrey-Gleichung
[36] fiir die PSS-Schicht eine Oberflachenbelegung von ca.
13 pmol/cm?berechnet werden. Hierbei muss jedoch be-
riicksichtigt werden, dass die Sauerbrey-Gleichung keine
Giltigkeit fiir fliissige bzw. hydratisierte Verbindungen,
wie geldste Proteine, besitzt, so dass dieser Wert nur als
Anhaltspunkt dienen kann. Trotz dieser Einschrankung
hinsichtlich der quantitativen Werte ist die QCM aber
eine geeignete Methode, um die verschiedenen Oberfla-
chenmodifikationen in Bezug auf ihre relative Bindungs-
kapazitat vergleichend zu untersuchen [37-38].

3.2 Nachweis von Antigliadin-Antikorpern
durch Impedanzspektroskopie

Nach der Immobilisierung der Gliadine auf Goldsta-
belektroden und anschliefender Blockierung wurden
diese als Biosensoren fiir den Nachweis und die Quanti-
fizierung der Antikorper eingesetzt. Die Antikorper-Anti-
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Abb 2: QCM-Analysen der Bindungskapazitdt fiir Gliadin an
verschieden modifizierten Goldoberfléichen. Die Messungen wurden
in einer selbstgebauten Fliezelle mit einem Volumen von ca.
30 pl durchgefiihrt (Abb. 1). Nachdem der in die Zelle eingebaute
Schwingquarz mit Puffer 2 bis zur Einstellung einer Basislinie
gesplilt worden war (Flussrate: 50 pl/min), wurde der Puffer durch
eine Gliadinlésung (0.31 mg/ml) ersetzt. Nach der Applikation
von ca. 500 pl der Gliadinlésung bei einer Flussrate von 50 pl/min
wurde wieder zu Puffer 2 gewechselt. Jeder Wert repréisentiert den
Durchschnitt von zwei analysierten Schwingquarzen mit der gleichen
Oberfliichenmodifizierung. Beispielhaft zeigt das Inset die QCM-
Kurve eines 3-MA-modifizierten Schwingquarzes.

gen-Bindung und die Peroxidase-katalysierte Oxidation
von AEC resultiert in einer Anderung des isolierenden
Charakters der Oberflichenmodifizierung der Elektro-
de. Diese Anderung kann durch EIS quantifiziert wer-
den. Nach den einzelnen Inkubationsschritten wurden
Impedanzspektren in Anwesenheit des Redoxsystems
[Fe(CN),]*'* aufgenommen. Abb. 3 zeigt diese Spekt-
ren fiir einen Biosensor auf PSS-Basis. Diese weisen fiir
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Abb. 3: Nyquist-Darstellung der Impedanzspektren nach den
verschiedenen Inkubationsschritten der Testprozedur. Die Messkurven
wurden in Puffer 2 in Anwesenheit von 2.5 mM [Fe(CN)6]3' und
2.5mM [l Fe(CN)6]4' innerhalb eines Frequenzbereichs von 0.5 Hz bis
50 kHz aufgenommen: (a) PSS modifizierte Elektrode nach Gliadin-
Bindung und BSA-Blockierung, (b) Biosensor nach der Inkubation
mit Antigliadin-Antikérpern, (c) Biosensor nach der Inkubation mit
dem POD-markierten Zweitantikérper, (d) Biosensor nach Oxidation
von AEC durch die Peroxidase.
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R/C-Parallelschaltkreise typische Halbkreise auf, welche
den Elektronentransferprozess des Hexacyanoferrats an
der Elektrodenoberfliche widerspiegeln. Hierbei sind
der Elektronentransferwiderstand (R_) und die Dop-
pelschichtkapazitit (C,) die Elemente, welche die Ge-
stalt der Halbkreise bestimmen. Aus der Abbildung wird
deutlich, dass die Inkubation des Biosensors mit dem
Antigliadin-Antikorper zu einer Widerstandszunahme
fihrt. Die Bindung des POD-markierten Zweitantikor-
pers bringt eine weitere, wenn auch kleine Erh6hung.
Eine sehr grole Widerstandszunahme konnte dagegen
nach der POD-katalysierten Oxidation von AEC und Nie-
derschlagsbildung beobachtet werden. Biosensoren auf
Basis eines SAMs aus 3-Mercaptopropionsdure zeigten
ebenfalls eine Zunahme der Impedanzim Verlauf des As-
says (nicht gezeigt). Im Vergleich zum PSS-Biosensor war
die Widerstandszunahme jedoch etwas geringer. Um die
Impedanzanalyse der Biosensoren zu vereinfachen, wur-
de auch versucht, Messungen in Abwesenheit eines redo-
xaktiven Stoffes durchzufiihren (nur im Phosphatpuffer).
Beispielhaft dafiir sind die Impedanzspektren eines Bio-
sensors nach den verschiedenen Inkubationsschritten in
Abb. 4 dargestellt. Im Vergleich zu den Messungen mit
Redoxmediator resultieren aus der Analyse der Elektro-
den wesentlich hoheren Impedanzwerte. Diese waren
ebenfalls nach der AEC-Oxidation am hochsten (Linie
¢), jedoch war die relative Zunahme im Verlauf des Assays
wesentlich geringer. In diesen Experimenten musste
auch festgestellt werden, dass eine Zunahme der Impe-
danzin Kontrollexperimenten (Biosensoren, die nur mit
dem POD-markierten Zweitantikorper und nicht mit
dem Antigliadin-Antikorper behandelt worden waren)
zu messen war. Aus diesen Griinden wurde bei weiteren
Impedanzanalysen in Gegenwart des Hexacyanoferrat-
Redoxsystems gemessen. Dieses Messschema sorgte fiir
stabile und reproduzierbare Ergebnisse mit maximaler
Signaldnderung.
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Abb. 4: Impedanzspektren eines auf 3-MA-Basis hergestellten
Biosensors nach Messung in reinem Phosphatpuffer ohne Zugabe
eines Redoxmediators: (a) 3-MA-modifizierte Elektrode nach
Gliadin-Bindung und Aminoethanol-Blockierung, (b) Biosensor nach
Inkubation mit dem POD-markierten Zweitantikérper, (c) Biosensor
nach Oxidation von AEC durch die Peroxidase.
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Abb. 5: Aufgenommene Impedanzspektren (™) und anhand eines
Randles-Ersatzschaltbildes gefittete Kurven eines PSS-basierten
Biosensors nach der BSA-Blockierung (Inset) und nach AEC-
Prézipitation. (A) Werte anhand des Fits des Ersatzschaltbildes
mit Doppelschichtkapazitét (C,), (o) Werte anhand des Fits des
Ersatzschaltbildes mit konstantem Phasenelement (CPE). Die
Fit-Ergebnisse der Schaltbildelemente des Biosensors nach der
BSA-Blockierung waren folgende: Ersatzschaltbild mit C,-Element;
R, =959, R, =840 Q, C, = 1.31 uF) und Ersatzschaltbild mit
CPE-Element; R, = 88 Q, R, =908 Q, CPE = 1.19 uF, a = 0.88. Fit-
Ergebnisse der Schaltbildelemente des Biosensors nach Prézipitation:
Ersatzschaltbild mit C -Element; R, =10 Q, R, = 23.25 kQ, C, =
1.31 uF; Ersatzschaltbild mit CPE-Element; R ;=103 Q, R ,=24.21 k&,
CPE=1.08 uF, a=0.93.

3.3 Auswertung der Impedanzspektren
anhand eines Ersatzschaltbildes

Impedanzspektren werden mit Hilfe von Ersatzschalt-
bildern quantitativ ausgewertet. Ein einfaches und sehr
haufig verwendetes Modell ist der Randles-Schaltkreis
[39]. Dieser setzt sich aus den Elementen fiir den Losungs-
mittelwiderstand (R, ), der Doppelschichtkapazitit (C )
und dem Ladungstransferwiderstand (R ) zusammen
(Abb. 5). Mit Hilfe des Randles Ersatzschaltbildes wur-
den das Spektrum des unbenutzten Biosensors (Inset
in Abb. 5) und des Biosensors nach absolviertem Assay
(Abb. 5) analysiert. Alternativ zur Doppelschichtkapa-
zitdt wurde in den Randles-Schaltkreis ein konstantes
Phasenelement (CPE) integriert. Abb. 5 macht deutlich,
dass beide Verfahren eine zuverldssige Kurvenapproxi-
mation des Spektrums zulassen und dhnliche Werte fiir
den Ladungstransferwiderstand berechnen. Fiir den un-
benutzten Biosensor ergibt das Randles-Ersatzschaltbild
mit Doppelschichtkapazitit einen R -Wert von 840 Q
wahrend mit CPE 908 Q berechnet werden. Nach der
Assay-Prozedur wurden 23,2 kQ fiir das R -Element im
Ersatzschaltbild mit C -Element und 24,2 kQ fiir R,
im Ersatzschaltbild mit dem CPE-Element errechnet.
Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die kapaziti-
ven Werte in beiden Ersatzschaltbildern (C: 1.31 pF /
CPE: 1.19 pF (unbenutzter Biosensor) und C: 1.31 pF /
CPE: 1.08 pF (Biosensor nach dem Assay) sich nur wenig
unterscheiden. Dies wird auch durch den a-Faktor des
CPE-Elements deutlich, der einen Wert nahe 1 besitzt
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(0.88 fiir den unbenutzten Biosensor und 0.93 fiir den
Biosensor nach Assay-Prozedur) und somit fiir das CPE-
Element eine nur geringfiigige Abweichung gegeniiber
einer reinen Kapazitat aufzeigt. Es wird also deutlich,
dass die Verwendung eines CPE-Elements im Randles-
Ersatzschaltbild keine signifikante Verbesserung bietet.
Daher wurde fiir die weitere Auswertung der Impedanz-
spektren ein Ersatzschaltbild mit C -Element verwendet.
Bei dem Vergleich der Werte fiir die einzelnen Elemente
vor dem Assay und danach konnte festgestellt werden,
dass die kapazitiven Anderungen des Biosensors durch
die Assay-Prozedur nur gering sind (1 - 5%) und der Lo-
sungsmittelwiderstand (wie erwartet) nicht durch die
Antigen-Antikorper-Bindung beeinflusst wird. Es konnte
aber eine drastische Zunahme im Ladungstransferwi-
derstand festgestellt werde, so dass der Wert fiir das R -
Element als Sensorparameter genutzt werden konnte. Die
Auswertung der Impedanzspektren eines Biosensors auf
Basis einer SAM mit 3-Mercaptopropionsdure zeigte ein
sehr dhnliches Ergebnis und bestdtigte, dass eine zuver-
lassige Auswertung der Spektren anhand eines Randles-
Ersatzschaltbildes mit einem C-Element moglich ist.

3.4 Kalibrierung des Biosensors

Die Verwendung von Goldelektroden als Biosensoren
fir die Analytik von Antikorpern sollte durch die Etab-
lierung einer Kalibrationskurve und durch die Analyse
verschiedener humaner Seren gezeigt werden. Aufgrund
der einfachen und schnellen Praparation wurden hierzu
Biosensoren auf Basis von PSS-modifizierten Goldelek-
troden verwendet. Eine Konzentrationsabhangigkeit des
Sensorsignals von der Antikorperkonzentration konnte
durch die Inkubation der Sensoren in Losungen mit
verschiedenen Konzentrationen an Antigliadin-Anti-
korpern demonstriert werden. Abb. 6 zeigt eine Kalib-
rationskurve, in der die R ,-Werte nach POD-Reaktion
gegen den Logarithmus der Antikdrper-Konzentration
aufgetragen wurden. Es wird deutlich, dass bei Antikor-
perkonzentrationen im Bereich von 0,008 pM bis 1,5 pM
eine Zunahme im Ladungstransferwiderstand festgestellt
werden kann. Eine sigmoidale Kurvenapproximation
nach Gleichung 1 [40] resultierte in einer halbmaxima-
len Sattigung des Sensorsignals bei 0.613 pM. Die Kalib-
rationskurve weist eine Korrelation mit den Messwerten
von r* = 0.96 auf. Das Detektionslimit des Biosensors
kann mit ca. 100 nM angegeben werden.

y:A2+M (1)
1+
Xo

A2 = maximaler R -Wert (1.64 x 10° Ohm)

Al = minimaler R -Wert (0.25 x 10° Ohm)

X Konzentration an Antigliadin Antikdrpern
in der Probe (M)

X, = Halbsittigung des Biosensors mit Antikorpern
(0.613 pM)

y = Sensorparameter (R -Wert) der Probe (Ohm)
p = Exponent(1.19)
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Abb. 6: Kalibrationskurve fiir Antigliadin-Antikérper: Auftragung des
Ladungstransferwiderstandes nach der AEC-Prizipitation gegen den
Logarithmus der Antikérperkonzentration (1gG). Jeder Datenpunkt
entspricht dem Mittelwert der Messwerte von drei Biosensoren.

Schliellich wurden fiinf verschiedene humane Seren, die
hinsichtlich ihrer Antigliadin-Antikorper-Konzentrati-
on durch ELISA-Experimente eindeutig charakterisiert
worden waren (Seramun Diagnostica GmbH, Wolzig),
mit Hilfe des Biosensors analysiert. Von den fiinf unter-
suchten Seren waren zwei positiv auf Zoliakie (P1 und
P2) und drei Seren negativ (N1 bis N3). Um zuverldssige
diagnostische Ergebnisse zu bekommen, wurden diese
Seren sowohl auf Antigliadin-Antikdrper vom Immun-
globulin Typ G als auch Typ A untersucht. Dies wird
moglich durch die Verwendung unterschiedlicher POD-
markierter Antikorper; einerseits gegen humane IgGs
und andererseits gegen IgAs. Obwohl die Analytik von
IgG-Molekiilen einfacher und sensitiver ist, reicht eine
alleinige Bestimmung von IgG-Antigliadin-Antikdrpern
nicht aus, da diese auch in anderen, dhnlichen Autoim-
munerkrankungen vorkommen und daher ein positiver
Befund nicht zwingend fiir Z6liakie ware. Antikorper
vom Typ IgA sind wesentlich spezifischer fiir die Z6-
liakie, jedoch besitzen ca. 2 % der Zoliakie-Patienten
einen angeborenen IgA-Mangel, der zu falsch negativen
Befunden fithren wiirde. Fiir eine sichere Diagnostik der
Zoliakie ist daher die kombinierte Analytik von IgG-und
IgA-Antigliadin-Antikorpern erforderlich. Hierdurch er-
langt man eine Sensitivitdt von 96 % bis 100 % bei einer
Spezifitdt von 96% bis 97% [41]. Um einen weiteren Ver-
gleich zu den Sensor- Ergebnissen zu bekommen, wurden
die Seren auch mit einem kommerziellen Testsystem
(IMTEC-Gastro-LIA, Imtec, Berlin) analysiert.

Vor der EIS-Analyse wurden die verschieden Seren
analog zu den ELISA-Experimenten verdiinnt, um R -
Werte zu erhalten, die innerhalb des linearen Teils der
Kalibrationskurve liegen. Wie zu erwarten war, resultier-
te die Analyse der Seren in hoheren IgG Konzentrationen
und niedrigeren IgA-Konzentrationen an Antigliadin-
Antikorpern. Beide Typen von Immunglobulinen be-
sitzen aber mikromolare Konzentrationen (Tab. 2). Die
physiologische Konzentration dieser Antikorper im ge-
sunden Menschen liegt bei ca. 90 pM fiir IgG- und bei
ca. 22 pM fiir IgA-Antigliadin-Antikorper [42]. Aus der
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Tabelle wird also deutlich, dass die IgG-Werte fiir die Se-
ren N2 und N3 nur ca. 50% der Literaturangabe betragen,
wiahrend N1 mit 210 pM einen vielfach hoheren Wert
besitzt. Die Konzentrationen fiir den IgA-Antigliadin-An-
tikorper in den Seren N1 und N3 ist wiederum dreifach
hoher als in der Literatur angegeben. Hierbei ist aber zu
berticksichtigen, dass die Kalibration nur als eine Anna-
herung betrachtet werden kann, da keine kommerziellen
IgA-Antigliadin-Antikorper verfiigbar waren. Fir die
Konzentrationsbestimmung musste also auf die IgG-Ka-
librationskurve zuriickgegriffen werden. Trotz dhnlicher
Molekulargewichte der Immunglobuline vom Typ IgG
und IgA kommt es im Fall der IgA-Molekiile zur Aggre-
gatbildungen, was die Bestimmung des R ,-Wertes stark
beeinflussen kann [43]. Weiterhin ist zu berticksichtigen,
dass fiir eine genaue Konzentrationsbestimmung der
Autoantikorper Kalibrationskurven mit humanen An-
tigliadin-Antikorpern hétten etabliert werden miissen.
Gereinigte humane Antigliadin-Antikorper-Losungen
mit Konzentrationsangaben sind jedoch bisher weder
fiir den IgG- noch den IgA-Typ erhéltlich.

Serum | Verdiin- | Anti- Rct Antikérper | Seramun | Imtec-
nung kérper | (MOhm) | Konz. (uM) | ELISA Gastro-
Typ LIA
P1 1:400 |IgG 1.38 + (840) |+ +
1:200 |IgA 1.00 + (140) |+ +
P2 1:200 |19G 1.36 + (380) |+
1:200 |IgA 0.73 - (70) |-
N1 1:100 | 19G 1.38 - (210) | -
1:200 |IgA 0.67 - (60) |-
N2 1:200 |IgG 0.56 - (40) |-
1:200 |IgA 0.76 - (80) |-
N3 1:200 |IgG 0.55 - @ -
1:200 |IgA 0.70 - (66) |-

Tab 2: Ladungstransferwidersténde (R -Werte) und Antigliadin
Antikérperkonzentrationen, die mit dem Biosensor fiir die
verschiedenen Seren bestimmt werden konnten. Zum Vergleich sind
auch die Ergebnisse der Analysen mit dem ELISA- und dem IMTEC-
Test gezeigt.

Auch wenn gesicherte Antikdrperkonzentrationen fiir
die einzelnen Seren hier nicht angegeben werden kon-
nen, kann doch mit diesem Biosensor eindeutig zwi-
schen positiven und negativen Seren unterschieden
werden. Das negative Serum N1 besitzt zwar im Vergleich
zu N2 und N3 einen erhohten IgG-Wert, trotzdem liegt
dieser Wert noch unter den Werten fiir P1 und P2. In
ELISA-Experimenten wurde dieses Serum zwar eindeutig
als negativ bewertet, doch hdngt dies stark davon ab, bei
welcher Signalstdrke der cut-off zwischen positiv und ne-
gativ gesetzt wird. Der erhohte IgG-Level (210 pM) kann
auch von unterschiedlichen Verdiinnungsfaktoren her-
rithren. Die Verdiinnung von komplexen Mischungen,
wie humanen Seren, ist aufgrund von Ausdiinnungsef-
fekten storender Substanzen nicht nur fur den Biosensor,
sondern auch in ELISA-Analysen ein kritischer Punkt.
Betrachtet man die Konzentrationen der Antigliadin-
Antikorper vom IgA-Typ, so féllt auf, dass nur das Serum
P1 eine signifikante Erthohung aufweist, wogegen die
Konzentrationen in P2, N1, N2 und N3 sehr dhnlich
sind. Dies stimmt mit den ELISA-Ergebnissen iiberein.
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Hier wird das Serum P2 als negativ hinsichtlich der IgA-
Antikorper eingestuft. Ein Grund hierfir kdnnte der
schon erwdhnte physiologische I[gA-Mangel sein, der zu
falsch negativen Ergebnissen fithren kann.

Die Analyse der Seren mit einem kommerziell er-
héltlichen Test (IMTEC) zeigte fiir P1 einen positiven
Befund hinsichtlich der IgG- als auch der IgA-Antikorper,
wogegen P2 falschlicherweise als negativ eingestuft wur-
de. Negativ-Seren wurden richtigerweise auch als nega-
tiv ertkannt. Im Vergleich zum entwickelten Biosensor
und dem ELISA erlaubt der IMTEC-Test nur eine Ja-/
Nein-Antwort und gibt keine Konzentrationsangaben.
Zusammenfassend ladsst sich festhalten, dass der ent-
wickelte Biosensor eine zuverldssige Analytik fiir die Kon-
zentrationsbestimmung von Antigliadin-Antikoérpern in
humanen Seren bietet.

4 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde ein Biosensor fiir die Analytik von
Antigliadin-Antikorpern im humanen Serum entwickelt.
Der Biosensor basiert auf Goldelektroden, die mit dem
Polyelektrolyten PSS oder mit 3-Mercaptopropionsdure
modifiziert worden waren, um darauf das Antigen Glia-
din zu koppeln. Im Anschluss an die Inkubation des Bio-
sensors mit der Probe wurde zur Verstarkung des Antikor-
per-Antigen-Signals ein zweiter Inkubationsschritt mit
einem POD-markierten Antikorper und anschlief}ender
POD- katalysierter Oxidation von AEC durchgefiihrt. Der
Zuwachs der Schichtdicke auf der Elektrodenoberfliche
im Verlauf des Sandwich-Assays fithrte zu einer Zunahme
in der Impedanz der Elektrode. Diese Zunahme wurde
durch EIS in Anwesenheit von Ferri-/Ferrocyanide ge-
messen. Hierbei konnte der Ladungstransferwiderstand
(R, als Sensorparameter identifiziert werden. Es wurde
eine Kalibrationskurve fiir Antigliadin-Antikorper etab-
liert, in dem eine Korrelation zwischen R , Werten und
verschiedenen Antikdrperkonzentrationen aufgestellt
wurde. Mit Hilfe dieser Eichkurve konnte die Konzen-
tration von Antigliadin-Antikdrpern in verschiedenen
humanen Seren bestimmt werden.
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