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1 Einleitung

1.1 Motivation der Arbeit

Schétzungen gehen von einem Markt an biotechnologischen Produkten von tiber 500
Milliarden Dollar aus. Typische industrielle biotechnologische Prozesse sind die Her-
stellung von Proteinen und Peptiden, wie z.B. dem natiirlichen Thrombininhibitor Hi-
rudin, von Aminosduren wie Lysin und Glutaminsiure, oder von Antibiotika wie z.B.

Penicillinen oder Vancomycin.

In der biotechnologischen Herstellung von rekombinanten Proteinen wird der Bedarf
aufgrund medizinischer Anwendungen und Forschungen erheblich zunehmen, da aus
der Genom-Analyse und der Proteom-Analytik viele neue Targets resultieren. Im For-
schungsbereich werden rekombinante Proteine aus diesem Grund bereits in gro3erem

Mafstab produziert.

In der biotechnologischen Produktion werden Zellkulturen verwendet, die in der Regel
nach gentechnischen Verdanderungen der Zellen (E. coli fiir prokaryontische und Hefe
fiir eukaryontische Systeme) in groBvolumigen Fermentern angesetzt werden. Im Fall
der Proteinproduktion wird die gentechnische Verdanderung auf DNA-Ebene erreicht,
indem zuerst ein Plasmid hergestellt wird. Dieses Plasmid enthélt ein Gen des ge-
wiinschten Proteins sowie Uberexpressionspromotoren und wird in den betreffenden
Mikroorganismus einkloniert. So erhélt man bei der Fermentation das Protein in hoher
Ausbeute. Mikrobiologische Produktionsverfahren werden auch zur Herstellung nie-
dermolekularer Verbindungen, wie z.B. Antibiotika bis hin zu Aminosiurebausteinen,

eingesetzt.

Jeder Fermentationsprozess muss laufend iiberwacht werden, um sicherzustellen, dass
er in optimaler Weise verlauft. Dabei werden meist nur allgemeine Parameter wie pH-
Wert, Temperatur oder Druck online verfolgt. Die Reaktionskontrolle beziiglich des

Produkt- bzw. Nebenproduktgehalts wird meist offline durchgefiihrt. Das heil}t, es
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werden zu verschiedenen Zeiten Proben gezogen, die nacheinander aufgearbeitet und
mit geeigneten analytischen Verfahren untersucht werden. Problematisch kann dabei
die zeitliche Verzdgerung zwischen Fermentationsprozess und dem Analysenergebnis
sein. Eine solche offline-Kontrolle bedeutet einen hohen personellen, zeitlichen und

instrumentellen Aufwand.

Ein optimal gefahrener Fermentationsprozess ist aus Kostengriinden und zur Verringe-
rung der Umweltbelastungen anzustreben. Insbesondere ist die Minimierung der Ab-
fallmenge, die z.B. DNA-Partikel enthilt, erforderlich. So darf bei der Expression des
Gerinnungshemmers Hirudin in Hefen der Abfall nicht verfiittert oder anderweitig
weiterverwendet, sondern muss einer Verbrennung zugefiihrt werden. Auch ist eine

optimale Nutzung der teuren Fermentationsmedien anzustreben.

Zusammengefasst sind unter 6kologischen und 6konomischen Gesichtspunkten fol-
gende Aspekte von besonderer Relevanz und stellen eine Schwachstelle der bisherigen

Prozesse dar.

e Zeitverzogerung zwischen Analysenergebnis und Fermentationsprozess,
e hoher personeller, zeitlicher und finanzieller Aufwand,
e 1im Vergleich zur Sensorik relativ hoher Losungsmittelbedarf und grofle Abfall-

mengen.

Wie schon einleitend erwidhnt, kommen diesen Punkten wegen des gro3en Potentials

biotechnologischer Prozesse fiir die Zukunft grof3e Bedeutung zu.
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1.2 Zielsetzung und Gliederung

Zielsetzung

In dieser Arbeit soll vor dem oben aufgefiihrten Hintergrund ein Biosensor entwickelt
werden, der das markierungsfreie Online-Monitoring biotechnologischer Synthesen
erlaubt. Dabei soll die zeitliche Verzogerung zwischen Prozess und Analysenergebnis
moglichst gering gehalten werden. Aus diesem Grund soll besonders die Moglichkeit
evaluiert werden Messungen direkt im Fermenter, ohne aufwindige Probenvorberei-

tung durchfiihren zu kénnen.

Die besondere Stdrke von Biosensoren liegt darin, aus komplexen Systemen selektiv
und sensitiv Zielsubstanzen in kurzen Zeitintervallen zu erfassen. Die Kulturbriihe aus
dem Fermentationsprozess stellt mit ihrem Gehalt an verschiedensten Proteinen, DNA-
Partikeln und weiteren Komponenten eine sehr komplexe Matrix dar. Optische Detek-
toren bieten sich hier deshalb an, weil sie unempfindlich sind gegen elektromagneti-
sche Storfelder, wie sie unter realen Bedingungen anzutreffen sind. Modellhaft wird

die biotechnologische Herstellung des Antibiotikums Vancomycin sensorisch erfasst.

Neben der Quantitativen Bestimmung der Fermentationsprodukte ist aufgrund der
Komplexitdt der biotechnologischen Prozesse oftmals auch eine Identifizierung und
Charakterisierung von Derivaten und Metaboliten notwendig. In einem zweiten Teil
sollen deshalb auf die Grundlagen und Voraussetzungen einer Kopplung von RIfS mit
der Massenspektrometrie eingegangen und erste Messungen dazu gezeigt werden. Ei-
ne solche Kopplung wiirde dann, neben der Quantifizierung des Analytmolekiils mit

RIfS, eine eindeutige Identifizierung des Analyten erlauben.
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Gliederung
In einem einfithrenden theoretischen Teil werden die Grundlagen folgender Themen-

gebiete diskutiert:

e biomolekulare Grundlage der Antigen-Antikérperwechselwirkung

e Vorkommen, Struktur und Wirkmechanismus von Glycopeptidantibiotika
e Grundprinzipien der optischen Detektion

e allgemeine Fermenteranalytik

e cine kurze Einfiihrung in die Maldi-TOF-Spektrometrie von Biomolekiilen

Nach der Beschreibung von Materialien, Gerédten und verwendeten Methoden wird im
Ergebnisteil die Online-Uberwachung eines modellhaften Fermenationsprozesses be-
handelt. AnschlieBend wird kurz auf die Moglichkeit einer vereinfachten Detektion
mittels Mikroreflektometrie eingegangen. In einem weitern Kapitel wird die Kopplung
der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie mit der Massenspektrometrie behan-
delt. SchlieBlich werden Strategien zur Immobilisierung von Antikorpern betrachtet. In

einer abschlieenden Zusammenfassung werden die Ergebnisse kritisch bewertet.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Biochemische Grundlagen

2.1.1 Antikorper

Eine wichtige Rolle bei der Bekampfung makromolekularer Fremdsubstanzen (Anti-
gene) im Korper spielt die ~Aumorale Immunitdt, die durch Antikérper vermittelt wird.
Antikorper sind eine Klasse von Proteinen, die synonym auch als Immunglobuline
bezeichnet werden. Sie sind eine der Haupt-Proteinkomponenten des Blutes und ma-
chen etwa 20% (m/m) aller Plasmaproteine aus (Alberts et al. 1995). Sie werden aus-

schlieBlich von B-Lymphozyten hergestellt.
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Abb. 2-1:  Struktur eines IgG Antikérpers.

Die Grundstruktur eines Antikorpermolekiils besteht aus vier Polypeptidketten. Zwei
identische leichte Ketten (L-Ketten) aus jeweils ca. 220 Aminsduren und zwei identi-
sche schwere Ketten (H-Ketten) aus jeweils ca. 450-600 Aminosduren. Diese vier Ket-
ten werden durch nicht-kovalente und kovalente (Disulfid-Briicken) Wechselwirkun-
gen zusammengehalten. Sowohl die H- als auch die L-Ketten beinhalten so genannte
variable und konstante Regionen. Am N-terminalen Ende von leichter und schwerer

Kette, den variablen Doménen (V) befindet sich die Antigenbindungsstelle. In jeder V-
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Region gibt es drei Bereiche mit hypervariabler Aminosduresequenz, den komplemen-
taritatsbestimmenden Regionen (complementarity determining regions, CDR) (Price

und Newman 1997).

Diese sechs CDRs, die aus ca. 50 Aminosduren bestehen, bilden die Region des Anti-
korpers, an welcher das Antigen gebunden wird (Paratop). Die entsprechende kom-
plementére Region des Antigens, die spezifisch durch das Paratop erkannt wird, heif3t

antigene Determinante oder Epitop.

Es gibt fiinf verschiedene Klassen von Antikdrpern: 1gA; IgD, IgE, 1gG und IgM, die
sich im Wesentlichen durch die H-Ketten unterscheiden (a, f3, v, 6, € und p). Die
Hauptklasse der Immunglobuline sind die IgG-Antikorper. Sie werden wihrend der
sekundiren Immunantwort massenweise produziert. Es sind die einzigen Antikorper,
die liber die Plazenta von der Mutter auf den Fotus libertragen werden. Einige wichtige

Eigenschaften der wichtigsten Antikorperklassen sind in Tab. 2-1 aufgefiihrt.

Antikorperklasse
IgM IgD IgG IgA IgE
H-Kette 1) ) Y o €
L-Kette koder | koder | koder | koder | xoder
A A A A A
Zahl der 4 Ketten Einheiten 5 1 | 1 oder 2 1
% des gesamt IgG im Blut 10 <1 75 15 <1
Molekulargewicht (1000 Da) 950 180 150 160 190

Tab. 2-1:

Eigenschaften von Antikorper-Klassen.
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2.1.2 Biomolekulare Wechselwirkungen

Bei der Anndherung zweier solvatisierter Proteine (Antigen und Antikorper) treten
unspezifische AbstoBungskrifte aufgrund der hydrophilen Natur der beiden solvati-
sierten Molekiile auf. Diese repulsiven Krifte haben eine Reichweite von ca. 2-3 nm.
Damit eine Wechselwirkung zwischen Antigen und Antikérper auftreten kann, miissen
diese Krifte durch entsprechend langreichweitige (>30 A) Anziehungskrifte iiber-
wunden werden (van Oss 1995). Die wichtigsten Kréfte fiir eine primire Anziehung
zwischen Epitop und Paratop sind hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkun-
gen. Die treibende Kraft fiir die hydrophobe Anziehung solvatisierter Verbindungen
liegt in der freien Enthalpie der Kohésion von Wasser, die durch intermolekulare Was-
serstoffbriickenbindungen des verdriangten Wassers hervorgerufen wird. Abhéngig
vom betrachteten Molekiil kann dieser Effekt {iberwiegend ein entropischer, enthalpi-
scher oder eine Mischung aus beiden Effekten sein (Mirejovski und Arnett 1983). Die

Reichweite dieser Kréfte liegt dabei im Bereich von 3-10 nm.

Die elektrostatischen Coulombwechselwirkungen beruhen auf der elektrostatischen
Anziehung zwischen gegensétzlich geladenen Gruppen des Epitops und Partops. Diese
Wechselwirkungen sind abhidngig vom Abstand der beiden Molekiile (Tab. 2-2) und
der Dielektrizititskonstante. Somit héngen sie auch von der lonenstirke und dem pH-

Wert des umgebenden Mediums (Tab. 2-2) ab.

Erst nachdem sich aufgrund der hydrophoben und der elektrostatischen Wechselwir-
kung die beiden Bindungspartner ausreichend angenéhert haben, treten auch noch die

kurzreichweitigen van-der-Waals-Krifte (~ r'®) und Wasserstoffbriickenbindungen auf.
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E,. (gemittelt iiber alle Orien-
tierungen)
Monopol — Monopol 1 qq,
eg, I
—_— 1 2
Monopol — Dipol (1Yt Q¢ W
eg, ) T 1
. 5
Dipol — Dipol (1)1 o
eg, ) T 1°

Tab. 2-2:  Abhdngigkeit der Orientierungskrdfte von der Ladung (bzw. Dipolmo-
ment) und dem Abstand.

Die Bindung des Antigens an den Antikorper beruht also wie oben aufgefiihrt auf der
Ausbildung vieler schwacher, nicht-kovalenter Bindungen, wie hydrophober Wech-
selwirkungen, Wasserstoffbriicke, van der Waals-Kréfte und Ionenbindungen. Die Re-
aktion eines einzelnen Epitops eines Antigens mit einer einzelnen Antigenbindungs-

stelle des Antikorpers kann ausgedriickt werden als:
kﬂSS
Ag+ Ak= AgAk

()

Aus dem Massenwirkungsgesetz ergibt sich damit fiir die Affinitatskonstante:

_ ko _ [AgAk]

ass

i [ACITAK] @)

Uk
Dabei ist oftmals die Energie, die zur Dissoziation eines Antigen-Antikorper-
Komplexes notwendig ist, groBler, als die Energie, die aus der Assoziationsreaktion
gewonnen werden kann. Dieses Phdnomen wird als Hysterese bezeichnete und liegt an

der Ausbildung von zusitzlichen sekundidren Bindungen begriindet (van Oss 1994).

Die Werte fiir die Affinitdtskonstante liegen iiblicherweise im Bereich zwischen

10* /mol (niedrigaffin) und 10" 1/mol (hochaffin).
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2.1.3 Glycopeptidantibiotika

Der bekannteste Vertreter der Substanzklasse der Glykopeptidantibiotika ist Vanco-
mycin. Es wurde in den frithen 50er Jahren von der Firma Eli Lilly im Rahmen eines
Naturprodukt-Screenings nach antibiotikaproduzierenden Mikroorganismen entdeckt.
Dieses Antibiotikum, das gegen Gram-positive Bakterien wirksam ist, wurde von einer
neuen Art von Actinomyceten, die aus indonesischen Bodenproben isoliert wurden,
gewonnen. Diese neue Kultur, urspriinglich als Streptomyces orientalis bezeichnet,

wurde spater in Amycolatopsis orientalis umbenannt.

Vancomycin wird in der Humanmedizin neben Teicoplanin seit tiber 40 Jahren einge-
setzt (McCormick et al. 1959). Trotz anfanglicher Nebenwirkungen, die jedoch auf
Unzulédnglichkeiten bei der Reinigung zuriickzufiihren waren (Dutton 1959), gilt Van-
comycin als ein wichtiges Werkzeug zur Bekdmpfung von Infektionen und wird spe-
ziell als Notfallantibiotikum gegen Penicillin-resistente Problemkeime wie Enterokok-

ken und Staphylokokken eingesetzt.

Bisher sind mehr als 30 Antibiotika der Glycopeptidklasse bekannt (Nagarajan 1994).

2.1.3.1 Struktur der Glycopeptidantibiotika

Neben Vancomycin gibt es noch weitere strukturverwandte Verbindungen, die sich in
verschiedene Untergruppen der Glycopeptidantibiotika einteilen lassen. Sie alle besit-
zen ein peptidisches Grundgeriist, das zum grofSten Teil aus aromatischen, nicht-
proteinogenen Aminosduren aufgebaut ist. Die aromatischen Seitenketten sind meis-
tens oxidativ miteinander verkniipft, was zu einer verhiltnisméBig starren Konforma-
tion der Peptide fiihrt. Wahrend die Aminosduren 2 und 4-7, beginnend am N-
Terminus, bei allen Glycopeptidantibiotika identisch sind, kdnnen sich an Position 1
und 3 aliphatische Aminosduren (z.B. bei Vancomycin (Abb. 2-2)), aromatische Ami-
nosauren (z.B. bei Avoparcin) oder aromatische, iiber Etherbriicken miteinander ver-

kniipfte Aminosduren (z.B. bei Ristocetin A) befinden.
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Abb. 2-2:  Strukturformel von Vancomycin.

2.1.3.2 Antibiotischer Wirkmechanismus

Die Wirkung der Glycopeptidantibiotika beruht auf einer Wachstumshemmung der
Zellwand grampositiver Bakterien, die im Allgemeinen zu einem Absterben der Zelle
filhrt. Vancomycin (und andere Glycopeptidantibiotika) binden spezifisch an Zell-
wandvorstufen, die auf die Sequenz D-Alanin-D-Alanin enden. Diese Sequenz spielt
bei einer Transpeptidierungsreaktion durch eine spezifische Transpeptidase eine wich-
tige Rolle, wobei eine Quervernetzung der Polysaccharidketten des Murein-Sacculus
erreicht wird, um die mechanische Stabilitdt der Zellwand zu erh6hen. Durch die An-
bindung von Vancomycin an diese Peptidsequenz wird die Quervernetzung blockiert.
Die Zellwand kann sich nicht voll ausbilden, was je nach Umgebungsbedingungen zu

einer osmotischen Lyse der Zellen fiihrt.

Die eigentliche Interaktion findet dabei zwischen dem starren Heptapeptidriickgrat des
Vancomycins und dem auf p-Alanin-p-Alanin endenden Peptid statt. Die Affinitéts-

konstante fiir diese Wechselwirkung liegt bei 10° M™" (Nieto und Perkins 1971).

Die genaue Struktur des bimolekularen Komplexes zwischen Vancomycin und Ac-L-
Lys(Ac)-p-Ala-p-Ala (Ac-K(Ac)-a-a) erfolgte 1984 iiber NOE-NMR-Messungen
(Williams 1984) und wurde spiter rontgenographisch bestitigt (Schifer et al. 1996).
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Im Wesentlichen sind dabei folgende Wechselwirkungen der Hauptgrund fiir die star-

ke Bindung (Williams und Bardsley 1999):

1. Die Bindung des Carboxylat-Anions des C-terminalen D-Alanins mit den drei A-
midprotonen der Aminosduren 2-4 des Vancomycins (- - - );

2. Zwei Amid-Amid-Wasserstoftbriickenbindungen zwischen Dipeptid und dem An-
tibiotikum (——).

3. Hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Alanin-Methylgruppen und den

Kohlenwasserstoffabschnitten des Antibiotikums.

NHCOCH,
Abb. 2-3:  Schema der Wechselwirkungen zwischen Vancomycin und der
Mucopeptidvorstufe.

Dimerisierung von Glycopeptiden
Viele Glycopeptide neigen zur Dimerisierung. Dadurch kann eine intramolekulare
Bindung an die Bakterienoberfldche erleichtert werden, was zu einer kooperativen

Verstarkung der Affinitdt zu den Peptidendungen der Zellwandvorstufe und somit zu
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einer erhohten antibakteriellen Aktivitat fithrt (Beauregard et al. 1995, Beauregard et
al. 1997). Dabei zeigt sich, dass die Dimerisierungskonstante bei fast allen bislang un-
tersuchten Glycopeptiden gréfer wird, wenn Analoge der Zellwandvorstufen gebun-
den sind. Das heift, die Dimerisierung und die Ligandenbindung verlaufen kooperativ
(Mackay et al. 1994). Z. B. ist die Dimerisierungskonstante des Chloreremomycin in
Gegenwart von Ac-K(Ac)-a-a ca. hundertmal grof3er als bei Abwesenheit des Ligan-
den. In dhnlicher Weise binden auch Antibiotika-Dimere die Liganden stirker als die
Monomere. Ein dhnlicher kooperativer Effekt tritt bei hydrophob substituierten Gly-
copeptiden (z. B. Teicoplanin) auf. Hier kann durch eine Insertion des hydrophoben

Rests in die Zellmembran das Antibiotikum an seinem Wirkungsort fixiert werden.

2.1.3.3 Resistenzmechanismen gegen Glycopeptidantibiotika

Erst mehr als 30 Jahre nach der Markteinfithrung von Vancomycin erschien 1988 der
erste Bericht iiber vancomycinresistente Enterokokken (VRE) (LeClerq et al. 1988).
Diese Enterokokken sind zwar gewohnlich nicht pathogen, konnen jedoch bei immun-
geschwichten Patienten todliche Infektionen verursachen. Auch besteht die Gefahr,
dass die Gene, die diese Resistenzen kodieren, auf todlichere Bakterienarten iibertra-
gen werden. Soweit heute bekannt ist, beruht die Vancomycinresistenz nur auf der
Verdnderung von Vorstufen bei der Zellwandsynthese, die an der Bindung von Glyco-
peptidantibiotika beteiligt sind. Durch den Austausch des terminalen D-Alaninrestes
durch einen D-Lactatrest in der Pentapeptid-Pepetidoglycanvorstufe der Zellwand
kann eine der fiinf flir die Bindung von Glycopeptiden wichtige Wasserstoftbriicken-
bindung nicht mehr ausgebildet werden. Dadurch sinkt die Affinitit gegeniiber Van-
comycin um etwa den Faktor 1000. Wegen dieser erniedrigten Bindungskonstanten ist
Vancomycin kaum mehr aktiv und miisste in sehr hohen Dosen verabreicht werden. In

diesem Fall ist Vancomycin kein brauchbares Antibiotikum.

Nach dem Auftreten der glycopeptidresistenten Enterokokken wurde 1996 erstmals in
Japan eine Resistenz von Methicillin-resistenten Staphylokokken (MRSA) gegen Gly-
copeptidantibiotika festgestellt (Hiramatsu et al. 1997). Dieses Vancomycin-resistente

Staphylokokkus aureus (VRSA) blieben jedoch nicht nur auf Japan beschrinkt, son-
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dern es konnte eine weltweite Verbreitung gezeigt werden (Hiramatsu 2001). Bei den
VRSA zeigte sich, dass hier kein Austausch des terminalen D-Alanins erfolgt war.
Dennoch war es zu einer deutlichen Resistenz gegen Vancomycin im Vergleich zu
Vancomycin-sensitiven Staphylokokkus aureus gekommen. Genauere Untersuchungen
zeigten, dass hier eine Verdickung der Zellwand zu beobachten war. Da bei der Zell-
wandbiosynthese ca. 20% der Pentapeptide nicht quervernetzen (Hiramatsu 1998),
kommt es auch bei Vancomycin sensitiven Organismen, zu einem teilweisen Abfan-
gen der Vancomycinmolekiile (,,affinity trapping®). Durch die Verdickung der Zell-
wand konnen bis zu einer bestimmten Konzentration simtliche Glycopeptidmolekiile
bereits in den duBeren Zellwandschichten abgefangen werden und nicht mehr den Ort

der Zellwandsynthese erreichen.

2.1.4 Hirudin

Hirudin ist ein Thrombininhibitor, der urspriinglich aus medizinischen Blutegeln
stammt. Medizinische Blutegel wurden seit der Antike bis Mitte des 20. Jahrhunderts
zum Blutschropfen verwendet. Man hoffte, mit dem Blut wiirden die Egel auch die
krankmachenden Stoffe aus dem Korper eines Patienten ziehen. Aus wissenschaftli-
cher Sicht ist dabei besonders interessant, dass es den Blutegeln irgendwie gelingen
muss, das Blut fliissig zu halten. Im spédten 19ten Jahrhundert isolierte Sir Alexander
Haycraft einen Gerinnungshemmer aus dem Speichel von Blutegeln, der tiber mehrere
Jahre von verschiedenen Wissenschaftlern untersucht, charakterisiert und Hirudin ge-
nannt wurde (Walenga et al. 1989). Die Struktur von nativem Hirudin wurde erstmals
in den 50er Jahren aufgeklért (Fink 1989). Hirudin ist keine einzelne, homogene Sub-
stanz, sondern beinhaltet verschiedene Varianten oder Isoformen. Diese Varianten un-

terscheiden sich in ihrer Aminosiuresequenz (Henschen et. al 1988).

Hirudine sind kleine Proteine mit einer hohen Affinitdt und Spezifitit gegeniiber
Thrombin. Das durchschnittliche Molekulargewicht liegt bei ungefdahr 7000. Die drei
Hauptvarianten des Hirudins (HV-1, HV-2 und HV-3) bestehen aus 65 bzw. 66 Ami-
nosduren (Abb. 2-4).
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HV-1  vwYTDCTESGQNLCLCEGSNVCGqGNKCILGSdGekNQCVTGEGTPkPqSHNAGDFEEIPEE YLQ
HV-2  ITYTDCTESGQNLCLCEGSNVCGKGNKCILGSnGKgNQCVTGEGTPnPeSHNnGDFEEIPEE YLQ
HV-3  ITYTDCTESGQNLCLCEGSNVCGKGNKCILGSqGKINQCVTGEGTPkPqSHNqGDFEpIPEdaYde

Abb. 2-4:  Aminosduresequenzen der drei Hauptvarianten des Hirudin (aus John-
son et al. 1989)

Wihrend in der alternativen Medizin das Blutschropfen mit geziichteten medizini-
schen Blutegeln nach wie vor ein bewéhrtes Behandlungsverfahren gegen viele Be-
schwerden ist, wird in der Schulmedizin gentechnisch hergestelltes Hirudin, das so
genannte Lepirudin eingesetzt. Auf diese Weise wird eine Ubertragung von Krank-
heitserregern durch den Blutegel vermieden. Lepirudin ist seit 1998 als therapeutisches
Antikoagulanz zugelassen, wird aber bis jetzt nur in der Klinik verabreicht. Es wird
entweder intravends oder subcutan appliziert. Fiir eine dauerhafte Therapie sind Lepi-
rudin-Injektionen aufgrund fehlender Langzeitstudien noch nicht in der Apotheke er-

héltlich.

Wirkmechanismus

Die gerinungshemmende Wirkung von Hirudin beruht auf einer Inhibierung der Pro-
tease Thrombin. Thrombin katalysiert als Schliisselenzym der Gerinnungskaskade die
Bildung von Fibrin aus Fibrinogen und fiihrt zu einer ausgepragten Thrombozytenad-
hision und -aggregation. Im Gegensatz zu Heparin, einem anderen Medikament zur
Bekdmpfung von Blutgerinnseln, benotigt der direkte Thrombininhibitor Hirudin nicht
Antithrombin III als Kofaktor. Hirudin wird deshalb vor allem bei Patienten angewen-

det, die auf Heparin negativ reagieren.

Fiir die Bindung und Inaktivierung des Thrombins sind dabei nur die zehn letzten
Aminosduren am Carboxylrest notwendig. (Krstenansky ef al. 1987, Mao et al. 1988).
Die Affinititskonstante fiir die Wechselwirkung liegt dabei bei K = 10" — 10" I/mol
(Rydel et al. 1990).
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2.2 Optische Grundlagen

2.2.1 Reflektometrische Interferenzspektroskopie

Die Reflektometrische Interferenzspektroskopie ist eine markierungsfreie, direkt opti-
sche Detektionsmethode, die auf der Mehrfachreflexion (WeiBllichtreflexion nach
Fabry-Pérot, Hecht 1989) an diinnen Schichten beruht. Mit ihr kdnnen zeitaufgelost
Bindungsvorgidnge an der Sensoroberfliche beobachtet werden. Das Prinzip ist in

Abb. 2-5 dargestellt.

= 700 nm

I, [
/ % T ~ nd, = 720nm
dI | 4 2 ’4 am la 2:f
[ I |

N

=
Y
|

300 400 500 600 700 800 900
& Wellenldnge [nm]
L
L,
I,

R

Abb. 2-5:  Prinzip der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie. Links: symboli-
scher Strahlengang im RIfS-Transducer; rechts: Interferenzmuster bei
zwei verschiedenen optischen Schichtdicken.

WeiBlicht wird von der Riickseite eingestrahlt, und das reflektierte Licht spektral de-
tektiert. Durch eine Uberlagerung der an den verschiedenen Phasengrenzen partiell
reflektierten Teilstrahlen erhélt man ein charakteristisches Interferenzspektrum. Durch
Bindungsvorginge an der Oberfliche verdndert sich die optische Schichtdicke des
Systems, was zu einer Verschiebung des Reflexionsspektrums fiihrt (bei Zunahme der
optischen Schichtdicke verschiebt sich das Spektrum zu hoheren Wellenlédngen hin).

Beobachtet man die Lage eines Extrempunktes des Interferenzspektrums wéhrend des
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Bindungsvorgangs, so konnen aus deren Verschiebung Informationen iiber den Bin-
dungsvorgang gewonnen werden (Brecht et al. 1992). Eine ausfiihrliche Diskussion
tiber die Theorie der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie (RIfS) findet sich in
(Gauglitz und Nahm 1991) und in den Dissertationen von G. Kraus 1993 und
A. Brecht 1993.

2.2.2 Mehrfachreflexion an dinnen Schichten

Betrachtet man einen Lichtstrahl, der unter einem Winkel ©®; auf eine ebene Grenzfla-
che fillt, so wird ein Teil des Lichtes unter dem Winkel ®, reflektiert und der andere
Teil tritt unter Brechung in das zweite Medium ein. Fiir die Transmission gilt das Ge-

setz von Snellius:

n,-sin®, = n, -sin O, 3)

n; und n, bezeichnen dabei die Brechungsindices der beiden Medien.
Fiir die Reflexion gilt: ®, = O,

Mit Hilfe der aus den Maxwellschen Gleichungen ableitbaren Fresnelschen Gleichun-
gen ldsst sich der Einfall von Licht auf eine Grenzfliche beschreiben (Hecht 1989,
Bergmann und Schéfer 1993).

Damit Interferenzeffekte reflektierter Teilstrahlen beobachtet werden konnen, miissen
kohérente Lichtstrahlen auf planparallele Schichten fallen, deren Schichtdicken wie-
derum im Bereich der Kohédrenzldange liegen. Auf Grund der sehr kleinen Kohérenz-
lange von WeiBlicht ist dies nur dann zu erwarten, wenn die Schichtdicke einige um

nicht tiberschreitet (Gauglitz 1996).
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d \(0) @p (1)/1 n
i (2a) (2b) (2) i
/ Ay

d n
—— 93..). ...fff?)....(.‘.‘.‘.’.? ....................................... »
d; (3a (3b) (4) s
d, n,

Abb. 2-6:  Mehrfachreflexion an diinnen Schichten der Schichtdicke d; und des Bre-
chungsindex’ n;. Nach Reflexion (1) und Brechung (3) des einfallenden
Strahls (0) an der ersten Phasengrenze gelten fiir den weiteren Verlauf
der Teilstrahlen die durchgezogenen Linien fiir n, = n; (Einschichtsys-
tem) und die gestrichelten Linien fiir n, < n; (Zweischichtsystem).

2.2.2.1 Einschichtsysteme (Substrat/Interferenzschicht/Superstrat)

Fiir den Fall, dass bei senkrechtem Lichteinfall gemessen wird, entspricht der Gangun-
terschied der beiden reflektierten Teilstrahlen der zweifachen Schichtdicke. Wenn kei-
ne Phasenspriinge an den Grenzfldchen auftreten, so ergibt sich fiir die reflektierte In-

tensitét bei Interferenz der reflektierten Strahlen mit den Intensitdten /; und /1,

I,=1 %] 4)

Substrat | Schicht +ISchicht/Superstrat +2\/]Substrat / SchichtISchicht/Superstrat COs ( ﬂ,

Die Intensitit des reflektierten Lichts ist somit abhidngig von der Wellenldnge des ein-
gestrahlten Lichtes (Bergmann und Schéfer 1993). Die Amplitude des resultierenden
Interferenzspektrums wird durch den Gangunterschied, der durch die optische
Schichtdicke nd hervorgerufen wird, und durch den an den Phasengrenzen auftreten-

den Reflexionskoeffizienten » bestimmt.

Die Reflektivitit R gibt dabei den Anteil der eingestrahlten Intensitit an, der reflektiert

wird an. An der Phasengrenze zweier unendlicher Halbrdume @ und b gilt:

2
R_[”ﬂ_”bj (5)
I’la+l’lb
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Aus Gl.(4) folgt als Bedingung fiir das Auftreten von Extrempunkten:

ﬁ:1, 2, 3,... bzw. 2L=

1
— Yo 6
A A2 (©)

Bei Kenntnis der Ordnung m; eines Extrempunktes kann mit Hilfe des gemessenen

Reflexionsspektrums die optische Schichtdicke berechnet werden (Krauss 1992).

2.2.2.2 Theorie von Multischichtsystemen

An den Phasengrenzen verschiedener Schichten gilt, dass die elektrischen und magne-
tischen Felder stetig sind. Fiir den Spezialfall des senkrechten Lichteinfalls 14sst sich
fiir das 1m vorherigen Kapitel beschriebene Einschichtsystem die Abhédngigkeit des

Reflexionsverhiltnisses » vom Transmissionskoeffizienten ¢ wie folgt beschreiben:

1 1 1
+ r=M t (7)
nS ubstrat _nS ubstrat nS uperstrat

(Eine detaillierte Beschreibung der Reflektivitit und Transmission von Multischicht-

systemen findet sich in Fowles 1989)

M wird dabei als Transfermatrix des Interferenzfilmes bezeichnet. Sie ldsst sich be-

schreiben als:

i

cos(kd) -

M= Msehicnt
~iNg 5 ST (k) cos(kd )

sin (kd )

®)

_ 270 ien

A

mit & , d = physikalisch Schichtdicke

Fiir den Fall mehrerer planparalleler Schichten ldsst sich die Gesamttransfermatrix M

als Produkt der einzelnen Transfermatrices M; darstellen:

A4 B
MM,M,..M, =M = 9
17772773 N |:C D:| ()
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Lost man nun Gl. (7) nach dem Reflexionsverhéltnis 7 auf, so kann daraus die Reflek-

tivitdt R = ‘r‘ fiir das Multischichtsystem berechnet werden:

2

‘AnSubstrat + BnSuperstratnSubstrat B C B DnSuperstrat

R(A)= |

(10)

AnSubstrat + BnSuperstratnSubstrat - C - DnSuperstmt

Das Interferenzspektrum /FS eines Multischichtsystems entspricht dann dem Quotien-
ten aus Reflexionskoeffizient des Multischichtsystems und dem entsprechenden Re-

flexionskoeffizienten des Multischichtsystems ohne Interferenzschicht (Fowles 1989):

RO
]FS(A) — R((i))mztlnterferenzﬁlm (1 1)

ohne Interferenzfilm

2.2.3 Mikroreflektometrie

Bei der reflektometrischen Interferenzspektroskopie werden Anderungen im Reflexi-
onsspektrum, die durch Wechselwirkungsprozesse zwischen dem zu messenden Ana-
lyten und der Oberflache zustande kommen, gemessen und ausgewertet. Dabei erfolgt
eine spektrale Detektion iiber einen geeigneten Wellenldngenbereich (abhingig von
den auftretenden Brechungsindices und Schichtdicken der Interferenzschichten). Bei
dem im Arbeitskreis Gauglitz verwendeten ,,Standard“-Aufbau wird als Anregungs-
quelle eine Halogenlampe verwendet, und das Reflexionsspektrum wird spektral iiber
ein Diodenzeilenspektrometer im Bereich zwischen 400 — 750 nm detektiert. An-
schlieBend wird iiber eine Polynomanpassung 2ter Ordnung die Lage des Interferenz-

minimums bestimmt und daraus auf die optische Schichtdicke zuriickgerechnet.

Alternativ zur Anregung mit WeiBlicht kann die spektrale Information auch durch eine
sequenzielle, monochromatische Anregung bei mehreren Wellenldngen gewonnen
werden. Als moglicher ,,Monochromator kann hier z. B. ein Filterrad verwendet wer-

den, iiber das einzelne, geeignete Wellenldngen aus dem Anregungsspektrum ausge-
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wihlt werden konnen. Ein solcher Autbau wird z. B. fiir die parallele RIfS-Detektion
verwendet (Rothmund 1999) (Abb. 2-7).

Ein anderer Ansatz zur Generierung einer spektralen Information ist die Verwendung
von mehreren monochromatischen Lichtquellen. Als Beispiel ist hier der Einsatz von
verschiedenfarbigen Leuchtdioden zu nennen. Der in Abb. 2-8 gezeigte 4-A-Aufbau
wird bereits erfolgreich im Bereich der Gasphasendetektion eingesetzt und ist sehr
ausfiihrlich in (Reichl 2000) beschrieben. Dabei werden sequenziell aus vier verschie-
denfarbigen Leuchtdioden Lichtimpulse auf die Detektionsflache eingestrahlt und das
reflektierte Licht iiber eine Photodiode detektiert. Der Vorteil dieses Aufbaus gegen-
tiber dem Standard-RIfS-Aufbau liegt darin, dass auf ein teures Diodenzeilenspektro-
meter verzichtet werden kann und somit eine ausgesprochen kostengiinstige Detekti-
onseinheit zur Verfligung steht. Gegeniiber einem Aufbau mit Filterrad kann auf jegli-
che bewegliche Teile verzichtet werden, was zu einer deutlich hhern Robustheit des

Gerates fuhrt.

Filterrad Lichtquelle

Transducer
S

CCD Kamera

Abb. 2-7: ,,Demonstrator-Null“ zur parallelen RIfS-Detektion. Die spektrale In-
formation wird durch das eingesetzte Filterrad erzeugt.
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Abb. 2-8:  Schema des 4-Lambda Aufbaus (a) und eines daraus resultierenden
Spektrums (b), ein Funktionsmuster ist in (c) zu erkennen.

2.3 Fermenteranalytik

Die Online-Uberwachung von Bioprozessen gewinnt zunehmend an Bedeutung. Ziel
dabei ist es, in ,,Echtzeit” Informationen iiber moglichst viele Variablen des beobach-
teten Prozesses zu erhalten. Diese Informationen sind, insbesondere zur Entwicklung
und Regelung dieser Prozesse im Hinblick auf eine optimale Produktausbeute, von
grofler Bedeutung. Heutzutage stehen nur wenige Online-Analysensysteme zur Verfii-
gung, die nicht-invasiv kontinuierlich und hinreichend schnell Daten liefern, und dabei
den besonderen Anforderungen im Zusammenhang mit einem Fermentationsprozess
geniigen. Die meisten dieser Systeme sind entweder in-situ Sensoren oder Analysen-
systeme, die die Abluft des Prozesses iiberwachen. Dabei werden meistens physikali-
sche Parameter, wie Temperatur oder Druck sowie chemische Parameter wie pH-Wert,
geloster Sauerstoff oder die Zusammensetzung der Abluft bestimmt. Zusétzlich kon-
nen noch weitere Mess- und Analysensysteme zur Bestimmung des Redoxpotentials
des gelosten CO, im Medium, der Triibung (Nepheleometrie; Turbidimetrie) als Mal}
fiir das Wachstum der Organismen, der NADH-abhingigen Fluoreszenz als indirektes
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Mal fiir die Biomasse bzw. O,-Versorgung oder des O,- und CO,-Gehalts im Abgas
angeschlossen werden. Diese Messungen werden sowohl in der Industrie als auch in
den Hochschulen routineméBig durchgefiihrt. Allerdings liefern diese Messungen, mit

Ausnahme der Abluftanalytik, wenig Informationen zum Verstindnis des Prozesses.

Um detailliertere Informationen zu erhalten, ist im Allgemeinen eine manuelle Pro-
bennahme, gefolgt von einer klassischen Analysenmethoden wie z. B. der HPLC im
Labor notwendig. Eine solche Analytik ist jedoch sehr zeitaufwendig, kostenintensiv
und fiihrt zu einem Zeitversatz zwischen Analysenergebnis und Fermentationsprozess
(Disely et al. 1999). Hier wire eine Analytik wiinschenswert, mit der wichtige Infor-
mationen beziiglich des Prozesses direkt online erhalten werden konnten, um schneller
und gezielter auf Verdnderungen im Fermentationsablauf reagieren zu konnen. Eine
solche Online-Analyse ist durch den Einsatz biochemischer Sensoren zu erreichen.
Gerade biochemische Sensoren sind aufgrund ihrer Selektivitidt und Spezifitit in der
Lage, die interessierenden Komponenten gezielt auch aus komplexen Fermentations-
Brithen heraus zu detektieren. Dies wiirde die Optimierung eines Fermentationspro-
zesses wesentlich vereinfachen. Dariiber hinaus kann mit solchen Analyseverfahren
die Abfallmenge, die bei der Analytik entsteht, minimiert werden. Dies ist gerade in
der Fermentationstechnik, wo oftmals auch umweltrelevante Stoffe zum Einsatz kom-
men (z.B. genmanipulierte Mikroorganismen), ein wichtiger Punkt. So darf z.B. bei
der Expression des Gerinnungshemmers Hirudin in Hefen der Abfall nicht verfiittert
oder anderweitig weiterverwendet werden, sondern muss einer Verbrennung zugefiihrt

werden.

Teilweise werden bereits Biosensoren verwendet, in denen biochemische Rezeptoren
(z.B. Enzyme, Antikorper...) mit geeigneten Transducern kombiniert sind. Eine Aus-

wahl einiger solcher Biosensoren zeigt Tab. 2-3.
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Rezeptor Substrat Transducer
Glucoseoxidase (GOD) |Glucose pH-,0,-,H,0,-Elektrode
Invertase, = Mutorotase, | Saccharose O,-Elektrode
GOD
Glutamatdehydrogenase |L-Glutaminsdure NH, ' -Elektrode
CO,-Elektrode
Urease Harnstoff NH, -, pH-, CO,-Elektrode
Nitirifizierende Bakteri- O,-Elektrode
en
Penicillinase Penicillin G O,-Elektrode
Tab. 2-3:  Auswahl verschiedener Biosensoren zur Bestimmung organischer Sub-
Strate.

Die Rezeptoren sind dabei meist an oder hinter einer fiir die zu messende Substanz
permeablen Membran immobilisiert. Durch Wechselwirkung zwischen dem spezifi-
schen Substrat und dem Rezeptor wird eine physikochemische Verdnderung verur-
sacht, die iiber den Transducer detektiert wird. Als Transducer werden dabei meist

unspezifische Sensoren wie O,- oder CO,-Elektroden verwendet.

Ein wesentlicher Teil der vorliegenden Arbeit ist die Weiterentwicklung eines Biosen-
sors, der auf spezifischen Wechselwirkungen zwischen immobilisiertem Ligand und
Analyt basiert. Die Verwendung von biospezifischen Wechselwirkungen als Detekti-
onsprinzip erlaubt eine Detektion des Analyten direkt aus den komplexen Proben, wie
sie im Fermenter vorliegen. Aufbereitungsschritte sind dazu nicht — oder nur in ein-
fachster Form notwendig. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass die Wirkungsweise
des produzierten Stoffs zu dessen Nachweis verwendet und somit nicht nur das Pro-

dukt, sondern auch die Funktionsfahigkeit gleich mitdetektiert wird.
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2.4 Matrix-unterstutzte-Laser-lonistation-Time-of-flight-

Spektrometrie

Traditionelle massenspektrometrische Methoden, die sich als sehr geeignet fiir die
Analyse kleiner, niedermolekularer Substanzen gezeigt haben, sind fiir die Analyse
von nichtderivatisierten hochmolekularen Biomolekiilen schlecht geeignet. Diese
Methoden erfordern, dass die Analyten als ionisierte Molekiile in die Gasphase
tiberfiihrt werden. Grof3e Biomolekiile sind jedoch wegen ihrer grolen Polaritit wenig
fliichtig. Deshalb mussten neue lonisierungsmethoden entwickelt werden, mit denen
auch groBe Biopolymere ionisiert und in die Gasphase iiberfiihrt werden konnen.
Neben  verschiedenen anderen  Ionisationsmethoden  wie  Felddesorption
(Beckey, 1977), **Cf Plasmadesorption (Macfarlane und Torgerson, 1976) und
Thermosprayionsiation  (Blakely et al, 1980) scheinen  besonders  die
Elektrosprayionisation (Whitehouse et a/, 1985) und der Beschuss mit kurzen,
intensiven Laserpulsen (Laserdesorption/lonisation (Hillenkamp und Ehring,
Karas und Hillenkamp, 1989)) fiir die Analyse von Biomolekiilen im Massenbereich
von einigen tausend bis einigen hunderttausend Daltons am vielversprechendsten zu

sein (Hillenkamp et al, 1991).

Bereits in den frithen 70er Jahren wurden erste systematische Versuche unternommen,
mit Hilfe von Lasern organische Molekiile in ionischer Form in die Gasphase zu iiber-
filhren. Dabei zeigte sich, dass ein effizienter Energietransfer eine resonante Absorpti-
on des Laserlichts durch das Molekiil benétigt. D.h. Laser im fernen UV (Kopplung
mit elektronischen Strukturen des Molekiils) oder im fernen IR (Kopplung mit Rotati-
ons-Schwingungs-Strukturen des Molekiils) fithren zu den besten Ergebnissen. Aul3er-
dem muss die Energie innerhalb sehr kurzer Zeit auf das Molekiil tibertragen werden,
um den thermischen Zerfall des Molekiils zu vermeiden. Typischerweise werden La-
serpulse im Bereich von 1-100ns verwendet. Dabei konnten aber abhidngig von der
Molekiilstruktur und der Molekiilgroe nur Biopolymere bis 1000 Da als intakte lonen
in die Gasphase tiberfiihrt werden. Der Grund hierfiir liegt in der resonanten Anregung

des Analytmolekiils begriindet, die fiir den Energietibertrag notwendig war und oft-
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mals zu einer Photodissoziation fiihrt. Erst 1987 zeigten Karas und Hillenkamp, dass
dieses Problem durch Verwendung einer Matrix gelost werden kann. Dabei wird eine
geringe Konzentration an Analytmolekiilen in eine feste oder fliissige Matrix eingela-
gert. Die Matrix besteht dabei aus kleinen, stark absorbierenden Molekiilen (Tanaka et
al. 1988), die verschiedene Aufgaben iibernimmt: Sie absorbiert Energie aus dem ge-
pulsten Laserstrahl, isoliert die Probenmolekiile und verhindert dadurch die Assoziati-
on von Analytmolekiilen und somit die Bildung von zu gro3en Molekiilen, und sie
liefert photoangeregte Sdure- oder Basenfunktionen fiir die Ionisation der Probenmo-
lekiile (Hillenkamp ef al. 1991). Die Energie des Lasers wird von der Matrix absor-
biert, die darauthin schnell in die Gasphase expandiert (mit eingeschlossenen Proben-
molekiilen). Die Ionisation erfolgt zum einen iiber einen Protonentransfer zwischen
angeregter Matrix und dem Analytmolekiil und zum anderen durch Kollision in der

expandierenden Matrixwolke (Cotter, 1997; Feneslau, 1997).

Die Masse der ionisierten Molekiile wird dann meistens mit einem Time-Of-Flight-
Spektrometer bestimmt. Dabei werden die Ionen durch ein konstantes elektrisches
Feld auf eine bestimmte Geschwindigkeit beschleunigt. Die Geschwindigkeit ist pro-
portional zu (rni/zi)'l/ 2 (mjy/z; st das Verhiltnis von Masse und Ladung der entspre-
chenden lonenart). AnschlieBend passieren die Ionen einen feldfreien Raum und wer-
den abhingig von ihrer Fluggeschwindigkeit aufgetrennt. Am Ende des feldfreien
Raumes werden die auftreffenden lonen schlielich detektiert (Abb. 2-9). Der Zeitun-
terschied zwischen der Startzeit (die fiir alle Ionen gleich ist) und dem Auftreffen auf
dem Detektor ist proportional zu (my/z)"* und wird zur Berechnung der Ionenmasse

herangezogen.
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Abb. 2-9:  Maldi-Tof, 2verschiedene Anordungen: a) lineare Anordnung , b) Re-
flectron TOF Massenspektrometer. Details siche Text.

Die Grenzen der Massenauflosung Am/m hiangen dabei von der Masse m des Ions und
der Halbwertsbreite Am ab. Die Halbwertsbreite wiederum wird beeinflusst durch die
Zeit, die zur lonisierung und zur Ablosung des Ions aus der Matrix bendtigt wird, so-
wie der Geschwindigkeitsverteilung der Ionen vor der Beschleunigung. Deshalb wer-
den zur Verbesserung der Massenauflosung oftmals so genannte Reflectron Anord-
nungen verwendet (Abb. 2-9b), da hier der Einfluss der Geschwindigkeitsverteilung

stark minimiert und somit ein hohere Massenauflosung erreicht werden kann.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Gerate

Spektrometer Spekol 1100 (Analytik Jena), modifiziert nach Schmitt et. al 1997 mit
Polymerlichtleiter (PMMA), Imm Durchmesser mit 1 auf 2 Faserkoppler von micro-
Parts, Dortmund und 5V/10W Halogenlampe mit integriertem Reflektor (Oshino

Lamps, Niirnberg).

Diodenzeilenspektrometer MCS210 der Firma Zeiss, Jena; Y-Quarzlichtleiter HCP,
Durchmesser 600 um; als Lichtquelle wurde eine 6V/20W Halogenlampe verwendet,

die in eine optische Bank mit Lichtleiteranschluss eingebaut wurde.

FIA-Anlage ASIA der Firma Ismatec, Weilheim. Verwendet wurde eine Fixpumpe mit
20 Umdrehungen pro Minute sowie einer Variopumpe mit maximal 50 u/min (variabel
in 100 Schritten). Die Schlauche mit Innendurchmesser von 0,25 mm (Variopumpe)

und 0,95 mm (Fixpumpe) wurden ebenfalls von der Firma Ismatec bezogen.

Flusszelle aus Plexiglas mit eingefrdastem Flusskanal (Tiefe ca. 0,05 mm) und Bohrun-

gen fiir den Ein- und Auslass des Tragerstroms.

Hamilton Dilutor Microlab 541C und Ventilsteuerung MVP mit 1-8-Ventil von Ha-

milton Deutschland, Darmstadt.
Massenspektrometer der Firma Applied Biosystems: Voyager DE Pro mit Reflektor.

RIfS-Biaffinity RIfS-Prototyp der Firma Analytik Jena AG.

Transducerplattchen:
D263 Glas, beschichtet mit 10 nm Ta,O5 und 330 nm SiO,, Firma Schott, Mainz. Gro-
Be: 1,2x 1,2 cm?.
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ITO-Schichten:
I mm dicke BK7 Glaspldttchen mit einer 180 nm dicken Indium-Zinn-Oxid (ITO)-
Schicht wurden freundlicherweise von Herrn Martin, NMI-Reutlingen, zur Verfligung

gestellt.

Mikrokonzentratoren Microcon von Millipore, Eschborn.
Winkelrotor Kiihlzentrifuge Labofuge 400 R von Heraeus, Osterode.
Registrierendes Spektralphotometer Specord M500 von Zeiss, Jena.
Verschiedene Kolbenhubpipetten von Eppendorf, Hamburg.

pH-Meter CG 843 von Schott, Mainz.

3.2 Materialien

3.2.1 Chemikalien

DMF: Dimethylformamid, absolut, iiber Molekularsieb (H20 =0,01%) wurde

von der Firma Fluka, Neu-Ulm bezogen.
GOPTS: 3-Glycidyloxypropyl-trimethylsiloxan.

AMD: Das Aminodextran wurde nach einer Anleitung von J. Piehler hergestellt.
Die dazu benétigten Dextrane wurden von der Firma Sigma, Deisenho-

fen, bezogen.

PEG: Die Polyethylenglycole Diaminopolyethylenglycol-2000 (Diamino-PEQG)
und Dicarboxypolyethylenglycol-2000 (Dicarboxy-PEG) wurden von

der Firma Rapp Polymere, Tiibingen, bezogen.

Vancomycin: Vancomycin wurde als Vancomycin-Hydrochlorid von der Firma Fluka,

Neu-Ulm, bezogen.
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DIC: Diisopropylcarbodiimid wurde von der Firma Fluka, Neu-Ulm, bezogen.
OVA. Das Protein Ovalbumin wurde von der Firma Sigma, Deisenhofen, bezo-
gen.

Tripeptide: Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Di- und Tripeptide wurden von
Herrn Dr. Rolf Tiinnemann, Arbeitsgruppe Jung, Universitit Tiibingen

synthetisiert und zur Verfligung gestellt.

3.2.2 Losungen

Phosphat buffered saline (phosphatgepufferte Kochsalzlosung) PBS:
150 mM Natriumchlorid, 10 mM Di-Kaliumhydrogenphosphat, pH 7.4.

Carbonatpuffer pH 9,5
100 mM Na,CO; 100 mM NaHCO; pH 9,5.

Hepes-Puffer
Hepes 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,005% (v/v), pH 7,04.

Piranha-Losung:
60 Vol% konzentrierte Schwefelsdure und 40 Vol% Wasserstoffperoxidlosung (30%)

wurden gemischt und sofort weiterverwendet.

Regenerationslosung:

HCI-Losung pH 1,5.
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3.2.2.1 Nahrlosungen

Die Angaben beziehen sich auf 11 H,O.

Vorkultur:

1,5 g Glucose

1,5 g Sojamehl

0,5 g Cornsteep fliissig
0,2 g CaCO;

0,5 g NaCl

pH 7,0

Hauptkultur:

20,0 g Glycerin (99%)
5,0 g Glucose

10,0 g Sojapepton

3,0 g Hefeextract

3,0 g CaCO;

pH 7,0

Beide Nihrlosungen wurden nicht selber hergestellt, sondern freundlicherweise von

der Arbeitsgruppe Wohlleben, Universitit Tiibingen, zur Verfligung gestellt.

3.2.3 Bakterienstamme

Amycolatopsis orientalis ATCC 19795 (zur Produktion von Vancomycin) und

Bacillus Subtilis ATCC6633 (Indikatorstamm fiir Hemmbhoftest)

wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Wohlleben, Universitdt Tiibingen,

zur Verfiigung gestellt.

3.2.4 Entsorgung

Um der Ausbildung von Resistenzen vorzubeugen, wurde streng darauf geachtet, dass
keine Losungen, die Vancomycin oder Balhimycin enthalten, unbehandelt in den Ab-
fluss gegeben werden. Samtliche Abfalllosungen, die Vancomycin oder Balhimycin
enthielten, wurden eingedampft, mit einer Piranha-Ldsung versetzt und diese liber
Nacht einwirken lassen, um somit die Glycopeptide zu zerstoren. Diese Losungen

wurden dann mit viel Wasser in den Abfluss gegeben.
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3.3 Messmethoden

3.3.1 Messprotokolle

Die Ansteuerung der Fluidik-Analge und des Diodenzeilenspektrometers erfolgte mit
dem Programm ,,Measure* von G. Kraus.

Als erstes wurde durch Spiilen mit Puffer eine Basislinie aufgenommen. Wahrend die-
ses Schrittes wurde die Probenschleife mit der Probenlosung geladen. AnschlieBend
erfolgte die Injektion der Probe iiber die Flusszelle. Danach erfolgte ein weiterer Spiil-
schritt mit Puffer, wiahrenddessen die Probenschleife mit Regenerationslosung gefiillt
wurde. Diese wurde anschlieend injiziert. Je nach Bedarf wurde der Regenerations-
schritt mehrmals wiederholt. Schlielich wurde nochmals eine Basislinie aufgenom-
men. Zur Auswertung der Interferenzspektren wurde das Programm ,Ifz* von A.
Brecht verwendet. Jedes Spektrum wurde durch Aufsummieren von 30 Einzelmessun-
gen mit einer Integrationszeit von je 150 ms mit dem Diodenzeilenspektrometer er-
stellt. Die einzelnen Schritte wurden hinsichtlich ihrer Dauer und der jeweiligen

Fliessgeschwindgkeit je nach Versuchsziel variiert.

WO T T T T T T T T T T
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Abb. 3-1-:  Prinzipieller Ablauf einer Messung.
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3.3.2 Hemmhoftest

Als Testkeim wurde B. subtilis verwendet.

Es wurden unterschiedliche Mengen (0,01 bis 2,5 pg) an Vancomycin auf eine Filter-
rondelle gebracht, diese auf eine mit dem Testkeim priparierte Testplatte aufgelegt
und iiber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurde der Durchmesser des Hemmbhofes be-

stimmt.

3.3.3 HPLC-Parameter

Fiir die HPLC-Messungen wurden folgende Parameter verwendet:
GromSil-80 ODS-7pH (4um), 4 x 125 mm
Eluent A: 0,1% wissrige Phosphorsdure
Eluent B: Acetonitril

Gradient:

t=0 min 100% A

t=2 min 100% A

t=12min 70% A

t=15min 0% A

Fluss: 1,25ul/min

Injektionsvolumen: 10 pl

Detektion: UV 210 nm

3.3.4 Maldi-Messungen

Fiir Vancomycin:

Matrix: gesittigte Losung von a-Cyanozimtsidure in Wasser/Acetonitril und 1% TFA

Fiir Proteine
Matrix: gesittigte Losung von Sinapinsdure (Hydroxydimethoxyzimtsidure) in Was-

ser/Acetonitril und 1% TFA.

Es wurden jeweils 5 pul Matrix verwendet.
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Alle Maldimessungen wurden von Herrn Alex Garvin (Applied Biosystems) in

Allschwil (Schweiz) durchgefiihrt.

3.3.4.1 Maldi-RIfS-Kopplung

Nach dem jeweiligen RIfS-Experiment wurden die Transducer ausgebaut, mit ca.
200 pl deionisiertem Wasser gespiilt und mit Stickstoff trocken geblasen. Anschlie-
Bend wurden sie mit Sekundenkleber auf das Maldi-Target geklebt (siehe auch Kapitel
4.3.2.3) und bis zum Versand in die Schweiz bei -20°C gelagert.

3.4 Oberflachenmodifikationen

Reinigung und Aktivierung der Transducer

Die Transducer wurden mit einem fusselfreien Papiertuch mechanisch vorgereinigt.
AnschlieBend wurden sie 5 min in 6N NaOH-Losung gereinigt. Nach dem die Trans-
ducer dann mit bidestilliertem Wasser kréftig abgespiilt wurden, wurden sie 15 min
lang mit frisch zubereiteter Piranha-Losung im Ultraschallbad gesdubert. Nach erneu-
tem Waschen mit deionisiertem Wasser wurden sie an Luft getrocknet. Die so aktivier-

ten Oberflachen wurden sofort weiter verwendet.

Silanisierung der aktivierten Glasplittchen

Zur Silanisierung wurde GOPTS verwendet. Dazu wurden die vorgereinigten Trans-
ducer in einer trockenen Wégschale mit 10-15 ul GOPTS betropft und ein zweites
Plattchen umgekehrt aufgelegt (Sandwichverfahren). Nach etwa 1 h wurde das tiber-
schiissige GOPTS mit trockenem Aceton abgewaschen und die Glaspliattchen im
Stickstoffstrom getrocknet. Die so behandelten Transducer wurden sofort weiterverar-
beitet, um eine Desaktivierung der Epoxygruppen durch Luftfeuchtigkeit zu vermei-

den.

Die silanisierten Glasplédttchen wurden dann mit 10-15 pl einer AMD-Wasser-Losung

(1 mg AMD in 2 pl bidestilliertem Wasser) liber Nacht in einer mit Wasserdampf ge-
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sattigten Atmosphire im Sandwichverfahren inkubiert. AnschlieBend wurden sie mit

deionisiertem Wasser gereinigt und an der Luft getrocknet.

Umsetzung der silanisierten Transducer mit PEG

Die frisch silanisierten Transducer wurden mit ca. 30 pl einer Losung von 0,2 ug PEG
in 50ul Dichlormethan belegt. Nachdem das Dichlormethan verdunstet war, wurden
die Transducer iiber Nacht in einem Ofen bei 70°C behandelt. AnschlieBend wurde

das tliberschiissige PEG mit einem kréftigen Strahl deionsiertem Wasser abgespiilt.

Umfunktionalisierung der Oberfléichen
Die meisten in dieser Arbeit verwendeten Liganden besitzen eine freie Aminofunktion,

iber die sie durch eine Amidbindung an die Oberfldche angebunden wurden.

Bei aminofunktionalisierten Oberflichen (AMD- bzw. Diamino-PEG-Oberfliche)
musste deshalb vor der Ankupplung des Liganden eine Umfunktionalisierung der A-
minofunktion in eine Carboxylfunktion stattfinden. Zu diesem Zweck wurden die a-
minofunktionalisierten Oberflichen mit 50 pg Glutarsdureanhydrid versetzt und im
Sandwichverfahren mindestens 2 h bei 70°C umgesetzt. AnschlieBend wurden die

Transducer zuerst mit DMF und danach mit bidestilliertem Wasser gewaschen.

3.4.1 Immobilisierung von Acetyl-L-Lysin-D-Alanin-D-Alanin (AcKaa)

Carboxylfunktionalisierte Transducer wurden mit 5-10 pul einer NHS/DIC-Losung
(1 M NHS, 1,2 M DIC in DMF) mindestens 2 h in einer mit DMF geséttigten Kammer
inkubiert. AnschlieBend wurde mit DMF und deionisiertem Wasser gespiilt und im
Stickstoffstrom getrocknet. Danach wurde der Ligand in moglichst wenig DMF gelost
(1-2 mg Ligand pro 10 ul DMF) und die aktivierten Transducer mit ca. 10 pl dieser
Losung wenigstens 48 h in einer DMF-Atmosphére im Sandwichverfahren inkubiert.
AbschlieBend wurde mit DMF und deionisiertem Wasser gewaschen und an der Luft

getrocknet.
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3.4.2 Immobilisierung von Antikorpern

Samtliche Antikorper in dieser Arbeit wurden online (d.h. unter Beobachtung der Re-
aktion mit RIfS) im Flusssystem immobilisiert. Dazu wurde ein carboxylfunktionali-
sierter Transducer eingebaut und mit Puffer &quilibriert. AnschlieBend wurden
100 bis 150uL einer Losung aus 37,5 mM EDC / 100 mM NHS in deionisiertem Was-
ser injiziert. Nach einem kurzen Spiilschritt wurden 100 pl einer Losung des Antikor-
pers (50 pug/ml in 10 nM NaOAc-Puffer) mit einer FlieBgeschwindigkeit von 5 pL/min
injiziert. AnschlieBend wurde griindlich mit PBS gespiilt. Nicht umgesetzten
Aktivestergruppen wurden dann durch eine zweiminiitige Injektion einer Ethanolamin-

Losung (1 M, pH 8) deaktiviert.

3.4.3 Herstellung ACA-BSA

Aktivierung der Atrazincapronsiure

5 mg (16,6 pmol) Atrazincapronsdure (ACA) wurden zu einer geriihrten, eisgekiihlten
Losung N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (5,1 mg = 24,6 umol) und N-
Hydroxysuccinimid (2,9 mg = 25umol) in 200 pl absolutem DMF gegeben. Die Re-
aktionslosung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, der entstandene Dicyc-
lohexylharnstoff abzentrifugiert und der entstandene Analytderivat-NHS-Aktivester
abdekantiert.

Kopplung von Atrazincapronsiure an BSA

5 mg (76 nmol) BSA wurden in 2,5 ml Carbonatpuffer pH 9,5 gelost. Zu dieser Lo-
sung wurden 27,5 ul (2 2,28 umol, 30-facher Uberschuss) der zuvor hergestellten
ACA-NHS-L6sung gegeben und fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktions-
produkt wurde anschlieBend mit Microcon aufgereinigt und in PBS-Puffer umgepuf-

fert. Der Markierungsgrad wurde UV-spektrometrisch bestimmt (Schobel 1999).
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3.4.4 Immobilisierung von Biotin

Die Immobilisierung von Biotin erfolgte nach einem Protokoll von Birkert 1998:

Eine Losung von 1 mg (4 uMol) Biotin und 1,4 mg (4,4 uMol) TBTU (2-(1H-
Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumtetrafluoroborat) in 50 pl DMF wurde
hergestellt. Dabei 16ste sich das Biotin allerdings kaum. Zu dieser Suspension gibt
man 4 pl (23,3 uMol) DIPEA (Diisopropylethylamin) und schiittelt kraftig durch, bis
kein Niederschlag mehr zu erkennen istr. Von diesem Reagenz gab man dann sofort
5 ul auf einen entsprechend vorbehandelten Transducer (Sandwichverfahren, DMF-
Atmosphére). Nach 30 min war die Reaktion abgeschlossen und die Transducer wur-

den mit bidestilliertem Wasser abgespiilt.

3.4.5 Immobilisierung von Avidin

Avidin wurde wie die Antikorper online im Flusssystem immobilisiert. Dazu wurde
ein biotinylierter Transducer eingebaut und mit Puffer dquillibriert. AnschlieBend wur-
den 100 - 200uL einer Losung aus 50pug/ml Avidin in PBS injiziert. Zum Schluss wur-
de griindlich mit PBS gespiilt.

3.4.6 Biotinylierung von Antikorpern

I mg Biotin-NHS (22,9 umol) wurden in 100 pl DMF (trocken, gekiihlt) gelost
(£ 29,5 mMol). 1 pl dieser Biotin-NHS-Losung wurden zu einer geriihrten und ge-
kiihlten Losung von 0,1 mg Antikorper in 0,1 ml Carbonatpuffer pH 9,5 gegeben. Die
Reaktionslosung wurde 2-4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsprodukt
wurde anschlieBend mit Microcon aufgereinigt und in PBS-Puffer umgepuffert (Hof-

mann et al. 1977, Bayer et al. 1980)
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Online-Uberwachung von Fermentationsprozessen

Viele pharmazeutisch relevanten Substanzen, die iiber eine klassische chemische Syn-
these kaum oder nur in sehr geringen Mengen hergestellt werden konnen, werden
heutzutage biotechnologisch produziert. Z. B. werden Antibiotika, Proteine und be-
stimmte Nahrungsmittelzusitze mit Hilfe von Mikroorganismen in groen Fermentern

hergestellt.

In Kapitel 2.2.3 wurde die Notwendigkeit zur Uberwachung dieser Prozesse bereits
ausfuhrlich behandelt. Dabei werden bei den meisten dort vorgestellten Systemen je-
doch nur sehr allgemeine physikalische und chemische Parameter wie Temperatur,
geloster Sauerstoff, pH-Wert oder optische Dichte wéahrend des Prozesses iiberwacht
(Disely et al. 1999). In den meisten Féllen kann jedoch dadurch weder eine qualitative
noch eine quantitative Aussage iiber die gewiinschte Komponente getroffen werden.
Um den Fortgang der Fermentation in Bezug auf die Konzentration des gewiinschten
Produktes oder verschiedener Substrate zu iiberwachen, kommt mit Ausnahme einiger
weniger in-situ-Sensoren, wie z.B. fiir den Glucosenachweis (Filipini et al. 1991),
normalerweise die HPLC zum Einsatz (Liu et al. 2001). Gerade hier konnen Biosenso-
ren eine Alternative zur klassischen Analytik sein, da mit ihnen sowohl qualitative als
auch quantitative Informationen iiber die interessierende Komponente gewonnen wer-

den koOnnen.

4.1.1 Online-Bestimmung der Vancomycinkonzentration wahrend eines Fer-

mentationsprozesses

Vor dem oben aufgefiihrten Hintergrund sollte die prinzipielle Mdoglichkeit der pro-
duktspezifischen Online-Uberwachung eines Fermentationsprozesses mit Hilfe eines
Biosensorsystems basierend auf der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie

(RIfS) am Beispiel des Glycopeptid-Antibiotikums Vancomycin iiberpriift werden.
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Dabei sollte die Eigenschaft des Vancomycins, sehr selektiv an Peptide zu binden, de-
ren Proteinsequenz mit D-Ala-D-Ala endet, genutzt werden, um den Wirkstoffgehalt
im Kulturmedium zu bestimmen. Zu diesem Zweck wurde N-a-acetyliertes L-Lys-D-
ala-D-ala kovalent iiber die e-Aminofunktion des Lysins auf der Oberfliche immobili-
siert. In (Mehlmann 1999) wurden hierzu bereits grundlegende Untersuchungen zur
Wechselwirkung von Vancomycin mit immobilisiertem L-Lys-D-ala-D-ala und zur
reflektometrischen Charakterisierung unterschiedlicher Sensoroberflichen beziiglich
threr unspezifischen Wechselwirkungen und der Regenerierbarkeit ausfiihrlich be-
schrieben. Im Folgenden soll deshalb nur eine kurze Zusammenfassung gegeben wer-

den.

Ziel war es, das System Vancomycin-p-Alanin-p-Alanin mit RIfS zu charakterisieren.
Dies sollte als vorbereitende Untersuchung fiir eine Uberwachung der Vancomycin-
Produktion in dem komplexen Medium eines Fermentationsprozesses mit RIfS erfol-

gen.

Zu diesem Zweck wurden in einem ersten Schritt verschiedene Transducer hinsichtlich
threr Eigenschaften charakterisiert. Dabei zeigte sich der prinzipielle Unterschied zwi-
schen Transducern, die zur Vermeidung von unspezifischen Wechselwirkungen mit
AMD oder mit PEG modifiziert wurden. So zeigten AMD-modifizierte Transducer,
wie aufgrund der hydrogelartigen Struktur zu erwarten ist, ein deutlich groferes Signal
als PEG-Transducer, da bei Modifikation mit AMD mehr als eine Monolage binden
kann. Auch in ihrer Kinetik unterscheiden sich beide Transducer stark voneinander. Es
wurde qualitativ gezeigt, dass das Problem der Riickbindung bei AMD-Transducern
eine wesentlich grofere Rolle spielt. Durch die Riickbindung wird die Dissoziationsra-
te unterschétzt, was sich auch stark auf die Bestimmung der Assoziationsrate auswirkt.
AMD-Transducer zeigten eine wesentlich langsamere Kinetik als PEG-modifizierte

Transducer.

Die Bestimmung der heterogenen Affinitdtskonstanten fiir die Reaktion von Vanco-
mycin mit immobilisiertem L-Lysin-p-Alanin-p-Alanin ergab Werte zwischen 2,4-10°

M™ und 8,9-10° M. Dabei zeigte sich, dass der Wert der gemessenen Affinitéitskon-
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stante vom jeweils verwendeten Transducer abhing. Transducer mit hoher Liganden-
dichte auf der Oberfliche zeigten groBere Affinitdtskonstanten als Transducer mit
niedriger Dichte an immobilisiertem Ligand. Dies lag vermutlich zum einen an den
kooperativen Eigenschaften des Vancomycins, die bei der Dimerisierung und der Li-
gandbindung auftreten, zum anderen aber auch an einer Unterschitzung der Dissozia-

tionsratenkonstante durch die auftretende Riickbindung.

Es konnte gezeigt werden, dass eine prinzipielle Uberwachung der Vancomycin-
Produktion in einem Fermentationsprozess moglich ist. Dabei stellte sich heraus, dass
Fermenterproben, die allein durch Zentrifugieren aufgearbeitet wurden, eine deutliche
unspezifische Bindung auf den verwendeten Transducern zeigten. Durch Verdiinnen
der Proben konnte dieses Problem vermieden werden. Zumindest bei Proben, die einen
hohen Gehalt an Vancomycin aufweisen, war diese Verdiinnung sogar notwendig, um
die Konzentration des Vancomycins innerhalb des dynamischen Bereichs zu halten.
Bei Proben mit niedrigem Vancomycingehalt konnte die Verdiinnung aber problema-
tisch werden, da dann unter Umstdnden die Vancomycinkonzentration unter die Be-

stimmungsgrenze, evtl. sogar unter die Nachweisgrenze fiel.

Am Beispiel eines weiteren Glycopeptid-Antibiotikums, des Balhimycins, konnte ge-
zeigt werden, dass die Messung der Produktkonzentration in einem Fermenter auch fiir

andere Glycopeptide méoglich ist.

Die beschriebenen ersten Ergebnisse zur Fermenteriiberwachung wurden allerdings
noch nicht mit Methoden der klassischen Analytik tiberpriift. Dies soll im folgenden
Abschnitt behandelt werden.

4.1.1.1 Referenzanalytik mit MS

Die besondere Stirke von Biosensoren liegt darin, aus komplexen Systemen selektiv
und sensitiv Zielsubstanzen in kurzen Zeitintervallen zu erfassen. Die Kulturbriihe aus
dem Fermenterprozess stellt mit ihrem Gehalt an verschiedensten Proteinen, DNA-

Partikeln und weiteren Komponenten eine sehr komplexe Matrix dar. Gerade deshalb
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muss bei der Entwicklung von entsprechenden Sensoroberfldchen ein besonderes Au-
genmerk auf die Vermeidung von unspezifischen Wechselwirkungen gerichtet werden

(Mehlmann 1999).

Um zu tiberpriifen, ob mit der hier vorgestellten Methode zur Konzentrationsbestim-
mung auch ausschlieBlich Vancomycin und nicht etwaige andere Substanzen detektiert
wurden, wurden die Sensordaten mit Methoden der klassischen Analytik tiberpriift. Zu
diesem Zweck wurden die zellfreien (siehe auch 4.1.2.1) Fermenterproben zuerst mit-
tels HPLC aufgereinigt und anschliefend die Konzentration an Vancomycin iiber UV-

Detektion bestimmt.

Es zeigte sich, dass mit beiden Messverfahren prinzipiell der gleiche Verlauf der Pro-
duktbildung gemessen wurde (Abb. 4-1). Allerdings lagen die mit RIfS bestimmten
Werte in (Abb. 4-1) um etwa das Vierfache iiber den mit HPLC-UV bestimmten Wer-
ten. Bei anderen Fermentationsldufen war dieser Unterschied zwischen den RIfS- und
den HPLC-Ergebnissen etwas geringer (Daten nicht gezeigt). Die mit HPLC bestimm-
ten Konzentrationen lagen aber immer im Bereich von 50 — 80% gegniiber den mit
RIfS gemessenen. Ahnliche Ergebnisse erhilt man, wenn anstelle der HPLC-UV-
Messung eine HPLC-MS-Kopplung als Referenzanalytik verwendet wird (Tiinnemann

2000). Hierfiir konnten im Wesentlichen zwei Faktoren verantwortlich sein.
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Abb. 4-1: Verlauf der Vancomycin-Konzentration wdhrend des Fermentationspro-
zesses. Die HPLC-Messungen (V) ergeben eine Konzentration an

Vancomycin, die deutlich geringer ist als diejenige, die aus den RIfS-
Messungen (m) erhalten wurden.

Zum einen war es moglich, dass trotz der aufwendigen Oberflichenchemie zur Ver-
meidung von unspezifischen Wechselwirkungen Fremdproteine aus der Fermenter-
matrix an die RIfS-Oberfliche binden und somit das Ergebnis verfalschen. Zum ande-
ren kann bei der reflektometrischen Detektion auch eine sogenannte ,,ungewollt-
spezifische* Wechselwirkung zwischen Sensoroberfliche und Molekiilen aus der Pro-
benmatrix auftreten. Solche ungewollten Wechselwirkungen kénnen zustande kom-
men, wenn im Kulturmedium Substanzen oder Nebenprodukte gebildet werden, die
zwar dieselbe oder eine dhnliche spezifische Bindungstasche wie das zu detektierende
Produkt aufweisen, sich aber sonst von diesem unterscheiden. Dies konnten im Falle
der Fermentation von Vancomycin z. B. Substanzen sein, die das gleiche Peptidgeriist
besitzen, sich aber im Glycosylierungsmuster unterscheiden. Diese Molekiile sollten
dann ebenfalls eine antibiotische Aktivitét zeigen, d.h. ebenfalls an die Sensoroberfla-
che binden und somit das Signal verfdlschen. Diese ungewollt-spezifischen Wechsel-
wirkungen stellen dann ein generelles Problem dar, wenn biologische Wechselwirkun-

gen als Erkennungsprinzip verwendet werden. In den Féllen, in denen solche Neben-
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produkte auftreten, kann ein Sensorsystem, das auf biologische Wechselwirkungen
beruht, nur bedingt eingesetzt werden. Dennoch kann gerade diese Eigenart solcher
Sensorsysteme auch groe Vorteile mit sich bringen. Da als spezifisches Erken-
nungssprinzip die biologische Funktionsweise (hier die antibiotisch wirkende Anbin-
dung von Vancomycin an D-Alanin-D-Alanin) ausgenutzt wird, erhédlt man nun die
Moglichkeit die (biologische) Funktionalitdt des Produktes direkt zu liberpriifen. Dies
ist insbesondere dann von groBem Vorteil, wenn das gewlinschte Produkt ein komple-
xes Protein (z.B. ein rekombinanter Antikorper) ist. Es werden somit nur korrekt gefal-

tete und damit biologisch aktive Proteine erkannt.

Eine genauere Auswertung der HPLC-Chromatogramme zeigte, dass neben Vancomy-
cin auch andere Substanzen in der Fermenterprobe zugegen sind, deren UV-Spektren
dem des Vancomycins sehr dhnlich sind. Bezieht man diese Substanzen unter der An-
nahme, dass fiir sie die gleiche Kalibrierfunktion wie fiir Vancomycin gilt, in die quan-
titative Analyse mit ein (da diese Substanzen unbekannt waren und nicht als Reinsub-
stanz vorlagen, konnte auch keine genaue Kalibrierung erfolgen), so ergibt sich ein
deutlich kleinerer Unterschied zwischen den RIfS- und HPLC-Messungen. Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass wohl eher ,,ungewollt-spezifische* Wechselwirkun-
gen als Ursache fiir die unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich sind, und nicht

die unspezifische Bindung an die Oberfliche.

Die Fremdsubstanzen, die ebenfalls eine spezifische Wechselwirkung mit D-Ala-D-
Ala zeigen, miissten also auch dieselbe biologische Wirkungsweise wie Vancomycin
zeigen, also antibiotische Wirkung besitzen. Um dies ndher zu untersuchen, wurden
die mit RIfS erhaltenen Daten mit der antibiotischen Wirkung der Fermenterproben

korreliert.
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4.1.2 Hemmhoftest

Um zu demonstrieren, dass die reflektometrischen Sensordaten mit der biologischen
Aktivitit zusammenhiingen, wurde ein Hemmbhoftest durchgefiihrt. Uber einen solchen
Test kann die antibiotische Wirkung von Substanzen bestimmt werden. Hierzu wird
ein Testkeim mit verschiedenen Konzentrationen an Antibiotikum bzw. der zu unter-
suchenden Probe versetzt, und die Hemmwirkung des Bakterienwachstums iiber den
Durchmesser des Hemmhofs quantifiziert. Der Logarithmus der Antibiotikakonzentra-
tion steht dabei in linearem Zusammenhang mit dem Durchmesser des Hemmhofes
(Schlegel 1981). Nach Aufnahme einer Kalibriergeraden kann dann die Konzentration

des Antibiotikums bestimmt werden.

Es wurden unterschiedliche Konzentrationen an Vancomycin auf eine Filterrondelle
gebracht und diese auf eine Testplatte aufgelegt. Als Testkeim wurde B. subtilis ver-
wendet. Nach Inkubation iiber Nacht wurden die Hemmhofdurchmesser bestimmt. Die

daraus resultierende Kalibriergerade ist in Abb. 4-2 zu sehen.

Anschliefend wurden jeweils 20 pLL der zu unterschiedlichen Zeiten des Fermentati-
onsprozesses gezogenen Fermenterproben auf eine Filterrondelle gebracht, ebenfalls
iiber Nacht inkubiert und der Durchmesser des Hemmhofs bestimmt. Uber die
Kalibriermessung kann dann die Menge an antibiotisch wirksamer Substanz bestimmt
und daraus die Konzentration berechnet werden. Damit kann der Verlauf der
Antibiotikakonzentration wéahrend des Fermentationsprozesses verfolgt werden. Die
hieraus erhaltenen Daten stimmen sehr gut mit den RIfS-Messungen iiberein (Abb.
4-3). Mit dem Biosensor wird also direkt die antibiotische Aktivitit gemessen.
Gegentiber dem klassischen Hemmhoftest, bei dem die antibiotische Wirkung erst
nach Inkubation {iber Nacht bestimmt werden kann, ergibt sich bei Verwendung des

Biosensors ein erheblicher Zeitgewinn.
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Abb. 4-2:  Kalibriermessung fiir den Hemmhoftest. Aufgetragen ist der Durchmes-

ser des Hemmhofs gegen den Logarithmus der eingesetzten Menge an
Vancomycin.
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Abb. 4-3:  Auswertung des Hemmbhoftests. Die iiber den Hemmhoftest (m) bestimmte
antibiotische Aktivitit der Fermenterproben stimmt sehr gut mit den Bio-
sensordaten () iiberein.



48 4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.2.1 Vergleich verschiedener Probennahmen

Zur Analyse der Fermenterproben bendtigt man ein zellfreies Medium, da sonst mit
einem Verstopfen der Schlduche und Ventile der FIA-Anlage zu rechnen ist. Wéihrend
bei den Vorversuchen in (Mehlmann 1999) dazu die Proben zentrifugiert und nur der
Uberstand analysiert wurden, sollten nun die Zellen gleich bei der Probennahme aus
dem Fermenter tiber eine Filtrationseinheit im Fermenter zuriickgehalten und somit
eine zellfreie Losung gewonnen werden. Eine solche Vorgehensweise ist aus Griinden
der einfacheren Automatisierbarkeit dem Zentrifugieren vorzuziehen. Dazu muss al-
lerdings gewihrleistet sein, dass die gemessenen Produktkonzentrationen im Kultur-
medium mit den Konzentrationen im Zentrifugat libereinstimmen. Fiir eine zuverléssi-
ge Bestimmung der Produktkonzentration sollte das gewiinschte Produkt nahezu voll-
stindig aus den produzierenden Zellen ins Kulturmedium abgegeben werden. Ande-
renfalls miisste in den Probennahmeprozess noch ein zusatzlicher Schritt integriert

werden, in dem die Zellen vor dem Filtrieren aufgeschlossen werden.

Um im Fall der Vancomycindetektion eine zellfreie Probe zu erhalten, wurde ein
Membranfilter direkt im Fermenter eingesetzt. Ein Vergleich von Proben, die zentrifu-
giert bzw. filtriert wurden, zeigte, dass der Vancomycingehalt in beiden Proben gleich
grof} ist (Abb. 4-4). Somit kann auf eine Zentrifugationsschritt bei der Probenvorberei-
tung verzichtet werden, wodurch eine Automatisierung des Analyseprozesses deutlich

vereinfacht wird.

Bei allen Filtrationsschritten in einem Fermentationprozess kann es Probleme mit dem
so genannten ,,Fouling* des Filters geben. Diese Probleme traten jedoch bei keinem
der durchgefiihrten Fermenterldufe auf. Somit kann der Zentrifugationsschritt durch

einen Filtrationsschritt ersetzt werden.
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Abb. 4-4: Vergleich der Proben die iiber das Filtrationsmodul (%) bzw. iiber einen

Zentrifugationsschritt (m) aufgereinigt wurden. Beide Proben zeigen die-
selbe Konzentration an Vancomycin.

4.1.3 Hirudin

Eine differenzierte Steuerung der Blutgerinnung ist von enormem medizinischem Inte-
resse. Fine Vielfalt pharmazeutisch wirksamer Koagulantien und Antikoagulantien
befindet sich im Einsatz. Dabei stellt das aus 65 Aminosduren bestehende Polypeptid
Hirudin, das im Speichel des Blutegels Hirudo medicinalis vorkommt, das wirksamste
natiirliche Antikoagulanz dar. Dieses Polypeptid hemmt spezifisch die Serin-Protease
Thrombin und damit deren Wirkung auf Blutplédttchen und insbesondere die Umwand-
lung von Fibrinogen zu Fibrin. Wie bei Faktoren der Blutgerinnung, die bereits bio-
technologisch hergestellt werden (z.B. Faktor VIII), verspricht man sich auch von der
rekombinanten, industriellen Herstellung des Hirudins bzw. von dessen Derivaten ei-
nen Fortschritt in der medizinischen Prophylaxe bis hin zur Intensivmedizin. Es wurde
gezeigt, dass die direkte Inhibition der Thrombin-Aktivitit durch rekombinantes Hiru-
din das Wachstum von Thromben quantitativ verhindert und die Auflésung bereits
bestehender Thromben in der Maus induziert. Medizinische Studien und Vergleiche

mit anderen Antikoagulantien, wie z.B. das routinemiBig eingesetzte Heparin oder
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Aspirin, zeigen, dass Hirudin deren Wirkung bei weitem Tbertrifft (Nicastro ef

al. 1997).

Hirudin wurde deshalb bereits in verschiedenen Organismen rekombinant in 16slicher
Form hergestellt, wobei sowohl prokaryontische (z.B. Escherichia coli) als auch euka-
ryontische Systemen (z.B. die Hefe Saccharomyces cerevisiae) eingesetzt wurden.
Verschiedene Formen des Hirudins, wie z.B. N- oder C-terminal eingekiirzte Varian-
ten und Aminosdureaustausch-Analoga, wurden exprimiert und haben zum heutigen
Verstindnis der molekularen Hirudin-Thrombin-Wechselwirkung beigetragen. Die
Aufklarung der 3D-Struktur des Hirudins durch NMR-Techniken sowie die Rontgen-
strukturanalyse des Hirudin-Thrombin-Komplexes fiihren insbesondere zur Entwick-
lung neuer Hirudin-Derivate mit medizinischem Potential. So konnte nachgewiesen
werden, dass besonders die hochflexible C-terminale Region des Hirudins fiir die an-
tithrombische Wirkung verantwortlich ist, wahrend der feste Core-Bereich des Poly-
peptids bzgl. dieser Wechselwirkung eine untergeordnete Rolle spielt (Meyer et
al. 1998).

Die klassische Analytik des Hirudins erfolgt in der Regel auBlerhalb des Fermenters.
Sie besteht aus einer Aneinanderreihung mehrerer Schritte und zeichnet sich deshalb

durch einen relativ hohen Zeitaufwand aus.

Analog zur Detektion von Vancomycin sollte nun getestet werden, ob auch Hirudin
mittel RIfS quantifiziert werden kann, um auch hier eine Online-Uberwachung zu er-

moglichen.

4.1.3.1 Indirekte Detektion von Hirudin Uber einen kompetitiven Assay

Die direkte Detektion von Hirudin liber immobilisierte a-Hirudin Antikorper erwies
sich als auBerordentlich schwierig und fiihrte nicht zum gewiinschten Ergebnis. Des-

halb wurde Hirudin iiber ein indirektes Testformat quantifiziert.
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Zur indirekten Detektion von Hirudin wurde der Thrombininhibitor Thrombstop, der
freundlicherweise von Dr. Peter Eckhard, Knoll AG, Ludwigshafen zur Verfiigung
gestellt wurde, kovalent liber freie Aminofunktionen an die Oberflache gebunden. An-
schlieBend wurde eine Losung von 1 pg/ml Thrombin mit verschiedenen Konzentrati-
onen an Hirudin vorinkubiert. Nach einer Inkubationszeit von mindestens 10 min wur-
de die Konzentration an freiem Thrombin im Durchfluss mit RIfS bestimmt (Abb.
4-5). Die Detektion von freiem Thrombin erfolgte dabei an Transducern, auf denen
durch hohe Konzentrationen an immobilisiertem Inhibitor die Bindung diffusionskon-
trolliert verlief. Unter diffusionslimitierten Bedingungen ist die Steigung der Bin-
dungskurve direkt proportional zur Konzentration des freien Rezeptors in Losung. (Da
praktisch jedes ankommende, freie Rezeptormolekiil direkt an die Oberfliche gebun-
den wird, spielt die Kinetik flir die Reaktion an der Oberfldche keine Rolle.) Durch
lineare Regression der diffusionslimitierten Bindungskurven wurden die Steigungen
bestimmt. Die Steigungen wurden auf die Steigung der Bindungskurve ohne Hirudin
Zugabe normiert und gegen den Logarithmus der zugehorigen Hirudinkonzentration
aufgetragen. Die Auswertung wurde dabei in einem Bereich vorgenommen, in dem die
Konzentration der Probenldsung in der Flusszelle konstant war. Vor jeder Messreihe
wurden zusitzlich drei Blanks (Konzentration an Hirudin = 0) vermessen. Innerhalb
einer Messreihe wurde die Ligandkonzentration in steigender Reihenfolge vermessen.
Insgesamt wurde jede Konzentration dreifach gemessen und daraus der Mittelwert und
die Standardabweichung bestimmt. Die Regeneration erfolgte mit einer HCI-Losung

mit pH = 1.75.
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Abb. 4-5:  Bindungskurven fiir die Titration von Thrombin mit Hirudin. Die einge-

setzten Konzentrationen an Hirudin sind entsprechend den Kurven von
oben nach unten: 0; 0,01, 0,03; 0,05; 0,1, 0,3, 0,5, 1 ug/ml.

Die Auswertung der Bindungskurven ist in Abb. 4-6 zu sehen.

Eine Bestimmung der Affinititskonstanten fiir die Wechselwirkung von Thrombin zu
Hirudin ist wegen ihres hohen Wertes nicht moglich. Zusétzlich sind in Abb. 4-6 be-
rechnete Titrationskurven mit angenommenen Werten fiir die Gleichgewichtskonstante
von K =10" L/mol, 10" L/mol und 10" L/mol eingezeichnet (gepunktete Kurven).
Diese Kurven unterscheiden sich praktisch nicht voneinander, so dass die Gleichge-
wichtskonstante zwischen Hirudin und Thrombin mit dieser Methode nur mit K > 10"
L/mol abgegeben werden kann. (In der Literatur (z. B. (Rydel ef al. 1990) sind Werte
von K = 10" — 10" I/mol beschrieben).
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Abb. 4-6:  Titration von Thrombin mit Hirudin. Es wurde 1ug/ml Thrombin mit ver-
schiedenen Konzentrationen an Hirudin vorinkubiert und die Steigung
der Bindungskurve bestimmt.

4.1.4 Online-Referenzierung von unspezifischen Wechselwirkungen

Wie bereits mehrfach erwéhnt, ist die Vermeidung von unspezifischen Wechselwir-
kungen zwischen Fremdproteinen und der Sensoroberfliche ein wesentlicher Punkt
bei der [Etablierung eines Sensorsystems zur Onlineliberwachung von
Fermentationsprozessen. Durch eine geeignete Oberflichenchemie konnten diese
unspezifischen =~ Wechselwirkungen  bereits deutlich  reduziert = werden
(Mehlmann 1999). Messungen von reinen Fermenterproben zeigten aber, dass trotz
dieser verbesserten Oberfliche bei komplexen Medien, wie sie im Fermenter auftreten,
durchaus mit Brechungsindexspriingen und/oder unspezifischer Proteinadsorption zu
rechnen ist. Bei den in (Mehlmann 1999) beschriebenen Messungen wurde dieses
Problem gelost, indem die Fermenterprobe so stark verdiinnt wurde, dass die
unspezifische Bindung an die Oberfliche unterhalb der Nachweisgrenze lag. Dies
hatte allerdings zur Folge, dass damit auch die effektive Nachweisgrenze des zu
detektierenden Produktes entsprechend der Verdiinnung anstieg. Um dieses Problem
zu losen, wurde ein System zur Online-Referenzierung aufgebaut (ndheres iiber diesen
Aufbau findet sich in (Haake 2000)). Grundgedanke dabei ist, dass an zwei Punkten

mit unterschiedlich modifizierten Oberflichen (im folgenden Messspot bzw.
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flaichen (im folgenden Messspot bzw. Referenzspot genannt) iiber den in Abb. 4-7 ge-
zeigten Doppelspektrometeraufbau ein Signal detektiert wird. Auf dem Messspot
kommt dabei dieselbe Oberflichenmodifikation zum Tragen wie sie fiir die bisherige
Detektion verwendet wurde. D. h. es wird auf ein Abschirmungspolymer der entspre-
chende Ligand (hier D-Alanin-D-Alanin) immobilisiert. An diesem Spot sollte somit
ein Summensignal aus spezifischer und unspezifischer Wechselwirkung detektiert
werden. Auf dem Referenzspot wird dagegen kein Ligand immobilisiert, sondern nur
das entsprechende Abschirmungspolymer, das auch am Messspot aufgebracht wurde.
Dies sollte dazu fiihren, dass hier nur ein Signal aufgrund von unspezifischer Adsorp-
tion detektiert wird. Durch Differenzbildung der beiden Signale wird dann der Anteil

an spezifischem Signal erhalten.

Mess- Referenz-

spot \ / spot
" ] Transducer

Detektor Detektor

Lichtquelle
Abb. 4-7:  Schematischer Aufbau des Doppelspektrometersystems: Es wird simultan
an zwei unterschiedlich modifizierten Punkten gemessen, um den Anteil
an unspezifischen Wechselwirkungen bestimmen zu kénnen.

Ein kritischer Punkt bei einem solchen System liegt dabei in der Wahl und Verfligbar-
keit einer geeigneten Referenzoberflache. Nur wenn eine Oberfliche gefunden werden
kann, die die gleiche (oder zumindest moglichst dhnliche) unspezifische Wechselwir-
kungen mit der Probenmatrix zeigt, kann eine solche Online-Referenzierung gelingen.
Der einfachste Ansatz fiir eine solche Referenzoberfliche wire ein Weglassen des Li-

ganden. Dadurch geht jedoch nicht nur die Spezifitit der Oberflache verloren, sondern
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es dndern sich auch die elektrostatischen Eigenschafen der Oberfliche, was wiederum
zu gednderten unspezifischen Wechselwirkungen fiihren kann. Im Falle der Detektion
von Vancomycin bietet sich an, auf dem Messspot L-Lys-D-ala-D-ala, auf dem Refe-
renzspot ein Isostereomer (L-Lys-L-Ala-L-Ala) zu immobilisieren. Durch die Ver-
wendung eines [sosteromeren kann davon ausgegangen werden, dass an Mess- und
Referenzspott dieselben ionischen und Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen
Oberfldche und Probenmatrix auftreten und sich die Oberfldchen ausschliefSlich durch
das Vorhanden- bzw. Nichtvorhandensein der spezifischen Wechselwirkung unter-
scheiden. So modifizierte Oberflachen zeigten Unterschiede in der unspezifischen

Bindung von weniger als 10% (Abb. 4-8).
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Abb. 4-8: Vergleich der unspezifischen Bindung. Als Testsubstanz wurde reines
Fermentermedium (ohne Vancomycin) iiber den Sensor gegeben. Sowohl
am Messspot (---) als auch am Referenzspot (----) wird nahezu das selbe
Signal erhalten.

Messungen mit diesem System werden in Abb. 4-9 demonstriert. Als Testsubstanzen
wurden zum einen reine Vancomycinldsungen (¢ = 0,5ug/ml), zum anderen mit der-
selben Konzentration Vancomycin versetztes Produktionsmedium verwendet. Bei der
Injektion der reinen Vancomycinlosung wird nur auf dem Messspot ein Signal detek-

tiert wihrend auf dem Referenzpunkt keinerlei Wechselwirkungen zu erkennen sind
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(Abb. 4-9 a). Im Gegensatz dazu wird bei Injektion von mit Vancomycin versetztem
Produktionsmedium auf dem Messpunkt ein Summensignal aus spezifischer und un-
spezifischer Wechselwirkung und auf dem Referenzspot nur unspezifische Bindung
detektiert (Abb. 4-9 b). Durch Subtraktion des unspezifischen Anteils des Signals er-
hilt man dann ein korrigiertes Signal. Ein Vergleich der Steigung der Bindungskurve
der korrigierten Messung mit der Steigung der Bindungskurve nach Injektion von rei-
ner Vancomycinldsung zeigt, dass beide Kurven dieselbe Steigung aufweisen, und
somit dieselbe Konzentration an Vancomycin detektiert wird (Abb. 4-9 c¢). Mit einem
solchen Aufbau kann also iiber eine Referenzmessung der Anteil an unspezifischen

Wechselwirkungen bestimmt und herausgerechnet werden.
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Abb. 4-9:  Messungen mit Doppelspektrometeraufbau.
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4.1.5 Aufbau und Charakterisierung eines Systems zur Online-Verdinnung

Wie bereits in (Mehlmann 1999) aufgefiihrt, ist unter Umstanden eine Verdiinnung der
Fermenterproben notwendig, um eine Uberladung des Transducers zu vermeiden. Da-
mit eine Fermenteriiberwachung automatisiert ablaufen kann, wurde ein geeignetes
Flusssystem aufgebaut, das eine automatisierte Verdiinnung der Proben zulésst. Als
weiterer Vorteil sollte eine solche automatisierte Verdiinnung einen deutlich geringe-

ren Fehler bei der Probenvorbereitung beinhalten als eine manuelle Verdiinnung.

Ein Schema des dazu aufgebauten Flusssystems ist in Abb. 4-10 abgebildet. Da die
Detektion mit RIfS mit sehr geringen Probenvolumina von ca. 100 pl auskommt, wur-
de versucht, die geforderte Verdiinnung in der GroBenordnung von 1:100 zu erreichen,

ohne wesentlich mehr als 500 pl Gesamtvolumen zu erreichen.

Fermenter
= Abfall

Filtrations-
stab

Peristaltik-
pumpe

Mischkammer

Abfall
Proben- a

schleife

r FluBzelle
IVAVAVAVAN

Load-Inject Regeneration
Ventil 6-Wege-
Ventil

Load
------- Inject

Spritzenpumpen

Abb. 4-10:  Schema des entwickeltenDilutorsystems.

Diese Arbeiten wurden im Rahmen eines von der Deutschen Stiftung Umwelt gefor-
derten Projektes (AZ: 13028/07) durchgefiihrt. Dabei war ein wesentlicher Aspekt der
Umweltschutz. Aus diesen Griinden sollte das Volumen moglichst gering gehalten
werden, um die anschliefende ,teure* Entsorgung giinstiger zu machen und insgesamt

weniger Abfall zu produzieren.



58 4 Ergebnisse und Diskussion

Diese Vorgaben in der Verdiinnung und dem Gesamtvolumen lassen sich mit Peristal-
tikpumpen nur schwierig reproduzierbar einhalten. Aus diesem Grund wurden Sprit-

zenpumpen eingesetzt.

Der Ablauf einer Messung wird im Folgenden beschrieben. Vor jeder Messung wird
die Probenschleife mit Probe aus dem Fermenter gefiillt (Load-Inject-Ventil in Stel-
lung Load). AnschlieBend wird das Load-Inject-Ventil umgeschaltet und ein kleines
Probensegment durch die Spritzenpumpen angesaugt. Danach wird das Load-Inject-
Ventil wieder auf Load umgestellt. Das Probensegment wird nun mit nachflieBendem
Puffer in die Mischkammer gepumpt und abhédngig von der Menge an nachflieBendem
Puffer und der GroBe des Probensegments entsprechend verdiinnt. Von dort wird die
verdiinnte Probe wieder angesaugt und anschlieBend durch die Flusszelle gepumpt.
SchlieBlich wird der Transducer regeneriert und die Mischkammer und Schlauche mit
Puffer gespiilt. Um keine unerwiinschten Dispersionseffekte durch den FlieBpuffer zu

erhalten, werden an entsprechenden Stellen Luftblasen angesaugt.

Fiir alle folgenden Messungen wurde die Menge an nachflieBendem Puffer konstant

gehalten (ca. 300 pl) und nur die GréBe des Probensegments variiert.

Zur Charakterisierung des entwickelten Dilutorsystems wurden Farbstoffprofile mit
Indigokarmin aufgenommen. Dabei zeigte sich, dass bereits nach 20 s Injektionszeit
ein Bereich konstanter Konzentration (abhingig von der Menge an aufgesaugter Pro-
be) erhalten wird, der auch (zumindest wihrend 200 s) keinerlei Dispersionseffekte
aufweist (Abb. 4-11). In diesem Bereich flie3t somit eine konstante Konzentration an

Farbstoff durch die Flusszelle und eine Auswertung ist moglich.
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Abb. 4-11:  Konzentrationsprofile, aufgenommen mit verschiedenen Konzentrationen
an Indigokarmin.
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Abb. 4-12:  Kalibriergerade fiir die manuell verdiinnte Stammlosung an Indigokar-
min.

Aufgrund unbekannter Totvolumina des Systems kann das Volumen des zur Verdiin-
nung verwendeten Puffers nur grob vorgegeben werden. Eine genaue Bestimmung
dieses Volumens und der daraus resultierenden Verdiinnung muss experimentell erfol-
gen. Dazu wurde in einem ersten Schritt eine Kalibriergerade mit manueller Verdiin-

nung aufgenommen (Abb. 4-12). AnschlieBend wurde automatisiert verdiinnt, indem
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verschieden grofle Probensegmente aus der Probenschleife aufgesaugt wurden (Abb.
4-13). Das Volumen des zur Verdiinnung verwendeten Puffers wurde konstant gehal-
ten. Zur Bestimmung der Menge an nachfliesendem Puffer wurde eine lineare Fitfunk-

tion verwendet:
Dabei lésst sich die Verdiinnung (x) ausdriicken als:

x=—L
p+v

mit: (12)

p: Volumen an aufgesaugter Probe

v: Volumen an nachflieBendem Puffer

0.007 v T v T v T v T v T v T

0.006 .
0.005 .

0.004 - .

Signal

0.003 .
0.002 1 .

0.0014 = .

1 2 3 4 5 6 7 8
Vol. des Probensegments [ul]

Abb. 4-13:  Verdiinnung mit dem Dilutorsystem. Hierbei wurde dieselbe Stammlo-
sung, die auch in Abb. 4-12 verwendet wurde, durch Ansaugen von ver-
schieden groffen Probensegmenten bei konstanter Menge an nachflie-
Jsendem Puffer verdiinnt.

Daraus ergibt sich die Menge an nachflieBendem Puffer zu:

v=(301,2 +9,1) ul.
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Wie zu erwarten war, sind die Standardabweichungen der automatisierten Verdiinnung
mit Werten zwischen 2,3 bis 6,0% (bezogen auf den Mittelwert) geringer als die von
Hand verdiinnten Proben (0,5 bis 62%). Damit ist gezeigt, dass das aufgebaute Fluss-
system fiir eine automatisiert ablaufende Verdiinnung und Messung der Fermenterpro-
ben nicht nur geeignet, sondern auch genauer als die manuelle Probenvorbereitung ist.

Die Verwendung des Systems fiir reale Proben ist im néchsten Abschnitt beschrieben.

4.1.6 Einsatz des Dilutorsystems flr die Fermenteranalytik

Nach der Charakterisierung des aufgebauten Dilutorsystems wurde dieses nun fiir die
Bestimmung der Vancomycinkonzentration eingesetzt. Dazu wurde zuerst eine Kali-
biergerade mit reinen Vancomycinldsungen aufgenommen. Es wurden Stammlosun-
gen mit Konzentrationen von 0, 25, 50 und 100 pg/ml mit dem aufgebauten System
automatisch verdiinnt und {iber den Sensor gegeben (Abb. 4-14 a). Die GroBe des
aufgesaugten Probensegments und die Menge an verdiinnendem Puffer wurden bei
allen Messungen konstant gehalten. Die daraus resultierende Kalibriergerade ist in
Abb. 4-14 b zu sehen. AnschlieBend wurden reale Fermenterproben ebenfalls
automatisch verdiinnt und injiziert. Die aus den so erhaltenen Sensordaten bestimmten
Konzentrationen der Fermenterproben stimmen sehr gut mit den Werten iiberein, die

durch manuelle Verdiinnung derselben Proben erhalten wurden (Abb. 4-15).
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Abb. 4-14:  Bild a: Messkurven der automatisierten Verdiinnung. Die eingesetzten
Konzentrationen an Vancomycin waren 0, 25, 50, 75 und 100 ug/ml.
Bild b: Kalibrierkurve erstellt mit automatisiert verdiinnten Proben
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Abb. 4-15:  Vergleich der automatisch (m) und manuell (v) verdiinnten Fermenter-
proben. Beide Messungen stimmen gut tiberein. Somit kann das aufge-
baute FIA-System zur automatisierten Verdiinnung verwendet werden.
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4.2 Mikroreflektometrie

Ziel in diesem Teil der Arbeit war es zu zeigen, dass dieser 4-A-Aufbau ebenfalls im
Bereich der Bioanalytik in wéssriger Phase eingesetzt werden kann. Dies sollte am
Beispiel der Detektion von Vancomycin demonstriert werden. Der Hintergrund fiir
dieses Vorhaben ist, dass mit einem solchen Detektionssystem ein sehr kostengiinsti-
ges und damit auch universell einsetzbares Analysengerit fiir die Uberwachung von

Fermentationprozessen geschaffen werden kann.

Die ersten Messungen mit diesem System erfolgten im Stopped-Flow Modus. Damit
konnte Vancomycin erfolgreich detektiert werden (Abb. 4-16). Allerdings ist dieser
Aufbau aufgrund der vergleichsweise groien Detektionsfliche von ca. 2 cm® und dem
damit verbundenen sehr groBen Probenverbrauch bisher nur bedingt im Bereich der
Bioanalytik einsetzbar. Durch eine Anderung der Geometrie des Aufbaus und durch
Verwendung kleinerer, integriert-optischer Bauelemente lieBe sich dieses Problem a-

ber 10sen.

opt. Schichtdickendnderung [nm]

-1.0 <= T v T v T v T v T v T

30 40 50 60 70 80
Zeit [min]
Abb. 4-16:  Erste Messung mit dem 4-A-System. Die Messung erfolgte stopped- flow.
Die eingesetzte Konzentration an Vancomycin betrug I ug/ml.

Bei der Mikroreflektometrie wird nun nicht mehr das gesamte Spektrum detektiert,
sondern lediglich iiber ausgewéhlte Stiitzpunkte abgebildet. Eine Frage, die sich hier-

aus ergibt ist, inwieweit durch die Reduktion der Datenpunkte Informationen verloren
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gehen. Im Folgenden werden hierzu einige grundsitzliche Uberlegungen und Simula-

tionsrechnungen dargestellt.

4.2.1 Abhangigkeit des Basislinienrauschens von der Zahl der Detekti-

onspunkte

Zur genaueren Bestimmung des Reflexionsminimums wird in einem bestimmten Wel-
lenldngenbereich eine Parabelanpassung durchgefiihrt und daraus die Lage des Mini-
mums berechnet (eine ausfiihrliche Beschreibung zur Wahl des Wellenldngenberei-
ches und zu dieser Form der Kurvenanpassung findet sich in (Kraus 1993)). Ein wich-
tiger Parameter, der die Genauigkeit bei der Bestimmung des Minimums beeinflusst,
ist neben systemeigenen Parametern wie dem Detektor- oder Lichtquellenrauschen
auch die Anzahl an Messpunkten, die fiir die Kurvenanpassung zur Verfiigung stehen.

Dieser Parameter soll im Folgenden nidher untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurde mit einem von F. Rathgeb geschriebenen Excel-Worksheet,
ausgehend von den Fresnel-Gleichungen (siehe auch 2.2.2) ein Interferenzspektrum
berechnet. Dieses Spektrum wurde dann mit einem ,,weillen Rauschen mehrfach mo-

duliert und das Minimum jeweils durch eine Polynomanpassung bestimmt.

Um die fiir die Rechnungen verwendeten Parameter moglichst realistisch zu halten,
wurden vorab 60 Interferenzspektren mit dem Standard-RIfS-Aufbau vermessen und
daraus ein realistischer Wert fiir ein Systemrauschen bestimmt. Wie in Abb. 4-17:

erkennbar ist, ist zumindest in dem fiir die Polynomanpassung relevanten Wel-
lenzahlenbereich von 500-660 nm ein nahezu weilles Rauschen in der Gréf3enordnung
von 0,07 %o vorhanden. Mit diesem Wert wurde das berechnete Spektrum statistisch

,,verrauscht®.
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Bestimmung des Rauschens fiir den Standard-RIfS-Aufbau. Links sind
die 60 Roh-Spektren gezeigt (aufgrund der Skalierung ist nur eine Kurve
zu sehen). Rechts ist das Rauschen der einzelnen Dioden (=Wellenldin-

gen) gezeigt.

Uber das zugrunde gelegte Schichtsystem und die verwendeten Brechungsindices gibt

Tab. 4-1 Auskunft. Die Brechungsindices wurden dabei nach Cauchy parametrisiert.

Cauchy- A B C Phys. Dicke
Parameter (nm)
Glassubstrat 1,51055 | 4654,24 | 5,70E+0 | unendl. Halb-
7 raum
Ta,0;5 2,20143 | 2003,00 | 3,53E+0 10
9
SiO, 1,44759 | 3681,89 | 0,00E+0 330
0
Superstrat unendl. Halb-
1,334 0 0 raum

Tab. 4-1 Schichtsystem und Parameter, die zur Berechung des Reflexionsspektrums

verwendet wurden.

Die Bestimmung des Minimums erfolgte immer im Bereich zwischen 500 und

660 nm. Die Zahl der fiir die Anpassung verwendeten Messpunkte wurde dabei von

161 (2 1 Messpunkt pro nm) bis auf 5 (£ 1 Messpunkt pro 40 nm) reduziert und je-

weils das Minimum bestimmt. Dies wurde jeweils fiir 100 Spektren durchgefiihrt und

das Rauschen des Minimums in Abhéngigkeit von der Zahl der Messpunkte bestimmt.
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Abb. 4-18:  Abhdngigkeit des Schichtdickenrauschens von der zur Polynomanpas-

sung verwendeten Zahl der Messpunkte. Die Zahlen im Diagramm geben
zur besseren Ubersichtlichkeit die Zahl der Messpunkte an.

Wie in Abb. 4-18 zu erkennen ist, besteht ein linearer Zusammenhang zwischen dem
Rauschen des Minimums und der reziproken Wurzel der Zahl der fiir die Anpassung
verwendeten Messpunkte. Um bei einer Verringerung der Messpunkte von 161 auf 5
das gleiche Schichtdickenrauschen (und damit verbunden die gleichen Nachweisgren-
zen) zu erhalten, muss im Falle der Verwendung von nur 5 Messpunkten das Signal

mit einem um den Faktor

6 s g
5

geringeren Rauschen gemessen werden. Dies kann z.B. durch den Einsatz stabilerer

Lichtquellen oder einer Erh6hung der Integrationszeit erreicht werden.
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4.3 Kopplung RIfS-MS

4.3.1 Allgemein

Die Biosensortechnologie basierend auf optischen, markierungsfreien Detektions-
methoden wie RIfS oder SPR hat in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung ge-
wonnen. Dabei werden Informationen tliber die biologische Funktion des zu untersu-
chenden Analyten in Form von kinetischen oder thermodynamischen Konstanten, oder
einfach Daten iiber die Konzentration erhalten. Eine Aussage iiber die Struktur oder
Identitdt des Analyten kann nicht getroffen werden. Als Beispiel hierfiir wird auf die
in Kapitel 4.1.1 aufgefiihrten Messungen von Fermenterproben verwiesen. Es wire
jedoch interessant, wenn neben einer Aussage liber die antibiotische Aktivitit der Pro-
ben auch Informationen iiber deren Struktur bzw. Identitdt erhalten werden konnten.
Eine Moglichkeit zur Strukturaufkldrung bietet die Matrix-unterstiitzte-Laser-lonisa-
tion-Time-of-flight Spektrometrie (MALDI-TOF). Diese hat sich zeitgleich wie die
Biosensortechnologie als eine der wichtigsten massenspektometrischen Methoden zur
Analyse von Biomolekiilen etabliert. Zur weiteren Erklarung der Funktionsweise und
Anwendungen von MALDI-TOF sei an dieser Stelle auf mehrere Reviews verweisen

(Hillenkamp et al. 1991, Mann und Talbo 1996, Fenselau 1997).

Eine Kombination von RIfS mit der Massenspektrometrie wiirde aufgrund der unter-
schiedlichen Detektionsprinzipien sowie der unterschiedlichen Aussagen, die sich aus
diesen Messungen treffen lassen, einen sehr hohen Informationsgehalt liefern. RIfS ist
eine nichtdestruktive, optische Detektionsmethode, die meist zur Bestimmung von
kinetischen und thermodynamischen Daten eingesetzt wird. MALDI-TOF hingegen ist
eine destruktive Methode, die zur Strukturaufkldrung und Identifikation von Molekii-
len verwendet wird. Eine Kopplung von beiden Detektionsmethoden ldsst also Aussa-
gen sowohl iiber die Kinetik und Thermodynamik der Wechselwirkung und damit eine
Aussage tiber die Funktionalitit des Analyten, als auch tiber seine Identitdt bzw. Struk-

tur zu.
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In Abb. 4-19 wird der prinzipielle Aufbau einer Kopplung von RIfS mit der Mas-

i

m/z
Maldi-TOF-MS

senspektrometrie gezeigt.

/1 ¥

Zeit [s]

RIfS

Intensitat

A opt. Schichedicke [nm]

Abb. 4-19:  Schema einer Kopplung RIfS - MALDI-TOF-MS. Nach erfolgter RIfS-
Messung wird der Chip aus dem RIfS-Gerdt ausgebaut, fiir das MALDI-
MS Experiment prdpariert und vermessen.

Die Kopplung von Sensorsystemen, die auf SPR basieren, mit der Massenspektro-
metrie ist bereits erfolgreich durchgefiihrt worden (z. B. Krone et al 1997, Nelson et
al. 1999, Nedlekov und Nelson 2000, Nelson 2000). Die Kopplung von RIfS mit MS
ist bisher nicht behandelt worden. Im Folgenden werden einige Uberlegungen und ers-

te Messungen dazu vorgestellt.
4.3.2 Voraussetzungen fur eine erfolgreiche Kopplung
Um eine Kopplung von RIfS mit der Massenspektrometrie erfolgreich durchfiihren zu

konnen, miissen einige grundlegende Randparamter beriicksichtigt werden.

4.3.2.1 Nachweisgrenzen und Konzentrationsbereiche

Die Menge an Analyt, die bei einem RIfS-Experiment an die Oberflache gebunden

wird, liegt im Bereich von 1 — 1000 fmol/mm? und damit im unteren Nachweisbereich
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fir MALDI-MS Messungen. (Dieser liegt bei 500 - 1000 fmol'). Geht man nidhe-
rungsweise von SpotgroBen auf dem Maldi-Target von 1 mm” aus, so wird daraus eine
Flachenkonzentration in der Grofenordnung, wie sie auch fiir hohe Beladungsdichten
bei einem RIfS-Experiment erhalten werden konnen. Fiir die MS-Messungen ist es
deshalb sehr wichtig, eine geniigend groBBe Menge an affinititsgebundenem Analyten
auf der Oberflache zu erreichen, um nicht unterhalb der Nachweisgrenze zu sein. Des-
halb wurden Oberflichen mit einer hohen Dichte an immobilisiertem Ligand herge-
stellt. Im Gegensatz hierzu werden z. B fiir kinetische Messungen Oberflichen mit
einer niedrigen Ligandendichte benoétigt, um den Einfluss der Diffusion und der Riick-

bindung mdoglichst gering zu halten.

Die Genauigkeit der Massenbestimmung bei MALDI ist stark von der Molekiilgrof3e
abhingig. Fiir kleinere Peptide liegt sie bei 10-50 ppm (Jensen et al. 1996), fiir Prote-
ine bis 20 kDa bei 50-100 ppm. Fiir Molekiile groBer als 30 kDa sinkt die Genauigkeit
jedoch auf 0,1-0,2 % ab (Natsume et al. 2000). Fiir Molekiile im Bereich zwischen
200 — 50000 Da sind die Mengen, die auf einem fiir die Bioanalytik genutzten Chip
gebunden werden, ungefdhr in der GroBenordnung wie sie fiir die Massenspektro-
metrie bendtigt werden (Sonksen er al. 1998). Allerdings muss dabei beriicksichtigt
werden, dass die Empfindlichkeit bei RIfS mit steigender Molekiilgrole zunimmt,
wohingegen sie bei der Massenspektrometrie mit steigender Molekiilmasse abnimmt.
Diese beiden gegenldufigen Effekte miissen bei einer Kopplung natiirlich berticksich-

tigt werden.

! Unter optimierten Bedingungen koénnen auch Nachweisgrenzen von 1 fmol erreicht werden. Fiir eine
universelle Einsatzmoglichkeit einer RIfS-MS-Kopplung muss dieses Optimierungspotential letztend-
lich ausgeschopft werden.
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4.3.2.2 Oberflachenmodifikation

Um eine Kopplung von RIfS mit MS zu ermdglichen, muss gewdéhrleistet sein, dass
die bei RIfS verwendete Oberflichenchemie auch fiir die Analyse im MS geeignet ist.
D. h. die Oberfliche darf die Ergebnisse im MS nicht beeinflussen. So sind z. B.
Streptavidin-Oberflichen nicht geeignet, da wihrend der MALDI-TOF-MS-
Experimente die Untereinheiten des Streptavidins dissoziiern und zu einem starken
Signal im Massenspektrum fithren konnen, dass unter Umstédnden das Signal des ei-
gentlichen Analyten iiberdeckt (Nedlekov und Nelson 2000). Von der Firma Biacore
werden mit Carboxymethyldextran modifizierte Oberflachen vertrieben, die laut (Ned-
lekov 2000) nicht mit der MALDI-TOF-MS-Analyse interferieren. Diese Oberflichen
sind den in der Arbeitsgruppe Gauglitz entwickelten mit Glutarsdureanhydrid umfunk-
tionalisierten AMD-Oberflaichen (AMD-GA) sehr dhnlich, so dass zu erwarten ist,
dass auch diese Oberflachen keinen storenden Einfluss auf das MS Experiment haben.
Fiir die RIfS-MS-Experimente wurden daher AMD-GA modifizierte Oberfldchen ver-

wendet.

4.3.2.3 Probenhalter fur eine RIfS - MALDI-TOF MS - Kopplung

Von der Firma Applied Biosystems wurde ein Probenhalter zur Verfligung gestellt, auf
welchem Glasplatten mit einer Gréfe von 45 x 45 mm im MS untersucht werden kon-
nen. Die normalerweise verwendeten RIfS-Transducer haben allerdings eine Grof3e
von nur 12 x 12 mm. Um diese Transducer dennoch untersuchen zu konnen, wurde
eine Messingfolie (45 x 45 mm) mit einem entsprechend dimensionierten Aluminium-
rahmen versehen, so dass diese in den Probenhalter eingebaut werden konnten. Auf
diese Messingfolie wurden dann die Transducer nach erfolgter RIfS-Messung und ent-

sprechendem Spiilen und Trocknen mit Sekundenkleber befestigt.
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Abb. 4-20:  Links oben: Probenhalter fiir die RIfS-MS-Kopplung, rechts oben zum
Vergleich ein Standard-Maldi-Target. Unten ist die mit Alustreifen um-
randete Messingfolie mit aufgeklebten RIfS-Transducern gezeigt.

Als Testsystem wurde das System Vancomycin — D-Alanin-D-Alanin verwendet. Dies
hatte die Vorteile, dass zum einen die hierfiir notwendige Oberflichenchemie bereits
etabliert und das System gut charakterisiert war (Mehlmann 1999), zum anderen eine
hinreichend groBe Menge an Analytmolekiil (bis zu einigen pmol/mm?) an die Ober-
fliche gebunden werden konnte, wodurch die MS-Detektion deutlich erleichtert wird.
Typische Werte z. B. fiir Antikorper liegen bei 50-150 fmol/mm?* (Krone et al. 1997)).
Diese grofle Menge sollte fiir die ersten Versuche die Detektion mit MS deutlich

erleichtern.

4.3.3 RIfS-Messungen

Es wurde ein mit N*-Ac-L-Lys-D-Ala-D-Ala modifizierter AMD-Transducer in das
RIfS-Geriét eingebaut und 10 min lang mit PBS-Puffer equilibiriert. Danach wurden
300 pl einer Losung von 20 pg/ml Vancomycin in PBS-Puffer mit einer Fliefge-
schwindigkeit von 30 pl/min injiziert. Dies fithrte zu einer Anderung der optischen

Schichtdicke von 9980 pm. Obwohl fiir typische kinetische Bindungsstudien zur Ver-
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meidung von Massentransporteffekten Flussraten von iiber 30 pl/min verwendet wer-
den sollen (Glaser 1993, Kortt et al. 1997), wurde hier bewusst eine niedrigere Fluss-
rate gewdhlt, um eine hoher Bindungseffizienz zu erreichen (Nedlekov 2000). An-
schliefend wurde die Oberflache im RIfS-Gerédt 6 min lang griindlich mit PBS-Puffer
gesplilt und nicht gebundenes Vancomycin weggewaschen. Die verbleibende Menge
an Vancomycin betrug 8700 pm, dies entspricht einer verbleibenden Menge an Van-
comycin von 3,5 pmol/mm? (Abb. 4-21). Der Transducer wurde ausgebaut, noch ein-
mal mit 200 pl bidestilliertem Wasser gewaschen, um eventuell vorhandene Salze aus
dem PBS-Puffer weitestgehend zu entfernen, da hohe Salzkonzentrationen einen sehr
storenden Einfluss auf MALDI-MS Messungen haben, und im Stickstoffstrom trocken

geblasen. AnschlieBend wurde der Transducer auf die Messingfolie aufgeklebt.
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Abb. 4-21:  Anbindung des Vancomycins an die Oberfldche. Nach griindlichem Spii-

len mit Puffer ergab sich eine Anderung der optischen Schichtdicke von
8700 pm (= 3,5 pmol/mm’) (Pfeil im oberen Bild)
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4.3.4 MALDI-TOF-MS-Messungen

Zu dem so préparierten Transducer wurden 0,2 — 0,5 ul Matrix (Cyanozimtsdure +
Nitrocellulose) auf die RIfS-Detektionsflache aufpipetiert und im MS vermessen. Pa-
rallel dazu wurde auf einem Referenzpunkt neben der Detektionsfliche eine Losung

von Vancomycin aufgebracht, mit Matrix versehen und ebenfalls untersucht.
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Abb. 4-22:  Vergleich der RIfS-MS-Kopplung (a) mit der Referenzmessung (b)

Das resultierende Spektrum ist in Abb. 4-22 zu sehen. Ein Vergleich der Ergebnisse
der RIfS-MS-Kopplung mit der Referenzmessung zeigt eine gute Ubereinstimmung
der im MS auftretenden Peaks. Interessant ist allerdings, dass der Hauptpeak bei
1465,9 Da erscheint. Die Signale bei 1487 bzw. 1504 Da lassen auf das Na- bzw. K-
Addukt des Vancomycins schlieen. Die theoretisch zu erwartende Masse liegt bei
1448,4 Da. Bei der Referenzmessung ist eine analoge Massenverschiebung von ca.
17 Da zu erkennen. Der Grund hierfiir liegt vermutlich in einer ungeniigenden Kalib-
rierung des MS-Geriétes. Abweichungen konnen z. B. durch die verdnderte Einbaupo-
sition (z B. durch unterschiedliche Dicken der Kleberschicht und daraus resultierende
Abstandsdnderungen zum Detektor) oder durch eine gegeniiber dem Standard Stahl-
Target verdnderte elektrische Feldverteilung durch die nicht leitenden Glas-
Oberflichen der RIfS-Transducer und einer daraus resultierenden Anderung der Be-
schleunigung der erzeugten lonen auftreten. Um diese Abweichungen zu eliminieren
wurde in einem weiteren Experiment eine On-Chip-Kalibrierung vorgenommen. Dazu
wurde bei der Referenzmessung zusammen mit der Vancomycinldsung eine Kalibrier-

16sung aus fiinf verschiedenen Peptiden mit bekannten Massen aufpipettiert. Die nach-
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folgenden MS-Messungen wurden dann auf diese 5 Peptide kalibriert. Damit wurde
dann bei den RIfS-MS-Messungen die korrekte Masse von 1448,39 Da erhalten (Abb.
4-23).
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Abb. 4-23:  RIfS-MS-Messungen von Vancomycin mit interner Kalibrierung.
1448 Da: Vancomycin, 1470 Da: Na-Addukt des Vancomycins

4.3.5 Verwendung von leitenden Oberflachen (ITO-Schichten)

Wie in Abschnitt 2.4 bereits erwdhnt, kommen als Maldi-Target leitende Oberflichen
aus inerten Materialien (z. B. Edelstahl) zum FEinsatz. Eine leitende Oberfliche ist
notwendig, um einen Potentialgradienten aufzubauen, der fiir die Beschleunigung der
erzeugten Ionen in Richtung Detektor bendtigt wird. Bei der Verwendung von RIfS-
Transducern als Maldi-Target fehlt jedoch diese leitende Oberfliche. Das zur Be-
schleunigung notwendige Potential kann zwar iiber die Messingfolie erzeugt werden,
auf die die Transducer aufgeklebt wurden, allerdings mit einer gednderten Feldvertei-
lung. Deshalb sollte untersucht werden, ob durch die Verwendung einer leitenden O-
berfliche bessere Ergebnisse und damit geringere Nachweisgrenzen erzielt werden

konnen. Neben der Leitfahigkeit miissen diese Oberflachen eine hinreichende optische
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Transparenz zeigen, da andernfalls RIfS-Messung nicht moglich wire. Oberflachen,
die diese Eigenschaften (leitend und transparent) besitzen, sind z. B. Indium-Zinn-
Oxid-Schichten (im Folgenden als ITO-Schichten bezeichnet). Durch den Ersatz der
Si0,-Interferenzschicht bei den Standard-RIfS-Oberflichen durch eine entsprechend
dicke ITO-Interferenzschicht erhdlt man Oberflichen, mit denen einerseits ein RIfS-
Experiment durchgefiihrt werden kann, die andererseits aber auch leitende Eigenschaf-
ten besitzt’. Von Herrn Martin vom NMI Reutlingen wurden freundlicherweise ver-
schiedene Glassubstrate mit einer 180 nm starken ITO-Schicht fiir erste Messungen
zur Verfligung gestellt. Bei der Aufbringung der ITO-Schichten kann je nach Wahl der
Parameter sowohl die Transparenz als auch die Leitfahigkeit der Oberfldchen in be-
stimmten Grenzen variiert werden. Eine Charakterisierung der Schichten beziiglich

threr Transmissions- und elektrischen Eigenschaften ist in Abb. 4-24 gezeigt.

* Diese Schichten sind nicht nur fiir eine Kopplung von MALDI mit RIfS von Interesse. Auch andere
Kopplungen (besonders natiirlich Kopplungen von optischen mit elektrochemischen Methoden) sind
denkbar. Ebenso konnten diese Oberfldchen fiir eine elektrochemisch gesteuerte, ortsaufgeloste Ober-
flichenmodifizierung mittels SECM verwendet werden.
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Ref BK7-GlI
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Abb. 4-24:  Transmissionsspektren und Leitfihigkeiten der zur Verfiigung stehenden
ITO-Schichten. Die Bestimmung der Leitfdhigkeit erfolgte mit einem
Multimeter, wobei der Widerstand iiber eine Strecke von 1 cm gemessen
wurde.

Anhand dieser Charakterisierung lassen sich die zur Verfiigung stehenden ITO-
Schichten grob in zwei Kategorien einteilen: eine Gruppe mit einer vergleichsweise
hohen Transparenz und geringer Leitfahigkeit (IT109-113) und eine Gruppe mit einer
niedrigeren Transparenz und entsprechend hoher Leitfahigkeit (IT114-116). Exempla-
risch wurde nun aus jeder Gruppe ein Transducer ausgewidhlt und im MS untersucht.
Dazu wurden die Transducer zuerst auf die Messingfolie aufgeklebt und anschlieBend
wurde mit Leitsilber eine elektrische Kontaktierung zwischen der Messingfolie und
der ITO-Schicht erzeugt. Als Testsubstanz wurden je 500 fmol bakterielle alkalische
Phosphatase (BAP-Protein) aufpipettiert und im MS untersucht (Abb. 4-25 a+b). Pa-
rallel dazu wurde ein normaler RIfS-Transducer (ohne elektrische Kontaktierung) un-
tersucht (Abb. 4-25 c¢). Gegeniiber der nicht leitenden Oberflache erhilt man bei glei-
cher Menge an aufgegebenem Protein ein um den Faktor 4,7 (IT110) bzw. 5,7 (IT115)
hoheres Signal. Vergleicht man die beiden ITO-Schichten, so zeigt die Schicht mit der
hoheren Leitfahigkeit (IT115) auch ein um ca. 20% hoéheres Signal. Somit scheint,
dass durch die Verwendung der leitenden Oberflichen eine Verbesserung der MS-

Detektion erreicht werden kann.
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Abb. 4-25:  MS-Messungen von 500 fmol Bap-Protein pro Spot auf ITO 110 (a),
ITO 115 (b) und auf Glas ohne ITO Beschichtung (c).
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Abb. 4-26:  Basislinie gemessen mit einem ITO-Beschichteten Transducer gegen Luft
(links). Das RMS-Rauschen betrdgt 6,9 pm. Zum Vergleich ist im rechten
Bild eine entsprechende Messung mit einem Standard RIfS-Chip gezeigt.
Das RMS-Rauschen betrdgt hier 1,1 pm.

Da die mit ITO beschichteten Transducer jedoch nicht nur fiir die MS-Analytik son-
dern ebenfalls fiir RIfS-Messungen verwendet werden sollten, musste die Eignung
dieser Schichten fiir RIfS-Experimente gezeigt werden. Problematisch hierbei ist die

sehr geringe Dicke® von 180 nm der zur Verfligung stehenden ITO-Schichten. Diese

3 Fiir Schichten mit dieser Dicke bestand beim NMI-Reutlingen bereits ein Fertigungsprozess mit etab-
lierten Parametern zur Einstellung der Transparenz und Leitfahigkeit, so dass diese Schichten ohne
groflen Aufwand hergestellt werden konnten.
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sind nur bedingt fiir die reflektometrische Interferenzspektroskopie einsetzbar. Prinzi-
piell ist eine Detektion natiirlich auch mit 180 nm dicken Interferenzschichten denk-
bar. Diese miisste dann aber bei kleineren Wellenldngen aus dem UV-Bereich erfol-
gen, woraus sich wiederum Probleme mit der Photolabilitit von Biomolekiilen ergeben
konnen. Zusitzlich miissten natiirlich noch andere Detektoren verwendet werden.
Dennoch zeigt Abb. 4-26 eine prinzipielle Eignung der ITO-Schichten fiir RIfS-
Messungen, auch wenn das Rauschen verglichen mit Standard RIfS-Messungen deut-
lich groBer ist. Durch die Verwendung dickerer ITO-Schichten sollten sich diese Er-

gebnisse deutlich verbessern lassen.
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4.4 Immobilisierung von Antikorpern

Nach den DNA-Microarrays riicken Protein-Arrays immer mehr in den Mittelpunkt
des Interesses. Dabei spielen natiirlich Moglichkeiten zur Immobilisierung von Protei-
nen eine immer groflere Rolle. Bisher wurden im Bereich der Bio- und Umweltanaly-
tik in der Arbeitsgruppe Gauglitz zumeist relativ kleine Analytderivate auf die Ober-
fliche gebunden und dann die Wechselwirkungen (z.B. iliber einen Bindungshemm-
test) mit einem entsprechenden (grof8en) Bindungspartner (z. B. einem Antikorper)
untersucht. Der Vorteil hierbei ist, dass diese Analytderivate zum einen groBtenteils
chemisch und biologisch sehr stabil sind und zum anderen {iber lediglich eine oder
wenige funktionelle Gruppen verfiligen, liber die eine spezifische Anbindung an die
Oberfliache erfolgen kann. Im Bereich der Proteinanalytik ist eine solche Vorgehens-
weise nicht moglich, da hier beide Bindungspartner komplexe Molekiile sind, die meh-
rere potentielle funktionelle Gruppen fiir die Immobilisierung besitzen. Die Schwie-
rigkeiten liegen nun darin, diese Proteine funktional zu immobilisieren. So darf bei-
spielsweise durch die Anbindung an die Oberfldche nicht das aktive Zentrum blockiert
werden. Auch miissen geeignete Bedingungen fiir die Immobilisation gefunden wer-
den, bei denen die Funktionalitit des Molekiils erhalten bleibt. Vor diesem Hinter-
grund werden in den folgenden Abschnitten Strategien fiir die Immobilisierung von
Proteinen am Beispiel eines Antikorpers als Vertreter einer Proteingruppe aufgezeigt

und miteinander verglichen.

4.4.1 Immobilisierung von Antikorpern tber freie Aminofunktionen

Fiir alle folgenden Experimente wurde, wenn nicht anders angegeben, ein polyklonaler

anti-Atrazin-Antikorper der [gG-Klasse verwendet.

Eine sehr einfache Moglichkeit, einen AntikOrper zu immobilisieren, ist die Anbin-
dung {ber freie Aminofunktionen des AntikOrpers an eine carboxyfunktionalisierte

Oberfliche (Hermanson ef al. 1992).
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Zur besseren Kontrolle der Immobilisierung wurden die Versuche online im Sensor-
system durchgefiihrt. Der typische Verlauf einer solchen Immobilisierung wird aus

Abb. 4-27 deutlich.
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Abb. 4-27:  Immobilisierung von IgG-Antikorpern iiber freie Aminofunktionen der
Antikorper.

Zuerst wird die carboxyfunktionalisierte Oberfliche (Aminodextran, umfunktionali-
siert mit Glutarsdureanhydrid) mit einer Losung aus EDC/NHS aktiviert. Anschlie-
Bend wird der zu immobilisierende Antikorper in einer Losung von 50 pg/ml in
HEPES-Puffer injiziert. Schlieflich wird zur Desaktivierung von nicht umgesetzten
Aktivestergruppen auf der Oberfliche eine Losung von Ethanolamin tiber die Oberfla-

che gegeben.

Ein wichtiger Punkt bei dieser Art der Immobilisierung ist die Wahl eines geeigneten
Puffers und des richtigen pH-Wertes fiir die Anbindung des Antikdrpers. Um eine
moglichst gute Kupplungseffizienz zu erhalten, sollte der Antikdrper in moglichst ho-
hen Konzentrationen vorhanden sein. Uber ionische Wechselwirkungen kann man eine

Aufkonzentration nahe der Oberflache erreichen. Da die hier verwendete Oberfliche
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mit Carboxylgruppen modifiziert ist, ist sie negativ geladen. D. h. der Antikorper soll-
te eine positive Ladungsverteilung aufzeigen, um iiber elektrostatische Wechselwir-
kungen an der Oberflache angereichert zu werden. Deshalb sollte der pH-Wert des
Immobilisierungspuffers moglichst niedrig sein. Dabei muss aber beriicksichtigt wer-
den, dass die freien Aminofunktionen des Antikorpers unterhalb seines pI-Wertes pro-
toniert werden und somit fiir die kovalente Anbindung nicht mehr zur Verfiigung ste-
hen. Natiirlich darf der Antikorper nicht durch eine falsche Wahl des pH-Wertes und
des Puffers denaturiert werden und somit seine Bindungsfahigkeit verlieren. Um die
ionische Wechselwirkung zwischen Protein und Oberflédche fiir die Vorkonzentrierung
nicht zu schwichen, sollte ein ionenschwacher Puffer verwendet werden. Aus diesen
Uberlegungen heraus wurde ein 10 mM Acetat-Puffer fiir die Immobilisierung ge-
wihlt. Der geeignete pH-Wert wurde iiber entsprechende Messungen ermittelt. Dazu
wurde der AntikOrper in einer Konzentration von 50 pg/ml {iber eine nicht aktivierte
Oberfliche gegeben und die Aufkonzentrierung an der Oberflache in Abhédngigkeit des
pH-Wertes beobachtet (Abb. 4-28, Abb. 4-29).

Aus Abb. 4-29 wird deutlich, dass oberhalb von pH 5,2 nahezu keine Aufkonzentrie-
rung an der Oberfldche erfolgt. Fiir alle nachfolgenden Messungen wurde deshalb fiir

die Immobilisierung ein pH-Wert von 4,9 gewihlt.
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Abb. 4-28:  Vorkonzentrierung von Antikérpern iiber ionische Wechselwirkungen.
Injiziert wurden 50 ug/ml Antikorper in Natriumacetatpuffer (10 mmol,
pH 4,9).
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Abb. 4-29:  Abhdngigkeit der Vorkonzentrierung vom pH-Wert des Immobilisie-
rungspuffers.
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Kiritisch bei einer solchen Immobilisierung iiber freie Aminofunktionen ist, dass keine
gerichtete Anbindung stattfindet, sondern der Antikorper statistisch an die Oberfldche
gekuppelt wird. Dabei kann die Bindungsdoméne blockiert werden, und der Antikor-
per zeigt keine oder nur eine eingeschriankte Funktionalitat. Um dieses zu iiberpriifen,
wurden die immobilisierten Antikorper auf ihre Spezifitit getestet. Dazu wurde zuerst
eine Losung von BSA (1 mg/ml) injiziert, gefolgt von einer zweiten LOosung eines
BSA-Atrazincapronsidure-Konjugates’ (BSA-ACA) (50 pg/ml). Dabei zeigte sich, dass
das nicht derivatisierte BSA praktisch nicht mit der Oberfliche in Wechselwirkung
tritt, wahrend das BSA-ACA Konjugat einen deutlichen Signalanstieg zeigt (Abb.
4-30).
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Abb. 4-30:  Testen auf Spezifitit. Wihrend reines BSA (1mg/ml) praktisch nicht bin-
det, zeigt ACA-BSA eine deutliche Wechselwirkung mit der Oberfldche

Allerdings sind die hier erzielten Schichtdickendnderungen bei Anbindung des ACA-
BSA relativ gering. Da jeder Antikorper zwei Bindungsstellen besitzt sollte die Menge
an gebundenem ACA-BSA doppelt so grof3 sein, wie die Menge an immobilisiertem

Antikorper. Berlicksichtigt man die Molekiilmassen (BSA: 65000 D, Ak: 150000 Da),

> Die Darstellung des ACA-BSA-Konjugates ist in 3.4.3 beschrieben.
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dann sollte, wenn alle Bindungstellen des Antikorpers aktiv sind, die Schichtdicken-
anderung durch Bindung von ACA-BSA um den Faktor 0,86 (130000 D / 150000 D)
kleiner sein, als die Schichtdickendnderung, die bei Immobilisierung des Antikdrpers
erhalten wurde. Die hier beobachteten Werte liegen jedoch im Bereich von unter 10%
der maximalen Bindungskapazitit (Abb. 4-31). Man kann somit davon ausgehen, dass
der immobilisierte Antikorper nur zu ca. 5-10 % (bezogen auf die Zahl der Bindungs-
stellen) in einer aktiven Form an die Oberfliche gebunden wird. (Die hier angegebe-
nen Prozentangaben stellen nur eine grobe Abschitzung dar). Diese geringe Bin-
dungskapazitdt der immobilisierten Antikérper kann zu Problemen bei der Detektion
von, verglichen mit BSA niedermolekularen Proteinen, wie z.B. Hirudin,

(MG = 7000 D) fiihren.

opt. Schichtdickenanderung [nm]

a-ACA-1gG ACA-BSA

Abb. 4-31:  Vergleich der Menge an immobilisiertem Antikorper mit der Menge an
anschliefsend gebundenem ACA-BSA. Die gestrichelte Linie stellt die
maximal zu erwartende Menge an gebundenem ACA-BSA, wenn alle
Bindungsstellen des Antikorpers mit ACA-BSA belegt sind.
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4.4.2 Immobilisierung uber Avidin — Biotin Wechselwirkung

Eine weitere Moglichkeit neben einer kovalenten Immobilisierung ist die Anbindung
des einen Bindungspartners an die Oberflidche iiber eine Affinitdtswechselwirkung.
Dies kann z. B. {iber eine Biotin-Avidin Wechselwirkung erfolgen. Die Interaktion
zwischen Biotin und dem Hiihnereiweill Avidin oder dem dhnlichen bakteriellen Pro-
tein Streptavidin ist eine sehr verbreitete Wechselwirkung in der Immunochemie. Avi-
din ist ein Tetramer, bestehend aus vier identischen Untereinheiten, von denen jede
eine Bindungsstelle fiir Biotin mit einer Affinititskonstanten von ungefihr 10" M
besitzt (siche auch Wilchek und Bayer 1990). Da diese Wechselwirkung kaum durch
extreme pH-Werte, Puffersalze oder chaotrope Reagenzien gestort wird (Hermanson et
al 1992), kann die Anbindung des Antikorpers, im Gegensatz zu einer kovalenten An-
bindung, wie sie in Kapitel 4.4.1 beschrieben ist, in einem geeigneteren Puffer (z. B.

bei pH 7,4 physiologische Salzkonzentration) stattfinden.

Um eine solche Immobilisierung durchfiihren zu kdnnen, muss der Antikorper aller-
dings eine oder mehrere Biotin-Gruppen tragen. Dazu wurde eine Losung eines Bio-
tin-NHS-Aktivesters in getrocknetem DMF zu einer Losung des Antikorpers in Car-
bonatpuffer gegeben. Die Umsetzung erfolgte bei Raumtemperatur mindestens
2 Stunden lang. AnschlieBend wurde der Antikérper mit Microcons aufgereinigt und

umgepuffert.
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Abb. 4-32:  Anbindung von Avidin. Abb. 4-33:  Anbindung des Antikérpers.

Die Anbindung des Avidins auf der Glasoberfldche erfolgte liber immobilisiertes Bio-
tin. Dieses wurde analog Birkert 1998 immobilisiert, indem eine mit Carboxylgruppen
modifizierte Dextranoberfliche mit einer Losung aus TBTU/Biotin/DIPEA umgesetzt
wurde. Anschlieend wurde eine Losung von 50 pg/ml Avidin in PBS-Puffer iiber die
Oberfliche gegeben. Dabei wurden Beladungen zwischen 9 und 10nm (&
79 - 88 fmol/mm?)° erzielt. Eine typische Bindungskurve ist in Abb. 4-32 zu sehen. In
einem letzten Schritt wurde dann der biotinylierte Antikérper in einer Konzentration
von 50 ug/ml in PBS injiziert. Die hierbei auftretenden Anderungen der optischen

Schichtdicke lagen zischen 1190 und 1370 pm (2 4 - 5 fmol/mm?).

In Abb. 4-34 ist eine schematische Ubersicht des kompletten Schichtaufbaus zu sehen

% zur Umrechnung der optischen Schichtdicke in einen Konzentrationswert wurde ein Umrechnungs-
faktor von 1,7 pm/(pg/mm?) angenommen (Hinel 2002).
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Abb. 4-34:  Schichtaufbau AMD-Biotin-Avidin-Biotin-Antikérper.

Eine Charakterisierung der immobilisierten Antikorper wurde analog Kapitel 4.4.1
durchgefiihrt. Wahrend bei Injektion von BSA in einer Konzentration von 1 mg/ml
nahezu keine Signaldnderung auftrat (Daten nicht gezeigt), traten bei Injektion des
ACA-BSA-Konjugates (50 ng/ml) Anderungen in der optischen Schichtdicke zwi-
schen 760 und 1030 pm auf (£ 5 - 6 fmol/mm®) (Abb. 4-36). Vergleicht man die
Menge an gebundenem ACA-BSA-Konjugat mit der Menge an immobilisiertem Anti-
korper (und damit der Zahl an moglichen Bindungsstellen), so erkennt man, dass 70 -
85% der Antikorperbindungsstellen aktiv sind. Dieser Wert fiir die Aktivitdt des An-
tikorpers ist ungefahr 10-mal groBer als der fiir die kovalente Immobilisierung erhalte-

ne Wert.
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Abb. 4-35:  Bindung von ACA-BSA (50ug/ml) an iiber Biotin immobilisierte o-ACA-
Antikoérper.
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Abb. 4-36:  Vergleich der Menge an affin-immobilisiertem Antikérper mit der Menge
an anschlieffend gebundenem ACA-BSA. Die gestrichelte Linie stellt die
maximal zu erwartende Menge an gebundenem ACA-BSA, wenn alle
Bindungsstellen des Antikorpers mit ACA-BSA belegt sind.
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4.4.3 Vergleich der Beiden Immobilisierungsmethoden

Da sowohl zur kovalenten Immobilisierung des Antikorpers als auch zur Anbindung
des Biotins an den Antikorper dieselben Bindungstellen, ndmlich dessen freie Amino-
funktionen, verwendet wurden, kann eine unterschiedliche sterische Hinderung der
Bindungsstelle als Ursache fiir diese sehr unterschiedlichen Aktivititen ausgeschlos-
sen werden. Der Grund liegt vermutlich in den unterschiedlichen Puffersystemen
(NaOAc pH 4,9 < Carbonatpuffer pH 9,5). Wihrend der Natrium-Acetat-Puffer be-
zliglich der elektrostatischen Anziehung zwischen Oberfldche und Protein als sehr ge-
eignet anzusehen ist, scheint durch dessen Verwendung die Aktivitit des Antikorpers

drastisch reduziert zu werden.

Bezogen auf die Kupplungseftizienz (ausgedriickt iiber die Menge an immobilisiertem
Antikorper) ist die kovalente Anbindung der Affintédtsreaktion vorzuziehen. So wurden
bei der kovalenten Anbindung mit Werten zwischen 7 und 12nm (= 28-
- 48 fmol/mm?) ungefihr 7 - 12-mal mehr Antikorper immobilisiert. Ganz anders sicht
es jedoch aus, wenn als Qualtititskriterium die tatsdchliche Menge an aktiven Bin-
dungsstellen des Antikorpers herangezogen wird. Hier ist die Anbindung iiber eine
Affintatsreaktion deutlich giinstiger als die kovalente Anbindung. Zwar wird dabei
weniger Antikorper immobilisiert, die Zahl der aktiven Bindungszentren ist jedoch
groBer. Durch die erhohte Aktivitdt wird der Nachteil der geringeren Menge an immo-
bilisiertem Antikorper mehr als ausgeglichen. Die Immobilisierung iiber eine Biotin-
Avidin Wechselwirkung ist zumindest fiir den hier verwendeten Antikdrper der kova-

lenten Anbindung vorzuziehen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit sollte ein optisches Biosensorsystem zur produktspezifischen Online-
Uberwachung von Fermentationsprozessen entwickelt, charakterisiert und am Beispiel
des Glycopeptid-Antibiotikums Vancomycin getestet werden. Es zeigte sich, dass eine
solche Uberwachung der Fermentation von Vancomycin mit RIfS mdglich ist. Die
zeitliche Verzogerung zwischen Fermentationsprozess und Analysenergebnis sollte
dabei moglichst gering gehalten werden, um schnell auf Verdnderungen im Prozess
reagieren zu konnen und so den Prozess moglichst optimiert fahren zu konnen. Diese
gering zeitliche Verzogerung sollte durch eine vereinfachte, und damit schnell durch-
zufiihrende, Probenvorbereitung erreicht werden. Es konnte gezeigt werden, dass, mit
Ausnahme eines Filtrationsschrittes zur Gewinnung einer zellfreien Probe, mit dem
entwickelten Sensorsystem sogar Messungen in unaufgereinigter Fermenterproben

moglich waren.

Eine Uberpriifung der Messergebnisse mit Methoden der klassischen Analytik (HPLC)
ergab jedoch, dass die mit RIfS bestimmten Konzentrationen deutlich iiber den Kon-
zentrationen liegen, die mit HPLC bestimmt wurden. Daraus ergab sich die Frage, ob
diese Uberbestimmung aufgrund von unspezifischen Wechselwirkungen zwischen
Fremdmolekiilen aus der Probenmatrix mit der Sensoroberfliche zustande kommt.
Uber einen Hemmbhoftest konnte gezeigt werden, dass mit RIfS nicht nur die Konzent-
ration an Vancomycin bestimmt wurde, sondern vielmehr die antibiotische Aktivitit
der Fermenterprobe. Das heif3t, alle Substanzen, die spezifisch an das auf der Oberfla-
che immobilisierte Peptid binden, werden erfasst. Dennoch kann mit einem solchen
Sensorsystem der qualitativen Verlauf des Fermentationsprozesses beobachtet werden.
Gleichzeitig ldsst sich auch die biologische Funktion des Produktes (hier die antibioti-
sche Aktivitdt) direkt tiberpriifen. Gegeniiber dem klassischen Hemmhoftest, der eine

Inkubation iiber Nacht bendtigt, ist dies ein grofer Zeitvorteil.

Um eine automatisierte Beobachtung des Prozesses zu ermoglichen, war es notwendig,

ein geeignetes Probennahme- und Aufbereitungssystem aufzubauen. Es wurde der bis-
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her zur Probenaufbereitung notwendige Zentrifugationsschritt durch einen Filtrations-
schritt ersetzt. Ebenso wurde ein geeignetes Verdiinnungssystem aufgebaut und cha-
rakterisiert. Somit steht nun ein Gesamtsystem zur Verfligung, mit dem automatisiert
zellfreie Proben aus dem Fermenter entnommen, verdiinnt und detektiert werden kon-

nen.

Zur Vereinfachung der Probenvorbereitung galt ein besonderes Augenmerk dabei dem
Problem der unspezifischen Wechselwirkung mit Fremdproteinen, wie sie in einer
Fermentermatrix vorkommen kénnen. Messungen von realen Fermenterproben oder
anderen komplexen Matrices stellen zur Vermeidung von unspezifischen Wechselwir-
kungen hohe Anforderungen an die verwendeten Oberflaichen. Obwohl die Oberflé-
chenchemie im Arbeitskreis Gauglitz diesbeziiglich schon sehr weit entwickelt ist, las-
sen sich unspezifische Adsoprtionen manchmal dennoch nicht ganz vermeiden. Aus
diesem Grund wurde ein System zur Online-Referenzierung aufgebaut. Dabei wird
neben dem eigentlichen Messpunkt ein weiterer Detektionspunkt eingefiihrt, dessen
Oberflache so modifiziert war, dass zum einen keine spezifische Wechselwirkung mit
dem Analyten, zum anderen eine moglichst dhnliche unspezifische Wechselwirkung
wie am eigentlichen Messpunkt stattfand. Durch Differenzbildung der beiden Signale
wird dann der Anteil an spezifischem Signal erhalten. Ein solches System konnte in

der vorliegenden Arbeit erfolgreich charakterisiert und getestet werden.

Ebenso konnte gezeigt werden, dass mit der Mikroreflektometrie eine Detektion von

Vancomycin moglich ist.

Aufgrund der Komplexitéit der ablaufenden Prozesse ist oftmals eine einfache quanti-
tative Prozessanalytik nicht ausreichend. Entstehen wéahrend des Prozesses neben dem
Hauptprodukt noch Derivate oder Metaboliten, so ist eine Identifizierung und Charak-
terisierung der Komponenten notwendig. Eine Kopplung der reflektometrischen Inter-
ferenzspektroskopie mit der Massenspektrometrei sollte neben der Quantifizierung
von Komponenten auch deren Identifizierung ermoéglichen. Nach der Konstruktion
eines geeigneten Probenhalters konnte erstmals eine solche Kopplung realisiert wer-

den. Dabei wurde zuerst mit RIfS die Anbindung von Vancomycin beobachtet. An-
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schlieBend wurde der RIfS-Transducer in ein Maldi-TOF-Gerit {iberfiihrt und ein
Massenspektrum des gebundenen Vancomycins detektiert. Als kritisch stellte sich
hierbei die Konzentration an auf der Sensoroberfliche gebundenem Analyten heraus.
Es wurde deshalb versucht, ob durch Verwendung einer leitenden Sensoroberldche auf
Indium-Zinn-Oxid-Basis bessere Ergebnisse in Form von geringeren Nachweisgren-

zen im MS zu erzielen sind. Erste Messungen dazu scheinen dies zu belegen.

In einem abschlieBenden Kapitel wurden verschiedene Methoden zur Immobilisierung
von Antikorpern untersucht. Dabei ergab sich, dass bezogen auf die Kupplungseffi-
zienz (ausgedriickt iiber die Menge an immobilisiertem Antikorper) die kovalente An-
bindung tiber freie Aminofunktionen der Anbindung tiber eine Affintétsreaktion iiber
Biotin-Streptavidin vorzuziehen ist. Bezogen auf die Menge an aktiven Bindungsstel-

len ist die Anbindung iiber eine Affinititsreaktion jedoch giinstiger.

Ausblick

Die Anwendung der reflektometrischen Interferenzspektroskopie ist natiirlich nicht
nur auf die Detektion von Vancomycin beschriankt. Andere Systeme wie z. B. die Pro-
duktion rekombinanter Antikorper konnten ebenfalls liberwacht werden. Gerade bei
der Fermentation komplexer Proteine konnte eine Detektion liber biomolekulare
Wechselwirkungen grofle Vorteile mit sich bringen, da auch gleich die biologische

Funktionsweise mit iiberwacht werden kann.

Die Kopplung der reflektometrischen Inteferenzspketroskopie mit der Mas-
senspektrometrie steht erst am Beginn. Besonders fiir den Bereich der funktionellen
Proteomanalyse ist eine solche Kopplung duflerst viel versprechend. Neben der Funk-
tionalitdt (der Bindung an einen entsprechenden Bindungspartner) kann auch eine
Strukturaufkldrung erfolgen und damit z. B. Aussagen iiber posttranslatorische Modi-

fizierungen getroffen werden.
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7 Anhang

7.1 Abkilirzungen

a-ACA-IgG anti-Atratzincapronsdure Immunglobulin G
a-H-IgG anti-Hirudin Immunglobulin G

ACA-BSA Atrazincapronsdure-Rinderserumalbumin
AcKaa N®-acetyl-L-Lysin-D-Alanin-D-Alanin
AMD Aminodextran

AMD-GA Glutarsdure modifziertes Aminodextran
BSA Rinderserumalbumin

DCC Dicyclohexylcarbodiimid

DCM Dichlormethan

DIC Diisopropylcarbodiimid

DIPEA N,N-Diisopropylethylamin

DMF Dimethylformamid

DNA Desoxyribonukleinsiure

EDC Ethyl-N,N-dimethylaminopropylcarbodiimid-hydrochlorid
FIA FlieBinjektions-Analyse

GA Glutarsédureanhydrid

GOPTS 3-Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan
HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino)-ethansulfonsdure-Losung pH 7
ITO Indium-Zinn-Oxid

Maldi matrix assisted laser desorption ionisation
MRSA methicilinresitente Staphyloccocus aureus
NHS N-Hydroxysuccinimid

Ova Ovalbumin (Albumin aus Hiihnereiweil3)
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung

PEG Polyethylenglycol

RIfS reflektometrische Interferenzsspektroskopie
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SECM Scanning electron chemical microscopy

SPR Surface plasmon resonance (Oberflichenplasmonenresonanz)

TBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumtetrafluoroborat

TFA Trifluoressigsdure

VRE Vancomycin-resistente Enterococcen
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