Neue LOosungsansatze zum schnellen Biomonitoring auf der
Basis von Biomagnetischer Separation und Nanotechnologie
(LOBISENA)

A

BiO-
MONITORING

Abschlussbericht zum Forschungsvorhaben

(Zeitraum: 01.05.2006 — 31.12.2008)

Forderprogramm: AiF/ZUTECH
Forderkennzeichen: AiF-Nr. 217 ZBR
Forschungsvereinigungen: DECHEMA (Gesellschaft fur chemische Technik und

Biotechnologie e.V.)
und
IVLV (Industrievereinigung fir Lebensmitteltechnologie und
Verpackung e.V.)
Forschungsstellen: Technische Universitat Dresden

Institut fir Lebensmittel- und Bioverfahrenstechnik (ILBT)

Institut flr Bioprozess- und Analysenmesstechnik e.V.
Heiligenstadt (iba e.V.)



Zusammenfassung

Im Mittelpunkt der hier vorgestellten Arbeiten stand die Etablierung eines neuartigen, Zeit
und Kosten sparenden Systems zur Detektion pathogener Mikroorganismen. AnschlieRend
an eine Biomagnetischen Separation (BMS) sollten die Zellen mit fluoreszierenden Mikro-
kapseln markiert und danach vereinzelt werden. Die Detektion der Mikroorganismen sollte
semiautomatisch in den Kompartimenten erfolgen (Abb. 1).
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Abb. 1:  Schematische Darstellung des Prozesses beginnend mit der Biomagnetischen Separation, Uber die
Kopplung der fluoreszierenden Mikrokapseln bis hin zur Vereinzelung und Detektion des Magnetbead-
Zielzellen-Mikrokapsel-Komplexes

Im Rahmen der Projektbearbeitung wurde die technische Realisierbarkeit aller Einzelschritte
demonstriert. Lésungsansatze fir einzelne Detailprobleme miindeten in der Etablierung neu-
artiger molekularbiologischer Methoden (SELEX) und der PDMS-Chip-Technik an den For-
schungsstellen. Ein leicht zu bedienendes Detektionssystem konnte als Labormuster reali-
siert werden.

Die groRten Schwierigkeiten traten bei der Gewinnung selektiv bindender Liganden zum
Funktionalisieren der Magnetbeads bzw. Mikrokapseln auf. Mehrere Versuche zur Selektion
von im Vergleich zu Antikdrpern sehr kostenglnstigen, selektiv bindenden Peptiden und Ap-
tameren blieben zunachst erfolglos. Erst das Biopanning gegen Staphylococcus aureus zum
Ende der Projektlaufzeit brachte Bindepeptide mit gewiinschter Funktionalitat. Aus heutiger
Sicht erscheint es dennoch schwierig, ganze Zellen als Targets fur die Selektion zu verwen-
den. Zwar bieten Bakterien auf ihrer Oberflache eine Vielzahl potentieller Targetstrukturen.
Jedoch stellen nicht alle zwangslaufig gute Bindestellen fiir die Anlagerung funktionalisierter
Magnetbeads bzw. Mikrokapseln dar.

Fur die angestrebte Separation und Detektion einer Zelle ist es notwendig, dass sowohl
Magnetbeads als auch Mikrokapseln gleichzeitig an sie binden. Als besonders kritisch flr die
Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit erwies sich die Agglomerationsneigung der verwen-
deten Partikel. FUr ein Modellsystem konnten die Prozessparameter soweit optimiert werden,
dass die Agglomerationsneigung beherrschbar scheint. Diese Optimierung muss aber jeweils
fur den Einzellfall erfolgen, da die eingesetzten Liganden mal3geblichen Einfluss auf das Ag-
glomerationsverhalten haben.

Basierend auf der Technik des segmentierten Flusses wurde die Vereinzelung der Magnet-
bead-Zielzellen-Mikrokapsel-Komplexe im Chip (Glas, PDMS) und alternativ dazu mit einer
Zwei-Fluid-Sonde (ZFT) erfolgreich durchgefihrt. Ziel war eine gleichmallige Verteilung ei-
nes Magnetbead-Zielzellen-Mikrokapsel-Komplexes in jeweils einem Kompartiment.



Durch die Entwicklung der automatisierten mikroskopischen und spektroskopischen Detekti-
onsplattform wurde mikroskopisch die Pradsenz von mit Mikrokapseln markierten Zellen in
einem Kompartiment detektiert. Eine anschlieRende Validierung der Detektion auf spektro-
skopischer Basis im Sinne einer Ja-Nein-Entscheidung diente als Qualitatskontrolle. Die Ar-
beiten mindeten in der Konstruktion und Bau eines Labormusters fiir die spektroskopische
Analyse. Durch seinen modularen Aufbau ist es variabel und schnell einsetzbar und dient als
Entwicklungsgrundlage eines Prototyps, der in verschiedenen Bereichen (Lebensmittel,
Pharmazie) Anwendung finden kann.

Aus heutiger Sicht scheint mit dem Nachweissystem eine Verklirzung der Detektionszeiten
auf einen Arbeitstag mdglich. Dies haben die Untersuchungen der einzelnen Verfahrens-
schritte gezeigt, auch wenn eine zusammenhéngende Testung des Gesamtverfahrens an
realen Proben aus Zeitgrinden noch offen bleiben muss. So kann erst nach Validierung der
neu entwickelten Methode endgiiltig beurteilt werden, ob damit ein wesentlicher Beitrag in
Richtung einer produktions- und produktnahen Qualitatskontrolle und —sicherung erfolgt ist.

Das Vorhaben (AiF-Nr. 217 ZBR) wurde aus den Haushaltsmitteln des Bundesministeriums
fur Wirtschaft und Technologie (BMWi) Uber die Arbeitsgemeinschaft industrieller For-
schungsvereinigungen ,Otto von Guericke" e. V. (AiF) gefdrdert.



Forschungsergebnisse der einzelnen Arbeitspakete

Biomagnetische Separation (ILBT)

Die Kinetik der Bindung von Magnetbeads an Zellen ist abhangig von der Wahrscheinlichkeit ihres
Zusammentreffens. Sie lasst sich mittels eines am ILBT entwickelten parametrisierten Modells
beschreiben’. Es sind relativ hohe Konzentrationen an Beads notwendig, um eine Bindung an die
Zellen innerhalb weniger Stunden zu garantieren. Entsprechend der Aussagen des Modells wurden
fir die Experimente Konzentrationen von 10° Zellen/mL und 10° .. 10’ Beads/mL festgelegt.

Projektziel war, die BMS in realen Proben mit komplexer Matrix zu realisieren. Um Aussagen uber
gof. notwendige Vorbehandlungsschritte treffen und die relevanten Kopplungsparameter
bestimmen zu kdnnen, wurden zunéchst Untersuchungen mit antikdrperbeladenen Magnetbeads
und Reinkulturen der Modellorganismen Salmonella Typhimurium und E. coli O55 in PBS
durchgefiihrt. Parallel dazu fanden Untersuchungen in realen Stoffsystemen (Bier, Fruchtsaft und
Milch) statt. In allen Versuchsreihen lagen die Separationserfolge bei tiber 90 %. Deshalb konnte
fur die Projektbearbeitung auf eine zuséatzliche mechanisch/enzymatische Probenvorbehandlung
der untersuchten realen Stoffsysteme verzichtet werden.

Selektion spezifischer Liganden (ILBT)

Biopanning gegen Lactobacillus brevis

Gegen den Modellkeim Lactobacillus brevis wurde ein Biopanning bis zur vierten Runde durch-
gefuhrt. Die Selektion unspezifisch bindender Peptide sollte durch Subtraktion gegen Pediococcus
sp. und Enterococcus faecalis unterbunden werden. In 40 vereinzelten Phagen lieRen sich nach
der Sequenzierung vier verschiedene Fusionspeptide identifizieren. Eine Synthese aller vier identi-
fizierten Peptide war mit dem zur Verfugung stehenden Budget nicht mdglich. Nur das Peptid mit
der grofiten Haufigkeit wurde von der Firma Seqglab GmbH synthetisiert und fiir die anschlieRende
Kopplung an Magnetbeads einerseits am N-terminalen und andererseits am C-teminalen Ende mit
Biotin funktionalisiert.

Zur Beurteilung der Eignung dieser Peptide als Liganden fir die Biomagnetische Separation wur-
den streptavidingelabelte Magnetbeads mit den biotinylierten Peptiden beladen und die Wiederfin-
dungsrate fur verschiedene Puffersysteme, pH-Werte und Salzkonzentrationen bestimmt. Es zeig-
ten sich wie erwartet hohere Wiederfindungsraten bei einer BMS von L. brevis im Vergleich zu an-
deren Mikroorganismen. Eine Biotinfunktionalisierung am C-terminalen Ende brachte hohere Wie-
derfindungsraten. Das entsprach den Erwartungen, da die prasentierten Peptide wahrend des Bio-
pannings uber ihr C-terminales Ende mit dem Phagen verbunden sind.

Insgesamt blieben die Wiederfindungsraten mit maximal 25 % jedoch weit hinter den Erwartungen
zurtick. Demnach sind die getesteten Peptide als Liganden flr die Biomagnetische Separation von
L. brevis ungeeignet. Als denkbare Ursachen kommen in Frage:

- Die Bindung der biotinylierten Peptide durch das Streptavidin auf den Magnetbeads behindert
die Anlagerung der Peptide an die Zielzellen. Deshalb wurde in nachfolgenden Experimenten
stets ein Spacer zwischen Bead und Ligand eingeflgt.

- L. brevis bildet auf der Oberflache der Zellen Exopolysaccharide. Binden die funktionalisierten
Magnetbeads an diese Schicht, ist fraglich, ob wahrend der Waschschritte oder beim Anlegen
eines Magnetfeldes nicht nur Teile davon abgeldst werden. Da diese Effekte zumindest nicht
ausgeschlossen werden kénnen, wurden weitere Experimente mit L. brevis zurtickgestellt.

Biopanning gegen Campylobacter jejuni

In einem ersten Biopanningexperiment gegen Campylobacter jejuni wurden parallel zwei Anséatze
bis zur vierten Runde geflihrt. Subtraktionskeime waren Campylobacter fetus und Campylobacter

ls. Deponte u. a., ‘Biomagnetic separation of Escherichia coli by use of anion-exchange beads: measurement and
modeling of the kinetics of cell-bead interactions’, Analytical and Bioanalytical Chemistry, 379 (2004), 419-426.



coli. Die Sequenzierung lieferte mit 8 bzw. 10 verschiedenen Sequenzen deutlich mehr Varianten,
als in anderen Biopannings am ILBT bisher beobachtet. Viele der Sequenzen traten jedoch nur in
einem einzigen Klon auf. Die beiden Sequenzen mit der je Ansatz héchsten Haufigkeit wurden von
der Firma Genaxxon mit einem um zwei Cysteine erweiterten C-terminalen Ende synthetisiert. Die
SH-Gruppen der Cysteine dienen als Bindestellen fiir Crosslinker, die die Peptide tber ihr C-
terminales Ende an die Beads koppeln und gleichzeitig als Spacer fungieren. Eine zuséatzliche Flu-
oreszenzmarkierung ermoglicht das Monitoring des Anbindens der Peptide an Magnetbeads bzw.
Zielzellen.

Die Kopplung der Peptide an die Beads konnte erfolgreich durchgefiihrt werden. Unter dem Fluo-
reszenzmikroskop zeigte sich dies durch eine deutliche Zunahme der peripheren Fluoreszenz der
Beads. Die hohe Eigenfluoreszenz der Beads verhinderte jedoch eine quantitative Bestimmung der
gebundenen Peptidmenge.

Beide Peptide interagierten in nachfolgenden Experimenten kaum mit dem Zielkeim. Es konnten
weder bei der BMS akzeptable Wiederfindungsraten erreicht werden, noch fihrte eine Inkubation
der Zellen mit ungebundenem, fluoreszierendem Peptid zu einer Fluoreszenzmarkierung. Dem-
nach sind beide Peptide als Liganden fur die BMS ungeeignet.

Fur das Biopanning wurden die Campylobacter sp. submers in Flussigmedium mit lysiertem Blut
kultiviert. Dabei lieBen sich nur geringe Zellkonzentrationen erreichen. Hinzu kommt, dass durch
Koagulation des zugesetzten Bluts zuséatzliche Feststoffe bilden, die von den Zellen nicht abge-
trennt werden konnten. Zum einen verfalschte dies die Bestimmung der Zellkonzentration, zum
anderen stellten die Koagulate zusatzliche Targets wahrend des Biopannings dar. Zwar kann da-
von ausgegangen werden, dass ein Grol3teil dieser falsch selektierten Peptide durch die Subtrakti-
on entfernt werden konnte. Ob dies jedoch ausreicht, wenn die Konzentration des eigentlichen
Targets zu gering war, bleibt unklar.

Das Biopanning gegen C. jejuni wurde wiederholt, diesmal nur als einfacher Ansatz, mit Zellmate-
rial, das auf Platten gezogen wurde, von denen einzelne Kolonien entnommen und fiir die Biopan-
ningexperimente in PBS suspendiert wurden. Komponenten des Nahrmediums bleiben so im Agar
oder kbénnen durch eine Filtration Uber Glaswolle zurlickgehalten werden. Das Biopanning verlief
deutlich stringenter, 20 sequenzierte Proben enthielten nur zwei verschiedene Sequenzen. Beide
Sequenzen wurden mit der oben beschriebenen Funktionalisierung am C-terminalen Ende synthe-
tisiert.

C. jejuni Zellen hafteten nur in sehr geringen Mal3e an Beads, die mit den Peptiden funktionalisiert
waren. Entsprechend niedrig waren die Wiederfindungsraten. Auch ein Anfarben der Zellen mit un-
gebundenem Peptid gelang nicht, obwohl in diesem Biopanning genug Zellmaterial zum Einsatz
kam. Denkbar ist, dass die von den Platten entnommenen Zellen eine hohe physiologische und
morphologische Diversitat aufwiesen, denn die notwenigen Kultivierungszeiten lagen z. T. bei 2
Wochen.

SELEX gegen Campylobacter jejuni

Wegen des ausbleibenden Separationserfolgs wurde die so genannte SELEX-Methode als alterna-
tives Verfahren am ILBT etabliert. Hierbei werden Aptamere (einzelstrdngige DNA- oder RNA-
Molektle) ahnlich dem Biopanning aus einer hochdiversen Bibliothek selektiert. Ein erster Schwer-
punkt der Arbeiten lag in der Anpassung der Protokolle auf den Einsatz ganzer Zellen als Selekti-
onstargets.

In den ersten Versuchen wurden biotinylierte Reverse-Primer genutzt, um spéater die wahrend der
PCR gebildeten Komplementarstrange mit streptavidingelabelten Magnetbeads abzuscheiden.
Dieses Trennverfahren erwies sich als unzulénglich. Im Verlauf des SELEX-Prozesses reicherten
sich fehlerhaft amplifizierte Aptamere an, deren Lange kontinuierlich zunahm. Die Falschamplifika-
te entstanden wahrscheinlich durch unerwiinschte Zusammenlagerung einzelner Aptamere bei der
Amplifikation und lieRBen sich mit Hilfe der Magnetbeads nicht abscheiden. Die SELEX-Versuche
mit biotinylierten Primern mussten daher vorzeitig abgebrochen werden. Daraufhin wurde das Pro-
tokoll an die Verwendung eines HEGL-funktionalisierten Primers angepasst. Dessen Verwendung



bewirkt, dass sich bei der PCR zwei unterschiedlich lange DNA-Strange bilden, die durch eine de-
naturierende PAGE voneinander getrennt werden konnen. Insbesondere die PCR-Bedingungen
mussten mehrfach modifiziert werden, bis die Amplifikation zuverlassig lief.

Es folgte ein SELEX gegen C. jejuni bis zur 6. Runde. Hierbei wurden die Zellen in einem blutfrei-
en Medium unter Schutzatmosphare mit einer fir Campylobacter sp. optimalen Sauerstoffkonzent-
ration angezogen und so die oben beschriebenen Probleme vermieden.

Um zu beurteilen, ob das angereicherte Aptamergemisch Liganden mit den gewinschten Eigen-
schaften enthalt, wurde direkt im Anschluss an die SELEX gepruft, inwiefern die Aptamere in der
Lage sind, an Zellen von C. jejuni zu binden. Durch die Verwendung FITC-markierter Primer fluo-
reszieren alle Aptamere ab Runde 2. Erwartet wurde, dass mit steigender Rundenzahl die Zellen
starker fluoreszieren, da eine zunehmende Zahl von Aptamere an sie binden kann. Dies konnte
jedoch weder mikroskopisch, mit einem Fluoreszenzspektrometer oder mittels Flowcytometry
nachgewiesen werden. Zwar ist denkbar, dass das Aptamergemisch einzelne spezifisch bindende
Aptamere enthielt, offenbar waren aber deren Zielstrukturen auf der Zelloberflache nicht so haufig
vertreten, dass ein detektierbares Anfarben der Zellen Gber die Aptamere moglich war. Von der
aufwandigen Vereinzelung und anschlieRenden Sequenzierung der Aptamere wurde daher abge-
sehen.

Biopanning gegen Staphylococcus aureus

Zum Abschluss der Arbeiten zur Identifizierung spezifisch bindender Liganden wurde Staphylococ-
cus aureus als weiteres Target fur ein Biopanning verwendet. Als Subtraktionskeime kamen hier
Streptococcus thermophilus and Staphylococcus capitis zum Einsatz. Nach der vierten Biopan-
ningrunde wurden die entsprechenden Gensequenzen analysiert. Sie kodierten fur 8 verschiedene
Fusionspeptide.

Die Bindung der entsprechenden Phagen an die Zielzellen konnte mit Hilfe von ELISA-Tests besta-
tigt werden. AulRerdem wurde mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz gezeigt, dass einige der
Phagenklone mit Hilfe des prasentierten Peptides in der Lage sind, den von S. aureus zu binden.

Zwei der identifizierten Peptide wurden durch die Firma Genaxxon synthetisiert und mit Cys-Cys-
Lys(FITC) funktionalisiert. Mit beiden Peptiden gelangen eine Fluoreszenzmarkierung von S. au-
reus, sowie eine Abscheidung von S. aureus Zellen bei der BMS mit Wiederfindungsraten von bis
zu 80 %. Aus Zeitmangel konnten die beiden Peptide fir Kompartimentierungsversuche und zur
Herstellung von Magnetbead-Zielzellen-Mikrokapsel-Komplexen (s. u.) im Rahmen dieses Projekts
nicht mehr eingesetzt werden.

Markierung der separierten Zellen (ILBT und iba)

Das urspriingliche Konzept zur Detektion sah vor, an separierte Zellen Mikrokapseln zu binden, die
nach Anderung ausgewahlter Parameter (pH, Temperatur, etc.) Fluorochrome ausschiitten. Im Ver-
lauf der Projektbearbeitung stellte sich heraus, dass dieser Prozessschritt nicht notwendig ist,
wenn Mikrokapseln mit einer ausreichend hohen Fluoreszenzdichte eingesetzt werden. Zum Ein-
satz kamen deshalb mit Antikdrper funktionalisierte Mikrokapseln mit einem Rhodamin B Kern.

Fur die angestrebte Separation und Detektion einer Zelle ist es notwendig, dass sowohl Magnet-
beads als auch Mikrokapseln gleichzeitig an sie binden. In Ermangelung selbst selektierter spezifi-
scher Liganden wurde ein Testsystem mit kommerziell verfigbaren Antikérpern gegen E. coli und
S. Typhimurium etabliert, um die Bildung dieser Magnetbead-Zielzellen-Mikrokapsel-Komplexe
(MZM-Komplexe) nachzustellen.

Getestet wurden zunéchst Melaminharz (MF)- und SiO,-Mikrokapseln. Die positiv geladenen
MF-Mikrokapseln hatten einen grol3eren Durchmesser (1000 nm) als die negativ geladenen SiO,-
Mikrokapseln (600 nm). Zwar wiesen diese ohne Antikérper funktionalisierten Mikrokapseln keine
nennenswerte Agglomerationen und eine gute Verteilung in der Suspension und im Tropfen auf,
allerdings waren die Fluoreszenzintensitaten nicht ausreichend, um sie auf das Detektionssystem
zu applizieren. Die daraufhin untersuchten Mikrokapseln (@ 910 nm bzw. 2,8 um), deren Fluoroch-
rom (Rhodamin B) im Kern lokalisiert ist, wiesen eine weitaus hdhere Fluoreszenzintensitat (100-



fach) auf. Es konnte eine erhdhte Agglomerationsneigung fur die mit Antikérper funktionalisierten
Mikrokapseln (& 910 nm und 2,8 um) und Magnetbeads (@ 2,3 um) festgestellt werden. Weitere
Untersuchungen der Partikel zeigten, dass in Wasser die geringste Agglomerationsneigung zu be-
obachten war. Andere Faktoren wie die Zugabe von Additiven (Imidazol), Puffer (Sérensen, PBS)
oder pH-Wert Anderungen erbrachten keine signifikanten Verringerungen, sondern in bestimmten
Fallen eher Verstarkungen der Agglomerationen zwischen Magnetbeads und Mikrokapseln, sowie
auch untereinander. Grund fur dieses Verhalten sind die sich bei hoherer Salzkonzentration bil-
denden Salzbriicken, die elektrostatisch die Agglomeration der Partikel erhéhen. Ein vollkommen
unterschiedliches Agglomerationsverhalten zwischen Magnetbeads und Mikrokapseln konnte man
bei der Zugabe des Tensids Triton X-100 feststellen. In einem Mischungsverhéaltnis von 1:1 zwi-
schen der wassrigen Partikel- und Tensidlésung reduzierte sich die Agglomeration bei den Mikro-
kapseln, wahrend sie sich bei den Magnetbeads stark erhdhte. Ein allgemein die Agglomeration
verringernder Effekt konnte nach Ultraschallbadbehandlung (10 min; vye = 35 KHz) beobachtet
werden. Bestatigt wurden diese Untersuchungen durch Zetapotentialmessungen der verschiede-
nen Partikelsorten. Hier zeigte sich bei Antikérper funktionalisierten Magnetbeads eine wesentlich
starkere Verringerung der interpartikularen Abstol3ungskrafte (8-fach) als bei Mikrokapseln (3-fach)
gegeniber den nicht funktionalisierten Partikeln. Grund kdnnen unterschiedliche Beladungen mit
dem Antikdrper wahrend der Partikelbeschichtung sein. Diese Ergebnisse bilden einen wichtigen
Ansatz fur weitergehende Untersuchungen zur gezielten Vermeidung der Agglomerationen, die die
Bildung der MZM-Komplexe negativ beeinflussen.

Entwicklung einer geeigneten Kompartimentierungsmethode (iba)

Chip- und sondenbasierte Kompartimentierung

Eine weitere Zielvorgabe innerhalb des Projektes betraf die Integration eines Chips auf Polymer-
basis (Polydimethylsiloxan, PDMS) in das mikroskopische Detektionssystem. Als kostengtinstige
Alternative zum bereits etablierten Glas-Chip (IPHT, Jena) sollte dieser Chip als ,disposable” die
Prozessschritte Kompartimentieren, Mischen und Mikroskopieren erméglichen. Um die rdumlichen
Mdglichkeiten fir diese Prozessschritte zu gewahrleisten, wurden Veranderungen in den Chipdi-
mensionen (von 22 mm X 22 mm auf 22 mm x 50 mm) vorgenommen. Untersuchungen mit einem
Glas-Chip ergaben, dass aufgrund der entsprechenden Kanaltiefe (200 um) eine zweifache Ein-
stellung der z-Achse am Mikroskop notwendig war, um die Mikrokapseln vollstéandig zu erfassen.
Die Modifizierung der Kanaldimension des neu etablierten PDMS-Chips im Mikroskopierbereich
sollte daftir sorgen, dass keine Veranderung in der x- und y-Achse vorgenommen werden muss,
um die Mikrokapseln im Durchfluss zu erfassen. Im Ergebnis steht eine Kanalstruktur, die eine
einmalige Nachstellung der z-Achse am Mikroskop notwendig macht, aber eine mikroskopische
Untersuchung jedes einzelnen Kompartiments erméglicht. Bei weiteren Optimierungen entstanden
fluidische Probleme beim Durchgang von Kompartimenten zwischen Haupt- und Mikroskopier-
kanal. Mischprobleme innerhalb des segmentierten Flusses traten keine auf. Trotzdem konnte
durch eine deutlich verbesserte Passgenauigkeit zwischen dem Master fir den PDMS-Chip und
dem Polycarbonat-Kérper (Chiphalterung), sowie der Verbindungstechnik gleichméafig grofRe
Kompartimente in kleinen Mikrokanélen (0,5 mm x 2 mm) Uber einen langeren Zeitraum (4 Stun-
den) erzeugt werden, ohne Undichtigkeiten im System zu beobachten. Dieser Zeitraum ist bereits
ausreichend fur die hier neu zu entwickelnde Biomonitoring-Methode. Weitere Untersuchungen mit
anderen Polymeren (Polyoxymethylen (POM) und Polyethersulfon) und verschiedenen organi-
schen Lésungsmitteln zeigten unterschiedliche Ergebnisse und keine schnelle kostenglinstige L6-
sung.

Eine zum Chip-basierten System alternative Kompartimentierungsmethode wurde fiir diese Appli-
kation getestet. Diese auf der Zwei-Fluid-Technik (ZFT) basierende Sonde ermdglicht die gleich-
mafRige Kompartimentierung der aus Antikorper beladenen Magnetbeads-Zielzellen-Komplexe
(MZ-Komplexe). Eine Kompartimentierung von MZM-Komplexen scheiterte bereits bei der Inkuba-
tion aufgrund der unterschiedlichen Agglomerationscharakteristika der Partikelsorten. Die Bildung
des MZ-Komplexes bertcksichtigte die zuvor vom ILBT erstellten theoretischen Untersuchungen
der Bindungskinetiken zwischen Magnetbeads und Zielzellen (E. coli) und entsprechende empiri-



sche Tests. Zur mikroskopischen Beobachtung der Bindungsverhaltnisse wurden die E. coli sowonhl
mit Cy3-Hybridisierungssonden (Agx: 550 nm; Agm: 572,5 nm) ,gelabelt” als auch mit Nalidixinsaure
behandelt und mit DAPI (Aex: 360 Nnm; Aem: 461 nm) gefarbt. Die stabilsten MZ-Komplexe wurden
durch Hybridisierungssonden gelabelte E. coli mit Magnetbeads (@ 2,3 um) erhalten (Abb. 2). Die-
se Bindung erwies sich sowohl vor als auch nach der BMS als stabil. Untersuchungen des
MZ-Komplexes nach der Kompartimentierung ergaben auch erkennbare Bindungen zwischen den
E. coli und den Magnetbeads. Beeintrachtigt wurde die Beobachtung durch den Einfluss des Fixie-
rungsmittels fir E. coli. Weniger stabil waren die Bindungsverhéaltnisse zwischen E. coli, die mit
Nalidixinsaure behandelt und anschlieRend mit DAPI gefarbt wurden. Die Methode diente zur bes-
seren Beobachtung der hierdurch gro3eren E. coli und des entsprechende Bindungsverhaltens der
Magnetbeads. Stabiler erwiesen sich hier E. coli (DAPI gefarbt ohne Nalidixinsaurebehandlung) mit
den Magnetbeads, da im Vergleich zu Nalidixinsdure behandelten E. coli nach der Kompartimen-
tierung teilweise gebundene Bereiche beobachtet werden konnten. Die Griinde der unterschiedli-
chen Komplexstabilitdt kénnen neben dem entstehenden Scherstress wahrend der BMS und der
Kompartimentierung, die Beeinflussung der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen dem am
Magnetbead gebundenen Antikérper und den Bakterien durch die Nalidixinsdure sein. Deren Car-
boxylgruppen konnen bei entsprechendem pH-Wert (neutral bis alkalisch) leicht H*-lonen freiset-
zen, die die negative Oberflachenladung des entsprechenden Bakteriums herabsetzen und somit
eine Schwéachung der Bindung zwischen den am Magnetbead funktionalisierten Antikérpern und
den Bakterien verursachen.

Abb. 2:  Mikroskopische Aufnahme (Belichtungszeit: 5 s) von mit Hybridisierungssonden gelabelten E. coli,
die an Antikorper funktionalisierte Magnetbeads (@ 2,3 um) gebunden sind.

Detektion / Quantifizierung / Validierung (iba und IBLT)

Vergleich der mikroskopischen und spektralphotometrischen
Fluoreszenzdetektion

Ziel war die optische Detektion mit dem Mikroskop und mit einem kundenspezifischen Aufbau, der
auf einer spektroskopischen Messung basiert. Das kostengiinstig und modular aufgebaute System
sollte eine mikroskopisch kontrollierte Kalibrierung des Fluoreszenzsignals des MZM-Komplexes
basierend auf einer Ja-Nein-Entscheidung sowie einer anschlieRenden spektroskopischen Validie-
rung des Signals fur eine entsprechende Qualitatskontrolle ermdglichen. Als Referenzmethode
wurde die Kopplung eines kommerziellen Spektralphotometers im Durchfluss fir den segmentier-
ten Fluss etabliert. Hinsichtlich der Automatisierung der chipbasierten mikroskopischen Detektion
konnte mit hauseigenen Mitteln das Beleuchtungssystem des Mikroskops durch eine bezliglich der
Lichtintensitat nicht schwankende Lichtquelle ausgetauscht werden (MT20-Beleuchtungssystem,
Olympus Deutschland GmbH), die es erméglicht, in Bezug auf die Fluoreszenzintensitat ein repro-
duzierbares Bild pro Kompartiment aufzunehmen. Die Steuerungs- und Datenbanksoftwaremodule
zur Qualitatskontrolle wurden integriert. Entsprechende Datenblattvorlagen liegen bereits vor und
kénnen bei Versuchen mit entsprechenden Realproben zum Einsatz kommen, die aufgrund der
Probleme der selektiven Bindung der Zielzellen bisher nicht durchgefuhrt werden konnten. Von
den getesteten Fluorochrome (FITC, Rhodamin B; Fluka und DY-481XL, DY-485XL; Dyomics
GmbH) erwies sich im Spektralphotometer FITC am sensitivsten, aufgrund der besseren Fluores-
zenzsignalstabilitdt wurde allerdings Rhodamin B ausgewahlt. Weitere Untersuchungen zeigten,



dass bei Verdinnung der Ausgangsstammldsung die Detektion einer Mikrokapsel pro Komparti-
ment sowohl mikroskopisch (Abb. 3) als auch spektroskopisch mdglich ist.

Abb. 1:  Mikroskopische Aufnahme (Belichtungszeit: 200 ms) von einer detektierten Mikrokapsel (& 910 nm) im
Kompartiment. Das Fluorochrom Rhodamin B befand sich im Kern dieser Mikrokapsel.

Die Mikrokapselmenge und die entsprechende Fluoreszenzintensitét (hier als elektrisches Signal
in mV in Abhangigkeit von Detektorempfindlichkeit und Verstarkungsfaktor angegeben) in einem
Tropfen stehen vor allem bei den grofReren Mikrokapseln (& 2,8 um) nicht in einem direkten Ver-
haltnis zueinander (Tab. 1). Einfluss hierauf kdnnen die bei der Detektion beobachteten Schwan-
kungen der Kompartimentgrof3e nehmen. Aulerdem kénnen Verschleppungseffekte mit zuvor ge-
messenen kleineren Mikrokapseln (& 910 nm) nicht ganz ausgeschlossen werden. Zusatzlich ent-
stehen durch die speziellen Strdomungsverhdltnisse im Kompartiment, die zu Mikrokapsel-
bewegungen fuhren, méglicherweise Streueffekte, die die Detektion der Fluoreszenzintensitat be-
einflussen. Dies ist aber fiir die Bestimmung eines Schwellenwertes im Rahmen der neuen Metho-
de unerheblich.

Tab. 1: Ubersicht der spektroskopische Detektion verschiedener Fluoreszenz- ,gelabelter”
Mikrokapseln im Kompartiment in Relation mit einer wassrigen Lésung

Mikrokapsel- . ..... Differenz Fluoreszenzintensitat Anzahl Mikrokapseln . .
Substanz Fluoreszenzintensitat ) . Kompartimentengréle
durchmesser Mikrokapseln gegen Wasser pro Kompartiment
[nm] [mV] [mV] [nf]
910 85 5 1 294
Mikrokapsel 910 96 16 3 196
2800 110 30 2 235
2800 150 70 3 235
Wasser - 80 - - 196

Spektroskopische Untersuchungen zur Sensitivitat des Fluoreszenzsignals ergaben fir die E. coli-
Farbung mit Hybridisierungssonden eine um etwa 10-fach hdhere Sensitivitat als fir E. coli, die mit
DAPI gefarbt waren. Eine mdgliche Erklarung kdnnte hier die niedrige Quanteneffizienz, die die
Stéarke des Fluoreszenzsignals definiert, im UV-Wellenlangenbereich des Photomultipliers sein. Bei
der mikroskopischen Untersuchung zeigte sich eine 10-fach héhere Sensitivitat bei DAPI gefarbten
E. coli, gegenlber denen mit Hybridisierungssonden gefarbten E. coli.

Uberpriufung des Gesamtkonzepts (iba und ILBT)

Aufbau eines Labormusters

Den Validierungsschritt, den bisher ein kommerzielles Fluoreszenz-Spektralphotometer als Detek-
tionseinheit Ubernommen hat, sollte durch ein entsprechendes Labormuster ersetzt werden. Um
den kostenintensiven Einsatz eines Lasers zu vermeiden, wurde ein LED-basiertes Detektions-
system entwickelt. Es zeigte sich, dass bei Messungen mit dem Fluorochrom FITC und Rhodamin
B mit Hilfe 20 kurzer Lichtpulse (10 ms/Blitz) deutlich niedrigere Schwellenwerte (100-fach) als bei
den kontinuierlichen Fluoreszenzanregungen erreicht wurden. Im neu Uberarbeiteten Labormuster
wurden zum Einen ein Anregungs- und Emissionsfilter, sowie eine kommerzielle Durchflusskiivette
(V=2uL, 0,3mm x 1 mm x 12 mm, UB-Analytik) integriert. Der Ersatz durch eine kostengtinstige-



re entwickelte Glaskuvette (LTF GmbH, limenau), mit in der Klvette bereits integrierten Lichtlei-
tern, konnte innerhalb des Berichtszeitraums aufgrund von Dichtigkeitsproblemen innerhalb des
Kivettenkanals mit Fluorochromen nicht getestet werden. Im Vergleich zum vorherigen Aufbau
konnte eine Reduktion des Signal-Rausch-Verhdltnisses um 30% erzielt werden. Allerdings wurde
bis zum Ende des Berichtszeitraums durch Softwaregrinde nur mit kontinuierlicher LED-Anregung
gearbeitet, so dass die Schwellenwerte von jeweils 1 uM fir Rhodamin B und FITC nur voriiberge-
hende Aussagen Uber die Sensitivitat des Systems geben. Vorangegangenen Untersuchungen an
einzelnen Modulen lassen hier eine Sensitivitatssteigerung um das 100-fache erwarten. Die Basis
fur die Konstruktion und Bau eines marktfahigen Gerates ist damit gelegt, was aufgrund seiner
kompakten kleinen Gréf3e und seiner modularen Form fiir viele verschiedene Applikationen ein-
setzbar ist.
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