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1 Darstellung der Ergebnisse

1.1 Projektteil JKI
1.1.1 Entwicklung eines immunologischen Schnellnachweises fur Kartoffelviren
1.1.1.1 Auswahl und Reinigung der nachzuweisenden Pflanzenviren

Die nachzuweisenden Viren PVA, PVM, PVS, PVX und PVY (Potato virus A, M, S, X, Y) wurden
auf geeigneten Wirtspflanzen im Gewachshaus angezogen und gereinigt (Tabelle 1). Aufgrund der
erschwerten Vermehrung des nur blattlaustbertragbaren, phloemstandigen Potato leafroll virus
(PLRV) wurde zur Erarbeitung der SPR-Bedingungen auf das Carnation ringspot virus (CRSV)
ausgewichen. Als ebenfalls isometrisches Virus weist es &hnliche Partikeleigenschaften wie PLRV
auf.

Tabelle 1: Im Rahmen des Vorhabens verwendete Virusisolate. Die Konzentration aller gereinigten Virusisolate wurde
photometrisch bestimmt. Dazu wurde die Extinktion bei 260 nm gemessen und mit einem virusspezifischen Faktor die
Konzentration berechnet.

Virus Isolat Wirtspflanze gereinigt Puffer NEL el
am [mg/ml]
.., Tabak 0,1M Kaliumcitrat-Puffer pH7,0 mit
PVA  PVA Juliniere “Samsun® 29.04.2011 Zusiitzen EDTA 141
PVM  PVM "Fortuna" T,Semv\‘;‘;ekl 06.05.2011  0,01M Phosphatpuffer pH 7.5 1,20
PVS ,DSMZ Tomate 0,1M Kaliumcitrat-Puffer pH7,0 mit
PVS" pv.o740” "Newski" 17.04.2013 7 4t7en EDTA 0,33
PVX  PVX-"N" . 24.02.2011 0,05 m Boratpuffer pH 8,2 5,10
N. glutinosa
0,AM Kaliumcitrat-Puffer pH7,0 mit
PVY  PVY-C 268 N. glutinosa 23.03.2011 Zusitzen EDTA 0,64
0,1M Kaliumcitrat-Puffer pH7,0 mit
PVY  PVY-N CH 605 N. glutinosa 30.03.2011 Zusitzen EDTA 2,40
0,1M Kaliumcitrat-Puffer pH7,0 mit
PVY' PVY-NTN N. glutinosa 17.03.2011 7 sstzen EDTA 2,09
0,1M Kaliumcitrat-Puffer pH7,0 mit
PVY  PVY-O Tomate N. glutinosa 05.04.2011 Zusitzen EDTA 2,20
. 0,1M Kaliumcitrat-Puffer pH7,0 mit
PVY  PVY-O Wilga N. glutinosa 10.03.2011 Zusitzen EDTA 2,81
Buschbohne 0,01 M  Kalium-Natriumphosphat-
CRSV "Pinto" 13.04.2012 Puffer pH 5,0 mit 0,001 M MgSO, 1,45

1.1.1.2 Auswahl der Antikorper

Die Eignung aller im JKI verftigbaren polyklonalen Antiseren gegen die o. g. Viren im Standard-
DAS (Double-Antibody-Sandwich)-ELISA nach Clark und Adams (1977) wurde wie bei Richter et
al. (1994) beschrieben durchgefiihrt. Als Antigene kamen in Extraktionspuffer verdinnte
virushaltige lyophylisierte Pflanzensafte als Positivkontrolle bzw. lyophylisiertes Material aus
Gesundkontrollen (GK, Tabelle 2) zum Einsatz. Hierdurch wird gesichert, dass vergleichbare
Antigenkonzentrationen in den jeweiligen Testkombinationen eingesetzt werden. Zusatzlich wurden
fur PVY und PLRV auch infizierte Pflanzen als Realproben einbezogen, da einige der gepruften
lyophylisierten Kontrollen nur schwache bzw. im Falle des PLRV keine Reaktion mehr ergaben.
Die Ergebnisse der am besten geeigneten Testkombinationen (homologes IgG und Phosphatase
(AP)-Konjugat) sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2: Zusammenstellung der im DAS-ELISA am besten geeigneten 1gG und homologen AP-Konjugate zum
Nachweis von 6 Kartoffelviren unter Verwendung lyophylisierter Pressséfte. Die Testantigene wurden in
Extraktionspuffer in den Verdiinnungsstufen 10 bis 10 gepriift.

Verdiunnungsstufe Positivkontrollen
Testsystem 10" 10° 107 107
PVA-3 2,80 0,85 0,15 0,04
GK* 0,03 0,02 0,01 0,02
PVM-1 0,80 0,16 0,04 0,03
GK 0,02 0,01 0,01 0,01
PVS-2 2,94 1,31 0,82 0,25
GK 0,02 0,01 0,01 0,02
PVX-1 2,95 1,78 0,18 0,05
GK 0,03 0.02 0,01 0,00
PVY-2 1,18 0,6 0,26 0,06
GK 0,02 0,01 0,00 0,00
PLRV-1 0,07 0,02 0,01 0,01
GK 0,01 0,00 0,00 0,00

GK* = Gesundkontrolle

In den PLRV-Positivkontrollen konnte kaum noch Antigen festgestellt werden, wéhrend das PVS in
den lyophylisierten Kontrollen noch bis zu einer Verdiinnung von 10 detektierbar war (Tabelle 2).
Mit den Ubrigen ausgesuchten Testsystemen konnte ein Virusnachweis im DAS-ELISA bis zu einer
1000fachen Verdinnung der Positivkontrollen festgestellt werden, wobei z.B. vier
Testkombinationen zur Detektion des PVY keine wesentlichen Unterschiede in der Nachweisgrenze
ergaben (Abb. 1).
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Abb. 1: DAS-ELISA mit 4 verschiedenen homologen IgG bzw. AP-Konjugat-Kombinationen (PVY1 bis PVY4) zum Nachweis des
PVY unter Verwendung lyophylisierter Positivkontrollen (Verdiinnungsstufen 107 bis 10™). Dargestellt sind die Mittelwerte der
Extinktionen gemessen bei 405 nm (E 45 nm) aus zwei separaten Versuchen.

Um die Eignung von Testsystemen fir den Nachweis von Realproben zu prufen, war die
Untersuchung von Proben infizierter Kartoffelblatter unerlasslich. Als Beispiel ist in Abb. 2 die
Detektion von PVY und PLRV in Frischmaterial infizierter Blatter mit dem entsprechend
optimierten DAS-ELISA-System dargestellt. Ein Nachweis des Phloem-limitierten PLRV war hier
nur bis zu einer Saftverdiinnung von 10" méglich, wahrend PVYY bis zu einer Verdiinnung von 10™
noch erfasst werden konnte.
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Abb. 2: DAS-ELISA mit optimierten IgG und AP-Konjugat-Kombinationen zum Nachweis des PVY bzw. PLRV in Realproben
(Verdiinnungsstufen 10 bis 10). Dargestellt sind die Mittelwerte der Extinktionen gemessen bei 405 nm (Esgs nm) Nach 1h
Substratinkubation aus zwei separaten Versuchen. GK = Saft aus gesunden Pflanzen.

Die monoklonalen Antikorper wurden auf ihre Eignung als sekundéare Antikorper im TAS (Triple-
Antibody-Sandwich)-ELISA (Hampton et al. 1990) in Kombination mit dem jeweils besten
polyklonalen Antikorper als Coating-Antikorper getestet und verglichen. Auf diese Weise wurden
die flr die Testsysteme am besten geeigneten polyklonalen und monoklonalen Antikorper ermittelt
(Tabelle 3 und 4).

Tabelle 3: Monoklonale Antikdrper mit besten Signalen im TAS-ELISA.

Lfd. Nr.* Klonbezeichnung  Antigen Datum

1309 Asc. ABH10H4 PVA 03.05.1990
1009 1gG M4C1 PVM 11.04.1988
1008 1gG S4A4 PVS 11.04.1988
1184 1gG 21XD2 PVX 10.02.1989
1643 IgG 3E11 PVYIN 11.02.2004
1704 1gG BE3 PLRV 11.05.2005

* Lfd. Nummer im Serumbuch der JKI-Kollektion

Tabelle 4: Liste der im TAS-ELISA verwendeten polyklonalen Coating-Antikdrper.
Antiserum-

Lfd. Nr. Nr. Antigen Tierart
PVA 207 PVA Kaninchen
PVM 287 PVM Kaninchen
PVS Z-5 PVS Ziege
PVX 251 PVX Kaninchen
PVY 284 PVY /C Kaninchen
PLRV 265 PLRV Kaninchen
1gG 202 202 CRSV Kaninchen
1gG 96 96 CRSV Kaninchen

Mehrere CRSV-Antiseren standen zur Verflgung. Trotz vergleichsweise relativ geringer
Empfindlichkeit der Antiseren im Standard-ELISA, wurden gute Ergebnisse in der SPR erreicht
und die Etablierung eines Modellassays fur ein isometrisches Pflanzenvirus aus diesen ermdglicht.
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1.1.2 Optimierung der Versuchsbedingungen fur den Virusnachweis mittels SPR

Fur die Optimierung aller Prozessschritte des SPR-Systems kam das leicht zu reinigende PVX als
Modellantigen zum Einsatz. Als Bezugssystem diente immer der DAS-ELISA, der mit einer
Verdinnungsreihe eines gereinigten PV X-Préparates (1 mg/ml bis 1 pg/ml) eine Nachweisgrenze
von 5 ng/ml erreichte (Abb. 3).
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Abb. 3: Standard-DAS-ELISA mit verschiedenen Konzentrationen von gereinigtem PVX. Dargestellt sind die Mittelwerte mit der
Standardabweichung (n=2).

Um die Mdglichkeiten und Grenzen der SPR-Technologie auszuleuchten, wurden verschiedene
Ansdatze des immunologischen Nachweises vergleichend gepruft. Neben dem direkten Nachweis,
bei dem die Bindung des Virus an die immobilisierten Antikorper an der Oberflache allein die
Signalerhéhung verursacht (Abb. 4A), wurde ein Sandwich-Assay etabliert, bei dem ein sekundéarer
Antikorper das Signal weiter verstarkt (Abb. 4B). Zusétzlich wurde die Méglichkeit eines
kompetitiven Assays (Abb. 4C) gepriift.
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Versuchsprinzips der getesteten Varianten: Im direkten Nachweis wird virushaltiger Pflanzen-
saft Uber die auf der Goldflache mittels Protein A immobilisierten Antikorper gespiilt. Es kommt zur Bindung der Viruspartikeln an
die Oberflache, dadurch zu einer Zunahme der Schichtdicke und des Brechungsindexes und so zu einer Signalerhdhung (A). Im
Sandwich-Assay wird nach erfolgter Anbindung des Virus an den Coating-Antikdrper ein weiterer spezifischer Antikorper gebunden,
so dass die Schichtdicke, der Brechungsindex und damit das Signal weiter erhoht werden (B). Im kompetitiven Test wird auf der
Goldoberflache das Virus gebunden, spezifische Antikdrper werden separat in einem Reaktionsgefd? mit dem zu untersuchenden
virushaltigen Saft inkubiert; wenn anschlieBend das Gemisch eingespritzt wird, kénnen nur die Antikérper an die immobilisierten
Viruspartikel binden, welche vorher nicht an die Viruspartikel im Pflanzensaft gebunden haben. Je héher also die Konzentration an
Viruspartikeln im zu untersuchenden Pflanzensaft ist, desto weniger Antikdrper verbleiben im Ansatz, welche an die Partikel auf
dem SPR-Chip binden kénnen, und desto niedriger ist das Signal (C).
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1.1.2.1 Direkter Nachweis

Zur Immobilisierung von Antikorpern auf einer Goldflache bieten sich mehrere Mdéglichkeiten an.
Vom Projektpartner IWS wurde bereits die Immobilisierung mittels Protein A erfolgreich
angewandt. Ausgehend von den guten Ergebnissen mit dieser Methode wurden neben Protein A
auch Protein G und Protein L als mdgliche Crosslinker vergleichend getestet. Alternative
Immobilisierungen des Féangerantikdrpers mittels selbstorganisierter monomolekularer Schichten
(SAM)) sowie eine Immobilisierung mittels DTSSP wurden ebenfalls erprobt.

Die Immobilisierung mittels Protein G hat sich als die empfindlichste Methode herausgestellt. Zwar
wurde in Online-Immobilisierungsversuchen ermittelt, dass mit Protein G weniger Féngerantikorper
gebunden werden als mit Protein A oder Protein L, allerdings war die Bindung der Viruspartikel
(100 pl Lésung mit 10 pg/ml) an die immobilisierten Antikorper bei Protein G effektiver (Abb. 5),
was zu einer besseren Signaldifferenz fuhrte (Abb. 6).
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Abb. 5: Signalerhdhung nach der Injektion des monoklonalen PVX Antikdrpers und nach der darauf folgenden Injektion von 10
pg/ml PV X. Obwohl offenbar weniger Antikdrper an Protein G als an Protein A oder L gebunden werden, kdnnen diese anschlieRend
eine groflere Menge an Viruspartikeln binden.
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Abb. 6: Vergleich verschiedener Proteine als Crosslinker zwischen monoklonalem PVX-Antikorper und der Goldflache. Es wurden
100 pl mAKk in 4,5 min eingespritzt (1. Anstieg), anschliefend gespilt und 100 pl PV X-Suspension (10 pg/ml) im Verlauf von 50
min 25 mal (ber den Chip gespult (2. Anstieg).
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Die Immobilisierung mittels SAM und mittels DTSSP flihrte dagegen zu keinen zufriedenstellenden
Ergebnissen. Bei den Versuchen mit der SAM ist die Immobilisierung nicht gelungen und bei dem
Einsatz von DTSSP kam es zu einer erheblich geringeren Bindung der Viruspartikel an die
Antikorper, so dass beide Methoden verworfen wurden. Die Griinde hierfir liegen vermutlich in der
ungerichteten Immobilisierung der Antikérper. Dadurch koénnen die Antigen-Bindungsstellen
teilweise verdeckt werden, was zu einer geringeren Bindung der Viruspartikel flhrt.

In weiteren Versuchen zur Variation der Messparameter mit dem Ziel, die Empfindlichkeit des
ELISA zu erreichen, wurde das VVolumen der eingespritzten Probe von 100 pl auf 500 pl erhéht und
die Flieigeschwindigkeit von 0,9 ul/s auf 0,4 pl/s verringert. Das hatte bei einer Messzeit von 1 h
die Erhéhung der Nachweisempfindlichkeit von 10 pg Virus/ml auf 1 pg/ml zur Folge. Ein
Nachweis von 200 ng Virus/ml in gereinigter Viruslosung im direkten Nachweis war jedoch
statistisch nicht sicher (Abb. 7).
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Abb. 7: Messung verschiedener PVVX-Konzentrationen mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 0,9 ul/s und einem Probenvolumen
von 100 pl. Ein sicherer und reproduzierbarer Nachweis konnte erst ab einer Viruskonzentration von 1 pg/ml erreicht werden.

Berechnet man fir diese Testbedingungen die Pixeldifferenz des Messignals je immobilisierte
Flache, war sogar der Nachweis von 200 ng PV X/ml abgesichert (Abb. 8).
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Abb. 8: Steigerung der Empfindlichkeit durch Reduzierung der Durchflussgeschwindigkeit auf 0,4 pl/s und Erhéhung des
Probenvolumens von 100 pl auf 500 pl. Das Messsignal fir ein PV X-Prdparat mit 0,2 pg/ml wurde dadurch von 1 Pixel auf 5,5 Pixel
erhoht und so die Empfindlichkeit auf 200 ng PV X/ml gesteigert; neg K AK-Immobilisierung mit heterologem Antikorper (negative
Kontrolle 1); Goldflache ohne Funktionalisierung (negative Kontrolle 2).

Eine Erhéhung der Messtemperatur von 37 °C auf 50 °C brachte dagegen keine Verbesserung.
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1.1.2.2 Sandwich-Assay

Da beim Direktnachweis des PVX mittels SPR die Empfindlichkeit des ELISA nicht erreicht
werden konnte, wurde eine Sandwich-Variante der SPR entwickelt. Dazu wurde nach Anbindung
des Virus in der Probe an den immobilisierten Féngerantikorper ein sekundarer Antikorper
eingespritzt. Dieser koppelt dann seinerseits wieder an die gebundenen Viruspartikel und sorgt so
fir eine weitere Zunahme der Schichtdicke auf dem SPR-Chip und somit fur ein stérkeres
Messsignal .

Zunéchst wurde versucht, denselben polyklonalen PV X-Antikorper sowohl als Fangerantikorper als
auch als Verstarkerantikorper zu nutzen. Durch Anlagerung des sekundéaren Antikorpers auch an
freie Bindungsstellen (wahrscheinlich an Protein A) kam es allerdings zu einem hohen Hintergrund-
rauschen, wodurch die Testempfindlichkeit erheblich beeintrachtigt wurde. Die zusétzliche, d. h.
nicht virusorientierte Anlagerung des sekundéren Antikorpers an den SPR-Chip konnte auch durch
den Einsatz unterschiedlicher Blockierungsagenzien (heterologes Rohserum, Rinderserumalbumin,
Polyvinylpyrrolidon, Trockenmilch) nicht ausreichend verhindert werden. Da das Protein A an den
Fc-Teil des Antikorpers bindet, welcher keine spezifischen Bindungsstellen fur das Antigen enthalt,
wurden die PVX-Antikorper mittels Papain in Fab- und Fc-Fragmente enzymatisch gespalten. Die
Fab-Fragmente, welche die virusspezifischen Erkennungssequenzen enthalten wurden préparativ
abgetrennt und als modifizierter und hochspezifischer sekundéarer Antikdrper eingespritzt.
Uberraschenderweise kam es dabei in allen Versuchen zu keiner Steigerung, sondern zum starken
Absinken des Gesamtsignals. Einzige Erklarung hierfir ist eine Restaktivitat von Papain in der Fab-
Fraktion, die auch die Fangerantiktérper auf dem SPR-Chip spaltet und somit zu einem Ablésen der
zuvor gebundenen Viruspartikeln fiihrt. Da ausschlielich immobilisiertes Papain (Pierce Fab
Preparation Kit, Thermo Scientific, Rockford, USA) zur Spaltung des sekundéaren Antikorpers
eingesetzt worden war, konnte eine Papain-Aktivitat in der Fab-Fraktion von vornherein nicht
erwartet werden. Die Verwendung von Fab-Antikorperfragmenten als sekundare Antikorper wurde
daher verworfen.

Als alternativer Ansatz zur Lésung des Problems wurden monoklonale Antikorper als Fanger
verwendet und polyklonale als sekundérer Antikorper eingesetzt. Protein L hat die Eigenschaft,
monoklonale Maus-Antikdrper zu binden; polyklonale Kaninchen-Antikorper hingegen werden
nicht/kaum gebunden (http://www.piercenet.com/files/TR0034-Ab-binding-proteins.pdf). Auch diese
Strategie war nicht erfolgreich, weil der einzige verfligbare monoklonale Antikérper durch die
Bindung an das Protein L offenbar verandert wurde und seine Bindungsfahigkeit an PV X Partikel
verlor. Als weitere methodische Variante wurde ein Verstarkungssystem erprobt, bei dem der poly-
klonale sekundédre Antikorper an Nanogoldpartikel mit einem Durchmesser von 10 nm gekoppelt
wurde.
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Abb. 9: Vergleich der Verstarkungswirkung von sekunddrem Antikdrper mit (schwarz-gestrichelte Linie) und ohne (schwarze Linie)
Nanogold-Kopplung nach der Bindung von 1 pg/ml PVX an den monoklonalen Fangerantikdrper, der mit Protein G an die
Goldflache gekoppelt ist. Jede Kurve in dieser Abbildung représentiert eine einzelne, unabh&ngige Messung. Der Chip wurde nach
jeder Messung durch Spilen mit 0,1 M KOH regeneriert, anschlieBend der Fangerantikérper neu immobilisiert, 1 pg/ml PVX
eingespritzt und anschliefend das Antikérper-Nanogold Konjugat injiziert. In der negativen Kontrolle wurde direkt nach dem
Féangerantikdrper das Nanogold-Konjugat eingespritzt.


http://www.piercenet.com/files/TR0034-Ab-binding-proteins.pdf
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Es gelang sowohl eine Bindung direkt an die Goldpartikel mittels elektrostatischer Bindungen, als
auch eine Kopplung mittels Protein A als Crosslinker. Versuche zur Verstarkung des SPR-Signals
mit Nanogold wurden nur mit den Antikdrpern durchgefiihrt, welche mittels elektrostatischer
Wechselwirkungen an die Nanogold-Partikel gebunden waren. Hierbei gelang eine Erhéhung des
Signals um ein vielfaches. Allerdings wurde weiterhin eine starke unspezifische Anlagerung des
Verstérkerantikorpers auch an Flachen mit dem immobilisierten heterologen Kontrollantikorper
beobachtet (Abb. 9 und 10).
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Abb. 10: Erfassung der unspezifischen Anheftung des Nanogold-Konjugates. Nach Vorbehandlung eines Teils des Chips mit Protein
G (500 pg/ml) wurde auf einigen Messflachen der PV X-spezifische monoklonale Antikérper (PVX) immobilisiert, auf anderen
Messflachen ein heterologer Kontrollantikérper (neg. K). Danach wurde (iber den gesamten Chip zunéchst 200 ng/ml PV X gepumpt
und anschlieend das sekundare Antikorper-Nanogold-Konjugat (sek. AK-NG). Bei der zweiten Kontrollvariante (Goldflache)
wurden Viruslésung und Nanogold-Konjugat iber nicht funktionalisierte Messflachen (ohne Protein G und Antikérper) gepumpt.
Die Grafik zeigt die Ergebnisse einer multiplexen Messung.

Dies wirkte sich auch in der anschlieBenden Vermessung einer Verdiinnungsreihe aus, bei der Saft
einer infizierten Tabakpflanze in der SPR mittels direktem Test und Sandwich-Test auf ihren Gehalt
an PVX vermessen wurde. Der direkte Nachweis war unempfindlicher; bereits ab einer
Verdinnungsstufe von 1:10000 war wiederholbar kein Signal mehr messbar (Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. 11A). Die Kontrollmessung mit Presssaft aus nicht
infizierten Tabakpflanzen war negativ.

Wenn nach dem Pflanzensaft der sekundére, an Nanogold gekoppelte Antikdérper eingespritzt
wurde, kam es zu einer Erhéhung des Messsignals (Abb. 11B). Allerdings war die Hohe des Signals
unabhéngig von der Verdinnungsstufe des Pflanzensaftes. Gleichzeitig wurde in diesem Testformat
auch immer ein hohes Signal mit gesunden Kontrollpflanzen erreicht.

Der Einsatz von Nanogold-Konjugaten zeigte sich als prinzipiell geeignet, das Signal erheblich zu
verstarken, allerdings wurde auch hier das ungeloste Problem der unspezifischen Anheftung an die
Kontrollflachen des Chips offensichtlich.
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Abb. 11: Ergebnisse der Vermessung einer Verdiinnungsreihe mit Presssaft aus einer PVX infizierten Tabakpflanze. Auf dem Chip
wurde mittels Protein G der monoklonale PV X-spezifische Antikdper immobilisiert. Im direkten Nachweis wurden Messsignale
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erreicht, die in Abbildung 11A dargestellt sind. AnschlieBend wurde ein Konjugat aus polyklonalem PV X spezifischem Antikorper
und Nanogold eingespritzt. Die daraufhin erzielten Signalh6hen sind in Abbildung 11B dargestellt.

1.1.2.3 Kompetitiver Nachweis

Als Alternative zu den bisher beschriebenen Varianten des Sandwich-Assays wurde im Rahmen des
Vorhabens auch ein kompetitiver Versuchsansatz erprobt. Nach Literaturangaben (Shankaran et al.,
2006; Shankaran & Miura, 2007) lassen sich in der SPR hohe Nachweisempfindlichkeiten in
kompetitiven Assays erreichen. Daher wurden entsprechende Versuche mit PVX und dem
homologen polyklonalen Antikdrper durchgefihrt. Hierbei wurden PVX-Viruspartikel als
Positivkontrolle und PVY-Viruspartikel als Negativkontrolle mittels DTSSP an die Goldoberflache
immobilisiert. Danach wurde eine Antikdrper-Losung mit einer definierten Konzentration des
homologen PV X-Antikorpers uber die Flache gespult. Die Antikorper binden und ein Signal wird
messbar. AnschlieRend wurden mittels 0,1 M KOH die Antikdrper wieder von den immobilisierten
Viruspartikeln auf der Goldflache geltst und ein Gemisch aus PV X-Antikérpern und Viruslésung
nach 1 h Inkubation bei 37 °C (ber den Chip gespult. Nur die freien Antikorper, die nicht bereits im
Gemisch an das homologe Antigen gebunden haben, kénnen nun wieder an die Viruspartikel auf
dem Chip binden. Daher ist gegeniiber dem ersten Schritt mit einem geringeren Signal zu rechnen.
Die Differenz aus dem Signal der reinen Antikorperldsung und dem Virus-Antikorper-Gemisch ist
das erzielte Nettosignal. Zunachst wurde die erforderliche Mindestmenge an Antikdrpern ermittelt,
welche an das immobilisierte Virus binden muss, um ein messbares Signal zu erhalten. Dazu
wurden je 500 pl Antikorper-Losung (Konzentrationsreihe) mit 0,4 ul/s eingespritzt. Ein messbares
Signal wurde erst bei einer Antikdrperkonzentration von 5 pg/ml erhalten (Abb. 12A). Bei einer
solch hohen Antikoérperkonzentration musste das Gemisch wenigstens 1 pg/ml PVX enthalten, um
zu einer deutlichen Reduzierung des SPR-Signals im Vergleich zur Negativkontrolle zu flhren
(Abb. 12B). Damit blieb der kompetitive Assay in der Nachweisempfindlichkeit deutlich hinter dem
direkten Nachweis zurlck, so dass diese Strategie ebenfalls nicht weiter verfolgt wurde.
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Abb. 12: Bestimmung Nachweisempfindlichkeit des kompetitiven Assays. (A) PVX (Stock-Lésung 1 mg/ml) wurde mittels DTSSP
auf die Goldflache des Chips immobilisiert und anschlieBend polyklonaler PVVX-Antikérper in verschiedenen Konzentrationen (iber
den Chip gespult. Ein Signal oberhalb des Schwellenwertes von 5 Pixel wurde erst bei einer Konzentration von 5 pg/ml PVX-
Antikorper erreicht. (B) AnschlieBend wurde eine Verdiinnungsreihe von gereinigten PVX-Viruspartikeln im kompetitiven Assay
vermessen. Dazu wurde auf den Chip mit immobilisierten PV X-Partikeln zunéchst 5 pg/ml polyklonaler PV X Antikérper (PAK X)
eingespritzt und das Signal gemessen. Nachfolgend wurde der Chip regeneriert (Spulen mit 0,1 M KOH zum Abldsen der PVX-
Antikoérper) und ein PAK X (5 pg/ml)-Viruslosung-Gemisch (nach 1 h Inkubation bei 37 °C) eingespritzt. Das hierbei erzielte Signal
wurde ebenfalls bestimmt. Anschlieend wurden der Chip erneut regeneriert und noch einmal 5 pg/ml PAK X eingespritzt. Die in
der Abbildung dargestellten Pixeldifferenzen sind die Differenz aus dem Mittelwert der beiden Messwerte fiir den reinen Antikorper
und dem Messwert, der mit dem Gemisch erzielt wurde.

1.1.3 Ermittlung der Nachweisempfindlichkeit des Systems

Mit gereinigten Viren konnte im SPR-Assay im direkten Nachweis eine Empfindlichkeit von 200
ng/ml PVX bei einem Einspritzvolumen von 500 pl erreicht werden. Bei einem Messvolumen von
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100 ul lag die Nachweisgrenze nicht unter 1 pug/ml. Das ist zu unempfindlich im Vergleich zu den
ELISA-Varianten, die eine Empfindlichkeit bis ca. 5 ng/ml bieten.

Aus der Literatur ist bekannt, dass deutlich kleinere Analyte mithilfe der SPR oftmals besser
nachzuweisen sind als die vergleichsweise groflen Viruspartikel. Es wurden daher Versuche zur
Verbesserung der Testempfindlichkeit durch die Zerkleinerung der Viruspartikel mittels
enzymatischen, physikalischen und chemischen Aufschluss® durchgefiihrt. Als effektivste Methode
erwies sich die Zerkleinerung mittels Ultraschall-Homogenisator (Abb. 13). Nach unterschiedlicher
Behandlungszeit wurden die PV X-Ldsungen mit einheitlicher Ausgangskonzentration (100 pg/ml)

Abb. 13: Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer PVX-Ldsung (100 pg/ml), (A) unbehandelt und nach (B) 5 s, (C) 15 s, (D)
25 s Behandlung im Ultraschall-Homogenisator.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen PartikelgroRe und Signalstarke beobachtet werden (Abb.
14).
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Abb. 14: Vermessen einer Losung mit 100 pg/ml PVX nach Zerkleinerung der Viruspartikel mittels Ultraschall-Homogenisator. Die
Einspritzgeschwindigkeit betrug 0,9 pul/s, die Lésung wurde 50x tiber den Chip gespiilt.

Um dennoch der Frage nachgehen zu kénnen, ob durch hydrodynamische Kréfte in der Messzelle
die Bindungseffizienz von Viruspartikeln an Antikorper infolge ihrer unterschiedlichen GroRe und
Gestalt wesentlich beeinflusst wird, wurde das isometrische CRSV als Modellobjekt in die
Untersuchungen einbezogen. Dies erfolgte anstelle des experimentell ungleich schwieriger zu
handhabenden Kartoffelvirus PLRV. Wie dieses hat das CRSV einen Partikeldurchmesser von ca.
30 nm, wéhrend ein gestrecktes Virus wie PVX etwa 700 nm lang ist, bei einer Breite von 12 nm.
Bei einer Viruskonzentration von 1 pg/ml wurde fur das CRSV ein hoheres SPR-Signal erzielt als
fur das PVX. Allerdings fiel die Signalstarke fur das CRSV bei weiterer Verdiinnung stets rapide
ab, so dass die Grenze im Direktnachweis bereits bei einer Konzentration von 500 ng/ul erreicht
wurde (Abb. 15). Das ist nicht wesentlich besser als im Fall von PVX.
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Abb. 15: Verdinnungsreine CRSV, vermessen im direkten SPR-Nachweis mit polyklonalen Antikérpern. Es wurden 100 ul Probe
eingespritzt und mit 0,9 ul/s 50 x tber den Chip gespiilt.

Diese Ergebnisse wurden durch weitere Versuche im kompetitiven Assay bestatigt, bei denen
ermittelt wurde, wieviel pg polyklonaler Antikorper notwendig ist, um ein messbares Signal zu
erhalten. Ein Antikorper hat mit einer GroRe von ca. 10 nm eine noch geringere GroRe als ein
CRSV Viruspartikel. Trotzdem waren mindestens 5 pg/ml Antikdérper notwendig, um ein messbares
Signal zu erhalten (Abb. 12A). Allerdings muss bei diesem Ergebnis berticksichtigt werden, dass es
sich bei polyklonalen Antikérpern um ein Antikérper-Gemisch handelt, bei dem nur ein sehr kleiner
Anteil spezifisch ist. Moglicherweise wirden vergleichbare Versuche mit monoklonalen
Antikorpern héhere Signale erzielen.

1.1.4 Optimierung der Probenaufarbeitung

Fur die Vermessung der Verdlnnungsreihe aus Presssaft infizierter Tabakpflanzen wurden die
Proben fiir 5 min mit 10000xg zentrifugiert, der Uberstand anschlieRend abgenommen und in ein
neues Reaktionsgefal tberfuhrt. Dies reichte im Falle von Tabak aus, um zu verhindern, dass
Pflanzenfasern die filigrane Mikrofluidik verstopfen.

1.1.5 Regenerierbarkeit der Chipoberflache fur wiederholte Messungen
1.1.5.1 Regeneration im kompetitiven Assay

Am einfachsten gelang die Regeneration der Chipoberflache im kompetitiven Assay. Hier soll bei
der Regeneration der eingespritzte AntikOrper von den immobilisierten Viruspartikeln geldst
werden. Idealerweise sollen die Viruspartikel an dem Crosslinker auf der Chipoberflache
verbleiben, so dass direkt anschlie3end eine neue Messung durchgefuhrt werden kann.

Durch Spulen mit 500 ul einer 0,1 M KOH-L6sung konnten die gebundenen Antikorper leicht von
dem mittels DTSSP immobilisierten Virus gelost werden, wobei das Virus an der Chipoberflache
verblieb. Dazu wurde nach jeder Messung zunachst mit 500 pl Laufpuffer gespult und anschlielRend
auch hier 500 pl einer 0,1 M KOH-L6sung mit einer Geschwindigkeit von 0,9 pl/s eingespritzt.
AnschlieRend wurde noch einmal mit 1 ml Laufpuffer gespiilt, damit das Signal wieder in seine
Ausgangsposition zurtickkehrt. Dieses Vorgehen war fiur den kompetitiven Assay zwingend
erforderlich, da die Differenz zwischen dem Messsignal, das mit einem Antikérper-Antigen-
Gemisch erzielt wurde und dem Signal was durch Einspritzen einer reinen Antikorper-Losung
erzielt wurde, ermittelt wird. Durch mehrmalige Verwendung des gleichen Chips konnten genauere
Ergebnisse im Vergleich zur parallelen Benutzung unterschiedlicher Chips erzielt werden. Ein Chip
lieR sich mindestens zweimal problemlos regenerieren. Allerdings kam es zu einem leichten
Absinken der Signalhthe nach der Regeneration im Vergleich zu einem neu immobilisierten Chip
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(Abb. 16). Um dieses Absinken zu kompensieren, wurde das Signal fir den reinen Antikérper
immer zweimal bestimmt: jeweils vor der Injektion der Probe und nach dem Vermessen der Probe.
Zwischen den Messungen wurde der Chip regeneriert. Die Signaldifferenz wurde nun errechnet,
indem der Wert, welcher mit der virushaltigen Probe erzielt worden war, von dem Mittelwert der
beiden Negativmessung vor und nach der Probenmessung abgezogen wurde.
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Abb. 16: Signalhdhe nach Einspritzen von 1 pg/ml bzw. 5 pg/ml polyklonalem PV X Antikorper auf einen neu immobilisierten Chip
(Regeneration 0) und nach ein- bzw zweimaliger Regeneration durch Einspritzen von 500 pl einer 0,1 M KOH-Ldsung.

1.1.5.2 Regeneration im direkten Nachweis und im Sandwich-Assay

Bei einer Regeneration des Chips nach direktem Nachweis bzw. in der Sandwich-Variante ist das
Ziel, die an die immobilisierten Antikorper gebundenen Viruspartikel zu l6sen. Idealerweise soll
nur die Antikorper-Virus-Bindung geldst werden, die Antikorper selbst sollen ohne Verlust ihrer
Affinitat gegenliber dem Antigen an der Chipoberflache verbleiben. Anschlielend kann direkt eine
neue Messung durchgefiihrt werden (Abb. 17).

Eine solch ideale Regeneration ist im direkten Nachweis bzw. im Sandwich-Nachweis nicht
gelungen. Bei einer Regeneration der Chipoberflache kam es stets auch zu einer Abldsung der
Fangerantikorper, wahrend das Protein G oder A, welches dabei als Crosslinker fungierte, auf der
Chipoberflache verblieb. Auch bei diesen Nachweisvarianten erwies sich die Regeneration mittels
0,1 M KOH (500 pl mit FlieRgeschwindigkeit 0,9 ul/s) und nachfolgendem Spilschritt als optimale
Variante. Nach der Spulung musste erneut spezifischer Antikorper auf der mit Protein A oder G
beschichteten Chipoberflache immobilisiert werden. Dieses konnte nicht unter Verwendung der
Immobilisierungsmatrize durchgefihrt werden, da es nicht moglich war, den Chip wieder exakt so
in die Matrize einzulegen, dass bei einer erneuten Funktionalisierung wieder die Flachen freiliegen,
die bereits mit dem Crosslinker versehen sind. Daher wurden die Fangerantikérper im SPR-Gerét
online eingespritzt. Der Nachteil dieses Vorgehens ist der Verlust der Moglichkeit, mehrere
unterschiedliche Antikorper gleichzeitig auf einem Chip zu immobilisieren, da uns tUber die gesamte
Projektlaufzeit nur eine Einkanal-Messflusszelle zur Verfugung stand.
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Abb. 17: Schematische Darstellung der Vorgange in der SPR-Messung wahrend der Regeneration. Nach dem Einspritzen der 0,1 M
KOH-L&sung kommt es zu einem starken Absinken des Signals, das durch Ablésung der gebundenen Viruspartikel und der
immobilisierten Antikdrper verursacht wird. Nach der anschlieBenden Injektion von Laufpuffer wird das Ausgangssignal wieder
erreicht.

Die Regeneration der Chips zur Wiederverwendbarkeit, erwies sich als eine gute Moglichkeit, Zeit
und Kosten zu sparen, da die Alternative in der Funktionalisierung eines neuen Chips fiur jede
einzelne Messung zunachst mit dem Crosslinker Protein A oder Protein G und anschlieBend mit
dem Fangerantikorper besteht. Allerdings nimmt mit steigender Zahl der Regenerationen das
erzielte Ausgangssignal im Pufferfluss immer weiter zu, bis sich die gebundenen Proteine nicht
mehr 16sen lassen und daher keine weitere Regeneration des Chips mehr mdglich ist (Abb. 18). Die
grolle Zeit- und Kostenersparnis konnte den Verlust an Messgenauigkeit und der Multiplexing-
Mdoglichkeit kompensieren, wenn die Viruskonzentration im Untersuchungsmaterial deutlich
oberhalb der Nachweisgrenze liegt und die Fragestellung nur eine ja/nein Antwort erfordert.
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Abb. 18: Erreichtes Signalniveau im Pufferfluss nach der Regeneration. Reg0 bezeichnet die Nulllinie bei dem frisch mit Protein A
oder G funktionalisierten Chip vor dem Einspritzen der Féngerantikorper. Nach der ersten Regeneration (Regl) liegt diese Nulllinie
immer unterhalb des urspriinglichen Wertes. Nach 8 Regenerationen gelingt die vollstandige Ablésung der immobilisierten Proteine
nicht mehr, und die Nulllinie ist erheblich héher. Zudem bindet auch nur noch wenig Fangerantikdrper an das Protein A oder G.
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1.1.6 Zusammenfassung Projektteil JKI

Ziel des Projektteils des JKI Quedlinburg war die Entwicklung eines multiplexen Testsystems zum
schnellen und spezifischen Nachweis phytopathogener Viren. Hierzu sollte durch Ubertragung des
serologischen Nachweissystems auf die Surface Plasmon Resonance (SPR)-Plattform ein Lab-on-a-
Chip-System generiert und somit ein labelfreier Pathogennachweis moglich werden. Gegeniber
dem allgemein etablierten ELISA-Test sollte das SPR-System die Option bieten, mittels der 17-
Kanal-Immobilisierungsmatrize mehrere unterschiedliche Antikdrper gleichzeitig auf einem Chip
zu immobilisieren und so mit nur einer Messung mehrere Viren simultan in einer Probe nachzu-
weisen. Als Untersuchungsobjekte wurden verschiedene Kartoffelviren gewahlt, da im Rahmen der
amtlichen Pflanzkartoffel-Zertifizierung jahrlich ELISA-Tests in groRer Zahl durchgefihrt werden
missen. Durch den angestrebten multiplen Nachweis sollte insbesondere der Zeitbedarf im
Vergleich zum Standardtest, der ca. 1,5 Tage betréagt, deutlich reduziert werden.

Der Nachweis unterschiedlicher Viren in Pflanzenpresssaft mit separaten Messungen konnte im
Zuge dieses Projektes erbracht werden. Das angestrebte Ziel, einen multiplexen Test auf SPR-Basis
zu entwickeln, konnte in der Projektlaufzeit noch nicht erreicht werden, da nach offline-
Immobilisierung der Antikorper auf dem Chip (mittels Funktionalisierungsflusszelle und
anschlieRender Uberfiihrung des Chips in die Einkanal-Messflusszelle) eine deutlich schlechtere
Reproduzierbarkeit der Messwerte registriert wurde als nach online-Immobilisierung (direkt in
Messflusszelle). Deshalb wurde auf den Einsatz der zu Projektbeginn bereits vorhandenen 17-
Kanal-Funktionalisierungsflusszelle zur Gestaltung eines multiplexen Tests verzichtet. Die als
Projektaufgabe (AP7) vorgesehene Erprobung der vom IWS neu entwickelten Dreikanal-Messzelle
konnte aus Zeitgrinden nur noch im IWS aber nicht mehr im IPK und JKI realisiert werden. Fur
den separaten Nachweis von insgesamt 6 Viren mit der SPR-Methode waren fir das
Einkanalsystem verschiedene AntikOrper-Testformate zu erproben. Angestrebt wurden ein direkter
Schnellnachweis, Sandwich-Varianten sowie ein Verstarkersystem mittels Nano-Goldpartikeln.
Hierfiir mussten mehrere Testparameter untersucht und bezuglich Testempfindlichkeit und
Nachweissicherheit optimiert und mit dem etablierten Standard-ELISA verglichen werden.

Der direkte Schnellnachweis, bei dem die Bindung des Antigens durch an der Chipoberflache
immobilisierte Antikorper labelfrei ber SPR gemessen wird, wurde fur das Kartoffelvirus X
(Potato virus X, PVX) und das Nelkenringflecken-Virus (Carnation ringspot virus, CRSV)
demonstriert. Fir die Immobilisierung der Antikorper erwies sich Protein G am geeignetsten.
AuRerdem bewirkten ein groReres Probenvolumen und eine verringerte Durchflussgeschwindigkeit
eine verbesserte Testempfindlichkeit. Dagegen hatten GrofRe und Form der nachzuweisenden
Partikel (PVX mit gestreckten, flexiblen Partikeln von ca. 700 nm Lange und ca. 12 nm
Durchmesser sowie CRSV mit isometrischen Partikeln und einem Durchmesser von 30 nm) nur
einen geringen Einfluss auf die Nachweisempfindlichkeit des Systems. Der Vergleich mit dem
Standard-ELISA zeigte jedoch eine insgesamt ca. 100fach geringere Nachweisempfindlichkeit des
SPR-Systems, dessen Nachweisgrenze flr beide Viren bei etwa 500 ng/ml lag.
Sandwich-Testformate, bei denen nach Bindung des Antigens durch immobilisierte Fanger-
Antikorper ein zweiter Antikorper eingesetzt wird, zeigten generell ein erhdhtes SPR-Messsignal.
Die Kopplung des sekundéren Antikorpers an Nanogold-Partikel ergab eine weitere Verstarkung
des Signals. Das Signal-Rausch-Verhéltnis (signal-to-noise ratio, SNR) konnte jedoch bisher in
allen untersuchten Sandwich-Varianten nicht wesentlich verbessert werden. Ursache hierfur konnte
eine unzureichende Blockierung der freien Bindungsstellen auf der Goldoberflache des SPR-Chips
sein, die eine unspezifische Anlagerungen des sekundaren Antikorpers an das als Crosslinker
verwendete Protein G oder Protein A bewirkt. Auch durch die Immobilisierung des Fénger-
Antikdrpers mittels einer selbstorganisierenden Monoschicht (Self Assembled Monolayer, SAM)
oder mittels des Crosslinkers DTSSP (3,3 -Dithiobis[sulfosuccinimidylpropionate) an die
Goldoberflache und die damit beabsichtigte Vermeidung der unspezifischen Anlagerung des
sekundaren Antikorpers, ergaben bisher kein verbessertes SNR. Allerdings konnten wahrend der
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Projektlaufzeit nicht alle moglichen Testkombinationen analysiert werden, so dass die Etablierung
eines Testformats mit einem Nanogold-Konjugat weiterhin als vielversprechend angesehen wird.
Die Prifung alternativer Immobilisierungsmethoden flr den Fanger-Antikorper bzw. eine optimale
Blockierung noch freier Bindungsstellen erscheint aussichtsreich, die unspezifische Anlagerung des
sekundaren Antikorpers zu umgehen und so die Testempfindlichkeit weiter zu steigern.

Die urspringliche Zielstellung, einen multiplexen Sandwich-Nachweis zur simultanen Detektionen
mehrerer Pflanzenviren zu etablieren, wurde auch auf Grund der zwischenzeitlich mit dem
Einkanal-System erzielten Ergebnisse aufgegeben, die bisher keine Losung des Problems der
Anlagerung des sekundédren Detekting-Antikorpers an die Goldoberflaiche des SPR-Chips
aufzeigten. Fir einen multiplexen Nachweis verschiedener Antigene ist der Einsatz der
entsprechenden homologen Antikdrper im Gemisch unumganglich. Die Neigung der sekundaren
Antikorper sich an den Crosslinker zu binden, wirde daher unter den bisherigen Versuchs-
bedingungen einen spezifischen, simultanen Virusnachweis noch weiter erschweren. Zudem kann
ein Chip, der mit mehreren unterschiedlichen Antikorpern funktionalisiert wurde, nur einmal
verwendet werden. Bei einer Regeneration des Chips war eine Abldsung der Fangerantikdrper nicht
zu umgehen. Eine neue Funktionalisierung erfolgte grundsatzlich online, das heil3t, die Antikorper
wurden im SPR-Gerét ber den Chip gespult. Da wéhrend des Projektes nur eine Einkanal-
Messflusszelle zur Verfugung stand, war es nicht mdglich, unterschiedliche Antikorper gleichzeitig
auf einem Chip online zu immobilisieren.

Es ist im Zuge des Forschungsvorhabens erfolgreich gelungen, verschiedene Pflanzenviren mittels
SPR-Technologie im direkten Testformat schnell und spezifisch nachzuweisen. Die
Empfindlichkeit des bewéhrten Standard-ELISA konnte dabei nicht erreicht werden, und diese
scheint mit dem SPR-System in der vorliegenden technologischen Konfiguration im direkten
Nachweis auch nicht realisierbar zu sein. Abhilfe kdnnte ein Sandwich-Assay schaffen, fiir den eine
verbesserte Immobilisierungsmethode etabliert werden muss, die die unspezifische Anlagerung des
sekundaren Antikorpers ausschlief3t. Dies ist innerhalb der Projektlaufzeit nicht erreichbar gewesen.
Das Forschungsziel des Foérdervorhabens wurde zum groRen Teil erreicht, einzelne Teilziele
mussten aufgrund der erzielten Ergebnisse angepasst bzw. aufgegeben werden.
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1.2 Projektteil IPK

1.2.1 Entwicklung eines immunologischen Schnellnachweises flr phytopathogene Bakterien
1.2.1.1 Auswahl der nachzuweisenden Antigene (Bakterien) und Antikorper

Vom JKI zur Verfligung gestellt wurden die folgenden Bakterienisolate: je zwei Isolate von
Ralstonia solanacearum, drei Isolate von Xanthomonas campestris pv. campestris und ein Isolat
von Xanthomonas hortorum pv. pelargonii, mit den jeweiligen spezifischen polyklonalen
Antikdrpern.

1.2.1.2 Kultivierung der Bakterienisolate R. solanacearum, X. campestris pv. campestris und
X. hortorum pv. pelargonii

Die Kultivierung der phytopathogenen Bakterienstimme erfolgt in zwei Vollmedien
(R. solanacearum - BG-Medium; Xanthomonas Stamme - YDC-Medium). Zur ihrer Erhaltung
wurden sie jeden Monat auf dem entsprechenden Festmedien ausgestrichen und fir 48 h bei 25 °C
kultiviert. Fir die Gewinnung von Proteinrohextrakten wurden die Bakterien in entsprechenden
Flussigmedien fir 48 h bei 25 °C kultiviert.

1.2.1.3 Auswahl geeigneter polyklonaler Antikdrper

Mittels PTA (plate-trapped-antigen)-ELISA wurden die vom Projektpartner JKI zur Verfigung
gestellten polyklonalen Antikérper auf ihre Eignung fir die SPR-Messungen getestet. Der PTA-
ELISA basiert auf der Antigen-Antikorper-Interaktion. Hierbei wird das bakterielle Antigen an die
Oberflache einer polysorben Mikrotiterplatte gebunden und mit den zu testenden Antikérpern bzw.
Antiseren inkubiert. Fir den Nachweis einer erfolgreichen Antikdérper-Antigen-Interaktion wird
abschlieRend ein enzymkonjugierter Sekundar-Antikorper zugesetzt, der an den Priméar-Antikorper
bindet und durch Zugabe des entsprechenden Substrates eine photometrisch detektierbare
Farbreaktion auslost. Da diese mit der Antigenkonzentration korreliert, lassen sich mit der Methode
neben qualitativen auch quantitative Aussagen zur Antikdrper—Antigen-Interaktion treffen. Sowohl
die polyklonalen Antiseren als auch die IgG des Ralstonia solanacearum DSMZ 1993 und des
Xanthomonas campestris pv. campestris 1526 reagierten sehr spezifisch. Die besten Reaktionen
konnten mit einem polyklonalen Antiseren-Titer von 10 bzw. einer IgG-Konzentration von 1

pg/mL erreicht werden (Abb. 19).
‘ bakterielles Antigen
spezifischer Antikérper

1. 2.

3

(Primar)

spezifischer
enzymkonjugierter
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Abb. 19: Messprinzip des PTA-ELISA (plate-trapped-antigen-ELISA). (1) Bakterielles Antigen bindet an die Mikrotiterplatte, (2)
Bindung des spezifischen Antikdrpers an das Antigen, (3) Einsatz von spezifischen enzymkonjugierten Sekundér-Antikérpern, (4)
Zugabe des spezifischen Substrates.
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1.2.1.4 Ermittlung der Nachweisempfindlichkeit und Testspezifitat des ELISA-Systems

Die Ermittlung der Nachweisempfindlichkeit und Testspezifitat des QCM-Systems im Vergleich zu
ELISA-Varianten zeigte, dass allein das ELISA-Testsystem als Vergleichssystem eingesetzt werden
sollte. Dazu wurden als Antigen Bakteriensuspensionen verschiedener Verdinnungsstufen auf ihre
Eignung getestet. Als optimaler Bakterientiter erwies sich eine Suspension mit 2,24*10° Zellen.
Damit wurden sowohl polyklonale Antiseren, als auch die 1gG der R. solanacearum und der
Xanthomonas Stamme auf ihre Kreuzreaktivitdt gegentber den entsprechenden Bakterienarten
getestet. So zeigten von den untersuchten polyklonalen Antiseren bzw. IgG bis auf R. solanacearum
DSMZ 1993 Serum, R. solanacearum DSMZ 1993 78/3 IgG, X. campestris pv. campestris 1526
14/2 Serum und X. campestris pv. campestris 1526 1gG 14/6 alle anderen Kreuzreaktionen mit
diesen Antigenen. Die vier selektierten Antiseren bzw. Antikérper wurden fiir die weiteren
Untersuchungen, speziell fir die SPR-Messungen eingesetzt.

1.2.1.5 Ubertragung und Anpassung der optimierten Testkomponenten an das SPR-System

Im weiteren Bearbeitungszeitraum wurden die immunologischen Komponenten und das
Messregime an die SPR-Plattform angepasst. Als Modell fir eine Antikorper-Antigen-Interaktion
diente Xanthomonas campestris pv. campestris 1526 als Antigen und X. campestris pv. campestris
1526 1gG 14/6 als Antikorper. Zusétzlich wurde mit dem Antikorper R. solanacearum DSMZ 1993
78/3 1gG eine Negativkontrolle eingesetzt. Fir die Untersuchungen wurden die entsprechenden
Antikorper an die Oberflache des SPR-Chips Uber Protein A als Linker immobilisiert. Hierbei
gelang es, das SPR-Messsystem hinsichtlich Linker- und Antikérperkonzentration, Puffer,
FlielRgeschwindigkeit und Messtemperatur zu optimieren. Als optimale Parameter erwiesen sich
eine Linkerkonzentration von 1 mg/mL Protein A, eine Antikérperkonzentration von 500 pg/mL,
ein Laufpuffer wie PBS-Tween 20 + HO-PEG, sowie eine Blockinglésung aus einem 1:1 Gemisch
von 1% TM in PBS mit 0,5 mM HO-PEG, einer Fliegeschwindigkeitsstufe von 35 und einer
Messtemperatur von 55 °C.

i LR \ AN
e ©¢ © 2, PV I/ - — 9‘00 o%nl"

) i i Blockiening aufierhalb der
1h. 25°C 90 min, 37°C Matrize

- 2h. 25°C oder UN, 4°C
Q Messung in 1 Kanal-Messflusszelle
<N\ N -
6

Se00 Woo

35 mun. 55°C
- | © 0

Goldoberfliche Protein A Spezifischer Antikorper Blockienmgsreagenz bakterielles Antigen

Abb. 20: Messprinzip des SPR-Systems mit (1) Immobilisierung von Protein A an die Goldoberflache, (2) Bindung der Antikdrper
an Protein A, (3) Blockierung der Goldoberflache mit 1:1 1% TM in PBS plus 0,5 mM HO-PEG, (4) Online-Messung in der 1 Kanal-
Messflusszelle.

Von der Rijk Zwaan Marne GmbH wurde zahlreiches Pflanzenmaterial, wie X. campestris
infizierter und nicht-infizierter Spitzkohl, WeilRkohl, Rotkohl und Wirsingkohl zur Verfligung
gestellt. Das Blattmaterial wurde zerkleinert und in Aliquote bei -80 °C gelagert. In den ersten
Optimierungsschritten wurde ausschlielich reiner bakterieller Proteinextrakt vermessen. Erst
anschlieend wurde pflanzlicher Proteinextrakt gepoolt mit und ohne bakteriellen Proteinextrakt



Seite 19 des Schlussberichts zum IGF-Vorhaben 16816 BR

verwendet, bis letztendlich Pflanzenpresssaft vermessen wurde. Fir den Einsatz von Proteinextrakt
wurden die lyophilisierten Zellen bzw. das Pflanzenblattmaterial in flussigem Stickstoff
aufgeschlossen und in PBST-HO-PEG-Puffer resuspendiert und vermessen. Fir den
Pflanzenpresssaft wurde das bei -80°C gelagerte Blattmaterial in flissigem Stickstoff
aufgeschlossen und bei 10.000 xg fiir 40 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die Messung
mittels SPR und ELISA eingesetzt.

1.2.2 Charakterisierung des Lab-on-a-Chip-Systems (Einkanal)

Fur die Charakterisierung des Lab-on-a-Chip-Systems wurden Verdinnungsreihen verschiedener
Probenansatze (X. campestris pv. campestris 1526 Proteinrohextrakt, im Labor mit X. campestris
infiziertes Kohlpflanzenmaterial, nicht-infiziertes Kohlpflanzenmaterial - gespickt mit X.
campestris pv. campestris 1526) vermessen. Zur Praparation des X. campestris pv. campestris 1526
Proteinrohextraktes wurde das Bakterium in 5 mL YDC-Flissigmedium fir 24 h bei 25 °C
vorkultiviert und nach Uberfilhrung in die Hauptkultur (15 mL YDC-Medium) fiir weitere 48 h
kultiviert. Von der erhaltenen Bakteriensuspension wurden zunachst die sog. Kolonie bildende
Einheit (KBE) ermittelt, was per Ausplattieren der entsprechenden Bakterien-Verdiinnungsstufen
auf YDC-Festmedium erfolgte. Anhand der fur jede Verdiinnungsstufe erhalten Koloniezahl lie3
sich die KBE/mL Zellsuspension berechnen. Fur die SPR-Messung wurde die Bakterienkultur bei
12.000 xg (4 °C, 30 min) zentrifugiert und das dabei erhaltene X. campestris pv. campestris 1526
Pellet fir 2 h bei -80 °C inkubiert. Zur Ermittlung des Trockengewichtes (TG) wurde das gefrorene
Pellet 48 h lyophilisiert. Das daraus resultierende Zelllyophilisat wurde anschlielend in fliissigem
Stickstoff aufgeschlossen, analog zu den Blattproben portioniert, in SPR-Puffer resuspendiert und
vermessen. Parallel wurden Gemische bestehend aus nicht-infizierten Blattmaterial und X.
campestris pv. campestris 1526 angefertigt. Als dritte und letzte Variante wurde nicht-infiziertes
Blattmaterial (10 mg TG) mit entsprechenden Verdinnungen einer Bakterien-Frischkultur gespickt
und deren KBE/mL ermittelt. Diese Proben wurden vor der Messung fir 480 s im Ultraschalbad
behandelt und zentrifugiert. Fur die SPR-Messungen erfolgte die Funktionalisierung der Chips mit
Protein A als Linker, X. campestris pv. campestris 1526 1gG 4/6 als positive Kontrolle und R.
solanacearum DSMZ 1993 Serum als Negativkontrolle (Abb. 21).

Neben den SPR-Messungen wurden alle Proben per PTA-ELISA als Referenzmethode vermessen.
Aus den dabei erhaltenen Messergebnissen (auf SPR- und ELISA-Basis) lieRen sich die
Nachweisgrenzen berechnen (Tab. 5).

Tabelle 5: Mit Hilfe der SPR bzw. ELISA erreichte Nachweisgrenzen von X. campestris und damit infiziertem
Kohlpflanzenmaterial.

Nachweis SPR ELISA
X. campestris pv. campestris 7,06 x 10* 4,7 x 10°
1526 Bakterien/mL Bakterien/mL
Kohlpflanzenmaterial gespickt 1,86x10 1,86x10°
mit X. campestris pv. Bakterien/mL Bakterien/mL
campestris 1526 - Frischkultur
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Abb. 21: Zur Ermittlung der Nachweisgrenze des SPR-Messsystems wurden polyklonale Antikdrper spezifisch gegen X. campestris
pv. campestris 1526 (Positivkontrolle) und gegen R. solanacearum 1993 (Negativkontrolle) immobilisiert. Als Messprobe wurde X.
campertris pv. campestris 1526 (Frischkultur) in einer Matrix aus Spitzkohlblattmaterial eingesetzt. 10 mg TG des lyophilisierten
Spitzkohlblattmaterials wurden zusammen mit unterschiedlichen Verdinnungen des X. campertris pv. campestris 1526 in
PBST + HO-PEG resuspendiert. Die Suspension wurde fiir 480 s im Ultraschallbad behandelt, zentrifugiert und der Uberstand per
(A) SPR-System bzw. per (B) ELISA-Assay als Vergleichssystem vermessen.

1.2.3 Regenerierbarkeit der Chipoberflache fur wiederholte Messungen

Untersuchungen zum Aufbrechen der Bindung zwischen Antikérper und bakteriellen
Antigenkomplexen, sowie der Wiederverwendbarkeit des funktionalisierten SPR-Chips konnten per
Messungen zum Nachweis von im Labor mit X. campestris infizierten Blattproben, sowie
Proteinextrakten von X. camp. pv. camp. 1526 belegt werden. Hierflir waren SPR-Chips mit Protein
A als Linker, X. campestris pv. campestris 1526 1gG 14/6 als positive Kontrolle und R.
solanacearum DSMZ 1993 Serum als negative Kontrolle funktionalisiert worden. Auf ihnen wurde
infiziertes Blattmaterial bzw. X. camp. pv. camp.1526 Proteinextrakt (10 mg TG/mL) beztglich X.
campestris vermessen. Die dazu genutzte Messprozedur umfasste mehrere Spul- und Waschschritte,
sowie die Probeninkubation. Im ersten Schritt wurde der funktionalisierte Chip mit SPR-Laufpuffer
(PBS-Tween + HO-PEG) gespilt, um eine Nulllinie zu erhalten. Im zweiten Schritt wurde die
Messung gestartet, d. h. 55 pL Probe in das Messsystem eingespritzt und 50-mal Uber den Chip
gepumpt, so dass sich so viel Antigen wie mdglich an die Bindungsstellen der Antikorper anlagern
kann. Der dritte sogenannte Spulschritt umfasst das Spilen des Chips mit SPR-Laufpuffer zur
Entfernung noch ungebundenen Probenmaterials. Der am Ende dieses Schrittes erreichte Messwert
stellt nach Abzug des Ausgangswertes (Wert vor der Probenzugabe) den sog. Endwert dar, der
qualitative und quantitative Aussagen zu den bakteriellen Infektionsgrad ermdglicht. Im letzten
Schritt kann nun der funktionalisierte, mit gebundenem Probenantigen beladene SPR-Chip wieder
regeneriert und so flr weitere Messungen genutzt werden. Hierzu wird der Chip mit 0,1 M KOH
gespllt, was ein Ldsen der Bindung zwischen Antikorper und bakteriellen Antigen hervorruft.
Dieser Vorgang lasst sich durch ein starkes Absinken des Messsignals dokumentieren. Nach
wiederholtem Spillen mit SPR-Laufpuffer wurde das Ausgangssignal (Startsignal - SPR-Chip vor
der Probenzugabe) wieder erreicht, d. h. es kann nun mit der nachsten Probenmessung begonnen
werden. Basierend auf der beschriebenen Vorgehensweise zur Regeneration wurden pro
funktionalisiertem Chip 16 Proben hintereinander vermessen. Die dabei erhaltenen Messwerte
belegen, dass die Signale nach der 1. Regeneration ansteigen und ab der 5. Regeneration gering
abfallen. Nach dem 13. Regerationsschritt war ein Nachweis von X. campestris nicht mehr moglich,
d. h. der Chip steht fir weitere Messungen nicht mehr zur Verfugung (Abb. 22).

Damit kann zusammengefasst werden, dass mit dem derzeit genutzten SPR-Messregime eine
Wiederverwendbarkeit des funktionalisierten SPR-Chips von bis zu 13-mal mdglich ist und damit
eine (Ja-Nein-)Aussage zur X. campestris Infektion der Pflanze getroffen werden kann.
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Abb. 22: Vermessung von in vitro X. campestris infizierten Weikohlblattmaterial (10 mg TG/mL) zur Untersuchung der
Regenerierbarkeit und Wiederverwendbarkeit der SPR-Chips. Auf der Chipoberfliche wurden mit Protein A als Linker, X.
campestris pv. campestris 1526 1gG 14/6 als positive Kontrolle und R. solanacearum DSMZ 1993 Serum als negative Kontrolle
funktionalisiert. AnschlieBend wurde die Goldoberflache mit einem 1:1 Gemisch von 1% TM in PBS mit 0,5 mM HO-PEG geblockt.

1.2.4 Gegenuberstellung von Vergleichsmesssystem und dem SPR-Messsystem

Aus methodischen und apparativen Grinden wurde das urspringlich als Vergleichssystem dienende
QCM-System durch die ebenfalls fur Vergleichszwecke eingesetzten ELISA-Tests ersetzt. Mittels
ELISA-Tests sind derzeit hohere Sensitivitaten erreichbar als mit dem QCM-Messsystem.

Anhand erster Realproben-Messungen mit frischen Pflanzenpresssaften sollten sowohl das SPR-
Messsystem als auch die ELISA-Tests als Vergleichssystem gegenibergestellt werden, um die
Ergebnisse des SPR-Systems besser einschéatzen zu kdnnen. In vorrangegangenen Tests konnte
bereits die Praxiseignung der SPR-Plattform nachgewiesen werden, jedoch nicht die
Konkurrenzféahigkeit. Aus diesem Grund mussten Moglichkeiten eruiert werden, mit denen sich die
Messsignale der SPR-Messung steigern lassen. Eine Mdglichkeit ist der Einsatz von Goldpartikel
mittels Sandwich-Assay. Vermessen wurden zundchst im direkten Nachweis Pflanzenpressséfte von
(1) kinstlich mit X.campestris infiziertem Kohlblattmaterial und (2) nicht-infiziertem
Kohlblattmaterial. Die frisch extrahierten Pflanzenpresssafte wurden 1:50 mit PBST-HO-PEG
verdunnt und in das SPR-Messsystem eingespritzt. Auf die Goldoberflache der SPR-Chips wurde
Protein A als Linker und X. campestris pv. campestris 1526 1gG 14/6 als positive Kontrolle bzw. R.
solanacearum DSMZ 1993 Serum als negative Kontrolle funktionalisiert. Fir den Sandwich-Assay
wurden Antikdrperkonjugate des X. campestris pv. campestris 1526 1gG 14/6 an Goldpartikel
gebunden und diese im Anschluss fir den direkten Nachweis eingespritzt. Hierbei kam es zum
Anlagern der Gold-markierten Konjugate an das durch X. campestris pv. campestris 1526 19gG 14/6
gebundene Antigen, was eine Erhéhung der Messsignale verursachte (Abb. 23).

Der Vergleich zur analogen Messung ohne Zugabe von Gold-markiertem Konjugat zeigte, dass die
Sensitivitat der SPR-Plattform durch die Nutzung eines Sandwich-Assays mit Goldmarkierung statt
des direkten Nachweises erheblich gesteigert wird.

Zusammenfassend belegen die im Rahmen des Projektes durchgefiihrten arbeiten, dass die Infektion
der Kohlpflanzen mit X. campestris sowohl per ELISA-Assay als auch per SPR-Plattform
erfolgreich nachweisbar ist. Unter optimierten Bedingungen lassen sich allerdings mit dem SPR-
Messsystem sensitivere Nachweisgrenzen erreichen.
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Abb. 23: Nachweis von X. campestris in Pflanzenséften von WeilRkohlblattern per PTA-ELISA bzw. SPR-Messsystem.
Fur die entsprechenden Nachweise wurde der Antikorper (anti-X. campestris pv. campestris 1526 [Positivkontrolle]-
bzw. anti-R. solanacearum 1993-Antikdrper [Negativkontrolle]) immobilisiert. Als Messproben dienten frische Pflanzen-
presssédfte (1:50 mit PBST+HO-PEG verdinnt) aus (1) in vitro X. campestris infizierten Weikohlblattern bzw. aus (2) nicht-
infiziertem Blattmaterial. Alle Proben wurden (A) per SPR-Messsystem mit goldmarkiertem X. camp. 1gG Konjugat bzw. (B) PTA-

ELISA als Vergleichssystem vermessen.




Seite 23 des Schlussberichts zum IGF-Vorhaben 16816 BR

1.3 Projektteil IWS
1.3.1 Technische Weiterentwicklung des Lab-on-a-Chip-Systems
1.3.1.1 Konzeption

Ein wesentlicher Kostenfaktor der bestehenden SPR-Plattform ist die Goldbeschichtung der SPR-
Chips. Damit in einem Beschichtungslauf zukinftig mehr SPR-Chips beschichtet werden kénnen,
wurde die Flache der Chips von 76x26 mm? auf 60x13 mm?2 verkleinert. Weiterhin wurden im
Rahmen des Projektes zwei Ansétze zur Steigerung von Probendurchsatz und Rentabilitat verfolgt:
(1) die parallele Messung mehrerer Proben auf einem Chip durch Etablierung einer 3-Kanal-
Flusszelle. (2) Die serielle Vermessung mehrerer Proben auf einem Chip durch Regeneration. Beide
Ansdtze setzen ein automatisiertes Probenhandlingsystem voraus. Ausgehend von der Zielstellung,
der bestehenden Technologieplattform und den neuen, miniaturisierten SPR-Chips wurden aus
Anforderungen und Randbedingungen folgende Module erarbeitet: 15-Kanal-Funktionalisierungs-
station, automatisiertes  Probenhandlingsystem, 3-Kanal-Messflusszelle,  Spoterkennungs-
algorithmus sowie Referenz-Assays. Weiterhin wurden Untersuchungen zur Sensitivitatssteigerung
durch Ankopplung von Nanopartikeln durchgefunhrt.

1.3.1.2 Entwicklung, Konstruktion, Fertigung und Optimierung einer Funktionalisierungs-
station

Ausgehend von der Konzeption und der bereits etablierten 17-Kanal-Funktionalisierungsflusszelle
wurden verschiedene Varianten einer Funktionalisierungsstation entworfen und verglichen.
AnschlieRend wurde die Vorzugsvariante ermittelt, dimensioniert, konstruiert, erfolgreich
umgesetzt und optimiert (siehe Abb. 24. Spezifikation: 15 Kanéle, Kanalbreite: 150 um, Kanalhthe
200 pm, Schnittstelle fur 100 pl Pipettenspitzen und optische Befullungskontrolle durch
Sichtfenster von oben). Zusétzlich wurden Marker etabliert, mit denen die funktionalisierten Areale
im Kamerabild sehr gut identifiziert und vom Spoterkennungsalgorithmus erkannt werden.

Abb. 24: Explosionsdarstellung der Funktionalisierungsstation (links) und Prototyp der Abformstation zur Herstellung der 15-Kanal-
Funktionalisierungsflusszellen (rechts).
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1.3.1.3 Entwicklung, Konstruktion, Fertigung und Optimierung eines
Probenhandlingsystems

Ziel des Projektes war eine weitere Reduktion der Kosten durch die serielle Vermessung und
Charakterisierung mehrerer Proben mit einem SPR-Chip. Dabei sollen die Messflachen zwischen
den einzelnen Messungen durch Spilen mit entsprechenden Waschldsungen regeneriert werden
(Abb. 25). Das Probenhandlingsystem realisiert dazu fur jede Probe automatisch folgenden Ablauf:

1. Spulen mit Puffer,

2. Inkubation mit Probe,

3. Spilen mit Puffer,

4. Regeneration durch Spilen mit Waschldsung.

Zur Kompensation temperatur- und medienbedingter Signaldnderungen werden bei der
Funktionalisierung der SPR-Chips parallel zu den Messflachen zusétzliche Referenzflachen
angelegt. Diese sind gegen unspezifische Wechselwirkungen geblockt, sodass nur VVolumeneffekte -
Brechungsindexénderungen von Probenldsung und Chipfunktionalisierung - gemessen werden. Die
Messflachen erfassen neben den Volumeneffekten auch Oberflacheneffekte - die Anbindung von
Analyten an die immobilisierten Liganden. Auf diesem Weg ist eine teilweise Kompensation von
temperatur- und medienbedingten Signaldnderungen durch Differenzbildung von Mess- und
Referenzsignal mdglich (Abb. 25). Die Auswertung der Signalverldufe ermdglicht weiterhin eine
Uberwachung des Regenerationsprozesses und somit eine Qualitatssicherung. Wird nach Abschluss
der Regeneration das Ausgangsniveau nicht wieder erreicht, muss die Regeneration wiederholt oder
der Chip verworfen werden.

Signal
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I Messkanal

Referenzkanal
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Abb. 25: Simulierte Messsignalverlaufe fiir die serielle Vermessung mehrerer Proben mit anschlieender Regeneration.

Ausgehend von der Konzeption und den bereits etablierten Autosamplern wurden in enger
Kooperation mit der MLE Dresden GmbH verschiedene Varianten eines Probenhandlingsystems
entworfen und verglichen. AnschlieBend wurden die Vorzugsvariante ermittelt, dimensioniert,
konstruiert, drei Probenhandlingsysteme gefertigt, erfolgreich getestet und optimiert (Abb. 26).
Spezifikation: Aufnahme von 2 Mikrotiterplatten und 3 Zusatzreservoiren, integriertes
Nadelspulsystem.
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Abb. 26: Konstruktion (links) und Prototyp (rechts) des Probenhandlingsystems.

1.3.2 Entwicklung, Konstruktion, Fertigung und Optimierung einer 3-Kanal-Messflusszelle

Ein weiteres Ziel des Projektes war eine weitere Reduktion der Kosten durch die parallele
Vermessung und Charakterisierung mehrerer Proben mit einem SPR-Chip. Voraussetzung fir eine
mehrkanalige Messung auf den SPR-Chips ist das exakte Ubereinanderliegen von Mikrokanilen
und Messflachen. Im Rahmen umfangreicher Experimente stellte sich heraus, dass die exakte
Positionierung von Mehrkanal-Messflusszellen aus Silikon auf den SPR-Chips sehr groRes
experimentelles Geschick und viel Ubung voraussetzt. Ausgehend von diesen Randbedingungen
wurde eine neue 3-Kanal-Flusszelle entwickelt. Dabei wird die bisher in einem Abformprozess
hergestellte Silikonflusszelle durch eine laserstrukturierte, doppelseitige Klebefolie ersetzt (Abb. 27
und 28).

Elektrisch
temperierte
Anschlussplatte

Abschlussplatte Fluidikan-
(laser-strukturiertes schluss mit
Glasblattchen) \. = . ./ Dichtung

Flusszelle = .
(laser-strukturierte, SPR-Chip

doppelseitige
Klebefolie)

Abb. 27: Schematischer Aufbau der 3-Kanal-Flusszelle.
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Abb. 28: Explosionsdarstellung (oben links), leere (oben rechts) und teilweise befiillte 3-Kanal-Flusszelle (unten).

Die entwickelten 3-Kanal-Flusszellen sind fluidisch dicht, wurden erfolgreich getestet und
optimiert. Eine Beeinflussung der Assays konnte nicht beobachtet werden.
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1.3.3 Entwicklung und Implementierung eines Spoterkennungsalgorithmus

Speziell die Arbeit mit hochdichten Spotarrays macht es fir den Nutzer schwierig, die Lage der
Spots manuell zu bestimmen. Im Vergleich zur 15-Kanal-Flusszelle sind mittels Spotten 60
Messflachen pro Kanal moglich. Basierend auf der signifikanten Verschiebung der SPR-Minima bei
Verwendung spezieller Marker wurde ein Algorithmus zur automatischen Erkennung der
Messflachen entwickelt. Dieser Algorithmus bestimmt zunéchst fir jede Pixelreihe der Kamera die
Lage des Minimums. Ausgehend von der mittleren Lage der Minima werden durch die Marker
hervorgerufene ,,Peaks” in dieser Verteilung der Minima ermittelt und daraus die Position der
Messflachen bestimmt.

1.3.4 Spritzguss und Goldbeschichtung von SPR-Chips

In enger Kooperation mit der KDS Radeberger Prészisions-Formen- und Werkzeugbau GmbH und
dem Fraunhofer-Institut fir Angewandte Optik und Feinmechanik IOF wurden neue, miniaturisierte
SPR-Chips durch Spritzguss hergestellt, goldbeschichtet und erfolgreich getestet.

1.3.5 Erprobung und Optimierung Gesamtsystem

Parallel zu den Assay-Entwicklungen der Projektpartner IPK und JKI wurden am IWS
Untersuchungen zur Realisierung von lagerféhigen, regenerierbaren Ready-to-use-chips mit
Antikdrperbasierten Referenz-Assays durchgefunhrt.

Dazu wurden vom Projektpartner JKI ein polyklonaler und ein monoklonaler Antikorper
ausgewahlt und bereitgestellt, die spezifisch das Soil-borne cereal mosaic virus (SBCMV) binden.
Das SBMCV wird durch den bodenbiirtigen Vektor Polymyxa graminis in verschiedene Getreide-
sorten (Roggen, Tritikale und Weizen) bertragen und kann in den betroffenen Gebieten zu Ertrags-
verlusten von 50 % bis 70 % fiihren. Die einzige effektive Bekdmpfungsmethode ist der Anbau von
resistenten Sorten. Diese Kulturpflanzen besitzen eine sogenannte Translokationsresistenz. Das be-
deutet, dass der natirliche Virusbefall der Wurzeln zwar ungehindert geschieht, aber die
Ausbreitung in die grinen Pflanzenteile nicht oder stark verzogert stattfindet. Fir die
Resistenzprifung sind neben der visuellen Begutachtung vor allem sensitive, selektive, preiswerte
sowie zeitnahe Nachweismethoden von entscheidender Bedeutung.

Fur den Nachweis wurde ein Protokoll zur stabilen und funktionellen Immobilisierung von
Antikdrpern Uber Protein A auf Goldoberflachen entwickelt, optimiert und erfolgreich etabliert und
die Anwendung von Polyethylenglykol zum Blocken gegen unspezifische Bindungen in das
Funktionalisierungsprotokoll integriert (Abb. 29):
- Reinigen der Goldflache mit rauchender Salpetersdure (65 %),
- Inkubation des Sensorchips in Neutralisationslosung (1 x 25 % Ammoniak, 1x 30 %
Wasserstoffperoxid, 5 x ddH,0O) fiir 2 min bei Raumtemperatur (RT),
- Spiilen mit ddH,0 und Trocknen mittels Stickstoffgas,
- Inkubieren von 1 mg/mL Protein A fiir 1 h bei RT,
- Spiilen der Flache mit PBST (10 mM PBS pH 7,4 und 0,05 % (v/v) Tween 20),
- Inkubieren von 50 pug/mL Antikorper (SBCMV-pAk, SBCMV-mAK, Referenz-AK) fir 1 h
bei RT,
- Spulen der Flache mit PBST,
- Blockung mit 1 mmol/L HO-PEG fir 1 h bei RT. (vi) Spulen der Flache mit PBST.
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N2 2e28:

Abb. 29: Schematische Darstellung des Assays. Die Anti-SBCMV Antikorper (blau) werden (ber Protein A (rot) an die
Goldoberflache gekoppelt und die noch freien Bereiche mittels Polyethylenglykol (griin) geblockt. Der Referenzantikdrper (grau)
wird auf die gleiche Weise wie die Anti-SBCMV Antikdrper immobilisiert. Die zu analysierende Probe wird auf beiden Flachen
gleichzeitig vermessen.

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

- Spiilen der Flache mit PBST,

- Injektion von 60 uL SBCMV,

- Spiilen der Flache mit PBST,

- Regeneration mit 60 pL 8 mmol/L NaOH,

- Spilen der Flache mit PBST.

Als Laufpuffer sowie zur Verdinnung der Proben wurde 10 mmol/L PBST verwendet.

In umfangreichen Versuchen wurde als optimale Regeneration ein pH-Schock mit 60 uL 8 mmol/L
NaOH ermittelt (Abb. 30).
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Abb. 30: Vergleich der Bindungssignale nach 5 sequentiellen Antigen-Injektionen mit nachfolgender Regeneration (mAb -
monoklonaler Antikdrper, pAb - polyklonaler Antikdrper, reference - Referenzantikérper). Die Standardabweichung wurde aus 20
Datenpunkten berechnet.

Zur Ermittlung von Nachweisgrenze und Kalibrierungskurve wurden Viruskonzentrationen von
0,7 pg/mL bis 92,5 pg/mL vermessen (Abb. 31). Mit dem entwickelten Assay konnen SBCMV-
Konzentrationen grofier 0,9 pg/mL detektiert werden.
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Abb. 31: Sensorgramme einer SBCMV-Konzentrationsreihe fiur mit polyklonalem SBCMV-Antikdrper funktionalisierte
Messflachen. Die Signale des Referenzantikdrpers wurden von den Bindungssignalen subtrahiert.
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Abb. 32: Kalibrierkurve einer SBCMV-Konzentrationsreihe fir mit polyklonalem SBCMV-Antikoérper funktionalisierte
Messflachen. Die Signale des Referenzantikdrpers wurden von den Bindungssignalen subtrahiert.

Teilergebnisse wurden bereits publiziert: Henseleit, A.; Schmieder, S.; Boschke, E.; Marx, U.;
Hoffmann, S.; Klapsing, R. A.; Sonntag, F.. Immunosensoren - Universelles Protokoll zur
Immobilisierung von Antikdrpern fur die spezifische Antigen-Detektion. In: Dresdner Beitrage zur
Medizintechnik 10 (2010).

Weitere Untersuchungen zur Realisierung von lagerféhigen, regenerierbaren Ready-to-use-chips
wurden anhand des pp65-Antigen/Antikdrper-Assays durchgefihrt. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die funktionalisierten SPR-Chips mehr als 10mal regeneriert und mehr als 4 Wochen ohne
Signalverlust gelagert werden kdnnen. Teilergebnisse wurden bereits publiziert: Troger, V.; Malik,
S.; Sonntag, F.; Schmieder, S.: Generation of ready-to-use SPR chips using automated nano-
spotting. In: Biomed Tech 2012; 57 (Suppl. 1), DOI: 10.1515/bmt-2012-4251.
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1.3.6 Steigerung der Sensitivitat durch Ankopplung von Nanopartikeln

Mit dem im Projekt verwendeten SPR-Messsystem werden Anderungen des Brechungsindex
(Messbereich: n= 1,33 -1,38) in einem schmalen Bereich tber der Goldoberflache (0-200 nm)
erfasst. Durch Ankopplung von Nanopartikeln mit hohem Brechungsindex (n-Silizium= 3,4 oder n-
Gold=3,47) kann die Brechungsindexdifferenz zwischen Puffer (n-Wasser=1,33) und einem
Analyt (n-Protein= 1,45) signifikant gesteigert werden.

Gemeinsam mit der TU Dresden (Dipl.-Ing. Anja Henseleit, Institut fir Bioverfahrenstechnik)
wurden erste Versuche zur Steigerung der Sensitivitdt durch Ankopplung von Nanopartikeln
durchgefuhrt.

Als Modellsystem diente ein Antikorper-basierter Sandwich-Assay zum Nachweis von
Humanalbumin (HSA), bei welchem der sekunddre Antikérper wahlweise mit einem
Goldnanopartikel gekoppelt wird. Abbildung 33 zeigt beispielhaft ein Sensogramm flr folgenden
Versuch:
- Minute 0 bis 12 - Anbindung von HSA aus der Probe an die immobilisierten Antikorper,
- Minute 12 bis 16 = Spllen,
- Minute 16 bis 32 > Anbindung der sekundarer Antikérper an das gebundene HSA (blaue
Kurve: sekundarer Antikorper, gelbe Kurve: sekundérer Antikorper gekoppelt mit 20 nm-
Gold-Nanopartikel).

Die Ankopplung des sekundédren Antikorpers bewirkt eine Signalsteigerung um das 2,5-fache.
Durch Anbindung eines 20 nm-Gold-Nanopartikels an den sekunddren Antikdrper kann das Signal
um das 16-fache gesteigert werden.
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Abb. 33: Sensogramm fiir einen HSA-Assay. Minute 0 bis 12 = Anbindung von HSA aus der Probe an die immobilisierten
Antikérper. Minute 12 bis 16 - Spilen. Minute 16 bis 32 = Anbindung der sekundérer Antikdrper an das gebundene HSA (blaue
Kurve: sekundérer Antikorper, gelbe Kurve: sekunddrer Antikorper gekoppelt mit 20 nm-Gold-Nanopartikel).

Der Versuch zeigt, dass die Nachweisgrenze durch Ankopplung von Nanopartikeln signifikant
heruntergesetzt werden kann.
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2 Wissenschaftlich-technischer und wirtschaftlicher Nutzen der erzielten
Ergebnisse und Anwendungsmaglichkeiten

Die SPR-Technologie ist eine allgemein etablierte Methode, um Interaktionen auf molekularer
Ebene zu messen (Schasfoort & Tudos, 2008). Obwohl SPR-Biosensoren bisher hauptséchlich zur
Analyse von Proteinen oder Peptiden, insbesondere pharmazeutisch aktiven Substanzen,
Rezeptoren und Antikdrpern eingesetzt wurden, gibt es ein zunehmendes Interesse, diese
Technologie auch zum labelfreien Nachweis von pathogenen Mikroorganismen, wie Viren,
Bakterien und Pilze, einzusetzen (Skottrupp et al., 2008; Sharma & Mutharasan, 2013).
Literaturberichte uber eine Anwendung der SPR-Methode zur Analyse von Pflanzenviren sind noch
selten. Die folgenden Viren wurden bisher in SPR-Analysen einbezogen: Apple stem pitting virus
(ASPV) (Lautner et al., 2010), Tomato leaf curl New Delhi virus (TOLCNDV) (Zakri et al., 2010),
Tobacco mosaic virus (TMV) (Boltovests, 2002), Cowpea mosaic virus (CpMV) (Dubs et al., 1992)
und Lettuce mosaic virus (LMV) (Candresse et. al., 2007). Wé&hrend bei einem auf Aptameren-
basierenden SPR-Chip zur Detektion des ASPV eine starke Interaktion der selektierten Aptamere
mit Pflanzenproteinen den Virusnachweis stark limitierten, wurde beim ToLCNDV mit SPR
lediglich die Interaktion rekombinanter Antikorper mit exprimierten Virusproteinen analysiert.
Gereinigte Viruspraparate des TMV dienten als Modell, um die Immobilisation der
Sensoroberflache mit 1gG zu optimieren (Boltovests, 2002). In neueren Untersuchungen kam die
SPR-Technologie zum Einsatz, um beim TVM den Effekt von Virusinhibitoren zu quantifizieren
(Boltovests et al., 2013).

Relativ haufig wird in der Literatur Uber den Einsatz der SPM-Methode zur Messung der
Interaktion von monoklonalen Antikdrpern mit Pflanzenviren, wie z.B. CpMV, LMV und TMV
(Dubs et. al.; Candresse et. al., 2007; Saunal & Van Regenmortel) mit dem Ziel berichtet,
spezifische Virusepitope besser zu charakterisieren. Dagegen sind Berichte zum Einsatz dieser
Technologie zum direkten und spezifischen Nachweis von Viren in Pflanzenmaterial kaum zu
finden. Boltovets et al. (2004) berichteten tiber einen SPR-Nachweis in der Griinalge Bracteacoccus
minor, die experimentell mit TMV inokulierte wurde, wobei mittels einer Kalibrations-Kurve eine
Nachweisgrenze von ca. 5 pg Virus/ml berechnet wurde. Neuere Berichte aus dieser Arbeitsgruppe
ergaben eine relativ gute Ubereinstimmung fir die Detektion des TMV in Tabakpflanzen mittels
SPR und eines ELISA-Systems, das Meerrettich-Peroxidase als Markerenzym verwendet, ohne dass
jedoch Konzentrationsangaben flr den Virusnachweis gemacht werden (Boltovets et al., 2013b).
Die Autoren diskutieren die theoretischen Grenzen der SPR-Methode, die bei gréReren biologischen
Objekten in der begrenzten Eindringtiefe der exponentiell abklingenden evaneszenten Wellen in
einem dielektrischen Medium bestimmt wird. Die GroRRe der Komplexe zwischen Rezeptor auf der
Oberflache und dem Analyten sollte daher 40-50 nm nicht wesentlich berschreiten (Boltovets et
al., 2013a und b). Fir die meisten Pflanzenviren, einschlieBlich der gestreckten bzw. fadenférmigen
scheint dies zuzutreffen, wenn diese parallel zur Oberflache gebunden werden.

Das Lab-on-a-Chip System ist grundsatzlich in der Lage, Kartoffelviren schnell und spezifisch in
Pflanzensaft nachzuweisen. Allerdings bleibt es in der Empfindlichkeit bislang etwa um den Faktor
100 hinter der des DAS-ELISA zuriick. Trotzdem hat dieses System einige Vorteile zu bieten, allen
voran seine Schnelligkeit, die vorteilhaft fir Fragestellungen genutzt werden kann, bei denen sich
die Konzentration des Analyten sicher im Messbereich der Methode befindet. Die Versuche zur
weiteren Absenkung der Nachweisgrenze durch Verstarkung des Messsignals mittels
Nanogoldkonjugaten haben gezeigt, dass hier noch methodische Fortschritte mdglich sind. Eine
verbesserte Immobilisierung der Fangerantikorper in Kombination mit der Verhinderung jeglicher
unspezifischer Bindung durch optimale Blockierung der verbleibenden freien Bindungsstellen auf
dem SPR-Chip konnte dieser Technologie neue Chancen im Hinblick auf den schnellen und
labelfreien Nachweis von Pflanzenpathogenen erschlieBen. Dass dies grundsétzlich realistisch
erscheint, zeigten kurzlich publizierte Ergebnisse von Gutierrez-Aguirre et al. (2014), die tber die
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Optimierung eines SPR-Sensor Chips zum Nachweis des PVY mit monoklonalen Antikorpern
berichteten. Die Nachweisgrenze war mit 0,3 pg/ml jedoch immer noch ca. 10-fach geringer als
beim ELISA, die bei 0,02 pg/ml lag.

Referenzen

Boltovets PM, Boyko VR, Kostikov 1Y,. Dyachenko NS, Snopok BA. Shirshov YM (2002): Simple method for plant
virus detection: effect of antibody immobilization technique. J. Virol. Methods 105: 141-146.

Boltovets PM, Polischuk OM, Kovalenko OG, Snopok BA (2013a): A simple SPR-based method for the quantification
of the effect of potential virus inhibitors. Analyst: 138: 480-486.

Boltovets PM, Snopok BA, Boyko (2013b): Surface capturing of virion-antibody complexes: Kinetic study. Mat.-wiss.
u. Werkstofftech. 44: No. 2/3, 112-118.

Boltovets PM, Snopok BA, Boyko VR, Shevchenko TP, Dyachenko NS, Shirshov YM. (2004): Detection of plant
viruses using a surface plasmon resonance via complexing with specific antibodies. J. Virol. Methods 121: 101-
106.

Candresse T, Lot H, German-Retana S, Krause-Sakate R, Thomas J, Souche S, Delaunay T, Lanneau M, Le Gall O
(2007): Analysis of the serological variability of lettuce mosaic virus using monoclonal antibodies and surface
Plasmon resonance technology. J. Gen. Virol. 88: 2605-2610.

Clark MF & Adams AN (1977): Characteristics of the microplate method of enzyme-linked immunosorbent assay for
the detection of plant viruses. J gen Virol. 34: 475-483.

Dubs MC, Altschuh D, Van Regenmortel MHV (1992): Interaction between viruses and monoclonal antibodies studied
by surface-plasmon resonance. Immunol. Lett. 31: 59-64.

Gutierrez-Aguirre 1, Hodnik V, Glais L, Rupar M, Jacquot E, Anderluh G., Ravnikar M (2014): Surface plasmon
resonance for monitoring the interaction of Potato virus Y with monoclonal antibodies. Anal. Biochem. 447: 74-
8l

Hampton R, Ball E, De Boer S (Eds.) 1990: Serological Methods for Detection and Identification of Viral and Bacterial
Plant Pathogens. APS Press, St. Paul. MN., USA, 389 pp.

Lautner G, Balogh Z, Bardoczy V, Meszaros T, Gyurcsanyi RE (2010): Aptamer-based biochips for label-free detection
of plant virus coat proteins by SPR imaging. Analyst 135: 918-926.

Richter J, Proll E, Rabenstein F, Stanarius A (1994): Serological detection of members of the Potyviridae with
polyclonal antisera. J. Phytopathol. 142: 11-18.

Saunal H, Van Regenmortel MH (1995): Kinetic and functional mapping of viral epitopes using biosensor technology.
Virology 213: 462-471.

Schasfoort RBM &Tudos AJ (2008): Handbook of Surface Plasmon Resonance, RSC Pub, London, 2008. 401 pp.
http://pubs.rsc.org/en/Content/eBook/978-0-85404-267-8#!divbookcontent

Shankaran DR & Miura N (2007): Trends in interfacial design for surface plasmon resonance based immunoassays. J.
Phys. D: Appl. Phys. 40: 7187-7200.

Shankaran DR, Gobi KV, Miura N (2007): Recent advancements in surface plasmon resonance immunosensors for
detection of small molecules of biomedical, food and environmental interest. Sensors and Actuators B 121: 158-
177.

Skottrup PD, Nicolaisen M, Justesen AF (2008): Towards on-site pathogen detection using antibody-based sensors,
Biosens. Bioelectron. 24: 339-348.

Zakri AM, Ziegler A, Torrance L, Fischer R, Commandeur U (2010): Generation and characterization of a scFv against
recombinant coat protein of the geminivirus tomato leaf curl New Delhi virus. Arch. Virol. 155: 335-342.

3 Veroffentlichungen

Tagungsbeitrage:

Sabine Nutz, Frank Rabenstein und Thomas Kihne ,,Entwicklung einer immunologischen
Nachweismethode fir Kartoffelviren mittels Oberflaéchen-Plasmonenresonanz® 58. Deutsche
Pflanzenschutztagung 10. bis 14. 11. 2012, Technische Universitat Braunschweig, Deutschland

Nutz S., Rabenstein F., Kiihne T. ,,Development of a rapid immuno-based method for simultaneous
detection of potato  viruses with SPR  (Surface Plasmon Resonance)“, 4.
Nachwuchwissenschaftlerforum 29.11.-01.12.2011, Julius Kihn-Institut, Quedlinburg, Deutschland


http://pubs.rsc.org/en/Content/eBook/978-0-85404-267-8%23!divbookcontent

Seite 33 des Schlussberichts zum IGF-Vorhaben 16816 BR

Sabine Nutz, Frank Rabenstein und Thomas Kihne ,Ein immunologischer Nachweis flr
Kartoffelvirus X (PVX) mittels Oberflachen-Plasmonenresonanz®, 44. Tagung des Arbeitskreises
Virologie der Deutschen Phytomedizinischen Gesellschaft, 08.-09-03.2012, Julius Kihn-Institut,
Quedlinburg, Deutschland

Sabine Nutz, Frank Rabenstein und Thomas Kihne ,,Mdglichkeiten und Grenzen eines
immunologischen  Nachweises von  Kartoffelviren  mittels  Oberflachenplasmonenreso-
nanzspektroskopie®, 8. Deutsches BioSensor Symposium 10.-13.03.2013 an der TH Wildau,
Deutschland

Troger, V.; Strehlitz, B.; Stoltenburg, R.; Schmieder, S.; Sonntag, F.: Charakterisierung von Protein
A-spezifischen DNA-Aptameren mittels SPR. In: 11. Dresdner Sensor Symposium, 2013, ISBN:
978-3-9813484-5-3, DOI: 10.5162/11dss2013/A12

Troger, V.; Malik, S.; Sonntag, F.; Schmieder, S.: Generation of ready-to-use SPR chips using
automated nano-spotting. In: Biomed Tech 2012; 57 (Suppl. 1), DOI: 10.1515/bmt-2012-4251.

Henseleit, A.; Schmieder, S.; Sonntag, F.; Klotzbach, U.; Marx, U.; Hofmann, S.; Boschke, E.:
SPR-basierte Immunosensoren - Universelles Immobilisierungsprotokoll von Antikérpern zur
spezifischen Antigen-Detektion. In: Dresdner Beitrdge Sensortechnik (2011), ISBN: 978-3-942710-
53-4.

Henseleit, A.; Schmieder, S., Bley, T., Sonntag, F.; Schilling, N.; Quenzel, P.; Danz, N.; Klotzbach,
U.; Boschke, E.: A compact and rapid aptasensor platform based on surface plasmon resonance. In:
Eng. Life Sci. 2011, 11, 573-579, DOI: 10.1002/elsc.201100036

Danz, N.; Kick, A.; Sonntag, F.; Schmieder, S.; Hofer, B.; Klotzbach, U.; Mertig, M.: Surface
plasmon resonance platform technology for multi parameter analyses on polymer chips. In: Eng.
Life Sci. 2011, 11, 566-572, DOI: 10.1002/elsc.201000192

Eine Verdffentlichung von weiteren Teilergebnissen in wissenschaftlichen Fachjournalen ist
geplant.

4 Angaben tber gewerbliche Schutzrechte

Im Rahmen des Vorhabens wurden von den Projektpartnern keine Schutzrechte angemeldet oder
erworben.

5 Einschatzung zur Realisierbarkeit des vorgeschlagenen und aktualisierten
Transferkonzepts

Fur den Nachweis von Pflanzenviren (Projektteil JKI) konnte mit der SPR-Plattform die
Empfindlichkeit des DAS-ELISA als aktueller Standardmethode in der Praxis nicht erreicht werden.
Damit haben sich bei dieser Pathogenklasse noch keine Transfermdglichkeiten ergeben.

Im Rahmen der vom Projektpartner IPK durchgefiihrten Arbeiten lie sich anhand der erzielten
Ergebnisse belegen, dass die Infektion der Kohlpflanzen mit X. campestris sowohl per ELISA-
Assay als auch per SPR-Plattform erfolgreich nachweisbar ist. Unter optimierten Bedingungen
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lassen sich mit dem SPR-Messsystem jedoch sensitivere Nachweisgrenzen erreichen, was die
bevorzugte Eignung dieses Systems als On-Chip-Nachweis von phytopathogenen Bakterien belegt.
Auf Basis dieser Ergebnisse wird angestrebt, in Zusammenarbeit mit der Wirtschaft (Rijk Zwaan
Marne GmbH) das SPR-Messsystem zum Nachweis bakterieninfizierter Pflanzen als
praxistaugliches System zu etablieren. Dazu ist geplant, noch in diesem Jahr einen Forderantrag
(favorisiert wird ZIM-Forderantrag) einzureichen.

Im Rahmen der vom IWS durchgefiihrten Arbeiten konnte eine geschlossene Prozesskette zum
Herstellen sowie automatisierten Messen und Regenerieren von SPR-Chips mit immobilisierten
Antikdrpern entwickelt und erfolgreich etabliert werden. Durch Austausch der immobilisierten
Antikdrper konnen schnell und einfach neue Applikationen adressiert werden.

Auf Basis dieser Ergebnisse wird angestrebt, in Zusammenarbeit mit der Wirtschaft (TissUse
GmbH, ProBioGen AG, quo data GmbH) das SPR-Messsystem zum Nachweis spezifischer Marker
im Zellkulturiiberstand von Saugerzellkulturen sowie in humanen Serumproben als praxistaugliches
System zu etablieren. Dazu sollen weitere Forderantrage gestellt werden.

6 Forderhinweis

Das IGF-Vorhaben 16816 BR der Forschungsvereinigung ,Forschungsgesellschaft fir
Messtechnik, Sensorik und Medizintechnik e.V. Dresden (fms)* wurde tber die AiF im Rahmen
des Programms zur FoOrderung der Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF) vom
Bundesministerium fir Wirtschaft und Energie aufgrund eines Beschlusses des Deutschen
Bundestages gefordert.
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