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S42611 0,455 13,7 13,5 +1,48
S37666 0,546 26,2 24,6 +6,5
S38177 0,772 Kalibriergerade 53,2 entfallt

Die obige Tabelle, nach aufsteigender fTLI Konzentration sortiert, gibt den Mittelwert
der gemessenen Konzentration fiir die jeweilige Probe und den daraus ermittelten Wert
fiir die Konzentration an fTLI-Antigen, im Vergleich zu der Konzentration fTLI-Antigen,
die von der Firma Laboklin durch Western blot ermittelt wurde, als Referenz. Zuletzt
wurde die Abweichung der ermittelten und der mitgeteilten Konzentrationen in Prozent
angegeben. Die beiden Randwerte waren die Werte aus der Kalibriergerade, die Werte
dazwischen sind neue Proben. Probe S41648 wies als einzige eine Abweichung iiber 10
Prozent auf. Die restlichen Proben zeigten nur eine geringe Abweichung von ca. 1,5 bis
maximal 6,5 Prozent. Die genauen Messwerte fiir die Ermittlung der Mittelwerte konnen

im Anhang Kapitel 10.6 Tabelle 43 eingesehen werden.

5.9 Untersuchung der Glasoberflichenfunktionalisierung mittels Rasterkraftmik-

roskopie

Die AFM-Messungen wurden freundlicherweise von Dr. Eyas Dayyoub und Dr. Jens
Schifer (Institut fiir Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie, Philipps-
Universitdt Marburg) anfertigt. Nach einem erfolgreich durchgefiihrten RIfS Experiment
wurde ein mit Dextran behandelter Glaschip vorsichtig aus dem Gerit entnommen und

fiir die AFM Messungen verwendet.

In Abbildung 79 ist in Teil a) eine unfunktionalisierte Glasoberfliche abgebildet. Auf-
grund der Produktionsmethoden war diese Oberfldache sehr rau. Nach der Funktionalisie-
rung mit Dextran hingegen erkannte man eine signifikant glattere Oberfldche (b), d)).
Diese zeigte eine RMS Rauigkeit von 0,499 nm und eine Oberflichenrauigkeit von (R,)
von 0,383 nm fiir einen Scanbereich von 5 um x 5 pm. Die ermittelten Werte der AFM

Aufnahmen sind in der unten stehenden Tabelle nochmals zusammengefasst.
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Abbildung 79: AFM Aufnahmen der unfunktionalisierten sowie mit Dextran funktionali-

sierten Glasoberflidche

Die Abbildungen 79 c) und e) zeigen die Chipoberfliche nach Beladung mit dem ConA-
SAv Linkerprotein. Die einzelnen sphirischen Punkte konnten Molekiile des Linkerpro-
teins darstellen. Dies lie vermuten, dass die Oberflidche nur punktuell mit Linkerprotein
belegt war. Unter Beriicksichtigung, dass das Protein nur als ein Linker fiir biotinylierte
Biomolekiile interagieren sollten, konnte diese punktuelle Belegung der Oberfliche sogar
einen Vorteil darstellen, da die Zuginglichkeit der Streptavidin-Bindedomine in diesem
Fall eher gewihrleitet ist, als es bei einer vollstindigen Belegung der Oberfliche der Fall
wire. Aus diesem Grund ist eine unvollstindige Belegung der Oberfliche mit Linkerpro-

tein zu favorisieren.

Tabelle 39: Ergebnisse der AFM Messungen auf Dextranoberfliche

Type of surface RMS (nm) R, (nm) Scanned area (um)
Surface b), d) 0,499 0,383 585
Surface ¢), €) 0,694 0,349 5*%5
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Beziiglich der AFM Messungen ist zu bemerken, dass die RMS Rauigkeit durch die Be-
ladung mit ConA-SAv auf 0,694 nm stieg und die Oberflichen Rauigkeit (R,) 0,349 nm
betrug.
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6 Diskussion

6.1 Auswahl des Blockierungsreagenzes

Bei Verwendung eines Blockierungsreagenzes mit unspezifischen Bindeeigenschaften,
konnte eine Bindeaktivitit des Analyten iiberdeckt oder nicht spezifisch zugeordnet wer-
den. Im Vorfeld wurden daher viele Experimente mit verschiedenen Blockierungsreagen-
zien durchgefiihrt. Vor allem BSA in Konzentrationen von 1-2 mg/ml, danach Tween20®
als 2%ige Losung in PBS-Puffer und zuletzt die kommerziellen Produkte, wie die BS
oder den Smart Block® von Candor Bioscience. Hierbei hat sich herausgestellt, dass es
kein universelles Blockierungsreagenz fiir alle Anwendungen zu geben scheint. Jeder die-
ser Ansitze zeigt Vor- sowie auch Nachteile. Insbesondere hatte BSA den grolen Nach-
teil unspezifische Interaktionen mit dem Serum einzugehen, wodurch es fiir die Experi-
mente der Borreliosediagnostik sowie fiir die Detektion von fTLI-Antigen in Serum aus-
schied. Zudem wurde BSA als kostengiinstiger Analyt fiir die Modell-Assays in Betracht

gezogen, was den Einsatz von BSA als Blockierung natiirlich ausschloss.

Tween20® findet sehr oft im Laboralltag bei der Behandlung von Western blots Verwen-
dung. Es dient als Detergenz zum Abspiilen der unspezifisch gebundenen Antikorper auf
der Membran und hat zudem noch eine Blockierungsfunktion, sodass bei der nidchsten
Applikation moglichst keine Antikdrper unspezifisch anhaften konnen. In Kombination
mit der Biosensorik stellte sich dieses Verhalten leider als sehr negativ heraus, da die
Chipoberfliche durch das Tween20® im Laufe der Zeit immer mehr in Mitleidenschaft
gezogen wurde. Eine Degeneration der Oberfliche machte sich durch eine starke Drift im
Signal erkennbar, was auf einen Abbau der Oberfliche hindeutet und die Messungen un-

brauchbar werden lieB.

In der Biosensorik stellten sich vor allem die BS und der Smart Block® sehr gut dar. In
Kapitel 5.3 Abbildung 35 ist das Kontrollexperiment fiir die BS zu sehen. Hierbei wurde
eine Mannanoberfliche mit der Blockierungslosung behandelt und anschlieBend Serum
appliziert. Nach den jeweiligen Spiilschritten war kein Anbindungssignal mehr
detektierbar. Somit zeigten Serum und BS keinerlei unspezifische Interaktion. Aus die-
sem Grund wurde die BS fiir alle weiteren Versuche in diesem Forschungsprojekt ver-

wendet.
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Zudem ist zu bemerken, dass die Blockierung der Oberfliche mit Bedacht eingesetzt
werden sollte. Eine iibermédfige Blockierung fiihrte aus Erfahrung in den meisten Fillen
zu einer Verfilschung des Signals. Um dies zu vermeiden wurden im Projektverlauf die
Inkubationszeiten sowie Waschschritte immer wieder angepasst und variiert, um die je-
weiligen Bindungspartner im Analyseablauf nicht zu stdren oder im schlimmsten Fall ei-

ne Bindung zu behindern. Diese optimierten Abldufe sind im Methodenteil dargestellt.

6.2 ConA-SAv

Die Expression sowie die Aufreinigung des Linkerproteins ConA-SAv verliefen erfolg-
reich. Nachdem festgestellt wurde, dass das Protein nach Expression innerhalb der Zellen
in Inclusion bodies gelagert wurde, konnte die vorher geplante Aufreinigung des Proteins
im Zelllysat iiber das His-Tag mittels Nickel NTA-Sédule nicht mehr erfolgen. Nun stellte
sich die Frage, warum das Linkerprotein wihrend der Expression in Inclusion bodies ge-
lagert wurde. Allgemein kann die Bildung von Inclusion bodies bei Uberexpression von
Proteinen in Bakterien vorkommen. Im Fall des Concanavalin A, oder besser gesagt des
pre-pro-Concanavalin A, welches zur Klonierung verwendet worden war, wurde diese
Problematik bereits seit der Jahrtausendwende in der Literatur diskutiert (Dincturk, Dunn
und Jones 2001). Hier wurde bereits festgestellt, dass bei alleiniger Expression des pre-
pro-ConA die Bildung von Inclusion bodies erfolgt. Das Protein ist stabil, allerdings von
sehr geringer Loslichkeit. Dieser Fakt wird sich auch auf die Linkerproteine ausgewirkt
haben. Durch die geringe Loslichkeit des pre-pro-ConA, wurde der gesamte Anteil des
exprimierten Linkerproteins in Inclusion bodies zusammengeschlossen. Der Grund zur
Verwendung des pre-pro-ConA, im Gegensatz zur gereiften Form des Concanavalin A
die eventuell eine bessere Loslichkeit aufgewiesen hitte, lag in dessen vermehrten Aus-
bildung in Di- und Tetrameren Strukturen. Um dies zu verhindern, wurde die pre-pro-
ConA Form verwendet, da vermutet wurde, dass sich sonst Probleme in der Oberfliachen-
struktur der Biosensorchips ergeben wiirden. Durch eine Quervernetzung der ConA-
Komponenten hitte es zu einer Art Netzstruktur kommen konnen, welche die Regenerati-
onsfihigkeit der Oberfldche negativ beeinflussen konnte. Gegen die Verwendung des pre-
pro-ConA bestanden keine Einwidnde da, wie bereits in Kapitel 1.2.1 erwihnt, die
precursor-Form in ihrer Funktionalitdt der gereiften Form in nichts nachsteht und zudem

keine Neigung aufweist Di- oder Tetramere Strukturen zu bilden (Min et al., 1992).
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Letztendlich konnte das Linkerprotein ConA-SAv erfolgreich durch eine Inclusion body
Aufreinigung aus den Zellen gewonnen werden und dies mit einer sehr guten Reinheit
von iiber 90%. Das wurde auch iiber einen Western blot (Abb. 22, Kap.: 5.2.2) bestitigt.
Hier konnte ein gutes Signal auf Hohe des Linkerproteins nachgewiesen werden. Zudem
waren kleinere Fragmente auf dem Western blot sichtbar, die Abbauprodukte des Proteins
durch die Lagerung bei -20°C in Puffer darstellen konnen. Anhand der SDS-PAGE er-
kennt man jedoch, wie gering konzentriert diese Fragmente sind und daher vernachlissig-

bar scheinen.

6.2.1 Co-Immunoprizipitation

In der Co-Immunoprizipitation (Abb. 24 Kap.: 5.2.4) wurde die volle Funktionsfihigkeit
des Proteins bestitigt. Die ConA-Domiine hat, wie erwartet, an die Dextranoberflidche ge-
bunden und der Streptavidin-Teil band den biotinylierten Antikorper. Die Anbindung des
Analyten war ebenfalls erfolgreich und die Regeneration des gesamten Komplexes aus
Linkerprotein, biotinyliertem Antikorper und Analyten von der Dextran Matrix der Se-

phadex® G-25 Beads war erfolgreich.

6.2.2 Bindungsstudien mittels Biosensor

Die ersten Versuche wurden mittels RIfS durchgefiihrt. Hierzu wurden mit Dextran funk-
tionalisierte Glasoberflichen verwendet, um die Oberfliche und die Eigenschaften der
Sephadex® G-25 Beads nachzuahmen. In Abbildung 25 Kapitel 5.2.5 ist eines der ersten
Experimente zu sehen, die auf einer Dextranoberfliche durchgefiihrt wurden. Hier ist die
Regenerationsfihigkeit des ConA-SAv Linkerproteins von der Oberfliche demonstriert.
Es war moglich, das Protein auf die Dextranoberfliche zu binden und anschlieBend mit
dem konkurrierenden Zucker wieder abzulosen, um darauf hin die Oberfliche wieder mit
Protein neu belegen zu konnen. Dieses Experiment zeigt sehr bildlich die Grundidee des
Forschungsvorhabens. Eine regenerative Oberfliche, die es ermoglicht Biosensorchips
mehrfach zu verwenden sowie die Ubertragung auf die 3D-Polymersinterkdrperstruktur,
die die Anreicherung eines Analyten ermdglichen soll. In den weiterfithrenden Experi-
menten, in dem die Bindung des Linkerproteins zu einem Modell-Assay ausgebaut wur-

de, ergaben sich jedoch neue Problemstellungen. Abbildung 26 zeigt den Ablauf des etab-
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lierten Modell-Assays. Auf eine blockierte Dextranoberfliche wurde das Linkerprotein
gebunden. Daraufhin erfolgte die Anbindung des biotinylierten Antikorpers. Dessen deut-
liche Anbindung zeigt, dass auch bei Einsatz auf einer 2-dimensionalen Oberfliche die
Streptavidin Bindedoméne aktiv ist. Im Anschluss wurde der Analyt appliziert. Dieser
zeigte ebenfalls eine deutliche Anbindungskurve. Dieses Ergebnis ist bis dahin sehr posi-
tiv zu werten, da es beweist, dass der Sandwich-Aufbau des Assays funktioniert. Im An-
schluss sollte die Regeneration mit dem konkurrierenden Zucker erfolgen. Leider lief3
sich auf dieser Oberflidche keine Ablosung des Komplexes hervorrufen. Das Signal zeigte
nur einen kurzen Anstieg durch den erhohten Brechungsindex, um darauthin wieder auf
das Niveau bei Anbindung des Analyten zu sinken. Auch weitere Experimente mit ldnge-
ren Spiilzeiten oder hoheren Konzentrationen des konkurrierenden Zuckers, konnten kei-

ne Regeneration der Oberflidche hervorrufen.

Um auszuschlieBen, dass die fehlerhafte Regenerationsfihigkeit nicht ein Problem ist
welches die RIfS betrifft, wurde die SPR als alternative Messmethode hinzugezogen.
Hierbei ist wichtig, dass sich zwischen den beiden Methoden auch ein grundlegend unter-
schiedlicher Aufbau des Gerites ergibt. RIfS arbeitet mit einer Fluidik, dhnlich einer
FPLC, wodurch die Losungen innerhalb des Messkanals iiber die Oberfldche stromen und
somit vielleicht nicht die Moglichkeit haben, lingere Interaktionszeiten einzugehen, wie
es fiir eine komplette Regeneration notig wire. Der Aufbau des SPR Gerites liegt einem
Kiivettensystem zu Grunde. Dieses Kiivettensystem ist statisch im Gegensatz zum Durch-
flussmodell des RIfS. In Kombination mit dem Einsatz des Pipettierroboters konnen ver-
schiedenste Methoden angewendet werden, die die Oberfliche direkt von oben spiilen

und damit ,,aufwiihlen®, um eine eventuelle Regeneration zu begiinstigen.

Der Modell-Assay wurde somit auf die Gold-Oberfliche des SPR Systems iibertragen.
Abbildung 27 (Kapitel 5.2.6) zeigt das Ergebnis einer Messung, die auf Mannanoberfla-
che durchgefiihrt wurde. Es zeigt sich ein dhnliches Bild wie bei der RIfS-Methode, mit
einem interessanten Unterschied. Die Oberfldache erbrachte ebenfalls eine gute Anbindung
des Linkerproteins mit anschlieBender Bindung des biotinylierten Antikorpers. Um aus-
schlieBen zu konnen, dass der Analyt die Regenerationsfihigkeit verhindert, wurde auf
diesen verzichtet. Daher erfolgte direkt im Anschluss die Applikation der Regenerations-
16sung mit dem konkurrierenden Zucker. Dennoch zeigte sich keine Regeneration der
Oberflidche. Das Signal zeigte zuerst einen kurzen Anstieg durch die Verdnderung des

Brechungsindex, sank aber anschlieBend nur auf das Niveau der Anbindung des Antikor-
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pers zuriick. Um auch in diesem Experiment ausschlieen zu konnen, dass das Linkerpro-
tein irreversibel an die blockierte Mannanoberfliche gebunden hat, wurde ein Kontroll-
experiment hierzu durchgefiihrt (Abb. 28). Dieses Kontrollexperiment bestitigte, dass
keine unspezifische Interaktion zwischen blockierter Mannanoberflache und Linkerpro-
tein bestand. Dies lies mehrere Schlussfolgerungen zu: Die Regeneration konnte entweder
sterisch behindert sein, durch den immer groer werdenden Schichtaufbau, wodurch die
a-D-Methylmannopyranose-Losung kaum noch die Moglichkeit hat an die Oberfldche zu
dringen, um das Linkerprotein von der Zuckeroberfliche zu 16sen. Ein Hinweis auf dieses
Phinomen ist die Tatsache, dass die Regeneration des gesamten Komplexes im Fall der
Co-IP sehr gut funktioniert. Die Sephadex Matrix ist eine gelartige Struktur, wodurch die
a-D-Methylmannopyranose durch die Gelmatrix hindurch besser an die Oberflidche vor-
dringen kann. Das ist auf der planaren Oberfldche der Glaschips nicht moglich. Zum an-
deren konnte die Bindung des biotinylierten Antikorpers eine gravierende
Konformationsinderung der ConA-Bindetasche zur Folge haben, wodurch die Bindeei-
genschaften des Proteins veridndert werden kénnten. Um dieses Phidnomen explizit nach-
zuweisen, miissten Kristallstrukturen mit und ohne gebundenem Biotin aufgenommen
werden. Da eine Kristallisation zeitintensiv ist und dieses Forschungsvorhaben nicht da-
rauf ausgelegt war, wurden alternative Methoden angegangen, welche sich fiir sich fiir

den weiteren Fortgang der Arbeit ebenfalls als niitzlich erwiesen.

Zuerst sollte eine Optimierung der Assay-Bedingungen erfolgen. Hierunter fielen Verbes-
serungen im Bereich des pH-Wertes, der Spiilgeschwindigkeiten und der Einsatz von De-
tergenzien, um eine 100%tige Regeneration zu ermoglichen. Das Linkerprotein konnte
bei Verwendung von 2% Tween 20 in der a-D-Methylmannopyranose-Losung mit ge-
bundenem Antikorper bis zu ca. 20% wieder von der Oberfliche gelost werden. Aller-
dings waren diese Ergebnisse nicht konstant reproduzierbar und manchmal war sogar
keinerlei Regeneration bei gleichem Assay Aufbau moglich (Abb. 29, Kapitel 5.2.7). Der
Einsatz eines erniedrigen pH-Wertes hatte keinen Einfluss auf die Regenerationsfihigkeit
des Linkerproteins. Trotz dieses negativen Ergebnisses ist das ein Hinweis darauf, dass
eine Dimerisierung oder Tetramerisierung nicht die Ursache fiir die fehlende Regenerati-

onsfihigkeit sein kann.

Zum anderen wurden verschiedene Zuckeroberflichen mit Alternativen, wie z.B.
Chitosan angestrebt, wobei die Funktionalisierungen auf die jeweiligen Zucker angepasst

werden mussten. Dieser Aspekt war Teil der Masterarbeit von Frau Svenja Weigel in der
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Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Keusgen. Leider lie sich auch hier bis zuletzt keine

100%ige Regeneration der Chipoberfliche erzielen.

Zudem ist die Wahl der Linkersequenz innerhalb des Fusionsproteins nicht zu vernach-
lassigen. Flexible Linker, welche oft reich an kleinen Aminosduren wie Gly und Ser sind,
fordern die strukturelle Flexibilitit. In Féllen, wo eine stabile Separation der Doménen er-
folgen muss, werden starre Linkersequenzen bevorzugt. Durch ihre meist o-helikale
Struktur, konnen diese Linker beide Doménen effektiv auseinander halten. Zusammenfas-
send kann man sagen, dass verschiedene Linker die diversen Funktionen der Proteine for-
dern, aber auch hindern konnen (Chen, Zaro, Shen 2013). Unter diesem Aspekt konnte
eine Optimierung der Linkersequenzen in den Fusions- und Linkerproteinen erfolgen.
Hierzu wire eine strukturelle Aufklidrung hilfreich, um den Effekt der verschiedenen Lin-

ker zu erforschen.

Ein weiteres Feld waren Mutagenesen innerhalb der ConA-Bindetasche, um die Bin-
dungseigenschaften zu verdndern. Es ist moglich, dass durch die Anbindung des biotiny-
lierten Antikorpers, die intramolekulare Struktur des ConA-SAv Proteins auf eine Weise

verdndert wurde, der die Regenerationsfiahigkeit des Proteins stark beeinflusst hat.

6.2.3 Mutanten des ConA-SAv Linkerproteins
6.2.3.1 DI9ON

Die Mutante D9ON wurde erfolgreich mittels PCR und speziellen Primern hergestellt.
Nach Expression und Inclusion body-Aufreinigung wurde das Linkerprotein mittels SPR

Technologie auf seine Funktionalitiit getestet.

Das SPR-Sensorgramm in Abbildung 33 (Kapitel 5.2.8.1) verdeutlicht die Bindungsei-
genschaften des Proteins. Es wurde versucht DOON auf eine Mannanoberfliche zu binden,
doch im Sensorgramm ist keine Anbindung des Proteins an die Oberfldche zu ermitteln.
Um auszuschlieBen, dass die Mannanoberfliache selbst fehlerhaft war, wurde das Linker-
protein ConA-SAv appliziert. Dieses zeigte eine positive Anbindung auf die Mannan-
Oberfliache und konnte auch mittels Regenerationslésung wieder von der Oberfldche ab-
gelost werden. Diese Ergebnisse waren auch auf anderen Goldoberflachen reproduzierbar
und lieBen nur den Schluss zu, dass die Mutation innerhalb der Bindetasche des ConA, zu

einem absoluten Funktionsverslust der DOON Mutante gefiihrt haben muss.
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Bei dieser Mutante wurde die Asparaginsdure an Position 90 durch Asparagin ersetzt.
Beide Aminosiduren haben eine dhnliche Struktur, mit Ausnahme am C4 Atom. Dort be-
sitzt die Asparaginsdure eine OH-Gruppe, im Gegensatz zur Aminogruppe des Aspara-
gins. Asparaginsidure hat daher einen sauren Charakter, Asparagin hingegen ist neutral.
Um den genauen Grund zu erfahren, warum diese Mutation einen Funktionsverlust her-
vorgerufen hat, wiirde man eine dreidimensionale Strukturaufkldrung bendtigen. So bleibt
es nur Spekulation, dass die Umformung einer sauren Aminosiure zu einer neutralen, ein

zu starker Wechsel war. Vielleicht wire eine andere Mutation giinstiger gewesen.

6.2.3.2 R110K

Die Mutante R110K wurde erfolgreich mittels PCR und speziellen Primern hergestellt.
Nach Expression und Inclusion body-Aufreinigung wurde auch diese Mutante des Lin-

kerprotein ConA-SAv mittels SPR Technologie auf ihre Funktionalitiit getestet.

Abbildung 34 in Kapitel 5.2.8.2 zeigt das SPR-Sensorgramm auf einer mit Mannan funk-
tionalisierten Goldoberflidche. Zuerst erfolgte ein Blockierungsschritt mit anschlieBender
Applikation des R110K Linkerproteins. Die bisherigen Messungen lieBen keine genauen
Interpretationen zu. Das Protein zeigte eine extrem geringe, bis gar keine, Anbindung an
die Mannanoberfliche. Meist befanden sich die Anbindungssignale im Grundrauschen

und waren somit nicht aussagekriftig.

Die Mutation des Arginins zu Lysin an Position 110 scheint einen Effekt auf die Bin-
dungseigenschaften des Proteins gehabt zu haben. Bis jetzt steht nicht fest, ob die Bin-
dungseigenschaft verloren gegangen ist, oder ob sie nur abgeschwicht wurde. Weitere
Experimente auf anderen Zuckeroberflichen konnten vielleicht Aufschluss dariiber ge-
ben, ob nur die Affinitdt zu Mannan so stark verdndert wurde und ob sich im Zuge dessen
vielleicht andere Zuckerverbindungen als sinnvollere Alternative herausstellen konnten.

Diese Versuche konnten Gegenstand weiterer Forschungsarbeiten sein.

Aufgrund der vielen Unwigbarkeiten, die die Mutagenese mit sich bringt, ohne Interpre-
tationsmoglichkeit anhand einer Strukturaufkldrung, wurden die Arbeiten an den mutier-

ten Linkerproteinen zuriickgestellt.

Zudem riickte im Verlauf der Arbeit die Fahigkeit zur Regeneration der Oberfldche mehr

in den Hintergrund und es stellte sich heraus, dass die ConA-Domiéne nicht nur zur Im-
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mobilisierung auf Zuckeroberflichen Einsatz finden konnte, sondern auch fiir die gerich-
tete Immobilisierung der Proteine auf C-18-Oberflichen geeignet war. Zudem drang in
den weiteren Arbeiten eine Verbesserung der Nachweisgrenze spezifischer immunologi-
scher Nachweisverfahren, auf zwei- und dreidimensionalen Oberfldchen, in den Vorder-
grund. Im Zuge eines Drittmittelprojektes wurde daher die Detektion von Borreliose mit-
hilfe von Fusionsproteinen im Blutserum forciert. Durch die gerichtete Immobilisierung
des Antigens auf den jeweiligen Oberflidchen sollte eine Verbesserung der Nachweisgren-

ze, der zu detektierenden Antikorper aus Blutserum, erfolgen.

6.3 Detektion von Lyme-Borreliose im Blutserum
6.3.1 Borreliose Assay mit ConA-OspC

Das Fusionsprotein ConA-OspC konnte erfolgreich exprimiert und aufgereinigt werden.
In Kapitel 5.4.2 Abbildung 39 ist das Ergebnis der Inclusion body-Aufreinigung darge-
stellt. Das Protein zeigt eine molekulare Masse von 56 kDa wie vorausberechnet, hat aber
nur eine Reinheit von ca. 85%. Dies konnte auch durch eine Anpassung der Inclusion bo-
dy-Aufreinigung nicht positiv beeinflusst werden. Hierzu wurden die Reinigungsschritte
mehrmals hintereinander durchgefiihrt, um die Reinheit des Inclusion body-Pellets zu
steigern. Da sich die Verunreinigungen trotz dessen nicht minimieren lieBen, ist davon
auszugehen, dass diese Proteine ebenfalls zusammen mit dem Fusionsprotein ConA-
OspC in den Inclusion bodies angereichert werden und im Zuge dessen mit aufgereinigt

werden.

6.3.1.1 Biosensormessungen

Wie bereits im vorherigen Kapitel 6.2.3.2 erwihnt, erwies sich die ConA-Domiine nicht
nur zur Immobilisierung auf Zuckeroberflichen, sondern auch zur Immobilisierung auf
C-18-Oberflichen, als niitzlich. Daher wurden in den folgenden Teilprojekten dieser Ar-
beit die Messungen nicht nur auf Zuckeroberflichen, sondern auch auf C-18-Oberflichen
angewendet. Die C-18-Funktionalisierung bietet zudem den Vorteil, dass sie mit einem
geringeren Zeitaufwand verbunden ist sowie insgesamt meist hohere Signalstirken her-
vorbringt. C-18-Oberflidchen sind zudem, sofern sie korrekt gelagert werden, sehr stabil

und konnen auch Monate spiter noch verwendet werden. Im Fall der Mannanoberfldchen
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waren die Prismen bei Lagerungszeiten bis zu einem Monat brauchbar, jedoch bei linge-
ren Lagerungszeiten wurden die Oberflichen zunehmend instabil, was sich in einem Drift

des Signals sowie unbrauchbarer Plasmonen duferte.

Abbildung 41 zeigt ein SPR-Sensorgramm durchgefiihrt auf einer C-18-funktionalisierten
Goldoberfldache. Hierbei wurde zuerst die Oberfliche mit Fusionsprotein belegt und im
Anschluss blockiert. Danach wurden zuerst zwei anti-OspC negative Seren appliziert.
Nach der Dissoziation des ersten negativen Serums zeigte sich ein leichter Riickgang von
17 Pixeln im Signal, was darauf zuriickzufiihren sein kann, dass im Vorfeld die Blockie-
rungslosung noch nicht ganz dissoziiert war. Nach Applikation und Dissoziation des
zweiten negativen Serums sank das Signal wieder auf den erwarteten Ursprungswert.
Nachdem dadurch gekldrt wurde, dass keine unspezifische Anbindung eines negativen
Serums erfolgte, wurde das Vollbildserum Hd3 appliziert. Nach Dissoziation blieb ein
positives Signal von 25 Pixeln iibrig. Dieses Signal lag 10-fach iiber dem Wert des
Grundrauschens und konnte ohne weiteres als signifikant eingestuft werden. Mit diesem
Experiment konnte die Funktionsfihigkeit des Fusionsproteins, zumindest auf C-18-

Oberfliche, bestitigt werden.

Im Anschluss daran erfolgte die Ubertragung des Assays auf die Mannanoberfliche (Abb.
42). Hier wurden zwei separate Messldufe durchgefiihrt, die aber in ihrem Ablauf iden-
tisch waren. Auch hier zeigte sich ein dhnliches Bild wie auf der C-18-Oberfldache zuvor.
In beiden Fillen verlief die Anbindung des Fusionsproteins erfolgreich auf eine ver-
gleichbar hohe Signalstirke von 135 und 124 Pixeln. Nach Blockierung wurden auch hier
wieder ein anti-OspC negatives und ein anti-OspC positives Serum (Hd3) appliziert. Die
Anbindung des positiven Serums war auch hier um ein 10-faches hoher, als die des nega-
tiven Serums. Dieses zeigte eine leichte Anbindung in einem Bereich nur minimal iiber

dem Grundrauschen. Somit ist auch dieses Experiment als erfolgreich zu werten.

Im Vergleich der Messungen fiel auf, dass die Anbindung des Fusionsproteins auf der C-
18-Oberfldache insgesamt mit 110 Pixeln wesentlich hoher ausfiel, als im Vergleich zur
Mannanoberfliche mit 81 bzw. 75 Pixeln. Dieser Effekt konnte auch bei den Proteinen
ConA-C6 und ConA-ProtA im Vergleich der beiden Oberflichen beobachtet werden.

Dieses Phinomen wird in Kapitel 6.5 weiter diskutiert.

Zudem fiel auf, dass die Anbindung des Vollbildserums im Fall der Mannanoberfliche
hoher ausfiel, als im Vergleich zur Messung auf C-18-Oberfliche. Auf der C-18 Oberfli-
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che konnte bei Anbindung des Fusionsproteins in Hohe von 110 Pixeln eine Anbindung
des Vollbildserums mit 25 Pixeln registriert werden. Auf der Mannanoberfliche zeigte
sich ein anderes Bild. Hier verzeichnete die Immobilisierung von ConA-C6 ein Signal
von 81/75 Pixeln, aber die Anbindung des gleichen Serums, wie im anderen Versuch, in
exakt gleicher Konzentration, eine Hohe von 30 Pixeln. Dies deutete auf eine bessere
Ausbeute der funktionalen Doménen des Fusionsproteins auf Zuckeroberfldchen hin. Die-
se Beobachtung wird in Kapitel 6.3.3 gemeinsam mit den Ergebnissen weiter diskutiert,

die mit dem Fusionsprotein ConA-C6 in diesem Zusammenhang erhalten wurden.

Als Referenzmethode wurden Messungen mit RIfS auf Mannanoberfliche herangezogen.
Hierzu wurden wieder zwei unabhingige Messungen durchgefiihrt (Abb. 43). Der Chip
wurde in beiden Fillen zuerst mit Blockierungslosung behandelt, um darauthin das Fusi-
onsprotein zu applizieren. Nun erfolgte im einen Fall die Injektion und Anbindung des
anti-OspC positiven Serums bzw. die Injektion des anti-OspC negativen Serums. Im Fall
des positiven Serums konnte eine Anbindung von 185 IU detektiert werden, im Fall des
negativen Serums fiel das Signal in der Dissoziationsphase wieder auf den Ursprungswert
zuriick. Zur Kontrolle wurde eine Messung durchgefiihrt, in der das anti-OspC positive
Vollbildserum Hd3, welches auch fiir die vorherige positive Messung verwendet worden
war, auf einer blockierten Mannanoberfliche injiziert wurde. Hier zeigte sich nach Disso-
ziationsphase keine unspezifische Anbindung. Das bedeutete im Umkehrschluss, dass die
vorherigen Messungen aus Abbildung 43 spezifische Ergebnisse zeigten. Somit konnten
auch die Ergebnisse, die mit SPR erzielt wurden, nochmals untermauert werden. Das Fu-
sionsprotein ConA-OspC lieB} sich auf einer Mannan- sowie einer C-18-Oberfliche im-
mobilisieren und zeigte bei Verwendung der anti-OspC positiven Seren einen spezifi-
schen Anstieg im Signal. Somit konnte die volle Funktionsfihigkeit des ConA-OspC be-

wiesen werden.

6.3.2 Borreliose Assay mit ConA-C6

Nach intensiver Literaturrecherche wurde das Epitop 6 (Liang et al, 2000) der variablen
Domine des VISE Oberflachenproteins fiir die Klonierung verwendet. Grundiiberlegung
dazu war es, ein moglichst kleines aber effektives Fusionsprotein zu erstellen. Durch die
Erfahrung mit den vorher erfolgten Klonierungen von Proteinen in Volllinge, wurde im

Nachhinein die Problematik in der Riickfaltung und Stabilisierung ein Thema. Die groen
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Proteine mit iiber 50 kDa, neigten bei der Riickfaltung in hohem Male dazu auszufallen
und ein unbrauchbares, denaturiertes Sediment zu bilden. Eine Denaturierung wéhrend
des Riickfaltungsprozesses, nach der Inclusion body-Aufreinigung, wird vermutlich mit
einer sehr komplexen, dreidimensionalen Faltung in Zusammenhang stehen. Wenn diese
Faltung nicht erfolgreich verlduft, fillt das Protein aus. Auch schien die Lagerung da-
durch stark negativ beeinflusst zu werden. Selbst nach Riickfaltung und Lagerung bei
-20°C war eine fortschreitende Sedimentation zu bemerken. Diese Beobachtungen fiihr-
ten zu der Idee, kein Volllangenprotein zu nehmen, sondern nach spezifischen Epitopen

zu suchen, die ebenfalls eine signifikante Anbindung zulassen.

Das Fusionsprotein ConA-C6 konnte erfolgreich exprimiert und aufgereinigt werden. In
Kapitel 5.5.2 Abbildung 48 ist das Ergebnis der Inclusion body-Aufreinigung dargestellt.
Das Protein zeigt eine molekulare Masse von ca. 35 kDa, wie vorausberechnet und besitzt

eine Reinheit von ca. 95%.

6.3.2.1 Biosensormessungen

Ebenso wie in Falle des ConA-OspC wurden auch hier zunichst SPR-Messungen auf
C-18-Oberfldche durchgefiihrt. Diese Messungen sind in Abbildung 50 dargestellt. Sie
fanden auf zwei separaten Kandlen statt, aber mit jeweils identischer Versuchsdurchfiih-
rung. Nach Immobilisierung des ConA-C6 auf die C-18-Oberfldche fand die Blockierung
statt. Im Anschluss wurde anti-VISE positives, bzw. negatives Serum appliziert. Im Fall
des positiven Serums ergab sich nach Dissoziation eine Anbindung von 45 Pixeln, im Fall
des negativen Serums konnte keine Anbindung detektiert werden. Dieser Versuch besti-
tigte die Funktionsfihigkeit der C6 Domine. Um die Funktionsfihigkeit der ConA-
Domine zu untersuchen, wurden Messungen auf Mannanoberfldche durchgefiihrt. Diese
sind in Abbildung 51 dargestellt. Sie wurden ebenfalls in zwei separaten Kanélen durch-
gefiihrt mit jeweils gleichem Methodenablauf. Auch hier fand eine positive Anbindung
des Vollbildserums Hd3 an das ConA-C6 Protein statt. Die Messung mit anti-VISE nega-
tivem Serum fiel, wie erwartet, ohne eine Anbindung des Serums aus. Somit konnte in
diesem Experiment auch die Funktionalitidt der ConA-Domine, in Form der Bindung an

die Mannanoberfliche, bestitigt werden.

Im Vergleich der Messungen untereinander fillt auf, dass die Anbindung des Vollbildse-

rums im Fall der Mannanoberfliche sogar hoher ausfiel, als im Vergleich zur Messung
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auf C-18-Oberfliche. Auf der C-18-Oberfldache konnte eine Anbindung des Fusionsprote-
ins in Hohe von 147/138 Pixeln registriert werden. Im Anschluss erfolgte die Anbindung
des Vollbildserums mit 45 Pixeln. Auf der Mannanoberfliche zeigte sich ein anderes
Bild. Hier verzeichnete die Anbindung von ConA-C6 eine Hohe von 77/91 Pixeln, aber
eine Anbindung des gleichen Serums in exakt gleicher Konzentration, eine Hohe von 149
Pixeln. Dieses Ergebnis gab Raum fiir Interpretationen und wird unten in Kapitel 6.3.3

weiter diskutiert.

Als alternative Messmethode wurde eine RIfS auf Mannanoberflidche durchgefiihrt. Ab-
bildung 52 zeigt die aufgenommen Sensorgramme. Auch hier erfolgte die Messung auf
zwei separaten Kanilen bei identischem Messablauf. Nach Blockierung der Mannan-
Oberfliache konnte das Fusionsprotein erfolgreich auf die Oberfliche immobilisiert wer-
den. Im Anschluss erfolgte die Applikation der Seren. Hier konnte ebenfalls eine positive
Detektion des Vollbildserums erhalten werden, im Gegensatz bei Verwendung des anti-
VISE negativen Serums, bei dem keine Anbindung registriert wurde. Das Kontrollexperi-
ment aus Abbildung 44 hatte auch hier seine Giiltigkeit. Diese Messungen untermauerten

die Ergebnisse der SPR.

6.3.3 Diskussion der biosensorischen Messungen fiir ConA-OspC und ConA-C6 im

Zusammenhang

Es wurde beobachtet, dass die Fusionsproteine auf der Mannanoberfliche eine bessere
Funktionalitit aufwiesen, im Kontrast zu den C-18-Oberfliachen. Dies duferte sich in ei-
ner hoheren Anbindungsrate von anti-OspC, bzw. anti-VISE Antikérpern aus dem Blutse-
rum, bei vergleichsweise geringerer Anbindung von Fusionsprotein an die Oberflidche, im
Vergleich zur C-18-Oberfldche. Wie schon in der Einleitung in Kapitel 1.1 erwihnt wur-
de, kommt es bei der hydrophoben Immobilisierung von Antikdrpern zu einem extrem
hohen Verlust der Funktionalitit. Die Antikorper konnten durch ihre Immobilisierung de-
formiert werden oder einfach richtungsverkehrt anbinden, was zu einem Funktionsverlust
fiihrt. Ubertragen auf das Fusionsprotein konnte dies bedeuten, dass bei Immobilisierung
auf C-18-Oberfldche ein dhnlicher Fall eintritt. Das Protein wird deformiert oder in ver-
schiedenen Richtungen immobilisiert, was zu einer sterischen Hinderung oder einem
Funktionsverlust fithrt. Dies wiirde die hohe Anbindungsrate von Fusionsprotein mit der

vergleichsweise niedrigen Detektion von Antikorpern erkldaren. Im Gegensatz dazu kann
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auf der Mannanoberfliche das Fusionsprotein zielgerichtet binden und, bei vergleichs-
weise niedriger Anbindungsrate, eine hohe Anzahl Antikorper detektieren. Dieser Effekt
war von vorn herein ein Anliegen in diesem Forschungsvorhaben. Die zielgerichtete An-
bindung von Antigenen oder Antikorpern fiir eine effektive Detektion, mit einer Verbes-

serung der Nachweisgrenze. Dieser Effekt konnte somit sehr gut demonstriert werden.

6.3.4 ELISA Messungen mit ConA-OspC und ConA-C6 in direktem Vergleich zur
Ermittlung der Signifikanz

Zur Ermittlung der Spezifitit und Signifikanz der Fusionsproteine, bei Anwendung weite-
re Serumproben, wurde eine ELISA-Messreihe durchgefiihrt. Das Balkendiagramm hier-
zu ist in Abbildung 53 Kapitel 5.6 zu finden. Die Fusionsproteine ConA-C6 und ConA-
OspC zeigten beide eine gute Spezifitidt und Signifikanz fiir die jeweiligen positiven Test-
seren. Die Signifikanz betrug laut p-Wert iiber 99%. Dieses Ergebnis ist sehr positiv,
dennoch bemerkte man, anhand der Signalhthen, einen Unterschied zwischen den Fusi-
onsproteinen. Die Signalhohen des ConA-C6 fielen, bei Verwendung der positiven Test-
seren, wesentlich hoher aus, als bei ConA-OspC. Dies konnte mit der bereits erwidhnten
Problematik in der Stabilitit zusammenhédngen. Bei Inkubation des Fusionsproteins im
ELISA wurde eine Zeit von einer Stunde eingehalten, um dem Protein geniigend Zeit fiir
die Adsorption zu geben. Allerdings begann nach 45 Minuten in manchen Wells das
ConA-OspC Protein bereits auszufallen. Dies fiihrte zu einer geringeren Konzentration an

aktivem Protein und damit auch zu einer erniedrigten Signalstérke.

6.3.5 Langzeitstudien der Fusionsproteine ConA-OspC und ConA-C6

Das Problem der Stabilitit bei Lagerung der Proteine sollte mittels Lyophilisierung beho-
ben werden. Um die idealen Bedingungen fiir eine Lyophilisierung herauszufinden, wur-
den im Anschluss an die ELISA-Messungen (Kapitel 5.7), Messreihen iiber 180 Tage
durchgefiihrt, wobei die Bedingungen der Lyophilisierung variierten. Die Proteine sollten
zukiinftig in ELISA-Platten oder in 3D-Polymersinterkorpern fiir mindestens ein halbes
Jahr gelagert werden konnen. Aus diesem Grund wurden stabilisierende Reagenzien so-

wie verschiedene Lagerungsbedingungen, getestet.
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ConA-OspC zeigte in dieser Lagerungsstudie sehr deutlich die Problematik seiner Instabi-
litdt. In den Versuchsreihen, in denen keine stabilisierenden Reagenzien eingesetzt wur-
den, war spdtestens nach Ablauf von 50 Tagen nur wenig mehr als ein Grundrauschen
detektierbar. Insbesondere stach hier der 4°C Wert heraus. Die Lagerung unter dem Ge-
frierpunkt brachte hier schon einen geringen Vorteil. Bei Addition der Saccharose waren
erste Verbesserungen in der Lagerzeit zu bemerken. Die Proben bei 4°C unterschieden
sich nun kaum mehr von den Proben bei -20°C und -80°C. Dennoch waren die meisten
Platten bei Ablauf von 70 Tagen unbrauchbar. Erst die Addition des kommerziellen LPS
ergab im Fall der hydrophoben Immobilisierung ein brauchbares Ergebnis, selbst nach
180 Tagen Lagerungszeit und im Fall der Mannanoberfldche ein sehr gutes Ergebnis.

Hier waren noch gut 70% des Anfangssignals nach 180 Tagen vorhanden.

Ein dhnliches Bild ergab sich bei Betrachtung der Ergebnisse fiir ConA-C6. Insgesamt
zeigte sich das Protein aber stabiler. Die Lyophilisierung ohne Zusdtze ergab auch hier
wieder die schlechtesten Ergebnisse. Auf der Mannanoberfliche ging das Signal nach 50
Tagen im Grundrauschen unter. Die Anwendung von Saccharose zeigte auch hier bessere
Ergebnisse. Die 4°C Proben glichen sich auch hier den Signalh6hen der -20°C und -80°C
Proben an. Dennoch sank auf der Mannanoberfldche das Signal nach 50 Tagen wieder auf
Niveau des Grundrauschens. Auch hier zeigte erst die Verwendung des kommerziellen
LPS gute Ergebnisse. Zudem ist zu bemerken, dass gerade auf der Mannanoberfldche der
LPS sein ganzes Potential entfalten konnte. Hier zeigten sich die besten Ergebnisse mit

tiber 75% Signalerhalt nach 180 Tagen.

Auffillig ist, dass in beiden Fillen der LPS in Kombination mit der Mannanoberfliche
die besten Ergebnisse gezeigt hat. Da es ein kommerzielles Produkt ist, ist die Zusam-
mensetzung dieser Losung Betriebsgeheimnis und wird nicht preisgegeben. Daher ldsst
sich nur vermuten, dass eine Art synergistischer Effekt auftritt. Vielleicht liegt der
Schliissel in der Kombination der einzelnen Bestandteile, sodass die Mannanoberflidche

mit Fusionsprotein gut konserviert wird.

Die Messungen, die in Kapitel 5.7 dargestellt wurden, geben ein Szenario wieder, wel-
ches im schlimmsten Fall wihrend der Lagerung passieren konnte. Unter den gegebenen
Bedingungen war es leider nicht mdéglich, eine ausreichende Kontrolle der Luftfeuchte

durchzufiihren, wodurch die ELISA-Platten auch Schaden davon getragen haben konnen.
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In einem industriellen Umfeld, bei professioneller Lagerung, wiren eventuell positivere

Ergebnisse zu erwarten, was fiir die Verwendung natiirlich erfreulich wire.

6.4 fTLI-Assay mit ConA-ProtA

Zur Immobilisierung unmarkierter IgG-Molekiile auf eine Zuckeroberfliche wurde das
Linkerprotein ConA-ProtA entwickelt. In diesem Fall wurde ebenfalls zuerst eine genaue
Literaturrecherche durchgefiihrt, um eine Moglichkeit zu finden, das ProtA nicht in Voll-
linge an die ConA-Domine zu fusionieren. Wie im Fall des ConA-C6 schon gezeigt
wurde, konnte durch die Verkleinerung des Proteins eine Verbesserung wihrend der
Riickfaltung und in der Stabilitit hervorgerufen werden. Aus diesem Grund wurde die
Konsensus Sequenz der Dominen A-D verwendet. Das Linkerprotein konnte darauthin
erfolgreich exprimiert und aufgereinigt werden. Abbildung 69 zeigt eine SDS-PAGE der

aufgereinigten Proteinfraktion mit einer Reinheit von tiber 95%.

6.4.1 Bindungsstudien

Zur Etablierung einer Messmethode wurde ein Modell-Assay mittels RIfS durchgefiihrt.
Fiir diesen Modell-Assay wurde das gleiche Schema verwandt wie in den Experimenten
mit ConA-SAv, da sich dieses System als erfolgreich dargestellt hatte. Der Modell-Assay
wurde zuerst mittels RIfS auf einer C-18-Oberfliche (Abb. 71) und anschlieend auf ei-
ner Mannanoberfliche getestet (Abb. 72). Die Messungen wurden, jeweils auf separaten
Kanilen, mit dem gleichen Messablauf, durchgefiihrt. In beiden Féllen war die Anbin-
dung des Linkerproteins auf die Oberfldche erfolgreich. Die Anbindung des Antikorpers
an die ConA-Domine verlief ebenfalls zufriedenstellend. Darauthin wurde der Analyt
appliziert. Bei Applikation des spezifischen Analyten wurde eine Anbindung registriert
und im Fall des unspezifischen Analyten kam keine Anbindung zustande. Dieser Modell-
Assay bewies die volle Funktionsfihigkeit des Linkerproteins auf C-18- sowie auf
Mannanoberflichen. Im Anschluss wurde der Modell-Assay erfolgreich auf die SPR
ibertragen (Abb. 73). Nach dieser Vorarbeit, konnte nun das Linkerprotein mit den Kom-

ponenten getestet werden, welche fiir den fTLI Test notwendig waren.

Die Anwendung der fTLI-Komponenten stellte sich sehr schnell als ein Problem heraus.

Das aufgereinigte fTLI-Antigen fiir Testzwecke war nur in einem Puffer mit minimal
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25% Glycerol stabil. Fiir die SPR-Messungen erwies sich dies als unbrauchbares Medi-
um. Das Signal schnellte in sekundenbruchteilen in die Hohe und stabilisierte sich erst
nach etwaigen Waschschritten wieder. Allerdings konnte selbst danach keine explizite
Anbindung des fTLI-Antigens an den Fangerantikorper detektiert werden. Aus diesem
Grund war die Verwendung eines zweiten Detektionsantikorpers unabdingbar. Durch die
Interpretation der Anbindungskurve konnte eine Anbindung des fTLI an den Fingeranti-

korper im Nachhinein festgestellt werden (Abb. 74, Kapitel 5.8.6).

Nachdem die Ubertragung des Modell-Assays auf die Komponenten des fTLI-
spezifischen Nachweisverfahrens angepasst worden waren, wurde eine Kalibriergerade
mittels Realproben mit verschiedenen bekannten fTLI Konzentrationen erstellt. Die Er-
stellung der Kalibriergerade war erfolgreich. Allerdings mussten die Ergebnisse der Sig-
nalhdhen nach Anbindung des Serums, auf die Signalhohe nach Anbindung des Finger-
antikorpers, normiert werden. Dies geschah aus folgendem Grund: Die Anbindung des
Féangerantikorpers variierte von Messkanal zu Messkanal. Zudem waren die Signale nach
Anbindung des Serums in einem sehr engen Bereich verteilt, was eine eindeutige Kalib-
riergerade unmoglich machte. Wie in Tabelle 36 einzusehen, variierten die gemessenen
Signalstiarken nach Applikation des Serums um nur 10 Pixel. Dabei war die gemessene
Spannbreite der fTLI Konzentration von 7,7 bis 120 ng/ml. Ohne Einbeziehung der Sig-
nalstirke des Fangerantikorpers war die Auflosung der Messmethode zu gering, um eine
Kalibriergerade zu erstellen. Nach Normierung hingegen zeigte sich eine gute Linearitit

der Messwerte, welche zur eindeutigen Konzentrationsbestimmung notwendig ist.

6.4.2 Immunologische Detektion von fTLI auf 3D-Polymersinterkorpern

Zur Darstellung einer Point-of-Care Diagnostik wurde der fTLI-Assay auf die dreidimen-
sionale Struktur der Polymersinterkorper iibertragen. Hierzu wurde eine Proof-of-
Principle Messung durchgefiihrt. Als Analyt diente hier das aufgereinigte fTLI-Antigen.
Wie in Abbildung 75 zu sehen ist, konnte dieser Test erfolgreich auf den 3D-
Polymersinterkdrpern durchgefiihrt werden. Die Messungen waren bei hydrophober Im-
mobilisierung des ConA-ProtA sowie bei Immobilisierung auf Mannanoberfldche erfolg-

reich. Nun konnte im nédchsten Schritt die Erstellung einer Kalibriergerade erfolgen.

Diese Kalibriergerade wurde ebenfalls mit den Serumproben bekannter fTLI Konzentra-

tion durchgefiihrt und nicht mit dem aufgereinigten fTLI-Antigen, da sich eventuelle Mat-
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rixeffekte nur so mit einberechnen lassen konnten. Die Messungen wurden in einer Drei-
fachbestimmung durchgefiihrt und die Mittelwerte wurden zur Ermittlung der Kalibrier-
gerade verwendet (Abb. 77/ Tab. 37). Um die Kalibriergerade zu testen, wurden weitere
Serum Proben mit bekannter Konzentration gemessen (Abb. 78/Tab. 38). Die Werte wur-
den anschlieBend in einer Tabelle zusammengefasst. In der Tabelle sind die ermittelten
Werte und die tatsidchlichen Werte gegeneinander aufgelistet, um den Unterschied zu ver-
deutlichen. Die Messwerte ergaben, bis auf eine Ausnahme, eine maximale Abweichung
von 6,5%. Zu den vorgegebenen Werten der fTLI Konzentration ist zu sagen, dass die
Werte von der Firma Laboklin durch Western blot ermittelt wurden. Diese beiden Verfah-
ren sind nicht gut miteinander vergleichbar, da es sich im Fall des Western blots um eine
zweidimensionale Oberfliche und im Fall der Polymersinterkdrper um eine dreidimen-
sionale Oberfliche handelt. Daher kann nicht genau gesagt werden, welche Messungen
genauer sind. Allerdings ist zu bemerken, dass trotz des Unterschieds der beiden Verfah-
ren, die Messwerte in beiden Fillen eine Diagnostik auf eine Pankreas-Insuffizienz sowie
auf eine akute Pankreatitis zulassen. Zudem ist herauszustellen, dass der Messablauf auf
den Polymersinterkorpern mit einer Stunde wesentlich schneller ist, als im Western blot,
welcher bis zu einem Tag dauern kann. Aus diesem Grund konnte auch dieser Teil der
Arbeit als Erfolg gewertet werden. In weiteren Forschungsvorhaben konnten Verbesse-
rungen im Bereich des Messablauf auf den Polymersinterkdrpern erarbeitet werden, z.B.
die Optimierung der Puffer sowie der Inkubationszeiten und Waschschritte. Zudem kon-
nen Verbesserungen im Bereich der Oberflachenchemie eine homogenere Belegung der
Oberfliche mit Linkerprotein ermoglichen, um eine gleichmifigere Firbung der

Polymerstruktur zu erreichen.

6.5 Rasterkraftmikroskopie

In den Abbildungsteilen a und b der Abbildung 79 erkennt man, nach Funktionalisierung
mit Dextran, eine glattere Oberflichenstruktur, im Gegensatz zur unfunktionalisierten
Glasoberflidche. Die Zuckerketten scheinen sich wihrend des Funktionalisierungsvor-

gangs in die Zwischenrdume der Oberfldache zu setzen und die Struktur zu glitten.

Wie in Kapitel 6.3.3 bereits angesprochen, wiesen alle Proteine auf den C-18-Oberfldchen
wesentlich hohere Anbindungsraten hervor, als auf den mit Zucker funktionalisierten

Oberflichen. In den AFM Aufnahmen sind nach Beladung der Dextranoberfliche mit
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Linkerprotein ConA-SAv einzelne sphirische Punkte zu erkennen, die als punktuelle Be-
ladung mit Linkerprotein gedeutet werden konnen. Durch diese punktuelle Anheftung der
Proteine auf der Zuckeroberfliche ergibt sich im Riickschluss die erniedrigte Anbin-
dungsrate im Signal. Allerdings wurde auch in Kapitel 5.9 bereits erwihnt, dass eine
punktuelle Belegung der Oberfldche mit Protein zu favorisieren ist, da sich somit weniger
sterische Hinderungen fiir die Anbindung der nachfolgenden Proteine ergeben. Zudem
konnte bei einer kompakteren Belegung die Oberfliche dazu neigen, kristalline Struktu-
ren zu bilden, welche sich auf die Bindungseigenschaften der einzelnen Komponenten, im
schlimmsten Fall, negativ auswirken konnten. Zudem ist im Hinblick auf die Regenerati-
onsfihigkeit der Oberfldche eine eher inhomogene Oberfldchenstruktur forderlich, da so-
mit der Regenerationslosung eine bessere Angriffsfliche geboten wird. Dies steht im Ge-
gensatz zu einer kristallinen und damit kompakten Oberfliche, wo die Regenerationslo-

sung nicht an die ConA-Domine vordringen konnte, um eine Ablosung hervorzurufen.
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7 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden verschiedene Linker-/Fusionsproteine rekombinant hergestellt
und getestet. Diese dienten der Entwicklung neuartiger Analyseverfahren sowie der Ver-
besserung bereits bestehender antikorperbasierter Analyseverfahren. Hierbei wurde vor
allem die Eigenschaft des Concanavalin A Proteins genutzt, um die Proteine auf Oberfla-
chen zu immobilisieren, die vorher mit einer Zuckerverbindung beschichtet wurden. Die

zweite Domine der Proteine wurde je nach Verwendung angepasst.

Das universale, bifunktionale Linkerprotein ConA-SAv sollte der Entwicklung eines An-
reicherungsmoduls, fiir die Aufreinigung eines Analyten aus komplexen Matrizes dienen.
Hierzu wurde das Gen der Concanavalin A Bindedoméne C-terminal, mittels Alanin Lin-
ker, an das Gen der Streptavidin Bindedoméne fusioniert, um die Anbindung biotinylier-
ter Antikorper zu ermoglichen. Die Expression wurde in E. coli durchgefiihrt und die
Funktionalitidt des Proteins mit verschiedenen Methoden untersucht. Das Ergebnis der
Co-Immunoprizipitation bewies die volle Funktionsfihigkeit des Linkerproteins ConA-
SAv; beide funktionalen Doménen sind bindungsaktiv. Die Regenerierbarkeit von der
Dextran-Matrix in Form von Sephadex® G-25 Beads konnte ebenfalls nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse der RIfS-Messungen sind ebenfalls positiv zu werten. Das Lin-
kerprotein allein konnte problemlos von einer mit Dextran funktionalisierten Chipober-
fliche, durch einen konkurrierenden Zucker abgelost werden. Allerdings war die Regene-
ration des Linkerproteins, bei Anbindung des biotinylierten Antikorpers, eingeschrinkt.
Zur weiteren Untersuchung wurden SPR-Messungen durchgefiihrt. Diese bestitigten die
Beobachtungen, die bereits an der RIfS gemacht wurden. Das Linkerprotein war bei An-
bindung eines biotinylierten Antikorpers nicht mehr von der Oberfldche zu 16sen. Ein L6-
sungsansatz war die Generierung verschiedener Mutanten. Hierzu wurde auf genetischem
Weg die Bindetasche des ConA modifiziert. Die Mutanten DO9ON und R110K wurden
ebenfalls getestet, wobei sich herausstellte, dass die Bindungsaktivitit entweder fraglich

oder nicht mehr vorhanden war.

Im weiteren Verlauf wurden Fusionsproteine fiir die Borreliosediagnostik entwickelt.
Hierzu wurden spezielle Oberflichen-Antigene ausgewihlt, gegen welche das Immunsys-
tem, insbesondere in der Frithphase der Infektion, wihrend der IgM Antwort, Antikorper
bildet. Nach Literaturrecherche stellten sich das Oberflichen Protein C (OspC) sowie ein
Epitop (C6) des VISE Antigens als gute Wahl heraus. Beide cDNA Sequenzen der Epito-
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pe wurden jeweils C-terminal, durch eine kurze Linkersequenz, an die cDNA Sequenz
des ConA gekoppelt und anschlieBend in E. coli rekombinant hergestellt. Nach Expressi-
on wurden die Fusionsproteine mittels SPR und RIfS auf ihre Funktionalitit untersucht.
Die Ergebnisse der SPR-Messungen zeigten die Funktionalitit beider Fusionsproteine.
Die Fusionsproteine banden auf die mit Mannan funktionalisierten Goldoberfldchen und
detektierten spezifisch die Antikorper aus den Testseren. Die Messungen mittels RIfS
konnten diese Beobachtungen nur bestitigen. Allerdings erwies sich insbesondere das
ConA-OspC Protein als wenig stabil. Daher wurde, in Hinblick auf einen Einsatz in
kommerziell erhiltlichen Produkten, die Lagerbestindigkeit bei Lyophilisierung der bei-
den Proteine untersucht. Diese Untersuchungen wurden mittels ELISA-Messreihen
durchgefiihrt. In den ELISA-Messungen zeigten beide Proteine eine sehr hohe Signifi-
kanz in der Detektion der Borreliose-Antikorper aus dem Blutserum. Sie behielten auch
nach der Lyophilisierung ihre Funktionsfdhigkeit, allerdings bestitigten sich auch hier
wieder die Ergebnisse aus den SPR-Messungen. ConA-OspC war im Gegensatz zu Co-
nA-C6 wesentlich instabiler und verlor stark an Signalstirke. Jedoch konnte durch die
Anwendung spezieller stabilisierender Reagenzien die Signalstirke und die Lagerbestin-

digkeit verbessert werden.

Zuletzt wurde ein zweites, universelles Linkerprotein entwickelt, welches es ermoglichte,
eine Vielzahl unmarkierter IgG-Antikorper auf mit Zucker funktionalisierten Oberfldchen
zu binden. Hierzu wurde die cDNA einer Bindedoméne des Protein A C-terminal, durch
eine kurze Linkersequenz, an die cDNA Sequenz des ConA gekoppelt und anschlieend
in E. coli rekombinant hergestellt. Die Funktionstestung erfolgte mittels SPR, zuerst unter
Anwendung eines Modell-Assays, der anschlieBend erfolgreich auf eine Diagnostik im
Veterindrbereich iibertragen wurde. Die Detektion einer akuten Pankreatitis sowie einer
Pankreas-Insuffizienz bei Katzen, erfolgte iiber die Messung des fTLI Spiegels im Blutse-
rum. Mittels SPR gelang die Erstellung einer Kalibriergeraden aus Proben mit bekannter
fTLI Konzentration, zur weiteren Ermittlung von unbekannten fTLI Konzentrationen in
Realproben. Um eine Point-of-Care Diagnostik darzustellen, wurden 3D-
Polymersinterkdrper mit einer Zuckerverbindung funktionalisiert und die Analysenme-
thode wurde von der 2D- auf die 3D-Oberfliche iibertragen. Auch hier gelang die Erstel-
lung einer Kalibriergeraden anhand bekannter Probenkonzentration. Auf dieser Grundla-
ge konnte erfolgreich eine weiterfiihrende Konzentrationsbestimmung, in Realproben mit

unbekannter fTLI Konzentration, durchgefiihrt werden.
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8 Fazt

Im vorliegenden Forschungsvorhaben konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von
Fusions- bzw. Linkerproteinen mehrere Vorteile hat. Zum einen konnten die jeweiligen
Eigenschaften der Proteine erhalten werden, ohne dass sich eine gegenseitige negative
Wechselwirkung gezeigt hat. Zum anderen konnte gerade durch diese Proteine eine ge-
zielte Immobilisierung von Antikdrpern und Antigenen auf einer Zuckeroberfliche erfol-
gen, welche die Effektivitit der immunologischen Interaktion erheblich gesteigert hat.
Hierbei konnte bei einer vergleichsweise geringen Anbindung von Fusionsprotein eine
erheblich grolere Anzahl von Analytmolekiilen gebunden werden, als in Vergleichsmes-
sungen auf C-18-Oberfliche. Dieses Phinomen wurde in Kapitel 6.3.3 bereits nédher er-
lautert. Somit stellt sich auch der Mehrwert der Mannanoberfliache dar. Durch sie kann
eine gerichtete Immobilisierung der Fusions-/ Linkerproteine erfolgen, gleichzeitig aber
auch eine Reduktion von unerwiinschten, hydrophoben Wechselwirkungen von
Analytmolekiilen auf die Sensorchipoberflachen bewirken. Diese Beobachtungen konnten
auch in weiterfilhrenden Projekten, die nicht Teil dieses Forschungsvorhabens waren, in

Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen bestitigt werden.

Zudem stellte sich die Verwendung von einzelnen Protein-Epitopen und Bindedoménen,
anstelle von Vollldngenproteinen, als wegweisend heraus. Durch die Verwendung der
wesentlich kleineren Epitope und der daraus resultierenden Verringerung der Gesamtgro-
Be, konnte eine wesentlich hohere Stabilitit der Fusions-/Linkerproteine hervorgerufen
werden. Dies wurde deutlich im Vergleich der Fusionsproteine ConA-OspC und ConA-
C6 (siehe Kapitel 6.3.5). Im Fall des Linkerproteins ConA-ProtA konnte durch die Ver-
wendung von nur einer Bindedomédne wahrscheinlich eine Interaktion zwischen mehreren
Linkerproteinen vermieden werden. Diese Vermutung wird gestiitzt durch die gute Stabi-
litdt des Linkerproteins, auch iiber ldngere Zeit, ohne bemerkbare Denaturierung und die

sehr gute Anbindungsrate von Antikdrpern auf die Oberfldche.

Verbesserungsbedarf zeigt sich bei den Bindungseigenschaften der ConA-Domine, gera-
de im Hinblick auf die Regenerationsfihigkeit der Oberflichen. Hier sollten in Zukunft
gezielt durch Protein Strukturanalyse und gezielte Rechenmodelle eine Auswahl an Muta-
tionen erzeugt werden, um die Bindungseigenschaften fiir eine Regeneration der Oberfla-

che positiv zu beeinflussen.
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Zudem hat sich gerade durch die Expression der Fusions-/ Linkerproteine in Inclusion
bodies, das Problem der Riickfaltung sowie deren Haltbarkeit ergeben. Auch hier kann in
Zukunft durch weitere Versuchsreihen eine Optimierung der Expression sowie der Lage-
rungsbedingungen erzielt werden, um die Proteine fiir die industrielle Anwendung zu

verbessern.
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10 Anhang

10.1 DNA-Sequenz von ConA-SAv

1-50

51-100

101-150

151-200

201-250

251-300

301-350

351-400

401-450

451-500

901-550

551-600

601-650

651-700

101-750

151-800

801-850

851-900

901-950

951-1000

1001-1050

ATGGCATCAA

TAGCAAAGAT

CAGATGGTAA

GGAAGCAGTG

AAGTTCTGCT

AATCACCCGA

ATTGACAGTT

CCCTGATGCA

CTTACAATGC

ACTGATATTG

TGTTCGCTCC

GCACTGCACA

GTTTCTTATC

CGACAATGTC

GACTTTACAA

TTGAAGAGCA

TGCTGAAGCA

TCATCGTGAC

GCCGTCGGCA

CGCCCCGGCC

GGAAGAATAA

CACATGAGAC

CAGAAGGATT

CTTGGAACTC

TGGGCCGGGC

GTGGTGGCAA

CTCTCACCCA

CCATCCCTAG

AATGTTATCA

CGATACTATT

GAGATCCAAA

AAGAAGACCG

CATCATCTAT

CTAACGGTGA

CTTCCTGAAT

AGAAACCAAT

ATGAGATCCC

GGTATCACCG

CGCGGGCGCE

ACGCCGAGAG

ACCGACGGCA

CTACCGCAAC

AAATGCACTC

TGATCCTTCA

ACAAGGGTGT

TTTGTTCTAT

GCTTTGATGC

GCTGATGGAA

TGGTTCCACT

GAAATTCCAC

GTTGCTGTTG

TTATCCACAC

CAAAGTGGAA

AACTCTGTTG

CTCTGCCACT

GGGTTAGAGT

ACCATTCTCT

GGACATTGCT

GCACCTGGTA

GACGGCGCCC

CCGCTACGTC

GCGGCACCGC

GCCCACTCCG

CATTTCATGT

AGGTGACGCC

CAAGTAATGG

GCCCCAGTCC

TACCTTTACA

TTGCCTTCTT

GGAAGGCTCC

TACTATTGAT

AATTGGATAC

ATCGGTATCG

CATGCAAAAT

GTAAGAGACT

GTCTCTTACG

TGGCCTTTCT

CATGGTCTTT

ACCGTGGTTG

CAACCAGCTC

TGACCGGAAC

GCTGACCGGTC

CCTCGGTTGG

CGACCACGTG

TCAACCAATT

ACAACAGGAA

GAGTCCACAG

ACATTTGGGA

TTTCTCATAA

CATTTCAAAT

TTGGACTCTT

TTCAACGCTG

CTATCCCAAT

ATATTAAATC

GGAAAGGTAG

AAGTGCTGTT

ACGTTGACCT

GCTTCAACCG

TACTTCTAAG

GATCAGGTGC

GGCTCGACCT

CTACGAGTCG

GTTACGACAG

ACGGTGGCCT

GAGCGGCCAG
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1051-1100  TACGTCGGCG GCGCCGAGGC GAGGATCAAC ACCCAGTGGC TGCTGACCTC
1101-1150  CGGCACAACC GAGGCCAACG CCTGGAAGTC CACGCTGGTC GGCCACGACA
1151-1200  CCTTCACCAA GGTGAAGCCG TCCGCCGCCT ~CCGGATCCGA  ACAAAAGCTG
1201-1248  ATCTCAGAAG AAGATCTATC CCATCATCAC CATCATCATT AACTCGAG
10.2 DNA-Sequenz von ConA-OspC

1-50 ATGGCAAGCA CCCATGAAAGC CAATGCACTG CATTTTATGT TTAATCAGTT
51-100 TAGCAAAGAT ~ CAGAAAGATC TGATTCTGCA GGGTGATGCA ACCACCGGCA
101-150 CCGATGGTAA TCTGGAACTG ACCCGTGTTA GCAGCAATGG TAGTCCGCAG
151-200 GGTAGCAGCG TTGGTCGTGC ACTGTTTTAT GCACCGGTTC ATATTTGGGA
201-250 AAGCAGCGCA GTTGTTGCAA GCTTTGATGC AACCTTTACC TTTCTGATTA
251-300 AAAGTCCGGA TAGCCATCCG GCAGATGGTA TTGCATTTTT  TATTAGCAAT
301-350 ATTGATAGCA GCATTCCGAG CGGTAGCACC GGTCGTCTGC TGGGTCTGTT
351-400 TCCGGATGCA AATGTTATTC GTAATAGCAC CACCATTGAT TTTAATGCAG
401-450 CCTATAATGC CGATACCATT GTTGCAGTTG AACTGGATAC CTATCCGAAT
451-500 ACCGATATTG GTGATCCGAA TTATCCGCAT ATTGGCATTG ATATTAAAAG
501-550 CGTGCGCAGC AAAAAAACCG CCAAATGGAA TATGCAGAAT GGTAAAGTTG
551-600 GCACCGCACA TATTATTTAT AATAGCGTTG GCAAACGTCT  GAGCGCAGTT
601-650 GTGAGCTATC CGAATGGTGA TAGCGCAACC GTTAGCTATG ATGTTGATCT
651-700 GGATAATGTT CTGCCGGAAT ~GGGTTCGTGT TGGTCTGAGC GCAAGCACCG
701-750 GTCTGTATAA  AGAAACCAAT ACCATTCTGA GCTGGTCCTT  TACCAGCAAA
751-800 CTGAAAAGCA ATGAAATTCC GGATATTGCA ACCGTTGTTG GTGGTTCAGG
801-850 TGGTGGTTCA GGTGGTGGTT CAGGTATGAA AAAGAATACA TTAAGTGCGA
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851-900 TATTAATGAC TTTATTTTTA TTTATATCTT GTAATAATTC AGGGAAAGGT
901-950 GGGGATTCTG CATCTACTAA TCCTGCTGAC GAGTCTGCGA AAGGGCCTAA
951-1000 TCTTACAGAA  ATAAGCAAAA  AAATTACAGA TTCTAATGCA TTTGTACTTG
1001-1050  CTGTTAAAGA AGTTGAGACT TTGGTTTTAT CTATAGATGA ACTTGCTAAG
1051-1100  AAAGCTATTG GTCAAAAAAT  AGACAATAAT AATGGTTTAG CTGCTTTAAA
1101-1150  TAATCAGAAT GGATCGTTGT TAGCAGGAGC CTATGCAATA TCAACCCTAA
1151-1200  TAACAGAAAA  ATTGAGTAAA  TTGAAAAATT  TAGAAGAATT  AAAGACAGAA
1201-1250  ATTGCAAAGG CTAAGAAATG TTCCGAAGAA TTTACTAATA AACTAAAAAG
1251-1300  TGGTCATGCA GATCTTGGCA AACAGGATGC TACCGATGAT CATGCAAAAG
1301-1350  CAGCTATTTT AAAAACACAT GCAACTACCG ATAAAGGTGC TAAAGAATTT
1351-1400  AAAGATTTAT TTGAATCAGT AGAAGGTTTG TTAAAAGCAG CTCAAGTAGC
1401-1450  ACTAACTAAT TCAGTTAAAG AACTTACAAG TCCTGTTGTA GCAGAAAGTC
1451-1470  CAAAAAAACC TTAACTCGAG

10.3 DNA-Sequenz von ConA-C6

1-50 ATGGCAAGCA CCCATGAAAC CAATGCACTG CATTTTATGT TTAATCAGTT
51-100 TAGCAAAGAT CAGAAAGATC TGATTCTGCA GGGTGATGCA ACCACCGGCA
101-150 CCGATGGTAA  TCTGGAACTG ACCCGTGTTA GCAGCAATGG TAGTCCGCAG
151-200 GGTAGCAGCG TTGGTCGTGC ACTGTTTTAT GCACCGGTTC ATATTTGGGA
201-250 AAGCAGCGCA GTTGTTGCAA GCTTTGATGC AACCTTTACC TTTCTGATTA
251-300 AAAGTCCGGA TAGCCATCCG GCAGATGGTA TTGCATTTTT TATTAGCAAT
301-350 ATTGATAGCA GCATTCCGAG CGGTAGCACC GGTCGTCTGC TGGGTCTGTT
351-400 TCCGGATGCA AATGTTATTC GTAATAGCAC CACCATTGAT TTTAATGCAG
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401-450 CCTATAATGC CGATACCATT GTTGCAGTTG AACTGGATAC CTATCCGAAT
451-500 ACCGATATTG GTGATCCGAA TTATCCGCAT ATTGGCATTG ATATTAAAAG
501-550 CGTGCGCAGC AAAAAAACCG CCAAATGGAA TATGCAGAAT GGTAAAGTTG
551-600 GCACCGCACA  TATTATTTAT AATAGCGTTG GCAAACGTCT GAGCGCAGTT
601-650 GTGAGCTATC CGAATGGTGA TAGCGCAACC GTTAGCTATG ATGTTGATCT
651-700 GGATAATGTT CTGCCGGAAT GGGTTCGTGT TGGTCTGAGC GCAAGCACCG
101-750 GTCTGTATAA  AGAAACCAAT ACCATTCTGA GCTGGTCCTT TACCAGCAAA
151-800 CTGAAAAGCA ATGAAATTCC GGATATTGCA ACCGTTGTTG GTGGTTCAGG
801-850 TGGTGGTTCA GGTGGTGGTT CAGGTATGAA GAAGGATGAT CAGATTGCTG
851-900 CTGCTATGGT TTTGAGGGGG ATGGCTAAGG ATGGACAGTT TGCTTTGAAG
901-906 CTCGAG

10.4 DNA-Sequenz von ConA-ProtA

1-50 ATGGCAAGCA CCCATGAAAC CAATGCACTG CATTTTATGT TTAATCAGTT
51-100 TAGCAAAGAT CAGAAAGATC TGATTCTGCA GGGTGATGCA ACCACCGGCA
101-150 CCGATGGTAA  TCTGGAACTG ACCCGTGTTA GCAGCAATGG TAGTCCGCAG
151-200 GGTAGCAGCG TTGGTCGTGGC ACTGTTTTAT GCACCGGTTC ATATTTGGGA
201-250 AAGCAGCGCA GTTGTTGCAA GCTTTGATGC AACCTTTACC TTTCTGATTA
251-300 AAAGTCCGGA TAGCCATCCG GCAGATGGTA TTGCATTTTT TATTAGCAAT
301-350 ATTGATAGCA GCATTCCGAG CGGTAGCACC GGTCGTCTGC TGGGTCTGTT
351-400 TCCGGATGCA AATGTTATTC GTAATAGCAC CACCATTGAT TTTAATGCAG
401-450 CCTATAATGC CGATACCATT GTTGCAGTTG AACTGGATAC CTATCCGAAT
451-500 ACCGATATTG GTGATCCGAA TTATCCGCAT ATTGGCATTG ATATTAAAAG
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901-550

551-600

601-650

651-700

101-750

151-800

801-850

851-900

901-950

951-999

CGTGCGCAGC

GCACCGCACA

GTGAGCTATC

GGATAATGTT

GTCTGTATAA

CTGAAAAGCA

TGGTGGTTCA

ACGCGTTCTA

AACGCCTTCA

TTTAGCAGAA

AAAAAAACCG

TATTATTTAT

CGAATGGTGA

CTGCCGGAAT

AGAAACCAAT

ATGAAATTCC

GGTGGTGGTT

TGAGATCTTA

TCCAAAGTTT

GCTAAAAAGC

CCAAATGGAA

AATAGCGTTG

TAGCGCAACC

GGGTTCGTGT

ACCATTCTGA

GGATATTGCA

CAGGTAACAA

CATTTACCTA

AAAAGATGAC

TAAATGATGC

TATGCAGAAT

GCAAACGTCT

GTTAGCTATG

TGGTCTGAGC

GCTGGTCCTT

ACCGTTGTTG

ATTCAACAAA

ACTTAAACGA

CCAAGCCAAA

TCAGGCGCCG

GGTAAAGTTG

GAGCGCAGTT

ATGTTGATCT

GCAAGCACCG

TACCAGCAAA

GTGGTTCAGG

GAACAACAAA

AGAACAACGA

GCGCTAACCT

AAACTCGAG

10.5 Messwerte der ELISA Untersuchungen zu ConA-OspC und ConA-C6 mit

Signifikanzermittlung

Tabelle 40: Messwerte aus Abbildung 53 Kapitel 5.6 n=6 fiir ConA-OspC

Bezeichnung Messung  Messung  Messung  Messung  Messung  Messung  Mittelwert Stabw.
1 2 3 4 5 6
positiv mit 1,408 1,436 1,397 1,434 1,42 1,421 1,41933333  0,01498888
Serum Hd3
positiv mit
Serum CL- 0,999 1,016 1,071 1,067 1,05 1,054 1,04283333  0,02896492
140
negativ mit 0,095 0,083 0,092 0,086 0,083 0,091 0,08833333  0,00504645
SB-1983
negativ mit 0,083 0,08 0,087 0,093 0,086 0,081 0,085 0,00477493
SB-1982
negativ mit 0,086 0,085 0,091 0,083 0,084 0,079 0,08466667  0,00393277
SB-1976
negativ mit 0,065 0,081 0,081 0,079 0,085 0,085 0,07933333  0,00742069
SB-1974
negativ (oh-
ne FP, mit 0,026 0,025 0,028 0,019 0,024 0,028 0,02 0,00334664
Serum)
negativ (oh-
ne Serum, 0,019 0,018 0,016 0,015 0,018 0,02 0,01766667 0,0018619
mit FP)
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Tabelle 41: Messwerte aus Abbildung 55 Kapitel 5.6 n=6 fiir ConA-C6

Bezeichnung Messung  Messung  Messung  Messung  Messung  Messung  Mittelwert Stabw.
1 2 3 4 5 6
positiv mit 1,621 1,647 1,606 1,669 1,61 1,629 1,63033333  0,02394716
Serum Hd3
positiv mit
Serum CL- 1,325 1,313 1,344 1,35 1,337 1,35 1,3365 0,01486943
140
negativ mit 0,093 0,096 0,098 0,097 0,091 0,093 0,09466667  0,00273252
SB-1983
negativ mit 0,09 0,091 0,096 0,089 0,091 0,09 0,09116667  0,00248328
SB-1982
negativ mit 0,086 0,083 0,08 0,087 0,086 0,084 0,08433333  0,00258199
SB-1976
negativ mit 0,088 0,08 0,085 0,089 0,087 0,084 0,0855 0,00327109
SB-1974
negativ (oh-
ne FP, mit 0,029 0,026 0,029 0,023 0,028 0,029 0,02733333  0,00242212
Serum)
negativ (oh-
ne Serum, 0,026 0,019 0,022 0,021 0,024 0,022 0,02233333  0,00242212
mit FP)
10.6 Messwerte fTLI Nachweis auf 3D-Polymersinterkorpern
Tabelle 42: Messwerte aus Abbildung 77 Kapitel 5.8.8. n=3
Absorption bei 450 nm
Bezeichnung fTLI Iiioggrrll]tlratlon Messungl  Messung2 Messung3  Mittelwert Stabw.
S14225 7,7 0,457 0,328 0,396 0,39366667  0,06453165
S38177 53,2 0,825 0,734 0,757 0,772 0,04731807
S39330 120 1,194 1,208 1,254 1,21866667  0,03139002
Tabelle 43: Messwerte aus Abbildung 78 Kapitel 5.8.8. n=3
Absorption bei 450 nm
Bezeichnung fTLI Iﬁ)ﬁgz;rr;tlratmn Messungl  Messung2  Messung3  Mittelwert Stabw.
S14225 7,7 0,457 0,328 0,396 0,39366667  0,06453165
S41648 8,8 0,378 0,362 0,486 0,40866667  0,06744875
S37462 10 0.443 0,457 0,389 0,423 0,04808326
S39325 12,8 0,395 0,453 0,484 0,444 0,04517743
S42611 13,5 0,417 0,454 0,494 0,455 0,03850974
S37666 24.6 0,518 0,524 0,597 0,54633333  0,04398106
S38177 53,2 0,825 0,734 0,757 0,772 0,04731807
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