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Einleitung

1. Einleitung

Heutige quantitative LabeRoutineanalytikwird mafRgeblich mit den klassischen Analysemethoden
durchgefiihrt, wie z.B. derchromatographischen spektroskopischen und lektrochemischen
Analyseverfahrer1l]. Diese haben sich im Laufe der Zeit bewahrirden auch immer weiter
entwickelt und den Erfordernissen angepassileAdings gibt es auch einige Einschrankungen bei
dieen Verfahren.Eine qualitative Bestimung des Analyten ist bei derhromatographischen
Verfahren meist nur tiber die Retentionszeitenpailsdirekt, maglich, auRer diehcomatographische
Methode wird mit anderen Methoden, wie der Spektroskopie, d&tS oder NMRTechnik
kombiniert. Bei sehr komplexen Gemischen ist es in der Spektrizssk@hezu unmdglich einen
Analyten ohne vorherige Prozessierung der Probe qualitativ und quantitativ nachzuweisen. Auch bei
den elektrochemischen Methoden ist bei komplexen Ntas meist eine Limitierung gegebg). All
diese Methoden profitieren im Regelfall nicht von einer hochselektiven und affimalyterkennung.
Mittels der immunochemischen und andereauf Biomolekilen basierendeNerfahren die auf
hochselektiver und-affiner Erkennung basierenkbnnen ganz gezielt bestimmte Analytewus
komplexen Gemischequalitativ und quantitativ nachgewiesen werdgsj. In Kombination mit den
elektrochemischen oder spektroskopischen Verfahren wurde so das Fel8idsensoren in der
Analytik erschlosserDie Sensorilist somit eine Kombination vorevschiedenen Verfahren, die die
Vorziige d@r einzelnen Methodervereint.

Vollautomatisierte Biosensoren wagn bereits in der Umwelt und medizinischen Analytik
eingesetzt, allerdings eher aMischenproduk{4]. Im medizinischen Bereich ist seit einigen Jahren
der Trend fewizustellen, das kleinere Laborezugunsten gro3er und damieffektiveren und
kostengiinstigeren Laboren geschlossen werden. Damit wirdbseits der medizinischen
BdlungszentrenRA S o ¢ dzNJ/ I N dzy @eivory Ged Probdalinte bisvazarh Erhalt des
Messrgebnissewverdreicht, teils drastisch verlangert. Im Falle einer Sepsis kann dies fatale Folgen
fur den Patienten haben. Daherscheinen immer mehr Poiaf-CareGerate (POCGuf dem Markt

die direkt am Patienten, in diesem Falle einer Arztpraxis adeem kleinem &bor, eingesetzt
werden kénnen. Diese Gerate missemv@ersonahach kurzer Schulungnd ohne tiefergehende
Kenntnissebedienbar, verhaltnismaRig gunstign der Anschaffung und im Betriekein und die
Turnaoundtime sollte sehr kurz sein.

Geréate fir die Mssung de Blutzuckerspiegels oder auchutigerinnungshemmender Medikamente
wie Macumar® sind bereits bis zum Einsatz vom Patienten selber vorgedihganf dem Gebiet
der Enzindungsparameteliim Drogenscreeningind auch zur Messung kardialer Marker sind daher
verstarkte Bemuhungenn entsprechader Richtungauf dem Markt undin der Forschung zu
beobachten.

Das von der EU geférdertProjekt CAREMAN (NMP4CT2006-017333 verfolgte genau dieses Ziel.
Mittels optischer Biosensoreim Kombination mit Affinitdtsreaktionerollten Analysegeréte fldie
medizinische PODiagnostikentwickelt werden Im Rahmen dieses Projektes sind der in dieser
Arbeit vorgestellteoptischeBiosensomit Lumineszenzdetektionnd die eigens dafir entwickelten
Assays entstanden. Als Analyten wurden das (CRPBaktives Priein), ein Routineparameter fur
Entziindungen, und das Neopterin, ebenfalls ein Entziindungsparamdesr nicht in der
Routinediagnostik bestimmt wird, ausgewahlt. Neopterin ist auch als Marker fur verschiedene
Langzeitbeobachtungen, wie z.B. fir den kdetieStatus oder bei HiMifizierten, in der Diskussion.
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Einleitung

Um den Erfordernissen der Zeit gerecht zu werdevurde eigens eine neuyeuniverselle
Oberflachenmodifikationsstrategie aus der Kombination von Polyelektrolyten und klassischen
Biopolymeren entwickeJtum die Assays auf verschiedenen Transducermaterialien, auch inerten
Kunststoffen, die billig in der Massenproduktion sind, zu etablieren. Desweiteren wird die allgemeine
Leistungsfahigkeit des Sensors aufgezeigt, sowohl Fluoreszenz als auch
Chemiluminesenzmessungen durchzufthren.

Ein Problem beim Vergleich verschiedener analytischer Methoden besteht oft, deire
gemeinsame Bewertungsgrundlage zu finden. Bei den klassischen Analysemethoden ist dies zum Teil
durch ISO/DIN Normen streng reglementigdt 7; 8]. Bestimmte Verfahren, wie zum Beispiel die
Erstellung einer Kilbrierung oder auch die Bestimmung von Kenngrg¥egiche Grenzbereiche der
Methode aufzeigemwie die Bestimmungs Nachweisund Erfassungsgrenzsind strikt vorgegeben.

Damit sind Ergebnisse mit verschiedenen statistischen Zusatzinformationen verfligthaauch

direkt vergleichbar. Eineuge Analytik zeichnet zudem aus, dass zusatzlich noch andere Faktoren
aulRer den statistischen undokgegebenen Richtlinien in das Analyseergebnis einflieBen und als
Unsiterheit zusammengefasst werden.

Sobald man das ke der Affinitatsanalytik mittels Biomolekilen bettitkann aber ein Problem
entstehen. Bereits das Erstellen einer sinnvollen Kalibrierfunktion nach den bekannten Richtlinien,
die fast ausschlieB3lich von einem linearen Verhalten zwischen MessgroRe ball &esgehen, kann
Probleme bereiten. Oft werden sigmoidale Signalverlaufe beobachtet, die mit einer linearen Funktion
oder dahin fihrenden mathematischen Transformagomur unzureichend das Leistungspotential

der Methode beschreiben Damit wird auch @ Bestimmung der KenngréBen erschwert. Es gibt
einige Richtlinien und Hinweise, wie mit diesen sigmoidalen Signalverlaufen verfahren werden soll,
allerdings existiert bis heute in der Forschlkegn anerkanntes Standardwerkrzluswertung dieser
Ergebnisse

In dieser Arbeit wird mhand der Richtlinien der Eurachem und Richtlinien amerikanischer, zum Teil
weltweit anerkannter Behorden,eine allgemeine Methodenvalidierung, die die Selektivitat,
Richtigkeit, Préazision, Wiederfindungsrate und Stabilitat Ubdtpdirchgefihrt[9; 10]. Desweiteren
werdenin Wissenschaft und Forschung gandigibrigfunktionen und KenngréfZen bestimmim

die Vergleichbarkeit, Anwendbarkaind Aussagekraft der verschiedenen Gro3en @rdigen. Auf

dieser Validierung beruht auch der Schwerpunkt dieser Arbeit, da damit auch die Entwicklung des
Biosensors und den dafiir entwickelten chemischen GrundlagerdatieHauptteil des praktischen
wissenschaftlichen Teils dieser Arbeit ausmachergetellt und bewertet werden.
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2. Theoretische Grundlagen

2.10ptische Grundlagen

2.1.1 Photophysikalische Prozesse

Trifft ein Photon auf ein Atom bzw. Molekil kdnnersbemmte PhotonMaterie-Wechselwirkungen
stattfinden Bei der elastischen Streuungird dasPhoton gestreut ohne seinEnergiezu andern
bzw. die Energieanderung ist sehr kldieser Effekt wird auch Thoms@&treuung genanntBe der
RayleighStreuung, einenBpezialfall der elastischen Streuydge auftritt wenn die Wellenl&nge des
Photons gréRer ist als die Wellenlange dedlchensist die Streuwahrscheinlichkeit proportiahzu

| . Daher wird Icht gréRerer Wllenlange weniger gestreut alnergiereicheres Licht kleinerer
Wellenlange. Als Beispiefiir inelagischeStreuung kénan die StokefRamanStreuungund die Antk
StokesRamanStreuungaufgefiihrt werden. Hierbei handtees sich um Streuprozesdeei denen ein
Elektronangeregtwird und unter Ausendung eines engiedrmeren oder energiereicheRhotons
wieder in einen energetisch glnstigeren Zustand relaxigig. Proesse der Resonanzabsorptiond
spontanen Emissiowerden spater noch eingehend behanddBei der stimulierten Emissiowird
durch Wechselwirkung ihdem elektromagnetischen Felies Photons ein angeregtes Elektron zur
Relaxation stimuliert, wobei ein Photon abgegeben wird. Die Energieidiglenden Phains wird
dabei nicht verandertlst die Energie des einfallenden Photons grof3er als die lonisierungsenergie
kann ein Elektron emittiert werden. &m aufReren photoelektrischen Effekfeschieht dies im
Gagyensatz zur Compte8treuung ohne Emission eines Phote. Desweiteren kénnen auch
photochemische Reaktionen nach Anregung eines Teilchens erfoiyerein Energietransfer auf ein
anderes Teilchen stattfinden [11]. Die photophysiklischen  Prozesse, die zu
Lumineszenzerscheinungen, genauer Fluoreszenz, PhosphoreszenauamdChemilumineszenz
fuhren, werden im folgenden Jablonskérmschena dargestellt.
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Abbildungl: Das Jabloski Termschema zeigt méglichdptophysikalische Prozessgach AnregungAbsorption)vom
Singulettgrundzustand in den ersh angeregten Singulettzustand. Bei diesen Prozessen handedtabsim einzelnen um
Fluoreszenz, Phosphoreszenz, thermischguilibrierung, das htersystem Crossing und die Internab@version.Bei den
zusatzlich zu den elektronischen Niveaus S und T, eingezeichneten Niveaus handelt es sich um Schwingungszustéand

Nach Resonanzabsorption in einen Schwingungszustand des ersten angeregten Singulettzustands
findet im Regelfall thermischelquilibrierung (te), d.h. strahlungslose Desaktivierungy den
Schwingungsgrundzustand desZsistands statt oder e isoenergtische Interkombination (engl:
intersystem crossing, isc) mit anschlieBender te in den Schwingungsgrundzustand des
Triplettzustands i Von den Schwingungsgrundzustanden disk&eonisch angeregten Zustéande
kann dann unter Photonenaussendung in ein8chwhgungszustanddes %Niveaus relaxiert
werden Im Anschluss erfolgte in einen energetisch glnstigen Zustand. Die Relaxatidin
Photonenemissionzwischen den Singulettzustanden bezeichnet man als Fluoreszenz, zwischen
Triplett und Singulettzustandls PhosphoreszenzDa bei der Phosphoreszenz eine Spinumkehr
stattfinden mussum den Ubergang von einem Triplett in einen Singulettzustand zu ermdglichen
und dieser Ubergang quantenmechanisch verboten ist, d.h. mit nur sehr geringer Wahrscheinlichkeit
stattfindet, ist die Lebensdauer des Triplettzustandes bedeutend langer algidkes angeregten
Singulettzusinds Dadurch ist auch die Phosphoreszeinz Gegensatzur Fluoreszenzin relativ
langlebiger Prozes®useinem angeregten Singulettzustand kann awithich innere Umwandlung
(engl:inernal conversionic)in einen hohen Schwgungszustand des niedrigerem@ilettniveaus
gewechseltund durch te strahlungslosEnergie abgebauiverden [12]. In Tabelle 1 sind die
kinetischen Zusammenhénge dieser Prozesse zusammengefasst.
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Prozess Reaktion Reaktionsgeschwindigkeit Zeitintervall [s]
Absorption S +hn %ug ki *[S] 10"
Fluoreszenz S %% §+ hi ki *[S] 10°-107

Phosphoreszen T, %% S+ ht k,*[T.] 10*-10°7
Thermiseh S ¥%Y% S ,+ Energ
ermische . S 14 412
Aquiibrierung | )% Syt Enerdi vielfalig 10710
und weitere
Sl/zk%‘% T kiSC(S)*[SJ]
Intersystem bzw. bzw. 10%-10°3
crossing o N
T 2% § Ksoery* [ T1

Internal * 13 1 10

conversion S Y% 3 k*[Sl] 10710

Tabellel: Hier werden die kinetischen Zusammenhange der mdglichen photophy&kbhen Prozesse des Jablonski
Termschemas auébbildungl zusammengefasstk ist die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante, h das Plancksche
Wirkungsquantum unch die FrequenzDie Datensind enthommen aug12; 13]

2.1.2 Lumineszenz

Unter Lumineszenz versteht madie spontane Lichtemission aus angeregten Zustdnden. Man
unterscheidet eine Vielzahl von Ilumineszenten Reaktionenhand der zugefihrten
Anregungenergie wie z.B. Big Phota, Cheme, Elekrochemilumineszenz und zahlreiche weitere
Arten. Allgemein ist die Lumineszenzreaktion nicht sehr haufig anzutreffen, da andere Reaktion
z.B. thermische Aquilibrierung meist eine hohere Reaktionsgeschwindigkeit aufweisen und daher
schneller zur Relaxation ieinen energetisch stabileren Zustand flihren. Beglinstigt werden

[ dzZYAYy Sal SYyT NBF{1GA2y Sy Rdz2NOK 9AyaOKNNyetraeffitdr RS NJ a
durch eineAnderung des Aggregatszustand&rwendung viskosefFliissigkeiten als Losungsmittel
oder durch Temperaturerniedrigung aber auch beieiner gewissen Starrheit des molekularen
Aufbaug[14]. Indieser Arbeit werdemauptsachlich die Fluoreszeteine Art der Photolumineszenz)

von Dy647, sieheAbbildung2, wie auch die Chemolumineszeman Luminol, siehe Kapit@.1.4
genutzt die imFolgenden betrachtet werden.

Abbildung?2: Struktur des Fluoreszenzmarkes B%7.
5
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2.1.3 Fluoreszenz

Grundlegende Eigenschaften der Fluoreszenz wurden bereits in Kafpitedliskutiert. Eine wichtige
KenngroRe fur fluoreszierende Teilchen ist #leoreszenuantenausbeutd-;. Sie ist definiert
nach

N
F N T0 G R (2.1)

a

Nibzw.a Anzahl emittierter (f) bzw. absorbiertéa) Photonen
kbw.a Lichtintensitéat emittierter (f) bzw. absorbiertdia) Photonen

Eine weitere Definitiomler Quantenausbeute ergibt sich aus kinetischen Betrachtuadgen
F, =— (2.2
t tatséchliche ebensdauer

ts Fluoreszenzlebensdauer

Bei der Fluoreszenzlebensdauer wird die Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenzrigaktion
betrachtet

t, = (2.3)

Fur die tatsachliche Lebensdauer missen alle Prozesse, die zu einer Anderung des strahlenden
Molekiils fiheneinbezogen werden.

_ 1
kf +ksisc -'kic k?q krts

t, (2.4)

Kq Reaktionsgeschwindigkeitskonstamer QuenchingReaktion
Kres Reaktionsgeschwindigkskonstante des resonanten Energietransfers

Je groBer die Quantenausbeute, desto mehr absorbiertieht Lwird auch wieder emittiert,
infolgedessersind hohe Quantenausbeuten winschenswert. Um einen Zusammenhang zwischen
gemessener Fluoreszenzintensitat dunKonzentration bei statischen Fluoreszenzmessungen
herzustellen d.h. bei kontinuierlicher Anregung mit monochromatischen Licmn Gleichung?2.1)

auch gschrieben werden als

L= F Bbzw.l = F{, 1) (2.5)

lo eingestrdilte Lichtintensitat
A transmittierte Lichtintensitat

Unter Enbeziehung des Bougr-LambertBeerschen Gesetzes
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L=(ly 4) 5(1 e ')"*") (2.6)

a(l) Extinktionskoeffizient oder auch Absorptionskoeffizient
o Konzentration
d durchstrahlte Weglénge

ergibt sich aus Gleichur(g.5)
L= F Ig(l e ')C*d) @.7)

Es ist ersichtlich, dass keine lineafdhangigkeit zwischen der Fluoreszenzintensitat uret d
Konzentration gegeben ist, allerdings resultiert eine Erhéhung der Anregungsintensitat auch in einer
gesteigerten Fluorezenzintensitdaher ist es von Vorteil bei der Verwendung der Fluoreszenz bzw.
Huoreszenzmarkern zur Quantifizierung mit hohen Lichtintensitaten zu arbeiten. Es werden meist
Laser zur Anregung verwendeklr stark verdinnte Losungen, bei denen der Exponent der
Exponentialfunktion klein isgilt exakt

e =§0% (2.8)
bzw. gendhert
€01 +x (2.9
und damit
L=FFk af) t d (2.10)

Durch Umformen des naturlichen Logarithmus in den dekadischen ergibt sich das nach dem
Ertdecker benannte Parker Gesetz

| =2,303* F}* (*)eclc (211)
e ( | ) molarer dekadischeExtinktionskoeffizient bzw. dekadisch&bsorptionskoeffizient

Gleichung(2.11) sagt somit fur &rk verdinnte Losungen einen linearen Zusammenhang zwischen
Fluoreszenzintensitit und Konzentration vorauslblicherweise wird deshalb in einem

Extinktionsbereich vore( ) c* d *0,08 gemessenEs gilt allerdings zu bedenken, dass dies nur fir

stérungsfreie Systeme ohne Fluoreszenzquenching gilt. Fir die dynamische Fluoreszenzmessung, wie
auch bei der Anwendung auf Bioassays kann das Gesetz nicht angewendet werden ndathigie
Fluoreszenzlebensdauern und biomolekulare Interaldiorder Molekile beriicksichtigt werden
mussenund somit kein linearer Zusammenhang zwischen Konzentration und Fluoreszenzintensitét
gegeben isfl12; 15; 16].
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2.1.4 Chemilumineszenz

Bei der Chemilumineszenz tritt infolge einer exergonen Reaktieren Temperaturunter der
Temperatur des thermischen Leuchtens ligg.450 °C)elektromagnetische Strahlung auf. Viele fir

in der Analytik verwendete Chemilumineszenzsysteme emittieren im sichtbaren Bereich des
elektromagnetischen Spektruniglit Hilfe der Einsteinschen Gleichung

E=h~* (2.12
E Energie
und
n _TC (2.13)
o Lichtgeschwindigkeit im Vakuum
I Wellenlange

lasst sich eine notige Reaktionsenthalpie von E&8nol ¢ 294 kJ/mol berechnen[17]. Diese wird
dann in eimm einzigenReaktionsschritt freigesetzin den meisten Fallen befindet sich das Molekil
in einem angeregten Singulettzustand. Daher kann die ChemiluminegzBria Bezug auf mdgliche
Konkurreneeaktionen ahnlich der Fluoreszenz betrachtet werden, siehe Kagitellund 2.1.2 Es
sind aber auch Systeme bekannt, bei denen Chemilumineszenz aus Tugéatten stattfindet. Die
Quantenaiskeute ist meist sehr gering urgkgeben durch

Fou= R *oF | (2.14)

Fco Chemilumineszenzquantenausbeute
Fe Ausbeute an Produkt der Reaktion
Fr  Ausbeute an Produkt im angeregten Zustand

Heutzutage wird den meisten Systemen einoEnhance@ zugefiigt, der die
Chemilumineszenzquantenausbeugehdht, z.B. durch Erhéhungder Ausbeute des Produktes im
angeregten Zustandder durch Stabilisierung bzw. Destabilisierung bestimmter Zwischensttiee
weitere Maoglichkeit besteht in dem Zusatz von Fluoreszenzfarbstoffen, die infolge eines
Resonanzenergietrafeys des angeregten €kodukts, das als Donor fungiertiuoreszieren. Fir
diese sensibilisierte CL lasst sich die Quantenausbeute bestimmen nach

Fa=k sF &F (2.15)
F.s EnergietransfeiAusbeute
F ¢ Huoreszenzquantenausbeute des Agorfluorophors

Bei den in der Analytik eingesetzten-8ystemen handelt es sich meist um Oxidationsreaktionen mit
Sauerstoff der auch Wasserstoffperoxid. Beispiele hierfur sind das Luciferin/Lucifeydee das in
dieser Arbeit verwendete Lumin&ysten{18; 19].
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Luminol B-Amino-2,3-dihydrophthabazinl,4-dion) wird in Gegenwartvon Wasserstoffperoxid
Sauerstoff und geeigneten Katalysatoren wie z.B. der Meerrettichperoxidase (HRP3- zu
Aminophthalat umgewandelin der Forensik wird Luminol als Indikatér Blut verwendet, da auch
EinElektronerAkzeptoren, wie i® im Hamoglobin vorliegen, die Reaktion katalysieren. Das
Reaktionsschemtiir den Falc(HRP) < cgh,) ist analog[20; 21] in Abbildung3 dargestellt.

N H Oxidatign +Q
N mittels HOz -0
+ OO0k
"o, 0—o0
N
-~ I
N
NH, O
o}
o OH OH
o} o~ n o~

NH, O NH, ©

4

z

NH, O

]
|

Abbildung3: Mechanismus der Chemiluminesz von Luminol. Ein intermediar entsteheradélydroxy-hydroperoxid
zerfallt in mehrerenReaktionsschritten zum-Aminophthalatanion. Dieses liegt vermutlich im Triplettzustand vor und
wird durch isc in den Singulettzustand Uberfihrt. Aus dem Singulettzustand kann in protischen Lésemitteln blaues Licht,
mit einem Emissionsmaximum béi= 425nm, ausgesendet werden. Abbildung anal@g0].

Als Enhancerfinden Peroxosduren[20], Natriumchlorid [22], Phenolderivate[23] oder auch
Chrom(lll)halogenidgl3] Verwendung Die Fluoreszenzquantenausbeute ohne Enhancer liegt-bei 1
2 %, mit Enhancer kann die Quantenausteeversechsfacht werden.

2.1.5 Totalreflexion und evaeszentes Feld

Unter Totalreflexion versteht man die vollstdndige Reflexion Lichtan der Phasengrenze zweier
Stoffe [24]. Trifft ein Lichtstrahl auf eine Phasengrenkann er reflektiertoder auch gebrochen
(transmittiert) werden. Nach dem Reflekihsgesetz giltdass der Liclstrahl in der Einfallsebene
verbleibt und der Einfallswinkelge betragsmalig gleich dem Ausfallswinkelg, ist. Das
Brechungsgesetz besagt, dass
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n*sing s sih, (2.16)

Ny pzw 2 Brechungsindex Medium 1 bzw. 2
ol Winkel des gebrochenen Lichtstrahls

DieZusammenhéange sind auch grafiscibbildung4 veranschaulicht.

Abbildung4: Grafische Darstellung des Refions und des Brechungsgesetg. Auf der linken Seite ist der Falj 1 np
gezeigt, bedem zum Lot hin gebrochen wird, auf der rechten Seite>my, wo der Lichtstrahl vom Lot weggebrochen
wird [25].

Betrachtet man nun den Fall;r» n, so wird die Reflektivitat R = Xir g = g < 90°. Der
Totalreflexionswinke(kritischer Winkebq) lasst sich aus dem Snelliusschen Brechungsgesetz nach
Gleichung(2.16) mit der Bedingungg; = 1, d.h. der gebrochene Lichtstrahl lauft entlang der
Phasengrenzflache, berechnen. Fir den Winkel ergibt sich somit:

G = arsing? (217)
¢

Wird ge > g; auf das Snellssche Brechungsgesetz angewaneligebensich keine Losurmm. Wird
allerdings ein komplexer Brechungswinkel angesetzt, dann ergibt sich ein imaginarer Anteil senkrecht
zur brechenden OberflacheMit Hilfe der Fresnelschen Gleichungeknnen nun sowohl die
elektrischen, wie auch magnetisch&elderberechnet werdenEine aisfiihrliche Abhandlung ist in
[26] zu finden.Das Ergebnis ist eigedampftes elektromagnetischeSeld im optisch dinneren
Medium, das sogenannte evaneszente FéfdAbbildung5 sind zur folgenden Betrachtung die
notigen elektrischen Feldvektoren dargestellt.

10
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n, n,

Abbildung5: Links sind die elektrischen Feldvektoren fiir senkrechte Polarisation, rechts fiir parallele Polarisation
dargestellt In beiden Fallen gilt p> np.

Allgemein gilt aufgrund der Energieerhaltung fur die elektrischen Fdéidand die magnetischen
Felder H fir die senkrecht polarisierte Komponente:
E.+E. =E. (2.18)
Und fur parallel polarisiertes Licht:
Ey cosp +f cosq £ cas (2.19)

Fur das magnetische Feld im sichtbaren Bereich des Spektrums gilt fur die Permesbfitannd
somit vereinfacht sich die Berechnung des @rengsindexes zu

n=e*n (2.20)
Fur den Zusammenhang von mag. und el. Feldbesgch damit
H=\el# ntE (222)
Mit den Gleichungei(2.18) und (2.19) ergibt sich fir das mag. Feld:

n*E,n B o=k (222

und
n*E. cosg ® B cos qnsE tot (2.23)

Aus den gerade erstellten Bedingungen lassen sich mitnHilfe der Fresnelgleichungen die
ReflektivitdtRund die Transmissiohableiten.

11
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R =P lEA n*cosg B ct‘)st2 (2.24)
" E. n*cosg # cbs, '
2 2
R =|r|2 _l.Ell |:n2 tos eq r].+ Cogt (225)
F |Eell | n*cosg # Cos,
2 * * 2
1 =[Ee| Jrcosa e @ tos g, 2nvcos & (2.26)
Ex n* cosg n tos, (h np cds, g <€o
2 * - 2
- —|Eu| _n*cosg 6P n tos § , 2.n*cod g 227
! = n* cosg ' n tos, (h n cds, @M <€og’
r Fresnelkoeffizienten &l Reflexion
t Fresnelkoeffizienten der Transmission

Dassich furwinkelge > g angewandt auf das Snellsche Brechungsgesetz keine Losungen ergeben
wurde bereits erwahnt. Wird der kritische Winkel Gberschrittgit:

cogq, Sif ,q ! (2.28)
cog g, =(-siﬁ . qj (2.29)
cosg, = | (siﬁ . q]) (2.30)

Der @snusbesitzt somit einen rein imaginén Anteil. Aus(2.16) und (2.17) folgt

sing, ﬂ (2.31)
SINQit
mit (2.30) folgt
sirf q
co e 1- |sos 2.32
mt SinZrilt ' t| ( )

und damit enthalten die Gleichueg (2.24) bis (2.27) auch einen imaginaren Anteil durdosg, . Bei
der Totalreflexion gilt R % fiir R, wie auchR, , wohingegenT, wie auchT, verschwinden. Schaut
man sich die Transmissionskoeffiziemtan

{=fr o 20 *0S.d 2.33)

E. n*cosg # | cos|

=t =21 70054 (234)
E, n*cosg # | cos|

sind diesedurch den imaginaren Antailngleich Nulund somit befindet sich das elektromagnetische

Feld auch im optischishneren Medium27].
12
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Nach[26] lasg sich de Feldstarke des evaneszenten Feldgderechnen nach

E, =B *exp( - exp ik x i) (2:35)
E: Feldstarke an der Grenzschicht
expt ly) Dampfungsterm
exp(ikg % V) Periodische Welle

Die Einfallsebene bzw. Grenzschicht ist die Epbéieedurch x und y aufgespannt wird. Die zweite e
Funktionbeschreibt die periodische Propagation einer Wellsme Dampfungn xRichtung entlang
der Grenzschicht. Die erste-Fainktion beschreibt dieexponentielle Danpfung des Feldes in-z
Richtungins optisch dinnere MediumEs wird also eine quergedampfte Welentlang der
Grenzschicht beschriebenit einer Komponente in-Richtung, die nach dem Eindringen, wenn keine
Wechselwirkungen im optisch dunneren Medium stattfinden, wieder vollstgndign. ohne
Energieerlust ins optisch dichtere Mediumibertragen wird Die vollstandige Reflexion, die
Totalreflexion, bleibt bei dieser Betrachtungsweise erhaltarder ausfiihrlichen &chreibunghach
[26] ist die Eindringtiefe in das optisch dunnere Mediupathangig von der Wellenlange des
verwendeten Lichts, dem Einfallswinkel und den Breckintizes der zwei Medien.

d =
2prsit g A

Abbildung6 verdeutlicht den Zusammenhang.

(2.36)

EA

E,/e

Ny

Abbildung6: Es isdie Abhangigkeit der elektrischen Feldstarke von der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes
dargestellt. Bei dist die el.Feldstarkeim Vergleich zur el. Feldstarkdirekt an der Grenzflache auf 1/abgesunken.

Tabelle2 gibt einen Ulerblick Uber die Eindringtiefen, die immer kleiner sind als die Wellenlange des
verwendeten Lichts, das somit 6rtlich sehr begrenzt an der Oberflache lokalisiert ist.

13
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Wellenlange| Brechungindex | Brechungindex | Kritischer | Einfallswinkel| Eindringtiefe
[nm] n; n, Winkel [°] [°] [nm]
633 1,458 (Glas) 1 (Luft) 43,3 45 402
633 1,458 (Glas) 1 (Luft) 43,3 85 96
633 1,458 (Glas) | 1,33 (Wasser) 65,8 85 173

Tabelle2: Abhangigkeit der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes vom Medium und Einfallswinkel bei einer Wellenlange
vonl =633 nm. Die Daten sind entnommen aj&f].

Nach den bisherigeAusfihrungemmussAbbildung4 fir den Fall der Totalreflexion neu betrachtet
werden, sieheAbbildung7.

long

Abbildung7: Links ist dé longitudinale Verschiebungs,, die GoosHanchen Verschiebung in einer Seitenansicht auf die
zx-Ebene, engezeichnet. Gestrichelt ist dédassische Strahlenverlauf, durchgezogen der reale Strahlenverlauf
eingezeichnet. Rechts ist der Strahlenverlanfeiner 3DAnsicht im optisch dichteren Medium aufgezeigt. Zuséatzlich ist

hier auch die laterale Verschiebung,S&ufgefiihrt, analog zJ26].

Die nach F. Goos und HHanchen benannteGoosHancherVerschiebung ist eine Folge des
evaneszenten Feldes durch Interferenz des einidib® und reflektierten Lichts und drickt sich in
einer longitudinalen Verschiebung des reflektierten Lichtstrahls[@8529] und wurde 1947 das
erste Mal stérungsfrei beobachtetn Abbildung7 links ist diesmit Hilfe der geometrischen Optik
dargestellt. Einige Jahre spater wurde auch eine laterale Verschiebung aufgrund eines
Tragheitseffekts des Protonenspins, hachgewid2éh

2.1.6 TIRF Fluoreszenzanregung mitiverer Totalreflexion

Die totale innere Reflexionsfluoreszenz (TIRF) ist eine Methoeleder einLichtstahl innerhalb
eines Mediums dich Totalreflexion gefuihrtund das an den Reflexionspunkten entstehende
evaneszente Feld verwendet wjrdm oberflachennahe Fluorophore anzuregi80]. Abbildung8
verdeutlicht das Prinzip.

14
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Abbildung8: Prinzip von TIRF. An jedem Reflexionspunkt entsteht ein evaneszentes Feld, das genutzt wardenm
Fluorophore anzuregerHier ist nur auf der Oberseiteines Transducerdasevaneszente Feld eingezeichnet.

Wird dem evaneszenten Feld keine Energie entnomyfindet im Mittel kein Energietibertrag durch

das evaneszente Feld stawird aber z.Bdurch Anregung von Fluorophoren Energie enthommen
wird der Lichtstrahl abgeschwéacht und nachfolgende Reflexionspunkte haben ein energiedrmeres
evaneszentes Feld. Man sgiri@uch von abgeschwacht@&otalreflexion.

2.2Chemische undibchemische Grundlagen

2.2.1 Wechselwirkungskrafte

Die Atome eines Molekiils werden mittels chemischer Bindungen zusammengehalten. Im Falle der
Biomolekile handelt es sich dabei meist um kovalente Bindungen. Allerdings gibt es auch andere
intra- und intermolekulare WechselwirkungefWWWs). Die nicht-kovalentenWWs innerhalb eines
Molekiils sind mal¥plich fir die dreidimensional&truktur des Molekuls/erantwortlich z.B.in
Makromolekilen wieProteinen die intermolekularenWWs fiir den Zusammenhalt der Molekdle,

wie z.B. in kondensierteRPhasenoder in der bekannten InducedFit-Theorie Die unspezifischen,
nichtkovalentenWWslassen sich in verschiedene Gruppen einteilen:

1 Elektrostatisch&Vechselwirkungen
9 Induktionswechselwirkungen
9 Dispersionswchselwirkungen

und als spezifisch&/W soll hier noch die Wasserstoffbriickenbindung erwéhnt werdigi].

Die elektrostatischenVWs beruhen auf Coulombund KeesoraKraften. Bei den Coulombkraften
wechselwirken lonen mit lonen oder lonen mit Permanentdipolen. Das zugrundeliegende Potential
der CoulomEKraftezwisclen lonenerrechnet sich aus

_ 079
V= —2—2— (2.37)
O 4% pt e
Ox Ladung
& elektrische Feldkonstde (Permittivitat im Vakuum)
r Molekulabstand

15
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Die zugrundeliegende Kraft

dv G* G
= = 2.38
(r) dr 4* p 76 e2 ( )

weist einer?-Abhéangigkeit aufBetrachtet man die Wechselwirkungen zwischen lonen und Dipolen
so muss bericksichtigt werden, dass die Wechselwirkungskrafte orientierungsabhéangig sind. Durch
die thermische Bewegung werden die raumlichen Orientigen gemittelt und es errechnet sich

2 %
VIS SO (2.39)

00 FKT (4 pyfer

k Boltzmannkonstante
m Dipolmoment

und die Abstandsabhangigkeier zugehérigen Krafist somit proportionalzu r® [32]. Insgesamt
kam man hier als@her vonWechselwirkungskraftemit kurzer Reichweitsprechen.

Die KeesomKrafte wirken zwischen permanenten Dipolemd weisenim raumlichen Mitteleine
Energie von

-2 . mem (2.40)
O KT (4 pyfer

auf. Somit haben siebenfallseine kiirzere Reichweite als Coulombkréafte.

Den InduktionsNVWsliegen die Deby&réaftezwischen induzierte®ipolen undonen

2
V= 8*‘3—"14 2.41)
Po €

a Polarisierbarkeit

oder induzierten Dipolen und Permanentdipolen zugrunde:

% 2
V= _a m (2.42)
5 p %

Sietreten meist bei leicht polarisierbaren Molekiilen oder ausgedehpi&itektronensystemen auf.

Die dspersiven WWs haben ihre Ursache in der LondorKraft zwischenMolekilen ohne
permanentes DipolmomenDas Potential errechnet sich zu

ar, 6 ra’
V=V g g 2 P (2.43)

und ist somit stark abstandsabhéngig. Der Term’spiegelt die attraktiven, der Term® die
repulsiven WWs wieder. Auch dieseWW ist sehr stark lstandsabhangig. Gleichunff.43)
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bezeichnet man ach als LennardonesPotential, die Londonsche Dispersionswechselwirkung auch
als eigentliche Vader-WaalsKraft, wobei hierzu auch diseesom und DebyeVW gehéren[33].

Bei allen bisher besprochenafWsmuss beachtet werden, dass die Potentialgleicamgur fur
das wechselwirkungsfreie Vakuum gultig sind. Betrachtet man déaksin wassrigen Medien, so
muss immer auch die relative Permittivitat, friiher auch als Dielektrizitatskonstante bezeichnet,
bertcksichtigt werdenDie relative Permittivitat st temperatur- und frequenzabhéngig, fur das
Vakuum liegt sie beg 2, fur Wasser ergibt sice, 80. Ersetzt man die elektrische Feldkonstante

durch die Permittivitat

e =, e (2.44)

r

so ergibt sich in Wasser eirezhtzigfachschwacheraVW als im Vakuum. Daher sind all dids&Vs
im Vergleictzu kovalenten Bindung relativ geririga Biomolekile haufig in Pufferlésungen vorliegen
muss hier zusétzlich der Salzgehalt, gegeben durch die lonenstarke

=2 &g 7 (2.49)

z Ladung
bertcksichtigt werden.

Allerdings kann die Kraft bei Makromolekiilen, aufgrund der grofRen Wechselwirkungsflache,
Dimensionen im Bereich kovalentéAVsannehmen.

Wasserstoffbriickenbindungen koénnen als Sonderfall einer elektrostatisohMd angesehen
werden da der Hauptteil deWW darauf beruht Sie tritt zwischen stark elektronegativen Atomen
auf, die Wasserstoff binden kdénnen, wie z.B. Stickst®éuerstof und Halogenenim ansonsten
wechselwirkungsfreien Raum zahlt die Wasserstoffbriickenbindung nach den kovalenten Bindungen
als die starkste WV. Betrachtet man allerdings die Wasserstoffbriickenbindung in wéssrigen Medien,
so muss der Prozess als Ligandeteusch angesehen werden, da Wasser hier mit seinen
Wasserstoffatomen immer  beteiligt ist. Somit sind auch hierelativ  geringe
Wechselwirkungenergien zu erwartenDie zuerwartenden Energiemunterscheiden sich stark in
verschiedenen Literaturstellef84; 35], allerdings gelten die kovalenten Bindungen als die starksten
WWs gefolgt von den ionischen(elektrostatischen) WWs, Wasserstoffbriickenbindungen,
InduktionsWWs und Dispersiodd/Ws. Zu erwahnen sind noch die hydrophoben
Wechselwirkungen, diauf Verdrangung von Wasser und dem damit verbundenem Entropiegewinn
basieren.

2.2.2 Polyelé&trolyte
Polyelektrolyte(PELsind wasserldsliche Polymere, die je nach\jkrt, kationisch oder anionisch

geladen vorliegen. Es gibt einige natirlich vorkommeR&éwie z.B. AlginatePektineoder auchdie
DNA Polykationische Verbindungen besitzen als funktionelle Grupgpemino oder Hydroxyreste,
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Polyanionische Verbindungen hingegerisenin der StrukturCarbonsdureoder Sulfonsdurereste
auf. Die in dieser Anbit verwendeten Polyionen sind Abbildung9 abgebildet.

Abbildung9: Strukturen verschiedener Polyelektrolyte. Als polykationische Verbindungen werden uateteremgeldste
Salze vorPolyallylamin (PAH) unéolyethylenimin (PEI) verwendet. Polyanionische Verbindungen sindgeRiste Salze
der Polyacrylséure (PAA) under Polystyrensubnséuren (PSS).

Eine Unterteilung in starke und schwacR&Lanalog derEinteilung von Sauren und Basen, deren
Dissoziationsgrad maf3geblich von Konzentration und/\fgt bestimmt wird, ist moglich. Demnach
ist PSS ein stark®EL die anderen drei verwendeten Polyionen schwaPlie

Polyelektrolyte werden dazu verwendet Multishichtsysteme aufzubauen und koénnen als
Oberflachenbeschichtung in der Sensorik verwendet werden. Eine Vielzahl von Anwendungen, auch
aus anderen Bereichefinden sich if36; 37]. Polyelektrolytmultischichten (PEMsiJden sich durch
selbstorganisierenden Schichtaufbau (engl. ldyglayer selfassemblyauf geladenen Oberflachen,

wie Glas, verschiedenéMetalloberflachen und vorbehandelteKunststoffen. Da es sig hierbei um

einen selbstorganisierenden Aufbau handelt ist es ausreiclsaslzu beschichtende Substrat in eine
wassrige Losung eines entgegengesetzt geladenen Elektrolyten zu tauchen oder die Oberflache zu
benetzen. AnschlieRend kann der Ubersshdes PEL abgespiilt und auf gleiche Weise mit einem
weiteren entgegengesetzt der vorherigen Schicht geladenen PEL beschichtet werden. Dieses
Verfahren kann bis zu einigen hundert Mal wiederholt werden. Abbildung 10 ist der
Multischichtaufbau grafisch veranschaulicht.

Abbildung10: Aufbau enes Polyelektrolytmultischichdystems. Es werden dabei abwechseladtgegengesetzgeladene
PEL auf die Oberflache gegeben und zwischendurch der&thnd an nicht gbundenen PEmit einer wassrigen Losung
abgespililt.
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Beim Aufbau der Schichtsysteme gibt es einige Faktorenmdiggeblich an dem Prozess beteiligt
sind. Dies sindhit absteigender Einflussstarkag]:

Salzkonzentration

Permittivitdt des Losungsmittels

chemische Zusammensetzung der geldsten Salze im Losungsmittel
Zeit

Konzentration der PEL

Molekulargewicht der PEL

Ladung der PEL und Ladungsvertalinnerhalb der PEL

=4 =4 =4 4 -4 4 4

Es gibt nun mehrere Modellenit denen der Schichtaufbau beschrieben werden kann. Ein sehr
einfaches Modell istdas a 2 RSt  -Bn8aNd A&0Kokption das von einer irreversiblen
Adsorption der PEL aufgrund der starken elektrostdten WWs ausgeht. Die PEL adsorbieren mit
derselben Konformation wie sie in der Losung vorliegen an die Oberflache. Di¢ebElaghe ist

damit exakt so grol3 wie der Querschnitt des PEL in Losung. Fir dieses Modell spricht die Tatsache,
dass es sh bei Multischichtsystemen um isht-Gleichgewichtsstrukturen handelt, da sie sich
niemals spontan bilden undudem eine Konformationsanderung in einem PEL eine Vielzahl von
Bindungergleichzeitigoeeinflussen wirde, was sehnwahrscheinlich ist.

Die Flexibilith eines PEL beeinflusst die Schichtdicke der entstehenden MultiscEichtvichtiger
Parameter hierfir ist die Bjerruivdngd,

e2

—— =k T (2.46)

4* p * Ibe *

die als der Abstand definiert idbei dem die elektrostatischen Absto3ungskréfte innerhalb des PEL
gleich seiner theanischenEnergie sind. Betrachtet man nun die Langeihes PEL ist diesm
Vergleich zu der Langg kines ungeladenen Makromolekils aufgrund denermolekularen
AbstoRungskrafte, die die freie Beweglichkeit einschranken undSthierheiterhéhen, verlangert

Die Lange errechnet sich aus

otk
0
32* pc |

(2.47)

I,

t Verhaltnis der geladenen Monomerbausteides PEku ungeladeneionomeren
c Salzkonzentration

Daraus lasst sich schlieRen, dass die Starrheit des PEL zuninemdodtrhhung dektadungszahl

des PEL und baferkleinerung deSalzkonzentration. Zusamiyie Y A (  -ah&aNd Ad@§dmation

lasst sich nun schlussfolgern, dass bei groerer Ladungszahl des PEL oder bei niedriger
{FET12yT SYGdNFGA2y SKSNI e 3w@dh Fdndl GEniitd Side grofRe[ & I F
Oberflachenbelegung erzielt werden kann, abert miner geringen Packungsdichte, siehe auch
Abbildungll. Somit ergeben sicinsgesamdiinnere PEM§37]. Bei schwache PEL hat der pM/ert

einen ahnlichen Einfluss wie die Salzkonzentration und die Schichtdicke der PEM kann dadurch
beeinflusst werderj39].
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harte Oberflache weiche Oberflache

W
Salzkonzentration

@ hohe
Salzkonzentration

Abbildung11: Einfluss der Salzkonzentration auf die Konformation der PEL und damit die Oberflachenbelegung bei der
Multischichtbildung, analog[37]. Der Unterschied zwischen harten und weichen Oberflachen wird spater in diesem
Kapitel behandelt.

Bei diesen Betrachtungen werden Volumeneffekte auRer Acht gelassen und somit kbnnen einige
Effekte nicht ausreichend beschrieben werden. Der relativ geringe bis nicht vorhandene Einfluss der
molaren Masse des PEL kann durch das elektrostatische Trbfufdall (engl. electrostatic blob)
beschrieben werden, indem der PEL mathematisch in klemfeeEen unterteilt wird[40; 41].

Bei der Adsorption eines PEL muss zwischen harten und weichen Oberilétbesthieden werden.
Bei der Adsorption auf eine harte Oberflache, wie sie ein TransducerGdas oder Kunststoff
darstelt, hangt die adsorbierte Menge maf3geblich von der Oberflachenladung ab. Ein nur schwach
geladener, flexibler PEL kann sich auf dieg@berflaiche eng packen und auch weit in den Raum
hinausragen. Durch diese Schleifen im Raum resultiert eine leichte Uberkompensation der
Oberflachenladung. Diese kann noch durch eine hohe lonenstarke vergréRert werden, da die
abstofRenden Kréfte innerhaldes PEL abgeschirmt werden. Die attraktiven WW der Oberflache
werden zwar ebenfalls abgeschirmt, aber duxtmder-WaalsWW mit kurzer Reichweite, wie sie in
den Gerlsten der PEL, vor allemit groen aromatischen Strukturen, zu finden sind,
Uberkompensért [42]. Bei der Adsorption auf weichen Oberflachen, z.B. PEL auf PEL beim
Schichtaufbau, kann der PEL in die vorherige Schicht eindrifgedas PAH/PS&ultischichtsystem
wurden diese Effekte beobachtet. Ein Drittel der Ladungen des PEEmkendtigt um die Ladung
der unteren Schicht zu kompensieren. Dggeschiehtdurch lonenpaarbildung und kann durch das
Eindringen des PEL in die untere Schicht erklart werden. Somit bleiben zwei Drittel der Ladungen
Ubrig und werden durch Gegenionen koemsiert oder bleiben vdllig unkongxiert. Wird eine
weitere Schicht aufgebrachtwerden nun von den zwei Drittel der Ladungelie Halfte fur
lonenpaarbildung verwendet. Schlussendlich bleiben ein Drittel der Ladungen in einem
Multischichtsystenfrei oderwerden durch Gegenionen kompensi@¢4B; 44; 45]. Fiurdie Kinetik der
Schichtbildung wird ein schneller Transport der PEL an die Oberflache angenommen, der durch die
Diffusion bestimmt wird. Die Wanderung auf der Oberflache und das Eindringen in die tiefere Schicht
ist ein viel langsamerer Prozess. Er wird abarclkd das Aufbringen der nachsten Schicht und der
lonenpaarbildung beendet und als irreversibel angesgd@&h Die Dicke einer PEM wird auch durch
die Menge an Wsser bestimmt, da die Ladungen hydratisiert vorliegen. Somit haben auch trockene
PEM einen relativ hohen Wasseranteil. Bei PSS/&&kthten wurdenm trockenen Zustand-8
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Wassermolekie pro lonenpaanachgewiesen37]. Auch der Salzgehalt Uber einer PEM beeinflusst

die Schichtdicke, da die lonen in die PEM eindringen kénnen und dort mit den anderen lonen und PEL
wechselwirken. Zusammenfassendsdt sich beiErhéhung des Wassergehaltes wie auch des
Salzgehaltes ein n&chwellen der PEM beobachteZuletzt hat auch die Temperatueinen
mafgeblichen Einfluss auf di®rmierungvon PENM, da hierdurch die Bewegtlikeit verandert wird

und auch hermodynamische GrolR3en wie die Entropie, éi@men groRen Antein der Triebkraft bei

der lonenpaarbildung durch Freisetzung der Gegeniomersmach, veréandert werden Alle
vorgestelltenTheorien und zum Teil vereinfachten Modelle sind bisher nicht ausreichenddas
Verhalten der PEL und der PEB¥dungzur erklaren, helfen aber bai Verstéandnis der wichtigsten
Eigenschaften

2.2.3 Prinzipeines Festphasetmmunoassag

Bei einem Festphasdmmunoassay wird ein Antikorper (AK) als biomolekulare Erkennungas
verwendet und entweder der AK oder das Antigen (A4Bif einer festen Phaseéimmobilisiert. Es gibt
eine Vielzahl von Assd@ormaten fur die unterschiedlichsie Anwendungen.m Bereich der
optischen Biosensorik, wie sie in dieser Arbeit verwendet wird, simgptsachlich vier Assay
Formate etabliert:

Direkter Assay
Verdrangungsassay
Bindungsinhibitionsassay
Sandwichasay

=A =4 =4 =4

Beim direkten Assay wird entweder der AK oder das AG auf einer Transduceroberflache
immobilisiert, je nachdem ob der AK oder das AG der naghisende Analyt ist. AnschlieRend wird

die Probe auf die Oberflache gegeben und der enthaltene Analyt bindet an die spezifische
Oberflache. Handelt es sich bei dem Analysesystem um ein markierungsfreies Verfahren wird bei der
Anbindungbereits das Messsigl geeriert. Handelt es sich um eine markierte Methode muss nun,
nachdem die Oberflache vom nichtgebundenen Analyten gereinigt wurde, in einem weiteren Schritt
ein markiertes Analytderivat oder markierter Bindungspartner hinzugegeben werden, der die frei
Bindungstellen der Oberflachabsattigt bzw. den Analyten markiertle nach markierter Methode
folgen noch einige Zwischenschritte, zrBussbei der Fluoreszenzmarkierung eine Anregung des
Fluoreszenzlabels erfolgeAus der Hohe dedadurch erzeugtemMesssigna kann dann auf die in

der Probe enthaltene Konzentration zuriickgeschlossen werliém.hohes Signal entsprichtner

hohen Analytkonzentration sofern der Analyt markiert wurde. Sollten die noch freien
Bindungsstellen markiert worden sein, entgricht ein hohes Messsignal einer geringen
Analytkonentration.

Beim Verdrédngungsassay wird analog zum direkten Assay ein Bindungspartner auf der Oberflache
immobilisiert. Dieser wird dann mit einem spezifisch bindenden Molekll abgesattigt. Nach Aufgabe
der Probe mit Analykonkurriertder Analyt mit dem spezifischen Molekul um die Bindungsstelle und
kann verdrangt werden. Dieses Assayprinzip wird nahezu ausschlieBlich bei den markierten
Methoden amewendet da hier eine eindeutige Untecheidung zwischemezifischemMolekil und

Analyt stattfinden muss, um ein von der Konzentration des Analyten abhangiges Messsignal zu
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erzeugen.Ein hohes Signal entspricht hier einer niedrigen Analytkonzentrafi& Variante kann
auch eine zuvor nicht abgesattigte Obecfié@ verwendet werden und das spezifisch bindende
Molekil zur Probe gegeben werdess findet dann eine direkte Konkurrenzreaktion statt.

Beim Bindungnhibitionsassay wird ein  Oberflachenderivat des Analyten auf der
Transduceroberflache immobilisiert. Di€robe wird mit dem Antikdrper vorinkubiert und
anschlieRend auf die Oberflache gegeben. Bei markierten Methoden folgt dann der Schritt der
Signalerzeugungsignal und Analytkonzentration verhalten sich abaér antiproportional, d.h. ein
hohes Messsignaéntspricht einer niedrigen AnalytkonzentratioBas Prinzip ist ilbbildung12
nochmals dargestellt.
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Abbildung12: Prinzip des Bindungshemmtestals Homolekulare Erkennungsstruktur wird in dieseBeispiel ein
Antikdrper verwendet

Beim Sandwiclesay wird der Antikorper auf der Oberflache immobilisiert. Es gibt nun zwei
verschiedene Vorgehensweisen. Bei der ersten wirerstdie Probe aufgegeben, dann gespult und
in einem weiteren Schritt wird eiSekundarantikdrper auf den Transducer gegeldar ein weiteres
Epitop des AG oder den immobilisierten AK bindkdr noch kein AG gebunden hd&eim zweiten
Verfahren wird der Saindarantikdrpe mit der Probe vorinkubiert und danach auf den Transducer
gegeben. Der Vorteil des ersten Verfahrens bestedit den markierten Methodemlarin, dass auch
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bei einer hohen A&onzentration und einem Verhéltnis AK<<AG das Messignal nicht wieder kleiner
wird und somit jedem Signalur eineKonzentrationen zugeordnet waden kann Das Absinken des
Messsignals resultiedaher, dass aufgrund des Uberschusses an AG freies AG ohne sekundaren AK
an die Oberflache bindet und die Bindysstelle blockiert. Fur den A®kundarAKKomplex sind

daher keine Bindugsstellen mehr freund es kann kein Signal generierengen, da die Markierung

sich amSekund&AK befindetEin hohes Signal entspricht bei beiden Vorgehensweisen einer hohen
AnalytkonzentrationBeide Verfahren werden iAbbildungl3 erklart.
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Abbildung13: Prinzip des Sandwiclsgayamit Antikdrpern. Auf der linken Seite werden das Antigen und der
Detektionsantikorper separat Uber didransduceroberflachgegeben, auf der rechte Seite werden das Antigen und der
Detektionsantikdrper zuerst vorinkubiert und das Reaktionsgemisch zusammen auf die Transduceroberflache gegeben.

Die verschiedenen Assayformate werden auch héufig als kompetitiv oder -kuiotgetitiv
klassifiziert. Die urspringlich Definition von kompetfitw | dzZF SAy Sy 2 SG006S6SND
bedeutet in diesem Falllass verschiedene Analyteam einenBindungspartnekonkurrieren. Haufig
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wird in der Literatur der Bindungshemmtest unter den kompetitiven Testformaten aufgezahlt. Dies
trifft zu, wenn die Inkubdon nicht vollstandig verlauft bzw. sich noch nicht im Gleichgewicht
befindet und nach der Inkubation eine Konkenzreaktion stattfinden kannAllerdings lassen sich
einige Falle finderbei denen davon ausgegangen wird, dass diese Reaktion sich befiGdet bzw.
weitestgehend abgeschlossen ist, z.B. wenn aus den Messwerten kinetische Daten berechnet
werden. Daher kann der Bindungshemmtest hier als Akamhpetitives Format angesehemerden,
genauso wie der direkte Assay und der Sandwichassay. Deravguigsassay ist dagegen als
kompetitives Testformat zu betrachten

Wichtigist bei allen Assayformaterass genug Zeit zur Verfligung gestellt wird, damit AK und AG
miteinander wechselwirken kdnnerAlle genannten Assayformate konnen natdrlich auch mit
anderen Erkennungsstrukturen wieN, Proteinan, Aptameren und Scaffolds durchgefiihrt werden
und sind nicht auf AK beschrankiie Assayformate und weitere Anwendungen finden sich auch in
[3; 47, 48]. Einige Vor, Nachteile und Beschrankungen sind abelle3 zusammengefasst.

Direkter Verdrangungs Bindungsinhibitions Sandwich
Assay assay assay assay
markierungsfreie - . e .
Methoden
markierte . ok e "
Methoden
kleine Molekiile bl *k *xk *
hohe Selektivitat *x *k *k ok
Vorinkubation * * *kk * Dz
Automatisierbarkeit *xx *x *k *k
Regenerierbarkeit *x *k *xk *

Tabelle3: Vergleich verschiedener AssayformatBie Klassifizierung reicht von ***= sehr gut geeignet bjay.tber **=
geeignet, bis zu *=schlecht geeignet bzmein

2.3 Evaluierung

2.3.1 KenngroRen

Zur Evaluierung von Daten gibt es verschiedene Kenngrdf3en, deren gemein ist, mit einer bestimmten
Fehlertoleranz Werte, z.B. minimale oder maximale Grenzen einer Messmethode oder eines
Messgerats, zu ermitteln. Ziel hierbei ist es Werte zu erhaltes, zdim Vergleich mit anderen
Messmethoden oder Geratschah herangezogen werden kénneand die Mdglichkeiten und
Grenzen der eigenen Methode aufzuzeigem den vergangenen Jahrzentehaben viele
Organisationen versucht mit unterschiedlichen Methoden, abeft mit den gleichen
Begrifflichkeiten, Standards zu etablieren. In der heutigen Zeit haben sich zwei Systeme durchgesetzt.
Die zwei heutegebrauchlichenSysteme sind dialer International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) und dier International Organization for Standardisation (ISO). Seit 1995 findet
eine Harmonisierung der Begrifflichkeiten statt, die inzwischen auch von anderen Organisationen als
Basis verwendet werdej®; 49]. Die gundlegenden Definitionemach ISO werdeaus derNorm DIN
ISO 11843 bis 5 [50; 51; 52; 53; 54] zitiert.
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Fehle 1. Art

Bei einem Fehler 1. Art wird eine Nullhypothes
zuriickgewiesen, obwohl sie wabhr ist. Man
spricht auch @n falschpositiven Ergebnissen

Fehler 2. Art

Bei einem Fehler 2. Art wird eine Nullhypothe
beibehalten, obwohl sie falsch ist. Man spricl
hier von falschnegativen Ergebnissen

Istzustand
(actual state)
Beschaffenheieines Systemsum
Betrachtungszeitpunkt

Grundzustand

(basic state)

Zustand eines Systems zur Anwendung als

Ausgangspunkt fir die Ermittlung von
Istzustanden

ZustandsgroRRe
(state variable)
Grol3e zur Beschreibung des Zustands eines Systems

ZustandsgroRendifferenz
(net state variable)
Differenz zwischen dem Weder Zustandsgrof3e und ihrem Werh Grundzustand

MessgroiRe
(response variable)
Variable, welche die ermittelten Ergrisse eines experimentellen Vorgehens zeigt

Kalibrierfunktion
(calibration function)
Funkionelle Beziehung zwischen dem Erwartungswert der Messgréfie und dem Wert der
ZustandsgroRendifferenz

DieErkennungsgrenze y
RSTAYASNIL RS
MessgrofRe Y, dessen
«0SNBOKNEBAIGC
'y iSNBEOKNEBA
festgelegte Wahrscheinlichkei
SAySa CSKft SNJI
Schluss fiihrt, dass das
betrachtete System nicht in
aSAySY DNHzyRI

RSaaSy

Erkennungsgrenze Erfassungsgrenze Erfassungsvermdgen
(critical value of the responseg (critical value of the net state| (minimum detectable value)
variable) variable) Das Erfassungsvermages, X

Die Erfassungsgrenzggx
RSTAYASNI
ZustandsgroRendiffenz,
«0SNaO
'y SNBEROKNEBAI
festgelegte Wahrscheinlichkei
eines Fel$ NA
Schluss fiihrt, @ss das
betrachtete System oht in
seinem Grunddza G I Yy R

RSTAYASNMiIler RS
ZustandsgroRendifferertzeim
Istzustand, der mit einer
Wabhrscheinlichkeit (i 0 1
Schluss fuhrt, dass sich das
Systemnicht im Grundzustand
befA y RS ( &

RS

Mod !

Tabelle4: Definitionen wichtiger Begriffe fur die qualitative und quantitative Analytik nach 1ISO 11-848is 5

Auf die Erkennungsgrenze wird im Folgenden nicht weiter eingegaBgevohl die Erfassungsgrenze
wie auch @s Erfassungsvermogeremenmit der Verteilung der ZustandsgroRendifferenz definiert

und sind somit fir lineare wie auch nicHineare Kalibrierfunktionen giiltig,

sofern die

Kalibrierfunktion stetig, differenzierbar und monoton steigend odallend ist. Abbildung 14
veranschaulicht den Zusammenhang der Grof3en.

25



Theoretische Grundlagen

<; 2

Abbildung14: Schematische Darstellung von Erkennungsgrenze, Erfassungsgrenze und Erfassungsvenadigen
DIN/ISO

Mathematisch lassen sich die Erfassungsgrenze und dasmogen auf der Achse, bei
Kalibrierfunktionen klassischerweise die Konzentrationsdomane, &iecfolgtdarstellen:

Erfassungsgrenze Xeo= KeaS, (2.48)
Erfassungsvermogen Xey=Xeg Key $ (2.49

ke Y2STFFATASYy O 1
o Standardabweichung bei=0
ke Y2STFATASYy O 1
T ev Standardabweichung beg,

dzNJ C8&it S3dzy3 P2y »n

dzNJ CSatif S3dzya G2y |

Fur lineare Kalibrierfunktionen finden sich ausfiihrliche Beschreibund@&d]iond [55].

Die bisher definierten GroRen dienen hauptsachlidér Entscheidung, ob bzw. mit welcher
Sicherheit ein Stoff detektiert worden ist. In DIN 326/®] werden die GréRen Nachwejs
Efassung und Bestimmungsgrenzdefiniert, die Begriffe aus deNorm DIN ISO 1184B bis 5
wiederaufgreifen und um einigeightige Kenngré3en erweitermie Erfassungsgrenze nach DIN ISO
118431 wird in DIN 32645 auch als Nachweisgrenze (Limit of detection) bezeichnet, wéhrend das
Erfassungsvermogen (Identification limit) nach DIN ISO 11848 DIN 32645 auch als
Erfassungsgnze bezeichnet wird. Dies sind die haufiger gebrauchlichen Begrifie.
Nachweisgrenze ist die Entscheidungsgrenze fiir didbbAm. Abwesenheit eines gesuchten Analyten,
statistisch betrachtet abhangig von einem Fehleft. Nach der empfohlenen Bestmung tber die
Leerwetmethode(Leerwert siehe weiter unter@rgibtdie Schnellbetrachtung
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3
X = TSB (2.50)

S8 Standardabweichung des Leerwerts
b Steigung der Kalibriergeraden

Die Erfassungsgrenze ist die untere Grenze fir die Quantifizierung eines Analyten; die kleinste
Konzentration, die mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit nachegam werden kann, statistisch
betrachtet abhangig von einem FehlerAlt.

xEG=6—S'3 (2.51)
b
Die Bestimmungsgrenze (Limit of Quantification) ist ldenste Konzentration eines Analyten, die
guantitativ mit einem vorgegebenen relativen Fehler bestimmt werden k&ie entspricht der
unteren Grenze fir die Quantifizierungbhangig voreinem Fehler 1Art.
xBezlo—SB (2.52)
b
Zusammengefasst lasst sich folgende Bezighzwischen den eben definierten GréfRen herstellen:
Liegt die gefundene Konzentration eines Analyten unterhalb der Nachweisgrenze ist der Analyt nicht
nachweisbar und liegt quantitativ unterhalb Erfassungsgrenze. Liegt die gefundene Menge zwischen
Nachweis und Erfassungsgrenze ist der Stoff zwar nachgewiesen aber nicht quantifizierbar. Ein
Gehalt zwischen Erfassungsnd Bestimmungsgrenze ist quantifizierbar, aber erst oberhalb der
Bestimmungsgrenze quantifizierbar mit Angatbes Konfidenzinervalk. Dieses Schema lasst sich
auch auf andere Systemedie mit &hnlichen Begriffen arbeiten (IUPAC) Ubertrag&ie
mathematischen Betrachtungen in DIN 326&#5d strenggenommenur giiltig fir homoskedastisgh
d.h. mit konstanter Varianz lGiber den gesamten Messlotr@giormalverteilte undmit einemlinearen
funktionellen Zusammenhang zwischen Messgréf3e und Gebskilte Messwerte Da, wie ir2.3.2
diskutiert, in dieser Arbeit vorrangig nicht lineare Zusammenhéange betrachtet werded, keine
genauere mathematische Betrachtung vorgenommen.

Die folgende Betrachtung der wichtigen KenngréRen fiir die qualitative und quantitative
Beschreibung eines Analyteter IUPAC sindem Gold BooK57], dem giiltigen Standardwerk der
chemischen Nomenklatursowie auch dem etwas alteren Orange Bd6HK], das allerdings noch

keine Neuauflage erfahren hat und nur zu kleinegilen in das Gold Book Gbernommen wurde,
entnommen.Zu Evaluierurggweckerwurden auch hier Kenngré3en definieftim ein chemisches

Signal vom Rauschen unterscheiden zu kongehk NR RSNJ a ONR G A Ol f @I f dzSa

v oA LA = 4

.
z

verwendet.5 S NJ o a Dgtdctatde f D) | dzOK | f & o Fodzéichaefigbtgh € A YA U

Wert des minimalen detektierbaren (wahren) Wertdszew. Konzentrationdes chemischen
Messprozesses a@ Ay S SAGSNBE DNI GS Aad RSNI grsudhyak Y dzy
aljdiF A OF GA2Y f A YA iede zweSRaGhelkliy néndTeil@aN Nlstitgspotentia
eines chemischen Megmzessedm Hinblick auf Signalerkennungederspiegelnfinden auch die

~ A LA = a4

.SANRTFTFS a[AYAG 2F RSGSOGA2y0R) Anywehdbingwiedgié Rereds] A Y A (i

(nach 1SO) im Verlauf des Kapitels besprochen wurderer der Annahmeeines Fehles 1. Art
gleicher GroRevie der Fehler 2. Art kandas LOMach IUPAC definiert werden als:
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Lo=2t 5 pbzw.Lp=2 5 9

t,. , t-Wertfir das Signifikanzniveaumit den Freiheitsgradem

Sp Standardabweichung béj
o Standardabweichung bei=0

(2.53)

Bei homoskedastisch verteilten Daten (Normalverteilung mit bekannter, Gber den Messbereich
konstanter Varianz) ist die zweite Definition anwendddan muss beachten, dass im Regelfall nur
die Standardabweichung der Stichprobe bestimmt werden kann und somit dideBtibweichung s

der Stichprobenoch um den Faktor(s/s) abweicht. Die IUPAC Empfehlung a

= b.Im 5

weiteren Verlauf wird, wenn nichandersangegebenimmer dieses Signifikanzniveau verwendet.
Sehr haufig werden Mehrfachmessungen durchgefiinm die Messunsicherheit zu verringern. Die
folgende Tabelle soll einen Uberblick tber demflEss der Anzahl der Messgen, der
Stichpobenanzahl,auf das LODgeben. Es muss dabei beachtet werden, dass die Anzahl der
Freiheitsgrade: hier der Anzahl delMessungeminus der Anzahl der aus der Stichprobe geschéatzten

Parameter der Grundgesamtheit entspricht

Anzahl der - Lo Lo
Messungen Freiheitsgrade OFNNI M| FNNJI b
1 0 - -

2 1 12,62 63,64
3 2 5,84 14,92 ,
4 3 4,7n o 9,08 ¢
5 4 4,26 ¢ 7,51 ¢
7 6 3,88 ¢ 6,28 o
K K 3,29 ¢ 4,66

Tabelle5: Ubersicht iiberdas LOach IUPAC Definition, abhéngig von demnzahl der Messungerdls vereinfachende
Annahme wurde Uber den Messbereich eine konstaVarianz uncein Fehlerl. Art gleicher Gré3e wie die deSehleis

2. Art angenommen Alle notwendigenstatistischenDaten wurden enthommen augs9].

Man sieht deutlich, dass filer = b bereitsiab PdMessungen ein Wert fidasLODerreicht wird,
der nur noch um 186 von dem Wert der unendlichen Messungsiweicht, wohingegen bei einer
Dreifachfachmessung, wie siegdngige Praxis istdie Abweichung 78% betragt. Wird ein
Signifkanzniveau von 1% angenommensind gerade bei geringer ‘derholungsanzahl der
Messungen die-Werte recht grof3 und somit das LOD sehr grhof3lteren Versionen des Orange
Books und auchn derheute noch géangige Praxis wildsLODalsly = 3 definiert, wobei es sich bei
s;um die Standardabweichung dégerwertshandelt.! £ alanki @ngl. fur Leerwertpezeichnet

man eing Messdurchlauf ohne Zugabe der zu testenden Subs@rgy I y y

aNBI ISy

a LIN2 O S R dzNHink weiteffe IMydliahkeit ist die Testmatrix ohne Analyt zu verwendeen
4238yl yyiaSy EnfarfkibRv. eioe llegffrabekann durch folgende drei Faktoren
beschrieben werdenDeninstrumentellen Hintergrundn Abwesenheit des Analyten, deasislinie

die sich aus der Summation des instrumentellen Hintergrunds mit interferierenden Spezies ergibt

und den chemischenLeerwert der durch Kontaminationen der Reagenzien oder wahrend der
Probenvorbereitungentsteht. Wie bereits 1995 ii60] gezeigt wurdewird bei der Definition, = 3%
2 dRiéhNSignal gleichder Entscheidung das Signal

die GroRRedie darliber entscheidet obSignad
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vom Hintergrund zu unterscheidegesetzt Das gilt nur fir armalverteilte Messwerte mitielen
Wiederholungsmessungen ata. 30 [59] und der Fehlerl. Art ist hierbei auf 0,15% festgelegt,
wohingegen der Fehler 2. Art 38 betragt. Diesviderspricht eigentlich demeueren Definitionen
der IUPAC. Es wird allgemein davon abgeraten feste Koeffizienten figtatidardabweichung zu
verwenden.Sollten die bereits gemachten Annahmenltga, gilt bei kleinem Wert der Leerprobe
und unendlich vietn Wiederholungsmessungeier WertlLy = 3,2%g bzw.Lp = 3,2%: [58].

Das Limit of QuantifikatiofLOQ ist ein Parameter deshemischen Messprozessegrdlie Fahigkeit
den Analyten zu quantifizieren angibt uadgegeben wird als:

L=k (2.54)

Ko Multiplikator
So Standardabweichung bét,

Der Multiplikator k, ist das Reziprok der vorgegeleenrelativen Standardabweichur{®SD. De

IUPAC empfiehlt eine relative Standardabweichung vorde 0,10, somitist ko = 10. Ist die
Standardabweichung bekannt und Uber dbtessbereich konstant, dann karsy, auch durchs,
ersetzt werdenund somitwird auch hier die geschatzte Standardadichung aus der Stichprobe der
Leerproberverwendet undesergibtsich

Lo = 10 gbzw. L, = 10, (2.55)

Fur heteroskedastisch verteilte Daten, bei denen @&euung bzw Varianz der Residuen
unterschiedlich ist, muss die Heteroskedaszitabei der Berechnung von LOD und LOQ mit in die
Bestimmung einbezogen werddB]. Bei Immunoassays wird haufig eine Zunahter Varianz bei
grolRer werdenderMesswerten beobachtefi61]. Dieser Effekt wird bei der Berechnuaii ignoriert,
sollte aber beachtet werden. Unter der Annahme einer linearen Zunahme der relativen
Standardabweitung (RSDgrgibt sichfir dasLOD

Sp = & Kisylo (2.56)
K(RSD) Zunahme deRSD

Engesetzt in(2.53)

2t 4 §s
1- 2t 3 Iﬁ(RSL})

lo=2t o [ $ Kusylob2W. L= | (257

Fur das LOQ ergibt sich mit
Sqg =8 k(gs,[)LQ (2.58)

Eingesetzt in2.54) folgt:
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L=1q s %RSDLQ)bZW-Lf( el 259

1- 1%5[))

Tabelle6 soll einenEindruck vermitteln wie sichOD bzw. LORei steigender RSD &ndern.

Messanzahl RSD[%] LOD LOQ

0 5,84" 10,00

Dreifachmessung 1 6’20: 11’11:
5 8,25 20,00

8 10,96’ 50,00

0 3,88° 10,00

: 1 4,04° 11,11
Siebenfachmessun 5 481 20.00°
8 5,63° 50,00

Tabelle6: Anderung des LOD und LOQ bei steigender relativer Saadgiabweichung in Abhangigkeit der Messanzahl.

Bei steigeder RSD ist auch ein Anstieg dg8D zu erkenneannd sollte somit in jeder Bestimmung
Beriicksichtigung finden. Das LOQ &ndert sich bei Anderung der Messanzahl nicht, da diese hier nicht
Uber den tWert bestimmt wird. Allerdings tritt auch hier bei heteroskedastisch verteilten Daten eine
Anderung ein. Rein mathematisch éstnur bis9,99 %RSDmoglich eir LOQzu berechnen, daonst

durch Null geteilt werden musste. Aber bereits vor Erreichen de¥%1RSD werden sehr hohe LODs
erreicht und somit kann diese Methode dann nicht méterangezogen werden. Dies kann als
Einschrankung der Methode angesehen werden.

Wie bereitserwahnt, sind die Anséatzenach IUPAC und IS€reng genommen nuffir lineare
Funktbnszusammenhangeaefiniert worden, werdentblicherweiseaber auch fiir nicht lineare
Funktionszusammenhédnge verwend¢62] beschreibt eine Mdglichkeit a& LOD, definiert nach
Gleichung (2.50), nach IUPAC auch mit dem Faktor 3,29, auf nichtlineare Kalibrierfunktionen
anzupassenHierbei wird die konstante Steigung einer angenommenen Kalibriergeraden durch die
sich andernde Steigung einer nicht linearen Funktion ersetzt.

— *, q;_Y
b=33"s & (2.60)

S Standardabweichung von Y

j_;‘ Steigung der Funktion mit daandbedingun% <0

Durch eine Grenzwertbetrachtung kann Gleich{&g0) umgeschrieben werdenu

« S SsX
| dv |, 1 ‘ dy]|
ldinX] X | dinX

Gesucht ist der Falllassly = X, somit vereinfacht sich Gleichui{g61) zu
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ﬂ =3,3 *sbzw.
din

v |__s 2.62)
dlog 0,1z

Dies ist eine allgemein gultige Formulierung fur die Bestimmung des LODs aus nicht linearen
Funktionen nach62]. Wird zum Beispiel eine Kalibrierfunktion fir Immunoassays verwendet wie
Gleichung2.70), bzw. die normalisierte Form

, (2.63)

o'<|-<

g

o

O

1
ax
+ Pre
&% ¢

die als Randbedingungen nae Y ¢lund Y, ° Ohat, kann Gleichun{?.62) geschrieben werden sl

in

d%)zs

dlog 0,1<

(2.64)

Durch Einsetn der Standardabweichung bei niedrigen Konzditren kann die Steigung der
Kalibrierfunktion beidem LOD bestimmt werden. Durcimathematische Differenzierungler
halblogarithmische Auftragung dieser Kalibrierfunktion kann die Steiguley Kalibrierfunktion
direkt ermittelt werden und der zugehdérigeonzentrationswert bestimmt werdemesweiteren gibt

es auch Verfahrerbei denen ein festgelegter Wert der Maximalsteigung nicht tberschritten werden
darf[63], z.B.

LOD entspricht Konzentration bei 0#%;1 (2.65)

max

oder

LOD entspricht Konzentration bei 0

%;jmax (2.66)

Ein weiterer Ansatzum KenmroRen fir die Evaluierung deshamischen Messprozesses zu
bestimmen wird in [64] beschrieben Ausgegangen wird von einer \diegarameterLogistikFunktion
(A4PL).ESU ANR RAS aYAYyAYdzY RS(iSOGIFoftS O2yOSyidN) GdA2Yya
(RDL) als konkurrierende Grof3en zu den zum Teil bereits erwahnten Evaluierungskenndaten
beschrieben. Die MDC ist beschrieben als die niedrigste Konzentrdi®mnn einen erwarteten
Ansprechverhalten resultiert, da sich signifikant von dem erwarteten Ansprechverhalten bei
Konzentration gleich Null unterscheidet. Dies kann so interpretiert werden, dass ein von einer
unbekannten Probe erhaltenen Messwaerit einer Sicherhigé von 100*(1-a) %nicht Null ist, wenn

der Wert groRer oder gleich MDC ist. Das RDL beschreibt die niedrigste Konzentration, die eine
bestimmte Wahrscheinlichkeit hat ein Ansprechverhalten, das signifikant groRer ist als das
Ansprechverhalten bei nultu generierenlUm also in einer Probe mit einer Wahrscheinlichkeit von
100*(1-a) % ein Anspechverhalten zu generieren, dagoRer ist als das Nullsignal, muss die
Konzentration groer oder gleidroRwie das RDL sein. Die mathematischen Details hierzu kénnen

in [64] nachgelesen werden. Beide Werte lassen gjdfischdurch die Interpolation des linearen
Anfangsbereick der Grenzedes Konfidenzintervallsbestimmen wie Abbildung 15 zeigt Der
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Schnittpunkt mit der Kalibrierfunktion entsprichh der Konzentrationsdoméane devDC, der
Sdinittpunkt mit der zweiten Grenze des Konfidenzintervalls dem RDL. Ob jeweils die obere oder
untere Grenze des Konfidenzintervalls verwendet werden mussngt vom Verlauf der
Kalibrierfunktion ab, der je nach Assayformat unterschiedlich Tiseoretisch st es mit diesem
Verfahren mdoglictuntere und obere Grenzen, d.h. fur den niedrigen Konzentrationsbereich untere
Grenzen, fir den hohen Konzentrationsbereich obere Greraagaustellen.

Signal

MDC RDL

Konzentration

Abbildung15: Bestimmungsmdéglichkeivon RDL und MDC auf grafischem Weg. Es wsichtlich dass im Regelfall
RDL>MDC.

2.3.2 Kalibrierfunktionen

Eine Kalibrierfunktion stellt wie in Kapit®3.16 SNB A (i a RS Trktorald BEzieh8ngy S o F
zwischen dem Erwartungert der MessgréRe und dem Wert der ZustandsgroRendiffakenZKoS5NKS
Kalibrierfunktion ist eine gedankliche (Mod@orstellung. Sie kann durch einen Versuch nicht
ermittelt werden. Sie wit durch Kalibrierung geschat@O]l®a 9 A Y S ARSFES YIf A0NR
exakt dem wahren Verlauf der Messwétbnzentrationsbeziehung entsprechdbies ist allerdings
nur gegebenbei infinitesimalemAbstand zwischen den gemessenen Konzentrationnd einer
unendlicken Anzah an Wiederholungsmessungen. Praktischerweise kann nur eine begrenzte Anzahl
an Konzentrationen mit einer gewissen Repetitionsrate gemessen werden. Daher sollte der Verlauf
der Kalibrierfunktion so nah wie mdglieim den wahren Verlaudpproximiert werdenkdnnen|[65].
Der einfachste Fall einer Kalibrierfunktion ist esitineare Abhangigkeit des Messweron der
eingesetzterKonzentration aus der sich eine Kalibriergeradegibt. Ausfiihrliche Abhandlungen zu
linearen Kalibrierfunktionen finden sich[®1], [66] und [9]. Assays die auf Proteinwechsekungen
beruhen wie z.B. Immunoassaysweisen in grof3en Konzentrationsbreichen keinen linearen
Zusammenhang zwischen Messt und Konzentrationauf. Eine Moglichkeit ist esnicht-lineare
Bereicheaul3envor zu lassen und nur die linearen Bereiche zudwmtten. Dies fuhrt allerdings meist
zu einer Einschréankung des giltigen Konzentrationsbereichs der Metlitgleexistieren daher
zahlreicheVorschlage welche Art von Kalibrierfunktionen verwendet werden konn@&i einer
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logarithmisch@ Auftragung der Korentration gegen den Messwert wirdygischerweise ein
sigmoidaler Zusammenhang zwischen Messwert und Konzentration beob#§6HeDie logistische
Funktion, ein Spezialfalkeiner sigmoidalen Funktidh ¢ A NR K N dzighddald Fusktiorm RA S &
bezeichnet. E existieren allerdings zahlreiche Parametrisierungen, dieh sin ihrer
Anpassungsfahigkeit an sigmoidale Verlaufe unterschiedlichster Art eig8h Je mehr
Freiheitsgrade @ier sigmoidalen Funktion zugrunde liegen, desto genauer kann eine Anpassung an
einen Datensatz, der nicht ideal sigmoidal verlauft, erfolfgd 70]. Tabelle5 fasst einige dieser
Parametrisierungefzusammengestellt ay$9; 71; 72}, zusammen.

Parametrisierung Freiheitsgrade mathematische Darstellung
B
: . X
Hill-Funktion 3 Y=A* 2.6
G 267
Richards oder v= A
Generaligerte 4 N Y (2.68)
Logistikfunktion g1+exp(B -C 3( g
_ A
Logistik (3PL) 3 = €1+8XF(B C ,)( (2.69)
v=p+ A0
. - 2 o B~
Logistik (4PL) 4 %+ax 8 2.70)
& 9
¢ ¢
V=D (A- D)
Logistik 4 =D+ oy (2.71)
(1+ex(B>C 8 1oh )
Logistik 4 v=m 2R %1 ré («g le§ ¥ (272
G ~ e
(A- D)
Y=D+ E,
Logistik (5PL) 5 a  &x % © (2.73)
0
2 of
V=D + A-D _
Logistik (5PL 5 e 2 X 0 L 2.74
gistik (SPL) a+ 8t -1%& (2.74)
e ¢ A

Tabelle7: Parametrisierungen verschiedener Fundhen mit sigmoidalen Signalverlauf. Fur die mathematische
Darstellung gibt es unterschiedliche Méglichkeiten. Fir die haufig verwendete 4PL sind drei verschiedene Darstellungen
aufgezeigt, wobei Gleichun@.70) am haufigstenverwendet wird. Je nach Assayformat undamit auch Steigung der
Funktion misserevtl. einigeVorzeichen vertauscht werden

Bei der Auswahl des Mollg sollte darauf geachtet werden, eifarametrisierung zu verwenden,

die den wahren Verlauf ausreichend gut wiedergibt. Als Kriterien hiek@nnen eine
Residuenanalyse durchgefuhrt werden bzw. die Genauigkeit oder auch die Wiederfindungsrate in
den durch das Modell interpolierten Bereichéestimmt werden. Zudem sollte auf Ausreil3er und
Uberanpassung bzw. Unteranpassung gepriift werden. Uberanpassung kann bei Modellen mit vielen
Parametern auftreten und die Anpassungsgtte der Kalibrierfunktion verringern, indem z.B. in den
interpolierten Beeichen nicht der wahre Funktionsvauf abgebildet wird, allerdings alle
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Kalibrierpunkte nti geringer Abweichung durchlaufen werdeBei der Unteranpassung werden
bestimmte EinflussgréfRen auf die Kalibrierfunktion unzureichend oder gar nicht abgdBiiey)].

Es gilt also weder zu wenige noch zu viele Parameter zu verwe8agnoidale Funktionen gibt es
bereits mit nur einem variablen Parameter. Allerdings sind4de wd 5PLwohl die am h&ufigsten
verwendeten Formen bei dieser Art derKalibrierung Bei der 4PL gibt es unterschiedliche
Parametrisierungen, die Gleichu(®70) wird wohl am haufigsten verwendetla die Rrameter der
Kalibrierfunktionohne weitele Umformung zusatzliche Informationen liefern wie 2MBnimum und
Maximum des Signa(® und A inrAbbildungl6), die Konzentration auf halbétéheim Wendepunkt
(Testmittelpunkt) die bei LigandRezeptor Assays auch alspl@der EGp je nach Aussagekraft,
bezeichnet wird(C inAbbildung16) und die Steigungam Wendepunkt(D in Abbildung16). De
schnelle Zuganighkeit dieser Daten hat aus déiPL wohl dagopularste Modell gemacht, das
sowohl in der Chemie, Biologie, Mediails auchPharmakologie weit verbreitet ist. Die Einflusse der
Parameter autlie Kalibrierfunktion sind iAbbildungl6 dargestellt.

Va
A

e
S

L

Abbildung16: Einfluss der vier Parameter auf die 4PL nach Gleich{@igQ). Der Parametr A beeinflusst die obere
Asymptote, der Parameter D die untere Asymptote. Der Parameter C gibt die KonzentrationdbieéhSignalhéhe und
Parameter Bdie Steigung bei halber Signalhéhe §#8b6]. Parameter E beeinflusst maRgeblich dimmetrie wenn die

4PLnach Gleichund2.73) zur 5PL erweitert wird.
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Eine Eigenschaft der HUPist die Punktsymetrie im Wendepunkt. Es wird also von einem
symmetrischen Verlauf bei niedrigen wie auch hohen Konzentrationen ausgegangen. Da dies nicht
immer der Fall is{65; 72] kann die Kalibrietinktion nicht dem waken Verlauf der Konzentration
Messwertbeziehung folgen und liefert somit auch ungenaue Ergebnisse. Aigchexakte
Bestimmung der Parameter, vor allem des Wendepurdés in Pharmazie und Toxikologie als Gréf3e
verwendet wird um Doss-Wirkungsbeziehungen auszudriicken,dvarschwert. Das Modell der 4PL
wurde deshalb um einen Parameter, der deggymmetrieRechnung tragt, erweitert. Sonkanndie

5PL der wahren Kalibrierfunktion in vielen Fallen weiter angenahert werden. Allerdinggmauch
gezeigt, dass die 5PL wegen ihrer hohen Anpassungsfahigkeit bei bestimmten, z.B. stark vemrauschte
Datensatzen nicht geeignet ist bzw. die 4PL und sogar die 3PL geeignet@@5indin veiterer
Nachteil ergibt sich bei der Bestimmung der D&liskungdeziehung. Konnte bei der 4PL der Wert

des Wendepunkts direkt tbernommen werden, muss beim 5PL dieser namistGleichung2.75)
berechnet werden.

EQ, = C%QJ/E -1y8 (2.75)

Die Bestimmung der zugehérigen Varianz gestaltet sich aufwendig und[¥&d] iheschrieben Auf
der logarithmischen Konzentrationsskala ergibt sich fur déittelpunkt bei halber maximaler
Signhalh6heMID:

MID=In( Q) % %ﬁ 1 (2.76)

Dieser Wert entspricht jetzt nicht mehr dem Wendepunkt Wwes der 4PLDer WendepunktP wird
nach Gleichun¢R.77) definiert:
IP=MID + (2.77)

wobei

e 'al)

D = l|n§? &gt 1 2.78)
B ¢
Der AsymmetriefaktorD kann als Mafl3 fur @i Asymmetrie, die Abweichung von ddPL

herangezogen werden. Je groRRer er wird, desto asymmetrischer ist der Funktionsverlauf.

Eine repararatrisierte 5PL (r5PL) nadbleichung(2.74) aus[72] stellt die Unabhangigkeit der funf
Parameter wieder her. Damit kann wiecibder 4PL direkt aus den ParametemB. aus dem
Parameter C, die DosWirkungsbeziehung abgelesen werden.

All diesen Modellen liegt die Annahme eines homoskedastisch verteilten Datensatzes zugrunde. Wie
bereits in KapiteR.3.1und [75] erlautert, ist dies nicht immer der FalDaher kann eine Gewichtung

der Daten zu einer Verbesserung deéalibrierfunktion flihren Zwischender Varianz und dem
Mittelwert des Messwertes besteht oft ein einfacher funktionaler ZusammenH&iy In einer
doppellogarithmischen Auftragung der Varianz gegen den Mittelwert des Messwertes kann die
Steigury einer Kalibriergeraden als MalR3 fur ei@ewichtung herangezogen werden. Diessgmicht

der Potenzles Mittelwerisvom Messwert in der Proportionalitatsbeziehung
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sy "9 (2.79)

Varianz
Proportionalitdtskonstante
Mittelwert des Messwerts
Potenz

0 3< o

Nach [67] ergibt sich der in Tabelle 8 dargestellte Zusammenhang fir eine Gewichtung der
Kalibrierfunktion nach demaérfahren der kleinsten Fehlerquadrafté3].

Zusammenhang Paenz | Gewichtung

sy 2 2 %f
sy ! 1 }r/ﬁ

sy O 0,5 %

s Konstant 0 1

Tabelle8: Hier sind die Gewichtungsfaktoren fur eine Anpassung der logisgscFunktion, abhangig von der
Heteroskedastizitat aufgezeigt

Diese Gewichtung kann auch wieder zu einer Verbesserung der Kalibrierfunktion, einer Verbesserung
der Genauigkeit und derrBzisionfiihren.

Eine weitere Mdglichkeit der Anpassung einer Kalibrierfunktion an den ermittelten Datensatz ist die
vorherige Linarisierung der Daten. Die wohl verbreiteteskdethode der Linearisiging ist die
Datenanpassung mitike des logiténgl. Af NNJ dzy' 3 ¥ N NVexfdhers AEing dushihrieier G & 0
Beschreibung der Grundlagen findet sicij46]. Vereinfacht lasst sich der logiach Normalisierung

der Messwerte berechnen durch

logit(P) = Ir%ip (2.80)
B

P normalisierte Messwerte

Durch Auftragung in einem ldggit-Diagramm erhalt man, in gewissen Grenzen, einen linearisierten
Zusammenhang zwischen Konzentration und Messwert.

Weitere verwendete Funktionen sind Polynoméden Ordnung, Splines, die aus Polynometen
Ordnung zusammengesetzt sind oder auch Parametrisierungen des Massenwirkungsgesetztes flr
verschiedene Assayformatl8].
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2.3.3 Empfehlungen fuMethodenvalidierung

Unter Validierung versteht man nagfi7] o i8e durch Uberpriifung erlangtBestatigung, dass alle

+2N) dzaaSidT dzy3Sy FNNJ SAyS 0 S bissdhairbatet didReslegumgrs Sy R dzy =
analytischen und chemischen Anforderungen, die Bestimmung der Methodenparameter, die
Uberprufung, dass die Methode die Anforderungen erfiillt, sowie die Angabe der Gultigkeit. Ziel des
ganzen Prozesses ist es Kenndaten, GrenzemdigticheStoreinflise auf dieMethode zu erfassen.

Die Validierung dient der Sicherung der Qualitat der Analyseaigsd,ist auch Voraussetzung fur

die Akkreditierungnach [77] und dient der juristischen Absicherundbseits der rechtlichen
Grundlagen (DIN/ISBormen) gibt eseinige Verbande und auch Behérdeém anderen Landerndie

sichmit dem Thema Methodenvalidierurauf dem Gebiet der Bioassageschaftigen. Diese haben
Anleitungenund Vorschlage zur Methodenvalidierung ausgearbeitet,Hitfestellung zu gele oft

anhand der bereits bestehenden Normddierzu gehort in Europa die Eurachémder Partner aus

Industrie, Forschung, Amter und Behorden aus ganz Europa vertreten sind oder in ddadu$s.

Department of Health and Human Services, die FDA eindje ForschungseinrichtungerDie

a9dzNF OKSYW20dza F2NJ Fylfedaodl fige DekGnenea deNsiEh mity 9 dzNP
Methodenvalidierung beschéftigenzusammengestellta ¢ KS CA Gy Saa F2NJ t dzN1LJ2
Methods¢ A laboratory Guide to Method VRIRF G A 2y | Y R [Sydhdd Did3ARR S 2024 O@dzl £ A
Analytical Chemistrg ! v | AR &2 1[66.0W¢BrRdh fedigntef/argehensweisezur
Methodenvalidierung vorgestellt. Allerdings wird hier immer von einer linearen Kalibrierung
ausgegangen, dahewerden im folgenden Abschnitti& wichtigsten Parameter einer Validierung
zusammengefasst, allerdingohne die vorgeschlagene Vorgehensweise im Falle einer linearen
Kalibrierung, da diese Form der Kalibrierung in dieser Arbeit kaum Beriicksichtigung findet.

1 Selektivitdtund Spezifitat
Eine Methode ist selektiv, wenn sie einen Analyten neben verschiedembeneinander
existierenden Stoffen ohne gegenseitige Stérung erfassen kann. Eine Methode ist spezifisch,
6SYYy RSNI!ylfteld a2KyS +SNFNf aOKdzyd RdzNOK | YRS
erfasst werden kann. Zur Prifung sollte der Analyt mdglichse @torsubstanzen, spater mit
steigender Konzentration mdglicher Storsubstanzen, bestimmt werdenden Einfluss auf
die Methode festzustellefi78].

1 Arbeitsbereich
Der Arbeitsbereich definiert den durch R&mdiingungen festgelegten und experimentell
Uberpriften Gultigkeitsbereich einer Methofis] .

9 Kalibrierung undRiickverfolgbarkeit
Eine Kalibrierung stellt einen funktionalen Zusammenhang zwischen dem Mas$ssigrden
Konzentrationen der eingesetzten Standards her. Die eindeutige Zuordraes
Messergebnises zur entsprechenden Probe oder Standard muss dabei gewahrleistet sein
[66].

1 Richtigkeit undViederfindungsrate
Abweichung des Messwerts vom wahren Wert aufgreimes systematischen Fehl¢7$).

9 Linearitat
Direkte Proporibnalitat zwischen Signal und Analytkonzentratj@fy.

1 LODund LOQ
Siehe2.3.1

i Robustheit
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Unempfindlichkeit einer Methde gegenilber Anderungen der analytischen
Rahmenbedingungej9]

9 Prazision
Zufallige Streuung der Analysewelltéd]. Es kann zwischen der Wiederh@lepeatability)
und Vergleichsprazision (reproducibility) unterschieden werda Wiederholprézision wird
exakt unter denselbenBedingungen durchgefihrtauf dem gleichen Geravom selben
Mitarbeiter, bei der Vergleichsprazision wird dieselbe Methode angewandt, aber z.B. auf
einem anderen Gerat oder von einem anderen Mitarbej@r

Da hier ausschlieBlictauf lineare Bereich&on Kalibrierfunktionen eingegangenird, werden hier

die Vorgehensweisened Dokuments, Guidance for IndustryBioanalytical Methodvalidationdes

U.S. Department of Health and Human Servigesgestellt und zusammengefassilQ]. Diese
Anleitung wurde fir eine Vielzahl von Anwendungen geschrieben u.a. auch fir
Methodenentwicklung bioanalytischer Methoden im humanklinischen Bereichund der
Methodenvalidierung in arklinischen StudienEs wird expliz erwéhnt, dasses sich dabeium
guantitative Bestimmungmethodenin biologischen Matrices wie z.B. Blut, Urin, Plasma oder Serum
und weiteren liologischen Proben handeln sdbesweiteren wird vorgeschlagediese Anleitung
generell flr bioanalytische Methodeginzusetza und je nach analytischer Methode entsprechend
anzupassen. Hier wird also keine starre Vorgehensweise vorgegeben, sondern ein &eden

man sich orientieren kann bzw. solltd&es wird hierbei noch unterschieden zwischen einer
vollstandigen Validierungeiner Teilvalidierung und der Vergleichsprifung, die sich in ihrer
Zielsetzung und Aufwand unterscheiden. Naheres findet sich dd0]irDie folgenden Definiticen

sind, wenn nicht anders angegeben, gl entnommen.Im Kern werden unter der Validierung
einer bioanalytischen Methode alle Vorgehensweisen verstanden, die zeigen, dass eine bestimmte
Methode fiir die quantitative Messung eines Analyten in einer biologisdhatnix fir den gedachten
Einsatzzweck vEisslich und reproduzierbar ist

Die dabei wichtigen Parameter sind:

Selektivitat(selectivity)

GenauigkeifRichtigkeit und Prazisioaccuracyand precisiol
Wiederfindung(recovery rates)

Stabilitat(stability)

=A =4 =4 =

auf die im einzelneneingegangen wird. Im Folgenden winbr allem eine Vorgehensweise
vorgestellt wie diese Pameter untersucht werden kdnnen.

Um die Selektivitatzu bestimmerwird vorgeschlagen sectis F A St R o0t | y1 & diesdrdz YS & a
Leerprobensolte auf Streinflisse Uberpriift werden. &u kénnen verschiedene Stbrsubstanzen
hinzugefiigt werden.

Die Genauigkeiteiner analytischen Methode beschreibt die Differenz des Messwertes zum wahren
Wert. Sie kann al&esamtfehler einer Analyse angesehen werded setzt sich auRrézision und
Richtigkeit zusammeif80]. Die Richtigkeitkann durch Wiederholungsmessungen, die die gleiche
Menge Analyt enthaltenbestimmt werden. Es wird empfohlen drei verschiedene Konzentration
maoglichst im Bereich der zu erwartenden Konzentration einer Realprobe je fiinffach zu bestimmen.
Der Mittelwert der Abweichunggom wahren Wertsollte nicht mehrals 15% betragen Am Lower
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Limit of Quantifikation (LLOQpllte die Abweichung 2@ nichtlibersteigen. Genaueres Uber die
Bestimmung des LLOQ kann&i] nachgelesen werderber LLOQ entspricht hier aber dem bereits
definierten LOQ nach IUPAGn Folgenden wird von der bereits in Kapil3.1 diskutieten
Definition der IUPAC fur dd€OQ ausgegangedu beachten ist dabei, dass all diese Angaben nur
Sinn machen, wenn vorher der Messwert von der Signaldomane in diegeKiationsdoméane
umgerechnet wird. Kleine bdveichungen in der Signaldoméarénnen bereits zu sehr grolien
Anderungen in der Konzentrationsdoméne fiihrddie Bestimmung der Prazision erfolgt durch
wASRSNK2tGS !ylrfeasS 9oy SEdlwii 2enpichiSny Bef verscNiBdens ¢ &
Konzentratioen, moglichs im Bereich der zu erwartenden Konzentration einer Realprobe je
funffach zu bestimmen. Die Abweichung vom Mittelwert sofitech hiernicht gro3er als 186sein

Am LLOQsollte die Abweichung 206 nicht UbersteigenDie Prazision kann fir verschiedene
Szearien bestimmt werden, z.B. innerhalb oder nach einem Messdurchlauf, oder auch die evtl.
auftretende Anderung mit fortschreitender Zeit oder durch AnderungeeiCharge der nétigen
Materialien bzw. Chemikalien.

Die Wiederfindung sollte fur drei Konzenti@ten, je im unteren, miteren und hohen
Konzentrationsbereich fur die jeweilige Testmethode bestimmt werden. Idealerweise wird eine
Wiederfirdung von 100% erhalten. Genauere Angaben bezlglich der tolerierten Abweichung
werden hier nicht gemach&ur diebei Immunoassays typischeaichtlinearenKalibrierfunktionen
sollten nicht weniger alsechs Konzentrationen und eine Nullprobe mindestens zweifach bestimmt
werden, wobeieine Erhéhung der Wiederholungsmessungém Genauigkeit im Regelfall erhdht. Es
sollte fur eine qiantitative Bestimmung einer Probhedie sich auf die Kalibrierfunktion bezieht,
dieselbe Anzahl an Messungdir die Probe vorgenommen werden wie fur die Kalibrierung
AuRerdemsollte immer das einfachste Modetlasdie KonzentrationsSigral-Beziehung mreichend
beschreibt verwendetverden. Fir Immunoassays widie 4PL oder 5PL vorgeschlagen, aber auch
andere Funktionen singhdglich.

Als letzter Punkt wird empfohlen die Probenstabilitit bei Kuund Langzeitlagerungbei
verschiedenen Traperaturen, sowie die Stabilitat bei wiederholtem Einfrieren und Auftauen der
Probe zu untersuchen. Auch die Stabilitat der eingesetzten Chemikalien sollte untersucht werden.

Diese hier in Kurzform dargestellten Empfehlungen kdénnen auch nach der Metlalidesrung im
Routinebetrieb als Akzeptanzkriteri fir Kalibrierungen odefir Funktionsprifungereingesetzt
werden.
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3. Material und Methoden

3.1Verwendete Gerate und Aufbauten

3.1.1 Allgemeine Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller
Eismaschine AF 80 Scotsman
Gefrierschrank20 °C Premium no frost Liebherr
Gefrierschrank20 °C Oko Super Liebherr
Kontaktwinkelmessgeralt CAM 200 KSV
Kuhlschrank Premium Liebherr
pHMeter CG843 Schott
Pipetten Reference Eppendorf
Pipetten Pos D Rainin

Plasmaverascher

100-E Plasma System

TePla TechnicsPlasma Gm

Reinstwaseranlage

Purelab tassic

ELGA Lab¥ter

Ultraschallbad Sonorex Super 10 P Bandelin
Waage Micro Satorius
Waage XS 205 DualRange MettlerToledo

Zentrifuge Labofuge 400R Heraeus
Zentrifuge Biofuge 15 Heraeus

3.1.2 Spotter

Fur die Praparation der Oberflaichemirde das in Kapited.5.1aufgezeigte Verfahren verwendet. Der

letzte Schritt, VI(g+k), kann als vollflachige Beschichtung oder als selektive punktformige
Beschichtung erfolgen. Bei dem fir die selektive Biebtiing verwendeten Kontaktdrucker (engl.

aO2y GO0 LINAYUGSNI 2RSNJ | dzOKen o4 2R RESAB O KI YREX
MiniArrayer von bieRad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland. Verwendet wurde eine 310 pm
RAdZNOKYS&aaSyRS bl RSt 6aaz2f AR LIAYyGOLZ RAS Ay
verwendeten Losung fir die Beschichtung eintauad den Tropfen dann auf die spezifizierte Stelle
auf dem Tranducer durch Vollkontal@00 ms)wieder absetzt. Das fiir die Beschichtung verwendete
Schema ist irAbbildung17 dargestellt. Fir Fluoreszenzwie auch GMessungernwurde dasselbe

SAy
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a { LJ2 dStHenyfad &erwendet, wobei die CL auch andere Sctemerlaubt. Bei der
Fluoreszenzmessung muss hingegen der eingekoppelte Laserstrahl exakt auf das Spottingschema
passen, damit Anregung stattfinden kann.

127

« >

A

6,05 7,05 7,05 7,05
i « bid i >

TIRF-Glastransducer

CL-Glastransducer

Abbildung17: SpottingSchema mit Abstanden in mm. Sowohl fiir die TIRF Transducer wie auch die Glastransducer
wurde dasselbe Spottinggchema verwendet.

3.1.3 TIRFBiosensorsystem

Das verwendete TIREiosensorsystem wurde im Rahmen desHtbjekts CARKAN mafigeblich

von Siemens Erlangen, Deutschlanih Kooperation mit BIT Analytical Instruments GmbH,
Schwalbach, Deutschland entwickelt und die Hardwarefunktionen getestet. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Einsatzfahigkeit des Systems fir Bioassayklinischen Bereich getestet und optimiert.
Der eigentliche Name des Sensorsystems lautet SMBWé&@m (SingtéMultipath- Planar
WaveGuideSystem), da auch Transducer mit integriert optischen Strukturen verwendet werden
konnen, die aber im Rahmen dieser Arbdedine Anwendung finden. Das System wird im Folgenden
als FABIAN (FluoreszefgsayBindinglnhibition-AssayAnalyser) oder einfach Biosensorsystem
bezeichnetln der ABenansicht Abbildungl8, sind einige fluidische Komponenten erkennen, das
eigentliche Sensorsystem ist unter dem Deckel bzw. im Geréat zu fiaddaiidungl9 zeigt FABIAN
zusammen mit einem Probengeber und-R&Steuerung.
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Abbildung18: Foto des TIRBiosersorsystems, kurz FABIAN. Zu sehen sind eine Spritzenpumpe und\&feggVentil.
Alle weiteren Komponenten sind im Betrieb unter dem Deckel verborgen.

Abbildung19: Foto von FABIAN incl. Probengeber und Steuerung.

Der schematische Aufbauijn Abbildung20, zeigt die verschiedeneldomponentenFABIANSsdie im
Folgenden naher beschrieben werden.
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Regeneration
Puffer und
Reagenzien Probe / Standards

T

"' Probengeber

Mehrwegeventil

Spritzenpumpe

Laser Flusszelle

Transducer

interne y - B
y Objektiv N
Elektronik Ay VetV Abfall
p
|| Computer cCD

Abbildung20: Schematischer Aufbau des THRIBsensorsystems, kurz FABIANinaler fluidischer Komponenten und
Steuerung.

FABIAN ist ein modular aufgebautes Biosensorsystem. Als Hauptkomponenten lassen sich die
Anregungs Detektions, Elektronik und Fluidikmoduwd unterscheiden. Das Anregungsmodul besteht
aus einem fasergekgelten Laser [ = 635 nm), der aus dem Inneren des Gerates mittels Faser auf
die Deckplatte gefuihrt wird. Dort ist ein Kollimator fest verbaut, tGber den der Laserstrahl wieder
ausgekoppelt wird und auf einen fixen Punkt gerichtetNsittels Software last sich die Leistung des
ausgekoppelten Laserstrahls zwischen 1 und 20 mW festlegenlrBesdeer wird so angebracht,
dass der Laserstnh Uber die abgeschragte Flaciwe den Transdcer eingekoppelt wird. Auf der
Deckplatte befinden sich mehrere Versgafirichtungen, mit denen die optimale Lage fur den
Transducer eingestellt werden kann. Durch eine Offnung unter dem Transducer wird evtl.
entstehendes Fluoreszenzlicht durch einen Filt&andpass 710 nrh 50 nm), der einen Grolteder
eingestreuten Anregungsstrahlung filtert, durch eine Linse auf eine CCD Kamera fokDgsi@@D
nimmt zur Onlinetiberwachung kontinuierlich Bilder mit frei wéhlbaren Belichtungszeiten auf. Fur die
eigentliche Auswertung sind zwei Bilder ausreichegides vor Inkubation (mit Streulicht, Rauschen
etc.) und eines nach der Inkubation (max. Fluoreszenzsiddales Detektionsmodul ist theorsth
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austauschbar mit einem Phad@denmodul, das in dieser Arbeit keine Anwendung findet. Innerhalb
des Gerate befinden sich noch einige elektronische Komponenten u.a. eineKarf@ mit der der

Laser angesteuert werden kann und auch Temperaturdioden etc. ausgelesen werden kénnen. Die
verbaute Fluidik besteht aus einer Spritzenpumpe amem Ventilblock,auf denein 8WegeVentil
aufgesetzt istes kdnnen aber auch andere Ventile mit weniger oder mehr Anschliissen verwendet
werden. Das Anschlussschendes 8WegeVentils und der Spritzenpumpe ist #bbildung 21
abgebildet.

zum Prbbengeber

Einlass Regeneratlon

H ““—Td AESS

Reagenzien

Einlass
" Flusszelle

Auslass
Flusszelle

Einlass
8-Wege-
Ventil

Einlass
Puffer
zum
) vy 8-Wege-Ventil
Spritzenpue

Abbildung21: Anschlussschemdes Fluidikmoduls.

Fur den Laborbetrieb, fir groReren Durchsatz und langere Messreihen kann die interne Fluidik noch
mit einem Probengeber (HTC PAL, CTC Analytics, Schweiz), der die Probenkihlung und
Probenwrbereitung (Mischen) Ubernimmt, verbunden werdésiehe Abbildung22 und Abbildung

23).
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|
5.2 u S.8i0i000 % Puffer Reagenzien
gk 5 B RRRRR Bidest Regeneration
Injektor mit . . ‘ Abfall Antikorper
Ventil HORERRSI Wasch- || vorratsgefae 10 mL
Probenhalter station

\ - J

Abbildung22: Schematische Darstellung des Probengebers, bestehend aus einem dngétk mit Ventil, einem
Proberhalter fiir bis zu 98 1mL Geféf§kiihlbar), einer Waschstation mit Puffer und Wasseranschluss und einer
Reagenzienstation mit 10 mL Vorratsgefaf3en (kihlbar).

,-. zum Probengeber Q ’7

Probenschleife
g zum Abfall

zur Flusszelle

zum 8-Wege-Ventil

Abbildung23: Zuordnung der verschidenen Anschlisse des Injektors mit Ventil vom Probengeber

Zum Fluidikmodul kann noch die Flusszelle, die Hilfe eines Spannhebels Gber dem Transducer
fixiert wird, zugeordnetwerden.Die Flusszadlbesteht aus einem 44 mm langen, 13 mm breitewl

12 mm hohen PMMABIock, der mit zwei Bohrungen fir den Eimd Auslass und einem 36 mm
langen, 4,5 mm breiten und 30 um hohemalen Flusskanal versehen wur@#ehe auchAbbildung

24). Bei den verwendeten Schlauchen handelt es sigh PTFEchlauchemit 1/16 Zoll
AuBendurchmesser und 0,5 mm Innendurchmesser von Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe,
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Deutschland. Die Schlauche wurden so kurz wie méglich gehalten. Am Probengeber befindet sich
eine Probenschleife von 500 pum die Probe aufri@men zu kénnen. Direkt vor der Spritzenpumpe
befindet sich ebenfalls eine Schleife mit 1000 pL Fassungsvermdgen, um zu verhindern, dass
angesaugte Flussigkeit in die Spritzenpumpe gelangt.

Einlass Flusskanal Auslass
| | |

Dichtungsring

Abbildung24: Links ist eine Ansidtder Flusszelle von unten, rechts ein Foto der Flusszadie schrag unterdargestellt.
Der Anschluss erfolgt durch direktes Verkleben der PBeBI&uchemit der Flusszell®@der durch Bohrungen in der
Flusszelle fur PTHHttinge fur 1/16 Zoll Schlauch®ie hierabgebildete Version ist fir das Einkleben ausgerichtet.

Einige Komponenten des Anregungsnd Fluidikmoduls sind bei getffnetem Dektkauf der
Deckplatte zu sehersieheAbbildung25).

FIusszeiIen-
Einlass —-b halter

Abbildung25: Deckplatte mit LaserkollimatqrTransducer und Flusszelleklusive Halterung bei gedffnetem Deckel.
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Alle essentiellen Bauteile des Anregungisd Detektionsmoduls, dedektronischenModulsund des
Fluidikmoduls sind iTabelle9 zusammengefasst. Darlber hinaus wurda und an das Gehause
noch weitere (individuahngefertigte) mechanische Bauteilgie Halterungeretc. und elektronische
Bauteile wie Stromversorgung, Steckerbuchsen, Kabel und Sicherungen verbauhie nicht
explizt aufgezahlt werden

Komponente Bezeichnung Hersteller
Anregungsmodul
Laser FiberMOD VIS, 635 Blu Sky Research
FC/PC PM cable Monomode 635 nm Diamond
FC collimator Kollimator Schéfter & Kirchhoff

Detektionsmodul

CCD @/1ount camera Lul160m Lumenera
Linse Xenon 17/0,9 Schneider Kreuznach
Filter lvivmnZ mWPWY 5¢ LOT

Elektronikmodul

ACD card USB6218 National Instruments
Fluidikmodul
8-WegeVentil HVXM 8 H36766 Hamilton
VentiltAntrieb MVP alve drive Hamilton
Spritzenpumpe PSD/3 H517B1 Hamilton
Glasspritze 500ul TTL>Spritze 1001.5 Hamilton
Schlauche PTFESchlauche (1/16" x 5@@n) Klaus Ziemer
Verbindungsstecker PTFR/4", 28UNF div. Hersteller

Tabelle9: Zusammenfassung der essentiellenuBeile FABIANS.

FABIAN kann durch einfae Modifikationen auch fiir Chelamineszenzmessungen verwendet
werden. Hierzu wird das Anregungsmodul wéhrend der Messung deaktiviert und der Filter im
Strahlengang des Detektionsmoduls zur CCD ausgebaut, um &l¥ietienlangen, wie sie bei der CL
von Luminol auftretenpassieren zu lassen

Gesteuert wird der Biosensor inkFluidik und Probengeber von einer eigens hierfur entwickelten
Software.Mit Hilfe dieser Software ist es mdglich Grundparametier Kamera zwerandern und
SkriptDateien einzuladen, die den kompletten Messablauf definieren. Die Software stellt die
Ergebnisse der Onlinemessung zeitaufgelost dar und speichert die Messdaten in Tabellen und
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zusatzlich als RAMRilder ab. Desweiteren ist es moglichhandardisierte Parameter (sowohl
Hardwareeinstellungen, wie auch Informationen zu den verwendeten Assays wie z.B. Batchnummer
der Chemikalien etc.) aus einer Datenbamntwickelt im Projekt CARHEAN, zu laden. Die
erhaltenen Messdaten kdnnen anschliel3esnach wieder in diese Datenbank hochgeladen werden.

Die Software wurde betrieben auf einem Intel 2,7 GHz Dual Core CPU mit 2 GB Speicher auf dem
Betriebssystem WinXP SP3. Der Schnappschusishildung26 zeigt die Oberflache dero8ware.

Weitere Einzelheiten zur Bedienungkripspracheund den Einsteliméglichkeiten kénnen aus der

dafur mitgeschriebenen Bedienungsanleitun@i@ft version ofthe user manual fothe SMPWG I
instrument) entnommen werden.

\nf Fabian Contral (v 1.0) with PSD/2 and PSD/3 (500yL) pumps and software controlled laser power [“.J[‘n'!_]@

Corfigure.

Cale, Corcentr

Vst
Iugrl]

L ] - ch1
o
o
) - chd
® - ch§
o
ol
9 - ch8
@ - o9
o B
® - ch 11
ol
e - ch 13
ol
® - ch 15
o
AutoSave 1
@ 500 1000 1500 2000 fw?i 3000 3500 4000

o

B S ol o e e e
404 WaitwWhieBusy 51
[ i Sk 000000 0 0 O manal Autoscale X
b I R Laser On Calbrated @ onson Autoscale ¥

0 O Oulput Power Pump Connection
(2] COM1 »
1302 mw

31 - 35
3] e " | = " =

Vokage V]
[1] Binessduia)

Export Data
File Prei
0.00001ppm

Cancentration
(for caibration]

1 pglL

Abbildung26: Schnappschuss der Bedieneroberflache der Fabian Software

Tabelle 10 zeigt das Standardskripteiner NeopterinMessung (Bindungshemmtest)inkl. einer
Erklarung dedessablau$. Das Standardmessprogramm bendtigt 18 minfir einen Durchlauf inkl.
der Reinigung der Fluidik mit Probengeber und wurde mit einer Konzentration vog Re@opterin
AK pro Messungnd 100ug BSA, als Hintergrundprotenhyrchgéduhrt.

AutoSave,On
Init Grundeinstellungen, Initialisierung detuidik
PAL,Port,COM3
MVP3,1
S2,suck,500,100,input System mit 50QuL Puffer spulen
S2,dispense,500,20,output
LaserOn Der Laser wird aktiviert
StartBackgroundScan,110 Messung starten, Beginn der Basislinienaufnahme
PAL,Macro,Makrol.txt o
PAL Walt Prabengeber pipetiert AK zur Probe und wartet $0
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Wait,60

S2,suck,450,50,input

WaitWhileBusy, S2

MVP3,8 System zieht Puffer auf und ein Luftblase zur Trennung von Puffer un
S2,suck,50,50,output vorinkubierter Probe
WaitWhileBusy, S2
MVP3,1
PAL,Macro,Makro2.txt o . . ) L .
- Probengeber injiziert die vorinkubierte Probe in die Probenschleife
PAL,Wait
LaserOff Der Laser wird deaktiviert, Ende der Basislinienaufnahme

S2,dispense,160,20,output

S2,suck,160,100,input

Die vorinkubierte Probe wird sehr langsamu(¥s) Ube den Transducer

S2,dispense,500,1,output ; ) ) ) ]
geleitet. AnschlieBendvird Puffer Gber den Transducer gepumpin die

S2,suck,500,100,input .
Flusszelle zu spilen

S2,dispense,500,20,output

WaitWhileBusy, S2

LaserOn Der Laser wirdktiviert

MVP3,2

S2,suck,500,50,output

WaitWhileBusy, S2

Wait,20

MVP3,1

S2,dispense,500,50,output

WaitWhileBusy, S2

MVP3.2 DasBild direkt nach der Aktivierung des Lasers wird zur Auswertung

S2suck,500,50,0utput herangezogen. Nach einer kurzen Wartezeit wird das System zur Reinigu

evtl. Regeneration mit SDS und Puffer gespilt. Wahrend der ganzen Zeit

WaitwhileBusy, S2 Laser aktividr Es kann somit am Anfang online die Photodegradation d

MVP3,1 Fluoreszenzlabels, spater die Reinigung des Transducers verfolgt werg

S2,dispense,500,20,output

S2,suck,500,100,input

S2,dispense,500,20,output

S2,suck,500,100,input

S2,dispense,500,20,output

S2,suck,500,100,input

S2,dispense,500,40,output

PAL,Macro,Makro3.txt o o
Der Probengeber startet ein internes Reinigungsprogramm

PAL,Wait

LaserOff Der Laser wird deaktiviert

WaitForScanComplete .
Am Ende der Messung Daten speichern

SaveData

Tabelle10: Messablauf einer Fluoreszenzmessung nach datandardprotokoll. Links ist der Befehl der Skriptsprache zu
sehen, rechts die Erklarung hierzu.
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Abbildung27 zeigt eine exemplarische Messkurve.

Laser an Laser aus Laser an

max. Fluoreszenz

Regeneration

Intensitat [counts]

_Basislinie
] Inkubation von Probe mit AK

T T T T

Zeit [s]

Abbildung27: Exemplarische Messverlauf einer Flusmenzmessung mit Basislinie, Inkubationszeit ohne Laser und damit
ohne Signal, der ma Fluoreszenz direkt nach demi®dereinschalten des Lasers, der darauffolgenden Photodegradation
und der Regeneration.

Fur die Durchfiihrung eines Sandwigksays wurdeabk Skript angepasst. Zuerst wurde das AG ohne
Vorinkubation tber den Transducer geleitet, anschlieBend der SekuilaDadurch verlangert sich

die Messzeit auf nahezu 30in, da sowohl das AG wie auch der AK sehr langsam Uber den
Transducer gepumpt werderie Entscheidung fir den Sandwistisay ohne Vorinkation wurde
getroffen, da es beim Sandwidssay mit Vorinkubation bei sehr gro3er-K@nzentration und einer

dazu relativ niedrigen AKonzentrationwie sie hier verwendet wurdepassieren kann, daster AK

a SNRNYyyiGa 6ANRD® 98 o0AYRSG Tdz o9ASt I'D 2KyS 1Yy
sinkt. Bei einer hoheKonzentrationentsteht so der Effekt einer Signalabnahmied damit einer
Konzentrationfehlbestimmung. Dies kannmit dem verwendeten Sandwichassay ohne
Vorinkubation allerdings mit Verlangerung der Messzeit, umgangen weré&én die Durchfiihrung

des Chenliimineszenzassays (Bindungshemmtest) wurde der Messablauf ebenfalls modifiziert. Der
Laser wird nicht bendétigt. Desweiterenrdiikurz vor der Vorinkubation dem biotinylierte®K das
Enzymlabel [StreptavidiHRP) hinzugefugt. Nach der Durchfiihrung des Assays wird ein Gemisch aus
Wasserstoffperoxid und Luminol auf die Transduceroberflache gegeben um CL zu produzieren. Auch
hierbeiverlangert sich deMessablauf auf ca. 2&in.

3.1.4 RIfS

Beim RIfSSensorsystem (Reflektometrische Interferenzspektroskopie) handelt es sich um ein
optisches Sensorsystem, das im Gegensatz zu TIRF zu den markierungsfreien Methoden gezahlt wird.
In Abbildung28 ist die Funktionsweise zusammenfassend dargestellt, ausfiihrliche Beschreibungen
finden sich i{83; 84; 85]
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Abbildung28: Links Anbindung an die Oberflachebei der sich die Superposition, der an den einzelnen Schichten
gebrochenen Lichtstrahlen dnderMitte: Die daraus resultierendé\nderung derinterferenz verandert das
ReflektionsspektrumRechts:Beobachtet man nun die Verschiebung der Extrema, die als Produkt aus Brechungsindex
und physikalischer Schichtdicke angesehen werden kann und tragt diese gaigedeit auf, erhalt man eie
Bindungskurvedie Informationen tiber die Assoziation und Dissoziation an die Oberflache enthalt.

Beim apparativen Aufbau handelt es sich um Eigenkonstruktionen. Hierbei wird das Licht einer
Halogenlampe in einen Wellenleitesingekoppdl und zum Transducer, der in einer Flusszelle
eingespanntst, gefuhrt. Der Lichtleiter steht dort senkrecht auf dem Transducer, das Licht fallt somit
im 90°Winkel auf den Transducddas reflektierte Licht koppelt wieder in d&HWVellenleiter ein und

wird durch denStrahlenteiler zu einem Diodenzeilenspektrometer geleitet. Die Steuerung und
Auswertung erfolgt Uiber die eigens dafiir entwickelten Programme Measure und IFZ. Der Aufbau ist

in Abbildung29 dargestellt.

Lichtleiter

Flusszelle Lichtquelle

Fluidik

Strahlenteiler

Transducer

Spektrometer

Abbildung29: Schematischer RIf&ufbau, analog[86]

Der Messablauf orientiert sican dem in Kapitel3.1.3 verwendeten Messprotokoll und ist auch in
ahnlicher Weise if84; 85] beschrieben.
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3.2Transducer

3.2.1 TIRFTransducer

Fur TIRF wurden Transducer aus verschiedenen Glasern und Kunststoffmaterialien eingesetzt.
Abbildung30 und Abbildung31 zeigenden Aufbauder TIRHransducer Allen Transducergemein

ist die abgeschragte und polierte Flacki®er die der Laserstrahl eingekoppelt wird. Zusatzlich sind

die Ober und Unterseite des Transducers poliedhsonsten bestehen die Transducer nur aus dem
genannten Material und enthalten keine weiterentgechen Strukturen.

Breite

Lange

Abbildung30: Schematische Darstellunder verwendeten TIRF ransducer.

Abbildung31: In diesem Foto der TIRFansducer sind dieseon schrag vorne, auf die abgeschragtédhefotografiert,
abgebildet(links: Glastransducer, rechts Kunststofftransdugedie unterschiedliche GréRe kommt durch verschiedene
Wafergrof3en zustande. Transducer aus unterschiedlichen Materialien kénnen auch gleich grof3 sein.

Die Transducer wurdelmezogen von:

Reichmann Feinoptik GmbH, Brokdorf, Deutschland

Feinoptik Meyer, Berlin, Deutschland

Krombach Optische Werkstatte KG, Wetdl@unheim, Deutschland
Siemens, Erlangen, Deutschland

=A =4 =4 =
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In Tabelle 11 sind die Dimensionen uwh das verwendete Material der TIRFransducer
zusammengestellt.
Lieferant Reichmann Mayer Krombach Krombach Siemens
Lange [mm] 45,0° 0,z 45,0° 0,1¢ 45 45 45
Breite [mm] 15,0° 0,z 15,0° 0,1 15 15 22
Hohe [mm] 1,45° 0,0t 1,45° 0,0t 1,45 1,45 1,6
Winkela [ 65 0,5 65 65 65 65°
Material BK 7Glas BK 7Glas BK 7Glas B270Glas Zeonor

Tabellel1l: Zusammenfassung der Dimensionen und Materialen der versdbhen TIRH ransducer

3.2.2 Cl-Transducer

Fur die Chemiumineszenzmessungen wurden Objekttrager im Standardformat aus Glas und
Kunststoff verwendetEs kénnten auch deutlich kleiner Transducer verwendet werden, allerdings ist
durch den Preis und die hohe Viggbarkeit dem Standardformat der Vorzug vor Einzelanfertigungen
gegeben wordenDie Transducer wurden bezogen von:

1 Menzel GmbH + Co KG, Braunschweig, Deutschland
1 microfluidic ChipShop GmbH, Jena, Deutschland

In Tabellel2 sind dieDimensionen und das Material der-Ctansducer zusammengestellt.

Lieferant Menzel | MFCC
Lange [mm] 76

Breite [mm] 26

Hohe [mm] 1 \ 1,5
Winkela [ | -

Material Kalknatron Glag  Zeonex E48R

Tabellel2: Zusammenfassung der Dimensionen und Materialen der verschiedenenr@hsducer

3.2.3 RIfSTransducer

Fur die RIfSMessungen wurden spezielle Interferenzglaser verwendiethandelt sich um ein
Mehrschichtsystem mit reflexionsverstarkender Schicht bestehend aus Substrat D 263, 160sm Ta
und 330 nm Si© Bei den Referenztransducern fehlt die letzte ,S¢Chicht. Der genaue
Schichtaufbau und die Dimensionen sind\lbildung32 und Tabele 13 dargestellt.
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Oberflache: Siliziumdioxid

Reflexionsschicht: Tantalpentoxid

Substrat: Glas

Abbildung32: links: Schematische Darstellung der verwendeten RTinsducey rechts Foto eines RIfS Transducers.

Die Transducer wurden begen von:

1 MSO Mikroschichtoptik, Jena, Deutschland
1 MICROS Coatings GmbH & Co. KG, Schmiedefeld, Deutschland

Lieferant MSO | MICROS
Lange [mm] 12

Breite [mm] 12

Hohe [mm] 1,1

Substrat D263 BK7
Reflexionsschichi 10 nm TaOs
Oberflache 330 nm Si®

Tabele 13: Zusammenfassung der Dimensionen und Materialen der verwendeten-Rité®sducer

3.3 Software

CorelDraw X3 Corel

Endnote X4 Thomson Reuters

Excel 2007 Microsoft

FabianSteuersoftware Siemens

Firefox Mozilla FoundationfF-reeware

IFZ AK Gauglitz

ImageJ 1.43U Wayne Rasband, National Institutekdéalth, USAFreeware
MathType Design Science
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Measure

Origin 7

AK Gauglitz

OriginLab

Photoshop CS3 und CS4 Adobe

Powerpoint 2007

R 2.13.0

Microsoft

The R Foundatiofor Satistical Computing

SciFinder (welRessource) CAS

Symics/Accelrys Draw 3,4 Accelrys

Word 2007

3.4Chemikalien

Microsoft

3.4.1 Analyte, Derivate und Antikdrper

Anti-CRP(C5)

Anti-CRP(C7)

Anti-Neopterin

CRP
CRPScaffold

Neopterin

BSA5-Neopterin

BSAG6-Neopterin

Monoklonaler Antikérper gegen CRP (Maus, lgG2a), M86005M (Bioc
International, Memphis, US markiert mit Dyomics 647, Dy/lgG=4[@yomics,
Jena, Deutschlandxbio, Prag, Tschechien

Monoklonaler Antikérper gegen CRP (Maus, lgG2a), M86007M (Bioc
International Memphis, US markiet mit Dyomics 647, DygiG=4,1 (Dyomics
Jena, Deutschlandgxbio, Prag, Tschechien

Monoklonaler Antikdrper gegen Neopterin, Klon 3E2 (Milan Franek, Unive
Brno, Brno, Tschechien); markienit Dyomics 647, Dy/IgG=2,7 (Dyomics, Je
Deutschland)Exbio, Pag, Tschechien

Greaktives Protein, A97201H, Dunn Labortechnik, Asbach, Deutschland

verschiedene Polypeptide, Lars Baltzer, Universitat Uppsala, Uppsla, Schv

D-(+)}Neopterin, CAS: 20084-5, SigmaAldrich Chemie GmbH,atifkirchen,
Deutschland

BSANeopterinKonjugatMilan Franek, Universitat Brno, Brno, Tschechien

BSANeopterinKonjugatMilan Franek, Universitat Brno, Brno, Tschechien
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3.4.2 Verbrauchsmaterialien

AMD Aminodextran, 10&Da, 5%, Innovent e.V., Jena, Deutschland
Plasma Pooled Human Plasma, Na Heparin, LoiR711, Dunn Labortechnik, Asbar
Deutschand

Samtlichenicht explizit erwahntenverbrauchschemikalien und Losungsmittel wurden von Sigma
Aldrich Chemie GmbH, Tf#&irchen, Deutschland bezogen

3.4.3 Loésungen und Puffer

NaOHL6sung 6 mol NaOHPlatzchen werden in 1 L bidestilliertem Wasser geltst

10fach PB®uffer 87,6 g NaCl und 16,6 g #&d werden in 1 L bidestilliertem Wasser geldst u
mit KOH auf pH 6,8 titrier

AMD-LOsung Aminodextran und bidestilliertes Wasser werden im Verhaltnis w:w:
gemischt

Bidestilliertes Herstellung mittelsFiltrationsanlage Purelab classic, ELGA LabWater,

Wasser Deutschland

Deionisiertes Hauseigene Filtrationsdage

Wasser

EDCsulfo-NHS Aus bidestilliertem Wasser wird eine Lésung mit 0,1 M EDC und 0,05 M
Lésung NHS hergestellt

HEPES Es wird eine 10nM HEPES L&sung mit 5mv, Garglestellt und mit NaOH at
pH 7,4 eingestellt

NHSL6sung 5,7 mg NHS werden irv 1L DMF gelost

PACGL6sung 2 mg PAC werden in 1 mL 0,5 M Natdung gelost

PAHLGsung 2 mg PAH werden in 1 mL 0,5 M NaG3ung geldst

PBSPuffer 1 Teil 10fach PBS werden mit 9 Teilen bidestilliertem Wasser gemischt ur

HCI auf pH 7,4 eingestell

PEiLOsung 2 mg PEl werden in 1 mL 0,5 M NaG3ung geldst

Piranha Es werden 95 %ige,86Q und 30 %ige ¥D,-LOsung im Verhéltnis V:V=3
gemischt

PSS 6sung 2 mg PSS werden in 1 mL 0,5 M Nai3lung geldst

SDS.6sung Es wird eine 0,5 %ige SDSsuriy aus SDS unbidestilliertem Wasser

hergestellt und mit HCI auf pH 1,8 eingestellt
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3.5Praparation

3.5.1 Oberflachenchemie

In dieser Arbeit wurden Transduceaus verschiedenen Materialien sa@e auch unterschiedthe
Immobilisierungsstrategierverwendet. In desem Abschnitt sind die Standardprotokolle fir die
unterschiedlichen Transducer und verschiedenen Immobilisierungsstrategien zusammengefasst. In
Abbildung 33 ist eine Zusammenfassung der Vorgehensweise fir-Giad Kunstofftranducer
gegeben. Zuerst werden die Transducer gereinigt und aktiviert, d.h. reaktive Gruppen auf der
Oberflache erzeugt. Im zweiten und dritten Schritt wird ein Biopolymer aufgebracht, so dass spater
die Probe nicht in direkten Kontakt mit der Transducerdliehe kommt Aul3erdem erlaubidas
Biopolymer durch seine funktionellen Gruppen eine weiterehemische Modifizierung Die
Umfunktionalisierung ist notig, da aminofunktionalisierte Liganden gebunden werden sollen bzw. die
anschlieRende Aktivierung der Oblédhe fiir den Liganden schonender ist, wenn sie auf der relativ
robusten Oberflache durchgefihrt wird und nicht am Ligandetbst sollte dieser ebenfalls
Carboxyfunktionen in der Struktur aufweisen. Im letzten Schritt findet die Anbindung des Liganden
statt.

Glas Glas und Kunststoff Kunststoff
Reinigung und Aktivierung I(g) I(g+k) I(k)
Biopolymer-Immobilisierung l1(g) 1I(g+k)
g ﬁ

Biopolymer-Immobilisierung li(g) (g+k)
Umfunktionalisierung IV(g+k)
Aktivierung der Oberflache V(g+k)
Ligand-Immobilisierung Vi(g+k)

Abbildung33: Schema der Oberflachenchemie. Es ist jeweils in Klanmagigegeben, fir welche Art Transducermaterial,
(g) fur Glas und (k) fur Kunststoff, der entsprechende Schritt geeignet ist. Es gibt nun verschiddegehensweisen, die

auch miteinander kombinierbar sind.

58




Material urd Methoden

I(g): Reinigung und Aktivierung der Transdu©berflache

Die Transducewerden 15 min im Ultraschallbad mit Piranha behandelt, bidestilliertemWasser
gespultund im Stickstoffstrom getrociet. Bei sichtbarer Verunreinigung werden die Transducer vor
der PiranhaBehandlundlL minin 6 MNaOH gelegt und danach mit deionisiertem Wasser gespllt. Die
Transducer mussen nach dieser Behandlung valistghydrophil seinKontaktwinkel mit Wasser
<5°)undsollten gleich weiterverwendet werden.

I(g+k): Reinigung und Aktivierung der Transdu@eerflache

Mittels Sauerstoffplasmakoénnen beide Transducertypen gereinigt und aktiviert werden. Die
Grundeinstellungen sind dselben fir beide Transducertypddindeistung: 300W, Sauerstofffluss:
5 sem), die Dauer betragt bei Kunststoff 60 s, bei Glas 300 s.

[1(g): Silanisierung

Je nach Gré&des Transducers werden fai RIfSTransducer120 > [(fir Objekttrager)GOPTS auf
die gereinigten Transducer gegehanit einem weiteren Transducer abgedecikhd 60 min in einer
trockenen, wasserfreiemgebungnkubiert. Anschlie3end wird mit trockenem Aceton gespult und
im  Stickstoffstrom  getrocknet. B silanisierten  Transducer werden wegen der
Hydrolyseempfindlichkeit Zjig weiterverarbeitet.

I11(g): Umsetzung mit Aminodextran

Auf einen Transducewxerden 10 (RIfSransducerl20> [(Objekttrager)AMD-Lésunggegebenund
mit einem zweiten Transduceaabgedeckt. Die Transducer werden dann 1i&24 h in eine mit
Wasserdampf gestigten Atmosphare inkubiert Die Transducer werden anschlieBend mit
bidestilliertemWasser abgespult unich Stickstofstrom getrocknet. Mit dieser Beschichtungurden
die Tranglucer sofort weiterverarbeitet odermehrere Monatebei 4°Cgelagert. Es zeigten sich
hierbei keine Veranderungen an den Messergebnissen.

IV(g+k): Umfunktionalisierung des Aminodextrans

Die AMDfunktionalisiertenTransducer werden mit i RIfSTransduer)-120> [(fir Objekttrager)
GALG6sung beschichtet, mit einem weiteren Transducer abgedeckt und mindestens 6 h in einer DMF
gesattigten Atmosphare inkubierie Transducer werden anschlieRend BiMF undbidestilliertem
Wasser abgespult urich Stickstofstrom getrocknet.
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V(g+k): Aktivierung der umfunktionalisierten Oberflache

Die Transducer werden mit 1@i¢ RIfSTransducerL20 > [(fir Objekttrager) einer Midwung aus
NHSL6sung und DIC (vav 10:3) beschichtet und mit einem zweiten Transducer abgktd Nach

einer Irkubation von 46 h in einer DMigesattigten Atmosphéare werden die Transducer mit DMF
und Aceton abgespult und im Stickstoffstrom getrocknet. Die aktivierten Transducer sollten zugig
weiterverarbeitet werden.

VI(g+k): Immobilisierung e#s Liganden mit Aminofunktionen

Es werden 5f{r RIfSTransducerl00 > [(fir Objekttrager)des in DMSO oder Wasser gelosten

Liganden auf die Oberflache pipettiert und mit einem weiteren aktivierten Trans@ggrdeckt Die
Inkubationszeit fallt je nach Ligand unterschiedlich lang aus, betragt im Regeifd2 h in eine
Wasserdampf gesattigten Atmosphéarguséatzlichi dz RAS&ASNJ aFf NOKAISya . Sac
Transduceroberflache kann auch nur ein kleiner Teil der Oberflache mittelsi eine { LJ2 (G G S NA& «
beschichtet werden, siehe Kapitéd.1.2 Zur Spottingldsung wurde zur Immobilisierung des
Neopterinkonjugates 0,0% TWEEN28ugesetzt und zum CF3eaffold 0,028 TWEEN2Qm eine

bessere Oberflachenbenetzung zu erhalten.

I(k): Reinigung und Aktivierung der Transdu@berflache

Die Transducewerden bei sichtbarer Verunreinigung 30in 6 MNaOH gelegt und danach mit
deionisiertem Wasser gespifnschlieBend werden die Transducer 20 min in einer Lésung aus 60 %
Ethanol, 39 % deionisiertem Wasser und 1 % NaOH bei 50 °C gereinigt undt.aktimeAbschluss

wird mit bidestilliertem Wasser gesplilt.

lI(g+k): Polyelektrolyten

Die Oberflache der Transducer wird mit einer-B&ung (Polykation) fir 10 min beschichtet und
anschliel3end mitleionisiertemWasser gesplilt. Im nachsten Schritt werdéa Transducer mit PAC
oder PS$6sung (Polyanion) fir 10 min beschichtetd anschlieRend mitleionisiertemWasser
gespult. Schlielich folgt die Beschichtung mit fAbsung (Polykation) fir 10 min und
anschlielender Reinigung ndeionisiertemWasser. Rs entstandene Schichtsystem besteht nun
aus Polykation ¢ Polyanion ¢ Polykation, kurz (+, +). Die letzten zwei Schritte kdnnen nahezu
beliebig oft wiederholt werden um dickere Schichten zu erzeugenn IRegelfall wird ein
Schichtsystem der Art (+,+,-) aufgebaut und weiterverwendet.

I1I(g+k): Aktivierung und Umsetzung mit Aminodextran

Die Transducer werden mit 1@i¢ RIfSTransducerm H n fir Dbjekitrager) einer Mischung aus
sulfoNHS/ ED@C6sungbeschichtet und mit einem zweiten Transducdsgadeckt. Nach einer
Inkubation von 3h in einer DMF gesattigten Atmosphére werden die Transducer mit deionisiertem
Wasser abgespiltAnschlieRend werden aukinen Transducer 10 (RIf®ansducerv H N1 > [
(Objekttrager) AMEL6sung gegeben und mit einem zweit&ransducer abgedeckt. Die Transducer
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werden dann fir2-4 h in einer mit Wasserdampf gesattigten Atmosphére inkubiert. Die Transducer
werden anschlieend mibidestilliertem Wasser abgespult. Mit dieser Beschichtung sind die
Transducer mehrer@/ochenbei4°Cunter PBSagerfahig.

Die Standardvorgehensweise fur Glastransducer ohne PELSs ist: 1(g), 11(g), 11(g) MigaokY1(g+k)
[87]. Diese Schritte sind iAbbildung34 und Abbildung35 abgebildet.

o o o o
O&\/o /CH3 ? 7
Q o)
o) o 0

\o \CH3
+ —_—
ch/ - H,C—OH
OH O~
HO— > —OH ~ HO— . ~OH
H H H H H H H / P N \
0} () () (0] 0} O (0} O OH () (0] OH O 0}
| | | | | | | | | | | | | |
/l\O/l\o/l\o/l\o/l\o/lvl\ /l\O/l\o/l\o/l\o/l\o/lvl\
O (0) (0) (6} O O (¢} O (0] (0) (0) (6} O O

Abbildung34: Standardvorgehensweise fiir die Oberflachenmodifikatiwon Glastransducern. Es ist die Silanisierung der
Oberflache 11(g) und die Biopolymeranbindumgit AMD IlI(g) dargestellt.
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Abbildung35: Standardvorgehensweise fiir die Oberflachennifikiation von Glas und Kunststofftransducern. Es ist die
Umfunktionalisierung des AMDs IV(g+k), die Aktivierung der Carboxylgruppen des umfunktiomédisieAMDs V(g+k)
und die Ligandmmobilisierung VI(g+k) dargestellt.

Die Standardvorgehensweise furaGtranslucer mit PELs ist: I(g), 11(g), WY (g+k)V(g+k)VI(g+k)
und fur Kunststofftransducer mit PELs: I(k), lI(g+k), llI(g+k), IV@kk),VI(g+k).Die Schritte I(k)
und lI(g+k) sind auch if88] beschrieben.Diese Schritte sind iMbbildung10, Abbildung36 und

Abbildung35 abgebildet.
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Abbildung36: Standardvorgeknsweise fir die kovalete Anbindung von AMD an einacboxyhaltigesPolymerlll(g+Kk).

3.6 Auswertung

Die Methode zur Auswertung der Daten wurde im Rahmen dieseeitAemtwickelt und wird in
Kaptel 4.1.1beschrieben.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Ziel dieser Arbeiist die Efblierung einesmmunochemischen Assaguf einem vollstéandig neu
entwickelten optischen Biosensorsysteber Assayurde aufverschiedena Transducermaterialien

mit verschiedenen Oberflachenmodifizierungenetabliert. Zuerst wird eine Chaakterisierung
verschiedener gratespezifischer Eigenschaften vorgenommamd eine Messwertaufzeichnuisg

bzw. Bilderauswertemethode entwickelt AnschlieRend werden diAssays auf den verschiedenen
Transducermaterialien des Biosensorsystems mit verschiedenen Oberflachéikatamhsstrategien
vorgestellt. Um die analytische Leistungsféahigkeit und Zuverlassigkeit des Biosensorsystems zu
beurteilen wurden einige statistische Tests und die in Kapit2l3 vorgestellten
Systemcharakterisierungsmethodeauf die Messergebnisse angewandim eine fir diesen
Biosensor effektive und zuverlassige Auswertestrategie zu erhalten.

4.1 Systemcharakterisierung

In diesem Abschnitt werden Ergebnisse der Charakterisierung und Prinzipien des Biosensorsystems
vorgestellt Dies umfasst die Stabilitdit und Abhangigkeit der Messwerte von der verwendeten
Laserleistung und Integrationszeit der CiK&Inera,Einflisse der Fluidik und das Signalrauschen.
Andere grundlegende Fragestellungevie z.B. der Einfluss der verschiedenean$ducermaterialien

auf das Messrgebniswerden fur das bessere Verstandsisiterin ihrem logischen Zusammenhang
behandelt. Weitere fir die Hardwarecharakterisierung wichtige Fragestellungen wurden
hauptséchlichm Projekt CAREIAN von SIEMENS durchigjeft und werdenin dieser Arbeitnicht
ausfuhrlich  dargestellt da der Fokus hier auf der  Assayimplementierung,
Oberflachenchemieentwicklung und den verschiedenen Auswertestrategien liegt.

4.1.1 Messwerterfassung

Wie in Kapitel3.1.3 beschriebenwerden in bestimmten Abstdnden Bilder mit der internen €CD
Kamera erfasst. Zur Onlingberwachung der Messung wird dasbenfalls in Kapitel 3.1.3
beschriebene implementierte Softwaremodul verwendete dort erfaltenen Daten werden auch als
Tabelle gespeichert und kénnen fur die Kontrolle des korrekten Messablaufs herangezogen werden,
da hier eine driftende BasislinieUnregelmagigkeitenin der Fluidik eine unvollstédndige
Regenerationetc. beobachtet werden kdren. Um die Datenaber voll quantitativ auswerten zu
kénnen, wurde ein Makrdlur die Softwarelmaged programmiertdasdie Messpuakte wesentlich
genauer erfasstls die implementierte SoftwareDie Funktion des Makros besteht darBilder zu
offnen, bestimmte Regionen auf dem Biltlszuwahlendie Pixelwerte zu summieramd die Daten
dann in einer Tabelle auszugebdbie Bilder sind als unkomprimierte RAW Dateien gespeichert.
Zuerst wird ein Bild zum Anfang der Messung getffnet. Da zu diesem Zeitpurikiffer Gber den
Transducer geflossen jsterden die ermittelten Daten als Hintergrundsigndassich hauptsachlich
aus Streusahlung zusammensetzgewertet und spater von den Daten nach der Interaktion an der
Oberflachesubtrahiert Uber dieses Bild ivd eine Maske gelegt, die vier Regionsng.ROI (Region

of Interest)oder auch Spots genanrdauf dem Transducer spezifiziert. In diesen vier Regionen findet
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die Anregung durch TIR statt. AnschlieRend werden folgende Daten fiir jede ROI bestimmt und in
einer Tabelle ausgegeben:

Anzahl der Pixehnerhalb der ROI

Summe deCountsaller Pixein der ROI
Mittelwert der Countsaller Pixel in der ROI
Maximalwertder Countsin der ROI
Minimalwert derCountsin der ROI

=A =4 =4 4 =4

Dieselbe Auswertung wird auch auf das Bildden Zeitpunkt nach der Interaktion an der Oberflache
ausgefiuhrt, nachdem der Laser wieder eingeschaltet wulle Standardauswertung besteht darin

die Summe der Counts aller Pixel der ROI vor der Interaktion von denen nach der Interaktion zu
subtraheren. Dieser Wert wird im folgenden Messwert genartes. wurden noch diverse andere

l dZAa 6 SN SaidNFY 6SAASY dzy i SNEJzOKGZ T &. & mWROIGerunS&AGA Y Y
um weitere Strahlungseinflisse zu bestimmen oder eine variableGRtRe, dietber die Flache
normiert werden kann wie es die Standardauswertung vieler Fluoreszenzscanner vorBialtiese

aber nicht zu besseren Ergebnissen geflihrt haben und zum Teil einen erheblichen Mehraufwand
bedeuteten, werden dies Strategien hier nicht wisr behandelt. Grundsatzlich ist aber die optimale
Bestimmung der R@3dréRe und Form von entscheidender Bedeutung flir eine spatere quantitative
und vor allem reproduzierbare Awsrtung einer Messreihe. 1Abbildung37 sind zweiMessungn
aufgezeigt, bei der gut die typische Foder ROIzu erkennen ist.

Abbildung37: Falschfarbendarstellung zweier Messunger4 kind die ROImit dem Fluoreszenzsignagc die
Laserreflexionen auf der Transducerumieite und das rechteckige ROI definiert das Hintergrundsigi@then: Aufnahme
am Anfang der Messung. Es ist ngestreutes und eflektiertes Laserlichizu sehen. UntenAufnahme nach Inkubation
mit fluoreszenzmarkiertemAntikdrper. Zusatzlich ist die Flueszenz sichtbar.

Die zwei Halbkreise rechts und links, sowie die durchgéngige Line kommen durch Reflexion und
Streuung des Lasers an den Gewinden fur die Fluidikanschlisse bzw. am Glas selbst nstande.
oberen Reihe des Bildesind die Reflexioneran der Transducerunterseite durch den Laser zu
erkennen. Durch geeignete Filterwahl wurden diese unerwinschten Effekte weitestjehen
eliminiert. In der unteren Reihe ist im Vergleich zur obadenFluoreszenz in den ROIs (graue Ellipse)
gut zu erkennenDie langliche Form kommt durch die Art der Einkopplung und die Reflexion
innerhalb des Transducers zustand&ut zu erkennen ist auferdem die Abnahme der
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ReflexionsspotgrofResowohl auf der Transducaer- wie auch-unterseite Durch die Streuverluste,
sowie Energieentnahme aus dem evaneszenten Feld nimmt die Laserintensitit altgtiier von

links nach rechts). Genaugenommen muss deshalb von frustrierter Totalreflexion ausgegangen
werden. Zudem wird eine nicht lbildungsgetreue Optik verwendetdie zu msitzlichen
Verzerrungen und MaRabsanderungen fihrtDaher wurde auchdie Ellipse als ROl Grundform
gewahlt. Die Ausdehnung der ROI wird vor allem durch die Laserintemkg@&elichtungszeit, as
Transducermaterial undie Menge dedluoreszemmarkierten AKs an der Oberflache bestimmt. Die
Laserintensitat und die Integrationszeit werden in Kap#el.2 und das Transducermaterial
allgemein spater besprochen. Je mehr AK an der Oberflache bindet, desto g8 sichtbare
Lichtintensitat, betrachtet man die Flache. Daher wurde fir eine Charge an Transducern bei der
verwendeten Laserintensitat und verwendeten Integrationszeitjarier AkKonzentrationdie auch

fur die Messung verwendet wurdeine Nullmessng, ohne Antigen, durchgefihrt. Man erhalt so fir
einen Bindungshemmtest das maximal mdgliche Signal. Bei eB@midwich Assay missetie
immobilisierten BRES zuerst mit Antigen gesattigt werden und dann daimxKgeflgt werden. Die
Grenzen der elliptichenROI wurde nun sofestgelegt dasssie einen Bereich einschlie3en, in dem

die Werte jedesPixes moglichst mindestens dem dreifachen Wert der Pigdek allgemeinen
Hintergrundsignals entsprecheAuf pxelgenaue Anpassung wurde aufgrund des hohenvanéles

bei jeder einzelnen Messung bzw. Messreihe die ROIs neu definieren zu mussen, zugunsten der
einfacheren, aber evtl. auch leicht ungenaueren Ellipse verziddtet.allgemeine Hintergrundsignal
wird bestimmt, indem eine Flache weit auRerhalb dese§jungsstrahls gewahlt wird und hier der
Mittelwert der Counts bestimmt wird, sieh&bbildung37. Zu beachten ist noch, dass kein Pixel
innerhalb der ROI den Maximalwert der-b2 Kamera von 4095 Counésreichen darf.Bei einem
gesattigtem Pixel ist es nicht moglich festzustellen, ob tatsachlich 4095 Counts erreicht sind oder
tatsachlich die Grenzen des Detektors Uberschritten wurdedomit ware eine genaue
Quantifizierung nicht mehr moglich.

4.1.2 EinflussgroBen auf die Messwerterfassg: Lasantensitat und Integrationszeit

Als gundlegend, auch fir die technische Funktion des Biosensorsystems, sind die Einflussgrof3en
Lasemntensitat und Integrationszeit der C@Ramera zu betrachten. Daher wurden mehrere
Messreihendurchgefihrt beidenen ein Transducer ohne jegliche Beschichtung eingebaut und die
Flusszelle mit bidestilliertem Wasser gefillt wurden den Einfluss bei Variation dieser Parameter
abzuschéatzen. Zuerst wurde mit B&lastransducern gearbeitet, die auch spéater fir alisteven
Messungen auf Glas verwendet wurden. Die B270 Transducer habenlsiofeehanisch instabil
erwiesen. ¥r allem bei der Reinigung im Ultraschallbad entstehen Kratzer auf der Oberflache, die
wahrend der Messung als Streuzentren fungieren und soMbssung storen. Daher wde im
Folgendenbei den Messungen auf Glas BSubstratverwendet. Abbildung38 zeigt den Einfluss
durch die Variation der Integrationszéj bei konstanter Laserleistung exemplarisch fir einen
TransducerDiese Masungen wurdemit gleichemErgebnidir mehrere Transducererschiedener
Charga durchgefiihrt und dienterauch als Qualitatskontrolleum Trandglucer auszusortieren, die
eineauffallige Abweichung ergaben.
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Abbildung38: Einfluss der Integrationszeit der C&@amera(Laserleistung konstant bei 1 m\Wlinks: Fir alle vier Spots
(ROIs) wurde die Summe aller Pixel der R&ddiert. Rechts: Die Abh&ngigkeit der Counts vonoSiiir eine definierte
Integrationszeit zwischen 1 und 4 s ist dargestellt. Hier wird die Dampfung des Transducers sichtbar.

Erwartungsgemafvird bei einer Verdopplung der Integrationszeit auch eine Verdoppelung des
Signals erreicht, da sonst keine Lirigdrder CCD im Messbereich gewahrleistet ware. Kleinere
Abweichungen von bis zu 1,9 % bei Spot 4 sindallem auf dieungenaueAnpassung der ROI
zuriickzufuhren. IMabellel4 wurde die Summe aller Pixelcounjedes Spotsuf das Maximalsignal

bei 8 s Integrationszeit normiert.

Zeit [s] | Spot 1 [%]| Spot 2 [%]| Spot 3 [%]| Spot 4 [%]
1 12,9 13,3 12,8 14,4
2 25,3 25,4 25,1 26,1
4 49,9 50,0 50,5 49,6
8 100,0 100,0 100,0 100,0

Tabellel4: Einfluss der Itegrationszeit der CCIBamera. Die Werte sind auf das Maximalsignal bei 8s an dem jeweiligen
Spot normiert und in Prozent angegeben.

Werden die einzelnen Bilder bzw. Einzelwerte der Pixel innerhalb der ROIs betrachtet erkennt man,
dass bei & einige Pixebereits gesattigt sind und somit keine ghiifizierung mehr moéglich ist, siehe
Tabellel5b.

Zeit | Max. Spot 1 Max. Spot 2| Max. Spot 3| Max. Spot 4
[s] [counts] [counts] [counts] [counts]
1s 689 616 522 559

2s 1403 1180 1035 1084

4s 2682 2338 2158 2156

8s 4095 4095 4095 4095

Tabellel5: Dargestellt sinddie beiverschiedenen Integrationszeiteheobachten maximalen Pixelwertg Spot. Bei 8 s
sind bereits einige Pixel gesattigt.
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Zusatzlich ist ein mdighst grof3er dynamischer Bereich lar Fluoreszenzmessung sinnvodii
sind hohe Integrionszeiten nicht zu empfehleda pro Pixel nur der Bereich bis 4095 zur Verfligung
steht. AusAbbildung38rechts kann die longitudinalDampfung des Transducers berechnet werden
sieheTabellel6. Die Dampfung berechnet sich ng@e; 89

a
d=10 R 4.2
ch
d Dampfung
P Leistung, hier ersetztuich Signalstarke/Intensitat (inountg der CCD innerhalb der ROI
Dampfung [dB] 1ls 2s 3s 4s
von Spot 1 zu Spot 4 -0,69 | -0,82| -0,82 | -0,83
von Spot 2 zu Spot § -1,08 | -0,95 | -0,86 | -0,90
von Spot 3 zu Spot4 -1,60 | -1,97 | -2,21 | -2,13

Tabellel6: Dampfung von Spot zu Spot bei verschiedenen Integrationszeiten

Die Dampfung von Spot 2u Spot 2 betragt im Mittel0,79° 0,0€ dB, von Spot 2 zu Sp&

0,95° 0,08 dB und von Spot 3 zu Spotl498° 0,2: dB. Allerdings ist die Dampfung von Spot 3 zu
Spot 4 nicht ganz korrekt angegeben, da bei Spot 4 bereits einige Pixel gesattigt sind. Unter diesen
Voraussetzungen ergibt sich eine Dampfwog Spot zu Spoton 0,87° 0,11dBbzw. 18° 2 % Der

Spot zu Spot Abstand betrdgi05mm, somit ist die Dampfund,23° 0,1e¢dB/cm.

Um den Einfluss der Laserleistung zu ermitteln wurde analog vorgegangenAbiaidung39.

Laser-
leistung
[mw]
= 1
* * e 2
200000 - 200000 - * 3
- v 4
L] - 6
T — <« 8
150000 | 150000 .
T oy 12
5 5 e 16
) 3 * 20
g 100000 § 1000004 4
z g2 T
2 I3 T
= £

T T T T
5 10 15 20 1 2 3 4
Laserleistung [mW] Spot

Abbildung 39: Einfluss der Laserleistung (Integrationszeit konstant bei 1 s). Links: Fir alle vier Spots (ROIs) wurde die

Summe aller Pixel der ROIs addiert. Rechts: Die AbhandigleziSignalstarkevom Spot fir eine definierte Laserleistung
zwischen 1 und 20 mW ist dargestellt. Hier wird die Dampfung des Transducers sichtbar.

Gut zu erkennen ist, da eine Verdoppelung der Laserleistung nicht zu einer Verdoppelung der
Signalstéarkefiihrt. Dies liegt zum einen darin begrindet, dass die Kalibrierung des Lasers mit
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Labormitteln durchgefuihrt wurde (einfaches Lds#ibriergeraf und somit keine exakte Kalibrierung
mdoglich war. Allerdings ist die Einstellung reproduzierbar, d.h. betelfimgy einer Leistung wird
immer dieselbe Leistung abgerufe®a ein linearer Verlauf vorliegvird von einer korrekten
Funktionsweise ausgegangen. Selbst bei niedrigen Laserleistungen wird relativ viel Streulicht von der
CCD empfangen, weshalb hohe Liggungen vermieden werden sollterei 1 s Integrationszeit

wird aber auch bei 20 mW Laserleistung keine Pixelséttigung erreichTalelle 17 sind die
berechneten Dampfungswertausammengefasst

Dampfung [dB] |1 mW|2 mW|3 mW|4mW |6 mW|8 mW| 12 mW| 16 mW| 20 mW
von Spot 1 zu Spot] 0,73 |1 0,60 | 0,51 0,41 | 0,24 | 0,18 | 0,07 0,04 -0,01
von Spot 2 zu Spot| 1,07 094 0,81 0,66 | 0,53 | 0,45 | 0,37 0,30 0,29
von Spot 3 zu Spotq4 1,61 | 1,32 1,06 | 0,96 | 0,75 | 0,63 | 0,51 0,48 0,42

Tabellel7: Dampfung von Spot zu Spot bei verschiedenen Laserleistungen

Die Tendenbei den hinteren Spotsine héhere Dampfung bei niedriger Laserleistwogzufinden

ist durch erhdhte Streuverlustelurch die Mehrfachreflexion und Aufweitung desaskrstrahlsund
durch Anpassungder ROIlan eine Ellipse begrindea fur dieses Experiment alle ROIs gleich grof3
gewahlt wurden sind zu viele Hintergrundwerte (niedrige counts) mit in den Spot gerechnet
Dadurch wird die D&mpfung scheinbar héhgei denspateren quantitativen Fluoreszenzmessungen
werden die ROIs so klein wie miagl gewahlt um diesen Fehler auszugleichddie Dampfung von
Spot 1 zu Spot 2 betragt im Mitt€l,31+0,2¢ dB, von Spot 2 zu Spot@B60° 0,27 dBund von Spot 3

Zu Spot 40,86° 0,3€ dB. Es ergibt sich eine gemittelte Dampfung \@»9° 0,3¢dB von Spot zu
Spot bzw.12° 7 % oder0,84° 0,54dB/cm. Der Vergleich der auf verschiedenei¥éeermittelten
Dampfungen zeigt, dass sie sich in derselben GrélZenordnung bewdgeansieht daran deutlich
dass die vorderen Spoterheblichmehr Anregungslicht erhalten undbrt somit aucheine héhere
Fluoreszenzintesitat erreicht werden sollte. Auf de gleiche Weise wurde die Dampfung der
Kunststofftransduceaus ZEONOR ermitteliese ist deutlich héher und errechnet sich im Mittel zu
4,14° 2,41dBbzw. 55,7° 21,C% von Spot zu Spot

4.1.3 Hintergrund undRauschen

Um quantfizierbare Messwerte zu erhaltenmuissen die Einflisseles Rauschensowie des
Hintergrunds bekannt sein. Es gibt viele Arten von Rauschervensghie@gne Arten, Rauschen zu
bestimmen[90]. Von Interesse ist, ob ohne Variation der physikalischen Eibaften (Laserleistung,
Integrationszeit, Fluss und Temperatur) Gberhaupt ein stalglieéchmafiges, nicht driftendes Signal
erhalten wird. Hierzu wurde Langzeitmessungen bei 1 undm¥/ Laserleistung und -4s
Integrationszeit Uber bis zu 68in durchgéihrt, die zeigen, dass das Signal um einen Mittelwert
schwankt und keine eindeutige Drift zeigt. Von Interesse ist auchAdsolutwertdes Rauschens
bzw. desHintergrunds In Tabellel8 sindExperimente hierzu zusammengefasst.
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ROI auBBerhalb des Laserstrahls ROI direkt auf Messspot
[Counts] Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4 Spot 5
Mitelwert | & 468+0,156 | 6,239+ 0,173 | 5,668+ 0,151 | 9,165+ 0,325 | 10,927+ 0,147
Transducer 1
Maximalwert 31 33 37 23 27
Transducer 1
Minimalwert
Transducer 1 0 0 0 ' °
Mitelwert | 6 423+0,184 | 6,201+ 0,140 | 5997+ 0,097 | 9,283+ 0,218 | 10,775+ 0,195
Transducer 2
Maximalwert 30 32 34 23 26
Transducer 2
Minimalwert
Transducer 2 0 0 0 0 ’
Mittelwert 6,346+0,213 | 6,135+ 0,192 | 6,058+ 0287 | 9,870+ 0,366 | 11,108+ 0,274
Transducer 3
Maximalwert 28 31 32 26 29
Transducer 3
Minimalwert
Transducer 3 0 0 ! ! ’

Tabelle18: Zusammengestellt sind die Messungen von Hintergrund bzw. Rauschen auf verschiedenen Transducern einer
Produktionscharge Der Maximal bzw. Minimalwert und deren Differenz zum Mittelwert sind ein Maf fur das Rauschen.

Es wurden verschiedene Bereiche auf drei Glastransducern einer Produktionscharge definiert und bei
Laseranregung, ohne Oberflachenbeschichtumigobachtet. Die Auswertung umfasst je 60
Datenpunkte. Die Spots 4 befinden sich gleichverteilt auf dem Transducer auf3erhalb des
Anregungslichtswobei Spot 1 am weitesten von der Anregungsquelle entfernt ist und Spot 3 am
nachsten ist Der Mittelwert hieaus bzw. die Extrema dienen als Mal3 fir das Rausahdndie
Signalstabilitat Spot 4 und Spot 5 sind ROIs an denen spater auch die Erkennungsstruktur
immobilisiert wird und liegerirekt an einem Reflexionspunkt. Spot 5 ist der erste Reflexionspunkt
aufder Chipoberseite, Spot 4 der zweite. Di¥gerte werdenals Hintergrund betrachtet und bei der
Berechnung des eigentlichen Signals vom Mgaal subtrahiert. Die Experimente wurden bei 1 mW
Laserleistung und % Belichtungszeit durchgefiihrDiese Einstking wurde auch spater bei den
meisten Messreihen verwendeGemittelt Gber alle Spots auRerhalb des Anregungslicetgeben

sich 6,180t 0,189 counts. Damit schwankfs Signalim 3,1 %. Fur die Spots 4 ubergeben sich

leicht hohere Werte, da dieseirdkt in derselben Ebene liegewie der Anregungsstrahl. Die
gemittelten Werte Uber alle Transducer betragen bei Spot 4 9489308 counts und bei Spot 5
10,937 = 0,136 counts. Die Abweichungen betragen hier 3,3 % und 1,2 %. Fir die spéatere
Quantifizierung eines Messsignals sind diese Werte ausreichend. Zu beachten ist allerdings, dass die
Maximalabweichungen einzelner Pixel innerhalb der Spots deutlich hoher sein kdnnen. Dies kann
durch Effekte der CCD Kamera hervorgerufen werden, allerdings spieldeudhansdcuerqualitéat

eine grol3e Rolle. Da die Glastransducer wiederverwendet werden, entstehen bei der Reinigung und
der Aufarbeitung kleine Beschadigungen am Transducer. Diese kdnnen nun als Streuzentren
fungieren und so eine hoheres Rauschen bzw. elrigreren Hintergrund erzeugen. Die Experimente
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wurden auch bei ausgeschaltetem Laser durchgefifiidbelle 19 zeigt die entsprechenden
Ergebnisseund verdeutlicht dass auch hohe Werte einzelner Pixel bei ausgdstbm Laser zu
erkennen sind und die Effekte daher eher von der Elektronik uncC@Kamera herrihren als etwa
von Streuzentren.

ROI
[Counts] Spot 1 Spot 2 Spot 3
Mittelwert 5,297+ 0,221 | 6,664+ 0,219 | 4,526+ 0,173
Minimalwert 0 0 0
Maximalwert 33 32 40

Tabellel9: Zusammengestellt sind die Messungen von Hintergrund bzw. Rauschen auf einem Transducer bei
ausgeschaltetem Laser. Der Maximakw. Minimalwert und deren Differenz zum Mittelwert sind ein MalR fidlas
Rausche und unterscheidersich nicht signifikant von den Werten mit Laser auf3erhalb der Anregungsebene.

Fur langere Belichtungszeiten bzw. hohésserleistung ergibt sickowohlein hbherer Hintergrund
als auctein héheres Rauschen, dargestellfTiabelle20.

[Counts] ROI auRRerhalb des Laserstrahls ROI direkt auf Messspot
Spot1l | Spot2 | Spot3 Spot 4 | Spot5
Belichtungszeit 2 s
Mittelwert 9,360+ 0,309 | 8,686+ 0,327 | 7,779+ 0,303 | 15,255+ 0,467 | 18,393+ 0,536
Minimalwert 0 0 0 2 2
Maximalwert 57 58 64 79 59
Belichtungszeit 8 s
. 23,690+ 673490+
Mittelwert 0.278 25,878+ 0,435 | 22,450+1,785| 55,387+ 1,785 1,708
Minimalwert 4 7 5 28 33
Maximalwert 176 172 209 286 171

Tabelle20: Zusammengestellt sindid Messungen von Hintergrund bzw. Rauschen auf einem Transducer bei
Belichtungszeiten von 4 s unds3

Zusammenfassend ist eine niedrige Belichtungszeit deutlich glinstiger, da der niedrigere Hintergrund
eine hohere Signaldynamik ermdglicht. Der Hintergrimmerhalb eines Spots in der Laseranregung

ist bei 1 s Belichtungszeit um den Faktor 0,3 geringer als bei 2 s und um den Faktor 0,75 geringer als
bei 8 s. Das Rauschen bei hdheren Belichtungszeiten wird gréRer, dennoch kann auch bei diesen
Einstellungergearbeitet werden, da im Mittel, bei der Betrachtung mehrerer Pixel innerhalb eines
Spots, die Standardabweichungen gering und konstant bleiben. Fur die Transducer aus Zeonor
wurden dhnliche Betichtungen angestellTabelle21 gibt eine zusammenfassende Ubersicht.
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[Counts] ROI auRRerhalb des Laserstrahls ROI direkt auf Messspot

Spot 1 | Spot2 |  Spot3 Spot 4 \ Spot 5

Belichtungszeit 1 s

Mittelwert 6,067+0,154 | 4,235+0,162 | 4,219+0,239 | 170,062+ 0,478 | 285,041+ 0,869

Minimalwert 0 0 0 45 88

Maximalwert 27 26 35 1167 728

Belichtungszeit 2 s

Mittelwert 10,023 +0,161| 6,452 +0,141| 6,402+ 0,139 | 337,928 *+ 0,622 568,989 + 0,990

Minimalwert 0 0 0 96 194

Maximalwert 46 45 60 2341 1426

Tabelle21: Zusammengestellt sind die Messungen von Hintergrund bzw. Rauschen auf einem Kunsistftducer aus
Zeonor bei verschiedenen Belichtungszeiten.

Deutlich zu erkenenist, dass aul3erhalb des Anregungsstrahls &hnlich niedrige Werte vorliegen, wie
bei den Gdstransducern. Dies spricht fur eine geringe Streuung der Kunststofftransducer, vor allem
beim Einkoppelprozess. Allerdings ist innerhalb des Lichtstrahls an den Reflexionspunkten ein
deutlich hoherer Hintergrund feststellbar. Vergleicht man Kunststoft Glastransducern, dann ist

der Hintergrund bei Spot 4 und 1 s Belichtungszeit bei den Glastransducern um 94 % geringer, bei
Spot5 um 96%, bei & Belichtungszeit jeweils um 96 bzw. 9P4. Dahebesitzen dieGlastransducer

eine hohere Auflosung/Signaldamik als die Transducer aus Kunstst®éi einer Belichtungszeit von

4 s sind bereits die ersten Pixel in der Sattigung. Eine Auswertung ist hiermit nicht mehr mdglich.

4.1.4 Einfluss der Fluidik

Damit ein Biosensor quantitativ arbeiten kanist eine zuveéssige Fluidikeinheit nétig. Dies
umfasst die Pumpe und das Ventil, genauso wie &eobengeber Wenn von einer korrekten
technischerFunktionsweise ausgegangen wiist noch der Einflussuf das Messsignaki Anderung

der FlussparameterPumpgschwindgkeit), wie auch die Vermischung der in den Schlauchen
getrennten Flissigkeiten (Puffer, Probe, Regenerationjiberpriifen bzw. zminimieren Bei einer
StandardmessungurdenPBS Ak und AG in PB&hd SD$ verschiedenen Geschwindigkeitéher

den Transducergepumpt. Dabeiwurde kein Einfluss aufas Messsignalie z.B. Pulsation, Drift oder
Storsignalefestgestellt sieheauch Abbildung27. Innerhalb der Schléduche ist die Vermischung von
Flussigkeiten zu vereiden damit die Probe zu definierten Zeiten in der Flusszelle und damit auf
dem Transducer ankommtm System werden Schlduche mit einem Innendurchmesser von 0,5 mm

verwendet. Die hdchsten Pumpraten liegen bei 1[80 dies entspiht 0,063669. Nimmt man fur
S S

Wasser eine Dichte von 1r:—|_und eine Viskositat von 0,00099?#%S an, errechnet sich die

Reynoldszahl nacksleichung4.2) zuRe =32.
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r o v

Re= (4 2)

Der kritische Wert isRe.; =2300. Da dieser Wert nicht Ubetwitten ist, kann voreinemlaminaren

Fluss ausgegangeverden und damit keine turbulente Vermischung Negen Desweiteren sind bei

einer typischen Messung die verschiedenenadrezien (Probe, Antikdrper) durchuftblasen
voneinander getrenntum die noch moglichélraylorDispersion Mischung durch Diffusion an den
vergroRerten Beruhungdlachen der Kompartimenteu vermeider91; 92; 93]. Abgebildet ist eine
Beispielkure, Abbildung 40, an der keine Stdorungen durch die Luftblasentrennung erkennbar
werden, da die Luftblasen die Flusszelle wahrend der Inkubationsphase passieren und dadurch keine
Anregung stattfindet. Die Luftblasen verlassen dies$zelle auch seleicht (visuelle Kontrolle).
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Abbildung40: Nullmessung von Neopterin mit dem Bindungshemmtest. Die eingesetztek@Kzentration betrug hier 8
ng/mL. Es sind keine Stérungen durchfiblasen feststellbar.

4.2 Fluoreszenmessungen Neopterin

In diesem Kapitel wird die Etablierung eines Neopterinassays auf dem optischen Biosensorsystem
beschriebenDazu wurde derlfioreszenzmarkierte Neopterinantikdrper verwendleopterin wird

vom menschichen Organismus bei einer Immunantwort vermehrt gebildBia es sich um ein sehr
kleines Molekil handelt (253,2 g/mol) ist die Detektion nicht mit einem Sandsshy, sondern nur

mit einem Bindungshemmtest moéglich. Es kann in verschiedenen Korpyfkissn wie z.B. Blut

und damit auch in Serum, Plasma, Urin und Liquor detektiert werden. Gerade bei Patienten mit
Sepsisdiversen Organentziindungeaper auch kardiovaskularen Erkrankungen oder Infektion mit
dem H#Virus ist eine Bestimmungwar sinnvol [94; 95; 96], gehort bis heute aber nicht zur
Routinediagostik. Vorarbeiten zu flachig beschichteten Transducern und -RR&Ssungen zu
Neopterin finden sich auch [48].
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4.2.1 RIfSMessungen

Zuerst sllte der Neopterinassay auf dem markierungsfreien Biosensorsystem etabliert webdaen.
Oberflache wurde flachig nach der Vorschi(@)l11(g), IV(g+k)I(g+k) prapariertAllerdings hat sich
gezeigt, dass keine vollstandige Regeneration der Transduediiche mdglich war. Das Signal
wurde von Messung zu Messung bei gleicher AK Konzentration geringerAbieifaungd 1.

0.8

0.7 4 | Messung
1l—1

06 |——2
054| —— 21

0.4 4

0.3 4

0.2 4

D opt. Schichtdicke [nm]

0.1 T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000

Zeit [s]

Abbildung41: Es sind 7 Messungen von NeoptediKauf einer NeopterinBSAOberflache gezeigf{100s¢ 700s Ak
Aufgabe, 70G ¢ 1350s Puffer).Nach jeder Messung wurde der Transducer intensiv mit SDS gereli@3§0s ¢ 1800s). Da
bei jeder Messung dieselbe Menge AK verwendet wurde, miisste auch das&tiral zu sehen sein (78 1350s).Zu

sehen istabereine deutliche Abnahme der optischen Schichtdicke.

Hier istdie Basislinie zu sehen, anschliel3end die Anbindung des Antikérpers. In der folgenden Phase
wird nur PBS Uber die Oberflache gegeben saldliel3lich regeneriert. Diese 7fabtessung zeig

eine deutliche Signalabnahme bei der ndchsten MessDagnit sind keine grof3eren Testreihen auf
einem Transducer moglich, auch der Einsatz verschiedenster Regenerationsdetergenzien (Glycin,
HCL, Acetonitfi k t N2 LJA 2 v BrachieNisine Bridlk Wm inesem Sensorsystem ein sinnvoll
auswertbares Signal zu erhaltemurden 1,5ug AK pro Messung eingesetzt. Im FABB®tem (mit
Fluoreszenzanregung) war es mogliblei einer deutlich gréReren TransducessBdche, die AK

Menge auf 2hg pro Messungzu verringern. Durch die geringe Beladung war es nun méglieh
Oberflache vollstdndig zu regenerieren. Durch die hoheKézentration im RIfSystem, die
allerdingsfiir diese markierungsfreie Methodadtig ist, war es nicht moglich einen Assay flr
Neopterin zu etablieren bzw. kinetische und thermodynamische Konstanten zu bestimmen. Ein
Vorteil der RIfS besteht oft dagimit nicht markierten Substanzen zu arbeiten und daher auch
kostengtinstiger arbeiten zZ&xbnnen, auch wenn es um die reine Quantifizierung eines Analyten geht.
Durch die geringe AKlenge pro Messung im TIRF kann hier aber der Aufwand dédafiderens

fur das FABIAISystemgerechtfertigt werden. Zudem sind durch die geringenk&ifzentrationen
Uberhaupt erst Messungen mdglich. Die Oberflache blieb auch nach mehreren hundert Messungen
verwend und reproduzierbar.
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4.2.2 Methodenvalidierungg Messungen auf einem Transducer

Alle Kalibrierungen und Analytmessungen wurden hierzu auf einem einzigensiucer
durchgefihrt. Der Transducer wuraech der Vorschrift I(g)I(g), IV(g+kYI(g+k) prapariert (Kapitel
3.5.1) undzwischernden einzelnen Messungen nach der Vorschrift in KaBiteBregeneiert. Es gilt

zu beachten, dass alle folgenden Konzentrationsmessungen von 50 pL Probe/Standard ausgehen.
Diese wird dann auf 500L verdinnt und gemessen. Alle Konzentrationsangaben beziehen sich auf
die 5@ uL verdinnte ProbeDaher ist spater bei der KagroRenberechnung ein Faktor von 10 zu
bertcksichtigenZuerst wird anhand der in Kapit@l3.3 vorgestellten Methodenvalidierung der
Assay bewertet.Hierzu werden die Ergebnisse eines Spots verwendgetailliert wird auf die
Kalibrierfunktionen undderen Optimierungsstrategien, wie in Kapit2l3.2 behandelt, am Beispiel
einer 3-fachKalibrierungfur einen Spoteingegangen. AnschlieRend werden diegebnisseauf
mehrere Spots auf dem Transducerduaufdie 1-,3- ,6- und 9-fachKalibrierung angewendet und der
Einfluss der verschiedenen Einnd Mehrfachkalibrierungen auf die KenngrofRen, Kapd.],
untersuchtund diskutiert.

Zuerstwird auf Selektivitat gepriift. EsdaNRSY ¢ oFASt R oflylaa Ay t.{
vermessen. Da es sich bei diesem Format um einen Bindungshemmtest handelt bedeutet dies, dass
dem PBS nur der markierfdeopterinAntikbrper zugesetzt wurdeDaserhaltene Signal wurde auf

100% gestzt. Die Standardabweichung betragt 2,488 zweiten Schritt wurde nur PBS vermessen

ohne Neopterin Das Signal betragt78° 2,88 9. Dies ist im Rahmen des Rauschens des Systems.

dritten Schritt wurde dem PBS ein CRP Antikorper hiniggefuch hier sollte nahezu kein Signal
erhalten werden, da der fluoreszenzmarkierte CRP Antikorper keine Kreuzreaktivitat zeigen sollte.
Das Signal vof@,38° 5,7¢ kbnnte allerdings auf eine leiaghBindung an die Oberflache hinweisen.

Im Rahmen der relativ hohen Standardabweichung kann dariber aber keine definitive Aussage
getroffen werden.Desweiteren wurden dem PBS und Neopterinantikdrper auch Storsubstanzen
hinzugefiigt um dererkinflissezu prifen. Bei den 8tsubstanzen handelt es siaim humanes

Plasma (1086) und CRP (0,1 mg/miDas Signal fir Plasnetragt 106,30° 2,07 9, es ist somit

hoher als fur die Leerprobe ohne Stoérsubstanz. Da mit dem Biosensorsyst fluoreszierende
Molekiile erfasst werden kdénnen vgt dies, ach im Rahmen der Standardabweichumegtweder

auf eine vermehrte unspezifische Bindung hin oder auch eine stéarkere spezifische Bindung. Dies kann
dzbl @ RFYAG SNJENNIL 6SNRSYy>X RIFaa RSN !'Y Ay &aSay
Selektivitat aulveist. Die Zugaberon CRP beeinflusst das Sigimal Rahmen der sdv nicht. Die
Ergebnisse sind auch Atbbildung42 und Tabelle22 zusammengestellt.
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Abbildung42: Die Selektivitat wird mit verschiedenen Stdrsubstanzen untersucht. Das Signal ist hier normiert auf 100 %

Probe Intensitét sdv Intensitat, sdv

[counts] | [counts] | normiert [%] | [%0]

NeopterinrAK(Leerprobe) | 1184850 2925 100,00 2,48
nur PBS 32912 947 2,78 2,88

CRPAK 87497 5037 7,38 5,76
Plasma+ NeopterinrAK 1259460 26123 106,30 2,07
CRP+ NeopterinrAK 1176900 30014 99,33 2,55

Zur

Bestnmung der Genauigkeit (Richtigkeit) wurden
5%10°, 5*10* und 0,05 mg bestimmt, siehe Tabelle 23. Die Abweichungen betragen hier

4,20 % 4,42%und 9,74%zum wahren Wert, ermittelt aus der Kalibrieriktion rPL5(siehe spéater in
diesem Kapitel)und sind somit weit unter den geforderten 15 %zw. 20% im unteren

Konzentrationsbereicder Methodenvalidierung der FDA.

Tabelle22: Zusammenfassung der Messungen auf Selektivitét dethode. Das Signal ist hier normiert auf 100 % Signal
bei der Leerprobe. Exemplarisch sind die Intensitaten auch in counts angegeben. In zukinftigen Tabellen werden fur eine
bessere Vergleichbarkeit nur die normierten Intensitaten angegeben.

die NeopterinKonzentrationen

Konzentration [mg/L]| Intensitat [%] | sdv [%] | ber. Konzentration [mg/L]| Abweichung [%]
5,00E06 80,37 1,24 4,79E06 4,20
5,00E04 40,29 0,29 4,78E04 4,42

0,05 20,55 0,80 0,045 9,74

Tabelle23: Fir dieRichtigkeitwurden drei Konzentration 5-fachgemessen. Die Konzentrationen verteilen sich Uber den
ganzen erwateten Kalilrationsbereich.Die Abweichung ist die Differenzom berechnetereumwahren Wert.
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Fur die Bestimmung der Prazision wurden ebenfadills Konzentrationen jé-fach bestimmt. Als
Testszenario wurde jeweils eine ganze Einfachkalibrierung durdimgefind im Rahmen der
Kalibrierung die drei Konzentrationen vermessen. Fur die Rvadiestimmung wurden somitiinf
Kalibrierungen durchgefuhrt und die Prazision von Kalibrierung zu Kalibrierung ermittelt. Wie in
Tabelle 24 ersichtlich liegen Be Standardabweichungeder Intensitatenunter 1,24 % und die
Abweichungen der daraus berechneten Konzentrationen unter de¥t IBie Kriterien der FDA sind
auch hier voll erfullt.

Konzentration [mg/L]| Intensitat [%]| sdv [%] |ber. Konzetration [mg/L] | Abweichung [%
5,00E06 79,43 1,24 5176 3,49
5,00E04 40,97 0,58 4,274 14,56

0,05 20,57 0,85 0,045 10,18

Tabelle24: Fur dieErmittlung der Prazision wurden drei Konzentrationfach gemessen. Die Konzeationen verteilen
sich Uber den ganzen erwarteten Kalibrationsbereich.

Die Bestimmung einer Kalibrierfunktion erfordert eine ausfihrlichere Dssios Alle
Kalibrierfunktionen wurden mittels LevenbeldarquardtAlgorithmus mit Hilfe deMMethode der

kleinsten Quadrat@ngepasst. Dieser Algorithmus wurde verwendet, da er als duf3erst robust gilt und

1 dZRSY | dzOK 06SA aaOKf S Ookdiknwergeqziiahrbtheirdicikdit VeSEeN), S A y S
bereits in Kapitel2.3.2 besprochen gibt es eine Vielzahl an moglichen Kalibrierfunktionen und
Datentransformationenum eine geeignete Kalibrierfunktion zu bestimm Als géngig haben sich

die 3PL, 4PL und 5PL erwiesen. Die Vorteile dieser Funktionen sind der sigiveitizé dessen

Steigung zwar nicht konstant ist, skenRichtung (positiv oder negatigpernicht geandert werden

kann. Damit wird der Effekt detJberanpassung minimiert, der bei hoher parametrisierten
Cdzy1lA2ySy 27Fi FdZF GNBGSY {lyy dzyR &aAO0K 1T o. o
zwischen den ermittelten Datenpunkten zeigtuf die 3PL wird hienur kurzeingegangen, da zur
Anwendung die Daten zuerst angepasst werden mussen. Alle gangigen-parametrigen
Kalibrierfunktionen musen fur eine korrekte Anpassung bei nodlginnen. Somit missten die Daten

fur dreiparametrige Kalibrierfunktioneauf nullund 1 bzw. 1006gesetzt werdenDies wid als nicht
aAyy@g2tt |yaSasSKSys RI  S& | dzOKnktibndfihrtS Fif &0 o + S NI
vorliegenden Assay werden die Werte auf 2e6qmaximale Intensitat bei Konzentration gleich Null)
normiert. Damit wird eine Grenze gesetzt, die Signaldpilaaber nicht verdndertDie Normierung

auf 100%ist vor allem spater bei der Berechnung des LOD und anderer Kenngrof3en wiehéig

sonst passieren kandass diese Kenngréf3en, berechnet in der Signaldomane, keine Entsprechung in
der Konzentrationsdoéne mehr haben, da sie nicht auf der Kalibrierfunktion liegen. Daher wird der
hochste Wert der Kalibrierfunktion bei einem Bindungshemmtest auf%@@stgelegt Fir einen
SandwichAssay miusste dann das Signal a@b @ormiert und festgelegt werdeistichpobenartige

Tests haben lzer gezeigt, das8-parametrige Kalibrierfunktionerund die #£Lnach MNrmierung

identisch verlaufenin Abbildung43 und Tabelle26 sind dieHill-Funktion (normiertauf 0% und100

%) und die 4PL Gormiert auf 0% und 100 % zwecks Vergleichbarkeit)er 3-fach Kalibrierung
(Tabelle25) dargestellt.Bei der Hill Funktion ist die Steigung im Wendepunkt negativ. Dies kann aber
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durch eine angepasste HHLnkKion, bei der der Verlauf von vorne heredturch eine negative
Steigung beschrieben wingermieden werden. Die Aussage ist aber dieselbe.

Normiert auf 100 %|Normiert zwischen 0 und 100
Konzentration [mg/L| Intensitat [%]|sdv [%] Intensitéat [%6] sdv [%]

0 100,00 2,11 100,00 241
1,00E07 99,68 2,12 99,63 2,42
1,00E06 98,63 2,16 9844 2,48
1,00E05 70,91 0,99 66,74 1,21
1,00E04 51,37 1,63 4441 2,15
1,00E03 40,80 0,64 32,32 0,92
1,00E02 2337 0,81 12,39 1,75
1,00E01 13,40 0,73 1,00 11,09
1,00E+00 13,07 0,77 0,62 18,48
1,00E+01 12,53 0,75 0,00 -

Tabelle25: Daten der3-fach-Kalibrerung. Links sind dimtensitatenauf 100 % normiert. Diese Daten werddmei allen
folgenden Kalibrierungen verwendet. Rechts sind digdnsitaten zwischen 0 und 100 % normiert und werden fur die 3
parametrigen Kalibrierfunktionen bendétigt.

Zum Vergleich der spateren Kalibrierungen wird hier noch fur die Daten mit Normierung auf 100
die gemittelte sdv zu 1,2% und einer Streuungon 043% ermittelt. Als Streumal wird hier die

Varianz der sdv verwendet.

100

IN o) ®
S s} s}
1 1 1

Intensitét, normiert [%)]

N
o
1

Hill-Funktion
—— 4PL

1E-5

1E-3

Konzentration [mg/L]

Abbildung43: Kalibrierfunktionen fur eine3-fach-Bestimmung. Nach Normierung verlaufen die Hrlinktion als Beispiel
fur eine 3Parameer Kalibrierfunktion und die 4parametrische Logistikfoktion identisch.
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Hill-Funktion 4PL
Parameter Wert sdv Wert sdv
A 100 0 100 0
B -0,45262 | 0,05510 0,45262 | 0,05510
C 0,00009 | 0,00003| 0,00009 | 0,00003
D - - 0 0

Tabelle26: Parameter der KalibrierungNach Normierung verlaufen die Hifunktion und die 4 parametrische
Logistikfunktion identisch.

Gut zu erkennen ist der exakt gleiche Verlauf. Daher wird jetzt im Folgenden nur auf die 4PL und 5PL
eingegangenin Abbildung44 und Tabelle27 sind die 4PL, 5PL und die r5PL undRieameter der
Anpassungufgezeigt.
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Abbildung44: Darstelung der Kalibrierfunktionen 4PL, 5PL und r5PL. iDieden Datenpunkte zeigen die
Vergleichsprazisionsdaten fur die \erfindung. Links: Hier wd der Parameter A aul00 % festgesetzt. Rechts: Es
gelten keine Parameterbeschrankungen.

Parameter| Wert | sdv Wert | sdv Wert | sdv
4PL, Parameter A fes| 5PL, Parameter A fest| r5PL, Parameter A fest
A 100 0 100 0 100 0
B 0,44955 | 0,07123| 4,90676 | 10,38141 | 4,90567 | 1041641
C 0,00010 | 0,00004 | 1,1228E6 | 6,085E7 | 0,00011 | 0,00007
D 12,25326 | 3,53581| 0,72764 | 6,66005 | 0,7298 | 6,65932
E - - 0,03097 | 0,06949 | 0,03098 | 0,06956
4PL 5PL r5PL
A 104,04867 | 4,59097 | 9984007 | 2,49174 | 9984015 | 2,49173
B 0,41579 | 0,07831| 5,1764 | 13,40982 | 5,1752 13,5495
C 0,00008 | 0,00004 | 1,1348E6 | 6,9729E7 | 0,00011 | 0,00008
D 11,65805 | 3,81052| 0,72779 | 7,29248 | 0,72948 | 7,29187
E - - 0,02936 | 0,07981 | 0,02936 | 0,08044

Tabelle27: Parameter der Kalibrierfunktionen 4PL, 5PL und r5PL. Obéed der Parameter A auf 100 % festgesetzt,
unten gelten keine Parameterbeschrankungen fur die Fuidn.
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Tabelle28 zeigt die Daten fiir die Berechnung d&liederfindungraten. Die Werte dienen auch zur
Charakterisierung der Kalibrierfunktionen

Konzentration [mg/L]| Intensitat [%]| sdv [%]|ber. Konzentration [mg/L Abweichung $6]
2,00E06 90,94 2,95 2,09E6 4,55
2,00E04 45,38 0,79 2.1654 7,80

0,02 22,77 2,13 0.022 12,25

Tabelle28: Intensitaten zur Berechnung déWiederfindungsraten. Diese werden im Folgenden auch fur alle anderen
Berechnungen vevendet.

Eindeutig zu erkerem ist, dass sich die 5PL und die r5PL bei Festlegung des Parameters A wie auch
bei freien Parametern nahezu identisch verhalten. Dies wurd@Zhebenfalls festgestellt. Zukinftig

wird deshalbdie r5PL verwendet, da im Vergleich zur 5PL der Testmittelpunkt, ahnlich zur 4PL, direkt
aus dem ParametelC abgelesen werden kannZudem ist die Berechnung der Varianz des
Testmittepunkts bei der 5PL sehr aufwendigine erste qualitative Untersuchungzeigt deutliche
Unterschiede zwischen der 4PL und der r5PL. Die 4PL ist im Gegensatz zur r5PL eine
punktsymmetrischeFunktion. Daher wird der hohe Konzentrationsbereich gleich wie der niedrige
angepasstDie r5PL zeigt hier eine deutlichsymmetrie Im niedrigen Konzentrationsbereich kann
daher der Wert beil*10° mg/Lbesser angepasst werderZur Beurteilung der Qualitat der
Kalibrierfunktionkann auch eine Residuenanal\j8¢; 98] herangezogen werden. Im einfachen Fall

wird die Abweichung der aus der Kalibrierfunktion berechneten Intensitat und der gemessenen
Intensitat gegen di&onzentration aufgetragen. Je kleiner diese Differenz ist, desto genauer folgt die
Kalibrierfunktion dem Verlauf der gemessenen Werte.

== 4PL, Parameter A fest
I 15PL, Parameter A fest
E=3 4PL, Parameter A frei
r5PL, Parameter A frei

Residuen [%)]

0 1E-7 1E-6 1E-5 1E-4 1E3 001 01 1 10
Konzentration [mg/L]

Abbildung45: Residuenanalyse der verschiedenen Kalibrierfunkigm mit freiem und festgesetztem Parameter Bei
der Konzentration Onmg/L gibt es keine Residuen fiir die Funktionen mit festgesetztem Parameter bzw. die Residuen
betragen Omg/L.
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Residuen%]
Konzentration [mg/L]| 4PL, Parameter A feg r5PL, Parameter fest | 4PL | r5PL
0 0,00 0,00 -4,05| 0,16
1,00E07 3,44 -0,32 1,03 | -0,16
1,00E06 8,46 -0,12 7,44 | -0,06
1,00E05 -6,09 -1,28 -5,76 | -1,16
1,00E04 -4,76 0,28 -4,34 | 0,36
1,00E03 5,55 4,58 520 | 4,64
0,01 1,29 -2,37 0,77 | -2,33
0,1 -2,62 -4,96 -2,79 | -4,93
1 -0,56 -0,08 -0,38 | -0,06
10 -0,22 3,05 0,18 | 3,06

Tabelle29: Daten der Residuenanalyse.

In Abbildung45 und Tabelle 29 ist zu erkennen, dass die r5PL den gemessenen Datétgyu
deutlich besser angepasst werden kaim. Bereich voril* 10° mg/L betrégt die Abweichung der
r5PL -0,12%, wohingegen die Abweichung der 4PL 8@ltetragt. Im gesamten Bereiclon
1*107 bis 1*10* mg/folgt die r5PL besser den gessenen Daten. Im Bereiston 0,01mg/L bis
0,1mg/L und bei 10 mg/L ist die 4PL besser an die Datenpunkte angepasst. Die Residuen sind hier
aber bei beiden Funktionen teilweise relativ gro3 mi#t 36 bei 0,1 mg/L. Nach der bisherigen
Analyse ist die r5Pdie geeignetere Kalibrierfunktion, da gerade der niedrige Konzentrationsbereich
fur die Neopterinquantifizierung von Bedeutung iStabei gibt esbei der r5PLnur sehr geringe
Unterschiede bei der Funktionen mit festgesetztem Parameter A oder.d@wieder4PL sind hier
deutlichere Unterschiede, aucim Testmittelpunkt (Parameter)G@eststellbar Abweichung ca. 2%

Im weiteren Verlauf wird der Parameter A daher auf ¥9@estgelegtum, wie bereits diskutiertdie
Bestimmung bestimmter KenngréRen zu vafathen Zur weiteren Analyse der Funktion wurden
die oben genanntenWiederfindungraten verwendet Die Residuender gemessen Probeim
Vergleichzu den theoretischen Daten der Kalibrierfunktiongind in Abbildung46 und Tabelle30
dargestellt.
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== 4PL, Parameter A fest
I r5PL, Parameter A fest
E=3 4PL, Parameter A frei
r5PL, Parameter A frei

Residuen [%)]

2E-6 2E-4 0.02
Konzentration [mg/L]

Abbildung46: Residuen der Vergleichsprazisionsdaten vgl. mit den theoretischen Kalibrierdaten.

Residuen%]

Konzentration [mg/L]| 4PL, Parameter A feg r5PL. Parameter A fest 4PL | r5PL
2,00E6 3,83 -0,87 3,28 | -0,75
2,00E4 -3,97 -0,68 -3,78| -0,61

0,02 3,10 -0,47 2,66 | -0,43

Tabelle30: Residuen der Vergleichsprazisionsdat@Niederfindung)vgl. mit den theoretischen Kalibrierdaten

Bei 2*10° mgl/L liegt die r5PL um mehr als den Faktor 4 genauer,25¢i0* mg/L um mehr ab

den Faktor 5und bei 0,02 mg/L liegt die r5RIM den Faktor 6 ndher am gemessenen Weraim
gesamten Kalibrierbereich und aubhi den niedrigen Konzentrationen imedizinisch interessanie
Bereichdie r5PL n&her an den gemessenen Weritgnwird insgesamt die r5PL als die sinnvollste
Funktion fir die Kalibrierung des Assays auf diesem Biosensorsystem angesehen. Alle weiteren
Betrachtungen finden daheworrangigmit der r5PLstatt. Die 4PL wird weiterhin genutatm mit
anderen Methoden und Biosensorsystemeie die 4PL verwendeiergleiche aufzeigen zu kénnen.

Die 4PL gilt zudem bei vielen Anwendungen als Standard.

Der Vollstadigkeit halber wird hier nockine der haufigsten Linearisierungsmethoderwahnt, wie
sie auch fur ELAS und ahnliche Formate vorgeschlagen wircdAlbbildung47 sind die Werte als logit
aufgetragen Tabelle31 zeigt die Anpassung der 4BuUm einennur zwischen dem linearen Berejch
zum anderen derganzen gemessenen WertebereiciMan sieht einen anndhernd linearen Bereich

zwischen1*10° mg/L und 0,01mg/L. Allerdingsst bei dieserArt der Regression der dynamische

Bereich im Vergleich zu den anderen Anpassungen eingeschrani@erade im unteren
Konzentrationsbereich kann die lineare Anpassung nicht verwendet wemiese Strategie wird
dennoch héaufig angeendet, da durch dieLinarisierurg mit streng definierten statistischen
Evaluationsstrategien gearbeitet werden kamkus den erhaltenen Parametern kann auch wieder

83



Ergebnisse und Diskussion

der Testmittelpunkt abgelesen werden, wenn Uber den gesamten Bereich eine Anpassung erfolgt.
Die Anpassung erfolgte mit déiPL. Durch Datentransformation tber den logit kann nun auf die
Parameterder linearen Kalibrierung zurtickgeschlossen werden. Witid im obigen Beispiekine
Residuenanalyse durchgefiihrt, ergeben sich ahnliche Abweichungen im linearen Bel®ich
allerdngs imVergleichzu den sigmoidalen Funktionen in der halblogarithmischen Auftragung einen
stark eingeschrankten Dynamikbereich aufweBiese Strategie wirdlaher in dieser Arbeinicht

weiter verfolgt

99.9

= Kalibrierdaten
- e Daten der Vergleichsprazisionsmessung
4PL, Anpassung nur im linearen Bereich
99 4 s | 4PL, Anpassung im ges. Wertebereich
— 9547
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5
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Konzentration [mg/L]
Abbildung47: Kalibrierung nach logif ransformation
4PL, linearer Bereich 4PL, ges Bereich
Parameter Wert sdv Wert sdv
A 100 0 100 0
B -0,27490 0,06040 | -0,43338 | 0,10072
C 0,00023 0,00025 | 0,00010 0,00006
D -2,83772 | 12,72632| 11,77925| 6,15586

Tabelle31: Parameter der Kalibrierfunktionen 4PL fur die loghkuftragung. Links wurde nur der lineare Bereich fir die
Anpassung verwendet, rechts allDatenpunkte. Dies ergibt diedssere Anpassung.

Nun kénnen auch di&Viederfndungsraten auf Basis der r5Phestinmt werden Dazu wird die
Gleichung2.74) nach der Konzentration X umgestellt und die Konzentrationen aus den gemessenen
Intensitaten Y berechnet.

4.3

Fur die spatere Verwendung wird hiemgénzenddie Umkehrfunktion der 4PL angegeben.
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A-D

X=g 2 1 ¢ (4.4)

Die Wiederfindungraten betragenbei 2*10° mg/L, 2*10* mg/L und 0,02 mg/L 106,9%,

110,42% und 114,786.Die Methodenvalidierung der FDA trifft keine Aussagen Uber den erwarteten
Bereich derWiederfindungraten. Allgemein wird aber von ®® bis 120% ausgegangen. Die
Anforderungen werden hier somit bei weitem Ubererflls ist allerdings die Tendenz festzustellen,
dassmit steigenderKonzentratiorn die Ungenauigkeit zunimmt. Dieser Tremndrde auch schon bei
der Residuenanalyse irabelle29 festgestellt.

Der letzte Punkt der Methodenvalidierung betrifft die Stabilitdt aller am Assay beteiligten
Komponenten. In diesem Fall betrifft dies den Puffer PBS, die Regenerationslésung aus SDS, den AK,
das NeopteriPAG, Probn und die fertig praparierten Transducer. Der Puffer, die
Regenerationslésung und das NeoptediG zur Praparation der Stammlésungen werden jeweils in
kleinen Mengen frisch angesetzt und sind dann ohne weiteres mehrere Tage zu verwenden. Die
Trockensubstazen bzw. gekauften MaRRlosungendgimehrere Jahre haltbar. Der A&nn aliquotiert

in kleinen Mengen eingefroren weed und ist Gber mehrere Monatadierfahig. Aufgetaut wurden

die einzelnemliquote bis zu 6 Monate bei 4 °C gelagehne dass eine Andeng der Affinitat des

AK festgestellt werden konnte (Erfahrungswert). Die Prokmlen vorandas Plasmawurde in
Aliquoten eingefroren und ist so Uber mehrere Monatagerfahig Aufgetaut sollte das Plasma
innerhalb von 3 Tagen verbraucht werden, da $ohssflockung stattfindet. Hierzu existieren auch
medizinische Erfahrungswertelie eine Lagerfahigkeit bis zu 2 Jahren b80°C aufzeigen. Am
interessantesten ist die Lagerfahigkeit der fertig praparierten Transducer. Die Transducer sind im
trockenen Zstand nicht langeagerfahig. Sollte der Transducer nach der Praparation vollstandig
getrocknet werdennimmt die sensitive Schicht Schaden und es wird evtl. kein Qigeakin Signal

von nur bis zu 38 %° 16 ¢ (3-fach Bestimmung)des frisch préaparierten Transducers erhalten.
Werden die Transducer mit Puffer beschichist auch nach 4 Wochen keine signifikante Anderung
der sensitiven Schicht des Transducers feststellbar. Es werden Signafe2@# im Vergleichzu

einem frisch préparierten Transducer erhalten. Man muss dabei beriicksichtigen, dass hier auch die
Schwankung der teils manuellen Praparation und die Chip zu Chip Reproduzierbarkeit (siehe spater)
einen grofRRen Einfluss haben. Deutlich langer unter Flussigktagerte Transducer (ca. 5 Monate)
zeigen tels deutlich niedrigere Signale.

Aus den bisherigen Ergebnissen lasst sich zusammenfassen, dass die Methode alle Kriterien der FDA
bezuglich Selektivitat, Genauigkeit und Prazision erflllt. Als Kalibrierfunktain sich nach
Residuenanalyse undmit Hilfe der Vergleichsprazisionsdaten die r5PL als geeignetste
Kalbrierfunktion herausgestellt. i Wiederfindungraten sind nach allgemein giltigem Standard
innerhalb der Toleranzgrenzeie Stabilitden einzelner Kmponenten der Methode wurderin
Voruntersuchungewgeprift, die Methode isfiir den Laboralltag als handhabbar anzusehen.

Die bisherige Validierung wurde am Beispiel einer Dreifachkalibrierung an gmeinsgesamt vier
vorhandenen Spotslurchgefuhrt. Betrachtet man die anderen dreSpots, so ist die Tendenz
dieselbe. Die geforderten Grenzen ddethodenvalidierung werden eingehalten und die r5PL ist die
geeiqetste Kalibrierfunktion. IMAbbildung48 sind die vierKalibrierfunktionen fur die einzelnen

Spots aufgezeigt. Es werden sowohl die r5PL als auch die 4PL dargestellt, da diese Ergebnisse spater
noch benétigt werdenTabelle32 fasst die Parameter der Kalibrierung zusaemund in
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Tabelle33ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Parameter Validierung aufgelistet.

Intensitét, normiert [%]
Intensitat, normiert [%]

T T T 0 T
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Abbildung48: Kalibrierfunktionen aller Spots auf demMransducetbei der3-fach-Kalibrierung. Von link®ben nach rechts
unten: Spotl bis4.
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4PL rSPL
Parameter| Wert | sdv Wert |  sdv
Spotl
A 100 0 100 0
B 0,44955 | 0,07123| 4,90567 | 10,41641
C 0,00010 | 0,00004| 0,00011 | 0,00007
D 12,25326 | 3,53581| 0,72984 | 6,65932
E - - 0,03098 | 0,06956
Spot2
A 100 0 100 0
B 0,55412 | 0,08041| 2,55092 6,60647
C 0,00018 | 0,00005| 0,00015 0,00005
D 11,83102 | 2,88426 | 4,34246 5, 31747
E - - 0,08234 | 0,23104
Spot3
A 100 0 100 0
B 0,55573 | 0,07667 | 1,74518 1,26748
C 0,00034 0,0001 0,0003 0,00012
D 12,38644 | 2,84923| 5,23848 5,81693
E - - 0,12548 0,11545
Spot4
A 100 0 100 0
B 0,51494 | 0,06208| 0,85315 | 0,38484
C 0,00032 | 0,00009| 0,0003 0,00011
D 12,40906 | 2,6353 | 7,50999 6,08226
E - - 0,29300 0,22697

Tabelle32: Zusammenfassung der noch verbliebenen drei Spots bei3itach-Kalibrierung. Zur besseren
Vergleichbarkeit sind hier nochmals Teile v@abelle27 integriert. Spot 1 ist die in diesem Kapitel bereits validierte ROI.
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[%0] Spot 1
Konzentration [mg/L]|Intensitat| sdv | ber. Konzentration [mg/L] Abweichung
Selektivitat NeopterinAK 100,00 | 2,48 - -
nur PBS 2,78 |2,88 - -
Richtigkeit 5,00E06 80,37 |1,24 4,79E06 4,20
5,00E04 40,29 [0,29 4,78E04 4,42
0,05 20,55 (0,80 0,045 9,74
Préazision 5,00E06 80,76 |1,24 5,176 3,49
5,00E04 40,97 |0,58 4,274 14,56
0,05 21,05 (0,85 0,045 10,18
Spot 2
Konzentration [mg/L]|Intensitat| sdv | ber. Konzentratbn [mg/L] | Abweichung
Selektivitat NeopterinAK 100,00 | 2,27 - -
nur PBS 2,04 11,94 - -
Richtigkeit 5,00E06 95,12 1,43 5,306 5,99
5,00E04 40,93 |1,36 5,3%4 7,81
0,05 18,25 |1,72 0,0538 7,62
Prazision 5,00E06 94,96 |1,53 5,4066 7,96
5,00E04 40,67 |0,64 5,584 11,50
0,05 18,69 |0,68 0,0465 6,98
[%0] Spot 3
Konzentration [mg/L]| Intensitat| sdv | ber. Konzentration [mg/L] Abweichung
Selektivitat NeopterinAK 100,00 | 1,93 - -
nur PBS 3,10 [1,44 - -
Richtigkeit 5,00E06 97,67 |0,98 5,31E6 6,25
5,00E04 47,79 1,26 4,904 1,98
0,05 20,55 |0,75 0,0521 4,20
Prazision 5,00E06 97,32 (1,18 5,81E-6 16,28
5,00E04 48,14 10,86 4,724 5,59
0,05 20,31 | 1,03 0,0556 11,96
Spot 4
Konzentration [mg/L]| Intensitat| sdv | ber. Konzentration [mg/L] Abweichurg
Selektivitat NeopterinAK 100,00 | 2,94 - -
nur PBS 1,76 (0,85 - -
Richtigkeit 5,00E06 93,54 1,35 4,71886E6 5,62
5,00E04 47,79 10,47 5,42335E4 8,47
0,05 20,83 (0,84 0,04885 2,30
Préazision 5,00E06 92,86 |0,92 5,42285E6 8,46
5,00E04 47,54 10,37 556811FE4 11,36
0,05 21,05 (0,42 0,04563 8,74

Tabelle33: Zusammenstellung der Daten fur Selektivitat, Richtigkend Prazision der Spots-4.
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Aus den vorliegenden Daten ist ersichtlich, dass die Selektivitéat bei allend®pdith ist. Neopterin

wird erkannt, allerdings mit geringerer Intensitat (absolut), als bei Spot 1. Dies ist auf die Dampfung
zuriickzufuhren. Desweiteren wird wie bei Spot 1 bei PBS auf den Spoisk2in Signal, bzw.
Rauschen erhalten. Auch die WerterdPrazision sind ahnlich und differieren um weniger a1

Die sdv der Richtigkeitsma&sigen sind bei allen Spots in derselben Grél3enordnung, allerdings im
Vergleichzum wahren Wert ist die Abweichung von Spot 1 deutiehinger gerade im unteren
KorzentrationsbereichDie Spos 2 bis4 verhalten sich dann aber &hnlich. Auch zu erkennen ist, dass
die Dynamik derKalibrierfunktion bei Spot 1 im wichtigen unteren Konzentrationsbereich am
groRten ist. Sie nimmt zu Spot 2 und 3 dann ab. Bei Spot 4 idasrewieder etwas héher. Dieser
Trend der Abnahme ist aufgrund der abnehmenden (absoluten) Signalintensitat von Spot 1 nach 4 zu
erwarten. Die wieder leicht hohere Dynamik bei Spot 4 kann durch die Kalibrierfunktion oder auch
SAYS a06SaaSNBROI begrirdties seidzyAl deiRvdidgenden Daten lasst sich allerdings
kein genauer Grund erkenneZum besseren Vergleich sind die r5PL Kalibrierfunktionen der vier
Spots inAbbildung49 tibereinandergelegt.

Spot 1

100 &

80

60

40

Intensitat, normiert [%)]

20

1E-9 1E-7 1E-5 1E-3 0.1 10
Konzentration [mg/L]

Abbildung49: r5PL:-Kalibrierfunktionen der Spots 4. Zu erkennen ist die groRere Dynamiik unteren
Konzentrationsbereictbei Spot 1 verglichen mit Spot 2 und 3. Spot 4 bildet hier eine Ausnahme.

Die vorliegenden Daten zeige dass eine Auswertung mit allen Spots moglich ist. Um nun zu
ermitteln, ob eine3-fachBestimmung ausreichend jswerden die Spots-4 einer %, 6-, und einer9-
fach-Bestimmung untersucht. Die folgenden Abbildungen und Tabellen enthalten die Diagramme

und Parameter der 4PL und r5PL der Mehrfachbestimmurigebildung50 - Abbildung52, Tabelle
34 - Tabelle36).
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Daten derl-fachKalibrierung:

Intensitat, normiert [%]

0 ™

T
1E-9 1E-7

Abbildung50: Kalibrierfunktionen aller vier Spots der Einfachkalibrierung. Im der linken Abbildung wurde mit der 4PL, in
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der rechten mit der r5PL approximiert.

4PL r5PL
Parameaer Wert sdv Wert sdv

Spot 1 A 100 0 100 0

B 0,45006 | 0,07162| 6,21465 | 17,14485

C 0,00009 | 0,00004| 0,00011 | 0,00006

D 12,02222 | 3,55012 0,2874 6,69788

E - - 0,02423 | 0,07006
Spot 2 A 100 0 100 0

B 0,55477 | 0,07799| 2,17727 3,7203

C 0,00018 | 0,00005| 0,00015 0,00005

D 11,59389 | 2,80158| 4,2354 5,16465

E - - 0,09753 | 0,18688
Spot 3 A 100 0 100 0

B 0,55769 | 0,07464| 1,61264 | 1,05261

C 0,00035 | 0,0001 0,00031 | 0,00012

D 12,19176 | 2,76699| 5,33048 | 5,63408

E - - 0,13883 | 0,11712
Spot 4 A 100 0 100 0

B 051573 | 0,06069 0,8049 0,33922

C 0,00033 | 0,00009 0,0003 0,00011

D 12,24586 | 2,57646| 7,86051 | 5,80872

E - - 0,32571 | 0,24709

Tabelle34: Parameter der Kalibrierfunktionen 4PL und r5PL aller vier Spots der Einfachkalibrierung
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Daten der6-fachKalibrierung:

Intensitat, normiert [%]
Intensitét, normiert [%]

o T Ty T T T Ty T T vy T T
1E-9 1E-7 1E-5 1E-3 0.1 10 1E-9 1E-7 1E-5 1E-3 0.1 10
Konzentration [mg/L] Konzentration [mg/L]

Abbildung51: Kalibrierfunktionen aller vier Spots des-fach-Kalibrierung. Im der linken Abbildung wurde mit der 4PL, in
der rechten mit de r5PL approximiert.

4PL r5PL
Parameter Wert sdv Wert sdv

Spot 1 A 100 0 100 0

B 0,45205 | 0,07312| 5,47756 | 1291296

C 0,00009 | 0,00004| 0,00010 0,00006

D 12,31509 | 3,57693| 0,98277 6,48016

E - - 0,02800 0,06952
Spot 2 A 100 0 100 0

B 0,55451 | 0,08112 | 2,65606 7,60205

C 0,00018 | 0,00005| 0,00015 0,00005

D 11,81574 | 2,90694 | 4,30485 5,36536

E - - 0,07900 0,24343
Spot 3 A 100 0 100 0

B 0,55613 | 0,07714| 1,77691 1,31327

C 0,00035 | 0,0001 0,00030 0,00012

D 12,36006 | 2,86647 | 5,15784 | 5,87144

E - - 0,12291 0,11455
Spot 4 A 100 0 100 0

B 0,51504 | 0,06233| 0,86119 0,39308

C 0,00033 | 0,00009 0,0003 0,00012

D 12,39799 | 2,64754| 7,41885 6,13972

E - - 0,28842 0,22455

Tabelle35: Parameter der Kalibrierfunktionen 4PL und r5Rller vier Spots deb-fach-Kalibrierung
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Daten der-fachKalibrierung:

Intensitat, normiert [%]
Intensitét, normiert [%]

0 il T T T il T T T T T il T T T T T T T
1E-9 1E-7 1E-5 1E-3 0.1 10 1E-9 1E-7 1E-5 1E-3 0.1 10
Konzentration [mg/L] Konzentration [mg/L]

Abbildung52: Kalibrierfunktionen aller vier Spots de3-fach-Kalibrierung. Im der linken Abbildug wurde mit der 4PL, in
der rechten mit der r5PL approximiert.

4PL r5PL
Parameter Wert sdv Wert sdv

Spot 1 A 100 0 100 0

B 0,45404 | 0,07437| 6,00175 | 1543866

C 0,00009 | 0,00004| 0,00010 0,00006

D 12,37105 | 3,60083| 1,13648 6,38278

E - - 0,0257 0,06931
Spot 2 A 100 0 100 0

B 0,55565 | 0,08183| 2,71717 8,18080

C 0,00018 | 0,00006| 0,00015 0,00005

D 11,86548 | 2,91986 4,3742 5,36583

E - - 0,07736 0,25000
Spot 3 A 100 0 100 0

B 0,55808 | 0,07769| 1,81146 1,34706

C 0,00036 | 0,00011| 0,00031 0,00013

D 1242248 | 2,87362| 5,18711 5,89976

E - - 0,12059 0,11246
Spot 4 A 100 0 100 0

B 0,51582 | 0,06231| 0,85246 0,38563

C 0,00033 | 0,00009| 0,00031 0,00012

D 1246702 | 2,64095| 7,59389 6,11159

E - - 0,29429 0,22904

Tabelle36: Paameter der Kalibrierfunktionen 4PL und r5PL aller vier Spots @éach-Kalibrierung.

Vergleich man die Parameter aller Kalibrierungen der verschiedenen Mehrfachmessungen
miteinander, lasst sich die Tendenz, die schon vorher beBdachKalibrierury festgestellt wurde,
namlichdass die Konzentrationgdamik von Spot 1 nach Spot 3 bzw. Spot 4 abnimmt bestatigen
Betrachtet man den Parameter, @lso den Testmittelpunkt der Kalibrierfunktion, liegt dieser bei der
Verwendung der r5PL bei Spod2dmmer beiniedrigeren Konzentrationen, als bei Verwendung der
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4PL. Bei Spdt, verhalt es sich andersherum. Allerdings haben die vorherigen Betrachtungen und
Validierungen in diesem Kapitel gezeigt, dass die r5PL die exaktere Kalibrierung darstellt. Die sdvs der
verschiedenen Mehrfachkalibrierungen unterscheiden sich nsitpifikant. ETest,a =5 %). Wird

zum Vergleich der Testmittelpunkt von Sgdoherangezogen, variiert @ser bei der 4PL zwischen
0,009 und 0,0001Img/L und bei der r5PL zsahen 0,00010 und 0,000big/L. Fir die anderen

Spots und auch die anderen signifikanten Parameter gelten ahnlich kleine Schwankungen zwischen
den verschiedenen Mehrfachkalibrierungen. Daher kaaus den wrliegenden Datenflr die
Kalibrierung keirVorteil einer erhéhten Anzahl an Messungen angenommen werden. Naturlich ist
aufgrund von fatistischen Schwankungen einklehrfachkalibrierung sinnvollblich sind 2oder 3-
fach-Kalibrierungen. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden deshaitach-Kalibrierurgen
durchgefuhrt die auch im Sinne der Praktikabilitdt eines angewendeten Biosensors sind. Aus dem
gesammelten Datensatz kann jetzt zusatzlich noch im Hinblick auf die Methodenvalidierung eine
ldza&al 38 T dzNJ a+ SNB OKE SLIJzy 3a ef.2Alfe KNiBrigrin§eyi tvidded A 2 y Sy
direkt hintereinander durchgefiihrt. Es gab zwischen demnseiiedenen Kalibrierreihen (ihk
Wiederfindungmessungen und Leerwertbestimmung) keigesondertenReinigungsschritte. Die
Konzentrationsreihen wurden auch nicht hadonzentrationen adfoder absteigend geordnet
bestimmt. Daher kann davon ausgegangen werden, dass im Sysiee\lerschleppung stattfindet.

Zur Validierung gehéren auch di€enngrofRen. Die Anwendlkeit der Methode auf niedrige
Konzentrationen ist hievon grof3em Interesse. Allgemein gilt fir den oberen Konzentrationsbereich
der Kalibrierung dasselbe, allerdings wircthsihier auf den unteren Konzentrationsbereich
beschrankt. Wie in KapiteR.3.1 bereits diskutiert gibt es fu die sigmoidal verlaufenden
Kalibrierfunktionen keine exakirazisiertenbzw. anwendbaren Definitionen. Daher werden jetzt am
Beispiel der3-fach-Kalibrierung, Spot-4, verschiedenen Methoden angewendet um die analytisch
bzw. statistischsinnvolle untereGrenze der Methodenvalidierung zu bestimmen und die erhaltenen
Ergebnisse diskutierBei einigen Definitionen wird zum Teil nur eine Abweichung errechnet, so z.B.
bei den Definitionen nach DIN/ISO. Es gibt keinen Bezug zum niedrigsten gemessenen Messwert
daher wird es als nicht sinnvoll angesehdiesen berechneten Wert direkt zu Gbernehmen, da hier
keine Aussage Uber die tatsachliche Konzentratgetroffen wird Die in der Signaldoméne
errechnete KenngroRevird in dieser Arbeit midem Signal (Interiit) korreliert, indem sie vom
Maximalsignal (10@6) subtrahiert wird. Dadurch wird eine aussagekraftige und praktikable
Konzentrationerhalten. Dies ist mdglich, da die Kalibrierfunktion auf diesen Wert {d@&i einem
Bindungshemmtest) festgesetzt wwrdind damit eine Maximalintensitagxigiert. Tabelle37 und
Tabelle 38 geben eine Ubersichtiiber die verschiedenen berechneten KenngroReabd) muss
beachtet werden, dasdie Bestimmung deNG, EGBGund des LOD/LOGhne Beriicksichtigung der
Steigung durchgefiihrt wurdeda bei sigmoidalen Funktionekeine konstante Steigung vorliegt
(gangige Praxis Bei der Bestimmung des LODit Beriicksichtigung der Stging wurde die
Wertetabelle der erhaltenen Kalibrierfunktion differenziert und der Konzentrationswaraus mit
Gleichung(2.64), (2.65) oder (2.66) bestimnt. In Abbildung54 und Tabelle40 sind die Diagramme
und ermittelten Steigungenaufgezeigt.Fur die Bestimmung des RDL und der MDC werden die
Kalibrierfunktionen ohne feste Parameter benot{§arameter A ist frei und kann daher auch Werte
grol3er ockr kleiner 100% annehmen)da sonst keine sinnvolle Bestimmung der Vertrauensintervalle
maoglich ist. Die Vertrauensintervalleurden nach[98] berechnet In Tabelle39 und Abbildung53

sind die dafur nétigen Daten zusamme feygest.
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Parameter Methode Spot 1 [mg/L]| Spot 2 [mg/L]| Spot 3 [mg/L]| Spot 4 [mg/L]
NG Gleichung2.50) 3,42E07 1,51E07 7,31E08 1,61E08
EG Gleichung2.51) 1,91E06 5,46E07 2,59E07 6,24E08
BG Gleichung2.52) 7,77E06 1,44E06 6,63E07 1,71E07
LOD Lo=3,29% 4,27EQ7 1,79E07 8,64E08 1,92E08

Schnellbetrachtung
LOD Loer= 5.84% 1,78E06 5,19E07 2,46E07 5,92E08
t-Wert-abhangig
LOQ Gleichung2.55) 7,77TEQ06 1,44E06 6,63E07 1,71E07
LOD Loawrsor 6,20%s 2,08E06 5,80E07 2,75E07 6,66E08
LOQ Loawrsor 11,11%g 1,06E05 1,77E06 8,06E07 2,11E07
LOD Gleichung2.64) 6,76E06 5,82E07 2,70E7 7,54E8
var. Steigung
LOD Gleichung2.65) 272607 1,52E06 2,99E06 1,94E6
50 %Maximalsteigung
LOD Gleichung2.66) 1,89E06 7,31E06 1,44E05 1,05E5
25 %Maximalsteigung
MDC Abbildungl5 5,90E07 1,71E06 2,88E06 1,57E06
RDL Abbildungl5 2,85E06 7,14E06 1,22E05 6,28E06

Tabelle37: Ubersicht iiber verschiedene KenngréRen. Die Konzentrationen wunaérHilfe der jeweiligen 4PL ermittelt.

Parameter Methode Spot 1 [mg/L]| Spot 2 [mg/L]| Spot 3 [mg/L]| Spot 4 [mg/L]
NG Gleichung2.50) 1,73E06 3,18E06 2,75E06 2,13E07
EG Gleichung2.51) 2,82E06 4,39E06 4,19E06 4,87E07
BG Gleichung2.52) 5,55E06 5,75E06 5,78E06 9,05E07
LOD Lo= 3,29 1,82E06 3,32E06 2,91E06 2,38E07

Schnellbetrachtung
LOD Loer= 5,845 2,75E06 4,33E06 4,12E06 4,72E07
t-Wert-abhangig
LOQ Gleichung2.55) 5,55E06 5,75E06 5,78E06 9,05E07
LOD Louwrsor 6,20%6 2,91E06 4,46E06 4,27E06 5,07E07
LOQ Losmsor 11,11% 6,78E06 6,12E06 6,19E06 1,03E06
LOD Gleichung2.64) 1,10E06 2,30E06 2,14E06 2,97E7
var. Steigung
LOD Gleichung2.65) 8,67E07 3,15E06 5,17E06 2,27E06
50 %Maximalsteigung
LOD Gleichung2.66) 1,07E06l 4,65E06 9,04E06 6,73E06
25 %Maximalsteigung
MDC Abbildungl5 1,72E06 5,24E06 9,41E06 3,40E06
RDL Abbildungl5 4,49E06 1,07E05 2,50E05 1,39E05

Tabelle38: Ubersicht uiber verschiedene Kenriiften. Die Konzentrationen wurdemit Hilfe der jeweiligen r5PL

ermittelt.
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4PL r5PL
Parameter Wert sdv Wert sdv
Spot 1 A 104,04867 | 4,59097 | 9984015 | 2,49173
B 0,41579 | 0,07831| 5,175 13,5495
C 0,00008 | 0,00004| 0,00011 0,00008
D 11,65805 | 3,81052| 0,72948 7,29187
E - - 0,02936 0,08044
Spot 2 A 10295017 | 3,35404 | 10057409 | 2,07027
B 0,52084 | 0,0867 2,42924 | 6,49562
C 0,00015 | 0,00005| 0,00015 0,00006
D 11,4356 | 3,03729| 4,37288 5,76531
E - - 0,08663 0,25198
Spot 3 A 10239454 | 2,97489 | 10031438 | 2,25339
B 0,52694 | 0,08447| 1,68266 1,36235
C 0,00030 | 0,00010 0,00029 0,00013
D 12,04373 | 3,03588| 5,29103 6,3575
E - - 0,13059 0,13341
Spot 4 A 10245131 | 2,74606 | 101,34416 | 2,96072
B 0,48659 | 0,06862| 0,71232 0,35575
C 0,00028 | 0,00009| 0,00028 0,00011
D 1201139 | 2,80217| 8,61214 | 6,19825
E - - 0,39105 0,35946

Tabelle39: Parameter der Kalibrierfunktionen bei nicht festgesetzten Parametern. Die Werte werden zur Bestimmung
des RDL und der MDC benétigt.
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Abbildung53: Kalibrierfunktionen bei nicht festgesetzten Parametern inklusive der Vertrauensintervalle. Die
Vertrauensintervalle werderzur Bestimmung des RDL und der MDC benétigt. Exemplarigehtser nur die Ergebnisse
von Spotl abgebildet.
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4PL r5PL
max. Steigung _ max. Steigung _
Spot SO6* | Konzentration S04 | Konzentration
& [mg/L] & [mg/L]
emg emg
Spot 1 -22,70728 0,00009 -30,22553 0,00010
Spot 2 -28,123/60 0,00018 -34,57264 0,00015
Spot 3 -28,027756 0,00036 -32,23897 0,00031
Spot 4 -25,96400 0,00033 -26,65008 0,00031

Tabelle40: Zusammenfassung der max. Steigungen der entsprechenden Kalibrierfunktionen. Diese werden fur die
Berechnung des LOD bendétigt.
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Abbildung54: Das Diagramm zeigt die Abhangigkeiten der Steigung der 4PL (links) und r5PL (rechts) von der
Konzentration exemplarisch fur Spdt Die Konzentration wurde zuvor logarithmierum eine Berechnung mit dem
Programm Origin zu ermdglichen. Aus dem Diagramm kdnnen die Steigungen fir dieBe@Bhnung abgelesen werden.

Als Einfihrung in die Diskussion der Ergebnisse werden die Grundzesadmge von Kapitéd.3.1

kurz zusammengefasst und die danach erwarteten Ergebnisse aufgefiihrt. Die Grundidee von NG,

LOD und MDGt dieselbe. Diese Kenngrdf3en sollen die mit einer ganig®ehlerwahrscheinlichkeit

kleinste déektierbare Konzentration aufzeigen, allerdings auf leicht unterschiedliche WeisédD

kann nach verschiedenen Methoden bestimmt werden. Wird z.B. eine Hé&ttastizitat
angenommen oder dakOD nicht nach Schnellbetrachtung, sondern mit der statlstiorrekten
Verteilungsfunktion anhand der Freiheitsgrade berechnet, sollten sich Werte bei hoheren
Y2yT SYiNI GA2ySy SNHSO6Sy® aly 6NNRS Ay RASaASY CIf
A0Kf SOKiUSNBYyda [h5 &LINBOKSY darutn feiné NBylicisH aiedrigeS K i S
Konzentration detektieren zu kbénnen, sondern eine statistisch sinnvolle untere Konzentrationsgrenze

fur die verwendete Methode angeben zu kénnen. LOQ und RDL habe vom Grundgedanken ebenfalls
dieselbe Aussagekraft und kdnnen sbrauch miteinander verglichen werden. Beachtet werden

sollte, dass alle Rechnungen zunéchst in der Signaldomane (Intensitat) stattfinden und dann mittels
Kalibrierfunktion in die Konzentrationsdoméane transformiert werden. Somit hat die Kalibrierfunktion

einen sehr grofRen Einfluss auf die erhaltenen Werte. Ohne bekannte Kalibrierfunktion ist somit auch

eine gegeben KenngréRe nicht aussagekratftig.
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Zunachst wird Spdt (4PL) betrachtefTabelle37). Dabei muss beachtet werden, dass leei diesem
Vergleich nicht um kleine Abweichungen geht, sondern hier Abweichungen in gréRerem Malstab
Uber eine Zehnerpotenz und mehr méglich sibdher werden Abweichungen um %®als nicht sehr

groR angesehenGroRe Abweichungen werden fir eine bessdibersichtlichkeit als Faktor, d.h.
Abweichung in Vielfachen vom Vergleichswert, angegebénsdv des Leerwerts bei Sdobetragt
2,11% und ist damit im Verhaltnis zu den Leerwerten bei Spot 2, 3 und 4 verhaltnismafig grol3
(Vergleichfolgt spater). D8 NG und da&OD nach der Schnellschatzung (IURM@Yieren nur um

20% Auch der MDC kann als ahnlich angesehen wemdéneinem Unterschied von 4% im
Vergleich zur NG und 28 Unterschied zum LOD (SchnellschatzuBig haben somit dieselbe
Aussagetaft. Sobald man allerdings die Sicherheit steigert (k wird gréRer), z.B. nicht mehr nach der
Schnellschatzung der IUPAC, sondern die korrekddterte anhand der Freiheitsgrade berechnet,
wird bei der3-fach-Bestimmung das OD unden Faktor 4zu héheren Knzentration geé&ndertDas

LOD unddasLOQ wurden auch berechnet mit der Annahme vd¥ RSD. Es kann keine korrekte
Aussage Uber die Anderung der RSD beim LOD/LOQ, extrapoliert vom Leerwert aus, getroffen
werden, da die RSBei den verwendeterMessungerje nach Konzentrationsbereich unterschiedlich
grol3ist. Es ist auch keine mdenz feststellbar, allerdingslswank die RSD um ca.%. Daher diese
Annahme um die Sicherheit des LOD/LOQs zu erhéheie Auswirkungn auf das LOD, 1446
Abweichung zur Schnstlhatzung, bzw. LOQ, mit 2@ Abweichungsind allerdings so gering, dass sie
hier vernachlassiglvasind Bezieht man aber die Steigung der Kalibrierfunktion mit aiile es
urspriinglich nach DIN/ISO und IUPAC definiert wuvdeschlechtern sich die LO@sutlich. Wird
dasLOD in Miteinbeziehung der sdv des Leerwerts nach Gleicfaué®) berechnet verschlechtert

sich casLOD im vgl. zur Schnellschatzung den Faktor 15,8 und inVergleichzur Bestimmung mit
korrektem tWert immer nochum den Faktor 3,8.Wirde hier auch noch der korrekteWert
verwendet, wirde sich as LOD um mehr als eine Zehnerpotenz zu héheren Konzentrationen
verschiebenWerden die fest dfinierten Grenzen von 50 bzw. 2b der Steigung verwendditegt

das LODmit 36% Abweichundast gleichauf mit der Schnellschatzung ¢60Steigung) bzw. mit
korrekter tWert Bestimmung (2% Steigungpetragt der Unterschied nur @& Der RDL liegt nach
dieserBetrachtung vom Konzentratiswert eher im mittleren Bereich der bisher ermittelten LODs
und somit um Faktor 2,fin zu niedrigeren Konzentrationexts bei der LOQ/BBestimmung.

Fuhrt man nun die Betrachtung fiir einen Spot mit deutlich kl@nsdvdurch, z.B. Spot 3 méiner

sdv des Leerwerts von 0,%6, dann werden auch die Abweichungen der einzelnen Kenngrof3en
untereinander kleiner. Obwohl die sdv um nahezu den Faktor 10 kleiner ist als bdi, $poindern
sich die Faktoren zwischen den eima#l Kennwerten imVergleichzu Spot 1 nur bis max. 80 bei
allen KenngroRemdie direkt Uber die sdv ermittelt werden. Wird wiederutas LODmit Hilfe der
festgelegtenSteigung von 25 bzw. 38 der Maximalsteigung ermittelt, wird die Abweichung zu den
anderen ermittelten KenngroRen sehr grof3, bis zum Faktor 16™ béergleich zwischen LOD
Bestimmung mittels50% Maximalsteigung under LODSchnellschatzung nach IUPAC. Man kann
somit festhalten, dass die Miteinbeziehung der Steigung bei der 4PL immer derzdQ@rolReren
Konzentrationen verschiebt. Auch die MDC und der RDL liegen hier bei hGheren Konzentiationen
Vergleichzu den anderen KenngroReAuch diese Werte sindlso nichtnur abhéngig von der sdv
des Leerwerteswie die anderen KenngrofR3en.

Betrach man nun Spof. und nimmt die r5PL als Kalibrierfunktion ergibt sich ein véllig anderes Bild.
Die Abweichungen zwischen den einzelnen Kenngrdf3en sind viel kleiner. Die grof3te Schwankung
dem Faktor 3,3 besteht zwischen der L®Bstimmung durch feste &gung 50% und LOD
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Bestimmung mit 24 RSD. DieSchwankungen zwischen den LODach allen anderen
Bestimmungsmethodensind deutlich geringer. Dies liegt unter anderem an der im unteren
Konzentrationsbereich verlaufenden Anpassung der Kalibrierfunktionr idteim Beré&ch der
KenngréRenbestimmungwar eine gréRere Signaldynamik gegelzds bei der 4PL (Steigung der
Kalibrierfunktion) aber eine kleinere Konzentrationsdynamik. Dies fiihrt dann dazu, dass bei der
Berechnung der KenngréfRen mit héheren Sicheeme{groRem k) zwar ein deutlich anderes Signal
(Intensitat) berechnet wirals bei kleinen Sicherheiteaberdie Bestimmung der Konzentrationit

Hilfe der Umkehrfunktiondannnur eine kleine Konzentrationsanderung ergibt. Somit kann die r5PL
bei der Vewendung der vorliegenden verschiedenen Kenngrof3en bei dieser Methode als robuster
bzw. der Unterschied zwischen den KenngréRen mit ahnlicher Aussagekraft als vergleichbarer
zwischen den verschiedenen Kenngrof3en angesehen werden. Die MD@dvzRDL liege nun
ebenfalls von derAussagekrafim Bereich des LODwit einer Abweichung von % bzw. 19%
Abweichung vomLOQ@BG. Betrachtet man nun Sp8t mit niedriger sdv, dann sind die
Schwankungen hier untereinander ebenfalls gerin@ge. NG undlas LOMach Shnellbetrachtung
differieren um 6%, das LODnach Schnellbetrachtung undas LODaus der Verteilungsfunktion
bestimmt weichen um 2% voneinander abAllerdings weichen auch hier wieder die Methoden, die
die Steigungnit einbezieherbzw. die MDC und derlR zu héheren Konzentrationen al'ird das
LODnach der Methode 50 der Maximalsteigung ermittelt, so das LOum Faktor 2 zu héheren
Konzentrationen verschoben als nach der Methode der Schneditdgung. Der MDC weicht von der

NG um den Faktor 3,4 drder RDL um den Faktor 4,3 vom LOQDabKenngroéfien lassesich den
vorhergehenden Betrachtungen nacHurch eine niedrige sdv nichgéntsprechendzu niedrigen
Konzentrationen hin verschieben. Ganz allgemein ist allerdings eine Tendenzennenl|stdie sdv

klein, werden die Konzentrationsbereiche der Kenngréf3en zu niedrigen sdvs hin verschoben, obwohl
eine augenscheinliche Betrachtung der Kalifbuektionen ergibt, dass die niedrigen
Konzentrationsbereiche besser von den Kaitiunktionen bezoge auf Spotl, als auf Spdd
abgedeckt werden. Zudem sind beMergleichzwischen der 4PL und der r5Pk &enngrofRen der

4PL in einem niedrigerenKonzentrationsbereich angesiedeltz.B. ist das LOD nach
Schnellbetrachtung bei der 4PL um den Faktor 4,3iedrigen Konzentrationen verschobeBei
Betrachtung der Kalibrierfunktionen wird allerdings offensichtlich, dass in diesem
Konzentrationsbereich die Anpassung der r5PL deutlich besser verlauft und somit die Kenngrél3en
der 4PL eher kritisch betrachtet wden missenMit diesen KenngréRerst es nun mdglicheine

adl dAa&axyydddreeBnaentraionsgrenze anzugeben. Fir dibeve Konzentrationsgrenze
konnen bei einer Kalibrierfunktion mitsigmoidalem Signalverlauf theoretisch dieselben
Betrachtunge durchgefilhrt werden. Gangige Praxis in vielen Publikationen ist des
Arbeitsbereich von sigmoidalen Funktionen als; B0 % der Signaldynamik zu definier@rabelle41

zeigt die damierhalteneKonzentrationsgrenze fir alléer Spots bezogeruadie 4PL und die r5PL.

Spot Konzentration 4PL| Konzentration r5PL
[mag/L] [mg/L]
Spot 1 7.54E07 2.28E06
Spot 2 3.41E06 8.04E06
Spot 3 6.52E06 1.48E05
Spot 4 4.49E06 7.88E06

Tabelle41: Zusammenstllung der unteren Konzentrationsgrenze. Dieseirde ermittelt indem bei 10%Verlust der
Signaldynamildie Konzentration ermittelt wurde.
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Wird die 4PL herangezogen, so ist die Differenz zwischen der e4dsSiohaldynamik ermittelten
Konzentration und demLOD gerade 4%. Aber bereits hier liegtdas LODunter dem
Konzentrationsbereichder vom Arbeitsbereich vagegebenist. Beide Definitionen kénnen nicht
nebeneinander verwendet werden. Weitet man die Betrachtung auf Spot 2 bis 4 aus, so steigt der
Untersdied zwischen dieser untersten Grenze von Faktor 19 (Spdber Faktor 75 (Sp@&) bis zu

Faktor 234 (Spet). Wird die r5PL zugrunde gelegt, so liegt auch deer LODmmer aul3erhalb des
Arbeitsbereiches. Allerdings sind die Unterschiede hier bei weitieht so grol3, wie bei der 4PL. Die
Abweichungen betragen bei Spbt20%, bei Spot 2 steigt es dann Uber den Faktor 2,4, Faktor 5 bei
Spot3 bis zu Faktor 33 bei Spbtan. Es mussdamit die Entscheidung getroffen werden welche
Methode zur Bestimmung 8 NJ YA SRNAI&GSY oa@BSNBSYROIwWBeyidoll. Y2y T Sy
Da die 10;90: wS3St¢ 1SAYySy aidliarataraldOKSy | XMBY&NHNYzy
Signalbereiche aul3en véasst, die aus einer technisch&mchtweise haufig mit Schevigkeiten in de

Mess und Reglelektronik verbundersind, kann diese Definition hidrei diesen Abweichungamicht

als sinnvoll angesehen werden. Dies zeigen auch die Messungen in diesem Signalbereich, die ohne
grolRere Schwierigkeiten moglidind. Aber dies muss von lFau Fall entschieden werdeikine
Methode, die sich ebenfalls in der Literatur findast die Bestimmung des Arbeitsbereichs durch
Schnittpunkt der HorwitFunktion mit dem Prazisionsprofil. Die Honalznktion wurde aus einer
grolRen Anzah an Messunge verschiedenster ralytischer Systeme bestimmt und gibt die
durchschnittliche Prazision in den verschiedenen Konzentrationsbereichen der analytischen
Methoden wieder [99; 100]. Da bei der Bestimmung deHorwitzfunktion nahezu keine
biosensorischen Systeme beteiligt waren und auch die Technik (Elektronik, Transducer etc.) in den
letzten Jahren groReoRschritte gemacht haben und neue Prinzipien entstanden sind, die in der
HorwitzFunktion nicht berlicksichtigt wurden, wird es als nicht sinnvoll angesehen diese Methode zu
verwenden[101; 102].

Werden nun die verschiedenen Mehrfachkalibrierungeniteinander vertjchen so ergeben sich
dieselben Beziehungen. Einzig bei ddachKalibrierung kann nahezu keine Kenngré3e berechnet
werden, da keine sdvs existieren und somit auch keine Vertrauengaikeru. a. berechnet werden
kénnen Bei der Berechnung des LOD matJPAC ist ein groRRer Einfluss der Haufigkeit der
Messungen auf das erhaltene Ergebgeggeben Natlrlich werden auch die anderen Kenngréf3en
durch Mehrfachbestimmung beeinflusst, da statistisch gesehen bei einer hohen Messanzahl die sdv
kleiner werden sdie, allerdings ist der Einfluss bei bis zu neun Messungen noch nicht derart
ausgepragtTabelle42 fasst die Ergebnisse der verschiedenen Mehrfachkalibrieruagémen LOD

nach Gleichun¢2.53) zusammen.
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Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4
Parameter| Mesaungen Methode [n?g I [n?g ] [n?g ] [n?g I

4PL
LOD 3-fach Lp = 3,29% 4,27E07 1,79E07 8,64E08 1,92E08
LOD 3-fach Loer=5,84*s 1,78E06 5,19E07 2,46E07 5,92E08
LOD 6-fach Lp = 3,29% 5,86E07 5,96E07 5,55E07 2,07E07
LOD 6-fach Losr= 4,03%% | 9,67E07 8,74EQ07 8,08E07 3,09E07
LOD 9-fach Lp = 3,29%5 4,00E07 4,95E07 2,70E06 5,01E07
LOD 9-fach Loer= 3,725 | 5,37E07 6,23E07 3,42E06 6,42E07

rSPL
LOD 3-fach Lp = 3,29% 1,82E06 3,32E06 2,91E06 2,38E07
LOD 3-fach Loer= 5,84 | 2,75E06 4,33E-06 4,12E06 4,72E07
LOD 6-fach Lp = 3,29% 1,89E06 4,60E06 5,47E06 1,02E06
LOD 6-fach Losr= 403*ss | 2,17E06 5,09E06 6,23E06 1,31E06
LOD 9-fach Lp = 3,29% 1,77E06 4,46E06 9,99E06 1,78E06
LOD 9-fach Lo@er= 3,72° 1,89E06 4,73E06 1,09E05 2,09E06

Tabelle42: Zusammenfassung der LODs nach Gleich(@g) bei einer 3, 6- und 9-fach-Kalibrierung fur die 4PL und
rSPL.

Bei der Betrachtung von Spb-4 (4PL) ergibt sich keirindeitliches Bild. Wahrend bei Spbtsich

mit Erhohung der Messhaufigkadtas LOOFreiheitsgradabhangigjicht betréchtlich verandert, ist

bei Spot3 und Spot der niedrigste LOD bei d&8fach-Messung zu finden, der dann tber didach

zur 9-fach-Bestimmung ansteigBei Spotl betrad der Unterschied zwischen d&fach und 6-fach
Bestimmung 846 und zwischen de3-fach und 9-fach-Bestimmung 2@%. Bei den anderen Spots
sind die Abweichungen gré3er. Ein Faktor von 13 ist im unglinstigsten Fall b8i Syisthen deB-

fach- und 9-fach-Bestimmung ermittelt wordenallerdings ist hier die niedrigsteOD bei deB-fach
Messung berechnet wordeWerden die Ergebnissdie mit der r5PL erhalten wurdebetrachtet,

so zeigen siclbei allen Spotswr geringere Abweichungen und es ist auchrhkeine Tendenzu
niedrigeren LODbei hoher Messhaufigkeit feststellhabie Abweichung im unglinstigsten Fall bei
Spot3 betragt nur noch Faktor 2,&omit zeigt sich auch hier, dass die Anzahl der Messungen noch
Zu gering istum einen statistischen Eékt zu zeigenund das auch hier eine3-fach-Bestimmung
ausreichend istBei der r5PL ergeben sich signifikant @hnlichere Ergebnisse bei den verschiedenen
Mehrfachmessungen albei der 4PL, obwohl sie auf denselben Messdaten beruhen. Dies kann
wiederum ds Argumentfiir die Auswahl der5PL als die sinnvollere Kalibrierfunktion herangezogen
werden.

Von klinischem Interesse ist, ob die Neopterinkonzentration Uber bzw. unter 2,2 pg/L ist. Alle
berechneten Kenngrdf3en befinden sich im unteren rAgdreich. Wid jetzt noch der
Verdinnungsfaktor von 10 mit eingerechnet, so sind im Bezug auf die NG und die BG (sowohl nach
der 4PL wie auch der r5PL) eine Detektion und eine Quantifizierung moglich.

Um dieses Kapitel zusammenzufassen: Es wurde ein Neopterinassaydafir optische
Biosensorsystem validiert. Hierzu wurde analog der Methodenvalidierung der FDA vorgegangen. Es
wurden alle vier Spots eineB-fach-Kalibrierung auf Selektivitat, Richtigkeit und Prazision hin
untersucht und die empfohlenen Grenzen weit (bisFaktor 10) unterschritten. Zur Ermittlung der
Kalibrierfunktion wurden die 3PL, 4PL, 5PL und r5PL untersucht. Die 3PL und 4PL ergeben nach
Normierung denselben Signalverlauf, genauso wie die 5PL und rSPLV&sgieichder 4PL mit r5PL
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durch Residuenarhgse und andere Verfahren hat sich die r5PL als geeignetste Kalibrierfunktion, auch
aufgrund der direkten Beziehung zwischen den Kalibrierparametern und wichtigen Eigensclkeaften d
Funktion wie dem Testnmilpunkt erwiesen. Es wurde die Stabilitit und Hafkeit aller
verwendetenChemikalien und Transducer ermittelt und als geeignegestuft. Bei der Prifung des
Einflusses einer Erhéhung oder Erniedrigung der Bfesshlkonnte keine Tendenz festgestellt
werden. Eine Erhéhung der Messanzahl hat in dieBemeich (vor8-fach- zur 9-fach-Bestimmung)

keine signifikante Anderungler Kalibrierung ergeben. Nach der Validierung wurden allgemein
verwendete KenngréRen wie BG, EG und NG nach ISO/DIN, LOD und LOQ nach IUPAC und
angenéaherten Verfahrennd MDC und RDhestimmt. Der Vergleicher verschiedenen Kenngrof3en

mit gleicher Aussagekraft untereinander zeigt, dass die Differenzen bei der 4PL deutlich gréRer sind
als bei der r5PL. Zudem liegen bei der 4PLVingleichzur r5PL die KenngrofRen in deutlich
niedrigeen Konzentrationsbereichen. Ein Blick auf die vorherigealibrierungen und die
Residuenanalyse zeigt allerdings, dass hierAdissagekraft einiger ermitteltdfenngréfZen der 4PL

bei der bekannten Kalibrierfunktion und den Messwerten angezweifelt werdenssm
Zusammenfassend ist die r5Rlr die Ermittlung der KenngroRen fir diese Methode als die
geeignete anzusehen.

4.2.3 Methodenvalidierungg Messungen auf mehreren Transducern

Alle Kalibrierungen und Analytmessungen wurden hierzu auf verschiedenen Tramsducer
durchgefihrt, einen Transducer fur jede Messung. Dies soll das Potential aufzesggenannte
a5AalLR2alrofSaa 62SIAsSNFINIA]TSEOT 6AS aAsS,zKNdzFA3
verwenden. Dielransducer wurde nach der Vorschrift [(g)I(g),V(g+k)VI(g+k) prapariert (Kapitel

3.5.0) und anschlieendvurde nach der Vorschrift in Kapit8l1.3das System regeneriert bzw. in
diesem Fall gereinigt, da der Transducer nach Messung ausgetauscht wirdls Probenmatrix

wurde dieses Madlem PBS 460 t £ | &Yl 1 dAS&ASGT ( ¢ -BlesSidg simdlidrén. SA Yy S
Reines Plasma wirde auf Dauer die Fluidik des Sensors verstopfen. Daher soll die Anwendbarkeit bei
einer 10fachen Verdinnung Uberprift werden.Es gilt zu beachten, dass alle folgenden
Konzentrationsmessungen von 50 pL Probe/Standard ausgehen. Diese wird dann auf 500
verdiinnt und gemessen. Alle Konzentrationsangaben beziehen sich auf dik 5@@dinnte Probe.

Dahe ist spater bei der KenngréRenberechnung ein Faktor von 10 zu bericksichtigen. Da die
Transducer auf die gleiche Weise prapariert wurden wie bei der vorherigen Kalibrierung auf einem
Transducer wird hier keine vollstandige Validierung vorgenommen. Esdwueine 3-fach
Kalibrierung an einem Spot durchgefihrt. Es wurden die Richtigkeit und Prézision bestichdié¢

4PL und r5Pmit Normierung auf 100b6als Kalibrierfunktion fiir die Bestimmung der Wiederfindung

und einigerKenngroRenausgewahlt. Zuerst mukes schergestellt werden, dass dieerwendeten
Glastransducer alleéhnliche Dimensionen aufweisenum reproduzierbare Messungen zu
ermoglichen. Die Fertigungsmafie und Toleranzgrenzen sind in K8mtdl zusammengefasst.
Zuséarlich wurden die Spots und sonstigen Hardwareeinstellungea in Kapitel4.1.1 erlautert,

optimal eingestellt und dann jeder Transducer mit einem Fluoreszenzfarbstoff vermessen. Aus diesen
Messungen wurde ein Signalmittelwefiir die einzelnen Spots berechnet und die Abweichungen
aller Transduceru jenem Transducer ermittelder die kleinste Abweichung vom Mittelwert zeigt

Die Ergebnisse sind Trabelle43 zusammengefasst.
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Transducer| Abweichung [% | Transducer| Abweichung [%]| Transducer| Abweichung [%0]
11 2,32 114 1,38 128 6,58
12 4,87 115 4,51 129 3,48
13 5,49 117 4,58 130 3,37
14 4,57 118 2,70 131 2,81
15 4,69 119 2,05 132 5,89
16 3,56 120 4,10 133 3,11
17 1,11 121 5,62 134 0,27
I8 6,04 122 5,98 135 6,21
19 3,07 123 7,39 136 5,17
110 2,85 124 4,18 137 1,58
111 3,09 125 5,73 138 6,82
112 6,33 126 2,08 139 2,84
113 0,09 127 1,39 140 4,34

Tabelle43: Zusammenstellung der Abweichung der einzelnen Transdukkergeller: KrombachOptik, BK7 Spot1) vom
aaA GG STrahBeE(i6). Gemessen wurdemit einem Floreszenzfarbstoff beschichtet&ransducer.

Dadurch ist es mdglichlie Transducer mit der geringsten Abweichung zu ermitteln, um spéter auch
bei den Messugen mdglichst ahnliche Bedingungen zu schaffési. der Aufstellung der Tabelle
wurden bereits einige Transducer mit noch gréReren Abweichungen nicht bertcksichtigt. Allerdings
sind hier bereits Abweichungen von bis zu #A@%dglich. Diesrelativ grol3e Bweichungwird sich
spater auch in der sdv der Mehrfachkalibrierung niederschlagBrmnsducer mit kleinerer
Fertigungstoleranz sind auf dem freien Markt nur zu relativ hohen Preisen erhaltlich und waren fur
die MassenfertigungeinesWegwerfartikes sicherzu teuer. Daher fand die Kalibrierung trotzdenit
diesen Transducern statt. Versughelie ermittelte Abweichung der einzelnen Transducer
untereinander mitin die Intensitatsberechnung einzubeziehdithrte zu keinem reproduzierbareren
Ergebnis rit geringeren sdv zwischen denirzelnen Messungen und wurdedaher nicht weiter
verfolgt. Die Mittelwerte der3-fach-Kalibrierung sind iabelle44 zusammengefasst.

Konzentration [mg/L| Intensitat [%]|sdv [%
0 100 6,54
1,00E07 104,90 8,4
1,00E06 90,29 10,25
1,00E05 64,95 8,7
1,00E04 55,45 10,71
1,00E03 30,81 4,72
1,00E02 33,02 9,89
1,00E01 10,42 5,59
1,00E+00 20,39 4,86
1,00E+01 11,00 6,57

Tabelle44: : Daten der3-fach-Kalibrerung. Fir jeddlessung wurde nuein Transducer verwendet, diesdoleutet dass
fur die gesamte Kalibrierung 30 Transducer bendétigt wurden. Die Intensitéten sind auf 100 % normiert, dies entspricht
dem Maximalsignal bei der Leerprobe.
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Aus der Tabelle ist ersichtlich, dadie gemittelten Intensitaten ahnlich der Kalibrierung auf einem
einzigen Transducer verlaufen. Allerdings sind die sdv um den Fakid®r @6Rer und bewegen sich
im Rahmen von 4,7%- 10,71%, die gemittelte sdv betréagt 7,62 und ist damit casechsmagrofler

wie bei der Kalibrierung auf einem Tranosér, die Streuung betrdgt mit 5% ca. das 12-fache
Daraus ist klar ersichtlicdass sich die sdxon Messwerten, die genau um den Faktor 10 gréf3er oder
kleiner sind tUberlappen. Dadurch wird es sehr gghrig, in diesem Bereich eine Quantifizierung
vorzunehmen. InAbbildung55 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt drabelle45 fasst die
Parameter der Kalibrierfunktionen zusammedie Parameter der5PL weisen ungewdhnlich grof3e
Fehler auf zum Teil sind die Fehler 10tal groer als der Parameter selbst. Dies weist auf eine
schwierige Anpassung hin. Die 4PL zeigt hier kein derartiges Verhalten. Aber auch hier ist der
Testmittelpunkt der 4PL bei an niedrigeren Konzentration zu finden als bei der r5PL, ahnlich wie
bei der Kalibrierung auf einem Transducer.
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Abbildung55: Kalibrierfunktionen der Einzeltransducermessungen. Mdgliche Kalibrierfuoddin sind die 4PL und die
r5PL. Zudem sind di#/iederfindungsmesswerteingezeichne{runde Datenpunkte)

4PL r5PL
Parameter Wert sdv Wert sdv
A 100 0 100 0
B 0,43595 | 0,10236 5,523 521,00629
C 0,00006 | 0,00004| 0,00009 0,00015
D 14,69671 | 5,02655| 0,31212 | 17,25191
E - - 0,02387 2,26247

Tabelle45: Parameter der Kalibrierfunktionen 4PL und r5PL. Bei der r5PL weisen die Parameter B, D und E sehr grof3en
Fehler auf.

Allein durch eine visuelle Kontrolle ist exber mdglich, ein &nliches Verhalten der zwei
Kalibrierfunktionen wie bei der Kalibrierung auf einem Transducer festzustellen. Im Beredgh- 1E
1E06 mg/L ist die Anpassung der r5PL deutlich besser als die der 4PL. Allerdings pass#sithm
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hoheren Konzentrationslreich ab ca. 0,ing/L besser an die gemessenen Werte Bre bessere
Anpassung der r5PL im niedrigen Konzentrationsbereich ist aber offensichitichhohen
Konzentrationsbereich zeigt die r5PL die Tendenmer zu hohe Werte anzugeben, wahrend die
4PL kene Tendenz im gesamten Konzentrationsbereich z&ighildung56 und Tabelle46 fassen die

Daten der Residuenanalyse zusammen. Hieraus ist ersichtlich, dass auch im mittleren
Konzentrationsbereich die 4Rdie bessere Approximation darstellt. Wie bereits erwébintd aber

die niedrigen Konzentrationen an Neopterin von medizinischem Interesse, da hier die medizinischen
Entscheidungsgrenzen liegemd somit wird die Validierung auch hier hauptsachlich neit cbPL
durchgefuhrt. Einzelne Rechnungen wurden auch mit Bezug auf die 4PL durchgefihrt, brachten aber
keine signifikante Verbesserung der Ergebnisse und werden daher hier nicht weiter ausgefihrt.

Residuen [%)]

0 1E-7 1E-6 1E-5 1E4 1E-3 001 01 1 10
Konzentration [mg/L]

Abbildung56: Residuenanalyse der verschiedenen Kalibrierfunktionen mit festgesetztem Parameter A. Bei der
Konzentration Omg/L gibt es keine Residuen fiir die Funktion mit festgesetztem Parameter bzw. die Residuen betragen

0mgl/L.
Residuen%]
Konzentratian [mg/L] 4PL r5PL
0 0 0
1,00E07 7,45 4,90
1,00E06 1,97 -0,11
1,00E05 -7,40 -1,88
1,00E04 3,46 6,02
1,00E03 -3,48 -5,75
0,01 9,63 5,94
0,1 -7,58 9,64
1 4,73 5,49
10 -3,67 -0,07

Tabelle46: Daten der Residuenanalyse
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Basierend auf der r5PL wurden nun die Richtigkeit, Prazision und die Wiederfindung bestimmt. Da es
sich  um exakt den gleichen Aufbau des Transduceisklusive Material und
Oberflachenbeschichtung, handelt wie bei den vorherigen Messungarde kein Tst mehr auf
Selektivitat durchgefuhrt. Alle Ergebnisse sin@atelle47 zusammengestellt.

Konzentration [mg/L]| Intensitat [%] | sdv [%0] ber. K[(?:gzltle_r]ltratlon Abw;;oc]hung
5,00E06 75,30 10,31 4,03E06 19,35
Richtigkeit 5,00E04 38,01 13,82 7,43E04 48,57
0,05 20,17 9,01 0,096 91,70
5,00E06 72,61 12,44 5,32E06 6,39
Prazision 5,00E04 34,77 9,52 1,47E03 97,06
0,05 26,34 6,07 0,012 75,18
2,00E06 83,70 7,48 1,79E06 64,20
Wiederfindung 2,00E04 4357 13,73 2,61E-04 47,80
0,02 31,46 8,16 3,16E03 93,68

Tabelle47: Zusammenfassung der Richtigkeit®razisionsund Wiederfindungsmessungen. Die Abweichung gibt die
Abweichung vom wahren Wert in der Konzentrationsdomane in Prozent wieder

Betrachtet man zunachst die sdv aller Imsgatsmessungen, so sind diege einer ahnlichen
GroRRenordnung wie die der Kalibrigrgselber angesiedelt. Betrachtet man nun die Abweichung des
gemessenen Wertes vom JwrgesagtenWert, so sind nahezu alldessungen aul3erhalb der
Spezifikationen der hier zur Grundlage genommenen Methodenvalidierung vém izv. 206. Es

gibt Abweichungen bizu 97% vom Sollwert. Damit ist natirlich keine exakte Quantifizierung
mdoglich. MéglicheUrsachenfur diese hohen Alveichungen sind allerdings die bereits genannten
Grinde im Bezug auf Fertigungstoleranzen des Transducers, aber auch Toleranzen und die
Reproduzierbarkeit im Bezug auf die Oberflachenbeschichtung. Alle notigen Schritte vom Reinigen
und Aktiveren des Trarducers, Uber die Modifikation der Oberflache mit einem Biopolymer und
dessen Umsetzung, bis hin zum Spottingprozess missen moglichst gleich ausgefuhrt werden. Sollten
in einem der Schritte Abweichungen auftreten, beeinflusst dies natirlich auch die rgesidein
Schritte. Somit bietet di€Dberflachenchemie @imierungspotential, allerdings sollten hier dann
auch sehr ahnliche Transducer verwendet werden. Zudem wurden fur alle nétigen Messungen die
Transducemehrfach neu beschichtet und stammen nicht auseeia . &ightungsbarges, da fiir

alle Messungen nicht genligend Transducer ahnlicher Bedigur Verfligung standen. Fur dg
fach-Kalibrierung wurden die Transducer einmal komplett modifiziert und vermessen. Anschlie3end
wurden die Transducer gereinigind fir die Messung der Prazision, Genauigkeiid der
Wiederfindungsraten neu, aber nach demselben Protokoll, beschichtet. Dies kann ebenfalls zu
Abweichungen fiihren. Die anderdrier nicht einzeln aufgefihrteispots des Transducers weisen
ahnlich groRe Bweichungen oder sogar noch gréRere Abweichungen auf. Dies liegt vor allem daran,
dass wenn bereits an Spbtdes Transducers Abweichungen zwischen zwei Transducern auftreten,
diese, mit der Propagation des Laserlichts im Transducer, immer gré3er werdesuah die Form

und Ausdehnung der folgenden Spots beeinflusst. Damit wird die Auswertung erschwert und eine
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Anpassung an die in Kapitell.1vorgestellte Auswertestrategie immer ungenau@abelle48 fasst
nun die KenngroRen der Kalibrierung im Bezug auf die 4PL und die r5PL zusammen.

Parameter Methode 4PLImg/L] rSPLImg/L]
NG Gleichung2.50) 3.75E06 2.47E06
EG Gleichung2.51) 4.15E05 2.08E05
BG Gleichung2.52) 9.19E04 1.54E03

Lo =3,29%
LOD Schnellbetrachtung 4.96E06 2.96E06
Loer= 5,84%%
LOD t-Wert-abhéngig 3.71E05 1.83E05
LOQ Gleichung2.55) 9.19E04 1.54E03
LOD Loawrsor 6,20%s 4.78E05 2.46E05
LOQ Loawrsor 11,11%g 3.31E03 9.34E03
LOD Gleichung2.64) 4,64E10 2,22E07
var. Steigung
Gleichung2.65)
LOD 50 %Maximalsteigung 1,39E07 3,72E07
Gleichung2.66)
LOD 25 %Maximalsteigung 1,03E06 4,50807
MDC Abbildung15 8,50E07 1,06E06
RDL Abbildung15 5,51E06 7,04E06

Tabelle48: KenngréRen der Kalibrierung, bezogen auf die 4PL und die r5PL.

Im direkten Vergleich mit den KenngréRen, die mit der Kalibrierung auf einem Transducer gewonnen
wurden, sindnahezualle KemgrélRenbei dieser Kalibrierung um den Faktor 10 b2 zu héteren
Konzentrationen verschobemetrachtet man zuerst die qualitativen GroRen NG, LOD und, idC

fallt bei der 4PL, wie auch bei der r5PL alafs die BG unddas LOD nach Schnellbetrachtuaum
differieren. Geht man zu hdheren Sicherheiten tber, LODHimbeziehung der Freiheitsgrade, oder
auchden LODder RSBSchwankungen mitbertcksichtiglie hier wie@r nur mit 1% angenommen

wurde, dann verschiebt sich die Grenze um bis zu Faktor 7 zu héheren Konzentrationen. Betrachtet
man nun die LOD mit Eindekung der Steigung, so ergibich ein vollig anderes Bild diei der
Evaluierung auf nur einem Transducer. Dort verschob sich die Grenze mit der Einbeziehung der
Steigung zu hoheren Konzentrationen, hier zu deutlich niedrigeren. Wird bei der 4%Ld&0
Maximalsteigung angesetzt, so verschiebt slals LOum Faktor 4,8 zu niedrigeren Konzentration,

bei 25% um den Faktor 35,6 und bei der Steiguemgnittelt mit Hilfe der sdv der Leerprobem 4
Zehnerpotenzen. Diese Methode kannaalsei Bezug auf diglPL als nicht sinnvoll angesehen
werden. Im Bezug auf die r5PL ergibt sich eine ahnliche Tendenz zu niedrigeren Konzentrationen,
allerdings sind die Unterschiede hier nicht ganz so grof3 und zeigen keine gré3eren Abweichungen als
den Faktor 13,3. Auch derC weicht zu niedrigeren Konzentrationen ab im Vergleich zur BG und
zum LOD nach Schnellbetrachtung. Bei der 4PL um den Faktor 4,4 und bei der r5PL um den Faktor 2,3
im Bezug auf die jeweilige NG. Betrachtet man nun die GroBen eine statistisch sinnvdé
Quantifizierung ermdglichen, so weichen diese zwischen der 4PL und der r5PL nur um maximal den
Faktor 2,8 ab. Hier verhalten sich die zwei Kalibrierungen sehr @hnlich. Allerdings gibt es einen sehr
grofRen Unterschied zwischen den verschiedenen Kenngrd®&d wie oben bereits erwéhnt eine

Anderung der RSD von nurd angenommen, so verschiebt sich der LOQ um den Faktor 3,6 zu
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hoheren Konzentrationen (4RLWer RDL zeigt hier noch vieb@ere Abweichungen um den Faktor
166 (4PL) und 218 (r5PIabelle49 und Tabelle50, sowieAbbildung57 und Abbildung58 zeigen die
zur Bestimmung der verschiedenen LOD benétigSteigungn, sowie die Kalibrierfunkticen und
Konfidenzintervalle ohne Parameterrestriktionen.

4PL, Parameter A fre{ r5PL Parameter A frei
Parameter Wert sdv Wert sdv
A 10548787 | 7,33847 | 10244996 | 4,95502
B 0,39315 | 0,11072| 7,86825 | 172541617
C 0,00004 | 0,00003| 0,00007 0,00013
D 1391396 | 5,59837 0,2895 18,45925
E - - 0,01674 36,7189

Tabelle49: Paameter der Kalibrierfunktionen ohne festgesetzte Parameter fiir die Berechnung der MDC und des RDL.
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Abbildung57: Kalibrierungen inklusive Vertrauensintervalle, zur Berechnung MDC und des B der r5PL kommt es
durch den verwendeten Algorithmus in Origin im Bereich-QEmg/L bis 1ED6 mg/L zu einem sehr grof3en
Vertrauensintervall. Dise Schwankung beeinflusst aber nicht die Bestimmung der MDC. Das RDL wird nur unwesentlich

beeinflusst.
4PL r5PL
max. Steigung _ max. Steigung _
Spot 804 L Konzentration 804 L Konzentration
& [mg/L] é [mg/L]
emg emg
Spot 1 -21,40719 5,87E05 -27,01966 9,15E07

Tabelle50: Maximale Steigungen berechnet aus den ersten Ableitungen der Kalibrierfunktionen.
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Abbildung58: Steigungen zur Bestimmung einiger Kenngré3en, berechnet aus den ersten Ableitungen der
Kalibrierfunktionen.

Insgesamt ergibt sich also ein sehr viel durchwachseneres Bild als bei der Kalibrierung auf einem
Transducer. Es konnten Messungen auf mehréreamglucern durchgefiihrund sowohl die 4PL als

auch die r5PL angepasst werden. Auch der Verlauf der Messwerte ist klar sigmoidal. Allerdings blieb
nach den Kriterien der Methodenvalidierung nahezu kein Test auf Richtigkeit, Prazision oder
Wiederfindung in den verschiedenen Konzentrationsbereichen innerhalb der geforderten
Spezifikationen. Es ist bereits aus den Messdaten ersichtlich, dass sich die sdv der gemittelten
Messwerte die sich in der Konzentration um den Faktor 10 unterscheiden, lberlappen. Trotzdem
war es mdglich die verschiedenen Kenngréfen zu berechnen. Zum Teil liegen diese bei sehr
niedrigen Konzentrationen. Dies kann Mhticals sinnvoll angeseheand die Aussagekraft muss
bezweifelt werden. Die Unterschiede der Kenngrdf3en mit dhnlicher Ausséigditierieren bei der

r5PL weit weniger als bei der 4PL, allerdings missen gerade die Kenngii#ieme statistisch
gestutzte Validierung ermoglichen sollehinterfragt werden. Diese Kenngrof3en sind im Vergleich

zur Kalibrierung auf einem Transducean den Faktor 100 bis 1000 zu gréReren Konzentrationen
verschoben, trotzdem ist hier nur eine Quantifizierung mit sehr groR3er Ungenauigkeit moglich. Somit
muss zu einer KenngréfRe immer eine Kalibrierung und die Messwerte mit den entsprechenden sdv
mit betrachtet werden, sonst kann sich ein falsches Bild der Methodengenauigkeit und
Leistungsfahigkeit ergeben.

4.3Fluoreszenmessungermit CRP

CRP ist in der medizinischen Diagnostik ein Routineparameter, der unspezifisch Entziindungen
anzeigt und kann in Blut, Sen und Plasma bestimmt werden. Es liegt nativ als Pentamer vor, mit
funf gleichen Untereinheiten und einer Masse von kD&. Damit ist esmit Hilfe eines
Sandwichassays detektierbar. CRP kann in sehr hohen Konzentrationen bei pathogenen Individuen
vorkomnen, somit ist hier auch der hohe GBPEreich im oberen mg/Bereich von Interesse. Im
aKAARK/ AaAGAGAGR G . -Bexdh) KakmivHiligVviorSORB alichYad erhohte Risiken im
Bereich der kardiovaskularen Erkrankungemd auch den Allgemeinzustd eines Individuums
zurlckgeschlossen werdefl03, 104 105. Als FangeBRE wil hier ein spezielles Polypeptid
verwendet, das auginem PeptidGrundgerist und einem spegthen Binder fir CRP besteht.
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Vorteile diesera { OF F¥F2f Raa fAS3ISYy Ay RSN} K2KSy {dFoAf A

gegeniber denfnalyten siehe auclj48; 106, 107].

4.3.1 Methodenvalidierungg Messungen auf einem Transducer

Fir die Durchfihrung des Assays wurde das Sandwichassayformat gewahlt. Prinzipiell ist es auch
mdoglich einen Bindungshemmtest durchzuflhren, der Biosensor sollte aber auch auf die
Anwendbarkeit eines Sandwichassayformgetestet werden.Die Kalibrierung wurde auf einem
einzigen Transducer durchgeflhkierzumuss der Transducer zwischen den Messungen regeneriert
und gereinigt werdenBei derDurchfiihrung eines iBdungshemmtests muss der Antlyder ein
Analytderivat immailisiert werden.Das CRP als Analyt hat siwhar als relativ stabil erwiesen,
allerdings nicht stabil genyugm die nétige Anzahl an Regenerierungen flr eine Dreifachkalibrierung
und die darauf folgenden Messungen unbeschareiiberstehen. Beim Sandwagsay wird hier das
FangerBRE immobilisierEshandelt es sich um ein CfSeaffold, das im Vergleich zum @®Btein

eine aulerst hohe Stabilitat hinsichtlich Lagerfahigkeit und Anzahl der Regenerierungen aufzeigt. Die
Transducer wurden nach der Vorsdhri(g)li(g), IV(g+kYI(g+k) prapariert (Kapited.5.1) und
anschlie3end wurde nach der Vorschrift in Ka8tdl3das System regenerierlle Schrittewurden

in HEPES als Puffdurchgefiihrt. HEPES wurde verwendet, da die korrekte Funktionsweise der
Scaffdds nur in derGegenwart von Calonen gewahrlistet und eine CalciurZugabein PBS nicht

ohne weitere Zusatze mdoglich .ifdie Ergebnisse der gemittelten Werte inklusive sév aus deB-
fach-Messung von Spdt sind inTabelle51 aufgeftihrt. Die Kalibrierung wurde in einem anderen
Konzentrationsbereich als die Neopterinmessungen durchgefihrt und beginnt erst & mM&L

und geht bis 1@ng/L. Die iinzentration an eingesetztem Detektionsantikorper betrug jogA. und
somitzwanzignal so viel wie fur eine Neopterinmessung.

Konzentration [mg/L| Intensitat [%]|sdv [%

0 0 0,87

1,00E05 1,97 0,32
1,00E04 1,18 1,21
1,00E03 4,97 0,54
1,00E02 22,86 1,29

0,1 46,92 0,55

1 83,70 1,48

10 100 1,20

Tabelle51: Gemittelte Messwerte der CRRalibrierung. Die Werte wurden zwischen 0 und 1@0Onormiert; dies war fur
die Berechnung der Kenngré3en nétig.

Im Mittel betragen die dv der Kalibrierung 0,9% unddie Streuung der sdwur 0,18%. Im Vergleich
zum Neopterinassapewegen sich dieAbweichungenm selben Bereiclund weisen auf eine gute
Reproduzierbarkeit hin. Da auch dieserfduf sigmoidal, aber steigenerlauft, wurden die 4PL und
die r5PLUber eine Vorzeichenanderurangepasst, damit di Funktioren den steigenden Verlauf
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abbilden Knnen De Ergebnise sindin Abbildung59 graphisch dargestellt und die Kalibrierdaten in
Tabelle52 zusammengefasst.

100 +

r5PL
e Wiederfindung

Intensitat, normiert [%)]

1E-6 1E-4 0.01 1
Konzentration [mg/L]

Abbildung59: CRB-fach-Kalibrierung. Eingezeichnet sind die 4PL und die r5PL, sowie die Daten der
Wiederfindungsmessungen.

4PL r5PL
Parameter Wert sdv Wert sdv
11015409 | 4,933 | 204,06061 | 11,25204
0,55908 | 0,05711| 0,46593 0,10524
0,14759 0,0345 | 0,11914 0,02367
0,20042 | 1,42599| 101,82003| 5,87255
- - 6,10283 | 24,52574

mo0O|w >

Tabelle52: Parameter der Kalilerung. Fir die Kalibrierung wurde hier im Gegensatz zum Bindungshemmtest ein
Vorzeichen in der Kalibrierfunktion vertauscht um den steigenden Verlauf abbilden zu kénnen. Die Parameter haben
dadurch die gleiche Bedeutung wleei den Neopterinmessungen.

Die Parameter wurden bei dieser Kalibrierung nicht festgesetzt. Eine Festsetzung der oberen Grenze
(Parameter A) war nicht notig, da diese Kenngrof3en hier nicht berechnet warddnm unteren
Konzentrationsbereich wurden bereits die Messwerte awo Ghomiert. Zusatzlich verlauft die
Kalibrierfunktion fast genau durch 0 und somit war bei der gegebenen sdv der Leerprobe nicht die
Gefahr gegeben, dass keine KenngréRen berechnet werden kpranetme auch Kapitet.2.2 In
Abbildung 59 ist der nahezu gleiche Verlauf der beiden Kalibrierfunktionen zu erkennen. Somit
sollten auch spéater bei der KenngrofRenberechnung ahnliche Véenaten werden Dieses Ergebnis

ist auch der ResiduenanalyseAhbbildung60 und Tabelle53 zu entnehmen. Allerdings verhélt es sich
hier genau andefgerum als beim Neopterinassay. Im niedrigen Konzentrationsbereich bis in den
einstelligen peBereich ist nach der Analyse die 4P& biessere angepasste Funktion, dartber die
r5PL. Medizinisch von Interesse ist bei CRP der Bereich vog/ll bis 10ng/L bzw. darUber, fir
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einige Langzeibder Vorhersagemessungen auch der Bereich deutlich umeg/L. Somit wird auch
in diesem Fall @ir5pL zur weiteren Validierurigerangezogen

Residuen [%)]

0 1E-5 1E4 1E3 0.01 0.1 1 10
Konzentration [mg/L]

Abbildung60: Residuenanalyse der Kalibrierfunktionen. Gut zu erkenrsémd die Ahnlichkeit im unteren
Konzentrationsbereich und die kleineren Abweichungdar r5PL im oberen Konzentrationsbereich.

Residuen%]
Konzentration [mg/L]| 4PL rSPL
0 -0,24 | 0,31
1,00E05 1,26 1,45
1,00E04 -084 | -1,11
1,00E03 -158 | -2,34
0,01 2,69 2,52
0,1 -2,3 -1,07
1 1,63 0,32
10 -0,64 | -0,07

Tabelle53: Residuen der zwei CR&alibrierfunktionen. Die relativ &hnlichen Abweichungeter Kalibrierfunktionen von
den gemessenen Wertegind auch hier zu erkennen.

Der Assay wurde gemalR den Regularien der FDA validierMessung der Selektivitat wie HEPES

als Pufferverwendet und jeder Messungrig/L CRP hinzugefligt. Derekjgrobe wurde dann auch

der CRFAK hinzugefiigt. Dieses Signal wurde auf %00festgesetzt und alle anderen
Selektivitdtsmessungen darauf bezogen. Die sdv betrug bei der ZugalieRFAK 1,046. Wird nur
HEPES hinzugegeben, wird eine Intensitat ¥a8%erreicht bei einer sdv von 0,92. Dieser Wert
deckt sich mit dem Rauschen des Systems. Wird nun egremdK hinzugeflgt, der nur unspezifisch

mit der Oberflache wechselwigk kann, so steigt die Intensitat auf 2, %! Dieses schwache Signal
deutet allerdings auf nur geringe unspezifische Wechselwirkungen hin. Wird nun die Probenmatrix
verandert und dem HEPES %0Blutplasma beigefiigt, steigt die Bindung auf 116432lies datet
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auf sehr hohe unspezifische Wechselwirkungen durch das Plasma hin. Allerdings konnte vom
Plasmalieferanten keine CHreiheit des Plasmas gewahrleistet werden, zudem existieren in der
Routineanalytik keine Standardmethodewm CRP auch in sehr geringeKonzentrationen
nachzuweisen. Daher ist diese Messung nicht aussagekréftig und sollte mit Vorsicht interpretiert
werden. Alle folgenden Messungen wurden daher in reinem HEPES durchgefiihrt. Die Ergebnisse der
Selektivitatsmessungen und auch der weiteretidierung sind imabelle54 zusammengestellt.

CRP Konzentration [mg/L] | Intensitat [%] | sdv [%] ber. KonzentratiorAbweichung
[mg/L] [%]
CRPAK 100 1,04 - -
Selekiivitt nur HEPEﬂ_?erprobe) 1,13 0,92 - -
NeopterinAK 2,14 1,29 - -
Plasma + CRRK 116,32 5,27 - -
2,00E04 3,52 1,07 2,24E04 12,00
Richtigkeit 0,02 25,29 1,82 0,017 14,80
2 90,07 0,35 1,79 10,31
2,00E04 3,04 1,28 1,69E04 15,67
Préazision 0,02 26,22 0,77 0,019 6,76
2 90,78 0,24 1,93 3,56
5,00E04 5,03 1,26 4,59E04 8,29
Wiederfindung 0,05 36,07 2,04 0,045 9,18
5 98,00 1,7 5,44 8,86

Tabelle54: Methodenvalidierungsparameter der CRP Kalibrierung bezogen auf die r5PL. Die Abweichungen sind alle
innerhalb der FDA gefordéen Grenzen.

Zur Messung der Richtigkeit und Préazision wurden die Konzentrationéd,2E02 und 2ng/L je
funffach bestimmt. Alle Richtigkeitsmessungen weichen weniger al% 1%om vorgelegten
Konzentrationswert ab. Bei der Messung der Préazision Ubsrdget der Wert bei 2 mg/L die
gegebene Grenze von . Allerdings ist diese Konzentration im Bereich des LOD bzw. der NG. Somit
darf die Toleranz max. 2@ betragen. Dieser Wert wird hier unterschritten. Die anderen
Prazisionsiessungen liegen innerliader geforderten Grenze. Fir die Messung der Wiederfindung
wurden hdhere Konzentrationen gewahlt, da diese mehr im erwarten Bereich einer Realprobe liegen.
Alle Werte konnten unter 18 Abweichung von der realen Konzentration bestimmt werden. Somit
sind hier alle Kriterien der Methodenvalidierung erfillt. Fir die Stabilitat der eingesetzten
Chemikalien und Proteinen gelten dieselben Betrachtungen wie in Kapeél Die préaparierten
Transducer mit den Scaffolds weisen eirehrshohe Lagerfahigkeit aus. Selbst nach mehreren
Wochen trockener Lagerung bei’@ konnte keine Anderung des Transducers innerhalb der eben
diskutierten Parameter festgestellt werden.

Die KenngréRen ifiabelle55 wurden &hnlichden Kenngrof3en der Neopterinmessungen bestimmt.
Allerdings wurde hier die berechnete Abweichung fur die 1ISO bzw. IUPAC GréRen zum niedrigsten
Intensitatswert hinzuaddiert um dem steigenden Verlauf der Kalibrierung gentige zu tragen.
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Parameter Methode 4PL[mg/L] r5PL[mg/L]
NG Gleichung2.50) 1,91E04 9,11E05
EG Gleichung2.51) 6,91E04 4,17E04
BG Gleichung2.52) 1,83E03 1,30E03

Lo = 3,29% - -
LOD Schnellbetrachtung 2,27E04 1,11E04
LD(2F): 5,84%5 - -
LOD t-Wert-abhéngig 6,57E04 3,92E04
LOQ Gleichung2.55) 1,83E03 1,30E03
LOD Loawrsor 6,20% 7,35E04 4,48E04
LOQ Loaorsor 11,11%; 2,25E03 1,66E03
LCD Gleichung2.64) 7,55E04 6,74E04
var. Steigung
Gleichung2.65)
LOD 50 %Maximalsteigung 1,33803 1,48E03
Gleichung2.66)
LOD 25 %Maximalsteigung 6,31E03 8,84E03
MDC Abbildung15 4,14E04 4,17E04
RDL Abbildung15 1,38E03 2,04E03

Wie bereits erwahnt weichen die KenngroRen ohne Einbeziehung Steigung oderdes
Konfidenzinterval zwischen der 4PL und der r5PL nicht mehr als den Faktor 2,1, meist deutlich
weniger, voneinander ab. Dies kann durch den sehr dhnlichen Verlauf der Funktionen erklart werden.
Diese Kenngrof3en liegen bei der 4PL imipber hoherer Konzentratioen, als bei der r5PL, im
Maximum2,1-fach héher bei der NG, im Minimum ¥dch niedrigetbei der BG bzw. dem klassisch
bestimmten LOQ. Fir die Berechnung der MDC und des MDC wurden die Dat&hbddang61

verwendet.

——4PL
------- Konfidenzintervall

100

Intensitat, normiert [%)]

Intensitat, normiert [%)]

T & T T
1E-6 1E-4

T T T
0.01 1

Konzentration [mg/L]

Abbildung61: Kalibrierfunktionen inklihrer Vertrauensntervalle zur RDL und MD8estimmung.

Der MDC unterscheidet sich zwischen den zwei Kalibrierungemmud,7%, der RDL liegt bei der
r5PL um 326 hoher. Vergleicht man dies nun mit den anderen Kenngrél3en, so besteht hier zwischen
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Tabelle55: KenngréRen der CR¥fach-Kalibrierungen.
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KenngroRen ahnlier Aussagekraft eher bei der 4Rine Ubereinstinmung. Die Abweichung der
MDC von der NG betrat 12% und deskDL von der BG 38. Bei der r5PL sind die Abweichungen bei

der MDC erheblich gréf3er, die Abweichung betragt dadatbe und die Abweichung der RDL%4

Der Unterschied kann durch die schnelle Steigungsanderung der r5PL in diesem Bereich erklart
werden Insgesamt zeigt sich hier also eine gute Ubereinstimmung der beiden Kalibrierfunktionen
und auch der KenngréR3en untereinander. Bisher nicht diskutiert wdedeLODberechnet aus den
Steigungen der Funktionen, siefiabelle56 und Abbildung62.

4PL r5PL
max. Steigung _ max. Steigung .
Spot 804* L Konzentration 804* L Konzentration
& [mgi/L] é [mg/L]
emg emg
Spot 1 35,38642 0,15 37330435 0,23

Tabelle56: Maximale Steigungen der jeweiligen Kalibrierfunktionen zur Ermittlung bestimmter KenngrofRen.

30+ 30 4

20 20 -

Steigung [%*L/mg]
Steigung [%*L/mg]

10 A

T T T T T T T T
6 -4 2 0 6 -4 2 0
lg(Konzentration) [Ig(mg/L)] Ig(Konzentration) [lg(mg/L)]

Abbildung62: Steigungen der Kalibrierfunktionen, links idie Steigung dr 4PL und rechtdie Steigung der r5PL
abgebildet.

Diese Werte weichen hier erheblich von den anderen Kenngré3en ab. Bei der 4PL ist die Abweichung
von der LOD Schnellschatzung Faktor 4,0 bei der Berechnung mit variabler Steigung aus der sdv des
Leerwetes, Faktor 7,0 bei 5% der Maximalsteigung und Faktor 33,0 beP2%ler Maximalsteigung.
Bei der r5PL sind die Abweichungen Faktor 7,4, Faktor 16,2 und FaktoS0mfd.ist hier nur eine
sehr geringe Ubereinstimmung der verschiedenen KenngréRen gegeBeriicksichtig man
allerdings die kleinen sdv der Kalibriagy sowie die Moglichkeit der &zisions, Richtigkeitsund
Wiederfindungsmessungen in einem Konzentrationsbereich bis Faktor 10 unter den mit der Steigung
berechneten KenngrofRen, so ist hieokV eher den Kenngrdf3en ohne Mitberlicksichtigung der
Steigung der Vorzug zu geben. Zusammenfassend konnte hier eiAsS&Perfolgreich auf dem
Sensorsystem etabliert und validiert werden. Messungen in einem medizinisch relevanten
Konzentrationsbereichirsd moglich. Es muss auch hiegraicksichtigt werden, dass die Kenngrof3en
bei Einsatz von 5(L Probe mit ghn multipliziert werden missen. Der Konzentrationsbereich
verschiebt sich somit zu hoéheren Konzentrationen. Dies ist fir denAS&y vorteilhaft ud
erm@glicht auch eine genaue Bestimmung hoher -BBRzentrationen wie sie bei einer Sepsis
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vorkommen kodnnen. Das Phanomen, dass bei hohen-KoREentrationen zu niedrige Werte
bestimmt werden was bei einer Sepsis zu fatalen Fehldiagnosen flhren karire aigch Kapitel
2.2.3 wurde durch den Einsatz einemnflwichassay ohne Vorinkubatiobereits im Vorfeld
vermieden.

4.4Immobilisierungsstrategien auf Kunststoffoberflachen

4.4.1 Polyelektrolytmultischichten

Bisher wurde gezeigt, dasss maoglich ist mit dem entwickelten Biosensorsystem auf einem
Glastransducer sowohl einen Bindungshemmtest, wie auch einen Sandesay auf einem
Glastransducer, mit Einschrdnkungen auch auf mehreren Glastransducern zu messen. Wie bereits
erwadhnt, sind Df a4 N} yaRdzOSN) Ay RSy CSNIAZTdzy3aidztSN:yl
verfligbar. Eine Moglichkeitdieses Problem zu l6seesteit darin, auf andere Substrate, die
O0konomischer produziert werden konngrauszuweichen. Von besonderem Interesse ier d
optischen Sensorik, wie auch seit Jahren in medizinisch optischen Geréten verwsimdet
Kunststoffe auf Basis der Cycloolefinpolymere bzeopolymere. Sie sindkostenglnstigzu
produzieren und besitzen im Hinblick auf Massenfertigung mittels Spsxgufahren gute
Eigenschaften. Daher sollte die Anwendbarkeit in diesem System mit dem Neopterinassay untersucht
werden. Hierzu musste jedoch ein neues Verfahren zur Oberflachenbeschichtung entwiakielh we

da die bisher verwendete ilanbasierte Chemienicht 1:1 auf die unpolaren und inerten
Kunststoffoberflachen in der erforderlichen Reproduzierbarkeit und Haltbarkeit beztglich der Anzahl
an Regenerationszyklen Ubertragen werden konnte. Somit wurde fir die Praparation der
Kunststofftransducer auf bereg entwickelte Protokolle des CARKAN Partners DCU
zuriickgegriffen. Hier zeigte sich immeoch das Problem der schlechten Regeneration der
Oberflachen. Daher wurde eine Kombination aus Polyelektrolyten und der erfolgreich eingesetzten
AMD-Oberflache entwgkelt. Hierfir wurden die bereits bestehenden Protokolle sowohl in den
Konzentration wie auch den Reaktionsdauern modifiziert und einige Zwischenschritte eingefihrt.
Somit ist es mdglighmittels PEMs eine Beschichtung auf nahezu jedem Sensormateriahaiteer

wie z.B. Glas und Kunststoffen, aber auch Metallen und Metalloxiden. Durch die weitere
Modifikation mit AMD wird eine deutlich hdéhere Abschirmung der Oberflache, gerade gegen
elektrostatische Wechselwirkungen erreicht und zudem kann an dem AMD dechbereits
etablierten Protokollen weiter modifiziert und immobilisiert werden. Das genaue Verfahren
entspricht der Route I(g+k) bis VI(g+k) fur Glastransducer und aufgrund der einfacheren Praparation,
abermit gleichem Endergebsiflir Kunststofftransdwar I(k) und ll(g+k) bis VI(g+m hier gleich die
Ergebnisse der Haltbarkeit der Transducer fiir die Methodenvalidierung vorwegzunehmen, sind die
beschichteten Glaswie auch Kunststofftransducer nur unter standiger Pufferlagerung stabil. Sollten
die Transducereintrocknen sind sie nicht mehr zu verwenden. Dies kann dat Rissbildungler

PEMs beiEintrocknenerklart werden. Weiteres hierzu siehe auch Kaft@l2 Im folgenden
Abschnitt wird die neue Oberflachenchemie zteauf Glastransducern und anschliel3end auf den
Kungstoffsubstraten aus Zeonor validiert.
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4.4.2 Polyelektrolytmultischichten und Aminodextraauf Glastransducern

Mit dem frisch gespotteten Transducer wurdéeopterin entsprechend Kapite4.2.2 mit den
gleichen AKKonzentrationerund Messprotokollergemessen und der Transducer validiert. Es wurde
wiederrum ein Spot betrachtet und einef&ch Bestimmung fur die Kalibrierung durchgefiihrt. Es
ergeben sich ahnliche Mswerte mit sehr &hlichen sdv. & durchschnittliche sdv betragt 1,20,

die Streuung 0,1% siehe Tabelle 57. Damit liegt diesdv im Mittel gleich auf wie bei den
Transducern beschichtet ohne PELSs, die Streuung ist segager als halb so grof3

Konzentration [mg/L| Intensitét [%]|sdv [%

0 100 0,78
1,00E07 99,74 0,59
1,00E06 95,32 1,24
1,00E05 72,45 0,59
1,00E04 53,18 1,66
1,00E03 41,20 1,80
1,00E02 23,76 1,34
1,00E01 10,79 0,91
1,00E+00 8,49 1,04
1,00E+01 8,10 1,27

Tabelle57: Kalibrierdatensatz deB-fach-Bestimmung von Neopterin auf Glastransducern und PBAMD-
Oberflachenbeschichtung.

In Abbildung63 sind dieSignalstarkénklusive sdwargestellt

rSPL

e Wiederfindung

80

60

40 4

Intensitat, normiert [%)]

20

0=

il T T T

T T T
1E-9 1E-7 1E-5 1E-3 0.1 10

Konzentration [mg/L]

Abbildung63: Kalibrierung de-fach-Bestimmung inklusive der zwei verwendeten Kalibrierfunktionendiden Daten
der Vergleichsprésionsmessungen.
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Im Gegensatz zum vorher behandelten @RBay unterscheidet sich der \arf der zwei
Kalibrierfunktionen hier wieder deutlicher voneinandeDie r5PL zeigterst bei hoheren
Konzentrationereinen abfallenden Verlapydann aber mit deutlich groRerer Steigurign héheren
Konzentrationsbereich ist im Gegensatz zur 4PLkeine Sattigng im gemessenen
Konzentrationsbereich erkennbar. Dieses Verhalten wurde bereits bei den anderen
Neopterinkalibrierungen bobachtet. So kann hier rein qualitativ kein Einfluss desdpiiht auf den
Assay festgestellt werden. Die Kalibrierfunktionen wurdegieder mit festgelegten Parameter A
bestimmt, sieheTabelle58.

4PL r5PL
Parameter Wert sdv Wert sdv
100 0 100 0
0,40218 | 0,05018| 1,47589 | 1,09989
0,00016 | 0,00006| 0,00026 | 0,00022
6,67978 | 3,37796 | -9,16359 | 9,51403
- - 0,0882 0,08068

mololw >

Tabelle58: Daten der Kalibrierung normiert auf 10%.

Sehr deutlich zeigt die Residuenanalysélildung64 und Tabelle59 die sehr gute Anpassung der
r5PL im unteren Konzentrationsbereich. Erst ab can@l folgt die 4PL den gemessenen Werten
mit einer kleineren Abweichung.

E=4PL

Residuen [%]

0 1E-7 1E-6 1E5 1E-4 1E:3 001 01 1 10
Konzentration [mg/L]

Abbildung64: Residuenanalyse der Kalibrierfunktionen. Erst bei htheren Kemtrationen passsichdie 4PL bessean
als die r5PL.
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Residuen%]

Konzentration [mg/L]| 4PL r5PL
0 0 0

1,00E07 4,33 | -0,03

1,00E06 6,10 0,33

1,00E05 -4,42 | -1,49

1,00E04 -4,43 | 0,52

1,00E03 4,42 4,54

0,01 2,28 | -1,03

0,1 -2,38 | 5,21

1 -0,87 | -0,99

10 0,34 3,45

Tabelle59: Residuen der Kalibrierfunktionen. Im niedrigen Konzentrationsbereich sind die Abweichungen der r5PL
deutlich kleiner als die der 4PL. Ihbheren Konzentrationsberelr verhalt es sich genau andgum.

Daraufhin wurde wieder e Validierung nach den bekannten Regeln durchgefihrt. Hier war es
wieder notig auf Selektivitdt zu prifen, da ein Einfluss der PELs auf die Messung sonst nicht
ausgeschlossen werden kann. DieTabelle60 zusammengestellten Daten zeigen allerdings nahezu
das gleich Selektivitatsverhalten wie auf einem ohne PEL beschichteten Transducer, evtl. kann von
einer leicht erhdhten unspezifischen Bindung ausgegangen werden, siehe Messung mK.CRP
allerdings Uberlappen die sdv der Messungen mit und ohne PEL und sind daher nicht signifikant
voneinander zu unterscheiden.

Konzentration [mg/L] | Intensitét[%] | sdv [%] ber. K[(r)r:lglir]]tratlonAbW;;oc]hung
NeopterinAK(Leerprobe 100,00 1,94 - -
nur PBS 2,87 2,08 - -
Selektivitat CRPAK 8,72 4,69 - -
Plasmat+ NeopterinrAK 103,20 2,18 - -
CRP+ NeopterinAK 98,86 1,62 - -
5,00E06 81,52 0,76 4,83E06 3,40
Richtigkeit 5,00E04 40,66 1,77 5,25E04 4,90
0,05 17,94 1,62 0,056 12,62
5,00E06 81,36 0,95 4,91E06 1,89
Préazision 5,00E04 41,24 0,96 4,80E04 3,97
0,05 17,96 1,81 0,056 12,37
2,00E06 88,79 1,69 2,30E06 15,13
Wiederfindung 2,00E04 46,32 0,86 2,29E04 14,73
0,02 21,14 1,41 0,021 7,45

Tabelle60: Validerungstabelle der 3-fach-Bestimmung von Neopterin auf Glastransducern und PBMD-
Oberflachenbeschichtung bezogen auf die r5PL.
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Alle anderen Validierungsparameter liegen auch hier wieder im Rahmen der geforderféniraO
unteren Konzentrationsbereich bzd/5 % in allen anderen Konzentrationsbereichen. Die Validierung
verlief somit erfolgreich und die Methode kann auf die entwickelte Art und Weise verwendet
werden. Die ermittelten Kenngrof3en sindTiabelle61 aufgelistet.

Parameer Methode 4PLImg/L] rSPLImg/L]
NG Gleichung2.50) 1,78E08 5,33E07
EG Gleichung2.51) 1,07E07 9,39E07
BG Gleichung2.52) 4,15E07 1,53E06

Lp=3,29%
LOD Schnellbetrachtung 2,26E08 5,712B07
Loer= 5,84%%
LOD t-Wert-abhangig 9,94E08 9,17E07
LOQ Gleichung2.55) 4,15E07 1,53E06
LOD Loswersor 6,20%s 1,16E07 9,67E07
LOQ Loawrsor 11,11% 5,53E07 1,71E06
LOD Gleichung2.64) 3,07E07 4,62E07
var. Steigung
Gleichung2.65)
LOD 50 %Maximalsteigung 2,26E07 4,63807
Gleichung2.66)
LOD 25 %Maximalsteigung 1,97E06 9,16E07
MDC Abbildungl5 3,01E07 1,33E06
RDL Abbildungl5 1,37E06 3,58E06

Tabelle61: KenngréRen deB-fach-Kalibrierung.

Mit der 4PL werden hier wieder KenngréRen erhaltene diurchweg bei einer niedrigeren
Konzentration liegen als jene, die mit der r5PL berechnet wurdend®& 4PL liegen die Grozen NG

und LOD nach Schnellschatzung recht nah beisammen. Die Abweichung des LOD nach
Schnellschatzung von der NG betragt #6,2de Abweichung vom MDC zur NG betragt aber bereits
das 16,%ache und ist somit nicht mehr vergleichbar in der Aussage. Die BG bzw. LOQ und RDL liegen
nur um das 3,3ache auseinander. Hier ist die Abweichung nicht mehr ganz so daf.
Einbeziehunginer RSPAnderungandert an den Werten insgesamt sehr wenig, obwohl in diesem
Fall 1% RSBAnderung sehangesetzist. Der Unterschied von LOD nach Schnellschatzung und LOD
ermittelt aus der Anzahl der Freiheitsgradmterscheidet sich um den Faktor 4,4.r/die Steigung

mit einbezogen andert sichdas LOChin zu héheren Konzentrationen, je hach Methode um den
Faktor 10 bis 87m Vergleich hierzu weichen die einzelnen KenngréRen im Bezug auf die r5PL nicht
so weit voneinander ab. Der Unterschied von NG u@® nach Schnellschatzung betragt nur%g,3

zum MDGsind es150%. Damit ist die Aussagekraft dieser GroRRen wieder sehr ahnlich, LOQ und das
RDL wichen nur um den Faktor 2,3 ab. Auch eine Erhéhung der Sicherheit %iRED bewirkt
nahezu keine Anderungund der Unterschied zwischen LOD nach Schnellschatzung und nach
Verteilungsfunktion betrégt gerade 84%. Die Miteinbeziehung der Steigung resultiert in einer
Anderung des LOD zum Teil sogar zu niedrigeren Konzentatioie Abweichung betragt aber
maximal je nach Methode 23,8% bis 60,26. Die r5PL fuhrt hier also auch zu einer besseren

Vergleichbarkeit der Kenngrél3en. Werden nun diese Werte mit der Kalibgeauf einem
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Transducer mit derilenbasierten Chemie iabelle37 und Tabelle38 (Spotl1) verglichen, scieht
man, dass bei der 4PL deilanbasierten Chemie die KenngréRen in einem niedrigeren
Konzentrationsbereich angesiedelt sind, zsBdie BG um 8% geringer. Jedoch sind die Gré(zHa
recht &hnlich. Bei der r5PL sind die KenngrgfRRgie auf Transducern mit desilanbasierten
Oberflachenchemie gewonnen wurdenm das Zweibis Finffache zu héheren Konzentrationen
verschoben. Allerdings sind dies keine sehr groRen Anderungedas®insgesamt von einem
ahnlichen Verhalten ausgegangen werden kann. Jedoch bietet dibdRete Oberflachenchemie
die Mdglichkeit auf verschiedenen Materialien zum Einsatz zu kommen, siehe iauéblgenden
Kapitel. Nachfolgend sinchoch die verwendeterKalibrierdaten (Tabelle62 und Tabelle63) und
Diagramme Abbildung 65 und Abbildung 66) dargestellt, diefir die Bestimmung einiger der
KenngroRemotwendig sind

4PL, Parameter A fre|l r5PL Parameter A frei
Parameter Wert sdv Wert sdv
A 10387382 | 3,89654 | 10006043 | 2,72456
B 0,37206 | 0,05627| 1,45907 1,30263
C 0,00013 | 0,00005| 0,00026 0,00025
D 588049 | 3,67148| -9,12639 | 1045192
E - - 0,08932 0,09604

Tabelle62: Kalibrierdaten ohne Parameterbeschréankung zur Bestimmung des RDL und der MDC.
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Abbildung65: Konfidenzintervalle der Kalibrierfunktione fur die MDC und RBDBestimmung.

4PL rSPL
max. Steigung _ max. Steigung _
Spot 804 L Konzentration 804 L Konzentration
& [mg/L] é [mg/L]
emg emg
Spot 1 -21,6049335 1,58E04 -24,0577199 6,6443E06

Tabelle63: Steigungsmaxima zur Kenngrdl3enbestimmung.
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Steigung [%*L/mg]
Steigung [%*L/mg]

T T T T T
-10 -8 -6 -4 -2 0 -10

T T T
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lg(Konzentration) [Ig(mg/L)] Ig(Konzentration) [Ig(mg/L)]

Abbildung66: Steigungen der 4PL (links) und der r5PL (rechts) fiir die Bestimmung der KenngréRen mit
Steigungsabhéngigke

4.4.3 Polyelektrolytmultischichten und Aminodextraauf Kunststofftransducern

Die in Kapitel3.5.1 vorgestellte und in Kapite#.4.2 auf Glastransducern erfolgreich validierte
Oberflachenchemie wirdun auf Kunststofftransduceibertragen Die Kunststofftransducer kénnen
theoretisch mit sehr geringen Fertigungstoleranzen mittels Spritzgussverfahren hergestellt werden.
Fur die kleine Chargwie sie hier benttigt wurde, im Idealfall nur ein Transduearrde eine kleine
Menge dieser Transducer von Hand und mechanisch bearbeitet und in Form gebracht. Somit sind bei
diesen Transducern kleine Abweichungen untereinander zu erwarten, desweiteren wurde durch die
mechanische Prozessierung der Einkoppelflaeime erhohte Rauigkeit der Transducer unter dem
Mikroskop festgestellt. Dies fuhrt zu sichtbaren Streuungen und inhomogener Ausleuchtung der
einzelnen Spots. Daher war die Wahlr d®Ol in diesem Fall nicht immer eindeutig und wurde
deshalb oft etwas groRegewahlt um mdglichst alles Fluoreszenzlicht in die ROI mit zu integrieren.
Eine Auswertung der weiteren Spots war durch hohe Streuverluste nahezu nicht mehr maglich. Im
Folgenden wird wieder Spadt diskutiert. Die Kalibrierung und Auswertung erfolgte lagaden
Parametern der bereits durchgefiihrten Kalibrierungen. Die gemittelte sdv betragte@,00d ist

somit doppelt so hoch wie auf den Glastransducern, die Streuung der sdv betra@tb Q8a liegt

somit auch fast beim doppelten Wert wie auf den Glassiducern mit PEBeschichtung, siehe
Tabelle64.
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Konzentration [mg/L| Intensitat [%]|sdv [%

0 100 2,37
1,00E07 98,55 1,17
1,00E06 101,16 1,92
1,00E05 89,49 1,98
1,00E04 55,27 1,60
1,00E03 42,09 1,23
1,00E02 21,26 2,51
1,00E01 11,90 2,41
1,00E+00 11,22 1,85
1,00E+01 11,32 2,97

Tabelle64: Gemittelte Messdaten deB-fach-Kalibrierung von Neopterin auf Kunststofftransducern mit einer
Polyelektrolyt-basierten Oberflachenbeschichtung.

Nach grafischer Auftragung wurde wieder die 4PL und die r5PL angepddsidgng 67). Der
unterschiedliche Verlauf der zwei Kalibrierungen eritdgirdem erwarteten Verhaltemwie es bei den
NeopterinAssayauf Glassubstrabeobachtet wurde.
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Intensitét, normiert [%)]

204

1E-5 1E-3

Konzentration [mg/L]

Abbildung67: Kalibrierfunktionen der3-fach-Messung. Der Verlauf der zwei Kalibrierfunktionen unterscheidet sich in
groRen Konzentrationsbereichen deutlich voneinander.

Die 4PL und r3Punterscheiden sich wieder in ihrem Verlauf. Im Konzentrationsberei@ghmddL bis

1E5 mg/L besitzt die r5PL eine Steigung von annahernd Null, wahrend die 4PL bereits grol3ere
fallende Steigungswerte annimmt. Bei der Berechnung der KenngroRen wird federweine
gréRere Abweichung erwartet. DRarameter der Kalibrierungjnd inTabelle65 gelistet.
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4PL r5PL
Parameter Wert sdv Wert sdv
100 0 100 0
0,55104 | 0,08255| 3,05778 | 10,17643
0,00019 | 0,00006| 0,00016 | 0,00006
11,06709 | 3,03582| 3,93114 | 5,77086
- - 0,06996 | 0,24966

mol0|w| >

Tabelle65: Parameter der Kalibrierungen.

Die Residuenanalyse isbbildung 68 zeigt ebenfalls ein &hnliches Bild wie aus den vorherigen
Kalibrieungen. Im unteren Konzentrationsbereiblis ca. 1B mg/Lpasst sich die r5PL besser den
Messungen an, dann ist die 4PL besser den Messungen angenéhert.

6 = 4pPL

Residuen [%)]

0 1E-7 1E-6 1E-5 1E4 1E3 001 01 1 10
Konzentration [mg/L]

Abbildung68: Graphische Darstellung der Resilu Gut zu erkennen ist wieder die bessere Anpassung der r5PL im
niedrigen Konzentrationsbereich. Ab 0,01 mg/L passt sich die 4PL besser den gemessenen Werten an.

Die r5PL wurde auch hier fur den niedrigen Konzentrationsbereich fiir die weitere Evaluierung
ausgewahlt. Die berechneten Werte sind nochmaladhelle66 zusammengestellt.
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Residuen%]

Konzentration [mg/L] 4PL rSPL

0 0 0
1,00E07 -0,09 -1,45
1,00E06 5,80 1,19
1,00E05 4,05 -0,06
1,00E04 -8,23 -1,77
1,00E03 5,43 571
0,01 1,12 -2,50
01 -1,92 -4,14
1 -0,63 -0,11
10 0,03 2,86

Tabelle66: Residuen der Kalibrierfunktionen basierend auf der 4PL und r&Ré groRte Abweichung ist bei der 4PL bei
1,00E04 mg/L zu finden.

Bei Messungen auf Kunststofftransducekann evtl. ein neues Material in Kontakt mit der Probe
gelangen, sobald der Kunststoff durch die Oberflachenchemie nicht vollstandig abgeschirmt wurde
Somit wurde auch hier e@nValidierung hinsichtlichSelektivitat durchgefiihrt. Alle Messungen
blieben aber im erwarteten Bereich und unterscheiden sich nicht signifikant von den
vorangegangenesselektivititsmessungen. Eine leicht erhdhte Bindung desABRBt festzustellen,
deckt sich aber noch mit den Standardabweinhen der Selektivitaitsmessungen auf anderen
Transducern, sieh&abelle67.

Konzentration [mg/L] | Intensitat [%] | sdv [%] ber. K[cr)rr:gz/ir]nratlon Abw&c]hung
NeopterinAK
(Lleprobe) 100,00 | 1,83 ; .
o nur PBS 3,02 1,57 - -
Selektivitat CRPAK 9.51 3.05 - -
Plasmat+ NeopterinrAK 105,72 2,64 - -
CRP*+ NeopterinAK 101,12 2,04 - -
5,00E06 96,09 1,07 5,84E06 16,87
Richtigkeit 5,00E04 42,47 2,19 4,48E04 10,44
0,05 1841 1,81 0,043 13,14
5,00E06 96,69 1,53 5,44E06 8,76
Prazision 5,00E04 40,50 2,44 572 14,43
0,05 18,54 2,75 0,042 16,62
2,00E06 100,21 1,96 - -
Wiederfindung 2,00E04 51,52 191 1,67E04 16,47
0,02 19,52 1,68 0.03® 53,75

Tabelle67: Zusammenfassung der Validiergan hinsichtlich Selektivitat, Richtigkeit, Prézision und Wiederfindung.
124



Ergebnisse und Diskussion

Bei der Messng auf Richtigkeit sind alle didiessungen innerhalb der angelegten Mal3stébei der
niedrigsten Konzeamation von 566 mg/L ist die Alweichung Uber 186, aber noch umr 20% und

damit zufriedenstellend. Allerdings sind die Abweichungen alle sehr nah am Grenzwert 4orB&b

der Prazision uberschreitet die Messung von Oy@fL den Grenzwert knapp um 1,82. In diesem
Konzentrationsbereich ware nach der Residuenaeadysch die 4PL die bessere Kalibrierfunktitia
Prazision der Method&annals nicht optimal eingestuft werden. Bei den Wiederfindungsmessungen
zeigt sich, dass kadrgemessene Konzentratioveniger als 186 abweicht Die niedrigste gemessene
Konzentratbn von 2E6 mg/L liegt deutlich unter dem niedrigsten berechneten LOD, siehe auch
Tabelle 68, und konnte daher nicht sinnvoll bestimmt werden. Die Messung be# 2&g/L
Uberschreitet den Grenzwert um 1,4% und liegt somit knappu&erhalb der Spezifikation von %b.
Allerdings gibt es keine strenge Vorschrift in welchem Bereich sich die Wiederfindungsraten bewegen
sollen, oft wird von 70 bis 12% ausgegangen, damit waren sie innerhalb der Spezifikation. Wird
aber derselbe Maf3stahngelegt wie fur die Bestimmung der Genauigkeit und Prazisioliegtalie
Messung auf3erhalb. Bei 0,6%/L ist die Abweichung mit 53,P5noch grof3er Der Verlauf der r5PL

in diesem Bereich und ein mdogliches Ausweichen auf die 4PL wurden bereits diskutie
Zusammenfassend ergibt sich eine nicht optimale Validierung der Methode besonders im hdheren
Konzentrationsbereich im Vergleich zu allen anderen Kalibrierungen auf einem Transducer. Dennoch
kann im unteren Konzentrationsbeich mit der Methode genau uhprazise Neopterin quantifiziert
werden.Tabelle68fasst alle berechneten Kenngréf3en zusammen.

Parameter Methode 4PLImg/L] rSPLImg/L]
NG Gleichung2.50) 2,26E06 7,86E06
EG Gleichung2.51) 9,36E06 1,28E05
BG Gleichung2.52) 3,03E05 2,34E05

Lo = 3,29%
LOD Schnellbetrachtung 2,71E06 8,29806
LD(2F)= 5,845
LOD t-Wert-abhéngig 8,83E06 1,25E05
LOQ Gleichung2.55) 3,03E05 2,34E05
LOD LD(l%RSDT_ 6,20’53 1,00E05 1,32E05
LOQ I—Q(l%RSDT_ 11,11’33 3,95E05 2,79E05
LOD Gleichung2.64) 1,61E05 5,48E06
var. Steigung
Gleichung2.65)
LOD 50 %Maximalsteigung 1,62E06 3,95E06
Gleichung2.66)
LOD 25 %Maximalsteigung 7,80E06 5,49E08
MDC Abbildung15 2,10E06 6,88E06
RDL Abbildung15 9,39E06 2,30E05

Tabelle68: KenngréRen bestimmt nach DIN/ISO, IUPAC und ahnlichen Verfahren.

Der Vergtich zwischen 4PL und r5PL zeigt, dass bei den Kenngrdf3en nach 1SO und IUPAC ohne und
mit Berlcksichtigung der Steigung und der MDC und R®URL wieder niedrigere Kenngrolien

liefert, um maximal das 3,48che, meist weniger. Fur die MDC und RDL Berechnung wiiadzelle

69 und Abbildung69 herangezogen.
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4PL, Pammeter A frei | r5PL, Paramete A frei
Parameter Wert sdv Wert sdv
A 10251569 | 3,53602 | 9990844 | 2,18777
B 0,52253 | 0,09255| 3,08546 | 11,43733
C 0,00017 | 0,00006| 0,00016 0,00007
D 10,72131 | 3,26517| 3,9276 6,33179
E - - 0,06932 0,27526

Tabelle69: Parameter @r Kalibrierungen ohne festgesetzte Obergrenze zur Bestimmung von RDL und MDC.
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Abbildung69: Hilfsdiagramme zur MDC/RDL Bestimmung. Gut zu erkennen ist der unregelmaRigaii/eées

Einzige Ausnahme idas LODestimmt mittels 50% der Maximalsteigung, hier idas LObezogen
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Konfidenzintervalls der r5PL bei starker Steigungsénderung.

auf die r5PL um 43 % niedriger als bei der 4PL, siehe atiabelle70und Abbildung70.

4PL rSPL
max. Steigung _ max. Steigung _
Spot 804 L Konzentration 804 L Konzentration
& [mg/L] é [mg/L]
emg emg
Spot 1 -28,21002 1,93E04 -36,54548 1,49E05

Tabelle70: Maximale Steigungen der 4PL (links) und der r5PL (rechts) zur KenngréR3enbestimmung.
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Abbildung70: Steigungen der Kalibrierfunktionen. Links isiedL. Ableitung der 4PL, rechts die 1. Ableitung der r5PL
abgebildet.

Somit sind die KenngroRen der zwei Kalibrierfunktionen untereinander doch ahnlicher als bei den
vorherigen Kalibrierungen. Dies ist aus dem rein optischen Vergleich der Kalibrienfienktiicht

sofort ersichtlich. Die Kenngré3en sind hier auch untereinander gut vergleichbar. Die 4PL und r5PL
verhalten sich hier ahnlich, deshalb wird nur die r5PL diskutiert. LOD (Schnellbetrachtung) und MDC
unterscheiden sich im Bezug auf die NG nur uB%4 bzw. 12,86. BG und RDL sind mit %7
Abweichung praktisch identisch und eine Erhohung der Sicherheit mittels/&&Dz andert den

LOD und LOQ nahezu nicbBie Methode der KenngréRenbestimmung liefert hier in allen Fallen ein
ahnliches Ergebnis.i®exakte Methode ist hier somit nicht von essentieller Bedeutung. Auch bei der
verwendeten Verdunnung von Faktb® ist eine Quantifizierung von Neopterin im medizinisch
relevanten Bereich mogliclsowohl bei den PEAMD beschichteten Kunststeffals auch bei
Glastransducern.

4.5Chemilumineszennessungen Neopterin

Das Biosensorsystem kann theoretisch auch fir Chemilumineszenzmessungen verwendet werden,
obwohl es nicht speziell daftir konzeptioniert wurde. Der einzige Unterschied in der Hardware des
Sensors st der Verzicht auf den Laser als Anregungsquelle. Zudem muss der Lasersperrfilter
ausgebaut werderum die Chemilumineszenz von Lumimalt CCD Kameracht zu eliminierenAlle
weiteren Modifikationen fanden im Assayablauf statt. Der Assayablauf ertisprimachst dem
Standardneopterinassayablauf in Kapitlfl.3 ohne LaseranregungEinziger Unterschied ist die
drei-minlitige Vorinkubation des StreptaviditRPLabels mit dem biotinylierten NeopterfiK
(45ng/Messung). Nachdemie Probe Uber den Transducer geleitet wurde, werden @0@er frisch
zubereiteten Luminol/Wasserstoffperoxid/Enhanddisung auf den Transducer gepumpt und die
Lumineszenz des Luminols mit einer Integrationszeit venadfgenommen. Bei den Transducern
handelt es sich um Objekttrager, die analog den -MRRsducern nach der Vorschrifg)lli(g),
IV(g+kj)VI(g+k) siehe KapiteB.5.1 beschichtet wurden. Die Auswertung fand dann analog zu den
Messungen mit Fluoreszenz statt.
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45.1 Methodenvalidierungg Messungen auf einem Transducer

Fir die Validierung wurde wiederum Sgdoherangezogen, wobei hier bei Betrachtung der weiteren
Spots keine grof3en Unterschiede untereinander bestehen, da die unterschiedliche Anregung
aufgrund frustrerter Totalreflexionwegféllt. Tabelle 71 fasst die Daten der -BachKalibrierung
zusammen.

Konzentration [mg/L| Intensitat [%]|sdv [%

0 100,00 0,84
1,00E06 100,07 1,26
1,00E05 100,21 1,67
1,00E04 87,31 1,07
1,00E03 5645 0,59
1,00E02 40,58 1,78
1,00E01 21,00 1,42
1,00E+00 12,58 1,45
1,00E+01 11,79 0,84

Tabelle71: Zusammenfassung der Gtfach-Kalibrierung des Neopterishssays basierend auf dem Bindungshemmtest.

Die gemittelte sdv liegbei 1,21% und somit ist nahezu kein Unterschied zu der Messung mit
derselben Oberflachenchemie auf den FIR&nsducern gegebeniddAbweichung betragt nur 4 %.

Die Varianz der sdv istit 0,16%.die kleinste bei allen gemessenen Ass&jigs kann w@. mit der
Auswahl der ROI begriindet werden. Die ROI bei delMé3ksungen konnten im Gegensatz zu den
Fluoreszenzmessungen deutlich groRer als der tatsachliche Spot gewahlt werden, da nicht die Gefahr
bestand zu viel Anregungslicht mit einzubeziehen. Sokibhnte insgesamt mehr und
reproduzierbarer Licht der €Reaktion gesammelt werden. Als Kalibiuektionen wurden die 4PL

und die r5PL gewahlt, siedbildung71.
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Abbildung71: Kalibrierfunktionen der CiIMessung. Die Messwerte und dieakbrierfunktionen haben eineréhnlichen
Verlauf, wie bei den fluoreszenzbasierten Messungen.

Der Verlauf entspricht dem schon bereits zuvor bei den Fluoreszenzbasierten beobachtetem Schema.
Allerdings beginnt die r5PL hier bei hoheren Konzentratianefellen, d.h. die niedrigste easbare
Konzentrationwird bei hoheren Konzentrationen als bei den Fluoreszenzmessungen erwartet.
Mogliche Optimierung bietet die Anderung des Biotinylierungsegsades AK. Eine Senkung der AK
Konzentration oder eine Optimierung des Konzentrationsvertssigsi des StreptavidiARPLabels

und des AK brachten keine Verbesserundéan muss allerdings beachten, dass die ®@bera fir

den Emissionsbereich von Lumimitht optimal gewabhilt ist, sondern fir die Fluoreszenzemission im
roten Bereich. Hier bestehen somit auf der Hardw&este OptimierungsmdglichkeiterDie
Parameter der Kalibrierung sind Tabelle72 gelistet.

4PL r5PL
Parameetr Wert sdv Wert sdv
A 100 0 100 0
B 0,55342 | 0,07574| 2,11843 | 3,17738
C 0,00177 | 0,00053| 0,00212 | 0,00101
D 1158551 | 3,25688 | -0,54842 | 7,61100
E - - 0,09001 | 0,15525

Tabelle72: Kalibrierfunktionen fir den CEAssay. Wie auch bei fluoreszenzbasierten Neopterinassay wurden hier die
4PL und r5PL als mogliche Kalibrierfunktionen in Betracht gezogen.

Die Residuenanalyse Abbildung72 zeigt die sehr gute Anpassung der r5PL mit Abweichungen bis
1% his in cen Bereich ab ca. [1g/L, dann steigen die Abweichungen an.

129



Ergebnisse und Diskussion

Residuen [%]

0 1E-6 1E-5 1E4 1E3 001 01 1 10
Konzentration [mg/L]

Abbildung72: Graphische Darstellung der Residuen. Deutlich sind die relativ hohen Abweichungen der 4PL bis
0,001mg/L zu erkennen.

Ab 0,1mg/L verlauft die 4PL nédher an den gemessenen Werten, sieheTalale73. Die r5PL ist

somit auch hier die im relevanten Konzentrationsbereich vorzuziehende Kalibrierfunigltn.
bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, ddgs Lumineszenzreaktion selber und die ndtigen
Schritte und Chemikalien keinen grof3en Einfluss auf das Verhalten der Affesikitsn haben.

Einzig der Konzentrationsbereich ist anders, dies liegt aber an den genannten Griinden und kann
nicht direkt den Aderungen zugeschrieben werden.

Residuen%]

Konzentration [mg/L] 4PL rSPL

0 0 0
1,00E06 1,46 0,07
1,00E05 4,98 0,44
1,00E04 2,30 -0,09
1,00E03 -6,26 -1,01
0,01 4,50 3,73
0,1 0,86 -2,56
1 -1,58 -2,42
10 -0,53 2,32

Tabelle73: Residuenanalyse der Kalibrierfunktionen. Die r5Reist im unteren Konzentrationsbereich deutlich kleiner
Abweichungen auf, als die 4PL. Im héheren Konzentrationsbereich ist es genau umgekehrt.

Zur Bestimmung der Selektivitat wurde zundaohisie Leerprobe durchgefiihrt, ohne Analyt aber mit
dem HRP konjugierten AK. Zudem wurde nach der Messung die zur Lumineszenz nétige
Luminol/Wasserstoffperoxid/Enhancésung tber den Transducer geleitet. Wird kein AK, sondern

nur Puffer verwendet, so erdilsich ein Signal von 2,86. Wird ein mit HRP konjugierter CGRIR
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verwendet, so ergibt sich wiedegin Signal von nahezu 20. Dies deutet auch hier auf eine
Interaktiondes CRAK mit der Oberflache hin. Eine Zugabe von Plasma erhoht das Signal ldicht un
das CRP Protein beeinflusst den Assay nicht. Diese Daten und die weiteren Ergebnisse der
Validierung finden sich ihabelle74.

. " ber. Konzentration Abweichung
Konzentration [mg/L] | Intensitat [%)] | sdv [%] (mg/L] [%)]
NeopterinAK
(Leerprobe) 100 106 ) )
nur PBS 2,86 1,40 - -
CRPAK 9,62 1,55 - -
Plasmat+ NeopterinrAK 103,54 1,10 - -
CRP*+ NeopterinAK 100,21 1,09 - -
5,00E04 66,25 0,16 4,75E04 4,94
Richtigkeit 0,05 2747 0,52 0,046 9,00
0,5 16,38 1,25 0,639 27,80
5,00E04 65,32 1,43 5,12E04 2,33
Prazision 0,05 26,62 1,38 0,053 6,84
0,5 16,57 1,81 0,603 20,63
2,00E04 78,49 0,70 1,91E04 4,49
Wiederfindung 0,02 3181 0,54 0,022 6,90
0,2 19,25 1,58 0,17 40,34

Tabelle74: Die Méhodenvalidierungsparameter in der Tabelle wurden nach den Richtlinien der FDA zusammengestellt
und bewertet.

Richtigkeit, Prazision und Wiederfindung wurden, da die Kalibrierung in einem anderen
Konzentrationsbereichverlauft, angepasst.Die niedrigste &nzentrationsmessung wurde jeweils
gestrichen, die anderen beiden bei-8Bbzw. 2E4 mg/L und 0,05 bzw. 0,0Rg/L durchgefuhrt.
Zusatzlich wurde noch eine héhere Konzentratimm 0,2mg/L gewahlt um den erforderlichen
Richtlinien der Methodenvalidierungzu geniigen. Die Spezifikationen der unteren zwei
Konzentrationen sind sowohl bei Richtigkeitsund Prazisions als auch bei den
Wiederfindungsmessungen erfiillt. Bei Ong/L ist hingegen keine der Messungen unter den
geforderten 15%. Die Abweichungen begen 21% bis 4®6. Somit ist auch hier im hdheren
Konzentrationsbereich eine Quantifizierubgsierend auf der5PL nicht sinnvoll. Alle Kenngréf3en
die den unteren Konzentrationsbereich beschreipgind inTabelle75 vereinigt
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Parameter Methode 4PL[mg/L] r5PL[mg/L]
NG Gleichung2.50) 3,01E06 3,29E05
EG Gleichung2.51) 1,11E05 4,95E05
BG Gleichung2.52) 3,01E05 7,06E05

Lo = 3,29%
LOD Schnellbetrachtung 3,58E06 3,47E05
LD(2F): 5,84%5 - -
LOD t-Wert-abhéngig 1,06E05 4,86E05
LOQ Gleichung2.55) 3,01E05 7,06E05
LOD Loawrsor 6,20%s 1,18E05 5,05E05
LOQ Loawrsor 11,11%s 3,72E05 7,67E05
LOD Gleichung2.64) 1,27E05 2,45E05
var. Steigung
Gleichung2.65)
LOD 50 %Maximalsteigung 1,52E05 2,79E05
Gleichung2.66)
LOD 25 %Maximalsteigung 7,31E05 446805
MDC Abbildung15 1,51E05 4,69E05
RDL Abbildung15 6,15E05 1,00E04

Tabelle75: Fur den Clasierten Assay wurden dieselben Kiegroéf3en bestimmt, wie fur d¢ fluoreszenzbasierten Assays.

Der Unterschied zwischen den Werten berechnes der 4R und der r5PL ist hier zum Teil wieder
sehr grof3, wobei die 4PL meist die niedrigere Konzentration aufzeigt. Die NG unterscheidet sich um
den Faktor 9,1, die BG/LOQ &8 und der MDC um 3,1. Die Vergleichbarkeit von NG und LOD nach
Schnellbetrachtung mit einer Abweichung von 1%9nd vom MDC mit 5019% ist eher schwierig.

Bei Erhohung der Sicherheit durch %l RSEschwankung oder LOD Berechnung nach
Verteilungsfunkin andert sichdas LODum ca.den Faktor 3. Bei der r5PL sind alle Abweichungen
ahnlicher KenngréRen wieder erheblich kleiner. Die Abweichung der NG vom LOD nach
Schnellbetrachtung betragt 5% und vom MDC 42%.RDL und LOQ weichen um 4%6ab. Die
Ertbhung der Sicherheit fiihttier nur zu einer Anderung vonaximal 40,246. Hier ist also wieder

eine gute Vergleichbarkeit gegebehabelle76 und Abbildung73 wurden fir die Berechnung der
MDC und des R[stellt.

4PL, Parameter A frel r5PL Parameter A frei
Parameter Wert sdv Wert sdv
10279405 | 3,04384 | 10018436 | 1,78721
0,51689 | 0,08267| 2,00349 3,14507
0,00157 | 0,00052| 0,00209 0,00113
10,9373 | 3,51015| -0,39534 8,5347
- - 0,09581 0,17501

mo0|w >

Tabelle76: Kalibrierfunktionen ohne Parameterbeschrankung zur RDL und MDC Bestimmung.
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Abbildung73: Kalibrierfunktionen und Vertrauensintervalle de4PL und r5PL ohne Parameterbeschrankung.

Wird die Steigundperiicksichtigtergeben sich bei der r5PL nur Anderungen um c&5bei der 4PL
sind Anderungen bis Faktor 24,3 moglich. Die Maximalsteigung je nach Kalibrierfunktiofeiseile
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77 zu finden, die Steigungsdiagramme sind\bbildung74 aufgetragen.

4PL

r5SPL

max. Steigung

Konzentration

max. Steigung

Konzentration

Spot 806" L 806" L
P é [mgiL] é [mg/L]
emg amg
Spot 1 -28,16845 1,77E03 -32,35846 1.74E04

Tabelle77: Zusammenstellung der maximalen Steigung der 4PL und r5PL zur KenngroRenbestinbiemBL5 besitzt

eine gréRere Maximalsteigung.
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Abbildung74: Die differenzierte Kalibrierfunktionen der 4PL (links) und r5PL (rechts).

Wird nun der Vergleich zwischen der r5PL bei deiM€dsungen mit den Fluoreszenzmessungen auf
einem Glastransducer gezogeabpelle 38), so findet man niedrigere Kenngrol3en beer
fluoreszenzbasierten Messung. Die NG ist den Faktor 5,3 niedriger, die BG um das-igéhe.
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Allerdings wird auch mit der Messung diemedizinischerforderliche BG/LOQ bzw. das RDL
erreicht, wa eine statistisch verwertbare Quantifizierung erlaubt.

4.6 Zusammenfassunder Neopterinmessungen

Der Neopterinassay wurde in Kapi#eR auf Glastransducern mittels der Oberflachenmodifidea
I(g)HII(g), IV(g+kYI(g+k)ausKapitel3.5.1 etabliert und charakterisiertin Kapitel4.4 wurde mittels
Oberflachenmodifikation durch PEMs, I(g+k) bzw. I(k) bis VI(g+k), der Assay aufoGlasuf
Kungstofftransducern gemessen. Allassays basierten auf Fluoreszenzdetektion. In Kagitel

wurde der Assay auf Glastransducgergpariert analod(g}HII(g), IV(g+kYI(g+k) charakterisiert. Die
Detektion beruhe hierbei allerdings auf CL. Zusammesdasl |asst sich hierbei feststellen, dass es
sowohl auf Glaswie auch Kunststofftransducern mdoglich ist zu messen. Messuagéminem
einzigenTransducer, mit Regeneration zwischen éémelnenMessungen, sind beillen Methoden
innerhalb der gesetzten Grean der Methodenvalidierung immedizinisch relevanten
Konzentrationsbereich mdglich. Die Messung auf verschiedenen Transducern zeigt eine noch zu hohe
Abweichung um innerhalb der gesetzten Grengeantifizierenzu kénnen. Dieldioreszenzbasierten
Methoden zeigen einen Trend zbesseren Nachweis und Bestimmunggrenzen als die CL
Messungen. Hier gilt allerdings, dass FABIAN urspringlich auch fur Fluoreszenzmessungen mit roter
Emission konstruiert wurde und somiicht fir CEMessungen optimiert istTabelle78 gibt eine
Ubersicht tber die erreichten NG und BG mit den verschiedenen Methoden immer bezogen auf die
r5PL, da diese immer die bessere Anpassung im spezifizierten Konzentratigciskzergte.

Methode Kapitel | NG[mg/L] | BG[mg/L]
Silanchemie, ein Glastransducer | 4.2.2 1,73E06 5,55E06
Silanchemie, mehrere Glastransduc{ 4.2.3 2,47E06 1,54E03

PEMs, Glastrasducer 4472 5,33E07 1,53E06
PEMs, Kunststofftransducer 4.4.3 7,86E06 2,34E05
Silanchemie, GMessung 45.1 3,29E05 7,06E05

Tabelle78: Zusammenfassung der verschiedeneadkiweis und Bestimmungsgrenzen, jeweils des ersten Spots bei den
verschiedenen Dreifachbestimmungen.

Auf Glastransducern mit PEMs beschichtet erreicht man die besten NG und BG im Vergleich zu den
anderen Methoden. Lsst man die Kalibrierung auf mehreren Transducern auf3en vor, so ist die
aSaadzy3 ol aASNBYR | dzF /| 5SGS1GA2y RAS YAlG RSy
immer noch innerhalb der spezifizieren Grenzen. Alle anderen Methoden liegen dazwischdie. Da a
Methoden einen ahnlichen Aufwand in Praparation und Messung aufweisen, bis auf-KliesSling

die etwas mehr Zeit bendtigt, karnrum gegenwartigen Zeitpunkt nur die Kalibrierung auf mehreren
Transducern als ungeeignet klassifiziert werden. Alle andelethoden sind geeignet.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit zeigt die Entwicklung einer analytischen Methode zur quantitativen Bestimmung von
medizinisch relevanten Parametern. Als Grundlage wurde in einem von der EU geftrderten Projekt
(CARBMAN) ein optischer Biosensor fiur die Lumineszenzdetektion, sowohl fur Fluoresteazich
Cl:Detektion, neu entwickelt. Die Hardware des Biosensors wurde parallel zur Assayentwicklung in
einem Prozess modifiziert, bis es moglich war, die zwei wichtigeriibshingsparameter CRP als
Sandwichassay und Neopterin als Bindunshemmtest voll quantitativ im medizinisch erforderlichen
Konzentrationsbereich auf verschiedenen Substraten und mit verschiedenen
Oberflachenmodifikationen zu bestimmen. Als Bewertungsgrumdiagrde anhand der Eurachem

und FDARichtlinien eine Methodenvalidierung durchgefuihrt und die Parameter Selektivitat,
Genauigkeit und Prazision sowie die Wiederfindung und Stabilitat bestimmt. Es wurden verschiedene
Kalibrierungsstrategien angewendet undeddaraus berechneten KenngréRen diskutiert und
bewertet. Dabei zeigte sich, dass es verschiedene anwendbare Kalibrierfunktionen fur die sigmoidal
verlaufenden Messsignale dieser Assays gibt und dass die haufig angewendete 4PL nicht immer die
geeignetste Bnktion ist, sondern im relevanten Konzentrationsbereich die r5PL. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Vergleichbarkeit der verschiedenen Kenngréf3en mit &hnlicher Aussagekraft
untereinander nicht immer gegeben ist und ohne Messwerte und Kalibrierfumktioht bewertbar

ist.

In Kapitel4.1 wurde das Biosensorsystem in seiner Endkonfiguration charakterisiert. Hierzu wurde
zunéachst eine Methode entwickelt, um aus den erhaltenen-8{i2rn ein verwertbares Sighau
extrahieren. Wichtige Grundeinstellungen, wie die Anregungsintensitat bei Fluoreszenzmessungen
und die Integrationszeit des CCD wurden im Hinblick auf Hintergrund, Rauschen und erwarteter
Signalintensitat untersucht und bewertet. Zusatzlich wurde Einmidikschema erarbeitet und
grundlegend bewertet.

Zuerst wurde die Entwicklung eines Neopterinassays auf dem Biosensorsystem vorgestellt und
validiert. Es wurden einige Riffessungen vorgenommen, um die entwickelte
Oberflachenbeschichtung zu charaktezrein. Die Messungen zeigten, dass die AgSayvicklung

auf dem RIfSBiosensorsystem auf einem Transducer flr den Neopterinassay aufgrund der hohen
Menge AK, die ndétig ist um ein verwertbares Signal zu generieren, wegen unvollstandiger
Regeneration nicht iiglich war. Hier ist das TIRF Biosensorsystem aufgrund der deutlich geringeren
Menge an bendtigtem Antikdrper besser geeignet. Fir die Validierung wurde zunachst-,éné-1

und 9fach Kalibration und die notwendigen Messungen zur Validierung durghgeDer Vergleich

der verschiedenen Mehrfachkalibrierungen untereinander zeigte keine signifikante statistische
Auswirkung auf das Messergebnis und die Berechnung der verschiedenen Kenngrof3en. Somit wurde
die 3fach Kalibrierung als sinnvolle Kalibrieguitir alle weiteren Messungen gewahlt. Mit defegh
Kalibrierung wurden vier Spots ausgewertet und die Anwendbarkeit von vier verschiedenen
Kalibrierfunktion mit einer Residuenanalyse und weiteren Verfahren tberprift. Als geeignet haben
sich die 4PL undie r5PL erwiesen. Die r5PL wurde dann auch fir alle weiteren Kalibrierungen als
Grundlage der Validierung gewahlt, da sie fur alle in dieser Arbeit gezeigten Kalibrierungen in den
spezifizierten Konzentrationsbereichen die bessere Anpassung zeigt. Dieuddaber ebenfalls

zur KenngrélRenberechnung verwendet, da sie in der Wissenschaft sehr hdufig Anwendung findet
und so Vergleiche mdglich sind. Anschlieend wurden die KenngréRen im unteren
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Konzentrationsbereich bestimmt. Darunter fallen GréRen nach IBIN/ wie die BG, die EG und die

NG, nach IUPAC wie das LOD und das LOQ, und die KenngroRen MDC und RDL. Fir die Bestimmung
des LOD wurden auch Verfahren, die angenommene Verteilungsfunktion und die Heteroskedaszitat
einbezogen oder auch die Steigung degnmidalen Kalibrierfunktionen bertcksichtigt. Die
Vergleichbarkeit der Kenngréfen untereinander war bei der r5PL, die sich jeweils im spezifizierten
Konzentrationsbereich deutlich besser an die Datenpunkte der Messung anpasst, deutlich héher als
bei der 4R.. Die KenngréRen bezogen auf die r5PL lagen alle in einem héheren Konzentrationsbereich

im Vergleich zu jenen auf Basis der 4PL, zeigen aber die tatsachliche Leistungsfahigkeit der Methode
besser auf. Dies gilt fiir alle Kalibrierungen in dieser Arbaitlid Kenngrofl3en bezogen auf die 4PL

nicht immer sinnvolle Werte ergaben.

In Kapitel 4.2 wurde auch die Etablierung und Validierung auf Glastransducern mit eineui&lan
AMD-modifizierten Oberflaichenchemie gezeigt. Messungen auf einem Transducer reitdRation

nach jeder Messung erfilllten die geforderten Spezifikationen der Methodenvalidierung, und die
errechneten Kenngrdf3en zeigten, dass eine Quantifizierung im medizinisch relevanten
Konzentrationsbereich méglich war. Es wurde auch eine Kalibrieruhgnahreren Transducern
durchgefihrt. Fir jede Messung wurde ein neuer Transducer verwendet. Die Kalibrierung fand
zudem in der Probenmatrix Blutplasma statt. Aus den Daten war ersichtlich, dass die sdv der
Messung insgesamt sehr grof3, der sigmoidale Mériend die Konzentrationsabhangigkeit des
Messsignals aber klar erkennbar waren. Als mogliche Ursache wurde die Abweichung im
Fertigungsprozess der Transducer identifiziert. Hinsichtlich der Methodenvalidierung waren die
erhaltenen Ergebnisse als nicht aishend fur eine Quantifizierung einzustufen. Allerdings war es
auch hier mdglich, die Kenngrofien zu berechnen. Die Vergleichbarkeit der Kenngrof3en
untereinander war hier sehr viel schlechter. Hier wurde ersichtlich, dass die Berechnung von
KenngroRen nairlich auch bei einer relativ ungenauen Kalibrierung mdéglich ist und zum Teil einen
nicht sinnvollen Wert ergibt. Der zugehdrige Fehler einer Messung wird zwar sehr grof3 sein, aber nur
die Betrachtung der Kenngrof3e kann hier zu einer Fehleinschatzungedeodénleistungsfahigkeit
fuhren.

In Kapite.3wurde ein CRfSandwichassay auf dem Biosensorsystem etabliert. Die Kalibrierung wies
insgesamt sehr kleine Standardabweichungen auf und die 4PL und r5PL vediafeptisch sehr
ahnlich. Die Residuenanalyse zeigte im unteren Konzentrationsbereich, das die 4PL hier besser passt,
im oberen Konzentrationsbereich die r5PL. Da hier der obere Konzentrationsbereich medizinisch
relevant ist, wurde auch hier die r5PL fudie weitere Auswertung gewdahlt. Alle
Validierungsmessungen blieben innerhalb der Toleranzgrenze. Die Berechnung der KenngrtfRen
zeigte meist nur geringe Unterschiede zwischen der 4PL und r5PL. Auch die Kenngrof3en
untereinander waren vergleichbar. Verlaufelie Kalibrierfunktionen &hnlich, dann sind auch die
KenngréRen dhnlich und vergleichbar. Somit sollte bei einem Methodenvergleich nicht nur auf die
Kenngrof3en, sondern auch auf den Verlauf der Kalibrierfunktion geachtet werden, unabhangig davon
nach welcler mathematischen Methode die Funktion angepasst wurde.

In Kapitel4.4 wurde die neu entwickelte Oberflachenchemie basierend auf Polyelektrolyten in

Kombination mit Aminodextran vorgestellt. Es wurden Kalibrigan auf einem Transducer, sowohl

aus Glas wie auch aus Zeonor, einem Kunststoff, vorgestellt. Diese universell einsetzbare

Oberflachenchemie wurde auf den Neopterinassay angewandt und wiederum eine komplette

Validierung durchgefiihrt. Die Ergebnisse &hmelden Ergebnissen des Neopterinassays mit der

Oberflachenchemie basierend auf funktionalisierten Silanen. Es war auf Glas wie auch auf Kunststoff
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maoglich den Assay innerhalb der spezifizierten Parameter zu validieren und zu kalibrieren. Die
KenngréRenberehnung lieferte sehr &hnliche Werte und Beziehungen der KenngréRen
untereinander wie bei den Kalibrierungen in KapiteR.2 Insgesamt erreichte man auf den
Glastransducern mit PHeschichtung die niedrigsteNachweisgrenzen, allerdings waren alle
Neopterinbestimmungen auf einem Transducer fur die Quantifizierung geeignet.

In Kapited.5wurde der in Kapited.2.2etabliete Assay und das Biosensorsystem derart modifiziert,
dass CiMessungen mdglich waren. Es wurde mit dem Neopterinassay efiaehdalibrierung
durchgefuhrt. Bei der Validierung hatte sich gezeigt, dass sowohl die Genauigkeit, Richtigkeit und
Wiederfindung im hoheren Konzentrationsbereich nicht optimal waren, im unteren
Konzentrationsbereich jedoch die Spezifikationen erfiillten. Der Verlauf der Kalibrierung war &hnlich
den Kalibrierungen von Neopterin mit Fluoreszenzdetektion, was auf einen geringen Hieffuss
Labels auf den Assayablauf schlieRen lie3. Die KenngroRenberechnung lieferte auch hier ahnliche
Beziehungen. Insgesamt waren jedoch alle Kenngré3en in einem héheren Konzentrationsbereich zu
finden, da der Biosensor nicht fir Messungen optimiert warDiese Methode bedarf allerdings

noch weiterer  Untersuchung und Verbesserung um einen direkten Vergleich mit den
Fluoreszenzmethoden durchfiihren zu kénnen.

Interessant fur weitere Untersuchungen ist die Etablierung weiterer Parameter auf dem System.
Gerale im Bereich der Entziindungsparameter kann es wichtig sein, als Entscheidungsgrundlage fir
die weitere Behandlung die Daten mehrerer Parameter vorliegen zu haben. Hierzu in Frage kdmen
die Interleukine oder auch das Procalcitonin. Erste Arbeiten dazuemulgreits durchgefihrt.
Zudem ist eine parallele Detektion von mehreren Analyten auf dem System maoglich. Vorarbeiten
durch die entwickelte Spottingtechnik und die Kreuztestung der AK auf den verschiedenen
Oberflachen wurden hier schon geleistet. Im Beau§die Qualitat der Transducer hinsichtlich der
Eignung als Disposables sind keine weiteren Entwicklungen geplant. Gerade die Messungen mit CL
Detektion sind von groem Interesse, da hier Messungen auf verschiedenen Transducern méglich
sind, da die Transatergeometrie eine untergeordnete Rolle spielt. Die vorliegenden Daten haben
gezeigt, dass flr die vorgestellten Félle die r5PL die geeignetere Kalibrierfunktion darstellt. Es sollte
jedoch in Erwagung gezogen werden fir andere Assays oder auch fir &uierentrationsbereiche
andere Kalibrierfunktionen, wie die 4PL, zu verwenden. Wird ein grof3er Arbeitsbereich bendtigt,
kann auch Uber eine Kombination der verschiedenen Kalibrierfunktionen nachgedacht werden. Dazu
mussten weitere Messungen in geringerem nkentrationsabstand durchgefihrt werden. Der
nachste Schritt nach dieser Validierung wére auch die Einbeziehung weiterer, nicht nur rein
statistisch bedingter Grof3en, um eine korrekte Unsicherheit und damit Leistungsfahigkeit der
Methode zu erhalten.

137



138



Literatur

6. Literatur

1. M. Otto (2011 )Analytische Chemjelohn Wiley & Sons, Limited

2. K. Doerffel, R. Geyer, et al. (19%)alytikum: Methoden der analytischen Chemie und ihre
theoretischen Grundlagerohn Wiley &ons

3. D. Wild (2005Yhe Immunoassay HandbadReidelberg, Elsevier Science

4. R. Narayanaswamy and O. S. Wolfbeis (2@ptical sensors: industrial, environmental and
diagnostic applicationsSpringer

5. P. B. Luppa and H. Schlebusch (2G@BLTPatientennahe Labordiagnostilspringer

6. L. A. Currie (1999) Detection and quantification limits: origins and historical overview.
Analytica Chimica Actg91 127134

7. L. A. Currie (1999) Nomenclature in evaluation of analytical methods including detantion
guantification capabilitiesAnal. Chim. Act891 105126

8. L. A. Currie (1988Detection in_Analytical Chemistrylmportance, Theory, and Practise
Washington, DC, American Chemical Society

9. Eurachem (1998, aktual. December 1998) The FitnedBuigpose of Analytical MethodsA
Laboratory Guide to Method Validation and Related Topics, aufgerufen am 04.07.2011,
Quelle:http://www.eurachem.org/quides/pdf/valid.pdf

10. U.S. Department of H#ta and Human Services, FDA, CDER, CVM (2001, aktual. May 2001)
Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation, aufgerufen am 04.07.2011, Quelle:
http://www.fda.gov/downloads/Drugs/GuidanceComplianceRegulatorylnformation/Guidanc
es/ucm070107.pdf

11. P. A. Tipler and G. Mosca (20@hysik: fur Wissenschaftler und Ingenieutdiinchen,
Spektrum Akademischer Verlag

12. P. R. Thomas Engel @) Physikalische Chemibitinchen, Pearson Studium

13. B. M. Krasovitzky and B. M. Bolotin (1988yanic Luminescent Material/einheim, VCH

14. A. Roda, M. Guardigli, et 003) Analytical bioluminescence and chemiluminescefnal.
Chem.75: 462A470A

15. M. Seidel (2003)Entwicklung und Miniaturisierung heterogener FluoreszBiwassays
basierend auf FRET in Nanoliterkavitdten aus Kunstdtoffersitat Tubingen, Dissertation

16. L. Papula (199&8Ylathematische Formelsammlung: fir Ingenieure undudatssenschaftler
5. Auflage Braunschweig/Wiesbaden, Vieweg

17. S. Albrecht, H. Brandl, et al. (1990) ChemiluminesRaraktionenChemie in unserer Z&it:
227-238

18. U. Hantke (1989Yereinfachung und Optimierung von Chemilumineszenzassays und deren
Komponenten Dissertation, Technische Universitat Clausthal

19. S. Albrecht, H. Brandl, et al. (1996€hemilumineszenz: Reaktionssysteme Und I|hre
Anwendung Unter Besonderer Berucksichtigung Von Biochemie Und Méddaitelberg,
Huthig

20. S. Baj, T. Krawgk, et al.(2009) The influence of dioxygen on luminol chemiluminescence.
Luminescenc24: 348354

21. G. Merenyi, J. Lind, et al. (1990) Luminol chemiluminescence: chemistry, excitation, emitter.
J. Biolumin. Chemilumif: 5356

22. A. B. Collaudin and. J. Blum (1997) Investigations of the enhancer effect of a-dagth
concentration medium on the luminol chemiluminescent reactiBhotochem. Photobiob5:
303-308

23. N. Kuroda, R. Shimoda, et al. (2000) Lophine derivatives and analogues as newcphenaoli
enhancers for the luminghydrogen peroxidénorseradish peroxidase chemiluminescence
system.Anal. Chim. Actd03 131-136

24. H. Haferkorn (1980Dptik Berlin, Dt. Verl. d. Wiss.

25. W. Zinth and U. Zinth (2009)ptik Miinchen, Oldenbourg

139


http://www.eurachem.org/guides/pdf/valid.pdf
http://www.fda.gov/downloads/Drugs/GuidanceComplianceRegulatoryInformation/Guidances/ucm070107.pdf
http://www.fda.gov/downloads/Drugs/GuidanceComplianceRegulatoryInformation/Guidances/ucm070107.pdf

Literatur

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.
33.

34.
35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

F. d. Famel (2001)Evanescent waveBerlin, Springer

S. Reder (2003\ulti-AnalytBestimmung von endokrinen Disruptoren im Wasser mit Hilfe
eines FluoreszeAmmunoassays unter Verwendung von neuronalen Net@issertation,
EberhardKarlsUniversitat Tubinge

F. Goos and H. Hanchen (1943) Uber das Eindringen des totalreflektierten Lichtes in das
diinnere MediumAnnalen der Phys#&35: 383392

F. Goos and H. Hanchen (1947) Ein neuer und fundamentaler Versuch zur Totalreflexion.
Annalen der Physk36: 333-346

G. Gauglitz and G. Proll (2008) Total internal reflection fluorescence sensjoglity
assurance and application to water analySipringer Ser. Fluore$c.415428

P. Kurzweil and P. Scheipers (2005gmie: Grundlagen, Aufbauwissemwndungen und
Experimente Vieweg

G. M. Barrow (199@hysical chemistryMcGrawHill

P. Kurzweil (2002) Das Vieweqg Formlexikon: Basiswissen flr__Ingenieure,
Naturwissenschaftler und Medizinevieweg

B. Alberts, A. Johnson, et al. (208R)lekularbiologie der Zellelohn Wiley & Sons

M. Yan and O. Ramstréom (200@plecularly imprinted materials: science and technology
Marcel Dekker

M. Schonhoff (2003) Sedssembled polyelectrolyte multilayer€urr. Opin. Colloid Interface
Sci.8: 86-95

M. Schoenhoff (2003) Layered polyelectrolyte complexes: Physics of formation and
molecular propertiesJ. Phys.: Condens. MattEs: R1781R1808

J. B. Schlenoff and S. T. Dubas (2001) Mechanism of Polyelectrolyte Multilayer Growth:
Charge Oweompensation and DistributiodMacromolecule§4: 592598

L. Kolarik, D. N. Furlong, et al. (1999) Building Assemblies from High Molecular Weight
PolyelectrolytesLangmuirl5: 82658275

S. S. Shiratori and M. F. Rubner (2000Dgigendent Thickres Behavior of Sequentially
Adsorbed Layers of Weak Polyelectrolytdacromolecule83: 42134219

P. G. De Gennes, P. Pincus, et al. (1976) Remarks on polyelectrolyte conforthd@bys.
(Paris)37: 14611473

J. F. Joanny (1999) Polyelectrolgitisorption and charge inversioBur. Phys. J.B 117122

F. Caruso, H. Lichtenfeld, et 4[1999) Investigation of Electrostatic Interactions in
Polyelectrolyte Multilayer Films: Binding of Anionic Fluorescent Probes to Layers Assembled
onto Collods.Macromolecule§2: 23172328

A. Laschewsky, E. Wischerhoff, et al. (1997) Polyelectrolyte multilayer assemblies containing
nonlinear optical dyedMlacromolecule80: 83048309

C. Tedeschi, F. Caruso, et al. (2000) Adsorption and desorptiomibblebfian anionic pyrene
chromophore in sequentially deposited polyelectrolge thin films.J. Am. Chem. Sd22
5841-5848

A. Plech, T. Salditt, et al. (2000) Investigation of Structure and Growth eAsSelinbled
Polyelectrolyte Layers by-ray and Neutron Scattering under Grazing Anglés.Colloid
Interface Sci223 74-82

N. Kappel (2008mmunoassayOptimierung fur verschiedene Probenmatric&dssertation,
Berlin, Rhombos

C. Albrecht (2011)Yergleichende Entwicklung verschiedeners@s fir die medizinische
Diagnostik _und Charakterisierung der funktionellen Oberflach&issertation, Berlin,
Rhombos

Richard M. Lindstrom; NIST (2009, akt@dl.01.2001) Limits for Qualitative Detection and
Quantitative Determination, aufgerufen am 21.07.2011, Quelle:
http://nistdigitalarchives.contentdm.oclc.org/cdm4/document.php?CISOROOT=/p15421coll5
&CISOPTR=1488&REC=8

140


http://nistdigitalarchives.contentdm.oclc.org/cdm4/document.php?CISOROOT=/p15421coll5&CISOPTR=1488&REC=8
http://nistdigitalarchives.contentdm.oclc.org/cdm4/document.php?CISOROOT=/p15421coll5&CISOPTR=1488&REC=8

Literatur

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

DIN11843-1 (September 2004) 1SO 11883997 einschlie3lich Technisches Korrigendum
1:2003 ErkennungsfahigkeiTeil 1: Begriff®IN Deutsches Institut fir Normung e. V.
DIN-118432 (Juni 2006) 1ISO 11823000 ErkennungsfahigkeiTeil 2: Verfahren im Haler
linearen Kalibrierun®IN Deutsches Institut fir Normung e. V.

DIN-118433 (Juni 2006) ISO 11883003 Erkennungsfahigkeit Teil 3 Verfahren zur
Ermittlung der Erkennungsgrenze, wenn keine Kalibrierdaten angewendet wedbdiEn
Deutsches Instituiir Normung e. V.

DIN-118434 (Juni 2006) I1ISO 11843003 Erkennungsfahigkeit Teil 4: Verfahren zum
Vergleichen des Erfassungsvermdgens mit einem vorgegebenenDN¢iDeutsches Institut

fur Normung e. V.

DIN118435 (August 2010) ISO 118583008 ErkennungsfahigkeitTeil 5: Verfahren in den
Fallen der linearen und der niclihearen Kalibrierun@IN Deutsches Institut fir Normung e.

V.

J. Mocak (1999) Evaluation of IUPAC limit of detection and ISO minimum detectable value
electrochemichdetermination of leadNova Biotechnologic&: 91-100

DIN32645 DIN 32645:2008L Chemische Analytik- Nachweis, Erfassungs und
Bestimmungsgrenze unter WiederholbedingungeBegriffe, Verfahren, AuswertunBIN
Deutsches Institut fir Normung e. V.

International Union of Pure and Applied Chemistriviloslav Nic (2010, aktual. 22.12.2010)
Compendium of Chemical Terminology (Gold Book), aufgerufen am 05.05.2011, Quelle:
http://goldbook.iupac.org/ndex.html

International Union of Pure and Applied Chemistry David S. Moore (2002, aktual.
31.07.2002 ) Compendium on Analytical Nomenclature (The Orange Book), aufgerufen am
05.05.2011, Quellenttp://old.iupac.org/publications/analytical _compendium/

M. R. Spiegel (198%}atistik Hamburg, McGrasill Book Company GmbH

L. A. Currie (1995) Nomenclature in evaluation of analytical methods including detection and
quantification capabilitiesPure Appl. Chen.7: 16991723

F. Feng, A. P. Sales, et al. (2011) A Bayesian approach for estimating calibration curves and
unknown concentrations in immunoassagsoinformatic27: 707712

Y. Hayashi, R. Matsuda, et £005) Detection limit estimated from slope of calibration
curve: an application to competitive ELI®Aal. Sci2l: 167169

M. D. FernandeRamos, L. Cuadrdé®odriguez, et al. (2011) An IURBa3ed approach to
estimate the detection limit in cextractionbased optical sensors for anions with sigmoidal
response calibration curve8nal. Bioanal. Chem01: 28812889

M. A. O'Connell, B. A. Belanger, et al. (1993) Calibration and assay development using the
four-parameter logistic modeChemom. Intell.db. Syst20: 97-114

P. G. Gottschalk and J. R. Dunn (2005) Thepéix@meter logistic: A characterization and
comparison with the fouparameter logisticAnal. Biochenm343. 54-65

CITAC/Eurachem (2002, aktual. 2002) CITAC/Eurachem -Ghuifgeto Quality in Analytical
Chemistry ¢ An Aid to Accreditation, aufgerufen am 07.07.2011, Quelle:
http://eurachem.org/quides/pdf/CITAC%20EURACHEM%20GUIDE.pdf

J. W. A. Findlay and R. F. Dillard (2007) Appropriate calibration curve fitting in ligand binding
assaysAAPS . E260E267

D. A. Ratkowsky (1998)andbook of nonlinear regression modeiew York, Marcel Dekker,

Inc.

D. A. Ratkowsky (198B3Jonlinear regression modelling: A unified practical approddew

York, Dekker

T. P. Ryan (199@&)Jodern Regression Methods (Wiley Series in Probability and Statistics)
New York, Wileynterscience

D. A. Ratkowsky and T. J. Reedy (1986) Choosiaglimsar parameters in the four
parameter logistic model for radioligand and related assBy@metrics42: 575582

141


http://goldbook.iupac.org/index.html
http://old.iupac.org/publications/analytical_compendium/
http://eurachem.org/guides/pdf/CITAC%20EURACHEM%20GUIDE.pdf

Literatur

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.
93.

94.

95.

96.

97.

98.

J. J. Z. Liao and R. Liu (2009)p&ameterization of fivgparameter logistic functionJ.
Chemom23: 248253

L. Fahrmeir, T. Kiig et al. (2007)Regression Modelle, Methoden und Anwendungen
Berlin Heidelberg, Springer

K. Backhaus, B. Erichson, et al. (2008ultivariate Analysemethoden. Eine
anwendungsorientierte Einfuhrun@erlin, Springer

B. A. Belanger, M. Davidiast al. (1996) The effect of variance function estimation on
nonlinear calibration inference in immunoassay d&emmetrics2: 158175

Z. Govindarajulu (200 Btatistical Techniques in Bioass&nd, revised and enlarged edition
Basel, KARGER

DIN-ENISO/IEE€L7025 (August 2005) ISO/IEC 17025 Allgemeine Anforderungen an die
Kompetenz von Preifind Kalibrierlaboratorie®IN Deutsches Institut fir Normung e. V.
Umweltbundesamt (2005, aktual. Januar 2005) Leitlinie zur Methodenvalidierung,
aufgeufen am 08.07.2011, Quelle:http://www.umweltdaten.de/publikationen/fpdf
1/2832.pdf

S. Kromidas (199%)ualitat im analytischen LabdWeinheim, VCH

DINISO57251 (November 1997DINISG57251 Genauigkeit (Richtigkeit und Préazision) von
MeRverfahren und MeRergebnissen Teil 1: Allgemeine Grundlagen und BegrifiéN
Deutsches Institut fir Normung e. V.

F. T. Peters and H. H. Maurer (2002) Bioanalytical method validatioitsaintplications for
forensic and clinical toxicologyA review.Accredit. Qual. Assur: 441449

Thieme (2011, aktual. 16.06.2011) ROMPP Online, aufgerufen am 04.07.2011, Quelle:
http://www.roempp.com/prod/

A. Brecht, G. Gauglitz, et &l992) Interferometric measurements used in chemical and
biochemical sensorénalusi20: 135140

A. Brecht (1993)Interferenzspektroskopische Untersuchung von Affinitatsreaktionen
Dissertation, Universitat Tubingen

G. Marcovic (2008Einsatz von Nanopartikeln und optimierten Schichtsystemen fir die
Signalverstérkung in reflektometrischen Biosensoi@issertation, Universitéat Tubingen

F. Proll  (2004) Charakterisierung von _ Oligonukleotitiybridisierung  mitted
Reflektometrischer Interferenzspektroskopl@iplomarbeit, Universitat Tlbingen

J. Piehler, A. Brecht, et 4l1996) Surface modification for direct immunoprob&osens.
Bioelectron11: 579590

S. D. Spillman, H. M. McEvoy, et (2009) Fabdation of Substratédndependent Protein
Microarrays Using Polyelectrolyte Scaffoldibgngmuir25: 14031411

F. Pedrotti, L. Pedrotti, et dRr005)Optik Fir Ingenieure: GrundlageBpringer

R. Miller (1990RauschenBerlin, Springer

G. |. Aylor (1954) Diffusion and mass transport in tubesc. Phys. Soc., Lond®rB 857

869

H. Kuchling (2004)aschenbuch der Physikachbuchverl. Leipzig

M. Kemmler (2010)Entwicklung eines prdzisen, schnellen und automatischen Biochip
Systems fupatientennahe SepsiBiagnostikDissertation, Universitat Freiburg

D. Fuchs, P. Avanzas, et(2D09) The role of neopterin in atherogenesis and cardiovascular
risk assessmenCurr. Med. Cheni6: 46444653

L. Wang, P. Zhang, et @007) Vale of serum neopterin for patients with acute pancreatitis.
Hebei Yike Daxue Xueh2& 9-11

nopterin.net, Dr. Dietmar Fuchs (2011) Neopterin, aufgerufen am 14.11.2011, Quelle:
http://www.neopterin.net/neopterin_de.pdf

EC Document Reference Sanco/10058/2005 version 2.0 (20G6jdance Document on
Estimating Persistence and Degradation Kinetics from Environmental Fate Studies on
Pesticides in EU RegistratiBeport of the FOCUS Work Group ogrBaation Kinetics

W. Gottwald (1999%tatistik Fir Anwendedohn Wiley & Sons, Incorporated

142


http://www.umweltdaten.de/publikationen/fpdf-l/2832.pdf
http://www.umweltdaten.de/publikationen/fpdf-l/2832.pdf
http://www.roempp.com/prod/
http://www.neopterin.net/neopterin_de.pdf

Literatur

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

W. Horwitz and R. Albert (2006) The Horwitz ratio (HorRat): a useful index of method
performance with respect to precisiod. AOAC In&9: 10951109

D. L. Massart, J. Smey&fsrbeke, et al. (2005) Benchmarking for analytical methods: The
Horwitz curve LGGC Eurl8: 528,536531

T. P. J. Linsinger and R. D. Josephs (2006) Limitations of the application of the Horwitz
equation.TrAC, Trends AnaChem?25: 11251130

M. Thompson (2007) Limitations of the application of the Horwitz Equation: A rebUtfsC,
Trends Anal. Cher36: 659661

M. B. Pepys and M. L. Baltz (1983) Acute phase proteins with special referenoeatic:

protein and related proteins (pentraxins) and serum amyloid A protéidv. Immunol34:
141-212

J. P. Casas, T. Shah, et al. (200&a€Ctive protein and coronary heart disease: a critical
review.J. Intern. Med264: 295314

G. M. Hirschfield and MB. Pepys (2003)-€active protein and cardiovascular disease: new
insights from an old molecul€JM96: 793807

L. Baltzer (2007). Polypeptide dimers comprising phosphocholine derivatives as binders for C
reactive protein (CRP), and assay uses thietdodpro AB, Swed.63pp.

L. T. Tegler, G. Nonglaton, et al. (2011) Powerful Protein Binders from Designed Polypeptides
and Small Organic Molecul@dsGeneral Concept for Protein Recognitibngew. Chem., Int.
Ed.50: 18231827, S1823/18251823/189

143



144



Anhang

7. Anhang

7.1Abklrzungen
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PEI
PEL
PEMs
PMMA
PSS
PTFE
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Single/Multipath - Planar WaveGuid@ngl.)
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Total Internal Reflection Fluorescen@ngl.), innere Totalreflexionsfluoreszenz

Wechselwirkungen
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