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Kurzfassung

Mit der Magnetpartikelspektroskopie (MPS) steht ein empfindliches Messverfahren fur
den spezifischen Nachweis von magnetischen Nanopartikeln (MNP) zur Verfiigung. Das
Verfahren beruht auf der Detektion der nicht-linearen magnetischen dynamischen Sus-
zeptibilitat der MNP und eignet sich neben dem direkten Nachweis der MNP auch zur
Untersuchung der biologischen Umgebung der MNP in biomedizinischen Anwendungen.

Im Rahmen dieser Arbeit wird das MPS fur den Nachweis von Biomolekiilen (ber die
Quervernetzung mit MNP untersucht. Als Modellsystem fiir eine Quervernetzung werden
MNP unterschiedlicher GroRe eingesetzt, deren organische Hulle mit Streptavidin funk-
tionalisiert ist. Streptavidin ist ein Protein, das spezifisch an Biotin bindet. Des Weiteren
wird biotinyliertes BSA (B-BSA) verwendet, das aufgrund mehrerer Biotin-Bindungs-
stellen die Quervernetzung der MNP ermdglicht. Die spezifische Bindung der Streptavi-
dinmolekule auf der Oberflache der MNP an Biotin auf der Oberflache des BSA fuhrt zu
einer Quervernetzung der MNP. Durch die Zunahme des hydrodynamischen Durchmes-
sers der MNP-Agglomerate resultiert ein verandertes dynamisches Magnetisierungsver-
halten, das mit Hilfe der MPS gemessen werden kann. Damit hat der Bindungszustand
bzw. der Grad der Quervernetzung der MNP einen Einfluss auf das MPS-Signal.

Zur Etablierung der MPS zum Nachweis des Biomolekiils BSA werden Versuchsreihen
mit unterschiedlichen Konzentrationsverhéltnissen zwischen MNP und B-BSA durchge-
fuhrt. Hierbei wird die Abhéangigkeit, der durch die Quervernetzung induzierten MPS-
Signalédnderung, von der Anregungsfeldstérke untersucht. Des Weiteren wird der Einfluss
der Inkubationszeit der Proben und der Einfluss eines dueren Feldes wahrend der Inku-
bation auf den Grad der Quervernetzung untersucht. Aus den Analysen wird die Nach-
weisgrenze der Methodik, die Menge an gebundenem BSA und die Sensitivitat des Nach-
weises ermittelt. Die Spezifitat der Methodik wird anhand eines Kontrollexperiments mit
freiem Biotin bestimmt. Zum Vergleich des Nachweises mit bereits etablierten MNP-
basierten Verfahren wird die Kernspin-Relaxometrie (NMR-Relaxometrie) herangezo-
gen.
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Abstract

Establishment of the magnetic particle spectroscopy for the detection of biomolecules
based on crosslinking with magnetic nanoparticles

Magnetic particle spectroscopy (MPS) is a sensitive measurement method for the specific
detection of magnetic nanoparticles (MNP). The method is based on the detection of the
non-linear magnetic dynamic susceptibility of MNP and is suitable not only for the direct
detection of MNP but also for the investigation of the biological environment of MNP in
biomedical applications.

In this work, the MPS is investigated for the detection of biomolecules via cross-linking
with MNP. MNP of different sizes, whose organic shell is functionalized with streptavi-
din, are used as a model system for cross-linking. Streptavidin is a protein that binds
specifically to biotin. Furthermore, biotinylated BSA (B-BSA) is used, which enables
cross-linking of the MNP due to several biotin binding sites. The specific binding of the
streptavidin molecules on the surface of the MNP to biotin on the surface of the BSA
leads to cross-linking of the MNP. The increase in the hydrodynamic diameter of the
MNP agglomerates results in a changed dynamic magnetisation behaviour, which can be
measured using the MPS. Thus, the binding state or the degree of cross-linking of the
MNP has an influence on the MPS signal.

To establish the MPS for the detection of the biomolecule BSA, series of experiments
with different concentration ratios between MNP and B-BSA are carried out. The depend-
ence of the MPS signal change induced by the cross-linking on the excitation field
strength is investigated. Furthermore, the influence of the incubation time of the samples
and the influence of an external field during incubation on the degree of cross-linking is
investigated. From the analyses, the detection limit of the methodology, the amount of
bound BSA and the sensitivity of the detection are determined. The specificity of the
method is determined by a control experiment with free biotin. Nuclear magnetic reso-
nance (NMR) relaxometry is used to compare the detection with MNP-based methods
which are already established.
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1  Einleitung

Magnetische Nanopartikel (MNP) sind aufgrund ihres besonderen Magnetismus fur viel-
faltige technische Einsatzgebiete attraktiv [1]. Neben technischen Anwendungen wie z.B.
zur magnetischen Datenspeicherung [2] oder der Wasseraufbereitung [3] finden sie vor
allem in der medizinischen Diagnostik und Therapie Anwendung. MNP sind bereits als
Kontrastmittel fir die medizinische Bildgebung auf der Grundlage der Magnetreso-
nanztomographie (MRT) zugelassen worden. Des Weiteren kdnnen MNP zur magneti-
schen Separation von Biomolekiilen und Zellen sowie zur gezielten lokalen Anreicherung
von Arzneimitteln eingesetzt werden [4] [5]. An weiteren Einsatzmoglichkeiten von
MNP in der Biomedizin wird aktuell intensiv geforscht [6].

Eine neuartige Bildgebungsmethode, die Magnetpartikelbildgebung (MPI), nutzt MNP
als signalgebende Sonden (sog. Tracer), deren Verteilung durch eine dynamische Mag-
netisierungsmessung erfasst wird [4]. Die lokale Konzentration der MNP im Korper lasst
sich dreidimensional mit einer hohen zeitlichen Auflésung darstellen [4]. Hierbei wird
das zu untersuchende Medium einem sinusférmigen Anregungsfeld ausgesetzt. Die ge-
messene Magnetisierungsantwort der MNP enthalt aufgrund des nichtlinearen Magneti-
sierungsverhalten der MNP hohere Harmonische, die fur jedes MNP-System einzigartig
sind. Die h6éheren Harmonischen werden fir die Bildrekonstruktion in der MPI verwen-
det. Mithilfe eines Gradientenfeldes wird das gesamte Bildgebungsvolumen abgetastet,
sodass durch das erzeugte MPI-Signal ein Bild rekonstruiert werden kann. Das MPI-Sig-
nal ist vom dynamischen Magnetisierungsverhalten der MNP sowie von der vorhandenen
MNP-Menge abhangig. Zusatzlich bestimmen lokale Umgebungsbedingungen der MNP,
wie z.B. der MNP-Bindungszustand, das dynamische Magnetisierungsverhalten und da-
mit auch das MPI-Signal der MNP [1].

Im Rahmen dieser Arbeit wird untersucht, inwieweit die Magnetpartikelspektroskopie
(MPS) zum Nachweis der Bindung von MNP an biotinyliertes Rinder-Albumin (B-BSA)
geeignet ist. Die MPS basiert auf dem gleichen physikalischen Prinzip wie die MPI. Im
Wesentlichen handelt es sich bei der MPS um einen MPI1-Scanner ohne réumliche Kodie-
rung. Sie eignet sich zur schnellen und hochempfindlichen Charakterisierung von MNP-
Proben [4]. Aus dem MPS-Signal der MNP-Proben kann die Eignung der MNP als MPI-
Tracer abgeleitet werden. Neben dem direkten Nachweis der MNP eignet sich die MPS
auch zur Untersuchung der biologischen Umgebung der MNP in biomedizinischen An-
wendungen [1].

In dieser Arbeit werden MNP mit unterschiedlichen hydrodynamischen Durchmessern
verwendet, deren organische Dextran-Hdlle mit Streptavidin funktionalisiert ist. Strep-
tavidin ist ein Protein, das nach dem Schlussel-Schloss-Prinzip spezifisch an Biotin bin-
det. Durch die Verwendung B-BSA ist es mdglich, eine Quervernetzung der Streptavidin-
funktionalisierten MNP und dem B-BSA hervorzurufen (siehe Abschnitt 2.3). Die Aus-
bildung der Quervernetzung von MNP hat ein verédndertes MPS-Signal zur Folge (siehe
Abschnitt 2.3.3). Durch die Anderung des MPS-Signals ist es moglich, das Vorhanden-
sein von B-BSA in einer Probe (ber die Quervernetzung mit MNP zu untersuchen.
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In diesem Abschnitt wird zuerst auf den aktuellen Stand der Forschung beztglich des
Nachweises der Quervernetzung von Streptavidin-funktionalisierten MNP mit B-BSA
eingegangen. Anschlielend wird die Zielsetzung dieser Arbeit konkretisiert.

1.1 Stand der Forschung

Diese Arbeit baut auf den bisherigen Erkenntnissen bezlglich der Quervernetzungsreak-
tion von Streptavidin-funktionalisierten MNP mit B-BSA von Heim [7] auf. Heim unter-
suchte im Rahmen seiner Dissertation neben der Quervernetzung mit B-BSA zudem die
Bindung von Streptavidin-funktionalisierten MNP an biotinylierte Agarose-Beads. Der
Nachweis der Quervernetzung mit B-BSA und die Bindung an biotinylierte Agarose-Be-
ads erfolgte mithilfe der Magnetrelaxometrie (MRX), die auf der Messung der Relaxati-
onszeit der MNP basiert. B-BSA ist mit einem Durchmesser von d =6 nm um einiges
Kleiner als die verwendeten MNP [7]. Durch die geringe Grélie von B-BSA koénnen sich
die MNP trotz der Quervernetzung als Ganzes mit dem angelegten Magnetfeld ausrichten
(Brown-Relaxation). Durch die Bindung an die Agarose-Beads nimmt die Brown-Re-
laxationszeit aufgrund des erheblichen hydrodynamischen Durchmessers des Komplexes
drastisch zu, sodass die kirzere Neél-Relaxationszeit dominiert. Der Relaxationsmecha-
nismus der MNP ist dementsprechend von der GroRe der Bindungspartner abhéngig. Im
Folgenden wird auf den Nachweis der Quervernetzung der MNP mit B-BSA von Heim
[7] eingegangen.

Fur die Untersuchung der Quervernetzungsreaktion wurden neun Proben mit einer B-
BSA-Konzentrationen von 14 pmol/L bis 71 pmol/L hergestellt. Als magnetischer Mar-
ker wurde das MNP-System fluidMAG/BC-streptavidin der Firma chemicell GmbH mit
einem hydrodynamischen Durchmesser von dny¢ = 100 nm verwendet. Die Proben wur-
den nach der Praparation fur 8 h bei 20°C inkubiert. Unmittelbar vor der Messung der
Proben wurden diese durch mehrmaliges Wenden der Probengefalie nochmals gemischt.
In Abbildung 1 ist die Entwicklung der B-BSA-MNP-KomplexgroRe in Abhangigkeit
von der B-BSA-Konzentration dargestellt [7].



1 Einleitung

woH 1

ED — { \ —
\

20

Flache / Referenz-Flache in %

14,0 FF

21,2 —
28,3 —
3551
42,7 —
49,8 —
570
64,1 —
71,31

Biotin-BSA-Gehalt in pmol/L

Abbildung 1: Entwicklung der B-BSA-MNP-KomplexgréRe in Abhéngigkeit von der B-BSA-
Konzentration. Auf der Y-Achse ist das Verhéltnis der Flache unter der Relaxationskurve bezo-
gen auf die Flache unter der immobilisierten Referenzprobe aufgetragen [7].

Das Maximum der Quervernetzungskurve bildet sich bei einer B-BSA-Konzentration von
28,3 pumol/L aus (siehe Abbildung 1). Der Verlauf der Quervernetzungskurve entspricht
der Heidelberger Kurve [7] [8]. Die Heidelberger Kurve ist durch die Entstehung von
grolReren Komplexen mit zunehmender Analytkonzentration bei Markertberschuss ge-
kennzeichnet [7]. In der Arbeit von Heim wird die B-BSA-Konzentration bei gleichblei-
bender MNP-Konzentration erhoht. Bei MNP-Uberschuss bilden sich mit zunehmender
B-BSA-Konzentration groRere B-BSA-MNP-Komplexe aus. Im Aquivalenzbereich ist
die groRte KomplexgroRRe erreicht. Nimmt die B-BSA-Konzentration weiter zu, verklei-

nert sich die KomplexgroRe wieder [7].

Heim verwendete in seiner Arbeit eine Eisenkonzentration von cre = 0,42 mg/mL. Durch
die Kenntnis der Eisenkonzentration kann das B-BSA-MNP-Verhéltnis berechnet wer-
den, das in Tabelle 1 dargestellt ist. Diese dienen als RichtgrdRe fur die Durchfiihrung
von Quervernetzungsexperimenten mit anderen MNP-Systemen.

B-BSA-Konzentration | Eisenkonzentration Probenvolumen B-BSA-MNP-Verhaltnis

CB-BSA CB-BSA Cre VPprobe CB-BSA/CFe
[umol/L] | [mg/mL] [mg/mL] [uL] [-]

14 0,9 0,42 150 2,1

21,16 1,4 0,42 150 3,3

28,33 1,9 0,42 150 4,5

35,49 2,3 0,42 150 55

42,65 2,8 0,42 150 6,6

49,81 3,3 0,42 150 79
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58,98 3,8 0,42 150 91
64,14 4,2 0,42 150 10,0
71,3 4,7 0,42 150 11,2

Tabelle 1: Berechnung des B-BSA-MNP-Verhaltnisses, das in [7] angewendet wurde. Zur Um-
rechnung der B-BSA-Konzentration in [mg/mL] kann die Molare Masse des biotinylierten BSA
aufgrund der geringen Masse von Biotin mit der Molaren Masse von BSA
(Mgsa = 6,6 - 10%g/mol) gleichgesetzt werden.

Im Maximum der Quervernetzungsreaktion liegt ein B-BSA-MNP-Verhéltnis von vier
vor (siehe Tabelle 1). Die Ergebnisse von Heim [7] werden bei der Planung der Querver-
netzungsexperimente, die im Rahmen dieser Bachelorarbeit mit den MNP-Systemen Sy-
nomag® (SY50 und SY64) und Perimag® (PE23) der Firma micromod Partikeltechnolo-
gie GmbH, durchgefuhrt werden, berticksichtigt.

1.2 Ziele der Arbeit

Im Rahmen dieser Bachelorarbeit soll der Nachweis von Biomolekilen tiber die Quer-
vernetzung mit MNP mit Hilfe der MPS untersucht und etabliert werden. Als Modellsys-
tem werden hierfir analog zu [7] MNP-Systeme eingesetzt, die mit Streptavidin beschich-
tet sind. Die verwendeten MNP-Systeme sind kommerziell verfugbar und haben einen
hydrodynamischen Durchmesser von dnyda = 50 nm (SY50), dhya =70 nm (SY64) und
dnhya = 130 nm (PE23). Die spezifische Bindung von MNP mit Streptavidin-Funktionali-
sierung an biotinyliertes BSA flhrt tiber die Quervernetzung zu einer Agglomeration der
MNP. Die damit verbundene Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers der MNP-
Agglomerate hat ein verandertes dynamisches Magnetisierungsverhalten der MNP zur
Folge. Damit andert sich auch das MPS-Signal der MNP-Komplexe. Die Anderung des
MPS-Signals wird fiir unterschiedliche Konzentrationsverhaltnisse zwischen MNP und
B-BSA untersucht. Es soll die Menge an gebundenem BSA, die Sensitivitat und die Spe-
zifitat des Nachweises ermittelt werden.
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2  Theoretische Grundlagen

In diesem Kapitel werden die theoretischen Grundlagen fur das Verstandnis dieser Arbeit
geschaffen. Der erste Abschnitt beinhaltet den Aufbau von MNP und deren magnetische
Eigenschaften. Darauf aufbauend wird das Verhalten von MNP in einem oszillierenden
Magnetfeld beschrieben, das die Grundlage flr die magnetische Charakterisierung von
MNP mit der MPS bildet.

Im Zuge dessen werden die Messprinzipien der MPS und der NMR-Relaxometrie be-
schrieben, die zur Untersuchung der Quervernetzung von MNP mit B-BSA herangezogen
werden.

Des Weiteren werden die biochemischen Grundlagen zum Verstandnis der Quervernet-
zungsreaktion zwischen Streptavidin-beschichteten MNP und B-BSA thematisiert. Zu-
letzt wird auf die Immobilisierung von MNP mithilfe von Mannitol eingegangen.

2.1 Magnetische Nanopartikel

Im Folgenden wird auf den Aufbau und das magnetische Verhalten der in dieser Arbeit
verwendeten MNP-Systeme eingegangen. Hierbei wird zwischen dem magnetischen Ver-
halten der MNP in einem statischen und in einem oszillierenden &uReren Magnetfeld un-
terschieden.

2.1.1 Aufbau

MNP bestehen aus einem magnetischen Kern und einer nichtmagnetischen Hdille aus Po-
lysacchariden, wie z.B. Dextran. Die Namensgebung beruht auf dem geringen Durchmes-
ser der MNP, der typischerweise nur wenige Nanometer betrdgt. MNP werden aufgrund
der physikalischen Eigenschaften oftmals als superparamagnetische Eisenoxidnanoparti-
kel (SPION) bezeichnet [9]. Aufgrund der weitreichenden Einsatzgebiete — unter ande-
rem in der Medizin und Bioanalytik — ist neben den magnetischen Eigenschaften zudem
der Aufbau und die GroRRe der Partikel von Bedeutung [10]. Die PartikelgroRe ist ent-
scheidend fiir das magnetische Verhalten der MNP. Zudem bestimmt das Verhaltnis von
der organischen Hiille zum magnetischen Kern maligeblich die magnetischen Eigenschaf-
ten in einem duBeren Magnetfeld [11].

Der magnetische Kern der innerhalb dieser Arbeit verwendeten MNP-Systeme besteht
aus Magnetit* (Fe2O4). Magnetit ist ein Eisenoxid, das im nanoskaligen Bereich bereits
bei Raumtemperatur zu Maghemit! (y — Fe2Oz) reagiert [11] [12]. Beide Eisenoxide sind
ferromagnetisch. Da die enthaltenen Sauerstoffatome keine ungepaarten Elektronen be-
sitzen, tragen sie nicht zum magnetischen Moment bei. Im Gegensatz zu anderen

! Magnetit und Maghemit unterscheiden sich durch die Anzahl der Elektronen der auReren Atomhdlle des
Eisenions [14].
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Metallen bieten Eisenoxide den Vorteil, aufgrund der guten Biokompatibilitat nach dem
Abbau in das Eisen-Reservoir des Korpers aufgenommen zu werden [12]. Die organische
Hulle der MNP verursacht, dass die MNP langsamer abgebaut werden. Zudem wird die
Wahrscheinlichkeit der Agglomeration der MNP aufgrund des Abstands der Kerne zuei-
nander verringert [11].

Durch unterschiedliche Syntheseverfahren [13] kdnnen Einkern- oder Multikern-MNP
hergestellt werden. Multikern-MNP konnen beabsichtigt durch spezielle Syntheseverfah-
ren oder unbeabsichtigt durch Agglomeration der MNP in Lésung entstehen. Die Multi-
kern-MNP bestehen dabei aus mehreren umhillten Kernpartikeln, die von einer gemein-
samen Hille umschlossen werden [12]. In dieser Arbeit werden synthetisierte Multikern-
MNP der Firma micromod Partikeltechnologie GmbH mit den hydrodynamischen Durch-
messern von dnyd = 50 nm, dnya = 70 nm und dhya = 130 nm verwendet [12].

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten MNP bestehen aus einem Maghemit-Multi-
kern, der von einer organischen Dextran-Hille umgeben ist (siehe Abbildung 2). Zudem
sind die MNP mit Streptavidin funktionalisiert. Durch die Funktionalisierung der MNP
mit Streptavidin wird die spezifische Bindung der MNP an Biotin ermoglicht.

Kerndurchmesser

e
fr——

<«—— Streptavidin-

/ v .‘\ Funktionalisierung
Maghemit- { e :
Multikern jr— A A A A

y, _\::/‘: /" \ .
®) (—; Organische

Dextranhtille

T

Hydrodynamischer
Durchmesser

dhyd

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Multikern-MNP mit organischer Dextran-Hille
und Streptavidin-Funktionalisierung auf der Oberflache mit dem hydrodynamischen Durchmes-
ser dnya. Das MNP-System besteht aus mehreren Kernen mit dem Gesamtdurchmesser di und
einer organischen Dextran-Hulle.
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Wie in Abbildung 2 dargestellt, werden die Eisenoxidkerne mit einer organischen Hulle
versehen, sodass die MNP nicht agglomerieren. Die innerhalb dieser Arbeit verwendeten
MNP wurden mit Dextran beschichtet. Dextrine bestehen aus Monosacchariden, die mit-
tels glykosidischer Bindungen miteinander verknupft sind. Aufgrund der einfachen Her-
stellung, der sehr guten Biokompatibilitdt und der biologischen Abbaubarkeit von Dext-
rinen eignen sie sich hervorragend zur Beschichtung von MNP [14].

2.1.2 Magnetische Eigenschaften

In diesem Abschnitt werden die magnetischen Eigenschaften der MNP thematisiert. Hier-
fir werden zuné&chst die magnetischen Relaxationsmechanismen beschrieben. Anschlie-
Rend wird auf das das Verhalten von MNP in einem statischen und in einem oszillieren-
den Magnetfeld eingegangen.

2.1.2.1 Magnetische Relaxation

Die atomaren magnetischen Momente sind aufgrund des geringen Kerndurchmessers der
MNP miteinander gekoppelt und wirken nach auf’en wie ein einziges groes magneti-
sches Moment [ [4]. Bei Einwirkung eines duBeren Magnetfeldes B auf die MNP, éndert
sich die Richtung der Magnetisierung der MNP in Abhéngigkeit von der Geschwindigkeit
der Magnetfeldédnderung des angelegten Feldes B. Die Richtung der Magnetisierung der
MNP kann sich durch zwei unterschiedliche Prinzipien &ndern. Zum einen fihrt die
Brown-Relaxation zur Rotation des gesamten Partikels, wahrend sich bei der Néel-Re-
laxation die Magnetisierungsrichtung im Kern der MNP &ndert [14]. In Abbildung 3 sind
die Relaxationsmechanismen schematisch dargestellt.

a) b)

S wlwe

Abbildung 3: Schematische Darstellung des (a) Brown- und (b) Néel-Relaxationsmechanismus,
nach denen sich die magnetischen Momente . der MNP in einem duf3eren Magnetfeld B ausrich-
ten. (Quelle: Darstellung nach [15])

Durch die folgende Formel kann die Brown-Relaxationszeit zg berechnet werden:
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30V,
1y = 2 Hyd (1)
kBTa

Dabei entspricht Vxys dem hydrodynamischen VVolumen der MNP und 7 der dynamischen
Viskositat des Mediums. Der Ausdruck ksTa entspricht der thermischen Energie.

Im Gegensatz zur Brown-Relaxation héngt die Néel-Relaxation von dem Kernvolumen
der MNP ab. Die Néel-Relaxation fuhrt zu einer Ummagnetisierung der magnetischen
Momente im Eisenkern ohne geometrische Rotation des MNP (siehe Abbildung 3b)). Die
Néel-Relaxationszeit zn kann durch die Formel

KV,
Ty = To exp (kBYIj) (2)
a

bestimmt werden. Durch Multiplikation der magnetischen Anisotropiekonstante K mit
dem Kernvolumen Vi der MNP kann die benétigte Energie zur Ausrichtung der Magne-
tisierung des MNP mit dem &uReren Magnetfeld berechnet werden [14] [16].

Unterhalb eines Kerndurchmessers von dk = 17 nm ist die Néel-Relaxationszeit kiirzer
als die Brown-Relaxationszeit. Sobald der Kerndurchmesser der MNP eine gewisse
GroRe Uberschreitet, dominiert die schnellere Brown-Relaxationszeit [14]. Sehr kleine
MNP tendieren demnach dazu, ihre Magnetisierung ohne geometrische Rotation mit dem
angelegten Magnetfeld auszurichten. Demzufolge ist die Quervernetzung von Partikeln
mit sehr kleinem Kerndurchmessern von dk < 17 nm mithilfe der MPS nicht nachweisbar
[16].

2.1.2.2 Verhalten in einem statischen Magnetfeld

In ferromagnetischen? Materialien bestehen starke Wechselwirkungen zwischen den Di-
polmomenten, die zur Ausbildung von Doménen bzw. der Weiss-Bezirke — benannt nach
Pierre Erest Weiss — fuhren. Die Grenzen zwischen den einzelnen Weiss-Bezirken wer-
den als Bloch-Wénde bezeichnet [14]. MNP mit einem Kerndurchmesser von
dk < 100 nm bestehen aus nur einem Weiss-Bezirk. Der Weiss-Bezirk weist dabei eine
einheitliche Magnetisierung auf, dessen Dipolmoment u sich aus der Sattigungsmagneti-
sierung Ms und dem Kernvolumen Vi der Partikel berechnen lasst [17]:

3
p= Mg-Vkg. @)

Innerhalb einer Domadne sind alle Dipolmomente parallel zueinander ausgerichtet,
wodurch sich eine maximale Magnetisierung einstellt. Bei dem Anlegen eines duRReren

2 Ein Material wird als ferromagnetisch bezeichnet, wenn es in einem externen Magnetfeld selbst magneti-
siert werden kann und nach dem Abschalten des externen Magnetfeldes eine Restmagnetisierung
(Remanenz) aufweist. Das wohl bekannteste Beispiel fiir ein ferromagnetisches Material ist Eisen.
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Magnetfeldes verschieben sich die Bloch-Wande, was zu einer VergrolRerung der Domé-
nen fihrt. Da die Magnetisierung der Doménen in Richtung des angelegten duReren Mag-
netfeldes zeigen, steigt dadurch die Magnetisierung des Materials. Dies wiirde bei einem
immer weiter ansteigenden externen Magnetfeld dazu flihren, dass das gesamte Material
nur noch aus lediglich einem einzigen Weiss-Bezirk bestiinde, dessen Magnetisierung in
dieselbe Richtung zeigt. Wenn nun das duere Magnetfeld abgeschaltet wird, bilden sich
die Bloch-Wande nicht mehr vollstandig zurlick. Dies flhrt zu einer Restmagnetisierung
des Materials, die auch als Remanenz bezeichnet wird. Durch dieses Phdnomen entsteht
die fur ferromagnetische Materialien typische Hysteresekurve (siehe Abbildung 4 a))
[14].

Die Magnetisierung ferromagnetischer Materialien hangt von der KorngrofRe ab, da durch
die Verkleinerung der KorngroRe die Anzahl der Weiss-Bezirke abnimmt. Wenn die
Korngrofie so klein wird, dass sich innerhalb eines Korns lediglich ein Weiss-Bezirk aus-
bildet, ist die bendtige thermische Energie zur Ummagnetisierung der Partikel so gering,
dass bereits bei Zimmertemperatur eine zufallige Ausrichtung der Domane entsteht [14]
[18]. In diesem Zustand wird jedes Korn als ein Dipol angesehen. Dies hat zur Folge, dass
sich das gesamte Material paramagnetisch® verhalt. Durch diesen Mechanismus kommt
es zu einer Verstarkung des Magnetfeldes in dem paramagnetischen Material. Aufgrund
der Betrachtung von ganzen Kornern anstatt von elementaren Dipolmomenten, wird die-
ser Zustand als Superparamagnetismus bezeichnet [14].

In Abbildung 4 a) ist die charakteristische Hysteresekurve eines magnetischen Mehrdo-
manenmaterials dargestellt. Im Vergleich dazu ist in Abbildung 4 b) die Magnetisierungs-
kurve von superparamagnetischen Materialien dargestellt.

4 —
%) M (smuig) b) — 5nm Ms
A Saturation magnetization gk S 1B
Remanent magnetization M, L L
M, g7 0 30 nm
50 nm

Coercivity, H,

H (Oe) =

T T T T T T
50 10 30 20 10 0 10 20 30 10 50

H [ mT/u,

Abbildung 4: (a) Charakteristischer Hysterese-Zyklus eines magnetischen Mehrdomanenmateri-
als nach [19], wobei H der Amplitude des magnetischen Feldes und M der Magnetisierung des
Materials entspricht. M, kennzeichnet die Restmagnetisierung bei Ausschalten des Magnetfeldes
und Hc die Koerzitivfeldstarke. (b) Charakteristische Magnetisierungskurve von

3 Die magnetischen Momente richten sich parallel zu dem externen Magnetfeld aus.
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superparamagnetischen Materialien in Abhangigkeit von dem Kerndurchmesser dk als Funktion
der Feldstarke H eines externen Magnetfeldes nach [14].

Bei Eisenoxidkernen mit einem Kerndurchmesser von dx < 20 nm findet bereits bei
Raumtemperatur eine Umorientierung des magnetischen Moments p statt [20]. Nach Ab-
schalten eines aufReren Magnetfeldes verbleibt groRenbedingt bei superparamagnetischen
Materialien keine Remanenz (siehe Abbildung 4 b)) [10].

Durch die Einwirkung eines Magnetfeldes kénnen Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwi-
schen den magnetischen Dipolen der MNP entstehen. Durch die Ausbildung der Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen kommt es zu einer Kettenbildung der MNP, wobei sich die
magnetischen Dipolmomente entlang der MNP-Kette ausrichten [21]. Die Kettenbildung
von MNP fihrt dazu, dass sich das dynamische Magnetisierungsverhalten der MNP stark
andert. Die MNP weisen durch die Kettenbildung keine superparamagnetischen Eigen-
schaften mehr auf, weshalb die Magnetisierungskurve dem charakteristischen Hysterese-
Zyklus aus Abbildung 4 a) gleicht.

Des Weiteren weisen MNP in MNP-Suspensionen keine superparamagnetischen Eigen-
schaften auf, da die MNP nicht vereinzelt vorliegen und daher eine Interaktion mit be-
nachbarten MNP stattfindet. Durch die Erhohung der MNP-Konzentration wird die Ket-
tenbildung aufgrund der abnehmenden Abstéande der MNP untereinander begunstigt. Da
die Dipolmomente vom Kernvolumen Vk abhéngig sind, nimmt die Kettenbildung mit
zunehmendem Kernvolumen zu. Die Wahrscheinlichkeit der Kettenbildung kann mini-
miert werden, indem die MNP keinem &ulleren Magnetfeld ausgesetzt werden [21] [22].

Bei einer Anregungsfrequenz von fo = 25 kHz, wie sie im MPS verwendet wird, sind die
MNP nicht superparamagnetisch und weisen daher eine Restmagnetisierung auf. Die
MNP konnen der Anregung nur verzogert folgen und weisen demzufolge eine Phasen-
verschiebung auf. Nur bei einer sehr geringen Anregungsfrequenz weisen die MNP ein
superparamagnetisches Verhalten, wie in Abbildung 4 b) dargestellt, auf.

2.1.2.3 Verhalten in einem oszillierenden Magnetfeld

Unter dem Einfluss eines zeitabhédngigen Magnetfeldes H weisen die MNP ein dynami-
sches Magnetisierungsverhalten auf. Das Anregungsfeld, dem die MNP ausgesetzt wer-
den, entspricht einem sinusformigen, zeitabhéngigen Wechselfeld H(t). Die Magnetisie-
rungsanderung der MNP ist von der Winkelfrequenz wo und der Anregungsamplitude Ha
des Wechselfeldes H(t) abhéangig [23].

H(t) = Hysin (wyt) )

Die Geschwindigkeit, mit der sich die MNP im magnetischen Feld ausrichten, wird durch
die magnetischen Relaxationsmechanismen bestimmt (siehe Abschnitt 2.1.2.1) [24].
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In Abbildung 5 ist die Anregung der MNP mit dem sich periodisch &ndernden Wechsel-
feld H(t) dargestellt, auf der die Signalkodierung im MPS basiert (siehe Abschnitt 2.2.1).

b) MA c) MA d)uA  signal
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Messprinzips der MPS nach [23]. Die MNP mit einer
charakteristischen, nichtlineare Magnetisierungskurve M(B) (b) werden einem sinusférmigen
Magnetfeld H(t) (a) ausgesetzt. Die zeitabhéngige Magnetisierungsantwort M(t) (c) auf das An-
regungsfeld besteht aus der Anregungsfrequenz fo und héheren Harmonischen der Anregungsfre-
quenz n - fo. Die Magnetisierung induziert eine Spannung u(t) < dM(t)/dt (d) in der Empfangs-
spule. Aufgrund der nichtlinearen Magnetisierungskurve der MNP enthélt das Spektrum (e) des
Signals die Anregungsfrequenz f, und Oberwellen der Anregungsfrequenz.

Die Magnetisierungsantwort der MNP auf die Anregung mit dem Wechselfeld H(t), die
in Abbildung 5 c) dargestellt ist, ist als Folge der nichtlinearen Magnetisierungskurve
rechteckformig verzerrt. Durch die Fouriertransformation der Magnetisierungsantwort
kann das Frequenzspektrum dargestellt werden. Aus dem Frequenzspektrum werden an-
schlielend die hoheren Harmonischen der Anregungsfrequenz (n - fo) extrahiert. Die Sig-
nalamplitude der Harmonischen klingt exponentiell ab [14].
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2.2 Messmethoden

In diesem Abschnitt wird auf die Messmethoden eingegangen, die im Rahmen dieser Ba-
chelorarbeit verwendet werden. Haufig eingesetzte Messmodalitaten zur Charakterisie-
rung und Analyse von MNP der Arbeitsgruppe 8.23 der Physikalisch-Technischen Bun-
desanstalt (PTB) sind die MPS, die Magnetrelaxometrie (MRX), die Kleinwinkel-Ront-
genstreuung (SAXS) und das Messsystem fiir Magnetische Eigenschaften (MPMS) [4].
Im Rahmen dieser Arbeit wird die MPS zur Untersuchung der Quervernetzungsreaktion
von MNP mit B-BSA verwendet. Als Vergleichsmethode wird die NMR-Relaxometrie
angewendet.

2.2.1 MPS

Die MPS basiert auf den gleichen physikalischen Prinzipien (siehe Abbildung 5) wie die
MPI und kann daher als nulldimensionaler MPI-Scanner interpretiert werden [4] [17]
[25]. Die MPS ist eine massensensitive Methode fiir die Analyse und Quantifizierung von
MNP. Ursprunglich wurde die MPS fur die Charakterisierung von MNP entwickelt, um
deren Eignung als MPI-Tracer zu untersuchen [1].

Mit der MPS kann das nicht-lineare dynamische Magnetisierungsverhalten der MNP
durch die Anregung mit einem magnetischen Wechselfeld Ba von bis zu 25 mT bei einer
festen Anregungsfrequenz fo von 25 kHz gemessen werden [14]. Das Anregungsfeld Ba
verursacht eine wechselweise Ummagnetisierung der MNP. Die Ummagnetisierung er-
folgt hierbei nach den bekannten Relaxationsmechanismen (siehe Abschnitt 2.1.2.1). Die
nichtlineare Magnetisierungskure M(B) der MNP fuhrt zur Verzerrung der MNP-Antwort
M(t). Die zeitabh&ngige Induktionsspannung wird mithilfe einer Empfangsspule gemes-
sen (siehe Abschnitt 2.1.2.3) [26].

Die induzierte Spannung in der Empfangsspule, die durch die Magnetisierungsénderung
der MNP und das Anregungsfeld entsteht, ist proportional zur negativen zeitlichen Ab-
leitung der Magnetisierung der MNP. Der Gradiometeraufbau der Detektionsspule und
zusétzliche Filter unterdriicken die um ein Vielfaches gréRere Anregung mit der Grund-
frequenz fo. Das Messsignal wird mit einem rauscharmen Verstéarker verstarkt und an-
schlieBend gemessen. Daraufhin erfolgt die Zerlegung des Zeitsignals in seine Frequenz-
komponenten mithilfe der Fouriertransformation [4]. Die signaltragenden Komponenten
des MPS-Spektrums sind die ungeraden Vielfachen der Grundfrequenz fo. Einen wesent-
lichen Einfluss auf das MPS-Spektrum hat die MNP-Menge in der Probe und die Anre-
gungsamplitude. Durch eine hohere Anregungsamplitude Ba wird ein groRerer Bereich
der nicht-linearen Magnetisierungskurve der MNP abgefahren. Daraus resultiert eine ho-
here induzierte Spannung in der Empfangsspule und hohere Signale in den hoheren Har-
monischen [4] [14].

In dieser Arbeit werden die Amplituden der Harmonischen Az und As, das konzentrati-
onsunabhdngige As/As-Verhdltnis und die Phase der dritten Harmonischen ¢s3
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ausgewertet. Zudem wird die Sensitivitat A3~ bestimmt. Im Folgenden werden die cha-
rakteristischen MPS-Parameter genauer beschrieben:

As:

As:

As/Az:

As":

@3

Die Amplitude der dritten Harmonischen As [Am?] beschreibt das
magnetische Dipolmoment der stérksten Signalamplitude. Da die
erste Harmonische A; gefiltert wird, kann diese fiir die Auswertung
der Messergebnisse nicht berlcksichtigt werden [27]. Die
Amplitude der dritten Harmonischen Ag ist direkt proportional zum
MNP-Gehalt der Probe und kann daher zur Quantifizierung der
MNP verwendet werden [28].

Die Amplitude der fiinften Harmonischen As [Am?] beschreibt das
magnetische Dipolmoment der zweitstarksten Signalamplitude. Der
Parameter As (als auch der Parameter Az) muss aufgrund des Ein-
flusses auf das As/As-Verhaltnis Gber der Nachweisgrenze der MPS
liegen.

Das konzentrationsunabhdngige As/Az-Verhaltnis [%] wird durch
die Division von As durch As berechnet. Der Wert dient vor allem
zur Beurteilung von magnetischen Anderungen der MNP, die z.B.
durch eine Quervernetzung hervorgerufen werden kénnen [29].

Die spezifische Amplitude As" [Am?/gr] stellt die auf die absolute
Eisenmasse der Probe normierte As-Amplitude dar. Der Parameter
As” wird auch als Sensitivitat bezeichnet und wird verwendet, um
die Signalstarke verschiedener MNP-Systeme miteinander zu ver-
gleichen [28].

Die Phase ¢z [°] beschreibt die Phasenverschiebung der dritten Har-
monischen des Zeitsignals. Die Phasenwerte werden negativ darge-
stellt. Durch die Beeintrachtigung der Magnetisierungsrotation
fiihrt die Entstehung von MNP-Komplexen zu einer Zunahme der
Phasenverschiebung [1].

2.2.2 NMR-Relaxometrie

Die NMR-Messung beruht auf dem magnetischen Moment der Nukleonen*, den Kern-
spins. Ein Kernspin wird durch die Rotation des magnetischen Moments um die eigene
Achse eines Teilchens beschrieben. Bei Atomkernen mit einer geraden Anzahl an Nuk-
leonen heben sich die magnetischen Momente gegenseitig auf. Aufgrund dessen weisen

4 Unter dem Begriff Nukleonen werden die Komponenten eines Atomkerns, bestehend aus Protonen und
Neutronen, verstanden.
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nur Atomkerne mit einer ungeraden Anzahl an Nukleonen ein magnetisches Gesamtmo-
ment auf, der als Kernspin bezeichnet wird [12] [30].

In diesem Abschnitt wird auf die theoretischen Grundlagen der NMR-Messung und den
Einfluss von MNP auf die Signalparameter eingegangen. Da im Rahmen dieser Arbeit
die NMR-Relaxometrie als Vergleichsmethode zur MPS Anwendung findet und daher
nur die T»-Relaxationszeit gemessen wird, beschrankt sich dieser Abschnitt auf die hier-
fur notwendigen theoretischen Grundlagen.

2.2.2.1 Prinzip der Messung

Werden Atome mit einer ungeraden Anzahl an Nukleonen einem &ueren Magnetfeld Bo
ausgesetzt, richten sich die Kernspins parallel und antiparallel zu den Feldlinien aus.
Durch den leichten Uberschuss parallel ausgerichteter Spins ist eine Magnetisierung
messbar [12]. Die Einwirkung eines aulleren Feldes auf die Spins fiihrt dazu, dass diese
mit der sogenannten Lamorfrequenz oL um die Feldachse prézidieren®. Die Lamorfre-
quenz ist dabei vom gyromagnetischen Verhaltnis y des Kerns und dem externen Mag-
netfeld Bo abhé&ngig [30]:

w, = yB, 4

Mit einem gyromagnetischen Verhéltnis von y =2,675 - 108 s1T1 betrégt die Lamorfre-
quenz wr von Wasserstoffprotonen in einem Feld von Bo =1 T etwa 42 MHz [12]. Da
die Spins in unterschiedlichen Phasenlagen prézidieren ist nur eine mittlere Magnetisie-
rung in Richtung des externen Magnetfeldes Bo (z-Richtung), die auch als L&ngsmagne-
tisierung bezeichnet wird, messbar. Durch die Anregung des Systems mit einem Hoch-
frequenzimpuls (HF-Puls), der mit der Lamorfrequenz des Magnetisierungsvektors tiber-
einstimmen muss, kann eine Rotation des Magnetisierungsvektors des Kerns aus der
Richtung der z-Achse in die xy-Ebene bewirkt werden [12]. Durch die Rotation des Mag-
netisierungsvektors mit der Lamorfrequenz in der xy-Ebene entsteht eine Magnetisierung
senkrecht zum extern angelegten Magnetfeld Bo, die auch als Quermagnetisierung be-
zeichnet wird. Wenn nun der HF-Puls abgeschaltet wird, prézidiert der Magnetisierungs-
vektor aus der xy-Ebene in den Ausgangszustand zuriick [12]. Die bewegten Ladungen
induzieren eine Spannung, die mit einer Empfangsspule gemessen werden kann [30].

Die Relaxation der Kernspins von der Magnetisierung in einem &uf3eren Magnetfeld wird
durch die Ti- und T>-Relaxationszeit beschrieben. Die T1-Relaxationszeit wird auch als
Spin-Gitter-Relaxation bezeichnet, da die absorbierte Energie durch den HF-Puls an die
Umgebung abgegeben wird, wodurch es zu einer Wiederherstellung der Langsmagneti-
sierung kommt. Dieser Vorgang wird auch als longitudinale Relaxation beschrieben. Zeit-
gleich zur Wiederherstellung der L&ngsmagnetisierung findet ein Intensitatsabfall der
Quermagnetisierung statt. Durch die Spin-Gitter-Relaxation und die Abnahme der

5 Unter dem Begriff Prazession wird die Richtungsanderung der Rotationsachse der Kernspins durch die
Einwirkung eines Drehmomentes verstanden.
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Phasenkohdrenz der Spins findet ein sogenannter freier Induktionsabfall statt. Der freie
Induktionsabfall wird mit einer Spule als abfallende Schwingung aufgezeichnet und als
transversale Relaxation bezeichnet. Durch Inhomogenitaten in der Umgebung der Proto-
nen kommt es zur Entstehung von Phasenunterschieden. Die Quermagnetisierung re-
laxiert aufgrund dessen mit der Zeitkonstante T», die der Zeit entspricht, nach der die
Quermagnetisierung um 63 % des Ausgangssignals zerfallen ist. Im Gegensatz dazu ent-
spricht Ty der Zeit, nach der die Langsmagnetisierung wieder 63 % des Ausgangssignals
erreicht hat [12]. Da das angelegte Magnetfeld in der Realitat lokale Inhomogenitéaten
aufweist, erfahren Spins, die auf diesen Bereich treffen, andere Lamorfrequenzen und
rotieren somit unterschiedlich schnell um die Feldachse. Mithilfe einer besonderen HF-
Impulsfolge (Refokussierungspulse der sog. Spin-Echo-Sequenz) werden diese reversib-
len Effekte eliminiert [30] [31].

2.2.2.2 Einfluss von MNP

Im Vergleich zu Wasserstoffprotonen weisen MNP ein grofRes magnetisches Moment auf,
welches zu lokalen Feldinhomogenitéten in deren unmittelbaren Umgebung fiihrt. Das
NMR-Verhalten der Wasserstoffprotonen unter der Anwesenheit von MNP wird maR-
geblich durch die Anderung der Lamorfrequenz der Wasserstoffprotonen in der duReren
Schicht um die MNP beeinflusst. Zudem wird das NMR-Verhalten durch chemische Aus-
tauschprozesse in der Grenzschicht des MNP zum umgebenden Medium beeinflusst.

Im Rahmen dieser Bachelorarbeit wird lediglich der Einfluss der MNP-Komplexe auf die
T2-Relaxationszeit gemessen, aus der sich die transversale Relaxationsrate R, wie folgt
bestimmen l&sst:

Zur Auswertung wird die transversale Relaxationsrate auf die Eisenkonzentration der

Proben normiert. Diese wird als Relaxivitat r. bezeichnet, die sich wie folgt bestimmen
l&sst:

—— T ©)

Dabei ist Tom die gemessene transversale Relaxationszeit der jeweiligen Probe mit der
Eisenkonzentration cre und T2, die transversale Relaxationszeit von Wasser.

Durch die Zunahme der transversalen Relaxivitét r» lasst sich die Quervernetzung der
MNP mit B-BSA aufgrund des Einflusses auf die T.-Relaxationszeit ermitteln.
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2.3 Nachweis von Biomolekiilen mit der MPS

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Biomolekiile Gber die Quervernetzung mit MNP nach-
gewiesen werden, die zu einem verdnderten MPS-Signal fiihren. Zur Etablierung der Me-
thodik beschrénkt sich diese Arbeit auf den Nachweis von B-BSA, indem Streptavidin-
funktionalisierte MNP an das Biotin auf der Oberflache des BSA binden. Dieser Prozess
flhrt zu einer Quervernetzung der MNP mit B-BSA.

In diesem Abschnitt wird zuerst auf die Bindung zwischen Streptavidin und Biotin ein-
gegangen. AnschlieBend wird die Quervernetzungsreaktion und die durch die Querver-
netzung verursachte MPS-Signalénderung thematisiert.

2.3.1 Streptavidin-Biotin-System

Streptavidin ist ein nicht-glykosyliertes Protein mit vier Biotin-Bindungsstellen und gilt
in der Biologie als hochaffines Molekdil [32]. Das 67 kDa grofl3e Protein wird von dem
Bakterium Streptomyces avidinii hergestellt. Die Sekundér-, Tertiar- und Quartérstruktur
von Streptavidin ist nahezu identisch zu Avidine. In der Primarstruktur unterscheiden sich
die beiden Proteine jedoch signifikant voneinander. Sowohl Streptavidin als auch Avidin
werden seit langem fur eine Vielzahl von medizinischen und biotechnologischen Anwen-
dungen untersucht. Streptavidin bietet im Vergleich zu Avidin den Vorteil, dass aufgrund
des niedrigen isoelektrischen Punktes (pl = 6,1 — 7,5) die Wahrscheinlichkeit zur Bin-
dung von biologischen Komponenten des umgebenden Mediums minimiert ist. Biotin ist
ein wasserlosliches Vitamin, das nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip an die Biotin-Bin-
dungsstelle des Streptavidins bindet. Da Biotin viel kleiner ist als Streptavidin, kann
Streptavidin sterisch die Bindung bei htheren Biotinkonzentration blockieren [33].

Mit einem Kp-Werte von 1014-101® M weist Streptavidin eine hohe Affinitat zu Biotin
auf [34]. Die hohe Affinitat lasst sich durch die Lokalisation hydrophiler Aminoséauren
an der Biotin-Bindungsstelle des Streptavidins erkléren, die Wasserstoffbriickenbindun-
gen zu Biotin ausbilden [35]. Des Weiteren stabilisieren aromatische Aminosauren an der
Biotin-Bindungsstelle die Bindung durch hydrophobe Wechselwirkungen [36]. Durch die
Bindung von Biotin an Streptavidin kommt es zu einer Konformitatsanderung der Tertidr-
und Quartarstruktur, wodurch das Biotin-Molekdl in das Streptavidin-Monomer einge-
bettet wird [35]. In Abbildung 6 ist die Bindung eines Biotin-Molekiils an eine Biotin-
Bindungsstelle der Quartarstruktur von Streptavidin-C1° schematisch dargestellt.

& Avidin ist ein Glykoprotein, das im Eiklar von Vogeleiern vorkommit.
7 Biotin ist auch unter dem Namen Vitamin H oder Coenzym K bekannt.

8 Die Bindungsaffinitat gibt die Starke der bindenden Wechselwirkung zwischen einem Biomolekul und
seinem Bindungspartner an und wird mit der Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp gemessen. Je
kleiner der Kp-Wert ist, desto groRer ist die Bindungsaffinitét [48].

® Streptavidin-C1 ist ein neuartiges antimykotisches Protein, das von dem Bakterium S. cinnamonensis
produziert wird, dessen Gesamtstruktur &hnliche tetraedrische Merkmale wie andere Streptavidin-
Strukturen aufweist. Der Unterschied zu anderen Streptavidin-Molekilen besteht darin, dass Streptavi-
din-C1 im C-terminalen Bereich eine kurze alpha-Helix und ein C-terminales Verlangerungspeptid auf-
weist, das sich in die Biotin-Bindungsstellen desselben Monomers erstreckt [19].
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Streptavidin-C1-Struktur im Komplex mit Biotin, das
tiber ein Wasserstoffbriickennetzwerk gebunden wird. Zwischen Biotin und den aromatischen
Aminosduren (L58 in Loopl-2, V80 in Loop3-4, Y111 in Loop5-6, W140 in B7 und L142 in 7)
treten hydrophobe Wechselwirkungen auf. Das Biotin-Molekdl wird durch eine Konformitétsan-
derung des Streptavidin-Molekiils bei Bindung von Biotin durch die flexible Schleife 3-4 (Un-
tereinheit Mol C) eingebettet [34].

Aufgrund der Stabilitat der spezifischen Wechselwirkungen zwischen Streptavidin und
Biotin eignet sich das Streptavidin-Biotin-System fur biomedizinische Anwendungen, bei
denen das System denaturierenden Enzymen, ungunstigen pH-Werten und Temperaturen
oder anderen Reagenzien ausgesetzt ist [37].
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2.3.2 BSA als Quervernetzungssubstanz

Biotin kann aufgrund seiner GroRe nur an eine Streptavidin-Bindungsstelle binden. Um
eine Quervernetzung der MNP hervorzurufen, wird daher B-BSA verwendet, das mehrere
Biotin-Molekiile auf der Oberflache gebunden hat. Das Biotin wird mithilfe eines Spa-
cermolekils an das BSA gekoppelt. Der Kennzeichnungsgrad des BSA betréagt 8 - 16 mol
Biotin pro mol BSA [38]. In Abbildung 7 ist die Quervernetzung von MNP mit B-BSA
schematisch dargestellt.

Maghemit-Multikern

Streptavidin

Biotinyliertes BSA
d=6nm

«%s 1

Biotn ———@— @ Ay
i | O
<y

\;/‘

MNP mit Streptavidin-
Funktionalisierung
dhyd =50-130 nm
Abbildung 7: Quervernetzung von Streptavidin-funktionalisierten MNP mithilfe von B-BSA als

Quervernetzungssubstanz.

B-BSA als Analyt der Quervernetzungsreaktion ist mit einem Durchmesser vond = 6 nm
um einiges kleiner als die in dieser Arbeit verwendeten MNP-Systeme (siehe 3.1.1). Da
beide Reaktionspartner mehrere Bindungsstellen aufweisen, bilden sich mit der Zeit im-
mer groRere B-BSA-MNP-Komplexe aus (siehe Abbildung 7). Dies fiihrt dazu, dass auf-
grund der GroRe der Komplexe die Néel-Relaxation dominiert [7]. Der Grad der Quer-
vernetzung ist zeit- und konzentrationsabhangig. Wenn zu wenige B-BSA-Molekiile vor-
handen sind, werden nicht alle MNP vernetzt. Wenn zu viele B-BSA-Molekiile vorhan-
den sind, werden alle Biotin-Bindungsstellen der funktionalisierten MNP belegt. Dadurch
ist keine Quervernetzung der MNP maoglich [7]. Die Anzahl der Biotin-Bindungsstellen
ist von der hydrodynamischen GrolRe der verwendeten MNP-Systeme abhangig. Daher
muss der geeignete B-BSA-Konzentrationsbereich fiir das entsprechende MNP-System
zuvor mithilfe einer B-BSA-Verdinnungsreihe untersucht werden [39].
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2.3.3 MPS-Signalinderung

Bei MPS-Messungen wird das dynamische Magnetisierungsverhalten der oszillierenden
MNP aufgezeichnet und als MalR fir die Freiheit der Rotationsbewegung verwendet, die
auf die gebundenen Zustédnde der MNP hinweist. Durch die Quervernetzung der MNP
mithilfe des B-BSA entstehen B-BSA-MNP-Komplexe, wodurch sich das dynamische
Magnetisierungsverhalten der MNP andert. Durch die Quervernetzung nimmt die Rotati-
onsfreiheit der MNP ab. Dieser Effekt fihrt zu einer Abnahme der Amplituden im MPS-
Spektrum [15]. Durch diesen Effekt ist die Quervernetzung von MNP durch Anderungen
der MPS-Signalintensitit im konzentrationsunabhangigen As/As-Verhéltnis feststellbar.
In Abbildung 8 ist der Zusammenhang zwischen den Amplituden des MPS-Spektrums
und der hydrodynamischen Grof3e der B-BSA-MNP-Komplexe dargestellt.

Hydrodynamische GréRe
ayosiuouwlieH 1ap apnyjdwy

Y

MNP-Quervernetzungslevel

Abbildung 8: Abhéngigkeit der Amplitude der Harmonischen im MPS-Spektrum von dem Quer-
vernetzungslevel der MNP. (Quelle: Eigene Darstellung nach [15])

Mit zunehmenden Quervernetzungsgrad nimmt die hydrodynamische GrolRe der Kom-
plexe zu. Je gréRRer die Komplexe werden, desto schlechter kénnen sie dem oszillierenden
Anregungsfeld folgen. Dies fuhrt zu einer geringeren Amplitude der Harmonischen im
MPS-Spektrum. Des Weiteren nimmt die Phasenverschiebung mit zunehmender hydro-
dynamischer GrofRe zu [15].
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Zudem kann es zur Kettenbildung der MNP mit B-BSA kommen, die durch die Einwir-
kung eines &ulleren Magnetfeldes unterstltzt wird (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Kettenbildung von MNP mit B-BSA.

Die Kettenbildung fuhrt zu einer héheren Signalamplitude im MPS-Spektrum, wodurch
die Quervernetzung der MNP mit B-BSA nachgewiesen werden kann.
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2.4 Immobilisierung von MNP mithilfe von D-Mannitol

Die Immobilisierung von MNP kann durch die Gefriertrocknung einer MNP-L&sung mit
unterschiedlichen Hilfsmitteln, wie z.B. einer NaCl-Losung als Medium, durchgefuhrt
werden. Die Wahl des Lésungsmittels beeinflusst dabei maligeblich die atomare Struktur
des Endresultats.

Durch die Gefriertrocknung, die auch als Lyophilisation bezeichnet wird, wird den Pro-
ben durch Sublimation® Wasser entzogen. Im ersten Schritt werden die Proben eingefro-
ren, wodurch sich Eiskristalle aus reinem Wasser bilden. Mit zunehmender Bildung von
Eiskristallen nimmt die Viskositat der verbleibenden Losung zu, die die weitere Entste-
hung von Eiskristallen hemmt. Die hochkonzentrierte, z&hfliissige Flussigkeit erstarrt und
bildet eine Kombination aus amorpher und kristalliner Phase. Ein geringer Anteil des
Wassers gefriert nicht und wird als gebundenes Wasser bezeichnet. Im nachsten Schritt
wird die Primartrocknung durchgefiihrt, wodurch die gebildeten Eiskristalle sublimieren.
Darauf folgt die Sekundértrocknung, welche die Entfernung des gebundenen Wassers be-
schreibt [40].

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Immobilisierung der MNP mithilfe einer 10 %-w/w
D-Mannitol-Ldsung durchgefiihrt. D-Mannitol ist ein weit verbreiteter natirlicher Zu-
ckeralkohol, der in verschiedenen Pflanzenarten vorkommt und von einigen verschiede-
nen Mikroorganismen produziert wird [41]. Mit einer PartikelgroRe von 50 - 150 pm ist
das Molekul um ca. 1000-mal groRer als die in dieser Arbeit verwendeten MNP [42]. Die
physikalische Form des D-Mannitols hangt im endgultigen Lyophilisat von der D-Man-
nitol-Konzentration, der Abkuhlungsgeschwindigkeit und der Konzentration der MNP
ab. D-Mannitol kristallisiert bei hohen D-Mannitol-Konzentrationen von > 7,5 %-w/w
wéhrend des Einfrierens unvollstdndig. Zur Unterstiitzung des Kristallisationsprozesses
kann das sogenannte Annealing, bei dem die Temperatur vorlbergehend erhéht wird, in
den Prozess mit aufgenommen werden [43].

Durch die Kristallisation des D-Mannitols werden die MNP in einem Kristallgitter im-
mobilisiert. Dadurch ist die Brown-Relaxation der immobilisierten MNP gehemmt. Dies
fuhrt dazu, dass die Ummagnetisierung der MNP allein vom Néel-Mechanismus be-
stimmt wird [7]. Daraus resultiert, dass das MPS-Signal der immobilisierten MNP im
Vergleich zu den mobilen MNP aufgrund der Rotationseinschrdnkung geringer ist. Des
Weiteren nimmt die Phasenverschiebung der MNP durch die Immobilisierung zu.

Bei der Gefriertrocknung von MNP kdnnen einige Belastungen auftreten, die diese de-
stabilisieren. Durch die Einfrierung kommt es zu einer Phasentrennung in Eis und einer
konzentrierten Losung, die in diesem Fall aus MNP und D-Mannitol besteht. Die durch
die Phasentrennung entstehende hohe MNP-Konzentration kann zur Aggregation der
MNP fuhren. Des Weiteren bewirkt die Kristallisation von Wasser eine mechanische Be-
lastung auf die MNP. Die Verwendung von D-Mannitol fihrt zu einem groReren

10 Ubergang eines festen Stoffes in den gasférmigen Zustand unter Umgehung der fliissigen Phase.
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Volumen der Probe, wodurch die Wahrscheinlichkeit der Aggregation der MNP verrin-
gert wird. Zudem schiitzt Mannitol die MNP als Stabilisator vor den mechanischen Be-
lastungen wéhrend des Einfrier- und Trocknungsprozesses. Des Weiteren fihrt D-Man-
nitol zur Ausbildung einer isotonischen Lésung, wodurch der osmotische Druck der L6-
sung kontrolliert wird [40].
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3 Material und Methoden

In diesem Abschnitt werden die Materialien und Methoden vorgestellt, die im Rahmen
dieser Bachelorarbeit verwendet werden. Fur das Verstandnis der Ergebnisse wird auf die
Messmethodik der MPS und der NMR-Relaxometrie als Vergleichsmethode eingegan-
gen. Zur Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wird des Weiteren die Pipettiermethodik the-
matisiert.

3.1 Verwendete Materialien

Zunachst werden die verwendeten Materialien thematisiert. Dies beinhaltet neben den
MNP-Systemen zudem die Laborgerate und die Reagenzien, die fir die Quervernetzung
der MNP mit B-BSA bendtigt werden.

3.1.1 MNP-Systeme

Fir diese Arbeit werden die kommerziell verfigbaren MNP-Systeme Synomag® und Pe-
rimag® der Firma micromod Partikeltechnologie GmbH eingesetzt. Der magnetische
Kern, der aus Magnetit oder Maghemit besteht, ist von einer organischen Dextran-Hulle
umgeben. Zusétzlich sind die MNP mit Streptavidin funktionalisiert. Dies ermdglicht die
Quervernetzung der MNP mit biotinylierten Biomolekdilen anhand der spezifischen Bin-
dung von Streptavidin an Biotin [44]. Zudem wird das MNP-System Perimag® Plain, das
keine Oberflachenfunktionalisierung aufweist, fiir das Kontrollexperiment verwendet.
Die Eisenoxid-Kerne der MNP-Produktlinien Synomag® und Perimag® bestehen nicht
wie andere MNP-Systeme aus einem einzelnen magnetischen Kern. Stattdessen bestehen
sie aus mehreren Kernen und werden daher auch als Multikern-MNP bezeichnet. Eine
schematische Darstellung solcher Multikern-MNP ist in Kapitel 2.1.1 zu finden.

In Tabelle 2 sind die verwendeten MNP-Systeme mit den relevanten Eigenschaften auf-
gelistet.

MNP- Oberflachen- Eisenkonzentration Grole PTB-ID
System funktionalisierung Hersteller gemessen
(PTB) hyd
Cre Cre [nm]
[mmol/L] [mmol/L]
Synomag®-D Streptavidin 53,7 51,3 50 SY50;
MNPOQ05
Synomag®-D Streptavidin 53,7 72,1 70 SY64;
MNPO009
Perimag® Streptavidin 44,8 42,9 130 PE23
MNP014
Perimag® Plain 152,2 138,4 130 PE21;
MNPO11
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Tabelle 2: Wesentliche Eigenschaften der verwendeten MNP-Produktlinien Synomag® und Pe-
rimag®. Im Folgenden werden die jeweiligen MNP-Systeme mit der PTB-ID SY50, SY64 bzw.
PE23 bezeichnet.

GemaR der Herstellerangabe haben die MNP-Systeme SY50 und SY64 eine Eisenkon-
zentration von cre = 53,7 mmol/L. Das MNP-System PE23 hat gemé&R dieser Angabe eine
Eisenkonzentration von cre = 44,8 mmol/L und das MNP-System PE21 eine Eisenkon-
zentration von cre = 152,2 mmol/L. Die tatsachliche Eisenkonzentration wurde im Rah-
men einer anderen Bachelorarbeit mithilfe der Phenanthrolin-Methode an der PTB be-
stimmt [45]. Bei der Eisengehaltsbestimmung mithilfe des Phenanthrolin-Assays werden
die MNP zundchst mit Salzs&ure gemischt, sodass die MNP-Kerne aufgel6st werden und
nur noch freies Eisen vorliegt. Dies ermdglicht die Bildung eines roten Chelatkomplexes
aus Eisen(Il)-lonen und Phenanthrolin, der auch als Ferroin bezeichnet wird [46]. An-
schlieRend wird die Absorption der Proben bei einer Wellenldnge von A =510 nm mit
einem Spektralphotometer gemessen [47]. Aus dieser Vorgehensweise ergeben sich die
gemessenen Eisenkonzentrationen, die in Tabelle 2 zu finden sind.

Fur alle Experimente, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt werden, wird die an der
PTB gemessene Eisenkonzentration der Proben berticksichtigt.

3.1.2 Gerite und Laborzubehor

In Tabelle 3 sind die verwendeten Gerate und das verwendete Laborzubehor aufgelistet,
die fur die Messung und Préaparation der Proben eingesetzt werden.

Materialien und Geréate Hersteller Produkttyp
Magnetpartikelspektrometer Bruker Biospin MPS-3
(MPS)
Nuclear Magnetic Resonance Bruker The minispec mq60
(NMR) Relaxometer
Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5702
Vortexer Scientific Industries, Inc Vortex Genie 2 Digital
Mikrowaage / Analysenwaage A&D Discover Precision BM-20
Gefriertrocknungsanlage Christ Alpha 1-4 LSC
Gefriertrocknungsanlagen
GmbH
Reinstwasser- Anlage Evoqua Ultra-Clear™ TWF UV UF

Water Technologies

™
(mit TOC-Monitor)

Mikroliterpipetten

Eppendorf

Research® Plus
1-Kanal
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Pipettenspitzen flr Mikroliterpi- Eppendorf epT.1.P.S® Standard
petten
2 mL Reaktionsgefale Eppendorf Safe-Lock-Tubes
Eppendorf-Quality™
0,2 mL PCR-Reaktionsgefale Eppendorf Safe-Lock-Tubes
PCR clean

Tabelle 3: Verwendete Laborgerate und Laborzubehdr unter Angabe des Herstellers und des Pro-
dukttyps.

3.1.3 Reagenzien

In Tabelle 4 sind die verwendeten Reagenzien aufgelistet, die flr die Durchfihrung der
Experimente bendtigt werden.

Reagenzien Darreichungsform / Hersteller
Vorkommen
Bovines Serumalbumin (BSA) Lyopbhilisiertes Pulver Sigma Aldrich
Biotinyliertes BSA (B-BSA) Lyophilisiertes Pulver Sigma Aldrich
Biotin Lyophilisiertes Pulver Sigma Aldrich
0,1 mol/L Natronlauge (NaOH) Flussigkeit chemicell GmbH

Tabelle 4: Verwendete Reagenzien unter Angabe der Darreichungsform und des Herstellers.

Das BSA, B-BSA und das Biotin liegen in einer lyophilisierten Pulverform vor. Zur Ver-
arbeitung pulverférmiger Reagenzien wird die vorher berechnete Menge mithilfe einer
Analysenwaage abgewogen und anschlieend in 0,1 %-w/w BSA-L6sung suspendiert.
Das pulverformige Biotin ist aufgrund der leichten Lipophilie schlecht in wassrigen L6-
sungen l6slich. In 1 mL H20 sind lediglich 0,22 mg Biotin I6slich. Zur Herstellung ho-
herer Biotinkonzentrationen wird das Biotin basierend auf den Ergebnissen anderer Ar-
beiten in 0,1 mol/L Natronlauge suspendiert [48]. In diesem basischen Verdinnungsme-
dium sind bis zu 10 mg/mL Biotin l6slich [49].

3.2 Messmethoden

Im Rahmen dieser Arbeit wird die MPS als Messmethode zum Nachweis der Querver-
netzung von MNP mit B-BSA gewdhlt. Als Vergleichsmethode wird die Messung der
NMR-Relaxationszeiten herangezogen.

3.2.1 MPS

Im MPS werden die Proben einem sinusférmigem Anregungsfeld mit einer Frequenz
fo = 25,25 kHz ausgesetzt, wodurch die MNP stédndig ihre Magnetisierungsrichtung
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andern. Durch die sich &ndernde Magnetisierung der MNP in der Probe wird in der Emp-
fangsspule eine Spannung induziert. Die zeitabhangige Antwort der MNP auf das Anre-
gungsfeld wird anschlieBend Fourier-transformiert [17]. Aufgrund des nicht-linearen
Magnetisierungsverhaltens der MNP weist das gemessene MPS-Spektrum charakteristi-
sche Amplituden bei den ungeraden Vielfachen 2k + 1 der Anregungsfrequenz fo auf [10]
[21].

Am vorhandenen MPS kann die Amplitude des Anregungsfeldes Ba zwischen 0,04 mT
und 25 mT und die Mittelungszeit zwischen 0,1 s und 30 s eingestellt werden. In dieser
Arbeit werden Anregungsfelder mit einer Amplitude von B =5 mT, Ba =12 mT und
Ba = 25 mT verwendet. Die MPS-Messungen kdnnen zusétzlich tber einen Skript-Modus
automatisiert durchgefiihrt werden. Der Skript-Modus erlaubt das Implementieren einer
automatisierten Messfolge unter Angabe der Anregungsfeldstarke, der Messdauer und
der zugehdrigen Untergrunddatei ohne jegliche Interaktion mit dem Bediener. Nachdem
eine Probe mit den zuvor definierten Parametern gemessen worden ist, fordert der Skript-
modus dazu auf, die néchste Probe einzusetzen. Das Messskript wird fir diese Arbeit so
geschrieben, dass nach jedem Messzyklus eine Messung bei Ba = 0,05 mT erfolgt, da bei
dieser geringen Anregungsfeldstarke die magnetische Wechselwirkung zwischen den
MNP gering ist. Die eingestellte Anregungsfeldstarke im MPS bleibt bis zur nachsten
Messung bei einer anderen Anregungsfeldstérke bestehen. Ein komplettes Ausschalten
der Anregung ist am vorhandenen Gerat nur durch SchlieBen der Software mdglich.
Durch dieses Vorgehen ist die nachste Probe beim Einsetzen in das MPS keinem Feld
von Ba = 25 mT, sondern lediglich von Ba = 0,05 mT ausgesetzt, bevor die Messreihe be-
ginnt [29].

In Abbildung 10 a) ist das verwendete MPS an der PTB zu sehen. In Abbildung 10 b) ist
der Probenstab mit einer Probe dargestellt, welche zur Messung in das MPS (Offnung ©
der Abbildung 10 a)) eingefuhrt wird.
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Abbildung 10: (a) Verwendetes MPS an der PTB. Die Probe wird durch die Offnung © einge-
fuhrt. Ein Deckel dient der Positionierung des Probenstabes und dem Schutz vor Verunreinigun-
gen der Probenkammer. Im Hochfrequenzkafig des MPS @ befindet sich die Messkammer mit
der Sende- und Empfangsspule. Ein Regler ® sorgt fur eine stabile Kammerinnentemperatur von
37°C. Zur Verstarkung des erzeugten Anregungssignals wird ein konventioneller Audioverstarker
@ verwendet. (b) Ein speziell geformter Probenstab © dient der reproduzierbaren Positionierung
der Probe im MPS. Die MNP-Probe wird in eine PCR Kapsel abgefllt, im Probenstabunterteil
@ versenkt und mit dem Probenstab @ verschraubt und fixiert.

In Abbildung 11 ist der Hochfrequenzkafig des MPS mit den wichtigsten Komponenten
und der Positionierung der Probe schematisch dargestelit.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Komponenten im Hochfrequenzkéfig des MPS. Die
Probe ® wird mit dem Probenstab © eingefiihrt. Die Messung findet in der Probenkammer @
satt, in dem sich die Empfangsspule @ befindet. Die Anregungsspule @ befindet sich aulRerhalb
der Probenkammer. Die zur Messung notwendigen Komponenten befinden sich im Hochfre-
quenzkafig ®. Ein Positionierstift ® sorgt flr eine reproduzierbare Zentrierung der PCR-Kapsel
in der Empfangsspule ®. Ein temperierter Gasstrom @ sorgt flir eine konstante Temperatur in
der Kammer und verhindert, dass Staub durch die Offnung in die Messkammer gelangt. Die
MNP-Probe befindet sich in einem PCR-Gefall ®, das in dem Probenstab fixiert wird. (Quelle:
Darstellung in Anlehnung an [17].)

3.2.1.1 Ablauf der Messung

Nach dem Einschalten des MPS wird zunéachst eine Feldstarke von B, =25 mT eingestellt.
Erst nach einer Aufwérmzeit von ca. 30 min kann mit den Messungen begonnen werden.
Wahrend der Aufwarmzeit stellt sich die Solltemperatur von 37°C ein. Fir die Messung
der Proben werden diese in PCR Kapseln abgefullt und anschlieBend im Probenstab fi-
xiert. Der Probenstab wird mit der fixierten Probe in das MPS eingefihrt, sodass sich die
Probe im Zentrum der Empfangsspule befindet (siehe Abbildung 11).

Zur Vorbereitung der Messung mit dem MPS wird zundchst die leere Probenkammer
(empty chamber) gemessen. Im néchsten Schritt erfolgt eine Untergrundmessung durch
die Messung des leeren Probenstabes (empty sample holder). AnschlieBend wird eine
Leermessung mit Offset-Korrektur durch den Abzug des Untergrundsignals durchge-
fihrt. Hierbei ist zu beachten, dass die Untergrundsignale bei allen benétigten Anre-
gungsfeldstérken aufgezeichnet werden missen. Anschlielend kénnen die vorbereiteten
Proben gemessen werden. VVon dem gemessenen Probensignal wird das zuvor aufgezeich-
nete Untergrundsignal abgezogen.
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Wahrend der Messung werden regelmalig Leermessungen durchgefihrt, die zur Kon-
trolle der zeitlichen Stabilitat des Untergrundsignals und zur Erkennung von moglichen
Verunreinigungen, z.B. durch Staub, dienen.

Nach dem Abspeichern der Messergebnisse im XML-Format werden die relevanten In-
formationen mithilfe von PTB-internen Skripten extrahiert. Die Messdaten werden in ei-
ner Ubersichtsdateien mit allen relevanten Messdaten im CSV-Format abgespeichert. Die
Messdaten stehen jedem Mitarbeiter im internen PTB-Messrechnernetz zur Verfligung.

3.2.1.2 Auswertung

Die Auswertung der MPS-Messungen erfolgt anhand den Amplituden A, mit der Einheit
[Am?] und der Phase ¢ mit der Einheit [°]. Hierbei werden die signaltragenden ungeraden
Harmonischen mit den Frequenzen f = n - fo berticksichtigt [10].

In den durch ein PTB-internes Skript extrahierten Datensétzen sind die Messwerte der
Amplitude der Harmonischen As, das konzentrationsunabhéngige As/As-Verhaltnis und
die Phase der dritten Harmonischen ¢z fur jede durchgefiihrte Messung tabellarisch ab-
gespeichert. Die Amplituden des MPS-Spektrums héngen von der MNP-Menge in der
Probe ab. Die Amplitude As stellt tiblicherweise die Amplitude mit der hochsten Intensitat
im MPS-Spektrum dar und eignet sich daher besonders zur Quantifizierung von MNP in
unbekannten Proben.

Die Auswertung der Quervernetzungsexperimente erfolgt anhand des As/Asz-Verhaltnis-
ses und der Phase der dritten Harmonischen g3. Das As/As-Verhdltnis ist ein konzentrati-
onsunabhangiger Parameter, der Rickschlisse auf die Wechselwirkung der MNP mit
dem umgebenden Medium erlaubt. Die Phase beschreibt die Fahigkeit der MNP dem An-
regungssignal von fo = 25 kHz zu folgen. Da die Phasenverschiebung mit der Vergrolie-
rung der MNP-Komplexe zunimmt, eignet sich die Phase ebenfalls zur Auswertung der
Quervernetzungsexperimente. In dieser Arbeit wird die Phase der dritten Harmonischen
@3 zur Beurteilung der Entstehung von Quervernetzungen der MNP mit B-BSA ausge-
wertet [16].

Zur Bestimmung der Sensitivitat der MPS in Bezug auf die verwendeten MNP-Systeme
wird zusitzlich der Parameter As" mit der Einheit [Am?/kg] benétigt. Dieser ist in den
extrahierten Daten der MPS nicht aufgefiihrt, da zur Berechnung die Eisenmasse des ver-
wendeten MNP-Systems bekannt sein muss. Der Parameter As” ergibt sich aus der Nor-
mierung der Amplitude der dritten Harmonischen Az bzgl. der Eisenmasse der verwende-
ten MNP-Probe. Jedes MNP-System weist einen anderen As"-Wert auf. Die Bestimmung
von As” erfolgt nach der folgenden Formel:

A A
A3* = 3 = 3 . (7)

Mpge Cre " Mpe * Vprobe
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Hierbei entspricht mee der Eisenmasse der Probe in [g], As der Amplitude der dritten Har-
monischen, cre der Eisenkonzentration der verwendeten MNP-Systeme in [mol/L], Mre
der molaren Masse von Eisen (Mre = 55,845 g/mol) und Vprobe dem Probenvolumen in

[L].

Eine genauere Variante zur Bestimmung der Sensitivitit As” ist die Berechnung der Ge-
radensteigung fur die Funktion As(mre). Dazu wird eine Verdlinnungsreihe des jeweiligen
MNP-Systems angefertigt, mit der MPS gemessen und die Amplitude As Uber die Eisen-
masse mre aufgetragen.

3.2.2 NMR-Relaxometrie

Die NMR-Relaxometriemessung wird im Rahmen dieser Arbeit als Vergleichsmethode
zur Untersuchung der Quervernetzungsreaktion durchgefihrt. Das Messprinzip der
NMR-Relaxometrie wurde bereits in Abschnitt 2.2.2 behandelt. Im Rahmen dieser Ba-
chelorarbeit wird die transversale Relaxationszeit T> mit einem NMR-Relaxometer (mi-
nispec mg60, Bruker) bei 1,4 T mit einer Protonen-Resonanz-Frequenz von 60 MHz ge-
messen. Die Bestimmung der T.-Relaxationszeit erfolgt mit der Spin-Echo-Sequenz
CPMG (= Carr-Purcell-Meiboom-Gill-Sequenz!t). Zur Auswertung wird die transversale
Relaxivitat r> ermittelt (siehe 2.2.2, Formel (6)).

Zur Messung werden die préparierten Quervernetzungsproben mithilfe eines von einem
PTB-Mitarbeiter selbstgebauten Probenhalters fir PCR-Kapseln in den Messbereich des
Gerates Uberfuhrt. Die Messergebnisse werden mittels der gerateeigenen Steuer- und
Auswertesoftware ausgewertet und manuell protokolliert.

3.3 Pipettiermethodik

Fur die Herstellung von Verdinnungsreihen mit viskosen Verdinnungsmedien wird zur
Minimierung der Pipettierunsicherheit die Methodik des reversen Pipettierens angewen-
det. Bei dieser Methodik wird der Pipettenknopf beim Aufsaugen einer Flissigkeit bis
zum zweiten Druckpunkt durchgedriickt. Beim Entlassen der Fllssigkeit wird der Pipet-
tenknopf nur bis zum ersten Druckpunkt durchgedriickt. Das in der Pipettenspitze tbrig-
gebliebene Restvolumen wird verworfen. Fur die Herstellung der B-BSA-Verdinnungs-
reihe und der MNP-Verdinnung werden Eppendorf-GeféalRe genutzt. Die Praparation der
Quervernetzungsproben findet in den MPS-Messgefalien (PCR-Tubes) statt.

Fir jede Probe wird eine neue Pipettenspitze verwendet, auch wenn die zu pipettierende
Flissigkeit identisch ist. Durch diese Vorgehensweise kann das zuvor eingestellte VVolu-
men mit einer geringeren Abweichung durch das Verbleiben von Lésung in der Pipetten-
spitze pipettiert werden.

11 Datenpunkte: 1500, Echozeit: tecno = 0,4 ms, Durchlaufe: 4
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4  Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden die Experimente ausgewertet und diskutiert, die mithilfe der in
Abschnitt 3 beschriebenen Materialien und Methoden durchgefiihrt werden.

Zu Beginn wird eine Unsicherheitsbetrachtung durchgefiihrt, die fur die Interpretation der
Messdaten notwendig ist. AnschlieBend erfolgt die Durchfiihrung von Voruntersuchun-
gen. Im Rahmen der Voruntersuchungen werden zunéchst die fur die Quervernetzung
entscheidenden Signalparameter untersucht.

Im Zuge dessen werden die Quervernetzungsexperimente in Abh&ngigkeit von verschie-
denen Parametern ausgewertet. Abschlie3end erfolgt der VVergleich der entwickelten Me-
thodik mit der NMR-Relaxometrie. Im Anschluss wird die Leistungsfahigkeit der Metho-
dik anhand der Sensitivitat, der Nachweisgrenze und der gebundenen Menge BSA unter-
sucht.

4.1 Unsicherheitsbetrachtung

Erste Anhaltspunkte fur die Suche nach Unsicherheiten bei der MPS-Messung liefert die
Bachelorarbeit von Kyri [17]. Eine mdgliche Quelle fir das Auftreten von Messunsicher-
heiten ist das MPS-Gerdt selbst. Im Dauerbetrieb kdnnen Driften aufgrund der Elektroni-
kerwédrmung auftreten. Des Weiteren treten Messunsicherheiten des Geréterauschens auf,
welche mit der Berechnung des LOD analysiert und ausgewertet werden.

Neben den Messunsicherheiten, die von dem Messgerat selbst ausgehen, beeinflussen be-
stimmte Umweltfaktoren, wie z.B. die Raumtemperatur und die Luftfeuchtigkeit die Mes-
sung. Diese Einflussfaktoren sind allerdings sehr gering, weshalb auf diese Faktoren im
Folgenden nicht weiter eingegangen wird.

Zudem haben ebenso das Probengefal und das Probenvolumen einen Einfluss auf die
Unsicherheit der Messergebnisse. Die induzierte Spannung in der Empfangsspule ist von
der Eisenmasse der Probe abhangig, weshalb die Probenmenge einen direkten Einfluss
auf das magnetische Dipolmoment hat. Zudem kann es durch magnetischen Staub in der
Luft zu Verunreinigungen der Probe kommen, die zu einem héheren MPS-Signal der
Probe flihrt [17]. Deshalb ist bei der Préparation der Proben darauf geachtet worden, dass
die ProbengefaRe nur fir die Befiillung gedffnet werden. Des Weiteren sorgt der Uber-
druck in der MPS-Messkammer daftir, dass sich kein Staub in der Probenkammer ansam-
meln kann (siehe Abschnitt 3.2.1).

In Abhéngigkeit von der Viskositét der zu pipettierenden Flussigkeit kann es zu Variati-
onen des Probenvolumens kommen. Um die relative Pipettierunsicherheit zu minimieren,
wird die Pipettiertechnik des reversen Pipettierens angewendet (siehe Kapitel 3.3).
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Da die Betrachtung der Pipettierunsicherheit und des Untergrundrauschens der MPS fiir
die Bewertung der Unsicherheit unerlasslich sind, werden diese im Folgenden eingehend
untersucht.

4.1.1 Ermittlung der Pipettierunsicherheit

In diesem Abschnitt wird auf die Abhangigkeit der Pipettierunsicherheit von der Visko-
sitdt des Mediums eingegangen. In den folgenden Experimenten zur Untersuchung der
Quervernetzung der funktionalisierten MNP mit B-BSA sollen die MNP in einer BSA-
Losung verdinnt werden. Da die Viskositdt mit der Konzentration von BSA zunimmt,
wird die Pipettierunsicherheit bei einer BSA-Konzentration von 0,1 %-w/w, 1 %-w/w
und 10 %-w/w bestimmt. Auf Grundlage dieses Experiments folgt die Auswahl einer ge-
eigneten BSA-Konzentration flr die Quervernetzungsexperimente.

Probenpraparation

Fur die Untersuchung der Pipettierunsicherheit werden zehn Proben des MNP-Systems
SY64 mit einem Probenvolumen von V =18 pL und einer Eisenkonzentration von
Cre = 7,2 mmol/L in 0,1 %-w/w, 1 %-w/w und 10 %-w/w BSA-L6sung hergestellt. Zur
Herstellung der Verdinnungsproben werden 3 uL des MNP-Systems SY64 zu jeweils
27 uL BSA-L6sung pipettiert. Zur Kontrolle werden zudem zehn Proben des MNP-Sys-
tems SY64 nach demselben Pipettierschema in doppelt-destilliertem Wasser (ddH20) an-
statt in BSA-L6sung hergestellt. Nach der Herstellung der Proben werden diese im Vor-
texer fur t = 10 s bei n = 2200 rpm gemischt, sodass eine homogene L&sung entsteht. An-
schlieBend wird das MPS-Signal bei einer Anregungsfeldstarke von B, = 25 mT gemes-
sen.

Die hierfur bendtigten BSA-Lésungen werden fir ein Gesamtvolumen von V =45 mL
berechnet. Von der 10 %-w/w BSA-LAsung wird ein geringeres Volumen von V =5 ml
hergestellt (siehe Anhang A.1.a).

Auswertung und Ergebnis

Aus den zehn praparierten Proben mit demselben Verdiinnungsmedium wird der Mittel-
wert A; und die Standardabweichung o (43) fir die Amplitude der dritten Harmonischen
As ermittelt. AnschlieRend wird die relative Pipettierunsicherheit geméaf der Formel

o4s) | ®)

Uret = —==— 00
3

berechnet. In Tabelle 5 sind die Mittelwerte, die Standardabweichungen und die daraus
resultierenden relativen Pipettierunsicherheiten in Abhangigkeit der Verdiinnungsmedien
aufgelistet.
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Mittelwert Standardabweichung Relative
A3 o (A3) Unsicherheit

[nAm?] [nAm?] Urel

[%]

0,1 %-w/w 279 7,0 2,51
BSA-L6sung

1 %-wiw 276 6,8 2,46
BSA-L0Osung

10 %-wiw 269 19 6,92
BSA-L6sung

ddH20 265 12 4,64

Tabelle 5: Relative Pipettierunsicherheit fir 0,1 %-w/w BSA-L6sung, 1 %-w/w BSA-Lsung,
10 %-w/w BSA-L6sung und Reinstwasser.

Die relative Pipettierunsicherheit unterscheidet sich bei den Verdinnungsmedien von
0,1 %-w/w und 1 %-w/w BSA-L6sung um 0,05 %-Punkte voneinander (siehe Tabelle 5).
Wird allerdings eine 10 %-w/w BSA-Ldsung zur Verdinnung der MNP eingesetzt, steigt
die relative Pipettierunsicherheit um 4,41 %-Punkte im Vergleich zu der relativen Pipet-
tierunsicherheit unter Verwendung der 0,1 %-w/w BSA-Ldsung an.

Diskussion und Fazit

Aufgrund der erhohten Viskositat kommt es hdufiger zu Pipettierfehlern, da Reste der
pipettierten Losung in der Pipettenspitze verbleiben oder bei Wiederverwendung der glei-
chen Pipettenspitze (bei Pipettieren derselben Flussigkeit), Reste der Losung an dem &u-
Reren Rand der Spitze verbleiben kdnnen. Durch diese Fehlerquellen kommt es zu einer
Erhéhung oder Verminderung des Probenvolumens, wodurch die Konzentration der
MNP in dem Verdiunnungsmedium beeinflusst wird. Diese Konzentrationsanderung fiihrt
zu einem veranderten MPS-Signal.

Aus Tabelle 5 geht hervor, dass die relative Pipettierunsicherheit bei der Verwendung
von doppelt destilliertem Wasser (ddH20) um 2,12 %-Punkte hoher ist als bei der Ver-
wendung von 0,1 %-w/w BSA-L6sung. Aufgrund der niedrigeren Viskositat von ddH20
im Vergleich zu 0,1 %-w/w BSA-L6sung wird eine geringere Pipettierunsicherheit er-
wartet. Die hohere relative Unsicherheit bei dem Pipettieren von Reinstwasser ergibt sich
mit hoher Wahrscheinlichkeit aus der Verunreinigung des verwendeten PCR-Gefales
z.B. mit magnetischen Staubkdrnchen. Die BSA-LAsungen wurden in verschlielRbaren
Falcon-Tubes prépariert, wahrenddessen das ddH20 in ein Reagenzglas abgefullt wurde,
bevor dieses zu der MNP-LG8sung pipettiert wurde. Aufgrund der erhohten Fehlerquote
durch Verunreinigungen mit Staub wird empfohlen, die Probengeféalie nur kurzzeitig ge-
Offnet zu lassen. Diese Methodik wird fur alle weiteren Experimente innerhalb dieser
Arbeit angewendet.
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Die relative Pipettierunsicherheit ist von der Viskositat des Mediums abhéngig. Trotz der
geringen relativen Pipettierunsicherheit bei der Verwendung von 1 %-w/w BSA-LGsung
ist es wahrend des Pipettierens aufgrund der erhéhten Viskositat zur Blaschenbildung
gekommen. Bei Verwendung von 0,1 %-w/w BSA-L6sung ist dieser Effekt beim Pipet-
tieren nicht aufgetreten. Aufgrund dessen wird fiir die folgenden Experimente eine 0,1 %-
w/w BSA-Losung als Verdiinnungsmedium verwendet.

4.1.2 Ermittlung des Hintergrundrauschens der MPS

Das Rauschen wird auch als Untergrundsignal der MPS bezeichnet und beschreibt die
Instabilitat der Messwerte. Aus der Ermittlung des Untergrundrauschens wird anschlie-
Rend die Nachweisgrenze (eng. limit of detection; LOD) der MPS ermittelt. Die Nach-
weisgrenze gibt Aufschluss dariiber, ab welcher Harmonischen das Signal nicht mehr
vom Rauschen unterscheidbar ist. Da bei dieser Arbeit geringe Eisenkonzentrationen ver-
wendet werden, muss zuvor die Nachweisgrenze beziglich der Harmonischen Az und As
bekannt sein.

Zur Ermittlung der Nachweisgrenze der MPS werden 30 Messungen des leeren Pro-
benstabes nach Abzug des Untergrundsignals bei den Feldstarken Ba =5 mT, Ba =12 mT
und Ba = 25 mT durchgefihrt.

Auswertung und Ergebnis

Durch die Mehrfachmessung lasst sich ein Mittelwert und eine Standardabweichung des
Untergrundsignals der MPS ermitteln. Diese VVorgehensweise ermdoglicht es, die Nach-
weisgrenze rechnerisch durch die folgende Formel zu bestimmen:

LOD = A35+3-0(A35). ©)

Zur Auswertung der Messungen werden die ungeraden Harmonischen Az und As berlck-
sichtigt. In Abbildung 12 sind die berechneten Mittelwerte des Untergrundsignals gra-
fisch dargestellt. Die Standardabweichung ist als Unsicherheitsbalken der Mittelwerte
eingezeichnet.
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Abbildung 12: Grafische Darstellung des Mittelwertes A;5 und der Standardabweichung
d(A35) des Untergrundsignals der MPS in Abhéngigkeit von der Anregungsfeldstérke Ba.

In Tabelle 6 sind die Nachweisgrenzen der MPS in Abhé&ngigkeit von der Anregungsfeld-
starke Ba dargestellt.

Ba=5mT Ba=12mT Ba=25mT

[Am?] [Am?] [Am?]
LODa3 1,05- 10 1,06 - 101 2,35-10%
LODas 5-1012 5.41-1012 1,03-10%

Tabelle 6: Nachweisgrenzen der MPS bei den Feldstarken Ba=5mT, Ba=12mT und
B.=25mT.

Die Nachweisgrenze ist von der Anzahl der Harmonischen und der Feldstarke B, abhan-
gig (siehe Tabelle 6).

Fur die Auswahl einer geeigneten MNP-Konzentration es ist essenziell, dass die
Amplitude der Harmonischen As (iber der Nachweisgrenze liegt, sodass das konzentrati-
onsunabhdangige As/As-Verhaltnis bestimmt werden kann.
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Diskussion und Fazit

Das hohere Untergrundsignal bei steigender Feldstarke l&sst sich durch die Zunahme der
thermischen Belastung der Elektronik der MPS mit zunehmender Anregungsfeldstérke
erklaren. Darlber hinaus erzeugen mogliche magnetische Verunreinigungen in der Pro-
benkammer erst bei hohen Anregungsamplituden ein Signal, das das thermische Rau-
schen der Elektronik unter Umstanden Ubersteigt.

Die in Tabelle 6 voneinander abweichenden Nachweisgrenzen bei Auswertung unter-
schiedlicher Harmonischen kommt durch die unterschiedliche Intensitat der erzeugten
Harmonischen durch den Sendeverstérker zustande sowie durch einen unterschiedlichen
Beitrag magnetischer Verunreinigungen zu den jeweiligen Harmonischen. Das Rauschen
Ist umso stérker, je néher die Frequenz bei der Anregungsfrequenz von fo = 25 kHz liegt.
Bei Auswertung der Amplitude der Harmonischen Az ist dementsprechend das Rauschen
hoher als bei der Harmonischen As [50].

Trotz der zunehmenden Intensitat des Untergrundsignals bei steigender Anregungsfeld-
starke erfolgt die Auswertung der Quervernetzungsexperimente bei Ba =25 mT, da
dadurch das héchste MPS-Signal erzeugt werden kann. Dies setzt voraus, dass eine ge-
ntigend hohe Eisenkonzentration der verwendeten MNP-Systeme verwendet wird, dessen
MPS-Signal sich eindeutig vom Untergrundsignal der MPS unterscheidet.
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4.2 Voruntersuchungen

In diesem Abschnitt wird die Auswahl eines geeigneten MNP-Konzentrationsbereichs fiir
die Quervernetzung thematisiert. Zudem werden die MNP durch Gefriertrocknung im-
mobilisiert und die Signaldnderung im MPS durch die Immobilisierung untersucht. Des
Weiteren werden die charakteristischen Signalparameter dargestellt, die zur Auswertung
der Quervernetzungsexperimente herangezogen werden.

4.2.1 Ermittlung eines geeigneten MNP-Konzentrationsbereichs

Zur Versuchsplanung der Quervernetzungsexperimente ist es notwendig, zuvor einen
Konzentrationsbereich zu definieren, in dem die MNP-Systeme mittels der MPS nach-
weisbar sind. Die Bestimmung eines geeigneten Konzentrationsbereichs erfolgt durch die
Herstellung einer Verdinnungsreihe der verwendeten MNP-Systeme in 0,1 %-w/w BSA-
Losung, da bei diesem Medium die geringste Pipettierunsicherheit festgestellt wurde
(siehe Abschnitt 4.1.1). Weiterhin werden Messungen bei unterschiedlichen Anregungs-
feldstarken durchgefuhrt, da diese einen Einfluss auf die gemessenen MPS-Sig-
nalamplituden haben (siehe 4.1.2).

Probenpraparation

Es wird eine logarithmische Verdinnungsreihe der MNP in 0,1 %-w/w BSA-L6sung her-
gestellt. Das eingesetzte Probenvolumen betragt jeweils V = 18 uL. Fir die erste Verdin-
nungsstufe 1:10 werden 2 uL MNP zu 18 pL 0,1 %-w/w BSA-L6sung pipettiert. Diese
Verdlinnung entspricht einer Eisenkonzentration des MNP-Systems SY50 von
cre = 5,1 mmol/L. Zur Herstellung der zweiten Verdlnnungsstufe 1:100 mit einer Eisen-
konzentration von cre = 0,51 mmol/L werden entsprechend 2 uL der 1:10 Verdunnung zu
18 pL 0,1%-w/w BSA-L6sung pipettiert. AnschlieRend werden die Proben fir jeweils
t = 10 s bei n = 2200 rpm gevortext. Diese Vorgehensweise wird bis zu einer Verdiinnung
von 1:107 und einer Eisenkonzentration von cre = 5,1 nmol/L des MNP-Systems wieder-
holt.

Die Herstellung der Verdinnungsreihe (siehe dazu Anhang A.1.b) erfolgt fiir die Strep-
tavidin-funktionalisierten MNP-Systeme SY50, SY64 und PE23.

Auswertung und Ergebnis
In Abbildung 13 ist die Abh&ngigkeit der Amplitude der Harmonischen Az von der Ei-
senmasse dargestellt, welche mit zunehmender Verdiinnungsstufe abnimmt.
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Abbildung 13: Amplitude der dritten Harmonischen Az in Abhangigkeit von der Eisenmasse me.
des MNP-Systems bei den Anregungsfeldstarken B; =5 mT und B, = 25 mT.

Bis zu der Verdinnungsstufe 1:10.000 mit einer Eisenmasse von 5,13 ng ist die
Amplitude der dritten Harmonischen Az bei allen verwendeten MNP-Systemen SY50,
SY65 und PE23 deutlich vom Untergrundrauschen unterscheidbar. Im Bereich der Nach-
weisgrenze der MPS gehen die Messwerte in ein Sattigungsverhalten Gber, da die
Amplitude des Untergrundsignals erreicht ist.

Die aus diesem Experiment gewonnenen Erkenntnisse ermdglichen es im weiteren Ver-
lauf, eine geeignete MNP-Konzentration flr die Quervernetzung der MNP mit B-BSA
festzulegen. Hierflr ist vor allem entscheidend, dass sich die Amplitude der dritten und
flinften Harmonischen von der Amplitude des Untergrundsignals der MPS abheben.

Die Amplitude der finften Harmonischen As hat eine geringere Intensitét als die der drit-
ten Harmonischen. Aufgrund der Abhédngigkeit des As/As-Verhéltnisses von der
Amplitude der finften Harmonischen wird die geeignete MNP-Konzentration anhand der
Auswertung der Harmonischen As ermittelt.

In Abbildung 14 ist die Amplitude der finften Harmonische As der verwendeten MNP-
Systeme in Abh&ngigkeit von der Eisenmasse der Verdiinnungsprobe dargestellt.
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Abbildung 14: Darstellung der Amplitude der flinften Harmonischen As fiir die verwendeten
MNP-Systeme bei Ba =5 mT und B = 25 mT. Die Verdiinnungsstufe 1:100 ist rot umrandet. Bei
dieser Verdiinnungsstufe wird eine Eisenmasse von ca. 1 pg Eisen je Probe verwendet, die zu
einer Signalintensitat im Bereich von 10 Am? fiihrt.

Wenn die Messung bei Ba =5 mT durchgefiihrt wird, befindet sich die VVerdunnungsstufe
1:10.000 bereits im Bereich der Nachweisgrenze. Aufgrund der Abhéngigkeit der Signal-
intensitat von dem Eisengehalt der Probe wird fur die folgenden Versuche 1 pg Eisen pro
Probe verwendet. Aus Abbildung 14 kann entnommen werden, dass 1 pg Eisen bei allen
drei MNP-Systemen und einer Feldstérke von Ba = 25 mT zu einer Amplitude der flinften
Harmonischen im Bereich von 1 nAm? und bei einer Feldstirke von B, =5 mT zu einer
Amplitude im Bereich von 0,1 nAm? fiihrt. Damit befindet sich das MPS-Signal bei der
Feldstarke Ba = 25 mT um den Faktor 1000 und bei der Feldstarke Ba = 5 mT um den
Faktor 100 tber der Nachweisgrenze der MPS.

Wenn eine lineare Funktion an die Messwerte der fiinften Harmonischen bei einer Anre-
gungsfeldstarke von Ba =5 mT angelegt wird, schneidet diese Funktion die horizontale
Nachweisgrenze bei einer Eisenmasse von mee = 7,39 ng. Bei einer Anregungsfeldstéarke
von Ba = 25 mT schneit die lineare Funktion die Nachweisgrenze bei mge = 1,30 ng. Dies
entspricht der minimalen Eisenmasse, die zum Nachweis mit der MPS bei der jeweiligen
Anregungsfeldstarke verwendet werden muss.

Bei Verwendung einer Eisenmasse von 1 ug je Probe kann ein ausreichend hohes MPS-
Signal generiert und zugleich B-BSA gespart werden, da das B-BSA-MNP-Verhaltnis fir
die Quervernetzung entscheidend ist.
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Diskussion und Fazit

In den folgenden Quervernetzungsversuchen wird mit einem Endvolumen von V = 20 pL
gearbeitet, woraus sich eine benotigte Eisenkonzentration von cre = 0,05 g/L je Probe
ergibt.

Eine Eisenkonzentration von cre = 0,05 g/L flhrt im MPS zu einer Signalamplitude der
fiinften Harmonischen As im Bereich von 1 nAm?. Diese Signalintensitat ist fiir den Nach-
weis der Quervernetzung mittels der MPS aufgrund der hohen Sensitivitat der Methodik
ausreichend.

Wenn die Eisenkonzentration der Proben erhéht wird, muss fur die Quervernetzung
ebenso die B-BSA-Konzentration erhoht werden, da fur die Quervernetzung das B-BSA-
MNP-Verhéltnis ausschlaggebend ist. Dies erfordert den Verbrauch von einer sehr hohen
Menge B-BSA, weshalb im Rahmen dieser Arbeit geringe Eisenkonzentrationen verwen-
det werden.

4.2.2 Ermittlung der Sensitivitit

Die Sensitivitat der MPS entspricht der Anderungsrate der dritten Harmonischen As in
Abhangigkeit der Eisenmasse des jeweiligen MNP-Systems und stellt demzufolge die
Steigung der Geraden in Abbildung 15 dar.

Auswertung und Ergebnis
Zur Bestimmung der Sensitivitat der MPS wird eine lineare Kurvenanpassung (,,Linear
Fit*) durchgefiihrt, wodurch die Steigung der Geraden durch eine definierte Anzahl von
Messpunkten bestimmt wird.

Im Rahmen dieser Arbeit werden die ersten fiinf Messwerte der dritten Harmonischen
gewahlt (Verdiinnung 1:1 bis 1:100 000), da diese Uber der Nachweisgrenze der MPS
liegen (siehe Abschnitt 4.2.1). In Abbildung 15 ist die lineare Kurvenanpassung fir das
MNP-System SY50 bei Ba = 25 mT dargestellt.
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Abbildung 15: Lineare Kurvenanpassung der MPS-Signalamplitude As; fir das MNP-System
SY50 bei der Anregungsfeldstérke B, = 25 mT.

Die Steigung der Geraden und damit die Sensitivitat der MPS fiir das MNP-System SY50
entspricht 0,028 Am?/g (siehe Abbildung 15). Entsprechend dieser Vorgehensweise er-
geben sich fur die drei verwendeten MNP-Systeme die in Tabelle 7 dargestellten Sensiti-
vitaten.

MNP-System Sensitivitét Sensitivitat
Ba=25mT Ba=5mT
[Am?/g] [Am?/g]
SY50 0,028 39-10°
SY64 0,027 4,3-10°
PE23 0,017 3,1-10°%

Tabelle 7: Sensitivitaten der MNP-Systeme SY50, SY64 und PE23 bei einer Anregungsfeldstarke
von B, =5mT und B =25 mT.

In Abbildung 16 sind die Sensitivitaten in Abhangigkeit von dem hydrodynamischen
Durchmesser der MNP-Systeme dargestellt.
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Abbildung 16: Sensitivitat As" in Abhangigkeit von dem hydrodynamischen Durchmesser dnyq der
verwendeten MNP-Systeme bei einer Anregungsfeldstarke von Ba =5 mT und B, = 25 mT.

Bei Auswertung der Sensitivitat bei einer Anregungsfeldstarke von Ba =25 mT ist er-
kennbar, dass die Sensitivitdt mit der Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers
sinkt (siehe Abbildung 16). Die Differenz zwischen dem MNP-System PE23 mit der ge-
ringsten Sensitivitat und SY50 mit der hochsten Sensitivitat betragt 39,29 %. Die Sensi-
tivitaten der MNP-Systeme SY50 und SY64 unterscheiden sich mit 3,57 % nur gering
voneinander. Bei einer Anregungsfeldstarke von Ba =5 mT ist die Sensitivitat fur das
MNP-System PE23 mit dem groRten hydrodynamischen Durchmesser von dnya = 130 nm
ebenfalls am geringsten. Allerdings ist die Sensitivitdt des MNP-Systems SY64 mit dem
hydrodynamischen Durchmesser von dnyg = 70 nm um 10,26 % hoher als die des MNP-
Systems SY50 mit dem geringsten hydrodynamischen Durchmesser von dhyg = 50 nm.

Die Signalintensitaten im MPS sind von dem hydrodynamischen Durchmesser der MNP-
Systeme abhangig. Bei Auswertung der Anregungsfeldstarke Ba = 25 mT nimmt die Sen-
sitivitat mit der Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers ab. Bei der Anregungs-
feldstarke von Ba =5 mT ist derselbe Effekt zu beobachten, mit der Ausnahme, dass die
Sensitivitat bei dem MNP-System SY64 im Vergleich zu SY50 zunimmt.

Diskussion und Fazit

Je groéRer der hydrodynamische Durchmesser der MNP-Systeme ist, desto schlechter kon-
nen die magnetischen Momente der hochfrequenten Anregung folgen. Mobile MNP re-
laxieren nach Brown, da die Drehung des Magnetisierungsvektors innerhalb der MNP
langsamer ist als die Rotation des gesamten MNP [7]. Die Brown-Relaxationszeit ist von
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der hydrodynamischen Grolze der MNP abhangig. Je groRer der hydrodynamische Durch-
messer der MNP ist, desto hoher ist die Brown-Relaxationszeit (siehe Abschnitt 2.1.2.1,
Formel (1)). Dieser Mechanismus fuhrt dazu, dass die MPS-Signalamplitude mit zuneh-
mender GroRe der MNP abnimmt.

Das MNP-System SY50 weist die hdchste Sensitivitat auf, wodurch dieses MNP-System
flr die MPS-Messungen am besten geeignet ist. Das MNP-System PE23 erzeugt hinge-
gen im Vergleich zu den MNP-Systemen SY50 und SY64 die geringste Signalintensitéat.
Fur die Quervernetzungsexperimente mit B-BSA eignet aufgrund dessen das MNP-Sys-
tem SY50 mit einer Sensitivitat von As” = 0,028 Am?/gre am besten.

4.2.3 Konzentrationsunabhiingige Signalparameter

Zur Auswertung der Messergebnisse stehen unterschiedliche Signalparameter der MPS
zur Verfugung. In dem folgenden Abschnitt wird auf zwei wichtige Signalparameter ein-
gegangen, anhand derer die Quervernetzung der MNP mit B-BSA beurteilt werden kann.

Im Zuge dessen werden die Messdaten aus Abschnitt 4.2.1 in Bezug auf das As/Asz -Ver-
haltnis und die Phase der dritten Harmonischen @3 ausgewertet.

4.2.3.1 As/Az-Verhaltnis

Zur Auswertung wird anstatt der Amplitude der Harmonischen das in Abbildung 17 dar-
gestellte konzentrationsunabhangige As/As-Verhaltnis ausgewertet.
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Abbildung 17: Untersuchung des konzentrationsunabhangigen As/As-Verhaltnisses der verwen-
deten MNP-Systeme in Abh&ngigkeit von der Eisenmasse der Probe bei den Anregungsfeldstar-
ken Ba=5mT und B. =25 mT.

Anhand der Auswertung des As/As-Verhaltnisses sind Riickschlisse auf die Wechselwir-
kung der MNP-Systeme mit dem Medium mdglich. Das As/As-Verhaltnis bleibt bei die-
sem Experiment aufgrund der logarithmischen Verdiinnung der MNP-Proben bis zur
Nachweisgrenze der MPS konstant. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass sich die
magnetischen Eigenschaften der MNP nicht durch die Verdinnung der Proben mit
0,1 w/w-% BSA-L6sung verandern. Bei geringeren Eisenkonzentrationen kommt es auf-
grund der Nachweisgrenze der MPS sowohl bei Ba=5 mT als auch bei Ba =25 mT zu
starken Schwankungen im As/As-Verhaltnis.

Das As/As-Verhaltnis bleibt bei den Verdiinnungsstufen 1:1 bis 1:10* bei beiden Anre-
gungsfeldstarken nahezu konstant.

4.2.3.2 Phase der dritten Harmonischen g3

Anhand der Phasenverschiebung der dritten Harmonischen sind Riickschliisse auf die
GroRe der ausgebildeten Komplexe maglich. Durch die Quervernetzung der MNP mit B-
BSA wird der hydrodynamische Durchmesser der Komplexe erhoht. GréRere Komplexe
flhren zu einer verldngerten Brown-Relaxationszeit, wodurch die Phasenverschiebung
zunimmt.

In Abbildung 18 ist die Phase der dritten Harmonischen s der Verdlinnungsreihen der
MNP-Systeme aus Kapitel 4.2.1 dargestellt.
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Abbildung 18: Untersuchung der Phasenverschiebung des Zeitsignals auf das wechselnde Anre-
gungsfeld der dritten Harmonischen As der verwendeten MNP-Systeme in Abhéngigkeit von der
Eisenmasse mg. der Probe bei den Anregungsfeldstarken B, =5 mT und B, = 25 mT.

Die Phase ¢3 bleibt bis zu der Verdiinnungsstufe 1:10% konstant (siehe Abbildung 13). Ab
der Verdiinnungsstufe 1:10* befinden sich die Messwerte bei der Feldstirke Ba=5mT
bereits im Bereich der Nachweisgrenze der MPS. Daher sind die Messwerte nicht mehr
eindeutig vom Rauschen des Messsystems unterscheidbar. Bei Auswertung der Messda-
ten bei den Feldstarken Ba =5 mT und Ba = 25 mT ist auffallig, dass die Phasenverschie-
bung des MNP-Systems SY64 am hdchsten ist, obwohl dieses MNP-System lediglich
einen hydrodynamischen Durchmesser von dnyg = 70 nm aufweist. Das MNP-System
PE23 mit dem groRten hydrodynamischen Durchmesser von dnyd = 130 nm weist wie er-
wartet eine groRere Phasenverschiebung als das MNP-System SY50 mit dem geringsten
hydrodynamischen Durchmesser von dnyd = 50 nm auf.

Die Phase der dritten Harmonischen g3 bleibt bei den Verdiinnungsstufen 1:1 bis 1:10°
bei beiden Anregungsfeldstarken nahezu konstant. Fur weitere Experimente im Rahmen
dieser Arbeit wird eine Eisenmasse von 1 pg verwendet, da sowohl im As/As-Verhaltnis
als auch in der Phase der dritten Harmonischen unter Verwendung dieser Eisenmasse
keine Schwankungen auftreten. Mit einem Probenvolumen von Vprone = 20 L ergibt sich
eine Eisenkonzentration von cre = 0,05 g/L.
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4.2.4 Immobilisierung der MNP

In diesem Abschnitt wird auf die Immobilisierung der MNP-Systeme mithilfe der Ge-
friertrocknung in einer Mannitol-L6sung eingegangen. Durch die Immobilisierung wird
die Brown-Relaxation der MNP verhindert. Neben der Brown-Relaxation kdnnen die
MNP auch nach Neéel relaxieren, wobei sich lediglich die atomaren magnetischen Mo-
mente mit dem angelegten Magnetfeld ausrichten (siehe 2.1.2.1).

Probenpraparation und Messablauf

Es wird eine 1:2 Verdinnung der MNP-Systeme SY50, SY64 und PE23 mit einer 10 %-
w/w Mannitol-Lésung hergestellt. Hierfiir werden jeweils 6 pl der MNP-L6sung und
12 ul der 10 %-w/w Mannitol-L6ésung in ein PCR-Tube pipettiert. AnschlieRend werden
die Proben fur t = 10 s bei n = 2200 rpm mit dem Vortexer gemischt. VVor der Immobili-
sierung der MNP wird das MPS-Signal der mobilen MNP als Vergleichswert gemessen.

Im nachsten Schritt werden die MNP in der Gefriertrocknungsanlage gefriergetrocknet,
wodurch die Mannitol-L6sung kristallisiert und die MNP in dem entstanden Kristallgitter
immobilisiert werden (siehe 2.4). AnschlieRend wird das MPS-Signal der gefriergetrock-
neten MNP-Proben gemessen.

Auswertung und Ergebnis
Zur Auswertung der Messergebnisse wird die Anderung des As/As-Verhiltnisses und die
Phase der dritten Harmonischen ¢z untersucht.

As/As-Verhaltnis

In Abbildung 19 sind die Anderungen der As/As-Verhaltnisse durch die Immobilisierung
der MNP-Systeme dargestellt.
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Abbildung 19: Anderung des As/As-Verhaltnisses durch die Immobilisierung der MNP-Systeme
(a) SY50, (b) SY64 und (c) PE23 in Abhéngigkeit von der Anregungsfeldstarke B..

Das As/Az-Verhaltnis des MNP-Systems SY50 nimmt durch die Immobilisierung bei den
Anregungsfeldstarken Ba =5 mT und Ba = 12 mT im Durchschnitt um 1,89 %-Punkte zu.
Bei einer Anregungsfeldstérken von Ba = 25 mT nimmt das As/As-Verhéltnis um 2,29 %-
Punkte ab. Bei dem MNP-System SY64 nimmt das As/As-Verhéltnis durch die Immobi-
lisierung im Durchschnitt um 6,48 %-Punkte ab. Das As/As-Verhéltnis des MNP-Systems
PE23 nimmt im Durchschnitt durch die Immobilisierung um 3,81 %-Punkte ab.

Bei den MNP-Systemen SY64 und PE23 ist eine Abnahme des As/Az-Verhéltnisses mess-
bar. Bei dem MNP-System SY50 ist nur bei der Anregungsfeldstéarke von Ba=25mT
eine Abnahme des As/As-Verhdltnisses nachweisbar.

Phase der dritten Harmonischen ¢3

In Abbildung 20 ist die Anderung der Phase @3 durch die Immobilisierung der MNP-
Systeme dargestellt.
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Abbildung 20: Anderung der Phase g3 durch die Immobilisierung der MNP-Systeme (a) SY50,
(b) SY64 und (c) PE23 in Abhangigkeit von der Anregungsfeldstérke B..

Durch die Immobilisierung nimmt die Phasenverschiebung bei der Anregungsfeldstérke
Ba=5 mT bei dem MNP-System SY50 um 19,55°, bei SY64 um 24,38° und bei PE23
um 2,47 ° zu.

Die Phasenverschiebung bei der Anregungsfeldstarke Ba = 12 mT nimmt bei dem MNP-
System SY50 um 5,76° und bei SY64 um 12,39° zu. Bei dem MNP-System PE23 nimmt
die Phasenverschiebung um 0,93° ab.

Bei der Anregungsfeldstarke Ba = 25 mT nimmt die Phasenverschiebung bei dem MNP-
System SY50 um 0,44° und bei PE23 um 2,07° ab. Bei dem MNP-System SY64 nimmt
die Phasenverschiebung um 1,47° zu.

Eine signifikante Zunahme der Phasenverschiebung ist nur bei den Anregungsfeldstérke
Ba =5 mT und Ba =12 mT messbar (SY50 und SY64). Bei dem MNP-System PE23 ist
eine Zunahme der Phasenverschiebung lediglich bei der Anregungsfeldstarke Ba =5 mT
messbar.
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Diskussion und Fazit

Durch die Gefriertrocknung der MNP-Mannitol-Ldsung werden die MNP in einer Man-
nitol-Matrix immobilisiert. Dadurch kdnnen die MNP nicht mehr rotieren und ihre mag-
netischen Momente durch den Brown-Relaxationsmechanismus mit dem Anregungsfeld
ausrichten. [51] Dies ist im MPS durch ein geringeres As/As-Verhéltnis und eine hohere
Phasenverschiebung nachweisbar. Allerdings konnen die MNP zudem nach Neel relaxie-
ren (siehe Abschnitt 2.1.2.1), wodurch sich lediglich die magnetischen Momente der
MNP mit dem Anregungsfeld ausrichten, ohne zu rotieren. Dieser Relaxationsmechanis-
mus findet trotz Immobilisierung statt und fuhrt zu einem hoheren As/Az-Verhéltnis der
immobilisierten Proben.

Durch die Immobilisierung der MNP nimmt das As/As-Verhaltnis der MNP-Systeme
SY64 und PE23 bei allen Anregungsfeldstérken ab. Diese Beobachtung ist durch die er-
hohte Brown-Relaxationszeit der MNP zu erkléaren. Bei dem MNP-System SY50 ist eine
Zunahme des As/Az-Verhdltnisses zu beobachten. Dieser Effekt l&sst sich durch die Ket-
tenbildung der MNP erklaren, die zu einer Signalzunahme fuhrt [52] [53]. Der Zusam-
menhang zwischen der Kettenbildung von MNP und der Zunahme des As/Asz-Verhaltnis-
ses wird durch das Experiment der feldabhangigen Feldexposition wahrend der Inkuba-
tion untersucht. (siehe Abschnitt 4.3.4).

Die Abnahme des As/As-Verhaltnisses lasst sich dadurch erklaren, dass sich die magneti-
schen Momente der immobilen MNP dem Anregungssignal von fo = 25 kHz langsamer
mit dem angelegten Magnetfeld ausrichten. Dadurch wird erwartet, dass die Phasenver-
schiebung zunimmt. Bei einem Anregungsfeld von Ba = 25 mT wird allerdings eine ge-
ringe Abnahme der Phasenverschiebung festgestellt. Die Differenz zwischen der Phasen-
verschiebung der immobilisierten MNP und den mobilen MNP ist sehr gering. Je h6her
das Anregungsfeld B, ist, desto weniger ist die Phasenverschiebung messbar, da die hohe
Anregungsfeldstarke zu einer schnelleren Ausrichtung der magnetischen Momente fuhrt.

Das Experiment zeigt, dass die Anderung des As/As-Verhaltnisses durch die Immobilisie-
rung bei allen verwendeten MNP-Systemen SY50, SY64 und PE23 nachweisbar ist. Auf-
grund der schnelleren Ausrichtung der magnetischen Momente der MNP mit zunehmen-
der Anregungsfeldstérke Ba ist der Effekt der Phasenverschiebung nur bei einer Anre-
gungsfeldstérke von Ba = 5 mT bei allen verwendeten MNP-Systemen nachweisbar. Dies
bedeutet, dass die Signaldnderung bei Ba = 5 mT hoch genug ist, um eine Quervernetzung
der MNP-Systeme anhand des MPS-Signals nachzuweisen.
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4.3 Quervernetzung der MNP mit B-BSA

Die Quervernetzung der MNP mit B-BSA stellt den Hauptteil dieser Arbeit dar. Innerhalb
dieses Abschnitts wird zunéchst auf die Abhé&ngigkeit der Quervernetzungsreaktion von
der Anregungsfeldstarke eingegangen. Anschlielend wird die Reproduzierbarkeit der
Methodik nachgewiesen. Zuletzt wird der Einfluss der Inkubationszeit und der Einfluss
eines externen Magnetfeldes auf das MPS-Signal der Proben wahrend der Inkubation un-
tersucht.

4.3.1 Abhingigkeit der Quervernetzungsreaktion von der
Anregungsfeldstirke

In diesem Abschnitt wird die Anderung des MPS-Signals durch die Quervernetzungsre-
aktion der MNP-Systeme mit B-BSA in Abhangigkeit von der Anregungsfeldstarke un-
tersucht.

Probenpraparation und Messablauf

Herstellung der B-BSA-Verdunnungsreihe

Zur Bestimmung der Vernetzungsfahigkeit wird eine Konzentrationsreihe mit unter-
schiedlichem Gehalt an B-BSA prapariert. Einen ersten Anhaltspunkt fir eine geeignete
Konzentrationsreihe des B-BSA liefert die Dissertation von Heim [39]. Das B-BSA zu
MNP-Verhéltnis aus jener Arbeit wird auf die erste Verdiinnungsreihe dieser Arbeit tiber-
tragen. AnschlieRend wird die Verdiinnungsreihe im Rahmen eines weiteren Experiments
konkretisiert, sodass das Maximum der Quervernetzungsreaktion und damit das optimale
Verhaltnis der Reaktanden feiner abgetastet werden kann. Die Pipettierschemata zur Her-
stellung der B-BSA-Verdinnungen sind in Anhang A.1.c zu finden.

Herstellung der MNP-Verdiinnung

Die MNP-L6sungen werden vor der Durchfiihnrung des Quervernetzungsexperiments mit
0,1 %-w/w BSA-Ldsung verdinnt, sodass eine Eisenkonzentration von cre = 0,05 g/L je
Probe erreicht wird. Hierfur wird die an der PTB gemessene Eisenkonzentration der
MNP-Systeme (siehe Tabelle 2) beriicksichtig. Das Pipettierschema ist in Anhang A.1.d
zu finden.

Nachdem die entsprechende MNP-L6sung hergestellt worden ist, werden die Proben fir
t =30 s bei n =2200 rpm zentrifugiert, sodass sich groRere Agglomerate der MNP am
Boden des Eppendorf-GefaRes absetzen. AnschlieBend werden 80 % des Uberstandes in
ein weiteres Eppendorf-GefaR pipettiert. Der Uberstand wird fiir die folgenden Querver-
netzungsexperimente verwendet. Durch diese VVorgehensweise wird sichergestellt, dass
potenziell vorhandene MNP-Agglomerate das Messergebnis nicht beeinflussen und vor
jedem Experiment einheitliche Messbedingungen herrschen. Durch die Zentrifugation
der Proben nimmt die Eisenkonzentration im Uberstand ab. Dieser Effekt wird allerdings
als unerheblich erachtet, da die Abnahme der Eisenkonzentration durch die kurze
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Zentrifugationszeit erfahrungsgeméal geringfiigig ist. Fir das Quervernetzungsexperi-
ment mit dem MNP-System PE23 werden 270 uL MNP-L6sung (26 Proben + 1 Kon-
trolle) benotigt. Fir MNP-System SY50 und SY64 werden aufgrund weniger Verdin-
nungsschritte lediglich 230 pL der MNP-L6sung bendétigt. Da nur 80 % der Ausgangslo-
sung durch das Abpipettieren des Uberstandes verwendet werden, werden je MNP-Sys-
tem 320 uL MNP-L6sung hergestellt. Das tbrigbleibende VVolumen wird als Reserve zu-
riickbehalten.

Herstellung der Quervernetzungsproben

Fur die Praparation der Quervernetzungsproben werden die zuvor hergestellten B-BSA-
Verdinnungen und die MNP-Verdunnungen bendtigt. Es jeweils 10 puL der B-BSA-Ver-
dinnung und 10 pL der MNP-Verdinnung in ein PCR-Tube pipettiert. Das PCR-Tube
wird anschlieRend fir t = 10 s bei n = 2200 rpm gevortext und fiir 4 h bei Rautemperatur
inkubiert.

Messablauf

Die Messung erfolgt im MPS bei den Anregungsfeldstiarken Ba =5 mT, Ba =12 mT und
Ba =25 mT im Skriptmodus (siehe Abschnitt 3.2.1.1 ). Damit die darauffolgende Probe
keinem 25 mT Magnetfeld ausgesetzt ist, wird eine Abschlussmessung bei einer Anre-
gungsfeldstérke von Ba = 0,05 mT und einer Akquisitionszeit von t = 0,1 s durchgefihrt.
Durch diese VVorgehensweise wird die Wahrscheinlichkeit der Kettenbildung der MNP
im Magnetfeld minimiert [52].

Die Proben werden fir alle drei MNP-Systeme nacheinander préapariert und anschlieRend
nach Ablauf der Inkubationszeit von 4 h in derselben Reihenfolge gemessen, in der die
Proben prépariert wurden. Durch die vierstiindige Inkubationszeit sind geringe Abwei-
chungen in der Inkubationszeit durch die Praparation der Proben fiir die Messung nicht
relevant. Wahrend der Messung wird in regelmaRigen Abstéanden eine neue Offset-Dateli
durch die Messung des leeren Probenstabs erstellt.

Auswertung und Ergebnis

In diesem Abschnitt wird auf die Auswertung der Quervernetzungsexperimente in Ab-
hangigkeit von der Anregungsfeldstérke Ba. eingegangen. Die angegebene relative Unsi-
cherheit der Messwerte von ure = 0,25 % als Unsicherheitsbalken resultiert aus der Re-
produzierbarkeit der Quervernetzungsreaktion (siehe Abschnitt 4.3.2).

MNP-System SY50

In Abbildung 21 ist das Quervernetzungsexperiment mit dem MNP-System SY50 darge-
stellt.
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Abbildung 21: Quervernetzung des MNP-Systems SY50 mit B-BSA. In (a), (c) und (e) ist das
As/Az-Verhaltnis und in (b), (d) und (f) ist die Phase der dritten Harmonischen ¢s bei der jeweili-
gen Anregungsfeldstarke von B, =5 mT, B, = 12 mT und B, = 25 mT dargestellt.

Bei einer geringen Anregungsfeldstarke von Ba =5 mT richten sich die B-BSA-MNP-
Komplexe entsprechend langsamer mit dem angelegten Feld aus. Durch diesen Effekt ist
ein geringeres As/As-Verhdltnis messbar im Vergleich zu den Anregungsfeldstarken
Ba =12 mT und Ba =25 mT.

Bei einer Anregungsfeldstérke von Ba =5 mT wird im As/As-Verhéltnis und der Phase ¢3
bei einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von ca. 10 ein AusreiRer gemessen. In der Phase der
dritten Harmonischen ¢z ist dieser Effekt auch bei den Anregungsfeldstarken Ba = 12 mT
und Ba =25 mT zu beobachten. Bei Auswertung des As/As-Verhaltnisses schwanken die
Messwerte im Rahmen der relativen Unsicherheit von 0,25 %, wodurch keine Minima
oder Maxima erkennbar sind. Daraus geht hervor, dass mit dem MNP-System SY50 keine
Quervernetzung mit B-BSA beobachtet werden kann.
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MNP-System SY64

In Abbildung 22 ist das Quervernetzungsexperiment mit dem MNP-System SY 64 darge-
stellt.
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Abbildung 22: Quervernetzung des MNP-Systems SY64 mit B-BSA. In (a), (c) und (e) ist das
As/Az-Verhdltnis und in (b), (d) und (f) ist die Phasen der dritten Harmonischen g3 bei der jewei-
ligen Anregungsfeldstarke von B, =5 mT, B, = 12 mT und B, = 25 mT dargestellt.

Bei einem B-BSA-MNP-Verhiltnis von ca. 10~ bildet sich im As/As-Verhaltnis ein Mi-
nimum aus, das allerdings im Rahmen der relativen Unsicherheit von 0,25 % liegt (siehe
Abbildung 22). Es ist keine Anderung des As/As-Verhiltnisses oder der Phasenverschie-
bung messbar. Daraus geht hervor, dass das MNP-System SY64 keine mit dem MPS
nachweisbare Quervernetzung mit B-BSA ausbildet.
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MNP-System PE23

In Abbildung 23 ist das Quervernetzungsexperiment mit dem MNP-Systems PE23 dar-
gestellt.
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Abbildung 23: Quervernetzung des MNP-Systems PE23 mit B-BSA. In (a), (c) und (e) ist das
As/Az-Verhdltnis und in (b), (d) und (f) ist die Phasen der dritten Harmonischen g3 bei der jewei-
ligen Anregungsfeldstarke von B, =5 mT, B. = 12 mT und B, = 25 mT dargestellt.

Das As/Az-Verhaltnis erhoht sich bei einem B-BSA-MNP-Verhaltnis von 0,59 bis zu der
Ausbildung eines Maximums bei 37,5 (siehe Abbildung 23). Das As/As-Verhaltnis nimmt
anschlieBend mit weiterer Erhdhung des B-BSA-MNP-Verhéltnisses bis zu einem B-
BSA-MNP-Verhéltnis von 300 ab. Bei einem B-BSA-MNP-Verhaltnis von 600 steigt der
As/Az-Wert weiter an und Ubersteigt sogar das As/As-Verhéltnis des Maximums. Die Pha-
senverschiebung der dritten Harmonischen nimmt bei der Anregungsfeldstarke
Ba =25 mT bei einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von 0,59 bis zur Ausbildung eines Mini-
mums bei 9,38 zu. Bei einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von 18,75 bis 600 nimmt die Pha-
senverschiebung wieder ab.

Bei Auswertung des As/As-Verhaltnisses bei einer Anregungsfeldstiarke von Ba=5mT
steigt der As/As-Wert im Maximum im Vergleich zur Basislinie*> um 0,62 %-Punkte an.
Bei einer Anregungsfeldstérke von Ba = 12 mT steigt der As/As-Wert im Maximum um
0,79 %-Punkte und bei Ba = 25 mT um 0,7 %-Punkte an. Zudem kann bei der Anregungs-
feldstarke von Ba =25 mT eine Zunahme der Phasenverschiebung um 0,2° beobachtet

12 7ur Ermittlung der Basislinie wird der Mittelwert der Messungen bei der jeweiligen Feldstarke von Probe
12 — 26 berechnet.
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werden. Bei den anderen Anregungsfeldstarken ist hingegen keine Anderung der Phasen-
verschiebung messbar.

Bei einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von 0,59 bis 300 wird bei einer Anregungsfeldstérke
von Ba = 25 mT ein Anstieg des As/Az-Verhaltnisses um 0,7 %-Punkte und eine Zunahme
der Phasenverschiebung um 0,2° beobachtet. Diese Signalanderung lasst auf die Entste-
hung von B-BSA-MNP-Quervernetzungen schlieBen, die zu einer héheren Phasenver-
schiebung und einem héheren As/Az-Verhéltnis fihren.

Die anderen MNP-Systeme SY50 und SY64 eigenen sich nicht fir den Nachweis der
Quervernetzungsreaktion mit B-BSA mithilfe der MPS, da innerhalb der durchgeftihrten
Experimente keine signifikante Signaldnderung beobachtet werden kann.

Diskussion und Fazit

Unter Verwendung des MNP-Systems PE23 ist bei Variation der BSA-Konzentration un-
ter gleichbleibender Eisenkonzentration eine Zunahme des As/As-Verhaltnisses und der
Phasenverschiebung mit steigender B-BSA-Konzentration zu beobachten. Die Signalén-
derung deutet auf eine Quervernetzung der MNP mit B-BSA hin, wodurch sich das dy-
namische Magnetisierungsverhalten der MNP veréndert. Das Maximum der Quervernet-
zung ist bei einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von 37,5 zu erkennen. Dies entspricht dem
Aquivalenzbereich, in dem die groRte KomplexgréRe erreicht ist. Die Quervernetzungs-
reaktion entspricht dem Kurvenverlauf von Heidelberger und Kendall [8] (siehe Ab-
schnitt 1.1). Nimmt das B-BSA-MNP-Verhéltnis weiter zu, verkleinert sich die Kom-
plexgroRe wieder [7]. Bei der Arbeit von Heim [7] findet die maximale Signalanderung
bei einem B-BSA-MNP-Verhdltnis von 4,5 statt. Dieser Unterschied deutet darauf hin,
dass das Optimum der Quervernetzungsreaktion von dem MNP-System abhangig ist.

Das erhohte As/As-Verhaltnis bei einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von 600 kann durch die
Agglomeration von B-BSA entstehen. In der Phase der dritten Harmonischen ist keine
Erh6hung der Phasenverschiebung wie bei der Ausbildung des Maximums zu erkennen.
Diese Beobachtung indiziert, dass die B-BSA-Molekiile bei einer sehr hohen Konzentra-
tion teilweise ohne MNP agglomerieren. Die Agglomeration von B-BSA konnte dazu
flhren, dass groRere B-BSA-Komplexe entstehen, die die Streptavidin-funktionalisierten
MNP binden kdnnen, wodurch eine quervernetzungsahnliche Reaktion stattfinden
konnte.

Die Voruntersuchungen haben ergeben, dass das As/As-Verhéltnis durch die Immobilisie-
rung der MNP abnimmt (siehe Abschnitt 4.2.4). Aufgrund dessen wurde erwartet, dass
das As/As-Verhaltnis durch die Quervernetzung der MNP mit B-BSA ebenfalls abnimmt.
Allerdings wird durch das vorliegende Experiment nachgewiesen, dass das As/Az-Ver-
héltnis durch die Quervernetzungsreaktion zunimmt. Dieses Phdnomen koénnte auf die
Kettenbildung der MNP zuriickzufiihren sein, die erfahrungsgemaR ein hoheres As/As-
Verhéltnis und eine héhere Phasenverschiebung verursacht.
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Die MNP-Systeme SY50 und SY64 haben im Vergleich zu PE23 eine héhere Sensitivitat
(siehe Abschnitt 4.2.2). Aufgrund dessen wirde SY50 und SY64 bevorzugt fur die Quer-
vernetzungsexperimente eingesetzt werden. Allerdings ist eine signifikante MPS-Sig-
nalanderung, die auf eine Quervernetzung der MNP mit B-BSA schlieRen lasst, nur mit
dem MNP-System PE23 messbar.

Die Auswertung der Quervernetzungsreaktion des MNP-Systems PE23 erfolgt fur alle
weiteren Experimente bei der Anregungsfeldstarke Ba = 25 mT, da bei dieser Feldstarke
sowohl im As/As-Verhaltnis (0,7 %-Punkte) als auch in der Phasenverschiebung (0,2°)
eine Signaldnderung messbar ist. Des Weiteren ist die Sensitivitat bei der Anregungsfeld-
starke Ba = 25 mT am hochsten (siehe Abschnitt 4.2.2).
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4.3.2 Reproduzierbarkeit der Methodik

Die Reproduzierbarkeit der Methodik wird anhand des MNP-Systems PE23 untersucht.
Dazu wird das Quervernetzungsexperiment dreimal durchgefiihrt. Anschliefend wird die
Unsicherheit des Experiments ermittelt.

Probenpraparation und Messablauf

Die Probenpréparation fir die Quervernetzung des MNP-Systems PE23 erfolgt analog zu
Kapitel 4.3.1. Der Messzyklus entspricht dem in Kapitel 4.3.1 beschriebenem Ablauf.

Auswertung und Ergebnis
In Abbildung 24 sind die Messwerte des Originalexperiment und die im Rahmen des
Wiederholungsexperiments erfassten Messwerte bei der Anregungsfeldstéarke
Ba = 25 mT dargestellt.
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Abbildung 24: Darstellung der Reproduzierbarkeit der Methodik anhand der Durchfiihrung von
zwei Wiederholungsexperimenten mit identischem Ablauf. In (a), (c) und (e) ist das As/As-
Verhaltnis dargestellt. In (b), (d) und (f) ist die Phasen der dritten Harmonischen ¢s zu sehen. In
(a) und (b) sind die Ergebnisse des Originalexperiments abgebildet. In (c) und (d) ist das erste
und in (e) und (f) ist das zweite Wiederholungsexperiment abgebildet. Die Auswertung erfolgt
bei der Anregungsfeldstérke B, = 25 mT.

Zur Berechnung der relativen Unsicherheit wird der Mittelwert und die Standardabwei-
chung der As/Az-Messwerte der drei durchgefiihrten Experimente ermittelt. AnschlieRend
wird die relative Unsicherheit fiir jeden Messwert mit der Formel (8) berechnet. Daraus
ergibt sich eine mittlere relative Unsicherheit von ure = 0,25 %.
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Die relative Unsicherheit von ure = 0,25 % wird im Rahmen eines Unsicherheitsbalkens
fur jeden Messwert berticksichtigt.

Diskussion und Fazit

Die Quervernetzungsreaktion ist durch alle drei Experimente mit einer relativen Unsi-
cherheit von urel = 0,25 % reproduzierbar (siehe Abbildung 24).

Die Quervernetzung der MNP mit B-BSA ist durch die Ausbildung eines Maximums im
As/Asz-Verhéltnis bei einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von 4,69 bis 37,5 gekennzeichnet.
Die Quervernetzung der MNP mit B-BSA verursacht zudem eine Phasenverschiebung
durch die GroRe der entstandenen B-BSA-MNP-Komplexe. Die Phasenverschiebung er-
reicht das Maximum ebenfalls bei einem B-BSA-MNP-Verhaltnis von 9,38 bis 37,5.

Aufféllig ist, dass bei einem sehr hohen B-BSA-MNP-Verhéltnis von 600 (bzw. einer B-
BSA-Konzentration von 60 mg/mL) bei Auswertung des As/Az-Verhaltnises ein Anstieg
des MPS-Signals nachgewiesen werden kann. Nach Beriicksichtigung der Unsicherheit
von Urel = 0,25 % liegt der Messwert bei 60 mg/mL B-BSA im Bereich des Maximums
der Quervernetzungsreaktion. Da dieser Messwert reproduzierbar nachweisbar ist, kann
dieser Effekt durch die erhohte Viskositét bei hohen B-BSA-Konzentrationen erklart wer-
den. Durch die erhohte Viskositat kann es zu einer Agglomeration der B-BSA-Molekiile
ohne MNP kommen. Die Agglomeration von B-BSA kodnnte dazu fuhren, dass eine quer-
vernetzungsahnliche Reaktion stattfindet.

Bei Betrachtung der Phase der dritten Harmonischen ¢s ist auffallig, dass die groRte Pha-
senverschiebung bei einem B-BSA-MNP-Verhaltnis von 9,38 bis 18,8 stattfindet. Bei ei-
nem B-BSA-MNP-Verhdltnis von 37,5 nimmt die Phasenverschiebung und damit die
GroRe der Komplexe wieder ab.



4 Ergebnisse und Diskussion 59

4.3.3 Abhéngigkeit von der Inkubationszeit

In diesem Abschnitt wird die Abhdngigkeit der Quervernetzungsreaktion des MNP-Sys-
tems PE23 von der Inkubationszeit untersucht.

Probenpraparation und Messablauf

Die Probenherstellung fiir das MNP-System PE23 erfolgt gemal Kapitel 4.3.1. Vor je-
dem Messzyklus werden die Proben fiir t = 10 s bei n = 2200 rpm gevortext.

Der Messzyklus entspricht dem in Kapitel 4.3.1 beschriebenem Ablauf. Zur Beurteilung
des Einflusses der Inkubationszeit auf das As/As-Verhaltnis und die Phase @3 der Quer-
vernetzungsproben werden die quervernetzten Proben des MNP-Systems PE23 nach 4 h,
24 h, 72 h und 168 h im MPS gemessen.

Auswertung und Ergebnis

In Abbildung 25 ist das As/As-Verhéltnis in Abh&ngigkeit von der Inkubationszeit bei der
Anregungsfeldstérke B, = 25 mT dargestelit.
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Abbildung 25: Abhangigkeit des As/As-Verhaltnisses von der Inkubationszeit (4 h rot, 24 h grau,
72 h blau und 158 h griin). Die Messung erfolgt bei der Anregungsfeldstérke B, =25 mT.

Das As/Asz-Verhdltnis erhoht sich mit zunehmender Inkubationszeit deutlich (siehe Abbil-
dung 25). Die Basislinie bleibt unter Beruicksichtigung der relativen Unsicherheit von
uret = 0,25 % bis zu einer Inkubationszeit von 72 h konstant. Das Maximum, welches die
Quervernetzung von B-BSA mit dem MNP-System indiziert, steigt mit der Erhdhung der
Inkubationszeit.
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Des Weiteren geht aus Abbildung 25 hervor, dass die Differenz der As/As-Werte zwischen
den B-BSA-MNP-Verhaltnissen von 600 und 300 mit zunehmender Inkubationszeit ab-
nimmt.

In Abbildung 26 ist die Abhangigkeit der Phase der dritten Harmonischen ¢z von der
Inkubationszeit dargestellt.
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Abbildung 26: Abhéngigkeit der Phase der dritten Harmonischen ¢s von der Inkubationszeit (4 h
rot, 24 h grau, 72 h blau und 168 h griin). Die Messung erfolgt bei der Anregungsfeldstéarke
B.=25mT.

Die Phasenverschiebung steigt mit zunehmender Inkubationszeit (siehe Abbildung 26).
Bei einer Inkubationszeit von 72 h wird beobachtet, dass die Messwerte der Basislinie
zunehmen. Im Gegensatz dazu verschiebt sich die Basislinie bei Auswertung des As/As-
Verhaltnises im Rahmen der Unsicherheit.

Bei einer Inkubationszeit von 168 h unterscheidet sich die Basislinie bei geringen B-
BSA-MNP-Verhéltnissen sowohl bei Auswertung des As/As-Verhéltnisses als auch der
Phasenverschiebung signifikant von der Basislinie bei kiirzeren Inkubationszeiten. Der
Effekt der Quervernetzung kann bereits nach einer Inkubationszeit von 4 h anhand des
As/Az-Verhéltnisses und der Phase der dritten Harmonischen Az beobachtet werden. Mit
zunehmender Inkubationszeit verstarkt sich der Effekt.
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Diskussion und Fazit

Bei einer Inkubationszeit von 168 h kommt es zu einem signifikanten Anstieg des As/As-
Verhaltnisses bei geringen B-BSA-MNP-Verhéltnissen. Der Anstieg der Basislinie kann
durch Entstehung von B-BSA-MNP-Komplexe trotz geringer B-BSA-Konzentrationen
erklart werden.

Die Phasenverschiebung sowie das As/As-Verhéltnis steigt mit zunehmender Inkubations-
zeit. Diese Beobachtung impliziert, dass die Entstehung der B-BSA-MNP-Komplexe
zeitabhéngig ist.

Auf der Basis dieser Ergebnisse kann die Uberschreitung einer Inkubationszeit von 24 h
nicht empfohlen werden, da sich die Messwerte der Basislinie signifikant voneinander
unterscheiden. Dies wurde zu einer Fehlinterpretation der Ergebnisse fihren.
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4.3.4 Feldabhingige Inkubation

In diesem Abschnitt wird der Einfluss eines externen Magnetfeldes wahrend der Inku-
bation auf die Quervernetzungsreaktion untersucht. Die feldabhdngige Inkubation wird
analog zu den vorherigen Experimenten anhand des MNP-Systems PE23 durchgefihrt.

Probenpraparation

Zur Untersuchung des Einflusses eines externen Magnetfeldes wéhrend der Inkubations-
zeit von 4 h werden abweichend zu den in den vorherigen Kapiteln beschriebenen Expe-
rimenten nicht alle B-BSA-Verdiinnungsstufen verwendet. Stattdessen wird die Probe
verwendet, bei der die groRte Signaldnderung zu erwarten ist. Die maximale Signalande-
rung findet bei einem B-BSA-MNP-Verhaltnis von 37,5 statt. Zudem wird die Probe mit
der geringsten B-BSA-Konzentration verwendet. Das geringste B-BSA-MNP-Verhéltnis
des Hauptexperiments liegt bei 1,43 - 10° (siehe Anhang A.1.f).

Die Inkubation der Proben erfolgt mithilfe des Skriptmodus direkt im MPS.

Messablauf

Das Experiment ist in zwei Teilexperimente aufgeteilt, die im Folgenden naher beschrie-
ben werden.

Kontinuierliche Feldexposition (= KFE)

Das erste Teilexperiment sieht eine kontinuierliche Feldexposition der Proben im MPS
vor. Hierfur wird ein Messskript verwendet, das nach jeder Messung bei Ba = 25 mT fiir
t = 1 s eine Minute bis zur n&chsten Messung bei Ba = 25 mT fiir t = 1 s wartet. Wahrend
der Wartezeit von einer Minute verbleibt die zu messende Probe in der Probenkammer
des MPS. Zwischen den Messungen bleibt hierbei das Anregungsfeld von Ba =25 mT
bestehen (siehe Anhang A.2).

Diskontinuierliche Feldexposition (= DFE)

Das zweite Teilexperiment sieht eine diskontinuierlichen Feldexposition der Proben im
MPS vor. Bei diesem Experiment werden die Proben innerhalb der Inkubationszeit von
4 h alle 15 Minuten fir jeweils t = 1 s einem Feld von Ba = 25 mT ausgesetzt. Nach jeder
Messung bei Ba = 25 mT wird eine Messung bei Ba = 0,05 mT fiir t = 0,1 s durchgefihrt.
Das MPS behalt die Anregungsamplitude von B, = 0,05 mT wahrend der anschlie}enden
Pause bis zur ndchsten Messung bei. Da das Feld so gering ist, sind keine Auswirkungen
auf das Komplexbildungsverhalten der Quervernetzungsproben zu erwarten. Durch diese
Vorgehensweise sind die Proben bei diesem Experiment insgesamt 16-mal einem Feld
von B, = 25 mT fur jeweils eine Sekunde ausgesetzt (siehe Anhang A.2).

Des Weiteren sei zu erwéhnen, dass das MPS bei einer Kammertemperatur von T = 37°C
misst. Die Inkubation erfolgte bei den vorherigen Experimenten bei Raumtemperatur,
was im MPS-Labor einer Temperatur von ca. T = 22°C entspricht.
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Auswertung und Ergebnis

In Abbildung 27 ist die Anderung des As/As-Verhaltnisses bei einer kontinuierlichen
(KFE) und diskontinuierlichen (DFE) Feldexposition mit einer Anregungsamplitude von
Ba = 25 mT wahrend der Inkubationszeit dargestellt. In blau sind die Messwerte der Probe
mit einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von 37,5 aufgetragen. Das As/Az-Verhéltnis dieser
Probe liegt bei Inkubation ohne Feld im Rahmen des Hauptexperiments bei 42,43 %
(siehe Abschnitt 4.3.1). In rot sind die Messwerte der Probe mit einem B-BSA-MNP-
Verhaltnis von 1,43 - 100 dargestellt, dessen As/As-Verhaltnis bei Inkubation ohne Feld
im Rahmen des Hauptexperiments bei 41,73 % liegt (siehe Abschnitt 4.3.1).
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Abbildung 27: Darstellung des As/As-Verhéltnisses bei kontinuierlicher und diskontinuierlicher
Feldexposition bei einem Anregungsfeld von B, = 25 mT wahrend der Inkubationszeit von 4 h.
Die Probe, bei der im Rahmen der Quervernetzungsreaktion der maximale Effekt erzielt wurde
(Probe 5) mit einem B-BSA-MNP-Verhaltnis von 37,5, ist in blau dargestellt. Die Probe mit dem
geringsten B-BSA-MNP-Verhaltnis (Probe 26), ist in rot dargestellt.

Durch die kontinuierliche Feldexposition bei der Anregungsfeldstarke von B, =25 mT
wahrend der Inkubationszeit wird bei der Probe 5 mit einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von
37,5 ein As/As-Verhéltnis von 44,06 % erreicht. Dies entspricht einem Anstieg von
1,63 %-Punkten im Vergleich zu der Inkubation ohne Feld. Bei der diskontinuierlichen
Feldexposition wird ein As/As-Verhaltnis von 42,54 % erreicht. Im Vergleich zu der In-
kubation ohne Feld entspricht dies einem Anstieg von 0,11 %-Punkten.

Bei der kontinuierlichen Feldexposition bei der Anregungsfeldstarke von B, =25 mT
steigt das As/As-Verhaltnis der Probe 26 auf einen Wert von 43,53 % an. Das As/As-
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Verhaltnis ist damit um 1,8 %-Punkte im Vergleich zu dem As/As-Verhaltnis derselben
Probe bei Inkubation ohne Feldeinfluss gestiegen.

Bei der diskontinuierlichen Feldexposition steigt das As/As-Verhaltnis auf einen Wert von
42,04 % an. Das As/As-Verhaltnis ist damit um 0,31 %-Punkte im Vergleich zu der Inku-
bation ohne Feldeinfluss angestiegen.

In Abbildung 28 ist die Phase der dritten Harmonischen ¢z dargestellt. Die Phase ¢3 der
dritten Harmonischen der Probe 5 mit einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von 37,5 liegt bei
der diskontinuierlichen Feldexposition wéhrend der Inkubationszeit im Rahmen der
Quervernetzungsexperiments bei -16,36°. Bei einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von
1,43 - 100 liegt die Phasenverschiebung bei -16,23°. (siehe Abschnitt 4.3.1)
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Abbildung 28: Darstellung der Phase der dritten Harmonischen g3 bei kontinuierlicher und dis-
kontinuierlicher Feldexposition bei einem Anregungsfeld von B, = 25 mT wahrend der Inkubati-
onszeit von 4 h. Die Probe, bei der der maximale Effekt erzielt wurde (Probe 5) mit einem B-
BSA-MNP-Verhaltnis von 37,5, ist in blau dargestellt. Die Probe mit dem geringsten B-BSA-
MNP-Verhaltnis (Probe 26), ist in rot dargestellt.

Durch die Auswertung der Phase der dritten Harmonischen ¢z ist ein ahnlicher Trend wie
bei der Auswertung des As/Az-Verhéltnisses erkennbar. Die Probe mit einem B-BSA-
MNP-Verhéltnis von 37,5, die kontinuierlich bei einem Anregungsfeld von B, =25 mT
inkubiert wurde, weist eine Phasenverschiebung von -15,67° auf. Dies entspricht einer
Differenz von 0,69° zur Phase des Hauptexperiments. Bei der diskontinuierlichen Feldex-
position wird eine Phasenverschiebung von -15,44° gemessen. Die Phasenverschiebung
bei der diskontinuierlichen Feldexposition ist um -0,23° geringer als bei der kontinuierli-
chen Feldexposition. Dies ist auf die GroRe der entstandenen Komplexe zuriickzufiihren,
da sich groRere Komplexe langsamer mit dem dufReren Anregungsfeld ausrichten.
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Bei einem B-BSA-MNP-Verhaltnis von 1,43 - 10°2° wird bei der kontinuierlichen Feldex-
position bei Ba = 25 mT eine Phasenverschiebung von -15,56° ermittelt. Dies entspricht
einer Differenz von 0,67° zur Phasenverschiebung der Probe 26 des Quervernetzungsex-
periments. Bei der diskontinuierlichen Feldexposition wird eine Phasenverschiebung von
-15,35° gemessen. Die Phasenverschiebung bei der diskontinuierlichen Feldexposition ist
um 0,21° geringer als bei der kontinuierlichen Feldexposition. Dies ist ebenfalls auf die
Gro6lie der entstandenen Komplexe zurlickzufiihren.

Diskussion und Fazit

Aus der feldabhangigen Inkubation geht hervor, dass diese Vorgehensweise zu einer Er-
hohung des As/As-Verhaltnisses fuhrt. Dieser Effekt tritt allerdings nicht nur bei einem
B-BSA-MNP-Verhéltnis auf, bei dem die Quervernetzungsreaktion erwartet wird. Der
Effekt ist ebenfalls bei einem sehr geringen B-BSA-MNP-Verhaltnis von 1,43 - 10"
nachweisbar. Diese Beobachtung spricht fur die Kettenbildung der MNP wéhrend der
Inkubation im Feld, die zu einer Zunahme des As/As-Verhéltnisses und der Phasenver-
schiebung fuhrt.

Dieses Phanomen ist sowohl bei der kontinuierlichen als auch bei der diskontinuierlichen
Feldexposition wahrend der Inkubation feststellbar. Die Kettenbildung tritt hierbei bei
der kontinuierlicher Feldexposition wahrend der Inkubation verstarkt auf.

Neben dem Einfluss eines &ulleren Feldes auf die Kettenbildung der MNP ist ebenso die
Temperatur in der Messkammer des MPS entscheidend. Die Temperatur im MPS betragt
T =37°C. Die Inkubation ohne Feldeinwirkung erfolgt bei Raumtemperatur, was einer
Temperatur von ca. T = 22°C entspricht. Dieser Temperaturunterschied kdnnte ebenfalls
einen Einfluss auf die Quervernetzungsreaktion und die Kettenbildung der MNP haben.

Auf der Basis dieser Ergebnisse kann die Inkubation mit einer duReren Feldeinwirkung
nicht empfohlen werden, da es aufgrund der Kettenbildung der MNP zu Fehlinterpretati-
onen der Signaldnderungen kommen kann.
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4.4 Kontrollexperimente

Zur Verifikation der entwickelten Methodik werden zwei Kontrollexperimente durchge-
fuhrt.

4.4.1 Abhéangigkeit von der Oberflichenfunktionalisierung der MNP

In diesem Abschnitt wird die Quervernetzungsreaktion mit dem MNP-System PE21
durchgefihrt, dessen organische Oberflachenbeschichtung nicht mit Streptavidin funkti-
onalisiert ist. Durch dieses Kontrollexperiment wird die Abhangigkeit der Quervernet-
zungsreaktion von der Oberflachenfunktionalisierung der MNP untersucht.

Probenpraparation und Messablauf

Zur Durchfuhrung dieses Experiments werden die Quervernetzungsproben gemafld Kapi-
tel 4.3.1 mit dem MNP-System PE21 hergestellt. Die Messung der Proben im MPS erfolgt
wie in Kapitel 4.3.1 beschrieben.

Auswertung und Ergebnis
In Abbildung 29 ist die Phase der dritten Harmonischen ¢s und das As/As-Verhaltnis dar-
gestellt.
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Abbildung 29: Kontrollexperiment zur Untersuchung der Abh&ngigkeit der Quervernetzungsre-
aktion von der Oberflachenfunktionalisierung der MNP. Hierbei wird das MNP-System PE23
durch PE21 ausgetauscht, das kein Streptavidin auf der Oberflache gebunden hat. In (a) ist die
Phase der dritten Harmonischen g3 und in (b) ist das As/As-Verhaltnis dargestellt.
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Unter Verwendung des MNP-Systems PE21 ohne Streptavidin-Funktionalisierung auf
der MNP-Oberflache ist kein signifikanter Anstieg des As/As-Verhaltnisses messbar. Zu-
dem ist keine Phasenverschiebung feststellbar.

Die Phasenverschiebung des MNP-Systems PE21 liegt in einem GréRenbereich von ca.
- 24,4°. Damit ist die Phasenverschiebung um den Faktor 1,5 groRer als bei dem MNP-
Systems PE23 mit Streptavidin-Funktionalisierung auf der Oberflache (siehe 4.3.1).

Des Weiteren kann ein Ausreil3er bei einem B-BSA-MNP-Verhaltnis von 4,69 beobachtet
werden, der nicht im Rahmen der Unsicherheit liegt.

Diskussion und Fazit

Ein mdglicher Grund fur die grélRere Phasenverschiebung des MNP-Systems PE21 im
Vergleich zu PE23 ist, dass die MNP-Kerne mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht iden-
tisch sind. Aufgrund dessen kann sich der Magnetismus und damit das MPS-Signal deut-
lich unterscheiden.

Durch dieses Experiment wird nachgewiesen, dass die messbaren Signaldnderungen im
As/Az-Verhéltnis und der Phase der dritten Harmonischen g3 bei der Quervernetzungsre-
aktion mit dem MNP-System PE23 auf die Bindung zwischen Biotin und Streptavidin
auf der MNP-Oberflache zurtickzufuhren ist.

4.4.2 Abhingigkeit von freiem Biotin / Spezifitit der Methodik

Im Rahmen dieses Kontrollexperiments wird die Abhangigkeit des As/As-Verhaltnisses
und der Phase g3 von B-BSA untersucht. Mit diesem Versuchsaufbau wird zudem die
Spezifitat der Bindung von Streptavidin-funktionalisierten MNP an Biotin untersucht.

Probenpraparation und Messablauf

Fur dieses Kontrollexperiment wird eine Verdunnungsreihe von Biotin hergestellt. Auf-
grund der geringen Hydrophilie des Biotins sind in 100 mL Wasser nur 22 mg Biotin
I6slich. Um hohere Konzentrationen herzustellen, wird das Biotin daher zunéchst in Nat-
ronlauge geldst. Fir die Ausgangslosung werden 9,21 mg Biotin in 1000 uL Natronlauge
suspendiert. Diese Ausgangslosung wird in den ndchsten Schritten mit 0,1 %-w/w BSA-
Losung verdinnt. (Pipettierschema: siehe Anhang A.1.9)

Fir das Kontrollexperiment mit freiem Biotin wird das MNP-System PE23 verwendet,
dessen Oberflache mit Streptavidin funktionalisiert ist. Die Verdinnung der MNP-L6-

sung auf eine Eisenkonzentration von cre = 0,05 g/L erfolgt analog zu Abschnitt 4.3.1.

Die Messung der Proben im MPS erfolgt wie in Kapitel 4.3.1 beschrieben.
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Auswertung und Ergebnis

In Abbildung 30 ist die Phase der dritten Harmonischen ¢z und das As/As-Verhéltnis in

Abhéangigkeit von dem Biotin-MNP-Verhaltnis dargestellt.
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Abbildung 30: Kontrollexperiment zur Untersuchung der Abhédngigkeit des Quervernetzungsex-

periments von der freien Biotin-Konzentration. In (a) ist die Phase der dritten Harmonischen ¢3
und in (b) ist das As/As-Verhéltnis dargestellt.

Die Phasenverschiebung der dritten Harmonischen nimmt bei einem Biotin-MNP-Ver-
haltnis im Bereich von 1,4 (Probe 7) bis 92,1 (Probe 1) um ca. 0,9° zu. Bei einem Biotin-
MNP-Verhéltnis von 0,7 (Probe 8) bis 5,6 - 10”7 (Probe 19) bleibt die Phasenverschiebung
im Rahmen der Unsicherheit von ure; = 0,25 % — mit Ausnahme eines Ausreil3ers bei dem
Biotin-MNP-Verhéltnis von 5,6 - 10 (Probe 16) — konstant.

Das As/As-Verhaltnis nimmt bei einem Biotin-MNP-Verhaltnis im Bereich von 1,4
(Probe 7) bis 92,1 (Probe 1) um ca. 1,75 %-Punkte zu. Bei einem Biotin-MNP-Verhaltnis
von 0,7 (Probe 8) bis 5,62 - 107 (Probe 19) bleibt das As/As-Verhaltnis im Rahmen der
Unsicherheit von 0,25 % konstant.

Diskussion und Fazit:

Unter der Zugabe von freiem Biotin ist ein anderer Effekt wie bei der Quervernetzungs-
reaktion mit B-BSA zu beobachten. Der Effekt tritt bei einem Biotin-MNP-Verhaltnis
von 1,4 bis 92,1 auf. Dies konnte dadurch zu erkldren sein, dass die Biotin-Molekiile bei
sehr hohen Biotinkonzentration nicht vereinzelt vorliegen, sondern sich zu groReren Bi-
otin-Komplexen zusammenlagern. Dies hat zur Folge, dass ein Biotin-Komplex mehrere
Bindungsstellen aufweist, an den die Streptavidin-funktionalisierten MNP gebundenen
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werden kdnnen. Dadurch konnen grofiere Biotin-MNP-Komplexe dhnlich zu der Quer-
vernetzung mit B-BSA entstehen. Die GroRRe der entstandenen Biotin-MNP-Komplexe
fihrt dementsprechend zu einer Phasenverschiebung und einem Anstieg des As/As-Ver-
haltnisses bei hohen Biotin-Konzentrationen. Bei geringen Biotin-Konzentrationen liegt
das Biotin hingegen vereinzelt vor, wodurch die MNP mit Biotin geséattigt werden.
Dadurch kann keine Agglomeration der MNP mit Biotin entstehen, da alle Bindungsstel-
len der MNP besetzt sind. Aufgrund dessen bleibt das As/As-Verhéltnis und die Phase ¢3
bei geringen Biotin-Konzentrationen konstant.

Aufgrund dieser Beobachtung muss bei der Durchfiihrung der Quervernetzung von Strep-
tavidin-funktionalisierter MNP und B-BSA darauf geachtet werden, dass kein freies Bi-
otin in der Losung vorliegt. Ansonsten kann es zu Fehlinterpretationen der Messwerte
kommen.

Zur Vermeidung dieses Effektes wird auf Basis dieser Ergebnisse empfohlen, die Proben
z.B. mit Hilfe eines Ultraschall-Homogenisators zu mischen, um die vermuteten Aggre-
gate aufzuldsen.

Die Funktionalisierung der MNP mit Streptavidin fuhrt mit sehr hoher Wahrscheinlich-
keit zu der Quervernetzung der MNP mit Biotin. Die Streptavidin-funktionalisierten
MNP binden spezifisch an das Biotin, wodurch unter Zugabe von B-BSA eine Querver-
netzung hervorgerufen wird.
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4.5 Leistungsfihigkeit der entwickelten Methodik

In diesem Abschnitt wird die Menge des gebundenen BSAs im Maximum der Querver-
netzungsreaktion, die Sensitivitat und die Nachweisgrenze der entwickelten Methodik
untersucht. Die Spezifitat der Methodik wird im Rahmen des Kontrollexperiments mit
freiem Biotin thematisiert (siehe Abschnitt 4.4.2).

4.5.1 Ermittlung der gebundenen Menge BSA

Zur Ermittlung der gebundenen Menge BSA wird angenommen, dass im Maximum der
Quervernetzungsreaktion aus Abschnitt 4.3.1 (Probe 5) mit einem B-BSA-MNP-Verhalt-
nis von 37,5, alle B-BSA-Molekile im Medium durch die MNP gebunden vorliegen. Die
Kurve nimmt hierbei nach der Sattigung der MNP mit B-BSA ab. Eine Uberséttigte B-
BSA-MNP-L6sung fuhrt dazu, dass sich aufgrund des Gberschissigen Angebots an Bin-
dungspartnern (B-BSA) alle Biotin-Bindungsstellen der MNP mit Biotin besetzt sind.
Durch diesen Effekt ist keine Quervernetzung der MNP mit B-BSA bei zu hohen B-BSA-
Konzentrationen maglich.
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Abbildung 31: Darstellung des As/As-Verhéltnisses der Quervernetzungsreaktion aus Abschnitt
4.3.1 des MNP-Systems PE23 bei der Anregungsfeldstarke von B, = 25 mT.

Im Maximum der Quervernetzungsreaktion (Probe 5 von rechts in Abbildung 31) liegt
eine Konzentration von 3,75 g/L des B-BSA vor. Da ca. 80 % des B-BSA® aus BSA
besteht kann von einer BSA-Konzentration von 3 g/L im Maximum ausgegangen werden.

13 GemiB der Herstellerangabe besteht das biotinylierte BSA zu > 80 % aus BSA.
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Durch Multiplikation des Probenvolumens von Vprone = 20 pL mit der BSA-Konzentra-
tion von ¢ = 3 g/L kann die Masse von BSA im Maximum berechnet werden:

10
Mpsa = Vprove * Cpsa - (10)
Dadurch ergibt sich eine BSA-Masse von mesa = 60 pg im Maximum der Quervernet-
zungsreaktion mit dem MNP-Systems PE23. Aufgrund der Sattigung der MNP im Maxi-
mum mit B-BSA, entspricht die berechnete BSA-Masse der gebundenen Menge BSA.

4.5.2 Bestimmung der Sensitivitit

Da das As/As-Verhéltnis konzentrationsunabhangig ist und die Auswertbarkeit des As/As-
Verhéltnisses letztlich durch As limitiert wird, wird die Sensitivitat anhand der funften
Harmonischen bestimmt. Im Maximum der Quervernetzungsreaktion bei einem B-BSA-
Verhéltnis von 37,5 wird eine Amplitude der flnften Harmonischen von
As =7,79 - 10-° Am? bei einer Eisenkonzentration von cre = 0,05 g/L gemessen (siehe
Abschnitt 4.3.1).

Die Sensitivitat der entwickelten Methodik zum Nachweis der Quervernetzung des MNP-
Systems PE23 mit B-BSA wird durch die folgende Formel bestimmt:

Ai(Fe) = 4 A (11)

Mpe Cre " Vprobe

Mit Ccre=0,059g/L und Vprone =20 uL berechnet sich eine Sensitivitdt von
As" = 7,97 Am?/kgre. Durch die Division der Sensitivitit As (Fe) durch das B-BSA-
MNP-Verhéltnis cs-ssa/Cre = 37,5 im Maximum der Quervernetzungsreaktion kann die
Sensitivitat in Bezug auf die B-BSA-Masse berechnet werden:

As(Fe)
(Fesa)

Dadurch ergibt sich eine Sensitivitat von As"(B-BSA) = 0,21 Am?/kgs-gsa.

AL(B — BSA) = (12)

4.5.3 Nachweisgrenze der Methodik

Neben der Sensitivitat kann zudem die Nachweisgrenze der Methodik bestimmt werden.
Zur Ermittlung der Nachweisgrenze kann der Schnittpunkt der Kalibriergeraden aus Ab-
schnitt 4.2.1 mit der Nachweisgrenze des MPS bei LODas = 1,03 - 101t Am? ermittelt
werden.
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Des Weiteren kann die Nachweisgrenze bei Kenntnis der Sensitivitat (siehe 4.5.2) As (B-
BSA) und der Nachweisgrenze der MPS LODAas mithilfe der folgenden Formel berechnet
werden:

LOD,s

__DUTas (13)
A;(B — BSA)

LODg_gsy =

Daraus ergibt sich eine Nachweisgrenze von LODg.gsa = 49,05 ng B-BSA. Eine gerin-
gere B-BSA-Masse wirde dazu fuhren, dass eine zu geringe Eisenmasse zur Erreichung
eines B-BSA-MNP-Verhaltnisses von 37,5 benotigt werden wirde, die aufgrund des Un-
tergrundrauschens der MPS nicht messbar waére.

Da einige Methoden zum Nachweis der Bindung von Biomolekilen konzentrationsab-
hangig — nicht massensensitiv wie die MPS — sind, kann die B-BSA-Konzentration an der
Nachweisgrenze durch die folgende Formel berechnet werden:

LODB—BSA

CB—BsSA — (14)

Vmax

Mit einem maximalen Probenvolumen von Vmax = 100 pL ergibt sich eine B-BSA-Kon-
zentration von cs-ssa = 485 ng/mL, die mit der MPS nachgewiesen kann.
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4.6 NMR als Vergleichsmethode

Als Vergleichsmethode wird die NMR-Relaxometrie herangezogen. Die Methodik ba-
siert, anders als bei der MPS, auf dem Signalverhalten der magnetischen Momente der
Wasserstoffprotonen in einem homogenen Magnetfeld. In der Umgebung von MNP tre-
ten starke Streufelder auf, die zu lokalen Verzerrungen des ansonsten homogenen dufReren
Magnetfeldes fuhren (siehe Abschnitt 2.2.2.2). Dadurch wird das Signalverhalten der
Wasserstoffprotonen in der Ndhe von MNP messbar verandert. Der Einfluss der lokalen
Feldverzerrungen (bzw. Feldinhomogenitaten) auf das Signalverhalten der Wasserstoff-
protonen hangt maiigeblich von der Grofie der MNP/MNP-Komplexe ab [54].

Probenpraparation und Messablauf

Die Probenherstellung fiir das MNP-System PE23 erfolgt gemaR Kapitel 4.3.1. Die Pro-
ben werden vor der Messung fur t = 10 s bei n = 2200 rpm gevortext.

Auswertung und Ergebnis
In Abbildung 32 ist die transversale Relaxivitét r> der gemessenen Proben dargestellt.
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Abbildung 32: Transversale Relaxivitdt der Quervernetzungsproben des MNP-Systems PE23 bei
einer Anregungsfeldstarke von B, =14 T.

Ab einem B-BSA-MNP-Verhaltnis von 0,59 (Probe 11) bis 9,38 (Probe 7) ist ein Anstieg
von r2 zu beobachten. Mit zunehmendem B-BSA-Verhéltnis nimmt rz bis zu einem B-
BSA-MNP-Verhéltnis von 300 ab. Bei einer sehr hohen B-BSA-Konzentration von
60 g/L (B-BSA-MNP-Verhéltnis von 600) ist ein Anstieg von r» feststellbar.
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Bei einem geringen B-BSA-MNP-Verhéltnis von 1,43 - 100 bis 0,29 ist keine signifi-
kante Anderung von r2 messbar.

Diskussion und Fazit

Die transversale Relaxivitat r, ist bei einem B-BSA-MNP-Verhaltnis von 9,38 am hochs-
ten. Dieser Anstieg kann durch die Entstehung von B-BSA-MNP-Komplexen erklart wer-
den. Durch die zunehmende Grof3e der B-BSA-MNP-Komplexe kommt es zu einem ho-
heren ro-Wert, welcher durch Feldinhomogenitaten in der Nahe der MNP-Komplexe ver-
ursacht wird (siehe Abschnitt 2.2.2.2).

Im MPS wird ein Maximum im As/As-Verhaltnis bei einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von
37,5 beobachtet. In der Phase der dritten Harmonischen bildet sich allerdings eine maxi-
male Phasenverschiebung bei Probe 7 mit einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von 9,38 aus
(siehe 4.3.1). In diesem Vergleichsexperiment wird das Maximum der Quervernetzungs-
reaktion ebenfalls bei einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von 9,38 beobachtet. Dies deutet
darauf hin, dass bei einem B-BSA-MNP-Verhaltnis von 9,38 der Quervernetzungsgrad
der MNP am hdchsten ist, was zu einem groReren Einfluss der lokalen Feldinhomogeni-
taten auf das Signalverhalten der Wasserstoffprotonen und damit zu einer héheren trans-
versalen Relaxivitét fuhrt.

Die Quervernetzung des MNP-Systems PE23 mit B-BSA kann mit der NMR-Relaxomet-
rie als Vergleichsmethode nachgewiesen werden.
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5 Fazit

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse dieser Arbeit zusammengefasst dargestellt.
AnschlieBend wird auf weiterflihrende Anwendungen der entwickelten Methodik einge-
gangen.

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die MPS zum Nachweis von B-BSA anhand der Quer-
vernetzung mit dem MNP-System PE23 etabliert. Eine MPS-Signaldnderung konnte nur
bei dem MNP-System PE23 beobachtet werden. Bei den MNP-System SY50 und SY64
ist durch die Quervernetzung keine signifikante Signaldnderung feststellbar. Die maxi-
male Signaléanderung der Quervernetzungskurve wird bei Auswertung des As/As-Verhalt-
nisses bei einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von 37,5 erreicht. Das As/As-Verhéltnis nahm
bei den Anregungsfeldstarken Ba=5 mT, Ba =12 mT und Ba=25mT im Bereich der
Quervernetzung signifikant zu. Bei Auswertung der Phase der dritten Harmonischen g3
wird bei einem B-BSA-MNP-Verhéltnis von 9,38 die maximale Signalédnderung erzielt.
Die Phasenverschiebung ist nur bei einer Anregungsfeldstarke von Ba =25 mT zu be-
obachten. Der Nachweis der Quervernetzungsreaktion mithilfe der MPS ist mit einer re-
lativen Unsicherheit von 0,25 % reproduzierbar. Mit Hilfe der NMR-Relaxometrie als
Vergleichsmethode wird die maximale Signaldnderung bei einem B-BSA-MNP-Verhélt-
nis von 9,38 ermittelt.

Das Maximum der Quervernetzungsreaktion von Heim [7] liegt bei einem B-BSA-MNP-
Verhéltnis von 4,5. Die Ausbildung des Maximums der Quervernetzungsreaktion ist mit
hoher Wahrscheinlichkeit von dem verwendeten MNP-System abhangig. Heim verwen-
dete fur seine Arbeit das MNP-System fluidMAG/BC-streptavidin der Firma chemicell
GmbH mit einem hydrodynamischen Durchmesser von dnya = 100 nm. Gemal3 der Her-
stellerangabe kann dieses MNP-System 80 pmol B-BSA pro 1 mg MNP-Ldsung binden.
Das in dieser Arbeit verwendete MNP-System PE23 hat stattdessen einen hydrodynami-
schen Durchmesser von dnyd = 130 nm. Auf der Dextran-Hulle der MNP sind im Mittel
10 Streptavidin-Molekile gebunden. Der Hersteller micromod Partikeltechnologie
GmbH macht keine Angaben zur Quantifizierung der Bindung von biotinylierten Sub-
stanzen an die MNP-Systeme.

Durch das Kontrollexperiment mit freiem Biotin wurde die Spezifitit der Bindung von
Streptavidin-funktionalisierten MNP an Biotin untersucht. Dabei kann beobachtet wer-
den, dass bei hohen Biotin-MNP-Verhéltnissen von 1,4 bis 92,1 eine andere MPS-Sig-
naldnderung beobachtet werden kann wie bei der Quervernetzungsreaktion mit B-BSA.
Dieses Phanomen ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Agglomeration der Biotin-
Molekdle bei hohen Biotin-Konzentrationen zurtickzufiihren, wodurch es zu Quervernet-
zungsahnlichen Reaktionen kommen konnte.
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Im Rahmen eines weiteren Kontrollexperiments wurde das MNP-System PE23 durch das
MNP-System PE21 mit dem gleichen hydrodynamischen Durchmesser von
dnya = 130 nm ohne Streptavidin-Funktionalisierung auf der Oberflache ersetzt. Aus die-
sem Experiment ging hervor, dass die Quervernetzungsreaktion der MNP mit B-BSA von
der spezifischen Bindung von Streptavidin an Biotin abhédngig ist.

Die Sensitivitat der Methodik wurde rechnerisch durch Betrachtung der Amplitude der
flinften Harmonischen und der Eisenmasse der Probe bestimmt. Daraus ergibt sich eine
Sensitivitat von As (Fe) = 7,97 Am?/kgre. Wird die Sensitivitat durch das B-BSA-MNP-
Verhéaltnis im Maximum der Quervernetzungsreaktion dividiert, ergibt sich eine Sensiti-
vitat von As (B-BSA) = 0,21 Am?/kgs-ssa. Im Maximum der Quervernetzungsreaktion
wurden 60 g BSA gebunden. Die Nachweisgrenze der entwickelten Methodik liegt bei
einer B-BSA-Konzentration von 485 ng/mL.

Des Weiteren wurde der Einfluss der Inkubationszeit auf die Ausbildung der B-BSA-
MNP-Komplexe untersucht. Aufgrund der daraus resultierenden Ergebnisse wird emp-
fohlen, die Inkubationszeit von 24 h nicht zu Uberschreiten, da bei l&ngeren Inkubations-
zeiten auch bei geringen B-BSA-Konzentrationen eine MPS-Signalédnderung zu beobach-
ten ist. Des Weiteren muss wahrend der Inkubation der Proben darauf geachtet werden,
dass die Proben keinem duRReren Magnetfeld ausgesetzt werden, da dies die Kettenbildung
der MNP unterstitzt und die Ergebnisse verdndert. Die Kettenbildung fiihrt zu einer
MPS-Signalanderung bei geringen B-BSA-Konzentration und damit zu einer Fehlinter-
pretation der Quervernetzungskurve.

5.2 Ausblick

Der Nachweis von Biomolekdilen mithilfe der Quervernetzung mit MNP ist eine vielver-
sprechende Biosensorik-Methode und hat das Potenzial in einer Vielzahl biomedizini-
scher Anwendungen eingesetzt zu werden. Aufgrund der hohen Biokompatibilitat der
MNP kdnnen diese neben der in-vitro Diagnostik ebenso in der in-vivo Diagnostik ein-
gesetzt werden. Des Weiteren bietet die MPS den Vorteil einer schnellen Messung [55].

Durch Weiterentwicklung der Methodik lieBe sich mdglicherweise die Glykokalyx
(GCX) von Zellen untersuchen. Die GCX gehort zu der extrazellularen Matrix und spielt
eine wichtige Rolle bei der Interaktion von Zellen. Sie besteht aus Oligosacchariden, die
an Membranproteine- und lipide der Zelle gebunden sind [56]. Die Struktur ist spezifisch
flr jeden Zelltyp und individuell fur jeden Organismus, weshalb die Bindung von funk-
tionalisierten MNP an bestimmte Strukturen der GCX einen bedeutenden Fortschritt in
der Biomedizin zur Folge haben kdnnte. Durch Wechselwirkungen der MNP mit Zell-
strukturen wie der GCX kdnnen die magnetischen Eigenschaften der MNP veréndert wer-
den. Die Anderung der magnetischen Eigenschaften der MNP durch die Bindung an Be-
standteile der GCX konnen mithilfe der MPS detektiert werden [57].
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Mit Hilfe der in dieser Arbeit etablierten Methodik kdnnen Bindungsreaktionen zwischen
MNP und derartigen Biomolekilen im Labor nur valide untersucht werden, um sie in
Zukunft auf die Bildgebung mittels MPI zu tbertragen.
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Abbildung 1: Entwicklung der B-BSA-MNP-Komplexgréfie in Abhéngigkeit von
der B-BSA-Konzentration. Auf der Y-Achse ist das Verhaltnis der
Flache unter der Relaxationskurve bezogen auf die Flache unter der
immobilisierten Referenzprobe aufgetragen [7]. ..o 3

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Multikern-MNP mit organischer
Dextran-Hille und Streptavidin-Funktionalisierung auf der Oberflache
mit dem hydrodynamischen Durchmesser dnya. Das MNP-System
besteht aus mehreren Kernen mit dem Gesamtdurchmesser dx und einer
organischen Dextran-HUlle. ...........occoviiiiiiii e 6

Abbildung 3: Schematische Darstellung des (a) Brown- und (b) Néel-
Relaxationsmechanismus, nach denen sich die magnetischen Momente
p der MNP in einem &uBeren Magnetfeld B ausrichten. (Quelle:
Darstellung Nach [15])....cccveiiiiieiieiecicceere e 7

Abbildung 4: (a) Charakteristischer Hysterese-Zyklus eines magnetischen
Mehrdoméanenmaterials nach [19], wobei H der Amplitude des
magnetischen Feldes und M der Magnetisierung des Materials
entspricht. M, kennzeichnet die Restmagnetisierung bei Ausschalten
des Magnetfeldes und Hc die Koerzitivfeldstarke. (b) Charakteristische
Magnetisierungskurve von superparamagnetischen Materialien in
Abhéngigkeit von dem Kerndurchmesser dk als Funktion der
Feldstarke H eines externen Magnetfeldes nach [14]. ..........cc.ccoovvnenne. 9

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Messprinzips der MPS nach [23]. Die
MNP mit einer charakteristischen, nichtlineare Magnetisierungskurve
M(B) (b) werden einem sinusférmigen Magnetfeld H(t) (a) ausgesetzt.
Die zeitabhdngige Magnetisierungsantwort M(t) (c) auf das
Anregungsfeld besteht aus der Anregungsfrequenz fo und hoheren
Harmonischen der Anregungsfrequenz n - fo. Die Magnetisierung
induziert eine Spannung u(t) o dM(t)/dt (d) in der Empfangsspule.
Aufgrund der nichtlinearen Magnetisierungskurve der MNP enthélt das
Spektrum (e) des Signals die Anregungsfrequenz fo und Oberwellen der
ANTegUNGSTIEQUENZ. .....veeivii et 11

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Streptavidin-C1-Struktur im Komplex
mit Biotin, das Uber ein Wasserstoffbriickennetzwerk gebunden wird.
Zwischen Biotin und den aromatischen Aminoséauren (L58 in Loopl-2,
V80 in Loop3-4, Y111 in Loop5-6, W140 in B7 und L142 in B7) treten
hydrophobe Wechselwirkungen auf. Das Biotin-Molekul wird durch
eine Konformitatsanderung des Streptavidin-Molekils bei Bindung
von Biotin durch die flexible Schleife 3-4 (Untereinheit Mol C)

EINGEDELEL [34] .. oo 17
Abbildung 7: Quervernetzung von Streptavidin-funktionalisierten MNP mithilfe von
B-BSA als Quervernetzungssubstanz. ...........ccccvvevieiiieiie i 18

Abbildung 8: Abhangigkeit der Amplitude der Harmonischen im MPS-Spektrum von
dem Quervernetzungslevel der MNP. (Quelle: Eigene Darstellung nach
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Anhang A Versuchsdurchfithrungen

A.1 Probenpriparationen

Ala Herstellung der BSA-Ldsungen
Die BSA-Verdinnungsmedien werden gemald des in Tabelle 8 dargestellten Schemas
hergestellt.

0,1 %-w/w BSA 1 %-w/w BSA 10 %-w/w BSA
masa masa mesaA
[9] [9] [g]
BSA 0,045 0,45 0,5
ddH20 44,95 44,55 4,5
Gesamtmasse 45 45 5

Tabelle 8: Herstellung der BSA-Ldsungen.

Die 0,1 %-w/w und 1 %-w/w BSA-L0dsungen werden flr ein Gesamtvolumen von 45 mL
berechnet. Von der 10 %-w/w BSA-L6sung wird ein geringeres Volumen von V =5 mL
hergestellt. Das Abwiegen des BSA erfolgt mit der Analysenwaage.

A.lb Logarithmische Verdinnungsreihe

In Abbildung 33 ist das Pipettierschema einer logarithmischen Verdiinnungsreihe am Bei-
spiel des MNP-Systems SY50 mit einer Eisenkonzentration von cre = 51 mmol/L darge-
stellt. Das Schema l&sst sich analog auf andere MNP-Systeme tbertragen.

2ul+ 2ul+ 2ul+ 2+ 2u+ 2ul+ 2ul+
18 pl 18 pl 18 pl 18 pl 18 pl 18 pl 18 pl
Medium Medium Medium Medium Medium Medium Medium
o
&
3
w
1 0
O w
= 2
=
% 18 pl 18 pl 18 pl 18 pl 18 pl 18 pl 18 pl
3
=L
- - = = CFe = CFe = CFe = CFe =
CFe= CFe = CFe = CFe =
Fe Fe Fe Fe 0_005:1 5.1“19?4 5.1*“?:5 ey

51 mmoliL 51mmeollL  0.51 mmol/lL  0.051 mmeliL
Abbildung 33: Logarithmische Verdiinnungsreihe der MNP-Ausgangslésung des MNP-Systems
SY50 mit einer Ausgangseisenkonzentration von cee = 51 mmol/L.
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Alc Herstellung der B-BSA-Verdinnungen

Aufgrund der verschiedenen MNP-Systeme ist es notwendig, zwei unterschiedliche B-
BSA-Verdinnungsreihen herzustellen, die das optimale Verhaltnis der Reaktanden ab-
bilden.

MNP-System SY50 und SY64

In Tabelle 9 ist die B-BSA-Verdinnungsreihe fur die MNP-Systeme SY50 und SY64
dargestellt.

ID VF B-BSA- B-BSA- Masse 0,1% B-BSA- B-BSA-
MNP- Konz. B-BSA BSA-L0- Losung Losung
Verhéltnis (Ziel) sung (Ziel)
CB-BsA/Cre CB-BSA Ms-8sa VBsa VB-8sA Vziel
[-] [mg/mL] [mg] [uL] [HL] [HL]
22 100 6,85-101 | 6,85-10% | 1,03-10?2 148,5 1,5 150
21 100 6,85-10° | 6,85-10% | 1,03-10% 148,5 1,5 150
20 100 6,85 107 6,85 108 1,03 108 148,5 1,5 150
19 4 8,56 - 106 8,56 - 1077 1,28 - 107 113 38 150
18 2 1,71-10° 1,71-10° 2,57 - 107 75 75 150
17 2 3,42 -10° 3,42 -10°6 5,14 -107 75 75 150
16 2 6,85 10° 6,85 10° 1,03 -10° 75 75 150
15 2 1,37 - 10* 1,37 - 10° 2,05-10° 75 75 150
14 2 2,74 - 10 2,74 -10° 4,11-10°6 75 75 150
13 2 5,48 - 10 5,48 - 107 8,22 -10°6 75 75 150
12 2 1,10 - 103 1,10 - 10* 1,64 -10° 75 75 150
11 2 2,19-10°% 2,19-10* 3,29 -10° 75 75 150
10 2 4,38-10°% 4,38 -10* 6,57 - 10° 75 75 150
9 2 8,76 - 10 8,76 - 10 1,31-10% 75 75 150
8 2 1,75 - 102 1,75-103 2,63-10* 75 75 150
7 4 3,51-1072 3,51-10°% 5,26 - 10 112,5 37,5 150
6 4 1,40-10% 1,40 - 102 2,10-10 112,5 37,5 150
5 4 5,61-101 5,61-1072 8,41-10°% 112,5 37,5 150
4 4 2,24 2,24 - 10" 3,37 102 112,5 37,5 150
3 4 8,98 8,98 - 101 1,35-10% 112,5 37,5 150
2 4 35,9 3,59 539101 112,5 37,5 150
1 0 144 14,1 2,15 150 0 150

Tabelle 9: Pipettierschema zur Herstellung der B-BSA-Verdiinnungsreihe fiir die MNP-Systeme
SY50 und SY64.

MNP-System PE23

In Tabelle 10 ist das Pipettierschema zur Herstellung der B-BSA-Verdiinnungsreihe fur
das MNP-System PE23 dargestellt.
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ID VF B-BSA- B-BSA- Masse 0,1% B-BSA- B-BSA-
MNP- Konz. B-BSA BSA-LO- Ldsung Ldésung
Verhaltnis (Ziel) sung (Ziel)
C-BsA/CFe CB-BSA MB-BsA VBsa VB-BsA Vziel
[-] [mg/mL] [mg] [WL] [WL] [WL]
26 100 1,43-10%° | 1,43-10% | 7,15-10%3 49,50 0,50 50
25 100 143108 1,43-10° | 7,15- 101 49,50 0,50 50
24 100 1,43-10° 1,43 - 107 7,15-10° 49,50 0,50 50
23 2 1,43-10* 1,43-10° 7,15 - 107 25 25 50
22 2 2,86 - 10 2,86 - 10° 1,43 -10° 25 25 50
21 2 572-10* 57210 2,86 - 10° 25 25 50
20 2 1,14 - 103 1,14 -10* 5,72 - 10 25 25 50
19 2 2,29 -103 2,29 -10* 1,14 -10° 25 25 50
18 2 4,58 -10°% 4,58 - 10 2,29 -10° 25 25 50
17 2 9,16 - 10 9,16 -10* | 458-10° 25 25 50
16 2 1,83 102 1,83-10° 9,16 - 10° 25 25 50
15 2 3,66 - 102 3,66 - 103 1,83-10* 25 25 50
14 2 7,32-1072 7,32-10° 3,66-10* 25 25 50
13 2 1,46 - 10 1,46 - 102 7,32-10* 25 25 50
12 2 2,93 101 2,93 102 1,46 - 103 25 25 50
11 2 5,86 - 101 5,86 - 102 293103 25 25 50
10 2 1,17 1,17 - 10 5,86 - 103 25 25 50
9 2 2,34 2,34-10% 1,17 - 102 25 25 50
8 2 4,69 4,69 - 107 2,34 - 102 25 25 50
7 2 9,38 9,38 -10* 4,69 - 1072 25 25 50
6 2 18,8 1,88 9,38 - 102 25 25 50
5 2 37,5 3,75 1,88 -10* 25 25 50
4 2 75 7,50 3,75 10 25 25 50
3 2 150 15 7,50 - 10 25 25 50
2 2 300 30 1,50 25 25 50
1 0 600 60 3,00 50 0 50

Tabelle 10: Pipettierschema zur Herstellung der B-BSA-Verdiinnungsreihe fur das MNP-System

PE23.
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Ald Herstellung der MNP-Verdinnungen

Fur die Quervernetzungsexperimente werden die MNP-Systeme auf eine Eisenkonzent-
ration von cre = 0,05 mg/mL verdunnt. In Tabelle 11 ist das Pipettierschema zur Herstel-
lung der MNP-Verdiinnungen dargestellt.

MNP Aus- Ziel- Spaterer Zwi- End- | Endvolumen | MNP- 0.1%

- gangs- | konz. VF schen- | volu- 80 % des Volu- BSA-
Sys- konz. (10 pL konz. men Uberstandes men Ldsung
tem MNP MNP +

10 pL B-
BSA)

c CZiel Czw VE VE, Uberstand Vmnp Vesa

[o/L] | [g/L] [g/L] | [uL] [uL] [UL] [UL]
SY50 2,87 0,05 2 0,1 400 320 13,94 386,06
SY64 4,03 0,05 2 0,1 400 320 9,93 390,07
PE23 2,4 0,05 2 0,1 400 320 16,67 383,33
PE21 7,73 0,05 2 0,1 400 320 5,17 394,83

Tabelle 11: Pipettierschema zur Herstellung der MNP-Verdiinnungen.

Ale Herstellung der Quervernetzungsproben

Zur Quervernetzung der MNP mit B-BSA werden die zuvor hergestellten B-BSA-Ver-
dinnungen und die MNP-Verdiinnungen miteinander gemischt. Hierflr werden jeweils
10 pL der MNP-L6sung zu 10 pL der B-BSA-L6sung pipettiert

MNP-System SY50 und SY64

In Tabelle 12 ist das Pipettierschema zur Herstellung der Quervernetzungsproben mit den
MNP-Systemen SY50 und SY64 dargestellt.

ID Zielvo- MNP B-BSA 0,1 %- MNP B-BSA B-BSA-
lumen Volu- Volu- wiw Konz. Konz. MNP
men men BSA-L6- Verhalt-
sung nis
Vziel AVAVING VB-BsA VBsa CFe CB-BSA CB-BsA/CFe
[pL] [BL] [BL] [pL] [mg/mL] | [mg/mL] [-]
SY50, K 20 10 0 10 0,05 0,00 0,00
SY64
SY50, | 22 20 10 10 0 0,05 2,86-10° | 5,72-10*
SY64
SY50, | 21 20 10 10 0 0,05 572-10° | 1,14- 103
SY64
SY50, | 20 20 10 10 0 0,05 1,14 -10% | 2,29 - 1073
SY64
SY50, | 19 20 10 10 0 0,05 2,29-10* | 458-10°
SY64
SY50, | 18 20 10 10 0 0,05 458-10% | 9,16 -10°
SY64
SY50, | 17 20 10 10 0 0,05 9,16 - 10* | 1,83-10%
SY64
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SY50, | 16 20 10 10 0,05 1,83-10% | 3,66 - 1072
SYe4
SY50, | 15 20 10 10 0,05 3,66-10° | 7,32-102
SYe4
SY50, | 14 20 10 10 0,05 7,32-10° | 1,46-107
SY64
SY50, | 13 20 10 10 0,05 1,46 -102 | 2,93-107
SY64
SY50, | 12 20 10 10 0,05 2,93-102 | 586-10%
SY64
SY50, | 11 20 10 10 0,05 5,86 - 102 1,17
SY64
SY50, | 10 20 10 10 0,05 1,17 - 101 2,34
SY64
SY50, | 9 20 10 10 0,05 2,34-10% 4,69
SY64
SY50, | 8 20 10 10 0,05 4,69 10 9,38
SY64
SY50, | 7 20 10 10 0,05 9,38-10% 18,8
SY64
SY50, | 6 20 10 10 0,05 1,88 37,5
SY64
SY50, | 5 20 10 10 0,05 3,75 75
SY64
SY50, | 4 20 10 10 0,05 7,50 150
SYe64
SY50, | 3 20 10 10 0,05 15 300
SYe64
SY50, | 2 20 10 10 0,05 30 600
SYeé4
SY50, | 1 20 10 10 0,05 60 1200
SY54

Tabelle 12: Pipettierschema zur Herstellung der Quervernetzungsproben mit den MNP-Systemen

SY50 und SY64.
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MNP-System PE23

In Tabelle 13 ist das Pipettierschema zur Herstellung der Quervernetzungsproben mit
dem MNP-System PE23 dargestellt.

MNP- | ID Ziel- Volumen | B-BSA 0,1 %- MNP B-BSA B-BSA-
Sys- Volu- der Volumen wiw Konz. Konz. MNP
tem men MNP- BSA- Verhaltnis

Ldsung Ldsung
VZiel Vmnp VB-BsA VBsa CFe CB-BSA CB-BsA/CFe
L] | [wi] | [u] | [ui] | [mg/mi]| [mg/mL] ]

PE23 | K 20 10 0 10 0,05 0,00 0,00
PE23 | 26 20 10 10 0 0,05 7,15-101 | 1,43-10%0
PE23 | 25 20 10 10 0 0,05 7,15 101 1,43 103
PE23 | 24 20 10 10 0 0,05 7,15-108 1,43 - 10
PE23 | 23 20 10 10 0 0,05 7,15-10° 1,43-10*
PE23 | 22 20 10 10 0 0,05 1,43-10° 2,86 - 10
PE23 | 21 20 10 10 0 0,05 2,86-10° 572-10*
PE23 20 20 10 10 0 0,05 572 -10% 1,14 -10°%
PE23 | 19 20 10 10 0 0,05 1,14 - 10* 2,29 - 1073
PE23 | 18 20 10 10 0 0,05 2,29 -10* 4,58 -10°
PE23 | 17 20 10 10 0 0,05 4,58 -10* 9,16 - 1073
PE23 | 16 20 10 10 0 0,05 9,16 - 10 1,83 102
PE23 | 15 20 10 10 0 0,05 1,83-10° 3,66 - 102
PE23 | 14 20 10 10 0 0,05 3,66 - 103 7,32 102
PE23 | 13 20 10 10 0 0,05 732103 1,46 - 10
PE23 | 12 20 10 10 0 0,05 1,46 - 102 2,93-10%
PE23 | 11 20 10 10 0 0,05 2,93 102 5,86 - 10
PE23 | 10 20 10 10 0 0,05 5,86 - 102 1,17
PE23 9 20 10 10 0 0,05 1,17 - 10 2,34
PE23 8 20 10 10 0 0,05 2,34-10% 4,69
PE23 7 20 10 10 0 0,05 469101 9,38
PE23 6 20 10 10 0 0,05 9,38 - 10! 18,8
PE23 5 20 10 10 0 0,05 1,88 37,5
PE23 | 4 20 10 10 0 0,05 3,75 75
PE23 3 20 10 10 0 0,05 7,5 150
PE23 2 20 10 10 0 0,05 15 300
PE23 1 20 10 10 0 0,05 30 600

Tabelle 13: Pipettierschema zur Herstellung der Quervernetzungsproben mit dem MNP-System

PE23.
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Alf

Feldabhéangige Inkubation
Fur die Untersuchung der Einwirkung eines dueren Feldes wahrend der Inkubationszeit
auf die Quervernetzungsreaktion des MNP-Systems PE23 mit B-BSA werden lediglich
zwei Proben hergestellt. Zum einen wird eine Probe mit einem B-BSA-MNP-Verhaltnis
von 37,5 hergestellt, da bei diesem B-BSA-MNP-Verhéltnis die groite Signalanderung
zu erwarten ist. Des Weiteren wird eine Probe mit einem B-BSA-MNP-Verhaltnis von
1,43 - 10" hergestellt. Zur Praparation wird das in Tabelle 14 dargestellte Pipettier-

schema verwendet.
ID VF B-BSA- B-BSA-Konz. Masse B- 0,1% B-BSA- B-BSA-
MNP- (Ziel) BSA BSA-L6- Losung Lésung
Verhaltnis sung

CB-BsA/CFe CB-BSA MB-BsA VBsa VB-Bsa Vziel

[-] [mg/ml] [9 [HL] [HL] (L]

7 26,23 1,43 -101° 1,43 - 101t 7,15 - 1013 48,094 1,906 50

6 100 3,75-10° 3,75-1010 1,88 - 101 49,5 0,5 50

5 100 3,75-107 3,75-10°% 1,88-10° 49,5 0,5 50

4 100 3,75-10° 3,75-10° 1,88 - 107 49,5 0,5 50

3 100 3,75-10°% 3,75-10* 1,88 -10° 49,5 0,5 50

2 100 3,75-101 3,75-1072 1,88 1073 49,5 0,5 50

1 0 37,5 3,75 1,88 - 107 50 0 50

Tabelle 14: Pipettierschema zur Herstellung von Quervernetzungsproben mit einem B-BSA-

MNP-Verhiltnis von 37,5 und 1,43 - 10- 11.

Alg

Kontrollexperiment: Freies Biotin
Fur das Kontrollexperiment wird anstelle der B-BSA-Verdinnungsreihe eine Biotin-Ver-
dunnungsreihe verwendet. Das Pipettierschema ist in Tabelle 15 dargestelit.

ID VF Biotin- Biotin- Masse 0,1 % | Biotin- | Biotin- 0,1M
MNP-Ver- Konz. Biotin BSA- | Lésung | Lésung | NaOH-
héltnis (Ziel) Lo- (Ziel) Ldsung
sung
CB-BsA/CFe CBiotin MBiotin VBiotin Vziel VNaOH
[-] [mg/mL] [mg] E/Bsxi [mL] [mL] (1]
pL
19 10 5,62 107 5,62 108 5,62 108 900 100 1000 0
18 10 5,62 -10° 5,62 107 5,62 107 900 100 1000 0
17 10 5,62 -10° 5,62 -10° 5,62 -10° 900 100 1000 0
16 10 5,62-10* 5,62 -10° 5,62 -10° 900 100 1000 0
15 2 5,62-10% 5,62-10* 5,62-10* 500 500 1000 0
14 2 1,12 -107? 1,12-10°% 1,12-10°% 500 500 1000 0
13 2 2,25-107? 2,25-10°% 2,25-10°% 500 500 1000 0
12 2 4,50 - 102 450-10° 450-10° 500 500 1000 0
11 2 8,99 - 102 8,99 -10% 8,99 -10° 500 500 1000 0
10 2 1,80 - 101 1,80 - 1072 1,80 - 1072 500 500 1000 0
9 2 3,60-10" 3,60 - 102 3,60 - 102 500 500 1000 0
8 2 7,20 - 10" 7,20 - 102 7,20 - 102 500 500 1000 0
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7 2 1,44 1,44-101 | 1,44-107 500 500 1000 0
6 2 2,88 2,88-101 | 2,88-10? 500 500 1000 0
5 2 5,76 576-101 | 576-10% 500 500 1000 0
4 2 11,5 1,15 1,15 500 500 1000 0
3 2 23 2,30 2,30 500 500 1000 0
2 2 46,1 4,61 4,61 500 500 1000 0
1 0 92,1 9,21 9,21 0 0 1000 1000

Tabelle 15: Pipettierschema zur Herstellung der Biotin-Verdinnungsreihe.
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A.2 Messskripte der feldabhéngigen Inkubation

A2a Kontinuierliche Feldexposition
In Abbildung 34 ist ein Ausschnitt des Messskriptes zur kontinuierlichen Feldexposition
bei einer Anregungsfeldstérke von B, = 25 mT dargestellt. Das Messskript wird nach ei-
ner Inkubationszeit von 4 h abgebrochen.

measurement; 25.000;1;C:\MP5_

older (25.000mT 1.0s).mps
wait;el

w&dsurumenL;Rb.ﬂUU;I;C}RMPS_

older (25.000mT 1.0s).mps
wait;e0

nFEHnrﬁmnnf;?h.ﬁUU;I;C:\MPS_

older (25.000mT 1.0s).mps
wait;e0
measurement;25.000;1;C:\MP5_
older (25.000mT 1.0s) .mps

wait; el

measurement; 25.000;1;C:\MPS
older (25.000mT 1.0s).mps
wait;e0

measurement;25.000;1;C:\MP5_

older (25.000mT 1.0s5) .mps
wait; el

measurement; 25.000;1;C:\MP5
older (25.000mT 1.0s).mps
wait; &0

measurement; 25.000;1;C:\MP5
older (25.000mT 1.0s2) .mps
wait;60

measurement; 25.000;1;C:\MPS_

older (25.000mT 1.0s) .mps
wait ;&0

measurement;25.000;1;C:\MPS_

older (25.000mT 1.0s) .mps
wait;60

measurement; 25.000;1;C:\MPS_

older (25.000mT 1.0s8) .mps
wait;e0

measurement;25.000;71;C:\MPS_

older (25.000mT 1.0s).mps
wait; &0

measurement; 25.000;1;:C:\MP5
older (25.000mT 1.0s).mps
wait;e0

measurement; 25.000;1;C:\MP5

alder (25.000mT 1.0s).mps
wait;60

measurement; 25.000;1;C:\MP5

older (25.000mT 1.0s).mps
wait ;60

measurement; 25.000:1;C:\MP5_

older (25.000mT 1.0s5) .mps
wait;el

measurement;25.000;1;C:\MP5_

older (25.000mT 1.0s) .mps
wait; 60

measurement; 25.000;1;C:\MP5_|

older (25.000mT 1.0s8) .mps
wait;e0

Resultsh20213\20211105%20211105_154342_empty_h

Resultsh20217\20211105%20211 105_154342_empty_h

Resultsh20217\20211103%20211105_134342_empty_h

Results\2021%202111054%20211105_154342_empty_h

Results\2021\20211105%20211105 154342 empty h

Results\2021%202111054%20211105_154342_empty_h

Resultsh\2021\20211105%20211105_ 154342 empty h

Results\2021\20211105%20211105 154342 empty h

Resultsh2021M\20211103%20211105_154342_empty_h

Results\2021\20211105%20211105_154342 empty_h

Resultsh20217\20211105%20211 105_154342_empty_h

Results\2021M\20211105%20211105_154342 empty_h

Results\2021%\20211105%20211105_154342 empty h

Reu;lt:%EUEl\252111051252;;105_1543@2_umptv_i

Results\2021%\20211105420211105_154342_empty_h

Resultsh20217\20211105%20211105_154342_empty_h

Results\2021\20211105%20211105_154342 empty_h

Results\2021%20211105%20211105_154342_empty_h

Abbildung 34: Ausschnitt des Messskripts zur kontinuierlichen Feldexposition bei einer Anre-
gungsfeldstarke von B = 25 mT.

A2b Diskontinuierliche Feldexposition
Das Messskript zur diskontinuierlichen Feldexposition sieht eine Gesamtinkubationszeit
von 4 h vor. Nach einer Messung bei einer Anregungsfeldstarke von B, =25 mT und
t =1 s wird eine Messung bei einer Anregungsfeldstarke von Ba =0,05mT undt=0,1s

durchgefiihrt.
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measurement;25.000;1;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151506_empty_h
older (25,000mT 1.0s).mpa

moeasurement;0.05;0.01;C: \MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty
holder (0.050=T 0.18).mpa

wait;900
measurement;25.000;1;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151506_eapty h
older (25.000mT 1.0s).mps
measurement;0.05;0.01;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty
holder (0.050mT 0.18) .mps

wait;200
measurement;25.000;1;:C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151506_e=pty h
older (25.000mT 1.0s).mps

measurement;0.05;0,01;C: \MPS_Results\2021\20211104\20211104 _151516_empty
holder (0.050=T 0.18).mps

wait;900
measurement;25.000;1;C:\MPS_Rosults\2021\20211104\20211104_151506_eapty _h
older (25.000=T 1.0s).mps
measurement;0.05;0,01;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty
holder (0.050mT 0.1s).mps

wait;900
measurement;25.000:1;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151506_eapty h
older (25.000=T 1.0s).mps
measurement;0.05;0.01;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty_
holder (0.050aT 0.18).mps

wait;900
measuremont;25.000;1;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151506_ompty h
older (25.000mT 1.0s) .mps

measurement;0.05;0.01:C: \MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty_
helder (0.050mT 0.15) .mps

wait;900

measurement :25.000;1;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151506_empty h
older (25.000=T 1.0s).mps
measurement;0.05;0.01;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty
holder (0,050mT 0.1s).mps

walt; 900

moasurement ;25.000;1;C:\MPS_Rosults\2021\20211104\20211104_151506_empty h
older (25.000=T 1.0s).mps
measurement;0.05;0.01;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty
holder (0.050aT 0.1s).mps

wait;900

measurement ;25.000;1;C:\MPS_Rosults\2021\20211104\20211104_151506_empty_h
older (25.000aT 1.03).mps
measurement;0.05;0.01;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty_
holder (0.050=T 0.13).mps

walit;900
measuremont;25.000;1;C:\MPS_Rosults\2021\20211104\20211104_151506_empty_h
older (25.000=T 1.08) .mps
measurement;0.05;0.01;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty_
holder (0.050=T 0.1s).mps

wait;900
moasuremont;25.000;1;C:\MPS_Rosults\2021\20211104\20211104_151506_empty h
older (25.000aT 1.08).mps
measurement;0.05:;0,01;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty
holder (0.050aT 0.1s).mps

wait;900
measuremont;25.000;1;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151506_e=pty h
older (25.000aT 1.0s).mps
measurement;0.05;0.01;C:1\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty
holder (0.050=T 0.13).mps

wait;900
moasuremont;25.000;1;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151506_ompty_h
older (25.000mT 1.03).mps
moasuremont;0.05;0.01;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty_
holder (0.050aT 0.13).mps

wait;900
measuremont;25.000;1;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151506_e=pty_h
older (25.000mT 1.0s).mps
measurement;0.05;0.01;C1\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty
holder (0.050=T 0.13).mps

walt;900
measuremont;25.000;1;C:\MPS_Rosults\2021\20211104\20211104_151506_ompty h
older (25.000aT 1.0s).mps
measuremont;0.05;0.01;C:\MPS_Results\2021\20211104\202112104_151516_empty_
holder (0.050mT 0.13).mps

wait:900
measuremont;25,000;1;C:\MPS_Rosults)\2021\20211104\20211104_151506_om=pty h
clder (25.000mT 1.0s).mps
measurement;0.05:0.01;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty_
holder (0.050aT 0.13).mps

walit;900
moasuremont;25.000;1;C:\MPS_Rosulta\2021\20211104\20211104_151506_ompty_h
older (25.000mT 1.0s).m=ps
measurement;0.05:0.01;C:\MPS_Results\2021\20211104\20211104_151516_empty_
holder (0.050mT 0.13).mps

Abbildung 35: Messskript zur diskontinuierlichen Feldexposition bei einer Anregungsfeldstarke

von B, =25 mT.
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Anhang B Auswertungen

B.1 Berechnung der Eisenmasse

Das As/Az-Verhéltnis und die Phase der dritten Harmonischen ¢z ist von der Eisenmasse
abhéngig. Zur Berechnung der Eisenmasse der MNP-Systeme SY50, SY64, PE23 und
PE21 wird die molare Masse von Eisen (Mre = 55,845 g/mol) und die Eisenkonzentration
der unverdiinnten MNP-L6sung cre benotigt. Hierbei wird nicht die Herstellerangabe,
sondern die an der PTB gemessene Eisenkonzentration des jeweiligen MNP-Systems ver-
wendet (siehe Seite 23). Durch Division der Eisenkonzentration durch die molare Masse
von Eisen Mre kann die Eisenkonzentration von mg/mL in mol/L umgerechnet werden:

GV50. ¢ _ Cremg _ 2,87 % B mmol
ST Mpessges LT L
! mo
SY64: ¢ _ Cremg _ 403 % _ mmol
- LFe,mol MFe 55 845 Ll , I,
! mo
PE23: ¢ _ Cremg _ 2,40 % B mmol
+ LFe,mol MFe 55 845 Ll ’ J
! mo
g
CFe,mg 7,73 T mmol
PE21: = = = 138,4
CFe,mol MFe 55 845 Ll I
! mo

Im Rahmen der Voruntersuchungen wird, die fur die Quervernetzung benétigte Eisen-
masse, untersucht, die ein ausreichenden MPS-Signal erzeugt. Die Eisenkonzentrationen
der MNP-Verdinnungsstufen 1 bis 7 sind in Tabelle 16 dargestellt. Die Eisenmasse des
MNP-Systems PE21 wird fur das Kontrollexperiment bendétigt (siehe Abschnitt 4.4.1).

Verdlnnungs- VF SY50 SY64 PE23
stufe CFe Cre Cre

N [mmol/L] [mmol/L] [mmol/L]
0 0 51,3 72,1 429
1 10 5,13 7,21 4,29
2 10 0,513 0,721 0,429
3 10 0,0513 0,0721 0,0429
4 10 0,00513 0,00721 0,00429
5 10 5,13-10+ 7,21-104 4,29 -10+4
6 10 513-10- 7,21-10- 4,29 -10°
7 10 513-10° 7,21-10° 4,29 -10°

Tabelle 16: Eisenkonzentrationen der Verdiinnungsstufen 0 bis 7.
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Da die MPS massensensitiv ist, wird die Eisenmasse der VVerdiinnungsstufen benétigt, die
sich nach der folgenden Formel berechnet:

Mpe = Cre * Mpe " Vprope (19)
Mit einem Probenvolumen von Vpoe = 18 pL und der Molaren Masse
Mee = 55,458 mol/L von Eisen ergibt sich fur das MNP-System SY50 eine Eisenmasse
von mee = 5,127 - 10°° g fiir die unverdinnte Probe. Fir das MNP-System SY65 berech-
net sich eine Eisenmasse von mee = 7,238 - 10"° g und fir PE23 eine Eisenmasse von
Mee = 4,322 - 10°° g. Mit dem Verdiinnungsfaktor VF = 10 werden die Eisenmassen der
Verdlnnungsstufen berechnet (siehe Tabelle 17).

VerdlUnnungsstufe VF SY50 SY64 PE23

N Mre Mre Mre
[l [a] [9]

0 0 5,127 - 10° 7,238 - 10° 4,322 -10°
1 10 5,127 - 10°® 7,238 - 10 4,322 - 10
2 10 5,127 - 107 7,238 - 107 4,322 - 107
3 10 5,127 - 108 7,238 - 108 4,322 -10°%
4 10 5,127 - 10° 7,238 - 10° 4,322 -10°
5 10 5,127 - 1010 7,238 - 10710 4,322 - 1010
6 10 5,127 - 101 7,238 - 101 4322101
7 10 5,127 - 10712 7,238 - 1072 4,322 -10%2

Tabelle 17: Eisenmassen der MNP-Verdinnungsstufen.

Anhand der berechneten Eisenmassen der Verdinnungsstufen (siehe Tabelle 17) wird die
zu verwendende Eisenmasse zur Quervernetzung der MNP mit B-BSA (siehe Seite 37)
und die Sensitivitat der MPS (siehe Seite 40) untersucht.



Anhang B: Auswertungen 99

B.2 Ermittlung des Untergrundsignals der MPS

In Abbildung 36 ist das Untergrundsignal durch Messung des leeren Probenstabes der
Harmonischen Az und As bei den Anregungsfeldstarken Ba=5mT, Ba=12mT und

Ba = 25 mT dargestellt.
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Abbildung 36: Messung des Untergrundsignals der MPS bei den Anregungsfeldstarken
Ba=5mT, Ba =12 mT und Ba = 25 mT zur Ermittlung der Nachweisgrenze in Abhangigkeit der
Feldstarke. In dieser Grafik sind die Mehrfachbestimmungen der Harmonischen A; und As abge-
bildet.

Das Untergrundsignal des leeren Probenstabes bei einer Feldstérke von Ba = 25 mT ist im
Durchschnitt héher ist als bei der Messung bei Ba =5 mT oder Ba = 12 mT (siehe Abbil-
dung 36).



