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1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

1.1 Anreicherung von Viren aus groRen Wasservolumina (30 m®) mittels
Crossflow-Ultrafiltration

Im Juli 2010 verabschiedete die Generalversammlung der Vereinten Nationen eine
Resolution, die sicheres und sauberes Trinkwasser als ein Menschenrecht deklarierte, welches
unabdingbar fiir den vollen Genuss des Lebens und aller anderen Menschenrechte ist (1).
Neben Pestiziden, Pharmazeutika und Toxinen z&hlen pathogene Mikroorganismen und Viren
zu den gefdahrlichsten Wasserkontaminanten. Ausloser mikrobieller Verunreinigungen sind
meist Bakterien (z.B. Escherichia coli, Legionellen. Pseudomonas aeruginosa, Salmonellen),
Protozoen (z.B. Cryptosporidien, Giardien) und Viren (z.B. Enteroviren wie Poliovirus,
Coxsackie-Virus A und B, Echovirus, Norwalk- oder Norwalk-dhnliche Viren, Rotaviren,
Hepatitis E und A Viren sowie Adenoviren).

Um Krankheitsausbriiche, verursacht durch pathogene Viren zu vermeiden, ist ein System zur
Risikoanalyse von Trinkwasser notwendig. Die Detektion von Viren ist viel komplexer als die
von Bakterien, da viele Viren nicht, oder wenn, nur unter hohem Zeitaufwand kultivierbar
sind. Dartliber hinaus kommen Viren im Wasser in sehr geringen Konzentrationen vor und
sind dabei zum Teil deutlich infektidser als Bakterien. So liegt z.B. die Wahrscheinlichkeit
einer Infektion eines gesunden Menschens aufgrund der Aufnahme eines einzigen Rotavirus
bei 31% (2). Aufgrund dieses hohen Infektionsrisikos und einer quantitativen
mikrobiologischen Risikoanalyse schldgt die Weltgesundheitsorganisation (3) vor, dass
typischerweise weniger als ein Virus in 10°—10° L Wasser vorhanden sein darf, um
verlasslich und représentativ Wasser als sicher zu deklarieren. So haben Krauss und Griebler
2011 vorgeschlagen, groBe Wasservolumina (> 10 m®’) zu untersuchen (4). Bislang fehlen
aber dementsprechende Anreicherungsmethoden, die solch grofe Volumina handhaben
konnen und zudem mit modernen bioanalytischen Methoden, wie quantitative Reverse
Transkiptase PCR (qQRT-PCR) oder analytischen Mikroarrays gekoppelt werden kénnen.

Zur Anreicherung von Mikroorganismen und Viren aus groBeren Wasservolumina wird
hdufig Ultrafiltration verwendet. Mit Wasservolumina von 100 — 400 L liegen die bisher
bekannten Methoden (5, 6) aber immer noch deutlich unter dem von der WHO geforderten
Volumen von 10 — 30 m’. Eine spezielle Methode der Ultrafiltration stellt die Crossflow-
Ultrafiltration (CUF) dar. Dabei wird die zu filtrierende Probe tangential iiber die Membran

gepumpt, was die Bildung eines Filterkuchens verhindert. Der Filtratfluss bleibt auch bei
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einer hohen Partikellast nahezu konstant und die anzureichernden Mikroorganismen und
Viren bleiben suspendiert im Retentat, was eine hohere Wiederfindungsrate ermdéglicht.

Im Rahmen eines von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) geforderten Projektes
sollte eine Methode zur Anreicherung von Viren aus 30.000 L Wasser entwickelt werden.
Diese Herausforderung sollte mit Hilfe einer mehrstufigen Anreicherungsanlage geldst

werden. Das schematische Prinzip wird in Abbildung 1 verdeutlicht.

Anreicherung Detektion

qRT-PCR
CUF1 |« CUF2 MAF I &

’ . Nlil‘([oarray
30m 10L 100 mL 1 mL

Abbildung 1: Schematisches Prinzip des zweistufigen CUF-Prozesses, kombiniert mit einer monolithischen

Affinitéatsfiltration, gefolgt von quantitativer Analyse mittels qRT-PCR oder Mikroarray.

Hierbei sollen Mikroorganismen und Viren aus 30.000 L Wasser mittels einer ersten CUF-
Anlage (CUF 1) in 10 — 100 L angereichert werden. Dieses Eluat soll in einer zweiten
kleineren CUF-Anlage (CUF 2) auf 100 mL und mit einer daran gekoppelten monolithischen
Affinitatsfiltration (MAF) auf ein Endvolumen von 1 mL aufkonzentriert werden. Zudem
sollten durch die Verwendung einer monolithischen Affinitdtsfiltration storende
Matrixbestandteile entfernt werden, wodurch eine Quantifizierung sowohl mit
Zellkulturverfahren, als auch mit bioanalytischen Methoden, wie qRT-PCR oder DNA-
Mikroarrays, ermdglicht wird. Es sollte gezeigt werden, dass die gewlinschte Sensitivitét fiir
Viren, die zur Beurteilung von Trinkwasser nétig ist, mit Hilfe der genannten Methode
erreicht werden kann.

Die vorliegende Dissertation bezog sich auf die Entwicklung der zweistufigen CUF-Anlage
zur Anreicherung von Viren aus bis zu 30.000 L Leitungswasser. Diese sollte mittels des
Modellviruses MS2 charakterisiert werden und anschlieBend an Hand von Realproben
verifiziert werden. Dabei sollte eine moglichst hohe Wiederfindung und hohe
Reproduzierbarkeit erreicht werden. In Zusammenarbeit mit zwei weiteren Doktoranden
sollte zudem die Moglichkeit gezeigt werden, die zwei CUF-Anlagen mit MAF zu

kombinieren und eine Detektion mittels qRT-PCR und Mikroarray zu ermoglichen.
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1.2 Visualisierung von Benzo[a]pyren in porésen Medien mittels Antikorper-
gekoppelten superparamagnetischen Nanopartikeln

Benzo[a]pyren (B[a]P) ist ein Beispiel fiir eine groBe Gruppe von organischen Kontaminanten
in Boden. B[a]P ist ein polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoff (PAK), der aus finf
kondensierten aromatischen Ringen aufgebaut ist (Abbildung 2) und hauptsdchlich durch

unvollstindige Verbrennung von organischem Material entsteht (7).

Abbildung 2: Chemische Struktur von Benzo[a]pyren.

PAKSs werden iiber Luft weit verbreitet und sind daher ubiquitéir in der Umwelt zu finden (8).
PAKs binden gern an Huminstoffe im Oberboden, wo sie aufgrund ihrer geringen
Wasserloslichkeit von 3,8 pg/L (9) angereichert werden. Die hohe Stabilitit sowie das hohe
karzinogene und mutagene Potential erfordern ein stindiges Monitoring. Die
durchschnittliche Hintergrundbelastung von B[a]P in stiddtischen Boden betragt ca. 1 mg/kg.
Jedoch konnten Kontaminationen von bis zu 100 mg/kg in der Ndhe von Emissionsquellen
gefunden werden (8). Deshalb hat das deutsche Bundesumwelt-ministerium Grenzwerte fiir
B[a]P in unterschiedlichen Boden erlassen (2 — 12 mg/kg Trockengewicht) (10).

Wihrend die quantitative Analyse von PAKs in Boden Stand der Technik ist, besteht
weiterhin ein groBes Bediirfnis, Prozesse wie Dispersion, Akkumulation oder Abbau von
PAKSs in Boden zu verstehen. Diese Prozesse laufen an den biogeochemischen Grenzflidchen
(BGIs) ab. Deshalb ist es notwendig, rdumliche und =zeitliche Dynamiken an diesen
Grenzflachen zu untersuchen. Magnetresonanztomographie (MRT) ist eine gute Methode,
dynamische Prozesse in pordsen Medien zu visualisieren und zu quantifizieren. MRT wurde
bereits genutzt, um den Transport von Kolloiden (11, 12), Wasser (13) und Schwermetallen
(14) in porosen Medien zu visualisieren. AuBBerdem wurden Fluss und Diffusion (15, 16)
sowie die rdumliche und zeitliche Verdnderung von Adsorption und Remobilisierung von

Schwermetallen gemessen (17). Olson et al. untersuchten die Chemotaxis von Bakterien in
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pordsen Medien mit Hilfe von MRT, Séulenversuchen und immunomagnetisch markierten
monoklonalen Antikdrpern (mAk) gegen Bakterien (18).

Im Rahmen eines von der DFG geforderten Projektes sollten MRT-aktive superpara-
magnetische Nanopartikel (NP) synthetisiert werden, an die mAks gegen B[a]P gekoppelt
werden sollten, um B[a]P in pordsen Medien mittels MRT zu visualisieren. Ein mogliches
Material fiir superparamagnetische NP ist Eisenoxid. Eisenoxid-NP wurden bereits fiir
zahlreiche Anwendungen synthetisiert und verwendet. Eine mogliche Anwendung ist der
Einsatz von bakteriziden NP zur Bioverteidigung und gleichzeitiger Biomonitoring-Funktion
(19). Des Weiteren zéhlen gezielte Pharmakotherapie (20), Hyperthermie (21), immuno-
magnetische Separation von Zellen (22, 23), Immunonachweisverfahren (22, 24, 25) und
MRT dazu. Hier finden Eisenoxid-NP sowohl als Kontrastmittel (26), als auch als
Nanosensoren Verwendung. Kaittanis et al. benutzten z.B. Eisenoxid-NP zur Detektion von
Bakterien in Blut oder Milch mittels MRT (27). Wie bereits oben erwihnt, wurden Eisenoxid-
NP auch zur Untersuchung und Quantifizierung der Chemotaxis von Bakterien in pordsen
Medien mittels MRT verwendet (18).

Eine Hauptaufgabe dieser Arbeit war die Synthese und Charakterisierung von Ak-
gekoppelten MRT-aktiven NP. Dariiber hinaus sollte eine Strategie zur Visualisierung von an

Silica-Gel adsorbierten bzw. chemisch gebundenen B[a]P mittels MRT entwickelt werden.
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2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.1 Anreicherung von Viren aus groRen Wasservolumina (30 m®) mittels

Crossflow-Ultrafiltration

2.1.1 Viren im Trinkwasser

Definition und Historie
Viren sind keine Lebewesen. Ein Viruspartikel (Virion) besteht aus RNA bzw. DNA, die mit

einer Protein-Hiille (Capsid) umgeben ist (Abbildung 3).

Abbildung 3: Computersimulierte Bilder und die entsprechenden elektronenmikroskopischen Aufnahmen
zweier wichtiger Vertreter trinkwasseriibertragbarer, humanpathogener Viren; Adenovirus als Beispiel
eines 80-nm DNA-Virus (links) und Norovirus als Beispiel eines 28-nm RNA-Virus (rechts); Bilder zur
Verfligung gestellt von Hans-Christoph Selinka (UBA Berlin).

Einige Viren besitzen zudem eine Membranhiille, und werden daher als behiillte Viren (im
Gegensatz zu unbehiillte Viren) bezeichnet. Sie haben keinen eigenen Stoffwechsel und keine
Moglichkeit zur selbststindigen Replikation. Eine Vermehrung ist daher nur in einer
geeigneten Wirtszelle moglich. Einige Viren, die im Trinkwasser vorkommen, konnen
Krankheiten auslésen. Kling war der Erste, der diese Tatsache erkannte und publizierte (28),
als er 1928 Wasser aus einem Brunnen in Schweden untersuchte und Polioviren nachweisen
konnte. Nach dem zweiten Weltkrieg wurde dieses Problem aufgrund vermehrt auftretender
Poliomyelitis-Epidemien wieder aufgegriffen. So konnten Viren wéhrend einer Poliomyelitis-
Epidemie im stddtischen Abwasser von Chicago nachgewiesen werden (29). Beide Nachweise
gelangen dabei noch durch Aufreinigung einer 4-L-Abwasserprobe und anschlieBender
Verimpfung des Konzentrats auf Rhesusaffen. 1945 gelang Neefe et al. auBerdem der
Nachweis von Hepatitis-Viren in der Trinkwasserversorgung eines Ferienlagers (30). Sie

konnten zeigen, dass sich Freiwillige sowohl durch Verabreichung von Fikalien erkrankter
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Personen, als auch durch Trinkwasser des Ferienlagers mit Hepatitis infizierten. Dadurch
konnte der fikale Verschmutzungsweg von Trinkwasser belegt werden.

Ein weiterer Meilenstein in der Virendetektion gelang Dulbecco 1952 mit der Entwicklung
des Plaque-Assays zur Quantifizierung von Viren (31). Mit Hilfe dieser Technik gelang es
1964 Coin et al., Polio-, Coxsackie- und Echoviren im Pariser Trinkwasser nachzuweisen
(32), was weitreichende Folgen, wie die Sanierung der Trinkwasserversorgung sowie die
Einrichtung einer Trinkwasseraufbereitung, nach sich zog (33). Darauthin folgten weitere
Virennachweise auf Zellkulturbasis, wie z.B. der Nachweis von Hepatitis A-Viren im
Trinkwasser durch Sobsey et al. 1985 (34).

Nur vier Jahre nach der Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durch Mullis et
al. (35, 36) schlugen Alexander et al. 1989 die PCR als Detektionsmoglichkeit fiir Enteroviren
in Wasser vor (37). Die PCR ermdglichte nun eine schnelle und sensitive Detektion von
RNA- und DNA-Viren in Wasserproben (38, 39). Auch Viren, die bis dato nicht oder nur
schwer kultivierbar waren (z.B. Norovirus), konnten nun nachgewiesen werden (40). Von da
an wurde eine Vielzahl an trinkwasserbedingten Virusausbriichen gemeldet. Eine

exemplarische Zusammenstellung an bedeutenden Féllen ist in Tabelle 1 zu sehen.

Tabelle 1: Beispiele trinkwasserbedingter Ausbriiche von Virusinfektionen.

Virus Jahr Land Infektionen Ursache Nachweis  Lit.
Adenovirus 1991 USA 631 Unzureichende e (1)
Chlorierung
Echovirus 1997  WeiBrussland 461 Unzqrelchgnde - (42)
Desinfektion
Norovirus 1998 Finnland ca. 3000 Unzure}chende PCR (43)
Chlorierung
Norovirus / . Kontamination
Echovirus 1998 Schweiz ca. 2000 mit Abwasser PCR (44)
Norovirus 2004  Deutschland 88 antamlnatlon PCR (45)
mit Abwasser
Norovirus 2007 USA 94 - PCR (46)
Norovirus 2009 Italien 299 Unzureichendes —— pop 47
Abwassersystem

Die Auflistung zeigt, dass es immer noch weltweit zu trinkwasserbedingten Virusausbriichen
kommt. Die Ursachen dieser Ausbriiche sind meist unzureichende Desinfizierung oder
Starkregenfille (48). Um eben genau diese Gefahr fiir die menschliche Gesundheit zu

eliminieren, wurden weltweit Grenzwertkonzepte fiir Viren im Trinkwasser aufgestellt.
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Grenzwerte

Deutschland In Deutschland wurde 1990 die erste Trinkwasserverordnung erlassen.
Die letzte aktuelle Version wurde 2001 veroffentlicht und Ende 2011 durch eine novellierte
Version ersetzt. Nach Abschnitt 2: Beschaffenheit des Wassers fiir den menschlichen
Gebrauch, § 5, diirfen Krankheitserreger im Sinne des § 2 Nr. 1 des Infektionsschutzgesetzes
nicht in Konzentrationen enthalten sein, die die menschliche Gesundheit schidigen konnten.
Allerdings gibt es nur fiir die Indikatororganismen (E. coli, coliforme Keime, Enterokokken
und Legionellen) Grenzwerte (0 in 100 mL bzw. 100 in 100 mL fiir Legionellen in Anlagen
der Trinkwasserinstallation). Untersuchungen im Hinblick auf andere Mikroorganismen oder
Viren im Wasser sind somit nicht Bestandteil der Trinkwasserverordnung (49).

Europdische Union In der Richtlinie 98/83/EG des Rates von 1998 iiber die Qualitdt von
Wasser fiir den menschlichen Gebrauch heift es, dass Trinkwasser keine Mikroorganismen,
Parasiten und Stoffe jedweder Art in einer Konzentration enthalten soll, die eine potenzielle
Gefihrdung der menschlichen Gesundheit darstellt. Die Europdische Union fordert, dass alle
ithr angehorenden Lénder diese Richtlinie umsetzen (50). Auch hier sind somit
Untersuchungen im Hinblick auf andere Mikroorganismen oder Viren im Wasser kein
Bestandteil der Verordnung.

WHO 1979 hat die WHO erstmals gefordert, dass Trinkwasser frei von Viren
sein muss. 2004 hat die WHO dieser Forderung erneut Nachdruck verliehen, indem sie
Infektionskrankheiten, die durch Bakterien, Protozoen und Viren ausgeldst werden, zu den
héufigsten und am weitest verbreiteten Gesundheitsrisiken z&hlt. Neben Bakterien und
Protozoen werden somit auch einige Viren als gesundheitsrelevante Pathogene eingestuft.
Diese sind in Tabelle 2 zusammengestellt. Die WHO stellte zudem fest, dass Trinkwasser

hauptséchlich iiber Fikalien von Mensch und Tier mit diesen Viren kontaminiert wird.

Tabelle 2: Durch Trinkwasser iibertragbare Viren und ihre Bedeutung in den

Wasserversorgungsanlagen (3, 51).

Viren Gesundheits- Per_sistenz im Chlorresistenz Rela'_ci\_/e" Reser_voir in
relevanz Trinkwasser Infektivitat der Tierwelt
Adenovirus hoch lang Mittel hoch nein
Enterovirus hoch lang Mittel hoch nein
Hepatitis A hoch lang Mittel hoch nein
Hepatitis E hoch lang Mittel hoch eventuell
Norovirus hoch lang Mittel hoch eventuell
Sapovirus hoch lang Mittel hoch eventuell

Rotavirus hoch lang Mittel hoch nein
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Auch die WHO gibt keine bestimmten Grenzwerte fiir Viren im Trinkwasser an, sondern
wihlt andere Wege. Darunter zdhlt zum einen die Verwendung von geeigneten
Wasseraufbereitungsanlagen sowie Desinfektionsmethoden, welche sicherstellen, dass
Trinkwasser frei von Viren ist. Zur weiteren Einstufung einer Gefdhrdung wihlt die WHO die
Risikoabschitzung. Dazu wurde das Konzept der disease adjusted life years (DALY)
entwickelt. 1 DALY entspricht dabei einem, durch vorzeitiges Versterben oder Krankheit
beeinflussten Lebensjahr. Dabei spielt neben der Haufigkeit der Erkrankung auch die Schwere
der Erkrankung, die Infektiositit der Erreger, die aufgenommene Menge an Trinkwasser
sowie die Konzentration der Erreger im Trinkwasser eine Rolle. Mit Hilfe dieser
Berechnungen konnen maximal zuldssige Viruskonzentrationen im Trinkwasser bestimmt
werden. Unter der Bedingung, dass innerhalb eines Jahres maximal 1 DALY pro 1 Million
Verbraucher (10° DALY) auftritt, berechnet die WHO z.B. fiir Rotavirus eine maximale
Konzentration von einem Rotavirus in 32 m® Trinkwasser. Generell ldsst sich sagen, dass
Pathogenkonzentrationen, die das Gesundheitsziel von 1 DALY pro 1 Million Verbraucher
pro Jahr erreichen, einem Organismus pro 10 — 100 m® Trinkwasser entsprechen. In den
Richtlinien steht aber ebenso unter Punkt 3.2, dass ein weniger strenges Gesundheitsziel von
10° oder 10" DALY realistischer und dazu immer noch mit den Zielen einer hoch
qualitativen sicheren Wasserversorgung iibereinstimmt. Fiir das Beispiel Rotavirus wiirde dies
einer maximal zuldssigen Konzentration von 10 bzw. 100 Rotaviren in 32 m’ Trinkwasser
entsprechen.

Momentan wird das Monitoring von Trinkwasser hinsichtlich solcher Viren, aufgrund des
groBen Volumens, das dazu angereichert werden miisste (Beispiel Rotavirus: 32 m’), von der
WHO als nicht machbar bzw. nicht bezahlbar betrachtet. Unter Punkt 11.6 wird daher erklart,
dass das Monitoring im Normalfall auf Indikatororganismen beschrinkt wird. Dazu zdhlen

z.B. E. coli, Enterokokken, Clostridien oder auch Bakteriophagen.

2.1.1 Bakteriophage MS2 als Modellvirus im Trinkwasser

Der Bakteriophage MS2 ist ein 22 — 29 nm (52) grofler Virus mit positiver (Kodierungs-
richtung 5'= 37) einzelstrangiger RNA. Der isoelektrische Punkt (IEP) liegt bei 3,9 (53).
Abbildung 4 zeigt ein mittels Transmissionselektronenmikroskopie erhaltenes Bild des
Bakteriophagen MS2 mit ikosaedrischer Struktur. Fiir die virale Replikation adsorbiert das
Virus an Pili des Wirts (z.B. Salmonellen, E. coli) und injiziert seine RNA. Nach der
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Replikation wird das Genom von Capsidproteinen umhiillt. Die Zelle wird lysiert und die
Viruspartikel freigesetzt.

Abbildung 4: TEM-Bild mehrerer Bakteriophagen MS2; zur Verfiigung gestellt von Sandra Lengger.

Aufgrund der vielen Gemeinsamkeiten zwischen MS2 und humanpathogenen Enteroviren,
wie Grofle, Morphologie, Struktur, Art der Vermehrung sowie der einfachen Kultivierbarkeit
und der Unbedenklichkeit fiir den Menschen, dient MS2 als Modell fiir humanpathogene
Viren. So wurde MS2 genutzt, um die Viruselimination wéhrend einer Membranfiltration zu
quantifizieren (54, 55), oder das Verhalten von Viren in Wasser abzuschétzen (56, 57). Die
Bedeutung der Bakteriophagen als Indikatororganismen wurde 2001 von Grabow et al.
diskutiert (58). Auf diese Arbeit bezieht sich auch die WHO in ihren Richtlinien fiir
Trinkwasserqualitdt in Punkt 11.6.6, die Coliphagen als Indikatororganismen vorschligt (3).
Auch José Figueras beschreibt Bakteriophagen als mogliche Indikatororganismen fiir die

Trinkwasserverschmutzung mit Abwasser (48).

2.1.2 Methoden zur Anreicherung von Viren

Um das Beispiel Rotavirus noch einmal aufzugreifen, ergibt sich aus der Forderung der WHO
von maximal zuldssigen 1 — 100 Viren in 32 m® Trinkwasser, eine Konzentration von 3 x 10
— 3 x 10 Viren/mL, die es nachzuweisen gilt. Diese Konzentrationen sind zu gering, um sie
direkt in einer Wasserprobe zu detektieren. Deshalb wurden in den letzten Jahrzehnten

mehrere Anreicherungsmethoden fiir Viren in Wasser entwickelt. Eine Ubersicht iiber die
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verschiedenen Methoden und ihre Anwendungen geben Wyn-Jones und Sellwood (59) sowie
Grabow (58).
Ublicherweise bestehen die Anreicherungsverfahren aus zwei Stufen. Eine primére
Anreicherung, bei der Volumina von 1 — 1000 L auf ein Volumen von 50 — 500 mL reduziert
werden, und eine sekundire Anreicherung, bei der auf ein Endvolumen von < 10 mL
angereichert wird. Das Endvolumen muss so klein wie mdglich gehalten werden, da in
nachfolgenden Detektionsmethoden iiblicherweise sehr kleine Volumina eingesetzt werden
(PCR: einige pL; Plaque-Assay: mL). Idealerweise sollte das gesamte Volumen in der
nachfolgenden Detektionsmethode eingesetzt werden, um die maximale Sensitivitdt zu
erreichen. Gleichzeitig sollten die Anreicherungsmethoden maximale Wiederfindungsraten
fiir eine moglichst grole Anzahl an unterschiedlichen Viren erzielen. Block und Schwartzbrot
haben die geforderten Eigenschaften einer optimalen Anreicherungsmethode
zusammengestellt (60):

- technisch einfach durchfiihrbar,

- hohe Wiederfindungsraten,

- simultane Anreicherung vieler verschiedener Viren,

- kleines Elutionsvolumen,

- kostenglinstig,

- geeignet fiir grofBe Probenvolumina,

- hohe Reproduzierbarkeit.

Priméare Anreicherungsmethoden:
Virus-Adsorptions-Elutions-Methode
Die Virus-Adsorptions-Elutions-Methode (Viradel) wurde 1967 von Wallis und Melnick

entwickelt (61-63). Mittlerweile gibt es eine Vielzahl an Methoden zur Anreicherung von
Viren, die aufgrund von Ladungsunterschieden zwischen Virus und Filtermaterial beruhen.
Zu den wichtigsten Verfahren dieser Art zéhlen die Filtration iiber positiv geladene Filter, die
Glaswollfiltration sowie die Filtration iiber negativ geladene Filter. Weniger {ibliche
Methoden, wie die Filtration iiber Mullbinden (64) oder Glaspulver (65), werden hier nicht
behandelt.

Die Funktionsweise der Anreicherung von Viren mittels positiv geladener Filter ist
nachfolgend erklért: Viren, die einen IEP haben, der kleiner ist als der pH-Wert des sie
umgebenden Wassers, besitzen eine negative Ladung und adsorbieren an die positiv geladene

Filteroberfliche. Von dort konnen sie z.B. mittels einer hoch proteinhaltigen Lésung (z.B.
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Rinderextrakt) mit alkalischem pH-Wert und dem Zusatz von Aminosiuren (z.B. Glycin)
eluiert werden (66). Der Zeta-Plus-1MDS-Filter (Cuno, Meriden, CT, USA) zdhlt zu den
wichtigsten Vertretern der positiv geladenen Filter. Die US Environmental Protection Agency
(USEPA) hat eine Standardmethode zur Sammlung von Enteroviren aus groflen
Wasservolumina mit Hilfe dieses Filters vorgeschlagen (67). Sobsey et al. sowie Ma et al.
erforschten in diversen Studien die Wiederfindung von humanen Enteroviren aus
Wasserproben (34, 66, 68, 69). 2006 zeigten Polaczyk et al. die Verwendung von 1MDS-
Filtern zur simultanen Anreicherung von verschiedenen Mikroorganismen aus Trinkwasser
(70). Dabei konnten die Bakteriophagen MS2 und Phi X174 simultan mit anderen
Mikroorganismen aus einer 20-L-Probe mit einer Wiederfindung von 32 + 13% bzw.
37 +26% in einem Eluat von 1 L innerhalb von 20 min (Filtrationsvolumenrate 2,7 L/min;
Verweilzeit des Eluats: 10 min) wiedergefunden werden.

Nach demselben Anreicherungsmechanismus kann, anstelle von elektropositiven Filtern, auch
Glaswolle verwendet werden. Einen Uberblick iiber die verschiedenen Anwendungen der
Glaswollfiltration im Bereich des Virusmonitoring sowie verschiedene Untersuchungen iiber
die Virus-Wiederfindungen geben Lambertini et al. (71). Drei der wichtigsten Vertreter
humanpathogener Viren (Enterovirus, Adenovirus und Norovirus) wurden mittels Glaswolle
aus groen Volumina Trinkwassers (bis zu 1658 L) mit Wiederfindungen zwischen 8 und
98% angereichert. Die grolen Volumina wurden mit einer Volumenrate von bis zu 5,5 L/min
filtriert, wobei in 3 von 15 (bzw. 8 von 15) Trinkwasserproben Adenoviren (bzw. Entero-
viren) in Konzentrationen von 0,01 genomic units (GU)/L (bzw. 0,2 — 19,2 GU/L) gefunden
worden sind. Der grofle Vorteil der Glaswollfiltration besteht in der Einfachheit der Methode
und der damit verbundenen Kostenersparnis. Lambertini et al. berechneten die Kosten fiir die
Anreicherung einer Wasserprobe auf 10 $ mittels Glaswollfiltration. Im Vergleich dazu
wurden 170 §$ fiir eine Anreicherung mittels 1MDS-Filter berechnet.

Fiir die Anreicherung von Viren mittels negativ geladener Filter (z.B. Cellulosenitrat-Filter)
muss die Wasserprobe auf einen pH-Wert von ca. 3,5 eingestellt werden. Damit besitzen
Viren, deren IEP gréBer als 3,5 ist, eine positive Ladung und adsorbieren an der negativ
geladenen Filteroberfliche. Die FElution der Viren erfolgt auch hier mit Hilfe eines
proteinhaltigen Puffers. Diese Methode wird vor allem fiir trilbe Wasserproben mit hohem
Feststoffanteil verwendet (59). Die Wiederfindung von Enteroviren aus Meerwasser war mit
dieser Methode hoher als bei der Anreicherung mittels elektropositiver Filter (72). Des
Weiteren wurden neben Entero-, auch Noro- (73) und Rotaviren (74) mit dieser Methode aus

diversen Wassermatrices angereichert.
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Ultrafiltration (UF)

Wihrend die Viren bei der Viradel-Methode aufgrund von elektrostatischen
Wechselwirkungen angereichert werden, ist die UF eine groBenspezifische Anreicherungs-
methode. Eine fliissige Probe wird rein physikalisch in Filtrat und Retentat getrennt. Dabei
bleibt die Probe chemisch unverdndert und benétigt keine Vorbehandlung, wie pH-Wert-
Einstellung oder den Zusatz von Proteinen. Dies ist neben den relativ hohen
Wiederfindungsraten der groe Vorteil dieser Filtrationsmethode im Gegensatz zur Viradel-
Methode (59). Dem gegeniiber stehen die relativ hohen Anschaffungskosten einer
Ultrafiltrationsanlage von mehreren Tausend Euro. Wird eine UF-Anlage allerdings mit
wiederverwendbaren UF-Membranen und fiir eine grole Anzahl an Proben (z.B. fiir
Monitoring) verwendet, relativieren sich die Kosten und die UF wird vergleichbar mit
kostengiinstigen Anreicherungsmethoden wie der Glaswollfiltration (71).

Die UF lasst sich mit Porengroen der Membran von 10 — 100 nm zwischen der Nano- und

der Mikrofiltration einordnen (siche Abbildung 5).

Porengrofie [um] 0,001 0,01 0,1 1,0 10 100

Porengréfie [kDal]] 0i2 2|0 100 500 |
| | |
) } Zucker | Viren Bakterien
Relative Grolie I I
gangiger Salze Hefelzeilen
Materialien Endo- Blut- Menschl.
toxine zellen Haar
|
| | |
Umkehr- | Ultra- Partikel-
Anreicherungs-  ©Smose filtration filtration
1
verfahren Nano- Mikro-
filtration filtration

Abbildung 5: Vereinfachtes Filtrationsspektrum nach Kiefer et al. (75).

Die Uberginge dieser Einteilung sind allerdings flieBend. Wihrend Umkehrosmose und
Nanofiltration Analyten aufgrund unterschiedlichen Diffusionsverhaltens durch eine
idealisiert porenfreie Membran abtrennen, werden Ultra- und Mikrofiltration mit pordsen
Membranen betrieben (75). Die Triebkraft der Filtration ist dabei der Transmembrandruck

(TMP).

TMP = Pretentat — PFiltrat (1)

mit Pretentat = mittlerer Druck auf der Retentatseite

Priltrat = mittlerer Druck auf der Filtratseite
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Generell kann die UF in drei verschiedenen Betriebsmodi betrieben werden:
- Crossflow-Ultrafiltration (CUF),
- Deadend-Ultrafiltration (DEUF),
- Vortexflow-Ultrafiltration (VFF).

Dabei ist die VFF ist eine besondere Art der Ultrafiltration. Sie basiert auf Taylor-Wirbeln
(76), die sich innerhalb des VFF-Gerdtes durch Rotation eines Zylinders innerhalb eines

zweiten Zylinders bilden und das Zusetzen der Filteroberfliche verhindern (siehe

G

N
>/
T

 — A F—
| Probe Rotation des AuRerer
inneren Zylinder
Taylor Zylinder
Wirbel

Abbildung 6:Schematische Darstellung des VFF-Prinzips nach Jiang et al. (77).

Die anzureichernde Probe wird zwischen die Zylinder gepumpt und durch die Filteroberfliche
des inneren Zylinders gefiltert. Durch die Bewegung der Zylinder wird die Bildung einer
Deckschicht verhindert.

Diese Technik wurde 1991 von Paul et al. zur Anreicherung von T2 Bakteriophagen adaptiert
(78). Die Bakteriophagen konnten damit aus 2-L-Seewasserproben mit einer Wiederfindung
von 73 £ 6% in 15 mL angereichert werden. Mit demselben System (Membrex Benchmark

System; 100 kDa) wurden von Tsai et al. 1993/94 Meerwasserproben auf Hepatitis A-, Rota-
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und Polioviren untersucht (79, 80). Donaldson et al. veréffentlichte 2002 eine Wiederfindung
von 53 + 20% fiir Poliovirus, aufgestockt in zwei 20-L-Seewasserproben (81).

Die gingigen Betriebsmodi einer UF sind DEUF und CUF. Diese unterscheiden sich
maBgeblich. Bei der DEUF wird die Membran orthogonal mit der Probe beaufschlagt.
Partikel, die groBer als die Poren der Membran sind, lagern sich auf dieser ab, weshalb es
bereits nach kurzer Zeit zur Bildung einer Deckschicht kommt. Mit Bildung dieser
Deckschicht erhoht sich der Filtrationswiderstand, was eine Reduzierung des Filtratflusses
nach sich zieht. Im Gegensatz dazu iiberstromt die Probe im CUF-Betrieb die Membran
tangential. Auch in diesem Betriebsmodus kommt es zur Ausbildung einer Deckschicht. Diese
wird allerdings aufgrund von Scher- und Auftriebskriften, die aus der tangentialen
Uberstromung der Membran resultieren, wieder abgebaut. Sind alle Parameter geeignet
gewdhlt, stellt sich zwischen Bildung und Abbau der Deckschicht ein Gleichgewicht ein.
Somit bleiben die Dicke der Deckschicht und damit auch der Filtratfluss konstant (siche
Abbildung 7).
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Abbildung 7: Prinzip der DEUF (A) im Vergleich mit der CUF (B) sowie die resultierenden Filtratfliisse und
Schichtdicken (C,D).
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In verschiedenen mathematischen Modellen (Porenmodell, Deckschichtmodell, Diffusions-
modell, Pinchmodell, Ablagerungsmodell und Widerstandsmodell) wird versucht, die
ablaufenden Vorginge zu beschreiben (82, 83). Eine gute Zusammenfassung dieser
Berechnungsansitze findet sich in der Dissertation von Caroline Peskoller (84).

UF-Membranen konnen aus verschiedenen Materialien hergestellt werden. Géingig sind dabei
Metalle, Keramiken und Kunststoffe. Neben dem Material konnen UF-Membranen auch
aufgrund ihrer Geometrien eingeteilt werden. Neben Flach- und Spiralmembranen sind
Hohlfasermembranen weit verbreitet. Mehrere Flachmembranen werden in Kassettenmodulen
zusammengefiihrt, um die gewiinschte Membranfliche zu erhalten (Abbildung 8a). Ein
Anbieter fiir Hohlfasermembranen ist z.B. Spectrumlabs, der UF-Module aus mehreren
Hohlfasern anbietet (Abbildung 8b). Eine neuere Technologie ist die Multibore® UF-
Membran aus modifiziertem Polyethersulfon der Fa. Inge GmbH (Abbildung 8c). Die
spezielle Bauweise dieser Membran macht Faserbriiche, wie sie bei normalen

Hohlfasermodulen tiiblich sind, nahezu unmoglich.

A) B)

Abbildung 8: A) Flachmembran in Kassettenmodul (Millipore); B) Hohlfasermembran (Spectrumlabs);
C) Multibore Membran (Inge GmbH).

Bereits 1974 schlugen Belfort et al. eine Methode zur Virenanreicherung mittels
Hohlfasermembranen vor (85-87). Dabei wurde Poliovirus aus 50-L-Trinkwasserproben mit
hohen Wiederfindungen von 55% innerhalb von 3 h in einem Volumen von 250 mL
angereichert. 1986 wurde von Jansons et al. erstmals ein kombiniertes Verfahren, bestehend
aus einer groBBen und einer kleinen Ultrafiltrationseinheit, beschrieben, bei dem Poliovirus aus
groen Volumina (400 L) Grundwasser auf 50 mL mit einer Wiederfindung von 21%
angereichert werden konnte (88). All diese, sowie weitere Arbeiten, wie z.B. von Berman et
al. 1980 (89), fiihrten 1996 zur Entwicklung eines portablen Gerits zur Virenanreicherung

(90). Garin et al. demonstrierten damit die Wichtigkeit eines mobilen Gerdtes, das
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vollautomatisch verschiedene Mikroorganismen (gezeigt an Echovirus und Poliovirus)
simultan aus Wasserproben bis zu 120 L innerhalb von 2 h anreichert. Weiterfiihrende
Arbeiten auf dem Gebiet der Virenanreicherung mittels UF lieferten Hill et al. (5, 91-94) ab
2000. Der experimentelle Aufbau erlaubte die Anreicherung diverser Mikroorganismen

sowohl mittels DEUF, als auch mittels CUF (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Experimenteller Aufbau der UF als DEUF (A) und CUF (B) nach Hill et al. (92, 94).

Hill et al. erzielten Wiederfindungen von 57 + 8% fiir MS2 in 100-L-Trinkwasserproben, die
mittels DEUF auf 500 mL angereichert wurden. Von Hill et al. (2005) wurden auferdem
Moglichkeiten zur Verbesserung der Wiederfindung getestet. Neben Chemikalien, wie z.B.
Natriumpolyphosphat, die der zu filtrierenden Wasserprobe zugesetzt wurden, konnten die
Wiederfindungen auch durch Zusatz von Tensiden (z.B. Tween 80) zur Elutionsldsung sowie
durch vorhergehendes Blocken der Ultrafilter mittels Rinderserum auf 106 + 23% (MS2 in
10 L Trinkwasser) erhoht werden (92). Auch neueste Untersuchungen, wie von Knappett et
al. (2011), zeigen neben den Moglichkeiten der UF als effektive Anreicherungsmethode fiir
Mikroorganismen aus grolen Volumina (400 L) auch, dass weitere Forschung nétig ist, um

z.B. hohe Abweichungen in den Wiederfindungen auszuschlie3en (95).

Sekundéare Anreicherungsmethoden

Adsorptions-Elutions-Methode

Verwendet man kleinere Filter, kann die Adsorptions-Elutions-Methode auch als sekundére
Anreicherungsmethode verwendet werden. Shields et al. haben eine 114-L-Trinkwasserprobe
in einem ersten Schritt mittels Filtration iiber einen Glasfaserfilter (d = 25,4 cm) auf 1 L und

anschlieBend mit Hilfe einer Filtration iiber einen Asbestfilter (d = 0,5 cm) auf 16 mL
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angereichert (96). Dabei konnten verschiedene Enteroviren mit 54 + 18% (n= 10) wieder-

gefunden werden.

Ultrafiltration

UF findet auch als sekundére Anreicherungstechnik Verwendung. Dabei konnen Viren mit
einer sogenannten small scale UF Viren auf ein sehr kleines Volumen (einige mL)
angereichert werden. Die Technik und der Aufbau sind dabei, mit Ausnahme der
Dimensionen, identisch mit der konventioneller UF. Divizia et al. befanden bereits 1989 die
UF als eine effiziente sekundidre Anreicherungsmethode fiir Polio- und Hepatitis A-Viren
(97). Von John et al. wurden 2011 Viren mittels einer zweistufigen CUF von 50 L auf 1 L und
dann auf 15 mL angereichert (98). Sobsey et al. verwendeten die UF als sekundire
Anreicherung zur Detektion von Viren in Austern. Dabei wurde ein 150-mL-Eluat mittels UF
innerhalb von 1 h auf 4 mL angereichert (99). Die Wiederfindung variierte dabei zwischen

49% und 100% (n = 8).

Flockung

Eluate aus einem priméren Anreicherungsschritt mittels Viradel-Technik beinhalten einen
hohen Anteil an Proteinen und weisen einen hohen pH-Wert auf. Durch Absenken des pH-
Wertes konnen diese Proteine gefillt werden (100, 101). Dabei adsorbieren die Viren an die
gebildeten Flocken, die mittels Zentrifugation zu einem Pellet geformt werden. Das Pellet
kann in einem sehr kleinen Volumen resuspendiert und zur Virusanalyse verwendet werden.
Diese Technik wird somit hauptsichlich als sekundidre Anreicherungsmethode verwendet. Zur
Flockung aus nicht proteinreichen Losungen konnen verschiedene Techniken verwendet
werden. So wurden z.B. Salze von Eisen (102, 103), Aluminium und Calcium (61), sowie
Polyelektrolyte (104) zur Flockung von Viren verwendet. Begrenzt kann die Flockung aber
auch als primére Anreicherung eingesetzt werden. So haben z.B. 2007 Liu et al. die Flockung
benutzt, um Noroviren aus 1-L-Trinkwasserproben auf 4 mL anzureichern (105). Des
Weiteren wurde 2011 von John et al. eine Methode entwickelt, um mittels Flockung,
Filtration und Resuspendierung Viren aus Seewasser anzureichern (98). Dabei konnten Viren
aus 20-L-Proben mittels FeCls-Féllung in 10 mL mit 93 £+ 1% (n = 4) wiedergefunden
werden. Im Vergleich dazu zeigte eine zweistufige CUF zwar nur eine Wiederfindung von
23 £4% (n = 4), war aber deutlich schneller (6 h im Vgl. zu 25 h) und in der Lage, grof3ere
Volumina zu bewiltigen (50 L im Vergleich zu 20 L).
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Hydroextraktion

Die Hydroextraktion mittels Polyethylenglykol (PEG) ist ebenfalls eine Methode, bei der
Viren mittels PEG gefallt und anschlieend abzentrifugiert werden konnen. Diese Methode ist
volumenbegrenzt. Ein maximales Volumen von 1 L kann damit angereichert werden. Damit
kann die Hydroextraktion fiir Gewasser mit hohen Virenkonzentrationen (z.B. Abwasser) als
primire Konzentrationsmethode eingesetzt werden (106). Ferner wird diese Methode als
sekundérer Anreicherungsschritt, z.B. von Vilagings et al. nach Glaswollfiltration von 100-L-
Trinkwasserproben (107) oder von Farrah et al. nach Filtration von 400-L-Salzwasserproben
iiber elektronegative Filter (108) verwendet. In beiden Féllen konnte ein fiir diese Methode
typisches Endvolumen von 10 — 40 mL erreicht werden. Colombet et al. benutzten diese
Methode als sekundédren Anreicherungsschritt eines 210-mL-Eluates aus CUF, um daraus ein

400-pL-Konzentrat herzustellen (109).

Ultrazentrifugation

Diese Methode wird aufgrund des ebenfalls begrenzten prozessierbaren Volumens nur als
sekunddre Anreicherungstechnik verwendet. Dabei werden alle Viren aufgrund der hohen
Zentrifugationskréfte (100.000 x g — 250.000 x g) simultan gefdllt. Das dadurch entstandene
Pellet kann in einem sehr kleinen Volumen resuspendiert und zur Virusanalyse verwendet
werden. Eine Vielzahl an Publikationen, die sich mit der Anreicherung von Viren
beschiftigen, verwenden Ultrazentrifugation als sekunddre Anreicherungstechnik. So findet
sie z.B. als sekundérer Anreicherungsschritt nach der CUF (109) oder nach der Anreicherung

mittels Viradel-Methode (110) Verwendung.

Immunomagnetische Separation (IMS)

Die IMS ist eine Anreicherungsmethode, die es erlaubt, selektiv Analyten (z.B. Viren) aus
einer komplexen Matrix zu isolieren. Das Grundprinzip der IMS wird in Abbildung 10
dargestellt. Verwendung findet die IMS neben der Anreicherung von Bakterien (22) und
anderen Mikroorganismen auch zur Anreicherung von Viren. Die Volumina, die mittels IMS
angereichert werden, sind allerdings sehr klein (wenige mL), weshalb diese Technik eher zu
den tertidiren Anreicherungsmethoden gezdhlt werden muss. In der Literatur wurde die
Anreicherung von Noroviren aus 1-mL-Lebensmittelextrakten (111), 1-mL-Fékalienextrakten
(112) sowie Hepatitis und Rotaviren aus 1-mL-Pufferlésungen (113, 114) beschrieben. Der
Vorteil dieser Methode liegt in den sehr kleinen Elutionsvolumina von 30 — 100 pL, die

anschlieend direkt und ohne Sensitivititsverlust in die PCR eingesetzt werden konnen.
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Gleichzeitig bietet die IMS neben einer Anreicherung die Moglichkeit, mittels Antikdrper-

gekoppelten NP Viren selektiv aus einer komplexen Matrix zu isolieren.
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Abbildung 10: Grundprinzip der IMS nach Boschke et al.(115); 1: Probe mit Analyten; 2: magnetische Partikel
mit selektiven Liganden; 3: Inkubation und Bindung des Analyten an die magnetischen Partikel; 4: Separation
und Abscheidung am Magneten; 5: Entfernen ungebundener Matrixbestandteile mittels Waschschritt; 6: isolierte

magnetische Partikel mit gebundenen Analyten.

Monolithische Affinititsfiltration (MAF)

Eine weitere Methode, die zur Anreicherung von Viren verwendet werden kann, ist die MAF.
Die monolithischen Sdulen bestehen dabei aus einem hochporésen Material, basierend auf
einem mittels Schwefelsdure hydrolysierten Polyepoxid. Anwendung fanden diese Sédulen in
der Aufreinigung von Pflanzenviren (116, 117). Bis zu 500 mL einer mit Viren-aufgestockten
Trinkwasserprobe konnten bei einer Volumenrate von 8 mL/min mit einer Wiederfindung von
70% — 90% auf 1 mL aufgereinigt und konzentriert werden. Die erfolgreiche Anwendung von
MAF zur selektiven Anreicherung von Mikroorganismen wurde am IWC bereits gezeigt. Mit
Polymyxin B modifizierten monolithischen Séulen konnte von Peskoller et al. E. coli aus
50-mL-Wasserproben auf ein Endvolumen von 200 pL mit 97 +3% Wiederfindung
angereichert werden (118). Ott et al. dnderten die chemische Modifikation dieser Sdulen ab
und immobilisierten Ak gegen S. aureus auf der monolithischen Séule (119). Damit konnte
S.aureus mit einer Wiederfindung von 74 + 4% angereichert werden. Die hohen Wieder-
findungen, gepaart mit dem sehr kleinen Endvolumen (200 pL — 1 mL) und den hohen
Volumenraten (7 — 10 mL/min) machen die MAF zu einer interessanten sekundiren
Anreicherungsmethode. Deshalb wird am IWC die Entwicklung einer MAF zur Anreicherung

von Viren aus Wasserproben erforscht.
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Anreicherung von grof3en Volumina

Um in einem groflen Volumen Viren zu quantifizieren, muss man dieses in einen mehr-
stufigen Prozess auf ein sehr kleines Volumen reduzieren, welches direkt zur Quantifizierung
eingesetzt werden kann. Wie in Tabelle 3 zu sehen ist, haben verschiedene Forschergruppen
bereits ab 1980 versucht, ein geeignetes Verfahren zur Anreicherung aus grolen Volumina zu

entwickeln.

Tabelle 3: Uberblick iiber den Stand der Technik der Anreicherungsmethoden fiir groe Volumina.

Ausgangs-  End- Primare Benotigte Sekundare  Bendtigte

Jahr volumen volumen Anreicherung Zeit  Anreicherung Zeit

Lit.

2008 ca. 1500 L 2mL  Glaswollfiltration ca.6h Flockung  iiber Nacht (71)

35mL — elektropositiver
1980 1000 L 70 mL Filter ca.2h Flockung ca. 1|h (120)
50 mL — elektronegativer keine
1981 200L 100 mL Filter ca. 1 h UF Angabe (121)
1986 400 L 50 mL UF ca. 1,5h UF ca. ,5h (88)

Lambertini et al. waren mit der Filtration von 1500 L Trinkwasser diejenige Arbeitsgruppe,
die aus der groflten Menge an Wasser angereichert hat (71). Allerdings gibt es in der Literatur

keine Methode zur Anreicherung aus noch grof8eren Volumina (> 10.000 L).

2.1.3 Methoden zur Detektion und Quantifizierung von Viren

Die Detektion und Quantifizierung von Viren ldsst sich in drei unterschiedliche Methoden
einteilen (59):

- Detektion mittels Zellkulturen,

- Immunologische Methoden,

- Molekularbiologische Methoden.
Dabei muss zwischen einer Detektion als Anwesenheitstest von Viren, ohne deren
Quantifizierung, und Quantifizierung selbst unterschieden werden. Einzig der Plaque-Assay
erlaubt neben einer quantitativen Bestimmung auch eine Aussage iiber die Infektiositéit der
Viren, da nur infektiose Viren Plaques verursachen und dadurch quantifiziert werden konnen.
Allerdings sind nur wenige Viren aufgrund ihrer schweren Kultivierbarkeit mittels Plaque-
Assay quantifizierbar. Dariiber hinaus sind Zellkultur-Methoden zeit- und arbeitsaufwendig.

Dagegen sind molekularbiologische Methoden, wie qRT-PCR, deutlich schneller. Die
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Ubersicht (Tabelle 4) der mdglichen Nachweismethoden der wichtigsten durch Trinkwasser
iibertragbaren Viren zeigt, dass die molekularbiologischen Nachweisverfahren fiir alle Viren

etabliert sind.

Tabelle 4: Ausgewihlte gesundheitsrelevante, durch Trinkwasser {ibertragbare Viren und deren mogliche

Nachweisverfahren.

Nachweis Molekular-

Virus Zellkultur ~ Immunologisch biologisch Literatur
Adenovirus ja nein ja (124)
Enterovirus ja ja ja (125)
Hepatitis A nein ja ja (3, 1206)
Norovirus nein ja ja (127)
Rotavirus nein ja ja (128, 129)

Dagegen sind Zellkulturverfahren nur fiir Entero- und Adenoviren bekannt. Wahrend den
immunologischen Nachweisverfahren nur eine geringe Bedeutung zukommt und nur fiir
wenige Viren Zellkulturverfahren bekannt sind, stellen die PCR-basierten Nachweisverfahren
die Methode der Wabhl fiir den Nachweis von Viren aus Umweltproben dar (122). Neben dem
weiteren Vorteil der schnellen Analysenzeit (2 — 4 h) bringen diese PCR-basierten
Nachweismethoden auch Nachteile mit sich. So sind einige Verfahren noch nicht vollstindig
ausgereift und haben hohe Nachweisgrenzen (4). Die geringen Probenvolumina (10 — 100
puL), die in die PCR eingesetzt werden konnen, verringern gleichzeitig die Sensitivitit des
Virusnachweises, bzw. benétigen einen weiteren Anreicherungsschritt im Vergleich zu
Zellkultur-Nachweisverfahren, bei denen Volumina von 1 —7 mL eingesetzt werden kénnen
(122). Typische Nachweisgrenzen liegen bei wenigen Viruspartikeln pro PCR-Ansatz (123),
was einer Nachweisgrenze von ca. 10° Viruspartikeln pro mL entspricht. Damit ist die
Sensitivitdt der PCR-Methoden, verglichen mit Zellkultur-Nachweisverfahren (Volumen 1
mL; Nachweisgrenze 1 Plaque-bildende Einheit (PFU)/mL), ca. um den Faktor 100 niedriger.
Des Weiteren werden die Verfahren durch die Anwesenheit einer Vielzahl an Stoffen (z.B.
Huminsduren) inhibiert. Somit ergeben sich folgende Anforderungen zum Nachweis von
Viren in Wasser:

1) Die Anreicherung einer Probe ist zwingend notwendig, da die Viruskonzentration im
Regelfall kleiner als die Nachweisgrenze der Detektionsmethode ist.

2) Bei Umweltproben mit einer hohen Menge an Inhibitoren ist eine Aufreinigung vor der

Detektion zwingend erforderlich.
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Dariiber hinaus ist es wichtig zu wissen, dass PCR-Methoden, im Gegensatz zu Zellkultur-
Nachweisverfahren, keinerlei Aussagen iiber die Infektiositit der Viruspartikel erlauben.

Dazu miissten andere Methoden, wie die integrierte Zellkultur-PCR, verwendet werden.
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2.2 Visualisierung von Benzo[a]pyren in pordsen Medien mittels Antikorper-

gekoppelten superparamagnetischen Nanopartikeln

2.2.1 Benzo[a]pyren im Boden

B[a]P gehort zur Gruppe der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAKs). PAKs
sind Verbindungen, die aus mindestens zwei aromatischen Ringsystemen bestehen. Sie sind
unpolar und damit schwer in Wasser 16sliche, neutrale Molekiile mit einer oftmals starken
Fluoreszenz. Aufgrund der hohen Karzinogenitit, Teratogenitdt und Toxizitdt wurde in den
USA von der U.S. Environmental Protection Agency (USEPA) eine Liste von 16 PAKs als
wichtige Umweltkontaminanten festgelegt. Darunter nimmt B[a]P eine Sonderstellung als
Leitsubstanz ein. PAKs entstehen hauptsdchlich durch unvollstindige Verbrennung von
organischer Materie, wie z.B. Brennstoffe (Benzin, Diesel, Kohle), Abfall oder pflanzlicher
Materie. Dabei gelangen sie in die Atmosphére, von wo aus sie sich dann weltweit verbreiten.
Deshalb zdhlen PAKs zu den ubiquitiren Umweltkontaminanten. B[a]P kann iiber Wasser,
Erde, Lebensmittel, Zigarettenrauch und iiber Luft durch Inhalation, Hautkontakt und
Nahrungsaufnahme in den Menschen gelangen. Dort wird es enzymatisch metabolisiert.
Abbauprodukte, wie z.B. B[a]P-7,8-dion (130) binden an die DNA, was die mutagene und
karzinogene Wirkung von B[a]P erklirt (131, 132). Die quantitative Analyse von B[a]P in den
verschiedenen Matrices ist Stand der Technik. Tabelle 5 zeigt einen Uberblick iiber die

Konzentrationsbereiche, in denen B[a]P in verschiedenen Umweltmatrices gefunden wurde.

Tabelle 5: Konzentrationen von B[a]P in unterschiedlichen Umweltmatrices.

Matrix Konzentration B[a]P Messstelle / Ursache Literatur
Luft 0,002 — 0,007 ng/m’ Arktis (133)
Luft 04-23.5 pg/m’ Alfr;?gifriggrik (134)
Luft 60 pg/m’ Waldbrand (135)
Erde 14 — 536 mg/kg Industrieboden (136, 137)
Erde 3,5-3700 pg/kg nicht kontaminierte Boden (138)

Lebensmittel 1 ng/kg Fleisch in Deutschland (139)

Wasser 7,65 — 28,6 ng/LL Niederschlag (140)

Wasser 101 pg/L Abwasser (141)

Es gibt eine Vielzahl an Grenzwerten fiir B[a]P in den jeweiligen Matrices. Wéhrend die

deutschen Grenzwerte fiir B[a]P in Lebensmitteln 1 pg/kg (Fleischprodukte) (139) und in
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Wasser 10 ng/L (141) sind, liegen die Grenzwerte fiir B[a]P in unterschiedlich genutzten
Boden zwischen 2 - 12 mg/kg Trockengewicht (10). B[a]P bindet an Huminstoffe im Ober-
boden, wo es aufgrund der niedrigen Wasserloslichkeit (3,8 pg/L) (9) angereichert wird.
Wihrend die quantitative Analyse von B[a]P bereits Stand der Technik ist, sind einige
Prozesse, wie Anreicherung, Verteilung oder Abbau noch nicht vollstindig verstanden. Der
generelle Abbau von PAKs im Boden verlduft vorwiegend biologisch (142). Jedoch ist auch
chemische und photochemische Oxidation moglich. Nachdem der erste aromatische Ring
abgebaut ist, erfolgt der Abbau des nédchsten Ringes in derselben Art und Weise. B[a]P, als
Vertreter der hochmolekularen PAKs, wird allerdings nur schwer oder iiberhaupt nicht
abgebaut. Griinde dafiir sind die geringe Loslichkeit, die hohe Resonanzenergie sowie die
Toxizitdt (143). Dennoch konnte gezeigt werden, dass Bakterien B[a]P abbauen koénnen.

Juhasz und Naidu haben dazu 2000 folgenden Abbaumechanismus vorgeschlagen
(Abbildung 11):

OH
cis-4.5-Benzo[a]pyren-dihydrodiol cis=9.10-Benzo[a]|pyren-dihydrodiol cis-7.8-Benzo[a]pyren-dihydrodiol

Y Y Y

7
O
Ho
OH

o~ HO
OH
4.5-Chrysen-dicarbonsiiure cis-4-(8-Hydroxypyren-7-y1)- cis-4-( 7-Hydroxypvren-8-vI)-
D 2-oxobut-3-ensiure 2-oxobut-3-ensiure

“ o} “
HO
HO

(0]
7.8-Dihydro-pyren- 7.8-Dihydro-pyren-
7-carbonsiiure 8-carbonsiure

Abbildung 11: Bakterieller Abbau von B[a]P, vorgeschlagen von Juhasz und Naidu (143).
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Der Abbau von B[a]P wird durch zahlreiche Faktoren behindert. Dazu zihlt neben der bereits
erwahnten geringen Loslichkeit und hohen Toxizitdt auch die geringe Bioverfiigbarkeit,
welche sich durch den hohen n-Oktanol/Wasser-Verteilungskoeftizient (log Kow) von 6,04
und die damit einhergehende hohe Tendenz zur Adsorption an organischen Stoffen, erklirt.

Prozesse, wie der bakterielle Abbau von B[a]P in Bdden, finden an den sogenannten
biogeochemischen Grenzflachen (BGlIs) im Boden statt. BGIs konnen unterschiedlicher Natur
sein. Im Drei-Phasensystem Boden bestehen Grenzfldchen zwischen festen, fliissigen und
gasformigen Komponenten (144). Prozesse, die innerhalb pordser Medien an den BGIs
stattfinden, konnen nur dann besser verstanden werden, wenn dazu geeignete
Visualisierungsmethoden, mit Auflésungen bis hin zu um- und nm-Bereichen, vorhanden
sind. Es gibt es eine Vielzahl an Visualisierungsmethoden, mit denen pordése Medien
3-dimensional (3D) wiedergegeben werden konnen. Im nachfolgenden Abschnitt werden
diese Visualisierungsmethoden hinsichtlich des Visualisierungsvermdgens, des Informations-

gewinns sowie ihren Limitierungen verglichen.

2.2.2 3D-Visualisierungsmaoglichkeiten

Konfokale Laserrastermikroskopie (CLSM)

Bei der CLSM wird ein Laserstrahl auf eine Probe mit geringer Oberflichenrauigkeit
fokussiert. Der zu untersuchende fluoreszenzmarkierte Analyt fluoresziert, was mittels eines
Lichtsensors detektiert, und so 2-dimensional visualisiert werden kann. Die Oberfldche kann,
durch Einstellung der Fokusierung auf verschiene Schirfeebenen, 3-D wiedergegeben
werden. Um jedoch mittels CLSM 3D-Informationen von pordsen Medien, wie z.B.
Bodenproben, zu erzeugen, ist es nodtig mehrere Schichten zu vermessen, die dann
nachtréglich zu einem Bild zusammengesetzt werden kdnnen.

Mittels CLSM wurde z.B. von Rodriguez und Bishop das Wachstum eines Biofilms auf
Bodengrenzflichen visualisiert (145). Bartosch et al. haben CLSM benutzt, um Bakterien in
Sandsteinporen darzustellen (146). Die Vorteile der CLSM liegen in der hohen Ortsauflosung
(250 nm) im Zusammenspiel mit der zerstorungsfreien Visualisierung von Proben (143). Der
Nachteil liegt in der 2D-Bilderzeugung. Trotz immer besser optimierten Methoden zur
Herstellung von ultradiinnen Schichten, die anschlieBend mittels CLSM vermessen werden
konnen, ist diese Anwendung hinsichtlich der Darstellung von 3D-Strukturen dennoch

deutlich limitiert (143, 147).
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Photoakustische Tomographie (PAT)

Bei der PAT werden Lichtpulse in Form eines Laserstrahls in die zu untersuchende Probe
geschickt. Diese werden von dem Analyten absorbiert. Dabei kommt es zu einer lokalen
Erwédrmung, welche eine Volumenexpansion zur Folge hat, die ihrerseits eine Druckwelle
erzeugt. Diese kann durch Mikrofone, piezoelektrische Sensoren, oder andere Drucksensoren
zeitaufgelost detektiert werden. Zusammen mit dem Wissen iiber die Geschwindigkeit des
Schalls in dem jeweiligen Medium, kann eine Tiefenaufldsung erreicht werden. Durch die
simultane Verwendung von drei zeitauflosenden Detektoren kann, aufgrund der unterschied-
lichen Zeiten, die der Schall zu den drei Detektoren benétigt, eine Ortsauflosung und damit

eine 3D-Visualisierung erreicht werden. Abbildung 12 zeigt das Grundprinzip der PAT.
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Abbildung 12: Grundprinzip der PAT nach Haisch (155).

Der experimentelle Aufbau der PAT kann, je nach Anwendung, sehr variieren (148). Dabei
konnten, z.B. von Wang et al. hochaufgeloste Bilder von Rattenhirnen mit Aufldsungen bis
hin zu pm-Bereichen erzeugt werden (149). Photoakustik wird bereits seit 1973 zur
medizinischen Diagnostik eingesetzt (150). Seither wurde PAT z.B. zur Analyse von
Blutverteilungen, der Quantifizierung der Sauerstoffséttigung des Blutes (151) sowie auch zur
Brustkrebsdetektion (152) verwendet. Diese Technik ist aber auch in anderen Forschungs-
gebieten einsetzbar. So wurden neben opaken Fliissigkeiten (153) z.B. auch Biofilm-
Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei konnte von Schmid et al. (2003) das Wachstum und die

Verteilung eines Biofilms gemessen werden (154).
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Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Zur Durchfiihrung einer PET benétigt man neben einem PET-Scanner auch ein
entsprechendes Positron-emittierendes Radionuklid. Diese werden mit Hilfe eines Zyklotrons
hergestellt. Typische Radionuklide sind Bp 124 %cy, '"C oder *Na, womit die zu
untersuchende Substanzen markiert werden konnen. Nach deren Zugabe in die Probe treffen
die emittierten Positronen auf Elektronen in der Probe, wodurch es zu einer Annihilation
kommt. Dabei werden zwei antiparallele Photonen mit einer Energie von 511 keV abgegeben,
die zeitlich aufgelost an den Detektoren registriert werden. Daraus kann die rdumliche
Verteilung der Radinuklid-markierten Substanz in der Probe visualisiert werden. Ein Nachteil
der Methode liegt in der kurzen Handhabungszeit des Radionuklids aufgrund seines
radioaktiven Zerfalls. So liegt die Halbwertszeit z.B. fiir '*F bei nur 110 min. Gleichzeitig
ermOglicht dieser Ansatz aber eine direkte, zerstorungsfreie 4D(3D und Zeit)-Visualisierung
von Radionuklid-markierten Substanzen in Proben, bei einer geringen Konzentration
(pikomol/L). Ein Beispiel dafiir ist die Visualisierung des Fliissigkeitstransports in pordsen

Medien (156).

Rontgen-Mikro-Computertomographie (u-CT)

u-CT erzeugt ein 3D-Bild der Elektronendichteverteilung innerhalb einer Probe durch
computergesteuerte Auswertung einer Serie von 2D-Roéntgenprojektionen einer rotierenden
Probe. Der Durchmesser des Rontgenstrahls (5 pm) limitiert eine mogliche hohere rdumliche
Auslosung. Auflésungen im Sub-pm-Bereich konnen nur mit Hilfe eines Synchrotron-
erzeugten Rontgenstrahls erreicht werden (157). Wendet man diese Methode auf porose
Medien an, so kann aus der Elektronendichteverteilung der Porenraum visualisiert werden.
Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurden z.B. mittels Synchrotron-pCT die Porenstruktur,
die Verteilung von Fliissigkeiten in den Poren sowie die Verteilung von Kolloiden in den

Poren visualisiert (158-161).

Magnetresonanztomographie (MRT)

Eine weitere Methode zur Visualisierung und Quantifizierung dynamischer Prozesse in
pordosen Medien, stellt die MRT dar. So wurde MRT bereits zur Visualisierung des
Transportes von Kolloiden (11, 12), Wasser (13) und Schwermetallen (14) in porésen Medien
genutzt. AuBBerdem konnten der Fluss und die Diffusion (15, 16) sowie die rdumliche und
zeitliche Verdnderung von Adsorption und Remobilisierung von Schwermetallen (17)

gemessen werden. Olson et al. untersuchten die bakterielle Chemotaxis in pordsen Medien
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mittels Sdulenversuchen und immunomagnetisch markierten mAk gegen Bakterien (18). In
einer dhnlichen Weise werden in dieser Arbeit mAk gegen B[a]P an MRT-aktive NP
gekoppelt, um B[a]P, adsorbiert oder chemisch an einem pordsen Medium gebunden, mittels
MRT zu visualisieren. Eine detaillierte Abhandlung iiber die Technik der MRT ist in Absatz
2.2.4 gegeben.

In Tabelle 6 sind die oben beschriebenen Visualisierungsmethoden PAT, CLSM, PET, u-CT
und MRT im Vergleich dargestellt.

Tabelle 6: Ausgewéhlte Visualisierungsmethoden im Vergleich.

Raumliche Auflosung
Methode Information . (lateral /  Literatur
Information axial)
zum Teil quantitative und raumliche
PAT Visualisierung der optischen 2D um-Bereich (148, 149)
Absorption in der Probe
2D-Visualisierung der Fluoreszenz 3D- aus 2D- 250 nm /
CLSM in der Probe Bildern I um (147)
Quantitative rdumliche und zeitliche
PET Analyse von PET-Markern 3D 1,3 mm (162)
Réumliche Visualisierung von
Stoffen mit unterschiedlicher
n-CT Elektronendichte 3D Spm/ S pm (156)
(Porenraumvisualisierung)
MRT Réaumliche Visualisierung von 3D um-Bereich (157)

Kontrastmitteln in der Probe

2.2.3 NMR-Relaxometrie

Eine weitere, viel versprechende Methode zur Untersuchung von porésen Medien stellt die
'"H-NMR-Relaxometrie dar. So wurde diese Methode bereits zur Bestimmung von
Wassergehalten in Boden (163) oder zur Messung von GroBlenverteilungen von
wassergefiillten Poren (164) verwendet. Van As und Van Dusschoten benutzten NMR-
Methoden zur Visualisierung von Transportprozessen in porosen Medien (165).

Bei der NMR-Relaxometrie werden die magnetischen Momente der Wasserprotonen durch
einen Radiofrequenzpuls angeregt. Die Relaxation dieser magnetischen Momente zuriick in
thren Ausgangszustand wird gemessen und ergibt die Relaxationszeiten. Dabei beschreiben
die zwei Relaxationszeiten T; und T, die Geschwindigkeit und Art der Relaxation. T,

entspricht der Spin-Gitter-Relaxation und T, der Spin-Spin-Relaxation. Die Relaxationszeiten
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werden in porosen Medien durch die Porengrofle, Oberflachenrelaxivitidt und Relaxivitét in
der Bulkphase bestimmt (166). Gleichzeitig wird die Relaxationsrate aber auch durch die
Gegenwart von paramagnetischen Substanzen, entweder gebunden an der Oberfldche oder in
Losung, beeinflusst. Dieser Effekt kann genutzt werden. Die Hypothese ist, dass mit Hilfe der
Kombination aus 'H-NMR-Relaxometrie und Ak-gekoppelten paramagnetischen NP eine
Visualisierung der Antigene (B[a]P), aufgrund verdnderter Relaxationszeiten, moglich ist.
Dadurch geldnge es Einblicke in Prozesse zu erhalten, die die Antikdrper-Antigen-Verteilung

verdndern (z.B. die Verteilung oder den Abbau von B[a]P).

2.2.4 Magnetresonanztomographie (MRT)

MRT beruht auf den physikalischen Prinzipien der NMR-Spektroskopie. Durch Anlegen eines
externen Magnetfelds erfolgt eine Ausrichtung der Kernspins der Protonen in z-Richtung, der
Richtung des Magnetfelds. Durch Einstrahlung eines Radiofrequenzpulses werden die
Kernspins angeregt und in die xy-Richtung ausgelenkt. Das MR-Signal entsteht durch
Prazession der angeregten Kernspins mit einer charakteristischen Resonanzfrequenz, der
Larmorfrequenz, aus der xy-Ebene zuriick in die Ausgangssituation, die z-Ebene. Das
Abklingen des MR-Signals sowie das Erreichen des Ausgangszustandes sind auf die
Relaxation der Spins zuriickzufiihren. Dabei unterscheidet man die Spin-Gitter-
Wechselwirkung, auch T;- oder longitudinale Relaxation genannt, und die Spin-Spin-
Wechselwirkung, auch bekannt als T,- oder transversale Relaxation. Die T;-Relaxation ergibt
sich aus der Wechselwirkung der Protonenspins mit den umgebenden Atomen, wobei Energie
an die Umgebung abgegeben wird. Die Dephasierung der Spins, aufgrund ihrer Wechsel-
wirkung mit benachbarten Spins, ist fiir die transversale Relaxation verantwortlich (167).

Um unterschiedliche Phasen in einem MRT-Bild zu sehen, miissen deren verschiedene
Merkmale betrachtet werden. Das sind zum einen die Protonendichte, und zum anderen die
Ti- und die T,-Zeiten, die sich bspw. in organischen und wissrigen Phasen unterscheiden.
Allein durch Variation dieser drei Parameter ist es moglich, genug Informationen zur
Bilderzeugung zu erhalten. Um die Differenz der Signalintensititen zu verstirken, werden
sogenannte Kontrastmittel verwendet. Die wichtigste Eigenschaft dieser Kontrastmittel ist das
Vorhandensein von ungepaarten Elektronen. Solche paramagnetische Substanzen sind Chelate
von Metallionen wie Co(Il, III), Fe(Il, III) und Gd(III), als auch deren Oxide, wie bspw.
Gadolinium(IlT)oxid. Wenn Kontrastmittel besonders ausgeprigte paramagnetische

Eigenschaften besitzen, werden sie auch als superparamagnetisch bezeichnet. Ein wichtiges
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Beispiel dafiir sind Eisenoxid-NP, deren ungepaarte Elektronen, aufgrund der festen
Anordnung der Eisenionen im Kristallgitter, eine erhdhte Beweglichkeit aufweisen (167).

Der Einfluss des Kontrastmittels auf die Relaxation der Protonenspins dient dabei zur
Bildgebung. Durch Wechselwirkung der Protonen mit den ungepaarten Elektronen des
Gadoliniumions wird die T;-Zeit verkiirzt und aufgrund der schneller ablaufenden Relaxation
der Protonenspins nimmt das Signal im MRT zu. Kontrastmittel, die eine Signalzunahme
bewirken, werden auch positive Kontrastmittel genannt. Die superparamagnetischen
Eisenoxid-NP zdhlen zu den negativen Kontrastmitteln, denn sie verursachen eine Abnahme
des Signals, was zur Folge hat, dass die umliegenden Protonen und die zugehdrige Phase im
MR-Bild dunkler erscheinen. Diese Signalabnahme ist auf eine Verstarkung der Dephasierung

der Protonenspins und die damit verbundene Verkiirzung der T,-Relaxation zuriickzufiihren.

2.2.5 Fe;O4-Nanopartikel als Kontrastmittel fir MRT

Als Kontrastmittel zur Visualisierung und Quantifizierung der biogeochemischen Grenz-
flichen wurden in dieser Arbeit MRT-aktive NP aus Fe;O4 eingesetzt. Zu deren Herstellung
gibt es mehrere Syntheserouten (Tabelle 7): Mitfallung (168, 169), die thermische Zersetzung
(170), Mikroemulsion (171), Hydrothermalsynthese (172) oder die Polyolsynthese (173).

Tabelle 7: Ubersicht iiber die Synthesemethoden von Fe;04-NP (174).

Methode Beschreibung Vorteile Nachteile
Mitfillung alkahsclze Fg llung"der NP einfache Synthese ; breite .
aus wassriger Losung GroBenverteilung
Thermische . Zerse.tnzung c.1e5 enge Grofen- harsche Reaktions-
Zersetzun intermediér gebildeten verteilung, Form bedineuneen
& Metallkomplexes kontrollierbar sung
NP werden durch
Kollision der o
Mikroemulsion Mikrotropfchen mit Form kontrollierbar GrQBe des A{lsatzes
. ist beschréankt
unterschiedlichen
Inhalten gebildet
Bildung tiber Phasen-
Hydrothermal- transferme(ih anismus afl enge G_roBen— hoher Druck und hohe
svnthese Grenzflichen der verteilung, Temperaturen
Y fliissigen, festen und  kontrollierbare Form
Losungsphase
Polyolsynthese Erhitzen der Edukte in ~ Beschichtung durch Reaktions-

hoch siedenden Polyolen Polyol bedingungen
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Bei der Methode der thermischen Zersetzung wird aus den verwendeten Metallsalzen in hoch
siedenden Losungsmitteln, durch Zugabe von Tensiden, ein Metallkomplex als Intermediat
gebildet. Dieser zerfallt beim Erhitzen {iber die Zersetzungstemperatur. Die Vorteile dieser
Methode sind einerseits die sehr enge GroBenverteilung der entstehenden NP, und
andererseits die Kontrolle ihrer GroBe und Form. Allerdings sind die Reaktionsbedingungen
weniger mild, da hohe Temperaturen zur Zersetzung der Metallkomplexe erreicht werden
miissen. Diese liegen bspw. beim Eisenoleatkomplex, welchen Park et al. bei der Synthese
von Fe;0y4 in situ aus Eisen(IIl)chlorid herstellten, bei 240 bis 320 °C (170).

Unter der umgekehrten Mikroemulsion versteht man die feine Verteilung von kleinen
Wassertropfen in einem hydrophoben Ldsungsmittel. Bei der Synthese werden wissrige
Losungen der verwendeten Metallsalze unter Zugabe eines Tensides wie Natriumbis(2-
ethylhexyl)sulfosuccinat hergestellt und diese in einem hydrophoben Losungsmittel wie
Oktan, Isooktan oder Toluol emulgiert (171). Die Fillung der NP erfolgt innerhalb der
Mizellen, angeregt durch Kollisionen mit Mizellen, in denen basische Ldsungen enthalten
sind. Die GroBBe der NP hédngt mit der GroBBe der Mizellen zusammen, welche auch als
,,Nanoreaktoren® bezeichnet werden. Beeinflusst wird die Grofle dieser Mizellen wiederum
vom Molverhéltnis Wasser zu Tensid (174).

Eine weitere Methode, die zur Synthese von MRT-aktiven NP angewendet wird, ist die
Hydrothermalsynthese. Sie lduft {iber einen Phasentransfermechanismus an den Grenzflichen
der fliissigen, der festen und der Losungsmittelphase ab. Auf diese Weise konnte Deng et al.
monodisperse Fe;O4-NP herstellen (172). Die Vorteile dieser Methode sind sowohl eine enge
GroBenverteilung der synthetisierten NP, als auch die Moglichkeit, ihre Form zu
kontrollieren. Allerdings werden hoher Druck und hohe Temperaturen zur Kristallisation
benotigt.

Die Polyolsynthese (173) beschreibt die Bildung der NP durch Erhitzen der Ausgangsstoffe in
hoch siedenden Polyolen wie Glykol, Diethylenglykol (DEG) oder Glycerin. Dabei fungiert
das verwendete Polyol sowohl als Losungsmittel der Reaktion, als auch als Reagenz zur
Bildung einer Schutzschicht auf der Oberfldche der NP.

Unter den oben beschriebenen Methoden, Ak-gekoppelte magnetische und MRT-aktive NP zu
synthetisieren, ist der nasschemische Weg der Mitfillung die bekannteste und einfachste
Moglichkeit, magnetische Eisenoxid(Fe;O4 bzw. y-Fe;O3)-NP mit bestimmten Eigenschaften
zu synthetisieren. Dabei konnen die Grofe, die GroBenverteilung, die Zusammensetzung und
manchmal auch die Form der NP durch Parameter wie Art der Eisensalze (Chlorid, Sulfat,

Nitrat oder Perchlorat usw.), Reaktionskondition (Temperatur, Riihrgeschwindigkeit,
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Sauerstoff bzw. Schutzatmosphédre, Konzentration der Edukte, usw.), pH-Wert oder
Ionenstérke, beeinflusst und gesteuert werden. In der Mehrheit der Félle wird Magnetit durch
alkalische Fillung (NaOH, NH4OH, etc.) von Eisensalzen (Fe’" und Fe’"; molares Verhiltnis
1:2) synthetisiert. Das hergestellte Magnetit ist schwarz, was eine optische Unterscheidung
vom braunroten und ebenfalls magnetischen y-Fe,O3 ermoglicht. Fe;04-NP und y-Fe,O3-NP
zeigen superparamagnetisches Verhalten bei Raumtemperatur und werden fiir klinische MRT
Applikationen verwendet. Um Ak oder andere Biomolekiile an diese NP zu koppeln und diese
gleichzeitig in wdssrigen Losungen zu stabilisieren, sind verschiedenste Oberflédchen-
modifikationen in der Literatur beschrieben. Eine Mdoglichkeit ist, die NP in einer Polymer-
oder Tensid-Losung zu féllen. Suzuki et al. gelang es so Dicarboxypolyethylen-
glykol(DCPEG)- und Diaminopolyethylenglykol(DAPEG)-umhiillte NP zu synthetisieren, die
anschlieBend mit mAks gekoppelt wurden (175). Die PEGylierung wurde ebenfalls von
anderen Arbeitgruppen durchgefiihrt (176, 177). Weitere Polymere, die oftmals zur nicht-
kovalenten Umhiillung von NP verwendet werden, sind Dextrane (178, 179),
Polyvinylalkohole (180) oder Fettsduren (181). Fiir kovalente Oberflichenmodifikationen auf
Eisenoxid-NP werden Silanisierungsreagenzien wie (3-Aminopropyl)triethoxysilan (APTES)
oder 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan (GOPTS) verwendet. So konnen Biomolekiile
direkt (182) an den funktionellen Amino- oder Epoxy-Gruppen sowie an kovalent
gebundenen Polymeren wie PEG (183) immobilisiert werden.

Magnetische Eisenoxid-NP wurden bereits fiir eine Vielzahl an Anwendungen synthetisiert
und verwendet. Dazu zdhlen Hyperthermie (21, 175), Pharmakotherapie (20), IMS (22, 23),
Immunoassay (22, 24, 25), Bioterrorismusabwehr (19) und MRT. Innerhalb des Gebietes der
MRT wurden Eisenoxid-NP als Kontrastmittel (26) und Nanosensoren verwendet. Kaittanis et
al. z.B. verwendeten Eisenoxid-NP zur Detektion von Bakterien in Mich oder Blut mittels
MRT (27). AuBerdem wurden Magnetit-markierte mAk zur Quantifizierung von bakterieller
Chemotaxis in porosen Medien mittels MRT eingesetzt (18). Allerdings gibt es noch keine
Anwendung von Ak-gekoppelten MRT-aktiven NP zur Visualisierung von Schadstoffen in

pordsen Medien.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Anreicherung von Viren aus groRen Wasservolumina (30 m®) mittels
Crossflow-Ultrafiltration

Die hier beschriebene Methode zur Anreicherung von Viren aus grolen Wasservolumina

(30 m’) ist schematisch in Abbildung 13 erklart.

Anreicherung Detektion
qRT-PCR
CUF1 . CUF2 MAF o I 3
’ _ N!il_([oarray
30 m’ 0L 100 mL 1 mL

Abbildung 13: Prinzip des zweistufigen CUF-Prozesses, kombiniert mit einer monolithischen

Affinitétsfiltration, gefolgt von quantitativer Analyse mittels qRT-PCR oder analytischen Mikroarrays.

In einem primdren CUF-Anreicherungsschritt werden 30 m® Wasser auf ein Volumen von
20 L konzentriert. Dieses Eluat wird in einem sekunddren CUF-Anreicherungsschritt auf ein
Volumen von 100 mL reduziert. In einem finalen Anreicherungsschritt wird dieses Eluat
mittels MAF auf ein Volumen von 1 mL reduziert. Das geringe Endvolumen (1 mL) kann
durch das geringe Totvolumen der monolithischen Séule erreicht werden. Da die Viren durch
die monolithische Sdule angereichert und von storenden Matrixbestandteilen getrennt werden,
kann das finale Eluat direkt mit bioanalytischen Methoden, wie Plaque-Assay, qRT-PCR oder
Mikroarray analysiert werden. Wéhrend sich diese Arbeit mit der Entwicklung und
Charakterisierung der zwei CUF-Anreicherungsanlagen sowie der Kombination aller
Komponenten befasst, ist die Entwicklung der MAF sowie die Entwicklung und Etablierung
der Detektionsmethoden, Teil der Dissertationen von Lu Pei und Sandra Lengger. Als
Modellvirus wurde in dieser Arbeit der Bakteriophage MS2 verwendet. Dieser ist leicht zu
kultivieren und nicht humanpathogen. Zudem sind die Detektionsverfahren, wie Plaque-Assay
und qRT-PCR bereits Stand der Technik.

In dem nachfolgenden Ergebnisteil werden die einzelnen Anreicherungselemente (CUF-

Anlage 1, CUF-Anlage 2 und MAF) fiir sich charakterisiert. Dabei erfolgte die Quanti-
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fizierung von MS2 mittels Plaque-Assay. AnschlieBend wird das kombinierte Verfahren zur
Anreicherung und Analyse von Viren aus 10-L- sowie 30.000-L-Wasserproben gezeigt und
charakterisiert. Dabei erfolgte die Quantifizierung von MS2 sowohl mittels Plaque-Assay, als
auch mittels qRT-PCR. Die Kombination des hier entwickelten Anreicherungssystems mit
Mikroarray-Detektion wurde ebenfalls erfolgreich durchgefiihrt, ist aber Teil der Dissertation

von Sandra Lengger.

3.1.1 Aufbau der CUF-Anlage 1

Der Aufbau der CUF-Anlage 1 basiert grundlegend auf dem Crossflow-Mikrofiltrations-
System von Peskoller et al. (188). Allerdings mussten alle Bauteile hochskaliert werden. Die
Anlage ist auf einem massiven Stahlgeriist (S) montiert, welches mittels Hubwagen
transportiert werden kann. Die Abmessungen der Anlage betragen 2,60 m x 1,20 m x 0,80 m
(h x b x t) was es ermoglicht, die Anlage mit dem Institutseigenen Bus zu transportieren. Ein

Foto der konstruierten Anlage ist in Abbildung 14 zu sehen.

Abbildung 14: Konstruierten CUF-Anlage 1 mit Beschriftung der wesentlichen Komponenten laut
Beschreibung des Aufbaus.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 38

Eine Kreiselpumpe (P1) ldsst die Probe mit einer Volumenrate von ca. 10.000 L/h, bei einer
angenommenen Forderhohe von 16 m, durch das Ultrafiltrationsmodul zirkulieren. Dabei ist
entscheidend, dass die Kreiselpumpe selbstansaugend ist, sobald der Vorratsbehélter der
Pumpe mit Wasser gefiillt ist. Die Pumpvolumenrate kann mittels eines Frequenzumformers
(C1) reguliert werden. Das Ultrafiltrationsmodul (U) ist ein Hohlfasermodul bestehend aus
einer speziellen Multibore® Membran, die im Gegensatz zu normalen Hohlfasern nicht
brechen kann. Die Membran besteht aus Polyethersulfon, hat eine Porengréf3e von 20 nm,
eine Membranfliche von 6,0 m® und eine Permeabilitit von 1000 L/h*m?**bar. Dabei wurde
die Membranfliche so gewhlt, dass eine Filtration von 30 m® Wasser innerhalb eines Tages
durchfiihrbar ist. Gleichzeitig muss die Membran der Pumpvolumenrate angepasst sein, um
optimale Crossflow-Bedingungen zu erreichen. Ein grofleres Ultrafiltrationsmodul wiirde eine
Pumpe mit hdherer Pumpleistung bedingen. Das Ultrafiltrationsmodul wurde senkrecht
angeordnet, was eine bessere Entliiftung ermdglicht. Die vier Ventile (V1-4) sind manuell zu
bedienende Kugelventile. Drucksensoren (D1-3) sowie Flusssensor sind an die
vorherrschenden Driicke und Flussraten angepasst und konnen an den jeweiligen Anzeigen
analog ausgelesen werden. Das Filtrat tritt aus dem Ultrafiltrationsmodul aus und wird tiber
ein schaltbares (C2) Dreiwegeventil entweder in den Druckbehélter oder iiber einen Schlauch
in ein beliebiges Reservoir geleitet. Damit ist eine automatische Befiillung des
Riickspiildruckbehélters gewéhrleistet. Am Ende des Schlauches befindet sich eine Wasseruhr
(W), mit der die filtrierte Menge abgelesen werden kann. Die Riickspiileinheit (R) besteht aus
einem Edelstahl-Druckbehélter mit einem Fassungsvermdgen von 24 L, der {iber den
Kompressor (K) und einen Druckregulierer mit einem Druck von 2,5 bar beaufschlagt wird.
Dartiiber hinaus ist auf der CUF-Anlage ein Generator montiert, der alle elektrischen Gerite
(Pumpen, Kompressor, Schalteinheiten) mit Strom versorgt. Ein 4 m langer elastischer
Saugschlauch aus Edelstahl, angeschlossen an V1, ermoglicht das Filtrieren von
unzuginglichen Gewissern. Ein Kunststofftank (T) mit einem Fassungsvermogen von 1000 L
dient als Reservoir. An V3 ist ein handelsiiblicher Kunststoffschlauch angeschlossen, der zur
Konditionierung des Systems notig ist. Mikroorganismen konnen {iber ein Luer-Lock-
Einspritzventil (L) und eine Spritzenpumpe (P2) kontinuierlich der Filtration zugesetzt
werden. Das Gesamtgewicht der CUF-Anreicherungsanlage 1 belduft sich im gefiillten

Zustand auf ca. 300 kg.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 39

3.1.2 Charakterisierung der CUF-Anlage 1

Die Charakterisierung der CUF-Anreicherungsanlage 1 (Abbildung 14) erfolgte zunéchst
hinsichtlich TMP und Filtratfluss bei unterschiedlichen Betriebsmodi CUF und DEUF. Dazu
wurden Dauerfiltrationsversuche durchgefiihrt. 30.000 L Trinkwasser wurden mittels DEUF
und 10.000 L Trinkwasser mittels CUF filtriert. In Abbildung 15 wurde das filtrierte Volumen
gegen die Zeit aufgetragen, um den Filtratfluss und eine mogliche Abnahme desselben zu

berechnen.
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Abbildung 15: Bestimmung des Filtratflusses der CUF-Anreicherungsanlage 1 bei den unterschiedlichen
Betriebsmodi CUF (n =20, m= 1) und DEUF (n= 18, m=1).

Gleichzeitig wurde der TMP stiindlich kontrolliert. Aus Abbildung 15 wird deutlich, dass
sowohl wihrend der CUF von 10.000 L Trinkwasser, als auch der DEUF von 30.000 L
Trinkwasser der Filtratfluss konstant bei 984 L/h (CUF) bzw. 1724 L/h (DEUF) liegt. Es
erfolgt keine Abnahme des Filtratflusses mit Zunahme des filtrierten Volumens, was darauf
schlieBen ldsst, dass keine signifikante Porenverblockung des CUF-Moduls durch die im
Trinkwasser vorhandenen Partikel auftritt. Die Beobachtung des TMP, der ebenfalls iiber die
gesamte Filtration stabil bei 0,45 bar (CUF) bzw. 0,65 bar (DEUF) bleibt, liefert ein dhnliches
Ergebnis. Somit ist gezeigt, dass es moglich ist, mit der aufgebauten CUF-
Anreicherungsanlage 1 ein Volumen von mindestens 30.000 L Trinkwasser anzureichern.

Die Triibungsbestimmung des verwendeten Miinchner Trinkwassers, sowie des Eluates der
Anreicherung von 30.000 L Trinkwasser mittels DEUF (Tabelle 8) zeigt allerdings auch, dass

das hier verwendete Trinkwasser sehr partikelarm ist.
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Tabelle 8: Wasseranalysen des in dieser Arbeit verwendeten Miinchner Trinkwassers sowie des Eluates nach
Anreicherung von 30.000 L Trinkwasser mittels CUF-Anreicherung 1.

20-L-Eluat nach Anreicherung

Trinkwasser von 30.000 L Trinkwasser

Trubung [NTU] 0,08 £0,02 (n=3) 3,32+ 0,43 (n=3)
pH 5,99 6,98
Leitfahigkeit [uS/cm] 475 502

c(Fe) [pa/L] 371,7+3,9 (n=3) 5142 +5,0 (n=3)

c(Mn) [ug/L] 0,5+0,0 (n=3) 183+0,9(n=3)

c(MS2) [GU/mL] - -

Mit einer Triibung von 0,08 NTU liegt das Trinkwasser, das aus dem Leitungssystem des
IWCs entnommen wurde, im unteren Triibungsbereich iiblichen Trinkwassers (Triibung
zwischen 0,02 und 0,5 NTU (184)). Zudem wurden das Trinkwasser und das Eluat auf die
beiden Elemente Fe und Mn, denen ein Membranfoulingverhalten zugesprochen wird (185),
mittels ICP-MS analysiert. Durch Oxidationsprozesse wéhrend der Filtration werden beide
Elemente zu unléslichen Metalloxiden umgewandelt (186). Diese werden teilweise
groflenspezifisch angereichert. Das verwendete Trinkwasser enthilt eine hohe Konzentration
an Fe (0,4 mg/L), die den Grenzwert der Trinkwasserverordnung (0,2 mg/L) iiberschreitet.
Die Mangankonzentration liegt mit 0,5 pg/L deutlich unter dem Grenzwert von 50 pg/L.
Nach der Filtration kann eine Anreicherung an Mn um das 40-fache festgestellt werden,
wihrend die Eisenkonzentration nahezu konstant bleibt. Die Ursache fiir dieses Verhalten ist
noch ungekldrt und sollte in weiteren Experimenten gekldrt werden. Beide Wasserproben
wurden zudem mittels qRT-PCR auf Vorhandensein von MS2 untersucht. Es konnte
allerdings, wie zu erwarten war, weder im Trinkwasser, noch im Eluat der Anreicherung von
30.000 L Trinkwasser MS2 gefunden werden. Allerdings zeigte sich in der
Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte des Eluates eine unselektive Amplifikation, die

nicht von MS2 herriihrten (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Schmelzkurvenanalyse der qRT-PCR-Produkte des Eluates der Anreicherung von 30.000 L
Trinkwasser (griine Kurven) und Trinkwasser aufgestockt mit MS2 als Positivkontrolle (rote Kurve).
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Dies eroffnet eine mogliche neue Anwendung der CUF-Anreicherungsanlage 1: die
Entdeckung neuer Viren in Wasserkdrpern. Daran arbeitet die Arbeitsgruppe um den
Virologen Prof. Drosten mittels Pyrosequenzierung. Voraussetzung, um aus fliissigen Proben
unbekannte Viren zu entdecken, ist dabei eine Viruskonzentration von ca. 10° Viren/mL in
einem moglichst kleinen Volumen (< 1 mL) (187). Diese hohe Konzentration kann nur mit
sehr effektiven Anreicherungssystemen erreicht werden, die gleichzeitig einen hohen

volumetrischen Anreicherungsfaktor haben.

Anreicherung von MS2 aus Wasserproben

Zur Bestimmung der Wiederfindungsraten der CUF-Anreicherungsanlage 1 wurde je eine
1000-L-Trinkwasserprobe in den Betriebsmodi CUF und DEUF filtriert. Wahrend der
Filtration wurden je 10'° GU MS2 mittels einer Spritzenpumpe kontinuierlich iiber den
gesamten Filtrationsverlauf zudosiert. Die Wiederfindungsraten wurden sowohl mittels
Plaque-Assay-, als auch mittels qRT-PCR-Messungen bestimmt. Das Ergebnis der
Wiederfindungsexperimente ist in Tabelle 9 zu sehen. Die Wiederfindungsraten liegen in
einem dhnlichen Bereich wie die der CUF-Anreicherungsanlage 1 (31 + 8%). Dabei lag die
Wiederfindung im CUF-Modus mit 45,4 + 23,3 (n=1) hoher als im DEUF-Modus
(19,3 £13,6; n = 1). Hinsichtlich der Wiederfindung zeigt dies den positiven Einfluss der
geringeren Deckschichtbildung im CUF-Modus.

Tabelle 9: Zusammenfassung der Ergebnisse der Wiederfindungsexperimente der CUF-Anreicherungsanlage 1.

DEUF CUF
TMP [bar] 0,40 0,40
Filtratfluss [L/h] 1655 851

MS2 Wiederfindung [%0];
bestimmt mittels Plaque-Assay

MS2 Wiederfindung [%6];
bestimmt mittels gRT-PCR

23,0+32(m=1)*  29,7+55mn=1)*

193+13,6(n=1)* 454+233(n=1)*

*Standardabweichung der jeweiligen Nachweismethode (n = 3).

Zusammenfassung der Ergebnisse der CUF-Anlage 1

Es wurde eine mobile CUF-Anlage aufgebaut, die z.B. fiir Vor-Ort-Untersuchungen von
Wasserproben verwendet werden kann. Durch den Einbau der Ventile lédsst sich die Anlage in
den Betriebsmodi CUF und DEUF betreiben. Die Anlage ist in der Lage, grofle

Trinkwasservolumina (30 m®) innerhalb eines Tages zu bewiltigen. Der konstante Filtratfluss
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und TMP lésst darauf schlieBen, dass sogar noch gréere Volumina ohne Verblockung der
Membran filtrierbar sind. Zudem wurde ein vollstdndiger Anreicherungsprozess, bestehend
aus Konditionierung, Filtration und Elution mittels Riickspiilung entwickelt, der es ermoglicht
Viren aus groBen Wasservolumina anzureichern. Die Wiederfindungsraten liegen, ersten
Experimenten zur Folge, mit ca. 30% in einem vertretbaren Rahmen. Eine vollstindige
Charakterisierung der CUF-Anlage 1 hinsichtlich der Wiederfindungsraten fiir MS2 in einem
groBen Konzentrationsbereich soll in weiterfilhrenden Arbeiten untersucht werden. Des
Weiteren muss die Kompatibilitit der Anlage zu anderen Gewdssern, die eine hdhere

Matrixbelastung aufweisen (z.B. Roh- und Oberfldchenwasser) gezeigt werden.

3.1.3 Aufbau der CUF-Anlage 2

Der Aufbau der CUF-Anlage 2 basiert auf dem Crossflow-Mikrofiltrations-System von
Peskoller et al. (188). Eine schematische Zeichnung sowie ein Foto der konstruierten Anlage

sind in Abbildung 17 zu sehen.

A) (|!*) ?::l‘irkhnns.f..ll

Flusssensor
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Anlage 2 -j
100
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] . Y 1L Eluat
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Filtrat Schlauc?wpurnpe

Abbildung 17: A) Schematische Zeichnung und B) Foto der CUF-Anlage 2.

Eine Schlauchpumpe lédsst die Probe mit einer Volumenrate von max. 219 L/h durch das
Ultrafiltrationsmodul zirkulieren. Das Ultrafiltrationsmodul ist ein Hohlfasermodul bestehend
aus einer speziellen Multibore®-Membran, die im Gegensatz zu normalen Hohlfasern nicht
brechen kann. Die Membran besteht aus Polyethersulfon, hat eine Porengrofle von 20 nm,
eine Membranfliche von 0,2m’? und eine Permeabilitit von 1000 L/h*m**bar. Das
Ultrafiltrationsmodul wurde im Gegensatz zu Peskoller et al. senkrecht montiert, um eine
bessere Entliiftung zu gewdhrleisten. Ventile, Drucksensoren und der Flusssensor wurden
vom Aufbau von Peskoller et al. iibernommen und iiber einen Computer und der Software

LabView angesteuert. Die Schlauchpumpe wurde manuell bedient.
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3.1.4 Charakterisierung der CUF-Anlage 2

Die CUF-Anreicherungsanlage 2 wurde zunéchst in einem Laboraufbau zusammengestellt

(Abbildung 18).

Abbildung 18: Laboraufbau der CUF-Anreicherungsanlage 2 mit Beschriftung der wesentlichen Komponenten.
U: CUF-Modul; M1: Drucksensoren; M2: Durchflusssensor; P: Schlauchpumpe; K: Schlauchklemme als
Restriktionsventil; V1-V3: Magnetventile; S: Steuercomputer; 0: Probe; F: Filtrat; E: Eluat.

Drucksensoren, Durchflusssensor und Magnetventile konnten {iber den Steuerrechner und die

entsprechende Steuersoftware (LabView) geschalten und ausgelesen werden. Die Pumpe

wurde manuell bedient.

Membrancharakterisierung

Das Kernstiick der Anlage war ein CUF-Modul der Fa. Inge GmbH mit einer Membranfldche
von 0,2 m’. Zur Sicherstellung der einwandfreien Funktionstitigkeit des Moduls wurde
zundchst die Permeabilitit der Membran fiir reines Wasser bestimmt. Dazu wurde ultrareines
Wasser im Filtrationsmodus filtriert und der TMP stufenweise durch Zudrehen des
Restriktionsventils erhoht. Die Permeabilitit (P) ergab sich aus der Steigung der
Ausgleichsgeraden (Abbildung 19), geteilt durch die Membranfliche, und wurde auf
945 L/h bar m” bestimmt.
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Abbildung 19: Permeabilititsbestimmung des CUF-Moduls mit einer Membranfliche von 0,2 m* (n =4, m = 1).

Dies ist in guter Ubereinstimmung mit dem vom Hersteller angegebenen Wert von
1000 L/h bar m®>. Bei Abweichungen der ermittelten Permeabilitit von mehr als
500 L/h bar m* muss davon ausgegeangen werden, dass die Membran nicht mehr
funktionsfahig ist. Dies ist z.B. bei Porenbriichen der Fall. Wird die Membran trocken
gelagert, reiBen die Nanoporen auf und Viren, wie z.B. MS2, konnen in das Filtrat gelangen.
So wurden in einem Anreicherungsversuch mit einer CUF-Membran mit einer Permeabilitdt
von 1600 L/hbarm” 15% der Bakteriophagen im Filtrat gefunden, wihrend bei allen
Versuchen mit CUF-Membranen mit einer Permeabilitit von 1000 L/h barm® keine
Bakteriophagen im Filtrat gefunden werden konnten.

Eine weitere wichtige Charakterisierungsmoglichkeit eines CUF-Prozesses ist die
Bestimmung der Crossflowgeschwindigkeit (vcr) in den Multiborefasern des CUF-Moduls.
Die Crossflowgeschwindigkeit berechnet sich nach Formel 2 als Quotient des Flusses des zu

fordernden Mediums und der Anstromflache des CUF-Moduls.

F F
Ver =4 = T (2)
my -ng -—-d
K-NF -y
mit vcr = Crossflowgeschwindigkeit

F = Fluss [m?/s]

A = Anstrémfliche [m?]

d = Durchmesser einer Kapillare
nr = Anzahl an Fasern

mg = Anzahl an Kapillaren je Faser
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Bei maximaler Volumenrate von 3644 mL/min ergibt sich ein Fluss von 6,07 x 10 m?/s. Das
CUF-Modul besteht, wie in Abbildung 20 gezeigt, aus 24 Fasern mit je 7 Kapillaren, die

einen Durchmesser von 0,9 mm aufweisen.

Abbildung 20: CUF-Modul der Firma Inge GmbH mit 0,2 m* Membranfliche.

Somit ergibt sich eine Crossflowgeschwindigkeit von 0,57 m/s. Optimale Crossflow-
Bedingungen herrschen jedoch erst zwischen einer Crossflowgeschwindigkeit von 1,5 — 2 m/s
(189). Diese optimalen Bedingungen wiirden erst bei drei-facher Volumenrate bzw. einem
Drittel der Membranfliche erreicht. Eine Schlauchpumpe mit diesen bzw. hoheren
Volumenraten war allerdings nicht erhéltlich. Somit konnte lediglich die Anzahl der
Kapillaren reduziert werden. Es sind z.B. CUF-Module der Fa. Inge GmbH mit 0,1 m*
Membranfliche und der halben Anzahl an Kapillaren erhéltlich. Dadurch konnte eine
Crossflowgeschwindigkeit von 1,14 m/s erreicht werden, was den optimalen Crossflow-
Bedingungen bereits sehr nahe kommt. Ob dies einen positiven Einfluss auf die
Wiederfindungen von Mikroorganismen hat, muss in weiterfithrenden Arbeiten untersucht

werden.

Anreicherung von MS2 aus Wasserproben

Peskoller et al. haben fiir die Anreicherung von E. coli mittels Crossflow-Mikrofiltration eine
Abhingigkeit der Wiederfindung vom TMP gefunden (188). Dies galt es fiir die neu
aufgebaute CUF-Anreicherungsanlage 2 zu untersuchen. Dazu wurden Wiederfindungs-
versuche mit MS2-aufgestockten 10-L-Trinkwasserproben bei unterschiedlichen TMP (0,2
und 0,4 bar) durchgefiihrt. Der TMP wurde mittels des Restriktionsventils vor Beginn der
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Filtration eingestellt. Ein TMP von 0,2 bar entspricht dem minimalen TMP, das heif3t. ein
vollstindig gedffnetes Restriktionsventil. Wéhrend bei einem TMP von 0,2 bar stabile
Wiederfindungsraten von 27 + 8% (n = 4) gefunden worden sind, sank die Wiederfindung bei
der mehrmaligen Filtration bei einem TMP von 0,4 bar von 19% auf 4% und schlieBlich 1%.
Dieses Ergebnis konnte in einem zweiten Versuch (dreimaliges Anreichern einer 20-L-
Trinkwasserprobe, aufgestockt mit MS2) bestétigt werden, was darauf hindeutet, dass eine
Anreicherung mit einem TMP von 0,4 bar zu einer irreversiblen Verschlechterung der
Wiederfindung aufgrund von Membranfouling fiihrt. Als optimale Bedingungen fiir die CUF-
Anreicherungsanlage 2 wurde darauthin der minimale TMP von 0,2 bar festgelegt.

Zur Bestimmung der Wiederfindungsraten der CUF-Anreicherungsanlage 2 wurden fiinfzehn
10-L-Trinkwasserproben mit MS2 aufgestockt (¢ = 0,2 — 2 x 10 PFU/mL) und mit den
optimierten Anreicherungsbedingungen auf 100 mL konzentriert. Das Ergebnis der

Wiederfindungsexperimente ist in Abbildung 21 zu sehen.

10° 3

Anzahl an MS2, aufgestockt
in 10-L-Trinkwasserproben [PFU]

10° 10° 10’ 10° 10°
Anzahl an MS2, gefunden im 100-mL-Eluat [PFU]

Abbildung 21: Wiederfindungsexperimente zur Anreicherung von MS2 in 10-L-Trinkwasserproben mittels
CUF-Anreicherungsanlage 2 (n = 15, m = 1); Rote Linie entspricht einer fiktiven Wiederfindung von 100%.

Es konnten stabile Wiederfin-dungsraten von 31 + 8% (n = 11) {iber einen
Konzentrationsbereich von 9 — 2x 10*PFU/mL bestimmt werden. Im niedrigeren
Konzentrationsbereich (0,2 — 3 PFU/mL) konnten im Eluat lediglich wenige Plaques (< 10
Plaques/Platte) gezdhlt werden. Die Auswertung dieser Platten liefert Wiederfindungen von
58 £ 38% (n = 4). Entsprechend der EN ISO 10705-1:2001 ist allerdings nur dann eine
Quantifizierung moglich, wenn mehr als 10 Plaques/Platte ausgezéhlt werden konnen.

Andernfalls ergibt sich eine hohe Standardabweichung.
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3.1.5 Charakterisierung der MAF

Die Herstellung, Optimierung und Durchfiihrung der MAF ist Teil der Dissertation von Lu
Pei. Zur Charakterisierung der MAF wurden acht 100-mL-Trinkwasserproben mit MS2
aufgestockt (¢ = 7,0 x 10" — 3,2 x 10’ PFU/mL) und auf 1 mL eingeengt. Dabei wurden
Wiederfindungen von 110 + 19% (n = 5) erreicht. Die Kapazitit der in dieser Arbeit
verwendeten monolithischen Siule wurde mit MS2-aufgestocktem Trinkwasser auf 10° PFU

bzw. 5 x 10° GU bestimmt.

3.1.6 Anreicherung von 10-L-Proben mittels einer Kombination von CUF-
Anlage 2 und MAF

Bestimmung der Wiederfindungsraten fiir kombiniertes Anreicherungssystem

Ein Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zu entwickeln, um Viren in 10-L-Wasserproben
nachzuweisen. Dazu wurde die Kombination der beiden Anreicherungsstufen CUF-
Anreicherung 2 und MAF mit qRT-PCR als Detektionsmethode charakterisiert. 10-L-
Trinkwasserproben, aufgestockt mit MS2, wurden mittels CUF-Anreicherung 2 auf 100 mL
und anschlieBend mittels MAF auf 1 mL eingeengt. Um reale Bedingungen zu simulieren,
wurden die 10-L-Proben auf Konzentrationen zwischen 5,3 x 10" — 1,1 x 10° GU/10L
eingestellt, da MS2 in diesem Konzentrationsbereich in Realwédssern gefunden wird. Die
Wiederfindungsexperimente verdeutlichten einen Trend. Mit zunehmender Konzentration
nahm die Wiederfindung von 97,2% auf ca. 10% ab. Die hohen Wiederfindungen fiir Probe 1
und 2 (97,2% und 56,6%; Tabelle 10) zeigen mit den Ergebnissen der Einzelcharakterisierung
der CUF-Anreicherung 2, dass die Wiederfindung der CUF-Anreicherung 2 fiir niedrige

Konzentrationen hoher als 31% ist.

Tabelle 10: Zusammenfassung der Wiederfindungsexperimente der kombinierten Anreicherung (CUF-

Anreicherung 2 und MAF)
Probennummer c(MS2) [GU/mL] Wiederfindung [%6]
0 0 -
1 0,53 97,2 +28,9 (n=3)
2 2,20x 10 56,6 + 8,1 (n=3)
3 3,10 x 10° 9,4+ 3,2 (n=23)
4 1,12x 10° 10,6 + 5,0 (n = 3)

Die sinkende Wiederfindungsrate kann auflerdem durch die limitierte Kapazitit der

monolithischen Séule erklirt werden. Probe 3 war mit 3,1 x 10° GU MS2 aufgestockt, was in
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etwa der maximalen Kapazitit (5 x 10° GU) der Siule entspricht. Gleichzeitig muss darauf
geachtet werden, dass die Kapazitit der Sdule mit aufgestocktem Trinkwasser bestimmt
wurde, wahrend in diesem Fall durch CUF angereichertes Trinkwasser verwendet wurde. Ein
Einfluss der angereicherten Matrix des Trinkwassers auf die Kapazitdt der Sdule kann nicht
ausgeschlossen werden. Alle eingesetzten Konzentrationen und die dazu korrespondierenden
Wiederfindungen sind in Tabelle 10 wiedergegeben.

Um den Anreicherungsfaktor des kombinierten Anreicherungssystems zu bestimmen, wurde
die Nachweisgrenzen (NWG) der Detektionsmethode (qRT-PCR) mit der NWG des
kombinierten Systems (Anreicherung und Detektion) verglichen. Zur Bestimmung der NWG
wurde das resultierende Fluoreszenzsignal aus der qRT-PCR eines bestimmten PCR-Zyklus
gegen die gegebene Konzentration der zu analysierenden Probe aufgetragen. Diese Methode
zur Bestimmung der NWG eines qRT-PCR Systems wurde 2011 von Donhauser et al.
publiziert (190). Der PCR Zyklus wurde so gewdhlt, dass die meisten Datenpunkte im
linearen Bereich der sigmoidalen Kalibrierkurve liegen. Die daraus resultierenden

Kalibrierkurven sind in Abbildung 22 zu sehen.
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Abbildung 22: Sigmoidale Kalibrierkurve fiir MS2 in Wasser, gemessen mit qRT-PCR ohne und mit
Anreicherung mittels CUF 2 und MAF (n =6, m = 3).

Um die Kalibrierkurve ohne Anreicherung und damit die NWG der qRT-PCR alleine zu
erhalten, wurde eine Verdiinnungsreihe von MS2 in Trinkwasser mit qRT-PCR gemessen und
die Fluoreszenzsignale des 40ten Zyklus gegen die Konzentrationen aufgetragen. Die NWG
wurde auf 79,5 GU/mL berechnet. Zur Generierung der Kalibrierkurve des kombinierten

Systems wurden filinf 10-L-Trinkwasserproben mittels CUF-Anreicherung 2 und MAF auf
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I mL eingeengt und ebenfalls mit qRT-PCR gemessen. Das resultierende Fluoreszenzsignal
des 42ten Zyklus wurde gegen die Ausgangskonzentrationen der 10-L-Proben aufgetragen,
um die Kalibrierkurve und daraus die NWG des kombinierten Systems zu berechnen. Es
ergab sich eine NWG von 0,0056 GU/mL fiir das kombinierte System. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass die NWG der qRT-PCR fiir MS2 in Wasserproben von 79,5 GU/mL mit
Hilfe des Anreicherungssystems (CUF-Anreicherung 2 und MAF) auf 0,0056 GU/mL
verbessert werden konnte. Dies entspricht einem Faktor von 1,4 x 10°, der in guter

Ubereinstimmung zum theoretischen volumetrischen Anreicherungsfaktor von 1 x 10 liegt.

Anwendung des kombinierten Anreicherungssystems zur Quantifizierung von MS2 in

Realproben
Das kombinierte System bestehend aus CUF2-MAF-Anreicherung und qRT-PCR-Detektion

wurde mit Realwasserproben getestet, um die Fihigkeit als schnelle und sensitive Methode
zur Virenanalytik in Umweltwasserproben zu demonstrieren. Eine 10-L-Trinkwasserprobe,
sowie zwei 10-L-Oberflichenwasserproben aus einem stddtischen (Teltow-Kanal, Berlin) und
einem alpinen Fluss (Mangfall, Miinchen) wurden analysiert. Die Wasserprobe des Teltow
Kanals représentiert aufgrund der hohen Menge an darin enthaltenen Algen und organischen
Partikeln eine schwierige Matrix (191), die die Ultrafiltrationsmembran verstopfen kdnnte.
Dariiber hinaus stellt der hohe Matrixgehalt eine Herausforderung an die MAF dar.
Abbildung 23 verdeutlicht diese Problematik und die hohen Anforderungen an das

Anreicherungssystem.

Abbildung 23: 100-mL-Eluat nach CUF-Anreicherung einer 10-L-Wasserprobe aus dem Teltow-Kanal (a) und
monolithische Sdule nach (b) und vor MAF des 100-mL-Eluates (c).
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Die Matrixbestandteile der Wasserprobe werden durch die CUF zusammen mit den
Mikroorganismen angereichert und wiirden eine nachfolgende Detektionsmethode wie qRT-
PCR inhibieren. Deshalb ist eine Strategie zum Abtrennen der Matrixbestandteile essentiell.
Wiéhrend der MAF laufen die meisten Matrixbestandteile durch die Poren der monolithischen
Sdule, wihrend die Mikroorganismen adsorptiv an dem Siulenmaterial haften, und so mit
einem geeigneten Elutionspuffer in einem sehr kleinen Volumen (1 mL) aufgereinigt erhalten
werden konnen. Im Teltow-Kanal konnte mit dem hier gezeigten CUF-MAF-qRT-PCR-
System eine Konzentration von 3,2 x 10° £ 0,3 x 10’ GU/mL nachgewiesen werden. Im
Vergleich dazu war die Konzentration an MS2 in der Mangfall nur bei 8,6 + 2,5 GU/mL. Im
Miinchner Leitungswasser konnten, wie erwartet, keine MS2 nachgewiesen werden

(Tabelle 11).

Tabelle 11: Zusammenfassung der gemessenen Konzentrationen an MS2 in Realproben.

Teltow-Kanal Mangfall Munchner Trinkwasser
32x10°£0,3x 10° 8,6 +2,5
c(MS2) [GU/mL] (n=13) (n=13) n.d.

Die Ergebnisse der Untersuchung der kombinierten CUF-MAF-Anreicherung sind in GU/mL
angegeben. Die Kalibrierung der qRT-PCR erfolgte gegen einen RNA-Standard, was
analytisch eindeutiger ist als die Kalibrierung gegen die mittels Plaque-Assay bestimmte
MS2-Konzentration. Mehrere Faktoren konnen die Infektiositit von Viren in
Realwasserproben beeinflussen. Daher ist eine Kalibrierung der qRT-PCR gegen im Labor
hergestellte Viren nicht vergleichbar. Nichtsdestotrotz wurden die Konzentrationen der
Realwasserproben auch mittels einer qRT-PCR, kalibriert gegen PFU, bestimmt. Die
Ergebnisse waren zwischen einer und zwei GroBenordnungen niedriger fiir PFU (Teltow-
Kanal: 6,14 x 10" + 0,46 x 10! PFU/mL; Mangfall: 0,44 + 0,08 PFU/mL) als fiir GU (Teltow-
Kanal: 3,2 x 10° £ 0,3 x 10° GU/mL; Mangfall: 8,6 + 2,5 GU/mL). Diese Ergebnisse zeigen,
dass nur ein Teil der MS2-Bakteriophagen in der Lage ist, Plaques zu bilden. Dieser Effekt

kann ebenso in der Literatur gefunden werden (192).

Zusammenfassung, Anwendungsmoglichkeiten und Ausblick der CUF-MAF-Anreicherung

Das hier beschriebene Konzept der Anreicherung von 10-L-Wasserproben mittels einer
Kombination aus CUF und MAF stellt eine schnelle, effektive und automatische Methode zur
Quantifizierung von Viren in geringen Konzentrationen dar. Der zweistufige

Anreicherungsprozess konzentriert Viren aus einer 10-L-Probe mit einem volumetrischen
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Faktor von 10.000 auf ein Endvolumen von 1 mL innerhalb von 30 min. Die Gesamtwieder-
findung wurde fiir kleine MS2-Konzentrationen optimiert (97,2% bei 5,3 x 10" GU/mL). Das
resultierende und aufgereinigte Eluat der MAF (1 mL) kann direkt und ohne weitere
Aufarbeitung mittels qRT-PCR, Plaque-Assay oder Mikroarray (siehe Dissertation Sandra
Lengger) gemessen werden.

Der kombinierte Prozess aus CUF, MAF und qRT-PCR erlaubt eine Quantifizierung von
MS?2 in verschiedenen Gewéssern bis zu einer Konzentration von 0,0056 GU/mL innerhalb
von 4 h. Dies ermdglicht neue Moglichkeiten der schnellen Virusanalytik in Gewdssern. Die
beschriebene Methode kann z.B. fiir Monitoring-Anwendungen verwendet werden: Sowohl
zur Analytik vieler Proben im Labor, als auch zur Beprobung vor Ort. Dazu wurde ein
transportables, kombiniertes Gerdt aus CUF und MAF entwickelt und als Gebrauchsmuster
angemeldet (193) (Abbildung 24), das vollautomatisch Viren aus Wasserproben auf eine

monolithische Sdule anreichert.
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Abbildung 24: Foto (links) und schematische Zeichnung (rechts) des zum Gebrauchsmuster angemeldeten
mobilen Anreicherungsgerits mit Beschriftung der Einzelkomponenten. 1: Tragbares Gehéuse; 2: CUF-Modul;
3: auswechselbares Schlauchsystem; 4: Magnetventile; 5: Schlauchpumpe; 6: Druckmesssensoren; 7:
Durchflusssensor; 8: Sterilbeutel; 9: Schlauchpumpe; 10: auswechselbares Schlauchsystem; 11: monolithische
Séule; 12: Sterilbeutel; 13: Schlauchdurchfiihrung; 14: Schlauchfithrungen; 15: Septum zum Einstellen des pH
Wertes fiir MAF; 16: Schlauchdurchfithrung; 17: 3-Wege-Schlauchverbinder; 18: Vier-Wege-
Schlauchverbinder; 19: Schnellkupplungsanschluss; 20: Computer.

Die monolithische Sdule kann aus dem Gerit entnommen werden und zur Elution der Viren in
ein Labor transportiert bzw. geschickt werden. Damit konnte z.B. eine Risiko-
charakterisierung von Klédranlagen bei Stark- und Schwachregen durchgefiihrt werden, um

den Einfluss des Klimawandels auf die menschliche Gesundheit abzuschitzen (48).
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Die Methode, hier angewandt auf den Testorganismus MS2, kann fiir alle Arten von
Mikroorganismen verwendet werden. Mit CUF werden alle Mikroorganismen, die gro3er als
die PorengroBBe der Membran (20 nm) sind, simultan angereichert. Auch mit MAF ist eine
simultane Anreicherung von Mikroorganismen mdglich. Die einzige Bedingung ist hier, dass
der pH-Wert der anzureichernden Probe kleiner als der isoelektrische Punkt aller
anzureichernden Mikroorganismen ist. Als mogliche Detektionsmethode zur parallelen und
gleichzeitigen  Quantifizierung  mehrerer ~ Mikroorganismen  wird  kiinftig  die
Mikroarraytechnologie verwendet (190).

Die Anreicherung einer 10-L-Probe zur Analytik von Oberflichengewésser ist ausreichend.
Nichtsdestotrotz konnten mit dieser Methode auch groBere Volumina angereichert werden,
was einzig zu einer verldngerten Anreicherungsdauer der CUF fithren wiirde. Zur Analytik
von sehr grofen Wasservolumina (< 1000 L) wurde eine hochskalierte CUF-Anlage
entwickelt, die in der Lage ist, diese grolen Volumina zu bewiéltigen und gleichzeitig mit der
hier beschriebenen Anreicherungsmethode kompatibel ist. Das Konzept dazu wird im

nichsten Abschnitt beschrieben.

3.1.7 Anreicherung von 30.000-L-Wasserproben mittels einer Kombination
von CUF-Anlage 1, CUF-Anlage 2 und MAF

Das Hauptziel dieser Arbeit war es, eine Methode zu entwickeln, um Viren in 30.000-L-
Wasserproben nachzuweisen. Dazu wurden die drei Anreicherungmethoden CUF-
Anreicherung 1, CUF-Anreicherung 2 und MAF in Kombination mit qRT-PCR als
Detektionsmethode charakterisiert. 30.000-L-Trinkwasserproben, aufgestockt mit MS2,
wurden mittels CUF-Anreicherung 1 auf 20 L, mittels CUF-Anreicherung 2 auf 200 mL, und
anschlieBend mittels MAF auf 1 mL eingeengt. Wéahrend der DEUF mit der CUF-
Anreicherungsanlage 1 wurden je 10'° GU MS2 mittels einer Spritzenpumpe kontinuierlich
iiber den gesamten Filtrationsverlauf zudosiert. Die Wiederfindungsraten wurden sowohl
mittels Plaque-Assay, als auch mittels qRT-PCR-Messungen nach jedem Anreicherungsschritt

bestimmt. Das Ergebnis des Wiederfindungsexperimentes ist in Tabelle 12 zu sehen.
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Tabelle 12: MS2-Wiederfindungsraten nach den jeweiligen Anreicherungsstufen (n=1).

CUF1 CUF 1-CUF 2 CUF 1-CUF 2-MAF

MS2-Wiederfindung [%] 7,6+7,1 1,4+0,5 0.06
bestimmt mit Plaque-Assay  (n=1) ** (n=1)** ’

MS2-Wiederfindung [%] 38,6 +£30,1 10,9+ 3,0 0.03*

bestimmt mit gRT-PCR (n=1) ** (n=1) ** ’

*0,03% entspricht 5 x 10° GU MS2, dem Kapazititslimit der monolithischen Saule.

**Standardabweichung der jeweiligen Nachweismethode (n = 3).

Nach Anreicherung der 30.000-L-Trinkwasserprobe mittels DEUF auf ein Volumen von 20 L
wurde mittels QRT-PCR eine Wiederfindung von 38,6 + 30,1% bestimmt. Diese liegt deutlich
hoher als die mittels Plaque-Assay bestimmte Wiederfindung (7,6 + 7,1). Eine mogliche
Erklarung ist eine Inaktivierung der Bakteriophagen wéhrend der 18,5 h dauernden Filtration.
Noch deutlicher wird die Diskrepanz zwischen qRT-PCR und Plaque-Assay nach der
anschlieBenden Anreicherung des 20-L-Eluates auf 200 mL mittels CUF-Anreicherungs-
anlage 2 innerhalb 1 h. Die mittels qRT-PCR bestimmte Wiederfindung von 10,9 + 3,0%
entspricht dem erwarteten Wert zweier kombinierter Anreicherungsmethoden mit den
bestimmten Wiederfindungsraten von je ca. 30%. Auch hier weicht der mittels Plaque-Assay
bestimmte Wert deutlich ab (1,4 + 0,5%), was einer Inaktivierung von ca. 90% der MS2-
Phagen entspriche. Eine andere mogliche Erkldrung ist die Agglomeration der
Bakteriophagen wiéhrend des Filtrationsprozesses. Agglomerierte Bakteriophagen sind im
Plaque-Assay nicht von einzelnen Phagen zu unterscheiden. Um diese Ergebnisse zu deuten,
miissen weitere Experimente gemacht und analysiert werden. Das 200-mL-Eluat wurde
anschlieBend mittels MAF innerhalb von 21 min weiter angereichert und in einem Volumen
von 1 mL eluiert. Abbildung 25 zeigt die monolithische Sdule im zeitlichen Verlauf der MAF

und verdeutlicht die Matrixbelastung von 30.000 L angereichertem Trinkwasser.

Abbildung 25: Monolithische Séule nach 5 min (links), 10 min (mittig) und 20 min (rechts) MAF.
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Nach MAF konnten mittels qRT-PCR nur Wiederfindungen von 0,03% bestimmt werden.
Berechnet man die Anzahl an MS2, entspricht eine Wiederfindung von 0,03% allerdings
einem Wert von 6,0 x 10° + 1,2x 10° GU, was das Kapazititslimit der monolithischen Saule
ist. Somit ist anzunehmen, dass alle {iberschiissigen Bakteriophagen im Durchfluss zu finden
waren. Dies muss in weiterfiihrenden Arbeiten gezeigt werden.

Somit ist die Anreicherung von MS2 aus 30.000 L Trinkwasser mittels CUF 1, CUF 2 und
MAF durch die geringe Kapazitit der verwendeten monolithischen Séule auf eine sehr
geringe Virenkonzentration von max. 0,2 GU/mL beschrinkt. Fiir diese und kleinere
Konzentrationen ist jedoch eine Gesamtwiederfindung von 1-10% als realistisch
anzunehmen. Um die Limitierung der Anwendung durch die geringe Kapazitit der
monolithischen Sdule zu umgehen, wird im IWC an der Entwicklung von groferen
monolithischen Sdulen mit hoheren Kapazititen (Abbildung 26) gearbeitet. Gleichzeitig ist es
mit diesen groBeren monolithischen Sdulen denkbar, die Anreicherung einer 30.000-L-

Trinkwasserprobe mittels CUF-Anreicherung 1, kombiniert mit MAF, zu bewerkstelligen.

Abbildung 26: Monolithische Séule, die im Rahmen dieser Arbeit zur MAF verwendet wurde (links), im
Vergleich zu einer groferen monolithischen Séule (rechts).

Die Anreicherung der 30.000-L-Trinkwasserprobe konnte insgesamt in etwa 20h
durchgefiihrt werden. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass das finale Eluat von 1 mL zur
Quantifizierung sowohl mittels Plaque-Assay, als auch mittels qRT-PCR geeignet ist.
Kombiniert man die Anreicherung mit qRT-PCR, ist die Quantifizierung von MS2 in
30.000 L Trinkwasser innerhalb von 24 h moglich.
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3.2 Visualisierung von Benzo[a]pyren in pordsen Medien mittels Antikorper-

gekoppelten superparamagnetischen Nanopartikeln (AKMNP)

3.2.1 Herstellung und Charakterisierung der AKMNP

Die Synthese der DCPEG-umhiillten und Ak-gekoppelten MNP ist schematisch in
Abbildung 27 dargestellt.

DCPEG
NH; ————— HOOC

H,0, 60 7C PHS

HO OH H;
2 FeCly NH,OH APTES i
+ Bl bl P88 —_— H
FeS0, H.O H40), 60 °C
HO ol Hy

g

CONH "

A

Abbildung 27: Schema der Synthese von AKMNP.

Nach einer gemeinsamen Fillungsreaktion von Fe’"- und Fe’-Ionen unter alkalischen
Bedingungen wurde eine reaktive Aminogruppe (-NH;) auf die Oberfliche der NP mittels
Silanisierung eingefiihrt. Das vorpolymerisierte APTES reagierte mit den freien
Hydroxylgruppen (-OH) an der Oberfliche der NP in einer Hydrolysereaktion zu einer
kovalenten Bindung. Im néchsten Schritt wurde DCPEG iiber die Carboxygruppen (-COOH)
kovalent mit den zuvor eingefiihrten Aminogruppen auf der Oberfliche unter Ausbildung
einer Peptidbindung verkniipft. Jetzt konnte der Ak mit seinen Aminogruppen der schweren
Kette mit den freien Carboxygruppen des angebundenen DCPEG iiber eine weitere
Peptidbindung verkniipft werden. Mit dieser Methode konnten Polymer-stabilisierte Ak-
gekoppelte MNP synthetisiert werden, bei denen alle Komponenten kovalent an die NP
gebunden sind.

Die mineralische Phase der Eisenoxid-NP wurde mittels Maossbauer-Spektroskopie
identifiziert. Das Mdssbauer-Spektrum (Abbildung 28) besteht aus zwei Sextetten mit
Magnetfeldern am Kernort (B1 und B2) von 46,1 T und 49,2 T.
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Abbildung 28: Massbauer-Spektrum der gefillten Eisenoxid-NP.

Die Isomerieverschiebungen (IS) sind 0,16 mm/s und 0,56 mm/s, wihrend die elektrische
Quadrupolaufspaltung (Q) ~ 0 mm/s fiir beide Eisenspezies (Fe’™ und Fe®") betrigt. Diese
Werte sind in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Wagner und Wagner (194) fiir
Magnetit (siche Tabelle 13), was bestitigt, dass die mineralische Phase der synthetisierten NP
aus Magnetit besteht.

Tabelle 13: Vergleich der Mossbauer-Spektroskopie Ergebnisse von synthetisierten Eisenoxid-NP mit

Literaturwerten fiir Magnetit.

Synthetisierte Eisenoxid-NP  Magnetit (Wagner und Wagner (194))

B1; B2 [T] 46,1; 49,2 46,1, 49,2
IS [mm/s] 0,16; 0,56 0,15; 0,56
Q [mm/s] 0 0

Die weitere Charakterisierung der NP erfolgte mittels FT-IR. Die NP-Oberflache wurde nach
jedem Syntheseschritt bis zum Endprodukt (AKMNP) analysiert. Abbildung 29 zeigt das FT-
IR-Spektrum von Fe;O4 (a), Fes;O4-APTES (b), Fe;04~-APTES-DCPEG (c¢) und reinem
DCPEG (d).
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Abbildung 29: FT-IR-Spektren von a) Fe;O4, b) Fe;04-APTES, ¢) Fe;0,-APTES-DCPEG und d) DCPEG.

Das Spektrum von Fe;O, zeigt Absorptionsbanden bei 792 cm™ und 889 cm™, was den
Vibrationsschwingungen von Hydroxygruppen auf der NP-Oberfldche entspricht. Auflerdem
ist eine weitere breite Absorptionsbande zwischen 500 cm™ und 700 cm™ zu sehen, die der
Fe-O-Streckschwingung in Fe;O4 zuzuordnen ist. Im Spektrum von Fe;O4-APTES sieht man,
neben den charakteristischen Schwingungen fiir Fe;Os, Absorptionsbanden bei 991 cm’!
(Schwingung der Si-O-H-Bindung) und 1558 cm™ (Schwingung der Aminogruppe). Diese
belegen eine erfolgreiche Silanisierung, und damit die Umhiillung der NP mit APTES.
Vergleicht man das Spektrum von Fe;O4-APTES-DCPEG mit reinem DCPEG, so findet man
alle charakteristischen  Absorptionsbanden in beiden Spektren (z.B.: C-O-H-
Streckschwingung bei 1101 cm™, C-H-Schwingung bei 2879 cm™). Neben den fir DCPEG
charakteristischen Absorptionsbanden, sind im Spektrum von Fe;O4-APTES-DCPEG auch
die fiir Fe;04 charakteristischen Banden bei (792 cm™, 889 cm™, 500 — 700 cm™) zu finden.
Insgesamt kann die schrittweise Umhiillung der NP mit APTES und DCPEG, wie in
Abbildung 27 schematisch gezeigt, bestétigt werden.
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Um die relativen Massenanteile der einzelnen Bestandteile (Fe;O4, APTES und DCPEG) der
mehrschichtigen NP zu bestimmen, wurde eine ICP/MS-Analyse durchgefiihrt. Die
gemessenen Massenanteile an Fe und Si sowie die daraus folgenden Massenanteile der

verschiedenen Bestandteile der NP sind in Tabelle 14 zusammengestellt.

Tabelle 14: Relative Massenanteile der einzelnen Bestandteile bezogen auf die Gesamtmasse der NP.

Fe[%] Fe;04[%] Si[%] APTES[%] DCPEG [%]

FesO4 72.4 100 - - -
FesO4,-APTES 51.5 71.1 3.7 28.9 -
Fe;04-APTES-DCPEG 21.7 30.0 1.6 12.2 57.8

Der mittels ICP/MS bestimmte prozentuale Magnetit-Anteil von Fe;O4-APTES-DCPEG
(30,0%) wurde mittels TG/DTA-Analyse bestdtigt. Der absolute Gewichtsverlust der Fe;O4-
APTES-DCPEG-NP betrug 73,2% (Abbildung 30), was einen Anteil an Fe;O4 von 26,8%

ergibt.
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Abbildung 30: TG/DTA-Kurve von Fe;0,-APTES-DCPEG-NP.
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In Abbildung 31 sind die UV/Vis-Spektren von Fe;O4, Fe;04-APTES, Fe;O4-APTES-
DCPEG und Fe;04-APTES-DCPEG-Ak gezeigt.

—Fel,

— Fe,O,-APTES
-Fe,O,-APTES-DCPEG

—— Fe,0,-APTES-DCPEG-Ak

Absorption [a.u]

0,0
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Abbildung 31: UV/Vis-Spektrum von Fe;0,4 (schwarz), Fe;04,-APTES (rot), Fe;04~-APTES-DCPEG (griin) und
Fe;0,-APTES-DCPEG-Ak (blau)

Die absoluten  Absorptionen variieren aufgrund unterschiedlicher  gemessener
Konzentrationen an NP. Alle vier Kurven zeigen ein typisches Verhalten fiir NP. Nach der
Kopplung des Ak kann die Ak-spezifische Absorptionsbande bei 280 nm deutlich gesehen

werden, was ein Beweis flir die erfolgreiche Kopplung des Ak an die NP ist.

Die Menge an Ak, die an die MNP gekoppelt wurde, konnte mittels Bradford-Test auf
15,0 £4,2 ng Ak/mg NP (n = 3) bestimmt werden. Aus der eingesetzten Menge von 25 pg Ak
auf 0,5 mg NP lésst sich eine Kopplungseffizienz von 29.9 + 8.4% (n = 3) berechnen.

Zur Charakterisierung der Grofle und GroBenverteilungen der NP wurde eine Vielzahl an
Methoden verwendet. Neben den Standardmethoden wie dynamische Lichtstreuung (DLS),
Rasterelektronenmikroskopie (REM) oder Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
wurden auch Methoden wie Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA) (195) und asymmetrische
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Fluss-Feldflussfraktionierung (AF*) (196) zur GroBencharakterisierung verwendet. Eine

Zusammenfassung aller Ergebnisse ist in Tabelle 15 gegeben.

Tabelle 15: Mittlere Partikelgrofien von Fe;0,, Fe;0,-APTES, Fe;0,-APTES-DCPEG und
Fe;04,-APTES-DCPEG-AK aus verschiedenen Messmethoden.

NTA DLS REM TEM AF*
[nm] [nm] [nm] [nm] [nm]
Fes0,4 - - - 10 -

107+ 13 127 £ 50

FesO4-APTES - (n=13) (n=30) - 114
279+£57 301 +£25 225 + 44

Fe;O4,-APTES-DCPEG m=1) (n=13) (n = 30) - 270

445 + 25

Fe;04-APTES-DCPEG-Ak - (n=3) - - -

Die GroBe des Fe;O4-Kerns wurde mittels TEM auf 10 nm bestimmt. Nach Silanisierung mit
APTES erhélt man grofere, agglomerierte Teilchen mit einer schmalen GroBenverteilung. Die
drei unterschiedlichen Methoden DLS, REM und AF* ergaben hierbei #hnliche mittlere
PartikelgroBen (107, 127 und 114 nm). Derselbe Effekt kann ebenfalls nach Umhiillung mit
DCPEG beobachtet werden. Hier wurden vier Methoden (DLS, REM, NTA und AF?)
angewandt, die ebenfalls dhnliche mittlere PartikelgroBen ergaben (301, 225, 279 und 270
nm). Unter Berlicksichtigung des Polydispersititsindex (PDI) der DLS-Messungen hat nur
Fe;04-APTES (PDI = 0,17) eine schmale PartikelgroBenverteilung (0,1 < PDI < 0,2). Fe;04-
APTES-DCPEG (PDI = 0,27) und Fe;O04-APTES-DCPEG-Ak (PDI = 0,44) haben bezogen
auf die Literatur (197) breite PartikelgréBenverteilungen (0,2 < PDI <0,5).

Die Fe;04-APTES-DCPEG-NP konnen in Wasser sehr leicht dispergiert werden. Dabei
entsteht eine Suspension, die iiber mehrere Wochen stabil ist. Genauere Stabilitits-

untersuchungen sind in dem Forschungsbericht von Susanne Mayer zu finden (198).

Die magnetischen Eigenschaften von Fe;Os4, Fe;O4-APTES und Fe;O4-APTES-DCPEG
wurden mittels SQUID charakterisiert. Abbildung 32 zeigt die typischen RT-

Magnetisierungskurven.
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Abbildung 32: Magnetisierungskurven von Fe;Oy4 (schwarz), Fe;04-APTES (rot) und
Fe;04-APTES-DCPEG (griin).

Wie aus der Abbildung 32 deutlich wird, liegen die entsprechenden Sittigungs-
magnetisierungen bei 56,8, 53,8 und 12,8 emu/g. Die hohe Abnahme der Sittigungs-
magnetisierung von Fe;O4-APTES-DCPEG kann durch den geringeren prozentualen
Magnetit-Anteil (30% gegeniiber 71%; gemessen mit ICP/MS) in den NP erkldrt werden.
Nichtsdestotrotz ist der Wert der Séttigungsmagnetisierung mit 12,8 emu/g in dem Bereich
von 7 — 22 emu/g, das als notwendig fiir Bioanwendungen gilt (199). Des Weiteren zeigen
alle drei Kurven keinerlei Hysterese. Die Remanenz und Koerzitivfeldstdrke sind ebenfalls 0,

was ein deutlicher Beweis fiir Superparamagnetismus ist.

Abbildung 33 zeigt die Relaxationsrate R, (1/T5) [s™'], einer wissrigen Suspension von Fe;O,-

APTES-DCPEG-NP als Funktion der Eisenkonzentration.
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Abbildung 33: Relaxationsrate R, (1/T,) [s™'] von Fe;04-APTES-DCPEG in wissriger Suspension als Funktion

der Eisenkonzentration [mmol/L] gemessen bei 18 °Cund 0,18 T (n=5, m=1).

Die Steigung der linearen Ausgleichsgerade ergibt die Relaxivitit r,. Diese ist mit
13,0 (mmol/L)'s™ zwar etwas niedriger als die anderer publizierter MRT-Kontrastmittel auf
Eisenoxidbasis (18,4 (200) — 72,1 (mmol/L)'s" (201)), jedoch sind die publizierten
Relaxivititen bei hoheren Feldstirken von 1,5 T gemessen, was verglichen mit niedrigeren

Feldstiarken zu hoheren Relativitiaten fuhrt.

3.2.2 Charakterisierung von B[a]P-beschichtetem Silica-Gel

Nach Extraktion des Silica-Gels mit DCM wurde die Konzentration an adsorbierten B[a]P
bestimmt: Die HPLC-Fluoreszenz-Analyse ergab eine Konzentration von 940 +240 ug
B[a]P/kg Silica-Gel (n=3), widhrend der ELISA eine vergleichbare Konzentration von
1200 =300 pg B[a]P/kg Silica-Gel (n=3) ergab. Die gewiinschte Beladung von 1 mg
B[a]P/kg Silica-Gel konnte demnach mit der Synthese erreicht werden.

Wihrend der Synthese von Si-APTES-B[a]P wurde mittels TNBS-Test (202) qualitativ die

Anwesenheit von Aminogruppen nach der Silanisierung des Silica-Gels bestdtigt. Einen
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Beweis fiir die erfolgreiche Kopplung von B[a]P-BA an das Silica-Gel konnte mittels
oberflichenverstirkter Raman-Spektroskopie erhalten werden. In Abbildung 34 ist das

Raman-Spektrum von Si-APTES-B[a]P und reinem B[a]P zu sehen.
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Abbildung 34: Oberflichenverstirktes Raman-Spektrum von B[a]P (schwarz) und Si-APTES-B[a]P (rot).

Die B[a]P spezifischen Banden sind in beiden Spektren bei 1237, 1342, 1381 und 1578 cm’™

zu erkennen, was mit den SERS-Daten der Literatur gut iibereinstimmt (203).

3.2.3 Saulenversuche mit Anti-B[a]P-Ak

Eine Grundvoraussetzung fiir die Visualisierung von B[a]P an Grenzflaichen im Boden mittels
Ak-gekoppelten MRT-aktiven NP ist, dass der Ak an B[a]P binden kann, welches an der
Bodenmatrix adsorbiert vorliegt. Gleichzeitig ist eine niedrige unspezifische Bindung des Ak
an die Bodenmatrix selbst notwendig. Diese Voraussetzungen wurden in Sdulenversuchen
getestet. Silica-Gel wurde reprisentativ fiir eine mineralische Matrix als Modellmaterial fiir
die Sidulenversuche gewihlt. B[a]P wurde in zwei verschiedenen Arten auf dem

Sdulenmaterial immobilisiert:
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1) Adsorption auf unbehandeltem Silica-Gel, was einer Adsorption von B[a]P auf
einer mineralischen Phase ohne Anwesenheit von organischen Material oder
Huminstoffen entspricht. Dabei wird erwartet, dass B[a]P flach auf der Oberfliche
adsorbiert vorliegt (204).
2) Kovalente Verkniipfung von B[a]P mit Silica-Gel iiber APTES. Dabei steht B[a]P
in den Raum (siche Abbildung 46), was einer Adsorption von B[a]P an eine
mineralische Phase unter Anwesenheit von organischen Material oder Huminstoffen
entsprechen sollte, wobei die Details dieses Adsorptionsprozesses noch nicht
modelliert worden sind (205).
Abbildung 35-A =zeigt die Durchbruchskurven (BTC) einer Ak-Suspension (8 mL,
c(Ak) = 0,4 pg/mL), gefolgt von 10 mL PBS mit 0,1% BSA durch eine Siule gefiillt mit 7,5 g
Silica-Gel mit und ohne adsorbierten B[a]P. Bei einer Flussrate von 0,5 mL/min konnte die
Wiederfindungsrate (WR) fiir den Anti-B[a]P-Ak in beiden Fillen zu 99,5% bestimmt
werden. Dies zeigt zum einen, dass keine unspezifische Bindung zwischen Ak und Silica-Gel
auftritt. Zum anderen scheint es keine Wechselwirkung zwischen Ak und adsorbierten B[a]P
stattzufinden. Dies zeigt, dass der Ak nicht in der Lage ist B[a]P, das direkt auf Silica-Gel
adsorbiert ist, zu detektieren. Dahingegen sieht man in Abbildung 35-B einen deutlichen
Unterschied zwischen der BTC durch Si-APTES im Vergleich zur BTC durch Si-APTES-
B[a]P. Der Durchbruch des Anti-B[a]P Ak verzogert sich, wenn B[a]P kovalent auf dem
Silica-Gel immobilisiert wurde. Gleichzeitig sinkt die WR auf 37,5%. Dies zeigt, dass der Ak
an kovalent an Silica-Gel gebundenes B[a]P bindet, wihrend keine unspezifische Bindung

zwischen Ak und unbeschichtetem Silica-Gel stattfindet.
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Abbildung 35: BTC fiir A) Silica-Gel (schwarz) und B[a]P@Si (rot) sowie fiir
B) Si-APTES (schwarz) und Si-APTES-BJ[a]P (rot).
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Anti-B[a]P-Ak zur Detektion von B[a]P in einer
komplexen Porengeometrie geeignet sind, was eine Schliisselvoraussetzung zur

Visualisierung mittels MRT ist.

3.2.4 NMR-Relaxometrie von Saulen

Nachdem durch Sdulenexperimente mit Anti-B[a]P-Ak gezeigt werden konnte, dass der Ak in
der Lage ist, kovalent gebundenes B[a]P zu detektieren und keine unspezifischen Bindungen
vorherrschen, war dies in einem weiteren Schritt fiir Ak-gekoppelte MNP zu zeigen. Dazu
wurde ein NMR-Relaxometrie-Experiment durchgefiihrt. Die NMR-Relaxometrie bietet in
diesem Fall die Méglichkeit, Anderungen der T,-Werte direkt und mit besserer Sensitivitit als
mittels MRT zu verfolgen. Abbildung 36 zeigt die Ergebnisse der T,-Messungen der drei

unterschiedlichen Schichten der Saule.
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Abbildung 36: T,-Zeiten in den 3 Schichten der Sdule. A) T, lang B) T, mittel C) T, kurz. Die

Verbindungslinien sind nur zur Verdeutlichung eingetragen.
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Es konnte keine Anderung der Intensititen oder Relaxationszeiten der kurzen und mittleren
T,-Zeiten beobachtet werden. Deshalb werden nachfolgend nur die langen T,-Zeiten
diskutiert. Die Standardabweichung der T,-Zeiten, die mittels eines nichtlinearen
Anpassungsprozesses der kleinsten Quadrate erhalten wurden, betrugen ca. 0,1% und wurden
daher fiir die folgenden Betrachtungen als vernachlissigbar betrachtet.

Die T,-Zeiten der drei Schichten der wassergesittigten Sdule waren vor der Zugabe der NP
604 ms, 599 ms und 605 ms, fiir die Schichten I, II und III. Nach der Zugabe der AKMNP
nahmen die T,-Zeiten zu Werten zwischen 354 ms und 542 ms ab, was einer Zunahme der
NP-Konzentration in den jeweiligen Schichten entspricht. Aufgrund unspezifischer Filtration
waren die AKMNP-Konzentrationen in der Ndhe des Einlasses (Schicht I) am hochsten und in
der Nihe des Auslasses (Schicht III) am niedrigsten. Mit jedem Waschschritt verringerte sich
die Konzentration der AKMNP innerhalb der Sdule, was an den steigenden T,-Zeiten gesehen
werden kann. Dies ldsst auf eine Mobilisation und einen Transport der AKMNP durch die
Sédule schlieBen. Die T,-Zeit der B[a]P-Schicht (Schicht II) bleibt geringfiigig niedriger als die
der anderen Schichten. Dies trifft besonders nach 5 Waschschritten zu. Nach zusétzlichen
Waschschritten, besonders nach denjenigen mit hoheren Pumpvolumenraten werden weitere
unspezifisch gebundenen AKMNP aufgrund hoherer Scherkrifte aus allen Schichten entfernt.
Nach der zweiten NP-Zugabe sind die T,-Zeiten erneut reduziert. Diesmal ist das Ergebnis
allerdings deutlicher. Die T,-Zeiten der B[a]P-Schicht nach den Waschschritten 9 — 12 sind
kontinuierlich um 20 £ 9 ms (n = 4) niedriger als die T,-Zeiten der anderen zwei Schichten.
Dies wird nach einem langen Waschschritt iiber Nacht nochmals deutlicher. Die T»-Zeiten der
B[a]P-Schicht sind hier 116 ms und 36 ms niedriger als die T,-Zeiten der Schichten I und III.
Fiir den letzten Waschschritt wurde die Pumpvolumenrate auf 10 mL/min erhdht. Dies filihrte

zu einer Mobilisierung der gefilterten AKMNP in der Nédhe des Einlasses in die Schicht I.

3.2.5 Magnetresonanztomographie von Sdulen

Mit einer T,-gewichteten Spin-Echo-Sequenz (Echozeit = 13 ms; Wiederholungs-
zeit = 5050 ms) zur Visualisierung der Sdulenpackung waren nur die Kalibriersdule ohne
AKMNP und die Kalibriersdule mit einer Eisenkonzentration von 9,9 ng/g sichtbar. Dies
deutet auf eine hohe MRT-Sensitivitit beziiglich des Vorhandenseins der AKMNP hin.
Abbildung 37 zeigt ein MRT-Bild der Sdule aus dem NMR-Relaxometrieversuch.
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Abbildung 37: MRT-Bild der Saule aus dem NMR-Relaxometrieversuch (Abbildung 36) mit
Positionsnummerierungen (1: Gefilterte AKMNP; 2: APTES-beschichtetes Silica-Gel; 3: B[a]P-beschichtetes
Silica-Gel).

Die Voxel haben eine Gréfle von 0,45 x 0,45 x 3,6 mm?® mit Schnitten langs der Saule. Es
konnen drei deutliche Besonderheiten im unbearbeiteten MRT-Bild ausgemacht werden. In
Position 1 ist ein deutlicher, homogener Abfall der Signalintensitét zu erkennen. An dieser
Stelle der Séule kann mit bloBem Auge eine braunliche Verfiarbung erkannt werden, die von
den AKMNP, die am Ubergang von Glas zu Silica-Gel gefiltert sind, herriihrt. An Position 2
zeigt das APTES-beschichtete Silica-Gel eine einigermaBlen homogene Intensitdtsverteilung.
Die Packung des Séulenmaterials ist homogen und die Wasserverteilung gleichméBig.
Dagegen zeigt die B[a]P-Schicht eine heterogene Struktur (Position 3). An dieser Stelle ist es
wichtig zu erwédhnen, dass die Voxels iiber mehrere Poren (besonders in z-Richtung) gemittelt
werden.

Weitere MRT-Bilder der Sdulen 6 und 7 sind zusammen mit den zugehorigen

volumengemittelten Intensitétsprofilen in Abbildung 38 zu sehen.
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Abbildung 38: MRT-Bilder der Séulen 6 und 7 (oben) sowie die zugehorigen, volumengemittelten

Intensititsprofile.

Drei regions-of-interest (ROIs, GroBe 20 x 6 x 6 mm®) wurden in der Mitte der jeweiligen

Schicht festgelegt. Die Mittelwerte der Intensititen, sowie deren Standardabweichungen fiir

diese ROIs sind in Tabelle 16 gegeben.

Tabelle 16: Gemittelte Voxelintensititen innerhalb der ROIs in den Saulen 6-8.

saule S_chicht I . Schicht 11 S(_:hicht 11

Si-APTES Si-APTES-BJ[a]P Si-APTES

6 123 £ 63 234 + 105 208 £ 117
7 265+ 121 212+ 77 230+ 92

8 646 £ 194 504 £ 176 533+ 162

In Séule 6 nimmt die Signalintensitdt vom Einlass zum Auslass hin zu. Dies erkldrt sich durch

das nur einmalige Waschen mit 100 mL bei 0,9 mL/min. Im Gegensatz dazu fillt die

Intensitdt der B[a]P-Schicht der Sdule 7, nach zweimaligem Waschen mit je 100 mL bei 0,9

und 2,0 mL/min, auf einen Wert von 212 ab. Dieser Wert liegt niedriger als die Werte der

anderen zwei Schichten, was einer Visualisierung der B[a]P-Schicht mittels AKMNP und

MRT entspricht. Allerdings sind die Unterschiede der Intensititen (28 und 53 arb.u.)



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 69

verglichen mit den hohen Standardabweichungen (77 — 121 arb.u.) zu gering, um eine
quantitative Aussage zu treffen.

Die Ergebnisse der MRT-Messungen stimmen mit den Ergebnissen der NMR-Relaxometrie
tiberein. Die Visualisierung von B[a]P mittels AKMNP und MRT scheint in groben
Sedimenten oder Priaferenzflusspfaden moglich zu sein. Dabei ist die Visualisierung auf eine
Voxelgrofle begrenzt, die mindestens dem 10-fachen der Heterogenitdt der Matrix entspricht.
Ein a priori-Wissen tiber die Porenstruktur, sowie eine Visualisierung der Probe vor Zugabe
der NP kann helfen, die ansonsten iiberlappenden Effekte von unterschiedlichen Porengrof3en
und Wassergehalten zu minimieren.

Die hier beschriebene Methode zur Visualisierung von B[a]P in pordsen Medien kann auf
eine Vielzahl anderer Analyten ausgeweitet werden. Dazu sind malBigeschneiderte AKMNP
ndtig. Monoklonale Ak sind fiir eine Vielzahl an organischen Kontaminanten verfiigbar, oder

kénnen mit geringem Aufwand produziert werden.
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ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK
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4 ZUSAMMENFASUNG UND AUSBLICK

4.1 Anreicherung von Viren aus groen Wasservolumina (30 m?) mittels
Crossflow-Ultrafiltration

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Konzentrierungsanlage zu entwickeln, die einen
quantitativen Nachweis von Viren in 30.000-L-(Trink-)Wasserproben ermdoglicht. Dabei
befasste sich diese Arbeit mit der Konzeption, dem Aufbau und der Charakterisierung eines
Anreicherungssystems, das kompatibel zu den ebenfalls am IWC entwickelten
Nachweismethoden (Plaque-Assay, qRT-PCR und Mikroarray) sein musste. Das entwickelte
Anreicherungssystem besteht aus einem dreistufigen Prozess. Als erste Stufe dient eine
groBBtechnische CUF-Anlage. Mit Hilfe einer Hohlfaser-UF-Membran mit einer
Membranfliche von 6,0 m* und einer geeigneten Kreiselpumpe kénnen damit im DEUF-
Modus bis zu 1,7 m® Trinkwasser pro h filtriert werden. Damit lassen sich 30 m® Trinkwasser
innerhalb von 18 h filtrieren. Eine integrierte Riickspiileinheit erlaubt eine effektive Elution
der angereicherten Viren und Mikroorganismen. Die Wiederfindungsrate fiir MS2 ist auf ca.
30% bestimmt worden. Gleichzeitig ist die CUF-Anlage mittels Hubwagen transportabel und
dank eines integrierten Generators auch zur Anreicherung im Feld einsetzbar. Die
Riickspiileinheit dient sowohl dem Eluieren der Mikroorganismen, als auch zur Reinigung der
CUF-Membran. Somit ist eine Wiederverwendbarkeit der Membran gewihrleistet. Das Eluat
umfasst 20 L, welche anschlieBend mittels einer zweiten CUF-Anlage weiter konzentriert
werden. Dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit eine kleine CUF-Anlage aufgebaut. Diese
besteht aus einer Hohlfaser-UF-Membran mit einer Membranflache von 0,2 m?. Dabei ist im
CUF-Modus eine Filtrationsrate von 0,5 L/h erreichbar, wodurch eine Anreicherung einer 20-
L-Probe innerhalb einer Stunde auf ein Volumen von 100 mL ermoglicht wird. Die CUF-
Anlage 2 wurde in dieser Arbeit vollstindig fiir die Anreicherung von MS2 aus Wasserproben
charakterisiert. Die CUF-Anlage liefert stabile Wiederfindungsraten von 31 + 8% {iber einen
weiten Konzentrationsbereich (9 — 2 x 10* PFU/mL). Kombiniert werden diese zwei CUF-
Anreicherungsschritte mit der ebenfalls am IWC entwickelten MAF. Damit gelingt neben der
weiteren Anreicherung der 100-mL-Probe auf 1 mL auch eine Aufreinigung der Probe.
Matrixbestandteile, die wihrend der CUF-Anreicherung ebenfalls angereichert werden,
wiirden nachfolgende Nachweisverfahren wie gRT-PCR inhibieren und miissen daher

abgetrennt werden. Wéhrend der MAF wird diese Matrix abgetrennt, wihrend die
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Mikroorganismen aufgrund von elektrostatischen Wechselwirkungen am Sadulenmaterial
haften und anschlieBend in einem kleinen Volumen von 1 mL eluiert werden. Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass dieses finale Volumen direkt und ohne weitere
Aufreinigungsschritte, in die Nachweisverfahren eingesetzt werden kann. Nach der
erfolgreichen Charakterisierung der einzelnen Anreicherungskomponenten wurden in dieser
Arbeit Kombinationsmoglichkeiten und deren Anwendungsmoglichkeiten gezeigt. Zum
schnellen und effektiven Nachweis von Viren aus Oberflichengewidssern ist eine
Anreicherung mittels CUF-Anreicherung 2 und MAF mit nachfolgender qRT-PCR-Detektion
ausreichend. Mit diesem System kann MS2 innerhalb von 4 h bis zu einer Nachweisgrenze
von 0,0056 GU/mL in Realwissern quantifiziert werden. Dabei konnte anhand einer 10-L-
Probe aus dem Teltow-Kanal gezeigt werden, dass selbst stark verschmutzte Gewédsser mit
diesem System handhabbar sind. Ein Kombinationsgeridt aus CUF und MAF wurde darauthin
aufgebaut und als Gebrauchsmuster angemeldet. Des Weiteren wurde die erfolgreiche
Anreicherung von MS2 aus 30.000 L Trinkwasser auf ein finales Volumen von 1 mL
demonstriert. Es konnte gezeigt werden, dass die Wiederfindungsrate fiir das kombinierte
System der zwei CUF-Anlagen bei etwa 10% liegt. Die Wiederfindungsrate des
Gesamtanreicherungssystems (CUF1-CUF2-MAF) kann aufgrund der hohen Wiederfindungs-
rate des MAF-Systems auf 1 — 10% geschitzt werden, was jedoch zum Zeitpunkt der Arbeit
durch die limitierende, geringe Kapazitit der MAF-Séule nicht gezeigt werden konnte. Die
Anreicherung einer 30.000-L-Trinkwasserprobe auf 1 mL ergibt, zusammen mit einer
Gesamtwiederfindung von 1 — 10%, einen Anreicherungsfaktor von 3 x 10° — 3 x 10°. Die
hohe Partikellast, die durch Ultrafiltration von 30.000 L Trinkwasser angereichert wird, stellt
keine Limitierung an diese Anwendung dar. Die quantitative Analyse von MS2 in 30.000 L
Trinkwasser erfolgt innerhalb von 24 h mittels einer Kombination aus CUF1, CUF2, MAF
und qRT-PCR. Die hohen Anforderungen der WHO an die Reinheit des Trinkwassers (z.B.
1 Rotavirus in 32 m® Trinkwasser) konnen mit dieser Methode aktuell noch nicht abgedeckt
werden. Bei vollstindiger Analyse des finalen 1-mL-Eluates mittels eines Plaque-Assays
konnte, bei einer angenommenen Gesamtwiederfindung von 10%, theoretisch das
Vorhandensein von 10 Viren in 30 m’ Trinkwasser angezeigt werden. Um die Forderungen
der WHO zu erreichen, miissten somit 320 m’ Trinkwasser mit dieser Methode angereichert
werden, was 8 Tage in Anspruch nehmen wiirde und dadurch nicht praktikabel ist. Daher wird
es vielleicht in Zukunft wichtiger sein, das Rohwasser zu analysieren. Hier wird die
Virenbelastung hoher sein, wenn es zu einer momentanen Erhdhung einzelner Virenarten

kommt (Starkregenfille, erhohte Krankheitsfille)e Wenn man die Virusbelastung im
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Rohwasser, sowie den Abreicherungsfaktor der jeweiligen Wasseraufbereitungsstufe kennt,
weil man, welche MafBnahmen erforderlich sind, um den Forderungen der WHO zu
entsprechen. Die Untersuchung von Rohwasser ist daher ein vielversprechender Ansatz, der

mit Hilfe dieser Methode angegangen werden kann.
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4.2 Visualisierung von Benzo[a]pyren in pordsen Medien mittels Antikorper-
gekoppelten superparamagnetischen Nanopartikeln

Dieser Teilaspekt der Arbeit hatte das Ziel, die Machbarkeit einer Visualisierung von
Kontaminanten in porosen Medien mittels Ak-gekoppelten, MRT-aktiven NP und MRT zu
priifen. Dabei sollten die Moglichkeiten und Grenzen einer solchen Methode erarbeitet
werden. Dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit MRT-aktive, magnetische und Ak-markierte
multifunktionelle NP hergestellt und eingehend charakterisiert. Zunichst wurden deshalb
Eisenoxid-NP (Fe;O4) mittels einer alkalischen Féllungsreaktion synthetisiert. Diese wurden
anschlieend mit APTES silanisiert und mit DCPEG umhiillt. An die freien Carboxygruppen
des DCPEGs wurden anti-B[a]P-Ak gekoppelt. Die Ak-gekoppelten multifunktionellen NP
sowie die auftretenden Zwischenprodukte (Fe;O4, Fe;04-APTES und Fe;O04-APTES-DCPEG)
wurden vollstdndig, hinsichtlich Phase, GroBe, Magnetisierung, Zusammensetzung und
NMR-Aktivitdt, charakterisiert. Durch Beschichtung des Fe;Os-Kerns mit DCPEG erfolgte
eine Erhohung der Stabilitidt der NP in Wasser aufgrund der elektrostatischen Abstoung der
geladenen Carboxygruppen. Diese multifunktionellen NP waren Voraussetzung zur
Bearbeitung des Themas: ,,Visualisierung von B[a]P in pordsen Medien mittels MRT*
Zunichst wurde in Durchbruchskurven mit anti-B[a]P-Ak gezeigt, dass der mAk in der Lage
ist an kovalent verkniipftes B[a]P zu binden. Planar an Silica-Gel adsorbiertes B[a]P,
hingegen kann vom Ak nicht detektiert werden. Daher ist in weiteren Arbeiten zu
untersuchen, ob B[a]P in Realbdden fiir einen Ak zuginglich ist oder nicht. Dabei liegt die
Annahme nahe, dass B[a]P in Boden an Huminstoffen gebunden ist, und damit nicht planar
adsorbiert vorliegt.

In einem weiteren Schritt konnte zudem eine Schicht von kovalent gebundenem B[a]P mit
Hilfe der multifunktionellen NP und NMR-Relaxometrie detektiert werden. Dieselbe Séule
wurde anschlieBend mittels MRT untersucht, wodurch diese visualisiert wurde. Dabei zeigte
die B[a]P-Schicht eine niedrigere Intensitatsverteilung als die anderen Schichten. Gleichzeitig
ist dieses Ergebnis aber, aufgrund der hohen Heterogenitidt der einzelnen Schichten und die
damit verbundenen hohen Standardabweichungen, nicht eindeutig.

Insgesamt scheint die Visualisierung von B[a]P mittels AKMNP und MRT in groben
Sedimenten oder Priferenzflusspfaden mdoglich zu sein. Jedoch ist zu beachten, dass die
AKMNP aufgrund von GroBen- und Ladungsausschluss (206, 207) nur einen limitierten
Zugang zu kleinen Poren haben. Dahingehend unterscheidet sich der Transport der AKMNP

grundsétzlich vom Transport geloster Kontaminanten. Was zundchst als Nachteil fiir die
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Visualisierung der rdumlichen Verteilung von Kontaminanten erscheint, konnte sich aber
auch als niitzliche Besonderheit erweisen: Kontaminanten an Grenzflachen, die fiir die
AKMNP zuginglich sind, sind auch fiir Bakterien zugénglich. Umgekehrt koénnen
Kontaminanten in Poren, die zu klein fiir AKMNPs sind, ebenfalls nicht von den Bakterien
erreicht werden. Daher konnten AKMNP, anders als geloste Tracer, zur Visualisierung
selektiver Grenzflachen dienen.

Durch die AKMNP-Technik ist eine neue Mdglichkeit zur Untersuchung des Verhaltens von
organischen Kontaminanten in Boden geschaffen, die mit konventionellen MRT-Methoden
bisher nicht zuginglich war. Dazu sind allerdings a priori Kenntnisse iiber die zu

untersuchende Probe, sowie spezielle und angepasste experimentelle Bedingungen notig.
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5 EXPERIMENTELLER TEIL

5.1 Verwendete Gerate

Crossflow-Ultrafiltrationseinheit 1

- Drei-Wege-Magnetventil (00041333, Jakob Fischer GmbH, Egmating)

- Druckkessel, 24-L-Edelstahldruckbehélter (Bambus-Internethandel-Leipzig, Leipzig)
- Drucksensor, 0 — 2,5 bar (HPS Handels GmbH, Martinsried)

- Edelstahlleitungssystem, d = 28 mm (HPS Handels GmbH, Martinsried)

- Flusssensor, 20 — 60 L/min (HPS Handels GmbH, Martinsried)

- Frequenzumformer, Peter Electronic FUS 220/E2 (Conrad Electronics, Hirschau)

- Hohlfasermodul, Dizzer S 0,9 MB, 6,0 m” Membranfliche (Inge GmbH, Greifenberg)
- Kompressor, Einhell BT-AC 200/240 OF (Hornbach, Miinchen)

- Kugelventil, manuell schaltend (HPS Handels GmbH, Martinsried)

- Kreiselpumpe, Packo ISP 66-40 222 (Koch Pumpentechnik, Porta Westfalica)

- Saugschlauch, elastisch, Edelstahl (HPS Handels GmbH, Martinsried)

- Stromerzeuger, Einhell BT-PG 2800 (Hornbach, Miinchen)

- 1000-L-Tank (PCI Augsburg GmbH, Augsburg)

- Vorfilter, 60 pm (Hornbach, Miinchen)

Crossflow-Ultrafiltrationseinheit 2

- A/D Wandlerkarte, Modell NI USB-6009 (National Instruments, Austin, USA)
- Drei-Wege-Ventil, PE (Carl Roth, Karlsruhe)

- Durchflussmesser, POM, OPTO, Typ 01 (Bio-Tech, Vilshofen)

- Drucksensor, 0 — 2 bar, 0 — 5 V, Typ KTE6002GO7N (Sensortechnics, Puchheim)
- Hohlfasermodul, Labormodul d20 k (Inge GmbH, Greifenberg)

- Magnetventil, SO, 12 VDC, 6,4 x 9,5 mm (Novodirect, Kehl)

- Netzgerit, Voltacraft FSP 1204 (Conrad Electronics, Hirschau)

- Pumpenkopf, SP Standard, 1,6 PD (Heidolph Instruments, Schwabach)

- Schlauch, Marprene, 1.D. 6,4 mm (Watson Marlow, Cornwall, UK)

- Schlauchpumpe, PD 5206 (Heidolph Instruments, Schwabach)

- Vorfilter, 10 pm (F10X5283, Apic Filter GmbH, Weil der Stadt)
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Detektion

- AF* (Postnova Analytics, Landsberg)

- Durchflusszytometer, Cell Lab Quanta SC (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA)

- FT-IR-Spektrometer, Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA)

- ICP-MS Elan 6100 (Percin Elmer, Waltam, USA)

- Magnetresonanztomograph, Magnetom Medical Scanner (Siemens, Erlangen),
Universitéitsklinikum Ulm

- Rasterelektronenmikroskop, Stereoscan 360 (Leica, Cambridge, Grof3britannien)

- Triibungsmessgerit, Turb 430 IR (WTW, Weilheim)

- UV/Vis-Spektrometer, DU 650 UV (Beckman, Fullerton, CA, USA)

- Versiegelungsgerit, Quanti-Tray Sealer (Idexx, Westbrook, USA)

- Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments GmbH, Herrenberg)

ELISA

- Auslesegerit, Synergy HAT (BioTek, Bad Friedrichshall)

- Schiittler fiir Mikrotiterplatten, Easyshaker EAS 2/4 (SLT, Crailsheim)
- Waschautomat, 96 Kanile, Elx 405 Select (BioTek, Bad Friedrichshall)

Sonstiges
- Autoklav, Laboklav 55MV-FA (SHP Steriltechnik, Magdeburg)

- Gefriertrocknungsanlage, Alpha 1-4 LSC (Martin Christ, Osterode am Harz)

- Neodym-Eisen-Bor-Magnet, 40 x 20 x 10 mm, vernickelt, Magnetisierung: N42
(Q-40-20-10-N, Webcraft GmbH, Uster, Schweiz)

- Reinstwasseranlage, Milli Q plus 185 (Millipore, Schwalbach)

- Schlauchpumpe Reglo Analog (Ismatec, Glattbrugg, Schweiz)

- Schiittelinkubator, C24KC (New Brunswick Scientific, Edison, NU, USA)

- Sterile Werkbank, UVF 6.18S (BDK, Sonnenbiihl-Genklingen)

- Trockenschrank (Memmert, Biichenbach)

- Ultraschallbad, Sonorex RK510S (Bandelin, Berlin)

- Vortexer, Top Mix FB15024 (Fisher Scientific, Pittsburgh, USA)

- Waage, Mettler AT261 Delta Range (Mettler-Toledo, Gie3en)

- Zentrifuge Universal 320R (Hettich, Tuttlingen)
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Software

- Cell Lab Quanta SC 1.0 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA)

- Corel Graphics Suite 12 (Corel Corporation, Ottawa, ON, Kanada)
- Gen5 (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA)

- Microsoft Office 2003 (Microsoft, Redmond, WA, USA)

- Origin 7G (MicroCal Inc., Northampton, MA, USA)

5.2 Verbrauchsmaterialien

- Einweg-Trays Quanti-Tray/200 (04-0231906, Idexx, Ludwigsburg)

- Glaskomplettsdule, Omnifit, 10 x 100 mm (006CC-10-10-AF, msscientific, Berlin)

- Kanister, Rotilabor, PE, 20 L (N370.1, Carl Roth, Karlsruhe)

- Kunststoftkiivetten, 1,5 — 3,0 mL (Y 199.1, Carl Roth, Karlsruhe)

- Mikrotiterplatten, PP, niedrige Bindungskapazitit, 96 Kavititen (655201, Greiner,
Frickenhausen)

- Mikrotiterplatten, PS, hohe Bindungskapazitit, 96 Kavititen (655061, Greiner,
Frickenhausen)

- Petrischalen (N221.2, Carl Roth, Karlsruhe)

- Polycarbonatfilter, 0,05 um, 47 mm (13005, Pieper Filter, Bad Zwischenahn)

- Probenfldschchen, 4 mL (E155.1, Carl Roth, Karlsruhe)

- Rollrandglaser, 5 mL (X654.1, Carl Roth, Karlsruhe)

- Spritzenfilter, steril, 0,22 um (P668.1, Carl Roth, Karlsruhe)

- Sterile Pipettenspitzen mit Aerosolfilter, 45 MultiGuard-Tips 0,1 — 10 pL (T613.1, Carl
Roth, Karlsruhe)

- Sterile Pipettenspitzen mit Aerosolfilter, 63 MultiLowBinding-MultiGuard 1 - 200 uL
(X598.1, Carl Roth, Karlsruhe)

- Sterile Pipettenspitzen mit Aerosolfilter, 67 MultiLowBinding-MultiGuard 100 - 1000 pL
(X601.1, Carl Roth, Karlsruhe)

- Verschlussklebefolie fiir Mikrotiterplatten (236707, Nunc, Roskilde, Ddnemark)

- Zentrifugenrohrchen, 15 mL, steril (AN76.1, Carl Roth, Karlsruhe)

- Zentrifugenrohrchen, 50 mL, steril (AN79.1, Carl Roth, Karlsruhe)
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5.3 Chemikalien und Reagenzien

5.3.1 Chemikalien

- Agar (05038, Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

- 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES), 96% (09324, Fluka, Buchs, Schweiz)

- Ammoniakldsung, 25% (1.05432, Merck, Darmstadt)

- Benzo[a]pyren-1-buttersdure (Institut fiir PAH-Forschung, Greifenberg)

- Bradford-Reagenz (B6916, Sigma, Steinheim)

- Rinderserumalbumin (BSA), 96% (A3912, Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

- Colilert-18 Snap Packs fiir 100 mL Wasserprobe (WP200I-18, Idexx, Westbrook, USA)

- Dicarboxypolyethylenglykol, MW = 3023 Da (11300-3, Rapp Polymere, Tiibingen)

- Dikaliumhydrogenphosphat, > 99,0% (04248, Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

- 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) (03449, Sigma, Steinheim)

- Eisen(IIl)chlorid-Hexahydrat (44939, Sigma, Steinheim)

- Eisen(I)sulfat-Heptahydrat (31236, Sigma, Steinheim)

- Ethanol, absolut, > 99,8% (32205, Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

- Gelatine (G7041, Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

- 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan (GOPTS), > 98% (440167, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen)

- Glaskugeln, d = 0,5 mm (Hasenfratz Sandstrahltechnik, Assling)

- Kaliumdihydrogencitrat , > 99%, wasserfrei (60214, Fluka, Buchs, Schweiz)

- Kaliumdihydrogenphosphat, > 99%, wasserfrei (04248, Riedel-de Haen, Seelze)

- Magnesiumsulfat-Heptahydrat, > 99,5% (16106, Merck, Darmstadt)

- Methanol, < 99,8% (65548, Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

- Natriumchlorid, > 99% (71381, Fluka, Buchs, Schweiz)

- Natriumhydrogencarbonat, > 99,7%, wasserfrei (71628, Fluka, Buchs, Schweiz)

- Natriumhydroxid, > 97% (71692, Fluka, Buchs, Schweiz)

- N-Hydroxysuccinimid (NHS), > 97% (56480, Fluka, Buchs, Schweiz)

- NZCYM-Medium (X974.1, Carl Roth, Karlsruhe)

- Reinstwasser aus Milli Q plus 185

- Salzséure, rauchend, 37% (84720, Fluka, Buchs, Schweiz)

- Silica-Gel, 0,5-1 mm (9376.1, Carl Roth, Karlsruhe)

- 3,37,5,5 -Tetramethylbenzidin, > 99% (860336, Sigma, Steinheim)

- Trizma Base (T1503, Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
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- Tween 20 (8.17072, Merck, Darmstadt)

5.3.2 Bakterienstamme und Viren

- Escherichia coli, DSM 5695 (DSMZ, Braunschweig)

- Escherichia coli, DSM 1116 (DSMZ, Braunschweig)

- Legionella pneumophilla, hitzegetotet, ATCC 33155, DSM 7513 (Max-von-Pettenkofer-
Institut fiir Hygiene und Medizinische Mikrobiologie der Ludwig Maximilians-Universitét,
Miinchen)

- Bakteriophage MS2, ATCC 15597, DSM 13767 (Umweltbundesamt, Berlin)

5.3.3 Antikorper

- Monoklonaler Maus-Antikorper gegen B[a]P 22F12 (IWC, Miinchen)
- Pferd-Anti-Maus-IgG, HRP-markiert (Vector Laboratories, Burlingame, US)
- Ziege-Anti-Maus-IgG (Sigma, Steinheim)

5.3.4 Puffer und Lbsungen

Aktivierungspuffer

- 500 uL MES-Puffer
- 10 mg EDC

- 10 mg NHS

Carbonat-Puffer (pH 9.6)
- 1,59 g Na2C03
- 2,93 g NaHCO;

- ad 1000 mL Reinstwasser

Coating-Puffer (pH 9.6)

- 1,59 g Na,CO;

- 2,93 g NaHCO;

- 0,2 g NaN3

- ad 1000 mL Reinstwasser




EXPERIMENTELLER TEIL

82

MES-Puffer (pH 4.5)
- 19,52 g 2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure

- ad. 1 L Reinstwasser

NZCYM-Medium
- 22,00 g NZCYM-Medium
- 1,02 g MgSO4 * 7 H,O

- ad. 1 L Reinstwasser

Phosphatpuffer (PBS. pH 7.6)
- 1,36 g KH,PO4

- 12,20 g K,HPO4

- 8,50 g NaCl

- ad 1000 mL Reinstwasser

SM-Puffer

- 0,58 g NaCl

- 0,20 g MgSO4 * 7 H,O

-5 mL Tris/HCI (pH 7,5)

- 0,5 mL Gelatine-Losung (2%)
- ad. 100 mL Reinstwasser

- vor jeder Verwendung frisch steril filtriert (0,22 um)

Stopplosung (73)
- 50 mL Schwefelsdure (52)

- ad 1000 mL Reinstwasser

Substratldosung (73)

- 15 mL Substratpuffer
- 273 uL TMB-Stammldsung
- 138 uL H,0, (52)

Substratpuffer (pH 3.8)

- 46,04 g Kaliumdihydrogencitrat
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- 0,10 g Kaliumsorbat

- ad 1000 mL Reinstwasser

TMB-Stammlésung (73)
- 375 mg 3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin
- 30 mL DMSO

Tris/HCI-Puffer

- 12,11 g Trizma Base
- HCI (konz.) zur pH-Wert Einstellung

- ad. 100 mL Reinstwasser

Waschpuffer (73)
- 42 mL Waschpufferkonzentrat

- ad 2500 mL Reinstwasser

Waschpufferkonzentrat (73)
- 8,17 g KH,PO4

- 73,16 g KoHPO4

- 52,60 g NaCl

- 30 mL Tween 20

- ad 1000 mL Reinstwasser

Waschpuffer (Nanopartikelsynthese: pH 7.4)
- 0,5 mL Tween 20
- 10 mL PBS

5.4 Standardprozeduren

5.4.1 Anreicherung einer Wasserprobe mittels CUF-Anlage 1

Der Anreicherungsprozess wurde von Peskoller et al. {ibernommen und adaptiert (188). Er
besteht aus drei Stufen (Konditionierung, Filtration und Elution), die in Tabelle 17

zusammengefasst sind.
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Tabelle 17: Ubersicht iiber die fluidischen Einstellungen der drei Stufen des Anreicherungsprozesses.

Modus Ventil 1 Ventil 2 Ventil 3 Ventil 4
Konditionierung geoffnet Wechselnd geoffnet geschlossen
e " CUF: geoffnet
Filtration geoftnet DEUF: geschlossen geschlossen geschlossen
Elution geschlossen gedftnet geschlossen gedftnet

Der erste Schritt der Anreicherung besteht aus einer Konditionierung des Systems. Dabei
werden der Saugschlauch sowie der Entliiftungsschlauch in den mit Wasser gefiillten Tank
positioniert. Nach Einschalten der Pumpe (60 Hz) wird Ventil 2 abwechselnd gedffnet und
geschlossen, bis keine Luft mehr aus dem System entweicht. Dies ist der Fall, wenn keine
Luftblasen mehr aus dem Entliiftungsschlauch austreten. Dieser Schritt ist notwendig, um die
optimalen Betriebsbedingungen zu gewdéhrleisten. Wihrend dieses Schrittes wird der
Riickspiilbehdlter mit Wasser gefiillt. Das Dreiwegeventil ist nach dem Einschalten der

Anlage so geschalten, dass das Filtrat in den Riickspiilbehilter flie3t (Abbildung 39).

Abbildung 39: Riickspiilbehilter mit Dreiwegeventil (links), Schalteinheit C2 zum Schalten des

Dreiwegeventils (mittig) und Foto der Elution in einen 20-L-Behélter (rechts).

Ist der Riickspiilbehélter voll, so wird dies durch Aufleuchten des weilen Schalters, der
Schalteinheit C2 signalisiert (Abbildung 39). Dann miissen augenblicklich und gleichzeitig
der weiBe und rote Schalter getitigt werden, um das Dreiwegeventil von
Ultrafiltrationsmodul-Riickspiilbehélter- auf Ultrafiltrationsmodul-Auslass-Richtung umzu-
schalten. Wird nicht geschalten lauft der Riickspiilbehélter voll und das Wasser tritt aus einer
Offnung am Dreiwegeventil aus. AnschlieBend kann die Filtration durch umlegen der
Ventile 3 und gegebenenfalls 2 gestartet werden. Die CUF-Anlage kann in den Modi CUF
und DEUF betrieben werden. Offenes Ventil 2 entspricht CUF, geschlossenes Ventil 2 DEUF.
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Daneben kann das Ventil auch auf eine Zwischenstellung gestellt werden, um den
Transmembrandruck zu regulieren. Die Filtration wurde gestoppt, wenn das gewiinschte
Volumen filtriert wurde. Nach dem SchlieBen des Ventils 1 und gegebenenfalls dem Offnen
des Ventils 2 wird der Elutionsschlauch in einem 20-L-Behélter positioniert (Abbildung 39)
und Ventil 4 gedffnet. Das Riickspiilen des Systems wird durch Driicken des griinen Schalters
(Abbildung 39) aktiviert. Dabei kann der Riickspiildruck am Druckregulierer, der zwischen
Kompressor und Riickspiilbehélter angebracht ist, eingestellt werden. Wahrend der gesamten
Arbeit war dieser auf 2,5 bar eingestellt. Typischerweise wird das System mit einem Volumen
von 20 £+ 1 L eluiert, was dem 1,4 fachen des Totvolumens (14 L) entspricht. Mit Betitigung
des weiflen Schalters wird die Elution beendet. AnschlieBend wird die CUF-Anlage durch
30 miniitige Chlorierung (c(Cly) = 200 mg/L) gereinigt. Dabei werden alle Schlduche in einen
Behilter mit Chlorlosung fixiert und die Pumpe im Konditionierungsmodus gestartet.

AbschlieBend wird das System mit ca. 100 L Wasser chlorfrei gespiilt.

5.4.2 Permeabilitatsbestimmung der CUF-Membran

Zur Bestimmung der Permeabilitit wird eine Reinstwasserprobe bei maximaler Volumenrate
von 219L/h im Filtrationsmodus filtriert. Dabei wird der TMP mit Hilfe des
Restriktionsventils schrittweise erhoht und der daraus resultierende, konstante (nach ca.

5 min) Filtratfluss bestimmt.

5.4.3 Anreicherung einer Wasserprobe mittels CUF-Anlage 2

Der Anreicherungsprozess wurde von Peskoller et al. (188) {ibernommen und besteht aus vier
Stufen (Konditionierung, Filtration, Spiilen und Elution), die in Tabelle 18 zusammengefasst

sind.

Tabelle 18: Ubersicht iiber die fluidischen Einstellungen der vier Stufen des Anreicherungsprozesses.

Modus Pumprichtung® Ventil 1 Ventil 2 Ventil 3

Konditionierung UZS geoffnet geschlossen geoffnet
Filtration UZS geoffnet geoffnet geschlossen
Spiilen, VW" uzZs geschlossen gedftnet geschlossen
Spiilen, RW" GUZS geschlossen geoffnet geschlossen

Elution UZS gedffnet geschlossen gedftnet

*UZS, Uhrzeigersinn; GUZS, gegen Uhrzeigersinn; ° VW, Vorwirts; RW, Riickwirts;
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Der erste Schritt der Anreicherung besteht aus einer Konditionierung des Systems. Dabei
werden alle Schlduche in einen Behélter mit destilliertem Wasser zusammengefiihrt und
gepumpt, bis keine Luft mehr aus dem System entweicht. Dieser Schritt ist notwendig, um die
optimalen Betriebsbedingungen zu gewdhrleisten. Dann werden die Schlduche in den
zugehorigen Behiltern (Probe, Filtrat und Eluat) fixiert und die Filtration gestartet. Die
Filtration findet bei gedffneten Restriktionsventil und dem fiir das System minimalen TMP
von 0,2 bar statt, was zu einer Filtrationsrate von 504 + 21 mL/min fiihrt. Die Filtration wird
gestoppt, wenn nur noch ein kleines Restvolumen (150 — 300 mL) in dem Probenbehilter ist.
Dadurch wird gewihrleistet, dass keine Luft in das System gezogen wird. Anschliefend wird
das System fiir I min vorwirts und anschlieBend fiir 1 min riickwérts gespiilt, bevor in einem
Volumen von 100 mL eluiert wird. Das verbliebene Probenvolumen (50 — 200 mL) wird
gewogen, um das exakte Volumen an filtrierter Probe zu bestimmen. Insgesamt benétigt die
Anreicherung einer 10-L-Probe ca. 22 min. Zur Reinigung wird die CUF-Anlage
abschlieBBend chloriert (c(Cl,) = 200 mg/L). Dabei werden alle Schlduche in einen Behélter
mit Chlorlésung fixiert und fiir 30 min im Elutionsmodus gepumpt. AbschlieBend wird das
System mit 10 L Wasser chlorfrei gespiilt. Zur Lagerung der CUF-Anlagen ist zu beachten,
dass die Ultrafiltrationsmembranen feucht gehalten werden miissen, um Porenrisse zu
vermeiden. Dazu wird das System zur ldngeren Lagerung (> 1 Woche) in Wasser mit einem

Chlorgehalt von 20 mg/L gelagert.

5.4.4 Biochemische Methoden

Die hier angewandten experimentellen Methoden zur Gewinnung von MS2-Bakteriophagen
und Quantifizierung mittels Plaque-Assay basieren auf den Grundlagen von Dawson et al.
(56) Zusitzlich wurde die von Hershey et al. (208) beschriebene Durchfiihrung eines Plaque-
Assays flir die Methodenentwicklung beriicksichtigt. Sie wurden im Rahmen eines
Forschungspraktikums von Sabine Dvorski, unter der Anleitung von Sandra Lengger,

entwickelt und beschrieben (209).

Bakterientbernachtkultur

100 mL autoklaviertes NZCYM-Medium werden in einen autoklavierten Erlenmeyerkolben
mit Deckel iiberfiihrt, wobei die Glasgerite zuvor abgeflammt werden. Dazu wird ein Roti®-
Store Glaskiigelchen mit beimpften E. coli (DSM 5695) gegeben. Anschlieend wird bei
100 U/min und 37 °C fiir 16 h im Schiittelinkubator inkubiert.
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10 mL der Ubernachtkultur werden anschlieBend bei 4500 U/min und 4 °C fiir 10 min ab-
zentrifugiert. Der Uberstand wird mittels Pipette abgenommen und das Pellet in 10 mL SM-
Puffer resuspendiert. Zur Bestimmung der Bakterienkonzentration wird spektrometrisch die
optische Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 670 nm bestimmt. Dabei entspricht eine
ODg70 nm = 0,03 einer Konzentration von 2,3 x 10’ Zellen/mL. Dementsprechend wird durch
Verdiinnung mit SM-Puffer eine Bakteriensuspension, mit einer Konzentration von

1 x 10® Zellen/mL hergestellt und fiir weitere Verwendung auf Eis gelagert.

Plaque-Assay zur Quantifizierung von MS2-Bakteriophagen

Als erstes wird die untere Ndhrmediumschicht in eine Petrischale gegossen. Hierfiir wird
frisches NZCYM-Medium mit 1,5% w/v Agar versehen und autoklaviert. Nach kurzer
Abkiihlphase wird der Rand des Gefdlles abgeflammt und mit Hilfe eines sterilen
Zentrifugenrohrchens werden je 30 mL Medium in Polystyrol-Petrischalen mit einem
Durchmesser von 96,0 mm gegossen. Gegebenenfalls miissen Luftblasen mit einer
Pipettenspitze entfernt werden. Die Platten werden gestapelt und moglichst erschiitterungsfrei
gelagert. Nach etwa 2 h sind sie fest genug zur weiteren Verwendung. Das Agarmedium fiir
die obere Schicht (NZCYM-Medium mit 0,7% w/v Agar) kann frithzeitig hergestellt,
autoklaviert und in einem Wasserbad auf 60 °C temperiert werden, um die Bakterien und
Viren durch die Zugabe von zu heilem Agarmediums nicht zu denaturieren. Es wird fiir jede
auszuplattierende Probe ein Eppendorf-Gefdll mit 100 uL der vorbereiteten Wirtsbakterien-
suspension (E. coli; DSM 5695; c¢=1x 10° Zellen/'mL) versehen und je 100 pL der
jeweiligen Probe hinzupipettiert. Zusitzlich werden 100 uL. der Bakterien-Suspension
zusammen mit 100 pL SM-Puffer fiir die Negativkontrolle abgefiillt. Alle Proben werden mit
einem Vortexer vermischt und bei 37 °C fiir 20 min vorinkubiert. Anschlieend werden in
einem sterilen Zentrifugenrohrchen 3 mL Agarmedium (NZCYM-Medium mit 0,7% w/v
Agar) mit der vorinkubierten Probe (200 pL) versehen, mit einem Vortexer vermischt und mit
einer Pipette aufgezogen. Die Fliissigkeit muss schnell auf die zuvor vorbereitete Platte auf
die untere Ndhrmediumschicht pipettiert und umgehend geschwenkt werden, so dass die
Platte vollstindig und gleichméBig bedeckt wird. Eventuelle Blasen miissen mit Hilfe einer
sterilen Pipettenspitze beseitigt werden. Nachdem alle Proben ausplattiert sind, werden sie fiir

16 h bei 37 °C inkubiert, bevor die Plaques ausgezihlt werden konnen.

Auswertung des Plaque-Assays
Fiir die Berechnung der Plaque-formenden Partikel pro mL (PFU/mL) muss die Anzahl der

gezdhlten Plaques mit der entsprechenden Verdiinnungsstufe und dem eingesetzten
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Probevolumen verrechnet werden. Um ein statistisch sicheres Ergebnis zu erhalten, muss
zusitzlich die Anzahl der Mehrfachbestimmungen in die Berechnung mit einflieBen. Die
allgemeine Formel fiir die Quantifizierung durch Plaque-Bestimmung nach DIN EN ISO
10705-2: 2001 ist in Formel 3 wiedergegeben.

N

T (VR (V) ®
mit X Anzahl Plaque-formender Partikel in PFU/mL
N Gesamtzahl gezéhlter Plaques auf den Platten

ng, np Anzahl der Plattenbestimmungen bezogen auf die

jeweilige Verdiinnung Fi, F,
Vi, V» Im Test eingesetztes Probenvolumen in mL
Fi, F, Verdiinnungsfaktor bezogen auf das

Probenvolumen V;, V,

Gewinnung von MS2-Bakteriophagen

Zur Gewinnung von frischen MS2-Bakteriophagen wird zuerst ein Plaque-Assay einer
100 uL. Probe der Phagenstammsuspension nach obiger Vorschrift durchgefiihrt. Nach der
Inkubation bei 37 °C fiir 20 h wird die Platte mit 5 mL steril gefiltertem SM-Puffer
iiberschichtet und fiir 3 h bei Raumtemperatur sanft geschiittelt. Der Uberstand wird mit einer
Pipette abgezogen und in ein Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Nach dem Abzentrifugieren
fiir 10 min bei 4500 U/min und 4 °C wird der Uberstand mit Hilfe einer Kaniilenspritze
aufgezogen und mit Hilfe eines sterilen Spritzenfilters (Porendurchmesser = 0,22 um) filtriert.
Die resultierende Phagensuspension wird aliquotiert und tiefgekiihlt gelagert. Die
Konzentrationsbestimmung der gewonnenen Bakteriophagensuspension erfolgt mittels

Plaque-Assay oder qRT-PCR.

5.4.5 Nanopartikelsynthese

Herstellung von Fe;Os-Nanopartikeln
Die Synthese von Fe;O4 und die anschlieBende Beschichtung erfolgt nach einer etwas
modifizierten Methode nach Feng et al. (168) und ist schematisch in Abbildung 40

wiedergegeben.
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H.0 NH4OH

2,5 FeCl3- 6 HO + FeSOy4-7 H,O — Fes0y

Abbildung 40: Schematische Darstellung der Synthese von Fe;O,4-NP.

Dabei werden 5 g (18,5 mmol) Eisen(III)chlorid-Hexahydrat in einem 100-mL-Schlenkkolben
in 30 mL bidestilliertem Wasser gelost und zum Entfernen des im Wasser geldsten
Sauerstoffs fiir 30 min mit Stickstoff gespiilt. Zur gelblichen Losung werden 2 g (7,2 mmol)
Eisen(II)sulfat-Heptahydrat hinzugefiigt und fiir 15 min bei 400 U/min geriihrt. Die Fillung
der Magnetit-NP erfolgt durch Zugabe von 5,5 mL konzentrierter Ammoniaklosung in
Schritten von 1x2,5mL und 6 x0,5mL. Aufgrund der Viskosititszunahme der NP-
Suspension wird die Riihr-geschwindigkeit auf 800 U/min erhéht und bei 60 °C unter
Stickstoffatmosphdre fiir 2,5 h geriihrt. Anschliefend wird die Suspension in vier 50-mL-
Zentrifugenrohrchen iiberfithrt und die NP mit einem externen Magneten an deren Wand
festgehalten, damit die wéssrige Losung abdekantiert werden kann. Die Magnetit-NP werden
zweimal mit je 20 mL bidestilliertem Wasser magnetisch gewaschen, zusammengefiigt und in

60 mL Wasser aufgenommen.

Silanisierung von Fe;O4-Nanopartikeln mit APTES (Fe;O4,-APTES)
10 mL (43 mmol) APTES werden in 2 mL bidestilliertes Wasser, das mit HCI auf pH 4
gebracht wurde, gegeben und innerhalb von sechs Stunden polymerisiert (Abbildung 41).

NI,
HLO! 2
3 (0CH ST~ "NH, ——— P O fj;mz £ 9C,H0H
HLN i W
(OH), 0

Abbildung 41: Schematische Darstellung der Vorpolymerisierung von APTES.

Dabei entsteht zundchst ein sehr festes Polymer, das sich anschlieBend zu einem Gel
verfliissigt. Das gelartige APTES wird in 40 mL Wasser gelost und zu 60 mL der Fe;O4-NP-
Suspension hinzugefiigt, mit Stickstoff gespiilt und iiber Nacht bei 60 °C und 500 U/min
geriihrt. Dabei werden die Fe;O4-NP wie in Abbildung 42 schematisch dargestellt silanisiert.
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5,8 NH: 60 °C
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Abbildung 42: Schematische Darstellung der Silanisierung der Fe;O,-NP mit APTES.

Die Suspension wird auf vier 50-mL-Zentrifugenréhrchen verteilt und die wéssrige Losung
mit einem externen Magneten abdekantiert. Die zuriickgehaltenen NP werden je zweimal mit
40 mL Wasser und 30 mL Ethanol gewaschen und abschlieBend fiir mehrere Tage im

Exsikkator unter Vakuum getrocknet.

Beschichten der silanisierten NP mit DCPEG (Fe;O4-APTES-DCPEG)

400 mg Dicarboxypolyethylenglykol (DCPEG) werden in einem 150-mL-Zweihalskolben in
30 mL bidestilliertem Wasser gelost und fiir 30 min mit Stickstoff gespiilt, um den Sauerstoff
aus der wissrigen Losung zu entfernen. 200 mg Fe;O4-APTES-NP werden 5 - 10 min in
10 mL Wasser im Ultraschallbad redispergiert und zur DCPEG-Lsg. gegeben. AnschlieBend
wird die Suspension fiir weitere 10 min mit Stickstoff gespiilt, bevor auf 60 °C aufgeheizt und
iiber Nacht bei 550 U/min geriihrt wird. Die so hergestellten DCPEG-beschichteten NP (siche
Abbildung 43) werden in einem Dialyseschlauch mit einem cutoff von 10000 g/mol zwei
Tage bei 300 U/min gegen 4 x 2 L bidestilliertes Wasser dialysiert, um {iberschiissiges
DCPEG zu entfernen. AnschlieBend wird die NP-Suspension lyophilisiert, um die NP in

getrockneter Form zu erhalten.

RO COOH

H-0
NH: 4+ PEGINH-CO-C3Hs-COOH), e o

HOOC - COOH

CO0H

Abbildung 43: Schematische Darstellung der Beschichtung der silanisierten NP mit DCPEG.
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Antikorperkopplung an Fe;O4,-APTES-DCPEG (Fe304-APTES-DCPEG-AK)

Der anti-B[a]P-Ak (22F12) wird nach dem Datenblatt zu den Roti®-MagBeads Hp58.1. an
die NP gekoppelt (210). Dazu werden zur Aktivierung der Carboxygruppe 0,5 mg der Fe;Os-
APTES-DCPEG-NP fiir 15min in 500 uL. Aktivierungspuffer suspendiert, welcher
anschlieBend magnetisch abdekantiert wird (Abbildung 44). Um Verunreinigungen zu

vermeiden, wird einmal mit 500 uL. MES-Puffer gewaschen.

|
IR NH-CF
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Abbildung 44: Schematische Darstellung der Aktivierung der Carboxygruppe.

Zur Kopplung der Ak wird das NP-Pellet in 500 uLL PBS resuspendiert und nach Zugabe von
25 uL des Ak 22F12 fiir 2 h geschiittelt (Abbildung 45). Die Ak-gekoppelten NP werden
dreimal mit 500 pL. Waschpuffer magnetisch gereinigt.

0
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Abbildung 45: Schematische Darstellung der Kopplung des Antikorpers.

Das Blocken der Ak-gekoppelten NP erfolgt fiir 2 h am Schiittler in 500 pL. Tris/HCI-Puffer
bei RT. AnschlieBend wird dreimal mit 500 u. Waschpuffer gewaschen und die Fe;Os-
APTES-DCPEG-AkK-NP in 500 pL bidestilliertem Wasser resuspendiert.

5.4.6 Nanopartikelcharakterisierung

Mossbauer-Spektroskopie
Maossbauer-Spektroskopie wurde von Dr. Klaus Achterhold (TUM, Department Physik,
Garching) an einem handelsiiblichen Gerdt bei 150 K durchgefiihrt, um die Phase der

Fisenoxid-NP zu identifizieren.
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Infrarot-Spektroskopie

FT-IR-Spektroskopie wurde auf einem Nicolet 6700 FT-IR-Spektrometer aufgenommen, um
die funktionellen Gruppen auf der Oberfliche der NP zu untersuchen. Dazu wurden die
entsprechenden NP-Proben in Pulver-Form auf den ATR(attenuated total reflection)-Kristall

des FT-IR-Spektrometers gepresst und gemessen.

ICP/MS

ICP/MS-Messungen wurden von Christine Sternkopf (TUM, IWC, Miinchen) auf einem
Perkin Elmer ICP/MS Elan 6100 durchgefiihrt, um sowohl den Eisen-, als auch den
Siliziumgehalt der NP zu bestimmen. Abgewogene NP-Proben in Pulver-Form wurden in

9 mL Wasser, versetzt mit 1 mL konz. HNO3, gelost und gemessen.

Thermogravimetrie (TG)

Thermogravimetrische Analysen der NP wurden von Sophia Makovski (LMU, Lehrstuhl fiir
Anorganische Festkorperchemie, Miinchen) auf einem Setaram TG/DTA durchgefiihrt. Eine
getrocknete NP-Probe wurde im TG-Ofen platziert und die Messung unter N»-Atmosphére bei
einer Heizrate von 15 °C/min von RT bis 600 °C durchgefiihrt.

UV/Vis-Spektroskopie
UV/Vis-Spektren von 200 nm — 800 nm wurden in Quarzzellen mit einem UV/Vis-Spektro-

.meter DU 650 von Beckman Instruments aufgenommen.

Bradford-Test

Ein Bradford-Farbtest (211), mit Reagenzien von Biorad und BSA als Standard, wurde
benutzt, um die Ak-Konzentration vor und nach der Kopplung der Ak an die NP zu
bestimmen. Dabei wurden 100 pL Bradford-Reagenz und 100 pL der Ak-Ldsung zusammen
auf eine Mikrotiterplatte gegeben wund die Absorption bei 595 nm mittels

Mikrotiterplattenauslesegerit bestimmt.

GroRenuntersuchung

Untersuchungen zur PartikelgroBenverteilung der NP wurden mittels verschiedener Methoden
durchgefiihrt. Eine Nanosight Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) wurde von Lars Diister
(Universitit Koblenz/Landau, Department fiir Umweltchemie, Landau) durchgefiihrt.
Dynamische Lichtstreuung (DLS) wurde von Susanne Mayer (TUM, Garching) auf einem
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Zetasizer Nano ZS von Malvern Instruments durchgefiihrt. Transmissionselektronen-
mikroskopie (TEM) der NP wurde von Marianne Hanzlik (TUM, Fakultit fiir Chemie,
Garching) auf einem JEOL JEM-100cx durchgefiihrt. Rasterelektronenmikroskopie (REM)
wurde von Christine Sternkopf (TUM, IWC, Miinchen) auf einem Stereoscan 360 von Leica
durchgefiihrt. Asymmetrische Fluss-Feldflussfraktionierung (AF*) wurde mit Hilfe von Dr.
Clemens Helmbrecht (TUM, IWC, Miinchen) auf einem Gerét der Firma Postnova Analytics
durchgefiihrt. Das Dispersionsmedium war ultrareines Wasser. Die Grofenstandards waren
monodisperseLatexpartikel mit 79 nm, 110 nm und 510 nm Durchmesser in einer
Konzentration von jeweils 50 mg/L. Die AF'-Anlage war an einen UV/Vis-Detektor

gekoppelt, der bei einer Wellenldnge von 250 nm detektierte.

SQUID

Die magnetischen Eigenschaften der NP wurden von Bele Boeddinghaus (TUM, Lehrstuhl fiir
Anorganische Chemie, Garching) auf einem Quantum Design MPMS-XL5 SQUID-Magneto-
meter bestimmt. Die RT-Messung wurde bei Feldstiarken von -10.000 Oe — 10.000 Oe durch-
gefiihrt. Ca. 5 mg der Probe wurden in Gelantinekapseln eingewogen und in einem Strohhalm
fixiert. Die resultierenden Daten wurden mit einer Messung des leeren Probenhalters

korrigiert.

Messung der Relaxationszeit

T»-Relaxationszeiten von wassrigen Losungen mit 5 unterschiedlichen Konzentrationen an
Fe;04-APTES-DCPEG-NP (c(Fe) = 0, 0.05, 0.19, 0.97, 2.43 mmol/L) wurden gemessen, um
die Relaxivitit r; zu bestimmen. Alle Messungen wurden auf einem Bruker Minispec NMR-

Spektrometer bei 7,5 MHz (0,18 T) und 18 °C durchgefiihrt.

5.4.7 Herstellung von B[a]P-beschichteten Silica-Gel

Adsorption von B[a]P auf unbeschichtetes Silica-Gel (B[a]P@Si)
Um eine Beladung von 1 mg B[a]P pro kg Silica-Gel zu erreichen, wurden 100 g Silica-Gel
zusammen mit einer Losung von 100 pg B[a]P in 100 mL MeOH vermengt und mittels

Rotationsverdampfer eingedampft. Anschlieend wurde das Silica-Gel iiber Nacht in einem

Ofen bei 100 °C getrocknet.
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Kovalente Verknupfung von B[a]P mit Silica-Gel (Si-APTES-B[a]P)
Die Synthese von Si-APTES-B[a]P basiert auf der Arbeit von Cass et al. (212) und ist in
Abbildung 46 schematisch dargestellt.

Eto "\ _-NH:
Si
/ oEt
OH 0
1. HCl:MeOH OEt
2. H,S0, APTES | Vakuum
—_— OH —m— 0—Si —_—
Oberflichenaktivierung H,0 | _\/\ 80 °C
OEt NH,
OH OEt
\S_/
1
Et0” AN
NH,

) 0
o/ o/
AN NP /S'i\/\/NH2 Q
EtO EtO

Abbildung 46: Kovalente Verkniipfung von B[a]P mit Silica-Gel.

Um die Oberfldche des Silica-Gels fiir die Silanisierung vorzubereiten, wurden 100 g Silica-
Gel bei RT mit 200 U/min in 200 mL HCI:MeOH (1:1, v/v) fiir 30 min geriihrt. Anschlie3end
wurde das Substrat dreimal mit 300 mL destilliertem Wasser gewaschen, bevor es fiir 30 min
in 100 mL H,SO4 konz. geriihrt wurde. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde das
Substrat in 150 mL destilliertem Wasser fiir 30 min gekocht. Zur Silanisierung wurde das
Substrat anschlieend in 100 mL H,O:APTES (9:1; v/v) fiir 30 min bei RT geriihrt, bevor es
jeweils drei Mal mit 300 mL Wasser und 200 mL EtOH gespiilt wurde. Abschlieend wurde
das Silica-Gel in einem Olbad bei 80 °C unter Vakuum iiber Nacht erhitzt, um eine
vollstindige Vernetzung des APTES zu erreichen. Dann wurden 100 g des silanisierten Silica-
Gels in 100 mL MES-Puffer, der 2,5 mg (7,4 x 10~ mmol) B[a]P-Buttersiure gelost in 1 mL
DMF, das 200 mg (1,0 mmol) EDC enthélt, aufgeschlimmt und fiir 2 h bei RT geriihrt
(150 U/min). AbschlieBend wurde das B[a]P-beschichtete Silica-Gel (Si-APTES-B[a]P)
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jeweils dreimal mit 300 mL Wasser und 200 mL EtOH gespiilt und tiber Nacht in einem Ofen
bei 100 °C getrocknet.

5.4.8 Charakterisierung von B[a]P-beschichteten Silica-Gel

B[a]P und Si-APTES-B[a]P wurden mittels oberflichenverstirkter Raman-Spektroskopie auf
einem Renishaw 2000 Raman-Mikroskop mit Hilfe von im IWC produzierten Ag-Kolloiden
(213) untersucht. Die Menge an B[a]P, die an das Silica-Gel adsorbiert wurde, wurde nach
Extraktion von B[a]P@Si mittels DCM und Analyse mittels HPLC-Fluoreszenz und ELISA
(141) gemessen.

5.4.9 Saulenversuche mit Anti-B[a]P Ak

Der experimentelle Aufbau der Sdulenexperimente ist in Abbildung 47 zu sehen.

Saule gefiillt mit
Silica-Gel mit bzw.
A/

ohne B[a]P
Antikorper-
Losung

Schlauchpumpe

Abbildung 47: Experimenteller Aufbau der Sdulenexperimente.

Eine Ak-Losung (unterschiedliche Konzentrationen an Maus-Anti-B[a]P-IgG Ak in PBS mit
0,1% BSA) wurde mittels einer Schlauchpumpe durch eine Glasséule, gefiillt mit Silica-Gel
bzw. B[a]P-beschichtetes Silica-Gel, gepumpt. Der Durchfluss wurde Tropfenweise in einer
low binding Mikrotiterplatte (MTP) mit 96 Kavititen gesammelt (6 - 7 Tropfen je Kavitit).
AnschlieBend wurden die Ak-Konzentrationen in den Kavititen mittels Sandwich-ELISA
bestimmt, um die Durchbruchskurven (BTCs) zu erhalten. Die BTCs wurden durch die

eindimensionale Transportgleichung mittels CXTFIT (214) angepasst.
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Sandwich-ELISA

High-binding-MTP mit 96 Kavitdten wurden mit Ziege-Anti-Maus-IgG (1:5000 in Coating-
Puffer) tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach einem Waschschritt (dreimaliges Waschen mit
Waschpuffer) wurden die Kavitdten mit 300 pL PBS mit 2% Casein fiir 2 h bei RT unter
Schiitteln geblockt. Nach einem Waschschritt wurden die Kavititen mit je 100 pL der
Kalibrierstandards (c(anti-B[a]P Ak) = 1; 0,4; 0,1; 0,04; 0,01 und 0,0 pg/mL in PBS mit 0,1%
BSA) und der Proben der BTC-Bestimmung befiillt. AnschlieBend wurde die MTP fiir 1,5 h
bei RT unter Schiitteln inkubiert und wie zuvor gewaschen. Dann wurden die Kavitdten mit
100 pL. HRP-markierten Pferd-Anti-Maus-IgG (1:40000 in PBS) befiillt und fiir 1,5 h bei RT
unter Schiitteln inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Kavititen mit 100 pL
Substratlosung befiillt. Die Farbreaktion wurde dann nach ausreichender Farbentwicklung (ca.
5 — 15 min) mit 100 pL Stopplosung gestoppt, worauf die Absorption bei 450 nm mittels

eines MTP-Auslesegerites bestimmt wurde.

5.4.10 NMR-Relaxometrie von Saulen

Der experimentelle Aufbau der NMR-Relaxometrie von Sédulen sowie ein Foto der

experimentellen Ausfithrung der Sdulenhalterung im NMR-Relaxometer sind in Abbildung 48

dargestellt.
A) . H
Schicht | = Silica-Gel
Schicht Il = Silica-Gel mit B[a]P
Schicht Il = Silica-Gel i
Hohe jeder Schicht = 3 cm
Il NMR
I
bewegliche
Saule

— s

Schlauchpumpe

H.0 H.O AKMNP)

Abbildung 48: Experimenteller Aufbau der NMR-Relaxometrie von Sdulen (A) und Foto der Haltevorrichtung
der Séule im NMR-Relaxometer (B).

Eine Glassdule wurde mit 3 Lagen Silica-Gel mit je 3 cm Hohe, was der NMR-sensitiven

Schicht des NMR-Relaxometers entspricht, befiillt. Unten und oben wurde je 1cm
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Glaskugeln und 1 cm Silica-Gel zusétzlich als Filterschicht eingefiillt. Die Mittelschicht
(Schicht II) bestand aus B[a]P-beschichteten Silica-Gel (Si-APTES-B[a]P), wihrend die
Schichten I und III aus silanisierten Silica-Gel (Si-APTES) bestanden. Mit Anschliissen aus
PTFE an jedem Ende der Sédule wurde diese mit der Schlauchpumpe und dem Abfluss
verbunden. Nach Sattigung der Sdule mit Wasser (Pumpvolumenrate = 0,9 mL/min) wurden
die T,-Zeiten der Wasserprotonen in den Schichten I — III mittels NMR-Relaxometrie
gemessen. Dann wurden 4 mL einer Suspension aus Ak-gekoppelten NP (Fe;O4-APTES-
DCPEG-Ak) in Wasser (c(Fe) = 0,025 pg/mL) iiber die Sdule gepumpt (0,9 mL/min).
AnschlieBend wurde die Siule sieben Mal mit Wasser gespiilt (4 mL; 2 mL/min), um nicht
gebundene NP zu entfernen. Nach einer Inkubation der Sdule im NMR-Relaxometer {iber
Nacht wurde das Experiment am ndchsten Tag wiederholt. Die Sdule wurde mit Wasser
gespiilt (10 mL; 2,0 mL/min), bevor eine zweite NP-Zugabe (4 mL; 2,0 mL/min)
durchgefiihrt wurde. AbschlieBend erfolgten vier Waschschritte mit 10 mL (2,0 mL/min)
gefolgt von einem Waschschritt mit 900 mL (2.0 mL/min) und einem Waschschritt mit hoher
Pumprate (100 mL; 10 L/min). In Tabelle 19 ist eine Ubersicht iiber die experimentellen
Schritte der Durchfiihrung der NMR-Relaxometrie gegeben.

Tabelle 19: Ubersicht iiber die experimentellen Schritte bei der Durchfiihrung

der NMR-Relaxometrie von Sdulen.

Experimenteller Reagenz Volumen Volumenrate
Schritt [mL] [ml/min]
Séttigung der Sdule Wasser 10 0,9
Fe;04-APTES-DCPEG-AKk in
NP-Zugabe Wasser (c(Fe) = 0.025 mg/mL) 4 0.9
Waschschritt 1 Wasser 4 2
Waschschritt 2 Wasser 4 2
Waschschritt 3 Wasser 4 2
Waschschritt 4 Wasser 4 2
Waschschritt 5 Wasser 4 2
Waschschritt 6 Wasser 4 2
Waschschritt 7 Wasser 4 2
Inkubation iiber Nacht - - -
Waschschritt 8 Wasser 10 2
Fe;04-APTES-DCPEG-AKk in

NP-Zugabe Wasser (c(Fe) = 0.025 mg/mL) 4 2
Waschschritt 9 Wasser 10 2
Waschschritt 10 Wasser 10 2
Waschschritt 11 Wasser 10 2
Waschschritt 12 Wasser 10 2
Waschschritt 13 Wasser 900 2

—
e}

Waschschritt 14 Wasser 100
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Nach jedem experimentellen Schritt wurden die T,-Zeiten fiir jede Schicht gemessen. Die
Saule wurde luftdicht verschlossen und bis zur Visualisierung mittels MRT bei RT liegend 11

Monate gelagert.

Auswertung der Daten

Die erlangten Verteilungen der Relaxationszeiten wurden mit der nichtlinearen Methode der
kleinsten Quadrate mittels der Software R (215) und der triexponentiellen Abklingfunktion
angepasst (Formel 4).

_ .y ...t
I'=Tyurz - Funl I mittel - € Aol llang -€ "™ +Hg 4)

mit I Intensitit
Hg  Hintergrungintensitat
Diese Formel reprisentiert die kurze (Spin-Spin), mittlere und lange T,-Relaxationszeit, die

sich nach Formel 5 berechnen lésst.

T)y=—= (5)

5.4.11 Magnetresonanztomographie von Saulen

MRT-Messungen wurden von Dr. Arthur Wunderlich am Universititsklinikum Ulm auf
einem Siemens Magnetom Medical Scanner 3.0 T durchgefiihrt.
Neun Glassdulen unterschiedlicher Linge und Befiillung wurden mittels Tesafilm zu einer

kompakten Packung verklebt und in den Magnetresonanztomographen gelegt (Abbildung 49).

Abbildung 49: Foto der Packung aus 8 Séulen, die mittels MRT visualisiert wurden.
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Um eine ausreichende Protonendichte im Inneren des Tomographen zu erzeugen, wurde

zudem eine Wasserflasche neben die Sdulenpackung gelegt.

Herstellung der Kalibriersaulen
Zur internen Kalibrierung des MRT-Signals wurden vier Séulen mit je 2 g Si-APTES und
1,8 mL NP-Suspension mit unterschiedlichen Konzentrationen an NP (Fe;O4-APTES-
DCPEG; siehe Tabelle 20) befiillt.

Tabelle 20: Kalibriersidulen mit unterschiedlicher Konzentration an NP.

saule Nr Wasseranteil ~ Wasseranteil m(NP) m(Fe)/m(Silica-Gel)
' %o(v/v) Yo(w/w) [mg] [mg/q]
0 23,7 21,4 0 0
1 16,0 13,1 0,09 0,0099
2 20,0 17,2 0,9 0,099
3 424 42 4 9 0,99

Herstellung einfacher Vergleichssaulen

2 Saulen wurden unten und oben mit je 1 g Glaskugeln befiillt. Dazwischen sollten die Saulen
mit einer Schicht aus 2 g Si-APTES (Séule 4) bzw. 2 g Si-APTES-B[a]P (Sdule 5) befiillt
werden. Sdule 5 wurde nicht richtig befiillt, was durch unterschiedliche Fiillungshdhen
(5,0 cm im vgl. zu 4,4 cm) gezeigt werden konnte. AuBerdem waren in Sdule 5 grofle

Lufteinschliisse zu sehen, was eine Auswertung der MRT-Messung unmdglich machte.

Herstellung von mehrschichtigen Saulen

2 Sédulen wurden unten und oben mit je 1 g Glaskugeln befiillt. Dazwischen wurden die
Saulen mit einer Schicht aus 3 g Si-APTES, gefolgt von einer Schicht aus 3 g Si-APTES-
B[a]P und erneut einer Schicht aus 3 g Si-APTES gefiillt. Die Sdulen 6 und 7 wurden mit
Wasser gespiilt (100 mL; 0,9 mL/min), bevor Ak-gekoppelte NP (10 mL; 0,9 mL/min;
0.176 mg Fe) durch die Séule gepumpt wurden. Anschlieend erfolgte ein Waschschritt mit
Wasser (100 mL; 0,9 mL/min). Sdule 7 wurde anschlieBend einem weiteren Waschschritt mit

Wasser unterzogen (100 mL; 2 mL/min).

Alle wie oben beschriebenen Saulen (0-7), sowie die Sdule aus dem NMR-Relaxometrie-
Experiment (Sédule 8), wurden iiber Nacht senkrecht in einen Behilter mit entgastem Wasser
gestellt, um das Sdulenmaterial vollstdndig mit Wasser zu sittigen. AbschlieBend wurden sie

Luftdicht verschlossen und zu einer Packung verklebt (Abbildung 49).
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6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb Abbildung

AF* Asymmetrische Fluss-Feldflussfraktionierung

AFM Atomic force microscopie, Rasterkraftmikroskopie

Ak Antikorper

AKMNP Antikorper-gekoppelte magnetische Nanopartikel
APTES 3-Aminopropyltriethoxysilan

arb.u. Arbitrary unit, willkiirliche Einheit

ATR Attenuated total reflection, abgeschwichte Totalreflexion
B[a]P Benzo[a]pyren

BGI Biogeochemical interface, Biogeochemische Grenzflache
BSA Bovine serum albumin, Rinderserumalbumin

BTC Break-through curve, Durchbruchskurve

c Concentration, Konzentration

CFU Colony forming unit, koloniebildende Einheit

CLSM Konfokale Laserrastermikroskopie

CUF Crossflow-Ultrafiltration

pn-CT Rontgen-Mikro-Computertomographie

d Durchmesser

Da Dalton

DALY Disease adjusted life years

DCM Dichlormethan

DCPEG Dicarboxypolyethylenglykol

DEUF Deadend-Ultrafiltration

DFG Deutsche Forschungsgemeinschaft

DLS Dynamic light scattering, dynamische Lichtstreuung
DTA Differential-Thermoanalyse

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid

EDX Energiedispersive Rontgenspektroskopie

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay, enzymgekoppelter

Immunadsorptionstest
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EPA

FT-IR

GOPTS
GUZS
HRP
ICP-MS

I.D.
IEP
IMS
IWC

MAF
mAk
MES
MNP
MRI (MRT)
MTP
MW
n
NHS
NMR
NP
NTA
NWG

PAK
PAT
PBS

Environmental Protection Agency, Organisation der Regierung
der USA zum Schutz der Umwelt und der menschlichen
Gesundheit

Fourier transform infrared spectroscopy, Fourier-
Transformations-Infrarotspektroskopie
3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan

Gegen Uhrzeigersinn

Horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase

Inductively coupled plasma mass spectroscopy, induktiv
gekoppelte Plasma-Massenspektroskopie

Innendurchmesser

Isoelektrischer Punkt

Immunomagnetische Separation

Institut fiir Wasserchemie & Chemische Balneologie und
Lehrstuhl fiir Analytische Chemie

Kelvin

Anzahl der Messwerte fiir einen einzelnen Punkt eines Graphen
Monolithische Affinitétstiltration

Monoklonaler Antikorper
2-(N-Morpholino)-ethansulfonsiure

Magnetische Nanopartikel

Magnetic resonance imaging, Magnetresonanztomographie
Mikrotiterplatte

Molecular weight, Molekiilmasse

Anzahl der Messpunkte in einem Graphen
N-Hydroxysuccinimid

Nuclear magnetic resonance, Kernspinresonanzspektroskopie
Nanopartikel

Nanoparticle tracking analysis, Nanopartikel Tracking Analyse
Nachweisgrenze

Permeabilitét

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
Photoakustische Tomographie

Phosphate buffered saline, Phosphat-Kochsalz-Puffer
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PCR
PDI

PET

PFU
PTFE
qRT-PCR

RNA
ROI

RT

RW
SEM(44)
SERS

SIMS
SQUID

TEM

TG
Tris/Trizma
TMB
TMP
U/min
USEPA
uv
UZS
VIS
VFF
VW
WHO

Polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Polydispersitédtsindex

Positronen-Emissions-Tomographie

Plaque-forming unit, Plaque-bildende Einheit
Polytetraflourethen

Real time polymerase chain reaction, Echtzeit Polymerase-
Kettenreaktion

Ribonucleic acid, Ribonukleinsdure

Region-of-interest, interessante Flache

Raumtemperatur

Riickwirts

Scanning electron microscopy, Rasterelektronenmikroskopie
Surface enhanced Raman spectroscopy, oberflachenverstarkte
Raman-Spektroskopie

Sekundirionenmassenspektrometrie

Superconducting quantum interference device, Supraleitende
Quanteninterferenzeinheit

Transmission electron microscopy. Transmissionselektronen-
mikroskopie

Thermogravimetrie

Tris(hydroxymethyl)-aminoethan

3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin

Transmembrane pressure, Transmembrandruck
Umdrehungen pro Minute

US Environmental Protection Agency

Ultraviolett

Uhrzeigersinn

Visueller/sichtbarer Bereich

Vortexflow filtration, Wirbelflussfiltration

Vorwirts

World Health Organisation, Weltgesundheitsorganisation
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