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Verfahren, Oberflache, Partikel und Kit zum Nachweis von Analyten in Proben

Die Erfindung betrifft ein Verfahren, eine Oberflache, einen Partikel sowie einen Kit zum Nachweis
von niedermolekularen Analyten, wie etwa Pflanzenschutzmitteln, in Proben. Insbesondere
betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Nachweis von Glyphosat durch protein-funktionalisierte
Oberflachen und funktionalisierte Partikel mittels Reflexionsinterferenzkontrastmikroskopie
(RICM).

Der Nachweis von niedermolekularen Analyten ist aktuell sehr aufwandig. Insbesondere der
Nachweis von Pflanzenschutzmitteln in Trinkwasser, Nahrungsmitteln und Bodenproben und
deren gesundheitliche Auswirkungen sind aktuell von hohem Interesse. Problematisch erscheint

dabei vor allem die Verunreinigung von Nahrungsmitteln inklusive Trinkwasser mit Glyphosat.

Die Detektion von Verunreinigungen mit Pflanzenschutzmitteln in Lebensmitteln erfolgt nach der
Multimethode DFG S$19, wobei zur Probenvorbereitung verschiedene Extraktionsschritte erfolgen
und nachfolgend die labortechnische Analyse mittels LC-MS oder GC-MS erfolgt.

Weiterhin ist aus der EP2 752 664 A1 ein Verfahren zur Detektion von Analyten bekannt. Dabei
erfolgt die Immobilisierung eines Analyten an Hydrogelpartikel, welche nachfolgend mit einem auf
einer Oberflache immobilisierten Liganden interagieren. Abhédngig vom Grad der Interaktion
erfolgt eine Deformierung der Hydrogelpartikel durch Anlagerung an die Oberflache, sodass die
Deformierung mittels Reflexionsinterferenzkontrastmikroskopie erfolgt. Dadurch kann eine

Detektion bzw. Charakterisierung des Analyten erfolgen.

US 2014/0255916 A1 offenbart ein Verfahren und einen Kit zur Messung der Fahigkeit einer Test-
probe, die Bindung eines Pathogen-Rezeptors, bevorzugt ein Sialinsdurerezeptor, zu einem
Wirtszellliganden des Pathogens zu inhibieren. Das Verfahren umfasst einen immobilisierten
Rezeptor, welcher mit einer Testprobe und einem Partikelreagenz enthaltend den Liganden,
bevorzugt Sialinsaure, kontaktiert wird, wobei das Partikelreagenz ein biologisches Reagenz,
ausgewahlt aus Erythrozyten, Erythrozytenvesikeln, Erythrozytengeisterzellen,
Membranfragmenten, Membranvesikeln, Proteinen und Kombinationen, insbesondere in Form
von Kolloiden, Beads oder Kombinationen daraus sein kann; wobei der Partikel beschichtet
und/oder magnetisch, elektrisch leitfahig und/oder halbleitend sein kann. Anschlie3end erfolgt die
Messung der Menge des an der Oberflache gebundenen Partikelreagenzes.

Im Stand der Technik sind zudem verschiedene Verfahren zur Bestimmung von Glyphosat

bekannt.
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So offenbart die CN 102207495 A ein Verfahren zur Bestimmung des Glyphosat-Gehalts in
Bodenproben mittels HPLC.

WO 00/14538 offenbart einen Linker-unterstiitzten Immunoassay fiir Glyphosat sowie ein
Verfahren zur Herstellung von Glyphosat-Antikdrpern umfassend die Herstellung von Glyphosat-
Konjugaten mit einem Tragermolekiil, bevorzugt Schweine-Thyreoglobulin, Rinderserumalbumin,
humanes Serumalbumin, Ovalbumin oder Schlitzschnecken-Hadmocyanin; und Immunisierung
eines Wirts mit dem Konjugat. Der Linker-unterstiitzte Immunoassay zur Detektion des Analyten
in einer Testprobe umfasst die Herstellung eines Linker-Analyt-Konjugats mittels einer Testprobe,
das Kontaktieren mit einem Glyphosat-Antikdrper und Kontaktieren der Testprobe mit einer
Festphase mit einem immobilisierten zweiten Tragermolekiil, welches kovalent an Glyphosat,
einem Glyphosatderivat oder einem Glyphosatsalz gekoppelt ist. Das zweite Tragermolekiil ist
aus Schweine-Thyreoglobulin, Rinderserumalbumin, humanen Serumalbumin, Ovalbumin oder
Schlitzschnecken-Hamocyanin ausgewahlt, aber unterscheidet sich vom ersten Tragermoleklil,
welches zur Herstellung des Glyphosat-Antikdrpers verwendet wird. Anschliefsend wird auf der
Festphase die Menge an gebundenem Antikérper bestimmt, welche indirekt proportional zur
Menge an Glyphosat in der Testprobe ist. Bevorzugt erfolgt die Detektion mittels enzymatischem
Nachweis, wobei der Antik&rper mit Biotin konjugiert ist und ein gelabeltes Enzym dazugegeben
wird, welches Biotin bindet. Das Enzym ist bevorzugt alkalische Phosphatase oder

Meerrettichperoxidase.

Auch die WO 2008118899 A1 offenbart ein Verfahren zum Nachweis von Glyphosat mittels
LC/GC gekoppeltem MS. Alternativ werden auch Nachweismethoden mittels Biolumineszenz
(WO2010104861A1) und ELISA (WO2000014538A1) beschrieben.

Die WO 2018057647 A1 beschreibt einen Assay flir einen Biochip, bei dem Pestizide auf einer
Sensorplattform detektiert werden kénnen. Der Nachweis basiert dabei auf der Amplifikation von
korrespondierenden Nukleinsauren, was zu deutlich langen Analysezeiten im Bereich mehrerer
Stunden fihrt.

US 2005/0118665 A1 offenbart ein Verfahren zur Bestimmung einer enzymatischen Reaktion,
wobei mindestens ein Protein und mindestens eine Substanz auf einem festen Trager in einem
Abstand ausreichend flr eine enzymatische Reaktion durch kovalente Bindung oder durch
Einsatz eines Fusionsproteins, bevorzugt mit einem His-Tag und einer Nickel-beschichteten

Oberflache; immobilisiert werden und unter Bedingungen fiir eine enzymatische Reaktion
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inkubiert werden. Bevorzugt ist die Substanz ein bekanntes Substrat flir eine untersuchte
enzymatische Reaktion und das Protein wird auf eine enzymatische Aktivitat untersucht.
Bevorzugt ist das Enzym eine Oxidoreduktase, eine Transferase, eine Hydrolase, eine Lyase,

eine Isomerase oder eine Ligase.

DE 10 2011 089 241 B3 beschreibt ein Verfahren zur Beschichtung eines Substrats mit einer
Hydrophobinbilage und ein Substrat mit einer Hydrophobinbilagenbeschichtung. Weiterhin
offenbart DE 10 2011 089 241 B3 ein mit einem Hydrophobinfusionsprotein beschichtetes
Substrat. Bevorzugt umfasst das Hydrophobinfusionsprotein eine funktionelle Domane, wobei die
funktionelle Domane eine Proteindomane mit Enzymakitivitat sein kann.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht daher darin, ein Verfahren zum Nachweis eines

Analyten anzugeben, welches die Nachteile im Stand der Technik berwindet.

Die Aufgabe wird durch ein Verfahren nach Anspruch 1 geldst. Vorteilhafte Ausgestaltungen sind

in den abhangigen Anspriichen angegeben.

Erfindungsgemal wird ein Verfahren zum Nachweis von Analyten vorgeschlagen, umfassend die
Schritte:
- Bereitstellen einer Oberflache mit einem immobilisierten Analytbindungspartner,
- Kontaktieren des Analytbindungspartners mit einer Probe enthaltend den Analyten, wobei
der Analyt mit dem Analytbindungspartner interagiert;
- Kontaktieren des Analytbindungspartners mit einem Kompetitor, wobei der Kompetitor an
einen Partikel immobilisiert ist und mit dem Analytbindungspartner interagiert,
- Detektion der an den Analytbindungspartner gebundenen Kompetitoren,
wobei der Analyt Glyphosat ist,
wobei der Analytbindungspartner als Analytbindungsstelle das aktive Zentrum des Enzyms 5-
Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase (EPSPS) aufweist, und

wobei der Partikel deformierbar ausgebildet ist.

Unter niedermolekularen Analyten werden Stoffe oder Molekile mit einer Molmasse von

<800 g/mol verstanden.

In Ausfiihrungsformen der Erfindung erfolgt die Kontaktierung des Analytbindungspartners mit
dem Analyten vor der Kontaktierung mit dem Partikel fiir einen Zeitraum von 1 min bis 30 min,
vorzugsweise 1 min bis 20 min, besonders bevorzugt 1 min bis 10 min, ganz besonders bevorzugt

1 min bis 7 min.
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In einer alternativen Ausflihrungsform erfolgt eine gleichzeitige Kontaktierung des

Analytbindungspartners mit dem Analyten und dem Partikel.

In Ausfuhrungsformen der Erfindung ist der Partikel ein funktionalisierter Partikel, wobei die
Oberflache des Partikels eine Funktionalisierung aufweist. Die Funktionalisierung dient dabei der
Anbindung des Kompetitors. Beispielsweise kann die Funktionalisierung durch chemische

Gruppen erfolgen.

In Ausfiihrungsformen der Erfindung ist der Partikel ein Hydrogelpartikel.

In Ausfiihrungsformen der Erfindung hat der Partikel einen Durchmesser von 10 ym bis 100 um,

besonders bevorzugt ein Durchmesser von um 25 um.

In Ausfuhrungsformen der Erfindung weist der Partikel ein Elastizitdatsmodul im Bereich von
10 kPa bis 100 kPa, besonders bevorzugt im Bereich von 15 kPa bis 50 kPa auf. So wird
vorteilhaft eine hohe Sensitivitdt sichergestellt. Gleichzeitig wird so eine ungleichmaliige

Deformation der Partikel ausgeschlossen.

Die Ausfihrungsformen in Durchmesser und Elastizititsmodul (hier Youngscher
Elastizitatsmodul) der Partikel bestimmen unter anderem die Sensitivitat und Zuverlassigkeit des
Analyseverfahrens, wobei der Durchmesser durch optische Hellfeldmikroskopie und das
Elastizitatsmodul aus Kraft-Abstands-Kurven der Rasterkraftspektroskopie bestimmt werden

kdnnen.

In Ausfuhrungsformen der Erfindung weist der Partikel eine Carboxy-Funktionalisierung auf. Die
Synthese und Carboxy-Funktionalisierung der Partikel, insbesondere der Hydrogel-Mikropartikel,
erfolgte gemalR der von Pussak et al. (Pussak, et al., 2012) beschriebenen Methode via
Emulsions- und radikalischer Fallungspolymerisation von Polyethylenglykol-Diacrylamid oder
Polyethylenglykol-Diacrylat mit anschlieftender radikalischer Pfropfung von
Acrylsduremonomeren, Crotonsduremonomeren oder weiteren Alkenderivaten mit funktionellen
Gruppen wie etwa Aminen zur Einfilhrung der Carboxyl-, Amino- oder anderen funktionellen

Gruppen.

In Ausfihrungsformen erfolgt die Synthese und Carboxy-Funktionalisierung der Partikel

mikrofluidisch mittels photoinitiierter radikalischer Vernetzung von Polyethylenglykol-Diacrylamid
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oder Polyethylenglykol-Diacrylat (bevorzugtes Molekulargewicht im Bereich von 500 Da bis
8.000 Da, besonders bevorzugt um 4.000 Da) mit anschlieliender photoinitiierter radikalischer
Pfropfung von Acrylsdauremonomeren zur Einflihrung der Carboxylgruppen, wobei monodisperse
Partikel mit einem Durchmesser im Bereich von 10 ym bis 100 um, besonders bevorzugt um

25 um, erzeugt werden.

In Ausfihrungsformen der Erfindung ist der Kompetitor Uber einen Linker an den Partikel

immobilisiert. Dabei wird der Linker an die funktionalisierte Partikeloberflache angebunden.

Das jeweilige Linkermolekiil eraubt dabei die geeignete Immobilisierung des Kompetitors (iber
die Carboxyl- oder die sekundare Aminogruppe, wobei die Kopplungsgruppe die Funktionalitat
und Sensitivitdt des Verfahrens beeinflusst. Des Weiteren kann (iber die Lange bzw. den
Polymerisationsgrad des Linkers die resultierende Affinitat des immobilisierten Kompetitors

variiert und somit der Arbeitsbereich des Verfahrens eingestellt werden.

In Ausfuhrungsformen der Erfindung ist der Linker ausgewahlt aus den Gruppen der homo- und
heterobifunktionalen Linker und umfasst exemplarisch Ethylendiamin, Oligo- und
Polyethylenglykolbisamine, Peptide wie Pentaglycin und Aminosauren oder einen bifunktionalen

Linker mit weiteren Gruppen wie etwa Thiolen oder Aziden.

In Ausfihrungsformen der Erfindung weist der Linker eine Konturlange (L) und einen
Polymerisationsgrad (PG) auf. In Ausfihrungsformen der Erfindung weist der Linker eine
Konturlénge (L) im Bereich von 5 A bis 200 A, bevorzugt im Bereich von 10 A bis 50 A auf.

In Ausfihrungsformen der Erfindung weist der Linker einen Polymerisationsgrad im Bereich von

1 bis 70, bevorzugt im Bereich von 3 bis 20 auf.

Beispielhaft geeignete Linker sind Ethylendiamin: L=5,3 A; PG = 1 oder Pentaglycin: L=16,3 A;
PG = 5 oder PEG-Bisamin 3000: L=191 A; PG = 68.

In Ausfiihrungsformen der Erfindung enthalten die Linker Schutzgruppen. In Ausfihrungsformen
der Erfindung ist die Schutzgruppe ausgewahlt aus Fluorenylmethoxycarbonyl-, tert-
Butyloxycarbonyl- oder tert-Butyl-Schutzgruppen. Auf diese Weise wird vorteilhaft sichergestellt,
dass keine unerwiinschte Polymerisierung der Linker-Molekiile oder Quervernetzung der Partikel

eintritt.
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Erfindungsgemal ist der Kompetitor ausgebildet zur Interaktion mit dem Analytbindungspartner,
wobei der Kompetitor und der Analyt um die Interaktion mit dem Analytbindungspartner

konkurrieren.

Dadurch wird eine Kompetition zwischen dem freien Analyten in einer Probe und dem
partikelgebundenen Kompetitor erzeugt, wobei sich ein Gleichgewicht in Abhangigkeit der
Analytkonzentration einstellt. Je mehr freier Analyt vorhanden ist, desto geringer ist die Bindung
der partikelgebundenen Kompetitoren an den Analytbindungspartner. Im Ergebnis verringert sich
die Kontaktflache zwischen Partikel und Oberflache. Im umgekehrten Fall, wenn wenig Analyt in
der zu untersuchenden Probe vorhanden ist, erfolgt eine erhdhte Bindung der
partikelgebundenen Kompetitoren an den Analytbindungspartner, wobei sich die Kontaktflache
zwischen Partikel und Oberflache vergrofert. In Ausfiihrungsformen der Erfindung ist der

Kompetitor mit dem Analyten identisch.

In Ausfithrungsformen der Erfindung ist der Kompetitor ausgewahlt aus Phosphoenolpyruvat,
Phosametin (Huangcaoling), Substratanaloga des Enzyms 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-
Synthase (EPSPS) oder Glyphosat.

Glyphosat (N-(Phosphonomethyl)glycin) ist ein nicht-selektives Blattherbizid (Breitband- oder
Totalherbizid) mit systemischer Wirkung, das Uber jegliche griinen Pflanzenteile aufgenommen
wird. Glyphosat wird in der Landwirtschaft gegen einkeim- und zweikeimblattrige Unkrauter im
Acker-, Wein- und Obstbau, beim Anbau von Zierpflanzen, auf Wiesen, Weiden und
Rasenflachen sowie im Forst verwendet. Die Blatter nehmen Glyphosat durch Diffusion auf und
in der Pflanze wird Glyphosat lber das Phloem verteilt. Glyphosat wirkt iber die Blockade des
Enzyms 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase (EPSPS), das zur Synthese der
aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin Uber den Shikimatweg in
Pflanzen, wie auch in einigen Mikroorganismen, bendtigt wird. Durch die Ahnlichkeit des
Glyphosats mit dem natlrlichen Substrat Phosphoenolpyruvat des Enzyms 5-

Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase (EPSPS) wird dieses Enzym gehemmt.

Unter dem Begriff ,Substratanaloga® werden Verbindungen verstanden, welche an den
Analytbindungspartner, insbesondere das aktive Zentrum des Enzyms 5-Enolpyruvylshikimat-3-
phosphat-Synthase (EPSPS), binden. In Ausflihrungsformen umfassen Substratanaloga
Substrate, insbesondere Shikimat-3-phosphat (S3P) oder Phosphoenolpyruvat (PEP);
funktionelle Substratanaloga, insbesondere Phosametin; und kompetitive Inhibitoren,

insbesondere Glyphosat. Marzabadi et al. und Priestman et al. offenbaren weitere
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Substratanaloga des Enzyms  5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase  (EPSPS),
insbesondere (3R.,4S,5R)-5-Amino-4-hydroxy-3-(phosphonooxy)cyclohex-1-en-1-carbonsaure,
1-Carboxy-1-(phosphonooxy)-ethan-1-ylium, (3R .4 S,5R)-5-((S)-1-Carboxy-1-phosphonoethoxy)-
4-hydroxy-3-(phosphonooxy)-cyclohex-1-en-1-carbonsaure, (3R,4S,5R)-5-((R)-1-Carboxy-1-
phosphonoethoxy)-4-hydroxy-3-(phosphonooxy)-cyclohex-1-en-1-Carbonséure, (2R,3aR,7R,
7aS)-2-Methyl-7-(phosphonooxy)-3a.,4,7,7a-tetrahydrobenzo[d][1,3]-dioxol-2,5-dicarbonsaure,
(3R.4 S,5R)-5-((Carboxymethyl)-(phosphonomethyl)amino)-4-hydroxy-3-(phosphonooxy)-cyclo-
hex-1-en-1-carbonsaure, (3R A4 S,5R)-5-((Carboxymethyl)-(phosphonomethyl)amino)-3,4-di-

hydroxycyclohex-1-en-1-carbonsaure [3,4].

In weiteren Ausfihrungsformen der Erfindung sind sowohl Kompetitor als auch Analyt Glyphosat.

In Ausflihrungsformen der Erfindung ist der Analytbindungspartner als Fusionsprotein
ausgebildet. Dabei weist das Fusionsprotein beispielsweise verschiedene Proteindomanen auf,

welche unterschiedliche Funktionalitaten aufweisen.

Erfindungsgemald umfasst der Analytbindungspartner eine Proteindomane, aufweisend eine
Analytbindungsstelle. Die Analytbindungsstelle dient der Anbindung des Analyten an den
Analytbindungspartner.

In Ausfiihrungsformen der Erfindung ist die Analytbindungsstelle als Bindungstasche eines

Enzyms ausgebildet oder eine allosterische Bindungsstelle fiir den Analyten.

Erfindungsgemal weist der Analytbindungspartner als Analytbindungsstelle das aktive Zentrum
des Enzyms 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase (EPSPS) auf. Die Distanz der
Bindungstasche zu Proteinoberflaiche in der EPSPS betrdgt ca. 10 A in geschlossener

Konformation.

In Ausfihrungsformen der Erfindung umfasst der Analytbindungspartner eine Proteindomane,
ausgewahlt aus Hydrophobinen, ECM-Proteinen, S-Layer Proteinen, Peptidlinkern, und Protein-
Tags. Dadurch wird eine gerichtete Immobilisierung an die Oberflache ermdglicht, wobei
zumindest eine Proteindomane die Anbindung vermittelt und eine weitere Proteindoméane eine
weitere Funktionalitat aufweist. Bevorzugt weist der Analytbindungspartner eine Hydrophobin-
Domane auf. Vorteilhaft immobilisieren Hydrophobine selbstassemblierend an verschiedenen

Materialoberflachen und —geometrien.
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In Ausfiihrungsformen der Erfindung weist der Analytbindungspartner eine Hydrophobin-Domane
Ccg2 aus Neurospora (N.) crassa auf. Bevorzugt weist der Analytbindungspartner die SEQ. ID.
No. 5 auf.

In Ausfuhrungsformen der Erfindung ist der Analytbindungspartner ein Fusionsprotein
aufweisend eine Hydrophobin-Domane und eine 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase-
Domane. Dabei ermdglicht die Hydrophobin-Domane die Immobilisierung des
Analytbindungspartners auf der Oberflache. In Ausfiihrungsformen der Erfindung weist das
Fusionsprotein die SEQ ID No. 6 auf.

In Ausflihrungsformen der Erfindung wird der Analytbindungspartner in einer Mischung mit
Hydrophobinen auf der Oberfliche immobilisiert, wobei die Mischung des
Analytbindungspartners mit dem Hydrophobin im Bereich von 1:2 bis 1:10, bevorzugt zwischen
1:3 bis 1:8, besonders bevorzugt um 1:5 liegt. Die angegebenen Mischungsverhalinisse beziehen
sich im Sinne der vorliegenden Erfindung auf die molare Masse. Vorteilhaft werden mit
Mischungsverhaltnissen im Bereich von 1:3 bis 1:8 besonders homogene und wenig raue

Oberflachen erhalten, wodurch die Partikelanbindung an die Oberflachen verbessert wird.

In Ausfuhrungsformen der Erfindung erfolgt zur Immobilisierung des Analytbindungspartners eine
Mischung aus dem Fusionsprotein aufweisend eine Hydrophobin-Doméne und eine 5-
Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase-Domane (SEQ ID No. 6) und der Hydrophobin-
Domane Ccg2 aus Neurospora (N.) crassa (SEQ ID No. 5) im Verhaltnis 1:2 bis 1:10, bevorzugt
zwischen 1:3 bis 1:8, besonders bevorzugt um 1:5, ganz besonders bevorzugt 1:5. Durch
Variation des Verhaltnisses von Fusionsprotein und Hydrophobin auf der Oberflache kann
zusatzlich die Sensitivitat gegentiber Glyphosat sehr gezielt eingestellt werden und ermdglicht

damit einen Nachweis von Glyphosat Uber einen weiten Konzentrationsbereich.

In Ausfihrungsformen der Erfindung ist die Oberflache im Wesentlichen planar ausgebildet.
Beispielsweise kann die Oberflache ein Glasformk&rper oder ein Kunststoffformkdrper sein z. B.
ein Objekttrager, Deckglaschen, Siliziumwafer oder dhnliches. Bevorzugt ist die Oberflache ein

Glasformkdrper.

In Ausfiihrungsformen der Erfindung ist die Oberflache transparent, semitransparent oder opak
ausgebildet. Bevorzugt ist die Oberflache zumindest im Wellenlangenbereich von 400 nm bis

600 nm transparent ausgebildet.
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In Ausfliihrungsformen der Erfindung erfolgt die Detektion mittels Quarzkristallmikrowaage
(QCM),  Oberflachenplasmonenspektroskopie  (SPR),  Rasterkraftspektroskopie  oder

Impedanzspektroskopie.

In Ausfuhrungsformen der Erfindung erfolgt die Detektion mittels Reflexionsinterferenz-
kontrastmikroskopie (RICM). Dabei werden die Kontaktradien a von Partikel und Oberflache
sowie die Partikelradien Ry,s mittels einer eigens dafiir entwickelten Software automatisiert
ermittelt. Gemal Johnson-Kendall-Roberts Modell [2] stehen diese Grélken mit der
Adhasionsenergie W 4, in folgendem Zusammenhang:

4
§a3 Epgs / (1— VZ)

W =
adh 677:RI%IGS

Die ermittelte Adhasionsenergie entspricht der Bindungsdichte der partikelgebundenen
Kompetitoren an den Analytbindungspartner und erlaubt die Bestimmung der Analytmenge in der
Probe.

Gegenstand der Erfindung ist auch eine Oberflache aufweisend den erfindungsgemafien
Analytbindungspartner, wobei der Analytbindungspartner ein Fusionsprotein aufweisend eine
Hydrophobin-Doméne und eine 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase-Domane ist, wobei
die Oberflache zumindest im Wellenlangenbereich von 400 nm bis 600 nm transparent

ausgebildet ist.

In Ausfihrungsformen der erfindungsgemaflen Oberflache ist der Analytbindungspartner als
Fusionsprotein ausgebildet. Dabei weist das Fusionsprotein beispielsweise verschiedene

Proteindomanen auf, welche unterschiedliche Funktionalititen aufweisen.

In Ausfiihrungsformen der erfindungsgemafRen Oberfliche umfasst der Analytbindungspartner
eine Proteindomane, aufweisend eine Analytbindungsstelle. Die Analytbindungsstelle dient der

Anbindung des Analyten an den Analytbindungspartner.

In Ausfihrungsformen der erfindungsgemafen Oberflache ist die Analytbindungsstelle als
Bindungstasche eines Enzyms ausgebildet oder eine allosterische Bindungsstelle fir den

Analyten.

Bevorzugt weist der Analytbindungspartner als Analytbindungsstelle das aktive Zentrum des

Enzyms 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase (EPSPS) auf. Die Distanz der
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Bindungstasche zu Proteinoberfliche in der EPSPs betragt ca. 10 A in geschlossener

Konformation.

In Ausfiihrungsformen der erfindungsgemafRen Oberfliche umfasst der Analytbindungspartner
eine Proteindomane, ausgewahlt aus Hydrophobinen, ECM-Proteinen, S-Layer Proteinen,
Peptidlinkern, und Protein-Tags. Dadurch wird eine gerichtete Immobilisierung an die Oberflache
ermoglicht, wobei zumindest eine Proteindomane die Anbindung vermittelt und eine weitere
Proteindoméne eine weitere Funktionalitat aufweist. Bevorzugt weist der Analytbindungspartner

eine Hydrophobin-Domane auf.

In Ausflihrungsformen der erfindungsgemafen Oberflache weist der Analytbindungspartner eine
Hydrophobin-Domane Ccg2 aus Neurospora (N.) crassa auf. Bevorzugt weist der
Analytbindungspartner die SEQ. ID. No. 5 auf.

Erfindungsgemald ist der Analytbindungspartner ein Fusionsprotein aufweisend eine
Hydrophobin-Domane und eine 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase-Doméane. Dabei
ermdglicht die Hydrophobin-Domane die Immobilisierung des Analytbindungspartners auf der
Oberflache. In Ausflihrungsformen der erfindungsgemafen Oberflache weist das Fusionsprotein
die SEQ ID No. 6 auf.

Vorteilhaft erfolgt durch die Verwendung eines Fusionsproteins aufweisend eine Hydrophobin-
Domane eine gerichtete und kontrollierte Assemblierung des Hydrophobins bzw. Fusionsproteins
auf der Oberflache und die EPSPS-Doméane weist keinen direkten Kontakt mit dem

Oberflachenmaterial auf, wodurch die enzymatische Aktivitat weitestgehend erhalten bleibt.

In Ausfiihrungsformen der erfindungsgemafen Oberflache ist der Analytbindungspartner in einer
Mischung mit Hydrophobinen auf der Oberflaiche immobilisiert, wobei die Mischung des
Analytbindungspartners mit dem Hydrophobin im Bereich von 1:2 bis 1:10, bevorzugt zwischen
1:3 bis 1:8, besonders bevorzugt um 1:5 liegt. Vorteilhaft wird durch die Nutzung der
Mischungsverhaltnisse des Analytbindungspartner mit Hydrophobin eine sterische Hinderung
des Analytbindungspartner, insbesondere der 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase-
Domane, durch Immobilisierung an die Oberflache minimiert und die Ansprechbarkeit sowie

Sensitivitat der Oberflache bzw. des Assays moduliert.

In Ausfiihrungsformen der erfindungsgemafen Oberflache erfolgt zur Immobilisierung des

Analytbindungspartners eine Mischung aus dem Fusionsprotein aufweisend eine Hydrophobin-
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Domane und eine 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase-Domane (SEQ ID No. 6) und der
Hydrophobin-Domane Ccg2 aus Neurospora (N.) crassa (SEQ ID No. 5) im Verhaltnis 1:2 bis
1:10, bevorzugt zwischen 1:3 bis 1:8, besonders bevorzugt um 1:5, ganz besonders bevorzugt
1:5.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein funktionalisierter Partikel aufweisend einen
immobilisierten Kompetitor, wobei der Kompetitor iber einen Linker an den Partikel immobilisiert
ist, wobei der Partikel deformierbar ausgebildet ist, wobei der Kompetitor ausgewahlt ist aus
Phosphoenolpyruvat, Phosametin, Substratanaloga des Enzyms 5-Enolpyruvylshikimat-3-
phosphat-Synthase oder Glyphosat, wobei der Linker eine Konturldnge im Bereich von 5 A bis
200 A, bevorzugt im Bereich von 10 A bis 50 A auf und/oder einen Polymerisationsgrad im

Bereich von 1 bis 70, bevorzugt im Bereich von 3 bis 20 aufweist.

In Ausfuhrungsformen der Erfindung weist der Partikel eine Carboxy-Funktionalisierung auf. Die
Synthese und Carboxy-Funktionalisierung der Partikel, insbesondere der Hydrogel-Mikropartikel,
erfolgte gemalR der von Pussak et al. (Pussak, et al., 2012) beschriebenen Methode via
Emulsions- und radikalischer Fallungspolymerisation von Polyethylenglykol-Diacrylamid oder
Polyethylenglykol-Diacrylat mit anschlieftender radikalischer Pfropfung von
Acrylsduremonomeren, Crotonsduremonomeren oder weiteren Alkenderivaten mit funktionellen
Gruppen wie etwa Aminen zur Einfilhrung der Carboxyl-, Amino- oder anderen funktionellen

Gruppen.

In Ausfihrungsformen erfolgt die Synthese und Carboxy-Funktionalisierung der Partikel
mikrofluidisch mittels photoinitiierter radikalischer Vernetzung von Polyethylenglykol-Diacrylamid
oder Polyethylenglykol-Diacrylat (bevorzugtes Molekulargewicht im Bereich von 500 Da bis 8.000
Da, besonders bevorzugt um 4.000 Da) mit anschlieltender photoinitiierter radikalischer
Pfropfung von Acrylsdauremonomeren zur Einflihrung der Carboxylgruppen, wobei monodisperse
Partikel mit einem Durchmesser von 10 ym bis 100 ym, besonders bevorzugt 25 ym, erzeugt

werden.

Erfindungsgemal} ist der Partikel ein deformierbar ausgebildeter Partikel. Der Partikel weist
bevorzugt ein Elastizitadtsmodul im Bereich von 10 kPa bis 100 kPa auf, besonders bevorzugt im
Bereich von 15 kPa bis 50 kPa. So wird vorteilhaft eine hohe Sensitivitat sichergestellt.

Gleichzeitig wird so eine ungleichmafige Deformation der Partikel ausgeschlossen.

In Ausfiihrungsformen der Erfindung ist der Partikel ein Hydrogelpartikel.
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In Ausfiihrungsformen der Erfindung hat der Partikel einen Durchmesser von 10 ym bis 100 um,

besonders bevorzugt einen Durchmesser von etwa 25 um.

Erfindungsgemaly ist der Kompetitor ausgewahlt aus Phosphoenolpyruvat, Phosametin
(Huangcaoling), Substratanaloga des Enzyms 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase
(EPSPS) oder Glyphosat. Bevorzugt ist der Kompetitor Glyphosat.

Erfindungsgemal’ ist der Kompetitor tber einen Linker an den Partikel immobilisiert. Dabei wird

der Linker an die funktionalisierte Partikeloberflache angebunden.

Das jeweilige Linkermolekiil erlaubt dabei die geeignete Immobilisierung des Kompetitors, etwa
Glyphosat, Uber die Carboxyl- oder die sekundare Aminogruppe, wobei die Kopplungsgruppe die
Funktionalitdt und Sensitivitdt des Verfahrens beeinflusst. Des Weiteren kann Uber die Léange
bzw. den Polymerisationsgrad des Linkers die resultierende Affinitdt des immobilisierten

Kompetitors variiert und somit der Arbeitsbereich des Verfahrens eingestellt werden.

In Ausfuhrungsformen der Erfindung ist der Linker ausgewahlt aus den Gruppen der homo- und
heterobifunktionalen Linker und umfasst exemplarisch Ethylendiamin, Oligo- und
Polyethylenglykolbisamine, Peptide wie Pentaglycin und Aminosauren oder ein bifunktionaler

Linker mit weiteren Gruppen wie etwa Thiolen oder Aziden.

In Ausfihrungsformen der Erfindung weist der Linker eine Konturlange (L) und einen
Polymerisationsgrad (PG) auf. Erfindungsgemal weist der Linker eine Konturlange (L) im Bereich
von 5 A bis 200 A, bevorzugt im Bereich von 10 A bis 50 A auf.

Erfindungsgemal weist der Linker einen Polymerisationsgrad im Bereich von 1 bis 70, bevorzugt

im Bereich von 3 bis 20 auf.

Beispielhaft geeignete Linker sind Ethylendiamin: L=5,3 A; PG = 1 oder Pentaglycin: L=16,3 A;
PG = 5 oder PEG-Bisamin 3000: L=191 A; PG = 68.

Vorteilhaft kann (ber die Lange bzw. den Polymerisationsgrad des Linkers die resultierende
Affinitdt des immobilisierten Kompetitors fiir den Analytbindungspartner variiert und somit der

Arbeitsbereich des Sensors eingestellt werden.
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In Ausfiihrungsformen der Erfindung enthalten die Linker Schutzgruppen. In Ausfihrungsformen
der Erfindung ist die Schutzgruppe ausgewahlt aus Fluorenylmethoxycarbonyl-, tert-
Butyloxycarbonyl- oder tert-Butyl-Schutzgruppen. Auf diese Weise wird vorteilhaft sichergestellt,
dass keine unerwiinschte Polymerisierung der Linker-Molekiile oder Quervernetzung der Partikel

eintritt.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Kit umfassend:

- zumindest einen immobilisierten Analytbindungspartner oder
einen Analytbindungspartner und ein Hydrophobin,
wobei der Analytbindungspartner zur Interaktion mit einem Analyten ausgebildet und auf
einer Oberflache immobilisiert ist,
wobei der Analytbindungspartner ein Fusionsprotein aufweisend eine Hydrophobin-
Domane und eine 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase-Domane ist, und
wobei die Oberflaiche zumindest im Wellenlangenbereich von 400 nm bis 600 nm
transparent ausgebildet ist;

- zumindest einen Partikel, aufweisend einen immobilisierten Kompetitor,
wobei der Kompetitor (iber einen Linker an den Partikel immobilisiert ist, wobei der Partikel

deformierbar ausgebildet ist.

In Ausfiihrungsformen werden der im Kit enthaltene Analytbindungspartner sowie das
Hydrophobin vorteilhaft zur Immobilisierung im Verhaltnis 1:2 bis 1:10, bevorzugt 1:3 bis 1:8,
besonders bevorzugt im Verhaltnis 1:5 gemischt und auf einer Oberflache immobilisiert. Dabei
stabilisiert das Hydrophobin die Oberflaiche wahrend der Analytbindungspartner zur Interaktion

mit dem Analyten ausgebildet ist.

In Ausfihrungsformen des erfindungsgemafien Kits ist der Kompetitor ausgewahlt aus
Phosphoenolpyruvat, Phosametin (Huangcaoling), Substratanaloga des Enzyms 5-
Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase (EPSPS) oder Glyphosat. Bevorzugt ist der
Kompetitor Glyphosat.

In Ausfiihrungsformen des erfindungsgemalien Kits ist der Partikel ein funktionalisierter Partikel,
wobei die Oberflache des Partikels eine Funktionalisierung aufweist. Die Funktionalisierung dient

dabei der Anbindung des Kompetitors.

In Ausflihrungsformen des erfindungsgemalten Kits weist der Partikel eine Carboxy-

Funktionalisierung auf. Die Synthese und Carboxy-Funktionalisierung der Partikel, insbesondere
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der Hydrogel-Mikropartikel, erfolgte gemall der von Pussak et al. (Pussak, et al., 2012)
beschriebenen Methode via Emulsions- und radikalischer Fallungspolymerisation von
Polyethylenglykol-Diacrylamid oder Polyethylenglykol-Diacrylat mit anschlieRender radikalischer
Pfropfung von Acrylsauremonomeren, Crotonsauremonomeren oder weiteren Alkenderivaten mit
funktionellen Gruppen wie etwa Aminen zur Einflihrung der Carboxyl-, Amino- oder anderen

funktionellen Gruppen.

In Ausfihrungsformen erfolgt die Synthese und Carboxy-Funktionalisierung der Partikel
mikrofluidisch mittels photoinitiierter radikalischer Vernetzung von Polyethylenglykol-Diacrylamid
oder Polyethylenglykol-Diacrylat (bevorzugtes Molekulargewicht im Bereich von 500 Da bis
8.000 Da, besonders bevorzugt um 4.000 Da) mit anschlieRender photoinitiierter radikalischer
Pfropfung von Acrylsdauremonomeren zur Einflihrung der Carboxylgruppen, wobei monodisperse

Partikel mit einem Durchmesser von 10 bis 100 uym, besonders bevorzugt 25 ym, erzeugt werden.

Erfindungsgemal’ ist der Kompetitor tber einen Linker an den Partikel immobilisiert. Dabei wird

der Linker an die funktionalisierte Partikeloberflache angebunden.

Das jeweilige Linkermolekiil erlaubt dabei die geeignete Immobilisierung des Kompetitors, etwa
Glyphosat, Uber die Carboxyl- oder die sekundare Aminogruppe, wobei die Kopplungsgruppe die
Funktionalitdt und Sensitivitdt des Verfahrens beeinflusst. Des Weiteren kann Uber die Léange
bzw. den Polymerisationsgrad des Linkers die resultierende Affinitdt des immobilisierten

Kompetitors variiert und somit der Arbeitsbereich des Verfahrens eingestellt werden.

In Ausfuihrungsformen des erfindungsgemafen Kits ist der Linker ausgewahlt aus den Gruppen
der homo- und heterobifunktionalen Linker und umfasst exemplarisch Ethylendiamin, Oligo- und
Polyethylenglykolbisamine, Peptide wie Pentaglycin und Aminosauren oder ein bifunktionaler

Linker mit weiteren Gruppen wie etwa Thiolen oder Aziden.

In Ausflihrungsformen des erfindungsgemalien Kits enthalten die Linker Schutzgruppen. In
Ausfuhrungsformen des erfindungsgemalien Kits ist die Schutzgruppe ausgewahlt aus
Fluorenylmethoxycarbonyl-, tert-Butyloxycarbonyl- oder tert-Butyl-Schutzgruppen. Auf diese
Weise wird vorteilhaft sichergestellt, dass keine unerwilinschte Polymerisierung der Linker-

Molekiile oder Quervernetzung der Partikel eintritt.

In Ausfiihrungsformen des erfindungsgemalfien Kits weist der Linker eine Konturldnge (L) und

einen Polymerisationsgrad (PG) auf. In Ausfiihrungsformen des erfindungsgemafen Kits weist



WO 2020/109047 15 PCT/EP2019/081614

der Linker eine Konturldnge (L) im Bereich von 5 A bis 200 A, bevorzugt im Bereich von 10 A bis
50 A auf.

In Ausfiihrungsformen des erfindungsgemalien Kits weist der Linker einen Polymerisationsgrad

im Bereich von 1 bis 70, bevorzugt im Bereich von 3 bis 20 auf.

Beispielhaft geeignete Linker sind Ethylendiamin: L=5,3 A; PG = 1 oder Pentaglycin: L=16,3 A;
PG = 5 oder PEG-Bisamin 3000: L=191 A; PG = 68.

In Ausfiihrungsformen des erfindungsgemalfien Kits ist der Partikel eine Hydrogelpartikel.

In Ausfiihrungsformen des erfindungsgemafien Kits ist die Partikelgrofde ein Durchmesser im

Bereich von 10 pm bis 100 um, besonders bevorzugt um 25 ym.

In Ausfiuihrungsformen des erfindungsgemalfen Kits weist der Partikel ein Elastizitatsmodul im
Bereich von 5 kPa bis 100 kPa, besonders bevorzugt im Bereich von 15 kPa bis 50 kPa auf. So
wird vorteilhaft eine hohe Sensitivitat sichergestellt. Gleichzeitig wird so eine ungleichmaiige

Deformation der Partikel ausgeschlossen.

In Ausfiihrungsformen des erfindungsgemalfen Kits ist die Oberflache im Wesentlichen planar
ausgebildet. Beispielsweise kann die Oberflache ein Glasformkdrper sein z. B. ein Objekttrager,

Deckglaschen, Siliziumwafer oder dhnliches.

In Ausfiihrungsformen des erfindungsgemafen Kits ist die Oberflache transparent,

semitransparent oder opak ausgebildet.

Erfindungsgemal ist der Analytbindungspartner als Fusionsprotein ausgebildet. Dabei weist das
Fusionsprotein beispielsweise verschiedene Proteindomanen auf, welche unterschiedliche

Funktionalitaten aufweisen.

Erfindungsgemallumfasst der Analytbindungspartner eine Proteindomane, aufweisend eine
Analytbindungsstelle. Die Analytbindungsstelle dient der Anbindung des Analyten an den
Analytbindungspartner.
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In Ausfuhrungsformen des erfindungsgemalen Kits ist die Analytbindungsstelle als
Bindungstasche eines Enzyms ausgebildet oder eine allosterische Bindungsstelle fir den

Analyten.

Bevorzugt weist der Analytbindungspartner als Analytbindungsstelle das aktive Zentrum des
Enzyms 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase (EPSPS) auf. Die Distanz der
Bindungstasche zu Proteinoberfliche in der EPSPs betragt ca. 10 A in geschlossener

Konformation.

In Ausfuhrungsformen des erfindungsgemafen Kits umfasst der Analytbindungspartner eine
Proteindomane, ausgewahlt aus Hydrophobinen, ECM-Proteinen, S-Layer Proteinen,
Peptidlinkern, und Protein-Tags. Dadurch wird eine gerichtete Immobilisierung an die Oberflache
ermoglicht, wobei zumindest eine Proteindomane die Anbindung vermittelt und eine weitere
Proteindoméne eine weitere Funktionalitat aufweist. Bevorzugt weist der Analytbindungspartner

eine Hydrophobin-Domane auf.

In Ausfihrungsformen des erfindungsgemafien Kits weist der Analytbindungspartner eine
Hydrophobin-Domane Ccg2 aus Neurospora (N.) crassa auf. Bevorzugt weist der
Analytbindungspartner die SEQ. ID. No. 5 auf.

Erfindungsgemald ist der Analytbindungspartner ein Fusionsprotein aufweisend eine
Hydrophobin-Domane und eine 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase-Doméane. Dabei
ermdglicht die Hydrophobin-Domane die Immobilisierung des Analytbindungspartners auf der
Oberflache. In Ausfiihrungsformen des erfindungsgemafen Kits weist das Fusionsprotein die
SEQ ID No. 6 auf.

In Ausfuhrungsformen des erfindungsgemafen Kits wird der Analytbindungspartner in einer
Mischung mit Hydrophobinen auf der Oberflaiche immobilisiert, wobei die Mischung des
Analytbindungspartners mit dem Hydrophobin im Bereich von 1:2 bis 1:10, bevorzugt zwischen

1:3 bis 1:8, besonders bevorzugt um 1:5 liegt.

In Ausfihrungsformen des erfindungsgemaften Kits erfolgt zur Immobilisierung des
Analytbindungspartners eine Mischung aus dem Fusionsprotein aufweisend eine Hydrophobin-
Domane und eine 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase-Domane (SEQ ID No. 6) und der
Hydrophobin-Domane Ccg2 aus Neurospora (N.) crassa (SEQ ID No. 5) im Verhaltnis 1:2 bis
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1:10, bevorzugt zwischen 1:3 bis 1:8, besonders bevorzugt um 1:5, ganz besonders bevorzugt
1:5.

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung des erfindungsgemalfien Verfahrens, der
erfindungsgemalfien Oberflache, des erfindungsgemafen Partikels und des erfindungsgemalen
Kits zum Nachweis von Analyten in Proben, wie etwa Gewasser-, Lebensmittel-, Boden-, Trink-

und Abwasserproben, bevorzugt in wassrigen Losungen.

Zur Realisierung der Erfindung ist es auch zweckmaRig, die vorbeschriebenen Ausfihrungs-

formen und einzelne Merkmale der Anspriiche zu kombinieren.

Ausflihrungsbeispiele

Weitere Merkmale und Vorteile der vorliegenden Erfindung ergeben sich aus den nachfolgenden
schematischen Zeichnungen und Ausfliihrungsbeispielen, anhand derer die Erfindung

beispielhaft ndher erlautert werden soll, ohne die Erfindung auf diese zu beschranken.

Dabei zeigt:
Fig. 1: die schematische Darstellung des erfindungsgemafien Verfahrens beruhend auf
der kompetitiven Bindung von Partikel-gebundenem und I&slichem Glyphosat an

der Protein-funktionalisierten Oberflache,

Fig. 2: Die Abhangigkeit der Adhasionsenergie zwischen Partikel und Oberflache von der
Konzentration an Glyphosat in Lésung sowie léslichem Glufosinat als

Negativkontrolle,

Fig. 3: Die Abhangigkeit der Nachweisgrenze und des Arbeitsbereiches des Verfahrens

von der Beschichtung der Partikel,

Fig. 4: Die relative Adhasionsenergie der Partikel beschichtet mit iiber einen Pentaglycin-
Linker gebundenem Glyphosat in Abhangigkeit von der Glyphosatkonzentration
(I6slich),

Fig. 5: Der Vergleich der relativen Adhasionsenergien von mit Pentaglycin-Glyphosat

beschichteten Partikeln auf Glyphosat, weiteren Pestiziden sowie Glycin als
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Strukturelement von Glyphosat, jeweils getestet mit einer Konzentration von
1 mM, bis auf Atrazin (153 yM), Chlorpyrifos (4 uM) und Phosmet (79 uM).

Das Prinzip der Nachweismethode ist in Fig. 1 dargestellt. Die immobilisierten Enzyme der
Oberflache wechselwirken attraktiv mit dem Partikel-gebundenen Kompetitor, in dessen Folge
sich eine charakteristische Kontaktflache zwischen Oberflaiche und Partikel auspragt. Der geléste
Analyt konkurriert mit dem Kompetitor um die Bindungsstellen auf der Oberflache. In
Abhangigkeit der Konzentration des Analyten verringert sich dadurch die Kontaktflache. Ab einer
bestimmten Konzentration adhéarieren die Partikel nicht auf der Oberflache. Die Bestimmung von
Kontakt- und Partikelradius zur Ermittlung der Adhasionsenergie erfolgt mittels

Reflexionsinterferenzkontrastmikroskopie.

Zum Nachweis der Spezifitdt der Methode wurden in Fig. 2 RCA-gereinigte Glasoberflachen mit
einer geeigneten Mischung des Hydrophobins Ccg2 und dessen Fusionsprotein
Ccg2_GS_ECEPSPS (SEQ ID No. 6) beschichtet. Anschlielend wurden die Oberflachen
wahlweise mit 10 mM Glyphosat- oder Glufosinat-Ldsungen und danach mit Linker-
funktionalisierten Partikeln ohne oder mit Glyphosat-Beschichtung inkubiert. Die aus den
jeweiligen Bedingungen resultierenden Adhasionsenergien wurden anhand eines

reprasentativen Datensatzes dargestellt.

In Fig. 3 wurden zunachst RCA-gereinigte Glasoberflachen mit einer geeigneten Mischung des
Hydrophobins Ccg2 und dessen Fusionsprotein Ccg2 GS_EcEPSPS (SEQ ID No. 6)
beschichtet. Anschlieend wurden die Oberflachen mit Glyphosat-Lésungen unterschiedlicher
Konzentration und danach mit Glyphosat-beschichteten Partikeln mit Ethylendiamin- oder
Pentaglycin-Linker inkubiert. Die aus den jeweiligen Bedingungen resultierenden

Adhasionsenergien wurden anhand eines reprasentativen Datensatzes dargestellt.

Ausflihrungsbeispiel 1: Quantifizierung von Glyphosat mittels kompetitiver Bindung

Fir die Erzeugung einer funktionalisierten Oberflaiche wurden Fusionsproteine aus dem
Hydrophobin Ccg2 (SEQ ID No. 5) aus Neurospora (N.) crassa und der 5-Enolpyruvylshikimat-3-
phosphatsynthase aus Escherichia (E.) coli (ECEPSPS) (SEQ ID No. 4) benétigt. Hierzu wurden
die kodierenden Bereiche der jeweiligen Gene, verbunden Uber die Sequenz flr einen flexiblen
Glycin-Serin-Linker, in den Expressionsvektor pET28b (Novagen, Deutschland) Ubertragen.
Hierbei liegt die Sequenz des Hydrophobins (SEQ ID No. 2) 5’-seitig und die der ECEPSPS (SEQ

ID No. 1) 3"-seitig von der Linkersequenz. Zusatzlich befindet sich 5°-seitig von der Sequenz fir
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das Fusionsprotein die Sequenz fir einen (His)s-Tag, welcher flr die Detektion und Reinigung
des Fusionsproteins erforderlich ist. Weiterhin wurde fiir die Oberflache das Hydrophobin ohne
EcEPSPS bendtigt. Die Gensequenz wurde dementsprechend ohne den Linker und die
EcEPSPS-Sequenz in den Vektor pET28b (bertragen. Die auf diese Weise modifizierten
Vektoren wurden nach vollstandiger Sequenzierung der eingebrachten Sequenzen, in den E. coli
Expressionsstamm SHuffle T7 Express lysY (New England Biolabs, USA) Ubertragen. Dieser
Expressionsstamm ist vorteilhaft fiir die Expression der Hydrophobine, da er zusatzlich fiir eine
Disulfidbriickenisomerase kodiert, welche die korrekte Ausbildung der Disulfidbricken der
Hydrophobine beglinstigt. Diese spielen eine wesentliche Rolle flir die korrekte Faltung des

Proteins.

Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von 1 mM Isopropyl-B3-D-thiogalaktosid (IPTG) zu E.
coli-Zellen, welche sich in der exponentiellen Wachstumsphase befanden, gestartet. Nach der
Induktion wurden die Zellen fiir 4 weitere Stunden bei 30°C und 180 Umdrehungen in der Minute
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert und gewaschen, um sie dann fiir die
Proteinreinigung weiter verwenden zu konnen. Die angewendete Reinigungsmethode ist
abhangig von der Loslichkeit der Proteine. Die l6slichen Fusionsproteine (SEQ ID No. 6) wurden
mittels Nickel-Affinitdtschromatografie unter nativen Bedingungen nach Herstellerangaben
gereinigt, wahrend die unléslichen Hydrophobine mittels denaturierender Nickel-
Affinitatschromatografie nach Herstellerangaben gereinigt wurden. Die Hydrophobine wurden vor
der Dialyse durch Ultrafiltration konzentriert, flr die Fusionsproteine war dies nicht notig. Nach
der Reinigung wurden die Hydrophobine gegen einen Redox-Rickfaltepuffer (10mM Glutathion
reduziert, 1TmM Glutathion oxidiert; pH 5,4) und die Fusionsproteine gegen den Monsanto-
Dialysepuffer (10 mM MOPS, 0,5 mM EDTA, 5% (v/v) 99,9% Glycerin, 1ImM DTT, pH 7) dialysiert,
anschliefend im Kiihlschrank gelagert und fiir die Funktionalisierung von Glasoberflachen

eingesetzt.

Die Funktionalisierung der Glasoberflaichen erfolgte durch langsames Aufpipettieren der
Proteinlésung mit anschlieftender 30-mintiger Inkubation bei Raumtemperatur. Anschlief3end
wurden die Oberflachen griindlich mit destilliertem Wasser gewaschen und 30 Minuten bei RT
getrocknet. Die Glasoberflachen wurden vor der Funktionalisierung mit Hilfe einer RCA-Ldsung

(50 miI25 %-ige, wassrige NH3-Losung , 50 ml 35% H»0,, 250 ml deionisiertes Wasser) gereinigt.

Die beiden Proteinvarianten wurden bendtigt, um fir das Verfahren ein optimales Verhaltnis
zwischen Fusionsprotein (kann Glyphosat binden) und Hydrophobin (zur Stabilisierung der

Oberflache) zu finden. Hierfiir wurden die Proteine in verschiedenen Verhaltnissen gemischt und
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die Funktionalitat der ECEPSPS auf der Oberflache mittels eines Nachweises von anorganischem
Phosphat bestimmt. Anorganisches Phosphat ist eines der Reaktionsprodukte bei der Reaktion
der EPSPS mit ihren Substraten Phosphoenolpyruvat (PEP) und Shikimat-3-phosphat (S3P) und
kann daher fir den Nachweis der Enzymaktivitat genutzt werden. Das Verhaltnis von Ccg2 (SEQ
ID No. 5) zu Ccg2_GS_EcEPSPS (SEQ ID No. 6) beeinflusst die Sensitivitdt und Signalstarke
des Assays. Je mehr Fusionsprotein auf der Oberflache vorhanden ist, desto mehr Glyphosat
wird benotigt, um die Bindestellen zu besetzen und damit die Aktivitat der Proteine auf der
Oberflache messbar zu hemmen. Dementsprechend ist eine Oberflache mit einer hohen
Konzentration an Fusionsprotein unempfindlicher als eine mit wenig Fusionsprotein. Jedoch fiihrt
eine zu geringe Konzentration des Fusionsproteins zu einem geringen Signal-Rausch-Verhaltnis.
Aus diesem Grund wurden verschiedene Belegungsverhalinisse getestet, dabei stellte sich ein
Verhaltnis von 1 yM Ccg2_GS_EcEPSPS (SEQ ID NO. 6) zu 5uM Ccg2 (SEQ ID No. 5) als fiir

die Anwendung gut geeignet heraus.

Die Synthese und Carboxy-Funktionalisierung der Hydrogel-Mikropartikel erfolgte gemaf der von
Pussak et al. beschriebenen Methode via Emulsions- und radikalischer Fallungspolymerisation
von Polyethylenglykol-Diacrylamid mit anschlieRender radikalischer Pfropfung von
Acrylsduremonomeren zur Einflihrung der Carboxylgruppen [1]. Fir die nachfolgend erlauterten
Methoden wurden Mikropartikel mit Elastizitatsmoduln von 15 kPa und einem mittleren Radius

von 20 ym verwendet.

Um eine durch die Anwesenheit des Analyten modulierbare Wechselwirkung zwischen der
Oberflache und den Hydrogelpartikeln oder auch Hydrogelsonden (HGS) zu ermdglichen, wurden
die Mikropartikel mit Glyphosat beschichtet. Hierzu wurden, ausgehend von den Carboxyl-
funktionalisierten HGS, verschiedene Linker an die Partikel gekoppelt. Das jeweilige
Linkermolekil erlaubt dabei die geeignete Immobilisierung des Glyphosats lber die Carboxyl-
oder die sekundare Aminogruppe, wobei die Kopplungsgruppe die Funktionalitat und Sensitivitat
des Sensors beeinflusst. Des Weiteren kann Uber die Ladnge bzw. den Polymerisationsgrad des
Linkers die resultierende Affinitat des immobilisierten Kompetitors fiir das Enzym (EPSPS) variiert

und somit der Arbeitsbereich des Sensors eingestellt werden.

Die jeweiligen Kopplungsschritte erfolgten unter Anwendung von Aktivester-Chemie.
Exemplarisch diente Ethylendiamin als kurze Linkervariante, welches mittels Benzotriazol-1-yl-
oxytri-pyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)
an die Mikropartikel gekoppelt wurde. Hierzu wurden die Partikel suspendiert und Wasser in

mehreren Waschschritten durch Dimethylformamid (DMF) ersetzt. Die Partikel wurden in 2 ml
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DMF belassen. Anschliefiend wurden 146 mg (280 umol) PyBOP, 18 mg (140 umol) HOBt und
39 ul (280 umol) Triethylamin zur Aktivierung der Carboxylgruppen zugesetzt und die Suspension
1 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach Zusatz von 20 pl (300 ymol) Ethylendiamin und
dreistindiger Reaktion wurden die Partikel bei 1844 x g fir 10 min zentrifugiert und je 3mal mit
DMF, einer 1 : 1 Mischung aus DMF und Wasser sowie reinem Wasser gewaschen. Zur weiteren
Beschichtung wurden 4 mg (24 ymol) Glyphosat in 2 ml 100 mM Hepes-Puffer (pH = 7,0) im
Ultraschallbad geldst und 46 mg (240 pmol) 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-
Hydrochlorid (EDC) sowie 52 mg (240 pmol) N-Hydroxy-sulfosuccinimid-Natriumsalz (s-NHS)
zugesetzt und die Carboxylgruppen flr 15 min aktiviert. Die Kopplung des Pestizids an die Amin-
funktionalisierten Partikel erfolgte durch Vereinigung von Suspension und Loésung und Reaktion
Uber einen Zeitraum von 1 h. Abschliellend wurden die Partikel 3-mal mit einer 100 mM Hepes-

Pufferldsung (pH = 7,0) gewaschen.

Alternativ dazu wurden die Partikel mit einem Pentaglycin-Linker funktionalisiert. Hierzu wurden
die Partikel 3-mal mit 2 ml 100 mM MES-puffer (pH = 5,3) gewaschen und der Uberstand nach
Zentrifugation (10 min, 1844 x g) verworfen. 23 mg (120 ymol) EDC und 26 mg (120 ymol) s-
NHS wurden in 1 ml 100 mM MES-puffer (pH = 5,3) geldst und die Mikropartikel anschlielend in
der Lésung suspendiert. Nach einstiindiger Aktivierung der Carboxylgruppen unter Schiitteln
wurden 10 yl (143 pmol) Mercaptoethanol zur Inaktivierung des Uberschiissigen EDC zugesetzt
und die Suspension flur weitere 15 min bei Raumtemperatur belassen. Nach Zentrifugation (10
min, 1844 x g) wurde der Uberstand verworfen und 0,2 mg (660 nmol) des Peptids geldst in 1 ml
Hepes-Pufferlésung (100 mM) zugesetzt, wobei die Kopplung des Linkers ber Nacht erfolgte.
Nach weiteren 3 Waschschritten (100 mM Hepes-Puffer) wurden die Carboxylgruppen gemar
der zuvor beschriebenen Prozedur in den s-NHS-Ester Uberfuhrt, Gberschiissiges EDC mittels
Mercaptoethanol inaktiviert, die Suspension zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach
Zusatz einer 1 mg / ml 100 mM Hepes-gepufferten Glyphosatlésung (6 pmol) wurde das
Reaktionsgemisch Uber Nacht unter Schitteln bei Raumtemperatur belassen. Abschlie3end

wurden die Partikel 3-mal mit einer 100 mM Hepes-Pufferlésung (pH = 7,0) gewaschen.

Nachdem die Oberflache, beispielsweise eine Glasoberflache, und die Partikel beschichtet
wurden, konnten sie flr die Reflexionsinterferenzkontrastmikroskopie (RICM) eingesetzt werden.
Hierzu wurden die erfindungsgemaflen Oberflaichen an einen 16-Well-Trager (CS16-
CultureWell™, Grace Biolabs) mit selbstklebender Unterseite und einem Volumen von 400 pl /
Well geklebt.
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Anschlie3end wurden je 200 pl / Well Analytlésung (100 mM HEPES-Puffer pH = 7) zugesetzt.
Nach 30-minitiger Inkubation der Oberflachen wurden 10 ul / Well der mit Glyphosat
funktionalisierten Hydrogelpartikel hinzugefiigt und die Oberflachen nach Sedimentation der

Hydrogelpartikel mikroskopiert.

Die Aufnahme der radialen Intensitatsprofile der HGS auf der funktionalisierten Oberflache im
Reflexionsinterferenzkontrastverfahren erfolgte mittels Inversmikroskopsystem (Olympus IX 73)
mit einem 60 x Immersionsobjektiv (Olympus UPlanSAPO 60x Oil Microscope Objective). Aus
den aufgenommenen Profilen konnten anschlieend Kontaktradien a von Partikel und Oberflache
sowie die Partikelradien Ryqs mittels einer eigens dafiir entwickelten Software automatisiert
ermittelt werden. Gemal Johnson-Kendall-Roberts Modell [2] stehen diese Grdofken mit der
Adhasionsenergie W 4, in folgendem Zusammenhang:

%03 Engs / (1—=v?)

6n REIGS

Waan =

Mit einem Elastizitdtsmodul Ey¢s der Partikel von 15 kPa und einer Poissonzahl v von 0,5 kann
somit unter Kenntnis des Partikel- und Kontaktradius die korrespondierende Adhédsionsenergie

des Systems bestimmt werden.

Die Ergebnisse der Messungen sind beispielhaft in Fig. 2 gezeigt. Die Pentaglycin-
funktionalisierten Partikel (Negativkontrolle) zeigen lediglich schwache unspezifische
Wechselwirkungen mit der Oberflache, wohingegen Glyphosat-beschichtete HGS stark
adharieren. Bei Anwesenheit hoher Konzentrationen des Analyten bewegt sich der Wert im
Bereich der Negativkontrolle. Dies ist auf die Kompetition um Bindungsstellen der ECEPSPS auf
der Oberflaiche zwischen freiem Glyphosat in der Analytlésung und an den HGS gebundenem
Glyphosat zurtickzufiihren. Des Weiteren verdeutlicht der vernachlassigbare Einfluss strukturell
ahnlicher Verbindungen wie Glufosinat auf die Adhdsionsenergie die Selektivitat der Methode

gegeniber Glyphosat.

Fig. 3 zeigt exemplarisch die resultierenden Adhasionsenergien Glyphosat-beschichteter Partikel
der Linkervarianten Ethylendiamin und Pentaglycin bei verschiedenen Konzentrationen an
I6slichem Glyphosat. Mit steigenden Glyphosatkonzentrationen in der Probe sinkt die
Adhasionsenergie der Glyphosat-beschichteten HGS an der funktionalisierten Chip-Oberflache.
Je mehr Glyphosat sich in der Analytldsung befindet, desto starker ist die Konkurrenz zu

gebundenem Glyphosat. Sind viele Bindestellen mit freiem Glyphosat besetzt, kénnen sich die
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HGS nicht mehr fest an der Oberflache anlagern, die Kontaktflache wird kleiner und
dementsprechend nimmt die Adhasionsenergie ab. Die Nachweisgrenze kann dabei unter
anderem uber den Linker variiert werden. Diese betragt im gezeigten Beispiel fur Ethylendiamin-
Glyphosat-beschichtete HGS 10 pM, flr Pentaglycin-Glyphosat-beschichtete HGS liegt die
Nachweisgrenze unterhalb 1 yM, wobei das Sensorsystem weitere Moglichkeiten zur Einstellung
des Arbeitsbereiches bietet. Die Ergebnisse beweisen, dass ein spezifischer Nachweis sowie

eine prazise Quantifizierung von Glyphosat mit Hilfe der Erfindung mdéglich sind.

Ausfliihrungsbeispiel 2: Bestimmung der Sensitivitat und Spezifitit der Quantifizierung

von Glyphosat

Die Konzentrationsabhangigkeit der Glyphosatbindung ist in Fig. 4 dargestellt. Zur Bestimmung
der Sensitivitat wurden zunachst RCA-gereinigte Glasoberflachen mit einer geeigneten Mischung
des Hydrophobins Ccg2 und dessen Fusionsprotein Ccg2_GS_EcEPSPS (SEQ ID No. 6)
beschichtet. Anschlieend wurden die Oberflachen mit Glyphosat-Lésungen unterschiedlicher
Konzentration und danach mit Glyphosat-beschichteten Partikeln mit Pentaglycin-Linker
inkubiert. Der untersuchte Konzentrationsbereich umfasst einen Bereich von 10" M bis 10® M.
Dieser Empfindlichkeitsbereich  erreicht den Schwellenwert von 0,1 pg/ml  fur
Pestizidverunreinigungen im deutschen Leitungswasser.

Die Spezifitdt wurde durch die Testung von strukturverwandten Verbindungen und haufig
eingesetzten Pestiziden in dem erfindungsgemafien Assay untersucht (Fig. 5). Keine der
getesteten Verbindungen zeigte eine vergleichbare relative Adhasionsenergie wie Glyphosat,
womit ein spezifischer Nachweis von Glyphosat auch in Gegenwart anderer Pestizide sowie in

Gegenwart von Verbindungen mit Strukturelementen aus Glyphosat belegt wurde.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Nachweis von Analyten umfassend die Schritte:

- Bereitstellen einer Oberflache mit einem immobilisierten Analytbindungspartner,

- Kontaktieren des Analytbindungspartners mit einer Probe enthaltend den Analyten, wobei
der Analyt mit dem Analytbindungspartner interagiert,

- Kontaktieren des Analytbindungspartners mit einem Kompetitor, wobei der Kompetitor an
einen Partikel immobilisiert ist und mit dem Analytbindungspartner interagiert,

- Detektion der an den Analytbindungspartner gebundenen Kompetitoren,
wobei der Analyt Glyphosat ist,
wobei der Analytbindungspartner als Analytbindungsstelle das aktive Zentrum des
Enzyms 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase (EPSPS) aufweist, und

wobei der Partikel deformierbar ausgebildet ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Partikel ein

Hydrogelpartikel ist.

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Partikel

ein Elastizitatsmodul von 5 kPa bis 100 kPa aufweist.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
der Kompetitor ausgewahlt ist aus Phosphoenolpyruvat, Phosametin, Substratanaloga

des Enzyms 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase oder Glyphosat.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
der Analytbindungspartner ein Fusionsprotein aufweisend eine Hydrophobin-Doméane und

eine 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase-Domane ist.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
das Fusionsprotein die SEQ ID No. 6 aufweist.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
der Analytbindungspartner in einer Mischung mit Hydrophobinen auf der Oberflache

immobilisiert wird, wobei die Mischung des Analytbindungspartners mit dem Hydrophobin



10.

11.

12.

13.

WO 2020/109047 25 PCT/EP2019/081614

im Bereich von 1:2 bis 1:10, bevorzugt zwischen 1:3 bis 1:8, besonders bevorzugt um 1:5

liegt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass

die Detektion mittels Reflexionsinterferenzkontrastmikroskopie erfolgt.

Oberflache aufweisend einen Analytbindungspartner, wobei der Analytbindungspartner
ein  Fusionsprotein  aufweisend eine Hydrophobin-Domane und eine 5-
Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase-Domane ist, wobei die Oberflache zumindest

im Wellenlangenbereich von 400 nm bis 600 nm transparent ausgebildet ist.

Oberflache nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass der Analytbindungspartner
in einer Mischung mit Hydrophobinen auf der Oberflache immobilisiert ist, wobei die
Mischung des Analytbindungspartners mit dem Hydrophobin im Bereich von 1:2 bis 1:10,

bevorzugt zwischen 1:3 bis 1:8, besonders bevorzugt um 1:5 liegt.

Oberflache nach einem der Anspriiche 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass der

Analytbindungspartner ein Fusionsprotein ist, welches die SEQ ID No. 6 aufweist.

Partikel aufweisend einen immobilisierten Kompetitor, wobei der Kompetitor liber einen
Linker an den Partikel immobilisiert ist, wobei der Partikel deformierbar ausgebildet ist,
wobei der Kompetitor ausgewahlt ist aus Phosphoenolpyruvat, Phosametin,
Substratanaloga des Enzyms 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase  oder
Glyphosat,

wobei der Linker eine Konturlznge von 5 - 200 A, bevorzugt 10 - 50 A auf und/oder einen

Polymerisationsgrad von 1 - 70, bevorzugt 3 -20 aufweist.

Kit umfassend:

- zumindest einen immobilisierten  Analytbindungspartner oder einen
Analytbindungspartner und ein Hydrophobin, wobei der Analytbindungspartner zur
Interaktion mit einem Analyten ausgebildet ist und auf einer Oberflache
immobilisiert ist,
wobei der Analytbindungspartner ein Fusionsprotein aufweisend eine
Hydrophobin-Domane und eine 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase-

Domane ist, und
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wobei die Oberflache zumindest im Wellenlangenbereich von 400 nm bis 600 nm
transparent ausgebildet ist; und

- zumindest einen Partikel, aufweisend einen immobilisierten Kompetitor,
wobei der Kompetitor (ber einen Linker an den Partikel immobilisiert ist,

wobei der Partikel deformierbar ausgebildet ist.

Kit nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass das Fusionsprotein die SEQ ID No.

6 aufweist.

Kit nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Analytbindungspartner
in einer Mischung mit Hydrophobinen auf der Oberflache immobilisiert ist, wobei die
Mischung des Analytbindungspartners mit dem Hydrophobin im Bereich von 1:2 bis 1:10,

bevorzugt zwischen 1:3 bis 1:8, besonders bevorzugt um 1:5 liegt.

Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 8, einer Oberflache nach
Anspruch 9 bis 11, eines Partikels nach Anspruch 12 und/oder eines Kits nach einem der

Anspriiche 13 bis 15 zum Nachweis von Analyten in Proben.
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Reflektionsinterferenzkontrast-
mikroskopie und Bildanalyse

Fig. 1
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