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1 Einleitung und Problemstellung

Der Systemische Lupus Erythematodes (SLE) ist eine chronische Autoimmunerkran-
kung aus dem rheumatischen Formenkreis. Die Atiologie ist nicht abschlieBend geklirt.
Zu genetischen Faktoren, die meist grundlegende Komponenten des Immunsystems, wie
den Haupthistokompatibilitdtskomplex oder das Komplementsystem betreffen, kom-
men Umweltfaktoren und hormonelle Risiken. Sowohl die Art der Symptome wie auch
ihre Schwere unterscheidet sich von Patient zu Patient und kann sich im Verlauf deut-
lich &ndern (1). Aufgrund dieses schwer zu diagnostizierenden Krankheitsbildes wird der
SLE haufig nicht erkannt, was bei dieser potentiell letalen Krankheit fatal sein kann. Als
eindrucksvolles Beispiel strahlte der Mitteldeutsche Rundfunk 2006 die Krankheitsge-
schichte einer heute 33-jdhrigen jungen Patientin aus, die trotz eindeutiger Hinweise und
zahlreicher Klinikaufenthalte nicht korrekt diagnostiziert, geschweige denn behandelt
wurde. Am Ende standen der Verlust beider Beine und eine schwere Nierenschéddigung
(2).

Um rechtzeitig therapeutisch intervenieren zu koénnen, ist eine friihzeitige korrekte
Diagnose, genauso wie eine effiziente Vorhersage von Exazerbationen von essentieller
Bedeutung. Zentrales Dokument fiir die Lupusdiagnostik stellen die 1971 vertffentlich-
ten, 1982 liberarbeiteten und 1997 aktualisierten Klassifikationskriterien des American
College of Rheumatology (ACR) dar (3; 4). Diese enthalten eine Liste von elf Dia-
gnosekriterien, wobei die Préasenz von mindestens vier davon fiir die Feststellung der
Erkrankung ausreichend ist. Hierbei ist es gleichgiiltig, ob sie simultan oder seriell in
jedem beliebigen Zeitintervall auftreten. Wéhrend die meisten der angegebenen Merk-
male auch bei zahlreichen anderen Erkrankungen auftreten, kommt manchen aufgrund
ihrer hohen Spezifitit fiir den SLE eine besondere Bedeutung zu. So sind ,,Antikérper
gegen native DNA in abnormem Titer* (Kriterium 10.b) ein entscheidender Stutzpfeiler
im diagnostischen Prozess und héufig richtungsweisend fiir weitere Untersuchungen.

Verglichen mit anderen klinisch-chemischen Parametern, wie etwa der Bestimmung
von Elektrolyt- oder Proteinkonzentrationen in Koérperfliisssigkeiten, stellt die Analy-
tik von Autoantikérpern ein Gebiet mit besonderen Eigenheiten und Schwierigkeiten
dar. Wahrend es im ersten Fall prinzipiell méglich ist, die Konzentration des entspre-
chenden Serumanalyten, wie etwa von Kalium oder des Eisentransportproteins Trans-
ferrin, eindeutig zu bestimmen, ist man im Falle von Autoantikdrpern mit einer a
priori wesentlich schwierigeren Situation konfrontiert: hier gilt es, aus dem physiolo-

gischen Antikérperrepertoir des Patienten einen Anteil pathologischer Autoantikérper



spezifisch zu detektieren und im besten Fall zu quantifizieren. Da es sich jedoch beim
SLE um eine polyklonale Immunantwort handelt, hat man es mit einer heterogenen
Gruppe von Antikérpern unterschiedlicher Feinspezifitdten, unterschiedlicher kineti-
scher Bindungseigenschaften und oft sogar unterschiedlicher Isotypen zu tun, die sich
vom physiologischen Anteil lediglich durch ihre Spezifitat fiir bestimmte koérpereigene
Antigene unterscheiden. Im Falle der anti-dsDNA kommt noch erschwerend hinzu, dass
auch das Antigen, doppelstrangige DNA, nicht eindeutig definiert ist, sodass fiir den
Nachweis stark unterschiedliche Préparationen zum Einsatz kommen. Dies fithrt da-
zu, dass je nach analytischem Testsystem stark divergente Ergebnisse erhalten werden,
die im Lichte des verwendeten Assays und dem Zustand des Patienten interpretiert
werden miissen. Die Verwendung unterschiedlicher DNA-Substrate (prokaryotisch oder
eukaryotisch, gereinigt oder noch in der Zelle befindlich, markiert oder unmarkiert),
unterschiedlicher Reaktions- bzw. Detektionsbedingungen und eine nicht dquivalente
Kalibrierung haben Testergebnisse zur Folge, die zu einem gewissen Mafle arbitréar sind
und nur schlecht miteinander verglichen werden koénnen (5).

Diese bekannte Problematik wird weiterhin dadurch verstarkt, dass bisher keine
addquaten Mittel zur Standardisierung oder Kalibration zur Verfiigung stehen. Eine
befriedigende Referenzmethode zur Aufkldrung absoluter Groflen existiert fiir anti-
dsDNA, wie generell fiir Autoantikérper, zum jetzigen Zeitpunkt nicht. Um zumindest
ein gewisses Maf} an Zuverldssigkeit zu schaffen, wurde im Jahr 1988 ein internationaler
Standard definiert, welcher daraufhin fiir die Kalibration von anti-dsDNA-Assays her-
angezogen wurde (6). Diese als Wo/80 bezeichnete WHO Referenzpréparation wurde
vom Zentrallabor des Bluttransfusionsservice des Niederlédndischen Roten Kreuzes (heu-
te Sanquin) vertrieben und in der Zwischenzeit ersatzlos aus dem Verkehr genommen.
Wo/80 wurde durch Rekalzifizierung von zwei Litern Plasma von einem einzelnen anti-
dsDNA positiven Patienten gewonnen. Ein Lyophilisat-Aliquot, entsprechend 500 pL
rekonstituierten Serums, wurde daraufhin als 100 internationale Einheiten anti-dsDNA
enthaltend spezifiziert. Selbst wenn man das hohe Alter und die begrenzte Menge von
Wo/80 auBer Acht liele, erscheint die Praparation angesichts des polyklonalen Charak-
ters und der unbekannten Zusammensatzung ungeeignet, die Vergleichbarkeit zwischen
den vorhandenen Assays zu erhohen oder absolute Grofien mit ihnen zu ermitteln.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, dem vorhandenen Methodenspektrum ein
neues, leistungsstérkeres Testsystem zur Analyse von anti-dsDNA hinzuzufiigen und
dessen Eignung als zukiinftige Referenzmethode bzw. als Methode zur Charakterisie-
rung neuer geeigneterer Standards zu evaluieren. Hierzu sollte ein auf Oberflichenplas-
monenresonanz (Surface Plasmon Resonance, SPR) beruhender Biosensor eingesetzt
werden, mit welchem die Interaktion zwischen auf einer Oberfliche immobilisierter
dsDNA und spezifischen Antikérpern in Echtzeit, markierungsfrei, und unter einheitli-
chen Bedingungen gemessen werden kann. Da diese Oberflichen im Gegensatz zu den

meisten anderen Methoden, wie z.B. ELISAs, nach entsprechenden Regenerationsschrit-



ten fiir bis zu mehreren hundert Messungen zur Verfiigung stehen sollten, musste ihr
Aufbau sehr sorgfiltig und unter hohem Aufwand vorgenommen werden. Anschlieend
sollte das erhaltene System sowohl fiir die Charakterisierung monoklonaler Antikor-
per, welche fiir einen Einsatz als zuverlédssige Kalibratoren in Frage kommen, als auch
fiir Messungen von Patientenproben direkt aus der komplexen Serummatrix verwendet
werden. Besonderes Augenmerk lag dabei auf jeder Verbesserung der Vergleichbarkeit

bzw. Standardisierung der gemessenen Werte.



2 Theorie

2.1 Systemischer Lupus Erythematodes

2.1.1 Krankheitsbild

Der Systemische Lupus Erythematodes ist eine &uflerst komplexe und schwer zu fassen-
de Autoimmunerkrankung, ein Oberbegriff, der eine ganze Reihe individueller Krank-
heitszustéande umfasst. Manche Autoren gehen sogar soweit, die Bezeichnung SLE kénne
eine Vielzahl intrinsisch gar nicht miteinander in Beziehung stehender Krankheitsma-
nifestationen beschreiben (7). Dieses komplexe Bild spiegelt sich sowohl in der Ge-
schichte des SLE als eigensténdiges Krankheitsbild als auch in der nach wie vor nicht
vollstéindig aufgeklirten Atiologie wider. Die Bezeichnung Lupus (lateinisch fiir Wolf)
tauchte erstmals im Mittelalter auf und verweist der géngigen Interpretation zufolge
auf die an Biss- oder Kratzspuren eines Wolfes erinnernden typischen kutanen Lésio-
nen im Gesicht (8). Auch der Namenszusatz erythematodes (vom griechischen npOdnua
fir ,Rote”, ,,Entziindung*; im angelséchsischen Sprachraum ist die lateinisierte Version
erythematosus gebréauchlich) bezieht sich ausschlieflich auf kutane Erscheinungsformen
und wurde 1851 von dem franzosischen Dermatologen Alphée Cazenave etabliert (9).
Erst der Wiener Arzt Moritz Kaposi verbindet erstmals viszerale und dermatologische
Symptome und weist auf die systemische Natur des SLE hin, der damit kein rein der-
matologisches Leiden darstellt (10). Heute wird die Erkrankung aufgrund ihrer multi-
systemischen Ausprégung oft als die prototypische systemische Autoimmunerkrankung
bezeichnet. Im Gegensatz zu organspezifischen Fehlfunktionen des Immunsystems, wie
bei der Hashimoto-Thyreoiditis, Diabetes mellitus Typ 1 oder Morbus Basedow, sind
hier so grundlegende Mechanismen gestort, dass zahlreiche Organsysteme direkt betrof-
fen sein konnen, wobei die Ausprigung extrem unterschiedlich und im Verlauf variabel
ist (11). Einen Uberblick iiber die grofe Vielzahl typischer klinischer Manifestationen
gibt Tabelle 2.1 (modifiziert nach (12)).

Symptome % Anteil

Allgemeinsymptome: Leistungsminderung, Unwohlsein, 95

Fieber, Anorexie, Gewichtsverlust

Bewegungsapparat 95
Arthralgien/Myalgien 95



Nicht erosive Polyarthritis 60
Handdeformationen 10
Myopathie/Myositis 25/5
Ischdmische Knochennekrose 15
Haut 80
Photosensitivitat 70
Wangenerythem 50
Orale Ulzera 40
Alopezie 40
Diskoides Erythem 20
Vaskulitis mit Erythem 20
Anderes (z.B. Urtikaria, subakuter kutaner Lupus) 15
Blut 85
Anédmie (Entziindungsanimie) 70
Leukozytopenie (< 4000/pL) 65
Lymphozytopenie (< 1500/pL) 50
Thrombozytopenie (< 100.000/nL) 15
Lymphadenopathie 15
Splenomegalie 15
Hamolytische Anamie 10
Nervensystem 60
Kognitive Dysfunktion 50
Psychosen 40
Kopfschmerzen 25
Krampfanfalle 20
Mono- oder Polyneuropathie 15
Schlaganfall, TTA 10
Akute Verwirrtheit oder Bewegungsstorungen 2-5
Aseptische Meningitis, Myelopathie <1
Herz/Lunge 60
Pleuritis, Perikarditis, Erglisse 30-50
Myokarditis, Endokarditis 10
Lupuspneumonitis 10
Herzkranzgefaflerkrankungen 5
Interstitielle Fibrose 5
Pulmonale Hypertonie, ARDS, Blutung <5
Niere 30-50
Proteinurie > 500 mg/24 h, Harnsediment 30-50
Nephrotisches Syndrom 25



Niereninsuffizienz 40

Magen-Darm-Trakt 40

Unspezifisch (Ubelkeit, leichte Schmerzen, Diarrhé) 30

Pathologische Leberenzyme 40
Vaskulitis 5
Thrombosen 15
Venos 10
Arteriell 5
Augen 15
Sicca-Syndrom 15
Konjunktivitis/Episkleritis 10
Vaskulitis 5

Tabelle 2.1: Klinische Manifestationen des SLE und Anteil der Patienten, welche diese

im Laufe der Erkrankung entwickeln

Als vermutlich bekanntestes, optisch sichtbares Symptom des SLE sei exemplarisch
das ,,Schmetterlingserythem® erwéhnt, eine photosensitive R6tung im Gesicht, die typi-
scherweise besonders auf Wangen und Nase auftritt, und an die Form eines Schmetter-
lings erinnert. Dieses Tier wird deshalb oft symbolisch fir die Erkrankung gebraucht
und ziert zum Beispiel Webauftritte von Selbsthilfegruppen. Aufgrund ihrer Geféhr-
lichkeit kommt daneben den renalen Manifestationen besondere Bedeutung zu. Die Lu-
pusnephritis (diffuse proliferative Glomerulonephritis, DPGN bzw. rapid-progressive
Glomerulonephritis) stellt in der ersten Dekade der Erkrankung die héufigste Todes-
ursache dar und fiihrt innerhalb von zwei Jahren obligat zur terminalen Niereninsuffi-
zienz (12). Diese renale Krankheitsmanifestation verlduft unbehandelt letal und stellt
sozusagen den "natural course” der Krankheit dar. Die dabei initial in den Glomeruli
ablaufenden pathologischen Verdnderungen sind sehr &hnlich auch bei anderen systemi-
schen Autoimmunerkrankungen wie den Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikérper
(ANCA)-assoziierten Kleingefafi-Vaskulitiden (Wegnersche Granulomatose, Mikrosko-
pische Polyangiitis und Churg-Strauss-Syndrom) festzustellen. Auf eine ausfiihrlichere
Beschreibung der vielen potentiellen Krankheitsverldufe und Symptome soll an dieser
Stelle aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet werden.

Der SLE betrifft vor allem junge Frauen, einige ethnische Gruppen, z.B. Menschen
afrikanischer oder asiatischer Herkunft, tragen ein hoheres Risiko (13; 14), die Pravalenz
betriagt etwa eins in 2000 (11).

Die Atiologie ist nicht vollstindig aufgeklirt und vermutlich sehr komplex (15), die
fiir den SLE typische Produktion multipler Autoantikérper wird jedoch héufig durch

Defekte verursacht, welche die Schwelle fiir Uberleben und Aktivierung autoreaktiver



B-Zellen erniedrigen (16). Von einer starken genetischen Suszeptibilitét ist auszugehen,
hier sind vor allem Gene des Haupthistokompatibilitdtskomplexes, des Komplement-
systems und des Fcy-Rezeptors zu nennen (17). Daneben scheinen duflere Faktoren
wie Infektionen, Umweltschadstoffe (z. B. Pestizide, Schwermetalle und insbesondere
Hormone), die Einnahme bestimmter Medikamente und bestimmte Verhaltensweisen
(Rauchen, erhohte UV-Exposition) eine gewisse Rolle zu spielen (18).

Serologisch ist der SLE vor allem durch eine humorale Immunantwort mit Antikor-
pern gegen zahlreiche korpereigene, v.a. nukledre Antigene gepriagt (19). Diagnostisch
wegweisend sind hier in erster Linie jene gegen nukledre Strukturen (antinukleire An-
tikorper, ANA), dsDNA, Nukleosomen, Sm-Antigen (20) und ribosomale P-Proteine.

2.1.2 Diagnose

Die korrekte und friihzeitige Diagnose des SLE ist schwierig und erfahrenen Rheumato-
logen vorbehalten. Die Zeit zwischen dem Auftreten erster Symptome und der Diagnose
betrégt im Schnitt zwei Jahre (21). Um die diagnostische Sicherheit zu erhéhen und
allgemeinverbindliche Regeln zu erreichen, erarbeitete ein Subkommitte der American
Rheumatism Association (ARA) 1971 erste Klassifikationskriterien, welche im
Anschluf groBe Verbreitung erfuhren (22). Diese wurden 1982 griindlich iiberarbeitet
und dabei vor allem um serologische Tests, welche in den urspriinglichen Kriterien noch
nicht enthalten waren, erweitert (3). Nach einer erneuten Aktualisierung 1997 (4) stand
das Dokument, welches als zentrales Werkzeug fiir die Diagnose des SLE verstanden
werden kann, in seiner heutigen Form zur Verfiigung. Hierbei handelt es sich um eine
Auflistung von elf Manifestationen, von denen mindestens vier in einem beliebigen Zeit-
raum identifiziert werden miissen, um die Erkrankung mit hoher Sicherheit festzustellen
(Tabelle 2.2, modifiziert nach (3; 4)).

Kriterium Definition

1. Schmetterlingserythem umschriebene, symmetrische hellrote flache bis leicht
erhabene Rotung der Wangen, die iiber dem

Nasenriicken zusammenlauft.

2. Diskoides Erythem meist rote Plaques mit (follikuldren) Hyperkeratosen,

Pigmentverschiebungen und Atrophie

3. Photosensitivitéat Hautausschlag als Resultat einer ungewohnlichen

Reaktion auf Sonneneinstrahlung

4. Orale Ulzera Orale oder nasopharyngeale Geschwiire, in der Regel
schmerzfrei

5. Arthritis Nonerosive Arthritis in zwei oder mehr peripheren
Gelenken




6. Serositis a)  Pleuritis oder

b)  Pericarditis

7. Renale Stérung a)  Persistente Proteinurie > 0,5 Gramm pro Tag oder
grofer als 3+ wenn keine Quantifizierung erfolgt oder
b)  Harnsedimente — Erythrozyten, Himoglobin,

Zylinder oder gemischt

8. Neurologische Stérung a)  Anfille ohne erkennbare Ursache oder

b)  Psychosen ohne erkennbare Ursache

9. Hamatologische Stérung a)  Hamolytische Andmie oder
b)  Leukopenie oder
¢) Lymphopenie oder

d) Thrombozytopenie

10. Immunologische Stérung a) ENTFALLT oder
b)  Anti-DNA: Antikérper gegen native DNA in
abnormem Titer oder
¢)  Autoantikérper gegen das Ribonukleoprotein Sm oder

Fund von Antiphospholipid Antikérpern

11. Antinukledre Antikorper Abnormer Titer von antinukledren Antikérpern

Tabelle 2.2: Diagnosekriterien des American College of Rheumatology

Obwohl einige der angegebenen Kriterien, wie Arthritis oder antinukleére Antikorper,
nur eine sehr geringe Spezifitét fiir den SLE aufweisen, wird durch die Kombination von
vier Befunden eine Spezifitdt von 96% bei einer Sensitivitit von ebenfalls 96% erreicht.
Jedoch ist das Auffinden hochspezifischer Kriterien, obwohl allein nicht ausreichend
fiir die Diagnose, wertvoll, um den diagnostischen Prozess in die richtige Richtung zu
lenken. Hier spielen Antikérper gegen doppelstrangige DNA eine herausragende Rolle
(23; 24).

2.2 Antikorper gegen DNA

2.2.1 Uberblick

Zirkulierende Antikdrper gegen DNA wurden erstmals 1957, praktisch gleichzeitig, von
vier verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben (25; 26; 27; 28). Auf Grund ihrer hohen
Spezifitdt fir den SLE und ihres frithen Auftretens spielen sie eine grofie Rolle in der
Diagnosefindung der Erkrankung. Einige sind selbst pathogen.

Neun Jahre zuvor war mit der Entdeckung der spezifisch im Knochenmark von SLE-

Patienten vorkommenden LE-Zelle durch HARGRAVES et al. der Grundstein fur die



SLE-Labordiagnostik gelegt worden (29). Bei der LE-Zelle handelt es sich um neutro-
phile Granulozyten mit basophilen Einschlukérperchen, die Kernresten phagozytier-
ter, zerstorter Leukozyten entsprechen (30). Dieses Phdnomen, die Alteration des Zell-
kerns mit nachfolgender Phagozytose von nukledrem Material, liefl sich im Folgenden
durch die Inkubation von physiologischen Leukozyten mit Patientenseren hervorrufen
(31), was auf einen Serumfaktor zuriickgefiihrt wurde, der spéter der Gammaglobulin-
Fraktion zugeordnet wurde (32). Folglich handelte es sich um Antikérper mit, wie in-
zwischen bekannt, Spezifitiat gegen den DNA-Protein-Komplex Chromatin (33) bzw.
reine DNA (34). Im Folgenden war endlich ein Labortest mit hoher Spezifitdt fur SLE
vorhanden, der jedoch in Ermangelung einfach durchzufithrender Methoden mit hohem
Aufwand und schlechter Reproduzierbarkeit zwischen verschiedenen Laboratorien ver-
bunden war. Vor diesem Hintergrund stellte die Entdeckung von Autoantikérpern mit
Spezifitdt gegen DNA eine grofle Verbesserung dar. Nachdem diese als klinisch rele-
vanter Parameter identifiziert worden waren (35) und sich die Analytik als wesentlich
verlasslicher und weniger aufwéandig als die des LE-Zellfaktors herausstellte, fand ih-
re Bestimmung breite Akzeptanz und wurde schliefSlich 1982 in die offiziellen Kriterien
des ACR aufgenommen (3). Bis heute ist die Bestimmung von dsDNA-Autoantikorpern
fiir die Diagnosefindung und Verlaufskontrolle des Systemischen Lupus Erythematodes

trotz ihrer noch zu erlduternden Schwéchen ein essentieller und weit verbreiteter Test.

2.2.2 Struktur und Funktion von Antikorpern

Antikorper oder Immunglobuline stellen die sezernierte Form der B-Zell-Antigenrezep-
toren dar und sind die entscheidenden Effektormolekiile der humoralen Immunantwort
des adaptiven Immunsystems. Ihre Aufgabe ist die spezifische Erkennung und Bindung
von Antigenen, Teilstrukturen potentiell schiadigender Agentien. Einige Noxen, wie bak-
terielle Toxine, konnen allein durch diese Bindung neutralisiert werden, wahrend gro-
Bere Schédlinge, etwa Viren oder Bakterien, durch den Vorgang fiir eine nachfolgende
Phagozytose markiert ("opsoniert”) werden. Daneben ist eine Aktivierung des Komple-
mentsystems moglich. Bei korrekter Funktionsweise des Immunsystems unterscheiden
Antikorper damit zwischen Selbst und Nicht-Selbst, um das nachfolgende Unschéd-
lichmachen fremder Stoffe zu ermdglichen. Da sich der menschliche Korper mit einer
hohen Vielzahl verschiedener Eindringlinge konfrontiert sieht, existiert folgerichtig ei-
ne extreme Variabilitdt zwischen den Immunglobulinen, die die spezifische Erkennung
unterschiedlichster Antigene gestattet.

Die molekulare Struktur der Antikorper ist in Abbildung 2.1 exemplarisch am Bei-
spiel eines IgG gezeigt. Ein Immunglobulin vom Isotyp G besteht aus vier Polypep-
tidketten, jeweils zwei identischen leichten (ca. 25 kDa) und schweren Ketten (ca. 50
kDa), welche tiber Disulfidbriicken verbunden sind. Die eigentliche Antigenbindungs-
stelle befindet sich in der variablen Region. Jede der vier beteiligten Doménen verfiigt

iiber drei hypervariable Bereiche (Complementary determining regions, CDR), durch
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Abbildung 2.1: Struktur eines IgG-Molekiils

welche die hohe Vielzahl der moglichen Antigenspezifitdten verursacht wird. Der fiir
die Antigenbindung verantwortliche Bereich wird dabei als Paratop bezeichnet. Die
Effektorfunktion wird iiber die konstante Region defniert. Anhand dieser lassen sich
beim Menschen flinf Hauptklassen, Isotypen, differenzieren: IgG, IgM, IgA, IgD und
IgE. Diese unterscheiden sich charakteristisch voneinander durch Zahl und Lokalisati-
on der Disulfidbriicken, Glykosilierungsmuster sowie die Gelenkregion zwischen Fe- und
Fab-Fragmenten. Dazu kommt, dass IgM in der Regel als Pentamere, IgA als Dimere
sezerniert werden und eine entsprechend hohere Masse haben (36).

Produziert werden Immunglobuline von Plasmazellen - ausdifferenzierten B-Lympho-
zyten. Ein Plasmazellklon sezerniert dabei immer nur Antikérper mit identischen Bin-
dungseigenschaften, sogenannte monoklonale Antikoérper. Die typische Immunantwort
in vivo ist jedoch in der Regel polyklonal, d.h. es existieren mehrere Plasmazellklo-
ne, welche Antikérper mit potentiell &hnlicher bis gleicher Spezifitéit, jedoch ansonsten
unterschiedlichen Eigenschaften produzieren. Deren Bindungseigenschaften lassen sich
analytisch iiber die Spezifitdt bzw. Kreuzreaktivitét, sowie die Bindungsstérke (Affi-
nitit) beschreiben. Da z.B. IgGs mit beiden Fab-Fragmenten, IgMs mit bis zu zehn
gleichzeitig an ihr Antigen binden kénnen, kann es zu kooperativen Effekten kommen.
Die beobachtete makroskopische Bindungsstérke ist dabei oft von der fiir nur ein Pa-
ratop definierten mikroskopischen Affinitat verschieden. In diesem Fall spricht man
von der Aviditat der Bindung. Oft {ibergangen wird dabei die Tatsache, dass auch die
Kinetik der Antigenbindung fiir diverse Anwendungen relevant sein kann und in die

umfassende Charakterisierung von Immunglobulinen integriert werden sollte.
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2.2.3 DNA als Antigen

Deoxyribonukleinsdure (DNA) ist ein aus Deoxyribonucleotiden aufgebautes Polymer.
Die Nucleotide ihrerseits bestehen jeweils aus einer der vier organischen Stickstoffbasen
Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) oder Thymin (T), dem Kohlenhydrat Deoxyribose
in seiner D-Furanose Form, sowie Phosphat (Abb. 2.2).
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Abbildung 2.2: Molekularer Aufbau der DNA.

Dabei bilden Deoxyribose und Phosphat das Phosphodiester-Riickgrat, nehmen also
in erster Linie strukturelle Aufgaben war, wiahrend die Abfolge der Basen fiir die geneti-
sche Information eines Organismus codiert. Deren Reihenfolge wird dabei in der Regel,
auf die C-Atome der Deoxyribose bezugnehmend, in 5’- nach 3’-Richtung angegeben.
Da Adenin mit Thymin, sowie Guanin mit Cytosin starke, auf Wasserstoftbriicken beru-
hende Wechselwirkungen eingeht (in diesem Kontext spricht man von Basenpaarung),
kommt es zur Hybridisierung von komplementéren gegenlaufigen DNA-Stréangen (Abb.
2.3), worauthin man doppelstrangige DNA (dsDNA) erhilt, welche konformational die
typische, weitbekannte Doppelhelix ausbildet (37). Dabei befinden sich die gepaarten
Basen im Zentrum, wéhrend das Phosphodiester-Riickgrat nach auflen hin orientiert
und damit besser zugénglich ist (38).

Neben der gezeigten rechtsgéngigen B-Form existiert unter anderem noch eine kom-
paktere A- und eine linksgéngige Z-Form (39; 40). Diese unterscheiden sich in ihrer

geometrischen Struktur deutlich voneinander.
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Abbildung 2.3: Basenpaarung fiihrt zur typischen Helixstruktur der DNA.

Damit ergeben sich fiir dsDNA einige Besonderheiten, welche sie zu einem ungewéhn-

lichen wie problematischen Antigen machen:

e Innerhalb der Bezeichnung DNA existiert eine extreme Vielzahl verschiedener
Makromolekiile. Diese sind potentiell unterschiedlich lang, einzel- oder doppel-

striangig, mit verschiedener Basenabfolge (Sequenz) und Konformation.

e Als Epitop, als Bindungsstelle fiir Antikorper, kommen stark unterschiedliche
Substrukturen in Betracht. Diese umfassen die Basen, das negativ geladene Phos-
phodiester-Riickgrat, sowie erst durch das Einnehmen einer bestimmten Konfor-

mation ausgebildete rdumliche Strukturen.

e Wird das Epitop von den Basen ausgebildet, so impliziert dies eine mogliche

Sequenzspezifitét.

e Das Phosphodiester-Riickgrat bildet eine hochrepetitive Struktur. Bei Bindung
der Antikérper an das Riickgrat ist eine Sequenzspezifitit unwahrscheinlich, je-
doch wird auf engstem Raum eine hohe Anzahl von Epitopen zur Verfiigung
gestellt, was die Bindung an praktisch jeder Stelle des DNA-Stranges, sowie mog-

licherweise mehrerer Antikérper pro Strang erlaubt.

Zusammenfassend ergibt sich also ein komplexes Bild. Zur Gruppe der anti-DNA bzw.

anti-dsDNA gehoren Antikérper mit unerschiedlichsten Bindungseigenschaften, das An-

12



tigen ist primér nicht genau definiert. Grundsétzlich handelt es sich also bei zirkulieren-
den DNA-Antikérpern um eine polyklonale Mischung von Antikérpern potentiell un-
terschiedlicher Spezifititen und Kreuzreaktivitdten, sowie Affinitdten und kinetischen
Eigenschaften. Allgemeine Aussagen iiber ihre Bindungseigenschaften zu treffen ist da-
her bereits eine gewisse Vereinfachung, allen gemeinsam ist lediglich die Bindung an
irgendeine Form von DNA. Eine kiinstliche Festlegung auf bestimmte DNA-Strukturen
scheint zuerst einmal nicht sinnvoll, vielmehr miissten bei einer umfassenden Charak-

terisierung folgende Fragen beantwortet werden:

1. Qualitdt der Antikorper:

a) An welche Feinstruktur binden die gemessenen Antikorper?
b) Wie sind ihre kinetischen und thermodynamischen Eigenschaften?

c¢) Zu welcher Isotyp-Klasse gehoren sie?
2. Quantitdt der Antikorper: In welcher Konzentration sind sie im Serum vorhanden?

3. Klinische Korrelation: Welche diagnostische sowie pathologische Relevanz ist da-

mit verbunden?

Eine vollstdndig befriedigende Antwort darauf fiir jeden einzelnen Patienten zu finden
ist kaum realisierbar und im Sinne einer effizienten Vorgehensweise auch nicht sinnvoll.
Die verfiigbare Literatur lasst sich aber zum tberwiegenden Teil in diese Gruppen glie-
dern: zum einen werden qualitative Aspekte wie Feinspezifitiaten, Kreuzreaktivitdten
oder Bindungsstarken untersucht, wofiir sich besonders monoklonale anti-dsDNA, aber
auch polyklonale Seren eignen. Diese Arbeiten zielen darauf ab, generelle Eigenschaften
bestimmter Subgruppen von anti-dsDNA detailliert und grundlegend zu untersuchen.
Quantitative Aspekte, also Konzentrations- bzw. Titermessungen sind eher methodisch
interessant und werden in Abschnitt 2.3 besprochen. Hier besteht die grofite Problema-
tik darin, dass nicht jeder Test jede Subgruppe der Autoantikoérper iiberhaupt erfasst
bzw. dass verschiedene Methoden unterschiedlich gewichten. Damit gibt das benutzte
Testsystem die Qualitdt der gemessenen Antikérper in spezifischer, aber héufig un-
bekannter Art und Weise vor. Zuletzt ist ein ganz entscheidender Punkt der, einen
Zusammenhang zwischen der Qualitdt bzw. Quantitit von anti-dsDNA und deren kli-

nischer Relevanz fiir Diagnose und Monitoring des SLE herzustellen.

2.2.4 Qualitative Eigenschaften von anti-dsDNA

Generell akzeptiert ist die Aussage von ARANA und SELIGMANN, die DNA Antikérper
aufgrund ihrer Spezifitat in drei Gruppen einteilen: (1) solche, die ausschlieflich mit ein-
zelstrangiger DNA reagieren, was auf eine Spezifitdt fiir Nukleinsdurebasen, Nucleoside,

Nukleotide oder Polynukleotide zuriickzufiihren ist; (2) solche, die sowohl mit einzel-
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wie auch doppelstrangiger DNA reagieren und (3) seltene Antikorper, welche exklu-
siv dsDNA binden (41). Anti-dsDNA, wie sie aufgrund ihrer Spezifitdt fiir SLE in der
vorliegenden Arbeit verstanden werden, umfassen die letzteren beiden Gruppen. Auf
molekularer Ebene ist diese Spezifitiat meist mit der Bindung an das negativ geladene
Phosphodiester-Riickgrat zu erklaren (42). Bereits in frithen Arbeiten wurde erkannt,
dass deshalb im Prinzip dsDNA aus unterschiedlichsten Quellen fiir den Nachweis dieser
Autoantikorper verwendet werden kann (43). Dabei gibt es jedoch quantitative Unter-
schiede, welche auf molekularer Ebene schwierig zu verstehen sind. ANDRZEJEWSKI et
al. konnten am Beispiel muriner monoklonaler anti-dsDNA verschiedene Bindungspro-
file, also quantitativ unterschiedliche Spezifitdten gegen ss-DNA, ds-DNA oder Oligo-
nukleotide demonstrieren. Diese unterschieden sich nicht nur interindividuell von Maus
zu Maus, sondern intraindividuell zwischen den einzelnen mAks (44; 45).

Was die Entstehung bzw. den genetischen Ursprung von anti-dsDNA angeht, so konn-
te gezeigt werden, dass die urspriingliche Hypothese, IgM anti-dsDNA seien das Pro-
dukt einer unspezifischen B-Zell-Aktivierung, wahrend IgG anti-dsDNA spezifisch auf
einen Antigen-Reiz produziert wiirden, nicht zutrifft. Im Gegenteil kommt es immer
zu klonaler Selektion, somatischer Hypermutation sowie zu einem Klassenwechsel von
IgM zu anderen Isotypen (46; 47). Hierbei fallt auf, dass einige Variationen in der varia-
blen Region der Antikorper typisch sind, also bestimmte Mutationen gehauft auftreten
(48; 49; 50). MARION et al. konnten zeigen, dass vor allem (positiv geladene) Arginine
in der dritten complementary determining region (vgl. Abb. 2.1) mit der anti-DNA
Spezifitdt der Antikérper korrelieren. Auch sie fanden eine klonal selektive, Antigen-
spezifische Immunantwort (51; 52; 53; 54; 55; 56).

Aus Dissoziationsexperimenten bei verschiedenen pH-Werten und Ionenstérken wur-
de geschlossen, dass die Wechselwirkung zwischen anti-dsDNA und dsDNA hauptséch-
lich auf ionische Wechselwirkungen zuriickzufiihren ist (57), ausserdem ist die Bindung
abhéngig von der Lange der eingesetzten dsDNA-Fragmente (bessere Bindung an lan-
gere DNA), was sich jedoch von Serum zu Serum unterscheiden kann (58). SANO et
al. fanden eine hohere Affinitit zu G+C-reichen Sequenzen und zu methylierter DNA
(59).

Daneben sei die Existenz von konformations- (42) sowie sequenz-spezifischen anti-
dsDNA erwéahnt. Letztere sind nicht mit SLE assoziiert und elektrostatische Interaktio-
nen spielen keine grofe Rolle fiir die Wechselwirkung (60). SLE-assoziierte anti-dsDNA
zeigen aulerdem ausgeprigte Kreuzreaktivitdten z.B. gegen das Phospholipid Cardio-
lipin, Komponenten des Zytoskeletts, Blutplattchen, Ribosomales Protein S1 und a-
Actinin (61; 62; 63).

Fiir die Affinitdt der bisher untersuchten anti-dsDNA existieren, wie zu erwarten,
deutliche Unterschiede. Dies spielt eine Rolle fiir zwei noch zu erlauternde Aspekte,
die Korrelation mit dem klinischen Bild der Erkrankung, sowie den Eigenschaften ge-

brauchlicher Assays, welche niedrigavide Antikérper zum Teil nicht erfassen. So kénnen
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Antikorper mit niedriger Aviditat z.B. mit dem PEG-Assay bestimmt werden. Sie sind
zwar weniger auf SLE beschrinkt als ihre hochaviden Pendants, jedoch sinnvoll fiir
ein einleitendes Screening. Die Ratio der Messwerte aus zwei Assays, welche entweder
nur hochavide (Farr-Assay, siehe Abschnitt 2.3) bzw. auch niedrigavide anti-dsDNA
(PEG-Assay) nachweisen, wurde hier als sinnvoll fiir die Vorhersage von Exazerbatio-
nen betrachtet (64; 65; 66). Die Ratio korreliert auflerdem mit der Salzlabilitat der Im-
munkomplexe (67). DEVENS weist darauf hin, dass nicht die Affinitdt der anti-dsDNA
entscheidend fir ihre Rolle in der SLE Diagnostik sei, sondern die bei weitem komple-
xere und biologisch relevantere Aviditat des ganzen multivalenten Antikérpermolekiils.
Dies resultiert in etwa 10% bis 10°-fach héheren Gleichgewichtskonstanten (68; 69; 70).
Auf eine grofle Rolle kooperativer Effekte deutet auch eine grundlegende Arbeit von
AARDEN et al. hin, in der durch partielle Reduktion der Disulfidbriicken von Anti-
korpermolekiilen eine ausgeprégte Alteration des Bindungsverhalten erfolgt (71). Eine
exakte Bestimmung der Aviditdten von anti-dsDNA ist jedoch analytisch schwierig, ein
frither Vergleich drei verschiedener Ansétze fithrte zu keinem befriedigenden Ergebnis.
(72).

2.2.5 Diagnostische und pathologische Relevanz

Anti-dsDNA sind spezifisch fiir den SLE und korrelieren mit dem Krankheitsverlauf,
sodass sie auch fiir ein Monitoring geeignet sind (73; 74; 75; 76; 77; 78; 79; 66; 80). Aus-
serdem sind sie bereits Jahre vor dem Ausbruch der Erkrankung nachweisbar (81). Er-
wéhnenswert ist eine Studie von OKAMURA et al., die eine starke Korrelation zwischen
IgG anti-dsDNA und renaler Beteiligung aufdeckt, wahrend fiir IgM anti-dsDNA oder
anti-ssDNA kein Zusammenhang gefunden wurde. Als Besonderheit wurden hier unbe-
handelte Patienten beobachtet, bei einer Behandlung ist ein Riickgang der anti-dsDNA
moglich (82). Die besondere Bedeutung von Autoantikérpern des IgG Isotyps wurde
mehrfach bestatigt (83; 84; 43; 73), v.a. fiir die Vorhersage einer renalen Beteiligung
sind diese wertvoll (85). Dagegen korreliert IgM nicht gut mit dem Krankheitsverlauf
(86; 87; 88). Spitere Arbeiten zeigen eine negative Korrelation von IgM anti-dsDNA
mit der gefiirchteten Glomerulonephritis (89; 90), andere eine Korrelation mit kuta-
nen Erscheinungsformen (91). Auch fiir IgA anti-dsDNA wurde eine Assoziation mit
bestimmten Manifestationen, v.a. Vaskulitis gefunden (92).

Wie bereits erwahnt, ist neben dem Isotyp auch die Aviditdt der Antikérper von
Bedeutung. Hochavide Antikorper sind demnach mit einem schwerwiegenderen Krank-
heitsverlauf, insbesondere mit Glomerulonephritis assoziiert (93; 94; 95; 96; 97).

Einige, aber nicht alle anti-dsDNA sind dariiberhinaus selbst pathogen. So konnten
etwa in wegweisenden Arbeiten von KOFFLER et al. anti-dsSDNA aus den Nieren ver-
storbener SLE-Patienten mit Glomerulonephritis eluiert werden (98; 99; 100). Bei der
Injektion von aufgereinigten anti-dsDNA in Mause kommt es zu einer Anreicherung ei-

niger Subpopulationen in den Glomeruli (101). Einige murine monoklonale anti-dsDNA
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rufen bei passivem Transfer in gesunde Méuse Glomerulonephritis hervor (102). Aller-
dings wurden in Myelom-Patienten bereits hohe Mengen anti-dsDNA nachgewiesen,
ohne dass diese einen Lupus entwickelten (103). Fiir die pathogene Aktivitdt werden
im wesentlichen drei Mechanismen diskutiert. Zum einen bilden DNA-Autoantikorper
in vivo Immunkomplexe (35), welche nach Ablagerung in den Glomeruli Komplement
fixieren konnen (104). Neuere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Komplement-
fixation auch nach einer direkten Bindung von Strukturen der Niere ausgelost wird
(105; 106; 107; 104). Daneben kann es zu einer Penetration in lebende Epithelzellen
von Tubuli mit deren anschliefender Schiadigung kommen (104). Die Gabe des immun-
suppresiven Glucocorticoids Prednison bei Anstieg des anti-dsDNA Titers ist in der
Lage, Exazerbationen zu einem gewissen Grad zu verhindern (108).

Eine molekulare Analyse pathogener IgGs offenbart charakteristische Mutationen
in der variablen Region. Hier sind vor allem basische Aminosduren wie Arginin und
Lysin in den CDRs von Bedeutung, was sich mit dem oben zitierten Fund kationischer
IgGs deckt. Desweiteren deutet eine Kreuzreaktivitdt mit a-Actinin auf eine gewisse
pathologische Relevanz hin (50).

HAUGBRO et al. weisen schliefflich auf das grofle diagnostische Dilemma hin, dass die
Aussagekraft der anti-dsDNA-Detektion vom jeweils verwendeten Assay abhéngt. Zu
wenige Studien wiirden sich mit der eigentlichen Frage beschéftigen, ob eine Korrelation
mit Bindungsmustern, Aviditéat, molekularer Spezifitdt oder einfach nur Titern besteht.
Ginge man davon aus, dass nur Subpopulationen von anti-dsDNA fiir den SLE spezifisch
sind, ware die Messung von ”Antikorpern gegen native DNA in abnormem Titer”, wie
in den ACR-Kriterien verlangt, nicht ausreichend (109).

2.2.6 Zusammenfassung

Antikorper gegen doppelstriangige DNA kommen mit hoher Spezifitdt im Serum von
SLE-Patienten vor. Auf eine renale Beteiligung - die Glomerulonephritis stellt eine
gefiirchtete Komplikation dar - deutet vor allem hohe Aviditét sowie der Isotyp G hin.
Subpopulationen, vor allem wieder hochavide IgG Antikorper, sind selbst pathogen.
Die Bestimmung von anti-dsDNA ist damit sowohl fiir die Diagnose als auch fiir die

Verlaufskontrolle der Erkrankung von grofier Bedeutung.

2.3 Stand der anti-dsDNA-Laboranalytik

Um die Sinnhaftigkeit und das Ziel der vorliegenden Arbeit zu verstehen, ist ein vertief-
ter Einblick in die aktuelle Situation der anti-dsDNA-Laboranalytik wichtig. Grund-
sdtzlich ist darauf hinzuweisen, dass das Feld der Labordiagnostik von Autoimmuner-
krankungen nur schlecht mit anderen analytischen Situationen vergleichbar ist. Ist man
etwa am Anteil der Verunreinigungen in einem Pharmakon, an Pestizidriickstdnden in

einem Gewdsser (110; 111) oder am Allergengehalt von Lebensmitteln interessiert (112),
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so kommt es darauf an, den betreffenden Analyten auch aus komplexen Matrices (Arz-
neiform, Gewésser, Lebensmittel) spezifisch und mit hoher Sensitivitit zu quantifizie-
ren. Im Vergleich dazu ist die Ausgangslage bei der Analytik von Autoantikérpern gegen
dsDNA wesentlich komplexer. Den ”einen” anti-dsDNA Antikérper gibt es nicht, jedes
denkbare Immunglobulin, welches - und sei es auch nur schwach - an dsDNA bindet,
gehort zu dieser Gruppe. Dazu kommt das Problem, dass man bei der Untersuchung
von Patientenproben nicht nur inter-, sondern auch intraindividuell mit einer enormen
Vielfalt relevanter Analyten konfrontiert ist. Auflerdem befindet sich jeder anti-dsDNA
in Gesellschaft zahlreicher Antikérper mit anderen, irrelevanten Spezifitéiten.

Jeder Assay zum Nachweis von Autoantikérpern ist damit in gewisser Weise eine Art
funktioneller Assay: relevante Immunglobuline werden von irrelevanten aussschliefilich
aufgrund eine ihrer Funktionen - der Bindung an ihr Antigen - unterschieden. Genau
daraus folgt ein grofles Problem: die im polyklonalen Serum vorhandenen monoklonalen
anti-dsDNA unterscheiden sich potentiell nicht nur in ihrer jeweiligen Konzentration,
sondern auch was ihre Kreuzreaktivitaten und Affinitdten angeht, also gerade in ihrer
Funktionalitdt. Das Ergebnis eines Assays ist damit ganz empfindlich von den genauen
FEigenschaften desselben abhéngig. Historisch bedeutende und aktuell gingige Tests

sollen deshalb an dieser Stelle kurz rekapituliert werden.

2.3.1 Radioimmunoassay nach Farr

Der nach Richard Farr benannte RIA geht auf ein Verfahren zur Quantifizierung der
Wechselwirkung von '3!I-markiertem BSA mit spezifischen Antiseren zuriick (113).
Bis dahin iibliche Methoden fiir den Nachweis und die Quantifizierung von Antikor-
pern maflen in der Regel sekundire Effekte, wie Komplementfixation, Prézipitation
oder Hamolyse, welche nach der Formation von Immunkomplexen nur in einem Teil
der Falle auftreten, und damit keine Information tiber den Gesamtgehalt an Antikor-
pern liefern (114). Im Gegensatz dazu liefert der Farr-Assay ein direktes Maf fiir die
Antigen-Bindungskapazitat. Technisch beruht er auf der Tatsache, dass BSA-anti-BSA
Immunkomplexe in einer zu 50% gesattigten Ammoniumsulfatlosung unloslich sind,
nicht jedoch freies BSA. Dies gilt im Gegensatz zur spontanen Immunprézipitation
auch im Uberschuss von Antigen.

Die Methode wurde 1968 fiir die Verwendung mit 3H-(spiter'2°1)-dsDNA adaptiert
(115) und im Folgenden ausgiebig untersucht. Sensititivit und Spezifitat fir die Be-
stimmung von anti-dsDNA héngen dabei entscheidend von pH-Wert und Ionenstérke
wahrend der Immunkomplex-Formation ab. Werden die Reaktionsbedingungen falsch
gewdhlt, so wird eine nicht auf anti-dsDNA beruhende Reaktivitdt von Kontrollseren
gesunder Spender beobachtet (116). Ebenfalls grofien Einfluss auf das gemessene Ergeb-
nis haben Grofle und Reinheit des als Antigen benutzten DNA-Substrats (117), durch
Radioaktivitéit verursachte Strangtrennung fithrt potentiell zu einer Kontamination mit

ssDNA (5). Unter idealen Bedingungen ist die Bindung eines einzelnen IgG Molekiils pro
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Abbildung 2.4: Funktionsprinzip des Farr-Assay: Immunkomplexe aus dsDNA und in
Serum enthaltenen dsDNA-Antikorpern werden mit 50% Ammonium-
sulfat préazipitiert und nach Zentrifugation durch Messung der im Pra-
zipitat enthaltenen Radioaktivitdt quantifiziert.

DNA Molekiil (eingesetzt wurde hier DNA des Bakteriophagen PM2 mit einer Masse
von etwa 5,9x10% Da) bereits ausreichend fiir die Ammoniumsulfat-Préizipitation (118).
Als problematisch gilt die hohe Ionenstirke, welche zu einer Dissoziation von niedrig
aviden DNA-anti-DNA Komplexen fiithren kann (119). Auch wenn dariiber eine gewisse
Kontroverse existiert (so zeigen etwa RUBIN et al., dass niedrig avide Komplexe gerade
nicht selektiv durch Ammoniumsulfat dissoziiert werden (120)), gilt der Farr-Assay da-
her gemeinhin als auf die Detektion hochavider anti-dsDNA beschrankt. Er ist damit
die restriktivste und auch spezifischste der routineméflig verwendeten Bestimmungs-
methoden (121) und wird aufgrund seiner hohen Spezifitat haufig als Goldstandard fiir
die anti-dsDNA Bestimmung bezeichnet (122). Zudem ist ein Anstieg des gemessenen
anti-dsDNA Wertes pradiktiv fiir Exazerbationen (75).

2.3.2 Crithidia luciliae Immunfluoreszenz

Bereits in der Frithzeit der anti-dsDNA Laboranalytik entstand die Idee, die verbreitete
Technik der indirekten Immunfluoreszenz auszunutzen, wobei unter Verwendung von
Leukozyten als Substrat auf anti-dsDNA hindeutende Fluoreszenz-Pattern identifiziert
werden konnten (123). Um die mangelhafte Spezifitdt dieser Methode zu verbessern,
wurde 1975 von AARDEN et al. der Himoflagellat Crithidia lucilice als Substrat fir
die IF vorgeschlagen (124). Dieser eukaryotische Einzeller verfiigt iiber ein einziges
grofles Mitochondrium, in dem sich der Kinetoplast befindet, ein grofles Netzwerk mit-
ochondrialer DNA, welche praktisch nicht mit anderen nukledren Antigenen assoziiert
ist (125). Dariiberhinaus ist C. luciliae nicht humanpathogen und relativ leicht zu
kultivieren. Zur Durchfithrung wird C. luciliae auf Objekttragern fixiert und mit Pa-
tientenseren in verschiedenen Verdiinnungen inkubiert. Gebundene Antikérper werden
mit einem FITC-markierten anti-human-Ig Serum angefarbt und mikroskopisch identi-
fiziert (Abb. 2.5). Messergebnis ist der Grenztiter, also die hochste als positiv bewertete

Verdiinnung der urspriinglichen Probe. Eine echte Quantifizierung wird damit nicht er-
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moglicht, im Gegensatz zum Farr-Assay kann jedoch durch Wahl geeigneter Antiseren

problemlos zwischen den verschiedenen Isotypen differenziert werden.
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Abbildung 2.5: A. Prinzip der Crithidia luciliae Immunfluoreszenz. B. Positiver Befund:
entscheidend ist die Anfiarbung des Kinetoplasten, der aufgrund seiner
Lage nahe der Geifel identifiziert werden kann (hier schlecht sichtbar).
Aufgrund der Abwesenheit anderer nukleédrer Antigene ist die Farbung
des Kinetoplasten spezifisch fiir anti-dsDNA, wahrend die Farbung des
Nukleus nicht ausreicht.

BALLOU et al. fanden im Folgenden eine gute diagnostische Spezifitdt der CLIF fiir
SLE, dariiberhinaus folgten die Titer dem Krankheitsverlauf und erméglichten eine Vor-
hersage von Exazerbationen (73). Der Vergleich mit dem Farr-Assay unter Verwendung
einer sehr hohen Probenzahl férderte jedoch hohe Differenzen zwischen den beiden Me-
thoden zu Tage; mit der CLIF wurden etwa dreimal so viele Seren als anti-dsDNA posi-
tiv bewertet (126). Dies wird darauf zuriickgefiihrt, dass im Gegensatz zum Farr-Assay
zusétzlich Antikorper niedriger Affinitdt erfasst werden konnen (73; 119; 127; 121).
Zu kritisieren ist der hohe Arbeitsaufwand und die fehlende echte Quantifizierbarkeit,
zudem ist eine gewisse Erfahrung fiir die Durchfiihrung und Auswertung des Tests von-
noten, sodass die Ergebnisse immer subjektiv gefarbt sind. Einen Ausweg aus diesem
Dilemma koénnte die Computer-gestiitzte Auswertung liefern, die jedoch in der klini-

schen Praxis noch nicht gebrauchlich ist (128).

2.3.3 ELISA-Methoden

In der labormedizinischen Praxis zeigen ELISAs, was ihre grundsétzliche Praktikabili-

tat angeht, einige klare Vorteile gegeniiber den anderen Methoden. Die relativ einfache
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Durchfihrung und Auswertung, der Verzicht auf Radioaktivitat, ihre hohe Sensitivitat,
die gute Quantifizierbarkeit und die Mdglichkeit, ohne hohen Mehraufwand mit mehre-
ren Replikaten zu arbeiten, sind als vorteilhaft zu bewerten. Es sind daher eine ganze

Reihe von Systemen auf dem Markt, die sich zum Teil stark unterscheiden (Tab. 2.3).

Name Hersteller Isotypspezifitat Antigen

Anti-dsDNA IgG Orgentec, Mainz IgG rekombinante
dsDNA

Anti-dsDNA IgM Orgentec, Mainz IgM rekombinante
dsDNA

Anti-dsDNA IgA Orgentec, Mainz IgA rekombinante
dsDNA

Anti-dsDNA Screen Orgentec, Mainz IgG/M/A rekombinante
dsDNA

AESKULISA Aesku, IgG rekombinante
dsDNA-G Wendelsheim dsDNA

AESKULISA Aesku, IgM rekombinante
dsDNA-M Wendelsheim dsDNA

AESKULISA Aesku, IgA rekombinante
dsDNA-A Wendelsheim dsDNA

AESKULISA Aesku, IgG/M/A rekombinante
dsDNA-Check Wendelsheim dsDNA

Bindazyme The Binding Site, IgG Kalbsthymus
Schwetzingen dsDNA

Farrzyme The Binding Site, IgG Kalbsthymus
Schwetzingen dsDNA

Anti-dsDNA Generic Assays, IgG keine Angabe

Dahlewitz

Varelisa dsDNA Phadia, Freiburg IgG rekombinante

Antibodies Plasmid-DNA

ELiA Phadia Phadia, Freiburg IgG rekombinante

Plasmid-DNA

Tabelle 2.3: Ubersicht einiger kommerziell erhéltlicher anti-dsDNA-ELISAs.

Dazu kommen weitere kommerzielle und nicht kommerzielle ELISAs, auf die hier
nicht im einzelnen eingegangen werden soll (129; 130; 131; 132; 133). Wéahrend bisher
davon ausgegangen wurde, dass mit ELISAs auch Antikérper sehr niedriger Affinitét,
und damit insgesamt die grofite Subpopulation von anti-dsDNA detektiert werden kann
(127), ist dies mit neuen Methoden nicht mehr der Fall. Da die Detektion niedrigaffiner
Antikérper zwar zu einer guten diagnostischen Sensitivitét, allerdings auch zu einer
schlechten diagnostischen Spezifitat fiihrt, wurden Tests entwickelt, welche wieder ge-
zielt nur hochaffine Antikorper detektieren. Ein prominentes Beispiel hierfiir ist der
Farrzyme (Tab. 2.3), welcher in einem aktuellen Assayvergleich seine Eignung fiir die
Diagnostik bewies (134).
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2.3.4 Nicht mehr gebrauchliche Methoden

Eine Reihe von anti-dsDNA Testsystemen hat nur noch historische Bedeutung und ist,
zumindest was die Routinediagnostik angeht, nicht mehr in Gebrauch.

So wurde gerade in der Anfangszeit der anti-dsDNA Bestimmung die relativ in-
sensitive Immunprézipitation, also die Ausfillung von Immunkomplexen, héaufig an-
gewendet (135; 41). Hierunter fallen auch Techniken wie die zweidimensionale Im-
mundiffusion nach Ouchterlony (136; 137; 35; 98) oder die sensitivere Gegenstrom-
Immunelektrophorese (138). Weitere fiir die anti-dsDNA Bestimmmung eingesetzte
Methoden, welche auf die Messung sekundérer Effekte abzielen, sind Hamagglutina-
tion (98) und quantitative Komplementfixation (139; 41).

Eine Variante des Farr-Assays ist der PEG-Assay (140). Dieser funktioniert nach
dem gleichen Prinzip, jedoch wird statt Ammoniumsulfat PEG fiir die Prézipitation
der Immunkomplexe eingesetzt, was auch die Detektion von anti-dsDNA mit niedrigerer
Affinitdt ermoglicht.

2.3.5 Standardisierung mit Wo/80

Um die diagnostische Sicherheit und die Vergleichbarkeit zwischen den bis dato ge-
brauchlichen anti-dsDNA-Bestimmungsmethoden zu erhéhen, wurde 1988 von FELT-
KAMP et al. der erste internationale Standard fiir Antikérper gegen dsDNA etabliert
(6; 141). Dafiir wurden zwei Liter Plasma eines einzelnen SLE Patienten (Wo) rekal-
zifiziert und nach Ablauf der Gerinnung zentrifugiert. Das resultierende Serum wurde
in 1800 Vials aliquotiert und lyophilisiert, jedes Vial enthielt dann per Definition 100
IU anti-dsDNA und war fiir die Rekonstitution zu einem Volumen von 500 pl gedacht.
Wo/80 wurde mit dem Farr-Assay sowie der CLIF in ihrer damals iiblichen Form getes-
tet, wobei relativ konsistente Ergebnisse erhalten wurden. Desweiteren wurde Wo/80
sowohl auf die Abwesenheit weiterer Autoantikérper sowie auf Stabilitét gepriift, wobei
der langste Zeitraum fiir die Stabilitdtstestung lediglich zwei Jahre betrug. Der Stan-
dard war daraufhin als biologische Referenzpréparation der WHO verfiigbar und wurde
vom Zentrallabor des Niederlandischen Roten Kreuzes vertrieben. Praktisch alle kom-
merziellen Assays wurden in der Folgezeit gegen Wo/80 kalibriert. Um das Problem
der ganz offensichtlich limitierten Menge zu umgehen, schlugen FELTKAMP et al. die
Etablierung nationaler, regionaler und lokaler Standards vor.

Wo/80 wurde in der Zwischenzeit ohne jeden Ersatz zuriickgezogen (142).

2.3.6 Zusammenfassung

Die groflien Unterschiede zwischen vorhandenen Assays und die damit verbundene man-
gelhafte Vergleichbarkeit (131; 130; 134; 109) erschwert es dem Kliniker, die erhaltenen

Laborwerte richtig einzuordnen und gegebenenfalls geeignete Konsequenzen, wie eine
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Farr RIA CLIF diverse ELISAs SPR-Biosensor
Detektierter alle Isotypen meist nur IgG meist nur IgG a priori alle
Isotyp Isotypen
DNA Substrat radioaktiv Crithidia luciliae div. eukaryotische und rekombinant
markierte Kinetoplast prokaryotische Quellen human
dsDNA
Affinitat +++ ++ + bis +++ a priori +

Tabelle 2.4: Vergleich gebrauchlicher anti-dsDNA Labortests und des vorgestellten
SPR-Biosensors hinsichtlich ihrer Eigenschaften

medikamenttse Behandlung des Patienten, zu ergreifen. EGNER (5) nennt hier folgende

Ursachen:

1. Unterschiedliche Substrate: da keinerlei regulative Festlegung auf die Art und
Quelle der zu verwendenden antigenen dsDNA existiert, kommen von PCR-Pro-
dukten iiber Plasmide und Sdugetier-DNA bis hin zu ganzen Zellen die unter-
schiedlichsten Praparationen zum Einsatz, die nicht zwingend die gleiche Gruppe

von Antikérpern binden.

2. Detektierter Isotyp: verschiedene Assays detektieren je nach Aufbau verschiedene
Isotypen (IgG, IgA, IgM, bzw. Kombinationen hiervon). Alle drei sind jedoch
potentiell vorhanden und besitzen eine unterschiedliche klinische Relevanz (92;
90; 91; 89; 87; 84).

3. Affinitat der Antikorper: die Affinitdt hat ebenfalls einen starken Einfluss darauf,
ob Antikérper von einem gegebenen Test detektiert werden oder nicht. Wéhrend
z.B. einige ELISAs Subgruppen niedriger Affinitét sehr wohl erfassen, tragen diese
bei anderen Methoden nicht zum Messwert bei. Dazu kommt, dass hochaffine

anti-dsDNA moglicherweise iiber ein hoheres pathogenes Potential verfiigen.

4. Assay-spezifische Probleme: falsch positive Ergebnisse kénnen z.B. durch Verun-
reinigungen des Substrats mit ssDNA und Histonen oder durch Antikérper gegen

eingesetzte chemische Crosslinker verursacht werden.

5. Problematische bzw. fehlende Standardisierung und Kalibration.

Es bleibt fiir die Praxis festzuhalten, dass mit jedem Assay andere Subgruppen von anti-
dsDNA detektiert und unterschiedlich gewichtet werden. Tabelle 2.4 zeigt eine knappe
Darstellung der wichtigsten Differenzen zwischen den gebrauchlichsten Methoden und
dem hier vorgestellten SPR-Biosensor (modifiziert nach (5; 104; 109)).

Resultat dieser Situation ist die Praxis, mit mehreren Assays zu arbeiten und die-
se je nach Fragestellung fiir z.B. Erstdiagnose, Verlaufskontrolle oder Vorhersage von
Exazerbationen, einzusetzen (122; 143; 144).
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2.4 Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)-Biosensorik

2.4.1 Grundlagen der Biosensorik
2.4.1.1 Begriffsbestimmung

"Ein Sensor wandelt [...] [eine] zu messende physikalische Grée und ihre Anderung in
elektrische Grofien und deren Anderungen um, die elektronisch weiterverarbeitet oder
tibertragen werden kénnen” (145).

Ein chemischer Sensor ist dabei laut WOLFBEIS ein ”Gerét, welches in der Lage ist,
einen physikalischen Parameter oder die Konzentration einer chemischen oder bioche-
mischen Spezies kontinuierlich und reversibel zu messen” (146), wéhrend NIESSNER ihn
als kleinen Meflwertaufnehmer zur Umsetzung von Stoffkonzentrationen in elektrische
oder optische Signale definiert (147).

Auch fir den Begriff des Biosensors existiert eine ganze Reihe von im Wortlaut
verschiedenen Definitionen (148; 149; 150), die sich jedoch in ihrer Quintessenz kaum
unterscheiden. Am elegantesten formuliert es meiner Einschatzung nach SETHI, der den
Biosensor als 7ein Gerét, welches biologische Aktivitéit in ein quantifizierbares Signal
wandelt” definiert. Der Biosensor ist damit ein Spezialfall des chemischen Sensors, bei
dem die zu messende Gréfle von biologischer Aktivitat verursacht wird. Dafiir sind im-
mer drei Schliisselmodule nétig (Abb. 2.6): zum einen ein Erkennungselement, welches
mit einer biologischen Komponente moglichst spezifisch interagieren kann, wodurch
eine physikalische Anderung hervorgerufen wird. Diese Anderung wird durch den in
unmittelbarer Nahe befindlichen Transducer moglichst sensitiv in ein quantifizierbares
Signal umgewandelt, welches vom nachgeschalteten Prozessor entsprechend den Anfor-

derungen des Nutzers weiterverarbeitet wird.

A —
‘ Elektrochemisch
0 g | Optisch
‘ Thermisch
-
O Massenanderung
—-
Probe Biospezifisches
Erkennungs- Transducer Prozessor
element

Abbildung 2.6: Generelles Funktionsprinzip eines Biosensors
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Art des Erkennungselement Analyt Referenz
Erkennungselements
Enzym Glucoseoxidase Glucose (153)
Enzymsubstrat p-Nitrophenyl-tri- N-acetyl-3- Lysozym (154)
chitotriosid
Antikorper spezifische Antikorper diverse Pestizide (155)
Antigen 4-Chloro-6-(isopropylamino)- Atrazin (156)
1,3,5-triazin-2-(6’-
amino)capronséiure
Nukleinséuren PNA PCR amplifiziert, denaturierte  (157)
dsDNA
ssODN ssODN (158)
ssODN HIV-1 abgeleitete (159)
DNA-Sequenz
ganze Zellen Chlorella vulgaris Herbizide (160)
Rezeptorliganden Dihydrotestosteronderivate Sexualhormonbindendes (161)
Globulin
biomimetische Molekular gepragtes Polymer Morphin (162)
Rezeptoren (Molecularly imprinted

polymer, MIP)

Tabelle 2.5: Beispiele zur Einteilung von Biosensoren anhand deren Erkennungsele-
menten

2.4.1.2 Klassifizierung auf Basis des Erkennungselementes

Eine Klassifizierung der Biosensoren kann sinnvollerweise entweder durch die Art des
Erkennungselementes oder des Transducers erfolgen. Als Erkennungselemente, im Fall
der Biosensoren hiufig als Biorezeptoren bezeichnet, kommen zahlreiche unterschied-
liche Biomolekiile in Betracht. Fiir eine grobe Einteilung kénnen finf Gruppen defi-
niert werden: Enzymsysteme, Antikorper/Antigen, Nukleinsiduren, zelluldre Struktu-
ren/ganze Zellen und biomimetische Materialen (synthetische Rezeptoren) (151). Ta-
belle 2.5 zeigt eine exemplarische Ubersicht iiber einige verdffentlichte Anwendungen.
Allgemein werden Biosensoren vor allem zur Nahrungsmittel- und Umweltanalytik, kli-
nischen Diagnostik, sowie zur Prozessiiberwachung eingesetzt. Ein weiteres zukunfts-
weisendes Einsatzgebiet ist das High-Throughput Screening von Substanzbibliotheken
zur Suche neuer Pharmaka (152).

Von einem Immunosensor spricht man tblicherweise dann, wenn Antikorper oder
Fragmente hiervon als Erkennungselement fungieren (150; 163). Dieser Aufbau ist ex-
trem variabel, da mit der von KOHLER und MILSTEIN entwickelten Hybridomatechnik,
fiir die sie 1984 mit dem Nobelpreis fiir Medizin ausgezeichnet wurden, monoklonale
Antikérper gegen so gut wie jedes denkbare Antigen produziert werden kénnen (164).
Setzt man sie als Biorezeptor ein, kann so mit einem gleichbleibenden Arbeitsablauf

eine extrem hohe Zahl unterschiedlicher Biosensor-Spezifititen realisiert werden.
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Im Sinne dieser Arbeit soll der Begriff des Immunosensors jedoch in Ubereinstimmung
mit MORGAN et al. etwas weiter gefasst werden (165). Es kann immer dann von einem
Immunosensor gesprochen werden, wenn die gemessene biologische Aktivitéit auf spe-
zifische Antikorper/Antigen-Interaktionen zuriickgefiihrt werden kann. Dies bedeutet,
dass auch das Antigen als Erkennungselement fiir die Messung der Antikorperaktivitat
eingesetzt werden kann. Der in dieser Arbeit vorgestellte anti-dsDNA-Biosensor, der
auf diesem Prinzip beruht (Abb. 2.7), wird damit ebenfalls in die Kategorie der Im-
munosensoren eingeordnet, auch wenn in der Praxis die Nutzung von Antikérpern als

Biorezeptoren klar iiberwiegt.

-
Optisch: SPR-
Effekt
-
-
Serum im Oberflachen-
Transducer Prozessor

Durchfluss  Immobilisierte
DNA

Abbildung 2.7: Funktionsprinzip des geplanten anti-dsDNA Biosensors

Nichtsdestoweniger ist dieses Messprinzip fiir medizinische Routineanwendungen in-
teressant, wie z.B. in der vorgestellten Arbeit zur Diagnostik und Verlaufskontrolle
von Autoimmunerkrankungen. Daneben ist unter anderem eine Nutzung zur Identifi-
zierung von IgE-Allergenspezifititen bei allergischen Reaktionen vom Typ I denkbar
(166; 167), sowie im Bereich der Infektionsserologie zur Bestimmung von Impftitern

oder zur Diagnose von Infektionen (168).

2.4.1.3 Klassifizierung auf Basis des Transducers

Wiéhrend der Biorezeptor fiir die Interaktion mit der zu analysierenden biologischen
Komponente und damit fiir die Spezifitdt der Messung hauptverantwortlich ist, hat der
Transducer, oder Signalwandler, die Aufgabe, diese biologische Aktivitat in ein quan-
tifizierbares und prozessierbares, héufig elektrisches Signal umzuwandeln (169). Dabei
ist die Sensitivitdt des gesamten Messsystems mafigeblich, wenn auch nicht ausschlief3-
lich, von der Wahl eines geeigneten Transducers abhingig. Nicht jeder Biorezeptor
kann mit jedem Transducer beliebig kombiniert werden, so setzen beispielsweise elek-
trochemische Transducer eine elektrochemische Aktivét voraus, welche beispielsweise
bei Antikorper/Antigen Interaktionen primér nicht gegeben, und eher fiir enzymatische

Reaktionen geeignet ist. Andere Transducer erfordern den Gebrauch eines Fluoreszenz-
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oder Enzym-Labels. Eine Auflistung einiger gebrauchlicher Systeme und deren typische

Applikationen zeigt Tab. 2.6.

Transducer-System  Messung Messgrofie Typische
Anwendung
Elektrochemisch Potentiometrie Potential Enzymkatalysierte
Reaktionen (170)
Amperometrie Stromstéarke Enzymkatalysierte
Reaktionen (171)
Konduktometrie elektrischer Leitwert Enzymkatalysierte
Reaktionen (172)
Optisch Oberflachenplasmonenresonanz  Brechungsindex immunologische
Interaktionen
(173)
Total internal reflection Fluoreszenz immunologische
fluorescence (TIRF) Interaktionen
(174)
Reflektometrische optische Schichtdicke ganze Zellen (175)
Interferenzspektroskopie
(RIfS)
Mikrogravimetrisch ~ Quartz Crystal Microbalance Resonanzfrequenz immunologische
- Piezoelektrisch (QCM) Interaktionen
(176)
Surface Acoustic Wave (SAW)  Phase und Amplitude immunologische
akustischer Interaktionen
Oberflachenwellen (177)
Thermometrisch Thermistor Temperatur Enzymaktivitat
(178)

Tabelle 2.6: Einige ausgewéhlte, bei Biosensoren gebriduchliche Transducer-Systeme

Grundséitzlich kann zwischen markierungsfrei arbeitenden (z.B. SPR, RIS, QCM,

SAW) und auf ein Label angewiesenen Systemen (z.B. TIRF) unterschieden werden.

2.4.2 SPR-Biosensoren

Der in dieser Arbeit verwendete Biacore X Biosensor nutzt einen auf dem SPR-Effekt

(Surface Plasmon Resonance) basierenden Transducer. Dessen Funktionsweise soll da-

her im Folgenden etwas ausfiihrlicher vorgestellt werden.

2.4.2.1 Oberflachenplasmonenresonanz

Die erstmals 1957 von RITCHIE vorgestellten Oberflachenplasmonen sind die Quanten

kollektiver Schwingungen freier Elektronen an der Oberfliche von Metallen (179). Diese

kénnen unter bestimmten Umstdnden von Photonen angeregt werden, welche von der

Metalloberfliche reflektiert werden. Im maximalen Resonanzfall wird die Energie der
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Photonen dabei so optimal iibertragen, dass kein Licht mehr reflektiert wird. Da diese
Resonanz durch der Metallfliche aufliegende Schichten (bzw. adsorbierte Biomolekiile
oder dhnliches) sehr empfindlich beeinflusst wird, l4sst sich ein geeigneter Aufbau fiir
die Analytik dieser Schichten einsetzen (180). Ohne zu sehr ins Detail zu gehen, sollen
die Eigenschaften der Oberflachenplasmonen, sofern fiir die Verwendung als Transducer
relevant, und der schematische Aufbau dieser Transducer kurz erldutert werden.

Die elektronischen Eigenschaften von Metallen kénnen durch ein Gitter aus posi-
tiv geladenen Atomriimpfen beschrieben werden, in dem sich einzelne Elektronen frei
bewegen. Daneben gibt es das Konzept des Plasmas: die Elektronen werden als hoch-
dichtes Elektronengas behandelt, wobei Dichteschwankungen durch das Medium pro-
pagieren (181). Ahnlich wie bei Licht, welches nach dem Welle-Teilchen-Dualismus der
Quantenmechanik sowohl als Wellenfunktion wie auch als Photon beschrieben werden
kann, handelt es sich beim Plasmon um ein dem Photon entsprechendes Quasiteilchen.
Es beschreibt besagte Schwingungen im Elektronengas eines metallischen Festkorpers.
Besonders interessant sind dabei die an den Grenzflachen befindlichen Oberflachenplas-
monen, da sie in der Lage sind, stark mit Licht zu interagieren. Dieser Fall tritt ein,
wenn der Wellenvektor der eingestrahlten Photonen grofler ist als der der Oberflichen-
plasmonen, es kommt zur Kopplung unter Ausbildung von Polaritonen. Im optimalen
Fall, wenn die Wellenvektoren fiir eine gegebene Frequenz iibereinstimmen, kommt es
zur Resonanz.

Es soll im Folgenden die in Biosensoren zum Einsatz kommende Konfiguration nach
Kretschmann (182; 183) betrachtet werden (Abb. 2.8):

Einfallender Reflektierter
Lichtstrahl Lichtstrahl
Prisma k
£ :
K, Prisma: g4
: v
' Metall: &,
Metall: s, } e ks Dielektrikum: ¢

Dielektrikum: g5

Abbildung 2.8: Die fiir Biosensoren verwendete Kretschmann-Konfiguration

Ein Lichtstrahl trifft aus einem Prisma unter einem Winkel ® so auf eine diinne Me-
tallschicht, dass Totalreflexion auftritt. Auf der andere Seite der Metallschicht befindet
sich ein Dielektrikum. Der Lichtstrahl kann zwar nicht in das Metall penetrieren, sein
elektrisches Feld dringt jedoch in dieses ein und klingt exponentiell ab. Man spricht
von einem evaneszenten Feld. Die Reichweite des Evaneszenzfeldes liegt dabei etwa im
Bereich der Wellenlédnge des eingestrahlten Lichtes (z.B. He-Ne Laser mit A = 6328
A), wéahlt man also die Schichtdicke des Metalls diinn genug (realistisch sind z.B. Sil-
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berschichten mit einer Dicke von 560 A), kann eine Anregung der an der Grenzfliche
Metall/Dielektrikum befindlichen Plasmonen erfolgen. Eine Anregung bewirkt dabei
eine Abschwichung der Intensitdt des reflektierten Lichtstrahls (man spricht von atte-
nuated total reflection, ATR).

Um eine Kopplung von Photonen und Plasmonen zu erlauben, muss die Kreiswel-
lenzahl k der Photonen bei gegebener Kreisfrequenz o grofier, im optimalen Fall (dem
Resonanzfall) gleich sein wie die der Plasmonen. Besagte Kreiswellenzahl k (der mit
27 multiplizierte Kehrwert der Wellenldnge \) ist von den Eigenschaften des Medi-
ums abhangig und steht mit der konstant bleibenden Kreisfrequenz « in Relation. Die
Abhéangigkeit der beiden Groéflen wird in der Dispersionsrelation dargestellt. Fiir Licht

besteht ein linearer Zusammenhang:

w=ck (2.1)

wobei ¢ die Lichtgeschwindigkeit im jeweiligen Medium ist. Diese ist vom jeweiligen
Material abhangig und berechnet sich aus der Permittivitdt im Vakuum €y und des
Mediums €1 sowie der Permeabilitdt im Vakuum pg und des Mediums p; aus:

S (2.2)

\/EOELHO M

Es wird p-polarisiertes Licht verwendet, d.h. der elektrische Feldvektor ist parallel zur
Einfallsebene. Der Wellenvektor ? kann dann, wie aus Abb. 2.8 abzuleiten, in eine zur
Grenzflache parallele Komponente k, und eine zur Grenzfliche senkrechte Komponente
k, aufgeteilt werden, wobei fiir die Kopplung von Photonen und Plasmone ausschliefilich
der zur Grenzflache parallele Anteil k, relevant ist. Diese Komponente ldsst sich mit

einfacher Trigonometrie aus

ky =sin (©) k (2.3)

berechnen. Unter Beriicksichtigung der Gleichungen 2.2 und 2.3 &ndert sich Gleichung
2.1 damit zu
1 kx

= 2.4
v vV EOETHOMT sin (@) ( )

d.h. die Dispersionsrelation des eingestrahlten Lichtes ist abhéngig von den optischen

Eigenschaften des Prismas sowie vom Einfallswinkel. Dies ist fur das Messprinzip von
essentieller Bedeutung, worauf spéter noch genauer eingegangen werden soll.
Betrachten wir nun die Oberflichenplasmonen, welche parallel zur Oberflaiche mit

_)
dem Wellenvektor k£ 4, schwingen. Ihre Dispersionsrelation lautet

w £92€3
kogp = —/——— 2.5
P c\ ext+es ( )
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wobei €5, die Permittivitdt des Metalls, wiederum von w abhingt und durch die

Funktion

2
e2(w)=1-—2 (2.6)

mit w, gleich der Plasmafrequenz des Metalls (fiir Gold w, = 13,8 x 101%s71) be-

rechnet werden kann. Setzt man Gleichung 2.6 in 2.5 ergibt sich

(2.7)

Abbildung 2.9 zeigt jeweils den funktionellen Zusammenhang von w und k fiir Ober-
flachenplasmonen, Licht in Luft und Licht in Glas nach den Gleichungen 2.4 und 2.7 mit
VErpr = 1 (Licht in Vakuum) bzw. 1,8 (iiber Glas eingekoppelt), sowie e3 = £o(Vakuum
als Dielektrikum).

® T _~"(1) Licht im
.7 Vakuum
/J‘
s
’
Ca = -
7/ -
Vs Lz
7 -
I'd g
7 -~
i = 5
o4 _~~"(2) Licht (iber Glas-
T i prisma eingekoppelt
’ Py
Oy T i L=
d -
’ g
WA - be o oae s e S
Resonanz
Anregung maéglich mit (2)

sp
_——— kx

Abbildung 2.9: Dispersionsrelationen von Oberflichenplasmonen, sowie von einge-
strahltem Licht

Auf folgende Punkte soll dabei im Besonderen hingewiesen werden:

1. Um eine Anregung von Oberflichenplasmonen bewirken zu konnen, muss die
Kreiswellenzahl des eingestrahlten Lichts grofier sein als die der Oberflachenplas-
monen, d.h. die Dispersionrelation des Lichts muss rechts der Dispersionsrelation
der Oberflichenplasmonen liegen. Optimale Anregung - Resonanz - erfolgt bei
identischen Werten, also beim Schnittpunkt der Kurven (184).

2. Strahlt man Licht durch Vakuum (bzw. Luft) ein, liegt die Lichtlinie immer

links der Dispersionsrelation der Oberflichenplasmonen. Durch “Einkoppeln” des
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Lichtstrahls tiber ein optisch dichteres Medium (in der Regel ein Glasprisma oder
ahnliches), wird das Licht um den Faktor \/%TL abgebremst. Dadurch erhoht sich
die Wellenzahl (und damit der Impuls). Eine Anregung von Oberflichenplasmo-
nen ist nun moglich (vergleiche Dispersionsrelationen von Licht in Vakuum und

iber Glas eingekoppelt in Abb. 2.9).

3. Die Kreiswellenzahl der parallel zur Grenzfliche schwingenden Komponente k,
des Wellenvektors des eingestrahlten Lichtes lasst sich durch Modulierung des
Einfallswinkels @ andern (siehe Gleichung 2.3). Im Umkehrschluss tritt eine An-
regung bei Verwendung von monochromatischem Licht (k ist gegeben) nur unter

einem bestimmten Winkel auf.

4. Die Dispersion der Oberflichenplasmonen reagiert sehr empfindlich auf die Zu-
stinde an der Grenzfliche Gold/Dielektrikum. Diinne Filme verschiedenster Ma-
terialien &ndern diese bereits stark. So wurden urspriinglich LiF und Kohlenstoff-
Schichten einer Dicke von ca. 25 - 10.000 A auf Silberfilmen untersucht (185; 186).

Zur Nutzung als Messprinzip ist dabei die Auslesung von Reflexionsspektren, d.h.
die Abhéngigkeit der Reflektivitdt (das Verhéltnis von eingestrahlter zu reflektierter
Lichtintensitit) vom Einfallswinkel geeignet. Die Reflektivitit kann durch eine Funk-

tion von k, beschrieben werden (183), welche ein scharfes Minimum hat.

Reflektivitat

i _
SPR-Winkel Einfallswinkel 6

Abbildung 2.10: Demonstration eines Reflexionsspektrums. Das Minimum der Reflek-
tivitat tritt beim SPR-Winkel auf.

Der Winkel, unter dem dieses Minimum auftritt, d.h. der Einfallswinkel, bei dem
die Anregung von Oberflachenplasmonen durch das Licht erfolgen kann, wird héu-
fig als SPR-Winkel oder Resonanzwinkel bezeichnet (Abb. 2.10). Seine Lage erlaubt
Riickschliisse auf die optischen Eigenschaften des Dielektrikums sowie des eingesetz-
ten Metalls. In der urspriinglichen Arbeit von KRETSCHMANN wurden auf diese Art
und Weise optische Konstanten von Metallen bestimmt (183). Durch Anderung der
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optischen Eigenschaften an der Grenzfliche Metall/Dielektrikum kommt es zu einer
Anderung der Dispersion der Oberflichenplasmonen und damit zu einer Verschiebung
des Winkels zu groBeren Werten (186).

2.4.2.2 Nutzung in Biosensoren

Die ersten Sensoren, welche SPR als Transducer nutzten, wurden Anfang der 1980er
Jahre von NYLANDER und LIEDBERG vorgestellt. Sie greifen auf die Tatsachen zuriick,
dass (a) Resonanz wie oben beschrieben nur unter einem bestimmten Einfallswinkel
erfolgt, (b) die Anregung von Oberflichenplasmonen eine Abschwéichung der Lichtin-
tensitdt bewirkt und (c) Oberflichenplasmonen sehr empfindlich auf die Bedingungen
an der Grenzfliche zum Dielektrikum reagieren. Damit kénnen Anderungen an der
Grenzfliche als Anderung des Einfallswinkels unter dem maximale Abschwiichung des
reflektierten Lichtstrahls auftritt, sehr empfindlich detektiert werden. Die ersten Sys-
teme wurden zur Gasdetektion eingesetzt und basierten auf diinnen Filmen reversibel
Gas-absorbierender Materialien, deren Schwellung durch einen Shift des SPR-Winkels
sehr sensitiv quantifiziert werden konnte, was eine Detektion von z.B. Halothan im
ppm-Bereich erlaubte (187).

Bereits kurze Zeit spater wurde der Sensor zur Detektion immunologischer Wechsel-
wirkungen, also im Sinne eines Biosensors eingesetzt. Dabei wurde eine monomolekulare
Schicht humanes IgG auf einem Silberchip adsorbiert, bis die Zugabe von IgG keinen
weiteren Shift des SPR-Winkels mehr bewirkte. Die Reaktion mit anti-human IgG
resultierte dann in einer spezifischen weiteren Anbindung, sichtbar in einem erneuten
Shift zu hoheren SPR-Winkeln (188; 189). Die Adsorption, bzw. der durch die Adsorpti-
on verursachte Shift des SPR-Winkels wurde auflerdem zeitaufgelost dargestellt (Abb.
2.11). Diese Darstellung, das Biosensorgramm, ist die Grundlage fir eine kinetische
Auswertung von Interaktionen, wie sie heute fiir die Technologie typisch sind.

In den darauf folgenden Jahren wurde die Technik von Pharmacia Biosensor indus-
triell weiterentwickelt und ab den 1990er Jahren vermarktet. Die BIAcore Biosensoren
(von BIA, Biological Interaction Analysis) wurden als Komplettlosung konzipiert, in der
das SPR-Detektionssystem, eine Mikrofluidik, sowie leicht austauschbare Goldoberflé-
chen im Chipformat (z.B. zur erleichterten Immobilisierung von Interaktionspartner

bereits mit Carboxymethyldextran vormodifiziert) bereits integriert sind (190; 191).

2.4.2.3 Aufbau und Funktion des Biacore X SPR-Biosensors

Der Biacore X ist ein kommerzieller Biosensor, der den SPR-Effekt als Detektionsprin-
zip fur die Aufzeichnung biologischer Interaktionen in Echtzeit nutzt. Dazu werden auf
diinnen Goldschichten immobilisierte Interaktionspartner mit ihren in Lésung befind-
lichen Gegenspielern iiberspiilt. Halt man sich nochmal den grundsétzlichen Aufbau
nach Kretschmann vor Augen (Abb. 2.8), so ist das Metall hier Gold, das Dielektri-
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.., Einfallswinkel 0
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Abbildung 2.11: Ableitung des Sensorgrams als zeitaufgeloste Anderung des SPR-
Winkels

kum eine Analytlosung. Entscheidend fiir die Eigenschaften der Oberflichenplasmonen
ist eine diinne, auf das Gold aufgetragene biologische Schicht, deren Brechungsindex

durch die (spezifische) Interaktion mit in der Analytlosung befindlichen Biomolekiilen

empfindlich verédndert wird.

Detektor
Array

Prisma

Sensorchip mit
biologischer Schicht

Mikrofluidik

Abbildung 2.12: Aufbau des Biacore X Biosensors

Um einen schnellen Austausch der Messoberflichen zu erméglichen, sind diese im
Chipformat konzipiert (Abb. 2.12 modifiziert nach (192) mit freundlicher Genehmigung
von Biacore!). Die Chips bestehen aus einem Plastiktriger, in den ein goldbedampftes
Glasplattchen eingeklebt ist. Je nach Ausfertigung ist dabei die Goldoberfliche bereits
mit z.B. Carboxymethyldextran, auf Carboxymethyldextran immobilisiertes Streptavi-

din oder auf Carboxymethyldextran immobilisierte Nitrilotriessigsdure vorbehandelt.

!Biacore is a trademark of GE Healthcare companies; GE Healthcare Bio-Sciences AB, a General
Electric Company; GE Healthcare Bio-Sciences AB, Bjorkgatan 30, SE-751 84 Uppsala/Sweden
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Auf die Glasseite des Chips wird die optische Detektionseinheit aufgepresst. Diese
umfasst eine monochromatische Lichtquelle, sowie ein Detektor-Array. Im Gegensatz
zum urspriinglichen Aufbau z.B. bei NYLANDER (187) wird die Anderung des Einfalls-
winkels dabei jedoch nicht durch Bewegung der Lichtquelle erreicht. Stattdessen wird
ein ganzes Lichtbiindel eingestrahlt und die Position des Schattens (also des Winkels
unter dem Resonanz auftritt) in Echtzeit am Detektor-Array verfolgt.

Von der Unterseite, also der mit Biomolekiilen belegten, goldbeschichteten Seite des
Chips lassen sich Bereiche der Chipoberflache gezielt mit einer Puffer- bzw. Analytlé-
sung uberspiilen. Die Mikrofluidik verfiigt iiber eine 100-pl-Probenschleife, welche mit
einer Kolbenhub-Pipette beschickt werden kann, einen Eingang fiir Pufferlésung sowie

zwei Ausgénge fiir verbrauchte Losungen (Abb. 2.13).

Flusszellen

sample
i loop

|
I
2T

_/‘___ Y

Probeninjektion Pumpeneingang
Probeninjektion Pumpeneingang

Abbildung 2.13: Mikrofluidik des Biacore X Biosensors (modifiziert nach (192) mit
freundlicher Genehmigung von Biacore)

Als Pumpe fungiert eine 500-pl-Hamilton-Spritze, welche einen konstanten Fluss von
Laufpuffer (1 - 500 pl/min) tiber die Oberfliche aufrecht erhélt, tiber die Kontrollsoft-
ware lésst sich ein definiertes Volumen aus der Probenschleife zum Flufl zuschalten.
An der Kontaktstelle mit der Chipoberfliche werden von der mikrofluidischen Einheit
vier Flusszellen (flow cells, FC) voneinander abgetrennt, wovon im Biacore X Biosen-
sor nur zwei (FC1 und FC2) separat angesteuert werden konnen (schwach sichtbar in
Abb. 2.13 oben links). Die Ansteuerung erfolgt dabei entweder seriell (Pumpe - Proben-
schleife - FC1 - FC2 - Abfall) oder einzeln (Pumpe - Probenschleife - FC1 - Abfall bzw.
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Abbildung 2.14: Typische Bindungskurve des SPR-Biosensors

Pumpe - Probenschleife - FC2 - Abfall), ein paralleler Modus ist nicht méglich. Durch
die Verwendung von zwei distinkten Bereichen der Chipoberfliache ist es moglich, diese
unterschiedlich mit Interaktionspartner zu beladen und eine Flusszelle als Referenzo-
berfliche zu nutzen. Hierdurch kénnen unspezifische Effekte, die durch unterschiedliche
Brechungsindices von Laufpuffer und Probenlésung herrithren, subtrahiert werden.

Bei typischen Bindungskurven (Abb. 2.14) wird beim Uberspiilen mit Laufpuffer eine
stabile Basislinie erhalten. Schaltet man die Probenlésung, welche einen spezifisch an die
Oberflache bindenden Analyten enthélt, in den Fluss, wird durch dessen Anbindung
eine Anderung des Brechungsindex an der Grenzfliche Puffer/Gold bewirkt. Daraus
resultiert eine Steigung der Kurve. Sobald die Probenlésung wieder durch Laufpuffer
ersetzt wird, kommt es zur Dissoziation des entstandenen Komplexes - die Kurve fallt
wieder.

Vorteile des Systems liegen zum einen darin, dass es markierungsfrei arbeitet, d.h.
kein wie auch immer geartetes Label bzw. Tracer bendtigt wird. Daneben verlduft die
gesamte Messung unter homogenen Bedingungen (nicht in homogener Phase!), d.h. der
Pufferstrom {iber die Oberfliche wird nicht durch eventuell anfallende Wasch- oder
Stopschritte unterbrochen, wie dies bei anderen Methoden notwendig ist. Bei Verwen-
dung von Puffern mit physiologischem pH und ohne aggressive Zuséitze ist dies ein
sehr schonendes Verfahren, mit dem auch niedrig affine, sowie schnell dissoziierende
Interaktionen ohne weiteres detektiert werden kénnen.

Um die mehrfache Nutzung der Oberflichen zu ermdéglichen, miissen diese jedoch
zwischen den einzelnen Messungen regeneriert werden. Hierfiir kommen je nach Art
der Interaktion verschiedene Substanzen in Betracht. Typische Regenerationslésungen
arbeiten bei extremen pH-Werten, hohen Ionenstéarken oder enthalten Detergenzien.

Dieser Schritt muss fiir jedes System neu optimiert werden und soll gebundenen Ana-
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lyten vollstéandig abwaschen ohne die urspriingliche Oberflache anzugreifen (193).

2.4.3 Spezielle Auswertung von SPR-Biosensorgrammen

Die Messung von biologischen Interaktionen in Echtzeit ermoglicht die Bestimmung
sowohl der kinetischen Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten als auch der thermodyna-
mischen Gleichgewichtskonstanten der zugrundeliegenden Wechselwirkung. Daneben ist
es auch moglich, die Konzentration eines Analyten zu ermitteln. Die elementaren Zu-
sammenhénge sollen zuerst fiir eine Interaktion der Stochiometrie 1:1 erlautert werden
(194; 195; 196), um dann auf komplexere kinetische Modelle (197; 198) sowie Ver-

suchsaufbauten, die nicht der Ermittlung von Bindungskonstanten dienen, einzugehen.

2.4.3.1 Extraktion kinetischer Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten

Betrachtet man die reversible Reaktion zweiter Ordnung zwischen den Biomolekiilen A
und B:

ko
A+ B=—= AB
kq

wobei A der injizierte Analyt, B der immobilisierte Interaktionspartner, und AB der
auf der Oberflache gebildete Komplex ist, so lisst sich die Geschwindigkeitskonstante

der Assoziation, k,, iiber

d[AB]
dt

und die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation, kg, iber

= kq X [A]f“fi x [B]frei (2'8)

d[AB]
dt

definieren. Wahrend der Injektion des Analyten treten sowohl Assoziation wie auch

= ]{Zd X [AB] (29)

Dissoziation auf, die Nettokomplexformation der Injektionsphase ldsst sich damit als

Differenz beider Gleichungen ausdriicken:

d[AB]
dt

Die im Biosensor gemessene relative Anbindung R ist proportional zur Protein-

= ka X [A]fmi X [B]frei — kd X [AB] (2.10)

Oberflachenkonzentration

R=k,l (2.11)

wobei I' die Oberfléchenkonzentration (Masse/Fléche) und k, der Proportionalitéts-

2
1 R[];% gefun_

den wurde (199). Fiir eine distinkte Interaktion und damit gegebene Molekulargewichte

faktor ist, fiir den ein fiir die meisten Proteine giiltiger Wert von etwa
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ist ' und damit R proportional zu [AB]. Fiir den immobilisierten Reaktionspartner B

gilt auflerdem

[Blfrei = [Bltotar — [AB] (2.12)

wobei die zur Verfiigung stehende Konzentration [B]itq mit der maximal moglichen
Anbindung R,,q, korreliert. Gleichung 2.10 lésst sich damit umformen zu
d[R]
dt
wobei zu erwahnen ist, dass durch das Arbeiten im Durchfluss die Konzentration von
A, (4]

der Postinjektionsphase tritt lediglich Dissoziation des Analyten auf, fiir diesen Bereich

= ko X [A] frei X (Rmaz — R) —kq X R (2.13)

frei iiber den gesamten Zeitraum der Injektion konstant gehalten wird. Wahrend

der Messung folgt dann aus Gleichung 2.9 analog;:

dR
Eecl gy 92.14
ar R xR (2.14)

Fiir diese Differentialgleichung existiert die einfache Lésung:

R(t) = Ry x e Faxt (2.15)

der Komplexzerfall erfolgt also exponentiell.

Zur Auswertung von Bindungsdaten werden die erhaltenen Messwerte gegen die Glei-
chungen 2.13 und 2.14 gefittet (Abb. 2.15). Zur Demonstration wurde hier bewusst ein
eher schlechtes Beispiel ausgewihlt. Wahrend [A] frei bekannt sein muss und {iber den
gesamten Messzeitraum praktisch konstant gehalten wird, kénnen so experimentell Wer-
te fur ky, kg und Ry, ermittelt werden. Um die Validitdt der Messungen zu erhéhen,
ist es tiblich, Messwerte fiir mehrere [A] Frei gleichzeitig auszuwerten. Auflerdem ist es
moglich, wie im Beispiel gezeigt, die Injektions- und die Postinjektionsphase gleichzeitig
zu fitten, sodass auch hier nur ein Wert fiir jede Konstante erhalten werden kann.

Fiir die Postinjektionsphase besteht aulerdem die Option, In(R) gegen die Zeit auf-
zutragen und kg geméfl Gleichung 2.15 als Steigung dieser Kurve auszulesen (Abb.
2.16).

Im gezeigten Beispiel ist zu erkennen, dass die Komplexdissoziation nicht sauber nach

Gleichung 2.15 ablauft, sondern sich mit der Zeit verlangsamt.

2.4.3.2 Extraktion thermodynamischer Gleichgewichtskonstanten

Neben der Bestimmung der kinetischen Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten ist es
moglich, auch die Gleichgewichtsassoziations- bzw. -dissoziationskonstante der Wech-

selwirkung zu messen. Fiir die oben betrachtete Reaktion

36



1400

{  Messwerte

_. 1200 \
2 .".‘ . Fit
o, :
o 1000 j !
=
3
T
£ 800
Q0
&
o 600
=
®
2 400

200 |

ol

Absoluter Fehler [RU]
o

0 100 200 300 400
Zeit [g]

Abbildung 2.15: Demonstration des in die BlAevaluation Software integrierten Fittings.
Die Injektionsphase wird an Gleichung 2.13, die Postinjektionsphase an
Gleichung 2.14 gefittet. Zusatzlich ist der absolute Fehler des Fittings
dargestellt.

ka
A+ B=— AB
kq

sind diese geméafl dem Massenwirkungsgesetz definiert als

[AB]

Ra= g, <18

A (2.16)

frei frei

fir die Assoziationskonstante und
o [A]frei X [B]frei 1

Kp = v =% (2.17)

fiir die Dissoziationskonstante.
Fiir die experimentelle Bestimmung der Gleichgewichtskonstante mit Hilfe der einge-
setzten SPR-Biosensor-Technologie sollen zwei unterschiedliche Prinzipien vorgestellt

werden:

Aus kinetischen Bindungsdaten K 4 bzw. Kp kénnen aus den kinetischen Reaktions-

geschwindigkeitskonstanten berechnet werden, ohne dass das Gleichgewicht im Verlauf

37



1400
1200 {%
1000

800

600

400

Relative Anbindung [RU]

& Messwerte
— Fit

y =-0,0028x + 74126

In(R)

6,2

6,0
180 230 280 330 380 430
Zeit [s]

Abbildung 2.16: Darstellung der in der Postinjektionsphase gemessenen Komplexdisso-
ziation in linearer (oben) wie in natiirlich logarithmischer Darstellung
(unten). Bei natiirlich logarithmischer Auftragung ist die Geschwin-
digkeitskonstante der Dissoziation als Steigung auslesbar.

des Versuches erreicht wird. Im Gleichgewicht wiirde gelten, dass Assoziation und Dis-

soziation identisch sind. Es folgt aus Gleichungen 2.8 und 2.9:

ka x [A] f,e; % [B frei = ka x [ADB] (2.18)
was sich umformen lasst zu

ko [AB] 1
2 — =Kjy=— 2.19
kd [A]frei X [B]frei A KD ( )

Damit errechnet sich die Gleichgewichtskonstante einfach als Quotient der zugehori-

gen kinetischen Konstanten.

Aus Bindungsdaten im Gleichgewichtszustand Natiirlich kénnen die Gleichgewichts-
konstanten auch ohne Zuhilfenahme der kinetischen Konstanten ermittelt werden. Glei-
chung 2.17 lisst sich dann analog obiger Uberlegungen als

[A]

; X Rmax - Re
Kp = frei ( q)

R

(2.20)

formulieren, wobei R, die im Gleichgewicht gemessene relative Anbindung ist. Durch
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Umformung erhélt man

Rmax S [A] frei
KD + [A] frei

Es besteht also ein Zusammenhang zwischen der im Gleichgewicht gemessenen An-

Rey = (2.21)

bindung R.q, und der freien Konzentration des injizierten Interaktionspartners. Fiir den
Fall, dass die halbmaximale Anbindung R., = %Rmaz erreicht wird, ergibt sich daraus
Kp = [Afrei-

Plottet man also die ausgelesene Anbindung im Gleichgewicht gegen die eingesetzte

Konzentration von A, so kann Kp als [A] bei Req = %Rmm abgelesen werden

rei
(Abb. 2.17). Ein bei entsprechenden ELISA—l\jICessungen auftretendes grof3es Problem ist,
dass die freie Konzentration von A, [A] fy;, von der eingesetzten Konzentration von A
abweicht, da ein gewisser Teil fiir die Komplexformation von AB verbraucht wird. Dies
kann im Biosensor praktisch ausgeschlossen werden, da durch das Durchflusssystem

konstante Analytkonzentrationen in der Flusszelle aufrechterhalten werden.
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Abbildung 2.17: Demonstration der Bestimmung von Kp anhand der im Gleichge-
wichtszustand gemessenen relativen Anbindung
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Voraussetzung fiir diese Art der Auswertung ist allerdings, dass sich das System auch
tatsdchlich im Gleichgewicht befindet. Die Dauer bis zum Erreichen des Gleichgewichtes
ist von den kinetischen Geschwindigkeitskonstanten abhéngig und fiir einen grofien Teil

der vermessenen Interaktionen nicht realisierbar.

2.4.3.3 Komplexe Reaktionskinetiken
Obige Ausfithrungen gelten alle fiir den Fall der 1:1-Bindung, also fiir die Reaktion:

kq
A+ B=—— AB
kq

Diese Reaktionsgleichung wiirde eine bivalente Bindung nicht korrekt beschreiben,
hier wiirde gelten:
kal ka2

AB+ B
ka1 ka2

Daneben gibt es zahlreiche Modelle fiir anders ablaufende Reaktionen, z.B. fir kon-

kurrierende Reaktionen bei einer heterogenen Oberfliche bzw. Analytlésung:

kal
A+ B AB
ka1
ka?
C+B CB
kaz
oder fir zweistufige Reaktionen (197):
kal ka2
A+ B= = AB = = ABx
ka1 ka2

Messdaten konnen deshalb natiirlich ebenso gegen Algorithmen gefittet werden, die
komplexere Reaktionskinetiken als eine 1:1-Reaktion beschreiben. Dariiberhinaus kann
auch ein Drift der Basislinie oder ein Massentransfereinflufl mit eingerechnet werden.
In der vorliegenden Arbeit wurde bewusst auf diese Moglichkeit verzichtet. Dafiir soll

folgende Rationale angefithrt werden:

1. Auch wenn man davon ausgehen kann, dass anti-DNA-Antikérper bevorzugt mul-
tivalent binden, ist der tatséchliche Bindungsmodus nicht bekannt. Bei IgGs ist er
mono- oder bivalent, bei IgMs kénnen bis zu zehn Valenzen zur Bindung beitra-
gen. Schon fiir eine bivalente Bindung liegt die funktionelle Affinitdt dabei etwa
um den Faktor 10 hoher als die intrinsische, auf eine Valenz bezogene, Affinitit
der Antikérper. Fiir IgMs ist grob von Faktoren zwischen 10% und 107 auszugehen
(70).
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2. Der Zusammenhang zwischen intrinsischer und funktioneller Affinitéat ist komplex

und von den jeweiligen geometrischen Gegebenheiten abhéngig (200).

3. Die Kenntnis der intrinischen Affinitdt ist zwar die theoretisch korrektere Be-
schreibung von Antikérpern unerlasslich, sie ist jedoch fiir den angestrebten Zweck
nicht zu gebrauchen. Ausschlaggebend fiir die biologische Wirkung von anti-
dsDNA, also ihre Pathogenitdt und ihre diagnostische Aussagekraft, sowie ihr
Verhalten in diversen Bestimmungsmethoden ist die funktionelle Affinitat - die
Aviditat - der Autoantikorper (68).

Die Ermittlung der intrinsischen Affinitdt aus Bindungsdaten, fiir die die tatséchli-
che Bindungsvalenz nicht bekannt ist, erscheint daher weder statthaft noch sinnvoll.
Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse wurden deshalb grundsétzlich
nach dem monovalenten Bindungsmodell ausgewertet, auch wenn das zugrundeliegen-
de mathematische Modell eine bi- bzw. polyvalente Bindung nicht korrekt beschreibt.
Die erhaltenen Werte spiegeln beobachtete, funktionelle Konstanten wider. Es soll hier
nicht versdumt werden zu erwéhnen, dass dies in der Literatur géngige Praxis ist, ledig-
lich meist nicht explizit darauf hingewiesen wird. So beruht beispielsweise die Auswer-
tung nach Scatchard (201) auf der Annahme einer monovalenten 1:1-Interaktion und
wird trotzdem sehr héufig fiir die Bestimmung von Antikdrper-Affinitdten herangezogen
(202; 203; 204).

2.4.3.4 Bestimmung der Analytkonzentration

Die SPR-Biosensortechnologie kann neben der detaillierten Interaktionsanalyse auch
fiir klassische Konzentrationsmessungen verwendet werden (205; 206; 207; 208; 209).
Dafiir kommen prinzipiell alle von anderen Festphasensystemen bekannten Formate in
Betracht, oben genannte Vorteile (kein Label/Tracer, konstante Analytkonzentration
durch Arbeiten im Durchfluss) greifen auch hier. Als Besonderheit kénnen auch Gemi-
sche von Analyten mit unterschiedlichen kinetischen Eigenschaften direkt quantifiziert
werden, sobald die Anbindung vom Massentransport limitiert wird, was in der Praxis

durch sehr niedrige Flussraten erreicht werden kann (192).
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die in der vorliegenden Arbeit présentierten Ergebnisse wurden mit dem Ziel erarbei-
tet, dem bereits vorhandenen Methodenspektrum zur Analytik von anti-dsDNA eine
auf SPR-Biosensorik basierende, potentiell leistungsstiarkere, Methode hinzuzufiigen
und deren Moglichkeiten und Limitationen zu evaluieren. Entsprechend gliedert sich
der folgende Teil geméfl der logischen und meist auch chronologischen Abfolge dieses

Prozesses:

1. Etablierung einer geeigneten Biosensorchipoberfliche und
2. Pilotversuche zu deren Eignung .

3. Einsatz des erhaltenen Systems zur Charakterisierung von monoklonalen anti-
dsDNA Antikérpern.

4. Analyse von Seren von SLE-Patienten und Vergleich mit der etablierten Analytik.

3.1 Etablierung der antigenen Oberflache

Bei dem verwendeten SPR-Biosensor des Herstellers Biacore handelt es sich um ein
festphasengebundenes Analysensystem mit besonderen Anforderungen an den Aufbau
der eingesetzten Oberflache. Der zentrale Schritt bei der Etablierung einer neuen Me-
thode ist dabei das Design der entsprechenden festen Phase. Grundsétzlich werden, wie
oben erldutert, im hier verwendeten Biacore X System zwei lokal getrennte Bereiche
des Chips parallel ausgelesen, eine mit Interaktionspartner belegte Messzelle und ei-
ne bis auf das Fehlen dieses Interaktionspartners sonst chemisch méoglichst identische
Referenzzelle (Abb. 3.1).

Dieses Vorgehen erméglicht die Korrektur des Signals um sogenannte ,,Bulk-Effekte®,
sprunghafte Signalénderungen zu Beginn und Ende der Assoziationsphase, welche durch
leicht unterschiedliche Brechungsindices von Laufpuffer und Messlosung entstehen (197).
Da diese Spriinge auf beiden Oberflichen gleich sind, lassen sie sich durch Subtraktion
der Signale leicht entfernen. Erschwert wird dabei allerdings die Immobilisierung: da ei-
ne zuverléssige Diskriminierung der beiden sehr kleinen Oberflichenbereiche (mit einer
Fliche von jeweils 1,2 mm?) nur mit Hilfe der Mikrofluidik des Biosensors selbst mog-

lich ist, muss der Immobilisierungsprozess im Durchflusssystem durchgefiihrt werden.
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0,5 cm

Abbildung 3.1: Fotografie eines Biosensorchips. In der Mitte des auf einen Plastiktrager
geklebten goldbeschichteten Glasplattchens sind vier ldngliche Bereiche
sichtbar, welche getrennt voneinander angesteuert und ausgelesen wer-
den konnen. Das Biacore X System nutzt davon nur maximal zwei.

Dabei kommt es zu gewissen Limitierungen. Das Volumen der eingesetzten Coating-
Losung ist bauartbedingt pro Injektion auf 100 pl beschrénkt, was bei einer minimalen
Flussrate von 1 pl/min eine maximale Kontaktzeit von 100 Minuten zur Folge hat. Dar-
iiberhinaus ermoglicht das eingesetzte Modell nur eine Temperierung zwischen 4°C bis
40°C, wobei aufgrund des hohen Zeitaufwands ein Abweichen von der spéteren Mess-
temperatur, welche auf grundsétzlich 25°C festgelegt wurde, nicht winschenswert ist.
Eine weitere Voraussetzung ergibt sich daraus, dass die Biosensorchips nicht nur fiir
eine, sondern seriell fiir moglichst viele Messungen verwendet werden sollten, wobei die
antigene Oberfliche zwischen zwei Messzyklen mit geeigneten Waschlésungen vollstén-
dig regeneriert werden muss. Geeignete Wasch- bzw. Regenerationslésungen zeichnen
sich je nach Anwendung durch hohe Ionenstérken, extreme pH-Werte oder einen hohen
Detergenziengehalt aus, um gebundene Molekiile sicher von ihren Bindungspartnern zu
16sen. Aus diesem Grund ist es notwendig, die antigene Oberfliche so zu entwerfen,
dass eine sehr hohe Stabilitdt gewahrleistet wird.

Zusammenfassend mussten also folgende Vorgaben beachtet werden:

1. Immobilisation geeigneter, optimalerweise klar definierter doppelstriangiger DNA.

2. Schneller Immobilisierungsprozess, welcher im Durchflufl und bei 25°C durchge-

fuhrt werden kann.

3. Hohe Stabilitdt der antigenen Oberfliche, welche fiir eine Reihe von Messungen

in moglichst gleichbleibender Qualitat zur Verfiigung steht.

Sowohl das haufig fiir die Immobilisierung von DNA genutzte Biotin/Streptavidin Sys-
tem (z.B. (210)), als auch die Carbodiimid-katalysierte Amidkopplung von 5‘-aminierten
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Abbildung 3.2: Grundprinzip der DNA-Immobilisierung unter Verwendung eines
Protein-dsDNA-Coatingkonjugates

Oligodeoxynukleotiden (z.B. (211)) hatten sich in Vorversuchen bereits als nicht geeig-
net erwiesen. Durch die affinitidtsbasierte Immobilisierung von biotinylierten ODNs auf
praimmobilisiertem Streptavidin konnten zwar hohe Beladungsdichten erreicht werden.
Die erhaltenen Oberflachen waren jedoch, trotz der extremen Affinitét der Biotin/Strept-
avidin-Interaktion, nicht stabil genug, um die angestrebte hohe Zahl von Messzyklen
zu iiberstehen. Demgegeniiber war die fiir die Immobilisierung von Proteinen routine-
méfig eingesetzte kovalente Immobilisierung unter Ausbildung einer Amidbindung fiir
Oligonukleotide im Durchfluss nicht effektiv genug.

Die Grundidee der hier vorgestellten Strategie war deshalb, ein Protein-DNA-Konju-
gat zu synthetisieren, welches dann unter Verwendung des Proteinanteils als Immobili-
sationsanker gerichtet und kovalent auf einer geeigneten Oberfliche angebunden werden
kann (Abb. 3.2).

3.1.1 Biokonjugation

Die ersten zu klarenden Fragen betrafen damit den grundsétzlichen Aufbau des Coa-
tingkonjugates: Welches Protein ist geeignet? Wie kann DNA stabil mit einem Protein
konjugiert werden? Welche DNA-Komponente soll verwendet werden?

Als Protein wurde humanes Transferrin (hTf) gewahlt. hTf ist gut wasserloslich,
giinstig, stabil, in hoher Reinheit verfiighar und beinhaltet eine hohe Anzahl von Lysi-
nen. Dessen aliphatische Amingruppen eignen sich sowohl fiir die geplante Oberflache-
nimmobilisierung als auch fiir die Modifikation mit aminreaktiven Crosslinkern. Durch
die Funktionalisierung mit verschiedenen Crosslinkern kann so potentiell eine ganze

Reihe moglicher Kopplungschemien realisiert werden. Daneben ist h'Tf in hoher Kon-
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Abbildung 3.3: Grundprinzip der Herstellung des Protein-dsDNA-Coatingkonjugates

zentration (ca. 200 - 360 mg/dl) in humanem Serum vorhanden, sodass immunologische
Reaktionen nicht zu erwarten sind.

Der zweite Punkt war bereits deutlich schwerer zu beantworten. Zwar ist die Kon-
jugation von DNA mit Proteinen nicht sehr ungewthnlich, jedoch werden hier meist
Oligonukleotide verwendet (163; 212); fiir die Konjugation eines lingeren, definierten
DNA-Strangs an ein Protein sind mir keine Anwendungsgebiete bekannt. Deshalb sollte
zunachst ein relativ kurz gehaltenes Oligonukleotid kovalent an Transferrin gekoppelt
werden. Das entstehende Produkt sollte - eine geeignete Kopplungschemie vorausge-
setzt - stabil sein und sich, aufgrund seiner dem urspriinglichen hTf (Molekulargewicht
ca. 80 kDa) nicht zu stark unterschiedlichen Masse (Molekulargewicht eines einzel-
strangigen 24-mers ca. 7,8 kDa), gut analysieren lassen. Das gekoppelte Oligonukleotid
kénnte dann in einem néchsten Schritt mit einem komplementéren Strang hybridisiert
und iiber einen passend entworfenen Uberhang an ein restriktionsverdautes lingeres
dsDNA-Fragment ligiert werden, wobei das Design beider Stringe und des Uberhangs
praktisch frei wiahlbar ist (Abb. 3.3). Die Frage nach einer geeigneten DNA-Komponente
soll dabei ausgiebig im néchsten Abschnitt behandelt werden.

Fiir die kovalente Kopplung von Oligonukleotiden an Proteine sind in der Literatur
zahlreiche Methoden beschrieben, wobei diese meist fiir Antikérper oder Detektionsen-
zyme, wie die Alkalische Phosphatase und die Meerrettichperoxidase, ausgelegt sind.
Verbreitet sind z.B. die Reaktion von Sulfthydryl-modifizierten Oligonukleotiden mit
Maleinimid-modifizierten Proteinen (213; 214) oder ein Crosslinking von Aminfunktio-
nen mit Glutaraldehyd (215), HERMANSON weist unter anderem auf die Ausbildung

von Disulfidbriicken zwischen den ebenfalls Sulfhydryl-funktionalisierten Komponen-
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Abbildung 3.4: Prinzip der Biokonjugation von zwei Makromolekiilen mit den beiden
Crosslinkern SANH und SFB

ten hin (216). Attraktiver erschien die von KozLoV et al. vorgestellte Kopplung von
Aldehyd- und Hydrazin-modifizierten Komponenten. Beide reaktiven Gruppen
sind in der Regel in natiirlichen Biopolymeren nicht vorhanden, werden also erst durch
chemische Modifikation kontrolliert eingefiigt und sind quantifizierbar. Die entstehen-
den Produkte sind unter geeigneten Bedingungen stabil, reagieren aber schnell zu ei-
nem stabilen Hydrazon, sobald sie miteinander in Kontakt kommen (217; 216). Sowohl
fiir die Einfithrung von Aldehyden als auch fiir Hydrazin sind aminreaktive Crosslin-
ker kommerziell verfigbar (patentiert von SCHWARTZ et al. (218; 219), als Hydralink-
Technologie vermarktet von Solulink!). Das Prinzip der chemischen Modifikation mit
den beiden aminreaktiven Crosslinkern SANH (fir Hydrazin) und SFB (fiir Aldehyd),
sowie die folgende Kopplungsreaktion ist in Abb. 3.4 dargestellt.

Eine eigene Modifikation des Oligonukleotids war in dieser Arbeit nicht notwendig,
da dieses bereits wihrend der kommerziellen Synthese mit einem Aldehyd-modifizierten
Phosphoramidit am 5‘-Ende versehen werden kann. Damit musste nur die Modifikation
von hTf mit Hydrazin-Funktionalititen durch den bifunktionalen Crosslinker SANH
durchgefiihrt werden. Zuséatzlich wurde dieses jedoch auch biotinyliert, um sich fiir den
spateren Immobilisierungsprozef3 alle Moglichkeiten offen zu halten. Fiir das Aldehyd-
funktionalisierte Oligonukleotid, CHO-ODN, wurde, um eine stabile Hybridisierung mit
seinem Gegenstrang zu ermoglichen, eine Lange von 24 Basen gewahlt, die Wahl der
Sequenz war praktisch beliebig (Abb. 3.5).

Fiir die Biotinylierung wurde ein kommerzielles Kit verwendet und der Erfolg der
Modifikation wurde nicht tiberpriift, da von einer problemlosen Umsetzung ausgegan-

gen werden konnte. Zur Einfiihrung von Hydrazinfunktionen wurde das erhaltene bio-

Thttp://www.solulink.com
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Abbildung 3.5: Syntheseschema  des  biotinylierten = Transferrin-Oligonukleotid-
konjugates modifiziert nach BUHL et al. (220)

tinylierte hTf dann mit 30 molaren Aquivalenten SANH reagiert. Im Gegensatz zur
Biotinylierung sollte das Ausmaf} dieser Modifizierung quantifiziert werden. Zum einen
bestand die Gefahr, bei der Biotinylierung zu viele verfiighare Aminfunktionen ver-
braucht zu haben, auflerdem sollte die Menge des zu koppelnden CHO-ODN an die
vorhandenen Hydrazine angepasst werden. Eine Quantifizierung kann durch Umsetzung
mit 4-Nitrobenzaldehyd erreicht werden. Das entstehende Hydrazonderivat absorbiert
im Gegensatz zum freien bzw. mit Aceton geschiitzten Hydrazin bei 390 nm mit einem
molaren Extinktionskoeffizienten von 24000 em ™! M~! (216), sodass die Konzentrati-
on der eingefiigten Hydrazine photometrisch leicht ermittelt werden kann. Bezogen auf
die Gesamtproteinkonzentration konnten so zwischen 0,8 und 3,6 Aquivalente SANH
eingefiihrt werden.

Fiir den ersten Versuch einer Kopplung an DNA wurde hTf benutzt, welches mit
durchschnittlich ca. 2,3 Hydrazinfunktionen pro Proteinmolekiil modifiziert war. Dieses
wurde mit einem auf den Proteingehalt bezogenen 3,7-fachen Uberschuss an CHO-
ODN umgesetzt, was 1,6 Aquivalenten pro Hydrazinfunktion entspricht. Hierbei kam
es zu einer stark ausgeprigten Kopplungsreaktion (Abbildung 3.6). Im SDS-PAGE
ist ein heterogenes Produkt (hTf-ODN1) sichtbar, welches aus einer Mischung von
unverbrauchtem hTf und hoéhermolekularen, schwer zu diskriminierenden Produkten
bestand.

Durch Farbung eines Geles mit relativ hohen Konzentrationen Ethidiumbromid konn-
te auBerdem der DNA-Gehalt von hTf-ODN1 bestétigt werden (Abbildung 3.7).

Das Experiment wurde zu einem spéteren Zeitpunkt wiederholt, wobei die Modifika-
tionsrate Hydrazin/Protein diesmal 3,6 betrug. Fiir die Kopplung wurde, bezogen auf

die Hydrazinkonzentration, nur ein Aquivalent CHO-ODN benutzt. Unter diesen Be-
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Abbildung 3.6: hTf und hTf-ODN1 im 7,5 % SDS-PAGE. Féarbung mit Coomassie
Brilliantblau.

Abbildung 3.7: hTf, SANH-modifiziertes hTf und hTf~-ODN1 im 7,5 % SDS-PAGE.
Férbung mit Ethidiumbromid.
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Abbildung 3.8: h'Tf-ODN2 im 7,5 % SDS-PAGE. Farbung mit Coomassie Brilliantblau.
Es wurden von links nach rechts 4, 2,5 und 1,5 nl Losung aufgetragen.

dingungen lassen sich nun diskrete Banden erkennen, die vermutlich auf die Kopplung
von hTf mit einem, zwei oder mehreren CHO-ODN zustande kommen (Abbildung 3.8).
Allerdings neigte das Produkt im SDS-PAGE zum Schmieren.

Im Sinne einer eindeutigen Analytik, und um die Zahl der méglichen spéateren Liga-
tionsprodukte zu begrenzen, wurde die Herstellung eines 1:1-Konjugates aus hTf und
CHO-ODN angestrebt. Hierzu wurde biotinyliertes hTf mit lediglich zehn Aquivalenten
SANH reagiert, was in einer Modifikationsrate von nur 0,83 Hydrazinfunktionen pro
Proteinmolekiil resultierte. Fiir die nachfolgende Konjugation wurden dann auch nur
0,24 Aquivalente CHO-ODN pro Hydrazin eingesetzt. Das Produkt hTf~ODN3 wurde
anschlieffend tiber FPLC aufgereinigt (Abbildung 3.9).

Der Vergleich mit Injektionen von ungekoppeltem hTf und CHO-ODN zeigt, dass
die Kopplungsprodukte sauber von unverbrauchtem CHO-ODN getrennt werden kon-
nen. Obwohl die Hauptpeaks der Chromatogramme von nativem hTf und hTf~-ODN3
nicht iibereinstimmen (obwohl es sich wohl in beiden Féllen um unkonjugiertes, nati-
ves hTf handelt), was vermutlich auf einen schleichenden Qualitétsverlust der Chro-
matographiesiule zuriickzufiithren ist, ist deutlich zu erkennen, dass die Komponenten
von hTf-ODN3 zu kiirzeren Retentionszeiten und damit héheren Molekiilgréfien ver-
schoben sind. Um die Identitét der Kopplungsprodukte zu bestétigen, wurden Proben
ausgewéhlter Fraktionen im SDS-PAGE aufgetrennt. Da die Probe durch die Chroma-
tographie stark verdiinnt worden war und keine ausreichende Proteinkonzentration in
den einzelnen Fraktionen fiir die Visualisierung der Banden mit Coomassie Brilliant-
blau erwartet wurde, erfolgte die Detektion im Westernblot mit einem hTf-spezifischen
HRP-konjugierten Antikérper. Hierbei zeigt sich in einigen Fraktionen (22, 23, evtl.
27) eine distinkte Bande {iber dem immer anwesenden unverbrauchten hTf (Abbildung
3.10). Diese stimmt in ihrer Lage grob mit der untersten Bande in den vorherigen Ge-

len iiberein (Abbildung 3.8). Da keinerlei hohermolekulare Produkte zu erkennen sind,
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Abbildung 3.9: Gelchromatographische Auftrenung von hTf-ODN3 im Vergleich mit
nicht gekoppeltem hTf und CHO-ODN. Von hTf-ODN3 wurden 0,25
ml-Fraktionen gesammelt (Detektion bei 280 nm).

wurde im Folgenden davon ausgegangen, dass es sich bei dem gereinigten hTf-ODN3
um eine Mischung von ungekoppeltem hTf und dem Konjugat von hTf mit CHO-ODN
im Verhéltnis 1:1 handelte.

Um Verluste zu vermeiden, wurden die Fraktionen 9 bis 24 vereinigt und mit ei-
ner Vivaspin 2 30.000 MWCO Ultrazentrifugationseinheit auf etwa 200 pl aufkonzen-
triert. Nicht gekoppeltes hTf, das im Produkt zweifellos in hohen Mengen vorhanden
ist, stort hier nicht, da es in spéteren Reinigungsschritten entfernt wird. Alle hTf-
ODN-Préparationen, welche fiir die folgenden Messungen verwendet wurden, wurden

entsprechend hergestellt.

Gelchromatographie-Fraktionen von hTf-ODN3 M

T L

—_———
» g

18 19 22 23 27

Abbildung 3.10: Ausgewéhlte Gelchromatographie-Fraktionen von hT{-ODN3. Die
Auftrennung erfolgte im 7,5 % SDS-PAGE mit anschlieSendem Im-
munoblotting. M, Protein-Léngenmarker
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3.1.2 Praparation und Ligation antigener dsDNA

Ein besonderes Problem stellte nach Auswahl eines geeigneten Proteins und erfolgrei-
cher Kopplung an ein ODN nun die dritte offene Frage - die Auswahl und die Pri-
paration des eigentlichen Antigens, doppelstrangiger DNA, dar. Wie oben erlautert,
wird fir bereits etablierte Methoden dsDNA aus verschiedensten Quellen herangezo-
gen (vgl. Abschnitt 2.3), sodass a priori keine prinzipiellen Einschrankungen fiir die
Wahl des Substrates gegeben waren. Lediglich eine Verunreinigung mit ssDNA und
DNA-assoziierten Proteinen (v.a. Histonen), sollte aufgrund der dann zu befiirchtenden
Kreuzreaktivitdten mit nicht dsDNA-spezifischen Autoantikérpern vermieden werden.
Auf der anderen Seite musste die Priparation einen geeigneten Uberhang fiir die Li-
gation an das hTf-ODN-Konjugat aufweisen. Dies kann z.B. durch Restriktionsverdau
von gereinigter humaner DNA mit einer oder mehreren Restriktionsendonukleasen er-
reicht werden. Bei Verwendung von préparierter humaner DNA ist man jedoch mit
dem Problem konfrontiert, dass eine sehr inhomogene Praparation erhalten wird, die
nur schwer zu charakterisieren ist. Noch gravierender ist die Tatsache, dass die meis-
ten Restriktionsendonukleasen (RENSs) palindromische Sequenzen erkennen, also solche
Abschnitte, welche auf beiden Strangen, jeweils von 5° nach 3 gelesen, identisch sind.
Kommen die so verdauten Fragmente in Kontakt mit DNA-Ligase, ist zu erwarten, dass
sie eine Selbstligation eingehen, welche in Konkurrenz zur Ligation an das Konjugat
steht. Auch zu Zyklisierungen kann es dabei kommen (Abb. 3.11).

Dieses Problem ist aus der Gentechnologie bei der Insertion von dsDNA in einen
bakteriellen Vektor bekannt. In diesem Kontext kann es durch die Wahl geeigneter
molarer Verhéltnisse zwischen Plasmid und Insert, der Dephosphorylierung des Inserts
oder durch dhnliche Strategien geldst werden. Dies funktioniert jedoch nur aufgrund der
Anwesenheit bakterieller Reparaturenzyme bzw. weil Bakterien mit falsch oder nicht
ligierten Plasmiden im weiteren Verlauf der Klonierung aussortiert werden, sodass die
bekannten Strategien hier nicht ausreichend waren.

Die einfache, wie effektive Losung des Problems zeigt Abbildung 3.12. Zum einen
wurde nicht humane DNA als Substrat verwendet, sondern ein definierter Abschnitt
per PCR amplifiziert. Die verwendeten Primer waren jeweils am 5°-Ende um 12 Ba-
sen verldangert, von denen die endstédndigen 6 Basen als reine Platzhalter dienten. Die
zwischen diesem Platzhalter und der eigentlichen Primersequenz liegenden 6 Basen ent-
hielten die Nukleotidsequenz fiir einen gezielten Restriktionsverdau mit der REN BssSI.
Dieses Enzym hat die Besonderheit, dass seine Erkennungssequenz nicht palindromisch
ist. Dies hat zur Folge, dass nach Abverdau der Strangenden und Reinigung des Pro-
duktes Religationen praktisch ausgeschlossen sind. Die entstandene dsDNA enthélt an
jedem Ende einen 5-ACGA-3‘-Uberhang, welcher nicht mit sich selbst kompatibel ist.

Als Templat wurde ein Abschnitt des humanen HFE-Gens verwendet, von dem ein

231 bp langes Fragment amplifiziert wurde. Durch die Verldngerung um 12 bp an je-
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dsDNA Strangabschnitte

beliebige Sequenz

5' GAATTC 3*
3' CTTAAG 5°

PAATTC 3
G5*
5'G

|
|
B 3' CTTAAp

genomische

humane DNA
L
Restriktionsverdau
mit EcoRI
i -
—_—
Protein-DNA Kpniugat mit
passendenl Uberhang
— DNA Ligase
Protein

_—

- - -_

Abbildung 3.11: Der Verdau von genomischer humaner DNA mit RENs, welche pa-
lindromische Sequenzen erkennen, gezeigt am Beispiel von EcoRI,
fiihrt zu einer Vielzahl verschiedener Produkte, welche sich nach Zuga-
be von DNA-Ligase und hTf-DNA-Konjugat vollig unkontrolliert neu

verbinden.
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genomische

humane DNA
L L
PCR mit verlangerten
Primern
dsDNA Strangabschnitte A
OEam—EN
beliebige Sequenz
. Verdau mit
= Primer Erkennungs- BssSl und
sequenz Reiningung
5' CACGAG 3' A
- 3' GTGCTC 5
HE—E
5'C
- 3'GTGCTp
Protein-DNA Konjugat mit
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1 = DNA Ligase
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Abbildung 3.12: Die gezielte Einfiihrung der nicht-palindromischen Erkennungssequenz
der REN BssSI in beide Enden eines definierten PCR-Produktes zu-
sammen mit dem nachfolgenden Restriktionsverdau fithren zu einem
homogenen Produkt, welches, einmal aufgereinigt, bei Ligationsreak-
tionen keinerlei Nebenprodukte bilden kann.
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Abbildung 3.13: Gelchromatographische Auftrennung verschiedener DNA Spezies (De-
tektion bei 280 nm).

dem Ende wurde somit ein 255 bp langes Produkt erhalten, welches in guter Reinheit
und Ausbeute dargestellt werden konnte. Dieses wurde anschlieBend mit BssSI verdaut,
wobei - kompletten Verdau vorausgesetzt - ein 233 bp langer Strang mit je einem vier-
basigen Uberhang an jedem 5‘-Ende entstehen sollte. Da die abverdauten Strangenden
lediglich eine Linge von 7 bp mit vierbasigem Uberhang besitzen, sollten sie leicht
entfernt werden konnen und bei der Ligation an das Protein-ODN-Konjugat nicht mit
diesem in Konkurrenz treten. Abbildung 3.13 zeigt das Laufverhalten des unverdauten
DNA-Strangs im Vergleich mit sowohl einem 74 bp langen PCR-Produkt und einem 10
Basen langen einzelstréingigen ODN bei der gelchromatographischen Auftrennung. Wie
man sieht, ist das 255-bp-PCR-Produkt schon vom 74-bp-PCR-Produkt (bei 55 min,
der zweite Peak wird durch nicht verbrauchte Primer verursacht) basisliniengetrennt.
Die Entfernung der abverdauten Strangenden sollte damit sauber méglich sein.

Um den Einbau der BssSI-Erkennungssequenz, den erfolgreichen Restriktionsverdau,
sowie die korrekte Funktionalitit des Uberhangs zu bestétigen, wurde das erhaltene
PCR-Produkt mit BssSI verdaut und an ein Oligonukleotid ligiert, welches so konstru-
iert war, dass es unter Ausbildung einer Haarnadel-Struktur den fiir die Ligation an das
BssSI-verdaute Produkt notwendigen 5-TCGT-Uberhang bilden sollte. Hierfiir wurden
etwa 6,5 pmol verdautes PCR-Produkt, entsprechend 13 pmol reaktive Enden, sowie
abweichend von der angegebenen Standardprozedur 100 pmol hairpin-ODN eingesetzt.
Wie Abb. 3.14 zeigt, waren alle Schritte erfolgreich. Das PCR-Produkt hat die korrek-
te Lange (255 bp) und ist nach Restriktionsverdau sichtbar kiirzer. Durch Zugabe von
Ligase und ein passendes ODN léasst es sich wieder verlangern, sodass der gewiinschte

5‘-Uberhang entstanden zu sein scheint. Lediglich das Entstehen von zwei alternativen
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Abbildung 3.14: Uberpriifung des korrekten Restriktionsverdaus mit BssSI - Schema
und Agarosegel der entsprechenden Produkte

Ligationsprodukten (an nur einem oder an beiden Strangenden) konnte nicht besté-
tigt werden. Méglicherweise kommt es bei dem eingesetzten 7,7-fachen Uberschuss von
hairpin-ODN bereits zu einer vollstdndigen Umsetzung an beiden Enden, oder die bei-
den Spezies sind im benutzten Gelsystem nicht sauber diskriminierbar.

Auch wenn dies in der vorliegenden Arbeit nicht weiter ausgenutzt wurde, ermdg-
licht es dieses generische Konzept, prinzipiell jede funktionierende PCR-Reaktion durch
simples Verldngern der Primer fiir die Herstellung von DNA-Sequenzen zur gezielten
Ligation an den hTf-Anker zu funktionalisieren. Auf diese Art und Weise kann die
Struktur, also die Lange und die Sequenz des dsDNA-Antigens innerhalb gewisser Gren-
zen beliebig alteriert werden. Es sollte dann lediglich darauf geachtet werden, dass die
BssSI-Erkennungssequenz nirgends in der amplifizierten Sequenz vorhanden ist.

Das PCR-~Produkt wurde anschliefend in verschiedenen Verhéltnissen mit hTf~-ODN3
ligiert. Der Ansatz enthielt aulerdem as-ODN; ein Oligonukleotid, welches zum gekop-
pelten CHO-ODN komplementér ist und mit diesem den passenden Uberhang fiir die
Ligation an das verdaute PCR-Produkt ergibt. Die Produkte wurden anschlieflend im
2.5% Agarosegel analysiert (Abb. 3.15). Dabei waren, abhingig von der hTf-ODN-
Konzentration, zwei Banden bei einer apparenten Laufhéhe von ca. 400 und 500 bp
sichtbar. Diese wurden auf die Ligation von hTf-ODN3 an ein (Produkt bei 400 bp)
bzw. an beide Enden (Produkt bei 500 bp) des PCR-Produktes zuriickgefiihrt (verglei-
che Abb. 3.12). In Abwesenheit von hTf-ODN3 sind keinerlei Produktbanden sichtbar.

Beachtenswert sind auBerdem die beiden Produktbanden bei einer Laufhéhe von
knapp unter 300 bp. Fiir diese beiden Nebenprodukte liegt leider keine Erklarung vor.
Der urspriingliche, in der Publikation der Daten vorgebrachte Gedanke, es handele sich
um die Religation der abverdauten Strangenden an ein bzw. beide Enden des Stranges
(220), erscheint bei ndherer Betrachtung nicht schliissig. Wie beim Vergleich mit Abb.
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Abbildung 3.15: 2,5 % Agarosegel nach Ligation von hTf-ODN an das verdaute PCR-
Produkt in verschiedenen Verhéltnissen mit Kontrollen. M, 100 bp
Léngenmarker. Modifiziert nach BUHL (220)

3.14 deutlich zu sehen ist, stimmt die Lange nicht iiberein. Eine weitere, plausiblere
Moglichkeit wére, dass sich in der hT{-ODN3-Préaparation trotz der durchgefiihrten
FPLC-Reinigung (Abb. 3.9) noch Reste von ungekoppeltem CHO-ODN befinden. Die-
ses, hybridisiert mit as-ODN, wiirde bei Ligation an das PCR-Produkt eine Verlan-
gerung von 233 bp (plus 4 Basen Uberhang an jedem Strangende) auf 261 bp (plus
4 Basen Uberhang am verbleibenden Ende) bzw. 289 bp (bei Ligation an beide En-
den) bewirken, also grob mit der Lage beider Banden iibereinstimmen. Nicht ins Bild
passt dabei jedoch die offensichtliche Abnahme dieser Nebenprodukte bei steigenden
ODN-hTf3-Konzentrationen. Ihre Identitét bleibt damit letztendlich ungeklért. Da aber
jegliche DNA-Produkte, welche nicht an hTf gekoppelt sind, beim spéteren Immobilisa-
tionsprozess auf den Biosensorchip unreagiert abgespiilt werden, stellt ihre Préisenz kein
Problem dar. Fir die routineméfige Herstellung von hTf-dsDNA Ligat wurde fiir alle
folgenden Versuche ein vierfaches molares Verhéltnis von hTf~-ODN zum PCR Produkt
gewahlt.

Um zu verhindern, dass bei der folgenden Immobilisierung zuviel unligiertes hTf-
ODN3 auf der Chipoberfliche befestigt, und die Dichte an dsDNA Antigen damit
unnoétig erniedrigt wird, wurde das Produkt iiber die FPLC grob aufgereinigt (Abb.
3.16). Fir die Chipbeladung wurden die vor dem PCR-Produkt eluierenden Fraktionen
gesammelt, mit einer Vivaspin 30.000 MWCO Ultrafiltrationseinheit auf etwa 100 pl
aufkonzentriert und in Aliquots bei -20°C gelagert.
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Abbildung 3.16: Gelchromatographische Auftrennung des Ligationsproduktes von hTf-
ODN3 und PCR-Produkt im Vergleich mit den nicht ligierten Kom-
ponenten (Detektion bei 280 nm).

3.1.3 Immobilisierung auf der Biosensor-Oberflache

Das entstandene ”Coatingkonjugat” aus biotinyliertem hTf und kovalent daran be-
festigter dsDNA sollte anschliefend dem urspriinglichen Ziel geméfl auf einem Bio-
sensorchip immobilisiert werden. Die von Biacore propagierte und von den meisten
Nutzern der SPR-Biosensortechnologie préiferierte Methode hierfiir ist die sogenannte
” Aminkopplung”, die Carbodiimid-katalysierte Kniipfung von Peptidbindungen zwi-
schen Carboxylfunktionen der Chipoberflaiche und Aminfunktionen des Proteins (221).
Die Standardprozedur fiir die Immobilisierung von Proteinen im Durchfluss (Flussrate
5-10 pl/min) besteht aus (1) Aktivieren der Oberfliche - Erzeugung von NHS-Estern
mit einer Mischung von 0,2 M EDC und 0,05 M NHS fiir 5-10 Minuten, (2) Immobili-
sieren des Proteins durch Uberspiilen mit der Proteinlsung fiir 5-10 Minuten und (3)
Deaktivieren der nicht verbrauchten NHS-Ester mit einer 1 M Lésung von Ethanolamin
(Abb. 3.17) (222).
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Abbildung 3.17: Die drei Einzelschritte der Aminkopplung sind (1) Aktivierung der
Oberflache mit EDC und NHS, (2) Immobilisierung von Proteinen an
die reaktiven NHS-Ester, (3) Entfernen iiberschiissiger NHS-Ester mit
Ethanolamin.

Versuche, das hTf-dsDNA-Konjugat entsprechend der Standardprozedur auf mit Car-
boxymethyldextran beschichteten Goldchips (Sensorchip CM5) zu immobilisieren, wa-
ren jedoch nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt). Eine plausible Erklarung hierfiir
ist, dass sowohl die CMD-Oberfliche als auch DNA bei allen zur Kniipfung der Pep-
tidbindung geeigneten pH-Werten negativ geladen sind und sich gegenseitig abstoflen.
Eine Vermittlung durch positiv geladene Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)-
Mizellen, wie von SEIDEL et al. berichtet, fithrte jedoch auch zu keiner Besserung (211).

Aus diesem Grund wurden anschliefend Sensorchips verwendet, die mit CMD be-
schichtet sind, an dem Streptavidin kovalent priimmobilisiert ist (Sensorchip SA). Uber
die Biotin/Streptavidin-Wechselwirkung konnte hTf-dsDNA (das ja zusétzlich biotiny-
liert wurde) so sehr effizient gebunden werden (Abb. 3.18). Die gewiinschte kovalen-
te Verkniipfung von hTf-dsDNA mit der Oberfliche (CMD und Streptavidin) wurde
durch anschlieBendes Uberspiilen mit den Crosslinkern EDC und NHS enstprechend
Abbildung 3.17 erreicht. Dadurch werden Carboxylfunktionen der Oberflache aktiviert,
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und kénnen sofort mit Aminen aus hTf, das sich nun bereits fixiert in raumlicher Na-
he befindet, reagieren. Dieses Immobilisationsprotokoll verbindet damit die Effizienz
des Biotin/Streptavidin-Capturings, das trotz gleicher Ladungen von Coatingkonjugat
und Oberflache sehr gut funktioniert, mit der Stabilitdt der Aminkopplung. Ob das
dem Capturing nachgeschaltete Crosslinking tatséchlich in einer héheren Stabilitat der
Oberflache resultiert, wurde dabei nicht systematisch untersucht. Die Referenzoberfla-
che wurde auf die gleiche Art und Weise mit biotinyliertem hTf beladen, ist also bis

auf das Fehlen von DNA sonst chemisch identisch.
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Abbildung 3.18: Typische Immobilisierung von hTf-dsDNA auf einem Sensorchip SA

3.1.4 Zusammenfassung

Im ersten Teil des Projektes wurde eine fiir Messungen mit dem SPR-Biosensor ge-
eignete Oberflache realisiert, die kovalent mit doppelstrangiger DNA beschichtet ist.
Hierfiir musste ein Weg gefunden werden, die Immobilisierung an Beschrankungen des
Gerétes anzupassen. Dies schliefit eine kurze zur Verfligung stehende Coatingzeit bei
moglichst 25 °C, sowie das Arbeiten im Durchfluss ein. Um fiir viele Messungen zur
Verfligung zu stehen, mussten die Oberflichen regenierbar konzipiert werden, weshalb
eine kovalente Immobilisierung angestrebt war.

Die Immobilisierung erfolgt iiber biotinyliertes humanes Transferrin als Immobili-
sierungsanker. Dies wurde unter Verwendung des heterobifunktionalen Crosslinkers
SANH mit Hydrazin-Funktionen modifiziert und anschliefend mit einem 5’-Aldehyd-
modifizierten ODN umgesetzt. Durch die Wahl geeigneter Reagenzienverhaltnisse konn-
te ein 1:1-Konjugat aus Protein und Oligonukleotid erzeugt werden.

Das Produkt wurde in einem néchsten Schritt mit einem ldngeren dsDNA-Strang
verbunden. Hierfiir wurde ein PCR-Produkt erzeugt, in das an beiden Enden die Erken-

nungssequenz fiir das nichtpalindromische Restriktionsenzym BssSI eingefiigt wurde.
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Nach Verdau mit selbigem war eine gezielte Verbindung der beiden Komponenten mit
T4 DNA-Ligase moglich.

Fiir die Immobilisierung wurde das komplette Konstrukt im Durchfluss auf Strepta-
vidin-vorbeschichteten Biosensorchips affinitétsbasiert gebunden und anschliefend mit
den kovalenten Crosslinkern EDC und NHS fixiert. So konnte eine effiziente, schnelle

und trotzdem stabile Oberflichenbeladung bewerkstelligt werden.

3.2 Pilotversuche zur Evaluierung der antigenen Oberflache

Nachdem erfolgreich ein Protein-dsDNA-Coatingkonjugat hergestellt und auf Biosen-
sorchipoberflichen immobilisiert werden konnte, sollte die Eignung des aufgebauten
Systems zur Analyse von anti-dsDNA in ersten Pilotversuchen tiberpriift werden. Hier-
zu wurden dhnliche Bedingungen benutzt, wie sie zuvor von METZGER et al. erfolg-
reich zur Charakterisierung von SHBG eingesetzt wurden (161): eine Flussrate von 10
nl/min und ein Injektionsvolumen von 45 pl. Lediglich die Dissoziationsphase wurde
aus Griinden der Zeitersparnis von 600 s auf 300 s verkiirzt und als Laufpuffer wurde
eine Variante des standardméfig fiir Biacore-Messungen eingesetzten HBS-EP, HBS-
EP250 eingesetzt. Dieser enthélt, verglichen mit HBS-EP, eine von 150 mM auf 250
mM erhohte Konzentration an NaCl, um unspezifische elektrostatische Anbindung an
die immobilisierte dsDNA zu vermindern. Seren wurden grundsétzlich im Verhéltnis
1:100 mit Laufpuffer verdiinnt (1 Teil Serum + 99 Teile Laufpuffer).

3.2.1 Antikorperkontrollen & Referenzoberflache

Wenn auch keine umfassende Validierung des Messsystems angestrebt war, sollte, um
nicht Artefakte zu messen, doch schon wahrend der ersten Phase der Messungen eine
minimale Qualitdtskontrolle eingefiihrt werden. Zu diesem Zweck wurden monoklonale
Antikorper eingesetzt. Als Positivkontrolle diente ein zu diesem Zeitpunkt verfigbarer
muriner anti-dsDNA IgG, HYB331-01. Dieser wurde von HEEGAARD et al. entwickelt
und umfassend charakterisiert (223). Er bindet mit hoher Affinitdt an dsDNA und
mit niedrigerer Affinitdt an ssDNA. Als kritische Negativkontrolle wurde der mono-
klonale murine IgM F7-26 eingesetzt. Dieser Antikorper findet sonst aufgrund seiner
hohen Spezifitat fiir ssDNA Verwendung zur Diskriminierung von apoptotischen und
nekrotischen Zellen (224; 225; 226; 227). Typisch fiir den Prozess der Apoptose ist das
Auftreten von groflen Mengen ssDNA, sodass apoptotische Zellen mit F7-26 flowzyto-
metrisch, immunhistochemisch oder immunzytochemisch zuverldssig von nekrotischen
Zellen unterschieden werden kénnen, welche im Gegensatz dazu dsDNA freisetzen. Auf
dem vorliegenden Biosensorchip war das Entstehen von ssDNA-Bereichen zu befiirch-
ten. Sowohl durch die stets vorhandenen Scherkrifte als auch die zur Regeneration

eingesetzten agressiven Losungen ist eine Trennung der beiden DNA-Stréange denkbar,
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Abbildung 3.19: Sensorgramm der Kontrollen HYB331-01 (positiv) und F7-26 (nega-
tiv), jeweils mit einem 1:100 verdiinnten Kontrollserum auf eine End-
konzentration von 0,01 mg/ml verdiinnt.

um nicht zu sagen auf Dauer wahrscheinlich. Da fiir HYB331-01 zwar Affinitdtswer-
te publiziert wurden, fir F7-26 jedoch nur die angeblich hohe Spezifitdt fiir ssDNA
bekannt war, wurden beide Antikérper in der gleichen Massenkonzentration von 0,01
mg/ml zu einem 1:100 mit Laufpuffer verdiinnten, anti-dsDNA-negativen Kontrollse-
rum addiert. Dabei kam es zu einer starken Anbindung von HYB331-01, wiahrend der
Einzelstrang-spezifische F7-26 keinerlei Reaktivitét zeigte (Abb. 3.19). Auch wenn dies
nicht als Garantie fiir das alleinige Vorhandensein von dsDNA gelten kann, ist es doch
ein klarer Hinweis fiir eine gute Qualitidt der antigenen Oberflache.

Wie oben erldutert, stellt die relative Anbindung, welche in den Sensorgrammen
zeitaufgelost dargestellt wird, jeweils das Differenzsignal der beiden Flusszellen FC1
und FC2 dar, von denen eine mit dem dsDNA-Coatingkonjugat, die andere lediglich
mit dem Carrier h'Tf beladen ist. Eine Anbindung von Proben an die Referenzzelle
wiirde dafir sprechen, dass Analytkomponenten unspezifisch an die Chipoberfliche
binden. Dies ist aus mehreren Griinden eine realistische Gefahr: zum einen ist auf
der Oberfliche sowohl negativ geladenes CMD, sowie positiv geladenes Streptavidin in
nicht bekanntem Verhéltnis immobilisiert, zum anderen ist die Serummatrix komplex
und enthélt zahlreiche potentiell stérende Komponenten. Um zu verhindern, dass nur
Artefakte vermessen werden, wurden fiir die beiden Kontrollantikérper, sowie flir ein
negatives Kontrollserum und ein positives Serum einer SLE-Patientin die Signale der
einzelnen Flusszellen getrennt ausgewertet (Abb. 3.20).

Hierbei legte keine der vier Proben eine nennenswerte Reaktivitat gegeniiber der nur

mit hTf beladenen Referenzzelle zu Tage.

3.2.2 Die gemessene Anbindung wird durch Immunglobuline verursacht

Auch wenn nun sichergestellt war, dass die gewdhlte hTf-Referenzoberfliche fiir die

Korrektur des gemessenen Bindungssignals um Bulkeffekte geeignet ist, musste durch
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Abbildung 3.20: Die getrennte Auswertung der von beiden Flusszellen erhaltenen Si-
gnale demonstriert die Spezifitdt der Anbindung.
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geeignete Versuche sichergestellt werden, dass die gemessene Bindung wirklich durch
anti-dsDNA verursacht war. Da die Anderung des Resonanzwinkels letztlich durch eine
Anderung des Brechungsindex im dielektrischen Medium und damit durch eine rei-
ne Anderung der an der Oberfliche gebundenen Masse hervorgerufen wird, ist in den
Biosensorgrammen per se keinerlei Information tiber den Mechanismus der Anbindung
oder die Natur des bindenden Agens enthalten. Im vorliegenden Fall war zu befiirch-
ten, dass nicht zur Ig-Fraktion gehorende Bestandteile des Serums an dsDNA binden,
entweder auf spezifische (Transkriptionsfaktoren, Polymerasen etc.) oder auf unspezi-
fische Art und Weise (ionische Wechselwirkung mit positiv geladenen Proteinen). Es
wurden deshalb einige ausgewéhlte Seren, sowie die biologische Referenzpréparation der
WHO, Wo/80, mit Hilfe isotypspezifischer anti-human-Ig-Agarose gezielt von Im-
munglobulinen befreit und die verbleibende Anbindung der Losungen untersucht (Abb.
3.21).

Hierbei legte die Positivkontrolle, also das von allen drei relevanten Isotypen IgG,
IgM und IgA befreite Serum, in allen Fallen nur eine sehr geringe Reaktivitéit an den
Tag. Im Gegensatz dazu banden alle nicht abgereicherten Negativkontrollen, also die
ohne Agarose behandelten Seren, jeweils am meisten, deutlich messbar, an. Die Kur-
ven fiir Proben, in denen jeweils zwei relevante Isotypen entfernt waren, also noch ein
Isotyp préasent war, lagen jeweils zwischen den beiden Extremen. Damit kann davon
ausgegangen werden, dass das gemessene Signal durch die spezifische Anbindung von
anti-dsDNA-Autoantikorpern an die mit h'Tf-dsDNA belegte Messoberflache verursacht
wird. Zusétzlich war fiir einige Proben eine deutliche Dominanz von anti-dsDNA des
IgM-Isotyps (in Seren k-1, a-1), fiir andere des IgG-Isotyps erkennbar (Seren c-1, n, b-7).
Nennenswerte Mengen IgA-anti-dsDNA konnten in keiner der Proben identifiziert wer-
den, obwohl diese auch bei SLE-Patienten prinzipiell beschrieben sind. Fiir die anderen
Proben war eine deutliche Dominanz eines Isotyps nicht sichtbar, was unter Umstédnden

auf die a priori niedrige Anbindung dieser Seren zuriickgefithrt werden kann.

3.2.3 Kompetition

Um die Spezifitit des anti-dsDNA-Assays weiter zu bestétigen, wurden die 1:100 ver-
diinnten SLE-Seren a-1, b-3 und b-6 mit verschiedenen Konzentrationen DNA aus
Lachssperma vor der Vermessung préinkubiert. Die Anbindung konnte dabei in allen
drei Féllen konzentrationsabhéngig inhibiert werden (Abb. 3.22 A). Serum b-6 wurde
analog mit dem einzelstrangigen Oligonukleotid ODN1 (26 Basen) und dem doppel-
stringigen Oligo ODN1/2 (24 bp mit 4 Basen Uberhang) inhibiert (Abb. 3.22 B).
Diese, verglichen mit der in den géngigen anti-dsDNA-Labortests eingesetzten dsDNA
relativ kurzen Oligos, sind damit in ihrer Lénge offenbar schon ausreichend fir die Bin-
dung von anti-dsDNA. Zwischen der einzel- und doppelstrangigen Form ist dabei kein
deutlicher Unterschied sichtbar.

Desweiteren wurde fiir Serum a-1 unmittelbar nach Ende der Assoziationsphase mit
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Wo/80. Gezeigt sind die Bindungskurven von 1:100-Verdiinnungen der
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verschiedenen Mengen Lachssperma-DNA versetzter Laufpuffer injiziert (Abb. 3.22 C).
Die Dissoziation der anti-dsDNA von der Chipoberfliche wird dabei konzentrations-
abhangig stark beschleunigt. Dieser Effekt deutet auf ein starkes ”back-binding” bzw.
"re-binding” der Antikérper hin, d.h. sie binden nach erfolgter Dissoziation des Immun-
komplexes erneut an die immobilisierte DNA, was durch die Kompetition mit DNA im
Laufpuffer vermindert wird. Dieses Verhalten fithrt zu einer erniedrigten apparenten
Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante und ist im vorliegenden Versuchsaufbau in ho-
hem Mafle zu erwarten und kaum zu verhindern. Verantwortlich dafiir ist wohl die hohe
”intrinsische” Epitopdichte der DNA. Da anti-dsDNA nicht, wie proteinogene Antigene,
iiber ein einzelnes Epitop pro Molekiil verfiigt, sondern anti-dsDNA praktisch an jeder
Position des Phosphodiester-Riickgrats binden kénnen, treffen diese nach Dissoziation

mit hoher Wahrscheinlichkeit schnell auf eine neue Bindungsstelle.

3.2.4 Messung von Serumproben

Ein moglicher Einsatz des Biosensors ist die Analyse von Patientenproben zu diagno-
stischen Zwecken. Um die Eignung hierfiir festzustellen, wurden 42 Serumproben von
SLE-Patienten auf einem einzigen Chip vermessen, und mit den Ergebnissen der Seren
von 18 Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen und 39 gesunden Probanden
verglichen. Schon graphisch stellt sich eindeutig dar, dass beide Gruppen gut vonein-
ander diskriminiert werden kénnen (Abb. 3.23 A und B). Um die erhaltenen Kurven
systematischer auswerten zu kénnen, wurden die relativen Anbindungen jeweils am En-
de der Assoziationsphasen ausgelesen (vgl. Abb. 3.23 C). Als Wert fiir die Féhigkeit
des Tests, zwischen den beiden Patientenkollektiven zu unterscheiden, kommen dabei
Sensitivitdt und Spezifitdt in Betracht. Dafiir wird ein Grenzwert definiert, d.h. ein be-
stimmter Wert (hier eine Relative Anbindung in RU), oberhalb dessen der gemessene
Wert als indikativ fiir einen bestimmten Zustand (hier SLE) betrachtet wird. Dieser
wurde fiir den Biosensor urspriinglich als Mittelwert plus zwei Standardabweichungen
aller Kontrollen als 25 RU berechnet (220). Wertet man nun alle darunter liegenden
Kontrollen als richtig negativ (true negative, TN), dariiber als falsch positiv (FP), alle
darunter liegenden SLE-Seren als falsch negativ (FN), dariiber als richtig positiv (TP),
so lassen sich Sensitivitdt und Spezifitdt aus der Anzahl der in den entsprechenden

Kategorien befindlichen Proben wie folgt berechnen:

TP
TP+ FN

d.h. die Sensitivitdt ist der Anteil der richtig gemessenen positiven Proben, wihrend

Sensitivitat =

TN
TN +FP
d.h. die Spezifitdt ist der Anteil der richtig negativ gemessenen Kontrollen (228).
Mit 25 RU als Grenzwert ergaben sich dabei die Werte von 98,2 % (Spezifitat) und

Spezi fitat =
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83,3 % (Sensitivitat). Ein noch umfassenderes Bild der Testqualitéit ergibt der Recei-
ver Operating Characteristic Plot (229). Dabei handelt es sich um die graphische
Auftragung aller grundsétzlich moglichen Sensitivitit/Spezifitit Paare gegeneinander
fiir alle denkbaren Grenzwerte (Abb. 3.23 D). Aus dem Graphen kann dann ein op-
timaler Kompromiss zwischen dem Erhalt falsch positiver und falsch negativer Werte
gefunden werden. Fiir den Biosensor zeigte sich dabei, dass sich durch Senkung des
Grenzwerts auf 22 RU die Sensitivitiat bei gleichbleibender Spezifitat auf 85,7 % stei-
gern lasst. Als weiteres Qualitdtsmerkmal kommt die Flache unter der ROC-Kurve in
Betracht, die hier mit 0,911 (bei einem maximal mdéglichen Wert von 1 bei perfekter
Diskriminierung) als sehr gut zu bewerten ist.

Grundsétzlich lasst sich damit behaupten, dass das Prinzip des aufgebauten Biosen-
sors funktioniert und dieser zum diagnostischen Testen bei Verdacht auf SLE eingesetzt
werden kann. Als kritisch ist jedoch zu bewerten, dass die ausgewéhlten Positivproben
auf eine gewisse Art und Weise vorselektiert waren, in dem Sinne, dass sie zum iiber-
wiegenden Teil auch ein positives Ergebnis im Farr-Assay erzeugt hatten (vgl. Tab.
3.2).

Ein genauerer Blick auf die erhaltenen Ergebnisse offenbart einige Zusatzinforma-
tionen. Zum einen kann der direkte Vergleich der gemessenen Zahlenwerte mit dem
Farr-Assay erfolgen (Abb. 3.24). Idealerweise sollte hier ein linearer Zusammenhang
bestehen, was jedoch nicht der Fall ist (1> = 0, 05 bei linearer Regression, nicht gezeigt).
Beschrankt man sich auf die rein qualitative Aussage, ob ein Ergebnis als positiv oder
negativ zu bewerten ist, so stimmen beide Tests in weiten Teilen tiberein. Im Biosensor
negativ bei positivem Farr RIA sind ausschliefSlich Serumproben von Patient i. Auch
unter den SPR-positiven, Farr-negativen Seren finden sich neben den Patienten d, j und
m, wiederum gleich mehrere Proben von Patient g. Es drangt sich also der Verdacht
auf, dass es sich bei Abweichungen zwischen den beiden Methoden nicht um zuféllige
Schwankungen, sondern um systematische Unterschiede handelt. Wéahrend zwar beide
Systeme prinzipiell alle vorhandenen anti-dsDNA-Isotypen messen, werden solche vom
IgM-Typ im Biosensor aufgrund ihrer im Vergleich zu IgG etwa fiinfmal hheren Masse
starker gewichtet. Dazu kommt, dass im SPR-System auch schwéchere Interaktionen
beobachtet werden konnen, auBlerdem ist die Anbindungsstérke direkt abhéngig von
den kinetischen Geschwindigkeitskonstanten der Interaktion.

Interessant ist auch ein optischer Vergleich der Anbindungskurvenformen. Im Gegen-
satz zu Seren von APS-Patienten, die sich auf einem mit 32-Glykoprotein I gecoateten
Chip deutlich unterschiedlich verhalten (173), sind die Kurvenformen der SLE-Proben
relativ ahnlich. Der verbleibende Anteil der Anbindung nach 300 s Dissoziation (Tab.
3.2) schwankt hier lediglich zwischen etwa 40 und 88% (APS: ca. 10 - 80%), auch
die Kurvenformen der Assoziationsphasen unterscheiden sich kaum. Nur wenige einzel-
ne Proben (vgl. ¢-1 in Abb. 3.23 A) zeichnen sich durch schnellere Assoziations- und

Dissoziationsraten aus. Hier stellt sich die Frage, ob dies als diagnostisch relevant an-
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SPR-Bindungsvariablen
Identifikator ~Farr-assay [U/ml] Relative Anbindung [RU] Restbindung [%)]

a-1 100,9 181,6 79,8
a-2 44,0 102,7 75,1
a-3 31,0 85,5 79,1
a4 27,2 83,0 73,4
a5 19,7 57,2 80,6
b-1 94,9 78,2 75,7
b-2 105,0 101,3 87,7
b-3 91,0 69,9 70,4
b-4 112,0 69,4 67,1
b-5 175,0 91,6 67,8
b-6 263,6 127 69,6
b-7 364,0 105,3 70,0
b-8 99,2 69,9 55,4
b-9 80,0 60,5 59,2
b-10 57,5 60,0 53,8
1 75,0 140,8 40,3
-2 52,4 103,2 51,0
d-1 6,5 66,5 76,5
d-2 7,0 58,5 74,0
d-3 9,1 58,3 82,2
e 17,0 48,1 43,2
£1 122,0 74,7 40,3
£2 36,0 42,0 40,0
o1 6,3 41,4 65,7
) 4,1 18,6 44,1
o3 6,7 27,2 63,6
o4 6,8 89,9 66,4
g5 7,1 99,6 64,0
o6 18,1 44.8 63,2
h-1 86,9 47,1 65,2
h-2 70,4 48,4 65,1
h-3 49,0 41,0 67,1
i1 15,1 23,1 45,5
i-2 12,0 7,8 n.b.
i3 11,8 1,1 n.b.
i-4 19,6 6,8 n.b.
j 5,2 49,1 51,3
k-1 42.1 412,7 78,8
k-2 26,1 256,7 78,9
-1 4,2 6,3 n.b.
1-2 <5 6,5 n.b.
m 6,9 28,6 54,9

Tabelle 3.2: Anti-dsDNA Konzentrationen in Seren von SLE-Patienten, bestimmt mit
dem Farr RIA, sowie SPR-Bindungsvariablen "Relative Anbindung” am
Ende der Assoziationsphase und ”Resbindung” nach 300 s Dissoziation.
n.b., nicht bestimmt.
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Abbildung 3.24: Vergleich der im Biosensor beobachteten relativen Anbindung von
SLE-Seren mit den im Farr RIA erhaltenen Werten.

gesehen werden kann. Eine Verlangsamung der Dissoziation und die damit verbundene
” Angleichung” der Kurven gilt als typische "makroskopische” Auswirkung des bereits

erwahnten Rebinding-Effekts und konnte damit ein Artefakt sein.

3.2.5 Wiederholprazision

Um einen ersten Eindruck der Wiederholprézision des Systems zu bekommen, wurde
Serum c-1 an vier aufeinanderfolgenden Tagen insgesamt elfmal injiziert (Abb. 3.25).
Dabei reichte der Variationskoeffizient der Anbindungen innerhalb eines Tages von 1,2
bis 2,0 %, wiahrend er tiber alle Messwerte 8,0 % betrug. Der Frage, ob hier ein Abwérts-
trend im Sinne eines Verlustes von Antigen, oder eine reine Schwankung beobachtet

wurde, wurde an dieser Stelle nicht nachgegangen.

3.2.6 Zusammenfassung

Im zweiten Teil des Projektes wurde die Tauglichkeit des im ersten Teil entwickelten
Biosensors fir die Messung von anti-dsDNA Autoantikorpern demonstriert. Antikérper-
positiv- sowie -negativkontrollen zeigen das gewiinschte Bindungsverhalten. Weder ge-
reinigte Antikérper noch verdiinnte Seren binden in nennenswertem Ausmaf auf die als
Referenz vorgesehene hTf-Oberfliche.

Durch eine isotypspezifische Abreicherung von Antikérpern aus Seren mit anschlie-
Bender Analyse auf dem anti-dsDNA Biosensor konnte gezeigt werden, dass die beob-
achtete Anbindung tatséchlich durch Immunglobuline verursacht wird und nicht durch

unspezifische Effekte zustande kommt.
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Abbildung 3.25: Relative Anbindung der 1:100-Verdiinnung von Serum c-1, an
4 aufeinanderfolgenden Tagen auf einem Chip gemessen. CV,
Variationskoeffizient.

Eine kleine Pilotstudie zeigt auflerdem, dass das System gut geeignet ist, um die Seren
von SLE-Patienten von denen nicht an SLE erkrankter Personen zu unterscheiden. Ein

klinisch-diagnostischer Einsatz ist damit moglich.

3.3 Charakterisierung monoklonaler Antikorper

Im Anschluss an die erfolgreich durchgefithrten Pilotmessungen wurde der Biosensor vor
dem Hintergrund der Assaykalibrierung bzw. -standardisierung fiir die Charakterisie-
rung monoklonaler anti-dsDNA Antikérper benutzt. Bedenkt man die Wichtigkeit der
korrekten anti-dsDNA Bestimmung fiir den Prozess der SLE-Diagnose, ist es duferst
erstaunlich, wie unvollsténdig dieses Thema bisher gelost wurde.

Das tbliche Vorgehen zur Quantifizierung von Autoimmunantworten ist, ein Patien-
tenserum mit bekanntem Autoantikorpergehalt zur Generierung einer internen Stan-
dardkurve zu benutzen, anhand derer der Autoantikérpergehalt einer unbekannten Pro-
be in auf den Standard bezogenen ”"Units” bestimmt werden kann (230). Dieses Vorge-
hen erscheint auf den ersten Blick verniinftig, da der Grundsatz, zur Kalibration eines
Testsystems eine zum Analyten identische Referenzsubstanz einzusetzen (231), hier aus
offensichtlichen Griinden nicht erfiillbar ist. Wie oben ausgefiihrt, war der in kommer-
ziellen Testsystemen bisher verwendete Kalibrator die biologische Referenzpraparation
Wo/80 der WHO, ein humanes Serum eines einzelnen Patienten mit polyklonaler Re-
aktivitdt gegen dsDNA (6). Bei kritischer Betrachtung, ist Wo/80 hier hochstens als
Positivkontrolle, jedoch nicht als Kalibrator einzusetzen. SIMON et al. nennen folgende

Griinde, die gegen den Einsatz polyklonaler Seren zur Kalibration von Immunoassays
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sprechen (230):

1. Die héufig mangelhafte Monospezifitit birgt die Gefahr, ein auf Kreuzreaktivité-

ten basierendes Signal zu messen.

2. Die im polyklonalen Serum vorhandenen Autoantikérper unterscheiden sich hin-
sichtlich Spezifitat/Kreuzreaktivitit, Affinitédt, Isotyp und Konzentration, was zu

abweichenden Ergebnissen in unterschiedlichen Assays fithren kann.

3. Die verfiighbare Menge ist grundsétzlich stark limitiert.

Punkt 3 wird h&ufig durch Rekalibration umgangen, jedoch macht der auch von FELT-
KAMP et al. eingebrachte Vorschlag, nationale, regionale oder lokale Standards durch
Kalibration mit Wo/80 zu etablieren, wenig Sinn, wenn man Punkt 2 bedenkt: da
verschiedene Testsysteme verschiedene Subgruppen von anti-dsDNA messen und die-
se auch unterschiedlich gewichten (232), wird ein sekundérer Standard, der auf einem
bestimmten analytischen System kalibriert wurde, mit hoher Wahrscheinlichkeit auf
einem anderen System vollig disparate Ergebnisse liefern. So kann zum Beispiel ein
IgM-dominiertes Serum im Farr-Assay potentiell zu sehr hohen Messwerten fithren,
wahrend anti-dsDNA vom IgM Isotyp im CLIF {iberhaupt nicht erfasst werden.
Neben Isotyp, Konzentration und Affinitéat, spielt die Reaktivitidt gegen ssDNA eine
wichtige Rolle. Wahrend, wie oben detailliert ausgefiihrt, Autoantikérper gegen dsDNA,
welche auch ssDNA binden, durchaus diagnostisch relevant sind, sind Autoantikérper
gegen ssDNA| welche nicht an dsDNA binden, nicht krankheitsspezifisch fiir SLE (233).
Daher sollten an einen geeigneten Kalibrator damit folgende Anforderungen gestellt

werden:

1. Er ist iiber einen langen Zeitraum in gleichbleibender Qualitat verfiigbar.

2. Seine Eigenschaften, also Isotyp, Spezifitit/Kreuzreaktivitat, Affinitat und Kon-

zentration sind bekannt, gleichbleibend, und in eindeutigen Werten ausdriickbar.

Ein solcher Kalibrator wiirde dazu fiihren, dass nicht mehr die Eignung des Standards
zur Kalibrierung eines bestimmten Testsystems tiberpriift werden muss, sondern im Ge-
genteil die Eignung eines Testsystems tiberpriift werden kann, Antikérper mit bestimm-
ten, bekannten Eigenschaften zu erfassen. Damit kénnten im Umkehrschlufl Aussagen
iiber die Zusammensetzung von anti-dsDNA positiven Patientenseren moglich werden.

Die folgenden Ergebnisse stellen den Versuch dar, drei verfiighare monoklonale anti-
dsDNA unter Verwendung des SPR-Biosensors mdoglichst umfassend zu charakterisie-
ren. Monoklonale Antikorper erfiillen die oben formulierten Anforderungen in hervor-

ragender Weise.
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3.3.1 Messung im Farr-Assay

Um einen ersten Eindruck von den Eigenschaften der monoklonalen Antikérper zu
erhalten, wurden diese im Farr-Assay gemessen. Der oben beschriebene Farr-Assay
ist eine sehr géngige Methode zur Detektion von anti-dsDNA. Wie bereits erlautert,
deuten bisherige Ergebnisse darauf hin, dass er selektiv nur hochavide Immunglobuline
erfasst (5; 234). Die beiden kommerziell erhéltlichen anti-dsDNA IgG, dsDNA-mAb32
und dsDNA-mAb33, werden als Kalibratoren fiir anti-dsDNA-Assays vertrieben und
dafiir jeweils mit einer Aktivitdtsangabe in IU/ml versehen, die auf der Kalibration
gegen Wo/80 in einem nicht néher beschriebenen ELISA beruht. Demzufolge weist
dsDNA-mAb32 eine Aktivitiit von 1,4 x 10° TU/ml bei einer Proteinkonzentration von
0,43 g/1 auf, wihrend dsDNA-mAb33 eine Aktivitit von 2,2 x 10° IU/ml bei einer
Konzentration von 0,075 g/1 hat.

Zur Messung wurden die Antikorper jeweils in ein mehrfach negativ getestetes Kon-
trollserum verdiinnt und in Triplikaten vermessen. Geméafl den Aktivitdtsangaben des
Herstellers war mit Messwerten von 1400 bzw. 140 IU/ml fiir dsDNA-mAb32 (1/100
und 1/1000 verdiinnt) und 2200 bzw. 220 IU/ml fiir dsSDNA-mAb33 (1/100 und 1/1000
verdiinnt) zu rechnen. Die Proteinkonzentrationen der beiden Antikorper lagen dabei
zwischen 0,075 pg/ml und 4,3 pg/ml. Da fiur HYB331-01, den bereits fiir die Pilotmes-
sungen als Positivkontrolle eingesetzten Maus IgG, keine Aktivitdtsangabe verfigbar
war, wurde er in vergleichbaren Konzentrationen von 5 pg/ml und 0,5 pg/ml einge-
setzt. Uberraschenderweise wurde nur bei dsDNA-mAb32 ein positives Ergebnis erhal-
ten (Tab. 3.3), und zwar bei beiden eingesetzten Konzentrationen. AuBlerdem war der

erhaltene Aktivitdtswert deutlich niedriger als erwartet.

Proteinkonzentration Aktivitat laut gemessene Aktivitat
[pg/ml] Herstellerangaben im Farr-Assay [IU/ml]
[IU/ml]
dsDNA-mAb32 4,3 1400 39,6 £+ 0,63
0,43 140 11,1 + 0,39
dsDNA-mAb33 0,75 2200 -
0,075 220 -
HYB331-01 5 - -
0,5 - -

Tabelle 3.3: Ergebnisse der Messung drei monoklonaler anti-dsDNA im Farr-Assay. Die
Aktivitdaten sind als Mittelwert 4+ eine Standardabweichung dargestellt.

Wiéhrend eine Abweichung zu den im ELISA durch Kalibration gegen Wo/80 ermit-
telten Werten zwar erwartet wurde, war das Ausmaf} jedoch grofler als erwartet. Nicht
nur, dass fiir dASDNA-mAb33 gar kein messbares Ergebnis erhalten wurde, so waren die
Werte von dsDNA-mAb32 auch extrem niedrig. Dieses Bindungsverhalten sollte durch
eine umfassende Charakterisierung, wie sie im Folgenden versucht wurde, verstanden

werden.
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3.3.2 Analyse im Biosensor

Eine der Schliisselkompetenzen der SPR-Biosensorik stellt die durch Aufzeichnung von
biologischen Interaktionen in Echtzeit ermoglichte Bestimmung von kinetischen Bin-
dungsdaten dar. Der Sensor wurde deshalb zur umfangreichen kinetischen Vermessung
der drei monoklonalen Antikérper verwendet.

Zur Messung wurden drei Biosensorchips nach beschriebener Prozedur hergestellt.
Die Antikérper wurden in Laufpuffer seriell 141 verdiinnt, und zwar HYB331-01 von
0,255 - 16,4 nM (Abb. 3.26 A-1), 0,064 - 16,4 nM (A-2) und 0,255 - 16,4 nM (A-3),
dsDNA-mAb32 von 0,448 - 14,4 nM (B-1), 0,897 - 14,4 nM (B-2) und 0,448 - 14,4
nM (B-3), sowie dsDNA-mAb33 von 0,0781 - 2,50 nM (C-1), von 0,156 - 2,50 nM (C-
2) und 0,0781 - 2,50 nM (C-3). Abbildung 3.26 zeigt die bei den Biosensormessungen
erhaltenen Sensorgramme.

Durch rein optische Auswertung konnten hier bereits die folgenden Beobachtungen

festgehalten werden:

1. Die Qualitat der aufgenommenen Daten scheint im Verlauf der Zeit (von Chip 1
nach Chip 3) abzunehmen. Dies konnte auf ein Stabilitdtsproblem des Coating-

konjugates hindeuten.

2. Wahrend HYB331-01 und dsDNA-mADb33 relativ schnell assoziieren und dissozi-
ieren, verhélt sich dsDNA-mAb32 deutlich langsamer.

Um weitere Aussagen treffen zu kénnen, wurden die Messdaten an die im Theorieteil
besprochenen Algorithmen zur Beschreibung der kinetischen Abldufe der Interakti-
on gefittet. Obwohl es sich bei der beobachteten dsDNA-anti-dsDNA Interaktion mit
hoher Wahrscheinlichkeit um eine bivalente Wechselwirkung handelt, wurden hierfiir
die Algorithmen fiir 1:1-Interaktionen benutzt. Die erhaltenen Konstanten sind als be-
obachtete, "makroskopische” Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten zu be-
trachten, und stimmen moglicherweise nicht mit ihren “mikroskopischen” Pendants
iiberein. Als Rechtfertigung fiir diese auf den ersten Blick zweifelhafte Vorgehensweise
soll die Argumentation von SCHUCK et al. zitiert werden. Diese weisen explizit darauf
hin, dass ein Fitting mit komplexeren mathematischen Modellen zwar moglich, jedoch
nicht zu empfehlen ist. Die so erhaltenen Ergebnisse sind fiir gewohnlich nicht robust
und kénnen um mehrere Gréflenordnungen variieren. Insbesondere vor in kommerzielle
Software implementierte Modelle fiir bivalente Interaktionen oder zum Ausgleich von
Massentransportphénomenen wird gewarnt (235). Dies entspricht ausnahmslos den in
der vorliegenden Arbeit gemachten Erfahrungen.

Wie oben beschrieben, erfolgt der Komplexzerfall exponentiell, d.h. bei natiirlich
logarithmischer Auftragung der Anbindungswerte der Postinjektionsphase sollte eine
Gerade erhalten werden. Wie Abb. 7.1 im Anhang zeigt, ist besonders bei hohen Dis-

soziationsraten ein Abflachen, also eine Verlangsamung im Laufe der Zeit zu sehen.
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Abbildung 3.26: SPR-Sensorgramme fiir die Injektion von HYB331-01 (A), dsDNA-
mAb32 (B) und dsDNA-mAb33 (C) jeweils auf Chip 1-3
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Hierfiir kommen eine Reihe von Erklarungen, wie heterogene Oberflichen bzw. An-
tikorperpraparationen, komplexe Kinetiken multivalenter Bindungspartner oder Mas-
sentransportprobleme in Frage (236). Als sehr wahrscheinlich schien das Auftreten von
Rebinding-Effekten, also des erneuten Assoziierens vorher dissoziierter Antikérper. Zur
Minimierung von auf Rebinding-Effekten beruhenden Fehlern ist es tiblich, nur die
initiale Phase der Dissoziation zu beriicksichtigen (237). Fiir die hier durchgefiihrte
nichtlineare Regressionsanalyse wurden deshalb nur die ersten 20 Sekunden der Postin-
jektionsphase verwendet. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 3.4, wiahrend das Fitting selbst
sowie die absoluten Fehler im Anhang (Abb. 7.3 - 7.11) dargestellt sind.

kq [1/sx107%] Chip1 Chip 2 Chip 3 Mittelwert
HYB331-01 1,35 1,56 0,584 1,16 + 0,514

dsDNA-mAb32 0,0295 0,0949 0,0358 0,0534 & 0,0361

dsDNA-mAb33 1,12 0,505 0,319 0,648 £ 0,419

Tabelle 3.4: Durch nichtlineares Fitting der Bindungskurven erhaltene Dissoziationsge-
schwindigkeitskonstanten der vermessenen anti-dsDNA.

Die Qualitét der Regression ist dabei sehr unterschiedlich, und vor allem bei schnel-
ler Kinetik und hoheren Konzentrationen, insbesondere fiir HYB331-01 als schlecht zu
bewerten. Auflerdem f&llt auf, dass die Dissoziation von dsDNA-mAb32 deutlich lang-
samer verlauft als die der beiden anderen Antikérper. Unter Annahme der erhaltenen
kq-Werte wurden anschliefend die Injektionsphasen der Bindungskurven gefittet. Auch
hier ist die Fittingqualitdt analog zur Assoziation recht unterschiedlich (Abb. 7.12 -
7.20) und dsDNA-mAb32 zeigt auch hier die langsamste Kinetik (Tab. 3.5).

kq [1/Msx10°] Chip 1 Chip2 Chip3  Mittelwert
HYB331-01 3,90 10,2 1,94 5,35 + 4,32

dsDNA-mAb32 0,0843 0,479 0,265 0,276 4 0,198

dsDNA-mAb33 4,39 2,26 2,69 3,11 + 1,13

Tabelle 3.5: Durch nichtlineares Fitting der Bindungskurven erhaltene Assoziationsge-
schwindigkeitskonstanten der vermessenen anti-dsDNA.

Die gemifl Gleichung 2.19 durch Teilen der kinetischen Konstanten gebildeten Gleich-
gewichtskonstanten (Tab. 3.6) sind fiir die drei Antikérper praktisch gleich und liegen

im niedrigen nanomolaren Bereich.

Kp [Mx107°] Chipl Chip2 Chip3 Mittelwert

HYB331-01 346 1,53 3,01 267 +1,01
dsDNA-mAb32 350 1,98 135 228+ 1,11
dsDNA-mAb33 2,55 223 1,19 199+ 0,711

Tabelle 3.6: Aus den gemessenen kinetischen Konstanten berechnete Dissoziations-
gleichgewichtskonstanten der anti-dsDNA.
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3.3.3 Analyse mittels Gelretardation

Die Validitat der in SPR-Experimenten aus kinetischen Bindungsdaten ermittelten
thermodynamischen Bindungskonstanten wird héufig kritisiert. Die Existenz systemati-
scher Unterschiede zu anderen in Frage kommenden Methoden, wie Gleichgewichtsdia-
lyse oder Kalorimetrie ist kaum zu verleugnen: zum einen spielen sich die beobachteten
Bindungsvorginge nicht in Losung, sondern an festen Oberflichen ab, was zu einer An-
derung der kinetischen und thermodynamischen Eigenschaften der Interaktion fithren
kann. Zum anderen ist auch eine strukturelle Anderung der immobilisierten Kompo-
nente durch die jeweils angewandte Oberflichenchemie denkbar. Aus diesem Grund war
es angestrebt, die erhaltenen Affinitdtsdaten mit einer unabhéngen und vorzugsweise
in Losung arbeitenden Methode zu bestéatigen. Hierfiir schienen Gelretardationsexperi-
mente gut geeignet. Die Gelretardation (Electrophoretic mobility shift assay, EMSA)
beruht auf der Trennung von freier DNA und DNA-Protein Komplexen durch Gelelek-
trophorese aufgrund einer durch die Bindung von Proteinen verursachten verringerten
elektrophoretischen Mobilitdt der DNA (Abb. 3.27). Dadurch wird eine qualitative und
quantitative Untersuchung der Interaktion ermoglicht (238; 239).

ABCDE@ .........

- — . : Spannungsquelle !
I
I
1
l
— — — :
|
I
radioaktiv markierte DNA  + + + + + @. _________ '
Bindungsprotein - + ++ + +
Antikorper gegen
. . - - - + -
Bindungsprotein
unmarkierte DNA - - - - .

Abbildung 3.27: Das Prinzip des EMSA beruht auf der elektrophoretischen Trennung
von freier DNA und DNA-Protein Komplexen. A, freie DNA. B, die
DNA wird durch das bindende Protein retardiert. C, das Ausmafl der
Retardierung ist von den Mengenverhéltnissen der Komponenten und
deren Affinitdt abhéngig und quantifizierbar. D, durch Addition eines
gegen das Bindungsprotein spezifischen Antikorpers kann der Komplex
weiter retardiert werden (supershift). E, die Bindung an den markier-
ten DNA-Strang ist durch einen Uberschuss an unmarkierter DNA
inhibierbar.

Fiir die Analyse der mAb-dsDNA Immunkomplexe wurde radioaktiv markierte ds-
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DNA in zwei Konzentrationen eingesetzt. Eine hohere Konzentration (< 700 pM) er-
moglichte die Visualisierung der Bindungsstochiometrie, wéhrend eine geringere Kon-
zentration (< 70 pM) aus noch zu erlduternden Griinden fiir die Bestimmung der
Gleichgewichtsdissoziationskonstanten Kp der Interaktionen nétig war. Als Bindungs-
proteine wurden wiederum die drei monoklonalen DNA-Antikérper dsDNA-mAb32,
dsDNA-mAb33 und HYB331-01 in variierenden Konzentrationen verwendet. Alle drei
Antikorper konnten die DNA retardieren, wobei konzentrationsabhéngig mehrere Ban-
den zu sehen sind (Abb. 3.28 A-C). Die Bindung ist jeweils inhibierbar.

Fiir die Interpretation dieses Bandenmusters sollen die spezifischen Charakteristiken
von DNA als Antigen herangezogen werden. Binden Antikorper in einer sequenzunab-
héngigen Art und Weise an das Phosphodiester-Riickgrat, so stellt die DNA aufgrund
ihrer repetitiven Struktur zahlreiche Epitope in hoher Dichte zur Verfiigung. Diese
Epitope liegen auch nicht sauber raumlich nebeneinander, sondern iiberlappen sich be-
liebig, die Bindung ist dann praktisch an jeder Stelle moglich. Dies fithrt mit hoher
Wahrscheinlichkeit zur Bindung von mehr als einem Antikérper pro DNA-Molekiil, wo-
bei jeder neue Antikérper die elektrophoretische Mobilitdt der DNA weiter verringert.
Der Unterschied zum supershift liegt lediglich darin, dass nicht das Bindungsprotein
von den neu gebundenen Antikérpern erkannt wird, sondern die DNA selbst. Daneben
ist - sofern die Lange des DNA-Stranges einen gewissen Wert {iberschreitet - mit der
bivalenten Anbindung von IgG-Molekiilen zu rechnen.

Im Gegensatz zu den Publikationen von KHAN et al. (240; 241), die pUC18-Plasmide
und aus Lymphozyten isolierte DNA fiir &hnliche Experimente benutzten, erlaubt die
Verwendung des relativ kurzen (255 bp) und definierten PCR-Fragments als Sonde nicht
nur die Detektion eines generellen Shifts, sondern auch die saubere Unterscheidung
zwischen Immunkomplexen unterschiedlicher Stéchiometrie. Im vorliegenden Fall kann
von einer Bindung von mindestens sechs Antikérpern pro Strang ausgegangen werden.
Betrachtet man die rdumlich-geometrischen Verhéltnisse mit einem Abstand von etwa
140 A zwischen den Paratopen eines IgG Molekiils (242) und einer DNA Lénge von
etwa 870 A bei 255 bp (38), erscheint dies durchaus realistisch.

Wie z.B. von FAIRALL et al. fiir ein DNA-bindendes Peptid gezeigt, kann die Gelre-
tardation auch fiir die Bestimmung von Kp herangezogen werden (243). Fiir den Fall

dass

[A] < [KDp] (3.1)

mit A als Antigen, gilt

[Y]f’rei = [Y]total (32)

wobei Y den Antikorper bezeichnet. Also kann aus dem Massenwirkungsgesetz (Glei-

chung 2.17) hergeleitet werden, dass
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Abbildung 3.28: Charakterisierung von mAb-dsDNA Immunkomplexen und Ermitt-
lung der halbmaximalen Bindung durch Gelretardation. (A)-(C), nati-
ve PAGE von mAb-dsDNA-Immunkomplexen nach Inkubation mit ei-
ner héheren dsDNA-Konzentration (< 700 pM). (D)-(F), native PAGE
von mAb-dsDNA-Immunkomplexen nach Inkubation mit einer nied-
rigeren dsDNA-Konzentration (< 70 pM). Uber den Bahnen sind die
jeweiligen mAb Konzentrationen angegeben. * bezeichnet die Inhibiti-
on mit 300 nM nicht markierter dsDNA Sonde.

-——-
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radioaktiv markierte DNA + + + + + @. _________

anti-dsDNA = + ++ +4++ +

unmarkierte DNA - - - - P

Abbildung 3.29: Interpretation der EMSA-Ergebnisse. A, freie DNA. B, C, D die DNA
wird durch anti-dsDNA konzentrationsabhingig geshiftet. E, die Bin-
dung an den markierten DNA-Strang ist durch einen Uberschuss an
unmarkierter DNA inhibierbar.

Kp=1Y],  x Al pre (3.3)
total [AY]
d.h. fiir den Fall, dass 50 % der eingesetzten DNA mit Antikérper komplexiert und

damit in ihrere Migration retardiert ist, gilt

[Al e = [AY] (3.4)

und damit

KD = [Y]total (35)

Folglich kann die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp als eingesetzte Antikor-
perkonzentration, welche einen Shift der Hélfte der eingesetzten DNA, bewirkt abgele-
sen werden. Diese Beziehung gilt jedoch streng genommen nur fiir Wechselwirkungen
mit einer 1:1-Stéchiometrie. Es stellt sich damit die Frage, welchen Einfluss die eindeu-
tig demonstrierte Abweichung davon auf das Ergebnis hat.

Bezieht man eine Bindung von mehr als einem Antikérper pro DNA-Molekiil mit ein,

lasst sich Gleichung 2.17 generalisieren zu

[A] < [Y]"

(3.6)

wobei n die pro DNA-Strang gebundene Zahl an Antikérpern und 3 die kumulative
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Gleichgewichtsdissoziationskonstante der Reaktion ist. Betrachtet man die Reaktion

zwischen dem DNA-Strang und mehreren Antikérpern als mehrstufige Reaktion:

A+Y = AY (3.7)

mit der Gleichgewichtskonstante Kp1,
AY +Y = AY, (3.8)

mit der Gleichgewichtskonstante Kpo, und so fort bis

AY, 1 +Y = AY, (3.9)

mit der Gleichgewichtskonstante Kp,, so kann 3 wie folgt definiert werden (244):

Bn =] Kpi (3.10)
i=1

Im vorliegenden Fall gilt die Besonderheit, dass es sich im Grunde genommen bei den
Einzelreaktionen um vollig identische Reaktionen handelt, die iiber die Affinitdt des
eingesetzten Antikérpers Y definiert werden. Geht man also unter Vernachléssigung ei-
ner moglichen sterischen Hinderung durch bereits gebundene Antikérper vereinfachend
davon aus, dass sich die Bindungseigenschaften von Y im Verlauf der mehrstufigen

Reaktion nicht &ndern, so ist

K = Ky

...=K,=Kp (3.11)

und damit

Bn = Kp (3.12)

also

Kp = %/Ba (3.13)
Auch hier gilt, dass bei Bindung von 50 % [A], [A] gleich [AY,,] ist, also

Bn =Y}, (3.14)

womit

Kp={ [Y]?rei = [Y]frei (3.15)

Somit stellt die von einer 1:1-Reaktion abweichende Stochiometrie kein Problem fiir

die Bestimmung der Dissoziationsgleichgewichtskonstante dar.
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Ein weiteres zu klarendes Problem ist die Frage, ob die Voraussetzung [A] < [Kp]
tatsdchlich gilt, bzw. wie grofl der durch zu hohe DNA-Konzentrationen eingebrachte
Fehler ist. Es gelte unter Beriicksichtigung der Stéchiometrie

[Y]total = [Y] frei +n [AYH] (316)

wobei ein Shift von 50% der eingesetzten DNA festgestellt werden soll und [Y]iotal
flir die Bestimmung von Kp herangezogen wird. Die beobachtete, "makroskopische”
Gleichgewichtskonstante, K7, , wird auf Basis der vorhergehenden Uberlegungen mit

[Y]totar gleichgesetzt wird. Korrekterweise gilt damit

KD = [V = Kp + 1 [AY)] (3.17)

d.h. die gemessenen Werte sind tendenziell zu grofl. Der absolute Fehler errechnet

sich als

AKD:KB—KD:KD—f—n[AYn]—KD:n[AYn] (3.18)
und der auf Kp bezogene relative Fehler als

AKp [AY,]
—~ =nx
Kp Kp

Fiir den hier betrachteten Fall des halbmaximalen Shifts, also den Voraussetzungen
dass [A] = [AY,,] und [Alsota = [A] frei [AY,], ist

(3.19)

frei

AKK;D = 2 x [A[];Zal (3.20)

Geht man fiir [A],,,, von der tatséchlich verwendeten Konzentration von < 70 pM,
sowie fiir von Kp einem auf den SPR-Daten beruhenden Schéatzwert von 1 nM aus, so
lasst sich der relative Fehler als Funktion von n darstellen (Abb. 3.30).

Eine Stochiometrie von n > 10 scheint aufgrund der oben besprochenen Groéfienver-
héltnisse als sehr unwahrscheinlich. Zusammenfassend werden mit der beschriebenen
Versuchsanordnung also tendenziell hohere Werte fiir Kp gemessen, diese bewegen sich
allerdings in einem tolerierbaren Rahmen. Abbildung 3.28 D-F zeigt die Titration von
radioaktiv markierter dsDNA ([A4],,,
monoklonalen Antikérper. Fiir dsSDNA-mAb32 wurde der halbmaximale Shift der DNA
bei 1,4 nM < [Y],,,,; < 14 nM, fiir dsDNA-mAb33 bei 2,5 nM < [Y],,., < 25 nM und
fir HYB331-01 5 nM < [Y],,.; < 20 nM beobachtet.

Diese Werte zur Bestatigung der Biosensormessungen sind mehr als semiquantitative

; < 70 pM) mit ansteigenden Konzentrationen der

denn als quantitative Ergebnisse zu betrachten. Es wurden aufgrund des hohen Auf-
wands weder Mehrfachbestimmungen noch eine densitometrische Auswertung durch-

gefuhrt. Unter Beachtung der Tatsache, dass bereits Abweichungen von bis zu Faktor
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Abbildung 3.30: Der in den durchgefithrten EMSA-Messungen zu erwartende relative
Fehler von Kp als Funktion von n, der pro Anzahl pro DNA-Strang
bindender Antikorper.

500 zwischen SPR-Biosensormessungen von Kp und in Losung erhaltenen Werten be-
richtet wurden (245), und dass Affinitdten von Antikérpern grundsétzlich iiber einen
sehr weiten Bereich von mehreren GroSenordnungen (ca. Kp = 1077 bis 107!t M)
variieren, sind die Werte jedoch in verniinftiger Ubereinstimmung mit den im Biosen-
sor erhaltenen Daten (Tab. 3.6), umsomehr wenn man bedenkt, dass die Affinitdt eine
temperaturabhéngige Grofie ist und die gute Temperaturkontrolle des Biosensors (Tem-
peraturdrift < 3 x 1073 °C/min (246)) bei den EMSA-Experimenten nicht vollstéindig

gewahrleistet werden konnte.

3.3.4 Biosensormessungen im kompetitiven Format

Um einige, der SPR-Biosensor-Technologie inhdrente Probleme zu iiberwinden, wurde
von NIEBA et al. vorgeschlagen, kompetitive Messungen zur Bestimmung der Gleichge-
wichtskonstanten zu nutzen (245). Die untersuchte Interaktion spielt sich dabei wéhrend
einer Vorinkubation in Ldsung - also ohne mogliche Fehler durch die Nutzung einer fes-
ten Phase - ab, wahrend der Biosensor einzig zur Messung der freien Konzentration
eines Interaktionspartners genutzt wird. Das Prinzip wird héufig fiir die Affinitatsbe-
stimmung mit ELISAs genutzt (247), ist im Biosensor jedoch noch vorteilhafter, da
markierungsfrei gearbeitet werden kann (kein moglicher Fehler durch Nutzung eines
Tracers), sowie die freie Konzentration des gemessenen Analyten im Durchflusssystem

konstant gehalten wird. Obwohl diese Vorgehensweise keine Bestimmung kinetischer
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Konstanten erlaubt, schien sie als sehr niitzlich fiir die weitere Validierung der aus die-

sen errechneten Gleichgewichtskonstanten. Die Methode ist quasi unabhéngig, arbeitet

aber mit derselben vorhandenen Technologie. Daneben erlaubt dieses Prinzip die Be-

stimmung von Kreuzreaktivititen gegen verschiedene Analyten unter Nutzung ein und

derselben Messoberflache.

Zur Ermittlung von Reaktivitétsprofilen gegen unterschiedliche DNA-Spezies wur-

den die drei monoklonalen Antikorper in fixen Konzentrationen (ausreichend hoch fiir

auswertbare Biosensorgramme) mit variierenden Mengen verschiedener ODNs versetzt

und bis zum Erreichen des Gleichgewichtes bei Raumtemperatur inkubiert (hierfiir

wurde eine Stunde als ausreichend angesehen). Die Reaktivitat der dann nicht an DNA

gebundenen, freien Antikérper wurde anschlieend im Biosensor bestimmt.
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Abbildung 3.31: Reaktivitdt der monoklonalen anti-dsDNA gegen verschiedene DNA-

Spezies. Deren Bindung an die Chipoberfliche wird durch Préinku-
bation mit ss- und dsODNs verschiedener Lange inhibiert. (A), eine
feste Konzentration Antikorper (oberste Kurve) wird mit ansteigen-
den Konzentrationen der Oligonukleotide préainkubiert und anschlie-
fend in den Biosensor injiziert (darunter liegende Kurven). Die An-
bindung nach 180 s Assoziation wird als prozentuale Fraktion des Si-
gnals des nicht inhibierten Antikoérpers ausgelesen. Die Anbindung von
(B) dsDNA-mAb32, (C) dsDNA-mAb33 und (D) HYB331-01 wurde
gegen die Konzentrationen von einzel- (offene Symbole) sowie doppel-
strangiger (geschlossene Symbole) DNA der Lénge 10 (Quadrate), 24
(Rauten) sowie 42 (Kreise) Basen bzw. Basenpaare aufgetragen.

Dabei legten die Antikoérper deutlich unterschiedliche Reaktivitdten gegen die ver-
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schiedenen DNA-Spezies zu Tage (Abb. 3.31). Wahrend dsDNA-mAb32 nur von den
doppelstrangigen Oligos nennenswert inhibiert wurde, war die Bindung von dsDNA-
mAb33 an alle Kompetitoren sehr dhnlich, mit einer etwas hoheren Affinitat zum 42
Basen langen, einzelstriangigen Oligo. HYB331-01 wurde jeweils stédrker von den dop-
pelstringigen und langeren Spezies inhibiert.

Diese Spezifitatsprofile sollten fiir die Auswahl von Kalibratoren unbedingt beachtet
werden. Zwar lasst sich hier im klassischen Sinn nicht von unerwiinschten Kreuzreakti-
vitédten sprechen, da die Bindung von anti-dsDNA gegen ssDNA primér nicht illegitim
ist. Trotzdem scheint ein Antikérper mit echter Spezifitdt gegen Doppelstrange (wie
dsDNA-mADb32) fiir einen Einsatz als Kalibrator geeigneter als ein Antikérper mit ten-
denziell hoherer Affinitét gegen Einzelstrange (wie dsDNA-mAb33), idealerweise konnte
mit einer Kombination mehrerer Kalibratoren bzw. Kontrollen gearbeitet werden. In
jedem Fall ist die Kenntnis der Spezifitdten von Vorteil.

Interessant ist auch der Vergleich dieser Daten mit den Ergebnissen von PAPALI-
AN et al. (58). Diese stellten bei ahnlichen, ebenfalls kompetitiven Experimenten mit
SLE-Seren und verschiedenen DNA-Spezies einen sprunghaften Anstieg der Inhibiti-
onseffizienz bei einer DNA-Lénge zwischen ca. 20-25 bp und 40-50 bp fest und fithrten
dies auf die rdumlichen Minimalanforderungen fiir eine bivalente Bindung zuriick. Da
dieses Phénomen zumindest fiir dAsSDNA-mADb33 klar nicht zu beobachten war, scheint
dies keine generelle Eigenschaft von anti-dsDNA zu sein.

Die Messungen wurden jeweils mit den beiden starksten Inhibitoren, sowie mit dem
fiir die Chipbeladung eingesetzten 255bp-PCR-~Produkt in Triplikaten wiederholt. Die
resultierenden sigmoidalen Kurven wurde anschlieffend an eine 4-Parameter-Funktion
gefittet (Abb. 7.2 im Anhang). Die erhaltenen Testmittelpunkte zeigt Tabelle 3.7.

Testmittelpunkte der Inhibitionskurven in g/L x 1076
DNA inhibitor dsDNA-mAb32 dsDNA-mAb33 HYB331-01

255bp PCR, Produkt 6,84 362 153
42bp dsODN 3,40 95,2 173
24bp dsODN 21,3 - -

42 Basen ssODN - 21,8 929

Tabelle 3.7: Testmittelpunkte der Inhibitionskurven von monoklonalen anti-dsDNA un-
ter Verwendung verschiedener DNA Spezies

Die Testmittelpunkte, also die fiir eine 50 %-Inhibition benotigten DNA-Konzentrati-
onen, sind sehr wertvoll fiir den Vergleich der Reaktivitdten verschiedener DNA-Spezies
mit einem Antikérper. Fraglich ist allerdings zum einen, ob aus diesen Werten entspre-
chend den Uberlegungen zur Gelretardation auch Gleichgewichtskonstanten abgeleitet
werden konnen und zum anderen, ob sie niitzlich sind fiir den Affinitdtsvergleich zwi-
schen den Antikorpern.

Beide Fragen sind klar zu negieren. Bei der Gelretardation wurde K p als Konzentrati-
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on des Antikorpers, welche einen halbmaximalen Shift der eingesetzten DNA verursach-
te, ausgedriickt. Hier liegen die Verhiltnisse umgekehrt, K p miisste als Konzentration
der DNA, welche eine halbmaximale Inhibition des eingesetzten Antikérpers verursacht,

ausgedriickt werden. Eine entsprechende Vereinfachung von Gleichung 3.6 ist allerdings
[A]frei
[AYn] 2

Shift 1 betrug, hier das Verhéltnis [ﬁ{/; T nicht bekannt, und mit hoher Wahrschein-
lichkeit nicht gleich 1 ist.

Daneben offenbart der Vergleich der Testmittelpunkte bei Inhibition mit dem 255bp-
PCR-Produkt einen Unterschied von bis zu Faktor ~ 56 zwischen den Antikdrpern,

welches beim halbmaximalen

nicht moglich, da im Gegensatz zum Verhéltnis

wahrend in der Gelretardation und in den Biosensorexperimenten vergleichbare Werte
erhalten wurden. Eine mogliche Erklarung hierfiir wére, dass es im Biosensor trotz der
hohen Flussrate von 30 pl/min bei einem Flusszellenvolumen von 0,06 jl, wodurch eine
maximale Losung/Oberflichen-Kontaktzeit von 0,12 s vorgegeben wird, zu substan-
tieller Dissoziation der beiden schnelldissoziierenden Antikérper dsDNA-mAb33 und
HYB331-01 kommt. Dadurch wiirden falschlicherweise héhere Konzentrationen an frei-
em Antikorper und dadurch niedrigere Affinitdten zum Inhibitor abgeleitet. Allerdings
kommt es rein rechnerisch aus Gleichung 2.15 in 0,12 Sekunden bei den im Biosensor
gemessenen kg-Werten (Tab. 3.4) nur zu einer Dissoziation von maximal ~ 0,2%, so-
dass das Phanomen hier nicht vollstdndig verstanden werden kann. Kommt es jedoch
schon wihrend Sekundenbruchteilen im Biosensor zum Tragen, so ist es sicher auch von
groflem Einfluss in langsamer arbeitenden Messsystemen wie ELISAs und RIAs, wenn
sie in kompetitiver Art und Weise durchgefiihrt werden. Der Nutzen solcher Messungen
zur Bestimmung der Affinitét von anti-dsDNA, wie etwa von SPATZ et al. verdffentlicht

(248), wire damit duferst fraglich.

3.3.5 Zusammenfassung

Vor dem Hintergrund fehlender anti-dsDNA Standards bzw. Kalibratoren wurde der
entwickelte anti-dsDNA-Biosensor fiir die Messung der Reaktionsgeschwindigkeitskon-
stanten, sowie der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten von drei monoklonalen anti-
dsDNA-Antikérpern eingesetzt. In Gelretardationsexperimenten konnte die Validitét
der im Biosensor gemessenen K p-Werte bestétigt werden, desweiteren offenbarten die-
se eine von der 1:1-Wechselwirkung klar abweichende Bindungsstéchiometrie.

Obwohl dadurch fiir alle drei Antikoérper vergleichbare Gleichgewichtskonstanten er-
mittelt wurden, zeigte nur dsDNA-mAb32 eine Aktivitdt im Farr-Assay. Die weit ver-
breitete Erklarung hierfiir, dass diese Methode nur zur Messung hochavider anti-dsDNA
geeignet ist, kann damit in Frage gestellt werden. Eine schliissige Ursache fiir dieses
Phénomen ist die deutlich geringere Dissoziationsgeschwindigkeit von dsDNA-mAb32,
welche die Stabilitdt des Komplexes wihrend der nétigen Wasch- und Zentrifugations-

schritte, also in einem von Gleichgewichtsbedingungen abweichenden Zustand, gewéhr-
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leistet. Neben der Affinitdt von Antikorpern scheint damit auch ihre Kinetik
entscheidend fiir einen Einsatz als Kalibrator zu sein.

Eine weitere Charakterisierung der Antikérper konnte durch kompetitive Biosensor-
messungen erreicht werden. Durch Vorinkubation der Antikérper mit unterschiedlichen
DNA-Spezies konnten Spezifitdtsprofile erstellt werden. Hierfiir wurden exemplarisch

einzel- und doppelstrangige Oligonukleotide verschiedener Lange verwendet.

3.4 Messung klinischer Realproben

Im letzten Teil des Projektes wurde die Eignung des Gesamtverfahrens fiir diagnostische
Zwecke untersucht. Im Gegensatz zu den in Abschnitt 3.2.4 beschriebenen Pilotmes-
sungen wurden hierfiir zwei wesentliche Punkte in der Vorgehensweise verandert. Zum
einen kam ein anderes SLE-Kollektiv zum Einsatz, welches nicht auf der Basis anderer
anti-dsDNA-Werte vorselektiert war, wie dies mit den im eigenen Hause gesammel-
ten Proben unvermeidlich schien. Dariiberhinaus waren die nun untersuchten Proben
klinisch gut charakterisiert und bereits mit fiinf verschiedenen anti-dsDNA Laborme-
thoden gemessen, sodass Vergleichswerte zur Verfiigung standen.

Neben der Verwendung anderer Serumproben wurde die Auswertung grundsétzlich
modifiziert. Wahrend oben beschriebene Pilotmessungen alle auf einem einzigen Chip
durchgefiihrt, und die erhaltenen Anbindungswerte in RU angegeben wurden, sollte nun
eine gewisse Kalibrierung mit eingefiihrt werden. Dies wurde in Form einer Ein-Punkt-
Kalibration mit dem oben charakterisierten monoklonalen dsDNA-mAb32 realisiert,
welcher in regelméfligen Abstidnden, jeweils vor fiinf Seruminjektionen injiziert wurde.
Die relativen Anbindungen der danach vermessenen fiinf verdiinnten Seren
wurden am Ende der Injektionsphase in RU ausgelesen und als Anteil der
Anbindung des Antikdrperkalibrators berechnet. Da dsDNA-mAb32, wie bereits
erldutert, mit einer Aktivitdtsangabe geliefert wird, konnten die Reaktivitdten der Seren
damit in IU/ml ausgedriickt werden. Die genaue Vorgehensweise ist im experimentellen
Teil erlautert, Tabelle 3.8 zeigt die Ergebnisse zusammen mit anti-dsDNA-Messwerten
aus anderen Assays. Als interessanteste klinische Information ist das Auftreten einer

Lupusnephritis (DPGN) angegeben.

1D Orgentec* Bindazyme* Farrzyme* ELIA Phadia* Farr-Assay™® Biosensor DPGN

Cut-off 20,0 Cut-off 30,0 Cut-off 30,0 Cut-off 20,0 Cut-off 7,0
1 286,0 212,8 54,7 96,8 10,5 173,8
2 9,6 10,3 5,7 1,2 <25 12,1 +
3 460,0 391,9 288,1 322,0 109,4 153,8 n
4 176,9 51,5 22,8 73,6 4,0 167,2 +
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5 320,0 513,3 112,9 94,4 93,4 452,7
6 5,7 42,0 1,6 12,6 <25 110,8
7 86,8 24,8 3,5 16,1 39,4 121,6
8 8,2 8,4 2,6 1,8 5,3 32,3
9 34,5 51,8 1,7 12,9 3,2 61,0
10 197,7 204,3 36,8 48,1 17,0 120,0
11 27,0 18,7 3,7 19,6 5,0 96,4
12 14,7 16,2 2,6 3,6 2,7 72,5
13 79,2 133,5 43,1 14,8 25,4 153,8
14 212,5 88,7 27,3 47,2 5,4 261,1
15 5,3 6,7 3,6 2,6 3,2 36,5
16 3,6 7.5 6,5 1,7 <25 42,5
17 61,5 48,3 7,7 14,7 3,9 134,0
18 6,1 11,7 2,0 3,0 2,6 30,6
19 148,9 97,5 25,3 88,8 5,0 150,8
20 3,7 92,2 1,9 3,9 4,3 143,6
21 5,0 8,9 2,1 0,7 <25 32,3
22 38,3 60,2 11,2 24,2 5,2 185,6
23 35,6 32,8 3,6 12,8 7,7 123,1
24 66,5 95,9 12,0 64,8 8,2 113,8
25 > 240,0 392,8 228,0 > 600,0 11,5 141,9
26 18,7 30,2 2,4 10,4 <25 83,8
27 260,0 281,3 114,4 72,9 28,2 117,1
28 19,8 27,9 2,0 1,6 <25 145,7
29 > 240,0 502,1 564,0 > 600,0 72,1 273,6
30 110,2 62,9 11,6 49,7 3,7 67,5
31 89,7 146,5 2,7 12,4 5,6 450,6
32 44,0 406,9 1,9 4,8 <25 88,0
33 160,0 99,3 2,0 14,6 3,4 121,8




34 795,0 318,3 46,3 196,0 80,8 328,0
35 106,8 69,9 1,9 106,0 5,4 189,2
36 98,8 44,1 16,3 90,2 2,8 68,4
37 145,7 278,8 31,6 26,1 15,4 152,3
38 81,9 183,2 23,8 37,4 14,5 158,9
39 33,7 30,3 22,8 29,8 2,9 104,6
40 23,6 24,4 16,8 27,6 <25 94,4
41 29,9 7,9 39,3 35,9 3,4 78,3
42 > 240,0 315,7 56,0 267,0 12,9 269,3
43 198,0 148,9 127,8 57,9 47,9 110,6
44 36,1 > 1000 105,9 13,4 7,2 69,4
45 75,1 169,6 260,1 18,6 20,9 162,7
46 486,0 158,9 30,2 34,0 6,6 308,4
a7 557,0 244,1 25,3 22,2 7,6 142,9
48 8,2 13,9 20,7 0,3 <25 65,2
49 48,4 43,2 33,5 13,2 <25 84,7
50 65,4 68,3 24,3 4,4 3,8 495,7

Tabelle 3.8: SLE-Serumproben mit klinischen Angaben und anti-dsDNA-Werten aus

verschiedenen Tests. Mit * bezeichnete Assays wurden nicht selbst gemes-

Aquivalente Messungen wurden mit einem 40 Proben umfassenden Kontrollkollektiv
durchgefiihrt. Dies war unterteilt in 20 Proben von augenscheinlich gesunden Spendern
ohne Autoimmunopathien in der Vorgeschichte und 20 Proben von Patienten mit nicht

mit SLE oder APS assoziierten Autoimmunerkrankungen. Die Ergebnisse zeigt Tabelle

3.9.

sen, die Werte waren mit den Seren zur Verfiigung gestellt worden. Anti-
dsDNA-Werte aus den Biosensormessungen sind die Mittelwerte aus zwei
Messungen. Alle Werte in IU/ml, bezogen auf Wo/80

ID Diagnose Bindazyme Farrzyme Orgentec IgM Biosensor
Cut-off 30,0 Cut-off 30,0 Cut-off 20,0
NS-1 - 13,6 9,2 11,1 80,2
NS-2 - 8,6 4,2 4,4 59,5
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NS-3 - 11,6 4,5 3,9 59,9
NS-4 - 10,0 8,2 5,4 49,0
NS-5 - 9,4 3,8 1,2 48,3
NS-6 - 7.8 3,2 5,1 59,7
NS-7 - 7,9 2,6 5,3 53,4
NS-8 - 9,2 6,8 4,3 69,1
NS-9 . 10,3 5,5 2,5 67,0
NS-10 - 10,2 8,8 5,7 97,2
NS-11 - 9,5 5,2 5,4 49,3
NS-12 - 10,0 9,0 4,5 59,4
NS-13 - 11,1 13,6 10,3 69,0
NS-14 - 8,4 3,8 4,7 71,3
NS-15 - 10,9 10,0 6,2 68,7
NS-16 . 9,1 8,4 13,6 58,0
NS-17 - 10,2 8,6 1,5 85,8
NS-18 - 10,6 4,6 5,3 96,9
NS-19 - 10,6 8,5 4,6 90,0
NS-20 - 9,1 5,1 9,2 67,3
AIS-1 M. Wegener 9,0 2,6 neg 57,3
AIS-2 M. Wegener 8,3 2,2 neg 50,8
AIS-3 M. Wegener 9,8 5,1 3,6 74,3
AIS-4 M. Wegener 8,1 2,6 neg 69,7
AIS-5 M. Wegener 11,6 5,7 neg 72,1
ATIS-6 M. Wegener 8,3 4,8 neg 40,7
AIS-7 M. Wegener 9,2 3,1 neg. 68,5
AIS-8 RA 9,3 5,4 14,3 47,5
AIS-9 RA 9,9 4,7 15,3 70,1
AIS-10 RA 11,1 6,9 3,5 39,1
AIS-11 AIH/PBC 13,6 11,1 11,0 61,2
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AIS-12 AIH/PBC 29,3 5,4 4,5 77,9
AIS-13 AIH/PBC 17,1 7,2 4,1 58,0
AIS-14 AIH/PBC 15,9 7,9 7,8 60,4
AIS-15 AIH/PBC 16,6 12,4 31,4 110,5
AIS-16 AIH/PBC 10,0 3,1 27,3 128,5
AIS-17 AIH/PBC 9,7 5,6 7,1 43,4
AIS-18 Myesth. grav. 9,1 6,6 8,7 80,3
AIS-19 Myesth. grav. 10,7 9,0 6,3 49,2
AIS-20 Myesth. grav. 8,8 3,1 neg. 31,9

Tabelle 3.9: Kontroll-Serumproben mit klinischen Angaben und anti-dsDNA-Werten
aus verschiedenen Tests. M. Wegener, Morbus Wegener. RA, Rheumatoide
Arthritis. ATH/PBC, Autoimmunhepatitis bzw. Primér bilidre Zirrhose.
Myasth. grav., Myasthenia gravis. Alle Werte in IU/ml, bezogen auf Wo/80

In Abbildung 3.32 sind zwei graphische Darstellungen der Messergebnisse gezeigt.
Die gute Differenzierung zwischen Serumproben von SLE-Patienten und den beiden
Kontrollgruppen ist gut erkennbar. Die beiden Autoimmunseren mit den hdchsten
SPR-anti-dsDNA-Werten, AIS-15 und AIS-16, lieferten beide positive Ergebnisse im
IgM-spezifischen anti-dsDNA-ELISA von Orgentec (Tab. 3.9). Dieser Fund ist insoweit
nicht auflergewohnlich, da bei Patienten mit autoimmunen Lebererkrankungen bzw.

im speziellen bei PBC, IgM im Serum generell erhoht ist (249) und auch iiber das

Vorkommen von anti-dsDNA berichtet wurde (250).

600 -
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200 -

anti-dsDNA Messwerte im
Biosensorsystem [IU/ml]

H5¢ 3

Abbildung 3.32: Dot-Plot und Box-Whisker-Plot der im anti-dsDNA Biosensor erhalte-
nen Messwerte fiir die Seren von SLE-Patienten und Kontrollgruppen
in IU/ml bezogen auf den monoklonalen Standardantikérper dsDNA-
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Abbildung 3.33: ROC-Kurven des anti-dsDNA Biosensors fiir verschiedene Szenarien.
Als Kontrollgruppe wurden (A) nur die Seren gesunder Spender, (B)
nur die Seren von Patienten mit irrelevanten Autoimmunerkrankun-
gen, (C) die Seren beider Kollektive verwendet. Zusétzlich sind die
AUC-Werte und deren 5-95 % Konfidenzintervalle dargestellt.

3.4.1 Diskriminierung zwischen SLE-Patienten und Kontrollgruppen

Fir ein umfassendes Bild der Fahigkeit des Biosensors, zwischen Seren von SLE-
Patienten und eines Kontrollkollektivs zu unterscheiden, wird ein weiteres Mal der
oben bereits gezeigte ROC-Plot herangezogen, der den Zusammenhang zwischen Sensi-
tivitat und Spezifitat fiir alle denkbaren Cutoffs einer Methode veranschaulicht (229).
Ein Vergleich verschiedener Testsysteme kann dabei tiber die Fliche unter der Kurve
(Area Under the Curve, AUC) erfolgen, welche im Idealfall 1, im schlechtesten Fall 0,5
betragt.

Abbildungen 3.33 bis 3.35 zeigen ROC-Plots fiir verschiedene Szenarien. Aus obigen
Messwerten (Tab. 3.8 und 3.9) wurden dafiir verschiedene Positiv- und Negativgruppen
gebildet.

Legt man die vollstindigen Kollektive zugrunde, so betragt die AUC 0,811 (Abb.
3.33 C), was als gut gewertet werden kann. Im Vergleich dazu liegen die von JAKEL et
al. fir in Tab. 3.8 aufgefiithrten kommerziellen Tests ermittelten Werte zwischen 0,705
und 0,841, wenn auch fiir ein groflere Gruppe von SLE-Patienten (n = 100) und ein an-
deres bzw. groferes Kontrollkollektiv (134). Anlehnend an die Arbeit von WASMUTH et
al. zur Diagnostik des Antiphospholipidsyndroms (251) wurden die in die Auswertung
einbezogenen Patientenkollektive angepasst, wodurch sich die Performance des Biosen-
sors dndert. Beschriankt man sich dabei nur auf die Normal- bzw. Autoimmunseren

als Kontrolle, ist keine signifikante Verdanderung feststellbar (Abb. 3.33). Im Gegensatz
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Abbildung 3.34: ROC-Kurven des anti-dsDNA Biosensors fiir verschiedene Szenarien.
Als Positivgruppe wurden (A) nur die Seren von SLE-Patienten mit
Glomerulonephritis, (B) nur die Seren von SLE-Patienten mit positi-
vem Testresultat im Farr RIA, (C) nur die Seren von SLE-Patienten
mit positivem Testresultat im Farrzyme-ELISA verwendet. Zusétzlich
sind die AUC-Werte und deren 5-95 % Konfidenzintervalle dargestellt.
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Abbildung 3.35: ROC-Kurven des anti-dsDNA Biosensors fiir verschiedene Szenarien.
Als Positivgruppe wurden (A) nur die Seren von SLE-Patienten mit
positivem Testresultat im ELIA, (B) nur die Seren von SLE-Patienten
mit positivem Testresultat im Bindazyme-ELISA, (C) nur die Seren
von SLE-Patienten mit positivem Testresultat im Orgentec-ELISA
verwendet. Zusétzlich sind die AUC-Werte und deren 5-95 % Kon-
fidenzintervalle dargestellt.
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dazu diskriminiert der Biosensor deutlich besser, wenn nur ausgewéhlte SLE-Seren be-
achtet werden. Sehr gute Werte von 0,933 - 0,974 erhélt man dabei bei Beschriankung
auf Patienten mit Glomerulonephritis bzw. mit positiven anti-dsDNA Werten im Farr
RIA oder im Farrzyme-ELISA, zwei relativ restriktiven Tests (Abb. 3.34). Ein Aus-
schluss von Patienten mit negativen Werten in den verbleibenden drei Testsystemen
fiihrt wiederum zu keiner signifikanten Anderung (Abb. 3.35).

Ein Teil der SLE-Patienten wird vom anti-dsDNA Biosensor also nicht erfasst. Dies
sind bevorzugt solche ohne Nephritis bzw. mit negativen Ergebnissen auch in anderen,
vor allem restriktiven Tests. Da davon auszugehen ist, dass sich die meisten der Pati-
enten einer Pharmakotherapie unterziehen und damit ein tatsédchlicher Riickgang von

anti-dsDNA verbunden ist, kann dies als plausibles Ergebnis betrachtet werden.

3.4.2 Methodenvergleich

Neben der Auswertung und Beurteilung der qualitativen Information positiv/negativ
sollte auch das in der Einheit IU/ml erhaltene quantitative Ergebnis des anti-dsDNA
Biosensors mit den Ergebnissen der anderen Assays verglichen werden. Hierfiir wurden
nur die in Tabelle 3.8 dargestellten Werte der 50 SLE-Patienten verwendet, da fiir die
Kontrollseren zum einen keine ausreichenden Daten zur Verfligung standen und diese
aulerdem fast ausschliellich sehr niedrige, als negativ zu bewertende Werte lieferten.
Die SLE-Seren hingegen decken fiir alle Tests einen weiten Bereich von negativ bis stark
positiv ab.

Tragt man die in zwei Methoden erhaltenen Messwerte in einem Graphen gegenein-
ander auf, entsteht bei idealer Ubereinstimmung der beiden Messmethoden eine Gerade
durch den Nullpunkt mit der Steigung 1. Durch Regression lassen sich dann relativ ein-
fach Aussagen iiber Abweichungen treffen. In Abbildung 3.36 wird der anti-dsDNA so
gegen die angegebenen Vergleichswerte verglichen. Fiir die Regression wurde dabei die
fiir klinisch-chemische Methodenvergleiche iibliche Methode von PASSING & BABLOK
(252) zugrunde gelegt.

Wie erwartet, zeigt sich hier sehr deutlich die im Theorieteil ausfiihrlich besprochene
mangelnde Vergleichbarkeit der Methoden. Im Vergleich zu A-C wurde gar kein linea-
rer Zusammenhang festgestellt. Zu A, B und D besteht eine konstante Abweichung,
wahrend im Vergleich zu C-E die Steigung der Regressionsgeraden sehr weit von 1 zu
hoheren Werten abweicht. Letzteres ist so zu interpretieren, dass der Biosensor grund-
satzlich hohere Werte misst als der sehr restriktive und unter harschen Bedingungen
durchgefiihrte Farrzyme-ELISA, der ELIA von Phadia bzw. der Farr-RIA.

Beim Methodenvergleich nach BLAND & ALTMAN (Abbildung 3.37) ist auf der Ab-
szisse den Mittelwert jeweils zweier Messverfahren (Biosensor versus kommerzielle Me-
thode) dargestellt. Auf der Ordinate sind die Differenzen zwischen den Messwerten der
beiden Messverfahren aufgetragen. Bei den Methoden C-E zeigt sich durch die Diffe-

renz zwischen gemeinsamem Mittelwert und der Nulllinie ein weiteres Mal die bereits
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Abbildung 3.36: Regression nach PASSING & BABLOK bei Vergleich des anti-dsDNA

Biosensors gegen A, den Orgentec-ELISA; B, den Bindazyme-ELISA;
C, den Farrzyme-ELISA; D, den ELIA von Phadia und E, den
Farr-RIA. Durchgehende Linie, Regressionsgerade. Gestrichelte Li-
nien, 95 %-Konfidenzintervall fir die Regression (nicht fir einzelne

Messwerte!).
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Mittelwert [RU] Standardabweichung Variationskoeffizient

Chip 1 (n = 61) 305,6 23,9 7.8 %
Chip 2 (n = 6) 463,0 26,9 5.8 %
Chip 3 (n = 6) 393,2 44,5 11,3 %
Chip 4 (n = 13) 321,4 11,0 34 %
Chip 5 (n = 34) 431,38 55,8 12,9 %

Tabelle 3.10: Anbindungswerte des Kalibrators dsDNA-mAb32

durch die erhéhte Steigung in der Regression nach PASSING & BABLOK festgestellte
systematische Abweichung. Die Streuung erhéht sich bei héheren Messwerten. Dies ist
besonders eindrucksvoll beim Vergleich gegen den Farr-Assay sichtbar, wo im Biosensor

grundsétzlich hohere Werte gemessen werden.

3.4.3 Verhalten des Kalibrators

Abbildung 3.38 zeigt die relativen Anbindungen der Injektionen des Kalibrators dsDNA-
mAb32. Auflerdem wurden einige Injektionen des oben beschriebenen Antikorpers ds-
DNA-mAb33, der keine echte Doppelstrangspezifitit an den Tag gelegt hatte (vgl. Abb.
3.31), getétigt. Die mit dSDNA-mAb32 erhaltenen Mittelwerte und Abweichungen sind
in Tabelle 3.10 angegeben.

Dabei wird deutlich, dass es trotz der einheitlichen Herstellungsprozedur der verschie-
denen Chips zu deutlichen Abweichungen ihrer Bindungskapazitit kommt. Der Ein-
satz eines Kalibrators ist damit unabdinglich, um die ansonsten schlechte Interassay-
Priazision (VK = 19,9 %) auszugleichen. Dariiberhinaus ist die Bedeutung der Kali-
bration auf Wo/80, wie auf jedes andere zu diesem Zweck herangezogene Serum, aus
bereits ausfihrlich erlauterten Griinden duferst zweifelhaft.

Die Intraassay-Prazision reicht von gut bis méfig, wobei sie sich in einem fiir
die Autoimmundiagnostik akzeptablen Rahmen bewegt. Auch hier zeigen sich jedoch
deutliche Unterschiede zwischen den Chips. Die Oberfliche von Chipl, der chronolo-
gisch als erster mit frisch angefertigtem hTf-dsDNA-Coatingkonjugat hergestellt wurde,
iiberdauerte etwa 400 Messungen und zeigte dabei ein relativ konstantes Bindungsver-
halten, wahrend bei Chip5 ein gewisser Abwértstrend festgestellt werden kann. Da
bereits bei der Vermessung der monoklonalen Antikorper (Abschnitt 3.3) ein gewisser
Alterungsprozess beobachtet wurde, scheint es wahrscheinlich, dass eine systematische
Optimierung der hTf-dsDNA Qualitdt die Prézision der Biosensormessungen weiter

verbessern konnte.
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Abbildung 3.37: Darstellung nach BLAND & ALTMAN zum Vergleich der anti-dsDNA

Biosensor Messwerte mit den in anderen Assays erhaltenen Daten.
A, Orgentec-ELISA; B, Bindazyme-ELISA; C, Farrzyme-ELISA; D,

ELIA von Phadia; E, Farr-RIA.
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Abbildung 3.38: Relative Anbindungen der Injektionen von dsDNA-mAb32 (hellgraue
Balken) und dsDNA-mAb33 (dunkelgrau) auf finf Biosensorchips
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4 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neuartiges, auf SPR-Biosensorik beruhendes Mess-
verfahren zur Detektion von anti-dsDNA-Autoantikorpern etabliert und evalu-
iert. Das Auftreten von anti-dsDNA im Serum ist spezifisch fiir den Systemischen Lu-
pus Erythematodes, eine schwerwiegende Autoimmunerkrankung mit potentiell letalen
Folgen. Der Nachweis dieser Autoantikérper ist von hohem Wert sowohl fiir die Erst-
diagnose als auch fiir das spéatere Monitoring, da sich Krankheitsexazerbationen héufig
durch einen Anstieg der anti-dsDNA-Spiegel ankiindigen.

Im ersten Teil des Projektes stand der Aufbau einer geeigneten, mit dsDNA beschich-
teten Sensoroberfliche im Vordergrund. Als instrumentelle Plattform sollte ein
Oberflaichenplasmonenresonanz-Biosensor mit austauschbaren Messoberfla-
chen im Chipformat benutzt werden. Damit waren wesentliche Teile des Sensors,
wie Transducer, Mikrofluidik und Prozessor, bereits definiert. Eine weitere Vorausset-
zung ergab sich dadurch, dass die Biosensorchips regenerierbar gestaltet werden soll-
ten, um fiir eine hohe Zahl von Messungen zur Verfiigung zu stehen. Hierfiir wurde
eine neue Biokonjugationsstrategie zur schnellen, effektiven und robusten
Immobilisierung von mafigeschneiderter dsDINA entwickelt. Ein synthetisches
Oligonukleotid wurde mit Hilfe von Hydrazin-Aldehyd-Biokonjugationschemie mit bio-
tinyliertem Transferrin gekoppelt und mit einem passenden Gegenstrang unter Aus-
formung eines Uberhangs hybridisiert. Als eigentliches Antigen wurde rekombinante
humane DNA per PCR vervielfaltigt und dabei an beiden Enden um die Erkennungs-
sequenz des nicht palindromischen Restriktionsenzymes BssSI verlédngert. Nach Restrik-
tionsverdau konnte dieses DNA-Fragment enzymatisch an das Protein-ODN-Konjugat
ligiert werden. Das komplette Protein-dsDNA-Konstrukt liefl sich anschliefend schnell
und effizient im Durchfluss auf Streptavidin-beschichtete Oberflichen anbinden und an-
schlieffend {iber den Proteinanker kovalent fixieren. Dieses komplexe Vorgehen wurde
den gestellten Anforderungen in hohem Mafle gerecht: die Immobilisierung des mit eini-
gen Tagen Arbeitsaufwand auf Vorrat hergestellten Protein-dsDNA-Coatingkonjugats
kann sehr schnell und zuverlédssig im Durchfluss bewerkstelligt werden. Die entstehen-
den Oberflichen binden anti-dsDNA-Antikérper zuverldssig und konnten nach Rege-
neration teilweise fiir mehrere hundert Messungen benutzt werden. Eine Optimierung
des Herstellungsprozesses sowie eine systematische Evaluierung von Stabilitdt und La-
gerbedingungen wurde nicht durchgefiihrt.

Der zweite Teil der Arbeit widmete sich der ersten Evaluation der Oberflache. Hier
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konnte die grundséatzliche gute Funktionsweise des Konzepts demonstriert werden. An-
tikorperkontrollen zeigten das gewiinschte positive oder negative Bindungsverhalten.
Daneben banden weder gereinigte Antikorper noch verdiinnte Seren in nennenswertem
Ausmaf auf die als Referenz vorgesehene DNA-freie hTf-Oberfliche. Durch eine isotyps-
pezifische Abreicherung von Antikérpern aus Seren mit anschlieSender Vermessung auf
dem anti-dsDNA-Biosensor konnte gezeigt werden, dass die beobachtete Anbindung
tatséachlich durch Immunglobuline verursacht wird und nicht durch unspezifische Effek-
te zustande kommt. Seren von SLE-Patienten konnten von denen einer Kontrollgruppe
signifikant unterschieden werden. Die Bindung der Antikérper konnte auflerdem durch
Zugabe freier DNA konzentrationsabhéngig inhibiert werden. Der Biosensor scheint da-
mit gut geignet fiir die Detektion von anti-dsDNA, sowohl in gereinigter Form als auch
in komplexer Serummatrix. Nennenswerte Matrixeffekte, Stérungen der Messung durch
irrelevante Serumkomponenten, wurden nicht beobachtet.

Nach Demonstration der Funktionsfihigkeit wurde der Biosensor fiir die Charak-
terisierung von anti-dsDNA-Antikorpern eingesetzt. In der Messung kinetischer und
thermodynamischer Konstanten liegt eine der Schliisselkompetenzen der eingesetzten
SPR-Technologie und ein echter Fortschritt im Vergleich zu den etablierten Assays.
Die urspriinglich angedachte kinetische Vermessung von Patientenseren ist leider nicht
moglich. Zum einen handelt es sich um polyklonale Mischungen, sodass immer nur
gewichtete Durchschnittswerte angegeben werden kénnen, zum anderen ist auch hier-
fiir die Kenntnis der molaren Konzentration der relevanten Antikérper nétig. Relevant
sind hier alle Antikérper mit Affinitdt gegen DNA, die zum Messergebnis beitragen.
Die Messung des Gesamtimmunglobulins oder von anti-dsDNA mit konkurrierenden
Assays kann von vornherein zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis fithren. Aus die-
sem Grund wurden kinetische Messungen auf monoklonale Antikdrper beschrinkt. Da
zur Zeit kein geeigneter Kalibrator fiir anti-dsDNA-Assays zur Verfiigung steht, bzw.
auch die bisherige Situation analytisch unbefriedigend war, sind die erhaltenen Informa-
tionen sehr wertvoll, da die charakterisierten mAks sehr gut als Kalibratoren geeignet
wéren. Hierfiir wurden kinetische Konstanten, sowie die funktionelle Affinitdt von drei
mAKks ermittelt, die Affinitdten wurden anschliefend in Gelshift-Experimenten als
unabhéngiger Referenzmethode bestétigt. Daneben wurden Reaktionsprofile mit ver-
schiedenen DNA-Spezies erstellt. Nur einer der drei Antikérper war im Farr-Assay
reaktiv, was hypothetisch auf seine im Gegensatz zu den anderen beiden Antikérpern
sehr langsame Dissoziationskinetik zuriickgefiihrt wurde.

Fiir zukinftige Arbeiten ergibt sich aus den Analysen der monoklonalen Antikérper
ein duflerst interessanter Ansatz: da das Verhalten von anti-dsDNA in den unterschied-
lichen Assays moglicherweise nicht nur von ihrer Affinitédt, sondern entscheidend von
ihren kinetischen Eigenschaften abhéngt, liegt es nahe, ein grofleres Panel monoklo-
naler Antikoérper mit moglichst unterschiedlichen Bindungseigenschaften auf dem Bio-

sensor zu charakterisien und diese anschlieend einzeln sowie in Mischungen mit den
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etablierten Labormethoden zu vermessen. So wére es erstmals moglich, valide Aus-
sagen iiber die Figenschaften dieser Methoden, sowie fundierte Riickschliisse auf die
Zusammensetzung positiver Patientenseren zu treffen. Auch eine Kalibration mit sau-
ber charakterisierten monoklonalen Antikérpern scheint wesentlich aussagekraftiger als
bei Verwendung eines beliebigen Serums.

Als vierter und letzter Teil des Projekts wurde eine klinische Studie mit nicht vorse-
lektierten SLE-Seren und einem aus gesunden Spendern und an anderen Autoiummu-
nerkrankungen als SLE erkranktem Kontrollkollektiv durchgefiihrt, wobei die beiden
Gruppen sehr gut voneinander diskriminiert werden konnten. Der Biosensor kommt
damit auch als Werkzeug fiir das Routinelabor in Betracht. Bei Benutzung
aufwindigerer Gerdte kann die Automation (z.B. BIAcore T100, BIAcore A100) oder
hohe Parallelisierung der Messungen (z.B. BIAcore Flexchip) ohne weiteres realisiert
werden.

Bei dem hier prasentierten anti-dsDNA Biosensor handelt es sich damit um ein sehr
vielseitiges Instrument zur Vermessung von dsDNA-spezifischen Autoantikérpern. Im
Vergleich zu bereits existierenden, etablierten Methoden bringt er einige Vorteile mit
sich, auf die abschlieBend mit Nachdruck hingewiesen werden soll. Die Interaktion wird
unter homogenen Bedingungen, d.h. ohne Pufferwechsel oder Waschschritte beobach-
tet, wodurch vor allem auch solche Wechselwirkungen mit schneller Dissoziationskine-
tik erfasst werden. Da die Interaktionen zeitaufgelost verfolgt werden, ist es moglich,
kinetische und thermodynamische Konstanten zu ermitteln. Ein Abwarten des Gleich-
gewichtszustandes ist unnotig, sodass Messungen in relativ kurzer Zeit durchgefiihrt
werden konnen. Markierungsfrei arbeitende Transducertechnologie, sowie ein Durch-
flusssystem zum Erhalt konstanter Analytkonzentrationen erleichtern diese Messungen.
Daneben macht die Méglichkeit zur Automatisierung und Parallelisierung den Biosen-

sor auch fiir die routineméaflige Vermessung von Patientenproben interessant.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Gerate und Zubehor

AKTA FPLC Chromatographiesystem (GE Healthcare, Freiburg), bestehend aus:
Fraktionssammler Frac-900
Pumpe P-920
Monitor UPC-900
Ventil INV-907
Software Unicorn 4.0
Analysenwaage (Analytic AC 1203, Sartorius AG, Gottingen)
Achtkanalphotometer fiir Mikrotiterplatten (ELx808, BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall)
BioPhotometer (6131000.012, Eppendorf AG, Hamburg)
Chemilumineszenzfilme (Hyperfilm ECL, 28906837, GE Healthcare, Buckinhamshire,
UK)
Einmalkiivetten fiir BioPhotometer (UVette, 0030106.300, Eppendorf AG, Hamburg,
Germany)
Elektrophoresesystem fiir horizontale Gele (Mupid-exU, MU-0040, Eurogentec, K6ln)
Elektrophoresesystem fiir vertikale Gele (Mini Protean 3, Bio-Rad, Miinchen)
Immunoblot Apparatur (Transblot, Bio-Rad, Miinchen)
Mikrotiterplatten (92696, Techno Plastic Products, Trasadingen, Schweiz)
Schiittelinkubator (Thermomixer comfort, 5355000.011, Eppendorf AG, Hamburg)
Sensorchips SA (BR-1000-32, GE Healthcare, Freiburg)
SPR-Biosensor Biacore X mit Biacore X Control Software und BIAevaluation 3.0 (GE
Healthcare, Freiburg)
Superdex 200 HR 10/30 Gelchromatographiesaule (17-1088-01, GE Healthcare, Frei-
burg)
Superose 6 HR 10/30 Gelchromatographiesdule (17-0537-01, GE Healthcare, Freiburg)
Thermocycler (primus 25 advance, 95-4002, PEQLAB, Erlangen)
Vivaclear Zentrifugalfilter (VK01P042, Sartorius, Gottingen)
Vivaspin 2 10.000 MWCO Zentrifugalkonzentratoren (VS0202, Sartorius, Goéttingen)
Vivaspin 2 30.000 MWCO Zentrifugalkonzentratoren (VS0202, Sartorius, Gottingen)
Zweistrahlphotometer (ATI Unicam, Cambridge, UK)
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5.2 Verbrauchsmaterialien

5.2.1 Chemikalien, Enzyme & Kits

4-Nitrobenzaldehyd (72800, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Acrylamid 40%-ige Stammlosung, Acrylamid:Bisacrylamid 19:1 (161-0144, Bio-Rad,
Miinchen)

Acrylamid 40%-ige Stammlésung, Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1 (161-0148, Bio-Rad,
Miinchen)

Agarose, high resolution (Rotigarose, K297.2, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Albumin aus bovinem Serum ~99% (BSA, A3059, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Amersham Full-Range Rainbow Molecular Weight Markers Proteinlangenmarker (RPN800,
GE Healthcare, Freiburg)

Amine Coupling Kit (BR-1000-50, GE Healthcare, Freiburg)
Ammoniumperoxodisulfat (A3678, Sigma-Aldrich, Steiheim)

Anti-Human IgA (a-Ketten spezifsisch)—Agarose (A2691, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Anti-Human IgG (Fc spezifisch)—Agarose (A3316, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Anti-Human IgM (u-Ketten spezifisch)—Agarose (A9935, Sigma-Aldrich, Steinheim)
BssSI 4 U/pl und NEBuffer 3 (R0587S, New England Biolabs, Frankfurt am Main)
Biotin Labeling Kit (11418165001, Roche, Mannheim)

Citronenséure Monohydrat (1.00244.1000, Merck, Darmstadt)

Coomassie Briliantblau R250 (B0630, Sigma-Aldrich, Steinheim)

dCTP, [¢-32P]-markiert, 3000 Ci/mmol (BLU013H001MC, Perkin-Elmer, Briissel, Bel-
gien)

Deoxyribonucleic acid sodium salt from salmon testes (D1626, Sigma-Aldrich, Stein-
heim)

Dinatriumhydrogenphosphat (1.06586.1000, Merck, Darmstadt)

Dimethylsulfoxid >99.9% (DMSO, D8418, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Dinatriumhydrogenphosphat (1.06586.1000, Merck, Darmstadt)

Dithiothreitol (43819, Sigma-Aldrich, Steinheim)

DNA-Auftragspuffer (10816-015, Invitrogen, Karlsruhe)

DNA-Léngenmarker 1 Kb Plus (10787-018, Invitrogen, Karlsruhe)
DNA-Léangenmarker 50 bp (10416-014, Invitrogen, Karlsruhe)

DNA-Langenmarker 100 bp (15628-050, Invitrogen, Karlsruhe)

Essigsaure (1.00063.2500 , Merck, Darmstadt)

Ethidiumbromidlésung 1 % w/v (2218.2, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

EDTA (Titriplex III, 1.08418.01000, Merck, Darmstadt)

Glycerol (67893, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Glycin (1.04169.1000, Merck, Darmstadt)

HEPES (H4034, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Kaliumchlorid (1.049330.500, Merck, Darmstadt)
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Kaliumdihydrogenphosphat (60230, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I (11008404001, Roche, Mannheim)
MES >99.5% (Mb5287, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Methanol (1.06007.2500, Merck, Darmstadt)

n-Octyl 3-D-Glucopyranosid >99% (39473, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Natriumchlorid (1.01540.5000, Merck, Darmstadt)

Natriumhydroxidpléatzchen (1.06495.0250, Merck, Darmstadt)
Natriumlaurylsulfat (SDS, 71725, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Nitrocellulose Membran (162-0115, Bio-Rad, Miinchen)

peqGOLD dNTP-Mix (20-3011, PEQLAB, Erlangen)

Polyeethylenglycol 3350 (PEG, P-4338, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Polyvinylpyrrolidon (PVP, 24-3780, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Protein-Auftragspuffer RotiLoad (K929.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Quick Start Bovine Serum Albumin Standard Set (500-0206, Bio-Rad, Miinchen)
Quick Start Bradford 1x Dye Reagent (500-0205, Bio-Rad, Miinchen)

Salzsaure rauchend 37% (1.00317.1000, Merck, Darmstadt)

SANH (22400, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)

Skim Milk Powder (70166, Sigma-Aldrich, Steinheim)

SuperSignal West Dura (34075, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)
Surfactant P20 (BR-1000-54, GE Healthcare, Freiburg)

T4 DNA-Ligase 400 U/ul und Reaktionspuffer (M0202L, New England Biolabs, Frank-
furt am Main)

Taq DNA-Polymerase 5 U/ul mit Inkubationspuffer (10 mM Tris-HC1 pH 9,0, 50 mM
KCl, 1,5 mM MgCl12, 0,1 % Triton X-100, 0,2 mg/ml BSA) (EPTQA025, Qbiogene,
llkirch, France)

TBE 10-fach Konzentrat (15581-044, Invitrogen, Karlsruhe)

TEMED (2367.3, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Transferrin human > 98% (T3309, Sigma, Deisenhofen)

Tricin (1.086020.250, Merck, Darmstadt)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris, 1.08382.1000, Merck, Darmstadt)
Tween-20 (P9416, Sigma-Aldrich, Steinheim)
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5.2.2 Antikorper und Antiseren

Name

Spezifitat/Besonderheiten

Hersteller

HYB331-01 [0,5
mg /ml]

ssDNA und mit hoherer Affinitat
dsDNA (223); IgGla murin

Statens Serum Institut,
Kopenhagen,

Déanemark

F7-26 [0,1 mg/ml]

ssDNA | keine Reaktivitdt gegen
dsDNA (224; 225; 226; 227); IgM

murin

Holzel Diagnostika,
Koln

dsDNA-mAb32

Deklaration 1,4 x 10° TU/ml

Diarect AG, Freiburg

[0,43 mg/ml]

dsDNA-mAb33 Deklaration 2,2 x 105 TU/ml Diarect AG, Freiburg

[0,075 mg/ml]

Wo/80 Deklaration 200 IU/ml CLB, Amsterdam, The
Netherlands

rabbit anti-human  HRP-markiert; polyklonal R1112HRP, Acris

hTf Antibodies,
Hiddenhausen

5.2.3 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden grundsétzlich in lyophilisierter Form erhalten und nach

Empfang sofort 100 pM in Aqua pur. aufgeldst, aliquotiert und bei -20°C eingelagert.

Lediglich CHO-ODN wurde in einer Konzentration von 1 mM eingelagert. Die Verdiin-

nung auf andere Konzentrationen erfolgte bei Bedarf.
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Name Sequenz Modifikation Hersteller
CHO-ODN 5 TTT AGC TAG CGG CCG 5-Aldehyd Solulink, San
CTC CAC TAG ¥ Diego, CA, USA
ren231fw 5 GAT ACA CAC GAG ATG MWG Biotech
GGT GCC TCA GAG CAG ¥ AG, Ebersberg
ren231rev 5 GAT ACA CAC GAG GTG MWG Biotech

GTT GTG ATT TTC CAT AA &

AG, Ebersberg

hairpin-ODN 5 TCG TGA ACG TCC GAC 5’-Phosphat MWG Biotech
TAT AGG ACG TTC 3 AG, Ebersberg
as-ODN 5 TCG TCT AGT GGA GCG 5-Phosphat MWG Biotech
GCC GCT AGCTAAA Y AG, Ebersberg
ODN1 5 AAA ACT AAG GCC TTG MWG Biotech
CTA GCA GAA GC ¥ AG, Ebersberg
ODN2 5" GCT TCT GCT AGC AAG MWG Biotech
GCCTTA G 3 AG, Ebersberg
INHIB1 5 GAT ACA CCG T 3 MWG Biotech
AG, Ebersberg
INHIB2 5 ACG GTG TAT C ¥ MWG Biotech
AG, Ebersberg
INHIB3 5 GAT ACA CCG TCA GTG MWG Biotech
AGC CCG TGA & AG, Ebersberg
INHIB4 5 TCA CGG GCT CAC TGA MWG Biotech
CGG TGT ATC ¥ AG, Ebersberg
INHIB5 5 GAT ACA CCG TCA GTG MWG Biotech
AGC CCG TGA TAA TAC CAG AG, Ebersberg

GAT ACA GGA ¥
INHIB6 5 TCC TGT ATC CTG GTA MWG Biotech

TTA TCA CGG GCT CAC TGA
CGG TGT ATC 3

AG, Ebersberg

Tabelle 5.1: Eingesetzte Oligonukleotide

5.2.4 Patientenproben
5.2.4.1 Fiir Pilotmessungen (Abschnitt 3.2) verwendete Serumproben

Fiir die ersten Pilotmessungen wurden 42 Serumproben von 13 SLE-Patienten (a-m)
vermessen. Fir den Fall, dass mehrere Proben eines einzelnen Patienten zum Einsatz
kamen, wurden diese chronologisch nach Abnahmedatum durchnummeriert (z.B. a-1
bis a-5). Alle SLE-Patienten erfiillten mindestens vier der Diagnosekriterien des ACR
(3; 4).

Eine Kontrollgruppe bestand aus 18 Patienten mit Autoimmunerkrankungen aufer
SLE und dem hé#ufig damit assoziierten Antiphospholipidsyndrom. Von diesen litten
drei an Sjogren’s Syndrom, acht an rheumatoider Arthritis (hiervon sieben mit juveniler
RA), zwei an systemischer Sklerose, zwei am Sharpsyndrom und je einer an Polymyalgia

rheumatica, Morbus Crohn und Dermatomyositis. Alle Patienten wurden am Klinikum
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rechts der Isar rekrutiert, die Serumproben waren nicht individuell identifizierbare Res-
te aus der Routineanalytik gemé&fl dem entsprechenden FDA Dokument, “Guidance on
Informed Consent for In Vitro Diagnostic Device Studies Using Leftover Human Spe-
cimens That Are Not Individually Identifiable — Guidance for Sponsors, Institutional
Review Boards, Clinical Investigators and FDA Staff” (OMB control no. 0910-0582,
issued April 25, 2006; http://www. fda.gov/cdrh/oivd/guidance/1588.html).
Desweiteren wurden 39 Seren von freiwilligen Spendern benutzt. Diese waren Mit-
arbeiter des Instituts fiir Klinische Chemie bzw. Medizinstudenten. Mitglieder dieser

Gruppe wurden nicht individuell untersucht, erschienen jedoch gesund.

5.2.4.2 Fiir klinische Evaluation (Abschnitt 3.4) verwendete Serumproben

Fiir die klinische Evaluation des Messverfahrens wurden 50 Serumproben von klinisch
gut charakterisierten SLE-Patienten verwendet, welche freundlicherweise von Dr. H.-P.
Jékel (Dietrich Bonhoeffer Klinikum, Institut fiir Labordiagnostik, Neubrandenburg)
zur Verfiigung gestellt wurden. Die anonymisierten Proben entstammen einer Studie
zum Vergleich verschiedener anti-dsDNA Labormethoden (134), sodass neben dem kli-
nischen Bild auch anti-dsDNA Vergleichswerte zur Verfigung standen. Alle Patienten
haben Antikorper gegen Zellkernbestandteile (Antinukledre Antikorper, ANA).

Als Kontrollgruppe kamen die Seren von 20 freiwilligen gesunden Spendern (sie-
he oben), sowie von 20 Patienten mit Autoimmunerkrankungen aufler SLE und dem
hiufig damit assoziierten APS zum Einsatz. Von diesen litten sieben an Morbus Wege-
ner, drei an rheumatoider Arthritis, sieben an autoimmunen Lebererkrankungen und
drei an Myastenia gravis. Einschlusskriterium war nicht eine klare Diagnose der Er-
krankung, sondern der Nachweis jeweils relevanter Autoantikorper (Anti-Neutrophile
cytoplasmatische Antikérper, Antikérper gegen cyclisches citrulliniertes Peptid, anti-
mitochondriale Antikérper bzw. Acetylcholin-Rezeptor-Antikorper). Diese Patienten
wurden am Klinikum rechts der Isar rekrutiert, die Serumproben waren nicht individuell
identifizierbare Reste aus der Routineanalytik geméfl dem FDA Dokument, “Guidance
on Informed Consent for In Vitro Diagnostic Device Studies Using Leftover Human
Specimens That Are Not Individually Identifiable — Guidance for Sponsors, Institutio-
nal Review Boards, Clinical Investigators and FDA Staff” (OMB control no. 0910-0582,
issued April 25, 2006; http://www. fda.gov/cdrh/oivd/guidance/1588.html).

5.3 Puffer und Losungen

2M HCI zur pH-Werteinstellung
HCI rauchend 37% ca. 2 M 10 ml

Aqua pur. ad 60 ml

2M NaOH zur pH-Werteinstellung
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NaOH-Platzchen

Aqua pur.
4-NBA-StammlG6sung

4-NBA

DMSO

4-NBA-Farbreagenz
4-NBA-Stammldsung

MES

Aqua pur.

2 M HC1

Aqua pur.
Biotin-7-NHS LoGsung

Biotin-7-NHS (aus Biotin

Labeling Kit)

DMSO

2M

50 mM

0,5 mM
100 mM

44,4 mM

Phosphate buffered saline (PBS, pH 7,6)

KHsPOy4
NayHPOy4
NaCl

KCl

Aqua pur.

SANH-Modifikationspuffer

NasHPO4
NaCl
Aqua pur.
2 M HC1
Aqua pur.

Konjugationspuffer pH 6,0
Citronenséure-Monohydrat

NaCl

Aqua pur.

2 M NaOH

Aqua pur.
FPLC-Laufpuffer

Tris

NaCl

Aqua pur.

2 M HC1

Aqua pur.

1,76 mM
10,14 mM
137 mM
2,7 mM

100 mM
150 mM

100 mM
150 mM

20 mM
150 mM

108

8g
100 ml

75,6 mg
ad 10 ml

500 nl

976 mg

ad 40 ml

q.s. fiir pH-Einstellung 5,0
ad 50 ml

5 pg (ein Gefaf})

ad 250 pl

0,24 g

1,44 ¢
80¢g

02¢g

ad 1000 ml

890 mg

438 mg

ad 40 ml

q.s. fiir pH-Einstellung 7,3
ad 50 ml

1051 mg

438 mg

ad 40 ml

q.s. fiir pH-Einstellung 6,0
ad 50 ml

242 g

8,77 g

ad 800 ml

q.s. fiir pH-Einstellung 7,6
ad 1000 ml



SANH-LGsung

SANH 57,4 mM 25 mg
DMSO ad 1,5 ml
HBS-N
HEPES 10 mM 1,19 g
NaCl 150 mM 4,38 g
Aqua pur. ad 400 ml
2 M HC1 q.s. fiir pH-Einstellung 7,4
Aqua pur. ad 500 ml
HBS-EP 250
HEPES 10 mM 1,19 g
NaCl 250 mM 73l g
EDTA 3 mM 0,56 g
Surfactant P20 10 % 0,005 % 250 nl
(w/v)
Aqua pur. ad 400 ml
2 M HC1 q.s. fiir pH-Einstellung 7,4
Aqua pur. ad 500 ml
HBS-BO
HEPES 10 mM 1,19 ¢
NaCl 150 mM 4,38
BSA 0,1 % (w/v) 05g
n-Octyl B-D-Glucopyranosid 0,005 % 0,025 g
(w/v)
Aqua pur. ad 400 ml
2 M HC1 q.s. fiir pH-Einstellung 7,4
Aqua pur. ad 500 ml

Biosensor-Regenerationslosung

NaOH 50 mM 0,2¢g
NaCl 1M 58 g
Aqua pur. ad 100 ml

EMSA-Bindungspuffer, 10x Konzentrat

Tris 100 mM 6,06 g

KCl 500 mM 1,86 g

DTT 10 mM 77,1 mg

Aqua pur. ad 40 ml

2 M HC1 q.s. fur pH-Einstellung 7,5
Aqua pur. ad 50 ml
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Trenngel 7,5 %
3x Gelpuffer

Acrylamid 40%-ige
Stammlésung
(Acrylamid/Bis = 19:1)
Glycerol

Aqua pur.

Natives Trenngel 4 %
Acrylamid 40%-ige

Stammlosung

(Acrylamid/Bis = 37,5 : 1)

10x TBE Puffer
Aqua pur.

APS-Losung 10 %
Ammoniumperoxodisulfat

Aqua pur.

Sammelgel
3x Gelpuffer

Acrylamid 40%-ige
Stammlésung
(Acrylamid/Bis = 19:1)
Aqua pur.

Anodenpuffer
Tris
Aqua pur.
HCI rauchend 37 %
Aqua pur.

Kathodenpuffer
Tris
Tricin
SDS
Aqua pur.

3x Gelpuffer
Tris
SDS
Aqua pur.

10x Transferpuffer

7,5 %

4%

1x

10 % (w/v)

02 M

0,1 M
0,1 M
0,1 % (w/v)

3M
0,3 %

110

10 ml
5,6 ml

10,4 ml

8 ml

8 ml
ad 80 ml

100 mg
ad 1 ml

3,1 ml
1,2 ml

8,2 ml

2423 g

800 ml

q.s. fiir pH-Einstellung 8,9
ad 1000 ml

12,11 g
1792 g

lg

ad 1000 ml

36,34 g
0,3 ¢g
ad 100 ml



Tris
Glycin
SDS

Aqua pur.

1x Transferpuffer
10x Transferpuffer

Methanol
Aqua pur.

Coomassie-Farbelosung
Coomassie Brilliantblau R250

Methanol
Essigsdure

Aqua pur.

Coomassie-Entfiarbelosung

Methanol
Essigsdure

Aqua pur.

TBS
Tris
NaCl
Aqua pur.

TTBS
Tris
NaCl
Tween-20

Aqua pur.

Blocking Solution
Skim Milk Powder

PEG 3350
PVP 10000
TTBS

1x TBE
10x TBE

Aqua pur.

0,5x TBE
10x TBE

Aqua pur.

250 mM
1,92 M
0,1 %

1x

0,25 % (w/v)

1,92 M

0,1 %

20 mM
500 mM

20 mM
500 mM
0,05 % (w/v)

5% (w/v)
1% (w/v)
1% (w/v)

1x

0,5x
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30g

144 g

lg

ad 1000 ml

200 ml
400 ml
ad 2000 ml

0,25 g
45 ml
10 ml
45 ml

45 ml
10 ml
45 ml

2,42 ¢
29,24 ¢
ad 1000 ml

242 ¢
20,24 g

0,5 ml

ad 1000 ml

58
lg
lg
ad 100 ml

100 ml
ad 1000 ml

50 ml
ad 1000 ml



5.4 Methoden

5.4.1 Allgemeine Methoden der Biochemie

Bestimmung der Proteinkonzentration einer Losung
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt ndherungsweise mit dem Quick
Start Bradford Protein Assay Kit von Bio-Rad nach Anleitung des Herstellers.
Dafiir werden je 5 ul Proteinstandard bzw. unbekannte Probe in Duplikaten in
Kavitidten einer Mikrotiterplatte pipettiert und mit je 250 pl Farbreagenz ver-
setzt. Nach 5-10 Minuten Inkubation wird die Platte bei 595 nm ausgelesen, eine
Standardkurve durch Auftragen von Absorptionen gegen Proteinkonzentrationen
erstellt, und die Konzentration der unbekannten Proben anhand dieser Kurve

ermittelt.

Bestimmung der dsDNA-Konzentration einer Losung
Die ndherungsweise Bestimmung der DNA-Konzentration einer Losung erfolgt
photometrisch bei einer Wellenldnge von 260 nm im Biophotometer gegen den
entsprechenden DNA-freien Puffer. Die Losung wird vor der Messung auf eine
erwartete Konzentration von ca. 10-100 ng/pl verdiinnt. Aus der gemessenen Ab-
sorption wird die Konzentration durch Multiplikation mit dem Faktor 50 ng/pl

berechnet.

Agarose Gelelektrophorese

Die analytische Agarose-Gelelektrophorose wird unter Anwesenheit von Ethidi-
umbromid zur Visualisierung durchgefiihrt. Hierzu werden 3 % w/v Agarose unter
Sieden in TBE-Puffer gelést, mit 1/10.000 Volumen einer 1 % w/v Ethidium-
bromidlésung versetzt und in eine horizontale Gelkammer mit Geltaschenkamm
gegossen. Das erstarrte Gel wird in die mit TBE gefiillte Gelkammer gelegt und
beladen. Dazu werden die zu untersuchenden DNA-Losungen (typischerweise 5 -
10 pl) mit 1/10 Volumen 10x DNA-Auftragspuffer versetzt und in je eine Tasche
injiziert, ebenso 7 pl eines geeigneten Langenmarkers. Die Trennung erfolgt bei
100 V fiir 30 Minuten. Zur Visualisierung wird das interkalierte Ethidiumbromid
durch Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar gemacht und das Gel fotografiert.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Analyse von hTf und hTf{-ODN erfolgte mittels diskontinuierlicher SDS-
PAGE nach der Methode von LAMMLI (253). Die Grofie der Gele betrégt dabei
8 x 5 cm bei einer Dicke von 0,75 mm, ihre Acrylamidgesamtkonzentration 7,5
%. Zur Herstellung werden ca. 3 ml Trenngellosung mit 3 ul TEMED und 30
nl 10 % APS vermischt, in die fixierten Glasplatten gegossen und mit Ethanol
iiberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation wird der Ethanol entfernt und eine
Mischung von etwa 1 ml Sammelgellosung, 1 pl TEMED und 10 pl 10 % APS
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iber das Gel gegossen, auflerdem wird der Geltaschenkamm in die Fliissigkeit
gedriickt. Nach Erstarren wird der Kamm vorsichtig entfernt, das Gel in die ver-
tikale Kammer eingesetzt und die entsprechenden Kompartimente mit Kathoden-
und Anodenpuffer befiillt. Die Proben werden mit einem Drittel ihres Volumens
4x Auftragspuffer versetzt und fiir 5 min auf 95 °C erhitzt. Die gewiinschte Men-
ge Probe sowie Proteinldangenmarker wird in die Geltaschen gegeben und bei 100
V aufgetrennt bis der Bromphenolblau-Marker die untere Gelkante erreicht. Das

Gel wird nun entnommen und das Sammelgel entfernt.

Western Blotting
Fiir den sensitiven Nachweis von hTf nach SDS-PAGE wurde die Methode des
Western Blotting verwendet. Nach erfolgter Elektrophorese wird das Proteinge-
misch mittels Elektrotransfer auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die
hierfiir verwendete Immunoblot-Apparatur wird gemafl den Angaben des Her-
stellers benutzt, das Blotting erfolgt bei einer konstanten Stromstérke von 0,3
Ampere fiir 90 Minuten in Transferpuffer. Danach wird die Membran entnommen
und 2x fiir je 5 Minuten in Coomassie-Entfarbelosung, sowie 1x fiir 5 Minuten
in TBS geschwenkt. Im Anschlufl wird die Membran iiber Nacht im Kiihlraum
in Blocking-Losung geschwenkt. Nach Abschiitten wird der 1/10000 in Blocking-
Losung verdiinnte HRP-markierte Detektionsantikorper auf die Membran gege-
ben und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach fiinfmaligem Wa-
schen mit TTBS fiir jeweils 5 Minuten wird die nach Anleitung des Herstellers
gemischte WestDura-Entwicklerlosung auf der Membran verteilt. Zur Visualisie-
rung werden mehrere Filme aufgelegt und nach Ablauf empirisch ermittelter,

variierender Zeiten entwickelt.

Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen
Das Trenngel wird sofort nach Entnahme fiir etwa 20 Minuten in Coomassie-
Farbelosung geschwenkt. Das Visualisieren der Banden erfolgt dann durch Ent-

farbung irrelevanter Bereiche bei Inkubation in Coomassie-Entfarbelosung.

Ethidium-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen
Das Trenngel wird sofort nach Entnahme fiir etwa 20 Minuten in einer etwa
0,001 % Ethidiumbromidlésung inkubiert. Zur Visualisierung wird das interka-
lierte Ethidiumbromid durch Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar gemacht und das
Gel fotografiert.

Isotypspezifische Abreicherung von Igs aus Serum
Isotyp-abgereicherte Seren sind fiir die spatere Vermessung im Biosensor gedacht.
Alle Schritte werden deshalb mit demjenigen Puffer ausgefiihrt, der fiir die Bio-
sensormessungen zur Verwendung kommen soll. Die verwendeten anti-human-Ig-

Agarose-Slurrys werden vor Benutzung griindlich und mehrmals mit dem rele-
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vanten Laufpuffer gewaschen. Danach werden 18 pl Serum mit 582 pl Laufpuffer
vermischt und auf 5 Aliquots zu je 100 pl aufgeteilt. Der Rest wird verworfen. Zu
den einzelnen Aliquots wird nach folgendem Schema gut homogenisierter anti-

human-Ig-Agarose-Slurry pipettiert:

. Negativkontrolle: keine Zugabe

. IgA-Anteil: 30 pl anti-human-IgM-Agarose 4+ 30 pl anti-human-IgG-Agarose

1
2
3. IgM-Anteil: 30 pl anti-human-IgA-Agarose + 30 pl anti-human-IgG-Agarose
4. TgG-Anteil: 30 pl anti-human-IgA-Agarose + 30 pl anti-human-IgM-Agarose
5

. Positivkontrolle: 30 nl anti-human-IgA-Agarose + 30 pl anti-human-IgM-Aga-
rose + 30 pl anti-human-IgG-Agarose

Die Proben werden 60 Minuten bei 25°C unter kraftigem Schiitteln inkubiert und
anschlieend durch Filtration mit Vivaclear Zentrifugalfiltern vollstdndig von der
Agarose befreit. Das resultierende Volumen wird mit Laufpuffer auf exakt 300 pl

aufgefiillt.

Farr-Assay
Zur Messung von Seren und Antikérper Kontrollen im Farr-Assay wird das anti-
dsDNA RIA Kit von Trinity Biotech (Bray, Ireland) entsprechend den Angaben
des Herstellers verwendet. Werte > 7,0 IU/mi werden dabei als indikativ fir SLE

angesehen.

Anti-dsDNA-ELISAs
Zur Kontrollmessung von anti-dsDNA in Patientenseren wurden der Bindazyme-
ELISA (MKO017, The Binding Site, Schwetzingen), der Farrzyme-ELISA (MKO072,
The Binding Site, Schwetzingen) und der IgM-spezifische ELISA von Orgentec
(ORG 204M, Orgentec, Mainz) nach Anleitung der Hersteller verwendet. Die

entspriachenden Cut-off Werte sind im Ergebnisteil angegeben.

Hybridisierung von Oligonukleotiden
Zur Hybridisierung werden beide Stringe in der gleichen Konzentration in Aqua
pur. vermischt und gezielt im Thermocycler temperiert. Dabei werden sie fiir 5
Minuten auf 95 °C erhitzt und dann um jeweils 1 °C pro Minute auf Raumtem-

peratur abgekiihlt.

Gelshiftassays (EMSA)
3 ng des oben beschriebenen BssSI verdauten 255bp-PCR-Produkts werden als
Sonde fiir die Gelshiftassays benutzt und zu diesem Zweck mit dem Klenow-
Fragment der DNA-Polymerase I radioaktiv markiert. Hierzu wird die DNA-
Losung mit [a-32P]dCTP und ANTPs (je 1 mM), 2 pl Klenow 10x Puffer und 1
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Unit des Klenow-Fragments der DNA-Polymerase I vermengt und auf ein Gesamt-
volumen von 20 pl mit Aqua pur. aufgefiillt. Die Mischung wird fiir 15 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Die zu analysierenden monoklonalen Antikérper werden in
verschiedenen Konzentrationen zusammen mit der markierten DNA-Sonde in ei-
nem Volumen von insgesamt 20 nl Bindungspuffer 30 Minuten bei 25°C inkubiert.
Danach werden die Proben mit je 4 nl 6x DNA-Auftragspuffer versetzt, und in
einem nativen 4% Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die native Polyacrylamidgelelek-
trophorese wird entsprechend der obenen SDS-PAGE durchgefiihrt, im Gegensatz
dazu wird jedoch natives Trenngel ohne tiberschichtetes Sammelgel benutzt. Als
Elektrophoresepuffer wird an Kathode und Anode 0,5x TBE verwendet. Die Gele
werden getrocknet und DNA-enthaltende Banden mittels Autoradiographie vi-

sualisiert.

5.4.2 Herstellung von hTf-DNA-Coatingkonjugat

Biotinylierung von hTf mit Biotin Labeling Kit
10 mg Transferrin werden in 1 ml PBS gel6st und mit 28,5 il Biotin-7-NHS Lésung
versetzt. Die Mischung wird fiir zwei Stunden bei 20°C unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Danach erfolgt die Abtrennung von niedermolekularen Substanzen in
laut Protokoll des Herstellers blockierten und aquilibrierten Sephadex G-25 Sau-
len mit SANH-Modifikationsbuffer. Die relevanten Fraktionen werden rein optisch
nach Reaktion mit Bradford-Reagenz ermittelt und vereinigt. Nach Bestimmung

der Proteinkonzentration werden sie aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Modifikation von biotinyliertem hTf mit SANH
Ein 4 mg biotinyliertes hTf enthaltendes Volumen wird mit SANH-Modifikations-
puffer auf 1 ml aufgefiillt und mit 8,7 nl SANH-L6sung versetzt. Die Losung wird
iiber Nacht bei 37°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Am folgenden Tag wird
das Protein mit einer Vivaspin 2 10,000 MWCO Ultrafiltrationssdule von nieder-
molekularen Substanzen befreit und in ein Endvolumen von ca. 1 ml Konjugati-
onspuffer umgepuffert. Die erhaltene Losung wird aliquotiert und nach Ermittlung

der Proteinkonzentration bei -20°C gelagert.

Quantifizierung in hTf eingefiihrter Hydrazinfunktionen
50 pl SANH-modifiziertes biotinyliertes hTf in Konjugationspuffer und 200 pl
reiner Konjugationspuffer als Blindwert werden zu gleichen Teilen mit 4-NBA-
Farbreagenz versetzt und eine Stunde bei 37°C unter leichtem Schiitteln inku-
biert. Nach erfolgtem Nullabgleich wird die Absorption der Probe bei 390 nm im
Zweistrahlphotometer gegen den Blindwert vermessen. Die molare Hydrazinkon-
zentration der Losung wird durch Division der erhaltenen Absorption mit 48’000
em~'M~! (man beachte den Korrekturfaktor 2, der aufgrund der Verdiinnung

mit 4-NBA-Farbreagenz eingefiihrt werden muss) berechnet.
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Kopplung von Hydrazin-modifiziertem hTf mit CHO-ODN
Ein etwa 40 nmol Hydrazinfunktionen enthaltender Ansatz biotinyliertes, SANH-
modifiziertes hTf in Konjugationspuffer wird mit dem gewiinschten Uberschuss 1
mM CHO-ODN versetzt und fiir sechs Stunden bei 37°C unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Danach wird die Lésung mit einer Vivaspin 2 30.000 MWCO Ultrafil-
trationssdule auf ein Volumen von etwa 600 pl eingeengt und durch mehrmaliges
Waschen in PBS umgepuffert. Die Reinigung erfolgt iiber Groflenausschlusschro-
matographie in der FPLC-Anlage. Es werden 500-pl-Fraktionen gesammelt und
die relevanten Fraktionen nach Vereinigung mit einer Vivaspin 2 30.000 MWCO
Ultrafiltrationssdule auf ein Volumen von etwa 200 ul eingeengt. Das Produkt

wird aliquotiert und bei -20°C eingelagert.

Herstellung von dsDNA Antigen per PCR
70 pl mit Taq Polymerase gelieferter Polymerase-Puffer mit MgCl2, 14 pl dANTP-
Mix (jeweils 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 112 nul 25 pM ren231fw,
112 pl 25 pM ren231rev und 14 ul ca. 1 ng/nl Matrizen-DNA (dazu wurde im
ersten Ansatz extrahierte humane genomische DNA, spater das PCR-Produkt
selbst verwendet) werden mit 364 pl Aqua pur. vermengt. Der Ansatz wird auf
13 PCR caps zu je 49 pl verteilt und mit je 1 pl (5 U) Taq DNA-Polymerase
erginzt. Nach Denaturierung der Matrices bei 94°C fiir 2 Minuten wird die Am-
plifizierung in 40 Zyklen durchgefiihrt, welche aus je drei Schritten bestehen:
Denaturierung der dsDNA bei 94°C fiir 30 s; Hybridisierung (Annealing) der Pri-
mer an die Matrix bei 61,5°C fiir 30 s; Elongation des Stranges bei 72°C fiir 20
s. Nach Vervollstandigung der Syntheseprodukte bei 72°C fiir 7 Minuten wer-
den alle Ansétze wieder vereinigt und iiber Gréflenausschlusschromatographie in
der FPLC-Anlage von niedermolekularen Substanzen, unverbrauchten Primern
und Taq DNA-Polymerase befreit. Es werden 500-pl-Fraktionen gesammelt und
die relevanten Fraktionen nach Vereinigung mit einer Vivaspin 2 10.000 MWCO

Ultrafiltrationssédule auf ein Volumen von etwas iiber 100 pl eingeengt.

BssSl Verdau von PCR-amplifiziertem dsDNA-Antigen
Das gereinigte PCR-Produkt wird mit Aqua pur. auf ein Volumen von 121 nl
ergdnzt und mit 14 pul 10x NEBuffer 3, sowie 5 pl (20 Units) BssSI vermengt.
Der Ansatz wird bei 37°C unter leichtem Schiitteln iiber Nacht inkubiert. Am
néchsten Tag wird die Losung zur Inaktivierung der REN 20 Minuten bei 80°C
inkubiert. Danach wird der verdaute dsDNA Strang iiber SEC in einer FPLC-
Anlage von niedermolekularen Substanzen, den abverdauten Strangenden und
der REN befreit. Hierzu wird die Losung um 410 pl FPLC Laufpuffer ergénzt
und in der FPLC aufgetrennt. Es werden 500-pl-Fraktionen gesammelt und die
relevanten Fraktionen nach Vereinigung mit einer Vivaspin 2 10.000 MWCO Ul-

trafiltrationssaule auf ein Volumen von etwas tiber 100 pl eingeengt.
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Testligation mit hairpin-ODN
Eine ca. 1 pg BssSIl-verdautes PCR Produkt enthaltene Losung wird mit Aqua
pur. auf 84 pl aufgefiillt und mit 1 il 100 pM hairpin-ODN, 10 pl T4 DNA-Ligase
10 x Puffer sowie 5 ul T4 DNA-Ligase ergidnzt. Die Mischung wird bei 16°C fiir

2 Stunden unter leichtem Schiitteln inkubiert.

Ligation von BssSl verdauter PCR-DNA an hTf-ODN
Fiir die Ligation wird BssSI verdautes gereinigtes PCR-Produkt, h'Tf~-ODN, as-
ODN, 1/10 Volumen mit der Ligase gelieferter 10x Reaktionspuffer und 1000
U T4 DNA-Ligase vermengt und {iber Nacht unter leichtem Schiitteln bei 16°C
inkubiert. Idealerweise betrigt das Gesamtvolumen 100 pl. Am néchsten Tag
wird das Produkt iiber GroBenausschlusschromatographie in der FPLC-Anlage
von niedermolekularen Substanzen, nicht ligiertem hTf-ODN bzw. as-ODN und
der Ligase befreit. Hierzu wird die Losung zuerst um 450 pl FPLC-Laufpuffer
erganzt. Es werden 500-pl-Fraktionen gesammelt und die relevanten Fraktionen
nach Vereinigung mit einer Vivaspin 2 30.000 MWCO Ultrafiltrationsséule auf
ein Volumen von etwa 100 pl eingeengt. Das Produkt wird aliquotiert und bei

-20°C eingelagert.

FPLC-Reinigung und Analyse von hTf und hTf~-ODN
Die Losung wird mit einer 500-pl-Probenschleife auf eine Superdex 200 HR 10/30
Gelfiltrationssaule injiziert. Die Chromatographie erfolgt mit PBS als Laufpuf-
fer bei einem Fluss von 0,2 ml/min. Die Detektion erfolgt durch Messung der
Extinktion bei 280 nm.

FPLC-Reinigung und Analyse von DNA sowie hTf-dsDNA
Die Loésung wird mit einem 500-nl-Probenschleife auf eine eine Superose 6 HR
10/30 Gelfiltrationssaule injiziert. Die Chromatographie erfolgt mit FPLC-Lauf-
puffer bei einem Fluss von 0,35 ml/min. Die Detektion erfolgt durch Messung der
Extinktion bei 280 nm.

5.4.3 Biosensorik

Immobilisierung von hTf-dsDNA auf Biosensorchips
Ein Volumen von 60 pl hTf-dsDNA wird bei einem kontinuierlichen Fluss von
2 pl/min unter Benutzung von HBS-N als Laufpuffer iiber einen Sensorchip SA
gespiilt. Anschlieflend wird, nach Erhohen der Flussrate auf 5 pl/min, eine Mi-
schung von 0,2 M EDC und 0,05 M NHS injiziert. Nicht abreagierte NHS-Ester
werden durch Injektion von 35 uL 1 M Ethanolamin-HCI (pH 8.5) entfernt (alle
Losungen aus Amine Coupling Kit). Die Immobilisierung der Referenzoberfliche

erfolgt entsprechend unter Verwendung von biotinyliertem hTf statt hTf-dsDNA.
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Biosensormessungen Pilotversuche
Als Laufpuffer, sowie als Verdiinnungspuffer fiir alle Proben wird HBS-EP250
verwendet. Die Flussrate betragt 10 pl/min, das Injektionsvolumen 45 pl, die Be-
obachtungszeit nach Ende der Injektion 300 Sekunden. Alle Seren werden grund-
sitzlich mit 99 Teilen Puffer verdiinnt, Antikérper und inhibitorische DNA zu

den angegebenen Konzentrationen.

Biosensormessungen zur kinetischen Charakterisierung monoklonaler Antikorper
Als Laufpuffer, sowie als Verdiinnungspuffer fiir alle Proben wird HBS-BO ver-
wendet. Die Flussrate betrégt 30 pl/min, das Injektionsvolumen 90 pl, die Beob-
achtungszeit nach Ende der Injektion 300 Sekunden. Die Verdiinnung der Anti-
korper erfolgt seriell im Verhéltnis 141.

Kompetitive Biosensormessungen mit monoklonalen Antikorpern
Als Laufpuffer, sowie als Verdiinnungspuffer fiir alle Proben wird HBS-BO ver-
wendet. Die Flussrate betragt 30 ul/min, das Injektionsvolumen 90 nl, die Be-
obachtungszeit nach Ende der Injektion 0 Sekunden. Alle Antikérper wurden
grundsétzlich in einer Konzentration von ein Vierhundertstel ihrer Stammlésung

eingesetzt. Zugesetzte Oligonukleotide wurden in HBS-BO seriell vorverdinnt.

Biosensormessungen zur Vermessung klinischer Proben
Als Laufpuffer, sowie als Verdiinnungspuffer fiir alle Proben wird HBS-BO ver-
wendet. Die Flussrate betrégt 30 pnl/min, das Injektionsvolumen 90 pl, die Beob-
achtungszeit nach Ende der Injektion 300 Sekunden. Die Verdiinnung der Seren
erfolgt grundséatzlich mit 99 Teilen Laufpuffer.

Regeneration der Biosensoroberflache
Zur Regeneration der Biosensoroberflichen wird nach erfolgter Messung fiir eine
Minute mit einer Loésung von 50 mM NaOH und 1 M NaCl gespiilt. Hoher pH
und hohe ITonenstérke dissoziieren DNA-anti-dsDNA-Immunkomplexe (254).

5.4.4 Auswertung von Daten

Samtliche angegebenen Mittelwerte sind als arithmetische Mittel zu verstehen, bei ei-
nigen Messwerten sind zusétzlich die Standardabweichungen bzw. die Variationskoef-
fizienten angegeben. Alle Werte wurden mit MS Office Excel 2003 berechnet. Fitting
von sigmoiden Inhibitionskurven an die logistische 4-Parameter-Funktion erfolgte mit
SigmaPlot 2000 (v 6.00, SPSS, Chicago, IL, USA). Alle weiteren statistischen Darstel-
lungen (ROC-Plots, Regression nach Passing-Bablok, Bias-Plot nach Bland-Altman)
erfolgten mit Analyse-it 1.61 (Analyse-it Software Ltd., Leeds, UK). Das nichtlineare
Fitting von Biosensorgrammen erfolgte mit BIAevaluation 3.0 (GE Healthcare, Frei-

burg).
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6 Abkiirzungen

ACR American College of Rheumatology
anti-dsDNA  Autoantikorper mit Spezifitdt fir

doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure

APS Antiphospholipid-Syndrom

bp Basenpaare

BSA Albumin aus bovinem Serum

CLIF Crithidia luciliae indirekte Immunfluoreszenz

CMD Carboxymethyldextran

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DPGN diffuse proliferative Glomerulonephritis
(Lupusnephritis)

ds double stranded, doppelstrangig

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxythymidintriphosphat

EDC N-ethyl-N’-[(dimethylamino)propyl]-
carbodiimide
hydrochloride

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

EMSA Electrophoretic Mobility Shift Assay,
Gelretardation bzw. Gelshift

FC flow cell, Flusszelle

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography

hTf humanes Transferrin

HRP Meerrettichperoxidase

IF Immunfluoreszenz

IgA Immunglobulin vom Isotyp A

IgG Immunglobulin vom Isotyp G
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IgM
10U
kDa
mAk
MES
NHS
ODN
PCR
PNA
REN
RIA
ROC
SANH

SDS
SDS-PAGE
SFB
SLE
SPR

SS

WHO

Immunglobulin vom Isotyp M
International Unit, internationale Einheit
Kilodalton

monoklonaler Antikorper
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
N-hydroxysuccinimide
Oligodeoxynukleotid
Polymerase-Kettenreaktion

Peptide Nucleic Acid
Restriktionsendonuklease
Radioimmunoassay

Receiver Operating Characteristic
Succinimidyl 4-hydrazinonicotinate acetone
hydrazone

Natriumlaurylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
succinimidyl 4-formylbenzoate
Systemischer Lupus Erythematodes
Surface Plasmon Resonance,
Oberflachenplasmonresonanz

single stranded, einzelstrangig

World Health Organisation,

Weltgesundheitsorganisation
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7 Anhang
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Abbildung 7.1: Linearisierung der Postinjektionsphase der Kurven aus Abb. 3.26 durch

Logarithmisieren der relativen Anbindung R
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Abbildung 7.2: Inhibitionskurven von (A) dsDNA-mAb32, (B) dsDNA-mAb33 und (C)

weils gegen die Inhibitorkonzentrationen aufgetragen. Alle Messwerte

HYB331-01 fiir die drei stirksten Inhibitoren. Die Anbindung ist je-
der Dreifachbestimmungen sind gezeigt.

122



- H
P
3 i
2 : 8
L “ gg
F o 3
2 F
$ 3
. e . :
§ 8 ¥ B E B ¥ R B R R ¥ # ”R ¥ ¢ g ¢« & R ® = % B & 9§ §

H

i ey gy

©oat e S “ e P
""-Wu?;-:u . 5} Sy

Abbildung 7.3: Nichtlineares Fitting der Postinjektionsphase der Vermessung von
HYB331-01 auf Chip 1. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten (Punk-
te) und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler des Fit-
tings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der Messung
(links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.4: Nichtlineares Fitting der Postinjektionsphase der Vermessung von
dsDNA-mAb32 auf Chip 1. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten
(Punkte) und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler
des Fittings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der

Messung (links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.5: Nichtlineares Fitting der Postinjektionsphase der Vermessung von
dsDNA-mAb33 auf Chip 1. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten
(Punkte) und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler
des Fittings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der
Messung (links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.6: Nichtlineares Fitting der Postinjektionsphase der Vermessung von
HYB331-01 auf Chip 2. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten (Punk-
te) und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler des Fit-
tings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der Messung
(links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).

126



218
0

.
204
e

[
=3

e
o

w

g g
] ]
e e e e T : p
oy [—
0 §
§ §
] g
& &
H ]
i |
E] t I DI &
S T R
g g
8 8
& H
1 & H] H g B g o g R L R

Abbildung 7.7: Nichtlineares Fitting der Postinjektionsphase der Vermessung von
dsDNA-mAb32 auf Chip 2. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten
(Punkte) und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler
des Fittings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der
Messung (links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.8: Nichtlineares Fitting der Postinjektionsphase der Vermessung von

dsDNA-mAb33 auf Chip 2. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten
(Punkte) und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler
des Fittings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der
Messung (links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.9: Nichtlineares Fitting der Postinjektionsphase der Vermessung von
HYB331-01 auf Chip 3. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten (Punk-
te) und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler des Fit-
tings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der Messung
(links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.10: Nichtlineares Fitting der Postinjektionsphase der Vermessung von
dsDNA-mAb32 auf Chip 3. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten
(Punkte) und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler
des Fittings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der
Messung (links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.11: Nichtlineares Fitting der Postinjektionsphase der Vermessung von
dsDNA-mAb33 auf Chip 3. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten
(Punkte) und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler
des Fittings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der
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Messung (links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.12: Nichtlineares Fitting der Injektionsphase der Vermessung von
HYB331-01 auf Chip 1. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten
(Punkte) und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Feh-
ler des Fittings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum
der Messung (links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.13: Nichtlineares Fitting der Injektionsphase der Vermessung von dsDNA-
mAb32 auf Chip 1. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten (Punkte)
und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler des Fit-
tings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der Messung
(links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.14: Nichtlineares Fitting der Injektionsphase der Vermessung von dsDNA-
mAb33 auf Chip 1. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten (Punkte)
und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler des Fit-
tings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der Messung
(links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.15: Nichtlineares Fitting der Injektionsphase der Vermessung von
HYB331-01 auf Chip 2. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten
(Punkte) und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Feh-
ler des Fittings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum
der Messung (links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.16: Nichtlineares Fitting der Injektionsphase der Vermessung von dsDNA-
mAb32 auf Chip 2. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten (Punkte)
und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler des Fit-
tings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der Messung
(links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.17: Nichtlineares Fitting der Injektionsphase der Vermessung von dsDNA-
mAb33 auf Chip 2. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten (Punkte)
und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler des Fit-
tings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der Messung
(links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.18: Nichtlineares Fitting der Injektionsphase der Vermessung von
HYB331-01 auf Chip 3. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten
(Punkte) und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Feh-
ler des Fittings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum
der Messung (links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.19: Nichtlineares Fitting der Injektionsphase der Vermessung von dsDNA-
mAb32 auf Chip 3. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten (Punkte)
und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler des Fit-
tings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der Messung

(links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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Abbildung 7.20: Nichtlineares Fitting der Injektionsphase der Vermessung von dsDNA-
mAb33 auf Chip 3. Gezeigt sind (obere Grafiken) Rohdaten (Punkte)
und gefittete Funktionen (Linien) bzw. die absoluten Fehler des Fit-
tings (untere Grafiken) jeweils fiir den gesamten Zeitraum der Messung
(links) und den relevanten Ausschnitt (rechts).
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