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Zusammenfassung

Respiratorische Infektionen zéhlen zu den haufigsten Infektionskrankheiten des Men-
schen. Neugeborene, Sduglinge und kleine Kinder, aber auch &ltere Menschen (> 65
Jahre) haben ein besonders hohes Risiko, schwere Manifestationsformen von Pneu-
monien zu entwickeln. Diese kénnen gut mit antiviralen bzw. antibakteriellen Medi-
kamenten behandelt werden, wenn sie rechtzeitig diagnostiziert werden.

Den Goldstandard fiir die Diagnose von Pneumonien stellen radiologisch nachge-
wiesene Infiltrate in der Lunge dar. Radiologische Untersuchungen sind allerdings
vor allem in kleineren Arztpraxen oft nicht verfiigbar, und rein klinische Diagnosen
sind oft nur eingeschrankt valide. Die Messung von Inflammationsmarkern kann hier
dem Arzt wertvolle Anhaltspunkte fiir die Stellung der Diagnose geben.

Point-of-Care (POC)-Gerite ermoglichen dabei eine Unterstiitzung der Diagno-
sestellung vor Ort, da sie direkt in kleinen Arztpraxen von nicht spezialisiertem
Personal oder sogar vom Patienten selbst ausgefithrt werden kénnen. Diese Geréte
miissen nach kurzer Einfiihrung und ohne tiefergehende Kenntnisse fehlerfrei bedient
werden konnen, glinstig in der Anschaffung und Betrieb sein und eine moglichst kur-
ze Zeit bis zum Erhalt des Ergebnisses benotigen, wobei die Ergebnisse mit denen
konventioneller Analytik vergleichbar sein sollen.

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines dezentralen Diagnostiksystems
zur Unterstiittzung der Diagnose von Pneumonien am POC.

Dazu wurde zunachst der neue Inflammationsmarker YKIL-40 in einer klinischen
Studie auf seine Eignung als organselektiver Inflammationsmarker im Vergleich zu
CRP untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass YKL-40 einerseits wie CRP als In-
flammationsmarker einzuordnen ist. Im Gegensatz zu CRP erlaubt YKIL-40 jedoch
eine Unterscheidung zwischen Pneumonien und anderen inflammatorischen Erkran-
kungen, und erreichte fiir diese Fragestellung in der untersuchten Patientengruppe
einen negativ pradiktiven Wert von 100 % bei einem Cutoff von 57,3 ng/mL. Auf-
grund dieser Ergebnisse und zahlreicher Literaturwerte ist YKIL-40 ein interessanter
Inflammationsmarker, der bei einer Pneumonie schneller und spezifischer als CRP
reagiert, und dieses sinnvoll ergianzen konnte.

Fiir diesen Marker wurden anschlieffend verschiedene fluoreszenzbasierte Immuno-
assay-Formate entwickelt. Als Entwicklungsplattform diente der Tubescanner, ein
miniaturisiertes Fluoreszenzmessgerit, das Tube-Strips als Testformat verwendet.
Die Assayentwicklung verfolgte dabei das Ziel, die Assays spater auf der mikroflui-
dischen LabDisk-Plattform zu automatisieren.

Ein Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)-basierter Demonstrationsassay konn-

te in dem verwendeten Detektionssystem nicht die fiir YKL-40 notwendige analyti-



sche Leistung erreichen, konnte sich aber fiir héher konzentrierte Marker eignen.

Ein ebenfalls entwickelter, auf magnetischen Beads basierender Fluoreszenzimmu-
noassay entsprach hingegen den analytischen Anforderungen, erlaubt eine Messung
in unter 17 Minuten und konnte erfolgreich mit humanen Serumproben getestet
werden. Dabei zeigen sich im kritischen Konzentrationsbereich nur geringe Abwei-
chungen von bereits etablierten Methoden.

Um diesen Assay im néchsten Schritt auf die vollautomatische LabDisk-Plattform
zu portieren, mussten zwei zentrale Probleme gelost werden:

Zunéchst musste ein Weg gefunden werden, kleinere Mengen superparamagne-
tischer Beads durch Gasphasen-Transitions-Magnetophorese (GTM) zu transpor-
tieren, was durch die Kombination mit einer grofleren magnetischen Masse in der
Probenkammer erreicht werden konnte.

Zum Zweiten musste eine Stabilisierung des Assaygemisches durch die Entwick-
lung einer geeigneten Lyophilisierungsstrategie ermoglicht werden. Der Zusatz von
humanem Serumalbumin, Trehalose und Phenlyalanin resultierten zusammen mit
einer Prozedur zur Verarbeitung kleiner Lyophilisatmengen in Pellets mit ausrei-
chender Stabilitat und Loslichkeit fiir eine Verwendung in dem automatisierten Sys-
tem.

Durch diese Entwicklungen konnte ein vollautomatisiertes System zum Nachweis

fiir YKL-40 erfolgreich an humanen Serumproben getestet werden.



Summary

Respiratory infections are among the most abundant infectious diseases of man.
New-borns and infants, but also elderly people (> 65 years) are at high risk to
develop severe manifestations of pneumonia. These can be treated satisfactorily
with antiviral or antibacterial drugs, if a timely diagnosis is provided.

The gold standard for the diagnosis of pneumonia are radiographically determined
new infiltrates in the lung. These examinations are not ubiquitously available, and
diagnosis based on clinical signs has limited validity. Additional measurement of
inflammation markers can provide meaningful additional diagnostic information.

Point-of-Care (POC)-devices facilitate a fast and distributed aid for diagnosis, as
they can be used directly in local physician’s offices by not specially qualified staff
or even by the patients themselves. These devices need to provide failproof usability
after a short training period without deeper knowledge by the user. At the same
time, they need to be cost-efficient in purchase and sustaining while the delivered
results need to be comparable to conventional laboratory analytics.

The aim of this thesis was the development of a decentralized diagnostics-system
to support the diagnosis of pneumonia at the POC.

Initially, a clinical study was conducted to investigate the novel inflammation
marker YKI-40 for its value as organ-selective inflammation marker in comparison
to CRP. The results indicate that YKL-40 on the one hand is to be classified as
inflammation marker, as is CRP. In contrast to CRP, YKL-40 allows a differentia-
tion between pneumonia and other inflammatory diseases, and reached a negative
predictive value of 100 % at a 57.3 ng/mL cutoff for this question in the examined
patient collective. Based on this study and literature data, YKL-40 is a promising
inflammation marker that reacts faster and more specific than CRP, and could add
supplemental diagnostic information.

Subsequently, different types of fluorescence-based immunoassay formats have be-
en developed for this marker. The tubescanner, a miniaturized fluorescence measu-
rement device using PCR-Strips as disposables, was used for development purposes.
The assay development aimed on a following automatization on the microfluidic
LabDisk-platform.

The Forster-resonance energy transfer (FRET)-based demonstration assay could
not reach the required analytical performance in this system, but could be suitable
for highly concentrated markers.

An alternative approach using magnetic beads as solid phase and fluorescence as
detection method met the requirements for YKL-40 detection,. It allows a measure-

ment in 17 minutes and could be successfully applied to human sera, thereby showing



little deviation from established methods in the critical concentration range.

To facilitate automatization of this assay format on the LabDisk, two central
problems had to be solved:

First, a way to allow the transport of small amounts of superparamagnetic beads
using gas-phase transition magnetophoresis (GTM) had to be found. This could be
achieved combining the assay with a large magnetic mass in the sample chamber.

Additionally, a means to stabilize the assay mixture had to be achieved by develo-
ping a suitable lyophilization strategy. The addition of HSA, trehalose and phenyl-
alanin together with a handling procedure for small lyophilisates resulted in pellets
with aufficient stability and solubility for further processing.

Due to this developments, a fully-automated system for the determination of

YKL-40 could be successfully applied to human sera.






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Pneumonie. . . . . . . . . .

1.1.1 Systematische Einordnungen . . . . . . . . .. .. ..
1.1.1.1  CRB/CURB65 . . . ... ..........
1.1.1.2  PSI (Pneumonia severity index) . . . . . . .
1.1.2 Diagnostik . . . . ... ..o
1.1.2.1 Symptomatik und Radiologie . . . . . . ..
1.1.2.2 Klassische Erregernachweise . . . . . . . ..
1.1.2.3 PCR-gestiitzte Erregernachweise . . . . . .
1.1.2.4 Zusammenfassung . . . ... ... ... ..
1.2 Inflammationsmarker . . . . . . ... ..o
1.2.1 Inflammationsmarker in der Pneumoniediagnostik . .
1.2.1.1  Pentraxineund CRP . . . . . ... ... ..
1.2.1.2  Procalcitonin . . . . . ... ... ... ...
1.2.1.3 Imterleukin-6 . . . ... ... ... .....
1.2.2  Chitinase 3-like 1 (YKL-40) . . ... ... ... ...
1.2.2.1 Biologische Funktion . . . . . ... ... ..
1.2.2.2  YKL-40 in der Pneumoniediagnostik . . . .
1.2.2.3 Eignung als Biomarker . . . . . . . . .. ..
1.3 Immunoassays . . . . . . . . . . ...
1.3.1 Kenngroflen zur Charakterisierung von Immunoassasys
1.3.1.1  Prézision und Richtigkeit . . . .. ... ..
1.3.1.2  Experimentelle Bestimmung der Unprézision
1.3.1.3 Nachweisgrenzen . . . .. .. ... .....
1.3.1.4  Kalibrierfunktion . . . . . . .. .. ... ..
1.3.1.5 Fehlerquellen und Einschrénkungen . . . . .
1.3.2 Magnetische Partikel in Immunoassays . . . . .. ..
1.3.3  Fluoreszenz und Forster-Resonanzenergietransfer . .
2 Material

2.1 Reagenzien . . . .. . ... oo

10

10

14

18
18
19
19
19
20
20
21
22
23
24
25
26
26
27
27
29
30
31
33
36
36
36
37
37
39
40
40

44



2.2 GeErate . . . . . 46

2.2.1 Fluoreszenzdetektion . . . . . . ... .. .. ... ... .. .. 46

2.2.1.1  Tubescanner . . . . .. ... ... ... .. ..... 46

2.2.1.2 LabDisk Player . . . . . . ... ... ... .. .... 46

2.2.2 Sonstige Gerate . . . . . .. ..o Lo 49

Methoden 51

3.1 Kopplungschemie . . . . . . . ... ... o 51

3.2 Anionenaustauschchromatographie . . . . .. .. ... ... ... .. 53

3.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung . . . . . . . .. .. .. .. 23

3.4 Statistische Methoden . . . . . . . . ... oo 55

3.4.1 ROC-Analyse . . . . . . ... .. ... 55

3.4.2 Methodenvergleiche . . . . . . . .. ... 5Y)

3.4.2.1 Bland-Altman-Plot . . . . . ... ... ... ... .. 55

3.4.2.2 Passing-Bablok-Regression . . . . . . ... ... ... 56

3.4.2.3 Signifikanz . . ... .00 56

3.5 Klinische Studie . . . . . . . . ... 57

Ergebnisse 59

4.1 Untersuchung des neuen Inflammationsmarkers YKL-40 . . . . . . . . 59

4.2 Forster-Resonanzenergietransfer basierter Immunoassay . . . . . . . . 63

4.2.1 Assayprinzip. . . . .. ... 63

4.2.2 Konjugation der Reagenzien . . . . . . . ... ... ... ... 63

4.2.3 Aufbau und Charakterisierung des Assays . . .. ... .. .. 67

4.2.4 Zusammenfassung . . . . .. ... 69

4.3 Magnetpartikel-basierter Fluoreszenzimmunoassay . . . . . . . . . .. 70

4.3.1 Assayprinzip . . . . . . ... 70

4.3.2 Charakterisierung von DDAO-Phosphat als Substrat . . . . . 71

4.3.3 Optimierung . . . . . . . . ... 71
4.3.3.1 Annahmen zur Bestimmung der Anfangszusammen-

setzung des Assays . . . . . . .. ... 71

4.3.3.2 Konzentration der alkalischen Phosphatase . . . . . . 72

4.3.3.3 Waschschritte . . . . .. ... o000 73

4.3.3.4 Konzentrationverhéltnis der Antikérper. . . . . . . . 74

4.3.3.5  Substratumsatz und Inkubationszeit . . . . . .. .. 75

4.3.4 Charakterisierung des Assays . . . . . . ... .. ... .... 75

4.3.4.1 Kalibrationskurve und Assayparameter . . . . . . . . 75

4.3.4.2 Linearitdt und Wiederfindung nach Standardaddition 77

4.3.4.3 Messung von Serumproben . . . . ... ... .. .. 79

11



4.3.4.4 Methodenvergleich . . . . ... ... .. ... .. .. 79

4.3.5 Zusammenfassung . . . . . .. ... 81

4.4 Portierung auf LabDisk . . . . . . . .. ... .. L. 82
441 Designder Disk . . . .. ... oo 82

4.4.2 Frequenzprotokoll . . . . . . ... .o 82

4.4.3 Automatisierter magnetophoretischer Transport . . . . . . . . 84

4.4.4 Lyophilisierung . . . . . . . ... o 86

4.4.5 Proof-Of-Concept . . . . . . . .. .. ... 88

4.4.6 Zusammenfassung . . . . . .. ..o 88

5 Diskussion 91
5.1 Untersuchung des neuen Inflammationsmarkers . . . . .. ... ... 91
5.2 Forster-Resonanzenergietransfer basierter Immunoassay . . . . . . . . 93
5.3 Magnetbead-basierter Fluoreszenzimmunoassay . . . . . . .. .. .. 95
5.4 Portierung . . . . ..o 96
Literaturverzeichnis 100
Tabellenverzeichnis 113
Abbildungsverzeichnis 114
Danksagung 116
Ehrenwortliche Erklarung 119

12



13



Abkurzungsverzeichnis

4PL 4-Parameter logistic regression

AKT Protein-kinase B

BMBF Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
BRK Bayerisches rotes Kreuz

brp-39 Breast regressing protein39 Kd

CAP Community-acquired pneumonia

cfDNA Zellfreie DNA

CHI3L1 Chitinase 3-likel

COP Cyclo Olefin Polymer

COPD Chronisch-obstruktive Lungenerkrankung
CRB65 Confusion, respiratory rate, blood pressure, age above 65 years
CRP C-Reaktives Protein

CURBG65 Confusion, urea, respiratory rate, blood pressure, age above 65 years
DDAO (9H-(1,3-Dichloro-9,9-Dimethylacridin-2-One-7-yl1)
DDAO-P DDAO-Phosphat

DNA Desoxyribonukleinsiure

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
EGFR Endothelial growth factor receptor

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

ERK Extracellular-signal regulated kinase

FCS Fetales Kalberserum

FPF False positive fraction

FRET Forster-Resonanzenergietransfer

GlcNAc N-Acetylglucosamin

14



gp38k 38 kDa heparin-binding glycoprotein

GTM Gasphasen-Transtions-Magnetophorese

HAP Hospital-acquired pneumonia

HC gp39 human cartilage glycoprotein-39

HSA Humanes Serumalbumin

ICD International statistical classification of diseases and related health problems
IL-15 Interleukin-15

IL-6 Interleukin-6

IL-8 Interleukin-8

IL-18 Interleukin-18

LOD Limit of detection

LOQ Limit of quantification

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MB-FIA Magnetbead-basiertes Fluoreszenzimmunoassay
MERS-CoV middle east respiratory syndrome coronavirus
MGP-40 40 kDa mammary gland protein

MMP-9 Matrixmetalloprotease-9

NGAL Neutrophil gelatinase-associated lipocalin

NHS N-Hydroxysuccinimid

NIST National Institute of Standards and Technologies
NPV Negative predictive value

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns

PBS Phosphate-buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PCT Procalcitonin

15



PEG Polyethylenglycol

PI3K Phosphoinositid-3-kinase

POC Point-of-Care

PPV Positive predictive value

PSI Pneumonia severity index

PTX3 Long-Pentraxin-3

PVC Polyvinylchlorid

ROC Receiver operating characteristic

RT Raumtemperatur

RT-PCR Real-time PCR

SAP Serum Amyloid P-Komponente

S Standardabweichung

SRM Standard Reference Material

STAT-3 Signal transducer and activator of transcription 3
TLR Toll-like Rezeptor

TNF Tumornekrosefaktor

TPF True positive fraction

TRACE Time-resolved amplification of cryptate emission

YKL-40 N-Terminal Tyrosin-Lysin-Leucin, 40 kDa

16



17



1 Einleitung

1.1 Pneumonie

Pneumonien sind akute Entziindungen der Lunge, und wurden seit dem ausgehenden
19. Jahrhundert intensiv studiert (1). Dennoch sind sie in Deutschland mit 400.000
- 600.000 Patienten und etwa 20.000 Todesféllen pro Jahr nach wie vor haufige und
gefdhrliche Erkrankungen (2).

Eingeteilt werden Pneumonien nach Lokalisation oder Ausdehnung in der Lunge:
Unterschieden werden die Lungenbléschen (alveoldre) und das Interstitium betreffen-
de (interstitielle), sowie auf einen Lappen (lobére) oder auf einen Herd beschrankte
(lobulére) Pneumonien (3). Ausgelost werden Pneumonien oft durch Infektionen, so-
wie physikalische oder chemische Noxen. Unterschieden wird zudem zwischen ambu-
lant erworbenen (CAP) und im Krankenhaus erworbenen (HAP) Pneumonien. Die
haufigste Ursache fiir CAP ist die Infektion mit Streptococcus pneumoniae, gefolgt
von Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Morazella catarrhalis, Pseudo-
monas aeruginosa, und anderen Gram-negativen Bacilli. HAP werden dabei héufi-
ger als CAP von antibiotikaresistenten Keimen verursacht (1). Patienten mit einer
chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) haben ein erhéhtes Risiko, an H.
influenzae oder Mor. catarralis sowie P. aeruginosa zu erkranken, speziell wenn sie
mit Glucocorticoiden behandelt werden (4). Im Zuge von Influenza- Ausbriichen wird
das zirkulierende Virus die vorwiegende Ursache fiir krankenhauspflichtige CAP,
wobei sekundére bakterielle Infektionen auch eine wichtige Rolle spielen. Respira-
torischer Synzitalvirus, Parainfluenzavirus, humaner Metampneumovirus, Adenovi-
rus, Coronavirus und Rhinovirus werden haufig bei CAP-Patienten nachgewiesen.
Es ist aber unklar, in welchem Ausmafl diese Viren die Erkrankung direkt verursa-
chen, oder ob sie eine sekundéare Infektion mit bakteriellen Erregern begiinstigen (5).
Weitere virale Verursacher konnen das middle east respiratory syndrome coronavi-
rus (MERS-CoV) und die Vogelgrippe H7NO sein. Beide Viren haben sich in letzter
Zeit aus ihren Ursprungsgebieten in andere Regionen verbreitet (6, 7). Nichttuberku-
lose Mykobakterien, und in manchen Gebieten, Pilzinfektionen wie Histoplasma und
Coccoidoides-Spezies verursachen subakute Infektionen die durch Husten, Fieber,
und neue, pulmonare Infiltrate gekennzeichnet ist. Coziella burnetii kann ebenfalls
akute Pneumonien auslésen (1). CAP-&hnliche Syndrome kénnen von verschiedenen
Ursachen ausgelost werden, und miissen nicht zwingend infektiosen Ursprungs sein.
So kann beispielsweise bei bis zu 17 % der Patienten, die wegen CAP hospitalisiert
werden die Ursache nicht-infektios sein (8). Trotz groBer Anstrengungen in der Mi-

krobiologie kann nur in etwa der Hélfte der mit CAP eingelieferten Patienten eine
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Ursache der Erkrankung festgestellt werden (8, 9).

1.1.1 Systematische Einordnungen

Die Entscheidung, ob ein Patient mit Pneumoniesymptomen stationdr oder am-
bulant behandelt werden muss, stellt ein wichtiges Problem dar. Einerseits entste-
hen durch die Behandlung nicht unerhebliche Kosten, andererseits sollten Patienten
mit erhéhtem Sterblichkeitsrisiko die bestmdogliche Behandlung zugeteilt bekommen.
Daher wurden verschiedene Systeme entwickelt, die zwar nicht dem Nachweis der
Pneumonie dienen, aber mit moglichst einfach zu messenden Parametern eine aus-

reichende Einordnung ermoglichen sollen.

1.1.1.1 CRB/CURB65

Ein sehr hédufig verwendetes klinisches Scoring-System ist CRB65/CURBG65. Bei
diesem Einordnungssystem wird je 1 Punkt gegeben fir: Confusion (Verwirrung),
Urea (Serumharnstoff) > 7 mmol/L, Respirationsrate (Atemfrequenz) > 30 / min,
Blutdruck unter 90 mmHg systolisch oder unter 60 mmHg diastolisch und Alter
> 65 Jahre. Beim CRB65 entféllt der Serumharnstoff als Einordnungskriterium.
Der CRB65 wird vor allem in der ambulanten Praxis verwendet, weil er sich auf
einfach zu erhebende Parameter stiitzt. Insbesondere hilft er bei der Entscheidung,
ob eine stationdare Therapie notwendig ist. Patienten mit einem CRB65-Wert von
einem Punkt haben bereits ein signifikant erhohtes Sterblichkeitsrisiko und sollten in
Abhéngigkeit von den Gesamtumsténden stationdr behandelt werden, ab 2 Punkten

ist eine stationdre Therapie indiziert (10).

1.1.1.2 PSI (Pneumonia severity index)

Beim PSI werden bei Vorliegen einer Pneumonie zunéchst Vorfaktoren abgefragt
(Alter > 50 Jahre, Vorgeschichte (neoplastische Erkrankungen, kongestives Herz-
versagen, zerebrovaskuldre Erkrankungen, Nieren- oder Lebererkrankungen) und
Abweichungen bei der korperlichen Untersuchung (verdnderter Mentalstatus, Atem-
frequenz > 30/min, systolischer Blutdruck < 90 mmHg, Korpertemperatur < 35
oder > 40°C und Puls > 125 /min). Liegt keiner der Faktoren vor, wird der Pa-
tient in die niedrigste Risikoklasse I eingestuft. Wenn einer oder mehrere dieser
Faktoren vorhanden sind, wird zur Einstufung eine Bewertungstabelle (Tabelle 1.1)
angewendet, wobei die einzelnen Punkte unterschiedlich gewichtet sind. Anhand des
so errechneten Score wird der Patient in eine der 5 Risikoklassen eingeteilt, wobei
Klasse I die niedrigste Risikoklasse, Klasse V die hochste darstellt. Diese Regeln
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Tabelle 1.1: Bewertungssystem fiir die Zuweisung in PSI-Risikoklassen. Klasse 11
<70, IIT 71-90, IV 91-130, V >130 Punkte

Merkmal Punkte
Demographische Faktoren

Alter

Ménner Alter(Jahre)
Frauen Alter(Jahre)-10
Patient aus Pflegeheim +10
Comorbiditédten

Neoplastische Erkrankungen +30
Lebererkrankungen +20
Kongestives Herzversagen +10
Zerebrovaskulare Erkrankung +10
Nierenerkrankung +10
Ergebnisse der korperlichen Untersuchung

Veranderter Mentalstatus +20
Atemfrequenz > 30/min +20
Systolischer Blutdruck < 90 mmHg +20
Temperatur < 35 oder > 40°C +15
Puls > 125/min +10
Labormedizin und Radiografie

Arterieller pH < 7,35 +30
Harnstoff-Stickstoff im Blut > 30 mg/dL +20
Natrium < 130 mM +20
Glucose > 250 mg/dL +10
Hamatokrit < 30 % +10
Arterieller Sauerstoffpartialdruck < 60 mmHg +10
Pleuraerguss +10

wurden anhand einer Kohorte mit 38.039 Patienten validiert. Hier starben 0,6 %

der in Klasse I eingeteilten Patienten, jedoch 31 % der in Klasse V eingeteilten (11).

1.1.2 Diagnostik
1.1.2.1 Symptomatik und Radiologie

Ublicherweise wird eine Pneumonie durch das Vorhandensein eines neu aufgetrete-
nen Lungeninfiltrates zusammen mit Fieber, Husten, Schleimproduktion, Kurzat-
migkeit, veranderter Schallweiterleitung und Leukozytose diagnostiziert (12). Auch
Verwirrtheit und pleuritische Brustschmerzen sind haufige Symptome. Das Haupt-
kriterium zur Diagnose einer Pneumonie stellt ein neu auftretendes Infiltrat im
Thorax-Rontgenbild dar. Bei einer Lobarpneumonie kommt es hier zu grofiflachi-
gen Transparenzminderungen im Bereich der Lungenlappen, wobei die luftgefiillten
Bronchien im Vergleich zum infiltrierten Lungengewebe dunkel erscheinen (positives

Bronchopneumogramm ,airbronchogram®, Abbildung 1.1). Bei der Bronchopneumo-
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nie finden sich segmentale Transparenzminderungen ohne positives Bronchopneumo-
gramm. Die interstitielle Pneumonie hingegen ist durch fleckig-netzartige (retikula-

re) Transparenzminderung gekennzeichnet.

Abbildung 1.1: Das Thorax-Rontgenbild (Frontalaufnahme) zeigt eine Lobérp-
neumonie des rechten Mittellappens; die diffusen Transparenzminderungen deuten
auf eine Beteiligung der Bronchien hin. Die Abbildung wurde freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Dr. Roberto Schubert, Radiopaedia.org, rID: 16074

Neue Lungeninfiltrate konnen allerdings bei Patienten mit chronischen Erkran-
kungen oder Adipositas schwer zu identifizieren sein. Auflerdem stehen nicht im-
mer qualitativ hochwertige Rontgenbilder zur Verfiigung. Aufgrund der hohen Kos-
ten und der eingeschréinkten Verfligbarkeit radiologischer Untersuchungen werden
Pneumonien daher héufig klinisch diagnostiziert. Dabei erreichen beispielsweise All-
gemeinarzte mit 99 % Spezifitat einen negativ-pradiktiven Wert von 96 %, allerdings
mit nur 29 % Sensitivitat in einer Population von 2810 Patienten mit akutem Hus-
ten, von denen 140 eine radiologisch nachweisbare Pneumonie aufwiesen (13). Einige,
vor allem altere Patienten, zeigen weder Husten noch Sputumproduktion und haben
keine Leukozytose. Ca. 30 % der Patienten haben dariiber hinaus bei der Aufnah-
me kein Fieber, was eine empirische Diagnose vor allem bei diesen Risikopatienten
erschwert (8, 14).

1.1.2.2 Klassische Erregernachweise

Der Arzt sollte nach Méglichkeit das verursachende Pathogen und dessen Antibiotika-

Empfindlichkeit identifizieren, um die Therapie darauf ausrichten zu kénnen. Hierfir
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werden héaufig Blutkulturen, Gramfirbung des Sputums, Urintests fiir Legionella
und Pneumococcus und seltener Multiplex-PCR, zur Detektion fiir Myc. pneumo-
niae, Chl. Pneumoniae und respiratorische Viren eingesetzt. Weitere Tests sind bei
Patienten mit spezifischen Risikofaktoren und Noxen-Exposition angezeigt (1). Die
mikroskopische Untersuchung von pulmonalen Sekreten kann schnelle Informationen
iiber mogliche Pathogene liefern. Liegt eine Probe ausreichender Qualitat vor, liefert
die Gramfarbung und Sputumkultur in iiber 80 % der Falle von Pneumokokken-
verursachter Pneumonie positive Resultate. Die Sputumproben werden dabei mog-
lichst vor, in Ausnahmeféllen aber auch 6 bzw. 12 Stunden nach dem Beginn der
Antibiotikatherapie entnommen (15). Die Ausbeute verringert sich dabei mit lén-
gerer Antibiotikagabe und abnehmender Qualitiat der Sputumprobe. Diese kann
durch Inhalation von hypotoner Salzlésung verbessert werden (induziertes Sputum).
Blutkulturen sind in etwa 20-25 % der Félle von Patienten mit Pneumokokken-
Pneumonie positiv (15), allerdings seltener, wenn H. influenzae oder P. aerugino-
sa der Ausloser ist. Mor. catarrhalis kann nur in Ausnahmefillen durch Blutkul-
tur nachgewiesen werden. Ein neuerer Ansatz ist der Nachweis des Pneumococcen-
Zellwandpolysaccharids im Urin. Dieser gelingt in 77-88 % der Falle mit einer bakte-
ridimischen Pneumokokken-Pneumonie (16), allerdings nur in 64 %, wenn die Infek-
tion auf die Lunge beschrankt ist (17). Ein multiplex capture-Assay fiir verschiedene
Pneumokokken-Zellwandsaccharide ist zwar entwickelt, aber noch nicht im Einsatz
(18). Ein ELISA fir Legionellen-Antigen im Urin ist in ca. 74 % der Patienten mit

Legionella pneumophila-Serotyp-1 verursachter Pneumonie positiv (19).

1.1.2.3 PCR-gestiitzte Erregernachweise

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein sensitives und spezifisches Verfahren
zur Identifikation von respiratorischen Erregern, im Speziellen Viren. Kommerziell
erhéltliche PCR~Assays konnen die meisten wichtigen respiratorischen Viren, sowie
Myc. pneumoniae und Chl. pneumoniae detektieren (20). Im Falle der Influenza ist
die PCR sensitiver als der Antigentest und kann zur Diagnostik eingesetzt werden
(21). Basierend auf PCR wurde in 20-40 % der wegen CAP hospitalisierten erwach-
senen Patienten ein respiratorischer Virus nachgewiesen (8, 5). Die Interpretation
eines positiven PCR-Nachweises ist allerdings problematisch, da die Viren entwe-
der auslosend sind, oder nur eine sekundare bakterielle Infektion bedingen (8, 22).
Ein Nachweis von viralen Erregern schlieft demnach eine bakterielle Ursache nicht
zwingend aus. Eine PCR-Detektion von Bakterien in respiratorischen Proben ist
ebenfalls problematisch; in den meisten Féllen erreichen pneumonieauslosende Bak-
terien durch eine vorhergehende Besiedlung des oberen respiratorischen Traktes die

Lunge. Eine positive PCR kann zwischen Kolonisierung und Infektion nicht unter-
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scheiden.

1.1.2.4 Zusammenfassung

Die genaue Diagnose einer Pneumonie ist nach wie vor aufwéndig. Erregernachweise
miissen von anderen Methoden ergénzt werden, die eine Pneumoniediagnose stiitzen
kénnen, um so ein Ansprechen der Patienten auf die jeweilige Therapie zuverldssig
und zum frithest moglichen Zeitpunkt feststellen konnen. Aulerdem sollten Fehl-
diagnosen vermieden werden, gerade wenn radiologische Methoden nicht verfiighar
sind. Daher wird versucht, die Pneumoniediagnostik mit der Messung von Inflam-

mationsmarkern zu unterstiitzen und zu beschleunigen.
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1.2 Inflammationsmarker

Inflammation ist die Reaktion des Korpers auf schidliche Stimuli wie Pathogene,
Zellschadigungen oder Reizstoffe (23). Der Kérper reagiert auf einen inflammatori-
schen Reiz mit Schmerz, Hitze, Rotung, Schwellung und Funktionsverlust des be-
troffenen Gewebes mit dem Ziel, den inflammatorischen Reiz zu beseitigen. Diese
offensichtlichen inflammatorischen Symptome wurden als die Kardinalzeichen Dolor,
Calor, Rubor und Tumor bereits 38-30 v. Chr. durch den rémischen Arzt Celsus be-
schrieben. Durch Rudolf Virchow wurde der Funktionsverlust (functio laesa) ergénzt
(24).

Diese makroskopisch erkennbaren Zeichen der Inflammation gehen mit einer Viel-
zahl an Verdnderungen auf molekularer, zelluldrer und Organismusebene einher.
Dementsprechend zahlreich sind die Proteine, die als Inflammationsmarker im pe-
ripheren Blut in Frage kommen. Fiir das Extrembeispiel Sepsis sind mehr als 178
verschiedene Parameter eingehender auf ihren prognostischen und diagnostischen

Wert hin untersucht worden (25). Diese lassen sich grob in 9 Gruppen einteilen:

Cytokine/Chemokine
Kleine Proteine (< 20 kDa) oder Oligopeptide, die das Verhalten von Zellen

beeinflussen konnen, dazu zahlen beispielsweise Interleukine (26).

Zellulare Differenzierungsmarker
Proteine auf Zelloberflachen, die eine Differenzierung erlauben. Sie kommen in
zelluldrer und loslicher Form vor, und kénnen entweder durchflusszytometrisch

oder iiber Immunoassays bestimmt werden (27).

Rezeptoren
Durch den vermehrten Zelltod bei akuter Inflammation finden sich zahlrei-
che losliche Rezeptoren bzw. deren Bestandteile im Patientenserum, die als

Biomarker dienen koénnen.

Blutgerinnungsfaktoren
Inflammation aktiviert die Koagulation und reduziert den Abbau von Fibrin.

Gerinnungsparameter konnen als Biomarker eingesetzt werden (28).

Marker der Schadigung des vaskuldren Endothels
Im Zuge der inflammatorischen Antwort kann es zu Schadigungen des vasku-
laren Endothels kommen. Dessen Bestandteile lassen sich auch peripher nach-

weisen.

Marker der Vasodilatation

Die inflammatorische Schwellung des Gewebes kommt durch lokale Vasodila-
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tation zustande, deren Signalmolekiile sich ebenfalls im peripheren Blut nach-

weisen lassen.

Marker des Organversagens
Bei schweren Verlaufen mit Organschadigung kénnen organspezifische Proteine
im Serum/Plasma nachgewiesen werden. Auflerdem kann es zum Nieren- oder

Leberversagen kommen.

Akutphaseproteine
Diese Proteine dienen der Regulation der akuten Phase der Inflammation, und

sind damit klassische Inflammationsmarker.

Weitere assoziierte Proteine
Durch die komplexen Vorgange wéhrend einer inflammatorischen Erkrankung
sind zahlreiche weitere Molekiile prinzipiell als Biomarker geeignet. Dazu ge-
horen beispielsweise so unterschiedliche Molekiile wie zellfreie DNA (cfDNA),

Lactat und Harnséure.

Mit einer inflammatorischen Reaktion einher gehen zahlreiche pathophysiologische
Veranderungen. Diese Verdnderungen konnen als Biomarker zur Diagnostik und Ver-
laufskontrolle der inflammatorischen Antwort des Korpers gemessen und bewertet
werden. Die Herausforderung ist, einen fiir eine bestimmte Fragestellung geeigneten

Inflammationsmarker zu finden.

1.2.1 Inflammationsmarker in der Pneumoniediagnostik

Neben dem oben genannten Einordnungsschema fiir Inflammationsmarker lassen
sich speziell Pneumonie-Biomarker in 3 Gruppen einteilen: Inflammationsmediato-
ren, Akutphaseproteine und stressinduzierte Proteine (29). Mikroorganismen werden
durch Kulturen, Mikroskopie oder PCR nachgewiesen. Der Nachweis eines Patho-
gens allein bedeutet allerdings nicht zwangsléaufig, dass dieses auch pneumonieauslo-
send ist (siehe 1.1.2.2). Inflammationsmediatoren sind Cytokine, die direkt aufgrund
eines inflammatorischen Reizes gebildet werden; dazu gehoéren 1L-173, IL-6, TNFa
und IL-8. Aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit, niedrigen Spezifitdat und der Exis-
tenz von natiirlichen inhibierenden Faktoren im Serum sind diese in der Regel jedoch
nicht fir diagnostische Zwecke geeignet (30, 31). Einige Studien weisen jedoch dar-
auf hin, dass sie in manchen Féllen von Nutzen fiir die Pneumoniediagnostik sein
konnen (32).
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1.2.1.1 Pentraxine und CRP

Die Pentraxine sind eine Familie von Akutphase-Proteinen, die evolutionédr hoch-
konserviert sind. Sie erkennen als Bestandteile des angeborenen Immunsystems be-
stimmte pathogenassoziierte molekulare Muster (Pathogen-associated molecular pat-
terns, PAMPS). Aufgrund ihrer Primérstruktur lassen sie sich in kurze und lange
Pentraxine einteilen. Das C-Reaktive Protein (CRP) und die Serum Amyloid P
Komponente sind archetypische kurze Pentraxine, das Longpentraxin 3 (PTX3) ist
ein typisches langes Pentraxin (33, 34). Plasmapentraxine sind unter normalen Um-
standen kaum nachweisbar, werden aber wahrend einer inflammatorischen Reaktion
stark exprimiert, und stellen damit gute Surrogatmarker dar.

Das CRP ist der heute am haufigsten gemessene Inflammationsmarker (35). Er
wurde 1930 zuerst aus dem Serum von Pneumoniepatienten nachgewiesen, wobei
die Serumkonzentrationen bei Ausheilung der Krankheit abnahmen. Bei gesunden
Menschen war es hingegen nicht nachweisbar (35, 36). CRP bindet kalziumabhéngig
verschiedene PAMPs, die in Bakterien, Pilzen und Parasiten vorkommen, und ist an
deren Beseitigung beteiligt. CRP wird von Hepatocyten nach Induktion durch I1-6
gebildet, wobei andere Cytokine wie TNF« und II-13 auch eine Rolle spielen. Bei
gesunden Erwachsenen liegt der Serumspiegel unter 0,3 mg/dL (37). Die Sekretion
beginnt 4-6 Stunden nach der Stimulation, und erreicht ein Maximum nach etwa 36-
50 h. Ist der inflammatorische Stimulus beseitigt, fallt die CRP-Serumkonzentration
mit einer Halbwertszeit von 19 h (35). Der Serum CRP-Spiegel ist bei Pneumonie-
patienten deutlich erhoht, was aber auch auf die meisten anderen inflammatorischen
Erkrankungen zutrifft. CRP ist demnach ein allgemeiner Inflammationsmarker ohne
Spezifitat fiir Pneumonien. Der CRP-Wert kann allerdings eingesetzt werden, um das
Ansprechen des Patienten auf antimikrobielle Therapie zu untersuchen. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass in einer Kohorte von 64 HAP-Patienten der Ab-
fall des CRP 10 Tage nach Einlieferung zwischen gutem und schlechten Ansprechen
auf die Therapie unterscheiden konnte, mit Mortalitatsraten von 53% verglichen mit
20 % (38). Der CRP-Wert von CAP-Patienten, die auf eine antimikrobielle Therapie
ansprechen, sollte 72-96 h nach Beginn der Therapie um 30-50 % sinken. Patienten,
bei denen die CRP-Serumkonzentration konsistent sinkt, sprechen generell besser

auf eine antimikrobielle Therapie an (39).

1.2.1.2 Procalcitonin

Procalcitonin (PCT) ist ein Prohormon mit einer Masse von 13 kDa, das von den
Parafollikelzellen der Schilddriise gebildet wird, und bei gesunden Personen in Kon-

zentrationen deutlich unter 0,1 mg/mL im Serum vorhanden ist. Liegt ein inflamma-
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torischer Stimulus vor, kann seine Serumkonzentration um das 1000-Fache ansteigen,
wobei auch andere Gewebe als die Schilddriise an der Bildung beteiligt sind (40).
Nach einem septischen Stimulus kann eine PCT-Proteinproduktion von Parenchym-
zellen nach 10 Stunden nachgewiesen werden; PCT besitzt eine Halbwertszeit von
22-35 h (41, 42). Da ein schnell fallender PCT Serumspiegel auf ein gutes Anspre-
chen des Patienten auf eine antimikrobielle Therapie hindeuteten, konnte durch die
Messung des PCT die Dauer des Antibiotikaeinsatzes bei CAP-Patienten von Me-
dian 12 auf 5 Tage reduziert werden (43). Der PCT-Wert steigt dabei vor allem bei
bakteriell verursachten Infektionen an; daher konnten viral verursachte Pneumonien

eventuell ibersehen werden.

1.2.1.3 Interleukin-6

Interleukin-6 gehort zur Gruppe der proinflammatorischen Interleukine, und ist ein
Signalmolekiil des Immunsystems. Es wird beispielsweise von T-Zellen und Makro-
phagen zur Stimulation des Immunsystems ausgeschiittet, und fithrt unter anderem
in Hepatocyten zur Synthese von Akutphaseproteinen wie CRP. Innerhalb von Stun-
den steigen die I1-6 Plasmawerte auf iiber 1000 pg/mL an; nach erfolgter Immunre-
aktion normalisieren sich die Werte mit einer sehr kurzen Halbwertszeit wieder. IL-6
steigt nach einem inflammatorischen Reiz schneller als CRP an, und ist im Gegen-
satz zu diesem nicht von der Funktion der Leber abhangig. Zudem besitzt es eine
kiirzere Halbwertszeit; IL-6 erreichte beispielsweise nach Hiiftoperationen in weniger
als 48 h wieder Normalwerte, wihrend CRP sich erst nach 157 h wieder normali-
sierte (44). Die relativ kurze Halbwertszeit und die geringen Serumkonzentrationen
konnen allerdings zu einer hohen intraindividuellen Variabilitét fithren (45). Wie das
CRP ist es ein genereller Inflammationsmarker ohne Organspezifitdt, der auch bei

nichtinfektiosen Ursachen der Inflammation ansteigt (46).

1.2.2 Chitinase 3-like 1 (YKL-40)

Das hier YKL-40 genannte Protein wurde seit 1985 in vielen verschiedenen Geweben
und Zellinien gefunden. Die verwendete Bezeichnung geht zuriick auf das Glycopro-
tein, das 1989 in wvitro in groSer Menge im Uberstand der Osteosarkomzellinine
MG63 identifiziert wurde. Das Molekil wurde nach seinen N-terminalen Aminoséu-
ren Tyrosin (Y), Lysin (K) und Leucin (L), und seiner molekularen Masse (40 kDa)
benannt (47).

Dieses Molekiil ist identisch mit einem von differenzierten glatten Muskelzellen
aus Schweinethoraxexplantaten sezernierten Protein (48), einem Protein, das aus

bovinen Milchdriusensekreten wahrend der nicht-laktierenden Periode isoliert wer-
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den konnte (49), sowie einem Heparin- bindenden Protein, das von humanen Syn-
ovialzellen sezerniert wird (50). In der Literatur wird eine Anzahl verschiedener
Bezeichnungen verwendet. Alternativ zu YKL-40 (47) wird es auch als Human Carti-
lage glycoprotein-39 (HC gp39) (51), "Breast regressing protein39 Kd"(brp-39) (52),
'38 kDa heparin-binding glycoprotein'(gp38k)(53), "Chitinase 3-likel"(CHI3L1)(54),
Chondrex (55) und 40 kDa mammary gland protein (MGP-40)(56) bezeichnet. In
dieser Arbeit wird das Protein YKI-40, das zugehorige Gen CHI3L1 genannt.

Abbildung 1.2: Struktur von YKIL-40 mit 4 gebundenen Chitinresten (Abbil-
dung modifiziert nach Houston et al., PDB-Code: 1hjv). Rot:a-Helices; Gelb:{3-
Faltblatter.

YKL-40 gehort zwar zur Familie der Chitinasen, durch Mutationen der katalytisch
aktiven Glutaminsaure zu Leucin (Position 140) und der Asparaginsiure zu Alanin
(Position 138) besitzt es jedoch keine Hydrolaseaktivitéat. Allerdings bindet YKL-40
Chitin verschiedener Lange (Abbildung 1.2), und 9 Zuckerbindungsstellen finden sich
in der Bindungstasche (57, 58). YKL-40 wird N-glycosiliert an Asparagin (Asp 60),
und Elektronendichtemessungen zeigen zwei 3(1,4)-verbundene GleNAc-Reste. Die-
se Glycosilierung stellt fiir YKL-40 ein Alleinstellungsmerkmal unter den Chitinasen
dar. Des Weiteren bindet YKL-40 Heparin (53) und besitzt zwei potentielle Binde-
stellen fiir Hyaluronsaure, wobei die Interaktion noch nicht kristallografisch nachge-
wiesen werden konnte (59). In Monozyten ist eine YKL-40-Expression in vitro nicht
nachweisbar, wird aber wihrend der Differenzierung stark induziert (60, 54, 61, 62).

In neutrophilen Granulozyten wird YKL-40 in den spezifischen Granula eingelagert,
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und nach der vollstandigen Aktivierung der Neutrophilen ausgeschiittet (63, 64).
Glatte Muskelzellen exprimieren in vitro ebenfalls YKIL-40 (48, 65). Expression von
YKIL-40 findet in end-stage Osteoblasten und osteophytischem Gewebe an Stellen
der Knochenbildung statt (66). Das Hippocampusgewebe von Schizophreniepatien-
ten zeigt im Vergleich mit Kontrollen erhohte Expression von YKL-40 (67), weshalb
es auch als Marker fiir Selbst-Transzendenz diskutiert wird.

Immunhistochemische Farbungen zeigen eine Expression von YKL-40 in fibroti-
schem Lebergewebe, allerdings nicht direkt aus den Hepatocyten (68, 69).

YKI-40 wird bei inflammatorischen Vorgangen vor allem von Makrophagen (61,
62, 70), Neutrophilen (63, 64) und Epithelzellen (71, 72, 73) gebildet.

1.2.2.1 Biologische Funktion

Die genaue biologische Funktion von YKL-40 ist noch unklar, allerdings gibt es eini-
ge Hinweise. YKL-40 konnte einen Zelldifferenzierungsmarker darstellen; die YKL-
40-Expression ist beispielsweise erhoht bei der Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagen (60, 54, 61, 62), der Entwicklung von Mesothelzellen zu Fibroblasten-
ahnlicher Morphologie (74), bei der Differenzierung von vaskuldren glatten Muskel-
zellen (48, 53, 59) oder bei der Differenzierung von Chondrozyten zu Fibroblasten
oder deren Riickentwicklung (75, 76). YKL-40 konnte durch seine Chitinbindungs-
eigenschaften als Chitinsensor wirken, um Makrophagen an den Entziindungsherd
zu bringen und die inflammatorische Antwort zu regulieren (58). Durch seine Bin-
dungsstellen fiir Hyaluronsédure konnte YKL-40 in dessen Synthese eingreifen und
damit lokale Hyaluronsdurekonzentrationen beeinflussen (77). Bekannte Interakti-
onspartner sind Syndecan-1 und IL-13R«2 auf der Zelloberfliche. Diese Interaktio-
nen konnen die MAPK/ERK und PI3K/AKT-Signalwege aktivieren, die Rollen bei
erhohter Zellproliferation und Zelltiiberleben spielen (78, 71). Das Ausschalten von
YKL-40 durch spezifische Antikorper fithrt aulerdem bei Tumoren zu verminderter
Angiogenese (79).

Das STRING-Tool (80) erlaubt, fiir bekannte Proteine in einer Interaktionsda-
tenbank nach wahrscheinlichen Interaktionspartnern zu suchen. Das Tool integriert
dabei Informationen aus automatisiertem Textmining, kuratierten Datenbanken so-
wie experimentelle und genomische Daten. Damit lésst sich ein Interaktionsnetzwerk
fiur YKL-40 erstellen (Abbildung 1.3), um so eventuell weitere interessante Marker
zu identifizieren. Interessant bei diesem Netzwerk ist einerseits, dass zwar STAT-3
als Akutphase-Transkriptionsfaktor, sowie die Interleukine 8 und 18 gefunden wer-
den, nicht aber IL-6, Syndecan-1 oder IL-13R«2. Andererseits werden EGFR und
MMP-9 haufig zusammen mit YKL-40 in wissenschaftlichen Texten erwéhnt, was

eine noch nicht experimentell bestimmte Interaktion nahe legt. Da beide am Um-
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bau der extrazelluliren Matrix beteiligt sind, wére eine synergistische Interaktion
denkbar.

Interaktion
vorhergesagt/bestimmt
durch
£ Textmining
Y MMP9 . Kuratierte
CHI3L1 B
N /\ - Datenbanken

. Experimentelle
Daten

Abbildung 1.3: Mit dem STRING-Tool (80) erstellte Interaktionsanalyse (Mini-
maler Interaktionsscore 0,4, angezeigte Interaktionpartner 5). Die Farbe und An-
zahl der Linien zwischen den Knoten gibt die Art der in der Datenbank gespei-
cherten Interaktionsdaten an. Der relative Abstand der Knoten ist ein Anhalts-
punkt fiir die Wahrscheinlichkeit der Interaktion. CHI3L1: YKL-40; MMP-9: matrix-
metalloprotease-9; EGFR: endothelial growth factor receptor; IL-8: interleukin-8&;
IL-18: interleukin-18; STAT3: signal transducer and activator of transcription 3.

1.2.2.2 YKL-40 in der Pneumoniediagnostik

Durch seine generelle Eignung als Inflammationsmarker ist YKL-40 fiir viele Krank-
heitsbilder interessant; hier soll vor allem seine Bedeutung fiir inflammatorische
Lungenerkrankungen untersucht werden.

Mutationen im CHI3L1-Gen korrelieren mit reduzierter Lungenfunktion, bron-
chialer Hyperreaktivitdt und sind ein Risikomarker fiir Asthma, was eine Rolle des
Genprodukts bei Lungenerkrankungen nahelegt. Erhohte YKL-40-Serumpegel sind
ein Marker fiir Asthma und eine Abnahme der Lungenfunktion (81).

Menschliche bronchiale Epithelzellen exprimieren in vitro YKL-40 im Ruhezu-
stand, und regulieren diese Produktion nach mechanischem Stress um das 4-fache
herauf. Daher konnen in einer entziindeten Lunge die Epithelzellen direkt zu erhoh-
ten YKL-40-Serumwerten beitragen (72). Die YKL-40-Serumkonzentration korre-
liert im Gegensatz zu anderen Inflammationsmarkern mit der Schwere der Pneumo-
nie nach PSI (Pneumonia severity index) und CURBG65 (82), aber nicht alle Studien
finden diese Korrelation (83).

Auch bei idiopathischen interstitiellen Pneumonien ist YKL-40 erhoht, wobei die
hochsten Werte bei Patienten mit der hochsten Rate an Fibrose gemessen werden
(84). Auch fir die COPD konnte gezeigt werden, dass das aus Sputum oder Serum
gemessene YKL-40 mit der Schwere der Erkrankung korreliert (85).
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YKL-40 ist bei bakteriellen Pneumonien stark erhéht, und erreicht nach erfolgrei-
cher Antibiotikabehandlung bereits nach einer Woche wieder normale Werte, wéah-
rend CRP in Folge der Behandlung langsamer zuriickgeht. Dabei verlauft Serum-
YKL-40 parallel zu Markern wie Lactoferrin und NGAL (86). Lactoferrin ist ein
Protein aus der Familie der Transferrine, das am hochsten konzentrierte Protein
in spezifischen Granula und wirkt durch seine Protease- und Eisenbindungseigen-
schaften antibakteriell (87); NGAL (Neutrophil-gelatinase-associated lipocalin) ist
ebenfalls in den spezifischen Granula von Neutrophilen eingelagert, und durch Eisen-
bindung an der Immunabwehr beteiligt (88). Der parallele Verlauf dieser Marker mit
YKL-40 ist ein weiterer Hinweis darauf, dass YKL-40 aus aktivierten Neutrophilen
stammt und damit nicht in der Leber, sondern direkt am Herd der Inflammation
ausgeschiittet wird.

Das Serum-YKL-40 ist hoher bei Patienten mit Pneumonien, verglichen mit Asth-
mapatienten und solchen mit Lungenkarzinomen. Auflerdem fallen die YKIL-40-
Werte deutlich mit der Besserung der Symptome ab; damit hat es Potential als
Marker fiir das Monitoring von Pneumonien. Ein direkter Vergleich von Pneumoni-
en mit anderen Erkrankungen, die YKL-40 erhohen konnen, steht allerdings noch
aus (89).
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Abbildung 1.4: Anderungen der YKL-40- und CRP-Plasmakonzentrationen nach
intravenoser Verabreichung von E.Coli Endotoxin (jeweils zweiter Boxplot n=8)
oder Ringerlosung (jeweils erster Boxplot, n=8) an insgesamt 16 gesunde Proban-
den. Die YKL-40-Plasmakonzentrationen steigen deutlich friither als die von CRP.
Abbildung nach Johansen et al. (77).

1.2.2.3 Eignung als Biomarker

Neben den biologischen Vorausetzungen spielen fiir einen Biomarker auch Eigen-
schaften wie Stabilitdt in der Probe und natiirliche Varianz innerhalb gesunder Po-

pulationen eine Rolle.
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Wiederholte Auftauzyklen haben keine Auswirkungen auf die Messung von YKL-
40 im Serum. Die Proben sollten allerdings von dem Clot getrennt werden, da sich
die YKL-40-Konzentration mit der Zeit erhoht, wenn die Probe noch Kontakt mit
den Blutzellen hat. Daher sollte das Serum spétestens nach 8 Stunden durch Zentri-
fugation von den Blutzellen getrennt werden (90). Bei -80 °C ist YKL-40 mindestens
15 Jahre haltbar (91). Bei Gesunden zeigt es nur geringe Schwankungen nach Ta-
geszeit, und bleibt bei gesunden Individuen tiber Monate bis Jahre hinweg in einem
konstanten Bereich (92), andererseits steigt der YKL-40-Plasmaspiegel mit dem Al-
ter iiber lange Zeitrdume an. Das Geschlecht hat keinen Einfluss auf den YKL-40-
Wert (91). Nach der Injektion von Endotoxin steigt der YKL-40-Pegel bereits nach
2 Stunden deutlich an, und erreicht nach 24 h ca. das 5-Fache des Ausgangswertes
(93),(Abbildung 1.4).

YKL-40 ist demnach fiir die Pneumoniediagnostik interessant, ist aber noch bei
vielen anderen Erkrankungen in erhohter Konzentration messbar. Diese Studie soll
zeigen, ob YKL-40 in einem Patientenkollektiv mit generellen inflammatorischen
Symptomen einen diagnostischen Wert fiir Pneumonien besitzt.

Dafiir werden die YKL-40-Konzentrationen mit Hilfe von verschiedenen, neuen

Immunoassays bestimmt.
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1.3 Immunoassays

Immunoassays sind auf einer Antigen-Antikorperreaktion beruhende Nachweisver-
fahren, die sich zur sensitiven und spezifischen Detektion von Analyten in komplexen
Matrices wie humanem Serum oder Plasma eignen (94, 95). Seit ihrer Entwicklung
wurden zahlreiche Modifikationen des urspiinglichen Assaymodells entwickelt, wo-
bei das Grundprinzip beibehalten wurde. Auch wenn alternative Erkennungsstruk-
turen existieren, basiert der tiberwiegende Grofteil der heute verwendeten Immuno-
assays auf der spezifischen Interaktion von Antikorpern mit ihrem Antigen. Dieses
spezifische Bindungsereignis wird durch eine geeignete Verstarkung einer Messung
zuganglich gemacht. Um eine quantitative Auswertung der erhaltenen Signale zu
ermoglichen, wird der Analyt als Verdiinnungsreihe mit der Methode gemessen, und
die Ergebnisse mit denen der Probe verglichen (siehe 1.3.1.4). Die Form dieser Ka-
librierfunktion hangt dabei vom Assaydesign ab (Abbildung 1.5).

Am héaufigsten eingesetzt werden dabei heterogene Immunoassays, bei denen ein
Bestandteil der Immunreaktion auf einer festen Phase gebunden ist. Diese kann
beispielsweise durch eine Mikrotiterplatte gebildet werden, aber auch in Suspension
befindliche Beads oder Transducer von Biosensoren koénnen als feste Phase dienen.
Seltener sind homogene Immunoassays, bei denen alle Reagenzien frei in Losung
vorliegen. Unterschieden werden kompetitive und nichtkompetitive Immunoassays.

Bei direkten Immunoassays wird das Antigen an die Oberfliche fixiert, und die
Menge interagierenden Antikorpers bestimmt. Die Kalibrationskurve ist hier mono-
ton steigend (Abbildung 1.5 A). Beim Sandwich-Immunoassay wird ein Antikorper
an die Festphase gebunden, in der Probe befindliches Antigen interagiert mit diesem
und wird im néachsten Schritt durch einen Detektionsantikorper nachgewiesen. Ein
hoheres Signal zeigt eine hohere Konzentration (Abbildung 1.5 B). Bei kompetitiven
Assays konkurriert in der Losung befindliches Antigen mit dem an der Festphase ge-
bundenen um eine feste Konzentration zugegebenen Antikorper. Je mehr Antigen
in der Losung vorhanden ist, desto niedriger ist hier die Anbindung an die Festpha-
se (Abbildung 1.5 C). Es ist moglich, den Detektionsantikorper mit dem Antigen
zusammen zu geben, um Zeit und Verarbeitungskomplexitat zu sparen. Dabei ist
allerdings darauf zu achten, dass ein starkes Uberangebot von Antigen beide Anti-
korper abséttigen kann, und so falsch niedrige Signale entstehen kénnen. Dieser sog.
High-Dose-Hook-Effekt kann bei diesem Modell nicht vermieden werden, sondern
nur durch die Verwendung von mindestens zwei verschiedenen Verdiinnungen der
Probe erkannt werden. Ist das aus Griinden der verfiigharen gleichzeitigen Messun-
gen auf der Plattform nicht moglich, muss der Assay in einem Bereich kalibriert

werden, der diesen Effekt bei realen Proben so weit wie mdoglich ausschliefit.
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Abbildung 1.5: Ablauf und exemplarische Kalibrierung verschiedener
Immunoassay-Formate. A) Ein Antigen ist auf der Festphase gebunden, der
dafiir spezifische Antikérper wird nachgewiesen. Die Kalibrierungsfunktion ist
monoton steigend. B) Beim Sandwich-Immunoassay ist ein Capture-Antikérper an
der Festphase gebunden, und interagiert mit dem in der Probe enthaltenen Antigen.
Der Nachweis erfolgt iiber einen Sekundérantikorper. Die Kalibrierfunktion steigt
mit hoherer Antigenkonzentration. C) Antikorper ist an der Festphase gebunden.
Eine variable Konzentration von Antigen in der Probe konkurriert mit einer
festen Konzentration markierten Antikérper um die limitierten Bindestellen. Die
Kalibrationsfunktion fallt mit steigender Konzentration von unmarkiertem Antigen
in der Probe.

34



Die in Immunoassays verwendeten Antikorper kénnen mono- oder polyklonal sein.
Monoklonale Antikérper gehen auf einen einzelnen Zellklon zuriick, und sind héu-
fig spezifischer als polyklonale Antikorper, die mehrere verschiedene Epitope binden
konnen. Polyklonale Antikorper sind einfacher und giinstiger in der Herstellung, da
die fiir monoklonale Antikoérper notwendige Herstellung und Selektion von Hybri-
domazellen entfillt. Durch ihre Heterogenitéit sind sie auch stabiler gegeniiber An-
derungen der Ionenkonzentration und des pH-Wertes (96). Polyklonale Antikérper
konnen von Vorteil sein, wenn hohe Affinitat benotigt wird, und die nachzuweisenden
Antigene heterogen sind. Andererseits konnen sich ihre Eigenschaften von Charge
zu Charge verandern, wodurch die Reproduzierbarkeit eingeschrinkt werden kann.
Mit der Verwendung von monoklonalen Antikérpern kann hingegen die Spezifitat
des Assays verbessert werden, und die Ergebnisse tiber Antikorperpraparationen
hinweg reproduzierbarer. Da von monoklonalen Antikérpern nur ein Epitop erkannt
wird, ist die Auswahl des richtigen Klons ausschlaggebend, wobei dieser Nachteil
durch Verwendung von Gemischen verschiendener monoklonaler Antikorper teilwei-
se umgangen werden kann (96).

Die Nachweisgrenzen von Immunoassays sind stark abhéngig von der Affinitét
der verwendeten Antikérper, und bewegen sich im nano- bis pikomolaren Bereich.
Die Kinetik der Antigen-Antikorperreaktion ist temperaturabhéngig; da diese Re-
aktionen bei Saugetieren tiblicherweise bei 37 °C ablaufen, ist zu erwarten, dass die
Eigenschaften der Antikorper fiir diese Temperatur optimiert sind. Unter optima-
len Bedingungen kénnte durch einen Sandwichassay theoretisch bereits ein einzelnes
Molekiil in der Probe nachgewiesen werden. Unter realen Bedingungen wiirde das
Signal allerdings deutlich unter die Nachweisgrenze fallen (siehe 1.3.1.3).

Bei enzymgestiitzten Immunoassays werden die Antikérper mit Enzymen gekop-
pelt, um das Signal zu erzeugen. Der daraus resultierende Substratumsatz ist dann
proportional zu dem urspriinglich enthaltenen Antigen. Der Vorteil gegeniiber Ra-
dioimmunoassays ist eine vergleichsweise langere Haltbarkeit und der Verzicht auf
radioaktive Stoffe (95). Fur die Enzymreaktion verwendet werden z.B. alkalische
Phosphatase, beta-Galactosidase oder Meerettich-Peroxidase.

Alternativ konnen in Immunoassays auch Nachweismethoden wie Bindungsabhén-
giger FRET-Effekt (siehe Abbildung 1.8), Immunturbidimetrie oder Nephelometrie
eingesetzt werden, bei denen keine Enzyme verwendet werden.

Immunoassays unterscheiden sich neben dem Aufbau hinsichtlich ihrer analyti-
schen Leistungsfahigkeit. Diese wird durch statistisch definierte Kennzahlen be-

schrieben.
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1.3.1 KenngroBen zur Charakterisierung von Immunoassasys

Die wichtigsten Kenngroflen zur Bewertung der Leistungsfahigkeit eines Immuno-
assays sind Meflbereich, Nachweisgrenze, Linearitat bzw. Signal-Konzentrations-
Funktion, Selektivitit, Stabilitdt gegen Interferenzen, Prazision und Richtigkeit. Die
genauen Definitionen dieser Kennzahlen kénnen sich je nach Quelle unterscheiden.
Die hier angefiihrten stammen aus dem Lehrbuch "Klinisch-chemische Labordiagno-
stik fiur die Praxis"(97), soweit nicht anders angegeben. Neben diesen Kennzahlen ist
fir die Bewertung auch der zum Einsatz des Verfahrens notwendige monetére und
zeitliche Aufwand wichtig, was vor allem bei der Umstellung auf POC-Verfahren

eine wichtige Rolle spielt.

1.3.1.1 Prazision und Richtigkeit

Préazision (Precision) und Richtigkeit (Accuracy) sind wichtige Kennzahlen eines
analytischen Verfahrens. Nach allgemeiner Definition schriankt das Ausmaf} der zu-
falligen Fehler die Prazision ein, wahrend die systematischen Fehler die Richtigkeit
bestimmen. Diese Kennzahlen werden festgestellt, indem ein bestimmter Analyt aus
einer Probe mehrere Male mit einer Methode gemessen wird, wobei der wahre Wert
zur Abschétzung der Richtigkeit bekannt sein muss. Die Préazision wird durch die
Abweichung wiederholter Messungen des gleichen Materials um einen Mittelwert
ausgedriickt. Entspricht dieser Mittelwert dem wahren Wert, ist die Forderung nach
Richtigkeit erfiillt. Das Ausmafl der Abweichung davon beschreibt die Unrichtigkeit.

1.3.1.2 Experimentelle Bestimmung der Unprazision

Zur Ermittlung der Unprézision werden eine oder mehrere Proben des gleichen Ma-
terials mehrere Male untersucht, und die Ergebnisse statistisch ausgewertet. Dabei
wird die Unprézision innerhalb einer Serie (Intraassay) von der Unpréazision zwi-
schen Serien (Interassay) unterschieden. Streuen die Messwerte z; nach Art einer
Gaufy’schen Normalverteilung um einen Mittelwert x, berechnet sich die Unprézisi-
on wie folgt:

n
i=1Li

Mittelwert: z = (1.1)

n

iz (2 — 7)?

Standardabweichung: s = :I:\/ 2 ] (1.2)
n—

Die relative Standardabweichung bzw. der prozentuale Variationskoeffizient (VK

(eng. coefficient of variation CV) wird errechnet, indem man die Standardabwei-
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chung zum zugehorigen Mittelwert ins Verhaltnis setzt:

S

Variationskoeffizient = (=) * 100% (1.3)

T

Die Unprézision hangt von der Konzentration des Analyten ab. Trédgt man die re-
lative Standardabweichung gegen die Konzentration auf, erhélt man ein Prézisi-
onsprofil. Die Grenzen des Messintervalls kann man als die Punkte festlegen, an
denen das Prézisionsprofil einen bestimmten Wert, haufig 20 %, unterschreitet. Bei
sehr geringen Konzentrationen ist die relative Standardabweichung definitionsge-
mafl sehr hoch. Mit steigenden Konzentrationen sinkt die Kurve, und erreicht bei
einer bestimmten Konzentration ein Minimum, um dann typischerweise wieder an-
zusteigen. Den niedrigsten Messwert, bei dem eine bestimmte Grenze des Interassay-
Variationskoeffizienten, haufig 20 %, unterschritten wird, bezeichnet man auch aus
funktionelle Assaysensitivitat (98). Diese unterscheidet sich haufig von der analy-
tisch bestimmten Nachweisgrenze (siche 1.3.1.3). Die meistens verwendeten Dop-
pelbestimmungen dienen nicht nur der Verbesserung von Prazision oder Richtigkeit,
sondern auch dem Aufspiiren von Ausreiflern. In die Berechnung des Standardfehlers
des Mittelwertes geht nur die Quadratwurzel der Anzahl der Messungen ein. Damit
reduziert sich bei Doppelbestimmung der Standardfehler nur um den Faktor 0,71,

allerdings bei verdoppelten Kosten.

1.3.1.3 Nachweisgrenzen

Als analytische Nachweisgrenze (Limit of detection, LOD oder Lp) wird die kleinste
Konzentration bezeichnet, die bei Verwendung einer Methode mit einer definierten
statistischen Wahrscheinlichkeit vom Leersignal unterschieden werden kann. Die Be-
stimmungsgrenze (Limit of Quantification, LOQ oder Lg) ist die kleinste Konzen-
tration, die quantitativ mit einer festgelegten Prazision bestimmt werden kann. Fiir
die Berechnung der Nachweisgrenzen wird das Signal einer Probe ohne enthalte-
nen Analyt mehrere Male bestimmt, wobei die Messmethode vollstandig ausgefiihrt

wird. Der numerische Wert der Nachweisgrenzen errechnet sich dann wie folgt (99):
LD :ii'(Co)—FB*S (14)
Lo =1%(cp) +10% s (1.5)

1.3.1.4 Kalibrierfunktion

Eine Kalibrierfunktion stellt "eine funktionale Beziehung zwischen dem Erwartungs-

wert der Messgrofie und dem Wert der Zustandsgroendifferenz' (100) her. Zustands-
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grofe kann dabei in dieser Norm eine Konzentrationsdifferenz, Intensitdtsdnderung
oder geometrische Verformung bedeuten. Diese Funktion ist dabei eine gedankliche
Modellvorstellung, die nicht durch einen Versuch ermittelt werden kann, sondern
durch Kalibrierung geschéatzt werden muss. Idealerweise entspricht die Kalibrier-
funktion genau dem Verlauf der Messwert-Konzentrationsbeziehung. Da diese aus
praktischen Griinden nicht beliebig genau bestimmt werden kann, muss der Verlauf
der Kalibrierfunktion so nah wie moglich an die vorhandenen Messwerte und damit
den wahren Verlauf approximiert werden (101). Der einfachste Fall ist dabei eine
lineare Beziehung zwischen eingesetzter Konzentration und erhaltenem Signal. Die
typischen Kalibrierfunktionen von Immunoassays weisen jedoch einen sigmoidalen
Zusammenhang zwischen diesen Grofien auf. Eine alleinige Betrachtung der linearen
Abschnitte der Kalibrierfunktionen wiirde hier zu einer unnétigen Einschriankung
des Messbereichs fiihren (102). Verschiedene Anpassungen der logistischen Funkti-
on werden haufig zur Beschreibung dieses Zusammenhangs verwendet, wobei mehr
Freiheitsgrade eine verbesserten Anpassung an nicht ideale Kurvenverlaufe erlauben.
Dabei muss allerdings darauf geachtet werden, dass keine Uberanpassung erfolgt, al-
so das verwendete Modell den tatséchlichen Kurvenverlauf beschreibt und nicht auf
zuféllige Messungenauigkeiten reagiert (103). Die am héufigsten verwendete Para-
metrisierung ist die 4-Parameter-Logistikfunktion (4PL):
(A—-D)

T

Y=D+ "~
(1+(£)?)

(1.6)

Einer der Vorteile dieser Funktion ist, dass die Parameter direkt niitzliche Informa-
tionen liefern wie das minimale und maximale Signal (D und A), sowie die Kon-
zentration und die Steigung im Testmittelpunkt (C und B) (Abbildung 1.6). Eine
Erweiterung zur 5-Parameter-Logistikfunktion (Gleichung 1.7) erlaubt auch die Be-

riicksichtigung der Asymmetrie (104).
Y=D+—"Fp—— (1.7)

Durch den einfachen Zugriff auf diese Kennzahlen ist Gleichung 1.6 im analytischen
Bereich weit verbreitet. Um aus einer Kalibrierfunktion die einem Signal zugehoérige
Konzentration berechnen zu koénnen, muss diese umgestellt werden. Fiir die 4PL

ergibt sich:

A (1.8)
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Abbildung 1.6: Bedeutung der Parameter des 4PL-Modells: D: Minimales Signal;
A: Maximales Signal; C: Lage des Testmittelpunktes; B: Steigung am Testmittel-
punkt; E: Asymmetrie (Nur 5PL)

1.3.1.5 Fehlerquellen und Einschrankungen

Einschrankungen der Richtigkeit oder Prézision konnen gerade bei komplexen Ver-
fahren und Proben zahlreiche Ursachen haben. Prozessorbedingte Ursachen sind auf
die Verfahrenstechnik, Mefltechnik oder die eingesetzten Reagenzien zurtickzufiih-
ren, und lassen sich in zufillige und systematische Fehler einordnen. Die zufalli-
gen prozessorbedingten Storungen konnen unter dem Begriff ,Rauschen“ (Noise)
zusammengefasst werden. Jedes wéihrend der Analyse eingesetzte Gerat zeigt ge-
wisse unvermeidliche Schwankungen in der Dosierung, Messung oder Einstellung,
und diese iibertragen sich unweigerlich auf das Messergebnis. Systematische Ab-
weichungen der Prozessoren werden als statische oder dynamische Diskalibratoren
bezeichnet. Ist zum Beispiel bei einem Messgerat die Temperatur dauerhaft falsch
eingestellt, wire dies ein statischer Diskalibrator. Zeigt die Temperatur Schwankun-
gen, ist dies ein dynamischer Diskalibrator. Eine wichtige Fehlerquelle ist die Matrix,
in der der Analyt gelost ist. Bei biologischen Proben ist eine sehr hohe Varianz der
physikalischen und chemischen Eigenschaften zu beobachten. Auflerdem enthalten
diese Proben neben dem gesuchten Analyten noch zahlreiche andere Komponen-
ten, die den Ablauf der Messung storen konnen. Beispielsweise konnten eingesetzte
Antikorper weitere Komponenten erkennen, was zu systematischen oder zufélligen
Abweichungen fithren kann. Auflerdem unterscheiden sich Serumproben hinsichtlich
ihrer Oberflichenspannungen, Viskositdaten, Inhomogenitaten sowie Tritbungen und
Verfarbungen.

Viele Storfaktoren kénnen durch weitestgehende Automatisierung und interne Re-
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ferenzierung umgangen werden. Der Einfluss der Variabilitat von Serumproben kann

durch Vorverdiinnung der Probe zumindest reduziert werden.

1.3.2 Magnetische Partikel in Immunoassays

Magnetische Partikel (Beads) bestehen aus magnetischem Material mit einem durch-
schnittlichen Durchmesser von wenigen Nanometern bis Mikrometern. Durch eine
Vielzahl von Oberflaichenmodifikationen kénnen an sie Biomolekiile gekoppelt wer-
den, wie sie in Immunoassays eingesetzt werden. Der grofie Vorteil beim Einsatz von
magnetischen Beads ist, dass sie in der fliissigen Phase der Immunoassay-Reaktion
suspendiert vorliegen. Dadurch werden die notwendigen Diffusionswege drastisch
verkiirzt (105). Dabei erlauben ihre magnetischen Eigenschaften auch eine einfa-
che Abtrennung aus dem Reaktionsgemisch durch das Anlegen eines externen Ma-
gnetfeldes. Grundsubstanz sind haufig Eisenoxide (Magnetit FesO4 oder Maghemit
v — Fes03), die zur Stabilisierung, Aggregationsvermeidung und Oberflichenmodifi-
kation beschichtet werden (106, 107). Die moglichen Beschichtungen sind vielfaltig,
haufig werden Silizium- oder Goldbeschichtungen eingesetzt. Auch Polymerbeschich-
tungen, beispielsweise mit Dextranen, Polyethylenglycolen (PEG) und Kombinatio-
nen aus Detergenzien, werden dafiir verwendet. Durch so eingebrachte Amin- oder
Carboxylgruppen lassen sich Biomolekiile an die Beads koppeln (siche 3.1).

Das Verhalten von derartigen Beads in einem magnetischen Feld ist dabei neben
dem Material auch abhéangig von ihrer Korngrofle. Ferromagnetische Materialien er-
halten sich ein grofles magnetisches Moment auch ohne das Vorhandensein eines
auBeren Magnetfeldes, neigen allerdings deshalb zur Aggregation. Paramagnetische
Materialien zeigen ohne dufleres magnetisches Feld keine makroskopische Magnetisie-
rung, richten sich jedoch nach einem &ufleren Feld aus, allerdings deutlich schwacher
als Ferromagnete.

Superparamagnetismus entsteht bei kleinen Teilchengréfien ferromagnetischer Ma-
terialien, wo sie im Gegensatz zu grofleren Partikeln ihre Magnetisierung durch ther-
mische Prozesse verlieren. Dabei bleibt allerdings die starke Ausrichtung an einem
auleren Magnetfeld erhalten. Superparamagnetische Materialien verbinden dabei
die hohe Magnetisierbarkeit von ferromagnetischen Stoffen, wéihrend eine perma-

nente Magnetisierung und damit Aggregation vermieden wird.

1.3.3 Fluoreszenz und Forster-Resonanzenergietransfer

Der Ausleseschritt von Immunoassays basiert héaufig auf der Wechselwirkung von
Molekiilen mit elektromagnetischer Strahlung. Die dabei moglichen Energietibergan-

ge lassen sich in einem Jablonski-Diagramm (Abbildung 1.7) schematisch darstellen.
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Absorbiert ein Molekil ein Photon, kénnen die dort angegebenen Relaxations-
prozesse ablaufen. Diese Prozesse konnen strahlungslos (kg) oder mit der Emission
eines Photons verbunden sein. Dabei sind Fluoreszenz (kr) und Phosphoreszenz zu
unterscheiden. Bei der Fluoreszenz (kr) geht der angeregte Zustand E; direkt auf
den Grundzustand Ej tiber, eine Spinumkehr findet nicht statt. Phosphoreszenz be-
zeichnet einen Vorgang, bei dem der angeregte Zustand zunéchst unter Spinumkehr
in einen Triplettzustand iibergeht. Das Photon wird bei der Relaxation aus diesem
Zustand in den Grundzustand FE( emittiert.

Die Emission des Photons findet in beiden Fillen innerhalb von 107!% s statt.
Die vor der Emission statt findenden Energieiiberginge fithren jedoch zu unter-
schiedlichen Verzogerungen und damit Lebensdauern der angeregten Zustande; ins-
besondere der spinverbotene Ubergang in den Triplettzustand der Phosphoreszenz
ist d&uflerst unwahrscheinlich und stabilisiert dadurch den angeregten Zustand. Die
Halbwertszeiten liegen bei der Fluoreszenz bei etwa 1071° — 1077 s verglichen mit
1072 s im Fall der Phosphoreszenz.

Die emittierten Photonen besitzen iiblicherweise eine groflere Wellenkdnge und
damit eine geringere Energie als die Absorbierten. Dieser als Stokes’sche Regel be-
zeichnete Effekt ist auf strahlungslose Uberginge zuriickzufiihren, die der Emission
des Photons vorangehen (Abbildung 1.7). In Ausnahmeféllen konnen Photonen ho-
herer Energie emittiert werden (Anti-Stokes). Die zusitzliche Energie kann aus der
vorangegangenen Absorption eines weiteren Photons oder aus einem thermischen

Energievorrat stammen. Der Energieerhaltungssatz wird dabei nicht verletzt.

lonisationskontinuum

_strahlungslose Ubergdnge
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@
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=
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Abbildung 1.7: Molekiile kénnen elektromagnetische Strahlung bestimmter Wel-
lenldngen absorbieren. Bei sehr hohen Energien kann das Molekiil ionisiert werden,
bei geringeren Energien befinden sich die Elektronen in einem angeregten Zustand
(E1). Dieser kann strahlungsfrei (kg), tiber die direkte Emission eines Photons (kr)
oder indirekt {iber einen relativ stabilen Triplettzustand zuriick in den Grundzu-
stand gelangen. Vereinfachtes Jablonski-Diagramm aus "Physikalische Chemie und
Biophysik"(108).
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Die Eigenschaften eines Fluoreszenzfarbstoffes liegen in seiner Struktur und der
damit méglichen stabilen angeregten Energiezustande begriindet. Ublicherweise han-
delt es sich um planare, polyaromatische Molekiile. Diese haben aufgrund ihrer
Struktur nur eingeschrankte Moglichkeiten zur thermischen Relaxation, wodurch
angeregte Zustinde stabilisiert werden konnen.

Es existieren zahlreiche Enzymsubstrate, die aufgrund der enzymatischen Abspal-
tung beispielsweise eines Phosphatrestes ihre Fluoreszenzeigenschaften dndern, was
sie als Substrat fiir enzymgestiitzte Immunoassay-(ELISA)-Detektionsreaktionen in-
teressant macht.

Ein anderer Weg, Fluoreszenz fiir den Nachweis von Immunreaktionen zu ver-
wenden, ist die Ausnutzung des Forster-Resonanzenergietransfers (FRET). Dabei
wird die Energie eines angeregten Farbstoffs nicht iiber die Emission eines Photons,
sondern iiber den direkten strahlungslosen Transfer auf einen Akzeptor iibertragen.
Dabei spielen die Absorptions- und Emissionswellenldngen des Donors und Akzep-
tors, die Orientierung der beteiligten Elektronensysteme sowie die Halbwertszeit des
angeregten Zustands eine Rolle. Herausragende Bedeutung fiir die Verwendung des
Effekts in Immunreaktionen hat jedoch seine sehr starke intermolekulare Abstands-
abhangigkeit. Die Energieiibertragung findet abhangig von den Farbstoffeigenschaf-
ten nur in Abstdnden von 0,5 - 10 nm in nennenswerter Effizienz statt, und liegt
damit in der GroBenordnung von Proteininteraktionen (109). Damit kénnen bei-
spielsweise kompetitive Immunoassays wie in Abbildung 1.8 realisiert werden. Die
Nachweisgrenzen eines solchen Assays sind in hohem Mafle von den verwendeten
Farbstoffen und deren FRET-Radien, aber auch der Sensitivitiat des verwendeten

Sensors abhangig.
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Abbildung 1.8: Méoglicher Aufbau eines homogenen, FRET-basierten Immuno-
assays. Fine definierte Menge Antigen, konjugiert mit einem Fluoreszenzfarbstoff
(Tracer), wird vorgelegt, und mit der Probe vermischt. AnschlieBend wird ein
Antikorper zugegeben, der mit einem passenden nichtfluoreszierenden Akzeptor-
Farbstoff (Quencher) markiert ist. Werden Tracer an die Antikérper gebunden und
damit der Abstand auf ca. 10 nm verringert, wird das Fluoreszenzsignal durch den
Forster-Resonanzenergietransfer abgeschwécht. Ist in der Probe nicht-markiertes
Antigen enthalten, liegt tendenziell mehr frei fluoreszierendes Tracer vor, und das
Signal steigt proportional zum enthaltenen Antigen an.
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2 Material

2.1 Reagenzien

Tabelle 2.1: Verwendete Reagenzien

Reagenz

Hersteller

1-Ethyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl)carbodiimid

DDAO SunRed”™ Phosphate
di-Natriumhydrogenphosphat
DY634-NHS

DYQ3-NHS

Humanes Serumalbumin (HSA)
Humanes Transferrin
Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid hexahydrat
Natriumchlorid
N-hydroxysulfosuccinimid

Pierce®) Streptavidin, konjugiert
mit alkalischer Phosphatase

Quick Start”™ Bovines Gamma
Globulin Standard Set

Quick Start™ Bradford 1x Dye
Reagent

Superparamagnetische Silicapar-
tikel mit carboxyl-modifizierter
Oberflache, MagSi-S COOH 600

ni

Tris (hydroxymethyl) aminome-
than

Tween® 20

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

AAT Bioquest, Inc., Sunnyvale, CA, USA

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm, Deutschland

Dyomics GmbH, Jena, Deutschland

Dyomics GmbH, Jena, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

MagnaMedics Diagnostics BV, Geleen, Niederlande

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
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Tabelle 2.2: Verwendete Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung

PBS 2,6 mM KCI, 138 mM NaCl, 10 mM HNayPOy, 1,8
mM HoKPOy, pH 7,4 bzw. 8,0

Puffer A 10 mM Tris, pH 8,0

Puffer B 10 mM Tris, 1 M NaCl, pH 8,0

Substratlosung 1 uM DDAO Phosphat, 100 mM Tris, 100 mM

NaCl, 5 mM MgCly, pH 9.5
Tris Basispuffer 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4
Verdiinnungspuffer Basispuffer + 1 % HSA
Waschpuffer Basispuffer + 0,05 % Tween®20

Tabelle 2.3: Verwendete Antikérper und ELISA-Kits

Bezeichnung Best. Nr. Hersteller

Human Chitinase 3-like 1 DuoSet DY2599 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
ELISA, 15 Plate

Monoklonaler Mouse-anti-human MAKG6049  Linaris GmbH, Dossenheim, Deutschland
Transferrin

Monoklonaler  Rat-anti-human MAB25991 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Chitinase 3-like 1 (Capture)

Polyklonaler Goat-anti human BAF2599 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Chitinase 3-like 1, Biotinyliert
(Detektion)

Recombinant Human Chitinase 2599-CH R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
3-like 1 Protein, CF

Tabelle 2.4: Verwendete Software

Name Hersteller

Genb Data Analysis BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA
Office Professional Plus 2010 Microsoft, Redmond, WA, USA

OriginPro 8.5.1 OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA
SPSS Statistics 21 IBM, Armonk, NY, USA

Tube Scanner Studio Version 2.07.06 ESE GmbH, Stockach, Deutschland
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2.2 Gerate

2.2.1 Fluoreszenzdetektion

Die Detektion der Fluoreszenzreaktionen erfolgte mit einem miniaturisierten Fluo-
reszenzmessgerdt (ESE GmbH, Stockach). Das Kernstiick der Technologie ist die
konfokale Fokussierung des Excitations- und Emissionslichts im selben Strahlen-
gang. Dies wird tiber eine spezielle Anordnung von Spiegeln, Linsen und Strahl-
teilern erreicht (Abbildung 2.1 A). Durch Miniaturisierung kann die Detektion in
einem kleinen Modul realisiert werden (Abbildung 2.1 B). Dieses ist in den zur Ent-
wicklung des Immunoassays verwendeten Tubescannern und LabDisk-Lesegeraten
verbaut. Die Anregungs- und Detektionswellenldngen wurden werksseitig auf 625
nm bzw. 680 nm eingestellt. Da dieser Detektor ohne bewegliche Teile auskommt,
eignet er sich besonders fiir den Einsatz auflerhalb der Laborumgebung, also fiir den
Einsatz am POC.

2.2.1.1 Tubescanner

Der Tubescanner dient zur zeitaufgelosten Fluoreszenzmessung in handelstiblichen
8 x 250-uL-PCR-Strips (Abbildung 2.2 A). Dafiir wird der zuvor beschriebene De-
tektor in festen Zeitabstanden unter die Tubes gefahren, um eine Messung durchzu-
fithren. Die Inkubationstemperatur kann tiber ein Peltier-Element geregelt werden,
durch die grofle Kontaktflache wird die Temperatur sehr schnell angeglichen. Die
Daten werden an einen Computer tibertragen, wo sie von einer zugehorigen Soft-
ware verarbeitet werden. Diese ermoglicht die Einstellung der Temperatur und des
Messintervalls, und kann die Daten in tabellarischer oder grafischer Form darstel-
len und exportieren. Dabei entspricht eine Datenreihe einem Tube (Abbildung 2.2
B). Das Gerit ist fur die Messung von isothermalen RT-PCR-Reaktionen konzipiert
(110), daher ist es moglich, die erste Ableitung der Daten darzustellen. Dies kann
im Fall eines Immunoassays genutzt werden, um fertigungsbedingte Unterschiede
der Dicke des Bodens der PCR-Gefdfle und damit der Anfangsfluoreszenz zu elimi-
nieren (Abbildung 2.2 C). StandardméBig wurde 1 mal pro Minute eine Messung
durchgefiihrt.

2.2.1.2 LabDisk Player

Der LabDisk Player ist ein vom Hahn-Schickard Institut fiir Mikroanalysesysteme
in Freiburg entwickeltes Gerat, das eine automatische Probenaufbereitung mit der
oben beschriebenen Fluoreszenzdetektion kombiniert (111). Daftir werden sdmtliche

Reagenzien und Proben auf einer LabDisk (Abbildung 2.3 B) vorgelegt, in der durch
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Abbildung 2.1: A) Schematischer Aufbau des verwendeten Detektionsprinzips.
1:Lichtquelle (LED); 2:Strahlteiler; 3:Linse zur Fokussierung; 4:Probenmaterial;
5:Filter /Linsenkombination; 6:Photodiode. B) Alle optischen und elektronischen
Elemente lassen sich kompakt verbauen.
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Abbildung 2.2: A) Probengefifie fiir den Tubescanner sind 8-Tube PCR-Strips
B) Die Software liest in festen Intervallen Fluoreszenzsignale. Jede Linie entspricht
dabei einem Tube C) Die Darstellung der ersten Ableitung bietet im Vergleich zur
Auswertung der absoluten Fluoreszenz Vorteile bei der Auslesegeschwindigkeit
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Rotation Zentrifugalkrafte erzeugt werden. Durch die Kombination von mikrofluidi-
schen Bauteilen kénnen so Transport-, Wasch- und Aliquorierungsvorgénge gesteu-
ert werden. Durch eine Kombination von Permanentmagenten mit préziser Rota-
tionssteuerung ist auch die Manipulation von magnetischen Beads moglich (111).
Der LabDisk Player fasst Disks von 130 mm Durchmesser und kann Rotations- und
Temperaturprotokolle ausfithren, um so den gesamten analytischen Prozess zu auto-
matisieren (Abbildung 2.3 A). Die Maximalgeschwindigkeit des Rotors betréagt 7800
rpm. Er ermoglicht aulerdem eine auf 0,025 ° genaue azimuthale Positionierung der
Disk. Die Temperatur kann iiber ein Geblédse auf bis zu 60 °C erhoht und gehalten
werden. Zur Detektion wird dasselbe Fluoreszenzmesssystem eingesetzt, das auch im
Tubescanner (vgl. Abb. 2.1) verbaut ist. Zur Prozessierung von magnetischen Beads
enthalt der fiir dieses Projekt verwendete Reader Neodym-Permanentmagnete an
zwei verschiedenen Positionen (Abbildung 2.3 B). Der Sammelmagnet (R = 50,5
mm) dient zur Konzentration der magnetischen Beads, der Transportmagnet (R =
48 mm) wird eingesetzt, um das so entstandene Pellet aus der Flussigphase her-
auszuziehen. Die Disk wird weiter gedreht, sodass das Pellet in die nachste Kavitéat
transportiert werden kann. Die LabDisks werden anhand einer digitalen Skizze aus
Cyclo-Olefin-Polymeren (COP) gefertigt, was allerdings nur in begrenzter Stiickzahl
moglich ist. Daher wurde die Entwicklung des Assays auf der Tubescanner-Plattform
durchgefiihrt, und der entwickelte Immunoassay in Zusammenarbeit mit dem Hahn-
Schickard Institut auf die LabDisk-Plattform portiert. Die magnetische Feldstarke
kann im LabDisk-System nicht variiert werden, und der Abstand der Magnete zur
rotierenden Disk ist bereits so eng wie moglich gewéhlt; um einen Transport zu
ermoglichen, miissen also die magnetischen Eigenschaften der eingesetzten Beads

angepasst werden.
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2.2.2 Sonstige Gerate

Tabelle 2.5: Verwendete Gerate

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Anionentauschersaule

Chromatographiesystem
ELISA-Lesegerat

Fluoreszenz-Spektralphotometer
Laborwaage

Lyophilisator
Magnetriihrer
Magnetseparator
Modulares Analysensystem
pH-Meter

Pipetten 10-1000 pL
Reinstwasseranlage
Rotator

Zentrifugalfilter
Thermoschiittler

Vortex

Zentrifuge

Akta MonoQ HR 5/5
Akta FPLC
ELx808

LS50B

Analytic AC120s
COC 1m Alpha 1-4
RCT basic
MagnetoPure-micro
Cobas 8000

pB 11

Research
MilliQ-Plus

S-3

Amicon Ultra-0,5
Comfort

Vortex Genie 2

5415R

GE, Boston, MA, USA

GE, Boston, MA, USA

BioTek Instruments, Inc., Wi-
nooski, VT, USA

Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA

Sartorius, Gottingen, NI,
Deutschland

Christ, Osterode am Harz, NI,
Deutschland

IKA-Werke, Staufen im Breisgau,
BW, Deutschland

Chemicell, Berlin, Deutschland
Roche
Sartorius,
Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land

Merck Millipore, Billerica, MA,
USA

Technischer Dienst
Isar, Minchen, BY, Deutschland
Merck Millipore, Billerica, MA,
USA

Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land
Scientific
NY, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land

NI,

Gottingen,

rechts der

industries, Bohemia,,
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Magnethalterung
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Abbildung 2.3: A) Deckel des LabDisk Readers. Die Temperatur kann iiber ein
Geblése reguliert werden, die Magnete (rote Markierung) dienen dem Transport von
magnetischen Beads innerhalb der LabDisk. B) Der Reader fasst Disks mit 130 mm
Durchmesser. Zwei Neodym-Magnete ermoglichen den Transport der magnetischen
Beads durch die Kammern (Abbildung mit freundlicher Genehmigung des Hahn-
Schickard-Instituts fiir Mikroanalysesysteme).
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3 Methoden

3.1 Kopplungschemie

Als Startpunkt fiir die Immobilisierung wurden superparamagnetische Silikapartikel
mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 600 nm und Carboxylatfunktionen
als Oberflichenmodifikation gewéhlt. Diese erlauben die Kopplung von Antikor-
pern tber die Verwendung eines N-Hydroxy-succinimid (NHS)-Esters (Abbildung
3.1). EDC (1-Ethyl-3(dimethylaminopropyl)carbodiimid) reagiert dabei mit Car-
boxylgruppen zu einem O-Acylisoharnstoff-Intermediat. Der O-Acylisoharnstoff ist
hydrolyseanféllig. Findet keine Reaktion mit einem primiren Amin statt, wird die
Carboxylgruppe durch Hydrolyse wieder hergestellt, und N-unsubstituierter Harn-
stoff freigesetzt. NHS oder das wasserlosliche Sulfo-NHS werden eingesetzt, um die
Effizienz der Kopplung zu steigern, und um trockenstabile, aminreaktive Zwischen-
stufen zu erstellen. Dabei bildet sich ein NHS-Ester, der deutlich stabiler als das
O-Acylisoharnstoff-Intermediat ist, und eine Kopplung von Proteinen iiber deren
primire Amine bei neutralem pH erlaubt.

Anschlieend werden tiberschiissige NHS-Ester in einem Tris-Puffer mit 1 % hu-
manem Serumalbumin abgesittigt. Die Effizienz der Kopplung kann abgeschétzt
werden, wenn der Uberstand nach der Kopplungsreaktion auf restliche Proteine un-
tersucht wird. Konnen keine Proteine mehr nachgewiesen werden, wird von einer
erfolgreichen Kopplung ausgegangen. Fiir die Kopplung magnetischer Beads wurde

folgendes Protokoll verwendet:

1. 500 pL Carboxyl-modifizierte magnetische Beads (¢ = 10 mg/mL) in ein
Eppendorf-Cup tiberfiihren.

2. Zweimal mit 500 pL. HoO waschen.

3. Reaktion mit 750 pl 240 mM EDC, 5 mM NHS fiir 15 min bei 29 °C und
Mischung.

4. Zweimal mit 500 nL. HoO waschen.

5. Inkubation mit 200 pl. Antikérpern in PBS fiir 1 h bei 29 °C und Mischung;
nach der Inkubationszeit wird eine Probe des Uberstandes zur Kontrolle der
Kopplung mit der Bradford-Methode auf die verbliebene Proteinkonzentration
untersucht.

6. Einmal mit 500 pL Tris-Puffer + 1 % HSA waschen.

7. Lagerung in 500 pL Tris-Puffer + 1 % HSA.

Die an den Beads gebundene Menge an Antikérper kann geschétzt werden, wenn

man eine vollstandige Bindung der Antikérper wahrend der Kopplungsreaktion vor-
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Abbildung 3.1: Durch die Reaktion einer Mischung aus EDC und NHS mit Car-
boxylgruppen wird ein stabiler NHS-Ester gebildet. Dieser reagiert mit in Proteinen
enthaltenen primédren Aminen unter Ausbildung einer stabilen Amidbindung.
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aussetzt. Diese wurde durch die Messung der Proteinkonzentration des Uberstandes
nach der Reaktion kontrolliert. Bei vollstandiger Bindung sind pro 10 pg (1 nL)
Beads 0,2 pg Antikorper gebunden, was bei einem Molekulargewicht von 150 kDa
fiir IgG eine Molaritit von etwa 1,4 pnM ergibt.

Die selbe Strategie wird verwendet, um die fiir den FRET-Assay bendtigten Fluo-
reszenzfarbstoffe an Proteine zu koppeln. Dabei wird der Farbstoff bereits durch
den Hersteller an geeigneter Stelle mit einem NHS-Ester versehen, der dann nach
Zugabe von Proteinen mit deren primédren Aminen reagieren kann. Dabei ist zu be-
achten, dass theoretisch mehr als ein Farbstoffmolekiil pro Proteinmolekiil binden
kann. Einen Anhaltspunkt iiber die Anzahl und Lage der gebundenen Farbstoffe
kann bei bekannter Kristallstruktur die Ansicht der Strukturdaten liefern, bei dem
sich alle an der Oberfliche befindlichen primiren Amine anzeigen lassen. Die Stel-
len, die sterisch am meisten exponiert sind, haben die hochste Wahrscheinlichkeit,
mit dem Farbstoffmolekiil zu interagieren, wobei allerdings lokale Ladungsverteilung

und Hydrophobizitat auch eine Rolle bei der Interaktion spielen.

3.2 Anionenaustauschchromatographie

Grundlage der Anionenaustauschchromatographie ist die Eigenladung des Proteins,
die es ihm ermdglicht, an ein entgegengesetzt geladenes Saulenmaterial, in diesem
Fall Trimethylaminopropylenglycol, zu binden. Hier konkurriert das Protein mit
einer durch graduellen Pufferaustausch steigenden Ionenkonzentration, und wird
schlieBlich von der Saule gelost. Die Bindung ist abhéngig vom isoelektrischen Punkt
des Proteins, der von seiner Aminosdurezusammensetzung bestimmt ist, und durch
die Bindung von ebenfalls geladenen Farbstoffen verédndert werden kann.

Damit wird beispielsweise eine Trennung von freiem Farbstoff und verschieden-
gradig markierten Proteinen moglich. Diese konnen in Fraktionen aufgefangen, und

weiterverwendet werden.

3.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Proteine und Farbstoffe absorbieren Licht bestimmter Wellenlange. Durch die Mes-
sung der Extinktion einer wassrigen Losung bei diesen Wellenlangen kann daher
unter Kenntnis des Extinktionskoeffizienten (E)) und der Schichtdicke (d) mit Hil-
fe der Lambert-Beer’schen Gesetzes (Gleichung 3.1) auf die Konzentration (c) der

enthaltenen Stoffe geschlossen werden.

E)\ZE)\*C*d; (31)
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Das Absorptionsmaximum bei 280 nm bei Proteinen ist vor allem auf die aroma-
tischen Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin zuriickzufithren, wo-
durch sich der molare Extinktionskoeffizient ¢, verschiedener Proteine unterscheidet.
Die molaren Extinktionskoeffizienten ¢, der verwendeten Farbstoffe werden tblicher-
weise von Herstellerseite bestimmt und angegeben.

Uber diese Konzentrationsbestimmung ist es méglich, einerseits die Menge ent-
haltenen Proteins und Farbstoffs gleichzeitig zu bestimmen. Wurde nicht kovalent
gebundener Farbstoff vorher z.B. durch Anionenaustauschchromatographie entfernt,
ergibt sich daraus direkt der Markierungsgrad.

Eine andere Moglichkeit der Konzentrationsbestimmung ist der Bradford-Assay.
Bei dieser Methoden werden die in der Probe enthaltenen Proteine mit dem Triphe-
nylmethylfarbstoff Coomassie Brilliant Blue G250 versetzt, die mit den basischen
Seitenketten der Aminosduren Arginin, Lysin und Histidin sowie mit der hydro-
phoben Seitenkette des Tyrosins interagieren konnen. Dadurch verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 470 nm auf 595 nm, was zur Konzentrati-
onsbestimmung der enthaltenen Proteine verwendet werden kann (112). Allerdings
konnen gebundene Farbstoffmolekiile diese Messung empfindlich storen, auflerdem

erlaubt diese Methode keine gleichzeitige Bestimmung des Labelinggrades.
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3.4 Statistische Methoden

3.4.1 ROC-Analyse

Die Receiver-Operating-Characteristic-Kurve (ROC-Kurve) ist eine statistische Me-
thode, die zum Vergleich und zur Bewertung von Testsystemen verwendet werden
kann, ohne vorher einen Cutoff festlegen zu miissen. Dafiir miissen die gemessenen
Werte bereits mit einer anderen Methode klassifiziert sein (113). Bei diagnostischen
Fragestellungen ist diese Klassifikation haufig ,Krank“ und ,,Gesund®. Diese Eintei-
lung wird, wenn verfiigbar, mit gesicherten Diagnosen durch verifizierte Referenz-
methoden vorgenommen. Fir jeden erhaltenen Messwert wird ein Cutoff gesetzt,
und die Richtig-Positiv-Rate (True positive Fraction TPF) und Falsch-Positiv-Rate
(False Positive Fraction FPF) berechnet. Diese hiangen eng mit der diagnostischen

Sensitivitat und Spezifitit zusammen.

Bei Cutoff Krank eingestuft
Wirklich Kranke

TPF (Sensitivitit) = (3.2)

Bei Cutoff Krank eingestuft
Wirklich Gesunde

Damit ergibt sich fiir jeden Cutoff ein Wertepaar aus TPF und FPF. Die so
berechneten Werte werden fiir jeden moglichen Cutoff gegeneinander aufgetragen,
wodurch sich die ROC-Kurve ergibt. Die Qualitat der Unterscheidung lasst sich mit
der Flache unter dieser Kurve (Area Under the Curve, AUC) abschitzen. Lésst ein

Testverfahren keine Unterscheidung zwischen den Klassifikationen zu, betragt sie

FPF (1-Spezifitit) = (3.3)

0,5; ein Wert von 1 wiirde eine ideale Unterscheidung anzeigen. Werte kleiner als
0,5 deuten darauf hin, dass die Klassifikation falsch gewahlt wurde. Der mathema-
tisch optimale Cutoff ist der Punkt, an dem die Summe aus Sensitivitat (TPF) und
Spezifitét (1-FPF) maximal wird (114). Dieser muss jedoch nicht zwingend mit dem

klinisch optimalen Cutoff iibereinstimmen.

3.4.2 Methodenvergleiche
3.4.2.1 Bland-Altman-Plot

Der Bland-Altman-Plot wird eingesetzt, um die Ubereinstimmung zweier verschie-
dener analytischer Methoden grafisch abzuschatzen. Dafiir wird fiir jede Probe die
Differenz der Methoden gegen deren Mittelwert aufgetragen. Ist der Mittelwert der
Differenzen ungleich 0, spricht das fiir systematische Unterschiede zwischen den bei-
den Messmethoden. Um das Ausmafl der zufilligen Fehler abzuschétzen, wird das

+ 2s Intervall der Abweichungen angegeben. Dieses Intervall kann auf seine klini-
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sche Relevanz interpretiert werden; sind die zufalligen Abweichungen der Methoden
klein genug, um keine klinischen Auswirkungen zu haben, kénnen die Methoden als

gleichwertig betrachtet werden (115).

3.4.2.2 Passing-Bablok-Regression

Das Passing-Bablok-Regressionsverfahren ist ein statistischer Vergleich zweier Me-
thoden. Im Gegensatz zur linearen Regression wird keine Normalverteilung der ver-
wendeten Daten angenommen. Auflerdem ist die Passing-Bablok-Regression robus-
ter gegeniiber Ausreiffern. Fiir die Berechnung wird der Durchschnitt aller mogli-
chen Steigungen von Geraden durch Punktpaare aus dem Datensatz ermittelt. Aus
deren Mittel ergibt sich eine Regressionsgerade mit Konfidenzintervallen fiir den
Achsenabschnitt und die Steigung. Ist 0 im Konfidenzintervall des Achsenabschnitts
enthalten, wird bei ausreichender Probenanzahl angenommen, dass zwischen den
Methoden keine konstante systematische Abweichung besteht. Enthélt der Konfi-
denzintervall der Steigung den Wert 1, zeigen die Methoden keine proportionalen

systematischen Abweichungen (116).

3.4.2.3 Signifikanz

Aufgrund fehlender Normalverteilung der erhobenen Daten wurde die Signifikanz
mit dem Mann-Whitney-U-Test fiir unverbundene Stichproben als nichtparametri-
schem Verfahren berechnet. Dabei wurden folgende Signifikanzniveaus festgelegt und
in Abbildungen markiert: p > 0,05 nicht signifikant, p < 0,05 signifikant (*), p <
0,01 hochsignifikant (**) und p < 0,001 hochstsignifikant (***).
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3.5 Klinische Studie

Um die diagnostische Wertigkeit von YKL-40 zu evaluieren, wurde zunéchst eine
hypothesengenerierende, explorative Studie durchgefiihrt. Die so generierten The-
sen wurden anschlielend in einer prospektiven Studie verifiziert. Die Ergebnisse der
explorativen und prospektiven Studie sowie das Studiendesign sind in der medizini-
schen Dissertationsschrift von Herrn Ludwig Bulst ausfiihrlich diskutiert (117). In
dieser Promotionsschrift werden nur die Ergebnisse der abschlieBenden prospektiven
Studie als Grundlage fiir die anschlielende Assayentwicklung dargestellt. Die Studie
sollte die Hypothese "YKL-40 hat im Bezug auf Pneumonien einen hohe-
ren diagnostischen Wert als CRP" untersuchen. Dafiir wurden die CRP- und
YKL-40-Serumkonzentrationen in einem inflammatorischen Kollektiv ohne Lunge-
nerkrankung (Tabelle 4.1) mit einem Kollektiv mit akuten Lungenentziindungen
verglichen. Die Studie zur Untersuchung der diagnostischen Wertigkeit von YKL-40
wurde von der Ethikkommission des Klinikums rechts der Isar der Technischen Uni-
versitdt Miinchen befiirwortet (Projektnummer 395/13, Votum vom 10.12.2013).
Alle Studienteilnehmer wurden fachgerecht iiber die Studie aufgeklart und haben
schriftlich der Verwendung ihrer Serumproben fiir die Studie zugestimmt. Entspre-
chend der Datenschutzvorgaben wurden samtliche Patientendaten pseudonymisiert.
Zur Auswahl der akuten entziindlichen Lungenerkrankungen dienten folgende ICD-
10 Schliissel:

e Grippe [Influenzal, mit Pneumonie, mit Virusnachweis (J10.0)

e Grippe [Influenza), mit Pneumonie (J11.0)

e Viruspneumonie, anderenorts nicht klassifiziert (J12.)

e Pneumonie durch Streptococcus pneumoniae (J13.)

e Pneumonie durch Haemophilus influenzae (J14.)

e Pneumonie durch Bakterien, anderenorts nicht klassifiziert (J15.)
e Pneumonie durch sonstige Infektionserreger, anderenorts nicht klassifiziert (J16.)
e Pneumonie bei anderenorts klassifizierten Krankheiten (J17.)

e Pneumonie, Erreger nicht naher bezeichnet (J18.)

e Aspirationspneumonie durch feste und fliissige Substanzen (J69.0)
e Interstitielle Pneumonie (J84.9)

e Abszess der Lunge mit Pneumonie (J85.1)

Nur Pneumoniepatienten mit radiologisch nachgewiesenen Lungeninfiltraten wur-

den in die Studie eingeschlossen. Ausschlusskriterien fiir beide Gruppen waren das
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Vorliegen einer orthopéddischen Erkrankung, sowie das Vorliegen einer Sepsis oder
SIRS (systemisches Inflammationsrespones-Syndrom). Diese Kriterien wurden auf-
grund von Daten aus einer explorativen Vorstudie festgelegt, in der fiir diese Er-
krankungen starke Erhohungen des YKL-40-Serumspiegels beobachtet wurden, die
die Studie verfilscht hitten. Die Atiologie der Pneumonien blieb aus Griinden der
verfligharen Patientenzahl in dieser Studie unberticksichtigt. Es wird daher nicht
zwischen bakteriell, viral und anderweitig verursachten Erkrankungen unterschie-
den. CURB65 und PSI-Scores waren nicht durchgéngig verfiigbar. Als gesundes
Vergleichskollektiv wurden 100 Serumproben von Blutspendern des Bayerischen Ro-
ten Kreuzes (BRK) verwendet. Alle Proben wurden bei -80 °C aliquotiert gelagert.
Zur Messung von YKL-40 wurde ein kommerziell erhéltlicher ELISA-Kit von R&D
Systems nach Herstellerangaben verwendet. Intra- und Interassayvariationskoeffizi-
enten der Konzentration lagen bei 3,59 % bzw. 7,95 %. Die Messung des Serum-CRP
erfolgte mit Hilfe einer partikelverstarkten immunturbidimetrischen Methode auf ei-

nem Roche Cobas 8000-System (Roche Diagnostics, Mannheim).
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung des neuen Inflammationsmarkers
YKL-40

28 Pneumoniepatienten und 30 Patienten mit sonstigen inflammatorischen Erkran-
kungen konnten fiir die Studie rekrutiert werden (Tabelle 4.1). Das durchschnittliche
Alter betrug 66 bzw. 70 Jahre und unterschied sich nicht signifikant (p = 0,49). CRP
war in beiden Gruppen mit 11,6 bzw. 13,2 mg/dL stark erhoht, unterschied sich aber
nicht signifikant zwischen den Gruppen (p = 0,86). YKIL-40 war im Durchschnitt
mit 405 ng/mL (Min 57.4; Max 1666 ng/mL) in der Pneumoniegruppe im Ver-
gleich zu 213 ng/mL (Min 17,6; Max 1439 ng/mL) in der Inflammationsgruppe fast
um 100 % erhoht (p < 0,005), allerdings mit einer in beiden Gruppen sehr hohen
Spannweite (Abbildung 4.2). In den Proben der gesunden Blutspender wurde eine
YKL-40-Konzentration von 27,8 ng/mL (min 6,4; max 76,9 ng/mL), und eine CRP-
Konzentration von 0,2 mg/dL (Min 0,0; Max 2,4 mg/dL) gemessen. Ein Vergleich
der Eignung von CRP und YKL-40 zur Detektion von Pneumonien in einem Kol-
lektiv mit inflammatorischen Erkrankungen mit ROC-Analyse ergab fiir CRP eine
AUC von 0,51, fir YKL-40 von 0,73 (Abbildung 4.1).

Die YKL-40-Konzentration bei Serumproben von gesunden Probanden wird in der
Literatur zwischen 23 ng/mL und 42 ng/mL angegeben (118, 89, 91, 55). Dabei hat
der verwendete ELISA einen gewissen Einfluss auf die Ergebnisse. Der hier erhaltene
Wert von 27,8 ng/mL stimmt gut mit vergleichbaren Studien tiberein (vgl. 5.1).

Die YKL-40-Serumkonzentration steigt bei akuten inflammatorischen Erkrankun-
gen auf etwa das 10-Fache dieses Wertes an. Damit konnte die Einordnung von YKL-
40 schneller Entziindungsmarkermarker bestatigt werden. CRP ist in dieser Studie
nicht mit YKL-40 korreliert (Pearson-Korrelationskoeffizient 0,081).

Mit dem Cutoff von 57,3 ng/mL lassen sich mit YKIL-40 beim Vergleich Pneumo-

Tabelle 4.1: Charakteristika der Studienteilnehmer. Angegeben sind Mittelwerte
(Minimal-Maximalwert); *Signifikanz: Mann-Whitney-U-Test unabhéngiger Stich-
proben.

Inflammation Pneumonie Signifikanz*
Anzahl 30 28
Geschlecht (m/w) 19/11 16/12
Alter 66 (31-85) 70 (44-93) 0,49
CRP (mg/dL) 11,6 (1,7-36,7) 13,2 (0,2-43,2) 0,86

YKL-40 (ng/mL) 213 (17,6-1439) 405 (57,4-1666) <0,005
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Abbildung 4.1: Eignung von YKL-40 zur Unterscheidung von Pneumonien von
anderen inflammatorischen Erkrankungen. Im Gegensatz zu CRP kann YKL-40 aus
einem allgemeinen inflammatorischen Kollektiv Patienten mit Pneumonie anzeigen.
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Abbildung 4.2: A) Vergleich der CRP-Serumkonzentrationen zwischen nicht-
pulmologischen inflammatorischen Erkrankungen, Pneumonien und Kontrollen.
CRP ist bei inflammatorischen Erkrankungen erhoht, erlaubt aber keine Un-
terscheidung zwischen Pneumonien und anderen Erkrankungen. B) YKL-40-
Serumkonzentrationen unterscheiden zwischen anderen nicht-pulmologischen in-
flammatorischen Erkrankungen (Mittelwert 213 ng/mL, Min-Max 17,6-1439 ng/mL)
und Pneumonien (Mittelwert 405 ng/mL, Min-Max 57,4-1666 ng/mL). Populatio-
nen unterscheiden sich hoch signifikant (p<0,005).
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Tabelle 4.2: Vierfeldertafel fiir CRP (Cutoff 0,5 mg/dL) und YKIL-40 (Cutoff 57,3
ng/mL) fir die Erkennung von inflammatorischen Erkrankungen in einem gesunden
Kollektiv. PPV: Positiv-Pradiktiver Wert; NPV: Negativ-Pradiktiver Wert.

CRP Inflammation Gesund °
Test positiv 30 5 PPV 86 %
Test negativ 0 95 NPV 100 %

o Sensitivitat 100 % Spezifitdt 95 % °
YKL-40 Inflammation Gesund °
Test positiv 17 6 PPV 75 %
Test negativ 13 94 NPV 89 %
o Sensitivitat 57 %  Spezifitat 94 % .

nie vs. Gesund die Pneumonien mit einer Sensitivitat von 100 % und einer Spezifitit
von 94 % bestimmen (Tabelle 4.3). Fiir die Unterscheidung von Pneumonien von
anderen inflammatorischen Erkrankungen wird bei diesem Cutoff noch eine Sensiti-
vitdt von 57 % und Spezifitat von 94 % erreicht (Tabelle 4.2).

Ein CRP-Wert iiber 0,5 mg/dL gilt allgemein als Kriterium fir inflammatorische
Erkrankungen. Fiir die Detektion inflammatorischer Erkrankungen erreicht CRP
damit 100 % Sensitivitat bei 95 % Spezifitdt (Tabelle 4.2), und ist daher fur die-
se Fragestellung dem YKL-40 iiberlegen. Fiir die Bestimmung von Pneumonien vs.
Gesund erreicht CRP 96 % Sensitivitat und 95 % Spezifitat, und ist fur diese Fra-
gestellung mit YKL-40 vergleichbar (Tabelle 4.3).

Bei einem Cutoff von 57,3 ng/mL betriagt in dieser Studie der negativ-pradiktive
Wert von YKIL-40 fiir das Vorhandensein einer Pneumonie in einem inflammato-
rischen Kollektiv 100 % (Tabelle 4.4). Damit konnten Pneumonien sicher ausge-
schlossen werden. Fiir CRP konnte kein Cutoff festgelegt werden, da es eine Unter-
scheidung von inflammatorischen Erkrankungen und Pneumonien iiberhaupt nicht
zuldsst (Abbildung 4.1).

Daher ware eine Bestimmung von YKI-40 bei Vorliegen einer CRP-positiven in-
flammatorischen Erkrankung zum Ausschlufl einer Pneumonie sinnvoll. Bei einem
Cutoff von 57,3 ng/mL konnten laut den hier erhobenen Daten Pneumonien zu 100
% ausgeschlossen werden.

Daher konzentriert sich die anschliefende Entwicklung fluoreszenzbasierter Assays
darauf, den neuen Inflammationsmarker in diesem Konzentrationsbereich mit hoher
analytischer Sensitivitdt nachzuweisen, um eine Ausschlussdiagnose zu ermoglichen.

Die Verwendung des Tubescanners ermoglicht dabei unterschiedliche Assayformate.
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Tabelle 4.3: Vierfeldertafel fiir CRP (Cutoff 0,5 mg/dL) und YKL-40 (Cutoff 57,3
ng/mL) Pneumonien vs. Gesund. PPV: Positiv-Pradiktiver Wert; NPV: Negativ-
Pradiktiver Wert.

CRP Pneumonie Gesund °
Test positiv 27 5 PPV 84 %
Test negativ 1 95 NPV 99 %

o Sensitivitat 96 %  Spezifitat 95 % .
YKL-40 Pneumonie Gesund °
Test positiv 28 6 PPV 83 %
Test negativ 0 94 NPV 100 %
o Sensitivitat 100 %  Spezifitat 94% .

Tabelle 4.4: Vierfeldertafel fiir YKL-40 (Cutoff 57,3 ng/mL) zur Unterscheidung
von Pneumonien und anderen inflammatorischen Erkrankungen. Fir CRP kann
hier kein sinnvoller Cutoff festgelegt werden (Vgl. Abbildung 4.1) PPV: Positiv-
Pradiktiver Wert; NPV: Negativ-Pradiktiver Wert.

YKL-40 Pneumonie Inflammation °
Test positiv 28 17 PPV 62 %
Test negativ 0 13 NPV 100 %

o Sensitivitat 100 % Spezifitat 43 % °
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4.2 Forster-Resonanzenergietransfer basierter

Immunoassay

4.2.1 Assayprinzip

Das fiir eine spatere Automatisierung am besten geeignete Assayformat ist ein kom-
petitiver, FRET-basierter Immunoassay in homogener Phase. Dabei wird zunéchst
das gewtinschte Antigen mit dem Donor-, der zugehorige Antikérper mit dem Ak-
zeptorfarbstoff konjugiert (Vgl. Abb. 3.1).

Der erhaltene Tracer wird mit der Probe vermischt, und anschlieend der mar-
kierte Antikorper zugegeben. Ist kein unmarkiertes Antigen in der Probe vorhanden,
wird das Signal durch die Bindung des Antikorpers an das fluoreszierende Antigen
erniedrigt. In dem Mafle, in dem unmarkiertes Antigen in der Probe vorhanden ist,
liegt frei fluoreszierender Tracer vor, und das Signal steigt abhéngig vom Antigen-
gehalt der Probe (Abbildung 1.8).

Bei diesem Assayformat kénnen theoretisch alle erforderlichen Reagenzien zusam-
men in einer Reaktionskammer vorgelegt werden, die Reaktion wird durch einfache
Zugabe der Probe gestartet. Anschlieffend kann direkt das Ergebnis ausgelesen wer-
den. Der Assayablauf wiirde keine weiteren Schritte erfordern.

Da das YKL-40-Antigen nur in relativ kleinen Mengen verfiigbar ist, wurde die
Machbarkeit des Assayformats im Tubescanner mit dem Anti-Akutphaseprotein
Transferrin getestet. Transferrin kommt in deutlich hoheren Serumkonzentratio-
nen vor (Referenzwerte im Serum 2 - 3,6 mg/mL), und stellt damit auch gerin-
gere Anforderungen an die analytische Leistungsfahigkeit des Systems. Als Anti-
Akutphaseprotein wird seine Syntheserate bei einer inflammatorischen Reaktion
herunterreguliert, wodurch die Serumkonzentration sinkt. Damit ist es indirekt auch

als Inflammationsmarker geeignet.

4.2.2 Konjugation der Reagenzien

Um dieses Assayauformat zu realisieren, miissen zunachst Konjugate der Reagenzi-
en mit Fluoreszenzfarbstoffen hergestellt werden. Als Farbstoffe wurden Dy634 und
DyQ3 ausgewéahlt aufgrund ihrer miteinander kompatiblen Emissions- und Anre-
gungsspektren in einem Wellenldngenbereich, in dem die Autofluoreszenz des Ser-
ums keine Rolle spielt. Diese konnen als vorbereitete NHS-Ester bezogen werden,
die ohne weitere Modifikation verwendet werden konnen.

Da die Kopplungsreaktion mit der Hydrolyse des NHS-Esters konkurriert, wird
ein ca. vierfacher molarer Uberschuss des Farbstoffs im Vergleich zum Protein ein-

gesetzt, um einen moglichst hohen Markierungsgrad zu erzielen. Die Reaktion wird
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bei basischem pH durchgefiihrt, was zwar die Reaktionsrate herabsetzt, dafiir aber
den NHS-Ester stabilisiert.

Des Weiteren sollte die Proteinkonzentration moglichst hoch gewahlt werden, um
die Konzentration primérer Amine im Vergleich zum umgebenden Wasser grofl zu
halten. Nach der Reaktion wird freier Farbstoff iber eine MonoQ-Anionentauscherséule
abgetrennt, was gleichzeitig eine Selektion der erfolgreich markierten Proteine er-
moglicht (Abbildung 4.3). Fiir die Kopplung von Transferrin an Dy634 wurde fol-

gendes Protokoll verwendet:

1) 120 pL Transferrin (¢ = 4 mg/mL entsprechend 52 uM) in PBS pH 8,0 werden
mit 28 pl. Dy634-NHS (¢ = 189 nM) versetzt.

2) 4 Stunden unter Mischen bei Raumtemperatur inkubieren.
3) Auffilllen mit 452 pL. 10 mM Tris, pH 8,0 auf 600 nuL.
4) Auftrag auf eine MonoQ-Anionentauscherséule.

5) Elution mit einem Gradienten von 0-1 M NaCl in einem 10 mM Tris-Puffer
bei pH 8,0.

6) Anreicherung der Fraktionen durch 10 min Zentrifugation bei 14000 g in Zen-
trifugalfiltern mit 30 kDa Ausschlufigrofe.

7) Photometrische Charakterisierung der aufgefangenen Elutionen.
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Abbildung 4.3: A) Die Reaktion des Proteins mit dem Farbstoff-NHS-Ester kon-
nen ungelabelte und mehrfach gelabelte Produkte sowie freier Farbstoff entstehen.
B) Diese werden auf eine positiv geladene Anionentauschersiule aufgetragen, und
lassen sich so auftrennen. C) Die einzelnen Spezies lassen sich in Fraktionen auffan-
gen, die weiter bearbeitet werden kénnen.

¥:
T

Fiir den polyklonalen anti-Transferrin-Antikorper wurden als Reagenzien 5,5 mg/mL
(entsprechend 39 pM) Antikorper und 21 pul. DyQ3 (¢ = 156 pM) eingesetzt, und
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ansonsten das oben genannte Protokoll verwendet. Ab 7 mL nach Injektion wurde
das Eluat auf 200 pL. Fraktionen aufgeteilt. Durch die Verwendung von Zentrifugal-
filtern mit 30 kDa AusschluBgréfie nach Herstellerangaben wurde fiir beide Konju-
gationsansitze das Probenvolumen auf 20 pL reduziert, und so die Konzentration
der enthaltenen Proteine erh6ht. Anschliefend wurden die Fraktionen photometrisch

charakterisiert. Dafiir wurden die in Tabelle 4.5 beschriebenen Parameter verwendet.

Tabelle 4.5: Eigenschaften der zur Kopplung verwendeten Reagenzien. Die Daten
fiir die Farbstoffe stammen aus Herstellerangaben, die Proteineigenschaften wurden
mit dem Expasy Protparam-Tool ermittelt (119).

Bezeichung Molekulargewicht (Da) A,... (nm) & (1/Mol*cm)

Transferrin 77000 280 85240

IgG 150000 280 210000
Dy634 1066 635 200000
DyQ3 900 692 800000

Die Ergebnisse der Markierung sind in Abbildung 4.4 zusammengefasst. 4.4 A
zeigt die Resultate der Anionenaustauschchromatographie, die an die Kopplung von
Dy634 an Transferrin angeschlossen ist. Um den Effekt der Kopplung iiberpriifen zu
kénnen, wurde ungekoppelter Farbstoff (Grin), unkonjugiertes Protein (Schwarz)
und die Konjugatsreaktion (Rot) aufgetragen. Das unkonjugierte Protein zeigt einen
Peak bei ca. 8 mL, der stark abféllt, nach 10 mL wird kein Protein mehr detektiert.
Nach der Reaktion hingegen ist der Hauptpeak deutlich reduziert, und der Hauptteil
des Proteins eluiert nach 10 mL. Daher hat wahrscheinlich der negativ geladene
Farbstoff an das Protein gebunden, und das Konjugat halt damit fester an der Saule
als das ungelabelte Protein. Eine zufallige Koelution von Farbstoff und Protein ohne
kovalente Bindung ist unwahrscheinlich, da der Farbstoff selbst (Griin) erst bei ca.
16 mL eluiert wird. Fraktionen wurden ab 7 mL in 200-nL-Schritten aufgefangen.

4.4 B zeigt analog die Resultate der Anionenaustauschchromatographie nach der
Kopplung von DyQ3 an den polyklonalen Antikérper. Ungekoppelter Farbstoff (Griin),
unkonjugierte Antikorper (Schwarz) und Konjugationsreaktion (Rot) werden ver-
glichen. Auch hier verschiebt sich die Elution des Proteins mit der Bindung des
Farbstoffes, wenn auch weniger eindeutig.

In 4.4 C und D wird die photometrische Charakterisierung der Elutionsfraktionen
dargestellt. Aus der Konzentration des Farbstoffs relativ zu Protein kann in je-
der Fraktion ein Markierungsgrad zugeordnet werden (Balkendiagramm). In beiden
Markierungsreaktionen nimmt wie erwartet der Markierungsgrad mit der Frakti-
onszahl zu; mit der Anionenaustauschchromatographie lassen sich demnach Markie-

rungsgrade effektiv auftrennen.
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Allerdings enthalten die Fraktionen mit dem héchsten Markierungsgrad gleichzei-
tig nur sehr wenig Protein, weshalb sie fiir die Assayentwicklung nur eingeschrankt
zu verwenden sind. Um die Machbarkeit eines FRET-Assays zu demonstrieren, wur-
den daher die Antikoérperfraktionen 9,10 und 11 (Rot markiert) mit einem durch-
schnittlichen Markierungsgrad von 1,3 als Kompromiss zwischen Markierungsgrad
und verwendbarer Proteinkonzentration verwendet. Transferrin liegt in einer héhe-
ren Konzentration vor, hier ist die Fraktion 9 (Rot markiert) allein ausreichend fur
einen Assayversuch. Da hier theoretisch 2 Farbstoffmolekiile pro Transferrin-Molekiil
gebunden sind, erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, dass einer der Farbstoffe bei der
spiateren Antigen-Antikérperreaktion in ausreichender Nahe und paralleler Lage zum

Quencher vorliegt.

4.2.3 Aufbau und Charakterisierung des Assays

Mit den markierten Fraktionen konnte ein Demonstrationsassay erstellt werden. Da-
mit sollte bestimmt werden, ob mit einem FRET-Assayaufbau im Tubescanner eine
ausreichende analytische Leistungsfahigkeit fiir die Detektion von YKL-40 erreicht
werden kann. Der Assayablauf ist in Abbildung 4.5 gezeigt, und umfasst die folgen-
den Schritte:

1) Je 50 pL markiertes Transferrin-Dy634 (¢ ca. 25 nM) werden in die Tubes
eines 8-Tube PCR Strips pipettiert.

2) 2 pL Probe mit unmarkiertem Transferrin (in 10 mM Tris, 150 mM NaCl pH

7,4) in unterschiedlicher Konzentration werden zugegeben und gemischt.

3) Zu jedem Tube wird 8 pul. Antikorper-DyQ3 (c ca. 93 nM) pipettiert, wobei

moglichst schnell gearbeitet wird.

Der Strip wird anschlieend schnellstmoglich in den Tubescanner gestellt, und der
Verlauf des Fluoreszenzsignals bei einer Anregungswellenldnge von 625 nm und
Emissionswellenlénge von 680 nm bei einer Temperatur von 23 °C gemessen (Ab-
bildung 4.6 A).

Der Assay wurde mit einer Verdiinnungsreihe von nichtmarkiertem Transferrin
als Probe durchgefithrt, um seine Leistungsfiahigkeit zu untersuchen. An die Daten
wurde eine 4PL-Funktion angepasst. Da die Standardabweichungen iiber die Kon-
zentrationen nicht gleich sind, wurden sie in der Berechnung mit gewichtet. Um eine
optimale Anpassung der Funktion zu erméglichen, wurde A (Maximales Signal) auf
160 mV festgesetzt. Damit ldsst sich die 4PL-Funktion gut an die Daten anpassen
und kommt daher dem wahren Verlauf der Kalibrationskurve nahe (R? = 0,99). Die
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1) 50 pL Transferrin-Dy634

25nM

2) 2L Transferrin-Probe

e

0-433 nM (0-1 mg/mL in Probe)
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Abbildung 4.5: Aufbau des Transferrin-FRET-Assays
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Abbildung 4.6: A) Fluoreszenzmessung im Tubescanner. Jede Linie reprasentiert
ein Tube; die Bestimmungen wurden jeweils doppelt ausgefithrt. Der PCR-Strip wird
direkt nach Mischung der Reagenzien (vgl. Abb. 4.5) in den Tubescanner gestellt,
wo das Fluoreszenzsignal bei einer Excitation bei 625 nm und einer Emissions-
wellenlange von 680 nm gemessen wird. Die Kurvenverldufe zeigen einen Konzen-
trationsabhéingigen FRET-Effekt, der durch die Bindung der Akzeptor-markierten
Antikorper an das Donor-Antigen entsteht. Dieser Effekt ist abhéngig von der Kon-
zentration des Zugesetzten nicht-markierten Transferrins. B) Kalibrationskurve des
Assays. Der Assay wurde mit einer Verdiinnungsreihe von nicht-markiertem Trans-
ferrin ausgefiihrt. Die Parameter des angepassten 4PL-Modells sind in Tabelle 4.6
angegeben.
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Tabelle 4.6: Parameter der 4PL-Funktion fiir das FRET-Assay. (*: um eine opti-
male Anpassung der 4PL-Funktion zu erméglichen, wurde A auf 160 mV festgelegt;
daher betrégt der Standardfehler 0)

Parameter Wert Standardfehler Einheit
Minimales Signal 63 1,42 mV
Maximales Signal 160 0* mV
Testmittelpunkt 0,18 0,023 mg/mL
Steigung im Mittelpunkt 1,19 0,15 mV /(mg/mL)

Parameter des Logistikmodells sind in Tabelle 4.6 gegeben. Zur Bestimmung der
LOD wurde der Assay viermal ohne zugesetztes Transferrin ausgefithrt; das erhalte-
ne Signal betragt 49,9 mV mit einer Standardabweichung von 10,2 mV. Mit diesen
Daten und den Parametern der angepassten 4PL-Funktion lassen sich theoretisch
LOD und LOQ bestimmen.

Die LOD betragt demnach 0,05 mg/mL. Fiir eine Definition fir die LOQ von
Leersignal + 10 s wird der Wert allerdings grofler als das gemessene Maximalsi-
gnal. Damit wére der Assay zwar fiir eine qualitative Bestimmung von Transferrin
geeignet, eine Quantifizierung ist hingegen nicht moglich.

Aus Parametern des 4PL-Modells (Tabelle 4.6) ist ersichtlich, dass die maxima-
le Signaldifferenz nur etwa 100 mV betragt; die Standardabweichung liegt durch-
schnittlich bei 11,1 mV. Diese Abweichung kann nur bedingt reduziert werden, da
sie teilweise durch fertigungsbedingte Unterschiede am Boden der Reaktionsgefafle
verursacht wird.

Die erreichte FRET-Effizienz lasst sich tiber das Verhaltnis von maximalem und

minimalen Signal abschitzen; in diesem System betragt sie etwa 60 %.

4.2.4 Zusammenfassung

Obwohl es sich bei dem untersuchten Transferrin FRET-Assay um ein Modellsys-
tem handelt, zeigen die Daten, dass die Nachweisgrenze dieses Assayaufbaus fiir die
Detektion von YKIL-40 wahrscheinlich nicht ausreichen wiirde. Das grofite Problem
dabei ist die maximal erreichbare Signaldifferenz im Vergleich zur Standardabwei-
chung, die in diesem System nur eingeschrankt angepasst werden kann. Der Einsatz
anderer Fluoreszenzfarbstoffe wie Quantendots oder Kryptatkomplexen (Vgl. 5.2)
konnte die Signaldifferenz und damit die Nachweisgrenze zwar erhohen, mit enzym-
gekoppelten Immunoassayverfahren gibt es auf dieser Plattform aber auch andere

Moglichkeiten, die bendtigte analytische Leistungsfiahigkeit zu erreichen.
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4.3 Magnetpartikel-basierter

Fluoreszenzimmunoassay

4.3.1 Assayprinzip

Magnetische Partikel als Festphase mit Waschschritten und einem anschlieBenden
enzymgestiitzten Substratumsatz konnen eingesetzt werden, um die fiir YKL-40 er-
forderlichen Nachweisgrenzen zu erreichen. Eine moglichst einfache Bedienung soll
anschliefend durch die Portierung des entwickelten Assays auf eine automatisierte
LabDisk erreicht werden (Abbildung 2.3).

Als Entwicklungsplattform diente der Tubescanner, daher wurde der Assay zu-
nachst so entwickelt, dass er in handelsiiblichen 8-Tube Strips ausgefithrt werden
kann. Das Ziel war dabei, YKL-40 in einem diagnostisch relevanten Bereich aus
humanem Serum nachzuweisen. Capture- und Detektionsantikorper waren mit dem
fiir die klinische Studie eingesetzten ELISA identisch, um eine grofStmogliche Ver-
gleichbarkeit der Methoden herzustellen.

Ein Schema des auf magnetischen Beads basierenden Fluoreszenzimmunoassays
(MB-FIA) ist in Abbildung 4.7 A dargestellt.

Die Reagenzienmischung wird in die Reaktionsgeféfie von 8-Tube Strips aliquo-
tiert. Die so vorbereiteten Assaystrips konnen entweder gleich verwendet, oder bei
4 °C gelagert werden. Enthalten sind mit Captureantikorpern konjugierte magneti-
sche Beads und ein Komplex aus Streptavidin-konjugierter alkalischer Phosphatase
mit biotinylierten Sekundérantikérpern. Der eigentliche Assayablauf besteht aus drei
Schritten:

1) Die Immunoreaktion wird durch Zugabe der Probe gestartet, und unter leich-

tem Schiitteln bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.

2) Nach der Inkubation wird der Strip in einen Magnetseparator zur Sammlung
der magnetischen Beads gestellt. Der Uberstand wird verworfen. AnschlieSend
werden die Beads in Waschpuffer resuspendiert, und der Separationsvorgang

wiederholt.

3) Danach wird Substratlosung (siehe 4.3.2) zugegeben. War in der Probe YKL-
40 enthalten, haben sich Komplexe gebildet, die das Fluoreszenz-Substrat ab-
hangig von der YKL-40-Konzentration umsetzen. Die Fluoreszenz wird im

Tubescanner gemessen (Abbildung 4.7 B).

Die Messung im Tubescanner ermoglicht hierbei nicht nur eine Endpunktmessung,
sondern auch eine Verfolgung der Reaktionskinetik. Damit konnen Fehler im absolu-

ten Signal korrigiert werden, wie sie etwa durch die Fertigungstoleranzen der Tubes
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entstehen konnen (Abbildung 2.2 B + C). Auflerdem kénnen Ergebnisse bereits
nach einer Minute ausgelesen werden. Dieses Vorgehen wird haufig bei Reaktionen

eingesetzt, bei denen keine Endpunktmessung durchgefithrt werden soll oder kann.
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Abbildung 4.7: A) Der Assayablauf besteht aus drei Schritten mit einer magne-
tischen Separation. Die Detektion wird im Tubescanner ausgefiihrt. B) Ist Antigen
vorhanden, bildet sich ein Immunkomplex. Dieser verbindet die Phosphatase mit
den magnetischen Beads.

4.3.2 Charakterisierung von DDAO-Phosphat als Substrat

Der Fluoreszenzfarbstoff DDAO-Phosphat [9H-(1,3 dichloro-9,9 dimethylacridin-2-
on-7-yl) phosphat] verdndert seine Fluoreszenzeigenschaften durch Phosphatase-
kata-lysierte Hydrolyse. Dadurch verschieben sich Anregungs- und Emissionsspek-
trum in den Messbereich des Tubescanners (Abbildung 4.8 A). Bei den werksseitig
voreingestellten Anregungs- und Emissionswellenldngen 625/680 nm zeigt DDAO-
Phosphat nur eine geringe Fluoreszenz, wihrend DDAO gut detektierbar ist (Ab-
bildung 4.8 B). Dadurch ist es als Substrat fiir die geplante Detektionsreaktion

geeignet.

4.3.3 Optimierung
4.3.3.1 Annahmen zur Bestimmung der Anfangszusammensetzung des Assays

Nachgewiesen werden soll YKL-40 in einem Konzentrationsbereich von ca. 10 - 100
ng/mL (0,25 - 2,5 nM bei einem Molekulargewicht von 40 kDa), wobei vor allem
der Bereich um 57,3 ng/mL (ca. 1,4 nM) besonders interessant ist. Bei der Auswahl
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Abbildung 4.8: A) Anregungs- und Emissionsspektren vor und nach Dephosphory-
lierung des DDAO-Phosphats. Blau: Vor Dephosphorylierung (Anregungsmaximum
454 nm, Emissionsmaximum 610 nm); Rot: Nach Hydrolyse (Anregungsmaximum
ca. 625 nm, Emissionsmaximum 654 nm). Normalisiert auf maximale Peakhohe. B)
Messung von Verdinnungsreihen der Farbstoffe im Tubescanner, Anregung 625 nm,
Emission 680 nm.

der Anfangskonzentrationen der Assayreagenzien muss einerseits darauf geachtet
werden, ausreichend Antikorper bereit zu stellen, andererseits besteht bei dem poly-
klonalen Sekundarantikérper die Gefahr, dass dieser bei zu grofem Uberschuss das
Antigen durch die Bindung mehrerer Epitope von den Capture-Antikérpern abschir-
men konnte. Da die Antikorper nicht gerichtet auf der Beadoberfliche immobilisiert
sind, wird ein bestimmter Anteil nicht in einer funktionellen Konformation vorlie-
gen. Dieser Anteil ist unter Anderem abhéngig von der Lage priméarer Amine in den
Antigenbindungsstellen. Dieser kann je nach Antikorper stark variieren und muss
daher experimentell bestimmt werden. Auch der biotinylierte Sekundérantikérper
kann durch Modifikationen an der Antigenbindungsstelle weniger affin sein als theo-
retisch moglich. Andererseits kann eine hohe Konzentration von Antikérpern die
Assaygeschwindigkeit erhohen.

Als Kompromiss wurden die Konzentrationen beider Antikérper anfanglich auf 7
nM festgelegt, um von diesem Punkt aus Optimierungsexperimente durchfiithren zu
konnen. Diese Optimierungsexperimente zielten darauf ab, YKL-40 in einem klinisch
relevanten Bereich mit einer Assaylaufzeit von weniger als 30 min im Tubescanner
detektierbar zu machen. Die Experimente fanden mit Verdiinnungspuffer als Matrix
statt.

4.3.3.2 Konzentration der alkalischen Phosphatase

Die Signale in dem magnetischen Beadassay werden durch den Umsatz von DDAO-

Phosphat zu DDAO durch den Streptavidin-Phosphatase-Komplex generiert, der via
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Biotin an den Detektionsantikorper gebunden ist. Einerseits konnen an einen Detek-
tionsantikorper potentiell mehrere Phosphatase-Molekiile binden; andererseits kann
ein Uberschuss von ungebundener Phosphatase das unspezifische Signal erhéhen.
Da der Biotinylierungsgrad des Antikorpers nicht bekannt ist, wurde das optima-
le Verhaltnis experimentell bestimmt. Die Konzentration des Detektionsantikorpers
ist 7 nM; die Phosphatasekonzentration wurde zwischen 2,5 und 50 nM variiert.
Die spezifischen Signale erreichten bei einer Phosphatasekonzentration von 15 nM
ein Plateau bei 35 mV /min bei einer eingesetzten YKL-40-Konzentration von 333
ng/mL und 10 mV /min bei 37,5 ng/mL (Abbildung 4.9). Daher binden an einen An-
tikorper theoretisch etwa 2 Phosphatasemolekiile. Das Verhéltnis Detektionsantikor-
per:Phosphatase wurde fiir spatere Experimente beibehalten. Die hohe Standardab-
weichung des Maximalsignals bei hoheren Konzentrationen kann auf Schwankungen

der nach dem Waschen erhalten gebliebenen magnetischen Beads zuriickgefiithrt wer-

den.
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Abbildung 4.9: Variation der Streptavidin-Phosphatasekonzentration. Die Signale
erreichen bei 15 nM ein Plateau, eine weitere Erhéhung der Konzentration fithrt
zu keiner Verbesserung. Eine Phosphatasekonzentration von 15 nM und damit ein
Verhéltnis von biotinyliertem Detektionsantikorper /Phosphatase von 1/2 sind somit
optimal (n = 3, m = 3). Signale sind als Ableitung (dU/dt) zum Zeitpunkt 1 min
angegeben.

4.3.3.3 Waschschritte

Die Entfernung von iiberschiissigen Reagenzien und unspezifisch gebundenen Mo-
lekiilen ist ein kritischer Schritt bei der Durchfithrung von Immunoassays. Daher
wurde untersucht, wie viele Waschschritte notwendig sind, um das unspezifische
Signal weitgehend zu minimieren. Ein Waschschritt mit 200 pl Waschpuffer resul-
tierte in einem gemessenen Signal-Rausch-Verhéltnis von 6,5 bei ¢(YKL-40) = 333

73



ng/mL. Das Anfiigen eines zweiten Waschschrittes reduzierte das unspezifische Si-
gnal betréachtlich, was das Signal-Rausch-Verhéltnis auf 91 erhohte (Abbildung 4.10
A).

4.3.3.4 Konzentrationverhdltnis der Antikorper

Auch das Konzentrationsverhéltniss der Capture- und Sekundéarantikorper zuein-
ander spielt eine wichtige Rolle in diesem Assayformat. Die Ausgangskonzentra-
tionen wurden auf 7 nM/7 nM eingestellt. Von dort aus wurde die Konzentration
des Capture-Antikorpers variiert; gemessen wurden die Verhaltnisse 0,5:1, 1:1, 2:1
und 4:1. Eine Erhéhung der Antikorperkonzentration hatte direkt eine Erhéhung
des spezifischen Signals zur Folge (Abbildung 4.10 B). Die Steuung steigt allerdings
mit der eingesetzten Menge an Capture-Antikérpern und magnetischen Beads; der
Grund dafiir ist die geringere Stabilitat des Beadpellets bei steigender Grofie. Das
Signal steigt selbst bei einem Verhéltnis von 4:1 weiter an. Daher ist rechnerisch
deutlich mehr Captureantikorper als Detektionsantikorper notig. Das kann darauf
zuriickzufithren sein, dass nur ein kleiner Teil der Captureantikorper in der richti-
gen Konformation an den Beads gebunden ist, und damit an der Immunreaktion
beteiligt ist. Der Anteil der richtig an den Beads gebundenen Antikorper kénnte
beispielsweise durch eine gerichtete Immobilisierung der Antikorper durch Protein
A erhoht werden. Dabei wére allerdings die Interaktion des Sekundérantikorpers mit
den so modifizierten Beads schwierig zu vermeiden. Als Kompromiss zwischen Sensi-

tivitdt und Reproduzierbarkeit wurde ein Verhéaltnis von 2:1 fiir weitere Experimente

gewahlt.
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Abbildung 4.10: A) Effekt der Anzahl der Waschschritte auf das unspezifische
Signal. Signale von 0 ng/mL und 333 ng/mL wurden gemessen, um das Signal-
Rausch-Verhaltnis zu bestimmen (n = 4, m = 2). B) Variation der Konzentration
des Sekundéarantikdrpers. Ein Antikérperiiberschuss fithrt zu héheren spezifischen
Signalen, aber auch hoheren Standardabweichungen (n = 4, m = 4). Signale sind
als Ableitung (dU/dt) zum Zeitpunkt 1 min angegeben.

74



12004 1200 -

1000 1000
£ 800+ = 800
S E
> 600 S _
g E 600
S 4004 5 4001
- -
© 2001 T 2004

0 T T T 0 T T T
1 10 100 1000 1 10 100 1000
Konzentration YKL-40 (ng/mL) Konzentration YKL-40 (ng/mL)

Abbildung 4.11: A) Erhohung der Detektionstemperatur erhoht die spezifischen
Signale, ohne zu unspezifischer Dephosphorylierung des Farbstoffs zu fithren (n =
4, m = 6). B) Langere Inkubationszeiten fithren zu héheren Signalen. 10 Minuten
sind jedoch ausreichend fiir die benédtigte Sensitivitat (n = 4, m = 6). Signale sind
als Ableitung (dU/dt) zum Zeitpunkt 1 min angegeben.

4.3.3.5 Substratumsatz und Inkubationszeit

Die Temperatur hat einen wichtigen Einfluss auf die Reaktionsrate des Detekti-
onsschrittes. Eine Erhohung der Reaktionstemperatur von 23 auf 37 °C resultierte
in stark erhohten Signalen. Die Inkubationszeit wurde zwischen 5 und 20 Minu-
ten variiert; eine Inkubationszeit von 10 Minuten wurde als der beste Kompromiss
zwischen Schnelligkeit und Sensitivitdt betrachtet (Abbildung 4.11). Bei kiirzeren

Inkubationszeiten wird die Pipettiergeschwindigkeit zu einem limitierenden Faktor.

4.3.4 Charakterisierung des Assays

Um eine bessere Anpassung an reale Serumproben zu erreichen, wurde die Charak-
terisierung des Assays in 1/5 verdiinntem, humanen Serum ausgefiihrt. Da bereits
enthaltenes YKL-40 die Messungen stéren wurde, wurde es zunachst durch ma-
gnetische Beads aus dem Serum entfernt (depletiert). Zur Depletion wurde 1 mL
gepooltes Serum mit 350 pg Capture-Antikorpern konjugierten magnetischen Beads
(entsprechend ca. 10 nM Antikorper) 30 Minuten inkubiert, und anschlieflend die
YKL-40-Konzentration des Uberstandes mit dem Assay bestimmt. Die so erhaltenen

Signale waren mit Puffermessungen vergleichbar (Tabelle 4.7).

4.3.4.1 Kalibrationskurve und Assayparameter

Mit den Werten aus den Optimierungsexperimenten (Tabelle 4.8) wurde ein LOD
von 2,9 ng/mL erreicht, der LOQ lag bei 5,1 ng/mL. Gesunde Kontrollpatienten ha-

ben YKIL-40-Serumkonzentrationen von etwa 29 ng/mL; daher sind diese Grenzen
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Tabelle 4.7: Vergleich der Fluoreszenzableitungssignale von Verdiinnungspuffer
und depletiertem Serum. Die Signale unterscheiden sich nicht; daher kann davon
ausgegangen werden, dass YKL-40 vollstdndig aus dem Serum eliminiert wurde.

(n=2) dU/dt (mV/min) s
Verdiinnungspuffer 14,7 1,6
Depletiertes Serum 13,4 2,2

Tabelle 4.8: Assayparameter

Parameter Wert

Anzahl der Waschschritte 2
Verhéltnis Phosphatase/Detektionsantikérper  15:7 (30 nM / 14 nM)
Verhéltnis Capture-/Detektionsantikorper 2:1 (28 nM / 14 nM)

Inkubationstemperatur (°C) 23
Detektionstemperatur (°C) 37
Inkubationszeit (min) 10
Nachweisgrenze (ng/mL)(LOD) 29
Bestimmungsgrenze (ng/mL)(LOQ) 5,1
Assaydauer (min) 17

selbst dann ausreichend, wenn die Probe bis zu 1/5 verdiinnt wird. Die Variationsko-
effizienten lagen zwischen 0,85 und 12,3 %. Abbildung 4.12 zeigt die zugehorige Ka-
librationsmessungen in verdinntem, depletierten Serum, an die eine 4PL-Funktion
angepasst wurde. Da die Variation tiber die Konzentrationen nicht gleich ist, wurden
die Fehler in der Berechnung mit gewichtet. Die 4PL-Funktion lief§ sich gut an die
Daten anpassen und kommt daher dem wahren Verlauf der Kalibrationskurve sehr
nahe (R? = 0,99, n = 2, m = 8). Die Parameter des Logistikmodells sind in Tabelle
4.9 gegeben. Der Testmittelpunkt lag bei 71,6 ng/mL. Zwischen 0 und 111 ng/mL
ist die Beziehung zwischen Konzentration und Signal linear, was auch den kritischen
Wert von 57,3 ng/mL mit einschliefit.

Tabelle 4.9: Parameter der 4PL-Funktion

Parameter Wert Standardfehler Einheit

Minimales Signal 16,4 0,4 mV /min
Maximales Signal 524,8 1,5 mV /min
Testmittelpunkt 71,6 1,3 ng/mL

Steigung im Mittelpunkt 1,3 0,019 (mV/min)/(ng/mL)
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Tabelle 4.10: Verdiinnungslinearitét, absolute Konzentrationen

Verdiinnungsfaktor 0 2 4

Serum 1 (ng/mL) 39,7 44,3 41,7
Serum 2 (ng/mL) 36 39,5 40,3
Serum 3 (ng/mkL) 73,5 91,2 90,9

Tabelle 4.11: Relative Verdiinnungslinearitét
Verdiinnungs- Durchschnittliche CV (%)

faktor Wiederfindung

(%) (n = 3)
2 1151 7,7
4 113,5 9,4

4.3.4.2 Linearitat und Wiederfindung nach Standardaddition

Wiederfingungs- und Verdiinnungsexperimente werden durchgefithrt, um eventu-
elle Storungen des Assays durch den Unterschied zwischen der biologischen Pro-
be und dem fiir die Standardkurve verwendeten Puffer zu erkennen. In Aufstock-
Experimenten wird eine bekannte Menge Analyt zu einer natiirlichen Probenmatrix
wie z.B. Serum hinzugegeben. AnschlieBend wird die Konzentration mit der zu un-
tersuchenden Methode bestimmt. Idealerweise weicht die so gefundene Konzentra-
tion nicht von der aufgestockten Menge ab. Bei Linearitdtsexperimenten wird der
Analyt aus mindestens zwei Verdiinnungen der urspriinglichen Probe mit dem zu
validierenden Assay bestimmt. Dafiir wird eine Probe zunéchst normal 1/5 verdiinnt
bestimmt. Dieselbe Probe wird 1/1 (Verdinnungsfaktor 2) und 1/4 (Verdinnungs-
faktor 4) gemessen. Auch hier sollten die gefundenen Konzentrationen idealerweise
kaum von den Erwarteten abweichen. Abweichungen kénnen auftreten, wenn in der
Probenmatrix Molekiile enthalten sind, die mit der Immunreaktion interferieren. In
diesen Fallen kann die Matrix der Kalibrationsmessungen an die reale Probenma-
trix angepasst werden, beispielsweise durch Verwendung von Realproben, aus denen
der Analyt, nicht aber die interferierenden Substanzen eliminiert wurden. Dadurch
sind Standard und Probe denselben Interferenzen unterworfen, und kénnen valide
miteinander verglichen werden.

Der Assay hat nahe des klinisch relevanten Cutoffs von 57,3 ng/mL eine ausrei-
chende Verdiinnungslinearitét und Spike-Recovery (Tabellen 4.10 - 4.13), wenn auch
mit einer gewissen Varianz (CV der Wiederfindung und Verdiinnungslinearitat 8,6
bzw. 27 %).
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Abbildung 4.12: Kalibrationskurve des neu entwickelten Immunoassays. YKL-40-
Konzentrationen von 0; 1,4; 4,1; 12,1; 37; 111; 333 und 1000 ng/mL (Anzahl der
Kalibrationspunkte m = 8) wurden fiir die Kalibrierung in verdiinntem, depletierten
Serum gemessen. Ein 4-Parameter-Logistikomdell wurde an die Daten angepasst
(Parameter siehe Tabelle 4.9). Signale sind als Ableitung (dU/dt) zum Zeitpunkt 1
min angegeben.

Tabelle 4.12: Absolute Wiederfindung

Spike Serum 4 Serum 5 Serum 6
(ng/mL)  (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0 11,6 9,0 14,2

10 24 16,7 24.4

25 42,7 28,6 441

50 79,1 471 75,9

Tabelle 4.13: Prozentuale Wiederfindung

Spike Durchschnittliche CV (%)
(ng/mL) Wiederfindung
(%) (n = 3)
10 101,0 93,7
25 107,6 25,5
50 11,5 31,1
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4.3.4.3 Messung von Serumproben

Um die Anwendbarkeit des Assays zu iiberpriifen, wurden 14 Seren von gesunden
Blutspendern und 14 Seren von Pneumoniepatienten aus dem Klinikum untersucht
(Abbildung 4.13). Dabei zeigen Serumproben von Pneumoniepatienten deutlich ho-
here Signale als die von gesunden Blutspendern (p < 0,01). Die mittlere gemessene
Serumkonzentration bei Pneumoniepatienten ist 333,6 ng/mL (s & 225 ng/mL), bei
gesunden Blutspendern 50 ng/mL (s £+ 49 ng/mL).
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Abbildung 4.13: Der MB-FIA wurde benutzt, um die YKL-40 Serumkonzentration
in 14 Blutspenderseren und 14 Seren von Pneumoniepatienten zu messen. Es zeigt
sich eine klare Unterscheidung der beiden Gruppen (p < 0,01)

4.3.4.4 Methodenvergleich

Fir die Messung von YKL-40 ist derzeit beim National Institute of Standards &
Technologies (NIST) kein YKL-40 Standard Reference Material (SRM) verfiigbar.
Daher kénnen nur die Abweichungen der Methoden voneinander dargestellt werden,
was aber keine Riickschliisse auf ihre Richtigkeit zuldsst. Da das YKL-40-ELISA
Kit der Firma R&D in zahlreichen Publikationen verwendet wurde, werden die Ab-
weichungen des neu entwickelten Sytems hiervon angegeben. Die Passing-Bablok-
Regression (Abbildung 4.14) ergibt eine Steigung von 1,17 (95 % Konfidenzintervall
1,04 - 1,44), und einen Achsenabschnitt von -5,88 ng/mL (95 % Konfidenzintervall
-19,1 - 7,23 ng/mL). Somit gibt es in gewissem Mafle Abweichungen der beiden

Methoden voneinander.
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Abbildung 4.14: Passing-Bablok-Regression zum Vergleich des MB-FIA mit dem
R&D Systems ELISA.

Aus dem Bland-Altman-Plot (Abbildung 4.15) kann man erkennen, dass die Ab-
weichung der Methoden voneinander tendenziell von der Konzentration des Ana-
lyten abhéngt. Die Abweichung ist aber im Bereich, der fiir den Ausschluss von
Pneumonien dient (< 100 ng/mL) relativ gering. Der Mittelwert der Abweichung
der Methoden voneinander betragt 13,8 ng/mL, was fiir eine geringe systematische

Abweichung der Methoden voneinander spricht.
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Abbildung 4.15: Bland-Altman-Plot zur Visualisierung der relativen Abweichun-
gen des MB-FIA und des R&D ELISA voneinander. Eingezeichnet sind der Mittel-
wert der Abweichungen (Schwarze Linie), + 2 Standardabweichungen des Mittel-
wertes (Rote Linien), sowie deren 95 % Konfidenzintervalle.
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4.3.5 Zusammenfassung

Mit dem auf magnetischen Beads basierenden Assayformat konnte die notwendige
analytische Leistungsfihigkeit fiir den Nachweis von YKL-40 zum Ausschluss von
Pneumonien erreicht werden. Serumproben von Blutspendern und Pneumoniepati-
enten konnen mit diesem System zuverlassig unterschieden werden. Obwohl kleinere
systematische und zufillige Abweichungen von dem R&D ELISA vorliegen, sind die-
se vor allem im Bereich unter 100 ng/mL nicht bedeutend. Dieser Assay wurde im

nachsten Schritt auf eine automatisierte Plattform portiert.
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4.4 Portierung auf LabDisk

4.4.1 Design der Disk

Zur Automatisierung des Assayablaufs wurde in Zusammenarbeit mit dem Hahn-
Schickard-Institut fiir Mikroanalysesysteme eine zentrifugal-Reaktionskammer ("Lab-
Disk"), basierend auf fritheren Arbeiten entworfen (120), die einen Transport von ma-
gnetischen Beads durch Gasphasen-Transitions Magnetophorese (GTM)(Abbildung
4.16 C-F) ermoglichen soll. Dabei werden magnetische Beads zunédchst durch einen
Sammelmagneten fokussiert, um anschliefend durch einen Transportmagneten aus
der Fliissigkeit hinaus gezogen zu werden. Anschliefend wird die Disk unter dem
feststehenden Magneten so gedreht, dass das Beadpellet in die néchste Kammer
abzentrifugiert werden kann (111). Da der fiir das Design verfiigbare Platz auf der
Disk begrenzt ist, konnte allerdings statt zwei nur ein Waschschritt implementiert
werden. Abbildung 4.16 A zeigt die Positionierung der Disk im Diskreader. Der Sam-
melmagnet ist direkt iiber den Kammern angebracht, der Transportmagnet iiber den
dazwischen liegenden Kanalen. Die Disk besteht aus drei Einlédssen und drei Kam-
mern, in denen der Assay ablaufen, gewaschen und detektiert werden kann (Abbil-
dung 4.16 B). Das komplette Assaygemisch wird in der Probenkammer vorgelegt,

in die Einldasse werden folgende Losungen pipettiert:

e 1: 95 nL Probe,
e 2: 95 nL. Waschpuffer,
e 3: 90 uLL Substratlosung.

4.4.2 Frequenzprotokoll

Die Bedienung des LabDisk-Readers erfolgt iiber Protokolle, mit denen der Motor
und damit die Rotationsgeschwindigkeit, das Geblase und der Detektor angesteuert
werden konnen. Aus den Assayspezifikationen und den Notwendigkeiten des GTM-
basierten Transports der magnetischen Beads ergab sich das in Tabelle 4.14 darge-
stellte Frequenzprotokoll. Die Temperatur wurde fiir Inkubations- und Waschschritte
auf 23 °C gehalten, fiir die Detektionsreaktion auf 37 °C erhoht. Der Zeitbedarf setzt

sich zusammen aus:

e Immunoreaktion: 10 Minuten,
e Transfer in die Waschkammer: 5 Minuten,
e Waschen: 1 Minute,

e Transfer in die Detektionskammer: 5 Minuten,
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Abbildung 4.16: A) Die rotierende Disk ist in einem Halter eingespannt; die Ma-
gnete sind im Deckel verbaut. B) Aufbau der LabDisk. 1: Probeneinlass; 2: Wasch-
puffereinlass; 3: Substrat zur Detektion; a: Probenkammer; b: Waschkammer; c:
Detektionskammer. Der Pfeil gibt die Richtung des Beadtransports an. Die zu-
satzlichen Kanéle dienen dem Druckausgleich. C-F) Schema des Transports der
magnetischen Beads durch die Kammern. Die Beads werden zunéachst unter dem
Sammelmagneten fokussiert, um mit dem Transportmagneten aus der Fliissigkeit
gezogen zu werden. Die Disk wird dabei langsam gedreht, sodass sich die Beads an
der nichsten Kammer vom Magneten 16sen. Abbildung mit freundlicher Erlaubnis
des Hahn-Schickard-Instituts fiir Mikroanalysesysteme.

Abbildung 4.17: Die kleinen, superparamagnetischen Beads lassen sich mit Hilfe
einer ferromagnetischen Kugel (Durchmesser 1 mm) durch die Kavitdten bewegen,
und 16sen sich anschliefend vollstdndig von der Kugel, wodurch ihre Oberfliche
optimal ausgenutzt werden kann (Aufnahmen in der rotierenden LabDisk mit Stro-
boskopkamera, zu erkennen sind die magnetischen Beads, die sich als diffuse Wolke
innerhalb einer Sekunde von der Stahlkugel 16sen).
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e Inkubation der Substratreaktion mit Fluoreszenzdetektion: 9 Minuten.

Mit diesem Protokoll kann der Assay vollautomatisch in etwa 30 Minuten ablaufen.

4.4.3 Automatisierter magnetophoretischer Transport

Erste Versuche mit dem LabDisk-System zeigten, dass die in dem urspriinglichen
Assay verwendeten superparamagnetischen Beads nicht ausreichend magnetisierbar
waren, um die Oberflachenspannung der Losungen zu iiberwinden. Die Beads ver-
blieben in der ersten Kammer, eine Detektion war nicht moglich.

Die urspriingliche Methode zur Gasphasen-Transitions-Magnetophorese wurde mit
einer vergleichsweise grolen Menge (690 pg) an ferromagnetischen Beads ausgefiihrt,
die dazu eine deutlich hohere magnetische Suszeptibilitat aufwiesen (111). Ferroma-
gnetische Stoffe besitzen zwar ausreichend magnetische Suszeptibilitdt, um entge-
gen der Viskositdt durch ein dufleres Magnetfeld schnell aggregiert zu werden. So
gesammelt konnen Sie die Reibungskréfte an der Disk sowie Oberflichenspannung
iiberwinden. Allerdings neigen diese Materialien als Beads durch gegenseitige Anzie-
hung zu starker Aggregation, was eine genaue Dosierung sehr schwierig macht. Ein
Abwiegen der Beads ist zwar theoretisch moglich, aber praktisch nicht umsetzbar.
Das Einwiegen miisste nach dem Modifizieren geschehen. Sonst ware fiir jede Reak-
tion eine separate Kopplung notwendig, was zu hohen Schwankungen gefiihrt hétte.
AuBerdem ist das Abwiegen einer grofien Zahl von Aliquots im mittleren pg-Bereich
ebenfalls sehr aufwandig und potentiell eine Fehlerquelle, die durch die magnetischen
Anziehungskrafte noch verstarkt wird.

In vielen Fallen wird bei der Verwendung von Beads in Immunoassays das gute
Verhéltnis von Oberflache zu Volumen als Vorteil angefithrt. Dadurch ist es moglich,
die Inkubationszeit herabzusetzen, ohne an Sensitivitdt zu verlieren. Bei der GTM
ist allerdings auch das Volumen bzw. die Masse entscheidend. Je hoher die Masse,
desto hoher die durch einen dufleren Magneten ausgeiibte Kraft.

Eine Erhéhung der Beadmenge auf ein Maf}, das eine Uberwindung der Oberfli-
chenspannung erlaubt, wiirde einerseits die Kosten betréachtlich steigern. Anderer-
seits sind unspezifische Bindungen abhéngig von der verfiigharen Oberflaiche. Wird
diese durch den Einsatz einer groflen Beadmenge stark erhoht, ist mit der Zunah-
me von unspezifischen Signalen zu rechnen. Der Abstand der Neodymmagnete und
damit das einwirkende Magnetfeld ist festgelegt. Die magnetischen Eigenschaften
der Beads konnen nicht beliebig verandert, und ihre Menge nicht beliebig erhoht
werden.

Um dennoch einen Transport zu ermoglichen, wurden die superparamagnetischen

Beads mit einer Stahlkugel mit 1 mm Durchmesser kombiniert. Laut Herstelleran-
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gaben haben die verwendeten 2,5 ng Magnetbeads etwa eine Oberfliche von 4 mm?.

Die Stahlkugel mit 1 mm Durchmesser hat bei einer Oberfliche von 3,1 mm? eine
Masse von etwa 6 mg. Demnach kann durch die Kombination die Masse etwa um
den Faktor 2000 erhoht werden, wéihrend sich die Oberfliche nur verdoppelt.

Der verwendete Chromstahl ist ferromagnetisch, d.h. in einem externen magne-
tischen Feld wird er selbst zum Magneten, und kann seinerseits die weniger sus-
zeptiblen magnetischen Beads an sich ziehen. Durch die hohe magnetische Kraft,
die auf die Kugel ausgeiibt wird, kann diese problemlos die Oberflichenspannung
tiberwinden, und nimmt die magnetischen Beads mit sich (Abbildung 4.17).

Mit dieser Anpassung wird ein Transport von kleinen Mengen superparamagneti-

scher Beads durch GTM in der LabDisk ermoglicht.

4.4.4 Lyophilisierung

Um Transportfahigkeit und Lagerungsbestandigkeit fiir den als POCT-System vor-
gesehenen LabDisk-Assay zu erreichen, wurde eine Strategie zur Lyophilisierung des
Assaygemisches entwickelt. Hierfiir wurden die vom Hahn-Schickard-Institut bereit-
gestellten Cyclo-Olefin-Polymer (COP)-Formen mit PVC-Folien tiberzogen (Abbil-
dung 4.18). Anschliefend wurden die Formen vakuumiert (0,001 bar), und schnell
auf Umgebungsdruck gebracht (10 s). Dadurch entstanden kleine, halbrunde For-
men, in die jeweils 10 nL. Assaygemisch pipettiert werden konnte. Diese wurden bei
-80 °C gefroren, und fiir 2 h in eine Lyophilisierungsanlage tiberfithrt (p = 0,001
bar, T(Kondensator) = -50 °C).

Um die enthaltenen Proteine zu stabilisieren, wurden verschiedene géingige Ly-
ophilisierungszusitze gepriift und kombiniert. Die Fluoreszenzsignalstarke wurde
gemessen, indem der Assay zur Bestimmung einer Probe mit 333 ng/mL YKL-
40 durchgefithrt wurde. Dazu wurden zunachst Asparagin, Asparaginsaure, Glycin,
Histidin, Leucin, Phenylalanin, Serin, Ethylenglycol, Mannitol, Ribose, Sucrose, und
Trehalose einzeln mit einer Konzentration von 5 mg/ml zugesetzt, die Lyophili-
sierung durchgefiihrt und die Signalstarke des Assays nach 7 Tagen Lagerung bei
Raumtemperatur bestimmt (Abbildung 4.19 A). Trehalose, Sucrose, Asparagin und
Phenylalanin fiihrten zu den besten Resultaten.

Eine Kombination von Trehalose und Phenylalanin sowie Trehalose mit Asparagin
fithrte zu einer nochmals verbesserten Haltbarkeit (Abbildung 4.19 B).

Der Zusatz von Phenylalanin fithrte allerdings zuséatzlich zu einer verbesserten,
fast styroporartigen Konsistenz und Integritat des Pellets, ohne die Loslichkeit zu
beeintrachtigen. Diese Kombination erlaubte so eine weitere Verarbeitung selbst mit
einer Pinzette. Ohne Phenylalanin waren die Pellets instabil und zerfielen leicht bei

der weiteren Verarbeitung.
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Eine Kombination aus 10 mg/mL Trehalose mit 10 mg/mL Phenylalanin mit
dem im Assaygemisch enthaltenen 10 mg/mIL HSA fiihrten so zu einer ausreichenden
chemischen und mechanischen Stabilisierung. Nach einer Woche bei 40 °C wurden 80
% der urspriinglichen Aktivitat erhalten. Die Kombination aus Zucker, Aminosauren
und Protein fiihrt zu einer lockeren, aber stabilen Struktur der Pellets (Abbildung
4.18). Diese erlaubt einerseits ein Bearbeiten und Verschicken der einzelnen Pellets,
andererseits werden die Reagenzien schnell und vollstandig in einer zugegebenen
Probe gelost. Dadurch konnten die resultierenden Pellets anschliefend in die Formen

iiberfiihrt, verschickt und einzeln entnommen werden.

Abbildung 4.18: A) Schema des Lyophilisierungsprozesses; zundchst wird Folie
durch Unterdruck an die Form gepresst. In die dadurch entstandenen Vertiefungen
kann 7,5-10 nL. Assaygemisch pipettiert werden. Nach Schockfrieren und Lyophi-
lisierung konnen die entstandenen Pellets selbst in die Formen iibertragen, und
anschliefend mit Folie verschweisst werden. Dadurch wird ein Versand moglich. B)
Lyophilisierte Pellets auf der Folie.
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Abbildung 4.19: Auswirkung von verschiedenen Lyophilisierungszusétzen auf die
Konservierung des Assaygemisches. Angegeben ist das Fluoreszenzsignal bei Ausfiih-
rung des Assays nach 7 Tagen Lagerung bei Raumtemperatur relativ zum Ausgangs-
signal des Assays vor Lyophilisierung. Alle Reagenzien wurden in einer Konzentra-
tion von 5 mg/mL eingesetzt. Suc: Sucrose; Tre: Trehalose. A) Einzelreagenzien B)
Kombination von Zusatzstoffen. Die Tre-Phe und Tre-Asp-Kombinationen fithren zu
vergleichbarer Stabilisierung. Aufgrund der vorteilhaften mechanischen Eigenschaf-
ten wurde fiir weitere Versuche die Kombination aus Trehalose mit Phenylalanin
gewdhlt (alle n=4).

4.4.5 Proof-Of-Concept

Durch die substanzielle Verbesserung des Beadtransports und der Entwicklung einer
Lyophilisierungsstrategie konnten Demonstrationsmessungen mit dem automatisier-
ten System durchgefiihrt werden. Dazu wurden zunéchst verschiedene Konzentratio-
nen von YKL-40 in fetalem Kélberserum (FCS) verdiinnt, und der Assayablauf mit
diesen Proben nach dem Protokoll in Tabelle 4.14 vollautomatisch durchgefiihrt.
Es ergibt sich eine klare Konzentrationsabhangigkeit der erhaltenen Signale, was
die Funktionsfahigkeit des automatisierten Assayablaufs demonstriert (Abbildung
4.20). Diese Messungen wurden mit dem selben Protokoll auch mit humanen Se-
rumproben durchgefithrt. Die so erhaltenen Signale sind zwar um das 10-50-fache
im Vergleich zum MB-FIA reduziert, eine Unterscheidung verschiedener YKIL-40-

Konzentrationen ist aber auch aus diesem Material moglich (Tabelle 4.15).

4.4.6 Zusammenfassung

Um das im Tubescanner funktionsfahige Magnetbead-basierte Fluoreszenzimmuno-
assay auf die automatisierte LabDisk zu portieren, mussten zwei zentrale Probleme
gelost werden.

Zunachst musste der Beadtransport ermoglicht werden, ohne die unspezifischen
Bindungen zu erhéhen. Um die ausgetibte magnetische Kraft bei moglichst kleiner

Oberflache zu maximieren, wurde das bestehende Beadassay mit einer Stahlkugel
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Abbildung 4.20: Demonstrationsmessungen im Diskreader-System, FCS aufge-

stockt mit YKL-40. 10 min Inkubationszeit, Detektion bei 37 °C.

Tabelle 4.15: Messung von Serumproben mit dem automatisierten System.

Typ LabDisk Beadassay ELISA s
(mV /min) (mV /min) (mV/mln) (ng/mL) (ng/mL)
n=1 =3 n—=2

Kontrolle 0,51 6,8 2,9 6,4 0
Kontrolle 0,9 20,5 5,1 20,7 0,56
Kontrolle 2,9 23,7 4.5 29,2 0,7
Kontrolle 1,7 259 4,2 18,7 1,1
Pneumonie 4,1 279 58 320 0,98
Pneumonie 3,6 161 20 177 8,8
Pneumonie 3,7 224 15 179 7,5
Pneumonie 5,0 121 11 126 1.1
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mit 1 mm Durchmesser kombiniert. Erst durch diese Modifikation konnte die kleine
Menge von superparamagnetischen Beads in der Disk iiberhaupt durch GTM durch
die Kavitaten transportiert werden.

Auflerdem musste eine Moglichkeit gefunden werden, das Assaygemisch zu ver-
schicken, und moglichst unversehrt in die LabDisks verschweiflen zu konnen.

Dafiir wurde ein Lyophilisierungsprotokoll entwickelt, das in stabilen, zur Weiter-
verarbeitung geeigneten, aber gut l6slichen Pellets resultierte und dabei eine fiir den
Transport ausreichende Stabilisierung der Assayreagenzien gewahrleistete. Durch
die Verwendung von PVC-Folie und die Bildung von Vertiefungen durch Unter-
druck konnte das Assaygemisch in einer Form lyophilisiert werden, die anschlieflen-
des Verschicken und einfache Handhabung der einzelnen Pellets ermoglichte. Durch
den Einsatz von Phenylalanin und Trehalose wurden nicht nur die Assayreagenzien
stabilisiert, sondern auch die Festigkeit des Pellets bei gleichzeitig guter Loslichkeit
erhoht.

Durch diese Entwicklungen war es moglich, mit einem vollautomatisierten Proto-

koll YKL-40 sowohl in FCS als auch in humanen Serumproben zu detektieren.
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5 Diskussion

5.1 Untersuchung des neuen Inflammationsmarkers

Die vorliegende Dissertationsarbeit zeigt, dass YKIL-40 als Inflammationsmarker in
der Diagnostik geeignet ist, da es bei inflammatorischen Erkrankungen im Serum
erhoht vorliegt, was jedoch auch im selben Mafle auf CRP zutrifft.

YKL-40 erlaubt allerdings dariiber hinaus im Gegensatz zu CRP eine Unterschei-
dung von Pneumonien und anderen inflammatorischen Erkankungen, und erreicht
fiir diese Fragestellung einen negativ-pradiktiven Wert von 100 %. Das macht ihn
fir den diagnostischen Einsatz als Ausschlussmarker attraktiv.

Untersuchungen zur diagnostischen Wertigkeit von YKL-40 bei bronchopulmo-
nalen Entziindungen wurden auch von anderen Arbeitsgruppen ausgefithrt. So un-
tersuchten Wang und Mitarbeiter den Nutzen von YKL-40 im Management von
auferhalb des Krankenhauses erworbener Pneumonie (Community Acquired Pneu-
monia, CAP) (82). Dabei wurde der YKL-40-Plasmaspiegel bei 61 erwachsenen
CAP-Patienten vor und nach der Behandlung, sowie bei 60 gesunden Kontrollper-
sonen bestimmt. Der Mittelwert der Kontrollen fiir YKI-40 ist hier 23,1 ng/mlL,
und damit mit dem in der vorliegenden Studie vergleichbar. Bei CAP-Patienten
wurde hier einé mittlere YKIL-40-Konzentration von 62,1 ng/mL gemessen, wel-
che nach der Behandlung auf 39,6 ng/mL abfiel. Dieser im Vergleich niedrige Wert
konnte neben der Verwendung eines anderen ELISAs durch das etwas niedrigere
Durchschnittsalter (59,5 Jahre im Vergleich zu 70 Jahren) der Probanden erklért
werden. Andererseits ist auch der CRP-Wert mit 8,6 mg/dL deutlich niedriger als
im Patientenkollektiv dieser Studie. Dariiber hinaus ist es moglich, dass die Er-
hohung der YKL-40-Serumkonzentration auch erregerabhéngig ist (86, 121). Wang
et al. konnten neben den reinen Diagnosen auch Daten zur Berechnung des PSI-
und CURB65-Score verwenden und damit zeigen, dass der YKL-40-Plasmaspiegel
im Gegensatz zu anderen Inflammationsmarkern mit der Schwere der Erkrankung
korreliert. Die Behandlung mit Antibiotika senkte den YKIL-40-Spiegel, allerdings
ist der genaue Zeitpunkt der zweiten Messung nicht angegeben. YKL-40 wurde im
Vergleich mit CCL18, SP-D und KL-6 auf seine Eignung zur Risikostratifikation bei
CAP untersucht. Hierfiir wurden die Blutproben von 289 Patienten mit CAP bei
Einlieferung auf die vier Biomarker untersucht. YKL-40, CCL-18 und SP-D waren
bei schwerer Pneumonie (PSI 4-5 und CURB65 >1) deutlich erhéht. Dartiber hinaus
konnte YKI-40 die 30-Tage-Mortalitat &hnlich gut vorhersagen wie der PSI (AUC
fur PSI 0,81; YKL-40 0,79; CCL18 0,69; SP-D 0,61). Damit eignet es sich gut als
Risikostratifikationsmarker bei CAP (122).
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Die Korrelation der YKL-40-Werte mit PSI oder CURB65 wird zwar in vielen
Studien gezeigt, kann allerdings nicht in allen Studien bestatigt werden (83).

Die diagnostische Wertigkeit von YKL-40 bei verschiedenen Lungenerkrankungen
wurde anhand von 460 Patienten mit malignen Erkrankungen, Pneumonien, Tuber-
kulose, Herzversagen, Asthma und COPD untersucht (89). Die dabei gemessenen
Werte fiir YKL-40 im Serum entsprechen den in der vorliegenden Studie gefunde-
nen, und wurden mit einem ELISA des selben Herstellers erhoben. So wurden bei
gesunden Kontrollen (n = 73) Werte von 28 ng/mL (Median) gemessen; bei Pneu-
moniepatienten (n = 80) 427 ng/mL. Das Ziel war hier die Unterscheidung von
malignen Erkrankungen und Tuberkulose; YKL-40 konnte dabei besser als andere
Marker zwischen den Krankheitsbildern unterscheiden. Auch zur Behandlungsbe-
gleitung bei Asthma ist YKL-40 besser geeignet als CRP. In dieser Studie wurden
allerdings andere Krankheitsbilder, die mit erhohten YKIL-40-Serumkonzentrationen
einhergehen, nicht beachtet.

Die hier durchgefithrte Studie konnte hingegen zeigen, dass YKIL-40 auch in einem
Kollektiv aus verschiedenen inflammatorischen Erkrankungen selektiv als Pneumo-
niemarker dienen kann. Dies ist bei CRP nicht der Fall.

In dem rekrutierten Kollektiv sind deutlich héufiger Pneumonien als andere in-
flammatorische Erkrankungen eingeschlossen. Daher lassen die Daten keine Riick-
schliisse auf reale Krankenhauspopulationen zu.

Allerdings nahert sich die Studienpopulation damit eher einem Kollektiv aus Ver-
dachtsdiagnosen an. Fiir den tatsachlichen Einsatzbereich des neuen Markers, nam-
lich eine Verdachtsdiagnose zu untermauern oder zu falsifizieren, ist das von Vorteil.
Dennoch ware eine Untersuchung von YKL-40 in einem rein aus Verdachtsdiagnosen
zusammengesetzten Kollektiv hilfreich, um die diagnostische Wertigkeit realistisch
einzuschatzen.

Die Daten zeigen, dass die Messung von YKL-40 helfen konnte, z.B. bei einem er-
héhten CRP-Wert eine Pneumonie auszuschliefen. Auch eine Ergdnzung von beste-
henden Einordnungssystemen wie CURB65 oder PSI mit einer YKL-40-Bestimmung
ist denkbar. Eine Messung von YKL-40 konnte so die Pneumoniediagnostik unter-
stutzen.

Die Lunge weist bereits im gesunden Zustand eine im Vergleich zu anderen Or-
ganen deutlich erhéhte Konzentration an lokalen Neutrophilen auf (123). Diese sind
neben Makrophagen und Epithelzellen die Hauptquellen von YKL-40. Es wére daher
interessant, auch andere von Neutrophilen ausgeschiittete Proteine wie Lactoferrin
und NGAL auf ihre Eignung fiir eine genauere Einschiatzung der inflammatorischen
Reaktion zu untersuchen. MMP-9, das bei der STRING-Interaktionsanalyse zusam-
men mit YKL-40 als STAT-3-Aktivator identifiziert werden konnte (siche Abbil-

92



dung 1.3), wird ebenfalls unter anderem von Neutrophilen und Epithelzellen gebildet
(124), und weist damit ein &hnliches Expressionsmuster wie YKL-40 auf.

Die im Vergleich zu anderen inflammatorischen Erkrankungen stérkere Erhohung
von YKL-40 bei Pneumonien ist wahrscheinlich auf das Zusammenspiel aus der Gro-
e des Epithels, der hohen Anzahl an alveoldren Makrophagen, das Vorhandensein
von zahlreichen Neutrophilen und die gute Perfusion der Lunge zurtickzufiihren.

Damit hat sich YKIL-40 in dieser Studie als fiir Lungenerkrankungen niitzlich her-
ausgestellt, diirfte sich aber auch als Marker akuter Inflammation anderer Gewebe
eignen. Dies ist insbesondere interessant, wenn Marker wie CRP aufgrund Schadi-
gungen der Hepatocyten nicht mehr ausreichend gebildet werden kénnen, oder die

Untersuchung lokalisierter Inflammation im Vordergrund steht.

5.2 Forster-Resonanzenergietransfer basierter

Immunoassay

Forster-Resonanzenergietransfer basierte, homogene Immunoassays sind aufgrund
des Assayprotokolls ohne Abtrenung der Immunkomplexe im Rahmen der analyti-
schen Bestimmung attraktiv (109). Werden die markierten Reagenzien lyophilisiert
vorgelegt, kann die Reaktion durch Zugabe der Probe gestartet, und das Ergebnis
ohne weitere Verarbeitungsschritte ausgelesen werden. Weitere Wasch- und Trans-
portschritte entfallen, was fiir eine Automatisierung voteilhaft ist.

Durch fehlende Waschschritte und direkte Detektion ohne Substratumsatz ent-
stehen allerdings auch analytische Nachteile. Da die Detektion in einer nahezu
unverdiinnten Serummatrix stattfindet, muss einerseits auf die Eigenfluoreszenz
des Serums, andererseits auf eventuelle Triibungen und Hamolyse geachtet werden
(125, 126). Diese kénnten vergleichsweise einfach mit einer zeitaufgelosten Fluo-
reszenzmessung umgangen werden, bei der ein relativ grofler Zeitabstand zwischen
der Anregung und der Messung der Emission liegt. Damit kann der Einfluss des
Streulichts und der relativ kurzlebigen Eigenfluoreszenz ausgeschaltet werden.

Eine andere Moglichkeit zur Umgehung ist die Verwendung von Farbstoffen mit
einem auflergewohnlich grofem Stokes-Shift.

Diese Prinzipien sind im TRACE-Verfahren (time resolved amplification of cryp-
tate emission) realisiert, das durch die Verwendung von Kryptat-Komplexen mit
langer Halbwertszeit des angeregten Zustands zusammen mit einem sensitiven De-
tektionsgerédt auch niedrig konzentrierte Analyte in komplexen Proben nachweisen
kann (125).

Im Gegensatz zu enzymbasierten Assays wird bei FRET-basierten Assayformaten
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kein Substrat umgesetzt, daher ist einerseits die Effizienz des FRET-Effekts, an-
dererseits die Sensitivitdt des verwendeten Messgeréits flir die Nachweisgrenze von
entscheidender Bedeutung.

In dieser Arbeit wurde ein FRET-basierter Assay im Tubescanner realisiert, ohne
die Wellenléngen auf Kryptatkomplexe mit groflem Stokes-Shift anpassen zu miissen.
Um Stérungen durch die Autofluoreszenz weitestgehend zu vermeiden, muss hier im
roten Spektralbereich (> 600 nm) gearbeitet werden (126). Die mit diesem System
erreichte FRET-Effizienz von 60 % ist sehr gut; die typischen FRET-Effizienzen in
homogenen Assays bewegen sich zwischen 30 - 50 % (109).

Um Nachweisgrenzen in einem fiir YKL-40 relevanten Bereich zu erreichen, miiss-
ten allerdings das Verhaltnis der Standardabweichungen zum maximalen Signalun-
terschied reduziert werden. Das konnte einerseits durch die Reduktion der Abwei-
chungen erreicht werden. Bei der Ausfiihrung wurde allerdings bereits soweit moglich
mit automatisierten Pipetten gearbeitet, um manuelle Fehler weitestgehend auszu-
schliefen. Eine mogliche Fehlerquelle, die nicht ausgeschlossen werden kann, sind
die verwendeten Tubestrips. Durch den konfokalen Aufbau, in dem das Licht von
unten durch den Boden der PCR-Tubes gestrahlt wird, spielt die Dicke des Bodens
der Tubes eine Rolle, die eine gewisse Fertigungstoleranz aufweist. Daher kann die
Streuung nicht weiter verbessert werden, sofern nicht teure Spezialanfertigungen als
Verbrauchsmaterial verwendet werden sollen.

Eine Erhohung des maximalen Signalunterschiedes wiirde entweder einen sen-
sitiveren Detektor, Farbstoffe mit besserer Quantenausbeute oder hohere FRET-
Effizienz erfordern. Die Quantenausbeute konnte theoretisch durch die Verwendung
von Quantenpunkten erhéht werden (127), wobei die erreichbaren Nachweisgren-
zen aber auch hier von Detektor abhdngen wiirden. Anpassungen des Detektors fiir
grofle Stokes-Shifts und zeitaufgeloste Messung konnten FRET-Immunoassays mit
ausreichender Sensitivitdt im Tubescanner ermdoglichen. Eine Anpassung fir grofie-
re Stokes-Shifts diirfte iiber die Anderung der verwendeten Filter technisch einfach
zu losen sein. Die Integration einer zeitaufgelosten Fluoreszenzmessung ist in dem
verwendeten POC-System allerdings nicht realisierbar.

Daher kénnen FRET-basierte Assays im Tubescanner zwar eingesetzt werden,
um Analyten mit hohen Konzentrationsunterschieden qualitativ nachzuweisen. Fiir
niedriger konzentrierte Marker eignet sich diese Nachweismethode hier jedoch nicht.

Zu diesem Zweck konnen auch enzymgestiitzte Immunoassays mit diesem System

ausgefithrt werden, was keine Anpassung des Detektors notwendig macht.

94



5.3 Magnetbead-basierter Fluoreszenzimmunoassay

Magnetische Beads ermoglichen durch die Immersion der festen Phase in die Losung
hohe Sensitivitaten bei kurzen Inkubationszeiten, und finden daher bereits breite
Anwendung (128). Die Komplexitit der Prozessierung und Auslesetechnik machen
sie allerdings héufig ungeeignet fiir den Einsatz am POC (129).

Im Zuge dieser Arbeit wurde ein auf magnetischen Beads basierendes Fluoreszen-
zimmunoassay (MB-FIA) zur Detektion von YKL-40 in einem tragbaren Fluores-

zenzreader entwickelt. Das Assayprotokoll besteht aus drei Schritten:

1) Die Bildung eines Immunkomplexes aus an magnetischen Beads gebundenen
monoklonalen Capture-Antikorpern und iiber Streptavidin mit alkalischer-

Phosphatase konjugierten polyklonalen Detektionsantikorpern.
2) Waschen.

3) Detektion des Umsatzes von DDAO-Phosphat durch die Phosphatase in dem

tragbaren Fluoreszenslesegerat.

Diese ProzeB-Schritte wurden so angepasst, dass YKL-40 in humanen Serumpro-
ben gemessen werden konnte. Bei der Messung extrem hoher Konzentrationen von
YKIL-40 in der Probe konnte die Sattigung der Assayreagenzien mit Analyt zu falsch
niedrigen Werten fithren. Dieser High-Dose-Hook-Effekt spielt allerdings selbst bei
den in der klinischen Studie gefundenen Maximalwerten noch keine Rolle. Allerdings
ist es nicht vollig ausgeschlossen, dass trotzdem durch extrem hohe Konzentratio-
nen falsch niedrige Signale erhalten werden. Die Quantifizierungsgrenze erlaubt die
Verdiinnung der Serumproben auf beispielsweise 1/5. Die hochste in der vorange-
gangenen Studie gemessene YKI-40-Konzentration betrdgt 1666 ng/mL. Mit dieser
Verdiinnung kann daher eine Vermeidung dieses Effekts erreicht werden.

Die Analyse der Serumproben zeigt, dass sich mit dem Immunoassay-System Pro-
ben gesunder Blutspender von Patientenproben unterscheiden lassen. Ein Vergleich
mit dem in der klinischen Studie verwendeten kommerziellen ELISA ergibt systema-
tische und zuféllige Abweichungen der Systeme voneinander. Diese sind konzentrati-
onsabhéngig und spielen bei Konzentrationen um 57 ng/mL nur eine geringe Rolle.
Daher kann der neu entwickelte Assay theoretisch zum Ausschluss von Pneumonien
eingesetzt werden.

Die Assayzeit konnte dabei auf ca. 17 Minuten verkiirzt werden, und die Detektion
findet in einem transportablen, robusten Gerat statt, das potentiell mit Batterien

betrieben werden kann.

95



Die Bedienung des Prototypen erfordert allerdings noch einige manuelle Schritte,
und ware damit fiir eine Benutzung durch nicht-ausgebildetes Personal nicht geeig-
net. Um eine Teil-Automatisierung zu erreichen, wurde der Assay auf die LabDisk-

Plattform portiert.

5.4 Portierung

Um eine Ubertragung des Assays auf die mikrofluidische Plattform (LabDisk) zu
erreichen, musste zunachst der Transport der superparamagnetischen Beads durch
GTM ermoglicht werden. Dafiir miissen die Beads durch ein durch ein Magnetfeld
definierter Stérke zuerst gesammelt werden, und das so entstandene Pellet aus der
Fliissigkeit heraus in die Gasphase gezogen werden. Dabei spielen die Viskositéit, die
Reibung des Pellets an der Diskoberfliche und die Oberflichenspannung eine Rolle.
Die Viskositat wirkt der Bildung des Pellets entgegen. Eine hohere Viskositat wiirde
dabei die Bildung des Pellets aus Nanopartikeln verzogern (130). AuBerdem tibt sie
eine Gegenkraft beim Transport des gebildeten Pellets aus. Durch die Verwendung
von verdiinntem Serum konnten diese Probleme weitgehend umgangen werden. Die
auf das Pellet ausgetibte Kraft ist relativ klein und der Schwerkraft entgegengesetzt.
Daher spielt die Reibung am Diskmaterial eine geringe Rolle. Die grofite Hiirde beim
Transport der Beads ist damit die Uberwindung der Oberflichenspannung.

In der urspriinglichen Publikation zur GTM (111) werden 690 pg stark magne-
tische Beads eingesetzt. Auf die hier verwendeten 2,5 ng Magnetbeads wird nicht
geniigend magnetische Kraft ausgetibt, um die Oberflichenspannung zu iiberwinden
und so einen Transport zu ermoglichen. Auch die Herabsetzung der Oberflichen-
spannung durch den Zusatz von Detergens konnte den Transport nicht ermoglichen.

Daher wurden die Beads mit einer Stahlkugel mit 1 mm Durchmesser kombiniert,
was die Masse und die damit ausgetibte Kraft um den Faktor 2000 erhoht, wahrend
sich die Oberflache nur verdoppelt. Dadurch konnte ein Transport auch kleinerer
Mengen von magnetischen Beads in diesem System erfolgreich realisiert werden.

Verwendung von Materialien mit einer hoheren Magnetisierbarkeit (z.B. NdyFe4B)
konnte den Transport noch weiter verbessern. Da Sammel- und Transportmagnet im
LabDisk-Player fest installiert sind, muss darauf geachtet werden, dass die Kugeln
nicht entgegen der Zentrifugalkraft auch wahrend der Rotation aus den Inkubations-
kammern gezogen werden. Daher sind diesem Ansatz Grenzen gesetzt. Auflerdem
sind Neodym-Legierungen korrosionsanfillig, was bei Lagerungsversuchen beriick-
sichtigt werden miisste (131).

Ein anderer Ansatz zur weiteren Verbesserung des Transports wére die direkte

Modifikation der verwendeten 1-mm-Kugeln. Eisenhaltige Oberflichen lassen sich
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beispielsweise silanisieren. Das Material der verwendeten Kugeln wird von Herstel-
lerseite mit ,Rostfreiem Edelstahl“ angegeben. Daher kann mit Sicherheit davon
ausgegangen werden, dass mehr als 10,5 % Chrom in der Legierung enthalten ist
(132). Die Oxidoberfléache von Stahl ist komplex. Beispielsweise ist es wahrscheinlich,
dass nur oxidiertes Eisen an der Oberflache vorliegt, wobei aber alle Legierungsbe-
standteile begrenzte Mobilitat innerhalb des Kristallgitters haben (133). Anderer-
seits sind die rostfreien FEigenschaften des Stahls hier durchaus erwiinscht, da sonst
die Lagerungsbestéandigkeit deutlich leiden wiirde.

Um einen Austausch des Assays zwischen den Kooperationspartnern zu ermogli-
chen, wurde eine Methode entwickelt, kleine Mengen des Assaygemisches aliquotiert
zu lyophilisieren. Lyophilisierungsstrategien wurden fiir zahlreiche Enzyme, Impf-
stoffe und Nanopartikel entwickelt (134). Die Wirksamkeit von Zusatzstoffen ist
jedoch abhangig vom Protein, das stabilisiert werden soll. Daher miissen die je-
weils am Besten geeigneten Zusatzstoffe fiir die jeweilige Anwendung experimentell
bestimmt werden (135). Zucker und Aminoséuren konnen Proteine im lyophilisier-
ten Zustand stabilisieren, indem sie die Wasserstoftbriickenbindungen zur Verfiigung
stellen, und so durch Interaktion mit den Proteinen einen Zustand herstellen, der
einer wassrigen Losung édhnelt (136). Dabei fithrte der Zusatz von Trehalose mit
Phenylalanin oder Asparagin zu vergleichbarer chemischer Stabilisierung der enthal-
tenen Reagenzien. Die Kombination aus Trehalose mit Phenylalanin fithrte dariiber
hinaus zu einer deutlichen mechanischen Stabilisierung der Lyophilisatpellets. Die
resultierende, styroporartige Konsistenz ist wahrscheinlich auf hydrophobe Wechsel-
wirkungen des Phenylalanins mit dem enthaltenen Albumin zuriickzufithren, da der
alleinige Zusatz von Phenylalanin nicht zu derartigen Pellets fiihrte. Diese Verbesse-
rung erleichterte die weitere Verarbeitung deutlich, ohne die Loslichkeit des Pellets
einzuschranken.

Eine Kombination aus 10 mg/mL Trehalose mit 10 mg/mL Phenylalanin mit
dem im Assaygemisch enthaltenen 10 mg/mL HSA fihrten zu einer ausreichenden
chemischen und mechanischen Stabilisierung. Nach einer Woche bei 40 °C wurden
noch 80 % der urspriinglichen Aktivitat erhalten. Es ist davon auszugehen, dass
die Pellets bei Raumtemperatur deutlich ldnger stabil bleiben. Damit unterscheidet
sich die hier lyophilisierte Kombination aus Antikérpern und Phosphatase in ihren
Anforderungen an die Lyophilisierungszusitze deutlich von Proteinen wie Albumin
und a—Chymotrypsin. Diese werden durch den Zusatz von Phenylalanin und Aspa-
raginsiaure eher destabilisiert (135).

Im Gegensatz zu vielen auf magnetischen Beads basierenden Assays erlaubt dieses
automatisierte Analyse-System, eine Messung auch auflerhalb einer Laborumgebung

durchzufiihren, da keine weiteren Gerate wie Pumpen oder Messgerédte benotigt
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werden (111, 129, 120).

Das hier entwickelte POC-System konnte beispielsweise in Arztpraxen eingesetzt
werden, um bei unklarer Symptomatik eine Pneumonie auszuschlieflen, und damit
die etablierte Pneumoniediagnostik sinnvoll ergénzen. Die Zeit von der Probennah-
me zur Messung von unter 20 Minuten erlaubt dabei, diese Diagnostik wahrend ei-
nes Arztbesuches durchzufiihren. Die Kosten der Verbrauchsmaterialien lassen sich
durch Massenfertigung der Disks auf unter 1 € / Disk driicken. Die Immunoassay-
Reagenzien kosten in der jetzigen Form etwa 0,25 € pro Assay. Da ein Medizinpro-
dukt sehr aufwéindige Zulassungsvoraussetzungen und Qualitatsstandards erfiillen
muss, wére ein Preis von ca. 5 € pro Disk theoretisch moglich. Ein Rontgenthorax-
bild wird nach der aktuellen GOA mit 26,23 € abgerechnet, und ist bei Verdacht auf
Pneumonie angezeigt. Zur Zeit werden aus unterschiedlichen Griinden etwa 15 Mil-
lionen Réntgenthoraxuntersuchungen allein in Deutschland ausgefiithrt (137). Wenn
durch den Einsatz der deutlich giinstigeren POC-Messung nur 10 % dieser Unter-
suchungen eingespart werden konnten, wiirden etwa 16 Millionen € weniger Kosten
entstehen. Aulerdem sind die Anschaffungskosten fiir ein Rontgengerat um Grofien-
ordnungen hoher als die Kosten fiir die hier verwendete Immunoassay-Plattform.
Dadurch kénnte das hier entwickelte Analyse-System helfen, Patienten eine bessere

und schnellere Diagnostik zukommen zu lassen.
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