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1. Einleitung

VORBEMERKUNG: Zum leichteren Verstandnis sind immunologische
Fachbegriffe bei der ersten Verwendung durch kursive Schreibweise
gekennzeichnet und im Anhang erklart.

Die frGhe Erkennung und somit erfolgreichere Behandlung von Krebs ist seit
einigen Jahrzehnten der Gegenstand von Forschung in allen Bereichen der
Naturwissenschaften. In der vorliegenden Arbeit wird ein hochsensitiver
immunologischer Nachweis vorgestellt, welcher Antikérper gegen das signifikant
mit der Tumorgenese verknupfte Protein p53 selektiv in Krebspatienten nachweist.
Der erste von vier Themenkomplexen dieser Arbeit beschaftigt sich mit dem
chemischen Verhalten der fur den Nachweis verwendeten fluoreszenzmarkierten
Peptidsonden so wie mit alternativen Techniken zum funktionierenden Nachweis.
Im zweiten Themenbereich wird das chemische Verhalten der Peptide genauer
untersucht und nétige Schlisse fur die im dritten Teil vorgestellten Nachweise
gezogen. AbschlieRend werden die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
Nachweisverfahren im biologischen Kontext betrachtet und mit weiteren
bestehenden Nachweissystemen verglichen.

Thematisch ist die Arbeit eng mit Struktur und Funktion des
Tumorsuppressorproteins p53, dessen Antikorpern sowie mit dem ebenfalls mit
Krebs assoziierten IGF-I verbunden. Daher sollen die genannten Proteine auf den
folgenden Seiten kurz vorgestellt werden.

1.1. p53 —ein zentrales Protein der Zellregulation

Im Jahr 1979 wurde p53 als Ziel des tumorinduzierenden Virus SV40 gefunden
[Lane und Crawford 1979; Linzer und Levine 1979]. Nachdem Uuber 10 Jahre
spater erste Veranderungen im Protein codierenden Erbgut festgestellt wurden
[Harris 1993] wurden grofde Hoffnungen in das Protein als globaler Tumormarker
gesetzt. Namen wie ,Wachter des Genoms* [Lane 1992], ,good cop/bad cop*
[Sharpless und DePinho 2002], ,Todesstern“ [Vousden 2000] oder ,Akrobat der
Tumorgenese” [Moll und Schramm 1998] wurden dem Protein und seinem Gen
gegeben. Sie zeigen plastisch die an dieses Protein geknupften Erwartungen.
Obwonhl seine Bedeutung fur die Signalwege nach zellularem Stress bekannt ist
[Vogelstein, Lane et al. 2000], ist die diagnostische Anwendbarkeit dieses



Wissens bis heute begrenzt. Seit der Entdeckung des Proteins war es
Gegenstand von Uber 20.000 Publikationen. Diese Arbeiten fuhrten einerseits zu
einem tieferen Verstandnis der Tumorgenese, andererseits werden seine
Funktionen bis heute kontrovers diskutiert [Vogelstein, Lane et al. 2000].

1.1.1. Das p53-Protein und seine Funktion im Zellkern

Das 47,3 kDa grof3e und 392 Aminosauren lange Nucleusprotein p53 bildet im
Korper Tetramere. Jede der vier Einheiten kann in drei funktional unterschiedliche
Einheiten unterteilt werden. Im N-Terminus befinden sich die beiden
Transaktivierungsdoménen des Proteins (AS 1-92). Sie enthalten einen der beiden
Erkennungsorte flr den Export des Proteins aus dem Zellkern. Die zentrale DNA-
bindende Domane (AS 101-300) setzt hauptsachlich sich aus unpolaren
Aminosauren zusammen und liegt globular vor. Die meisten der uber 1000
bekannten Punktmutationen des codierenden Gens liegen in diesem Bereich der
Sequenz. Die C-terminale Domane (AS 316-392) hat, wie die N-terminale,
regulatorische Funktion. Sie enthalt alle Kernlokalisationssignale fur den Import in
den Zellkern, ein weiteres Exportsignal sowie die Oligomerisierungsdomane.

In letzter Zeit wird immer wieder diskutiert, ob p53 tatsachlich ,nur ein zentrales
Tumorsuppressorprotein ist. Es gibt deutliche Hinweise, dass viele seiner
Funktionen wie Regulation der Alterung oder korperliche Konstitution [Pietsch,
Humbey et al. 2006] auch im gesunden Organismus stattfinden und bisher nicht
ausreichend beachtet wurden [Vousden und Lane 2007].

Die Kontrolle des p53-Proteins erfolgt kaum Uber die Menge der gebildeten m-
RNA sondern wird uber ein komplexes Zusammenspiel von Aktivierung,
Stabilisierung und Abbau des Proteins erreicht. Die Kontrolle der in der Zelle
vorliegenden Proteinmenge wird Uber eine riuckkoppelnde Wechselwirkung mit
seinem negativen Regulator MDM2 erreicht. Das p53-Protein aktiviert die
Expression dieser Ubiquitinligase. Das bei hoherer p53-Konzentration vermehrt
hergestellte MDM2 bindet nun seinerseits N-terminal an das p53, ubiquitiniert es
und markiert es so fur den Abbau. In Anwesenheit von defekter DNA oder
Onkogenen kommt es zu einer Aktivierung des p53. Stellen Kontrollproteine einen
Fehler in der DNA fest, verlangsamen sie den Zellzyklus. Einige von ihnen sind
Kinasen, die neben ihrer Kontrollfunktion auch flr N-terminale Phosphorylierungen
am p53 verantwortlich sind, welche die Bindung des hemmenden MDMZ2 an das
p53 verhindern. Das p53 wird im Zellkern stabilisiert und die Einleitung von direkt
und indirekt von p53 aktivierter Transkription erfolgt. Die Trennung von MDM2 und



p53 wird auch beim Eindringen von Onkogenen, z.B. Viren erreicht. In diesem Fall
wird das MDM2 Uber ein weiteres Protein in den Nucleolus gebracht, in dem sich
das p53 nicht aufhalt. Wahrend die Stabilisierung N-terminal reguliert wird, wird
die DNA-Affinitat durch posttranslationale Modifikationen des C-Terminus
gesteuert. Durch Phosphat und Acetyl-Gruppen wird die Konformation des
Proteins verandert und die DNA-Bindungsstellen freigegeben. Uber verschiedene
Signalwege kann die Zelle nun mittels p53 auf den Schaden reagieren. Eine
Vielzahl von Prozessen kann direkt und indirekt eingeleitet werden. Sie konnen in
vier grundlegende Funktionen unterteilt werden [Vogelstein, Lane et al. 2000].

Ein Anhalten des Zellzyklus wird in fast jedem Fall eingeleitet. Das p53 aktiviert
die Expression von p21 welches uber Regulation bestimmter Kinasen den
Ubergang zwischen G1 und S Phase bzw. zwischen G2 und Mitose verhindert
[Ohki, Nemoto et al. 2000].

Eine weitere grundlegende Reaktion auf DNA-Schaden ist die haufig als
programmierter Zelltod bezeichnete Apoptose. Die intrinsische Apoptose, an der
p53 direkt beteiligt ist [el-Deiry 1998], fluhrt zu einer Stérung des
Membranpotentials der Mitochondrien mit der daraus folgenden Freisetzung pra-
apoptotischer Faktoren wie z.B. Cytochrom C aus dem mitochondrialen
Intermembranraum in das Zellplasma. Das Tumorsuppressorprotein wirkt in
diesem Fall als BCL2-homology-domain-3(BH3)-only Protein, dessen Funktion es
ist, die Expression der apoptotiscch wirkenden Mitglieder der die mitochondriale
Apoptose regulierenden BCL2-Proteine zu aktivieren [Cory und Adams 2002; Yu
und Zhang 2003; Moll, Wolff et al. 2005].

Auch die Bildung neuer Blutgefalie ist ein Bereich, der von p53 reguliert wird. Das
Protein stimuliert die Expression von Genen, die diesen Prozess verhindern [el-
Deiry 1998; Hendrix 2000]. Ein Fehlen dieser Regulation stellt im Falle einer
Tumorbildung einen kritischen Wachstumsvorteil dieses Gewebes dar.

Nicht alle Regulationen, die p53 beeinflusst, kontrollieren direkt den Zelltod oder
das Zellwachstum. Es ist bekannt, dass p53 indirekt auch die Stabilitdt des
genetischen Materials kontrollieren kann und eine Rolle in der DNA-Reparatur
sowie in Segregation und Rekombination der Chromosomen spielt [TIsty 1997;
Wahl, Linke et al. 1997].

p53 ist ein komplexer Regulator der Zelle. Dieses und die Tatsache, dass in weit
mehr als der Halfte aller Tumorerkrankungen Veranderungen in p53 festgestellt
werden [Soussi 2000], sind Grund dafur, dass die Analyse von p53 sowohl einen
diagnostischen Nutzen hat, als auch viel zum Verstandnis der Zellregulation



beitragt. Die Durchfuhrung entsprechender Untersuchungen am Protein gestaltet
sich jedoch schwierig, da die Halbwertszeiten von 20 Minuten fir Wildtyp-p53 und
wenige Stunden fur das stabilere mutierte Protein [Dowell, Wilson et al. 1994]
recht kurz sind.

1.1.2. p53-Antikorper in der Krebsdiagnostik

Antikorper gegen das Tumorsuppressorprotein p53 werden mit einer Spezifitat von
96% in Menschen mit Tumorerkrankungen gefunden und werden mit
Punktmutationen im p53-Gen und mit Akkumulation des Proteins in der Zelle in
Verbindung gebracht. Es konnte gezeigt werden, dass die Bildung der Antikorper
auf einer Selbstimmunisierung des Korpers gegen das p53-Protein mit seiner
aulRerordentlich hohen Immunogenitat [Kress, May et al. 1979] beruht. Bis heute
ist nicht vollstandig verstanden, welche Bedeutung die Existenz der Antikorper fast
ausschlieBlich in Krebspatienten hat. Die gefundenen Antikdrper gehoren
hauptsachlich der Klasse IgG1 selten IgM an, was fur eine humorale
Immunantwort spricht. Aber nicht nur die Grunde fur ihre Bildung, auch ihre
Bedeutung als Tumormarker wird immer noch kontrovers diskutiert.

Besonders kritisch in diesem Zusammenhang ist die fur einen erfolgreichen
immunologischen Nachweis wichtige Wahl der Antigene. Wahrend einige
Untersuchungen zeigen, dass die Verwendung einzelner, immunodominanter
Epitope zu einer grolen Anzahl nicht erkannter antikbrperhaltiger Proben flhrt
[Vennegoor, Nijman et al. 1997], kommen andere zu dem Ergebnis, dass fast alle
Patienten auf bestimmte immunodominante Epitope der N- und C-terminalen
Region des p53 reagieren [Lubin, Schlichtholz et al. 1993].

Sicher ist jedoch, dass die Bildung nachweisbarer Mengen von Antikérper immer
mit Akkumulation des Proteins einhergeht. So kdnnen flr Krebsarten wie Brust-,
Darm- oder Lungenkrebs, in denen Punktmutation des p53-Gens besonders
haufig sind, auch deutlich haufiger Antikdrper nachgewiesen werden, als im
Durchschnitt der getesteten Krebserkrankungen.

p53-Autoantikérper und Lungenkrebs

Lungenkrebs stellt mit 15% der Krebsneuerkrankungen die dritthaufigste
auftretende Krebserkrankung dar. Die Flnfjahresliberlebensrate liegt bis heute bei
12 (Manner) bzw. 14 Prozent (Frauen). So zahlen diese haufigsten Tumore auch



zu jenen mit den geringsten Heilungschancen. Besonders gefahrlich werden die
verschiedenen Lungenkarzinome dadurch, dass die Veranderungen der Lunge
auch mit entsprechenden Techniken (Thorax-Rdéntgen, Computertomografie,
Sputum-Zelluntersuchung) nicht ausreichend frih erkannt werden. Bei Auftreten
der ersten Beschwerden ist die Tumorbildung haufig schon weit fortgeschritten
[Robert-Koch-Institut 2006].

Die Detektion von Antikdrpern gegen p53 als Nachweis einer Tumorerkrankung ist
besonders in Lungenkrebs von Vorteil, da auf diesem Weg die Krankheit bereits
nachgewiesen werden kann, bevor die Veranderungen weit genug fortgeschritten
sind, um optisch erfasst zu werden. Untersuchungen zeigten, dass erste
Veranderungen des p53-Proteins bereits in einem sehr fruhen Stadium erfasst
werden konnen [Lubin, Zalcman et al. 1995]. Wahrend Tumore erst etwa 300-400
Tage nach der Tumorentwicklung optisch nachweisbar sind, kdnnen die Antikrper
etwa 200 Tage frlUher nachgewiesen werden, was die Therapieerfolge deutlich
erhdhen wirde.

Da die Akkumulation von p53 der Ausléser der humoralen Immunantwort ist, war
es von Interesse, den Antikdrperspiegel im Verlauf von Behandlungen zu
untersuchen. Ziel war es festzustellen, ob eine erfolgreiche Therapie, und damit
eine verringerte Akkumulation von p53 mit einem Absinken des Antikorpertiters
einhergeht und ob der Antikorperspiegel der Patienten vor der Behandlung einen
Einfluss auf die Heilungschancen hat. Speziell fur Lungenkrebs konnte eine gute
Korrelation zwischen einem sinkenden Antikorpertiter und einer erfolgreichen
Therapie nachgewiesen werden [Zalcman, Schlichtholz et al. 1998]. Eine
Heilungsprognose aus der Existenz von p53-Antikdrpern zu erstellen ist jedoch
nicht fur alle Typen von Lungenkrebs maoglich. Fir nichtkleinzellige Karzinome
wird ein hoher Antikorpertiter in den meisten Studien mit einer geringen
Uberlebensrate in Zusammenhang gebracht [Lai, Tsai et al. 1998; Laudanski,
Burzykowski et al. 1998]. Studien Uber die Prognosen flur kleinzellige Tumore
liefern divergente Ergebnisse [Rosenfeld, Malats et al. 1997; Murray, Soussi et al.
2000; Zalcman, Tredaniel et al. 2000].

1.2. Insuline-like Growth Factor-l und Tumorerkrankungen

Der 7,6 kDa grole Wachstumsfaktor Insuline-like Growth Factor-1 (IGF-1) wurde
lange Zeit als endokrin wirkendes Protein gesehen, welches zusammen mit dem



Wachstumshormon metabolische und anabolische Funktionen reguliert. Im
Gegensatz zu vielen anderen Peptidhormonen wird IGF nicht in speziellen
Gewebearten sezerniert, sondern von fast jeder Korperzelle ausgeschittet. Seine
Konzentration liegt mit etwa 100 bis 200 ng/ml (etwa 1 bis 3-10® M) in etwa
tausendfach hoherer Konzentration als andere Peptidhormone vor. Der IGF-
Spiegel hangt stark von der Konzentration anderer Hormone und den
Lebensumstanden des Probenspenders ab [Moschos und Mantzoros 2002].

Seit der Entdeckung, dass es innerhalb der Zelle (autokrin) und in umgebenden
Zellen (parakrin) auch an der Regulation des Zellzyklus, der Apoptose und
malignen Transformationen beteiligt ist [Holly und Wass 1989], ist das auch als
Somatomedin C bezeichnete Protein Gegenstand der Krebsforschung geworden.
Es spielt gemeinsam mit seinem Rezeptor IGF-IR eine zentrale Rolle in der
Zellteilung und Apoptoseinhibition [Moschos und Mantzoros 2002].

Besonders fur Brustkrebs wurde der Zusammenhang zwischen IGF-Serumspiegel
und Tumorgenese deutlich festgestellt. IGF-I wirkt in Brustkrebszellen als Hormon
mitosefordernd [Hankinson, Willett et al. 1998] und wird in den Nachbarzellen des
Tumorgewebes produziert von wo aus es die Zellteilung parakrin und autokrin
fordert [Yee, Paik et al. 1989]. Im Zusammenspiel mit Ostrogen, das als Effektor
wirkt [Hankinson, Willett et al. 1998], wurde in Brustkrebspatienten eine deutlich
erhdohte Zellteilungsrate der Tumorzellen festgestellt. Eine erfolgreiche
Behandlung dieser Tumore mit Tamoxifen ist Gber ein sinken des IGF-I-Spiegels
zu verfolgen. Er ist ein wichtiger Parameter in der Verfolgung des Therapierfolges
bei Mammakarzinomen [Colletti, Roberts et al. 1989].

FUr andere Krebsarten wurden klare Zusammenhange zwischen IGF-Spiegel im
Blut und der Wahrscheinlichkeit an einer Tumorerkrankung zu sterben
nachgewiesen [Frankel, Gunnell et al. 1998]. Vor allem Tumore der
Geschlechtsorgane und des Verdauungstraktes sowie Lungenkrebs scheinen mit
IGF in Zusammenhang zu stehen [Karasik, Menczer et al. 1994; Hankinson,
Willett et al. 1998; Shaneyfelt, Husein et al. 2000; Renehan, Painter et al. 2001].

In den letzten Jahren wurde dazu Ubergegangen, klassische Krebstherapien mit
Eingriffen in das Gleichgewicht zwischen IGF-I und seinem Rezeptor IGF-IR zu
kombinieren, um deren Wirksamkeit zu erhohen [Clemmons 2007]. Auch zur
Behandlung von Zwergwuchs und Diabetes mellitus kann, falls die Krankheit tber
ein Ungleichgewicht im IGF-I-Spiegel hervorgerufen wird, eine Therapie Uber eine
Einstellung des Serumlevels im Blut erfolgen.



Eine solche Therapie ist jedoch nicht ohne Risiken, da IGF in einer engen
Wechselwirkung mit den strukturahnlichen Homologen Wachstumshormon
(Growth  Hormone GH) und Insulin steht und eine zentrale Rolle in der
Apoptoseinhibition spielt [Clark 2004 und Referenzen darin]. Daher ist eine
mdglichst genaue quantitative Bestimmung der IGF-l-Konzentration von gro3em
Nutzen.

1.3. Motivation fiur diese Arbeit

Tumorerkrankungen gehéren zu den komplexesten und von Individuum zu
Individuum verschiedensten Erkrankungen Uberhaupt. Eine Vielzahl von Faktoren
wie erbliche Pradisposition, Lebensumstande und psychischer Verfassung haben
Einfluss auf Tumorentwicklung und Therapieerfolg.

Die Diagnose einer Krebserkrankung vor Auftreten von Beschwerden oder bereits
tast- oder sichtbaren Tumoren bleibt fur die meisten Arten von Karzinomen
zufalliger Detektion im Rahmen von Routineuntersuchungen Uberlassen. Um den
Anteil frGherkannter Erkrankungen zu erhdéhen, ware eine Analyse globaler
Tumormarker aus Korperflussigkeiten (Blut, Speichel, Urin...), die ohne
aufwendige Methodik mit geringem Kostenaufwand im Rahmen von
Routineuntersuchungen durchgefuhrt werden kdnnen, ein wichtiger Schritt.

Das Protein p53 und seine Antikdrper sind seit Jahren vielversprechende Molekile
auf der Suche nach dem globalen Krebsmarker. Trotz der Verschiedenheiten der
einzelnen Karzinome konnen fur die meisten Krebsarten Veranderungen im
Tumorsuppressor und das Auftreten von Antikdrpern in nachweisbaren
Konzentrationen festgestellt werden. Der Nachweis der p53-Antikorper erfolgt in
der Praxis uUber enzymgekoppelte Immunadsorptionstests, den sogenannten
ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay). Fur den p53-Nachweis werden in
dieser Technik monoklonale Antikorper gegen das Protein adsorptiv auf eine
Matrix aufgebracht. Nach einer Inkubation mit rekombinantem Tumorsuppressor
erfolgt der eigentliche Nachweis durch Inkubation mit verdinnten Serumproben.
Eventuell vorhandene Antikorper werden in einem weiteren Schritt mit gegen die
konstante Region dieser Antikorper gerichteten Antikorpern inkubiert. Diese sind
mit Biotin modifiziert, so dass an ihnen eine Enzym angebracht werden kann,
welches die zum Nachweis herangezogene Farbreaktion katalysiert.

ELISA-Nachweise sind aufgrund ihrer im Vergleich zu anderen Verfahren (s.
Kapitel 2.1) hohen Empfindlichkeit, der breiten Anwendbarkeit und relativen



Quantifizierbarkeit die am haufigsten durchgeflihrten Assays. Der Nachweis hat
trotz seiner grundsatzlich zuverlassigen Arbeitsweise Schwachstellen, die die
Detektion von Proteinen und Antikdrpern erschweren und ungenau machen.

Das adsorptive Aufbringen des Fangerantikorpers und die enzymatisch verstarkte
Farbreaktion stellen Probleme fir die Sicherheit des Nachweises dar. Da die
beiden Parameter stark von den Bedingungen wahrend der Durchflihrung
abhangen, sind sie als besonders kritisch zu betrachten. Der ELISA wird mit
Verdinnungen der zu untersuchenden Losungen durchgefihrt, deren Signal durch
einen Schwellenwert von dem durch unspezifisch gebundene Enzyme erhaltenen
Signal unterschieden werden muss. Sowohl die Verdinnung als auch das
Hintergrundsignal setzen der Sensitivitat des ELISA Detektionsgrenzen, die fur
einen gut eingestellten Assay durchschnittlich bei etwa 102 mol/L liegen. Die
notwendigen langen Inkubationszeiten des unspezifischen ersten
Reaktionsschrittes stellen zwar keine Probleme hinsichtlich Sensitivitat und
Selektivitat des Nachweises dar, verursachen jedoch Kosten, die in der
praktischen Anwendung eines Nachweises eine nicht unerhebliche Rolle spielen.

Besonders der p53-Antikérpernachweis gestaltet sich mit dem ELISA schwierig.
Neben den gerade beschriebenen Schwachen des Nachweises ergeben sich fur
den Nachweis von p53-Autoantikdrpern zusatzliche Schwierigkeiten. Der
Nachweis erfolgt Uber eine Immunreaktion mit rekombinantem Protein. Es verfugt
uber keine der im Korper an p53 vorgenommenen posttranslationalen
Modifikationen. Daher kann nicht vollstandig sichergestellt sein, dass Antikorper,
die gegen ein im Koérper modifiziertes Protein gebildet wurden, auch auf den
gentechnisch hergestellten Tumorsuppressor ansprechen. Weiterhin werden in
geringem Male auch in Gesunden Antikdrper gegen p53 nachgewiesen. Der
ELISA bietet keine Mdglichkeit festzustellen, ob es sich um das Vorhandensein
von Antikorpern oder um unspezifische Wechselwirkungen handelt.

Da ein sicherer, empfindlicher Nachweis fir die Verendung der Autoantikorper als
Tumormarker noétig ist, sollte an den beschriebenen Problemen des ELISA
angesetzt werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung des
Nachweisverfahrens zur moglichst sensitiven und spezifischen Analyse von p53-
Autoantikorpern aus menschlichem Blutserum. Im Rahmen der Assay-Erprobung
sollte weiterhin geklart werden, ob tatsachlich nur Krebspatienten diese Antikorper
in sich tragen, oder ob ein im Vergleich zu klassischen Nachweisen
empfindlicherer Assay auch in gesunden Menschen diese Marker nachweist.

Ein zweiter zu entwickelnder Nachweis verschiedener, relativ hoch konzentrierter
Plasmaproteine sollte vor dem Hintergrund einer moglichst genauen quantitativen



Analyse bei minimalem praparativen Aufwand entwickelt werden. Herausforderung
bei der Entwicklung dieses Nachweises war der Kompromiss zwischen Sensitivitat
und Einfachheit im Aufbau, so wie die Entwicklung einer Methode zur Auswertung
immunologischer Nachweise, die mit geringer Stérungsempfindlichkeit die
absoluten Konzentrationen ohne Referenzmessungen erkennt.

Da die Arbeit grundsatzlich bezuglich der verwendeten physikalischen Methoden
gegliedert ist, wird der zweite Nachweis, der am Beispiel von Insulin-like Growth
Factor-I (IGF-I) entwickelt wurde, im dritten Themenkomplex gemeinsam mit dem
ahnlich aufgebauten Antikdrpernachweis vorgestellt.
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2. Theorie

2.1. Immunologischer Hintergrund

2.1.1. Funktion und Struktur von Antikorpern

Die hochspezifische Wechselwirkung zwischen Antigen und Antikorper zur
Erkennung von Pathogenen steht am Ende der humoralen Immunantwort. Nach
dem Eindringen eines sogenannten Antigens — hierbei handelt es sich um Viren,
Bakterien oder pathogene Biomolekile — in den menschlichen Organismus wird
eine Abfolge von Prozessen eingeleitet, die in der Produktion von AntikGrpern
endet. Die Aufgabe dieser auch Immunglobuline (lg) genannten Proteine ist die
Markierung von koérperfremden Eiweilden, die im Anschluss von Makrophagen
erkannt und verdaut werden kdnnen.

Antigen- Antigen-
Bindungsstelle Bindungsstelle
N Y
4 b |
: variable Region/
leichte ~ Fab-Fragment
Kette

" konstante Region/
/ Fc-Fragment

Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines Antikdrpers. Die hochvariable Region
der Antigen-Bindungsstelle erkennt spezifisch kurze Aminosauresequenzen.

Chemisch besteht jeder Antikorper aus zwei mal zwei identischen
Aminosaureketten, die Uber Disulfid-Bricken miteinander verbunden sind. Der
,Ful" des Y-férmigen Moleklls wird ausschliel3lich von den beiden schweren
Ketten gebildet, die im Bereich der ,Arme” an je eine leichte Kette gebunden sind.
Die schweren Ketten legen durch ihren Aufbau fest, welcher Ig-Klasse ein
Antikérper angehdrt und damit welche immunologische Funktion er hat. Klassen
der 450 bis 550 Aminosauren (AS) langen schweren Ketten werden mit den
griechischen Buchstaben a, 9, €, y und u bezeichnet, die Antikorper, die aus ihnen
aufgebaut sind, entsprechend als IgA, IgD, IgE, IgG und IgM. Wahrend IgM
pentamer und IgA dimer vorliegen, handelt es sich bei den anderen Antikérpern
um Monomere. Leichte Ketten (211 bis 217 AS) unterscheiden sich innerhalb der
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verschiedenen Klassen der Wirbeltiere. Bei den Saugetieren wird zwischen «- und
A - Ketten unterschieden.

Funktionell wird zwischen der Fc-Domane (Fragment, crystallizable) und den Fab-
Doménen (Fragment, antigen binding) unterschieden. Die Fc-Region ist die
konstante Region des Immunglobulins. Sie ist nicht an der Antigenbindung
beteiligt, sondern bindet an verschiedene korpereigene Rezeptoren und ist wichtig
fur die Ausbildung einer gerichteten Immunantwort [Morgan und Weigle 1987]. Die
variablen Fab-Regionen enthalten am N-terminalen Ende der Aminosaureketten
eine hochvariable Region, an der die eigentliche Antigenbindung stattfindet. Diese
Region, Antigen-Bindungsstelle oder Paratop genannt, bindet hochspezifisch an
kurze Peptidsequenzen, sogenannte Epitope. Diese Epitope kdnnen je nach
Antikorper aus kurzen, etwa 6-12 AS langen, linearen Oligopeptiden bestehen
oder Teile von Tertiarstrukturen groerer Peptide sein, die sich durch die Faltung
in rdumlicher Nahe zueinander befinden. Jede Immunglobuline sezernierende B-
Zelle produziert ein anderes Paratop, was zu einer Vielfalt von angenommenen 10
Millionen verschiedenen Antikorpern fihrt [Tonegawa 1983]. Die Bindung an das
Epitop erfolgt durch verschiedene ionische, hydrophobe und van-der-Waals-
Wechselwirkungen und Wasserstoff-Briicken-Bindungen mit Dissoziations-
konstanten von 10® bis 1072 molL™.

Bei den in dieser Arbeit analysierten und verwendeten Antikdrpern handelt es sich
ausschlieBlich um Molekule der IgG-Klasse. Dieser Isotyp stellt mit 75% aller
geldosten Immunglobuline den im Blut hdchstkonzentrierten dar. Die
hochspezialisierten Molekule kdnnen etwa drei Wochen nach dem ersten Kontakt
mit einem Pathogen in Serum und Lymphe nachgewiesen werden und verbleiben
uber Jahre dort. Diese Stabilitait macht sie zu interessanten Instrumenten der
medizinischen Diagnostik.

2.1.2. Der generelle Aufbau immunologischer Nachweise

Seit der Entwicklung des Radioimmunnachweises (RIA) [Yalow und Berson 1960]
und des enzymgekoppelten Immunadsorptionstests (EIA oder speziell Enzyme
linked immunosorbent assay ELISA) [Engvall, Jonsson et al. 1971; Van Weemen
und Schuurs 1971] in den sechziger und siebziger Jahren des letzten
Jahrhunderts ist eine groRe Vielfalt immunologischer Nachweismethoden
(Immunoassays) entstanden, die verschiedenste Aufbauten und Durchflihrungen
haben. Um eine Ubersicht Uber die vorhandenen und eine Einordnung der im
Rahmen dieser Arbeit entwickelten Immunoassays zu ermdglichen, sollen
zunachst allgemein verschiedene Prinzipien der Nachweisfihrung und Detektion
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vorgestellt, und einzelne wichtige Techniken im Anschluss ausfuhrlicher
besprochen werden. Techniken, die methodisch wenig verwandt mit den hier
entwickelten sind (z.B. Blot-Techniken, Protein-Arrays, Prazipitations- und
Agglutinationstechniken), sollen hier der Ubersichtlichkeit halber nicht
bertcksichtigt werden.

Die Gemeinsamkeit aller immunologischen Nachweismethoden ist das Ausnutzen
der hohen Spezifitdt und Bindungsstarke der Antigen-Antikérper-Komplexe
(Immuno-Komplexe). Durch  die Verwendung von  Antikorpern als
Nachweisreagenzien konnen Analyten detektiert werden, die mit anderen
Verfahren aufgrund ihrer Empfindlichkeit oder niedrigen Konzentration nur schwer
zuganglich sind. Meist handelt es sich bei diesen Analyten um Proteine wie
andere Antikorper oder Enzyme, es werden jedoch auch kleinere Biomolekule wie
Hormone oder grollere Zytokine mit dieser Methode nachgewiesen. In
Abhangigkeit von der Zielsetzung des Nachweises kénnen die
Versuchsanordnungen stark voneinander abweichen, jedoch finden alle Assays in
Losung statt und kdnnen vier grundsatzlichen Kategorien zugeordnet werden, von
denen sich je zwei gegenuberstehen:

kompetitiver Nachweis und nichtkompetitiver Nachweis
homogene Anordnung und heterogene Anordnung

Kompetetiver und nichtkompetetiver Nachweis von Antigenen

In klassischen Immunoassays wird der zum Nachweis verwendete Antikorper so
markiert (gelabelt), dass Uber seine Detektion das Antigen nachweisbar wird.
Diese Markierungen (Label) sind vielfaltig und werden daher im Anschluss
gesondert besprochen. Die stattfindende Immunreaktion wird Uber die Zugabe der
weiteren fur die Komplexbildung bendétigten Komponenten gesteuert.

In einem nichtkompetitiven (lat.: ,competere® aufeinandertreffen, wettstreiten)
Assay wird der Antigenlosung ein entsprechender markierter Antikorper
zugegeben, um Uber diesen das Antigen direkt nachzuweisen. In einem
klassischen kompetitiven Nachweis hingegen wird der LOsung zusatzlich ein
markiertes Antigen zugegeben, mit welchem der Analyt um die vorhandenen
Bindungsplatze am Antikorper konkurriert. In kompetitiven Assays wird zwischen
Versuchsanordnungen unterschieden, in denen die Bindung zwischen den
Substraten und den Antikorpern in einem Schritt, also durch direkten Wettbewerb
um die Bindungsstellen, geschieht, und solchen, in denen dem Antikorper
zunachst der Analyt zugegeben wird und erst in einem zweiten Reaktionsschritt
die verbliebenen Bindungsstellen mit markierten Substraten abgesattigt werden.
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Obwohl der zweischrittige Assay aufwendiger ist, wird er aufgrund seiner deutlich
héheren Sensitivitat haufig vorgezogen

Homogene und heterogene Versuchsfiihrung

In homogenen Immunoassays findet die Komplexbildung in Losung statt. Je nach
Detektionsart kann eine anschliellende Trennung des Komplexes von der Losung
notig sein. Homogene Verfahren werden haufig fur den Nachweis kleiner Analyte
wie z.B. Betaubungsmittelrickstanden verwendet. Der Vorteil homogener
Verfahren liegt in der kurzen Inkubationszeit und der relativ einfachen
Durchfuhrung sowie der Tatsache, dass unspezifische Wechselwirkungen mit den
GefaRwanden die Reaktion nicht stéren [O'Connor und Gosling 1998]. Eine
Anreicherung des Signals in einem kleinen Volumen ist jedoch nicht moglich. Da
die Reaktion nur bis zur Einstellung des chemischen Gleichgewichtes fortschreitet,
ist fir homogene Verfahren haufig ein groBer Uberschuss an einer Komponente
notig. Daher sind sie im Allgemeinen weniger sensitiv und haufig deutlich teurer.

Bei heterogener Versuchsfuhrung wird die Immunreaktion an einer stationaren
Matrix durchgefuhrt. In den meisten Fallen handelt es sich um sogenannte
Sandwichassays, in denen zunachst ein haufig polyklonaler Fangerantikdrper
unspezifisch an die feste Phase, meist eine Mikrotiterplatte, adsorbiert wird. Im
Anschluss wird in einem zweiten Schritt die Analytlésung aufgebracht. Das
anschlielende Inkubieren mit dem  hochspezifischen = monoklonalen
Detektionsantikorper schlie3t den Analyten wie den Belag eines Sandwichs ein
[Oellerich 1984].

Detektormolekdl ————m

)[\) — Detektionsantikérper

Kavitdti Well —— — 11— Analyt
—

Multisorbm aterial

Fangerantikérper

Abb. 2.2: Schematischer Aufbau eines heterogenen Sandwichassays.

Haufig wird bei der Markierung der Antikorper mit Detektormolekulen die
hochspezifische und sehr starke Wechselwirkung zwischen dem Protein
Streptavidin (16,8 kDa) und dem Biotin-Molekil (C10H1sN203S, Vitamin B7) genutzt
(Ka = 10"-10"° L/mol). Der biotinylierte Antikdrper wird hierbei mit einem kovalent
an Streptavidin gebundenen Marker inkubiert .



14

Die heterogene Versuchsdurchfuhrung ist deutlich aufwendiger als die homogene.
Nach jedem Inkubationsschritt mussen in mehreren Waschschritten nicht
gebundene Molekile aus dem Reaktionsgefall entfernt werden. Auch die
eigentliche Inkubation nimmt mehr Zeit in Anspruch, da die Molekile zunachst zu
den Oberflachen diffundieren missen, um an einen Immunkomplex binden zu
konnen. Trotzdem werden die meisten in groBem Malstab durchgefihrten
Analysen (sog. High throughput assays) heterogen durchgefuhrt, da heterogene
Assays im Allgemeinen deutlich empfindlicher sind.

Schwer in eine dieser Kategorien einzuordnen sind Beadassays. In ihnen findet
die Immunreaktion an der Oberflache kleiner Kugeln (engl.: ,bead® Kugelchen,
Perle) mit Durchmessern zwischen 0,1 und 10 uym statt. Obwohl das Verfahren
damit scheinbar deutlich zu den heterogenen Formaten gehort, gibt es
Eigenschaften, die diese Einordnung uneindeutig machen.

Zunachst handelt es sich bei den meist aus Polyethylen, Glas oder Latex
bestehenden Mikrospharen nicht um eine stationare Phase. Daher sind die
Inkubationszeiten eher mit denen homogener als mit denen heterogener Formate
vergleichbar. Auch wird die unspezifische Adsorption des Fangerantikdrpers an
den Trager in Beadassays durch spezifische Bindungen ersetzt. So beruht der
Nachweis, wie ein homogener Assay, ausschlieldlich auf spezifischen Bindungen.
Allerdings ist die Versuchsdurchfuhrung in den meisten Fallen derjenigen in
heterogenen Formaten ahnlich: Es handelt sich im Allgemeinen um
Sandwichassays mit Waschschritten.

Detektion

Einige Nachweise bendtigen keine zusatzliche Markierung. Neben den Methoden,
die den Nachweis durch Agglutination erbringen, sind auch einige in biologischen
Materialien naturlich vorkommende Molekule zum Nachweis geeignet. So kdnnen
zum Beispiel die Fluoreszenzeigenschaften der Aminosaure Tryptophan oder des
grun fluoreszierenden Proteins (GFP) zur Detektion herangezogen werden. In den
meisten Fallen werden jedoch extrinsische (lat.: ,extrinsecus® von auf3en)
Markierungen angebracht. Der Nachweis erfolgt meist auf einem der folgenden
Wege:

Radioisotopenmarkierung

Enzymreaktionen

Markierung mit Metallen und deren Komplexen
Elektrochemische Reaktionen

Farbstoffmarkierung
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Jede dieser Klassen stellt eine Vielzahl von Markern und daraus resultierenden
Detektionsmoglichkeiten. Im  folgenden Kapitel sollen zwei Techniken
exemplarisch besprochen werden, um Maoglichkeiten und Grenzen der haufig
verwendeten Techniken aufzuzeigen.

2.1.3. Mogliche Realisierungen am Beispiel von ELISA und IMS-ECL

Beim nicht-kompetitiven Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) handelt
es sich um den in der Praxis am haufigsten verwendeten heterogenen
immunologischen Assay. Er findet immer in vier Inkubationsschritten statt, die
durch Waschschritte beendet werden. Nacheinander werden die ersten drei
Inkubationsschritte wie in Kapitel 2.1.2 beschrieben durchgeflihrt. Obwohl heute
parallel 96 Nachweise maschinell durchgeflihrt werden, bleibt die Methode
zeitaufwendig, da die einzelnen Inkubationsphasen zwischen 2 und 6 Stunden
bendtigen. Im ELISA tragt der Detektionsantikdrper ein Biotinmolekul. Im letzten
Inkubationsschritt wird ein Streptavidin tragendes Enzym, meist Meerrettich-
Peroxidase (Horseradish peroxidase HRP), angekoppelt. Im Detektionsschritt
setzt diese nun das farblose Substrat Tetramethylbenzidin (4,4'-Diamino-3,3',5,5'-
Tetramethylbiphenyl, TMB) zusammen mit Wasserstoffperoxid zu einem blauen
Reaktionsprodukt (4'-Amino-3,3',5,5'-Tetramethyl-4'-nitrobiphenyl) um. Nach einer
festen Reaktionszeit wird die Reaktion mithilfe von Schwefelsaure gestoppt und
das zu gelb umgeschlagene Reaktionsprodukt spektroskopisch vermessen.

farblos H.O basisch:blau
2~2 .
sauer: gelb
Peroxidase
Abb.2.3: Chemische Umsetzung im Detektionsschritt eines ELISAs

Fur starke Nachweisumsatze hat sich diese Technik bewahrt. Einmal optimiert
konnen viele Proben halbautomatisiert mit relativ hoher Empfindlichkeit (bis 1072
M) vermessen werden. Obwohl durch die Automatisierung der Inkubations- und
Waschschritte viele Fehler ausgeschlossen werden, bleibt der ELISA jedoch
aufgrund der hohen Rate unspezifischer Wechselwirkungen und der Abhangigkeit
von einer Enzymreaktion anfallig fir Ungenauigkeiten. Da es sich um eine
semiquantitative Technik handelt, ist die aufwendige Erstellung von Eichgeraden
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notig. Hierzu wird ein sogenannter Standard bendtigt, der meist aus rekombinant
hergestellten Analytmolekilen besteht. Somit sind ELISA-Verfahren auf den
Nachweis von Substanzen beschrankt, die sich isoliert herstellen lassen. Auch die
Optimierung solcher Assays ist extrem aufwendig, was sie flr Einzelnachweise
wenig geeignet macht. Alle ELISAs arbeiten mit stark verdinnten Analytldsungen,
woraus zusatzliche Arbeitsschritte und mogliche Fehlerquellen folgen und einige
Anwendungen unmoglich werden [Baker, Rendall et al. 2002].

Immunologische Assays auf Beads haben sich seit den sechziger Jahren aus den
zu dieser Zeit bekannten beadbasierten Agglutinations- und Prazipitationstests
entwickelt. Seit Beginn der neunziger Jahre [Blackburn, Shah et al. 1991; Yang,
Leland et al. 1994] werden Beads mit superparamagnetischem Kern als Matrix
heterogener Nachweise verwendet. Der Name IMS-ECL gibt sowohl die
Nachweisfihrung (Immunomagnetic separation IMS) als auch die Art der
Detektion (Elektrochemilumineszenz ECL) wider. Der grundsatzliche Aufbau
ahnelt dem eines ELISA, jedoch wurde die unspezifische Adsorption des
Fangerantikorpers durch eine Steptavidin-Biotin-Kopplung ersetzt. Statt an den
Detektionsantikorper Uber Streptavidin-Biotin ein Enzym anzubringen, wird bei der
ECL ein Rutheniumkomplex (Ru(lll)(bipy)s) kovalent angebracht.

Einen deutlichen Fortschritt gegentiber dem ELISA stellt die Verklirzung der
Inkubationszeiten dar. Da sich die Beads frei in Losung bewegen, ist die Bildung
des Immunkomplexes nicht mehr von Diffusion zum Boden der Kavitat abhangig.
Bei der Verwendung von Beads wird das Lumineszenzsignal lokal auf deren
Oberflache detektiert. Eventuelle unspezifische Wechselwirkungen in Lésung und
an der Oberflache des Reaktionsgefal’es fuhren nicht mehr zur Stérung des
Nachweises.

Die eigentliche Detektion erfolgt in einem ECL-Detektor, dessen Herzstick eine
elektrochemische Reaktionszelle ist. Nach erfolgter Immunreaktion auRerhalb des
Detektors wird das Gemisch in die Flusszelle gebracht. Diese enthalt einen
Magneten zum Festhalten der Beads, die beiden Arbeitselektroden und eine
Referenzelektrode. Die Beads werden festgehalten und die Kammer mit einer
Lésung gesplilt, die einen Uberschuss von Tripropylamin (TPA) enthalt. Nachdem
an die Elektroden eine Spannung angelegt wird, wird an der Anode TPA oxidiert,
welches im Anschluss ein Proton abgibt und so zu einem starken Reduktionsmittel
wird. Dieses reduziert den Ru(lll)-Komplex zu einem angeregten Ru(ll)-Komplex,
welcher unter Emission eines Photons (620 nm) in den Grundzustand uUbergeht
und an der gleichen Elektrode zu Ru(lll) oxidiert wird. Da diese Reaktion
ausschlieflich in der Nahe der Grenzflache zur Anode stattfindet, wird auf diesem
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Weg ein starkes spezifisches Signal mit wenig Hintergrundrauschen erreicht
[Blackburn, Shah et al. 1991].

Der Verzicht auf eine enzymatische Reaktion fuhrt zu einer deutlich groferen
Genauigkeit bei stark verkurzten Inkubationszeiten. Eine Schwachstelle dieses
Verfahrens ist jedoch der relativ groRe Arbeitsaufwand und die aufwendige
Detektionstechnik. Die eigentliche Immunreaktion findet auRerhalb des Detektors
statt, da die Reinigung der Flusszelle aufwendig ist [Yan, Xing et al. 2004]. Die
notigen Volumina sind mit 50 bis 100pL relativ grof3 und nicht beliebig
verkleinerbar, da die elektrochemische Zelle eine MindestgroRe bendtigt um
storungsfrei arbeiten zu kdnnen. Ein optimales Verfahren verbande das deutliche
Signal des IMS-ECL mit der einfachen Handhabung und Instrumentierung des
ELISA.

2.1.4. Bestimmung von Komplexbildungskonstanten

Die Empfindlichkeit eines gut eingestellten Immunoassays hangt neben der
Effizienz des Detektors vor allem von der Affinitat des Antikorpers gegenuber dem
Zielmolekul ab. Je starker die Bindungskonstante der Gleichgewichtsreaktion,
desto groRer ist das Verhaltnis von gebundenen zu ungebundenen Zielmolekulen
und desto hoher ist die Sensitivitat des Nachweises:

B+A——2%—AB

Hierin steht B fur die Bindungsstellen, A fur das Antigen und AB fur den
Komplex aus beiden. Die zu den Reaktionen geh6renden
Geschwindigkeitskonstanten sind mit kag und kag' gekennzeichnet.

Bestimmen lasst sich die Bindungskonstante K, uber das Massenwirkungsgesetz,
in dem molare Konzentrationen durch eckige Klammern dargestellt sind:

K, =-—A8 — (2.1)

Experimentell kann K, Uber eine Titration bestimmt werden. Dabei wird eine
Komponente, im Allgemeinen der Antikorper, konstant gehalten und die andere
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Komponente sukzessive zugegeben. Der Parameter, der die Bindung anzeigt,
wird gegen die Konzentration der zugegebenen Komponente aufgetragen. Solche
Titrationen fihren zu Kurven wie in Abbildung 2.4 dargestellt. Neben der
Anpassung einer Funktion entsprechend Gleichung (2.1) an die erhaltenen Daten
ist auch eine halblogarithmische Auftragung der Datenpunkte haufig. In dieser ist
der Wendepunkt der Titrationskurve, der sogenannte Halbaquivalenzpunkt,
leichter zu finden in dem gilt:

1
(2.2) [AB]=[B] = K, =+
[A]

An dieser Stelle entspricht die Bindungskonstanter also genau der reziproken
Antigenkonzentration. Hierbei ist darauf zu  achten, dass die
Antikérperkonzentration fur IgGs nur halb so grol3 wie die Konzentration ihrer
Bindungsstellen ist.
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Abb. 2.4: Lineare (a) und Ublichere logarithmische Darstellung (b) einer

Titrationskurve. Kenngrofe ist die GroRe, Uber die die Komplexbildung

nachgewiesen wird, sie ist im Normalfall linear zur Konzentration des
Komplexes.

Der Scatchard Plot [Scatchard 1949] ist eine lineare Auftragung fur die
Bestimmung von Bindungskonstanten. Obwohl eine Bestimmung der
Bindungskonstante uber eine Kurvenanpassung genauer ist, wird sie auch heute
noch verwendet, da die lineare Auftragung weitergehende Informationen Uber das
Bindungsverhalten der Antikorper liefert.

In allen Auswertungen nach  Scatchard wird das  aufgestellte
Massenwirkungsgesetz (2.1) auf die Ausgangskonzentration [Ab]0 des Antikorpers

normiert:
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0 (2.3)
[[BJ+[AB] [AB]J,[A]

[Ao],

Hierbei wird die Konzentration der Bindungsstellen [B] so notiert, dass der erste

Term die Bindungsstellen pro Antikorper (n) liefert. Sowohl der zweite Term als
auch der Zahler liefern die Konzentration der Komplexe normiert auf die
Ausgangskonzentration der  Antikérper  (r). Somit  kann das
Massenwirkungsgesetz geschrieben werden als:

K S oder r_

+ = n=n[A] m K, n—Kr (2.4)

In der klassischen Scatchardauftragung (haufiger engl. Scatchard Plot) wird r/[A]

gegen r aufgetragen.

[A]

Achsen-
abschnitt
n

r r

Abb. 2.5: a) Scatchard Plot fiir den Fall, dass alle Bindungsstellen gleich und
unabhangig sind. b) Scatchard Plots in denen vorherigen Bindung des
Antigens an den Antikorper aktivierend (gestrichelte Linie) bzw. hemmend
(durchgezogene Linie) auf andere wirkt.



20

Sind die Bindungsstellen des Antikorpers unabhangig voneinander und binden sie
das Antigen mit der gleichen Bindungskonstante, erhalt man eine Gerade, die die
Steigung —K und als Achsenabschnitt das Verhaltnis Bindungsstelle pro Antikérper
n. Zwar ist der durch die Auftragung erhaltene Wert flr die Bindungskonstante
weniger genau, eine Gerade in der Scatchardauftragung zeigt jedoch, dass die
ermittelte Bindungskonstante tatsachlich fur beide Bindungsstellen gilt.

Ist dieses nicht der Fall wird, wie in Abbildung 2.5 b) zu sehen, keine Gerade mehr
erhalten. Je nach Art der Anderung im Bindungsverhalten, weicht die Auftragung
konvex oder konkav von der erwarteten Gerade ab. Im Gegensatz zum
Angleichen einer Funktion an die Titrationskurve fallen Veranderungen im System
sofort auf.
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2.2. Fluoreszenz und Fluoreszenzléschung

2.2.1. Absorption

Molekule kdnnen Energie auf verschiedene Arten aufnehmen und speichern. Von
der Menge der aufgenommenen Energie hangt ab, wie dies geschieht. Kleine
Energiemengen werden durch Anregung von Rotationsniveaus absorbiert. Bei
Raumtemperatur sind diese Niveaus bereits angeregt. GroRere Energiemengen,
die bei hdoheren Temperaturen der Umgebung oder bei Bestrahlung mit infrarotem
(IR) Licht auf das Molekul Ubertragen werden kénnen, regen die chemischen
Bindungen zum Schwingen an.

In dieser Arbeit wurde die Absorption von sichtbarem und ultraviolettem (UV) Licht
genutzt. Bestrahlung in diesem Bereich der elektromagnetischen Strahlung regt
elektronische Ubergangszustande an. Die einzelnen Ubergéange kénnen in einem
hinreichend hoch aufgeldsten Absorptionsspektrum als Linien erkannt werden.
Besonders fur komplexe, vielatomige Molekile wird jedoch bei Absorption in
diesem Bereich, aufgrund der vielen Niveaus ahnlicher Energie, ein breites
Bandenspektrum erhalten. Dieses wird durch die Lebensdauerverbreiterung und
durch Wechselwirkung mit den umgebenden Loésungsmittelmolekilen zusatzlich
ausgedehnt.

Die Resonanzbedingung gibt vor, unter welchen energetischen Bedingungen
Absorption stattfindet:

AE =E,-E,=hy (2.5)

worin E»> und E die Energien des angeregten und Grundzustandes, h das
Plancksche Wirkungsquantum und v die Frequenz des Lichts ist.

Der Ubergang in einen elektronisch angeregten Zustand und die damit
einhergehende Bewegung von Elektronen findet mit 10"° s auf einer kiirzeren
Zeitskala als Bewegungen der Kerne statt, weshalb diese wahrend dieses
Prozesses als ortsfest betrachtet werden kénnen (Born-Oppenheimer-Naherung).
Durch die Anregung eines Elektrons in ein hdher gelegenes Orbital verandert es
seine Position und das Dipolmoment des Molekuls andert sich.

Aufgrund der Energiequantelung sind nur diskrete Energiezustande und damit
bestimmte Elektronendichteverteilungen moglich. Die Absorption eines Photons ist
nur mdglich, wenn der Wellenvektor der anregenden Strahlung parallel zu den



22

elektronischen Ubergangsmomenten steht. Die Wahrscheinlichkeit des Ubergangs
wird durch die Molekiilstruktur und sein Ubergangsdipolmoment festgelegt.

Das empirisch aufgestellte Lambert-Beersche Gesetz (2.6) gibt fur verdinnte
Ldsungen das Verhaltnis zwischen Lichttransmission und den Eigenschaften des
Materials an, durch welches das Licht gesendet wird:

(2.6) | =1,e7%

lo und | sind darin die Start- und Endintensitaten, ¢ der Extinktionskoeffizient,
¢ die Konzentration und d die Schichtdicke der Probe.

Die logarithmische Schreibweise ergibt eine lineare Abhangigkeit der Absorption A
von den eben genannten Grolden.

2.7) A:—Ig(ll—j:gcd

0

In organischen Farbstoffen bestehen die Chromophore aus Systemen konjugierter
Doppelbindungen. In ausgedehnten delokalisierten n-Systemen liegt die Energie
des n-n*-Ubergangs ahnlich der der Photonen des sichtbaren und ultravioletten
spektralen Bereichs. Daher werden n-n*-Ubergénge durch UV/Vis-Strahlung
angeregt. Wahrend lineare konjugierte Systeme bis maximal 500 nm absorbieren
kénnen, absorbieren starre, planare Strukturen, wie zum Beispiel die in dieser
Arbeit verwendeten Mitglieder der Oxazin- und Carbocyaninfamilie bis in den roten
Spektralbereich.
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2.2.2. Die Fluoreszenz organischer Farbstoffe

Unter der Annahme, dass das angeregte Molekll keine chemische Reaktion
eingeht, findet eine Relaxation in den Grundzustand statt. Dieses geschieht in
einer Vielzahl strahlender und nicht strahlender Ubergénge, die in Abbildung 2.6
vereinfacht dargestellt sind:

b3 : S
L1k : i+ T
i i £
A LC a
[ 1 : i 3
: 5, IC £
¥R i T,
x ____I_SE : - (7H =]
5, T = S
g b S Y T,
g 3 |2
2 5 N B
e T _gL
ul
- & + =
b 2 ey R

S,

Abb. 2.6: Vereinfachte Darstellung der mdglichen Ube__rgénge in einem
Farbstoffmolekil (Jablonski Diagramm). Nicht strahlende Ubergénge (IC, VR,
ISC) sind als durchbrochene, strahlende als durchgehende Pfeile dargestellit.

Nach der Anregung, die aufgrund des Franck-Condon-Prinzips nie direkt in den
Schwingungsgrundzustand, sondern in angeregte Schwingungszustande des
ersten oder hoher angeregter elektronischer Zustande geschieht, kehrt das
Elektron zunachst in den Schwingungsgrundzustand des Si—Niveaus zuruck. Dies
geschieht, indem das Elektron in einer strahlungslosen Desaktivierung (internal
conversion IC) sehr schnell (10"-10™" s) in isoenergetische, hochangeregte
Schwingungszustande des ersten angeregten Zustandes Ubergeht. Die
anschliellfende Schwingungs-Relaxation (vibral relaxation VR) in die Bolzmann-
Verteilung der Schwingungszustande des Si-Zustandes geschieht im
Subpikosekundenbereich unter Energieabgabe durch StoRe mit
Nachbarmolekulen.

Von diesem Zustand aus sind neben der Fluoreszenz, die mit
Geschwindigkeitskonstanten von 10% bis 10° s unter Abgabe eines Photons
ablauft, zwei strahlungslose Ubergange moglich. Neben der spinerlaubten
Deaktivierung S1-Sp besteht die Maoglichkeit, dass das Molekul in einem
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Intersystem Crossing (ISC) in das System der angeregten Triplettzustande uber
geht.

Intersystem Crossing bezeichnet den Ubergang von einem System in ein anderes
mit unterschiedlicher Spinmultiplizitat, also einen verbotenen Ubergang. Innerhalb
des Systems von Triplettzustanden folgen die Ubergénge den gleichen Gesetzen
wie innerhalb des Singulettsystems, allerdings stellt die Ruckkehr in den
Grundzustand erneut einen verbotenen Ubergang dar. Daraus resultiert die lange
Lebensdauer des Triplettzustandes (10°>-10s), der sowohl strahlungslos als auch
unter Abgabe eines Photons geschehen kann (Phosphoreszenz) [Johnson 2007].
Ein Intersystem Crossing ist fur fluoreszenzbasierte Experimente unvorteilhaft, da
sich Elektronen fur relativ lange Zeit im Triplettzustand aufhalten und nicht fur den
fluoreszierenden Ubergang zur Verfigung stehen. Auch unter diesem
Gesichtspunkt sind Rhodamin- und Oxazinderivate gute Fluoreszenzfarbstoffe.
Ihre relativ kleine Intersystem Crossing-Rate ist fur viele Anwendungen
vernachlassigbar [Drexhage 1977].

Die selektive Detektion von Fluoreszenzsignal neben Rayleighstreuung und
Ramanstrahlung ist vor allem durch ihre Rotverschiebung moglich. Neben der
Stokes-Verschiebung, die aufgrund des Energieverlustes durch
Schwingungsrelaxation zu einer Verschiebung der Fluoreszenz in den
langwelligeren Bereich fuhrt, hat auch das Losungsmedium einen Einfluss auf die
Form des Emissionsspektrums. LOsungsmittelabhangige Stokes-Verschiebung
(solvent Stokes shift) oder solvatochromer Effekt hangt von der Polaritat des
Losungsmittels ab. In Abhangigkeit von dieser Polaritat wird das nach der
Anregung veranderte Dipolmoment des Molekuls anders stabilisiert als das
Dipolmoment im Grundzustand. Je nachdem, ob sich mit steigender Polaritat des
Ldsungsmittels die Lucke zwischen HOMO (highest occupied molecular orbital)
und LUMO (lowest unoccupied molecular orbital) vergrof3ert oder verkleinert,
ergibt sich eine zusatzliche Rot- (bathochrome) oder Blau- (hypsochrome)
Verschiebung [Lakowicz 2006].

Fluoreszenzlebensdauer und Quantenausbeute

Fluoreszenz findet immer neben den strahlungslosen Prozessen statt, daher kann

das Geschwindigkeitsgesetz zur Abnahme der Konzentration [F(t*)} der

angeregten Farbstoffmolekile am Zeitpunkt t nach einem infinitesimal kurzen
Anregungspuls geschrieben werden als:
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d[F(t)*J

:_(kF +Kisc +kIC)|:F (t)*} (2.8)

mit ke als Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz und kisc und kic die der
entsprechenden strahlungslosen Ubergénge.

Die Fluoreszenzlebensdauer T ist der reziproke Wert der
Gesamtgeschwindigkeits-konstante k und ergibt sich damit als:

S D B (2.9)
kK ke +kge +Kc
Eine Integration in den Grenzen von t=0 und t ergibt sich:
Ry |=[Fo)]e’ =1(t)=100 " (2.10)

Die Gleichsetzung von Konzentration und Intensitat | ist zulassig, solange die
Verdunnung ausreichend stark ist und zusatzliche Effekte, wie z.B. die Bildung
nichtfluoreszierender Dimere, ausbleiben. Die Fluoreszenzlebensdauer kann
experimentell durch den Zeitpunkt bestimmt werden, an dem die
Fluoreszenzintensitat auf 1/e des Ausgangswertes abgefallen ist. Diese
Zeitspannen liegen im Allgemeinen im Bereich von Nanosekunden.

Die bisher aufgestellten Aussagen uber die Fluoreszenzlebensdauer gelten fur
Falle, in denen das Abklingen der Fluoreszenz monoexponentiell verlauft. In
organischen Farbstoffen und biologischen Systemen kann haufig mehr als ein
Ubergangsmechanismus beobachtet werden. Diese konkurrierenden Zerfélle
fuhren dazu, dass mehrere sich Uberlagernde Prozesse beobachtet werden, die
als Summe Uber die Exponenten angenahert werden mussen:

)=Yae” mit Ya-=1 (2.11)

Wobei a;die Amplitude der i-ten Komponente Zustand ist.

Fluoreszenzabklingkurven in Losung mussen haufig durch exponentielle Zerfalle
hoherer Ordnung beschrieben werden. Aufgrund dieser Komplexitat kann bei
Beschreibung des exponentiellen Abfalls nicht jedem Grad direkt eine
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physikalische Bedeutung zugeordnet werden. Im Allgemeinen ist die auf die
beschriebene Weise bestimmte Fluoreszenzlebensdauer kurzer als die
Lebensdauer to", welche nur die strahlenden Prozesse beriicksichtigt.

Die Fluoreszenzquantenausbeute ¢ gibt den Anteil der Relaxation, die unter

Emission eines Photons stattfindet, zur Gesamtanzahl aller Ubergénge in den
Grundzustand wieder. Sie ist also ein Mal fur die Effizienz der Fluoreszenz. Sie
kann geschrieben werden als:

(2.12) & kF T Nemittierte Photonen
’ F

“k.+k, o N

absorbierte Photonen

mit der Geschwindigkeitskonstante k., flr nicht radiative Deaktivierungsprozesse
und der Teilchenzahl N.

Flr Messungen in biologischen Proben ist eine langwellige Anregung durch
rotabsorbierende Fluoreszenzfarbstoffe von Vorteil, da viele Biomolekule bis in
den langwelligen sichtbaren Bereich absorbieren. Besonders stérend sind bei
Messungen in Blutserum Hamoglobin und sein Abbauprodukt Bilirubin, da diese
einerseits sehr langwellig emittieren und andererseits in hohen Konzentrationen
vorliegen kénnen. In gesundem Blutserum liegt Bilirubin mit bis zu 2*10° mol/ L
deutlich hoher konzentriert vor als die in dieser Arbeit nachzuweisenden
Antikorper. Es hat sein Absorptionsmaximum bei 450 nm und emittiert bei etwa
530 nm mit einer Quantenausbeute von 0,1 [Krasner und Yaffe 1973; Cu, Bellah
et al. 1975; Agati und Fusi 1990].

HOODC COOH
a

Abb.2.7: Chemische Strukturen von a) Hamoglobin und b) Bilirubin

Bei bestimmten Krankheiten oder wahrend der Aufreinigung des Vollblutes kann
aufgrund von Hamolyse Hamoglobin in das Serum einflieRen. Erkennbar ist dies
an der, nicht wie im Allgemeinen gelblich grinen, sondern nun roten Farbe des
Serums. Obwohl Hamoglobin eine starke Absorptionsbande bei etwa 580 nm
[Newcomer 1919] hat, ist es nicht fluoreszierend und stort die Nachweise daher
nicht.
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2.2.3. Fluoreszenzléschung

Jeder Prozess, der zu einer Verminderung der Fluoreszenzintensitat fuhrt, wird als
Fluoreszenzloschung oder Quenching bezeichnet. Darunter fallen bimolekulare
Prozesse wie Kollisionsldschung (collisional quenching), Reaktionen der
angeregten Zustande, die Bildung nicht fluoreszierender Komplexe oder
Energietransfer. Gemeinsam ist diesen Prozessen, dass eine Annaherung des
angeregten Fluorophors an ein umgebendes Molekul erfolgen muss, um eine
Wechselwirkung zu ermdglichen. Die zeitliche Abnahme der Fluoreszenzintensitat
in Anwesenheit eines Quenchers Q hangt von der Geschwindigkeitskonstante der
intramolekularen Prozesse k (Gl.(2.9)) sowie der bimolekularen Loschkonstante kq
ab:

I(t) =1(0)e (FHlor (2.13)

Die Lebensdauer ergibt sich analog zu (2.9) als:

1

Die allgemeinste Unterscheidung dieser Prozesse ist jene zwischen dynamischer
und statischer Loschung, wobei diese Kategorien Grenzformen darstellen. Im
Experiment werden meist Mischtypen gefunden. Die Unterscheidung erfolgt tber
Existenz und Nichtexistenz von Grundzustandskomplexen zwischen Fluorophor
und léschendem Molekul. Wahrend es bei dynamischen Quenchingprozessen
ausschlieRlich zu diffusionskontrollierten Begegnungskomplexen des Quenchers
mit dem fluoreszierenden Molekils kommt, existieren bei statischen
Loschprozessen auch Grunzstandskomplexe.

Wahrend eines dynamischen LdOschungsprozesses (Abb. 2.8), einer
Kollisionsldschung,  bildet sich  bei ausreichender = Anndherung ein
Begegnungskomplex zwischen Chromophor und Loschmolekul. Der Stol3 fuhrt zu
einem Energieubertrag und anschlielender strahlungsfreier Rickkehr in den
Grundzustand. Charakteristisch ist neben der Abnahme der Fluoreszenzintensitat
eine gleichzeitige Verklrzung der Lebensdauer.



28

S’ A
hv., Q
k| k[Q]
hv,_ Q
S, v 4

Abb. 2.8: Dynamische (oder Kollisions-)LOschung eines Farbstoffes in
Anwesenheit eines Loschmolekils Q. ky ist dabei die bimolekulare
Léschungskonstante aus Gleichung (2.17).

Da Molekule, die rein dynamischen Loschungsprozessen unterliegen, keine
Grundzustandskomplexe bilden, sind solche Kollisionsereignisse ausschlielich
diffusionskontrolliert. Unter der Annahme, dass die Molekile im Grundzustand
nicht wechselwirken und dass der eigentliche Loschprozess sehr viel schneller als
die Diffusion ist, ist die Geschwindigkeit des Quenchings durch die
diffusionskontrollierte, bimolekulare Geschwindigkeitskonstante (MaximalstoR3-
geschwindigkeit) kg limitiert. Diese hangt vom Kollisionsradius r¢, dem
Gesamtdiffusionskoeffizienten Dy und der Avogadrokonstante N, ab:

(2.15) i, = 271DoNy

1000
Sowohl Dy als auch r¢ setzen sich additiv aus den Grolen von Farbstoff und
Loschmoleklul zusammen. Ny/1000 verandert die Konstante von einer molaren
GroRe in eine, die von der Anzahl der Teilchen pro Kubikzentimeter abhangt.

Die einzelnen Diffusionsradien konnen experimentell bestimmt oder Uber die
Stokes-Einstein-Gleichung (2.16) mit der Boltzmannkonstante kg, der absoluten
Temperatur T und dem Kollisionsradius r berechnet werden.

(2.16) D= KT
67nr
Mit der beobachtbaren Ldschungskonstante Kq hangt die

MaximalstolRgeschwindigkeit kq Uber die Loscheffizienz E zusammen:
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k, = EK (2.17)

q
Far den Fall einer rein dynamischen Loschung gilt kq = kq. Die Stern-Volmer-
Gleichung flr dynamische Prozesse beschreibt den Prozess als:

=504k [Q] =14+ K, [Q) (2:18)

.
7o ist hierbei die Lebensdauer in Abwesenheit von Loschmolektlen.

In rein dynamischen Prozessen zeigt die Auftragung der Funktion eine lineare
Abhangigkeit der Intensitats- und Lebensdauerquotienten. Im Experiment wird fur
die Auftragung der Lebensdauer gegen die Quencherkonzentration aufgrund
statischer Loschbeitrage jedoch haufig eine konvexe oder konkave Abweichung
gefunden.

Im Fall solch einer statischen Lo&schung sind stabile Grundzustandskomplexe
vorhanden, deren angeregter Zustand allenfalls schwach fluoresziert (Abb. 2.9).

K!

5 F*+ 0 - 5 [F Ql*
1 ry = r T
1
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K i eat
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Abb. 2.9: Statischer Léschprozess. Der Fluorophor F und das Ldschmolekil Q
bilden einen nicht oder schwach fluoreszierenden angeregten Komplex, der
die Menge an freiem Farbstoff in Abhangigkeit der
Komplexbildungskonstante Ks reduziert.

Unter der Annahme ahnlicher Bindungskonstanten im Grund- und im angeregten
Zustand, reduziert der gebildete Komplex die Menge an freiem, fluoreszierendem
Farbstoff. Da dessen Eigenschaften jedoch unverandert bleiben, hat ein statischer
Ldschprozess keine Auswirkungen auf die Lebensdauer des angeregten
Zustands. Somit hangt die Fluoreszenzintensitat der Probe im statischen Grenzfall
nur vom Konzentrationsverhaltnis von Quencher und Fluorophor sowie der
Gleichgewichtskonstante Ks ab. Die zugehdrige Stern-Volmer-Gleichung fur
statische Loschung lautet:
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(2.19) II—°:1+KS[Q] mit Kg =

[FQ]

[FIlQ]
Fir den Fall einer Fluoreszenzléschung, die nach beiden Mechanismen stattfindet,
kann eine modifizierte Stern-Volmer-Gleichung formuliert werden, die nun
bezuglich der Quencherkonzentration zweiter Ordnung ist (2.20).

(2.20) II—°=(1+KD [Q])(1+Ks[Q])

Die Fluoreszenzloschung, deren thermodynamisches Verhalten durch die Stern-
Volmer-Gleichungen beschrieben wird, kann in vier generelle Loschmechanismen
gegliedert werden:

Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)
Intersystem Crossing (ISC)
Photoinduzierten Elektronentransfer

Im Experiment ist es haufig schwer, den genauen Mechanismus hinter einem
Loschprozess nachzuweisen, haufig treten mehrere Mechanismen nebeneinander
auf.

Im Gegensatz zu bimolekularen Ldschprozessen findet der Fluoreszenz-
Resonanz-Energietransfer (FRET) [Forster 1948] ohne direkten Kontakt zwischen
Donor und Akzeptor statt. Dieser strahlungslose Ubergang findet als sogenannter
“spectroscopic ruler” (spektroskopisches Lineal) weitlaufig Anwendung [Stryer und
Haugland 1967]. Die Dipol-Dipol Wechselwirkung, die bei ausreichend grof3em
Uberlappintegral des Donor Emissionsspektrums mit dem Absorptionsspektrum
des Akzeptors moglich ist, findet in Abstanden im Bereich von einem bis zehn
Nanometern statt. Der Prozess ist stark abstandsabhangig und erlaubt auf
molekularer Ebene Aussagen Uber Entfernungen.

Ein haufig auftretendes System, bei dem von Fluoreszenzléschung durch
induziertes Intersystem Crossing ausgegangen wird, ist die Léschung organischer
Farbstoffe in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff [Evans 1957].
Wechselwirkung mit Triplett Sauerstoff begiinstigen den Ubergang des
Fluorophors in das Triplett-System, es gibt allerdings Hinweise, dass auch hier
Prozesse, die anderen Mechanismen folgen, stattfinden [Kikuchi, Sato et al. 1993].

Die beiden anderen oben aufgeflihrten Léschungsmechanismen beruhen auf
Elektronentransfer zwischen Donor und Akzeptor. Wahrend eines Dexter
Elektronentransfers findet ein nach Anregung des Donors ins LUMO konzertierter
oder zweistufiger Elektronentransfer von dort in das angeregte LUMO des
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Akzeptors und vom HOMO des Akzeptors in das durch die Anregung nur noch
halb besetzte HOMO des Donors statt. Die Ladungsverteilung vor und nach dem
Prozess ist also konstant, er wird gern als Austauschreaktion bezeichnet.

Wahrend eines photoinduzierten Elektronentransfers (PET) hingegen findet ein
einfacher Ladungsubertrag zwischen Donor und Akzeptor statt, es handelt sich um
eine Redoxreaktion, bei der die beteiligten Moleklle vor und nach dem Prozess in
unterschiedlichen elektronischen Situationen sind. Da im Rahmen dieser Arbeit
photoinduzierter Elektronentransfer (Abb. 2.7) als Nachweis verwendet wurde, soll
er zunachst generell und spater in diesem Kapitel am verwendeten System
beschrieben werden.

Nach der Absorption eines Photons befindet sich der Farbstoff in einem
elektronisch angeregten Zustand, in dem mehrere seiner Orbitale nur halb besetzt
sind. Im Falle der Bildung eines StoRkomplexes wahrend der Lebensdauer des
Zustands ist daher die Reaktionsfreudigkeit des Molekuls erheblich heraufgesetzt,
die mit Oxidation oder Reduktion einhergehende lonisierung wahrscheinlicher. Die
Richtung des Elektronentransfers ist bestimmt von der Lage der
elektrochemischen Potentiale der angeregten und Grundzustande. Die sich
bildenden Radikalionen relaxieren in einem Anschlussprozess durch
Ladungsrekombination.

2.2.4. Fluoreszenzléschung in , Smart-Probes*”

Viele  fluoreszierende  Substanzen reagieren mit Anderung ihres
Fluoreszenzverhaltens auf Veranderungen in ihrer direkten Umgebung. Neben
Veranderungen in Polarisation und Wellenlange der emittierten Strahlung, wird vor
allem die Fluoreszenzléschung genutzt, um Veranderungen der chemischen
Umgebung nachzuweisen. Besonders in homogenen Assays ist es wichtig, mit
moglicht einfachen Mitteln gebundene Marker von freien zu unterscheiden, da
eine Auftrennung der Probe haufig nur mit hohem Aufwand moglich ist. Homogene
fluoreszenzbasierte Immunnachweise sind neben der Bindungskonstante des
Antikorper-Antigenkomplexes hauptsachlich durch die Hintergrundfluoreszenz der
ungebundenen Proben limitiert, da in homogenen Assays ein groRer Uberschuss
an Marker nétig ist, um nach dem Massenwirkungsgesetz eine quantitative
Komplexbildung zu gewahrleisten.

Optimal fur solche Anwendung ist die Verwendung von ,Smart Probes® (engl. :
.smart* gerissen, pfiffig), die nur nach erfolgter spezifischer Bindung ein
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Fluoreszenzsignal aussenden. Dieses kann durch geschicktes Ausnutzen
verschiedener Loschungsmechanismen erreicht werden. Bei molekularen
Leuchtbojen (molecular beacons) [Tyagi und Kramer 1996; Knemeyer, Marme et
al. 2000] wird der  Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer  genutzt.
Donor/Akzeptor-Paare oder Farbstoff/Quencher-Paare, die vor Auftreten einer
spezifischen Bindung hinreichend nah beieinander liegen, entfernen sich bei deren
Bildung voneinander und die Probe verandert ihr Fluoreszenzverhalten.

Um eine maximale Affinitdt und Spezifitat im Bindungsverhalten zu erreichen, ist
es sinnvoll, die chemische Struktur der Substanzen so wenig wie moglich zu
modifizieren. Peptide lassen sich durch photoinduzierten Elektronentansfer (PET)
zwischen der Aminosaure Tryptophan (Trp) und einem Fluorophor leicht als Smart
Probes verwenden [Neuweiler, Schulz et al. 2002]. Bei diesen Proben wirkt das
leicht oxidierbare Indolderivat Tryptophan als Elektronendonor fir einen in
unmittelbarer Nahe befindlichen Fluoreszenzfarbstoff [Jones, Lu et al. 1995].

In der in dieser Arbeit verwendeten Technik zum Nachweis von Antikorpern
werden kurze, tryptophanhaltige Epitope eines Proteins mit dem rot
absorbierenden Oxazinderivat MR121 markiert. Wichtig ist hierbei, dass die
Epitope nicht so lang sind, dass es zur Ausbildung von Sekundarstrukturen
kommen kann, die den Kontakt zwischen Farbstoff und Trp erschweren kdnnen.
Durch die Bildung stabiler Grundzustandskomplexe zwischen Indolring und
aromatischem System des Fluorophors kommt es im freien Peptid zu einer
Loschung der Farbstofffluoreszenz. Die verbleibende Fluoreszenz st
hauptsachlich auf im Gleichgewicht nichtkomplexierte Farbstoffmolekile
zuruckzufihren [Neuweiler 2002].
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Abb. 2.10: Prinzip der Smart Probes fir die Detektion von Antikdrpern. In
ungebundenen, freibeweglichen Proben bildet sich ein Gleichgewicht
zwischen offen Konformation (A), ohne Kontakt zwischen Farbstoff (rot) und
Tryptophan (blau), und dem geschlossenen Komplex (B). Bei der
spezifischen Bindung an einen Antikorper wird die Struktur des Epitops fixiert
und die aromatische Systeme kénnen nicht mehr in Kontakt treten (C)

Die spezifische Wechselwirkung des Epitops mit der Bindungstasche des
Antikorpers fihrt zu einer Fixierung der Aminosaurereste am Antikérper und damit
zu einer Fixierung des Epitopes. Ein Kontakt zwischen den aromatischen
Systemen ist nicht mehr moglich und die Fluoreszenzquantenausbeute steigt
stark. Aufgrund des deutlich starkeren Signals der gebundenen Epitope eignen
sich Smart Probes gut zum homogenen Antikdrpernachweis.

2.3. Fluoreszenzmikroskopische Techniken in immunologischen

Nachweisen

Die klassischen, ensemblebasierten Immunonachweise sind durch ihre
Reaktionsfuhrung in Sensitivitat und Selektivitat begrenzt. Jede Technik, die eine
enzymatische Reaktion zur Signalverstarkung nutzt, kann nur semiquantitativ sein.
Aber auch bei direktem Nachweis ist die Unterscheidung von spezifischen und
unspezifischen Bindungen nicht moéglich. Fluoreszenzmikroskopische Verfahren
konnen hier sinnvoll eingesetzt werden, um die Beobachtung und Bewertung
immunochemischer Reaktionen genauer und sicherer zu machen.

Die Entwicklung immer besserer lichtmikroskopischer Verfahren erlaubte bereits
Ende der achtziger Jahre die Detektion einzelner Molekule [Moerner und Kador
1989; Shera, Seitzinger et al. 1990].

Seitdem ist eine Vielzahl mikroskopischer Techniken entstanden, die die
Betrachtung von Subpopulationen einer Probe bis hin zu einzelnen Molekllen
ermdglichen. Derart empfindliche Methoden stellen hohe Anforderungen an Probe
und technische Ausstattung der Messapparatur. Unabhangig von der
Messmethode ist ein mdglichst hohes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (S/R-
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Verhaltnis) notig. Die Aufbauten bendtigen neben effektiven, photostabilen
Farbstoffen eine hocheffiziente Sammeloptik und Detektoren mit hoher
Quanteneffizienz. Allgemein wird bei fluoreszenzmikroskopischen Aufbauten in
Abhangigkeit von der Art der Anregung zwischen konfokalen, evaneszenten und
defokussierten (Weitfeld-) Methoden unterschieden, die sich in ihren
Anwendungen stark unterscheiden.

Weitfeldmethoden haben den einfachsten Aufbau und den breitesten
Anwendungsbereich in der Fluoreszenzmikroskopie. Da das Anregungsvolumen
noch verhaltnismalig grol® ist, weist diese Technik zwar noch kein optimales
Verhaltnis von Signal zu Hintergrund auf, ist jedoch variabler einsetzbar als
konfokale Mikroskopie. Da sie auf die Bereiche in der Nahe der Oberflache der
Probe beschrankt ist, ist eine dreidimensionale Abbildung nicht moglich. Durch
Immobilisierung von Proben an der Oberflache kénnen in der
Fluoreszenzweitfeldmikroskopie jedoch einzelne Probenmolekile voneinander
unterschieden und getrennt betrachtet werden.

In der konfokalen Mikroskopie ist das Anregungsvolumen auf einen Fokus von
wenigen Femtolitern reduziert. Unter Verwendung von Pinholes zur weiteren
Reduktion des Hintergrundes kdnnen sehr gute S/R-Verhaltnisse und eine hohe
zeitliche Auflosung erreicht werden. In biologischen Proben wie z.B. Zellen kann
uber Verschiebung des Fokus innerhalb der Probe eine dreidimensionale
Abbildung der Probe angefertigt werden. Eine gleichzeitige Betrachtung grolerer
Bereiche einer Probe ist jedoch nicht mdglich. Zur Untersuchung solcher Systeme
werden Weitfeld- oder defokussierte Methoden herangezogen.

Die Anregung durch ein evaneszentes Feld stellt eine weitere Moglichkeit zur
Reduktion des Hintergrundsignals dar. Hierbei trifft das Licht Uber ein Prisma
(Prism type) oder Objektiv (objective type) in einem so groflen Winkel auf den
Probentrager, dass es an der Grenzflache zur Probe zur Totalreflexion kommt. Da
die Photonen jedoch eine gewisse Aufenthaltswahrscheinlichkeit hinter der
Grenzflache haben, entsteht eine exponentiell abklingende evaneszente Welle,
die wenige Nanometer tief in die Probe eindringt. So konnen mit stark
vermindertem Hintergrundsignal gezielt Vorgange an dieser Grenzflache
betrachtet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl Weitfeld- als auch konfokale Mikroskope
verwendet, die im Folgenden mit ihrer Anwendung vorgestellt werden sollen.
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2.3.1. Weitfeldmikroskopie

Das Weitfeldfluoreszenzmikroskop ist eine Weiterentwicklung des klassischen
Lichtmikroskops. In Fluoreszenz-Weitlichtmikroskopen wird das Fluoreszenzlicht
durch das selbe Objektiv gesammelt, durch das die Anregung erfolgt.

Objektiv
BFP
dichroitischer Q | Laser
Spiegel '
Emissions-

filter

Kamera

Abb. 2.11: Aufbau eines Weitfeldmikroskops

Um eine moglichst grolRe Oberflache auszuleuchten, wird der Laserstrahl
zunachst durch ein Linsensystem aufgeweitet. Uber einen dichroitischen Spiegel
wird das Licht zum Objektiv gelenkt, wo der Strahl auf die hintere Brennebene
(back focal plane BFP) des Objektivs fokussiert wird, sodass es parallel aus dem
Objektiv austritt. Das Fluoreszenzlicht der angeregten Objekte wird im Objektiv
gesammelt, tritt durch den dichroitischen Spiegel, wird durch einen Emissionsfilter
aufgereinigt und von einer CCD-Kamera detektiert. Die Technik ermdglicht
Aussagen Uber die \Verteilung und zeitliche Veranderungen des
Fluoreszenzsignals zu erhalten.
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Totale-interne-Reflexion-Fluoreszenzmikroskopie (TIRFM)

TIRFM ist eine Technik auf Grundlage der Weitfeldmikroskopie. Sie wurde in den
fruhen achtziger Jahren in Ann Arbor, Michigan entwickelt [Axelrod, Thompson et
al. 1983]. Im Unterschied zur gerade beschriebenen Technik tritt das Licht bei TIR
Aufbauten in einem so grofen Winkel auf die Glas/Wasser-Grenzflache zur Probe,
dass es zu Totalreflexion kommt. Der kritische Winkel, oberhalb dessen es bei
einem Ubergang vom dichteren Medium mit dem Brechungsindex (ni) zum
weniger dichten Medium (n2<n4) zu Totalreflexion kommt ist gegeben als:

(2.21) sing, =2
1

Die Anregung der Fluorophore erfolgt Uber evaneszente Wellen. Dieses

exponentiell abfallende Feld regt nur eine dinne Schicht, meist weniger als 100

nm dick, der Probe direkt an der Grenzflache an, was flr Beobachtungen an der

Oberflache zu einem besonders guten Signal-Rausch-Verhaltnis fuhrt.

Das verwendete Mikroskop erreicht die Totalreflexion Uber ein Objektiv durch ein
Verschieben des Laserstrahles parallel zur urspriinglichen Einstrahlung an dessen
Rand. Hierfur sind Objektive mit gro3er numerischer Appertur nétig.

2.3.2. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Auch bei der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie wird der Laser zunachst durch
ein  Linsensystem aufgeweitet. Das Licht tritt im Gegensatz zur
Weitfeldmikroskopie jedoch parallel durch den dichroitischen Spiegel in das
Objektiv und wird in der Probe fokussiert. Die in dem kleinen Anregungsvolumen
emittierte Fluoreszenz wird durch das Objektiv gesammelt und passiert den
Strahlteiler. Um Fluoreszenzlicht von aul3erhalb der Brennebene auszublenden
wird eine Lochblende verwendet. Sie kann jedoch im verwendeten Aufbau
entfallen, da die Linse nicht direkt auf die Lawinenphotodioden (avalanche
photodiodes, APD), sondern auf optische Kabel fokussiert, die die Funktion der
Lochblende erfillen.
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Abb. 2.12: Aufbau eines konfokalen Mikroskops

Generell ist ein Aufbau mit nur einer APD mdglich. In dieser Arbeit wurde das
konfokale Mikroskop fur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (Fluorescence
correlation spectroscopy, FCS) verwendet. Da FCS-Experimente durch die
Totzeiten der Detektoren limitiert sind, wurden zu deren Minimierung zwei APDs
verwendet.

2.3.3. Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Die FCS wurde Anfang der siebziger Jahre entwickelt [Magde, Elson et al. 1974].
In FCS Experimenten werden die Informationen Uber eine Probe durch
Beobachtung der Fluktuationen in der Fluoreszenzintensitdt gewonnen.
Veranderungen auf molekularer Ebene, z.B. Konformationsanderungen oder
Komplexbildung einzelner Komponenten des Systems, konnen detektiert werden,
so lange sie mit Anderungen im Fluoreszenzverhalten oder der Diffusionszeit
einhergehen. Die MessgroRe der FCS st die Fluoreszenzintensitat in
Abhangigkeit von der Zeit. Die Fluoreszenzsignale werden aufgenommen und
miteinander korreliert. Aus der Auftragung ihrer Autokorrelationsfunktion G(t)
lassen sich die Konzentration der Probe sowie die mittlere Diffusionszeit ihrer
Molekule direkt bestimmen [Krichevsky, 2002 ; Magde, 1974 ].

Um G(t) zu erhalten wird ein System mit einer Spezies detektierbarer Molekile

betrachtet. Betrachtet werden soll zunachst ihre lokale Konzentration C(F,t), die

durchschnittliche Konzentration E:<C(F,t)> und die lokale Abweichung
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5C(F,t):C(F,t)—5. Im Gleichgewicht gilt aufgrund des ersten Fickschen

Gesetzes fir C (F,t) :

(2.22) J =-DVC(r,t)

mit der Teilchenstromdichte J und dem Diffusionskoeffizienten D.

Dieses statische Gesetz wird unter Einbeziehung der Kontinuitatsgleichung das
zweite Ficksche Gesetz, welches eine Beziehung zwischen zeitlichen und
ortlichen Konzentrationsunterschieden beschreibt:

(2.23) %f’t) = DVC(r t)

Analog gilt fur die lokale Abweichung:

d5C(r )
ot
Die Signalstarke hangt des Weiteren vom Produkt Q aus Absorptionsquerschnitt
und Fluoreszenzquantenausbeute ab. Unter der Annahme, dass die Anzahl der
emittierten Photonen pro Molekul proportional zur Verteilung der anregenden

(2.24) — DV 6C(r 1)

Strahlung I(F) ist, kann die Anzahl n(t) der Uber ein Zeitintervall At detektierten
Photonen beschrieben werden als:

(2.25) n(t) = Atjd?’ﬂ(F)C(F,t)Q
Analog gilt fiir die Abweichung sn(t) vom Mittelwert n = (n(t)):

(2.26) sn(t)=n(t)—n = At j d3ri(r)sc(r,t)Q

Die Autokorrelationsfunktion fir FCS Experimente ist gegeben als das zeitliche
Mittel des Produkts der Intensitdtsanderungen zu verschiedenen Zeiten.
Normalisiert wird auf das Quadrat der durchschnittlichen Intensitat.

T-1
_2 Dosn(t)on(t'+t)

nTi=0

T ist hierbei die Gesamtzahl der zu untersuchenden Zeitintervalle At und i die

Anzahl der zurlckgelegten Zeitintervalle. t bezieht sich auf ein spateres

(2.27) G(t) =

Zeitintervall m=t/At, womit on(t')=n, —n und on(t'+t)= Niim —ngilt, wobei n; und

ni+m die Anzahl der Photonen ist, die in den Zeitraumen t’ = iAt und t'+t = i+mAt
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detektiert werden. Fur die einfachere Entwicklung der Autokorrelationsfunktion
wird das zeitliche als statistisches Mittel geschrieben:

G(t) = _iz<5n(0)5n(t ) (2.28)
n

Einsetzen von Gleichung (2.26) fuhrt zur Autokorrelationsfunktion

:ﬁ 2 ([ A3 a3r I(EM(r P M
G(t) e Q?[[drdrI(r)I(r )<5C(r,0)5C(r,t)> (2.29)

Sie ist damit eine Faltung der Korrelationsfunktionen mit dem Anregungsprofil. In
weiteren Schritten wird die Korrelationsfunktion so umgestellt, dass sie nur noch
von NullzeitgroRen abhangig ist.

Auf diesem Weg kann G(t) ausschlielich durch experimentelle Parameter wie die
Konzentration oder Diffusionskoeffizienten bestimmt werden. Zur expliziten

Berechnung von G(t) miissen weitere Aussagen zu I(r) getroffen werden. In dem

verwendeten konfokalen Aufbau kann die Intensitatsverteilung mithilfe einer
Gaussverteilung Uber die drei Raumachsen x, y und z beschrieben werden:

(2.30)

Mit einem solchen Ausleuchtungsprofil ergibt sich fir die Autokorrelationsfunktion:

(2.31) G(t):%(wij_z(n%j_z [1+LJ2

Darin ist V = ﬂ%wxwywz das effektive Probenvolumen, 7, =@} /4D, 7,'= @, /4D,

und 7,"=@2/4D sind die charakteristischen Diffusionszeiten entlang der

Raumrichtungen. Da in einem konfokalen Anregungsvolumen die Lange des
Fokus in z-Richtung deutlich gro3er ist als entlang der x- und y-Achse. Somit wird
der dritte Term in Gleichung vernachlassigbar klein. Unter der Annahme, dass die
Ausdehnung und damit die spezifischen Ausdehnungskoeffizienten in x- und y-
Richtung gleich sind, ergibt sich die Autokorrelationsfunktion fir die 2-
dimensionale Diffusion als
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(2.32) G(t):%[HL]_

Tp
sofern keine weiteren Effekte auftreten. N ist hierin die durchschnittliche Anzahl
der Molekiile im Volumen V bei der durchschnittlichen Konzentration C .

In den in dieser Arbeit durchgeflhrten Experimenten sollten jedoch nicht nur
Anderungen der Diffusionszeit beobachtet. Es wurden die in Abschnitt 2.2.4
vorgestellten fluoreszenzgeldschten Peptide zur Detektion von Anderungen des
chemischen Systems herangezogen. Neben der Diffusionszeitverlangerung durch
Komplexbildung sollte die Aufhebung der Fluoreszenzloschung mithilfe der FCS
Autokorellationsfunktion dargestellt werden, da es sich bei der Léschung um eine
Kontaktformation und daher um ein chemisches Gleichgewicht handelt.

Hierbei sei A die fluoreszierende Form des Peptids ohne Trp-Farbstoffkontakt und

kAB

A

—~—— B
Kea
B der nichtfluoreszierende Grundzustandskomplex. Gleichung (2.24) fur die lokale

Konzentrationsabweichung muss nun um einen Term fur die chemischen
Veranderungen erweitert werden. Die entsprechende Gleichung fur A lautet:

ASC A (r 1)
t

(2.33) = DVSC,(r,t)—k,,6C, +Kg,C

Entsprechend gilt fur B:

%(”) = DVSC, (I 1)+ K,,0C, —k,,5C 5 (2.34)

Durch mathematische Operationen [Krichevsky und Bonnet 2002] erhalt man G(t):

G(t):%£1+Lj (1+Ke‘%) (2.35)

4
In dieser ist N die Anzahl aller detektierbaren Molekile, K = kAB/kBA =EB/EA die

Gleichgewichtskonstante und 7 =(k,, +k,,) die Relaxationszeit. Gleichung

(2.35) gilt fir alle Falle, in denen 7z und 7, sich so stark unterscheiden, dass sie

sich gegenseitig nicht beeinflussen. In den untersuchten Peptiden liegen die
Relaxationszeiten bei weniger als 100 ns, wahrend die Diffusionszeiten auf der
Millisekundenskala liegen, weshalb die Gleichung verwendet werden kann.
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3. Material und Methoden

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von der Firma Sigma
(Minchen) bezogen. Alle verwendeten Puffer wurden mit entmineralisiertem
Wasser hergestellt und nach dem Mischen mit Sterilfiltern (Porengrofe 0,45 um,
Carl Roth, Karlsruhe) von Verunreinigungen befreit.

3.1. Messinstrumente und mikroskopische Aufbauten

3.1.1. Ensemble Messungen

Die Absorptionsmessungen wurden in Quarz Kuvetten mit einer Schichtdicke von
1 cm (Hellma, Mdhlheim) mit einem UV-Vis-Spektrometer (Lambda 25, Perkin
Elmer, Waltham USA) bei Raumtemperatur ~ durchgefuhrt. Die
Emmissionsspektren wurden mit einem Cary Eclipse Fluoreszenzspektrometer
(Varian, Darmstadt) aufgenommen. Alle ermittelten Quantenausbeuten @
wurden in Abhangigkeit von der Fluoreszenz des freien Farbstoffs angegeben.

Die Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauern t wurden mit einem Spektrometer
(5000MC) fiur zeitkorreliertes Einzelphotonon zahlen (time-correlated single-
photon counting (TCSPC) der Firma IBH (Glasgow, Grof3britannien) durchgefihrt.
Angeregt wurde mit einer gepulsten Laserdiode bei 635 nm, das
Fluoreszenzsignal wurde in 4096 Kanalen gefangen, bis der maximale Kanal 5000
Photonen gezahlt hatte.

3.1.2. FCS-Mikroskopie

Der Aufbau (s.a. Abbildung 2.12) fur die Einzelmolekilexperimente bestand aus
einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Olympus, Hamburg), die Anregung
erfolgte Uber einen HeNe-Laser bei 633 nm. Der aufgeweitete, parallele Strahl
wurde bei einer Laserleistung von 0,2 mW durch einen dichroitischen Strahlteiler
(645 DLRP, Omega Optics, Brattleboro VT, USA) in ein Olimmersionsobjektiv
(63x, NA 1,4, Zeiss, Jena) gekoppelt. Das Fluoreszenzlicht wurde durch das
gleiche Objektiv gefangen. Nach dem Passieren des Emissionsfilters (675RDF50;
Omega Optics; Brattleboro VT,| USA) wird das Signal durch einen 50/50
Strahlteiler geteilt und im aktiven Bereich von 2 Lawinenphotodioden (APD, AQR-
14, EG&G, Vaudreuil, Kanada) abgebildet. Die von den APDs erhaltenen Signale
werden von einer PC-Karte fir TCSPC (SPC-630, Becker&Hickl, Berlin)
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aufgenommen und mit einer digitalen Korrelatoreinheit (ALV-6010, ALV, Langen)
mit einer zeitlichen Auflésung von 6,25 ns kreuzkorreliert.

3.1.3. interne Totalreflektionsmikroskopie (Total Internal Reflection TIR)

Die TIR-Messungen wurden an einem inversen Standardmikroskop (Olympus
IX71, Olympus, Hamburg) durchgefuhrt (s.a. Abb. 2.11). Die 647 nm-Linie eines
Ar*/Kr*-Lasers (Stabilite 2018-RM Mixed Gas lon Laser) wurde von hinten in das
Mikroskop eingekoppelt und lber einen dichrotitischen Strahlteiler so in das Ol-
Immersionsobjektiv  (Olympus 100x, 1.45 NA) gebracht, dass es an der
Grenzflache zur Probe zu Totalreflexion kam. Das Fluoreszenzlicht wurde im
Objektiv gesammelt, und nach Passieren des Emissionsfilters mit einer EM-CCD-
Kamera gesammelt (RIXON DV 887 DSC-BV, EM CCD).

3.1.4. Weitfeldmikroskopie

Fir die Weitfeldmikroskopie (Abb 2.11) wurde ein inverses Standardmikroskop
(Olympus 1X70, Olympus, Hamburg) mit einem 60fach Olimmersionsobjektiv (NA
1,45, Olympus, Hamburg) verwendet. Die Anregung erfolgte mit einem Kr’-
lonenlaser (Lexel Model 85) bei 647 nm. Der Laserstrahl wurde durch einen
Anregungsfilter (Z647/10) auf die hintere fokale Ebene des Objektivs fokussiert,
mit dem auch das Fluoreszenzlicht gesammelt wurde. Das Fluoreszenzsignal
wurde durch einen Emissionsfilter (HQ700/75) mit einer EM-CCD-Kamera (RIXON
DV 887 DSC-BV EM CCD, Andor Technology, South Windsor CT, USA) auf einer
Flache von 150 x 112 ym abgebildet.
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3.2. Vorbereitung der Proben

3.2.1. Fluoreszenzmarkierung von Oligopeptiden und Antikdrpern

Markierung der Oligopeptide

Es wurden folgende Peptide von der Firma Biosynthan (Berlin) bezogen:

Epitop 1: HN — SQETFSDLWKLLPEN - OH (1807 g/mol)
Epitop 2a: HN - DDLMLSPDDIEQWFT - OH (1825 g/mol)
Epitop 2b:  Biotin —- GSGSDDLMLSPDDIEQWFTGSGSK — OH (2659 g/mol)
Epitop 3: HN — SKKGQSTSRHW - OH (1301 g/mol)

0,5 mg Peptid ( 180-300 nmol) wurden in 50 yLWasser aufgenommen und mit 1
mg (2 pmol) MR121-NHS-Ester (Atto-tech, Siegen) in 10 pL N,N-
Dimethylformamid (DMF) versetzt. Zur Aktivierung des Esters wurden 20uL eines
0,1 M NaHCO3 Puffers des pH-Wertes 8,5 zu der Losung gegeben und fur eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Aufreinigung der am primaren Stickstoff
markierten Peptide (Reaktionsschema in Abbildung 3.1) erfolgte durch HPLC
(Agilent Technologies, Boblingen) auf einer reversed-phase-Saule (Hypersil-ODS
C18 Partikel, 5um Durchmesser, Porengrofle 10 nm) unter Verwendung eines
linearen Konzentrationsgradienten von 0-75% Acetonitril in Wasser bei einer
konstanten Triethylammoniumacetatkonzentration von 0,1 M. Die Detektion des
gewulnschten Produktes erfolgte durch Messung der Absorption und Emission des
Farbstoffs bei 660 bzw. 680 nm sowie durch Aufzeichnung der
Tryptophanfluoreszenz bei 360 nm. Im Falle mehrerer peptidhaltiger,
farbstoffmarkierter Produkte erfolgte die Unterscheidung der Reaktionsprodukte
uber Bestimmung der Quantenausbeuten und durch den Fluoreszenzanstieg bei
erfolgreicher Bindung an den entsprechenden Antikorper (Kapitel 2.2).
Lésungsmittel und Puffer wurden bei 35°C und 0,1 mbar vollstandig entfernt, die
Proben mit 200 pL phospatgepufferter 0,1 molarer NaCl-Losung (PBS)
aufgenommen und bei —20°C gelagert. Die Ausbeuten lagen zwischen 25 und
60% bezuglich des eingesetzten Peptides.
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Abb. 3.1: Reaktionsschema einer Farbstoffmarkierung mittels NHS-Ester am
Beispiel MR121.

Die fur die Untersuchung der Bindungsstabilitat vermessenen farbstoffmarkierten
GS-Peptide wurden freundlicherweise von Herrn Marc Léllmann zur Verfigung
gestellt, W-MR121, FW-MR121 und GW-MR121 wurden in 95%iger Reinheit
gekauft (Atto-tech, Siegen).

Markierung der Antikorper

Die Markierung aller Antikorper erfolgte mit dem Carbocyaninderivat Alexa 647
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) der Molekilmasse 1250 g/mol. 30uL der
1,4 ymolaren Antikdrperlésung in PBS (Dianova, Hamburg) werden mit 6 uL einer
1,6-10° M Lésung des Farbstoffs versetzt und die Reaktion durch Zugabe von
30uL 0,1 M NaHCOs Puffer des pH-Wertes 8,5 gestartet. Nach Inkubation von
einer Stunde bei Raumtemperatur wird der Uberschussige Farbstoff durch
Grolenausschlusschromatographie Uber eine NAP-5 Saule (GE Healthcare,
Minchen) entfernt. Die so erhaltene 40 nM Antikdrperldsung tragt pro Antikérper
im Mittel 1,5 Farbstoffmolekile einer Quantenausbeute von 1,13 relativ zu freiem
Alexa 647. Die Antikorperldsungen wurden an jedem Versuchstag frisch
hergestellt.

3.2.2. kovalente Beschichtung der PS-Beads mit den Peptiden

Bei den Beads handelte es sich um Dynabeads® M-270 Carboxylic Acid der Firma
Invitrogen (Karlsruhe). Die superparamagnetischen Polystyrolbeads mit einem
Durchmesser von 2,8 um wurden entsprechend der Anleitung [BangsLaboratories
2004] mit dem ,PolyLink Protein Coupling Kit* fur carboxymodifizierte Mikrokugeln
(Microspheres) (Bangs Laboratories, Fischers IN, USA) in einer zweischrittigen
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Reaktionsfolge belegt. Die Belegung der Beads wurde Uber Bestimmung der
Peptidmengen in Losung durch Messung der Proteinabsorption bei 280 nm vor
und nach dem Umsetzen bestimmt. Die auf diesem Wege ermittelte Besetzung
von ~ 300 Epitopmolekilen/ Bead ist jedoch nur ein ungefahrer Wert. Zur
Bestimmung der Menge nicht umgesetzten Proteins musste die Losung
aufkonzentriert und mittels HPLC von ebenfalls bei diesen Wellenlangen
absorbierenden Bestandteilen getrennt werden. Bei diesen Arbeitsschritten kann
ein Verlust von Peptid nicht ausgeschlossen werden.

3.2.3. Versuchsvorbereitungen
Vorbereitung der FCS-Experimente

Der Puffer fur alle Experimente war PBS mit Zusatz von 0,05% TWEEN20 (PBST
0,05%) und 0,3 mg/ml Rinderserumalbumin (bovine serum albumine, BSA).

Zur Bestimmung der Bindungskonstanten und des Oxidationsverhaltens wurden
die monoklonalen Antikérper BP53-12 (E1), PAb 1801 (E2a) und PAb 122 (E3)
(alle Dianova, Hamburg, Deutschland) wie geliefert als 1,4-10° M Lésungen in
PBS oder, je nach gewlnschter Konzentration, als 1:100 Verdinnung im
Reaktionspuffer verwendet. Aus den in 1.1.1 hergestellten farbstoffmarkierten
Peptiden wurden Stammlésungen der Konzentration 1-10°® mol/L hergestellt. Jede
Probe hatte ein Volumen von 200 yL. 20uL Epitop-Stammldésung wurden mit der
zur Einstellung der gewlnschten Konzentration noétigen Menge Antikorper
versetzt, mit dem Puffer aufgeflllt und 1 h inkubiert. Vor der Messung wurden 100
ML der Probe in einen Objekttrager mit Vertiefung gegeben und durch ein
Deckglas (beide Carl Roth, Karlsruhe) verschlossen.

Die Vorbereitung der Blutprobe verlief analog. Es wurden jedoch nur 2 uL der
Peptidlosung verwendet und der monoklonale Antikérper wurde durch 2 pL
Blutserum ersetzt.

Die Vorbereitung von Glasoberflachen fur TIR-Experimente

Die Versuche wurden in 8well-Lab-Teks® (Nunc, Roskilde, Danemark) ausgefiihrt.
Zur Reinigung der Glasoberflachen wurden diese 1 Minute mit 0,5% HF (aq)
geatzt und anschlieBend 3 mal mit PBS gewaschen. Danach wurden die
Oberflachen mit einer Lésung von 5 mg/ml (8:10° M) BSA und 0,5 mg Biotin-BSA
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(8:10° M) fiir 15 Stunden inkubiert. Die Kammern wurden 3 mal vorsichtig mit
PBST 0,05% gewaschen und fur 5 Minuten mit einer Losung aus 10 ug/ml (1,5-10°
" M) Streptavidin und 0,13 pg/ml Epitop 2b (1,5-10® M) aus 1.1.1 in PBST 0,05%
inkubiert. Eine Lésung von 1,4 ug/ml PAb 1801 (1,5:10° M) in PBST 0,05% mit
0,3 mg/ml BSA wird erst nach Vermessungsbeginn zu der Probe gegeben.

Probenpraparation fir den quantitativen Beadassay (IGF-I)

0,2 uL Dynabeads® M-280 Streptavidin (Invitrogen, Karlsruhe)' mit 1,2-10™"" mol
Biotinbindungsstellen wurden mit biotinyliertem und nicht biotinyliertem
polyklonalem goat-anti-human IGF-I Antikdrper sowie mit rekombinantem IGF-I
(alle R&D Systems, Wiesbaden) in den Mengen versetzt, dass nach Auffullen mit
PBST 0,05% mit 3mg/ml BSA 200uL Probenvolumen der  gewunschten
Konzentrationen (Tabelle 3.1) erhalten wurden. Der nicht biotinylierte
Detektionsantikorper war im Vorfeld mit ALEXA 647 markiert worden (3.1.1). Die
aufgeflllten Proben wurden 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Hierbei wurden sie
in Bewegung gehalten, um eine vorzeitige Sedimentation der Partikel zu
verhindern. Die Proben wurden vollstandig in 96well-Titerplatten mit optischem
Boden (Nunc, Roskilde, Danemark) gegeben und mit 100 yW Eingangsleistung
vermessen.

Tabelle 3.1: Ubersicht tiber die in den Versuchen eingesetzten Konzentrationen

ChbetektionsAB/MOIL™"  Crangeras/moIL™  Konzentrationsbereich ~ Konzentration — am

IGF/ molL™ Signalmaximum
1.10°® 5107 5107 -1.10" 1.10°®
810 5.10” 5108 - 5.10° 810
5.10° 5.10° 1.10%-1.10° 5.10°
3107 1.10° 1.10°-5.10° 3107
1.107° 1.107° 810 -3.10° 1.107°
8107 8107 210°-5.107° 8107

' Laut Hersteller enthalt die gelieferte Suspension 2-10° beads/ml entsprechend 10 mg Beads/ml
oder 6-10°® mol Biotinbindungsstellen/ml (Invitrogen und Dynal, "Product Information Dynabead(R)
M280- Streptavidine." (2006).).
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Probenpraparation fur den qualitativen Beadassay (p53)

Die Inkubation erfolgte in zwei Schritten. Zunachst wurden 0,5 pL Ldsung der
peptidtragenden Beads? (3.1.2) zwei mal mit 200 yL PBST 0,05% gewaschen. Zur
Trennung der Beads von der Losung wurde eine magnetische
Trennungsvorrichtung (Dynal MPC1, Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Nachdem
die Beads an der ReaktionsgefaRwand festgehalten waren, konnte der Uberstand
abpipettiert werden.

Die gewaschenen Beads wurden mit 200uL der zu untersuchenden Serumprobe
versetzt und 1 h unter leichter Bewegung bei 37°C inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBST 0,05% wurden 200 uL einer 1-10° molaren Lésung von
Alexa647-markiertem, polyklonalem Ziegenantikdrper gegen die konstante Region
humaner IgG-Molekiile (Dianova, Hamburg) in PBST 0,05% mit 3mg/ml BSA
zugegeben und eine weitere Stunde unter gleichen Bedingungen wie im ersten
Schritt inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit dem BSA-freien Puffer wird mit
200uL BSA-haltigem Puffer aufgefillt und in Mikrotiterplatten mit optischem Boden
(Nunc, Roskilde, Danemark) vermessen. Den Referenzproben wurde im ersten
Inkubationsschritt PBST 0,05% mit 10 mg/ml BSA statt des Serums zugegeben.
Alle Messungen erfolgten mit einer Eingangslaserleistung von 100pW.

Die Blutseren wurden von Dr. Oliver Meyer und Dr. Ashraf Agaylan der Charité
Berlin zur Verfugung gestellt.

2 Die Beadkonzentration in der verwendeten Lésung lag bei ungefahr 30 mg Beads/ml Losung
entsprechend 6-10° Beads /ml. Eine genaue Aussage Uber die Beadkonzentration ist nicht méglich,
da wahrend der Arbeitsschritte zur Belegung der Beads Verluste auftreten.
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3.3. Methoden

3.3.1. Bestimmung des Anteils gebundenen Epitops durch FCS-Experimente

In den Einzelmolekllexperimenten sollte die Bindungskonstante der Reaktion
zwischen farbstoffmarkiertem Epitop und dem zugehdrigen monoklonalen
Antikorper bestimmt werden. Grundlage der Bestimmung sollte die verlangerte
Diffusionszeit der Antikdrper-Epitopkomplexe gegenuber der des freien Epitops
sein. Die Autokorrelationsfunktion bei ausschlieRlicher Betrachtung der
Diffusionskomponente eines Einkomponentensystems lautet nach Gleichung 2.42:

Gm=%ﬂ+%f

Flr Zweikomponentensysteme mussen nicht nur verschiedene Diffusionszeiten
berucksichtigt werden, sondern auch die Fluoreszenz beeinflussende Faktoren
wie Quantenausbeute, Fluoreszenzintensitat des Farbstoffs und
Absorptionsquerschnitt, deren Einfluss in Q zusammengefasst ist. In Abhangigkeit
von Q und der Teilchenzahlen N der beiden Komponenten ergibt sich:

2 2
Sl (Tt rg,) + LN,

(QIN, +Q,N,)’ (QIN, +Q,N,)
Da es sich bei beiden Komponenten um Trager des gleichen Farbstoffs handelt,
kann Q mit der Quantenausbeute Y gleichgesetzt werden. Aus der fur die
Experimente zu entwickelnden Gleichung soll der Anteil des gebundenen Epitope
direkt ablesbar sein. Daher werden die Teilchenzahlen N1 und N» Uber den Anteil
A bzw. 1-A der Gesamtzahl der erfassten Molekule ausgedruckt:

3.1)  G(t)=

5 -(1 +t/ 74, )_1

(3.2) G(t)= YA 7 (14t 74, )‘1 Y, (1-A)

5 (1 +t/ 744, )_1
(Y, A+Y, (1-A)) (Y, A+Y,(1-A))

Fir die Auswertung wurde die Anzahl der detektierten Molekule auf 1 normiert, um
die Ergebnisse ubersichtlicher zu gestalten. Verwendet man diese Art der
Normierung, muss berucksichtigt werden, dass aufgrund der verschiedenen
Quantenausbeuten von geléschtem und ungeléschtem Epitop diese Normierung
noch nicht gleichen Teilchenzahlen entspricht. Das gebundene Epitop tragt mit
seiner héheren Quantenausbeute deutlich starker zum Signal bei, als das freie
Epitop. Um dem Rechnung zu tragen, muss Gleichung 3.3. auf die als 1
wiedergegebene tatsachliche Anzahl Molekule korrigiert werden:



49

Y12A 2 '(1 +t/ T 4 )_1 Y22(1 —A) 2 (1 +t/ T4 )_1
GU_(ﬂA+ﬂU—AD (Y, A+Y,(1-A)) 53
- YZA+Y2(1-A) '

(Y, A+Y, (1-A))

Ein Anlegen dieser Funktion an ein Korrelationssignal im Bereich der
Diffusionszeit liefet bei bekannten Grenzkorrelationszeiten von Komplex (tpi 1)
und freiem Epitop (tpifr2) gute Ergebnisse fur Zweikomponentensysteme.

Im Experiment kam es durch Zersetzung des Peptides zu niedrigeren
Bindungskonstanten. Eine Lésung des Problems ist mit dem Hinzufligen einer
zusatzlichen Komponente zu Gleichung 3.4 nicht moglich, da die Diffusionszeit
des zerstorten Epitops gleich der des intakten ist und seine Quantenausbeute im
Bereich der Quantenausbeute des Komplexes liegt.

3.3.2. Entwicklung einer Methode zur einfachen Unterscheidung von
farbstofftragenden und freien Beads und zur quantitativen Bestimmung des
Markierungsgrades

Die in 3.1.3 beschriebenen Versuche auf Mikrobeads liefern als Messergebnis
digitale Aufnahmen der ausgeleuchteten Flache. Es musste eine Methode
entwickelt werden, die es erlaubte moglichst einfach in Abhangigkeit weniger
experimenteller Parameter prazise Angaben uUber das Ergebnis des Experimentes
zu treffen. Ziel war es, den Zustand der Probe Uber einen einzigen Wert zu
beschreiben. Hierzu waren verschiedene Arbeitsschritte notig.

Korrektur der ungleichmafigen Ausleuchtung

Aus experimentellen Grinden ist unter Verwendung eines 60x Objektives eine
vollstandig homogene Ausleuchtung der betrachten Flache von 100 x 100 ym
nicht moglich. Bei der Vermessung eines Immunochips mit einer Flache von 1 x 1
mm wird dieses Problem verstarkt auftreten. Wie grol3 diese Fehler in Extremfallen
sein konnen, ist in Abbildung 3.2 zu sehen.
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Abb. 3.2: a) Aufnahme einer Farbstofflésung. Zu sehen ist sowohl ein helles
Zentrum, als auch Interferenzringe. b) Histogramm der Aufnahme

Die ungleichmalige Ausleuchtung kann korrigiert werden, indem fur jede
Versuchsreihe eine Farbstoffreferenz wie in Abbildung 3.2 vermessen wird. Unter
der Annahme, dass die Anregungsleistung des Lasers sich in einem Bereich
bewegt, in dem Anregung- und Fluoreszenzintensitat sich linear zueinander
verhalten, kann eine Ausleuchtungskorrektur vorgenommen werden. Hierzu wird
die Intensitat der Pixel auf die Intensitat des hellsten Pixels normiert, sodass eine
Referenzaufnahme mit Werten zwischen null und eins erhalten wird. Division jeder
Aufnahme einer Probe durch diese Referenz liefert ein korrigiertes Bild (Abb. 3.3):

~ 150 pm 7

Abb. 3.3: Die gleiche Aufnahme einer Probe stark fluoreszierender 2,8um
groBer Beads vor und nach der Ausleuchtungskorrektur.

Dieses Vorgehen stellt eine Losung fur Experimente dar, in denen die Bereiche
maximaler Helligkeit besonders genau herausgestellt werden sollen, da so in den
Randbereichen der Abbildung zusatzliches Signal erhalten wird. Die
Ausleuchtungskorrektur findet im quantitativen Nachweis von IGF-I Anwendung.
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FUr eine moglichst sensitive Detektion auch schwach fluoreszierender Beads ist
diese Korrektur nicht verwendbar (Abb. 3.4). In den Nachweisen von p53-
Antikorpern ist das Hintergrundsignal sehr schwach. Bei einer Eingangsleistung
des Lasers von 100pW sind die Aulienbereiche der Abbildung so dunkel, dass ihr
Signal im Hintergrundrauschen der Kamera aufgeht. Das Fluoreszenzsignal
verhalt sich nicht mehr in allen abgebildeten Bereichen linear zur
Anregungsstarke. Eine Korrektur der Ausleuchtung fuhrt in diesen Fallen dazu,
dass die Aulenbereiche unverhaltnismalig hell werden und eine weitere
Bildanalyse unmdglich machen (Abbildung 3.4).

a) b)

A
7

~ 150 uym

Abb. 3.4: a) Abbildung schwach fluoreszierender Beads vor einer Korrektur der
Ausleuchtung. b) Die gleiche Probe nach der Korrektur.

Helligkeitsunterschiede innerhalb von Mikrobeads

Fir die sensitive Erkennung von Helligkeitsunterschieden wurde ausgenutzt, dass
die Helligkeitsverteilung der Beads mit steigender Farbstoffbesetzung an ihrer
Oberflache breiter wird. Dies liegt daran, dass nur das Fluoreszenzlicht der
fokalen Ebene optimal gesammelt wird. Da auf die breiteste Stelle der Beads
fokussiert wird, werden die Umrisse der Beads heller abgebildet als hoher oder
tiefer liegende Bereiche (Abbildung 3.5).



Abb. 3.5: fluoreszierende Beads, links komplette Aufnahme, rechts Ausschnitt. Deutlich
erkennbar sind die hellen Rander der Beads.

Die Heterogenitat der Beadhelligkeit ist stark abhangig von Besetzung der Beads
mit Farbstoffmolekulen. In Abbildung 3.6 ist links die Aufnahme der Probe aus
Abbildung 3.5 zu sehen. Der Unterschied zwischen hellsten und dunkelsten
Signalen ist in dieser Einstellung 2600 counts. Rechts daneben ist eine ahnliche
Abbildung fur eine Probe zu sehen, der kein Fangerantikorper zugesetzt wurde, in
der keine Detektorantikbrper spezifisch gebunden werden koénnen. Die
Spannweite der abgebildeten Helligkeiten ist hier jedoch nur 150 counts.

Abb. 3.6: etwa 40 x 30 um grof3e Ausschnitte einer positiven Probe (a) und einer
negativen Probe (b). Der Unterschied zwischen hellstem und dunkelsten
abgebildeten Pixel betragt 2600 (a) bzw. 150 (b) counts.

Obwonhl der dargestellte Bereich der Helligkeit der negativen Probe weniger als ein
Zehntel der der positiven ist, erscheinen die Beads in Abbildung 3.6b) dennoch
homogener als die stark fluoreszierenden. Noch deutlicher wird dieses in einer
dreidimensionalen Auftragung der Helligkeiten der in Abbildung 3.6 markierten
Beads.
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Abb. 3.7: Helligkeitsverteilung in fluoreszierenden (a) und nichtfluoreszierenden
(b) Beads. Neben der deutlich engeren Verteilung in a) ist zu erkennen, dass
fluoreszierende Beads hauptsachlich in den Aul3enbereichen emittieren.

Neben der deutlich starkeren Lumineszenz der farbstoffbesetzten Beads fallt
zusatzlich auf, dass ihre Fluoreszenz zum Zentrum des Beads hin abnimmt,
wahrend die Autofluoreszenz des leeren Beads Uber seine gesamte Flache
annahernd konstant ist.

Die breitere Verteilung der Helligkeiten von Beads, die fluoreszenzmarkierte
Antikorper auf ihrer Oberflache tragen, wurde fur die Unterscheidung positiver und
negativer Proben herangezogen.

Ein Kennwert fur die Helligkeitverteilung in Beads

Zur Beschreibung des oben dargestellten Verhaltens der Beads wurden die
Histogramme der digitalen Aufnahmen verwendet. Die Erstellung der
Histogramme stellt den ersten Schritt zu einer einfachen Unterscheidung
verschieden stark markierter Beads dar. In allen Versuchen wurden aus 32bit
Bildern Histogramme mit einer Klassengréfe von 10 Counts/Pixel erstellt.

In Abbildung 3.8 sind die Histogramme der in Abbildung 3.6 ausschnittsweise
dargestellten Aufnahmen zu sehen. Fir leere Beads verschwimmt die
Helligkeitsverteilung der Beads mit der des Hintergrundes, wahrend die Verteilung
fur Label-tragende Beads deutlich zu héheren Intensitaten verschoben ist.
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Abb. 3.8: Histogramme der Aufnahmen aus Abbildung 3.6. Die Verteilung des
Hintergrundes ist bei Haufigkeiten von 1500 bzw. 200 Pixel abgeschnitten.

FiUr eine moglichst einfache Beschreibung eines solchen Histogramms wurde im
nachsten Schritt die Information Uber absolute Helligkeiten aus den Histogrammen
entfernt. Das geschieht in mehreren Schritten.

Zunachst muss festgestellt werden, welcher Anteil der Pixel Beads abbildet. Der
Chip gibt eine Flache von 100 x 100 ym auf 512 x 512 Pixeln wider, was einer
Anzahl von 262144 Pixeln im Gesamthistogramm entspricht. 2,8 um Beads
werden in diesen Aufnahmen mit einem Durchmesser von 15 Pixeln dargestellt.
Jedes Bead wird dementsprechend auf etwa 80 Pixeln abgebildet, was 0,3 %o der
Flache entspricht. In einer durchschnittlichen Aufnahme mit 10 bis 40 Beads liegt
der Anteil des Signals, der von den Beads herriihrt dementsprechend bei 0,3 bis
1,2%.

FiUr jede Versuchsreihe wird die mittlere Anzahl der Beads auf den Aufnahmen
ermittelt und die der Beadmenge entsprechende Anzahl von Pixeln fur die weitere
Analyse verwendet. Bei den hellsten beginnend, werden die in den Klassen
enthaltenen Pixel bis zum Erreichen der ermittelten Pixelanzahl verwertet, der bei
geringeren Counts liegende Teil des Histogramms wird verworfen. Die niedrigste,
noch in der Verteilung erfasste Klasse bekommt in der resultierenden neuen
Verteilung jeweils den Wert 10 Counts/Pixel zugeordnet.



55

250

Beadreferenz
stark positiv
200 schwach positiv

150

100

Haufigkeit [Pixel]

20

T T T ‘I T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

relative Helligkeit [counts/Pixel]

Abb. 3.9: Intensitatsverteilung der hellsten Pixel in verschiedenen Proben. Die
Verteilung der Beadreferenz (schwarz) ist deutlich schmaler als die anderen
Verteilungen. Je starker die Fluoreszenz der Beads, desto deutlicher
verschiebt sich das Maximum der Verteilung.

Abbildung 3.9 zeigt das Verhalten der Histogramme fur eine Beadreferenz , eine
schwach fluoreszierende und eine stark fluoreszierende Probe. Die Histogramme
wurden zur besseren Ubersichtlichkeit so geschnitten, dass ein Teil der Verteilung
des Hintergrundes erkennbar blieb. Die Verteilung der Referenz ist schmaler als
die der fluoreszierenden Proben, ihr Maximum liegt bei niedrigeren Werten.

Um dieses Verhalten in einem Wert zu beschreiben wurde der Weg Uber
Mittelwerte gewahlt. Zunachst wird ein Mittelwert mit quadratischer Gewichtung

auf der Helligkeit der Klasse (I, ) gebildet.

)

ilflﬁ
I, = —12 (3.4)
F

Hierin sind n die Anzahl verbliebener Klassen, | inr Zahlenwert, und F die Anzahl
der in der entsprechenden Klasse zusammengefassten Pixel.

Dieser Mittelwert steigt stark mit der Population hellerer Klassen. Er ist
grundsatzlich ausreichend, um die Ergebnisse innerhalb einer Versuchsreihe
miteinander zu vergleichen und die sensitivste Moglichkeit, die Breite der
Helligkeitsverteilung zu beschreiben. So wird fur die leeren Beads in Abbildung 3.9

ein Wert von | =607 erhalten, fir die schwach positiven von 971 und fir die stark
fluoreszierenden Beads liegt der Mittelwert nach Gleichung 3.5 bei 1296.
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Optimierung der Histogrammbeschreibung durch Mittelwerte

Die Aufgabenstellung fur den quantitativen |IGF-Nachweises umfasste die
Entwickung einer von mdglichst wenigen Parametern abhangigen
Auswertungsmethode. Die Vermessung der Messzellen auf den Chips sollte so
erfolgen, dass ohne weitere Referenzmessungen von Laien ein Ergebnis
abgelesen werden kann. Die Verteilungsfunktion ist jedoch von der Anzahl der auf
der Aufnahme befindlichen Beads und der Anregungsleistung abhangig. Wahrend
sich das Problem der Beadabhangigkeit des Mittelwertes Uber automatische
Beflllung der Messzellen losen lasst, sind gewisse Schwankungen in der
Laserleistung, dem Einstrahlungswinkel und in der fokalen Ebene nicht immer zu
verhindern.

Unter der Annahme, dass die Laserleistung nur in einem Bereich schwankt, in
dem das Fluoreszenzsignal linear von der Anregungsleistung abhangt, wird die
Verteilungsfunktion in ihrer Breite schwanken, aber ihre grundsatzliche Form
beibehalten. Dieser Effekt kann genutzt werden, um das Signal unabhangig von
den absoluten Populationen der Klassen zu machen.

Der statistische Mittelwert (Gl. 3.6) hangt in gleicher Weise von Laserleistung und
Beadmenge ab wie der in Gleichung 3.5 aufgestellte.

SIF

(3.5) =4l

>F
i1

Bildet man nun das Verhaltnis der beiden Mittelwerte (ratio of means, rom)
zueinander (Gl. 3.7), erhalt man einen Wert, der deutlich weniger empfindlich
gegen Schwankungen in der Laserleistung und der Ausleuchtung ist .

n % n
zlizl:i zllFl
i=1 i=1

F F

i
i=1 i=1

(3.6) rom =
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Der rom Wert hat gegenuber der Betrachtung der Verteilungen entsprechend
Gleichung 3.5 einen weiteren Vorteil. Wahlt man den Auschnitt des Histogrammes,
wie in Abbildung 3.9 geschehen, ein wenig groRer als die Beadmenge erfordert,
zeigen Aufnahmen leerer Beads aufgrund ihrer homogenen Helligkeitsverteilung
ein deutliches Maximum bei relativ niedrigen Intensitaten. Der Beginn der
Helligkeitsverteilung der Beads ist fur leere Beads scharfer von der auslaufenden
Helligkeitsverteilung des Hintergrundes abgegrenzt als bei schwach
fluoreszierenden Beads. Dadurch nimmt die Besetzung der Klassen im Bereich
schwacherer Intensitat jenseits des Maximalwertes ab, wahrend die Verteilung
schwach positiver Proben aufgrund der breiteren Verteilung mit der Verteilung des
Hintergrundes verschwimmen (Abb. 3.10).
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Abb.3.10: Vergleich der Formen der Verteilungen von leeren und schwach
fluoreszierenden Beads. Wahrend leere Beads ein Maximum zeigen,
verschwimmen die Signale schwach fluoreszierender Beads mit der
Hintergrundverteilung.

Wahrend dieses Verhalten keiner der beiden einfachen Mittel aus den
Gleichungen 3.5 und 3.6 direkt zu entnehmen ist, ist der rom-Wert der leeren
Beads hoher als der schwach fluoreszierender Proben. Fir Analysen, in denen
wie im p53-Nachweis, ohne Positiv-Referenz gemessen werden muss, kdnnen
jedoch Proben, deren rom-Wert Uber dem der Beadreferenz liegt eindeutig als
positiv bewertet werden.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die Durchfihrung aller Experimente der vorliegenden Arbeit geschah vor dem
Hintergrund, ein optimales Verfahren zum Nachweis verschiedener Proteine aus
Blutserum zu entwickeln. Sowohl fir den quantitativen Nachweis der
Wachstumsfaktoren als auch flr die qualitative Detektion von Antikdrpern erwies
sich ein Assay auf superparamagnetischen Polystyrol-Beads als optimal. Im
ersten Teil der Ergebnisse werden Methoden zum Proteinnachweis beschrieben
und diskutiert, deren Ergebnisse wichtige Voraussetzungen fur die Experimente
auf Beads und deren Bewertung darstellen. Wahrend der Durchfuhrung dieser
Versuche stellte sich heraus, dass die fur den p53-Nachweis verwendeten Peptide
empfindlich gegen Zerstorung sind. Dieses Problem wird im Anschluss betrachtet
werden. AbschlieBend sollen die heterogenen Nachweise auf PS-Beads wegen
der Ahnlichkeit des Experimentaufbaus unabhangig von der Art des Analyten
gemeinsam besprochen werden.

4.1. Nachweis von p53 Antikérpern aus humanem Blutserum in

Lésung und an Glasoberflachen

Ziel der Versuchsreihe war die Entwicklung eines zuverlassigen Nachweises von
p53-Autoantikdrpern im  Blutserum von Patienten mit verschiedenen
Krebserkrankungen. Hierbei sollten die unspezifischen Wechselwirkungen, die als
Grund fur haufig auftretende positive Reaktion gesunder Seren in ELISA-
Nachweisen gesehen werden, vermieden werden. Des Weiteren sollte der zu
entwickelnde Assay hochempfindlich und in geringer Zeit kostenglnstig
durchzufuhren sein.

Zur Losung der Aufgabenstellung wurden verschiedene
fluoreszenzmikroskopische Methoden in Bezug auf ihre Sensitivitat und ihre
Anwendbarkeit in der Praxis untersucht.
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4.1.1. Epitopwahl und Ensembleexperimente

Die Auswahl der Epitope

Es wurden kurze Epitope des N- und C- Terminus fir die Nachweise verwendet.
Die Verwendung des rekombinanten Gesamtproteins p53 als Fangerprotein fur
den Antikdrpernachweis scheidet aus mehreren Grinden aus. Neben den hohen
Kosten sind Gesamtproteine aufgrund der vorhandenen Tertiarstruktur deutlich
empfindlicher gegen Umwelteinflisse. Fur die durchgefuhrten FCS-Experimente
war es zudem sinnvoll, moglichst kurze Epitope zu verwenden, die sich in ihrer
kurzen Diffusionszeit moglichst stark von den Antikdrper-Epitop-Komplexen
unterscheiden (s. Abschnitt 4.1.2).

Um einen erfolgreichen immunologischen Nachweis zu gewahrleisten, ist es
notwendig Peptidsequenzen zu wahlen, die sich durch eine hohe Bindungsaffinitat
auszeichnen und bei mdglichst niedrigen Antikérperkonzentrationen noch in
nachweisbarer Menge Komplexe bilden. Besonders wichtig ist dieses bei der
Verwendung kleiner Peptidsequenzen, da die Markierung mit Fluorophoren zu
einer merklichen Herabsetzung der Bindungskonstante fUhren kann. Auch die
Spezifitat des gewahlten Epitopes gegenuber dem zu detektierenden Antikdrper
muss hoch sein. Nur so kdnnen, besonders in komplexen Medien wie Blutserum,
ungewunschte Kreuzreaktionen mit anderen Bindungspartnern verhindert werden.

Fur die Wahl der verwendeten Epitope wurde eine Studie von Lubin et al. aus dem
Jahre 1993 herangezogen [Lubin, Schlichtholz et al. 1993]. In der Studie wurde
mittels ELISA eine Epitopkartierung der Immunantwort von Patienten mit 11
verschiedenen Krebsarten durchgeflhrt. Das p53 Protein wurde in 77 15mere mit
einer Uberschneidung von 10 Aminoséauren geschnitten und die Reaktion der
Seren auf diese Epitope aufgenommen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Immunantwort auf die beiden hydrophilen, terminalen Domanen generell starker
ist als auf die zentrale DNA-bindende. Zwei Sequenzen der N-terminalen Domane
zeigten eine besonders starke und von der Art der Krebserkrankung unabhangige
Reaktion. Sowohl die AS-Sequenzen 11-35 als auch 46-65 enthalten je ein
Tryptophan von welchem angenommen wird, dass es eine zentrale Rolle in der
Erkennung dieser Epitope durch Antikdrper spielt [Neuweiler 2002]. Eine dritte
Sequenz, die eine weniger starke Reaktion ausloste, befindet sich C-terminal im
Bereich der Aminosauren AS 365-393 [Lubin, Schlichtholz et al. 1993]. Diese 3
Regionen bildeten die Grundlage flur die Epitopwahl.



60

Zur Entwicklung eines Immunoassays ist die Verwendung monoklonaler
Modellsysteme unverzichtbar. In jedem der drei Bereiche wurde eine Sequenz
gewahlt, fur die monoklonale Antikorper erhaltlich waren:

Epitop1:  SQETFSDLWKLLPEN  (AS 15-29)
Epitop2a: DDLMLSPDDIEQWFT  (AS 41-55)
Epitop30:  SKKGQSTSRH (AS 371-380)

In der Originalsequenz von Epitop 30 (E30) fehlt ein Tryptophan, welches fur
Bindungsnachweise Uber eine Aufhebung der Fluoreszenzléschung bendtigt wird.
Es wurde C-terminal angehangt, sodass die verwendete Sequenz von E3
SKKGQSTSRHW ist. Zusatzlich wurde E2a fur Oberflachenexperimente in seiner
modifizierten Form E2b verwendet. Uber (GS),-Linker, die den Abstand zur
Oberflache vergréllern und Wechselwirkungen mit inr verhindern sollen, wurde N-
terminal ein Biotin angeflgt. Um auch an diesem Peptid eine Farbstoffmarkierung
mittels Succinimidylestern zu ermdglichen, wurde Uber den gleichen Linker C-
terminal Lysin angeflugt:

Epitop2b:  Btn-GSGS-DDLMLSPDDIEQWFT-GSGSK (E2a)

Das Projekt, in dessen Rahmen diese Arbeit angefertigt wurde, war ein
Kooperationsprojekt mit dem Virchow-Klinikum der Charité in Berlin. In dort
durchgefuhrten Parallelversuchen erzeugte ein weiteres Epitop eine
Immunreaktion bei etwa 30% der Krebspatienten [Agaylan, Binder et al. 2007] in
einem auf Agglutination beruhenden Nachweis. Im Unterschied zu den anderen
verwendeten Peptiden handelt es sich bei Epitop 4a nicht um ein Epitop des
unmodifizierten (wildtype) p53, sondern ist an Lysin 320 acetyliert. Diese
Acetylierung ist eine posttranslationale Modifikation, wie sie im Korper zur
Erhohung der Bindungsstarke des p53 an die DNA stattfindet [Liu, Scolnick et al.
1999]. Da Epitop 4a nicht fluoreszenzmarkiert verwendet wurde, war das Einflgen
eines Tryptophans unnatig:

Epitop4a: SSPQPKKKPLDGE, indem K acetyliert ist (AS 314-326) (E4a)

Da seine nicht modifizierte Form E4 in der Epitopkartierung durch Lubin nicht als
immunodominant hervortrat, wurde auch diese als Referenz vermessen, um so
uber die Immunreaktion der Antikorper eventuell Ruckschlisse auf das Vorliegen
der der acetylierten Form im Korper ziehen zu kdnnen.

Epitop4: SSPQPKKKPLDGE (E4)
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Ensembleexperimente

Die Epitope 1-3 sollten als Smart Probes mit einer Aufhebung der Loschung der
Fluoreszenz des Oxazinfarbstoffs MR121 bei einer Bindung an einen Antikorper
reagieren. Um solche Effekte quantifizieren zu koénnen ist es notig, die
Fluoreszenzeigenschaften der farbstoffmarkierten Peptide zu untersuchen.

Tabelle 4.1: Fluoreszenzspektroskopische Ensembleuntersuchung von MR121-
markierten p53-Epitopen. Aus und Aen sind die Absorptions- und
Emissionsmaxima, &s,, die relative Quantenausbeute und 1, die
Fluoreszenzlebensdauern mit zugehérigen Amplituden a;. Die relativen
Quantenausbeuten ®;.(MAB) und @ (kreuz) wurden in Gegenwart von
vierfachem molaren Uberschuss des zugehérigen Antikdrpers bzw. eines
Kreuzantikdrpers (Antikorper ist in Klammern angegeben) gemessen.

Aabs (nm) Aem (nm) q)f,rel T1 (ns) T2 (ns) CI)f,rel CI)f,rel
(a1) (a2) mAB kreuz
MR121 661 673 1,00 - 1,85 - -—-
(1,00)
Epitop1 666 683 0,38 0,58 2,09 0,97 0,38
(0,07) (0,93) (PBS3-12)  (PAD1801)
Epitop2a 667 683 0,43 0,50 2,04 0,82 0,48
(0,05) (0,95) (PAb1801)  (PB53-12)
Epitop2b 666 679 0,26 0,81 0,36
(PAb1801)  (PB53-12)
Epitop3 667 682 0,38 0,38 1,85 0,87 0,40

(0,06) (0,94) (PAD122) (PAb1801)

Die leichte bathochrome Verschiebung der Absorption und der Emission ist auf die
unpolarere Umgebung des Farbstoffs in Gegenwart der Peptide zurtickzuflhren.
Die Fluoreszenzlebensdauern der markierten Peptide unterscheiden sich im
Unterschied zu den stationaren Intensitdten kaum von denen des freien
Farbstoffes weshalb die verringerte Fluoreszenzquantenausbeute statischer
Loschung durch Komplexbildung zugeordnet werden darf. Die Loschung der
Fluoreszenz  innerhalb der Trp-MR121-Komplexe erfolgt auf einer
Pikosekundenzeitskala, sodass diese Komplexe bei der Messung der
Lebensdauer mit einer Apparatur mit einer Zeitauflosung von 50 ps als nicht
fluoreszierend angesehen werden kénnen [Neuweiler 2002].

Bereits in den Ensembleexperimenten stellte sich heraus, dass ein Teil der
verwendeten Peptide ihre Quantenausbeute und ihr Bindungsverhalten im



62

Zeitraum von Minuten oder Stunden &andern. Dieses wird in Kapitel 4.2
besprochen.

4.1.2. Homogener Bindungsassay mittels FCS

Die Komplexbildungskonstanten der verschiedenen Antikorper-Epitop-Komplexe
wurden mittels FCS bestimmt, da die erwarteten hohen Affinitatskonstanten mit
Absorptions- und Emissionsmessungen in Kuvetten nicht ohne erheblichen
Materialeinsatz bestimmbar gewesen waren. Zudem erfolgte die Bestimmung der
Bindungskonstanten auf diese Art mit der gleichen Technik, mit der im Anschluss
die Serumproben untersucht wurden. Damit konnten mogliche nicht
reproduzierbare  Einflussgrolen durch eine andere verwendete Messtechnik
vermieden werden.

Monoklonale Modellexperimente zur Feststellung von Bindungsstarken und

Detektionsgrenzen

Die Bindungskonstanten wurden aus den Diffusionszeiten bestimmt, da eine
Bestimmung aus der Ldschungskomponente der aufgenommenen Kurve
ungenauer ist. Da kurze Korrelationszeiten weniger haufig auftreten als lange sind
die in der Kurve aufgetragenen Funktionswerte G(t) grundsatzlich mit einem
grolderen Fehler behaftet je kurzer der Zeitabstand der korrelierten Signale ist.
Daher sind Bewertungen auf Grundlage der Diffusionszeit vorzuziehen (Abb. 4.1).
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Komplex
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Abb. 4.1: Autokorrelationsgraphen des freien Epitops (schwarz) und des
Immunkomplexes (grau). Die Komplexbildung Iasst sich U(ber eine
Verlangerung der Diffusionszeiten, die im Bereich von Millisekunden liegen,
nachweisen. Die Veradnderung der Amplitude im Bereich bis einer
Mikrosekunde, die Auskunft Gber den Anteil von im geléschten Zustand
vorliegenden Epitopmolekiilen gibt, ist stark verrauscht und fir genaue
quantitative Aussagen Uber das System nur bedingt geeignet.
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Zunachst wird die Stelle der Korrelationsfunktion ermittelt, an die auf der
Nanosekundenzeitskala stattfindende Konformationsanderung des Peptids keinen
Beitrag zum Signal mehr liefert. Die Kurve wird an dieser Stelle abgeschnitten und
auf eins normiert. Unter der Annahme dass der Antikérper in einer 1-10° M Lésung
von Farbstoff nicht signifikant zum  Signal beitragt, konnen die
Bindungsverhaltnisse auf diese Art ohne Berucksichtigung der absoluten
Konzentrationen beschrieben werden. Mit Gleichung 3.3 kann durch Titration des
Antikérpers gegen eine 1-10° M Ldsung des jeweiligen Epitopes der Anteil von
gebundenem Epitop bestimmt werden. Eine Auftragung dieser Anteile gegen die
vorgelegte Antikdrperkonzentration liefert die in Abbildung 4.2 dargestellten
Kurven, an deren Wendestellen die Dissoziationskonstante ist. Die beschriebenen
Bindungskonstanten sind reziprok zu ihnen.

Auf diesem Weg konnten die Komplexbildungskonstanten als 2,0-10' + 1,5.10°
M (Epitop 1), 4,2:10°+ 5,3-10" M™" (Epitop 2a) und 1,4-10°+ 5,3-10” M™" (Epitop 3)
bestimmt werden. Fur Epitop 4a entfiel die Bestimmung der Bindungskonstante,
da kein entsprechender monoklonaler Modellantikorper existiert.
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Abb. 4.2: Graphen der  Titrationen zur Bestimmung der
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Als Vorversuch zu heterogenen Immunoassays wurde auch fur Epitop 2b eine
Titration durchgefuhrt. Es sollte gezeigt werden, wie sich die Bindungskonstante
von Epitop 2 durch die zusatzlichen Aminosauren und das Biotin andert. Selbst bei
einem Antikérperliberschuss von 60:1 gegenuber dem Epitop konnte jedoch nur
ein zehntel der Epitope als Komplex nachgewiesen werden.

Homogener Nachweis von p53 Autoantikérpern aus menschlichem

Blutserum

Lubin konnte mit einem ELISA durch enzymatische Verstarkung des Signals eine
positive Reaktion von Krebsseren auf einzelne Epitope des p53-Proteins
nachweisen [Lubin, Schlichtholz et al. 1993]. Zielsetzung der Versuche zum
Nachweis von Antikdrpern gegen die oben beschriebenen Epitope durch FCS war
zu zeigen, dass ein solcher Nachweis auch ohne Aufreinigung der Probe,
Waschschritte oder enzymatische Signalverstarkung maoglich ist. Des Weiteren
sollte der Einfluss der Storung durch Bestandteile des Serums beurteilt werden. Im
Folgenden werden Seren, die gesunden Blutspendern entnommen werden als
Spenderseren (gekennzeichnet mit ,S“), solche von Krebspatienten als
Krebsseren (,K*) bezeichnet.

Die starkste Storung des Nachweises aus Blutseren wird von Bilirubin
hervorgerufen. Dieses gelbe Abbauprodukt des Ham-Komplexes hat mit einem
Extinktionskoeffizienten von 53 846 cm™'M™" bei 460 nm eine starke Absorption mit
einer breiten Bande, die bis weit Gber 500 nm reicht [Agati und Fusi 1990].

HOOC COOCH

Abb.4.3: Chemische Struktur von Bilirubin

Mit einer Quantenausbeute von 0,1 emittiert es bis in Bereiche jenseits von 640
nm [Cu, Bellah et al. 1975], die jedoch verstarkt ist, da Bilirubin im Serum einen
starker fluoreszierenden Komplex mit Albumin bildet, um das in ungebundenem
Zustand wasserunlosliche freie Molekul in Losung zu halten[Athar, Ahmad et al.
1999]. Mit 21 puM [Loffler, Petrides et al. 2003] liegt seine normale
Serumkonzentration bereits um mehrere Grolienordnungen uber der zur Messung
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verwendeten Konzentration des Epitops. Diese Konzentration kann durch
Zerstorung von Erythrozyten bei der Serengewinnung weiter ansteigen.

Die residuelle Fluoreszenz von Bilirubin und anderen Komponenten bei 633 nm
erwies sich als so ausgepragt, das eine Bestimmung der Diffusionszeiten der
markierten Peptide nicht ohne eine Verdlinnung des Serums mdglich war. Zur
Bestimmung der optimalen Serumverdinnung wurden die Diffusionszeiten
verschiedener Verdinnungen des Spenderserums S33 sowie Verdlinnungen des
Serums mit Zusatz von 1-10'° M Epitop 2 aufgenommen und miteinander
verglichen (Abbildung 4.4).

Abbildung 4.4 zeigt, dass erst bei einer Verdiunnung des Serums von 1:100 die
Fluoreszenz einer 1-10"° M Epitopkonzentration den {iberwiegenden Beitrag des
Fluoreszenzsignals ausmacht. Diese Konzentrationsverhaltnisse sind fur die
Versuche zum Antikérpernachweis Ubernommen worden.

0,7 4

E2a E1:100 E1:50 E110 E15 $1:10 $1:50 $1:100

Probe

Abb. 4.4: Diffusionszeiten verschiedener Proben. Serumverdiinnungen, denen
Epitop zugesetzt wurde, sind mit E, reine Serenverdiinnungen mit S
gekennzeichnet. Im Anschluss ist die Epitopverdinnung angegeben. Von
links nach rechts: das reine Epitop (E2a), 1.-10"° M konzentriertes Epitop in
verschiedenen Serumverdinnungen (E1:100 bis E1:5) und Verdiinnungen
des Spenderserums S33 (S1:10 und S1:100)

Die Aufnahme von Korellationskurven verschiedener 1:100 Verdinnungen von
Seren zeigte, dass die mittlere Diffusionszeit ihrer Komponenten stark schwanki.
Der Vergleich der Diffusionszeiten der reinen, verdiinnten Seren mit den Signalen,
die bei Epitopzugabe erhalten werden zeigt, dass diese Schwankungen bei
Mischung mit dem Epitop moderat werden:
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Tabelle 4.2: Standardabweichungen der Diffusionszeiten flr Seren-Epitop-
Gemische

ProbengroRe Mittlere Diffusionszeit Standardabweichung

<1pi> in Ms cinms
Serenverdinnung 10 1,105 0,231 (20,9%)
Epitop1 13 0,734 0,033 (0,5%)
Epitop2a 13 0,774 0,063 (0,8%)

Die hierbei erhaltenen Abweichungen sind deutlich grofRer als die anderen
reproduzierbaren Messfehler. Daher wurde die durch den Sereneinfluss erhaltene
Standardabweichung als Fehler fur die Diffusionszeitbestimmung des
Antikérpernachweises mittels FCS angenommen.

eren + Epitop1
—— Standardabweichung

Seren + Epitop2a
Standardabweichung

Abb. 4.5: Diffusionszeiten der Epitope 1 (links) und 2a (rechts) nach Inkubation
mit 1:100 Verdiinnungen verschiedener Spender (S)- und Krebsseren (K)

Abbildung 4.5 zeigt die Diffusionszeiten verschiedener Seren von Blutspendern
(S) und Patienten mit diagnostizierter Krebserkrankung (K) gegenutber den
Epitopen 1 und 2a sowie den Bereich der einfachen Standardabweichung . Fur
Epitop 3 konnten aufgrund seiner schnellen Zersetzung (s. Kapitel 4.2) keine
verwertbaren Ergebnisse erzielt werden.

Die Zugabe der Seren K18 und K39 zu den Epitopen fuhrt zu stark verlangerten
Diffusionszeiten. Fur Serum K19 ist eine Zuordnung nicht eindeutig maoglich. Unter
der Annahme, dass die Diffusionszeiten von Seren normalverteilt sind, kann seine
Reaktion auf Epitop 1 mit 99,7% (3c) Wahrscheinlichkeit als positiv bewertet
werden, da es mit der Diffusionszeit von 0,848 ms auflerhalb des Intervalls
a+3a=0,833 ms liegt, wahrend sie fur Epitop 2a darin liegt. Spenderseren

konnen oberhalb des Intervalls 3c nicht gefunden werden.
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Ein qualitativer Nachweis von Antikorpern aus Blut in einem Reaktionsschritt und
ohne enzymatische Signalverstarkung ist demzufolge prinzipiell moglich.

Eine Bestimmung absoluter Antikorpertiter ist mit dieser Methode nicht moglich.
Neben der Unsicherheit, die durch den Einfluss des Serums in die Messung
getragen wird, wird ausschlieBlich die Reaktion polyklonaler Antikorper
unbekannter Komplexbildungskonstanten auf ein kurzes Segment der
Gesamtproteins p53 beobachtet. Das Verhalten eines Serums gegenuber einem
Epitop lasst keine RuckschlUsse Uber das Vorhandensein von Antikorpern gegen
andere Regionen des p53 Proteins zu.

Es ist jedoch moglich die Detektionsgrenze des Nachweises abzuschatzen. Bei
Betrachtung der in den Modellexperimenten ermittelten Abhangigkeit der
Diffusionszeit vom Anteil an gebundenem Epitop, kann mit den ermittelten Fehlern
und der bekannten Epitopkonzentration eine untere Detektionsgrenze fur
optimalen Versuchsverlauf angenahert werden.

Der Anstieg der Diffusionszeit mit steigendem Bindungsanteil bei der Titration des
monoklonalen Antikorpers kann fur kleine Anteile gebundenen Epitopes linear
angenahert werden. Fur einen Bindungsanteil von 0 bis 20% ergibt sich fur Epitop
2a die Gleichung der Regressionsgerade als 7, =531-A+0,64. Durch
Einsetzen der Summe aus Diffusionszeit des freien Epitopes im monoklonalen
Experiment und der dreifachen Standardabweichung in die Diffusionszeit kann
der minimale nachweisbare Anteil A an gebundenem Epitop mit 3,6 % angegeben
werden, was bei einer 1:107'° M Epitoplésung einer 3,6-10"2 M Komplexlésung
entspricht. Durch Einsetzen der im monoklonalen Experiment bestimmten
Bindungskonstanten K,, der minimal nachweisbaren Komplexkonzentration [AB]
und der nach Komplexbildung frei in Losung verbleibenden Epitopmolekile
[A]= [A]l,-[AB] in das Massenwirkungsgesetz

ergeben sich die minimal nachweisbaren  Antikdrperkonzentrationen
[B/2],=[B/2]+[AB] als 6,7-107'° M (E1), 3,2:10° M (E2a) und 9,6-10° M (E3).
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Die typischen Bindungskonstanten von Antikdrpern liegen im Bereich von 1-10° bis
110" M, ihre typischen Konzentrationen bei 107 bis 107> M. Somit bleiben
bereits Antikdrper mittlerer Affinitat und mittlerer Konzentration unterhalb der
Nachweisgrenze. Zum sicheren Nachweis von p53-Autoantikdrpern aus Blutserum
ist die Methode nicht ausreichend empfindlich. Versuche zur Aufreinigung der
Seren und der Aufkonzentrierung der in ihnen enthaltenen IgG-Molekile mittels
Immunprazipitation auf Protein G-Sepharose schlugen fehl. In auf diesem Weg
aufgereinigten, bereits als positiv nachgewiesenen Proben konnte die vorher
gemessene Diffusionszeitverlangerung nicht mehr festgestellt werden.

Vergleich des Verhaltens von Epitop2a und 2b

Die fehlende Sensitivitat sollte durch eine heterogene Versuchsflihrung erhdht
werden. Das Aufbringen der Epitope auf Oberflachen sollte Uber Streptavidin-
Biotin-Bindungen oder kovalent erfolgen. Um Wechselwirkungen der fur die
Antikérperbindung nétigen Aminosauren mit den Oberflachen zu vermindern
wurde Epitop 2a an beide Termini eine (GS),-Sequenz eingefugt. Da das Biotin
produktionsbedingt N-terminal angebracht wurde, wurde C-terminal ein
zusatzliches Lysin fur die Farbstoffmarkierung angebracht werden. Die
Eigenschaften von Epitop 2a und seinem verlangerten Derivat Epitop 2b wurden
Uber eine Bestimmung ihrer Diffusionszeiten in Gegenwart gleicher
Krebspatientenseren verglichen.

I Epitop2a
Epitop2b

K34 K35 K36 K37 K38 K39 K40 Epitop

Abb. 4.6: Reaktion verschiedener Krebsseren auf die Epitope 2a und 2b.

Grundsatzlich reagieren die Peptide gleich auf humane Seren. Epitop 2b reagiert
auf Serum K39 ahnlich gut wie 2a. Eine bessere Reaktion auf K38 und K40 ist
wahrscheinlich, im homogenen Assay jedoch nicht eindeutig nachweisbar.



69

4.1.3. Heterogener Nachweis an modifizierten Glasoberflachen

Die Nachweisgrenze des homogenen Verfahrens ist limitiert durch das Verhaltnis
von freien zu gebundenen Epitopen und durch jenes des Hintergrundsignals aus
dem Serum zum Fluoreszenzsignal des Farbstoffes. Eine Senkung der
Detektorkonzentration zur Erhdhung des Anteils an gebundenem Epitop ist im
monoklonalen Experiment nicht moglich, da diese zu einer Verminderung des
Signals fuhren wirde. Umgekehrt flhrt eine starkere Verdinnung des Serums zu
einer Verschiebung des Komplexgleichgewichtes auf die Seite der freien Epitope.

Beides kann durch die Umstellung auf heterogene Nachweisfiihrung umgangen
werden. Vorteil dieser Methode ist die starke Einschrankung des Aufenthaltsortes
der Epitope. Durch die Fixierung auf Tragermaterialien kann die Detektion des
Signals an Stellen erfolgen, an denen die Epitopkonzentration deutlich erhdht
gegenuber anderen Stellen der Probe ist. Auch die Empfindlichkeit wird erhdht, da
die hohe lokale Konzentration des Epitops das Bindungsgleichgewicht auf Seite
des Immunkomplexes verschiebt.

Monoklonale  Modellexperimente  mittels interner  Totalrexflexions-

Fluoreszenzmikroskopie

Die Glasoberflachen wurden mit Rinderserumalbumin (bovine serum albumin,
BSA) gegen unspezifische Wechselwirkungen der Epitope mit dem Glas
behandelt und die Fixierung der Epitopmolekule Uber Streptavidin-Biotin-
Bindungen vorgenommen. Es wurde ein zweischichtiger Aufbau des Nachweises
unter Verwendung von Smart Probes gewahlt. Vorteil dieser Methode gegentiber
einem Nachweis Uber ein zusatzlich angebrachtes Detektormolekul ist die leichte
Unterscheidbarkeit zwischen spezifischer und unspezifischer Wechselwirkung.
Spezifisch Uber eine Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung an der Oberflache
gebundene Epitope erhdhen bei Antikorperzugabe ihre Emission wahrend
unspezifisch an die Oberflache gebundene Epitope bereits vor einer Bindung
durch Wechselwirkung mit der Oberflache stark fluoreszieren. Unspezifisch
gebundene Antikorper storen daher bei dieser Technik nicht den Nachweis.
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a) b)
-

Abb. 4.7: a) Die Uber Biotin-Streptavidin-Bindung auf der Oberflache
angebrachten Epitope zeigen durch das Gleichgewicht aus geldschten und
nicht geloschten Epitopen eine verminderte Quantenausbeute. b) Der
Antikoérper fixiert das Tryptophan in der Bindungstasche, ein Kontakt
zwischen diesem und dem Farbstoff ist nicht mdglich. Die Probe emittiert mit
maximaler Fluoreszenzintensitat.

Die modifizierte Glasoberflache stellt nicht nur den Trager der Epitope, sondern
auch die Phasengrenzflache zur Probe dar. So kann die Anregung in dieser
Methode Uber das evaneszente Feld des totalreflektierten Laserstrahls erfolgen
und das Hintergrundsignal deutlich reduziert werden. Die Aufnahme von Bildern
vor und nach der Inkubation mit dem Modellantikorper zeigt die Zunahme der
Spots mit hoher Signalstarke:

30 Minuten 60 Minuten

Vor Zugabe

~100 pm > ~100 pm > ~100 pm

Abb. 4.8: Auf gleiche minimale und maximale Intensitaten normierte Aufnahmen
der Oberflache vor und nach Zugabe einer 1*107"® M Antikorperldsung zu
Epitop 2b.

Die Betrachtung einzelner Intensitatsspuren von Spots wahrend des
Bindungsvorgangs bestatigt die Ergebnisse der Ensemblemessungen aus Kapitel
4.1.1.
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Abb. 4.9: Typischer Intensitatsverlauf eines spezifisch an die Oberflache
gebundenen Molekils E2a wahrend des Bindungsvorgangs. Vor der Bindung
emittiert das Epitop vermindert. Die Bindung des Antikérpers bei etwa 30 s
fuhrt zu einem starken Anstieg der Emission, der bis zum Zeitpunkt der
Fotozerstérung bei etwa 60 s erhalten bleibt.

Die Betrachtung der Epitopfluoreszenz einzelner Molekule Uber den Zeitraum der
Antikorperbindung hinweg zeigt die Effizienz dieser Methode. Nach Normierung
der maximalen Emission auf 1 kann der typische Verlauf des
Fluoreszenzverhaltens Abbildung 4.9 enthommen werden. Vor der Bindung wird
eine  verminderte  Fluoreszenzquantenausbeute im Bereich der im
Ensembleausbeuten aufgenommen. Bei Antikorperbindung steigt diese auf ihren
Maximalwert, bis der Farbstoff zerstort wird und die Fluoreszenz auf den
Hintergrundwert sinkt.

Eine Standardisierung des vorgestellten Verfahrens gestaltet sich schwierig.
Kritisch ist die gleichmalige Besetzung der Glasoberflache mit Streptavidin. Eine
konstante Besetzungsdichte ist schwer zu erreichen und eventuelle Unterschiede
zwischen einzelnen Proben sind erst wahrend des Experimentes zu sehen. Daher
wurden zur Feststellung der Antikdrperbindung nicht die Aufnahmen
verschiedener Proben miteinander verglichen. Der Bindungsnachweis erfolgt tber
den Vergleich derselben Aufnahme vor und nach der Antikérperbindung.

Die bereits in den Experimenten in Losung beobachtete Zersetzung der Epitope
erwies sich im Oberflachenexperiment als deutlich starker. Da die Auswertung der
Aufnahmen Uber einen Vergleich der Proben vor und nach der Antikdrperzugabe
voraus setzt, dass die Fluoreszenz der spezifisch gebundenen Epitope geldscht
ist, stellt die Loschungsaufhebung durch die Zerstdérung des Tryptophans ein
erhebliches Problem dar. Der Anteil unspezifisch gebundener Epitopmolekile an
der Oberflache verandert sich mit der stark schwankenden Besetzung der
Oberflachen. Daher ist es nicht moglich, bereits zerstorte Peptide von unspezifisch
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an die Oberflache gebundenen uber die Anzahl der zu Beginn der Messung
aufgenommenen Signale zu unterscheiden. Verandert sich die Probe nach
Zugabe eines humanen Blutserums unbekannten Titers nicht, kann eine negative
Reaktion nicht von einer bereits vor dem Nachweis zerstorten Probe
unterschieden werden.

Da es nicht gelang diesen Vorgang zu kontrollieren (s. Kapitel 4.2) wurde die
Versuchsreihe mit dem Nachweis der prinzipiellen Durchfuhrbarkeit beendet.

4.1.4. Diskussion der homogenen Experimente und der Versuche auf

Glasoberflachen

Die vorliegenden Experimente zeigen, dass ein Nachweis von p53 Antikorpern
durch die ausgewahlten Epitope moglich ist. Sowohl die monoklonale
Versuchsfuhrung als auch die Untersuchung von Blutseren liefern aussagekraftige
Ergebnisse. Die Quantifizierung der Bindungsstarke ist aufgrund der
Peptidzersetzung jedoch nur eingeschrankt moglich. Wahrend die Messpunkte der
Titrationskurven flr Epitop 1 und 2a auf den ersten Blick nah an der erwarteten
Kurve liegen zeigt Epitop 3 bereits in der Abbildung 4.2 deutliche Abweichungen
vom erwarteten Verhalten.

Scatchardauftragungen von Titrationen entsprechend Gleichung 2.5 geben die
Bindungskonstante ungenauer an, liefern aber deutlichere Aussagen uUber das
Bindungsverhalten der Antikdrper. So kann Uber diese Auftragung eine Aussage
uber die Genauigkeit der ermittelten Bindungskonstanten gemacht werden.
Abbildung 4.10 ist die Scatchardauftragung der Titrationskurven aus Abbildung
4.2. Sie zeigt fur Epitop 2a den typischen Titrationsverlauf fir einen Antikorper,
dessen Bindungsstellen eine Uber den gesamten Titrationsverlauf konstante
Anzahl unabhangiger Bindungsstellen gleicher Bindungskonstante zum Epitop
aufweisen. Der Verlauf fur Epitop 1 weist jedoch eine deutliche Abweichung vom
ideal linearen Verhalten auf. Im Allgemeinen wird ein solcher Kurvenverlauf mit
einer Hemmung der zweiten Bindungsstelle des Antikorpers durch Bindung der
ersten interpretiert. Davon wird allerdings in diesem Fall nicht ausgegangen. Die
Proben wurden gemeinsam vorbereitet und nacheinander Vermessen, so dass
etwa 2 h zwischen der ersten und der letzten Messung vergingen.

Zusammen mit den Ergebnissen aus Kapitel 4.2 kann davon ausgegangen
werden, dass sich nicht die Bindungsaffinitat des Antikdrpers verandert, sondern
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die Konzentration der noch zu einer Bindung fahigen Epitopmolekule gesunken ist.
Noch deutlicher ist die Abweichung vom idealen Verhalten bei Epitop 3. Die
Streuung der Werte ist erheblich. Absolute Aussagen zur Bindungsstarke der
verwendeten monoklonalen Antikdrper kdnnen daher nicht gemacht werden.
Wahrend die Bindungskonstante flr Epitop 2a recht genau ist, werden jene flr die
Epitope 1 und 3 deutlich Uber dem ermittelten Wert liegen.
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Abb. 4.10: Scatchardauftragungen der Titrationskurven aus Abb. 4.2. a) Epitop 1,
b) Epitop 3, c) Epitop 2a. Nur Epitop 2a zeigt einen deutlichen, linearen
Funktionsverlauf.

Der durchgefihrte homogene Nachweis stellt die einfachste Mdglichkeit dar eine
Immunreaktion aufzuzeigen. Analytlésung und Detektor werden
zusammengebracht, eine eventuell erfolgte Bildung von Immunkomplexen kann
nach der Inkubationszeit ohne weitere Arbeitsschritte direkt gemessen werden. So
kann eine Aussage Uber das Vorhandensein eines Antikorpers sehr schnell und
sicher gemacht werden.

Durch die fehlende Moglichkeit das Signal an wenigen Stellen der Probe
aufzukonzentrieren ist die Sensitivitat des Antikdrpernachweises immer auf
Konzentrationsbereiche bis in die Region der Bindungskonstante beschrankt.
Obwonhl die Sensitivitat des homogenen Assays nicht ausreicht fir den Nachweis
von p53 Antikoérpern, zeigen die Experimente, dass das Verfahren grundsatzlich
fur immunologische Nachweise geeignet ist.
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Deutlich hohere Sensitivitaten sind von dem vorgestellten heterogenen Nachweis
zu erwarten, da der Grolteil der gebildeten Immunokomplexe an der Oberflache
fixiert und daher detektierbar ist. Problematisch ist neben der Degenerierung der
Peptide im Fall des p53 Nachweises vor allem die unter Laborbedingungen
schwer kontrollierbare Dichte der Proben. Die Herstellung gleichmafiger
Oberflachen wirde den Einsatz hoher Materialmengen erfordern um die Wage-
und Pipettierfehler der bendtigten kleinen Mengen zu reduzieren. Wie in Kapitel
4.3 dargestellt werden wird, ist die Belegung von PS-Beads spezifischer und
reproduzierbarer, da die kritische Belegung mit Streptavidin bereits industriell
vorgenommen wurde. Daher ist ein Nachweis Uber Beads fir die
Laboranwendung einem Oberflachenexperiment vorzuziehen.

4.2. Untersuchungen zu Ldschungs- und Bindungsverlust der

Epitope durch Zersetzung der Peptide

4.2.1. Betrachtung des  Einflusses  verschiedener  Faktoren  auf

Fluoreszenzléschungs- und Bindungsverlust

In allen vorgestellten Experimenten wurde ein Anstieg in der
Fluoreszenzquantenausbeute der Epitope mit der Zeit festgestellt, ohne dass
ihnen Reaktionspartner fur eine Komplexbildung zugefuhrt wurden. Um dieses
Verhalten besser zu verstehen wurden verschiedene Experimente durchgefuhrt.

Einfluss der Temperatur auf die Epitopléschung

Bereits wahrend der Emissionsmessungen relativ hoher Konzentrationen
(~110" M) der Epitope1 und 3 konnte festgestellt werden, dass das
Fluoreszenzsignal der geloschten Peptide nicht konstant bleibt. Ohne
Veranderungen der Probenzusammensetzung stieg die Fluoreszenzintensitat der
Proben Uber die Zeit. Abbildung 4.11 zeigt das Fluoreszenzverhalten von Epitop
2a und Epitop 1 im Verhaltnis zur Farbstoffreferenz:
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Abb. 4.11: Abhangigkeit von Temperatur und Entléschung von Epitop 1 und 2a.
Wahrend die Fluoreszenz von Epitop 2a konstant ist, steigt diejenige von
Epitop1 in Abhangigkeit von der Lagerungstemperatur an.

Wahrend die Fluoreszenzloschung von Epitop 2a Uber den beobachteten
Zeitraum hinweg konstant blieb, kam es fur Epitop 1 zu einer zeitabhangigen
Aufhebung der Fluoreszenzléschung. Es wurden Versuche unternommen, eine
Geschwindigkeitskonstante fir diesen Prozess zu ermitteln. Hierzu durchgeflihrte
Experimente bei verschiedenen Temperaturen konnten qualitativ die Aussage des
in Abbildung 4.11 dargestellten Verhaltens bestatigen. Es wurde allerdings
festgestellt, dass die Geschwindigkeiten, mit denen diese Prozesse ablaufen
unabhangig von der Peptidkonzentration stark schwankten.

Einfluss der Sauerstoffkonzentration der Losung auf die Peptidléschung

Da keine direkte Abhangigkeit der Geschwindigkeit von der Peptidkonzentration
gefunden wurde, ist es naheliegend, dass Bestandteile von Epitop 1 gegenuber
anderen Komponenten der Ldsung ein von Epitop2a abweichendes Verhalten
zeigen.

Eine Beteiligung von Sauerstoff an einem solchen Prozess ist wahrscheinlich. Die
Wechselwirkung seines reaktiven angeregten Singulettzustandes 'O, mit den
Aminosauren Tryptophan, Tyrosin, Histidin, Methionin und Cystein ist seit langem
bekannt und immer wieder untersucht worden [Holt, Milligan et al. 1977; Michaeli
und Feitelson 1994; Michaeli und Feitelson 1995; Simat und Steinhart 1998].
Hierbei wirken die genannten Aminosauren als Quencher des Singulettzustandes,
die als Folge des wahrscheinlich Uber einen Exciplex verlaufenden Prozesses
oxidiert werden [Michaeli und Feitelson 1994]. Da Tryptophan in Epitop 1 als
einzige der oben genannten Aminosauren vorkommt und es gleichzeitig fur die
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Farbstoffloschung verantwortlich ist, wurde als Arbeitshypothese angenommen,
dass es sich bei den beobachteten Vorgangen um eine Oxidation des
Tryptophans handelt.

Obwonhl sich die Gesamtkonzentration des Sauerstoffs in wassrigen Lésungen
leicht berechnen lasst®, ist die Bestimmung des Anteils an Singulettsauerstoff
schwierig. Eine direkte Anregung Uber Bestrahlung mit elektromagnetischen
Wellen ist spinverboten. Daher muss die Anregung auf den 0.98 eV hdher
gelegenen Singulettzustand Uber eine zusatzliche Kollision mit einem Molekil
oder direkt Uber Kollision mit angeregten Molekulen erfolgen [Merkel und Kearns
1972]. Da solche Vorgange in Makromolekulen wie z.B. die hier betrachteten
Peptide komplex sein konnen, wurde zunachst qualitativ der Einfluss der
Gesamtsauerstoffkonzentration auf die Epitopfluoreszenz betrachtet.

——ohne Oxidase
—8— mit Oxidase

Quantenaubeute/%

t/min

Abb. 4.12: Durch enzymatische Entfernung von Sauerstoff konnte die Zerstorung
von Epitop 1 deutlich verlangsamt werden.

Die gemessenen Werte der Kurve liegen mit 65-94% Quantenausbeute ohne
Oxidasezugabe und mit 76-80% Quantenausbeute relativ zu freiem MR121 sehr
hoch. Der Grund hierfur liegt in der fir ein Funktionieren der Oxidase notigen
Pufferzusammensetzung. Um ein reduzierendes Medium zu erhalten wird ihm R-
Mercaptoethanol und Dithiotreitol (DTT) zugesetzt. Diese unterdriicken jedoch die
Komplexbildung zwischen Tryptophan und Farbstoff, was zu einem Anstieg der
Quantenausbeute fuhrt. Um die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten wurden die
Reagenzien beiden Proben in gleicher Menge zugesetzt.

Es wurden Versuche durchgefihrt, in denen der Sauerstoff durch Sattigung der
Ldsung mit den inerten Gasen Stickstoff und Argon ausgetrieben wurde. Auch in
diesen Experimenten wurde eine Verringerung der Entldschung beobachtet, die

® mit einem Partialdruck von 0,212 bar kann die Gleichgewichtskonzentration von Sauerstoff in
Wasser bei 278 K nach dem Gesetz von Henry mit 4,77-10" mol angegeben werden.
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jedoch im Vergleich zur enzymatischen Sauerstoffentfernung weniger ausgepragt
war. Der Einfluss des Sauerstoffs auf die Peptidzersetzung ist gut zu verfolgen,
obwohl quantitative Aussagen uber ihren Verlauf auf diesem Weg nicht erhalten
werden konnten.

Bindungsverhalten der Epitope nach dem Loschungsverlust

Die Experimente in Kapitel 4.1 deuten darauf hin, dass mit einem Verlust der
Fluoreszenzloschung ein Verlust der Bindungsfahigkeit der Epitope einhergeht.
Bei einer Bindung mit dem Antikorper sind die bindungsrelevanten Aminosauren
vom Antikdrper umgeben. lhr Kontakt zu Farbstoff und Probenlésung wird
minimiert, was sich in einer Senkung der von der Peptidléschung hervorgerufenen
Amplitude auf der Mikrosekunden-Zeitskala der FCS-Kurven widerspiegelt (s.
Abbildung 4.1). Bei einer Anderung in der chemischen Struktur geht die Ldschung
hingegen vollstandig verloren.
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Abb. 4.13: Fluoreszenzverhalten 1-10"° M Lésungen der Epitope 1, 2a und 3
nach 20stindiger Lagerung bei Raumtemperatur. Wahrend Epitop 2 noch
intakt ist, kann bei Epitop 1 und 3 keine Loschung mehr festgestellt werden.

Um nachzuweisen, dass es sich bei dem Loschungsverlust tatsachlich um einen
Prozess handelt, an dem neben Sauerstoff und Farbstoff auch die Aminosauren
der Peptide beteiligt sind, wurden Lésungen der freien Epitope (Abb.4.13) und
Ldsungen mit an Antikdrper gebundenen Epitopen nach 20 Stunden Lagerung bei
RT untersucht. Wahrend Epitop 2a in dieser Zeit keine messbare Anderung in
seinem Fluoreszenzverhalten zeigte, war die Léschung der Epitope 1 und 3
vollstandig aufgehoben (Abb. 4.13).
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Abb.4.13: a) Zugabe des Antikdérpers zu frischem Epitop und anschlieende
20stindige Inkubation. Wahrend das freie Epitop zerstort ist, ist der
Immunkomplex  stabil. b) wird der Antkorper zu bereits
fluoreszenzentléschten Epitopen gegeben, findet keine Bindung mehr statt.

Die Bindungsuntersuchung von Epitop 1 verlauft wie erwartet. Ein an intaktes
Epitop koordinierter Antikorper schutzt die Aminosauren. Die Komplexbindung
bleibt Uber einen langen Zeitraum stabil. Noch nach 20 Stunden zeigt das in
freiem Zustand empfindliche Peptid sowohl in Anwesenheit des positiven Serums
K76 als auch in Gegenwart seines monoklonalen Antikdrpers die verlangerte
Diffusionszeit des Komplexes und die schwache Restamplitute im Mikro- bis
Nanosekundenbereich. Zugabe von Antikorper zu bereits entldschten Molekulen
fuhrt zu keiner Reaktion.

Uberraschend und kritisch zu betrachten ist hingegen das Verhalten von Epitop 3.
Es zeigt das gleiche Verhalten wie Epitop 1. Zu erwarten war jedoch eine Bindung
des entloschten Peptides an den Antikorper, da das Tryptophan nicht Bestandteil
der nativen Sequenz ist und damit keinen Einfluss auf die Bildung des
Immunkomplexes haben sollte. Hier hat wahrscheinlich eine weitere, unbekannte
Modifikation des Epitops stattgefunden.

Vor diesem Hintergrund wurden auch die FCS-Untersuchungen von Epitop 1
erneut betrachtet und festgestellt, dass bei Zugabe von Seren zu bereits
entldschtem Epitop keine Reaktion mehr gefunden wird. Dieses ist in sofern
unerwartet, als das polyklonale Antikorper verschiedene Bereiche des Epitopes
angreifen sollten. Die Peptidbindende Grube an der Antigenbindungsstelle des
Antikorpers bindet an 6-9 Aminosauren. Die Sequenz von Epitop 1 betrachtend
sollte daher zu erwarten sein, dass der Bindungsanteil abnimmt. Ein vodlliges
Ausbleiben der Reaktion lasst nur zwei Schlisse zu: entweder enthielten die
positiv getesteten Seren ausschliel3lich Antikorper, in denen das Tryptophan
essentiell fur die Bildung des Immunkomplexes war, oder es finden weitere, nicht
durch die Farbstofffluoreszenz beobachtbare Prozesse statt. Die Ergebnisse des
in Abbildung 4.13 dargestellten Versuches legen nahe, weitere Prozesse in
Betracht zu ziehen.
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Abhéangigkeit der Peptidentldschung von Aminoséuresequenz und

Loschungseffizienz

Wahrend Epitop 2a Uber viele Stunden in hoher Verdlinnung bei Raumtemperatur
gelagert werden kann, ohne eine Veranderung zu zeigen, Ist die Stabilitat seiner
modifizierten Form 2b so gering, dass eine Bestimmung der Bindungskonstante
uber FCS-Titration nicht mdglich ist (vgl. Kapitel 4.1.2). Direkte Einzelmessungen
zur Bestimmung der Serenbindung verliefen erfolgreich (Abb. 4.6). Da die
angeflugten GS-Einheiten kein Teil der naturlichen Sequenz sind, ist der
Bindungsverlust wahrscheinlich auf durch das Anhangen der zusatzlichen
Molekule hervorgerufene Veranderungen zuruckzufuhren. Nachdem ein Einfluss
der dem Puffer zugesetzten Substanzen Rinderserumalbumin und Tween20
experimentell ausgeschlossen werden konnte, blieben als mdgliche Erklarungen
oxidative Prozesse durch Anderungen in den elektronischen und sterischen
Verhaltnissen.

Da die Untersuchung solcher Prozesse aufgrund der Grofde der Epitope und der
Verschiedenartigkeit der chemischen Eigenschaften ihrer Seitenkette komplex
sind, konnte die Zielsetzung der Versuche nur eine Eingrenzung der moglichen
Prozesse sein. Daher wurde zur Untersuchung der Sequenzabhagigkeit Epitop 2a
mit dem ahnlichen Epitop 2b verglichen. Fir Vergleiche wurde auch das Verhalten
von freiem Tryptophan und verschieden langer Peptide von GS-Sequenzen
untersucht:

Epitop2a AS-Sequenz: DDLMLSPDDIEQWFT

Epitop 2b  AS-Sequenz: Btn-GSGSDDLMLSPDDIEQWFTGSGSK
Freies Tryptophan w

Dipeptide mit Tryptophan FW, GW

Verschiedene GS-Peptide (GS)1,3579W

FUr die in der Arbeit verwendeten Peptide geht die Empfindlichkeit fir eine
Ldschungsaufhebung mit der Ldschungseffizienz einher. Wie Tabelle 4.1 zu
entnehmen ist, steigt die Quantenausbeute von E2b (0,26) Uber Epitop 1 und 3
(je 0.38) zu Epitop 2a (0.42) in der gleichen Reihenfolge wie die beobachtete
Stabilitat. Zu untersuchen war, ob der Anteil der im Ldschungskomplex
vorliegenden Tryptophanmolekule in direktem Zusammenhang zu der
Empfindlichkeit des Peptides steht. Zur Untersuchung der Abhangigkeit von
Komplexbildung und Oxidation wurden Dipeptide von Phenylalanin und
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Tryptophan (FW) und Glycin und Tryptophan (GW) so wie einzelnes Tryptophan
(W) an MR121 gebunden und untersucht.

Die geringen Quantenausbeuten von 0,05 (W), 0,11 (GW) und 0,25 (FW) lassen
nach der vorangegangenen Beobachtung eine stark erhdhte Empfindlichkeit
erwarten. Lagerung bei 4°C und 20°C fuhrte im Zeitraum von 48 h nicht zu einer
Veranderung der spektroskopischen Eigenschaften der Proben. Einzig die bei
50°C inkubierten Proben verloren einen kleinen Teil ihrer Ldschung. Die
Quantenausbeuten stiegen auf 0,07 (W), 0,15 (GW) und 0,30 (FW). Damit kann
die Komplexbildung zwischen Tryptophan und Farbstoff als alleiniges Kriterium flr
die Peptidzersetzung ausgeschlossen werden.

Die Peptidsequenzen E2a und E2b unterscheiden sich ausschlieBlich durch die an
beiden Termini angebrachten Linker Biotin-GSGS sowie GSGSK. Da die
Zersetzung auch in Peptiden ohne Biotin beobachtet wurde und die als reaktive
Gruppe maogliche Amingruppe des Lysins durch den Farbstoff besetzt ist, ist es
sinnvoll, das Verhalten von an Tryptophan angebrachten GS-Sequenzen unter
gleichen Bedingungen zu untersuchen. Die zu Beginn der Versuche ermittelten
Quantenausbeuten von 0,07 (GSW) bis 0,47 ((GS)eW) blieben jedoch Uber einen
Zeitraum von 48 h unabhangig von Inkubationstemperatur und
Peptidkonzentration konstant. Ein alleiniges Zusammenwirken von Serin,
Tryptophan und dem Farbstoff ist somit ebenfalls nicht gegeben.

4.2.2. Zusammenfassung und Diskussion der Beobachtungen zur

Epitopzersetzung

Die Abhangigkeit der Peptidzerstérung von Temperatur und Sauerstoffgehalt der
Lésung weist auf einen oxidativen Prozess als Grund fiur die Entlédschung der
markierten Epitope hin. Es kann davon ausgegangen werden, dass die besonders
oxidationsempfindliche Aminosaure Tryptophan zerstort wird.

Untersuchungen zur Sequenzabhangigkeit des Prozesses verliefen ohne
Ergebnis. Neben der Sequenz, auch Primarstruktur genannt, bilden Biopolymere
in Abhangigkeit von ihrer chemischen Zusammensetzung auch raumliche
Strukturen aus. Ladung, Polaritat und der sterische Anspruch der Seitenketten
konnen dazu fuhren, dass Bereiche der Primarstruktur sich bevorzugt in einer
bestimmten Konformation befinden, die Uber Wasserstoffbricken, van-der-Waals-
Krafte und hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert sind. In Peptiden sind die
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am haufigsten auftretenden sogenannten Sekundarstrukturen o-Helices und B-
Faltblatter. Im Gegensatz zu Bereichen, in denen keine definierte
Sekundarstruktur vorliegt (sog. Zufallsschleifen oder random coils) zeichnen sich
Helices und Faltblatter dadurch aus, dass in ihnen die Drehwinkel des
Peptidrickgrates festgelegt sind und sich uUber die Lange des
Sekundarstrukturelementes hindurch periodisch wiederholen. Die a-Helix ist eine
rechsgangige Spirale mit im Schnitt 3 bis 4 Aminosauren pro Umlauf. Sie wird von
Wasserstoffbricken stabilisiet und wird bevorzugt von grof3en polaren
Aminosauren ausgebildet. Im Gegensatz dazu werden Faltblattstrukturen eher von
Aminosauren mit kleinen, unpolaren Seitenketten bevorzugt, da sich in dieser
zieharmonikaartigen Struktur die Seitenketten parallel oder antiparallel zueinander
entlang des Peptidruckrades legen. Ladungen und sterisch anspruchsvolle Reste
wurden diese Ausrichtung erschweren.

Eine Veranderung in der Sekundarstruktur kann dazu fuhren, dass der Antikorper
die von ihm erkennbaren Seitenketten in anderer Stellung zueinander oder
uberhaupt nicht mehr erreicht. Besonders interessant ist hier der Vergleich
zwischen Epitop 2a und 2b, da die Peptide ein deutlich unterschiedliches
Oxidationsverhalten zeigen, obwohl die Modifikationen auf3erhalb des Bereiches,
der fur Fluoreszenzldschung und Antikdrperbindung verantwortlich ist, liegen.

Die Epitope 1, 2a und 2b liegen in der N-terminalen Transaktivierungsdomane des
p53. Von dieser Region des Proteins ist bekannt, dass ihre Funktion stark durch
Anderungen der Konformation der Doméne, jedoch nicht durch den Austausch
einzelner Aminosauren beeinflusst wird [Marston, Crook et al. 1994; Soussi und
May 1996]. Bis heute ist es jedoch nicht gelungen die tatsachliche Struktur der
Transaktivierungsdomane (AS 1-92) aufzuklaren. Hier soll eine Voraussage der
Sekundarstruktur von Epitop 2a und 2b mithilfe von Datenbanken und
entsprechenden Rechnungen durchgefuhrt werden. Hierbei ist zu beachten, dass
die Peptidlange sich im unteren Bereich der zur Ausbildung von
Sekundarstrukturen nétigen bewegt. Die durchgefuhrte Betrachtung der Strukturen
soll keine Aussagen Uuber eventuelle Peptidstrukturen geben. Es soll
ausschlieflich verglichen werden, ob und wie sich die Peptide untereinander und
gegenuber dem p53-Protein verhalten konnten. Die durch eine Struktursimulation
erhaltenen Vorschlage fir Sekundarstrukturen hangen stark von den verwendeten
Methode und der zugrunde liegenden Proteindatenbank ab. Fur den
durchgefuhrten Vergleich wurden verschiedene Analysetools auf Basis neuronaler
Netzwerke herangezogen.

Obwohl die Aussagen Uber die absolute Konformation der Epitope in den
Methoden voneinander abwichen, lieferte der Vergleich der vorausgesagten
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Peptidkonformation der freien Peptide mit ihrer vorausgesagten raumlichen
Anordnung im Protein ahnliche Ergebnisse. Hier sollen beispielhaft die Ergebnisse
von NNPREDICT University of California in San Francisco [McClelland und
Rumelhart 1988; Kneller, Cohen et al. 1990] und von GOR IV des Péle
Biolnformatique der Universitat Lyon [Combet, Blanchet et al. 2000] dargestellt
werden, die beide drei Konformationen (¢ = Zufallsschleife, e = B-Faltblatt, h = -
Helix) unterscheiden. Die Strukturvorhersagen von NNPREDICT basieren auf den
Daten von 105 Proteinen [Bernstein, Koetzle et al. 1977], aufgrund derer die
Sekundarstruktur einer Seitenkette eines Peptides unbekannter Tertiarstruktur mit
einer Wahrscheinlichkeit von 67% richtig angegeben wird [Kneller, Cohen et al.
1990]. Gor IV greift auf eine aus 267 Proteinen bestehende Datenbank zurick
und gibt die Sekundarstruktur in 64,4% der Falle richtig an [Garnier, Gibrat et al.
1996]. Sie wurde trotz ihrer geringeren Sicherheit gewahlt, da mit ihr die komplette
Sequenz von p53 berechnet wurde und so Vergleiche mit dem Protein innerhalb
einer Methode moglich sind.
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Tabelle 4.3: Strukturvorschlage der Epitope im Vergleich zum Strukturvorschlag
des p53-Proteins durch GOR IV (- = random coil). Fur die p53-Struktur wird
die Struktur Uber die angegebenen Sequenzen wie fir die Stelle berechnet

fortgefiihrt.

Epitop 1
AS-Sequenz: SQE TFS DLW KLL PEN
Vorhergesagte Struktur --- --- eee eee -ee
Vorherges. Struktur in ---  ---  -hh hhh hh- --- --- ---
pS53
Epitop2a
AS-Sequenz: DD LML SPD DIE QWF T
Vorhergesagte Struktur -- --- --- --h h-- -
Vorherges. Struktur in  -hh  hhh h-- ---  --- ee- --- ---
p53
Epitop 2b
AS-Sequenz: (GSG S)DD LML SPD DIE QWF T(GS GSK)
Vorhergesagte Struktur --- --- -ee --- -ee eee eee ee-
Vorherges. Struktur in  -hh  hhh h-- ---  --- ee- --- ---
p53
Epitop 3
AS-Sequenz: SKK GQS TSR H(W)
Vorhergesagte Struktur --- --e eee e-
Vorherges. Strukturin -hh h-- -ee --- -hh hhh eee ee-
p53

Tabelle 4.4: Strukturvorschlage fur Epitop 2a und 2b durch NNPREDICT
Epitop2a
AS-Sequenz: DD LML SPD DIE QWF T
Vorhergesagte Struktur -- --- --- --h h-- -
Epitop 2b
AS-Sequenz: GSG SDD LML SPD DIE QWF TGS GSK
Vorhergesagte Struktur  ---  --- -e- --- --e eee --- ---
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Ein Vergleich der Konformations-Vorhersagen durch GORIV fur die verschiedenen
Peptide mit den Vorhersagen ihrer Konformation im Gesamtprotein zeigt, dass nur
die Strukturvorhersage fur das freie Epitop 2a ahnlich der seiner Struktur im
Protein ist. In beiden Fallen wird die Sequenz hauptsachlich als random coil
vorausgesagt. Anders ist die Situation fur Epitop 1 und 3. In beiden wird flir die
Region um das bindungsessentielle Tryptophan im freien Peptid eine
Faltblattstruktur vorgeschlagen, wahrend fur diese Stellen innerhalb des Proteins
eine helicale Struktur vorgeschlagen wird. Besonders ins Auge fallen die
unterschiedlichen Prognosen der beiden homologen Epitope 2a und 2b. Die
Verlangerung der Sequenz fuhrt dazu, dass das flr Epitop 2a vorhergesagte
random coil mit leicht helicaler Tendenz einem p-Faltblatt im Bereich des
Tryptophans weicht.

Die Bewertung dieser Ergebnisse muss unter dem Gesichtspunkt erfolgen, dass
die untersuchten Peptide, vor allem Epitop 3, sehr kurz fur die Ausbildung von
Sekundarstrukturen sind. Weiterhin ist zu beachten, dass weder der Einfluss des
Farbstoffmolekuls, noch der des Biotins in der Rechnung berucksichtigt werden
konnen. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass die motivischen Verhaltnisse in den
Peptiden sich teilweise deutlich von den Verhaltnissen im Protein unterscheiden.

Den Daten kdnnen zwei Aussagen entnommen werden. Epitop 2a scheint sich
deutlich anders zu verhalten als die anderen betrachteten Peptide. Sein
Strukturvorschlag aus Tabelle 4.3 ahnelt der im Protein vorgeschlagenen Struktur
am starksten und es kann von allen Peptiden am ehesten als random coil - Peptid
beschrieben werden. Wahrend in allen anderen Peptiden das Tryptophan in
einem Faltblatt vorgeschlagen wird, wird fur Epitop 2a sowohl durch GORIV als
auch durch NNPREDICT, welches als Vergleich herangezogen wurde, eine
helicale Tendenz gezeigt. Auffallig ist weiterhin, dass alle instabilen Epitope im
Bereich des flr die Ldschung verantwortlichen Tryptophans jeweils eine recht
lange Sequenz von Peptiden zeigen, fur die das B-Faltblatt vorgeschlagen wird.
Ohne Aussagen Uber etwaige Sekundarstrukturen zu machen ist eine
Strukturabhangigkeit der Oxidationsempfindlichkeit des Tryptophans
wahrscheinlich.

Zur weiteren Untersuchung der Zusammenhange zwischen den sterischen und
elektrostatischen Verhaltnissen in kurzen Polypeptiden und der Reaktivitat ihrer
Seitengruppen sind Berechnungen der tatsachlichen raumlichen Anordnungen
unter Versuchsbedingungen interessant. Weiterhin waren Versuche notig, um den
Ubergang zwischen stabilen und instabilen Sequenzen zu untersuchen. Hierzu
bdte es sich an, Epitop vom C-Terminus her zu verkirzen und mit den daraus
entstehenden neuen Peptiden die Kinetik der Tryptophanoxidation zu betrachten.
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4.3. Qualitativer und Quantitativer Nachweis von Proteinen aus

humanem Blutserum durch Nachweise auf Mikrobeads

Die Miniaturisierung immunologischer Nachweise auf Chips und die Verwendung
von Kunststoff- oder Silicabeads ist in der letzten Zeit zu Standardmethoden
avanciert. Auf der Suche nach sichereren Assays, die mit weniger Material- und
Kostenaufwand in kurzerer Zeit durchgefihrt werden konnen, zeichnen sich
deutliche Fortschritte ab. In dieser Arbeit wurden zwei grundsatzliche Typen von
Nachweisen vor dem Hintergrund unterschiedlicher Fragestellungen entwickelt.

Wahrend der Assay-Entwicklungen im Rahmen dieser Arbeit konnten auch andere
Arbeitsgruppen Erfolge in der Entwicklung von Mehrschichtassays wie den hier
vorgestellten erzielen [Yan, Xing et al. 2004; Koskinen, Vaarno et al. 2006]. Diese
guten Ergebnisse wurden jedoch unter aufwendigen Techniken wie der
Anreicherung von Antikérpern Uber Protein G erzielt [Koskinen, Vaarno et al.
2006] oder erforderten einen komplizierten Aufbau der Messzelle fir den
verwendeten elektrochemilumineszenzten (ECL) Nachweis [Blackburn, Shah et al.
1991; Koskinen, Vaarno et al. 2006]. Obwohl der Nachweis Uber die
elektrochemische  Anregung von  Rutheniumkomplexen  ausgezeichnete
Ergebnisse liefert und seit kurzer Zeit kommerziell erhaltlich ist, kam er flr den in
dieser Arbeit zu entwickelnden Assay nicht in Frage. Dieser sollte in
Mikrotiterplatten oder Mikrochips durchfuhrbar sein, was aufgrund der fir ECL
bendtigten Elektroden mit dieser Technik nicht moglich ist.

4.3.1. Kompetitiver, quantitativer Nachweis von Wachstumsfaktoren

Der Nachweis von Wachstumshormonen aus menschlichem Blut ist mit den
derzeit existenten kauflichen Methoden problemlos mdglich. So liegt die normale
Serumskonzentration des IGF-l, an dem der vorliegende Nachweis entwickelt
wurde, mit durchschnittlichen Konzentrationen von 10-30 nmol/L [D'Ercole, Stiles
et al. 1984] im nachweisbaren Konzentrationsbereich der meisten
immunologischen Nachweismethoden. Der zu entwickelnde Assay sollte jedoch
zusatzliche Kriterien erfillen. Da er fur einen Nachweis in Mikroliterkavitaten in
immunologischen Chips geplant ist, sollten Waschschritte so weit wie maglich
vermieden werden. Die Nachweise mit dem fertigen Assay sollen von Laien
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durchfuhrbar sein. Daher wurden die Versuche so gestaltet, dass eine Maschine in
der Lage ist, Inkubation, fluoreszenzspekiroskopische Vermessung und
Auswertung des Nachweises eigenstandig durchzufihren.

Aufbau eines Nachweises ohne Waschschritte

Mehrschichtassays unter Verwendung von Waschschritten enthalten im
Allgemeinem zwei Schritte. Im ersten wird ein monoklonaler Fangerantikorper
(capture Antibody cAB) dafur verwendet Analyte moglichst quantitativ aus der
Lésung zu fangen und so die Sensitivitat des Assays bestimmt. Der
Dektionsantikorper (detection antibody dAB) ist ein polyklonaler Antikérper, der
hochselektiv an die Analytmolekile bindet. Er tragt im ELISA ein Biotin an dem
das zum enzymatischen Nachweis notige Molekil, meist eine Peroxidase oder
Phosphatase, angebracht wird.

Die erste Modifikation zu dem beschriebenen ,klassischen® Aufbau liegt bei
Nachweisen auf Beads darin, dass die Bindung an die detektierte Oberflache nicht
adsorptiv, sondern gerichtet erfolgen muss. Dieses wurde im entwickelten Assay
durch eine Wechselwirkung zwischen Streptavidin und Biotin realisiert. Weiterhin
liegen im Unterschied zum ELISA alle Bestandteile des Assays nebeneinander in
Lésung vor, da in einem geplanten Chip-Assay eine nachtragliche Zugabe von
Komponenten nicht zu realisieren ist. Bei Verwendung polyklonaler und
monoklonaler Antikorper in der oben beschriebenen Art und Weise wirde dies zu
einer Herabsetzung der Sensitivitat fihren, da Bindungsstellen des monoklonalen
Antikorpers auch von polyklonalen Antikorpern besetzt werden konnen. Daher
wurde der in Abbildung 4.14 schematisch dargestellte Aufbau mit zwei
identischen, polyklonalen Antikdrpern gewanhlt.

Bead
Analyt
45 min, dAB
RT

cAB

Abb. 4.14: Schematischer Aufbau des Assays zur quantitativen Bestimmung von
Proteinen aus humanem Serum. S steht hierin fir Streptavidin, B fur Biotin.

Unter der Annahme, dass Farbstoffmarkierung und Biotinylierung des
verwendeten polyklonalen Antikorpers keinen entscheidenden Einfluss auf das
Bindungsverhalten haben, stehen die Detektions- und Fangerantikorper in direkter
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Konkurrenz um die Bindungsstellen des Analytmolekuls, der Assay ist also der
Gruppe der kompetitiven Nachweise zuzuordnen.

Drei-Komponenten-Gleichgewichte in einem Immunoassay ohne

Waschschritt

Innerhalb der Inkubationszelle kommt es zu einer Gleichgewichtseinstellung
zwischen Analytmolekul (IGF-I), Fangerantikorper und Detektorantikorper. Fir den
entwickelten Nachweis wurde der charakteristische, ungewohnliche Verlauf der
Titrationskurve durch Auftragung der Intensiatsverteilung rom (Gl. 3.6) gegen die
IGF-Konzentration genutzt (Abb. 4.15).
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Abb.4.15: a) Digitale Aufnahme stark fluoreszierender Beads entsprechend dem
Maximalbereich von b). b) Typischer Verlauf des rom- Wertes flir eine
Titration mittels einschrittigem Nachweis, hier am Beispiel der Optimierung
auf eine 1-10® molare IGF-Lésung. Weitere Erklarungen siehe Text.

Alle bestimmten Titrationskurven zeigen einen maximalen rom-Wert fir den Fall
gleicher Analyt und Detektorantikbrperkonzentration. Im abgebildeten Beispiel ist
die Dreiteilung der Titrationskurve des auf eine 1-10® molare Losung optimierten
Versuches dargestellt. Die Abbildung kann in drei Bereiche unterteilt werden, in
denen die unterschiedlichen Konzentrationsverhaltnisse sich deutlich in den
ermittelten Helligkeitsverteilungen widerspiegeln.

Die Konzentration des Fangerantikorpers wird in jeder Titration so gewahlt, dass
sie niedriger ist als jene des Detektorantikorpers. In dem in Abbildung 4.15 gelb
markierten Bereich kleiner IGF-Konzentrationen steigt mit abnehmender IGF-
Konzentration die Wahrscheinlichkeit, dass alle Bindungsstellen auf dem Molekiil
von den im Uberschuss vorliegenden farbstofftragenden, nicht biotinylierten IGF-
Molekulen besetzt werden. So sind sie IGF-Molekule zwar stark markiert, kdnnen
jedoch nicht mehr an die Beads gekoppelt werden. Im grun markierten
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hochsensitiven Bereich der Titrationskurve liegt das Konzentrationsverhaltnis
zwischen dem Wachstumsfaktor und dem Detektionsantikdrper im Bereich von
eins. Im Mittel tragt also jedes IGF-Molekul einen Detektionsantikdrper und hat so
noch Bindungsstellen zur Fixierung auf dem Bead frei. Steigt die IGF-
Konzentration weiter, ist eine Farbstoffmarkierung nicht mehr fir jedes
Analytmolekul mdglich (Abb. 4.15, orange markiert). Zusatzlich nimmt der Anteil
farbstoffmarkierter IGF-Molekule auf der Oberflache der Beads dadurch ab, dass
an den auf dem Bead befindlichen FangerantikOrper bereits nichtmarkierte
Analytmolekile gebunden sein koénnen, die dann die Bindungsstellen flr
farbstoffmarkiertes IGF blockieren kénnen.

Der beschriebene Kurvenverlauf ist charakteristisch und ahnlich fur alle
immunologischen Nachweise. Erstmals wurde dieser Zusammenhang zwischen
Bindungsstellen und Antigen von dem amerikanischen Mediziner und
Mitbegrinder der quantitativen Immunanalyse Michael Heidelberger festgestellt
und wird bis heute in der Immunprazipitation als ,Heidelberger Kurve“ verwendet
[Heidelberger und Kendall 1929]. In allen mehrschrittigen Nachweismethoden
(auch ELISA) wird der Detektor jedoch immer im Uberschuss zugegeben und auf
einen Konzentrationsnachweis Uber das Bindungsoptimum verzichtet.

FiUr die Einstellung dieses Gleichgewichtes ist die eingesetzte Menge an Beads
unkritisch. Die Experimente wurden in 96 well-Titerplatten durchgefuhrt. Um eine
fur die Aufnahme reprasentativer Bilder notige Menge von Beads sicherzustellen,
wurden ca. 400000 Beads pro Well verwendet. Dieses entspricht nach
Herstellerangaben 6,2-10° mol Antikdérperbindungsstellen pro Well. Eine
Herabsetzung der Beadmenge wirde eine Erhohung der Sensitivitat zur Folge
haben, wurde aber nicht weiter verfolgt, da die verwendeten Bedingungen eine
Detektion im physiologischen Bereich der IGF-Konzentration erlauben.

Verwendung des Verfahrens fiir einen Nachweis in Immunochips

Die verwendeten Immunochips sind so aufgebaut, das mit einer Injektion von
Probenmaterial mehrere Messzellen befullt werden. Diese parallele Vermessung
mehrer Messzellen zur Analyse einer Probe ermdglicht die Herstellung eines
Assays, der nach einmaliger Justierung die IGF-Serumkonzentration ohne die
Vermessung von Referenzen bestimmt.
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In  Abbildung 4.16 wurden die Helligkeitsverteilungen verschiedener
Titrationsreihen gegen die IGF-Konzentration aufgetragen. Die Funktionswerte der
verschiedenen Titrationsreihen fir eine gesuchte IGF-Konzentration lassen ihre
genaue Bestimmung zu.
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Abb. 4.16: Auf verschiedene IGF-Konzentrationen optimierte Titrationsreihen im
Bereich von 3-10° bis 8-10"° M IGF.

In Abbildung 4.16 sind der Ubersichtlichkeit halber Konzentrationen im Bereich
von 8107° bis 3-10° mol/L aufgetragen. Gleiche Ergebnisse wurden fir
verschiedene Konzentrationsreihen bis zu einer Maximalkonzentration im
Optimum von 110® M IGF erhalten. Obwohl 1-10® M bereits die untere
physiologische Grenze der IGF-Konzentration darstellt, wurde vom Nachweis
hoherer Konzentrationen abgesehen.

Abb. 4.17: Links: Immunochip bestehend aus drei Messeinheiten mit je funf
tropfenférmigen Messzellen. Rechts: fluoreszenzspektroskopische Aufnahme
von 2,8um Beads in einer Messzelle. Die IGF-Konzentration betragt 1.10° M.
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Eine Versuchsdurchfuhrung im vorgesehenen Immunochip (Abb. 4.17) verringert
das Reaktionsvolumen von 200uL in den vorgestellten Experimenten auf etwa
5uL*. Das entspricht einer Volumenreduktion auf ein Vierzigstel. Unter der
Annahme, dass das Signal von den absoluten Mengen der IGF-Molekulkomplexe
auf den Beads abhangt, sind die verwendeten molaren Mengen flr einen
Nachweis im Chip optimal.

Eine weitere Optimierung des Versuches wurde nicht vorgenommen. Nachdem
gezeigt worden ist, dass der entwickelte Assay prinzipiell die Bestimmung der IGF-
Konzentration ohne Verwendung einer Referenz erlaubt, missen weitere
Optimierungsschritte direkt im Chip erfolgen. Diese umfassen eine erneute
Optimierung bezuglich Beadmenge und AntikOrperkonzentrationen und eine
Anpassung der Eichkurven an den Detektor, in dem Chip der verwendet werden
soll. Um derart kleine Messzellen mit der nétigen Genauigkeit zu befillen, ist die
Verwendung von Automaten nétig, die bei Durchfliihrung der Experimente nicht zur
Verfligung standen.

Grenzen des kompetitiven, quantitativen Assays

Die Grenzen der Bildauswertung und der Ermittlung des rom-Wertes, der die
Breite der Helligkeitsverteilung beschreibt wurden bereits im Methodenteil
besprochen. Die Maximalwerte der Titrationen werden hauptsachlich durch die
Menge der eingesetzten Beads bestimmt. Grundsatzlich werden fur Bilder, die
mehr Beads enthalten, geringere rom-Werte erhalten.

Der Assay funktioniert, die Maximalwerte der Titrationskurven sowie ihre
Steigungen streuen jedoch. Die Schwankungen im absoluten Kurvenverlauf sind
auf verschiedene Einstellungen des mikroskopischen Aufbaus, verschiedene
Beadmenge und verschiedene Beadverteilungen in den einzelnen Aufnahmen und
Reihen zuruckzufuhren. Es wurde nicht versucht, den Assay auf reproduzierbare,
absolute Kurvenverlaufe zu optimieren , da dieses durch die Vvielen
beeinflussenden Faktoren mit erheblichem Arbeitsaufwand verbunden ware und
mit den veranderten Parametern im Chip erneut durchgeflhrt werden musste.

* Hierbei wird die Flache der 3mm hohen und an lhrer breitesten Stelle 1mm breiten
tropfenférmigen Messzelle durch einen Halbkreis und ein gleichseitigen Dreieck angenéhert.
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Wichtiger als die Hohe des Maximalwertes ist die Verschiebung des Maximums
auf der Konzentrationsachse der Titrationskurve. Im Verhaltnis zu den Ublichen
halbquantitativen Verfahren wie ELISA oder ECL-basierten Methoden wirde eine
Abweichung von 10% des erwarteten Wertes bereits einen gro3en Fortschritt
darstellen. Um eine Aussage Uber die Genauigkeit machen zu kénnen, wurden
zwei Kurven miteinander verglichen. An 2zwei verschiedenen Tagen, also
verschiedenen Justagen des mikroskopischen Aufbaus, wurden aus
verschiedenen Puffern und Verdiinnungsreihen eine Titrationsreihe mit 1-10° M
dAB und eine Titrationsreihe mit 8:10° M dAB vermessen (Abb. 4.18).
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Abb. 4.18: Unter verschiedenen Bedingungen aufgenommene Titrationskurven
fur 1-10° M und 8:10° M dAB. Trotz deutlich verschiedenem Kurvenverlauf
wird das rom-Maximum fir die richtige IGF-Konzentration gefunden.

Trotz der abweichenden Steigungen in der Titrationskurve der 8:10° molaren
Detektionsantikorperlosung wird das Maximum in beiden Kurven an der Stelle
gleicher Detektorantikdrper- und Analytkonzentration gefunden. Die Genauigkeit
des Nachweises liegt deutlich Uber der bisher erhaltlicher Assays. Erste Versuche
zeigen, dass die Wachstumsfaktoren Interleukin 13 und TNF-a &hnliche
Ergebnisse liefern, der Assay also allgemein mit hoher Genauigkeit zur
quantitativen Analyse von Proteinen genutzt werden kann.

4.3.2. Qualitativer Nachweis von p53-Autoantikérpern aus humanem

Blutserum

Die Anforderungen an einen Nachweis von AutoantikOrpern unterscheiden sich
deutlich von denen, die fur den Nachweis der Wachstumsfaktoren beschrieben



92

wurden. Wahrend die relativ hohen Konzentrationen der Wachstumsfaktoren
mdglichst einfach quantitativ bestimmt werden sollten, liegt der Schwerpunkt eines
Assays zur Bestimmung von Antikorpern im sicheren Nachweis ihres Vorliegens in
der Probe. Eine quantitative Analyse ist nicht sinnvoll, da vom Kaorper eine Vielzahl
verschiedener Antikorper gegen ein Antigen gebildet wird, die mit verschiedenen
Bindungskonstanten an das Antigen binden. Seit der Entdeckung einer
Autoimmunantwort des Korpers gegen sein p53-Protein werden der diagnostische
Nutzen des Antikorpernachweises, seine Bedeutung fur die Therapie und die
Zuverlassigkeit der Verfahren diskutiert (s. Kapitel 1.1) Ziel war es, einen
moglichst empfindlichen Assay zu entwickeln, Ihn fir Seren gesunder Spender
und Patienten mit diagnostizierter Krebserkrankung zu testen und die Ergebnisse
mit vorherigen Arbeiten zu vergleichen.

Aufbau des Nachweises zur Detektion von p53-Autoantikérpern

Wahrend die Versuche in Losung nicht die gewlnschte Sensitivitat aufwiesen und
Versuche durch adsorptives Aufbringen auf Glasoberflachen an der Zersetzung
der Epitope scheiterten, sollte der Nachweis Uber eine kovalent modifizierte
Oberflache erfolgen. Hierfur boten sich an der Oberflache Carboxylgruppen
tragende, superparamagnetische Polystyrol-Beads an.
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Abb. 4.19: Schematischer Aufbau des Assays zum Nachweis von p53
Autoantikdrpern. Die Arbeitsschritte sind von links nach rechts abgebildet:
1) Inkubation mit Serum, Waschschritt (Dargestellt durch Klammer),
2) Inkubation mit farbstoffmarkiertem polyklonalem anti-human 1gG-
Antikérper und 3) der Immunkomplex nach dem finalen Waschschritt.

FUr diesen Nachweis wurden p53-Epitope kovalent auf PS-Beads aufgebracht, da
jede zusatzliche Gleichgewichtsreaktion die Sensitivitdt des Nachweises negativ
beeinflusst. Die Besetzung der Beads wurde durch Referenzmessung der
Proteinabsorption vor und nach der Umsetzung mit etwa 700 bis 1000
Peptidmolekilen pro Bead bestimmt. Die Belegung erfolgte N-terminal fir die
Epitope 2a, 4 und 4a. Von Versuchen mit Epitop 1, 2b und 3 wurde abgesehen, da
die hier vorgestellte Methode keine Moglichkeit bietet, die Funktionsfahigkeit der
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Peptide zu Uberprifen. Fur die Detektion wurde ein polyklonaler Antikdrper gegen
die konstante Region des humanen IgG gewahlt, um so Uber eine mdgliche
Mehrfachmarkierung der p53-Antikérper die Sensitivitat weiter zu erhdéhen.

Als essentiell fir ein Funktionieren des Assays erwies sich die passende
Inkubationstemperatur. Wahrend in dem in Kapitel 4.3.2 vorgestellten Nachweis
eine Inkubation bei Raumtemperatur ausreichend war, konnten im
Antikérpernachweis nur nach Inkubation bei 37° C gute Ergebnisse erzielt werden.

Reaktion verschiedener Blutseren auf den beadbasierten
Antikdrpernachweis

Verschiedene Seren gesunder Blutspender (S) und Seren von Patienten mit
diagnostiziertem Lungenkarzinom (K) wurden mit Beads inkubiert, die die Epitope
2, 4 und 4a trugen. Abbildung 4.20 stellt einige typische Aufnahmen positiver und
negativer Seren dar, Abbildung 4.21 die rom-Werte verschiedener Seren nach
Inkubation mit den verschieden belegten Beads.
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Abb. 4.20: a)-d) Abbildung im Bereich zwischen 1500 und 2200 counts/pixel der
Aufnahmen von E4a gecoateten Beads, die mit verschiedenen Seren
inkubiert wurden. a) K17 (stark positiv), b) K1 (positiv), ¢) K7 (schwach
positiv), d) S3 (negativ). e) und f) sind Aufnahmen der Referenzbeads, €)
Abbildung im Bereich zwischen 1500 und 2200 counts/pixel, f) gleiche
Abbildung im Bereich zwischen 1300 und 1500 counts/pixel.
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Abb. 4.21: Reaktion verschiedener Seren auf die Epitope 2a, 4 und 4a. Die rom-
Werte der Beadreferenz wurde jeweils von den fur die Proben erhaltenen
abgezogen. Oben: Spenderseren (S), unten: Lungenkarzinomseren (K).

Allgemein fallen in Abbildung 4.21 die Reaktionen der Spenderseren schwacher
aus, als jene der Krebsseren. Auch die starke Reaktion der Krebsseren gegenuber
den mit Epitop 2a gecoateten Beads ist auffallig.

Auch bei diesem Nachweis sind Vergleiche nur innerhalb einer Messreihe
maoglich, da variierende Beadanzahl sowie verschiedene Inkubationsbedingungen
und Mikroskopeinstellungen einen Vergleich verschiedener Messreihen
untereinander unsicher machen (s. Diskussion im Anschluss). In Abbildung 4.22
wird die Auspragung der Serenreaktionen des in Abbildung 4.21 dargestellten
Versuchs betrachten. Hierzu wurde eine Einteilung der Seren in keine (-),
schwache (+), starke (++) und sehr starke (+++) Reaktion vorgenommen.

Die Reaktion der Seren S10, S97, K21 und K85 sind typische Reaktionen
negativer Seren auf peptidgecoatete Beads. Es konnte immer wieder beobachtet
werden, dass negative Seren einen rom-Wert deutlich unterhalb der Beadreferenz
aufweisen. Dieses wird darauf zuruckgefuhrt, dass als Referenz die
carboxyltragenden Beads verwendet wurden, die aufgrund ihrer Ladung zu
starkeren unspezifischen Wechselwirkungen neigen. So wurde der rom-Wert der
leeren Beads als Grenzwert fur eine positive Reaktion festgesetzt. Flr Epitop 2a
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wurden keine Werte knapp oberhalb dieses Grenzwertes festgestellt, sie waren
eindeutig positiv oder eindeutig negativ. Alle Seren, die Werte im Bereich
zwischen der Beadreferenz und dem schwachsten positiven Signal im E2a-
Nachweis lagen, wurden als schwach positiv bewertet. Die Unterscheidung
zwischen positiven und stark positiven Reaktionen wurden willkarlich festgesetzt.
Sie haben keine analytische Bedeutung und sollen ausschlie3lich dazu dienen, die
Auspragung der Immunantwort auf die verschiedenen Epitope zu kategorisieren
und die Betrachtung der Versuchsergebnisse aus Abbildung 4.21 Ubersichtlicher
zu machen.

I E4a
I E4
| J=E]
2 KIS - rom < rOMpeadreferenz
£ K/S + < romBeadreferenz+ 0’20
=
o K/S ++ < romBeadreferenz+ 0150
Q
(7] K/S +++ > romBeadreferenz+ 0’50
'
e
=
<
K- K+ K++ K+++ - S- S+ S++ S+++

Bindungsstarke

Abb. 4.22; Starke der Immunreaktion der Seren auf die verschiedenen Epitope

Epitop 4 ist das einzige Epitop, welches besser auf gesunde als auf die Seren
kranker Spender anspricht, wahrend Epitop 2a und 4 deutlich starkere Reaktion
mit Krebsseren zeigen.

Ziel des Nachweises ist eine Unterscheidung des Verhaltens von Patienten einer
Tumorerkrankung gegenuber gesunden Menschen. Wird davon ausgegangen,
dass auch eine schwach positive Reaktion auf die betrachteten Seren in einem
gesunden Korper auftreten kann, zeichnet sich ein noch deutlicheres Bild ab:
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Abb. 4.23: Verteilung der positiven und negativen Reaktionen auf die
verschiedenen Epitope. Links: positive Signale nach Intensitat verteilt, rechts
nur positiv/negativ-Vergleich.

Die im Epitopmapping von Lubin et al. [Lubin, Schlichtholz et al. 1993] festgestellte
Immunodominanz der Region, die in dieser Arbeit Epitop 2a genannt wird, kann
bestatigt werden. Wahrend 13 von 21 getesteten Krebsseren positiv auf Epitop 2a
regieren, werden nur 3 von 21 Spenderseren als positiv nachgewiesen.

4.3.3. Bewertung und Diskussion der Experimente auf PS-Beads
Bewertung der Nachweismethoden

Die Titrationsreihen des quantitativen Nachweises belegen die Empfindlichkeit der
entwickelten Methoden. Mit einer deutlichen Unterscheidbarkeit einer 1.107
molaren von einer 8-10”° molaren Lésung liegt die Genauigkeit deutlich Giber der
anderer Methoden. Durch den Verzicht auf eine enzymatische Reaktion werden
auf diesem Wege auch quantitative Ergebnisse mdglich.

Die sicheren Ergebnisse des quantitativen Nachweises lassen Ruckschllisse auf
den p53-Assay zu. Wie bei der Analyse von Wachstumsfaktoren kénnen auch
beim Antikdrpernachweis aus den bereits genannten Grinden nur Ergebnisse
einer Messreihe sicher miteinander verglichen werden, was eine Bestimmung der
Detektionsgrenze erschwert.

Mit dem System Epitop 2a / pAB1801 wurden monoklonale Modellexperimente
durchgefuhrt. Diese zeigten je nach Versuchsreihe und Bedingungen eine Grenze
des Nachweises zwischen 1-10™"* und 10™"® mol/L Antikérper. Ahnliche Ergebnisse
liefert der Nachweis von Yan uber ECL [Yan, Xing et al. 2004] und Waschschritte
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beinhaltende Versuche zu Wachstumsfaktoren. Diese deutlich hohere
Empfindlichkeit gegenuber dem ELISA im monoklonalen Experiment erklart die
besseren Ergebnisse, ist aber nicht ohne weiteres auf die Bindungsstudie in den
Krebsseren Ubertragbar.

Die Messungen wurden in Blutserum durchgefiuhrt. Die Gesamtproteinmenge
kann zwar im monoklonalen Experiment durch Zugabe entsprechender Mengen
Rinderserumalbumin simuliert werden, die Zusammensetzung der Losung
unterscheidet sich jedoch deutlich von einer Blutprobe. Gerade das
Vorhandensein verschiedenster Antikorpern stellt einen deutlichen Unterschied
dar, weil diese mdglicherweise den Nachweis storen. Da in einem Serum
polyklonale Antikorper gegen die untersuchten Aminosauresequenzen vorliegen,
kann aufgrund variierender Bindungskonstanten keine Aussage uber die
Konzentration der im Serum vorhandenen Antikérper getroffen werden.
Wabhrscheinlich ist jedoch, dass die detektierten Konzentrationen fir viele der
Proben unterhalb der Nachweisgrenze des ELISA liegen, mit denen die meisten
anderen Studien durchgefuhrt wurden.

Zusammenfassend liegen die Vorteile der Methoden darin, dass Uber einfache
Modifikationen im Aufbau festgelegt werden kann, ob der Nachweis besonders
empfindlich oder genau sein soll. Beide Arten der Reaktionsfihrung fuhren zu
guten Ergebnissen. Nachdem das prinzipielle Funktionieren gezeigt ist, mussen in
einem nachsten Schritt experimentelle Bedingungen geschaffen werden, die eine
Vergleichbarkeit verschiedener Experimente ermoglichen.

Der quantitative Nachweis

Der Nachweis erreicht reproduzierbar eine hohe Genauigkeit in der Ermittlung des
Kurvenmaximums. Es ist daher zu erwarten, dass unter konstanten Bedingungen
die Kurvenform ebenso einheitlich wird. Diese konstanten Bedingungen konnten
jedoch unter den gegebenen experimentellen Voraussetzungen nicht geschaffen
werden. Eine abschlieRende Fehlerbetrachtung ist daher erst nach Vermessung
der Chips in dem zugehorigen Gerat sinnvoll. Im Chipreader erfolgen Laser- und
Chippositionierung sowie Ausleuchtungsoptimierung einmalig und werden
anschliellend konstant gehalten. Abbildung 4.17 zeigt die Aufnahme einer im
geplanten Gerat vermessenen Messzelle. Die Messzelle wird als ganzes
ausgeleuchtet. Dieses hat eine weitere Verringerung des Fehlers zu folge, da bei
automatischer Befullung der Zellen die Anzahl der Beads in jeder Aufnahme
bekannt und konstant ist. Durch mikroskopische Aufnahmen von Hand
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angefertigter Proben kann keine realistische Abschatzung des Fehlers im
geplanten Versuchsaufbau gemacht werden.

Der qualitative Nachweis

Der Nachweis von p53-Autoantikdrpern ist nicht fur einen Chipassay geplant. Um
eine fur einen Fluoreszenznachweis ausreichende Menge von Antikdrpern auf den
Beads zu binden wird mit 200uL einen fur einen Immunoassay recht grol3e Menge
von Serum bendtigt. Dieses spricht gemeinsam mit dem geringeren Anteil positiv
reagierender Lungenkrebsseren in friheren ELISA-Versuche [Lubin, Schlichtholz
et al. 1993; Schlichtholz, Tredaniel et al. 1994; Portefaix, Fanutti et al. 2002] dafur,
dass die Antikdrperkonzentration vieler Seren unterhalb der Nachweisgrenze des
p53-ELISA bei etwa 1072 mol/L liegt.

Der Anteil von 65% erkannten Seren fur Epitop 2a liegt im gleichen Bereich, wie
die Anteile an Lungenkrebspatienten, in deren nicht-entartetem Gewebe
verandertes p53-Protein nachgewiesen wurde [Fouquet, Antoine et al. 2004].

Die mit Epitop2a gecoateten Beads liefern nicht nur das eindeutigste Ergebnis, ihr
Verhalten unterscheidet sich generell von dem der anderen beiden Epitope.
Wahrend Epitop 4 und 4a in allen Experimenten bei Kontakt mit entsprechendem
Antikorper gleichmaliige Signale lieferten, gab es in Versuchen mit E 2a
tragenden Beads immer zwei Populationen. Neben den erwarteten hellen Beads
lag ein Teil der Beads in jedem Serum dunkel vor. Dieses wird auf eine
Unregelmalligkeit im Coating-Vorgang zurickgefuhrt, die jedoch auch in mehreren
Ansatzen nicht behoben werden konnte. Denkbar ist, dass die deutlicheren
Signale im Nachweis der Antikdrper gegen E2a auch darauf zurlckzufihren sind,
dass im Vergleich weniger bindungsfahige Beads in der Losung vorlagen. Weitere
Versuche mussen klaren, ob die Ergebnisse mit einer geringeren Anzahl von
Beads generell eindeutiger werden.
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4.4. Bewertung und Vergleich der Versuche an p53-Antikdrpern

4.4.1. Zusammenfassung und Bewertung der Ergebnisse aus den

verschiedenen Methoden

Vergleich der verschiedenen Methoden

Der Nachweis von Antikdrpern gegen p53 erfolgte Uber Diffusionszeitbestimmung
mittels Fluoreszenzkorellationsspektroskopie und Uber den Bead-Assay. Wahrend
die Versuche in Losung nicht empfindlich genug fur den Nachweis der niedrigen
Antikdrperkonzentrationen waren, lieferten sie doch wertvolle Hinweise auf das
Verhalten der Peptide.

Bei der Durchfihrung von Oberflachenexperimenten werden im Allgemeinen
Abstandshalter aus 4-6 Aminosauren an die Reaktionssequenz angefugt, um
Wechselwirkungen mit der Oberflache herabzusetzen. Die Beobachtungen, die fur
das auf diese Weise verlangerte Epitop 2b gemacht wurden, deuten aber auf ein
deutlich unterschiedliches Verhalten der beiden Peptide hin. Obwohl sich die
Bindungssequenz nicht verandert hat, ist seine Oxidationsempfindlichkeit
erheblich verandert. Daher wurde in den Experimenten auf die Linker verzichten.
Frihere Studien zeigen, dass der tryptophanhaltige N-terminale Bereich des
Peptides verantwortlich flr die Erkennung durch Antikorper ist [Portefaix, Fanutti
et al. 2002]. Daher war das Risiko einer deutlich verminderten Reaktion der
Antikorper gegenuber p53 gering.

Mogliche Ruckschlusse auf Vorgange im Kdrper durch den Nachweis von

Antikdrpern

Aufgrund seiner geringen Lebensdauer und seiner Instabilitat sind
Untersuchungen am p53-Protein aus Gewebe schwierig. Weiterhin ist eine Biopsie
der Patienten ndétig, da im menschlichen Blut bisher kein p53 nachgewiesen
werden konnte. Eine elegante Losung Aussagen Uber das Protein zu machen ist
die Untersuchung des Reaktionsverhaltens von IgG-Molekulen. Noch nach Jahren
konnen sie Informationen Uber Antigene, mit denen der Korper in Beruhrung kam
geben. So stellen die in den Beadexperimenten erhaltenen Ergebnisse nicht nur
eine Maoglichkeit zum Nachweis von p53-Autoantikdrpern dar, sondern bieten
Ansatzpunkte zum Verstandnis der p53-Regulation.
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Die durch das Anhangen zusatzlicher Aminosauren vorausgesagte Veranderung
in der Struktur von Epitop 2a ist eine naheliegende Erklarung flr eine veranderte
Umgebung des Tryptophans. Umgekehrt kann die Stabilitdt des Tryptophans
jedoch als Indiz fur das Ausbilden einer Sekundarstruktur in diesem Bereich des
p53-Proteins, fir den es bisher keine bewiesene Struktur gibt, gesehen werden.
Dieses ist besonders auffallig, da bekannt ist, dass die Funktionsfahigkeit der
Transaktivierungsdomane (TAD) des p53 starker von ihrer Sekundarstruktur als
von ihrer Aminosauresequenz abhangen. [Lin, Chen et al. 1994; Marston, Crook et
al. 1994]. Die Tatsache, dass Antikorper gegen Epitop 2a selektiv von
Lungenkrebspatienten entwickelt werden, lasst drei mdgliche Schlussfolgerungen
fur das p53-Protein in Krebspatienten zu:

Es ist denkbar, das in gesunden Menschen der N-terminale Bereich der TAD eine
andere Sekundarstruktur aufweist als in Krebspatienten. Dieses entspricht jedoch
nicht der allgemeinen Annahme, dass die p53-Antikdrper lineare Epitope
erkennen[Schlichtholz, Legros et al. 1992]. Die Modifikation der TAD von p53
erfolgt hauptsachlich posttranslational Uber Phosphorylierung. Eine weitere
mogliche Erklarung fur das beobachtete Verhalten ware eine fehlende
Phosphorylierung an Ser’® im p53 Krebskranker. Sie ist zustandig fuar die
Hochregulierung der Apoptoseaktivitat von p53 [D'Orazi, Cecchinelli et al. 2002].
Ein vdlliges Ausbleiben dieser Regulation wirde in Einklang mit fehlender
Apoptose stehen. Auch ein Vorliegen verschiedener Isoformen des p53 in
Gesunden und Kranken ist eine Mdgliche Erklarung. Auch wenn ihre Funktionen
noch nicht vollstandig geklart ist, konnte nachgewiesen werden, dass ein Korper
bereits 4 Stunden nach einem massiven Eingriff wie z.B. einer Chemotherapie
eine andere Isoform des Proteins exprimiert als vor der Storung [Bourdon 2007].
Da nicht alle acht bisher bekannten Isoformen ihre TAD verloren haben, muss
auch hier die Erkennung dreidimensionaler Strukturen durch die Antikoérper in
Betracht gezogen werden.

Auch wenn die Tendenz nur schwach ausgepragt ist, lasst sich in Abbildung 4.17
erkennen, dass die Tendenz auf Epitop 4a zu reagieren bei Krebspatienten
deutlicher ausgepragt ist, wohingegen gesunde Patienten eher auf Epitop 4 (AS
314-326) reagieren. Auch hier ergeben sich interessante Ansatzpunkte fur
Ruckschlusse auf das Vorliegen von p53 im Korper. Das Epitop, das in weiten
Teilen mit dem Kernlokalisierungssignal | (AS 316-324) identisch ist, wird vom
Transkriptionscoaktivator PCAF (P300/CBP-associated factor) acetyliert, um die
Transkriptionsaktivitat zu erhdhen [Sakaguchi, Herrera et al. 1998; Liu, Scolnick et
al. 1999]. Da PCAF durch Phosporylierungen in der Transaktivierungsdomane im
Bereich der Epitope 1 und 2a aktiviert wird, ist es der gleichen Kaskade
zuzuordnen, die flr die oben beschriebene Phosphorylierung verantwortlich ist.
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Eine Information Uber verstarkte Acetylierung von Lysin32 wurde weiter zum

Verstandnis der p53-Aktivierung beitragen.

4.4.2. Vergleich der Ergebnisse des Beadassays mit den Resultaten

ahnlicher Arbeiten

Fouquet ermittelte fur Gewebeproben von Lungenkrebspatienten in 62% bis 64%
signifikante Veranderungen [Fouquet, Antoine et al. 2004] des das p53-Proteins
codierenden Erbguts. Die mit dem Beadassay ermittelten 65% positive Reaktionen
auf die Antigene der immunodominanten Region (AS 41-55) liegen in guter
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen. Die Methode ist also in der Lage, ohne
Biopsie Veranderungen des p53-Proteins sicher nachzuweisen.

Far die Epitope 4 und 4a wurden mit einem ahnlich aufgebauten, auf Agglutination
beruhenden Verfahren 33% der Krebsseren positiv auf Epitop 4 und 35% der
Krebsseren positiv aus Epitop 4a gestestet [Agaylan, Binder et al. 2007]. Die
Ergebnisse fur E4a sind in guter Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit
ermittelten Ergebnissen. Die vielen positiven Reaktionen auf E4 sind schwer zu
begrinden. Zu einer genaueren Diskussion ware ein Vergleich mit Serenproben
gesunder Spender mittels der Methode nach Agaylan et al. nétig, die jedoch nicht
vorliegen.

Auch konnte in der dieser sehr ahnlichen Arbeit keine Reaktion gegentber Beads
festgestellt werden, deren Oberflache mit Epitop 2a besetzt war. Hierfur gibt es
eine Erklarung. Der nach Agaylan erarbeitete Nachweis beruht auf Agglutination
der Beads. Fur Epitop 2a konnte auch in mehreren Ansatzen keine regelmafige
Besetzung der Beads erreicht werden, die fur eine Agglutination notwendig ist. Da
fur beide Nachweises das selbe Peptid nach dem gleichen Protokoll auf die Beads
aufgebracht wurde, ist davon auszugehen, dass die Seren negativ reagierten, weil
die verwendeten Beads ungleichmaliig besetzt waren.

Ein weiterer Test auf superparamagnetischen PS-Beads zum Nachweis von p53-
Autoantikdrpern wurde 2004 von Yan et al. vorgestellt [Yan, Xing et al. 2004]. Mit
28% positiver Reaktionen von Lungenkrebsseren liegt die Empfindlichkeit dieses
Nachweises mit ECL-Detektion deutlich unter dem in dieser Arbeit vorgestellten.
Griunde hierfur sind im Aufbau des Assays zu suchen. Wahren der im Rahmen
dieser Arbeit entwickelte Nachweis mit kovalent auf der Oberflache verankerten
Peptiden durchgeflihrt wird, wird in dem ECL-Assay rekombinantes p53 als



103

Antigen Uber einen Antikorper aufgebracht, der seinerseits Uber Streptavidin-
Biotin-Bindung am Bead angebracht ist. Auch wenn von hohen
Bindungskonstanten ausgegangen wird, muss durch die entstehenden vielen
Waschschritte von einem Sensitivitatsverlust ausgegangen werden.
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5. Zusammenfassung

2002 erkrankten in Deutschland etwa 45.000 Menschen an Lungenkrebs, rund
39.000 starben daran. Damit haben Patienten, die an dieser Krebsart erkrankt
sind, nach solchen mit Bauchspeicheldrisenkrebs und Speiseréhrenkrebs die
schlechteste Heilungsprognose [Robert-Koch-Institut 2006]. Einer der Grinde
hierfur ist, dass die Diagnose ausschliel3lich Gber bildgebende Diagnostik mdglich
ist. Da die Krankheit im frGhen Stadium keine Beschwerden hervorruft, werden
bosartige Veranderungen haufig erst gefunden, wenn die Tumorbildung schon
weit fortgeschritten ist und sich Metastasen gebildet haben.

Seit den neunziger Jahren werden Antikorper gegen den Tumorsuppressor p53
auf eine Funktion als globale Tumormarker hin untersucht, da bereits fruh eine
Korrelation zwischen vielen Krebserkrankungen und der Bildung dieser Antikorper
nachgewiesen wurde. Veranderungen im Protein selber kdnnen in 67% der
Lungenkrebspatienten nachgewiesen werden. Uber den p53-ELISA, die derzeitige
Standardmethode zum Nachweis seiner Antikorper, kdnnen jedoch nur in etwa
20% der Patienten Antikorper gegen das p53-Protein nachgewiesen werden. Eine
Erhdhung dieses Anteils wirde einen Nachweis zur Detektion von p53-
Autoantikorpern im Rahmen der Krebsvorsorge sinnvoll machen.

In dieser Arbeit wurde ein hochempfindlicher, beadbasierter Assay zum Nachweis
von p53-Antikdrpern entwickelt. Dieser ist mit 2 Stunden deutlich schneller als der
ELISA, vermeidet unspezifische, adsorptive Reaktionsschritte sowie enzymatische
Verstarkung des Signals und ist nicht auf einen Vergleich mit Standardproben
angewiesen.

Unter der Annahme, dass minimale Konzentrationen von p53-Antikrpern auch in
gesunden Spendern zu finden sind, wurde auf die Verwendung des
Gesamtproteins als  Antigen verzichtet. Es wurden verschiedene
immunodominante Epitope daraufhin untersucht, ob gesunde und Krebsseren
unterschiedliche Reaktionen auf sie zeigen. Hierbei konnte festgestellt werden,
dass verschiedene Epitope unterschiedlich auf gesunde Seren und solche von
Spender mit einer diagnostizierten Krebserkrankung reagieren. Besonders
ausgepragt war der Unterschied in der Reaktivitdt bei einem, bereits als
immunodominant bekannten, N-terminalen Epitop. Gegen dieses konnten in 65%
der Krebsseren Antikérper nachgewiesen werden, wahren nur 10% der gesunden
Spender positiv reagierten.
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Auch wenn eine genaue Bestimmung der Detektionsgrenze nicht moglich ist,
konnte festgestellt werden, dass der in dieser Arbeit entwickelte Nachweis deutlich
empfindlicher als ein ELISA ist. Wahrend dieser die niedrigen
Antikérperkonzentrationen in Seren gesunder Spender nicht nachweisen kann,
konnten mit dem entwickelten Assay je nach Epitop in bis zu 45% der Spender
Antikdrper nachgewiesen werden. Es gibt zwei Grinde fur die erhohte Sensitivitat
des neuen, fluoreszenzbasierten Nachweises. Durch den Verzicht auf einen
adsorptiven Reaktionsschritt kann das Blutserum unverdunnt eingesetzt werden
ohne das Hintergrundsignal signifikant zu beeinflussen. Zu einer erhdhten
Sensitivitat tragt auRerdem bei, dass der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte
Nachweis nur zwei Inkubationsschritte mit den zugehoérigen Waschschritten
bendtigt, wahrend es im p53-ELISA vier sind.

Die Vielfaltigkeit des entwickelten Nachweises zeigt sich daran, dass einfache
Modifikationen in der Versuchsfliihrung eine genaue quantitative Bestimmung von
Plasmaproteinen erlaubt. Das Ziel dieses zweiten Assays war es, einen
quantitativen Nachweis zu entwickeln, der empfindlich genug fur die Bestimmung
von Plasmaproteinen wie IGF-I ist und ohne Waschschritte durchgefuhrt werden
kann. In monoklonalen Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Assay mit
grolRer Genauigkeit die Konzentration von IGF angibt und bei einer
Nachweisdauer von einer Stunde um ein vielfaches schneller als die derzeit im
Laboralltag zum IGF-Nachweis verwendeten semiquantitativen ELISAs ist.
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6. Ausblick

6.1. Quantitativer Nachweis von Serumproteinen

Der am Beispiel von IGF-I entwickelte Nachweis unterscheidet sich von anderen
Nachweisverfahren durch den einfachen wund effizienten Aufbau. Wie
Immunprazipitationsnachweise erfolgt die Analyse in einem einzigen
Reaktionsschritt innerhalb einer Stunde. Im Unterschied zu diesen ist es mit ihm
jedoch nicht nur mdglich die Existenz von Proteinen aufzuzeigen. Im Gegenteil ist
er aufgrund der ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
Auswertungsmethode in der Lage, genaue Aussagen Uber die in der Probe
befindliche Proteinmenge zu machen. Der Nachweis kommt ohne die als kritisch
zu betrachtende Setzung von Grenzwerten aus. Weder der experimentelle
Aufbau, noch die Auswertungsmethode fordern eine Bewertung des Resultats in
Abhangigkeit extrinsischen Parametern.

Der nachste Schritt auf dem Weg zum fertigen Assay wird die automatische
Beflllung der Immunochips sein. Diese ist nétig, um die einzelnen Messkammern
so befillen zu kénnen, dass die flir den Nachweis eingesetzte Beadmenge
konstant ist. Nur so kann die Helligkeit der Beads in Abhangigkeit von der IGF-
Konzentration mit héchster Genauigkeit bestimmt werden. In einem letzten Schritt
mussen die Messungen unter den im Gerat gegebenen Bedingungen im
monoklonalen Experiment und in Seren erneut durchgefuhrt werden.
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6.2. Qualitativer Nachweis von p53-Autoantikdrpern

Fir einen Nachweis von IgG-Molekillen in Losung erwies sich der homogene
Assay als nicht sensitiv genug. Aufgrund seiner einfachen und schnellen
Durchfuhrung ist er jedoch grundsatzlich fur ein Hochdurchsatz-Verfahren von
Interesse. Ein denkbares Anwendungsgebiet ist hier die Diagnostik akuter
Infektionen durch IgM-Molekdule.

Die Empfindlichkeit eines Nachweises von IgM mit einem homogenen Verfahren
auf Basis einer Diffusionszeitbestimmung wird deutlich Uber der des IgG-
Nachweises liegen, da IgM pentamer vorliegt, was den fur FCS-Messungen
kritischen Massenunterschied deutlich erhdht. In der Praxis wird fur den Nachweis
einer akuten Infektion mit Krankheiten wie Masern, Roételn oder echter Grippe
(Influenza) unter anderem ein IgM-ELISA herangezogen. Da solche Nachweise
schnell in grofRer Zahl durchfuhrbar sein mussen, ist ein einstufiger Assay, der in
weniger als einer Stunde auf eine grolRe Menge Proben testen kann,
wunschenswert.

Die Entwicklung eines Assays, mit dem kleinste Mengen an Antikorpern
nachgewiesen werden konnen, ist das Kernstuck dieser Arbeit. Der Nachweis auf
PS-Beads erwies sich als erfolgreiche Realisierung der Aufgabenstellung. Es
gelang erstmals nachzuweisen, dass Antikorper gegen den Tumorsuppressor
nicht nur in Patienten mit Tumorerkrankungen gebildet werden, sondern, in
geringerer Konzentration, auch in den Seren von Gesunden nachweisbar sind.

In einem nachsten Schritt wird die Empfindlichkeit des Nachweises Uber
monoklonale Modellexperimente genauer abgeschatzt werden. Weiterhin sollen,
wie flr den quantitativen Nachweis, Schritte in Richtung eines reproduzierbaren,
automatisierbaren Assays erfolgen.

Die Ergebnisse der durchgeflhrten Studie legen nahe, Patienten mit und ohne
Veranderungen im p53-Protein auf die Antikorper in ihrem Blut zu untersuchen,
um die vermutete Korrelation zwischen p53-Mutation und einem Ansprechen der
Antikorper auf Epitop 2a zu bestatigen oder zu widerlegen. Durch eine weitere
Untersuchung der Konformationen der Epitope 2a und 2b koénnten neue
Informationen Uber das Verhalten der Transaktivierungsdomane in Gesunden und
Tumorkranken erhalten werden.

Diese Arbeit beschaftigt sich ausschliellich mit der Untersuchung von
Lungenkrebsseren. Die in der Arbeit angesprochenen friheren Studien geben
jedoch gute Hinweise darauf, dass ein solcher Nachweis auch flr andere
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Krebsarten, in deren Verlauf p53 im Blut nachgewiesen wurde, funktionieren
sollte. Weiterfihrende Studien mit Blutseren von Spendern verschiedener
Krebserkrankungen sollen durchgefihrt werden, um die Bedeutung verschiedener
p53-Epitope als globale oder Krebstyp-abhangige Tumormarker festzustellen.
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7. Anhange

7.1. Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

APD
AS
BCL2
BSA
cAB
dAB
DNA
ECL
ELISA
Fab

Fc
FCS
HOMO
HPLC
g
IGF-I
IMS
LUMO
MDM2
m-RNA
NHS
PBS
RNA
rom
SV40
TAD
TIR
TIRFM

Lawinen-Photodiode

Aminosaure

B-cell CLL/lymphoma 2
Rinderserumalbumin
Fangerantikorper
Detektionsantikorper
Desoxyribonucleinsaure
Elektrochemilumineszenz

Enzyme linked immunosorbent assay
Fragment, antigene binding

Fragment, crystalizable
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie
Hochstes besetztes Molekulorbital
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Immunglobulin

Insulin-like growth factor 1, somatomedin C
Immunomagnetische Separation
Niedrigstes unbesetztes Molekulorbital
Transformed 3T3 cell double minute 2
Boten-Ribonucleinsaure
N-Hydroxy-succinimidyl-Rest
Phosphatgepufferte Kochsalzlasung
Ribonucleinsaure

Ratio of means

Simianes Virus 40
Transaktivierungsdomane

interne Totalreflexion

interne Totalreflexions-Fluoreszenzmikroskopie
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7.2. Ein- und Dreibuchstaben-Code der Standardaminoséauren

Aminosaure 3-Buchstaben-Code 1-Bustaben-Code
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gin Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val Vv
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7.3. Verzeichnis der biologischen Ausdricke

Agglutination

Anabolisch

Antikorpertiter

Autokrin

Biopsie

Blotting

B-Zelle

Chemotherapie

C-Terminus

Effektor

Endokrin

Verklumpung antigentragender Partikel in Gegenwart
von Antikorpern

Den aufbauenden Stoffwechsel betreffend
Minimale Verdunnung, bei der ein Antikdrper noch

nachweisbar ist. Qualitative Konzentrationsangabe in
der Medizin

Botenstoffwirkung innerhalb einer Zelle

Entnahme und Untersuchung von lebendem Gewebe

Transfer von DNA, RNA oder Proteinen auf eine
Membran

Weille Blutkorperchen, die einzigen Zellen, die
Antikorper produzieren, jede B-Zelle produziert einen
anderen Antikorper

Behandlung von Krebs mit Medikamenten

Carboxyl-Terminus, das Ende einer Peptidkette,
welches eine freie Carboxyl-Funktion hat

Molekul, das eine Reaktion fordert oder behindert

Botenstoffwirkung an entfernter Stelle des Korpers
vom Ausschuttungsort (Hormon)
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Epitop

Expression

G1-Phase

G2-Phase

Hamolyse

Humorale Immunantwort

Immunodominanz

Immunogenitat

Intermembranraum

Kinase

Lymphe

Makrophage

Mammakarzinom

Metabolisch

Bereich des Antigens, der vom Antikorper erkannt
wird

Gesamter Weg vom Gen zum Protein

1Zellzyklus

1Zellzyklus

Freiwerden von Hamoglobin durch Zerstérung der
roten Blutkorperchen

Immunantwort Uber Antikorper

Stark auf viele Antikérper ansprechend

Fahigkeit eine Immunantwort auszulésen

Raum zwischen aulderer und innerer
tMitochondrienmembran. Ort der ATP-Synthese

Enzymklasse, die Phosphatreste ubertragt

Hellgelbe Flussigkeit, Zwischenglied zwischen

Gewebeflussigkeit und 1Serum

Weilkes Blutkdrperchen, Fresszelle

Synonym fur Brustkrebs

Den umwandelnden Stoffwechsel betreffend
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Mitochondrium

Mitose-Phase

Monoklonal (Antikorper)

m-RNA

N-Terminus

Nucleolus

Nucleusprotein

Onkogen

Oxidasen

Parakrin

Pathogen

Plasma (Blut-)

Plasma (Zell-)

Zellorganelle, Energieproduzent des Korpers

1Zellzyklus

Die Antikérper einer 1B-Zelle, identisch, greifen ein
Epitop an, werden in groRen Mengen gentechnisch
produziert

Boten- (messenger-)RNA, RNA-Transkript der DNA ,
codiert Proteine

Amin-Terminus, das Ende einer Peptidkette, welches
ein freies Amin tragt

Unterbereich des Zellkerns ohne eigene Membran

Protein, dessen Wirkungsort im Zellkern liegt

Teil des normalen Erbguts der Zelle, die den
Ubergang von normalem zu Tumorwachstum férdern

Enzymklasse, die als folge von Oxidationsreaktionen
elementaren Sauerstoff reduziert

Botenstoffwirkung auf Nachbarzellen

Krankheitserreger

Von den Zellbestandteilen befreites Vollblut. Enthalt
im Gegensatz zu 1Serum noch Gerinnungsfaktoren

Flussigkeit innerhalb der Zelle
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Polyklonal (Antikorper)

Posttranslationale
Modifikation

Prazipitation

Protein G (Sepharose)

Punktmutation

Rekombinant (Protein)

Rekombination

Segregation

Semiquantitativ

Serum

Sezernierung

S-Phase

Transaktivierungsdomane

Die Antikdrper verschiedener 1B-Zellen, werden aus
geimpften Individuen gewonnen

Anderungen am Protein, die nach der eigentlichen
Proteinsynthese im 1Zellplasma passiert

Immunologischer Nachweis uber Fallung
tagglutinierter Immunkomplexe

Protein mit groRer Affinitat zur konstanten Region
von 1gGs, zur Antikdrperaufreinigung haufig auf
Sepharose (ein  unlosliches  Agarosepolymer)
aufgebracht

Genveranderung, von der nur eine Nucleinbase
betroffen ist

Mit Hilfe von gentechnisch veranderten (Mikro-)
Organismen hergestellt

Wie verwendet: die Organisation von Chromosomen
aus DNA und Proteinen, s.a. 1Segregation

Wie verwendet: Auflésung von Chomosomen nach
der tMitose-Phase, s.a. 1 Rekombination

Relative quantitative Aussagen uber Vergleich mit
Standards

Von allen Zellbestandteilen und Gerinnungsfaktoren
befreites Blut, 1Plasma

Ausschuttung

1 Zellzyklus

Zustandig fur transkriptionelle Aktivierung der DNA,
schalten Gene an und aus
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Transkription

Tumorgenese

Tumormarker

Tumorsuppressor

Ubiquitinligase

Wachstumsfaktor

Wildtyp

Zellplasma

zellularer Stress

Zellzyklus

Zytokine

,Ubersetzung“ von DNA in RNA

Tumorentwicklung, hoch komplexer, noch
unverstandener Prozess, der zur Tumorbildung fuhrt

Biomolekulle, deren Anwesenheit auf Vorhandensein
einer Tumorerkrankung hindeutet

Protein, das 1Zellzyklus und Apoptose kontrolliert
und so unkontrolliertes Wachstum verhindert

Enzym, das Ubiquitin (Protein, 8,5 kDa) an Proteine
anbringt und so flr den Abbau markiert

Proteine, die Zellteilung und Zelldifferenzierung
beeinflussen konnen

Der evolutionar naturliche Zustand, das Gegenteil
einer Mutante

1 Plasma (Zell-)

Bedingungen, auf die Zellen mit Umstellung des
Metabolismus reagieren miussen, um zu Uberleben

Zyklus zwischen zwei Zellteilungen. Nacheinander
durchlauft die Zelle GO-, 1G1-, 1S-, und G2-Phase,
(alle Teile der Interphase, in der die Zelle ihre
Funktion erfullt) und die tMitosephase, in der die
Zelle sich teilt.

Zuckerhaltige Proteine der Gruppe der tWachstums-
faktoren



116

7.4. Abbildungsverzeichnis

Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines Antikorpers [aus: Janeway 2003]. ... 10

Abb. 2.2: Schematischer Aufbau eines heterogenen Sandwichassays. .............. 13
Abb.2.3: chemische Umsetzung im Detektionsschritt eines ELISAs.................... 15
ADbb. 2.4: lineare und logarithmische Darstellung einer Titrationskurve ............... 18

Abb. 2.5: a) Scatchard Plot fir den Fall, dass alle Bindungsstellen gleich und
unabhangig sind. b) Scatchard Plots in denen vorherigen Bindung des
Antigens an den Antikorper aktivierend bzw. hemmend auf andere wirkt. ... 19

Abb. 2.6: vereinfachte Darstellung der mdglichen Ubergéange in einem
Farbstoffmolekul (Jablonski Diagramm). ... 23

Abb.2.7: Chemische Strukturen von a) Hamoglobin und b) Bilirubin .................. 26

Abb. 2.8: dynamische Ldschung eines Farbstoffes in Anwesenheit eines
LAschmOIeKUIs Q. ... 28

Abb. 2.9: Statischer Léschprozess. Der Fluorophor F und das Léschmolekil Q
bilden einen nicht oder schwach fluoreszierenden angeregten Komplex, der
die Menge an freiem Farbstoff in Abhangigkeit der Komplexbildungskonstante
[ SCS =10 [V [ o 29

Abb. 2.10: Prinzip der Smart Probes fur die Detektion von Antikérpern [aus:

NEUWEIIEE 2002]. ..eeiii e e ettt e e e e e e e e eeea e e e e eaeeeeenes 33
Abb. 2.11: Aufbau eines Weitfeldmikroskops.............ceeeeiiiiiiieiiiiiiiieeeeeceeeeeee, 35
Abb. 2.12: Aufbau eines konfokalen MIikroskops .........cccccoevvviiiiiiiiiiiie e, 37

Abb. 3.1: Reaktionsschema einer Farbstoffmarkierung mittels NHS-Ester am
BeiSPIiel MRI2T. oo e e e e e e e 44

Tabelle 3.1: Ubersicht Uber die eingesetzten Konzentrationen................c........... 46

Abb. 3.2: a) Aufnahme einer Farbstofflosung. Zu sehen ist sowohl ein helles
Zentrum, als auch Interferenzringe. b) Histogramm der Aufnahme................ 50



117

Abb. 3.3: Die gleiche Aufnahme einer Probe stark fluoreszierender 2,8um grol3er
Beads vor und nach der Ausleuchtungskorrektur............ccccooooviiiiiiiiiienns 50

Abb. 3.4: a) Abbildung schwach fluoreszierender Beads vor einer Korrektur der
Ausleuchtung. b) Die gleiche Probe nach der Korrektur. ................c...ooooee. 51

Abb. 3.5: fluoreszierende Beads, links komplette Aufnahme, rechts Ausschnitt.
Deutlich erkennbar sind die hellen Rander der Beads. ..........cccooeiiiiiiiiiinnnnnn. 52

Abb. 3.6: etwa 40 x 30 um grof3e Ausschnitte einer positiven Probe (a) und einer
negativen Probe (b). Der Unterschied zwischen hellstem und dunkelsten
abgebildeten Pixel betragt 2600 (a) bzw. 150 (b) counts. ............coovvvrennnnn.... 52

Abb. 3.7: Helligkeitsverteilung in fluoreszierenden (a) und nichtfluoreszierenden
0] 1 == Lo L 53

Abb. 3.8: Histogramme der Aufnahmen aus Abbildung 3.6. Die Verteilung des
Hintergrundes ist bei Haufigkeiten von 1500 bzw. 200 Pixel abgeschnitten. 54

Abb. 3.9: Intensitatsverteilung der hellsten Pixel in verschiedenen Proben. Die
Verteilung der Beadreferenz (schwarz) ist deutlich schmaler als die anderen
VeIt IUNGEN. ... 55

Abb.3.10: Vergleich der Formen der Verteilungen von leeren und schwach
fluoreszierenden Beads..........ooooooiieiiieieeeee 57

Tabelle 4.1: Fluoreszenzspektroskopische Ensembleuntersuchung von MR121-
markierten pS3-EPIOPEN. .....coo o 61

Abb. 4.1: Autokorrelationsgraphen des freien Epitops (schwarz) und des
Immunkomplexes (grau). Die Komplexbildung Ilasst sich Uber eine
Verlangerung der Diffusionszeiten, die im Bereich von Millisekunden liegen,

NACAWEISEN. ..ot 62
Abb. 4.2: Graphen der Titrationen zur Bestimmung der
Komplexbildungskonstanten ... 63
Abb.4.3: Chemische Struktur von Bilirubin.............c 64
Abb. 4.4: Diffusionszeiten verschiedener Proben .............cccccciiiiiiiiiiiieenes 65

Tabelle 4.2: Standardabweichungen der Diffusionszeiten flr Seren-Epitop-
(72T 01T o L= PR 66



118

Abb. 4.5: Diffusionszeiten der Epitope 1 (links) und 2a (rechts) nach Inkubation
mit 1:100 Verdinnungen verschiedener Spender- und Krebsseren.............. 66

Abb. 4.6: Reaktion verschiedener Krebsseren auf die Epitope 2a und 2b........... 68

Abb. 4.7: a) Die uber Biotin-Streptavidin-Bindung auf der Oberflache
angebrachten Epitope zeigen durch das Gleichgewicht aus geloschten und
nicht geldschten Epitopen eine verminderte Quantenausbeute. b) Der
Antikorper fixiert das Tryptophan in der Bindungstasche, ein Kontakt zwischen
diesem und dem Farbstoff ist nicht mdglich. Die Probe emittiert mit maximaler
FluoreszenzintenSItat.............uuuuiiii e 70

Abb. 4.8: Auf gleiche minimale und maximale Intensitaten normierte Aufnahmen
der Oberflache vor und nach Zugabe einer 110" M Antikérperlésung zu
EPIOP 2D, e 70

Abb. 4.9: Typischer Intensitatsverlauf eines spezifisch an die Oberflache
gebundenen Molekils E2a wahrend des Bindungsvorgangs. ....................... 71

Abb. 4.10: Scatchardauftragungen der Titrationskurven aus Abb. 4.2. a) Epitop 1,
b) Epitop 3, c) Epitop 2a. Nur Epitop 2a zeigt einen deutlichen, linearen
FUNKLtioNSVErlauf. ...... ... 73

Abb. 4.11: Abhangigkeit von Temperatur und Entléschung von Epitop 1 und 2a 75

Abb. 4.12: Durch enzymatische Entfernung von Sauerstoff konnte die Zerstorung
von Epitop 1 deutlich verlangsamt werden. ............ccoooovviiiiiiiiiiiicccceeeeeee, 76

Abb. 4.13: Fluoreszenzverhalten 1-10"° M Losungen der Epitope 1, 2a und 3
nach 20stindiger Lagerung bei Raumtemperatur. ............ccccovviiiiiiiiennnnnns 77

Abb.4.13: a) Zugabe des Antikdrpers zu frischem Epitop und anschlieliende
20stundige Inkubation. Wahrend das freie Epitop zerstort ist, ist der
Immunkomplex  stabil. b) wird der Antikdrper zu bereits
fluoreszenzentldschten Epitopen gegeben, findet keine Bindung mehr statt. 78

Tabelle 4.3: Strukturvorschlage der Epitope im Vergleich durch GOR IV............ 83
Tabelle 4.4: Strukturvorschlage flr Epitop 2a und 2b durch NNPREDICT .......... 83

Abb. 4.14: Schematischer Aufbau des Assays zur quantitativen Bestimmung von
Proteinen aus humanem Serum..............eeoiiiiiiiiiiii e 86



119

Abb.4.15: a) Digitale Aufnahme stark fluoreszierender Beads entsprechend dem
Maximalbereich von b). b) Typischer Verlauf des rom- Wertes fir eine
Titration mittels einschrittigem Nachweis, hier am Beispiel der Optimierung
auf eine 1-10° Molare IGF-LOSUNG..........ccoeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 87

Abb. 4.16: Auf verschiedene IGF-Konzentrationen optimierte Titrationsreihen im
Bereich von 3-10® bis 81070 MIGF. .......coocvieeceeeeceeeeecee e, 89

Abb. 4.17: Links: Immunochip bestehend aus drei Messeinheiten mit je funf
tropfenformigen Messzellen. Rechts: fluoreszenzspektroskopische Aufnahme
von 2,8um Beads in einer Messzelle...........coooooiiiiiiiiiiiccee e, 89

Abb. 4.18: Unter verschiedenen Bedingungen aufgenommene Titrationskurven flr
1-10% M UNd 81070 M AAB......ovieeeieeceeeeeee e 91

Abb. 4.19: Schematischer Aufbau des Assays zum Nachweis von p53
Autoantikorpern. Die Arbeitsschritte sind von links nach rechts abgebildet... 92

Abb. 4.20: a)-d) Abbildung im Bereich zwischen 1500 und 2200 counts/pixel der
Aufnahmen von E4a gecoateten Beads, die mit verschiedenen Seren
INKUDIEI WURAEN ... e e e e e 94

Abb. 4.21: Reaktion verschiedener Seren auf die Epitope 2a, 4 und 4a. Die rom-
Werte der Beadreferenz wurde jeweils von den fir die Proben erhaltenen
=] 0To 1Yo Yo 11 o S 95

Abb. 4.22: Starke der Immunreaktion der Seren auf die verschiedenen Epitope. 96

Abb. 4.23: Verteilung der positiven und negativen Reaktionen auf die
verschiedenen Epitope. Links: positive Signale nach Intensitat verteilt, rechts
nur positiv/inegativ-VergleiCh. ..., 97



120

7.5. Literaturverzeichnis

Agati, G. und F. Fusi, "New trends in photobiology (invited review). Recent
advances in bilirubin photophysics." J Photochem Photobiol B 7 (1990) 1: 1-14.

Agaylan, A., et al., "A highly sensitive particle agglutination assay for the detection
of P53 autoantibodies in patients with lung cancer." Cancer 110 (2007) 11: 2502-
2506.

Athar, H., et al., "Use of fluorescence enhancement technique to study bilirubin-
albumin interaction." Int J Biol Macromol 25 (1999) 4: 353-8.

Axelrod, D., et al., "Total internal inflection fluorescent microscopy." J Microsc 129
(1983) Pt 1: 19-28.

Baker, K. N., et al., "Rapid monitoring of recombinant protein products: a
comparison of current technologies." Trends in Biotechnology 20 (2002) 4: 149-
156.

Bangs Laboratories, |., "Data Sheet #644 Rev. #004." (2004).

Bernstein, F. C., et al., "The Protein Data Bank: a computer-based archival file for
macromolecular structures." J Mol Biol 112 (1977) 3: 535-42.

Blackburn, G. F., et al., "Electrochemiluminescence detection for development of
immunoassays and DNA probe assays for clinical diagnostics." Clin Chem 37
(1991) 9: 1534-9.

Bourdon, J. C., "p53 and its isoforms in cancer." Br J Cancer 97 (2007) 3: 277-
82.

Clark, R. G., "Recombinant human insulin-like growth factor | (IGF-I): risks and
benefits of normalizing blood IGF-I concentrations." Horm Res 62 Suppl 1 (2004):
93-100.

Clemmons, D. R., "Modifying IGF1 activity: an approach to treat endocrine
disorders, atherosclerosis and cancer." Nat Rev Drug Discov 6 (2007) 10: 821-
33.

Colletti, R. B., et al., "Effect of tamoxifen on plasma insulin-like growth factor | in
patients with breast cancer." Cancer Res 49 (1989) 7: 1882-4.

Combet, C., et al., "NPS@: network protein sequence analysis." Trends Biochem
Sci 25 (2000) 3: 147-50.

Cory, S. und J. M. Adams, "The Bcl2 family: regulators of the cellular life-or-death
switch." Nat Rev Cancer 2 (2002) 9: 647-56.



121

Cu, A., et al., "Letter: On the fluorescence of bilirubin." J Am Chem Soc 97 (1975)
9: 2579-80.

D'Ercole, A. J., et al., "Tissue concentrations of somatomedin C: further evidence
for multiple sites of synthesis and paracrine or autocrine mechanisms of action."
Proc Natl Acad Sci U S A 81 (1984) 3: 935-9.

D'Orazi, G., et al., "Homeodomain-interacting protein kinase-2 phosphorylates p53
at Ser 46 and mediates apoptosis." Nat Cell Biol 4 (2002) 1: 11-9.

Dowell, S. P., et al., "Clinical utility of the immunocytochemical detection of p53
protein in cytological specimens." Cancer Res 54 (1994) 11: 2914-8.

Drexhage, K. H., in: F. Schafer. Topics in Applied Physics Vol. 1, 144-179,
Springer-Verlag, Berlin-Heidelberg-New York, 1977.

el-Deiry, W. S., "Regulation of p53 downstream genes." Semin Cancer Biol 8
(1998) 5: 345-57.

Engvall, E., et al., "Enzyme-linked immunosorbent assay. |l. Quantitative assay of
protein antigen, immunoglobulin G, by means of enzyme-labelled antigen and
antibody-coated tubes." Biochim Biophys Acta 251 (1971) 3: 427-34.

Evans, D. F., "Perturbation of Singlet-Triplet Transitions of Aromatic Molecules by
Oxygen under Pressure." Journal of the Chemical Society (1957) Mar: 1351-1357.

Forster, T., "Zwischenmolekulare Energiewanderung und Fluoreszenz." Ann.
Physik. 55 (1948) 2: 21.

Fouquet, C., et al., "Rapid and sensitive p53 alteration analysis in biopsies from
lung cancer patients using a functional assay and a universal oligonucleotide
array: a prospective study." Clin Cancer Res 10 (2004) 10: 3479-89.

Frankel, S., et al., "Childhood energy intake and adult mortality from cancer: the
Boyd Orr Cohort Study." Bmj 316 (1998) 7130: 499-504.

Garnier, J., et al., "GOR method for predicting protein secondary structure from
amino acid sequence." Methods Enzymol 266 (1996): 540-53.

Hankinson, S. E., et al., "Circulating concentrations of insulin-like growth factor-I
and risk of breast cancer." Lancet 351 (1998) 9113: 1393-6.

Harris, C. C., "p53: at the crossroads of molecular carcinogenesis and risk
assessment." Science 262 (1993) 5142: 1980-1.

Heidelberger, M. und F. E. Kendall, "A Quantitative Study of the Precipitin
Reaction between Type Il Pneumococcus Polysaccharide and Purified
Homologous Antibody." J Exp Med 50 (1929) 6.



122

Hemmila, I., "Fluoroimmunoassays and immunofluorometric assays." Clin Chem
31 (1985) 3: 359-70.

Hendrix, M. J., "De-mystifying the mechanism(s) of maspin." Nat Med 6 (2000) 4:
374-6.

Holly, J. M. und J. A. Wass, "Insulin-like growth factors; autocrine, paracrine or
endocrine? New perspectives of the somatomedin hypothesis in the light of recent
developments." J Endocrinol 122 (1989) 3: 611-8.

Holt, L. A., et al., "The photodecomposition of tryptophan peptides." Biochim
Biophys Acta 499 (1977) 1: 131-8.

Invitrogen und Dynal, "Product Information Dynabead(R) M280- Streptavidine."
(2006).

Johnson, l. D., Davidson Michael W. (2007), from
http://www.olympusmicro.com/primer/javaljablonski/jabintro/index.html.

Jones, G., et al., "Photoinduced Electron-Transfer for Pyrenesulfonamide
Conjugates of Tryptophan-Containing Peptides - Mitigation of Fluoroprobe
Behavior in N-Terminal Labeling Experiments." Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters 5 (1995) 20: 2385-2390.

Karasik, A., et al., "Insulin-like growth factor-I (IGF-1) and IGF-binding protein-2 are
increased in cyst fluids of epithelial ovarian cancer." J Clin Endocrinol Metab 78
(1994) 2. 271-6.

Kikuchi, K., et al., "New Aspects on Fluorescence Quenching by Molecular-
Oxygen." Journal of the American Chemical Society 115 (1993) 12: 5180-5184.

Kneller, D. G., et al., "Improvements in protein secondary structure prediction by
an enhanced neural network." J Mol Biol 214 (1990) 1: 171-82.

Knemeyer, J. P., et al., "Probes for detection of specific DNA sequences at the
single-molecule level." Anal Chem 72 (2000) 16: 3717-24.

Koskinen, J. O., et al., "Anovel separation-free assay technique for serum
antibodies using antibody bridging assay principle and two-photon excitation
fluorometry." Journal of Immunological Methods 309 (2006) 1-2: 11-24.

Krasner, J. und S. J. Yaffe, "The automatic titration of bilirubin." Biochem Med 7
(1973) 1: 128-34.

Kress, M., et al., "Simian virus 40-transformed cells express new species of
proteins precipitable by anti-simian virus 40 tumor serum." J Virol 31 (1979) 2:
472-83.



123

Krichevsky, O. und G. Bonnet, "Fluorescence correlation spectroscopy: the
technique and its applications." Reports on Progress in Physics 65 (2002) 2: 251-
297.

Lai, C. L., et al., "Presence of serum anti-p53 antibodies is associated with pleural
effusion and poor prognosis in lung cancer patients." Clin Cancer Res 4 (1998)
12: 3025-30.

Lakowicz, J. R., Principles of Fluorescence Spectroscopy, Springer, 2006.

Lane, D. P., "Cancer. p53, guardian of the genome." Nature 358 (1992) 6381: 15-
6.

Lane, D. P. und L. V. Crawford, "T antigen is bound to a host protein in SV40-
transformed cells." Nature 278 (1979) 5701: 261-3.

Laudanski, J., et al., "Prognostic value of serum p53 antibodies in patients with
resected non-small cell lung cancer." Lung Cancer 22 (1998) 3: 191-200.

Lin, J., et al., "Several hydrophobic amino acids in the p53 amino-terminal domain
are required for transcriptional activation, binding to mdm-2 and the adenovirus 5
E1B 55-kD protein." Genes Dev 8 (1994) 10: 1235-46.

Linzer, D. I. und A. J. Levine, "Characterization of a 54K dalton cellular SV40
tumor antigen present in SV40-transformed cells and uninfected embryonal
carcinoma cells." Cell 17 (1979) 1: 43-52.

Liu, L., et al., "p53 sites acetylated in vitro by PCAF and p300 are acetylated in
vivo in response to DNA damage." Mol Cell Biol 19 (1999) 2: 1202-9.

Loffler, G., et al., Biochemie & Pathobiochemie, Springer Verlag, Berlin, 2003.

Lubin, R., et al., "Analysis of p53 antibodies in patients with various cancers define
B-cell epitopes of human p53: distribution on primary structure and exposure on
protein surface." Cancer Res 53 (1993) 24: 5872-6.

Lubin, R., et al., "Serum p53 antibodies as early markers of lung cancer." Nat Med
1(1995)7: 701-2.

Magde, D., et al., "Fluorescence correlation spectroscopy. Il. An experimental
realization." Biopolymers 13 (1974) 1: 29-61.

Marston, N. J., et al., "Interaction of p53 with MDM2 is independent of E6 and
does not mediate wild type transformation suppressor function." Oncogene 9
(1994) 9: 2707-16.

McClelland, J. L. und D. E. Rumelhart, Explorations in Parallel Distributed
Processing, MIT Press, Cambridge, 1988.



124

Merkel, P. B. und D. R. Kearns, "Radiationless Decay of Singlet Molecular Oxygen
in Solution. An Experimental and Theoretical Study of Electronic-to-Vibrational
Energy Transfer." J Am Chem Soc 94 (1972) 21.

Michaeli, A. und J. Feitelson, "Reactivity of singlet oxygen toward large peptides."
Photochem Photobiol 61 (1995) 3: 255-60.

Moerner, W. E. und L. Kador, "Optical detection and spectroscopy of single
molecules in a solid." Phys Rev Lett 62 (1989) 21: 2535-2538.

Moll, U. M. und L. M. Schramm, "p53--an acrobat in tumorigenesis." Crit Rev Oral
Biol Med 9 (1998) 1: 23-37.

Moll, U. M., et al., "Transcription-independent pro-apoptotic functions of p53." Curr
Opin Cell Biol 17 (2005) 6: 631-6.

Morgan, E. L. und W. O. Weigle, "Biological activities residing in the Fc region of
immunoglobulin." Adv Immunol 40 (1987): 61-134.

Moschos, S. J. und C. S. Mantzoros, "The role of the IGF system in cancer: from
basic to clinical studies and clinical applications." Oncology 63 (2002) 4: 317-32.

Murray, P. V., et al., "Serum p53 antibodies: predictors of survival in small-cell lung
cancer?" Br J Cancer 83 (2000) 11: 1418-24.

Neuweiler, H., "Synthesis, Spectroscopic Characterization, and Molecular
Dynamics Simulation of Fluorescently Labeled Peptides for Single-Molecule
Detection of p53 Antibodies", Inaugural Dissertation, Heidelberg (2002).

Neuweiler, H., et al., "Detection of individual p53-autoantibodies by using
quenched peptide-based molecular probes." Angew Chem Int Ed Engl 41 (2002)
24: 4769-73.

Newcomer, H. S., "Absorption spectra of acid hematin, oxyhemoglobin and carbon
monoxide hemoglobin. A new hemoglobinometer." J Biol Chem 37 (1919) 3.

Nilsson, R., et al., "Unambiguous evidence for the participation of singlet oxygen (
1) in photodynamic oxidation of amino acids." Photochem Photobiol 16 (1972) 2:
117-24.

O'Connor, T. und J. P. Gosling, "Antibody affinity and the detection limit of solid-
phase enzyme immunoassay." Biochem Soc Trans 26 (1998) 1: S42.

Oellerich, M., "Enzyme-immunoassay: a review." J Clin Chem Clin Biochem 22
(1984) 12: 895-904.

Ohki, R., et al., "Reprimo, a new candidate mediator of the p53-mediated cell cycle
arrest at the G2 phase." J Biol Chem 275 (2000) 30: 22627-30.



125

Pietsch, E. C., et al., "Polymorphisms in the p53 pathway." Oncogene 25 (2006)
11: 1602-11.

Portefaix, J. M., et al., "Detection of anti-p53 antibodies by ELISA using p53
synthetic or phage-displayed peptides." J Immunol Methods 259 (2002) 1-2: 65-
75.

Renehan, A. G., et al., "High-risk colorectal adenomas and serum insulin-like
growth factors." Br J Surg 88 (2001) 1: 107-13.

Rigler, R. und M. Ehrenberg, "Fluorescence relaxation spectroscopy in the
analysis of macromolecular structure and motion." Q Rev Biophys 9 (1976) 1: 1-
19.

Robert-Koch-Institut (2006). Krebs in Deutschland - Haufigkeiten und Trends. RKI.
Saarbricken.

Rosenfeld, M. R., et al., "Serum anti-p53 antibodies and prognosis of patients with
small-cell lung cancer." J Natl Cancer Inst 89 (1997) 5: 381-5.

Sakaguchi, K., et al., "DNA damage activates p53 through a phosphorylation-
acetylation cascade." Genes Dev 12 (1998) 18: 2831-41.

Scatchard, G., "The Attractions of Proteins for Small Molecules and lons." Annals
of the New York Academy of Sciences 51 (1949) 4: 660-672.

Scheffler,Silvia; Sauer, Markus; Neuweiler, Hannes, "Monitoring antibody binding
events in homogeneous solution by single-molecule fluorescence spectroscopy." Z
phys Chem 219 (2005) 5: 19.

Schlichtholz, B., et al., "The immune response to p53 in breast cancer patients is
directed against immunodominant epitopes unrelated to the mutational hot spot."
Cancer Res 52 (1992) 22: 6380-4.

Schlichtholz, B., et al., "Analyses of p53 antibodies in sera of patients with lung
carcinoma define immunodominant regions in the p53 protein." Br J Cancer 69
(1994) 5: 809-16.

Shaneyfelt, T., et al., "Hormonal predictors of prostate cancer: a meta-analysis." J
Clin Oncol 18 (2000) 4: 847-53.

Sharpless, N. E. und R. A. DePinho, "p53: good cop/bad cop." Cell 110 (2002) 1:
9-12.

Shera, E. B., et al., "Detection of Single Fluorescent Molecules." Chemical Physics
Letters 174 (1990) 6: 553-557.

Simat, T. J. und H. Steinhart, "Oxidation of Free Tryptophan and Tryptophan
Residues in Peptides and Proteins." J Agric Food Chem 46 (1998) 2: 490-498.



126

Soussi, T., "p53 Antibodies in the sera of patients with various types of cancer: a
review." Cancer Res 60 (2000) 7: 1777-88.

Soussi, T. und P. May, "Structural aspects of the p53 protein in relation to gene
evolution: a second look." J Mol Biol 260 (1996) 5: 623-37.

Stryer, L. und R. P. Haugland, "Energy transfer: a spectroscopic ruler." Proc Natl
Acad SciU S A 58 (1967) 2: 719-26.

TIsty, T. D., "Genomic instability and its role in neoplasia." Curr Top Microbiol
Immunol 221 (1997): 37-46.

Tonegawa, S., "Somatic generation of antibody diversity." Nature 302 (1983)
5909: 575-81.

Tyagi, S. und F. R. Kramer, "Molecular beacons: probes that fluoresce upon
hybridization." Nat Biotechnol 14 (1996) 3: 303-8.

Van Weemen, B. K. und A. H. Schuurs, "Immunoassay using antigen-enzyme
conjugates." FEBS Lett 15 (1971) 3: 232-236.

Vennegoor, C. J., et al., "Autoantibodies to p53 in ovarian cancer patients and
healthy women: a comparison between whole p53 protein and 18-mer peptides for
screening purposes.” Cancer Lett 116 (1997) 1: 93-101.

Vogelstein, B., et al., "Surfing the p53 network." Nature 408 (2000) 6810: 307-10.
Vousden, K. H., "p53: death star." Cell 103 (2000) 5: 691-4.

Vousden, K. H. und D. P. Lane, "p53 in health and disease." Nat Rev Mol Cell Biol
8 (2007) 4: 275-83.

Wahl, G. M., et al., "Maintaining genetic stability through TP53 mediated
checkpoint control." Cancer Surv 29 (1997): 183-219.

Williamson, M. P., "The structure and function of proline-rich regions in proteins."
Biochem J 297 ( Pt 2) (1994): 249-60.

Yalow, R. S. und S. A. Berson, "Immunoassay of endogenous plasma insulin in
man." J Clin Invest 39 (1960): 1157-75.

Yan, G., et al,, "Rapid and sensitive immunomagnetic-electrochemiluminescent
detection of p53 antibodies in human serum." J Immunol Methods 288 (2004) 1-2:
47-54.

Yang, H., et al., "Electrochemiluminescence: a new diagnostic and research tool.
ECL detection technology promises scientists new "yardsticks" for quantification.”
Biotechnology (N Y) 12 (1994) 2: 193-4.



127

Yee, D., et al.,, "Analysis of insulin-like growth factor | gene expression in
malignancy: evidence for a paracrine role in human breast cancer." Mol Endocrinol
3(1989) 3: 509-17.

Yu, J. und L. Zhang, "No PUMA, no death: implications for p53-dependent
apoptosis." Cancer Cell 4 (2003) 4: 248-9.

Zalcman, G., et al.,, "Monitoring of p53 autoantibodies in lung cancer during
therapy: relationship to response to treatment." Clin Cancer Res 4 (1998) 6:
1359-66.

Zalcman, G., et al., "Prognostic significance of serum p53 antibodies in patients
with limited-stage small cell lung cancer." Int J Cancer 89 (2000) 1: 81-6.

Zhang, J. R., et al., "Laser-induced multiphoton fluorescence of hemoglobin." J
Photochem Photobiol B 1 (1988) 3: 329-35.



128

7.6. Verzeichnis der Verdffentlichungen

S. Scheffler, M. Sauer, H. Neuweiler, Monitoring antibody binding events in
homogeneous solution by single molecule fluorescence spectroscopy, Z. Phys.
Chem. 219 (5), 665-678 (2005).

H. Neuweiler, S. Scheffler, M. Sauer, Development of a Homogeneous Assay
Format for p53 Antibodies Using Fluorescence Correlation Spectroscopy,
Proceedings of SPIE 5862, 2005.

S. Scheffler, D. Strau3, M. Sauer, Highly sensitive detection of target molecules
using a new fluorescence-based bead assay, Proceedings of SPIE 6633, 2007.

Research described in this article was supported by Philip Morris USA Inc. and
Philip Morris International.



129

Danksagung

An erster Stelle mochte ich mich bei Prof. Markus Sauer fur die Vergabe des
spannenden Themas und seine stetige Unterstitzung bedanken, die die Arbeit der
letzten drei Jahre sehr angenehm gemacht haben.

Diese Arbeit konnte nur mit Hilfe vieler produktiver Gesprache und Diskussionen
mit den Kollegen des Arbeitsbereichs ,Angewandte Laserphysik und
Laserspektroskopie® entstehen, bei denen ich mich an dieser Stelle nicht nur fur
den fachlichen Austausch, sondern auch fur das gute Arbeitsklima bedanken
mochte. Sowohl Dr. S6ren Doose und Dr. Hannes Neuweiler, ohne den ich diese
Arbeit nie angefertigt hatte, gilt mein besonderer Dank. Beide standen mit Rat zur
Seite und beantworteten geduldig sogar Fragen, deren Antwort ich eigentlich
kannte.

Mein Dank gilt auch Reinhild Patzmann, Dr. Gerd Wiebusch, Stefan Wérmer und
Dr. Rudolf Béttner flr technische Hilfe und organisatorische Unterstitzung.

Wilko Greschner und Denis Strauld danke ich flir ihre experimentellen Arbeiten zur
IGF-Assay-Entwicklung.

Fir die Bereitstellung von Geraten und guten Ratschlage bei biochemischen
Fragen bedanke ich mich bei Dr. Herbert Wenzel und Rainer Beckmann des
Arbeitskreises Biochemie Ill der Universitat Bielefeld. Carola Eck danke ich fur die
massenspektrometrische Vermessung von Proben und wertvolle Hinweise zur
Durchfuhrung von ELISAs.

Danke an Dr. Klaus Wojczykowski und Dr. Diana Nakunst, die in den letzten
Wochen ihre Freizeit fur die Korrektur dieser Arbeit geopfert haben und an Silvia
BUhlmeier, die mir seit Jahrzehnten in jeder Lebenslage zur Seite steht.

Vielen Dank allen, die an dieser Stelle nicht namentlich erwahnt sind, die mich
aber fachlich und personlich in den letzten Jahren unterstitzt und begleitet haben.
Vielen Dank Euch allen, fir viele Kaffees mit und ohne fachlichen Small Talk, fur
ehrliche Worte, fur aufbauende Worte, fur gute Ideen, fir...

Mein grofdter und uneingeschrankter Dank gilt meinen Eltern und meiner Familie.





