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ZUSAMMENFASSUNG
Die Entwicklung eines Multianalyt-Zytokin-Microarray-Immunoassays
Heckhoff, Uta

In der vorliegenden Arbeit geht es um die Entwicklung eines Multianalyt-Zytokin-
Microarray-Immunoassays, der die quantitative Detektion eines individuellen
patientenentsprechenden  Zytokinmusters durch die Vermessung einer
Serumprobe gewahrleistet. Dieses Zytokinmuster ermdglicht Rickschlisse auf
den Gesundheitszustand des Patienten und beispielsweise auf
AbstolRungsreaktionen transplantierter Organe. Um einen derartigen Microarray-
Immunoassay zu etablieren werden zundchst monoklonale Antikoérper auf eine
Oberflache gespottet und mit festgelegten Antigenkonzentrationen inkubiert. Die
Bindung der Antigene wird durch spezifische Detektionsantikorper sichtbar
gemacht und in einem Scanner ausgelesen. Die Ergebnisse werden in einer
Kalibrationskurve festgehalten, die daraufthin zur Bestimmung des
Interleukingehaltes in unbekannten Serumproben herangezogen werden kann.
Die Entwicklung eines Multianalyt-Zytokin-Microarray-Immunoassays wird durch
viele Parameter beeinflusst, die optimiert werden mussen. Der Spotprozess
sowie die Lagerung der gespotteten Slides, die Inkubation unter Verwendung
des geeigneten Puffersystems, das Scannen und die Auswertung missen
aufeinander abgestimmt werden. Uberdies sollten geeignete Interleukine so
ausgewahlt werden, dass sie nicht untereinander bei ihrer Anbindung
interagieren. Hierzu werden unabhangige Methoden herangezogen wie der
enzymgebundene Immunosorbent Assay (ELISA von engl. enzyme linked
immunosorbent assay) und die Oberflachenplasmonresonanz (SPR von engl.
Surface Plasmon Resonance).

Nach Validierung und Optimierung einzelner Parameter ist die Etablierung eines
Multianalyt-Zytokin-Microarray-Immunoassays fur zehn Interleukine im
Picogramm-Sensitivitatsbereich gelungen. Der Einsatz eines derartigen
Immunoassays erleichtert das klinische Arbeiten durch multiplexe Detektion
einer Vielzahl von Analyten. Ein Multianalyt-Zytokin-Microarray-lmmunoassay
verringert als zukunftsweisende Technologie den zeitlichen Aufwand bei der
Diagnostik spezifischer Erkrankungen und beschleunigt somit den Beginn der
Therapie.

Tag der mundlichen Prufung:  18.11.2008
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1 Einleitung

1.1 Multianalyt-Protein-Microarray-Assay

Ein Microarray-Immunoassay hat die Aufgabe, viele Analyte in einer
unbekannten Probe, wie zum Beispiel im Serum von Patienten, zeitgleich zu
bestimmen. Durch den quantitativen Nachweis der enthaltenen Proteine werden
Informationen tber den Gesundheitszustand eines Patienten ge-wonnen.

Der Begriff ,Multianalyt-Protein-Microarray-Assay‘ bedarf zunachst einer
Definition. ,Multianalyt® steht fir die gleichzeitige Prozessierung vieler Analyte,
im vorliegenden Fall vieler Proteine. ,Microarray-Assay” bedeutet, dass in einem
Miniaturformat untersucht wird. Die Analyte werden dabei in einem dicht
gepackten, geordneten Muster immabilisiert [55].

Um einen Microarray-Immunoassay als Standardnachweismethode zur
Untersuchung von Patientenproben verwenden zu kénnen, muss zunéachst eine
Kalibrierung vorgenommen werden. Hierzu wird innerhalb eines Versuches
durch  die Inkubation mit Antigenen von zuvor festgelegten
Antigenkonzentrationen eine spezifische Konzentrationskurve auf-genommen.
Nach Bindung der Antigene an ihre Fangantikdrper werden entsprechende
Detektionsantikorper hinzugegeben. Die dabei zustande kommenden Bindungen
kénnen mit Hilfe eines Scanvorganges sichtbar und auswertbar gemacht
werden. Durch die Bindung der gelabelten Antikdrper wird eine Fluoreszenz
sichtbar, die mit der Konzentration der Antigene korreliert. Je mehr
Bindungsereignisse stattgefunden haben, desto intensiver wird die Fluoreszenz.

Durch die Fluoreszenzzunahme bei der Inkubation von Antigenen steigender




Konzentrationen soll eine konzentrationsabhangige Kurve entstehen. Diese
ermoglicht es, die in einer unbekannten Probe enthaltene Proteinmenge

bestimmen zu kdnnen.

1.2 Anwendungsgebiete der Microarray-Technologie

Microarray-Systeme gehdren zu den Weiterentwicklungen der bereits in den
50er Jahren [18] begonnenen Technologie der Festphasenassays, worauf in
Kapitel 2.2 genauer eingegangen wird. Durch derartige Assays wurden
zunachst die  Bindungsreaktionen von  Antikdrper-Antigen-Komplexen
untersucht. Dies fuhrte dazu, dass zum Beispiel Hormone in
Sensitivitatsbereichen gemessen werden konnten, die bis zu diesem Zeitpunkt
nicht vorstellbar waren. Den Einzug in die Medizin hielten in den 60er bis 80er
Jahren die ,Radioimmunoassays” [18]. In dieser Zeit wurden sie in der
Pharmakologie und Hamatologie als vorherrschende mikroanalytische Methode
gefeiert [18]. Nachdem die Entwicklung weiter voranschritt, gelingt es der
Wissenschaft heute durch die Microarray-Technologie weitere Bereiche der
medizinischen Analytik abdecken zu kdnnen. Wie damals werden auch heute
noch Interaktionsstudien und Funktionsstudien bezlglich der Protein-Protein-
Wechselwirkungen oder Rezeptor-Liganden-Interaktionen durchgefihrt [55].
AuBerdem ist es Uber DNA-Microarray-Systeme mdoglich, alle Gene eines
Zelltyps oder eines Gewebes, die exprimiert werden, unter Vorgabe bekannter
DNA-Sequenzen darzustellen. Hierdurch wird erforscht, wie viele Gene von
einem Genom ausgehend exprimiert werden [55].

Aus medizinischer Sicht viel bedeutsamer sind allerdings die Errungenschaften
beziiglich der Diagnostik genetischer Erkrankungen und komplexer Krankheiten.
So ist es durch Microarray-Technologien mdglich, Bestimmungen des
Immunstatus vorzunehmen. Assay-Formate, bei denen Fang-Antikorper auf

dem Microarray-Substrat immobilisiert sind, kdnnen dazu dienen, infektidse
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Krankheiten, wie HIV oder Hepatitis, nachzuweisen [9;26;74;92]. Aul3erdem
kénnen mittels Microarrays Versuche bezlglich der Wirkmechanismen und
toxikologischen Nebenwirkungen von Medikamenten fur die praklinische
Pharmaforschung durchgefiihrt werden. Der Nachweis proinflammatorischer
Zytokine, wie IL-1, TNF-alpha, IL-6 oder IL-12 beispielsweise, ist in Ansatzen
maoglich, wodurch sich Tumore oder Leukamie diagnostizieren lassen[55].
AulRerdem  konnten  Microarray-Systeme in der  Zukunft  helfen,

Transplantatabstol3ungsreaktionen friihzeitig erkennen zu kénnen.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit soll die Etablierung eines neuen fir die klinische Anwendung
einsetzbaren Multianalyt-Protein-Microarray-Assays erfolgen. Die klinische
Anwendung bezieht sich auf die Detektion eines individuellen patienten-
entsprechenden Zytokinmusters. Hierzu mussen alle Schritte und Materialien
optimal aufeinander abgestimmt sein.

Auf geeigneten Substratoberflachen werden spezifische monoklonale Antikorper
aufgebracht. Dieser Vorgang wird als ,Spotten” bezeichnet. Das Spotten kann
durch die Veranderung einiger Parameter optimiert werden. Zu diesen zahlen
zum Beispiel Luftfeuchtigkeit, das Verwenden verschiedener
Antikdrperkonzentrationen und unterschiedlicher Puffer. Die Parameter werden
kontrolliert und solange verbessert, bis ein optimales Signal-Hintergrund-
Verhdltnis erreicht ist.

Die darauffolgenden Prozesse der Inkubation mit Antigenen verschiedener
Konzentration und der Inkubation mit fluoreszenzgelabelten polyklonalen
Antikérpern werden ebenfalls zeitlich optimiert und durch die Verwendung
veranderter Konzentrationen verbessert. AufRerdem werden zum Vergleich
bereits erprobte Methoden herangezogen, wie die Oberflachenplasmon-

resonanzspektroskopie (SPR von engl. Surface Plasmon Resonance) oder der
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enzymgebundene Immunosorbent Assay (ELISA von engl. enzyme linked
immunosorbent assay). Diese sind hilfreich, um die Messergebnisse zu
validieren. Uberdies ermdglichen sie zum Beispiel eine optimale Pufferauswanhl
und die Etablierung geeigneter Inkubationsparameter.

In dieser Arbeit sollen Programmparameter fir das Scannen der inkubierten
Slides angepasst und neu kalibriert werden. Es sollen Uberdies
Auswertungsmakros angefertigt werden, die die gescannten Fluoreszenzen in
anschauliche Zahlenwerte umwandeln. Diese Umwandlung ermdglicht
Uberhaupt erst das Zeichnen von Diagrammen, damit auswertbare Kurven fur
eine Routinedetektion dargestellt werden kénnen.

Anhand dieser Konzentrationsreinen soll bei spateren Versuchen mit
Serumproben die Bestimmung der darin enthaltenen Antigene erfolgen. Das
Zytokinmuster  konnte zum  Beispiel Voraussagen Uber drohende

Transplantatabstol3ungen liefern.
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2 Grundlagen

2.1 Zytokine

Zytokine dienen dem zellularen ,Crosstalk®. Sie kontrollieren das Wachstum und
die Differenzierung von Leukozyten. Sie sind fur die einleitende Immunantwort
verantwortlich und férdern beziehungsweise hemmen diese [25]. Verschiedene
Zytokinsysteme stehen in engem Kontakt miteinander und bilden ein Netzwerk,
in dem sie miteinander interagieren kdonnen.

Zu den Zytokinen werden Wachstumsfaktoren, Interleukine, Interferone und
Chemokine gezahlt [55]. Es handelt sich bei allen Zytokinen um Polypeptide mit
Molekulargewichten von ca. 15-25kDa, die ihre Funktion in pico- bis
nanomolaren Konzentrationen ausfiihren. Zytokine werden basal exprimiert und
kénnen in der Reaktion auf Infektionen oder Verletzungen beziehungsweise in
Stresssituationen vermehrt freigesetzt werden.

Allen gemein ist die Auslésung von Signaltransduktionskaskaden durch die
Bindung an spezifische Rezeptoren an der Membranoberflache der Zielzellen.
Zu diesen zadhlen zum Beispiel eine veranderte Genexpression und
Stoffwechselaktivitdét sowie Zelldifferenzierungen, Proliferation, Migration und
Apoptose [55]. Es finden also Entziindungsantworten, Infekt-abwehrreaktionen
und beispielsweise die Abwehr von Tumoren statt. In der Klinik sind die
Symptome vieler Erkrankungen individuell unterschiedlich aufgrund einer
vermehrten oder verminderten Produktion der Zytokine selber. Die Expression

von Zytokinen ist fiur Erkrankungen spezifisch. Ein Multianalyt-Zytokin-
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Microarray-Immunoassay kann viele Zytokine zur gleichen Zeit messen und

damit schnell und leicht Riickschliisse auf Erkrankungen zulassen.

2.1.1 Interleukine, Interferone und Chemokine

Es gibt eine Vielzahl von Zytokinen. Zu ihnen gehort zum Beispiel das
proinflammatorische Interleukin-1 [48], welches Fieber induziert. IL-1 wird
gehauft bei entziindlichen Exsudaten wie bei denjenigen der Pleura oder des
Zahnfleisches exprimiert. AufRerdem wird es bei Verbrennungen oder
ausgepragten Fieberschiben vermehrt gefunden. Im normalen Urin ist IL-1beta
in aggregierter Form (75kDa) und in Bruchstucken aufzufinden [25].

Zytokine konnen auch antiinflammatorische Wirkung haben, wie dies zum
Beispiel bei -4 und IL-10 der Fall ist. IL-4 ist verstarkt bei Allergien aufzufinden,
da es die B-Lymphozyten zur IgE-Produktion anregt. Es  wirkt
immunmodulatorisch wie die Interleukine IL-2, IL-6, IL-7, IL-9, indem es das
Wachstum von T-Lymphozyten fordert. Die Interleukine IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-
9 sind wesentlich fur die Immunabwehrregulation verantwortlich. Sie
beeinflussen Entzindungsreaktionen, Hamatopoese und Apoptose. IL-2 wird
von aktivierten T-Lymphozyten exprimiert und vermittelt die Immunabwehr der T-
Lymphozyten. Die Abstol3ungsreaktion von Transplantaten kann durch
Antikorper gegen IL-2-Rezeptoren therapeutisch beeinflusst werden [25]. IL-6
fordert die Differenzierung und das Wachstum von B-und T-Zellen, es ist an der
Hamatopoese beteiligt und zahlt zu den Akute-Phase-Proteinen des Korpers
[4;55]. IL-8 gehort zu den wichtigsten chemotaktischen Chemokinen, die die
Neutrophilen aktivieren. Es wird durch die Stimulation von IL-1 beta von den
Endothelzellen gebildet. Ein Interferon, das in diesem Zytokinassay verwendet
wird, ist IL-10. Interferone dienen der Proliferationshemmung, der Virusabwehr

und wie die Interleukine fihren sie zur Apoptose. Die Chemokine sind fur die
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Migration und Chemotaxis zustandig. Zu ihnen gehdren unter anderem die in

unserem Fall verwendeten Interleukin 8 und CCL-18/PARC.

2.2 Bisherige Entwicklung vom Assay zum Microarray-System

Immunologische Nachweisverfahren fur Zytokine wurden bereits in den 50er
Jahren entwickelt. Zu den als erste Generation bezeichneten Nachweisverfahren
zéhlen die kompetetiven Assays [18]. Bei diesen kompetetiven Assays
konkurriert eine unbekannte Menge nicht markierter Zytokine mit einer
konstanten Menge markierter Zytokine um eine limitierte Zahl von
Bindungsstellen einer konstanten Menge eines spezifischen Antikdrpers [55].
Die Markierung der Zytokine erfolgt durch kovalente Kopplung an Enzyme oder
durch ein radioaktives Atom. Ein Meilenstein ist beispielsweise die Entwicklung
des Radioimmunassays (RIA von engl. Radioimmunoassay) fur Insulin von
Yalow und Berson 1959 gewesen [18]. Ein Radioimmunoassay beruht auf der
kompetitiven Bindung eines Antigens an einen Antikorper [68]. Hierbei
konkurriert eine unbekannte Menge Antigen mit radioaktiv gelabeltem Antigen
bekannter Konzentration um die Bindung an einen Antikdrper ebenfalls
bekannter Konzentration. Der Betrag an gebundenem gelabeltem Antigen ist
nun umgekehrt proportional zur Konzentration des ungelabelten Antigens,
dessen Konzentration auf diese Weise bestimmt wird. Die praktischen und
theoretischen Nachteile des kompetitiven Assays sind nach Davies, dass nicht
das vollkommene Potential einer immunanalytischen Technik ausgeschopft wird,
weil die Sensitivitat durch die Aquilibriumskonstante des Antikorpers beherrscht
wird [7]. Bei anderen Methoden als beim Radioimmunassay kann allerdings
durch das Labeln die Wiedererkennung des Antikoérpers herabgesetzt oder
vollkommen verhindert sein.

In den spaten 60er Jahren wurden die als zweite Generation bezeichneten

Immunometrischen Assays als immunologisches Nachweisverfahren entwickelt
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[18]. Diese sind empfindlicher als die der ersten Generation angehoérenden
Nachweisverfahren. Die Immunometrischen Assays zahlen zu den
Festphasenmethoden, bei denen hauptsachlich mit markierten Antikérpern
gearbeitet wird. Als gangige immunometrische Nachweis-verfahren gelten der
immunometrische Assay (IRMA) und der enzymgebundene Immunosorbent
Assay (ELISA von engl. enzyme linked immunosorbent assay), bei denen die
Antikorper jeweils an eine Festphase binden.

Im Jahre 1968 wurden die einseitigen immunometrischen Assays von Miles und
Hales in Cambridge ins Leben gerufen [64]. Diese stellen die entscheidende
Entwicklung der monoklonalen Antikorper dar. Die monoklonalen Antikorper
kénnen jeweils an ein Epitop binden, wodurch die Entwicklung definierter
Assays mdoglich wurde. Die Sensitivitdt dieser definierten Assays ist in viel
kirzerer Zeit hoher als bei den anderen Nachweisverfahren. Die monoklonalen
Antikorper finden aber zundchst wegen erhohter Kosten, Zweifel an der
Sensitivitat und Schwierigkeiten in der Produktion sauber gelabelter Antikorper
wenig Zuspruch. Diese Technologie soll erst in den spaten 80er Jahren zum
Einsatz kommen [18].

Im Jahre 1970 wird von Addison und Hales der Sandwichassay (Abb.1)
entwickelt [7]. Dieser Assay macht sich zunutze, dass viele Proteine multiple
Epitope besitzen. Mehrere Epitope ermdglichen gleichzeitig die Bindung eines
Fangantikérpers sowie die Bindung eines Detektorantikdrpers an ein Protein.
Nach der Inkubation des Fangantikbrpers und einem darauffolgenden
Waschschritt, bei dem die nicht reagierenden Komponenten entfernt werden,
wird mit dem Detektionsantikorper inkubiert, der an das zweite Epitop des

Proteins binden kann. Danach findet die Messung statt.
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Abbildung 1 Sandwich Assay

Zur dritten Generation der immunologischen Nachweisverfahren gehort der seit
den 80er Jahren entwickelte microarraybasierende Multianalyt Assay, durch
dessen Weiterentwicklung die Etablierung der ultrasensitiven Antikérper- und
Oligonukleotid-Microarray-Technologie im Jahre 1991/1992 mdglich wird, was
die Basis der Microarray-Technologie darstellt [1;16-18;76]. Es ist heute mdglich
mit Oligonukleotidarrays DNA-Analysen durchzufiihren, die beispielsweise
wichtig sind fir die Gewebetypisierung bei Transplantationen, fir den
genetischen Fingerabdruck in der Forensik und fir die Identifizierung von
Infektionen in humanem Gewebe und Serum [18]. GrolRRere Probleme bestehen
allerdings nach wie vor bei der gleichzeitigen Detektion von Proteinen, da diese
physikochemisch vielseitiger sind als DNA, leicht denaturieren und zu

unspezifischen Anbindungen neigen.
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221 Vor- und Nachteile gegentiber herkdbmmlichen Verfahren

Gegenwartig wird die Bestimmung von Zytokinen auf der Basis ihrer Reaktionen
mit spezifischen Antikbrpern durch Radioimmunoassays oder ELISAs
durchgefihrt [44]. Die Mikroarray-Technologie ist dabei, sich neu zu etablieren.
In der Abteilung fir Anasthesiologie und Mikrobiologie von Buffalo/New York
und in der Pathologie der Universitat von Michigan wurden direkte Vergleiche
der Microarray-Technologie mit dem ELISA-Verfahren durchgefihrt. Die Grenze
der Detektion liegt laut Knight und Sreekumar fir den Microarray Immunoassy
im Vergleich verschiedener Antigene bei 4-12 pg/ml. Das ELISA-Verfahren
kommt auf schlechtere Detektionsgrenzen. Bei Versuchen wurde eine
Standardkurve fir 16 Zytokine sowohl im ELISA als auch im Microarray-
Immunoassay angefertigt, die bei ihrem Vergleich die gleichen
Fluoreszenzsignale liefern [44]. Demnach ist die in der Entwicklung stehende
Microarray-Technologie in der Lage, genau die gleichen Ergebnisse wie das
bereits seit langem bestehende ELISA-System zu generieren.

Da durch einen Microarray-Immunoassay viele Zytokine innerhalb einer Probe
gleichzeitig gemessen werden konnen, erhalt man bei geringerem Aufwand,
kleinerem Probenvolumen und geringeren Kosten mehr Informationen. Bei
Knight und Sreekumar werden fur das ELISA-Verfahren beispielsweise 800l
Probenvolumen bendétigt, wohingegen der Microarray Immunoassy nur 40pl
gebraucht hat.

Dennoch gqilt es zu berlcksichtigen, dass derzeit noch wesentliche
Entwicklungsprobleme bestehen und sich die Microarray-lmmunoassay-
Technologie noch in ihrer Anfangsphase befindet [46]. Im Microarray-
Immunoassay ist hauptsachlich aufgrund schwer unterdrickbarer
Kreuzreaktivitaten bisher erst die Analyse von Proben geringer Komplexitat

erfolgreich gewesen [79].
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3 Material und Methoden

3.1 Reagenzien

Reagenz Anbieter
Oyster 650 P, NHS-aktiviert _
Oyster 550 P, NHS-aktiviert Denovo Blolabels GmoH
N,-N-Dimethylformamid Fluka
Thiomersal Sigma
PBS, pH 7,4 Klinik, Apotheke
BSA, Fraktion V Sigma
Tris (zur Herstellung von TBS) Sigma
Tween Fluka
Trehalose Sigma
Ethanolamin Fluka
Essigsaure Aldrich
Schutzlésung Xantec Bioanalytics GmbH
Low Cross Candor GmbH
Diluent RnD Systems

Tabelle 1 Reagenzien
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3.2 Oberflache

Die Oberflache des Microarray-Immunoassays besteht aus einer
Hydrogelschicht, genauer einer Polycarboxylat-Hydrogel-Beschichtung, welche
auf die polierte Oberflache eines Objekttragers aufgebracht wird. Die genauere

Beschreibung des beschichteten Objekttragers ist der Tabelle 2 zu entnehmen.

Glastyp Borosilikatglas mit niedriger Eigenfluoreszenz
MaRe 76,0 x25,0 mm £ 0,2 mm

Dicke 1,00 mm £ 10 pm

Planheit <2 um

Oberflachenbehandlung | optisch poliert

Beschichtung < 5 um Hydrogel auf einer Seite

spottbarer Bereich 60 x 21 mm

Tabelle 2 Technische Daten des HCX Slides

Die Protein-Biochip-Oberflache ist bioinert und weist eine hdohere
Immobilisierungskapazitdt als DNA-Chip-Oberflachen und andere planare
Oberflachen auf. Verglichen mit diesen Standard-Oberflachen-beschichtungen
ist die Immobilisierungskapazitéat der Hydrogelmatrix 10-15 mal hoéher. Das
Hydrogel unterdrickt einen gewissen Anteil unspezifischer Wechselwirkungen,
die auftreten konnen. Die Aktivierung der Oberflache erfolgt durch N-
Hydroxysuccinimid. Auf ihr kdnnen unterschiedliche Fangantikdrper ohne
Separationswande in einem dicht gepackten geordneten Muster [55] und in
extrem hohen Dichten immobilisiert werden.

Diese Oberflachen werden von der Firma Xantec Bioanalytics GmbH gestellt.
Ihre Struktur ist der Abbildung 1 zu entnehmen, wobei an hydrophile Polymere
(grin) Antikorper (blau) immobilisiert sind, die die Analytmolekile (beige

Vierecke) binden.
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Abbildung 2 Oberflachenstruktur des hydrogelbeschichteten

Microarraysubstrates
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3.3 Antikdrper und Antigene

Alle Antikorper und Antigene werden von RnDSystems, Minneapolis USA,

bezogen.
Antikorper | Antikorper | Antigene
monoklonal | polyklonal
Anti-human IL-1 beta Ab MAB601 AF201 361-MI-025/CF
Anti-human IL-2 Ab MABG602 AF202 360-MP-025/CF
Anti-human IL-3 Ab MAB603 AF203 | 336-MD-025/CF
Anti-human IL-4 Ab MABG04 AF204 343-E2-025/CF
Anti-human IL-6 Ab MAB206 AF206 334-TK-025/CF
Anti-human IL-7 Ab MAB207 AF207 653-E3-025/CF
Anti-human IL-10 Ab MAB217 AF217 376-CT-025/CF
Anti-human IL-17 Ab MAB317 AF317 717-VC-025/CF
Anti-human IL-18 Ab MABG646 AF646 271-BME-
010/CF
Anti-human IL-20 Ab MAB1102 | AF1102 266-1P-050/CF
Anti-human 1-309/CCL1 Ab MAB272 AF272 272-1-010/CF
Anti-human MCP-1/CCL2 Ab MABG79 AF279 279-MC-010/CF

Anti-human MIP-1 alpha/CCL3 MABG670 AF270 270-LD-010/CF
Anti-human RANTES/CCLS Ab MABG678 AF278 278-RN-010/CF
Anti-human MCP-3/CCL7 Ab MAB282 AF282 282-P3-010/CF
Anti-human MCP-2/CCL8 Ab MAB281 AF281 281-CP-010/CF

Anti-human Eotaxin/CCL11 Ab MAB320 AF320 320-E0O-020/CF

Anti-human MCP-4/CCL13 Ab MAB327 AF327 327-P4-025/CF

Anti-human MIP-1

delta/Leukotactin-1/CCL15 Ab MAB363 AF363 628-LK-025/CF
Anti-human HCC-4/CCL16 Ab MAB328 AF802 802-HC-025/CF
Anti-human TARC/CCL17 Ab MAB364 AF364 364-DN-025/CF

22



Anti-human PARC/CCL18 Ab MAB394 AF394 394-PA-010/CF
Anti-human MIP-3 betaAb MAB361 AF361 361-MI-025/CF
Anti-human MIP-3 alpha/CCL 20 MAB360 AF360 360-MP-025/CF
Anti-human MDC/CCL 22 Ab MAB336 AF336 336-MD-025/CF
Anti-human Eotaxin-2/CCL24 Ab MAB343 AF343 343-E2-025/CF
Anti-human TECK/CCL 25 Ab MAB3341 AF334 334-TK-025/CF
Anti-human Eotaxin-3/CCL 26 Ab| MAB653 AF653 653-E3-025/CF
Anti-human CTACK/CCL27 Ab MAB3761 AF376 376-CT-025/CF
Anti-human CCL28 Ab MAB7171 AF717 717-VC-025/CF
Anti-human MIP-1beta/CCL4 Ab MAB271 AF271 | 271-BME-010/CF
Anti-human IP-10//CXCL10 Ab MAB266 AF266 266-1P-050/CF
Anti-human CTGF/CCN2

C-terminal peptide Ab MABG660 AF660 nicht vorhanden
Anti-human Fractalkine/CX3CL1 | MAB3652 AF365 365-FR-025/CF
Anti-human Gro alpha/CXCL1 Ab | MAB275 AF275 275-GR-010/CF
Anti-human PF-4/CXCL4 Ab MAB795 AF795 795-P4-025/CF
Anti-human GCP-2/CXCL6 Ab MAB333 AF333 | 333-GC-025/CF
Anti-human NAP-2/CXCL7 Ab MAB393 AF393 | 393-NP-010/CF
Anti-human IL-8/CXCL8 Ab MAB208 AF208 208-IL-010/CF
Anti-human MIG/CXCL9 Ab MAB392 AF392 | 392-MG-010/CF
Anti-human I-TAC/CXCL-11 Ab MABG672 AF260 672-1T-025/CF
Anti-human/mouse SDF-

1/CXCL12 Ab MAB350 AF310 350-NS-010/CF
Anti-human EGF Ab MABG636 AF236 236-EG-200
Anti-human ENA-78/CXCL5 Ab MABG54 AF254 254-X-010/CF
Anti-human FGF acidic Ab MAB232 AF232 232-FA-025/CF

Tabelle 3

Antikdrper und Antigene

23




3.3.1 Rekonstituierung der Antikdrper und Antigene

Die Antikorper und Antigene werden aus liophylisiertem Zustand rekonstituiert.
Fur die Rekonstitution wird PBS mit Thiomersal gegen mikrobielles Wachstum
benétigt. Dieser Puffer enthélt dartber hinaus Trehalose, welches der
Stabilisierung der Antikdrper dient. Es wird eine Konzentration von 1mg/mL
hergestellt mit 10% Trehalose und 0,005% Thiomersal. Die Lagerung der

darauffolgend aliquotierten Antikdrper und Antigene erfolgt bei -20°C.

3.4 Arbeitsmaterialien

Eppendorf -Pipetten:

0,5-10 pl Serien-Nr.: 01342
10-100ul Serien-Nr.: 403886
50-200 pl Serien-Nr.: 077395
100-1000 pl Serien-Nr.: 1005982
500-2500 pl Serien-Nr.: 422646
Multipette Serien-Nr.: n. a.

Tabelle 4 Pipetten
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HCX-SPR-Disk Charge HCX L
11/05A
HCX-Slide Charge HCX L 09/05A

Xantec bioanalytics

Trockene Pressluft

Polyspritzflasche

Dialysemembran SpectrumLabs

3.500 MWCO

Tabelle 5 Materialien

3.5 Gerate

Gerat Modell Hersteller
Microarray-Reader GMS 417 Affymetrix
Analysenwaage AT261 Mettler-Toledo
Vortexer Vortex Genie2 Scientific Industries
Taumelrollenmischer Assistent 348 RMS
Wasserstrahlpumpe
Inkubationskammern Eigenbau

Tabelle 6 Geréte

3.5.1 Spotter Affymetrix 417 Arrayer

Der Affymetrix 417 Arrayer-Spotter ermdglicht es, mit Hilfe der Ring-Pin-
Methode Microspots auf Glasslides zu spotten. Oberflachenspannung und

Oberflachenenergie wirken dabei gemeinsam, um ein Aliquot in dem jeweiligen
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Ring zu halten und die Probe aus der Titerplatte entnehmen zu kénnen. Um
daraufhin einen Anteil der im Ring enthaltenen Probe auf den Glasslide zu
bringen, fahren die Pins mit einer Grol3e von 125 um die Proben ab und bringen

Tropfen von 7-8 nl auf die Slideoberflache.

“Yakuurmstation

Mikroplaten-Fosition

Slideposition

“Waschstation Pin-und Ring-
Assembly

. Flatten- Safe
Flatten Wasch- und Vakuum- CI:r: F;] |mer|t§.:k

Schlauche

Darstellung 1 Spotter
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Darstellung 2 Pins zum Bespotten der Glasslide-Oberflachen

Der Spotvorgang lauft wie folgt ab: Nach dem Waschen der Pumpen und des
Ring-Pin-Systems werden Ring- und Pin-Position kalibriert, damit sichergestellt
ist, dass bei der Probenentnahme das Ringsystem ausreichend von der Probe
umgeben ist und dass das Pinsystem einen genigenden Kontakt mit der
Slideoberflache hat. Die Titerplatte, aus der die Proben entnommen werden, ist
je nach Einstellung des Spotmusters, das innerhalb des Software-Programms
zuvor eingerichtet wurde, zu beflllen. Dementsprechend ist die Anzahl der
Slides, die gespottet werden sollen, mit der Software vor Beginn des Spottens

einzustellen.

27



o/ azchstation
=z Fin-Sestems

Darstellung 3 Spotterarbeitsplatz

Die Software des Affymetrix 417 Arrayer gibt dem Spotter Anweisungen, wie
viele Slides und Mikrotiterplatten positioniert werden, wie viele Proben von jeder
Mikrotiterplatte gespottet werden sollen und wie viele Replicate-Spots auf jeden

Slide gebrachet werden mussen.

3.5.2 GMS 418 Array Scanner

Der GMS 418 Array Scanner besteht aus einem beweglich gelagerten Laser, mit
dem jeder Punkt des Slides abgescannt werden kann, und aus einem
epifluoreszenten Mikroskop. Das Detektionsprinzip des Scanners basiert auf
laserinduzierter Fluoreszenz. Das bedeutet, dass sich ein Fluorophor durch die
Bestrahlung mit Laserlicht seiner Anregungswellenldnge in einen elektronisch
angeregten Zustand versetzen lasst. Der Grundzustand wird unter Emission von

Licht wiederhergestellt, wobei dieses Licht eine groRere Wellenlange als das
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absorbierte Licht hat. Weil der Detektor nur fur Licht der Emissionswellenlange
sensitiv ist, wird gewahrleistet, dass sich selbst geringste Fluoreszenz messen
lasst. Die Energiedifferenz, die hierbei auftritt, wird als Stokes-Verschiebung
bezeichnet. Der Scanner ist in der Lage, die durch den Laser verursachte
Fluoreszenz des mit Farbstoff gelabelten Materials in grau-skalierte binére oder
in  kinstlich-colorierte Daten umzuwandeln. Der Laser kann kleinste
Fluoreszenzen auf Slides erkennen. Er kann in zwei Wellenlangen betrieben
werden, die beide am Geréat selber und in der Software je nach verwendetem
Farbstoff vor dem Scannen eingestellt werden. Das Mikroskop fokussiert die
Fluoreszenz der Probe, welche durch den Detektor in eine proportionale analoge
Spannung umgewandelt wird. Der Scanner misst die Koordinaten des Slides
von einem Ausgangspunkt, der sich immer 23,5 mm vom linken Rand des
Slides entfernt befindet. Dies geschient mit Hilfe der durch eine Kamera
gesteuerten Positionierungseinrichtung, die den Slide in seine entsprechende
Scanposition bringt. Nach dem Einlegen wird der Slide langsam unter dem

Laser hindurchgezogen, der den Slide kontinuierlich in der Breite scannt.

[
T L

.;.:;i""
~ .
'::i:n g
Paower On O
Bereich zum ‘/
Einlagen der i

Slides ]
Einztellung der

Lazerfarbe

Darstellung 4 GMS 418 Array Scanner
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Mit der Array Scanner Software wird der Scanner eingestellt, kontrolliert und
kalibriert, also dem jeweiligen Slide angepasst. Danach wird der Scanvorgang
durch computergesteuerte Anweisung begonnen. Durch die Software des GMS
418 Array Scanners lassen sich der Laser und das Mikroskop dem jeweils
durchgefuhrten Versuch und somit dem gespotteten Slidemuster anpassen. Mit
der Schaltflache Laserpower wird die einstrahlende Lichtstérke eingestellt, durch
die Schaltflache Gain wird der Verstarkungsfaktor des Detektors bestimmt. Dies
erfolgt in einer Skala von 0-100%. Mit Hilfe der verwendeten Software Imagene
5.0 werden durch Einstellung des Grids, das dem gespotteten beziehungsweise
gescannten Slide angepasst wird, die einzelnen Spots auf ihre Fluoreszenz
vermessen. Ein Grid ist ein Raster, welches vom Computer Uber ein Subarray
gelegt wird. Dabei ist darauf zu achten, jeden Spot in seiner ganzen Groéi3e in
die Vermessung miteinzubeziehen. AufRerdem sollte jeder einzelne Slide mit
einem neu angepassten Grid vermessen werden, da innerhalb einer Charge
durch das Spotten mdoglicherweise kleinere Veranderungen der Lage der
jeweiligen Spots aufgetreten sein konnten. Die gemessenen Fluoreszenzen
werden durch ein selbstentwickeltes Makro im Microsoft Excel-Programm
ausgewertet und mit Hilfe des Origin-Programms in ein je nach Fragestellung

ausgerichtetes Schaubild gebracht.

3.5.3 Sandwich-Assay

Der Sandwich Assay gehort zu der Gruppe der Festphasenimmunassays. Diese
machen sich die Wechselwirkung zwischen dem Antigen und einem hierfr
spezifischen Antikorper zunutze, um die Konzentration des Antigens bestimmen
zu konnen. Das spezifische Merkmal eines Sandwich-Assays ist, dass der
Fangerantikdrper auf ein festes Substrat immobilisiert wird, das Antigen bindet
und hieran wie in einem Sandwich wiederum der Detektorantikdrper bindet (Abb.

1 Kap. 2.2.). Das Antigen wird einer Oberflache zugefuhrt, die mit bekannten
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Antikorpern bespottet wurde. Die Antigenbindung an den immoaobilisierten
Antikérper kann durch verschieden gelabelte Detektorantikorper sichtbar
gemacht werden. Erstens kann die Antigenbindung durch mit
Fluoreszenzfarbstoff direkt gelabelte Detektorantikdrper erfolgen. Zweitens kann
die Sichtbarmachung der Antikdrperbindung indirekt durch ein hochspezifisches
System mit hoher Empfindlichkeit erfolgen. Hierzu zahlt die Avidin-Biotin-
Komplex-Bildung (ABC-System von engl. Avidin-Biotin-Complex). Die Antwort
der Antikdrper-Antigen-Wechselwirkung kann hierbei verstarkt werden, indem
man sich die Affinitdt der Proteine zu Biotin zunutze macht. Der
Sekundéarantikdrper ist biotinyliert und wird durch Zugabe des SAV-Oyster-
Konjugates, also durch Zugabe des Avidin gebundenen Farbstoffes, sichtbar
gemacht. Drittens kann eine Detektion durch ein Enzym wie der Horseradish-
Peroxidase (HRP) stattfinden, die ein ungefarbtes Substrat in ein gefarbtes
Uberfuhrt. Insbesondere bei der letzten Methode lassen sich erhohte
Sensitivitdten erzielen, da das Enzym Kkatalysiert wird und theoretisch
unbegrenzte Mengen Farbstoff umsetzen kann. Diese Detektion ist allerdings
nur im enzymgebundenen Immunosorbent Assay (ELISA von engl. enzyme
linked immunosorbent assay) einsetzbar und kann im Microarray-Immunoassay-
Format nicht verwendet werden, da der entstandene Farbstoff nicht an einen
Spot bindet, sondern sich durch Diffusion Uber den gesamten Slide verteilen

wirde.
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354 Enzyme linked imunosorbent assay [ELISA]

Der enzymgebundene Immunosorbent Assay (ELISA von engl. enzyme linked
immunosorbent assay) ist ein Testverfahren, das zum einen dem qualitativen
Nachweis von Protein-Antikdrper-Komplexen dient und zum anderen eine
guantitative Aussage zu der vorhandenen Menge an Bindungen ermdglicht. Fur
diesen Zwei-Antikorper-Sandwich-Assay wird der Fanger-Antikorper auf einem
Tragermaterial immobilisiert (1), wobei hierzu Mikrotiterplatten (Maxisorb-
Platten), die 96 Vertiefungen aufweisen und aus speziell behandeltem Polystyrol
bestehen, verwendet werden [55]. Die Vorgehensweise bei der Inkubation ist der

Abbildung 3 und dem nachfolgenden Schema zu entnehmen.

Platte, Probe Waschen
beschichtet 3-12h 10 min
= . —
) . V «
1 2 3
Enzymkonjugat Waschen Detektorantikorper
i-2h 10 min i-3h
] e J-i
5
Waschen Substrat Stoppen, Auslesen
10 min 1h | 30 min
] ) - %
FEl
7 9
Abbildung 3 ELISA-Verfahren
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1

100pl Fangantikorper werden immobilisiert

J

2

Inkubation Uber Nacht

J

3
dreimalige Spulung mit 400ul Waschpuffer

J

Blocking fur 1 Stunde mit 300ul Puffer

J

4

zweistindige Inkubation mit jew. 100ul Antigenkonzentration im jew. Puffer

J

5
dreimalige Spulung mit 400ul Waschpuffer

J

6

Zugabe des biotinylierten Detektionsantikorpers u. zweistindige Inkubation

J

7
dreimalige Spulung mit 400ul Waschpuffer

4

8

einstindige Inkubation mit 100ul Horseradish-Peroxidase (HRP)

4

9
Zugabe der Stoplosung

33



Bei dem Enzymkonjugat handelt es sich meistens um Horseradish-Peroxidase
(HRP) gelabelten Detektorantikdrper. Anschlie@end wird als Substrat
Ublicherweise 3,3,5,5-Tetramethylbenzidinen hinzugegeben, wobei durch HRP-
katalysierte Reaktion eine Farb&nderung erfolgt, deren Ausmal3 proportional zur
HRP und damit zur Menge an gebundenem Antigen ist. Durch Zugabe der
Stoplosung erfolgt der Umschlag des blauen Produktes in gelb und es wird die
optische Dichte gemessen. Diese ist umso grol3er, je mehr Sav-HRP an das
Biotin, das an den jeweiligen Antikérper konjugiert vorliegt, gebunden hat. Die
optische Dichte wird mit der easyWIN fitting Version 6.0a bestimmt. Dieses
Programm ermittelt dann anhand der optischen Dichte, die zu den
Standardkonzentrationen in Bezug gesetzt wird, die Konzentration des
gebundenen Sandwich-Assays.

Bei der anderen Mdglichkeit des Nachweises einer AK-Antigen-AK Reaktion in
Form eines kompetitiven Immunoassays wird ein markiertes Kompetitor-Antigen
verwendet. Der Analyt und der Kompetitor konkurrieren um einen Bindungsplatz
am Antikorper, so dass das Signal indirekt proportional zur Analyt-Konzentration
ist. Es erfolgt wiederum das Stoppen der Reaktion mit Schwefelsdure und das

Auslesen im Computer.

3.55 Oberflachenplasmonresonanz

Biomolekulare Interaktionen werden konventionell mit dem ELISA oder der
Affinitatschromatographie gemessen. Die Oberflachenplasmonresonanz (SPR
von engl. Surface Plasmon Resonance) ist eine weitere Mdglichkeit diese
Interaktionen zu detektieren. Der grof3e Vorteil dieses Systems besteht darin,
dass die Bindungen in Echtzeit aufgenommen werden und dass labelfreie
Detektion von makromolekularen Interaktionen aufgezeichnet werden kdnnen.

Die  Oberflachenplasmonenresonanz  gehdrt zu den  direktoptischen

Messverfahren. Die bereits 1902 von Wood entdeckte und seit 1983 fir
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biosensorische Zwecke [53] eingesetzte Oberflachenplasmonenresonanz ist vor
allem wegen der relativ geringen apparativen Anforderungen am weitesten
verbreitet. Hierbei wird monochromatisches, koharentes Licht (Laser) auf eine
Gold-, Silber- oder Kupferoberflache gestrahlt und von dieser wieder reflektiert
(Darstellung 5). Bei richtiger Polarisierung und einem bestimmten Einfallswinkel
tritt das einfallende Licht mit den freien Elektronen des Edelmetalls in Resonanz
[77] und ein Teil der eingestrahlten Lichtenergie wird von den oszillierenden
Elektronen absorbiert. Die elektromagnetische Strahlung beschrankt sich nicht
ausschliel3lich auf den Metallfilm, sondern breitet sich auf das dariiberliegende
Dielektrikum aus. Dieses sogenannte evaneszente Feld, welches bis ca. 300nm
[96] Uber die Oberflache hinaus wechselwirkt, reagiert auf Veranderungen des
Brechungsindexes sehr empfindlich. Diese koénnen zum Beispiel durch die
Adsorption eines Analyten entstehen, welches eine Veranderung des SPR-

Winkels zur Folge hat.

evaneszentes Feld
Detektor
Goldoberflache

Laser IBIS-Chip (] a |

‘ Brfe m

\ halbzylindrisches Prisma )
“scanning mirror* 4/‘

Darstellung 5 Funktionsweise SPR

Detektor

Die Sensitivitdt des SPR-Messgerates wird in erheblichem Mal3e durch
Randbedingungen, wie Temperaturschwankungen, Brechungsindexunter-

schiede der Probenldsungen, Analytadsorption an Schlauch- und Gefal3wanden
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oder unspezifische Wechselwirkungen von Bestandteilen der Probenmatrix mit
der Sensoroberflache limitiert. Unter gunstigen Bedingungen sorgt eine
Proteinbelegung von weniger als 1pg/mm2 fur eine Verschiebung der
Resonanzkurve entsprechend einer Brechungsindex-&nderung von weniger als
10°. Die Korrelation zwischen der SPR-Winkeléanderung und der Anzahl der
gebundenen Molekille auf der Sensoroberflache kann durch die entstehende
Brechungsindexveranderung abgeschatzt werden. Vorteilhaft ist die
Dreidimensionalitat des evaneszenten Feldes. Sie erlaubt Messungen uber der
direkten Oberflache des Sensor-chips. In der Praxis bedeutet dies, dass durch
die Verwendung dreidimensionaler Matrix-Strukturen die

Immobilisierungskapazitdten um ein Vielfaches erhht werden kdnnen.

3.5.5.1 Aufbau des SPR-Sensorchips

Ein  SPR-Sensorchip &ahnelt den Microarrayslides in  bezug auf
Oberflachenstruktur, hat jedoch eine geringere Immobilisierungskapazitét. Es
handelt sich tblicherweise um ein Glasplattchen, auf welches ein Goldfilm mit
einer Schichtdicke von 40 - 60 nm aufgedampft wird, der fir die
Oberflachenplasmonresonanz erforderlich ist [42]. Auf diese Goldoberflache
wird zunachst ein Haftvermittler adsorbiert, der anschlie3end von einer

Hydrogelschicht Gberzogen wird.
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Abbildung 4 Aufbau des SPR-Biosensorchips

3.5.5.2 SPR-Messung

Im SPR werden Brechungsindexanderungen gemessen, die durch die Bindung
der Proteine an die Sensoroberflache verursacht werden. Die Temperatur sollte
dabei immer konstant gehalten werden, da sich der Brechungsindex mit der
Temperatur andert. Aul3erdem ist es wichtig bei der Auswertung darauf zu
achten, dass das SPR-Signal zum Molekulargewicht des Analyten proportional
ist. Antigene haben eine Masse von ca. 8000Da und zeigen deshalb eine andere
Anbindung als Antikérper, die eine Masse von ca. 150000Da aufweisen.
Anhand der Tabelle 7 soll die Aktivierung des Chips beschrieben werden, um im
Anschluss auf die SPR-Messung einzugehen, die in der Abbildung 6

nachzuvollziehen ist.
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Zugabe von: Aufgabe:

Acetatpuffer (5mM) Basislinie erzeugen
Elutionspuffer (alkalisch) Reinigung der Sensoroberflache
N-Hydroxysuccinimid (NHS) und Aktivierung der Oberflache
N-Ethyl-N-

(dimethylaminopropyl)-carbodimid
(EDC)

Tabelle 7 Chipaktivierung

Die Oberflache, die als Hydrogeloberflache bezeichnet wird, wird aus
Carboxymethyl-Dextranen  hergestellt. Diese langkettigen Polysacharide
zeichnen sich durch eine hohe Flexibilitdt und geringe unspezifische
Wechselwirkung aus. Carboxymethyldextran (CM-Dextran) muss zur Aus-
bildung einer kovalenten Bindung an den Haftvermittler erst aktiviert werden.
Hierzu gibt man zunachst Elutionspuffer auf die Sensoroberflache, um
Kontaminationen herauszuwaschen. Dieser ist alkalisch und dient der Reinigung
der Oberflache, dem Herausldsen von Substanzen aus der stationaren Phase.
Im darauffolgenden Schritt werden die Carboxylgruppen der Oberflache des
Chips mit Hilfe von einer Mischung aus N-Hydroxy-succinimid (NHS) und N-
Ethyl-N (dimethylaminopropyl) —carbodimid (EDC) aktiviert. Diese aktiven Ester
reagieren mit den priméaren Aminofunktionen des Liganden (Protein) unter
Bildung einer Peptidbindung (Abb. 5B). Uberschiissige aktivierte Ester werden
durch alkalische Hydrolyse wieder in Carboxylgruppen tberfiihrt (Abb. 5C). Eine
Alternative ist die Aminolyse mittels Ethanolamin, die hier allerdings nicht

gezeigt wird.
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Abbildung 5 Beispiel einer Immobilisierung mittels NHS/EDC-Methode

A: Reaktion der Carboxymethylgruppen mit NHS/EDC zu aktivierten NHS-

Estern
B: Reaktion der aktivierten Ester

Peptidbindung

mit einem primdren Amin zu einer

C: Ruckbildung der aktivierten Ester durch alkalische Hydrolyse mit NaOH
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Die Anbindung des monoklonalen Antikérpers auf der Hydrogeloberflache sowie
die Anbindung des Analyten und die eines weiteren Antikdrpers werden in
Echtzeit mittels einer Kurve erkennbar. In der folgenden Grafik ist eine komplette
SPR-Messung dargestellt, die nach der Aktivierung der Hydrogeloberflache
aufgezeichnet wurde. Die Einzelschritte dieser Messung sind nachfolgend
genauer erlautert. Es handelt sich hierbei um die Dar-stellung einer optimalen

Kurve, die aus einem guten Bindungsverhalten des Analyten resultiert.
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SPR-Sensarminkel £ m®
edim

T T T
0 1000 2000 3000 000
tis

Abbildung 6 SPR-Messung

40



Punkt Zugabe: Aufgabe:

1 Acetatpuffer (5mM) Basislinie erzeugen

2: monoklonaler Antikdrper | Immobilisierung des Antikorpers auf der
Oberflache

3: 1 M Ethanolamin Quenchen: verbliebene Gruppen auf

(Blockingpufffer) Chipoberflache werden abgesattigt

4: destilliertes H,O Basislinie: wirklich gebundene Menge
monoklonalen Antikérpers wird sichtbar

5: destilliertes H,0O Basislinie: wirklich gebundene Menge
monoklonalen Antikorpers wird sichtbar

6: PBS/BSA 0,1 % Umpufferung zur Stabilisierung des
Analyten, Nachahmung eines
serumahnlichen Milieus

7 Antigen Anbindung an den  monoklonalen
Antikorper

8: PBS/BSA 0,1 % Basislinie

9: Polyklonaler Antikdrper Anbindung an das Antigen

10: PBS/BSA 0,1 % Basislinie

Tabelle 8 Abfolge der Reagenzienzugabe

Nach der Aktivierung soll eine Basislinie erzeugt werden (Punkt 1), die zunachst

durch 30 sekundige Zugabe von destilliertem H,O aufrechterhalten wird und

danach durch die Zugabe des monoklonalen Antikdrpers fur 600-1000

Sekunden einen Ausschlag erfahrt (Punkt 2). Fir die Immobilisierung des

monoklonalen Antikérpers wird dieser zuvor mit Acetatpuffer versetzt. Das

Signal steigt wegen der Adsorption des Antikdrpers nach dessen Zugabe an.

Um die Oberflache in diesem Zustand zu erhalten wird der Chip, nachdem
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dieser fur 150 Sekunden mit H,O beaufschlagt wurde, mit 1M Ethanolamin
pH8,5 fur 600 Sekunden gequencht (Punkt 3). Der hohe Signalsprung ist wegen
des erhohten Brechungsindexes des Ethanolamins refraktarer Natur. Die
wirklich gebundene Menge monoklonalen Antikorpers wird nach wiederholter
Zugabe von ddH,O (Punkt 4) ersichtlich. Die Differenz der Basislinien vor und
nach der Immobilisierung gibt die Menge des gebundenen Immobilisats auf der
Chipoberflache wieder. Es erfolgt nun ein Wechsel des Laufpuffers in PBS/BSA
0,1% (Punkt 6). Sobald durch diesen Puffer eine Basislinie erreicht wird, kann
das betreffende Antigen hinzugegeben werden (Punkt 7). Wie zuvor bereits
erwdhnt, ist an diesem Punkt ein nicht so grof3er Ausschlag der Kurve zu
erwarten, da durch die geringere Masse des Analyten im Vergleich zum
Antikbrper eine  geringe  Brechungsindexverschiebung erfolgt. Nach
ausreichender Inkubation des Antigens wird erneut eine Basislinie mit Hilfe der
Zugabe von PBS/BSA 0,1% genommen (Punkt 8). Daraufhin wird mit dem
Sekundérantikorper inkubiert (Punkt 9), wobei dieser im Unterschied zum
fluoreszenzbasierten Detektionsverfahren nicht gelabelt sein muss. Um erneut
eine Basislinie zu erreichen, wird ein letztes Mal mit PBS/BSA 0,1% inkubiert
(Punkt 10).

3.6 Computerprogramme

Microsoft Excel

GMS 418 Array Scanner Software
OriginPro 7,5

Imagene 5.0

417 Arrayer Software
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3.7 Methodik der Inkubation des Multianalyt-Protein-Microarray-Assays

Im Folgenden soll eine kurze Einfihrung in das Inkubationssystem gegeben
werden, das hauptsachlich in den Versuchen des Microarray-Assay-Designs

Verwendung findet.

Reinigen der Inkubationskammer(n)

J

Blocken der Inkubationskammer(n)

J

Einlegen der Slides

Inkubation des Analyten

J

Waschen der Slides

J

Inkubation der polyklonalen Detektorantikdrper

J

Waschen der Slides

J

Abspulen und Trocknen
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Das Reinigen der Inkubationskammern erfolgt durch einstiindiges Einwirken von
1%iger Mucasol-Losung und anschlieRendes mehrfaches Spulen mit ddH:O.
Daraufhin werden die Inkubationskammern mit 2ml des Puffers (PBS 1mg
BSA/ml PBS) fur 20 Minuten geblockt. Das Blocken dient dazu, die Wande der
Inkubationskammern mit Proteinen zu belegen und dadurch die Adsorption der
Analyten zu verringern. Im Anschluss an das Blocken werden die
Inkubationskammern wiederholt fir finf Minuten mit PBS gewaschen. In den
Inkubationskammern wird nun der zum RnD-System gehdrige Diluent-Puffer
vorgelegt. Die Antigene werden in den entsprechenden Konzentrationen
dazugegeben und die Slides werden in die Inkubationskammern gelegt. Die
Antigeninkubation erfolgt fur zwei Stunden. Nach Ablauf der Zeit wird die
Uberstehende Losung abgesaugt. Die Inkubationskammern werden zweimal fr
zwei Minuten mit PBS gespult, welches schlie3lich wieder abgesaugt wird. Die
Inkubation der polyklonalen Detektionsantikérper erfolgt wiederum in Diluent,
wobei die Antikorper-konzentration einem zehnfachen molaren Uberschuss der
Analyt-konzentration entsprechen sollte. Nach erneuter zweisttindiger Inkubation
werden die Antikdrper je nach Bedarf zurlickpipettiert, damit man eine weitere
Inkubation mit ihnen vornehmen kann. Es erfolgt eine zweimal zwanzigminutige
Zugabe von PBS/Tween 0,05% und ein zweimal finfmindtiges Sptlen mit PBS.
Die Slides werden daraufhin aus ihren Kammern entnommen und mit ddH.O
aus einer Polyspritzflasche vorsichtig gewaschen. Die Trocknung erfolgt durch
Abblasen mit trockener Pressluft. Die Vorgehensweise wird in der folgenden
Abbildung 7 verdeutlicht.
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Proteinchip, gespottet Probe Waschen

i-11h 10 - 30 miln
Reporterkonjugst Waschen Detskiorantikbrper
1=3h 18 38 min 1=3h
Waschen Tracknen, Auslesen
10 - 30 min 30 min
B e
Abbildung 7 Darstellung der Inkubationsabfolge
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4 Ergebnisse

Die Entwicklung eines Microarray-Assays ist wegen der Komplexitat der
Durchfuhrung und der Einflussnahme vieler verschiedener Parameter sehr
schwierig. Das theoretische Detektionslimit wird von Kusnezow bei wenigen
Femtogramm angegeben, allerdings erreichten die Sensitivitaten bisher kaum
den Picogrammbereich [46]. Dartber hinaus sind bislang aufgrund der bereits
erwahnten Kreuzreaktivitdten nur Analysen von Proben geringer Komplexitét
wirklich erfolgreich gewesen [79].

Im Folgenden wird die Entwicklung des Zytokinchips beschrieben. Hierbei wird
das Beschicken der Titerplatte fir das Spotten und das Spotten als solches
erklart. Im Anschluss werden die Inkubation mit den Antigenen und polyklonalen
Antikorpern sowie die  Auswertung der dabei entstehenden
konzentrationsabhangigen Fluoreszenzen aufgezeigt.

Darauffolgend wird die Wahl der zehn verschiedenen Zytokine fur das 10er-
Panel erlautert, die dann um weitere 35 Zytokine/Chemokine erganzt werden.
Des Weiteren wird die SPR-Methode vorgestellt und ELISA-Versuche zur

Pufferwahl werden beschrieben.

4.1 Die Entwicklung eines Zytokinchips

Das Entwickeln einer Konzentrationsreihe beginnt mit der Auswahl geeigneter
monoklonaler Antikdrper. Diese werden in eine Titerplatte gegeben, damit der
Spotter aus dieser mit Hilfe des Pin-Ring-Systems einzelne Microspots auf die
Hydrogeloberflache der Slides spotten kann. Es folgt die Inkubation
ausgewahlter Antigenkonzentrationen, deren Bindung durch die Zugabe von

Detektionsantikbrpern im Scanner dargestellt werden kann. Die prozessierten
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Slides werden durch die Imagene 5.0 Software ausgemessen, die Ergebnisse

werden mit OriginPro 7,5 und Excel dargestellt.

41.1 Herstellung der Titerplatte flr das Spotten

In der ersten Phase einer Versuchsreihe, dem Spotten, also der Beschichtung
der Slides mit den monoklonalen Antikérpern, wird die Titerplatte je nach
ausgewahltem Spotmuster mit monoklonalen Antikoérpern versehen. Fir das
Spotten muss zunéchst ein passendes Spotmodell programmiert werden. Pro
Slide werden 12 Felder angelegt, die jeweils 6 Spalten mal 4 Reihen enthalten.
Dadurch wird eine zwdlffache Wiederholung der Versuche auf einem Slide
maoglich, oder der Slide l&sst sich durch eine Silikonkammer in 12 Segmente
teilen, in denen jeweils unterschiedliche Versuchsablaufe durchgefiihrt werden

koénnten. Die folgende Abbildung zeigt einen derart gespotteten Slide.
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Grid 1 Grid 2
Grid 3 Grid 4
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Marker3 HMarkerd
Grid 9 Grid 10
Grid 11 Grid 12
Abbildung 8 Schema eines bespotteten Slides

Es wird eine Titerplatte verwendet und pro Spotdurchgang werden neun Slides
gespottet. Hierbei werden Ublicherweise vier Treffer per Rasterpunkt gespottet,
wodurch sich die Menge des Antikorpers pro Spot erhéht. Um 12 einzelne
Felder beziehungsweise Versuchswiederholungen zu erhalten, missen zwei
Wiederholungen durchgefiihrt werden. Die Titerplatte wird mit den
monoklonalen Antikdrpern beflllt, wobei eine Konzentration von jeweils 7 pl des
Antikorpers vorgelegt wird. Danach wird mit 24,5ul 5mM Acetatpuffer aufgefiillt.
Der fur die Positionierung der Grids wichtige Marker wird jeweils in die Ecken
der Titerplatte gefullt, wobei hier ebenso 7ul Markerstammlosung mit 24,5ul
Acetatpuffer gemischt werden. Fir jeden einzelnen Spot auf dem Slide wird eine
Menge von 1 nl verwendet. Im folgenden Bild ist eine Darstellung der Titerplatte
zu sehen, mit deren Hilfe die Slides bespottet werden. Diese Darstellung
ermdglicht die nach den Inkubationen erreichten Fluoreszenzen den jeweiligen

Analyten zuzuordnen.
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IL-1 | IL-1|IL-2] IL-2 IL-4 | IL-4

IL-1 [IL-1|IL-2] IL-2 IL-4 | IL-4

IL-6 IL-6 | IL-7 |IL-7|IL-8] IL-8 |IL-10|IL-10} IL-17 | IL-17 | IL-18 | IL-18
IL-6 IL-6 | IL-7 |IL-7|IL-8] IL-8 |IL-10|IL-10} IL-17 | IL-17 | IL-18 | IL-18

Tabelle 9 Titerplatte fur den Spottingprozess

4.1.1.1 Lagerstabilitat der Titerplatte

Bei mehrfachen Versuchsreihen konnte gezeigt werden, dass beim Spotten der
monoklonalen Antikérper auf die Slideoberflaiche am besten eine frisch
angesetzte Titerplatte verwendet wird. Die frisch angesetzte Titerplatte zeigt
namlich hohere Fluoreszenzintensitaten bei einer Konzentration des Antigens
von 1ng/mL im Vergleich zu einer Lagerung der Titerplatte fir zwei Monate bei —
80°C (Balkendiagramm 1).
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Vergleich der Lagerstabilitat der monoklonalen Antikdrper in Natrium-Acetatpuffer
fur zwei Monate im Gegensatz zu ihrer direkten Verwendung

70000

Ofrisch angesetzt,
inkubiert mit einer

soo00 ||| ] [ ] | Konzentration vonlng

M gelagert 1 ng,
inkubiert mit einer
Konzentration vonlng

50000 +—

40000 +—

30000 +—

Fluoreszenzintensitéaten

20000 +—

10000 +— }

IL-2 IL-4 IL-6 IL-7 IL-10 IL-20
Interleukine

Balkendiagramm 1 Lagerstabilitat der Titerplatte flrs Spotten

Es wird deutlich, dass im Gegensatz zu der unmittelbar vor dem Bespotten der
Slides angesetzten Titerplatte die zwei Monate gelagerte Titerplatte
Fluoreszenzintensitatseinbuf3e von 13% fur IL-2, von 55% fir IL-4 und von
sogar 67% far IL-20 aufweist. Um Kkleinere Analytmengen im Pico-
grammbereich und somit auch niedrige Fluoreszenzbereiche tiberhaupt messen

zu kdnnen, sollte deshalb eine frisch angesetzte Titerplatte verwendet werden.
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4.1.1.2 Die Slides nach dem Spotten

Die Slides werden nach der angefertigten Titerplatte und dem zuvor bestimmten
Spottingmuster mit den monoklonalen Antikérpern bespottet. An den Ecken
jedes einzelnen Spotting-Musters befinden sich Marker, die durch eine starke
Fluoreszenz gekennzeichnet sind. Alle monoklonalen Antikdrper weisen in dem
aufgespotteten Zustand eine gewisse Eigenfluoreszenz auf. Interleukin 20 zeigt
eine sehr starke Fluoreszenz, auf die nachfolgend naher eingegangen wird. Die
anderen Interleukine zeigen geringe fur Antikorper Ubliche Eigenfluoreszenzen,

die spater bei der Auswertung abgezogen werden.

Darstellung 6 Zustand nach dem Spotten

Nach dem Spotten wird mit Ethanolamin gequencht. Hierdurch werden restliche
aktive NHS-Ester aminolysiert (Abb. 5 Kapitel 3.5.5.2). Wiirde man dies nicht
tun, widrden in nachfolgenden Inkubationsschritten Analyt sowie
Detektorantikdrper unspezifisch kovalent gebunden werden, wodurch ein hoher
Hintergrund entstiinde. Die Slides werden eine halbe Stunde unter starkem
Schwenken in Ethanolamin inkubiert. Nach dem Quenchen sieht das

Scanmuster folgendermal3en aus:
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Darstellung 7 Zustand nach dem Quenchen

Hier ist zu erkennen, dass die Eigenfluoreszenz durch das Quenchen
zurlckgegangen ist. Beim Quenchen werden offensichtlich also nicht nur die
verbliebenen reaktiven NHS-Ester abgesattigt, sondern auch nicht kovalent
gebundene Antikorper eluiert. Ein vergleichendes Schaubild ermdglicht es, sich
die Bindungen der jeweiligen monoklonalen Antikdrper auf der Slideoberflache
direkt nach dem Spotten und dann nach dem Quenchen zu verdeutlichen. Auch
hier wird noch einmal sichtbar, dass der Anti-Interleukin 20 Antikdrper eine hohe
Eigenfluoreszenz aufweist, die allerdings nach dem Quenchen durch die Elution

wieder sinkt.
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Eigenfluoreszenz der monoklonalen Antikdrper direkt nach dem Spotten und
nach dem Quenchen

7000

6000 M

5000 —
Fl 4000 —
uo
re Enach Spotten LP50
sz Enach Quenchen LP50
€N 3000 —
z

2000 —

1000+ —I —

IL-1 IL-2 IL-4 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10 IL-17 IL-18 IL-20

Interleukine

Balkendiagramm 2 Vergleich der Fluoreszenz nach dem Spotten und

nach dem Quenchen

In dem oben zu sehenden Schaubild fallt Interleukin-20 durch seine im
Gegensatz zu den anderen Interleukinen hohe Fluoreszenz auf. Die Ursache
hierfir muss untersucht werden. Es werden Negativkontrollen durchgefinhrt,
wobei diese innerhalb einer Konzentrationsreihe mitprozessiert werden. Die
Negativkontrollen werden den Puffern ausgesetzt, gespult und abgeblasen wie
die zur Konzentrationsreihe gehérenden Slides (Abb.7 Kap. 4.7). Einer der
Slides wird weder mit Antigen noch mit polyklonalem Antikorper inkubiert. Ein
weiterer Slide wird nur mit dem polyklonalen Antikorper inkubiert. Zwei weitere
Slides werden sowohl dem Antigen als auch dem polyklonalen Antikorper
ausgesetzt, wobei die Antigenkonzentrationen 100pg fur den einen Slide und
500pg fur den anderen Slide betragen. Nachfolgend werden die vier
Fluoreszenzen mit den Fluoreszenzintensitaten direkt nach dem Spotten und

denjenigen nach dem Quenchen verglichen. Zu erwahnen sei an dieser Stelle,
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dass zu diesem Zeitpunkt der Versuchsdurchfihrung biotinylierte polyklonale

Antikorper verwendet wurden.

7000

6000

m nach Spotten

5000
W nach Quenchen

4000 O ohne Antigen mit polyklonalem
Antikorper

Johne Antigen ohne
3000 polyklonalen Antikdrper

W 100pg Antigen mit

polyklonalem Antikdrper
2000

m 500pg Antigen mit
polyklonalem Antikdrper

1000

) ____ .

Interleukin-20

Balkendiagramm 3Vergleichende Fluoreszenzmessungen von IL-20

Unter Berlicksichtigung der extrem hohen Fluoreszenz nach dem Spotten wird
vermutet, dass diese monoklonale Antikdrperpréparation verunreinigt war.
Um diesen Effekt zu erklaren, werden erneute Versuche mittels SPR

durchgefuhrt, was im Kapitel 4.2.4 erlautert wird.

4.1.2 Inkubation des Antigens

Fiur die Entwicklung des Immunoassays ist es wichtig die Prozessierung der
gespotteten Slides zu optimieren.
Es erfolgt eine umfangreiche Untersuchung potenzieller Einflussfaktoren und

Fehlerquellen, die die Empfindlichkeit des Assays verbessern sollen. Wahrend
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der Erstellung der Kalibrationskurve werden die Inkubationskammern wie folgt
vorbereitet: Sie werden zunachst mit PBS/BSA flr zwanzig Minuten und danach
zweimal funfminttig mit PBS gespult. Daraufhin werden nach folgendem
Schema Antigene in Diluent in die Inkubationskammern gegeben und danach

werden die Slides hineingelegt:

Slide1l |Slide2 |Slide3 Slide4 Slide5 Slide6 Slide7 Slide8

10ng/mL | 5ng/mL |1ng/mL |500pg/mL |250pg/mL | 100pg/mL | 10pg/mL | Kein
Antigen | Antigen | Antigen | Antigen Antigen Antigen Antigen Antigen

+ + + + + + + +
2000pl | 2000pl | 2000ul | 2000yl 2000yl 2000l 2000l 2000yl

Diluent Diluent |Diluent |Diluent Diluent Diluent Diluent Diluent

Tabelle 10  Inkubationsschema

Wir konnten zeigen, dass verschiedene Puffersysteme entscheidenden Einfluss
auf das Ergebnis haben. Ausfihrlich wird dies im Kapitel 4.3 dargestellt. Als
optimaler Puffer fir den Zytokinchip konnte der Diluent-Puffer charakterisiert

werden.

4.1.3 Inkubation der polyklonalen Antikorper

Nach zweistiindiger Inkubation der Antigene erfolgt nach vorherigem Absaugen
der Antigene und zweimaligem funfminttigen Spulen mit PBS die Zugabe der
Antikorper in Diluent. Die Antikorper werden nach Lieferung zur Verbesserung
der Bindungseigenschaften innerhalb der Kalibrationsreihen gereinigt. Es
werden jeweils 0,5l jedes gelabelten polyklonalen Antikorpers mit 2 ml Diluent

in acht Inkubationskammern gegeben. Nach zwei Stunden werden die
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Antikorperlosungen aus den Inkubationskammern abgesaugt. Sie werden
gesammelt, um weiterverwendet werden zu konnen. Die Slides werden noch
zweimal zwanzig Minuten in PBS/Tween gelagert und anschliel3end zweimal mit
PBS gewaschen. Nach dem Waschen werden die Slides herausgenommen, mit
destilliertem Wasser abgespult, mit einer Druckluftpistole getrocknet und

gescannt.

4.1.3.1 Die Wiederverwendung inkubierter polyklonaler Antikdrper

Fur regelméRige Experimente ist es, auch aus Kostengriinden, wichtig zu
wissen, wie haufig die bereits inkubierten polyklonalen Antikdrper
wiederverwendet werden und reproduzierbare Ergebnisse liefern kdnnen. Hierzu
werden die Intensitatsbereiche, die bei einer Antigenkonzentration von 1ng/mL
far IL-2, IL-4, IL-6 und IL-7 erreicht werden, mit den Fluoreszenzergebnissen
noch nicht inkubierter polyklonaler Antikorper verglichen. Dieser Versuch zeigt
eine um maximal 5% abweichende Fluoreszenzintensitat, wobei die Fluoreszenz
bei der Inkubation mit den bereits inkubierten polyklonalen Antikdrpern
interessanterweise um 5% hoher liegt. Es ist also in jedem Falle moglich, die
bereits fur eine Inkubation verwendeten Detektionsantikorper fur weitere
Versuche zu benutzen, ohne dass mit FluoreszenzintensitatseinbulRen zu

rechnen ist.
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A=wieder zurickgewonnene polyklonale Antikdrper
D=neue Préparation der polyklonalen Antikdrper

70000 ~

60000

50000

40000 ~

@ Alng LP100
G100

W D1ng LP100
G100

30000

20000 A

10000 +

Balkendiagramm 4 Vergleich von neuen und wiederverwendeten
polyklonalen Antikdrperldsungen

4.1.4 Das Scannen

Das Scannen ergibt bei einer Laserpower-Einstellung von 100 % Laserleistung
und voller Verstarkung folgende Ergebnisse, wobei hier nur einige Beispiele
gegeben werden. Bei einer Konzentration von 10 pg/mL ist durch den Scanner
zu erkennen, dass die Marker, die sich in den Ecken befinden, im Maximum des
ausmessbaren Bereiches liegen. Interleukin-1beta, Interleukin-2, Interleukin-6
und Interleukin-8 haben ebenfalls ein Maximum erreicht, so dass in diesem Fall
auf eine geringere Laserleistung und Verstarkung zurickgegriffen werden

muss, um unverfalschte Ergebnisse zu erhalten.
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Abbildung 9 Scanergebnis bei einer Konzentration von 10pg/ml

Bei einer Konzentration von 500 pg/mL ist bei noch mehr Analyten ein
Fluoreszenzmaximum bei einer Laserleistung und Verstarkung von 100%
erreicht. Hier wird schon deutlich, dass durch die hohere Konzentration des

Antigens auch eine deutlichere Fluoreszenzintensitat gemessen werden kann.

Abbildung 10 Scanergebnis bei einer Konzentration von 500pg/ml

Bei einer Konzentration von 1ng/mL sind nun alle Analyten aul3er Interleukin-4,

Interleukin-18 und Interleukin 20 im Fluoreszenzmaximum angelangt.
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Abbildung 11 Scanergebnis bei einer Konzentration von 1ng/ml

4.1.5 Die Auswertung

Die oben gezeigten Bilder, die mit Hilfe des Scanners von der Oberflache der
Slides ausgelesen werden, kdnnen mit der Imagene-Software bearbeitet werden.
Dadurch entstehen eine Menge an Rohdaten, die mittels Makros ausgewertet
werden. Diese Makros wurden mit Excel angefertigt. Fur die Mittelwerte und
Standardabweichungen einzelner Interleukine werden je nach Fragestellung
Diagramme mit Excel oder mit OriginPro7,5 gezeichnet. Die
Konzentrationsreihe, die im folgenden Schaubild mit OriginPro7,5 verdeutlicht
wurde, lasst die konzentrationsabhéangige Zunahme der Fluoreszenzintensitaten
erkennen und kodnnte somit zur Bestimmung des Interleukingehaltes in

unbekannten Serumproben herangezogen werden.
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Konzentrationsreihe mit Konzentrationen von 10pg/ml, 100pg/ml,
250pg/ml, 500pg/ml, 1ng/mL, 5ng/mL und 10ng/mL
4 / T

10000 A —

— L1
L2
——— IL-4
1000 — |L-6
] L7
———IL-8
——IL-10
—IL-17
———IL-18
———IL-20

Fluoreszenz [AU]

100

— T — T ——TTTTT
10 100 1000 10000

Konzentration [pg/mL]

Kurvendiagramm 1 Konzentrationsreihe der zehn zunachst gemessenen

Interleukine

Der Abfall der Kurve bei einer Konzentration von ca. 1000pg/mL lasst sich durch
die Absattigung des monoklonalen Antikdrpers bei der Bindung des Antigens
erklaren. Sobald die Analytkonzentration zu hoch ist, kénnen alle Antikorper-
Bindungsstellen belegt sein und zusatzliche Analyt-Molekile werden nicht mehr
im Rahmen der Bindungskurve ermittelt. Es kommt zu falsch-niedrigen
Messwerten, die als Hook-Effekt bezeichnet werden.

Gute konzentrationsabhéangige Ergebnisse sind im Bereich von 10pg/mL bis

1000pg/mL zu verzeichnen.
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4.1.6 Die Anwendung beim Vermessen von Serumproben

Durch die erreichte Konzentrationsreihe kann fir jedes einzelne Interleukin mit
Hilfe der Mittelwerte und Standardabweichungen eine Exponential-funktion mit
OriginPro7,5 erstellt werden. Diese ermdglicht beim Vermessen von
Serumproben die genaue Bestimmung der Konzentration eines bestimmten
Interleukins innerhalb der vorhandenen Probe. Die enthaltene Konzentration
kann direkt unter Zuhilfenahme einer solchen Funktion, wie sie unten fur IL-6

angefertigt wurde, anhand der Fluoreszenzergebnisse abgelesen werden.

Exponentialfunktion zu den gemessenen Fluoreszenzintensitaten und den Standardabweichungen
bei einer Konzentration des Interleukin-6 von 10pg/mL, 100pg/mL, 250pg/mL, 500pg/mL, 1000pg/mL und 5000pg/mL

10000 -
1| —IL-6 _

8000 4 ——Exponentialfit der IL-6-Datenreihe | T
':_)‘ Q
< 6000
N N
C -
[}
w T £
o 4000
o
= -
L

2000 | -

0- /

T T 17 T T T T T TTTT T T T T T 1T T T T

10 100 1000
Konzentration in pg/mL

Kurvendiagramm 2 Kalibrationsgerade fir IL-6
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417 45er Panel

Bei der Entwicklung eines Microarray-Assays besteht die zentrale Frage, welche
Analyten Uberhaupt verwendet werden sollen und wie viele gleichzeitig
vermessen werden konnen. Nach den ersten Versuchen mit 10 Interleukinen
zeichnen sich die folgenden Versuchsreihen durch das Prozessieren von 45
Analyten gleichzeitig auf einem Slide aus. Die Antigenkonzentrationen liegen bei
0,001ng/ml, 0,01ng/ml, 0,1ng/ml, 1ng/ml, 5ng/ml und 10 ng/ml. Als Puffer wird
0,1 % BSA in PBS verwendet. Bei der Auswertung der Ergebnisse und der
Erstellung der Kalibrationsfunktionen ist allerdings bei einer Anzahl der Analyte
keine wesentliche Steigerung der Fluoreszenzintensitat in Abhéngigkeit von der
Antigenkonzentration zu verzeichnen. Es musste deshalb anhand der
Microarray-Assay-Versuche und anhand darauffolgender SPR-Messungen, die
im Kapitel 4.2 beschrieben werden, eine Auswahl geeigneter Zytokine fur das
vorliegende Microarray-Format getroffen werden. Letztendlich handelt es sich
um die Interleukine 1, 2, 4, 6, 7, 8, 10, 17, 18 und 20. Diese wurden unter
anderem anhand der nachfolgenden Daten aus dem 45-er Panel ausgewahilt.

Alle 45 Zytokine wurden gemeinsam prozessiert.
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Anhand des Kurvendiagramms 3 ist lediglich ein konzentrationsabhangiger
Anstieg der Fluoreszenzintensitat fur IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-17 und RANTES
CCL-5 zu verzeichnen. Die Interleukine 1 beta, 10, 18 und 20, die fur das 10er-
Panel ausgewahlt wurden, verzeichnen im 45er-Panel bei gleichzeitiger
Hinzugabe der weiteren Antikorper keine detektierbare Fluoreszenz.

CCL-2 und CCL-8, CCL-17, CCL-18, CCL-20, CCL-22 und CCL-24 weisen erst
bei Konzentrationen Uber 5 ng/ml eine Zunahme des Fluoreszenzsignals auf.
CCL-4 und CXCL-8 zeigen extreme anfangliche Signalsteigerungen. Die
anderen  hier aufgefihrten Interleukine zeigen nur  geringfligige

konzentrationsabhangige Interaktionen, fir EGF und IL-3 ergeben sich keine

Korrelationen.
70000 — im 45er-Panel prozessiertes 10er-Panel
— IL1beta
— L2
600004 | —— L4
—— L6
— L7
= 50000 4 | ——IL10
= — 17
= —— IL18MLB
S 40000 | ——IL20
(O]
N
[%)]
N
S 30000 -
=
LL
20000 -
10000 4
0 T ————rrr ————
01 1 10
Konzentration [ng/ml]

Kurvendiagramm 4 Interleukine des 10er Panels

In dem Kurvendiagramm 4 sind nochmals diejenigen 10 Interleukine aufgefuhrt,

die nicht alle, sofern sie mit 35 anderen Interleukinen gleichzeitig auf einem
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Assay prozessiert werden, eine konzentrationsabhangige Anbindung zeigen.
Lediglich bei der Untersuchung dieser 10 Interleukine auf einem Slide erfolgt
eine konzentrationsabhéngige Anbindung wie im Kapitel 4.1.5 durch das

Kurvendiagramm 1 bereits ersichtlich wurde.

4.2 SPR-Messungen

Aufgrund der teilweise unzureichenden Ergebnisse bei der gleichzeitigen
Detektion von 45 Antigenen wird in verschiedenen Antikdrper-Sandwich-Assays
die Bindungsfahigkeit der Einzelkomponenten mittels Oberflachen-
plasmonenresonanz-Spektroskopie (SPR) untersucht.

Um Aussagen Uber die allgemeine Bindungsfahigkeit machen zu kdnnen,
werden durch ein standardisiertes Messprotokoll die einzelnen Messungen der
verschiedenen Analyten untereinander verglichen und somit bereits gewonnene
Erkenntnisse aus verschiedenen Methoden (ELISA, div. Assayformate im
Microarray) verglichen. Der Vorteil der Oberflachen-plasmonenresonanz-
Spektroskopie (SPR) liegt in ihrem sogenannten direkt-optischen Verfahren, das
markierungsfreie und zeitaufgeloste Messungen madglich macht. Jeder Schritt ist
einzeln nachzuvollziehen, wohingegen im enzymgebundenen Immunosorbent
Assay (ELISA von engl. enzyme linked immunosorbent assay) und im
Microarray-Assay nur ein Wert am Ende der Inkubationsreihe generiert wird.
Exemplarisch wird das von RnD angebotene Duoset des Chemokins CCL-18/
PARC mit einem eigens zusammengestellten aus einzeln gelieferten Antikorper-
und Antigenkomponenten bestehenden System verglichen. Hierfir wird das
zuvor beschriebene SPR-System angewendet. Die im Microarray-Assay-Format
erhaltenen Signale sollen Uber das Bindungs-verhalten im SPR, das die
Bindungen in Echtzeit widergibt, verifiziert werden. Besonderes Augenmerk gilt
der Immobilisierung des monoklonalen Antikérpers an die HCX-Oberflache, der

Bindung des Antigens an den immobilisierten monoklonalen Antikorper und der
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Anbindung des biotinylierten Detektorantikdrpers an das zuvor gebundene
Antigen sowie die folgende Assoziation mit Streptavidin FITC. Durch die SPR-
Bindungsanalyse des im Duoset gelieferten Chemokins PARC, die in
Darstellung 8 zu sehen ist, wird zundchst die Antikorper-Antigen-Reaktion
guantifiziert. In den darauffolgenden Abbildungen 9 und 10 wird im Besonderen
auf die Immobilisierung des monoklonalen Antikérpers an die Chipoberflache
eingegangen. Ohne ausreichende Immobilisierung wére keinerlei Bindung des
Antigens detektierbar.

Die darauffolgenden SPR-Messungen (Darstellungen 11 und 12) werden erneut
das Bindungsverhalten des monoklonalen Antikorpers zeigen. Dieses wird im
HCX-PARC-Assay PBS/BSA 0,1% durch die zuvor durchgefiihrte Aufreinigung
des monoklonalen Antikorpers verbessert. Auf3erdem geben die Abbildungen

Aufschluss Uber eine mogliche Biotinylierung des monoklonalen Antikorpers.
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421 Bindungsverhalten des Chemokins CCL-18/PARC

Im Folgenden wird die SPR-Bindungsanalyse der verschiedenen Komponenten

des Sandwich-Assays erlautert (Darstellung 8).

PARC-Duoset
4000
3500
=~ 3000
E
o i
2 2500-
2 | 5/BSA 0,1%
_94;; 2000 —
2 i
o
& 1500
1000
T PBS/BSA 0,106 293¢ PAK Lug/ M s 1250g/mL OyS00-SAV in PBS
500 4 Soply/mL mAK des Antigens
T——iRgmMEsggsaue ' T ' T ' T ' T ' |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Zeit [SeK]

Darstellung 8 SPR-Messung von PARC im Duoset

Die mit NHS aktivierte Oberflache wird, wie zuvor in Kapitel 3.5.5.2 beschrieben,
mit 5mM Essigsaurepuffer gespult. Fir die Immobilisierung des monoklonalen

Antikorpers werden 2,5 pl einer 1 mg/mL Antikdrper-Lésung mit 50 pl 5mM
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Acetatpuffer pH5 versetzt, so dass eine Konzentration des Antikérpers von 50
pg/mL erreicht wird. Der monoklonale Antikorper wird auf die Chipoberflache
gegeben. Im darauffolgenden Schritt wird der Chip mit Ethanolamin geblockt,
damit die verbliebenen aktiven Gruppen, die keinen Antikérper gebunden haben,
auf der Chipoberflache reagieren. Es erfolgt nun ein Pufferwechsel in PBS/BSA
0,1% und die Aufnahme einer neuen Basislinie. Das entsprechende Antigen
wird daraufhin in einer Konzentration von 1ng/mL hinzugegeben. Da bei Zugabe
des Antigens die Basislinie nur geringfligig steigt, wird erneut mit dem Antigen
inkubiert. Auch dieses Mal ist nur eine schwache Bindung erkennbar, was
allerdings im Vergleich zu dem Kurvenverlauf nach Zugabe des monoklonalen
Antikorpers durch die geringere Masse des Analyten im Gegensatz zum
Antikorper zu erklaren ist. Nach wiederholter Schaffung einer Basislinie durch
den Puffer wird der biotinylierte polyklonale Antikdrper hinzugegeben, der eine
Konzentration von 1 pg/mL aufweist. Um im Anschluss daran die Bindung
sichtbar zu machen, wird mit dem Oy500-SAV-Konjugat inkubiert. Es konnte
weder eine Bindung des Antigens noch konsequenterweise eine Anbindung des
Detektorantikdrpers beobachtet werden, was daraufhin deutet, dass die Affinitat

des monoklonalen Antikdrpers gegenuber dem Antigen schlecht ist.

422 Vergleich des Bindungsverhaltens zweier monoklonaler Anti-
CCL18/PARC-AnNtikorper

Ein Vergleich des im Duoset verwendeten monoklonalen Antikorpers
(Darstellung 9) zeigt eine bessere Anbindung als der in 0,1% BSA in PBS
geloste monoklonale Antikdrper Anti-human Parc/CCL18Ab (Darstellung 10). Im
Duoset haben 360 m° des monoklonalen Antikdrpers mehr gebunden als im
HCX-PARC-Assay PBS/BSA 0,1%. Es wurde versucht, diese Diskrepanz
durch die Dialyse des Antikorpers zu eliminieren. Zun&chst werden im

Folgenden die Sensorgramme gezeigt.
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Darstellung 9 Anbindung des monoklonalen Antikdrpers des Duosets
CCL18/PARC
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HCX 80 PARC-Assay PBS/0.1% BSA (Xantec)
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Darstellung 10 Anbindung des monoklonalen Antikdrpers CCL18/PARC im
HCX-PARC-Assay in 0,1% BSA in PBS

4.2.3 Bindungsverhalten des monoklonalen Antikérpers nach
erfolgter Dialyse und Biotinylierung des monoklonalen

Antikorpers

Zuséatzlich zu den Testungen in Kapitel 4.2.2 wurde Uberprift, ob die
verwendeten monoklonalen Antikérper biotinyliert vorliegen. Um den
monoklonalen Antikdrper, der in PBS/BSA 0,1% gel6st wurde, auf die gleiche
Bindungskapazitat zu bringen, die im Duoset erreicht wurde, wird dieser zuvor

dialysiert und das Bindungsverhalten wird erneut zu der Anbindung des
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monoklonalen Antikorpers, der im Duoset verwendet wird, in Bezug gesetzt.
Folgende Sensorgramme werden beobachtet. In beiden Fallen kann bei
Beaufschlagung mit SAV-Oyster-Konjugat keine Anbindung beobachtet werden.

Dies lasst den Schluss zu, dass die Antikérper nicht biotinyliert sind.

4000 PARC-mAB Duoset/ Zugabe von 125ug/mL Oy 500-SAV in PBS

3500

3000

PBS

2500

2000

Ethanolamin

1500

SPR-Winkelverschiebung (m°®)

125pg/mL Oy 500-SAV in PBS

1000

Anbindung des monoklonale*

Antikdrpers von 420m° )

500 L
PARC-mAK &aus Duoset

T I T I T I
-500 0 500 1000

T T T T T 1

I I I I I
1500 2000 2500 3000 3500

Zeit [Sek]

Darstellung 11 ~ Anbindung des monoklonalen Antikorpers im Duoset
und Zugabe von Oy-500-SAV in PBS
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45 pg/mL mAb PARC in PBS/2mM Essigséure
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Darstellung 12 Anbindung des monoklonalen Antikorpers im HCX-
PARC-Assay PBS/BSA 0,1% und Zugabe von Oy-500-
SAV in PBS

Durch die Dialyse des monoklonalen Antikdrpers CCL18/PARC des eigenen
Systems konnte eine bessere Anbindung erzielt werden (Darstellung 12) als mit

dem im Duoset verwendeten monoklonalen Antikorper.
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424 SPR-Messung von IL-20

Die Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie (SPR) kann Fehler
erkennen, die sich schlecht im Microarray-Immunoassay nachweisen lassen. Es
handelt sich nédmlich um eine labelfreie Echtzeitmethode, die die Analyse jedes
einzelnen Schrittes ermoglicht. Aus diesem Grunde wurde Interleukin-20 hiermit
untersucht. In der Entwicklung des Zytokinchips sind direkt nach dem Spotten
und bei Negativkontrollen Fluoreszenzintensitaten fir Interleukin-20 beobachtet
worden, die anhand der Eigenfluoreszenz des Antikérpers normalerweise nicht
hatten auftreten durfen (vgl. Kapitel 4.1.1.2). Es wird vermutet, dass diese
Antikorperpraparation erheblich kontaminiert war, jedoch lasst sich dieses im
Microarrayformat nicht prifen. Eine weitere Beobachtung ist, dass auch ohne
Zugabe von Antigen und ohne Zugabe des Detektorantikbrpers nach Inkubation
mit  SAV-Oyster-Konjugat eine erhebliche Fluoreszenz der Anti-IL20-
monoklonalen Antikdrper-Spots gemessen wurde. Dies lasst sich nur durch eine
Biotinylierung des monoklonalen Antikdrpers erklaren.

Da ein SPR-Test auf Biotinylierung (Analog zum vorigen Kapitel 4.2.3) ein
negatives Ergebnis brachte, wurde vermutet, dass der Antikérper auf dem Chip
wahrend des Spotprozesses biotinyliert wurde. Eine derartige Reaktion kann
durch sogenannte Transesterifizierung aktiver NHS-Gruppen von der aktivierten
Hydrogeloberflache zu kontaminierendem freien Biotin erfolgen und wirde in der
Folge zu einer Biotinylierung des gespotteten monoklonalen Antikorpers fuhren.
Eine derartige Migration der NHS-Gruppen wurde in der Vergangenheit bei
anderen Systemen bereits beobachtet.

Eine Inkubation mit polyklonalem gelabelten Antikorper ohne die vorherige
Zugabe von Antigen lasst deshalb eine Prifung auf Kontamination dieses
Interleukins mit Biotin zu. Die Messung erfolgt in Tris-Puffer+Zucker+Lysin.
Streptavidin ist ein Protein, das eine Affinitdt zu Biotin besitzt. Unspezifische
Bindungen werden beim Streptavidin nicht auftauchen, da es nicht glycolysiert

ist. Die Dissoziationskonstante betragt K=10""", was eine der hdchsten
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biologischen Bindungskonstanten darstellt. Streptavidin eignet sich aus diesem
Grund gut fur viele molekularbiologische Experimente [68].

Der Streptavidin-Chip wird mit einem biotinylierten Nachweis-Antikorper, dem
Rabbit-anti-goat-rat, inkubiert. Dieser muss aufgrund der Affinitdt des
Streptavidins zu Biotin auf der Chipoberflache binden und zeigt einen sofort
sichtbaren Signalanstieg, weil der Brechungsindex durch die Bindung erhoht
wird. Auf einer anderen Stelle des Chips wird zunachst mit dem monoklonalen
Antikorper inkubiert. Sofern dieser freies Biotin enthalt, sollte er das Streptavidin
auf der Chipoberflache abséttigen. Im darauffolgenden Schritt wird wiederum
mit dem biotinylierten Nachweis-Antikérper, dem Rabbit-anti-goat-rat, inkubiert.
Falls der monoklonale Antikérper Biotin enthalt, sind die Bindungsstellen des
Streptavidin-Chips bereits zum Teil abgesattigt, und der Rabbit-anti-goat-rat
kann nur noch geringer binden als er ohne die zuvorige Beigabe des
monoklonalen Antikorpers hatte binden koénnen. Damit wére der Nachweis
erbracht, dass der monoklonale Antikdrper biotinkontaminiert ist. Das Ergebnis

ist der Darstellung 13 zu entnehmen.
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Darstellung 13 SPR-Messung zum Biotinnachweis in 1L-20

Die schwarze Kurve zeigt, dass durch die Anbindung von freiem Biotin die
darauffolgende Bindung von biotinyliertem Testprotein fast kaum noch mdglich
ist, weil das freie Biotin die meisten Bindungstaschen bereits besetzt hat.
Normalerweise sollte das biotinylierte Testprotein ein Bindungsverhalten zeigen,
wie es in der roten Kurve sichtbar wird. Dadurch dass dies nicht der Fall ist, ist
der Nachweis erbracht, dass der in unserem Falle verwendete monoklonale
Antikorper IL-20 biotinkontaminiert ist. Dieser monoklonale Antikérper wirde
also in unseren Experimenten wegen seiner Biotin-kontamination falsch positive
Ergebnisse liefern, was natirlich vermieden werden sollte. Aus diesem Grund
wird die Dialyse in Aktivkohle und PBS durchgefihrt, wodurch eine
Verringerung des Biotingehaltes, allerdings keine vollstdndige Entfernung des
Biotins gelingt (Darstellung 14). Es muss also ein anderer Antikorper verwendet
werden.

Biotinkontaminationen der gelieferten Antikdrper sind durchaus mdéglich, wenn

man bedenkt, dass Biotin in tierischen Geweben als Coenzym in vielen
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Carboxylierungsreaktionen fungiert, in deren Verlauf es kovalent an einen
Lysylrest des Carboxylierungsenzyms gebunden ist. Aul3erdem ist Biotin in fast

allen Lebensmitteln enthalten.
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Darstellung 14 ~ SPR-Messung zum Biotinnachweis in IL-20 nach Dialyse

4.3 Verschiedene Puffersysteme

Bei der Inkubation der Antigene wurde, wie in Kapitel 4.1.2 bereits beschrieben,
Diluent als Puffer verwendet. Dieser Puffer wurde aufgrund des Vergleiches
verschiedener Puffersysteme im ELISA-Verfahren ausgewahlt. Diese
Vergleiche fanden mit dem Chemokin human CCL18/ PARC statt. Dieses
Chemokin wird als Duoset von der Firma RnD angeboten und innerhalb der

Untersuchung zum einen genau nach Herstellerangaben im mitgelieferten
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Diluent als Puffer prozessiert. Die anderen zu untersuchenden Puffer sind der

Low-Cross-Puffer (Candor GmbH), der gezielt Kreuzreaktionen verhindern soll,
sowie die Puffer 0,1% BSA in PBS, 1% BSA in PBS, 0,1% BSA in TBS und 1%

BSA in TBS, die selber hergestellt wurden. In einer ersten Versuchsanordnung

wird nur das Antigen in verschiedenen Konzentrationen in den zuvor genannten

Puffern geltst, der polyklonale Antikdrper reagiert dabei im Diluent-Puffer. In

einem zweiten Versuchsansatz werden sowohl das Antigen als auch der

polyklonale Antikdrper im jeweiligen zu untersuchenden Puffer gelost. Die

Vorgehensweise ist im Kapitel 3.5.4 beschrieben, wird allerdings anhand der

Tabelle 11 nochmals verdeutlicht.

Diluent

Diluent

Blank

Blank

Standard
1000pg

Standard
1000pg

c

Standard
500pg

Standard
500pg

D

Standard
250pg

Standard
250pg

E

Standard
125pg

Standard
125pg

F

Standard
62,5pg

Standard
62,5pg

G

Standard
31,25pg

Standard
31,25pg

H

Standard
15,62pg

Standard
15,62pg

Tabelle 11

TBS/BSA
0,1%

500Std

Inkubationsschema im ELISA zur Pufferwahl
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Im ersten Versuchsansatz, also bei der Verwendung der verschiedenen Puffer
fur den Antigeninkubationsschritt, wird fir eine Konzentration von 500pg/mL im
Standard eine optische Dichte von 0,847 erreicht. Derjenige Wert, der diesem
Standard bei Einstellung der gleichen Konzentration am ndchsten kommt, ist
derjenige fur den Diluent-Puffer. Vollstandig abweichende Ergebnisse gibt es fur
den Low-Cross-Puffer, die Ergebnisse weichen nach unten hin ab. Die anderen
Puffer zeigen bei gleicher Konzentration erhohte Messungen der optischen

Dichte, was im folgenden Schaubild dargestellt wird.

I Standard
B Diluent
B LowCross
B PBSBSAO1
B PBSBSA1
I TBSBSAO01
I TBSBSAL
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600
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Balkendiagramm 5 Verschiedene Puffer bei der Inkubation des Antigens

Es wird deutlich, dass unter Verwendung des Diluent-Puffers auch genau die
Menge Antigen, die in das System eingebracht wird, nachgewiesen werden

kann. Die Bindung wird durch Zugabe des polyklonalen Antikdrpers und durch
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die Konjugation von SAV deutlich. Bei der Verwendung der anderen Puffer ist
eine Abweichung der optischen Dichte nach oben ersichtlich. Dies konnte im
Grunde auf eine erhdhte Empfindlichkeit der in diesen Puffern stattgefundenen
Anbindungen resultieren. Da allerdings nicht bekannt ist, ob diese Bindungen
unspezifisch waren, wurde auf Diluent zurtickgegriffen, da dieser dem Standard
des RND-Systems am n&chsten kommt.

Die zweite Untersuchung zeigt ebenso, dass die Verwendung von Diluent
sowohl bei der Inkubation des Antigens als auch dieses Mal bei der Inkubation
des polyklonalen Antikdrpers zu den Konzentrationsergebnissen fuhrt, die
annahernd auch im Standard anhand der optischen Dichte messbar sind. 1%
BSA in PBS weist sehr hohe Fluoreszenzintensitaten auf. Da allerdings nicht
bekannt ist, ob diese aufgrund unspezifischer Wechselwirkungen entstanden

sind, wird weiterhin mit Diluent gearbeitet.

I Standard
I Diluent

700 I PBSBSA1
I TBSBSAO01
I TBSBSA1

600 —

500 —

400 +

300

Optische Dichte (AU)

200

100 +

Balkendiagramm 6 Verschiedene Puffer bei der Inkubation des

polyklonalen Antikdrpers
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43.1 Einflussnahme anderer Puffer auf die Scanergebnisse bei

Negativkontrollen

In einer weiteren Untersuchung zur Pufferwahl soll die Einflussnahme
unterschiedlicher Puffer auf die Fluoreszenzintensitaten bei Negativkontrollen
eingeschéatzt werden. Dazu entfallt im Microarray-Format bei der Erstellung der
Kalibrationskurve fur das 10-er Panel die Inkubation mit Antigenen. Es erfolgt
lediglich die Inkubation der polyklonalen Antikdrper. Die polyklonalen Antikorper
sind zuvor in 1,5ml Diluent gel6st worden, haben bereits inkubiert und wurden
zurlckgewonnen, um fiur die vorliegende Untersuchung mit den Puffern 0,1%
BSA in PBS, PBS/Tween und Low Cross auf 2ml aufgefillt zu werden. Die
bespotteten Slides werden mit diesen polyklonalen Antikorpern inkubiert. Es
sollte keinerlei Intensitatserhéhung erkennbar sein, da aufgrund der nicht
vorhandenen Menge Antigen kein polyklonaler Antikorper an die Oberflache des
Slides oder an den monoklonalen Antikdrpern binden kann.

Der Puffer Diluent, der von RnD zur Anwendung des Microarray-Systems sowie
des ELISAs vorgeschlagen wird, enthélt laut Herstellerangaben PBS und BSA.
Aus diesem Grunde entspricht das Ergebnis, dass der selber hergestellte Puffer
0,1% BSA in PBS die geringsten Fluoreszenzen bei den Negativkontrollen
zulasst, den Erwartungen. Es ist demzufolge moglich auch PBS/BSA 0,1% flr
den Zytokinchip als Puffer zu benutzen, sofern man nicht den RnD-Puffer
Diluent verwenden mdchte, der wie bereits die ELISA-Messungen ergeben
haben, die eindeutigsten Ergebnisse liefert. Der Low Cross Puffer und

PBS/Tween sollten in diesem System keine Anwendung finden.
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Fluoreszenz

250pg/ml Antikdrperkonzentration in 0,1%BSA in PBS, in PBS-Tween und in Low
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Balkendiagramm 7Verschiedene Puffer bei Negativkontrollen
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5 Diskussion

Protein- und Antikdrper-Microarrays haben sich in jingerer Zeit als eine wichtige
und sensitive Methode der Proteinanalyse entwickelt [11;24;39;56;
57,76;78;86;94,95;99;100]. Protein-Microarrays sind eine zukunftsweisende
Technologie [27] und sollen bis zu tausend Proteine gleichzeitig untersuchen
kénnen [20;58]. Bei entsprechender Weiterentwicklung werden durch Protein-
Microarrays Erkrankungen schon frihzeitig diagnostizierbar und im Verlauf
besser beurteilbar [31]. Die Mdglichkeit, geringste Unterschiede in der Menge
von Proteinen und anderen Biomolekillen zu quantifizieren, ist von grof3ter
Wichtigkeit nicht nur fur die Proteomforschung sondern auch fir diagnostische
Zwecke [22]. Die Vorteile der Protein-Microarrays liegen in der multiplexen
Detektion einer Vielzahl an Analyten und in der Sensitivitdt im Picogramm-
Bereich [52]. Auf Antikdrpern beruhende Immunoassays sind die am weitesten
verbreiteten Typen der diagnostischen Assays [5]. Sie haben das Potential, die
Proteinexpression ganzheitlich zu erfassen [73] und dienen dazu,
Proteininteraktionen untereinander darzustellen, um komplexe Zellprozesse und
Gewebeveranderungen verstehen zu kdnnen. Dabei werden reproduzierbare,
guantitative und sensitive Messungen spezifischer Analyte gewahrleistet [30].
Bisher war es lediglich moglich, Proteine einzeln zu bestimmen. Das komplette
Proteom, das aus Uber einer Millionen Proteinen besteht [61], konnte noch nicht
entschlisselt werden. Der zukunftigen Erreichung dieses Zieles dienen
Proteinarrays [61], die Uberhaupt erst die Mdglichkeit der Untersuchung vieler
verschiedener Proteine gleichzeitig gewahrleisten. Diese Proteinarrays haben
sich im Laufe der Zeit bezlglich ihrer Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit

weiterentwickelt, indem beispielsweise der Prozess des Spottens sowie das
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Pinsystem, die Oberflachenchemie und die Pufferzusammensetzung verbessert
wurden [81].

Die Diskussion der Ergebnisse wird zundchst durch die Erlauterung der
Verwendung des Sandwich-Immunoassay-Formates eingeleitet, wobei ein
kurzer Uberblick uber die bisherigen Entwicklungen gegeben wird und sowohl
positive als auch negative Einschatzungen bezlglich des Sandwich-
Immunoassays dargestellt werden. Im darauffolgenden Teil wird die
Auseinandersetzung mit spezifischen Problemen, die bei der Entwicklung eines
Microarray-Immunoassays auftreten, aufgezeigt. Detaillierter wird in diesem
Zusammenhang auf die Verwendung der Hydrogeloberflache eingegangen und
auf die bei der gleichzeitigen Verwendung sehr vieler Analyte auftretende
Kreuzreaktivitat. Uberdies werden die Probleme der heterogenen Affinitat und
die Individualitdt der Analytpaare herausgestellt. AufRerdem wird die Ursache der
Verunreinigung monoklonaler Antikérper erwahnt und es werden die Lagerung
der gespotteten Slides und die Detektion der Proteinbindung diskutiert sowie die
Wiederverwendung bereits inkubierter polyklonaler Antikdrper. Im letzten Teil
soll die Nutzbarkeit des von uns entwickelten Immunoassys erlautert und die
allgemeinen Errungenschaften der Microarrays fur die Zukunft diskutiert

werden.

5.1 Der Sandwich-Microarray-Immunoassay

Der Sandwich-Immunoassay dient der quantitativen Detektion von Proteinen.
Dazu werden Fanger-Antikorper auf einer Oberflache immobilisiert, an die die
entsprechenden Proteine binden, wobei diese Bindung durch gelabelte
Detektorantikorper visualisiert wird, die wie ein Sandwich an den gebundenen
Analyten binden (Abb.1, Kap.2.2) [56]. Ein Sandwich-Microspot-Assay ist als
miniaturisiertes Analog zum ELISA-System zu sehen [51]. Die Entwicklung des

Sandwich-Immunoassays und seine Vorteile im Vergleich zu anderen Assays
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werden in einem Review von Gavin MacBeath erlautert [56]. Dieser stellt die
bisherigen Arbeiten zu Multianalyt-lmmunoassays zusammen. Zu erwdhnen
waren hier die Entwicklungen von Silzel im Jahre 1998 [80], dem es laut
MacBeath [56] gelang, den ersten Multianalyt-Microarray-lmmunoassay im
Sandwichformat herzustellen. Bei Silzel erfolgte das Spotten von monoklonalen
Antikbrpern gegen die vier menschlichen Immunglobuline auf einen
Polystyrenfilm, die dann wiederum Untergruppen-spezifisches Erkennen des
menschlichen Myelomproteins zeigten. Die Entwicklung wurde dahingehend
fortgefihrt, dass Moody et al. [69] Arrays mit sieben verschiedenen Antikérpern
im Sandwichformat gegen Zytokine in denjenigen Mikrotiterplatten anfertigten,
die urspringlich im ELISA Ver-wendung fanden. Die meisten Antikorper-Arrays,
die heute verwendet werden, basieren auf der ELISA-Sandwich-Technik [71].
Dabei gelang es der Gruppe von Moody in pg-Konzentrationsbereiche zu
gelangen, in denen sich auch unsere Ergebnisse befinden. Auch Nielsen weist
auf die Untersuchung multipler Proben durch multiplex Sandwich-ELISA-
Assays hin, die mit Microarrays in den Wells von Multi-Well-Platten
durchgefuhrt werden [70]. In Ausfihrungen von Mendoza [62] wird ebenfalls die
Verwendung eines Sandwich-Assays beschrieben, der innerhalb einzelner
Wells der ELISA-Mikrotiterplatten durchgefihrt wird. Allerdings ist hier lediglich
die Vermessung geringer Antikbrpermengen gleichzeitig moglich. Laut
Kusnezow konnten die Griinde dafiir die Uberlappungen der Signale sein [46].
Aufgrund des nur geringen Bereiches, der innerhalb eines Wells zum Spotten
zur Verfigung steht und aufgrund der hohen Signalstéarke nah aneinander
liegender Spots, konnte eine nicht mehr zuzuordnende Detektion stattfinden.
Diese multiplexen ELISA-Sandwich-Assays entwickelten sich stetig weiter und
Saviranta bezeichnet die Entwicklung des Antikérper-Microarrays im Sandwich-
Format heutzutage sogar als den vielleicht ,relevantesten ersten Schritt fur die
klinische Diagnostik® [76]. Von Huang et al. wird die Entwicklung von
handgespotteten Sandwich-Assays beschrieben [35]. Bei diesen gelingt die

gleichzeitige Detektion von bis zu 24 verschiedenen Zytokinen im pg-
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Konzentrationsbereich. Auch Schweitzer et al. arbeiten mit dem Sandwich-
Assay-Format zur gleichzeitigen Detektion von 75 Antikorpern. Um eine
Signalverstarkung zu erreichen und die Sensitivitdt des entwickelten Assays
steigern zu koénnen, bedient sich diese Forschungsgruppe der Rolling-Circle-
Amplifizierung. Schweitzer et al. beschreiben den Sandwich-Assay als einfach,
skalierbar und reproduzierbar [79]. Auch Kodadek stellt in seinem Artikel die
Uberaus gute Durchflhrbarkeit eines Sandwich-Assays heraus [45]. Aus
diesem Grund ist der Sandwich-lImmunoassay auch gut einsetzbar flr
vergleichende Untersuchungen, die wie bei Knight [44] das Vermessen von
Proteinen mittels ELISAs und Microarray-Immunoassays in Relation zueinander
setzen. Diese Einschatzungen der einzelnen Forschungsgruppen lassen die
Schlussfolgerung zu, dass das Sandwich-Format in der Entwicklung des
Microarray-Immunoassays eine gangige Methode ist, die laut Kodadek [45] und
MacBeath [56] als die am besten durchzufiihrende eingeschétzt wird. Durch die
Anlehnung des Sandwich-Immunoassays an den Aufbau des ELISAs, der eine
etablierte Technik fir die quantitative Messung von Proteinen [69] darstellt,
scheint die Gewahrleistung der Uberaus guten Qualitat eines Sandwich-
Immunoassays schon alleine durch das derartig lange Bestehen des ELISAs
gegeben zu sein, der bereits im Jahre 1971 von Engvall und Perlman entwickelt
wurde [21]. Aus diesem Grund erscheint der Sandwich-lImmunoassay fur
andere Forschungsgruppen [4;98] und genauso auch fur uns als Assay der

Wahl fur die Versuchsansatze im Microarray-Assay-Format.
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5.2 Probleme bei der Entwicklung des Microarray-Immunoassays

Bei der Etablierung eines neuen, fir die klinische Anwendung einsetzbaren
Multianalyt-Zytokin-Microarray-lmmunoassays ergeben sich verschiedene
Hindernisse, die es zu Uberwinden gilt. Die Entwicklung eines antikdrper-
basierten Microarray-Immunoassays lasst den Forscher auf viele technische
Probleme stof3en [72]. Aber die Entwicklung der Multianalyt-lmmunoassay-
Technologie kann von vitaler Bedeutung sein und die Etablierung solcher
Assays ist lediglich eine Frage der Zeit [15]. Sowohl die schnelle und effektive
Immobilisierung als auch die Detektion stellen sich als grol3e
Herausforderungen fir Proteomikforscher [82] dar. So gibt es eine Anzahl an
Voraussetzungen, die erflllt werden sollten. Um einen bestméglichen Protein-
und Antikdrper-Microarray zu entwickeln beschreibt Angenendt [2] drei
Schlusselkriterien. Erstens: Optimale Immobilisierungsbedingungen und hohe
Bindungskapazitaten. Zweitens: Eine schnelle nicht zu teure Produktion mit
hoher Qualitat. Diese wird von Copeland et al. dem Array-system zugesprochen
[8]. Drittens: Hohe Fluoreszenzintensitdten mit geringer Eigenfluoreszenz. Im
Handling mit den Antikbrpern und Antigenen sind weiterhin einfache
Praparationstechniken wichtig und das System sollte reproduzierbar sein. Die
Umgebung der Proteine sollte selbige stabilisieren, weil die Antikérper, die auf
eine Oberflache gebracht werden, leicht denaturieren konnen [61]. Was die
Denaturierungstendenz angeht, unterstreicht auch Lesaicherre, dass Proteine
dazu neigen, auf Glasslides zu denaturieren [50]. Dies wird untermauert durch
die Aussage Butlers, dass die meisten auf Polystyren oder Silikon adsorbierten
Proteine teilweise oder grofdtenteils denaturiert sind [6]. Es ist bekannt, dass
Uber 90% der Proteine auf Kunststoff oder Glas (Nunc, Produktinformation)
denaturieren.

Zu weiteren Entwicklungsproblemen z&hlen beispielsweise - um auf die
Entwicklung unseres fur die klinische Anwendung einsetzbaren Multianalyt-

Zytokin-Microarray-Immunoassays zuriickzukommen - dass in den durch-
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gefuhrten Versuchen bei einigen Analyten eine konzentrationsabhangige
Fluoreszenzintensitat nicht erkennbar war, wahrend wiederum der Grof3teil der
anderen Analyte erwartungsgemald reagierte. In den Fallen, in denen es zu
unerwarteten Ergebnissen kam, missen die verwendeten Antikorper genauer
untersucht werden, um ihre Funktionstiichtigkeit beurteilen zu kénnen und den
Grund fur das Fehlverhalten herauszufinden. Dies erfolgte beispielsweise mit
dem ELISA, welchen Huang [33] auch anwandte, und dem SPR-System, also
mit etablierten Referenzmethoden. In diesen Messungen konnte die
Bindungsweise der Zytokine Uberpruft und Unregelmafigkeiten aufgedeckt
werden. Zum einen wurde im ELISA-Verfahren an den Microarray-Sandwich-
Assay angelehnt, indem allerdings im Gegensatz zum Assaysystem jeder Analyt
nur einzeln vermessen werden konnte. Zum anderen wurde in der
Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie-Messung die Bindungsfahigkeit
eines einzelnen Analyt-Paares in Echtzeit wiedergegeben, was einen
detaillierten Uberblick tiber das Bindungsverhalten jedes einzelnen Schrittes des
Sandwich-Assays eroffnete. Aufgrund dieser Verfahren, mit deren Hilfe die
Fehlersuche durchgefihrt wurde, sind nur noch diejenigen Interleukine in die
konzentrationsabhéangigen Versuche integriert worden, die ein normales
Bindungspotential aufwiesen. Die Versuche wurden aufgrund dessen mit einem
10er-Panel durchgefiihrt, dessen Interleukine ein Bindungsverhalten im
Picogramm-Bereich zeigten. Verbliebene UnregelmaRigkeiten wurden durch
weitere Messungen nachvollzogen und eliminiert. Im Folgenden werden einzelne
Voraussetzungen fiur einen funktionierenden Immunoassay diskutiert, wobei
Errungenschaften einiger zuvor beschriebener Zytokinchips zu unseren

Entwicklungen in Bezug gesetzt werden.
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521 Slideoberflache

Die Oberflachenbeschaffenheit des Slides, auf dem die Proteine binden sollen,
ist von grolRer Bedeutung. Die Proteine sollen ihre biologische Funktion
beibehalten und muissen in ihrer nativen Struktur immobilisiert werden [10]. In
unserem Microarray-Immunoassay findet eine hydrogelartige Oberflache
Anwendung, die NHS-aktiviert ist. In Angenendts Abhandlung werden elf
verschiedene Oberflachen verglichen, Hydrogel-beschichtete mit
unbeschichteten Slides, wobei in der Studie gezeigt werden konnte, dass kein
Microarray-Coating alle Vorteile in sich vereint [2]. Silanisierte Oberflachen
besaRen Vorteile in Uniformitét und Reproduzierbarkeit, wohingegen Gel-
beschichtete eine erhohte Sensitivitat aufwiesen. Datwani et al. weisen auf die
Stabilitat, die Reproduzierbarkeit und die homogene Oberflachenbeschaffenheit
der Oberflache hin, die aus selber assemblierenden Einzelschichten gemischter
Alkanthiolmolekile besteht [12]. Steinhauer et al. beschreiben Nitrozellulose-
beschichtete Oberflachen als diejenigen, die die hochsten Sensitivitdten
erreichen [84], jedoch zeigt Nitrozellulose eine ausgesprochen hohe
Hintergrundfluoreszenz und eignet sich deshalb kaum fur die Detektion
niedrigster Konzentrationen. Kusnezow verfolgt in seinem Review die
Oberflachenvergleiche einiger Forschungs-gruppen und weist in diesem
Zusammenhang auf das sehr viel héhere Signal-Rausch-Verhéltnis [46] eines
Hydrogel-beschichteten Slides gegenlber silanisierten Slides hin. Auch
Fesenko et al. verwenden hydrogelbeschichtete Microchips [23]. Arenkov,
Vasiliskov, Guschin und Wang stellen in ihren Abhandlungen ebenfalls die
Vorteile von Hydrogel-Oberflachen heraus [3;28;87;88]. Zu Epoxy-silanisierten
Slides wird von Kusnezow [46] berichtet, dass diese die hochste Sensitivitat fur
diese Art der Oberflachenmodifikation besitzen. Ein Problem der silanisierten
Oberflachen sei allerdings die  Proteindenaturierung, die der
Oberflachenhydrophobie zuzuschreiben sei. Eine Denaturierung von Proteinen

ist fir Gel-beschichtete Slides nicht zu erwarten. Was die NHS-Aktivierung
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betrifft beschreibt Mendoza, dass die NHS-aktivierte Oberflache imstande ist,
Protein-basierende  Antigene effizient zu immobilisieren [62]. Diese
Slideoberflache wird in allen wichtigen Untersuchungen als optimale
Voraussetzung fur Microarray-Versuche auf Proteinebene beschrieben. Sie
kann sehr viele Proteine gleichzeitig binden, hat also eine hohe
Immobilisierungskapazitat und weist einen extrem niedrigen Hintergrund auf.
Daher ist in der Entwicklung eines Protein Arrays, die in dieser Arbeit

beschrieben wird, nur diese besondere Oberflache zur Anwendung gekommen.

522 Kreuzreaktivitat

Die gleichzeitige Anbindung von 45 verschiedenen Analyten auf einem Slide ist
aus dem weiter oben beschriebenen Grunde leider fehlgeschlagen. Die
Probleme bei der Untersuchung mehrerer Proteine gleichzeitig sind
insbesondere die Kreuzreaktivitdt und die unterschiedlichen Affinitaten der
Antikérper. Michaud et al. haben in ihren Untersuchungen elf polyklonale und
monoklonale Antikdrper gegen ca. 5000 verschiedene Hefeproteine angesetzt,
wobei die Antikbrper mit anderen Hefeproteinen kreuzreagierten als mit
denjenigen, mit denen sie eigentlich hétten Bindungen eingehen missen.
Michaud et al. erlautern, dass diese Interaktionen nicht im Vorhinein
voraussagbar sind [63]. Die schlechte Anbindung der Analyten in dem von uns
durchgeftihrten Versuchsansatz konnte ebenso im Voraus nicht erahnt werden,
so dass erst nach der Durchfuhrung des Ansatzes mit 45 Analyten die
Schwierigkeit der korrekten Anbindung ersichtlich wurde. Wegen des
Scheiterns dieses Ansatzes wurden weitere Experimente zur Fehleranalyse und
Optimierung durchgefiihrt. So wurde immerhin die Entwicklung des Multianalyt-
Zytokin-Microarray-Immunoassays mit 10 Analyten moglich. Mit Hilfe der
Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie wurde das jeweilige

Anbindungsverhalten der einzelnen Interleukine untersucht, wobei die
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Anbindung des Antigens an seinen spezifischen monoklonalen Antikérper und
daraufhin die Anbindung des polyklonalen Antikdrpers dargestellt und durch die
SPR-Sensorgramme die am besten interagierenden Interleukine fur den
Microarray-Assay ausgewahlt wurden. Die ausgewahlten Zytokine wurden mit
verschiedenen anderen Zytokinen auf einem Slide prozessiert. So konnten die
bestmoglich  kombinierbaren Interleukine, die sich nicht gegenseitig
beeinflussen, fir die Untersuchung auf einer Hydrogeloberflache ausgewahlt

und auf einem Slide zusammengebracht werden.

5.2.3 Heterogenitat der einzelnen Antigen-Antikdrper-Paare

Nicht nur die Kreuzreaktivitdt der Analyte untereinander, sondern auch die
individuelle Affinitét jedes einzelnen Antigens zu seinem spezifischen Antikorper
lassen die gleichzeitige Vermessung sehr vieler Analyte gleichzeitig schwierig
erscheinen. Im Microarray-Assay-Format ist die Anpassung an die Individualitat
jedes einzelnen Antigen-Antikorper-Paares nicht moglich. Alle Analyte werden
gleichzeitig unter den selben Bedingungen untersucht. Dabei sind die Analyte
sehr verschieden, so dass bei dem von uns ausgewahlten 10er-Panel auch nur
diejenigen Interleukine ausgesucht wurden, die sich in ihren Eigenschaften
ahneln und die gleichzeitig auf die selbe Weise prozessiert werden kénnen. Im
enzym-gebundenen Immunosorbent Assay (ELISA von engl. enzyme linked
immunosorbent assay) ist es hingegen mdéglich das Verfahren auf jedes
einzelne Analytpaar abzustimmen, um Antigenmengen unter den besten
Bedingungen bestimmen zu konnen. Der dynamische Bereich ist individuell
veranderbar, allerdings kann innerhalb eines Versuchsansatzes auch nur ein

Antigen bestimmt werden.
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5.24 Verunreinigung der monoklonalen Antikorper

Bei dem in Kapitel 4.2.2 dargestellten Vergleich der Anbindung des im Duosets
gelieferten und des in 0,1% BSA in PBS geltsten monoklonalen Antikorpers an
die Hydrogeloberflache ist eine bessere Bindung des im Duoset gelieferten
monoklonalen Antikérpers zu erkennen. Erst nach erfolgter Dialyse wurde eine
ahnliche Anbindung des in 0,1% BSA in PBS gelésten monoklonalen
Antikorpers beobachtet. Eine mdgliche Ursache fur die vor der Dialyse
schlechtere Anbindung wére eine Kontamination proteindhnlicher Substanzen,
die in signifikantem Ausmal® neben dem Antikorper immobilisiert worden sind
und bei der Dialyse entfernt werden konnten. Eine Mdéglichkeit fur eine derartige
Kontamination waren Serumalbumine, welche haufig fur die Stabilisierung von

Protein-praparationen verwendet werden.

5.25 Lagerung der gespotteten Slides

Das Spotten der Slides erfolgt, wie im Ergebnisteil bereits beschrieben, jeweils
mit einer frisch angesetzten Titerplatte, so dass sich intensivere
Fluoreszenzintensitaten beobachten lassen. Im Gegensatz hierzu stehen die
Ergebnisse mit einer bis zu drei Monaten bei —20°C eingefrorenen Titerplatte.
Mit dieser werden die Slides erneut gespottet, generieren allerdings nur geringe
Fluoreszenzintensitaten.

Die Aufbewahrung der gespotteten Slides erfolgt nach dem Quenchen mit
Ethanolamin und nach der Verwendung einer Schutzlésung in trockenen
Slidebehéltern bei 4°C fir ca. zwei Monate. Bei der durch Kader et al.
durchgefuhrten Untersuchung von Zytokinen, die durch aktivierte Immunzellen
bei entziindlichen Darmerkrankung méglicherweise vermehrt exprimiert werden,
ist die Lagerung der gespotteten Slides ebenso bei 4°C durchgeftihrt worden

[40]. Je nach Bedarf werden die fertig gespotteten Slides entnommen. In
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unseren Versuchen konnte keinerlei Intensitats-einbul3e der Fluoreszenz durch
die Lagerung der gespotteten Slides beobachtet werden. Die monoklonalen
Antikorper sowie die Markerproteine zeigten dieselben Ergebnisse wie bei der
direkten Untersuchung der Slides nach dem Spotten. In  Angenendts
Untersuchungen zur Oberflachenauswahl eines Arrays wird unter anderem
auch die Lagerstabilitdt von Gel-beschichteten Slides nach 8 Wochen
beobachtet, wobei bei Trocken-lagerung bei —4°C bessere Ergebnisse erzielt
werden als bei der Lagerung im Blockingpuffer. Dies ist laut Angenendt auf die
Diffusion der Antikorper in die Blockinglésung [2] zurtickzufuihren. Erstaunlich
ist das Ergebnis, dass die trocken gelagerten Slides nach zwei Wochen einen
unerwarteten Anstieg der Performance [2] zeigten. Auch Wang et al.
beschreiben, dass die bespotteten Microarrays bei Raumtemperatur fir eine
lange Zeit stabil aufbewahrt werden konnen [89]. Im Allgemeinen zeigen also
diese Untersuchungen, so wie wir es ebenfalls zeigen konnten, dass die
Lagerung der bespotteten Slides grundséatzlich mdglich ist. Somit wird eine
Produktion mit hoher Qualitdt unter einfacher Lagerung ermdoglicht, was
wiederum der Forderung Angenendts [2] nach einfacher Praparationstechnik

entspricht.

5.2.6 Detektion der Proteinbindung

Zur Darstellung der Unterschiede zwischen der Proteinmenge, die in einer
Probe im Gegensatz zur Referenzprobe enthalten ist, konnen zweifarbig
chemisch gelabelte Lysate fur die Fang-Antikorper-Arrays verwendet werden
[29;43;65;66]. Die Analyse mehrerer Fluoreszenzdetektoren, die Wiese
vollzogen hat, hat keine Detektoren besonders hervorstechen lassen [93]. In
dem von Delehanty entwickelten Microarray-Immunoassay zur gleichzeitigen

sehr schnellen Detektion von Proteinen und Bakterien wird die Detektion der
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erfolgten Bindung mit fluoreszenzgelabelten Nachweisantikbrpern [14]
durchgefihrt.

Normalerweise ist wegen der geringen Signalstarke, die von dem absolut
gebundenen Detektionsantikbrper ausgeht, eine Verstarkung nétig. Es ist also
bis heute nicht mdglich, auf normalen Oberflachen amplifizierungsfrei zu
arbeiten. In unserem System werden die polyklonalen Antikérper zuvor mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Oyster-650 gelabelt und stellen die Anbindung an das
Antigen durch im Scanner ersichtliche Leuchtsignale dar. Oyster-Farbstoffe
weisen eine gunstige Kopplungschemie und eine hohe Quanten-ausbeute bei
geringem Photobleaching auf. Sie sind sehr hydrophil. Diese Faktoren flihren
dazu, dass unspezifische Protein-Farbstoff-Wechselwirkungen reduziert
werden, insgesamt die Fluoreszenz steigt und die Fluoreszenz auch bei
wiederholtem Scannen nicht signifikant abnimmt. Durch die Hydrogeloberflache
ist es maoglich, die indirekte Detektion mit SAV-Oyster ohne Verstarkung
sichtbar zu machen. Dies ist der Tatsache zu verdanken, dass auf der
Hydrogel-Oberflache sehr viele Proteine immobilisiert werden kdnnen. Im
Gegensatz zu herkdbmmlichen Assays kann so ein in seiner Prozessierung

wesentlich einfacherer Assay entwickelt werden.

5.2.7 Wiederverwendung bereits inkubierter polyklonaler Antikdrper

Die in Kapitel 4.1.3.1 beschriebene hothere Bindungsfahigkeit der bereits
verwendeten polyklonalen Antikorper im Gegensatz zu der 5 % niedrigeren
Detektion der zum ersten Mal verwendeten polyklonalen Antikorpern lasst
folgende Erklarung zu: Bei dem Labeln der Antikérper wurde ein geringer Teil
nicht gelabelt, der in seiner natirlichen Konsistenz vorliegt. Aufgrund dessen
kommt es bei Zugabe der polyklonalen Antikérper zu einem Konkurrenzverhalten
zwischen den gelabelten und den ungelabelten Antikdrpern. Die natirlich

verwendeten Antikdrper, also die ungelabelten Antikdrper, weisen eine bessere
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Bindungsfahigkeit auf als Antikorper, die chemischen Veranderung unterzogen
wurden. Aufgrund der héheren Bindungskapazitat der ungelabelten polyklonalen
Antikorper, wird eine Fluoreszenz sichtbar, die den stattgefundenen Bindungen
nicht vollends entspricht. Bei der wiederholten Verwendung der polyklonalen
Antikorper verringert sich die Menge ungelabelter Antikdrper, so dass die
gelabelten Antikorper an ihr spezifisches Antigen binden konnen und eine

erhohte Fluoreszenz generieren.

5.3 Verwendung des Microarray-Immunoassays

Der von uns entwickelte Microarray Immunoassay beschéftigt sich mit der
Untersuchung der Interaktionen zwischen Antikérpern und Antigenen, er ist in
der Kategorie der Quantitativen Proteomik anzusiedeln [56]. In der Quantitativen
Proteomik werden ausgewahlte Antikérper auf einen Slide gespottet, welche die
Fahigkeit haben, die ihnen entsprechenden Antigene zu binden. Wird also eine
Serum- oder eine Urinprobe auf den entwickelten Zytokinchip gegeben, kdnnen
nur diejenigen enthaltenen Antigene an die Fang-Antikdrper binden, die auch auf
dem Slide immobilisiert wurden. Uber eine Kalibrationskurve kann auf die
enthaltene Menge des jeweiligen Antigens innerhalb der Probe geschlossen
werden. Es gibt viele Fragestellungen in der klinischen Medizin, fir die eine
entsprechende Quantifizierung von grof3ter Wichtigkeit wére. Beispielsweise
kann sie der Voraussage der Abstol3ungsreaktion einer transplantierten Niere
dienen. Eine Absto3ungsreaktion manifestiert sich durch ein verandertes
Expressionsmuster einiger Zytokine im Serum oder im Urin eines
transplantierten Patienten [32;67;91]. Heutzutage missen zur definitiven
Klarung der Erkrankung fast immer noch Biopsien der transplantierten Organe
erfolgen. Diesem invasiven Verfahren kénnte man durch die schnelle und nicht
risikobehaftete Entnahme von Blut oder durch die noch einfachere Verwendung

von Urin aus dem Wege gehen. Die Entwicklung einer neuen nichtinvasiven
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Diagnostikstrategie nach Nierentransplantationen ist immer noch essentiell fir
eine individualisierte Therapie, um das Verhdltnis zwischen Risiko und Nutzen
zu optimieren [60]. Nach der definitiven Feststellung einer bevorstehenden
Transplantatabstol3ung konnte man durch eine moglichst schnelle Gabe von
Immunsuppressiva eben dieser Abstollung entgegenwirken. Hierbei ist
allerdings auf die Balance zu achten, die zwischen einer ausreichenden
Immunsuppression zur Vermeidung einer GewebeabstoRung und der
Aufrechterhaltung des Immunsystems fir die Immunabwehr gewahrt bleiben
muss [41]. Imai et al. beschreiben die Anwendung des Microarray-Assays in der
Nephrologie, wobei Informationen nicht nur zu Nierenerkrankungen sondern
auch zu der allgemeinen Nierenfunktion gegeben werden. Die Mechanismen
des Fortschreitens von Nierenerkrankungen blieben allerdings bislang ungeltst
[36]. Bereits 1991 beschreibt Ekins, dass die Fahigkeit, biologische
Flissigkeiten fur ein weites Spektrum von Analyten zu analysieren, die
Immundiagnostik im néachsten Jahrzehnt voraussichtlich verandern wird [19]. So
stellt Kodadek fest, dass es nicht Giberraschend ware, wenn in zehn bis zwanzig
Jahren proteindetektierende Arrays das Ruckgrat der medizinischen Diagnostik
bilden wirden [45;47]. Mit dieser Meinung steht Kodadek nicht alleine. Auch
Kusnezow et al. und Wingren et al. sind von der Bedeutung des Microarrays in
der zukunftigen Krankheitsdiagnostik Uberzeugt [47;90;95]. In fast jeder
Untersuchung wird auf die Zukunftsorientierung des Microarray-Assayformats
fur die Diagnostik von Erkrankungen [34;54;59], wie Allergien [49], fUr die
Untersuchung der Wirksamkeit von Arzneimitteln sowie fur die Abklarung von
toxikologischen Nebenwirkungen oder die Diagnostik des Immunstatus im
Zusammenhang mit infektiosen Krankheiten wie Hepatitis C beispielsweise
hingewiesen [97]. AulRerdem werden Microarrays fur das Erkennen von
Autoimmunerkrankungen herangezogen, was durch die Detektion von
Autoantikorpern erfolgt [38;75]. Dartber hinaus werden zum Beispiel, wie von
Sreekumar et al. beschrieben, durch Protein-Microarrays bei Colon-Karzinom-

Zellen Veranderungen des Proteinlevels durch Behandlung mit ionisierender
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Strahlung erkannt [83]. Zudem dienen beispielsweise Multiplex-Zytokin-Arrays
der Diagnose und dem Krankheitsmanagement des Sjogren Syndroms und
konnten in der individuellen Antizytokintherapie eingesetzt werden [85]. Speichel,
Blutplasma sowie Urin enthalten Proteine, deren Expressionsmuster Uberprift
werden muss, um physiologische Ablaufe und in erster Linie Erkrankungen
erkennen zu konnen [37]. Antikorper-Arrays werden hierzu genutzt werden und
die Diagnostik sowie therapeutische Optionen revolutionieren [13].

Der Einsatz eines Multianalyt-Zytokin-Microarray-Immunoassays erleichtert das
klinische Arbeiten. Er verringert den zeitlichen Aufwand bei der Diagnostik und
beschleunigt somit den Beginn der Therapie. Der Multianalyt-Zytokin-
Microarray-Immunoassay stellt also fir den Behandler eine Verbesserung der
Arbeit dar. Der Patient kann schneller adaquat und befundbezogen versorgt
werden.

Die Etablierung des fur die klinische Anwendung einsetzbaren Multianalyt-
Zytokin-Microarray-Immunoassays ist eine bedeutsame Entwicklung mit

Zukunft, die noch viele neue Perspektiven eréffnen wird.
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6 Verwendete Abklrzungen

PBS
BSA
SPR
ELISA

RIA
TBS
MWCO
IRMA
NHS

Phosphate Buffered Saline

Bovine Serum Albumine

Surface Plasmon Resonance, Oberflachenplasmonresonanz

Enzyme Linked Immunosorbent

Immunosorbent Assay
Radio Immun Assay
Tris Buffered Saline

Molecular weight cut off

Immunoradiometric Assay

N-Hydroxysuccinimid

Assay,

enzymgebundener
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