Abteilung Allgemeine Physiologie der Medizinischen Fakultit der
Universitidt Ulm

Leiter: Prof. Dr. Paul Dietl

Etablierung eines kompetitiven enzymgekoppelten
Immunoassays zum Nachweis eines kleinen Peptids

in Serum- und Liquorproben

Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin

der Medizinischen Fakultit der Universitat Ulm

von
Chrissoula Kiote-Schmidt
aus Laupheim

2007



Amtierender Dekan: Prof. Dr. Klaus-Michael Debatin

1. Berichterstatter ;: Prof. Dr. Reinhardt Riidel

2. Berichterstatter : Prof. Dr. Heinrich Brinkmeier

Tag der Promotion: 08. Februar 2007



Inhaltsverzeichnis

ABKURZUNGEN

1

2

3

EINLEITUNG

1.1

1.2
1.2.1
1.2.2

NACHWEIS VON NEUROINFLAMMATORISCHEN ERKRANKUNGEN MITTELS ELISA-TESTS
PRINZIP DES ENZYMGEKOPPELTEN IMMUNABSORPTIONSASSAYS
Anwendung des enzymgekoppelten Immunabsorptionsassays

Messung und Auswertung von ELISAs

MATERIAL UND METHODEN

2.1
2.1.1
2.1.2
2.1.3
2.14
2,15

22
2.2.1
222
223

MATERIAL
Patienten
Puffer und Losungen
Enzyme und Antikorper
Spezielle Verbrauchsmaterialien und Apparaturen
Software
METHODEN
Synthese und Aufbereitung des Peptids
Herstellung eines peptidspezifischen Antikérpers
Kompetitiver Enzymgekoppelter Immunabsorptionsassay (ELISA)

2231 Auswahl der Mikrotiterplatten

2232 Beschichtung der Messplatte

2233 Auswahl der Waschlosung und der Blockierlosung

2234 Waschvorgang der Mikrotiterplatten

2235 Auswahl des Verdiinnungspuffers

2.23.6 Probenverdiinnung

2237 Aufbereitung des Patientenmaterials

2238 Verdriangungsreaktion
2239 Messung
22.3.10 Auswertung

ERGEBNISSE

3.1
3.1.1

OPTIMIERUNG DER PLATTENBESCHICHTUNG

Auswahl der geeigneten Mikrotiterplatten

3.1.1.1 Auswahl der Beschichtungsmethode

3.1.2
3.2
33
3.4
3.5
3.6
3.7

Auswahl der Beschichtungskonzentration
AUSWAHL DES WASCHPUFFERS, DER BLOCKIERLOSUNG UND DES VERDUNNUNGSPUFFERS
VERDUNNUNG DES STANDARDS UND DER PROBEN
VERDUNNUNG DES 1. ANTIKORPERS UND DES KONJUGATES
QUALITATSSICHERUNG DES ELISA
WEITERE OPTIMIERUNGSVERSUCHE
ELISA-ABLAUF

13
15

19

19
19
19
20
20
21
22
22
23
24
24
24
25
26
26
27
27
28
28
28

29

29
29
30
31
33
34
35
36
37
39



DISKUSSION

ZUSAMMENFASSUNG

LITERATUR

ANHANG

DANKSAGUNG

42

45

46

49

50



Abkiirzungen

ELISA
DCM
DMF
EMIT
ESI-MS
Fc
Fmoc/tBu
HOBt
HPLC
IC
KLH
LOD
MWCO
N

OD
PBS
QYNAD
RIA
TBS
TCP
TMB
VK

Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
Dichlormethan

Dimethylformamid

Enzyme-Multiplied Immunoassay Technique
Electrospray-lonization Mass Spectrometry
Konstante Kette eines Antikdrpers

Fluorenyl methyl oxycarbonyl/ tertidres Butyl
Hydroxy-n-hydroxy-benzotriazol

High Pressure Liquid Chromatography
Konzentration bei 50 % Inhibition

Keyhole limpet Hemocyanin

Limit Of Detection

Molecular Weight Cut Off

Normal

Optische Dichte

Phosphate Buffered Saline
Glutamin-Tyrosin-Asparagin-Alanin-Aspartat
Radioimmunoassay

Tris Buffered Saline

Trichlorpentan

Tetramethylbenzidin

Variationskoeffizient



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Nachweis von neuroinflammatorischen Erkrankungen mittels

ELISA-Tests

Viele verschiedene entziindliche Nervenerkrankungen konnen einen schwerwiegenden
und oft chronischen Verlauf entwickeln. Eine frithzeitige Erkennung solcher Erkran-
kungen ist unerlésslich, um eine addquate und kostengiinstige Therapie anzuwenden.
Der heutige Stand der Wissenschaft (Bradl und Hohlfeld, 2003) erméglicht die Ent-
wicklung neuer und geeigneter Testverfahren zur Diagnosestellung und zur Beobach-
tung des Krankheitsverlaufes. Durch wiederholte Tests kann sowohl die Wirkung von
Medikamenten als auch eine Besserung oder Verschlechterung des Zustandes eines
Patienten erfasst werden. In der heutigen Medizin wird sehr darauf geachtet, dass ein
Testverfahren sicher und einfach durchzufiihren ist, so dass es letztendlich auch als

Routinemethode eingesetzt werden kann, ohne den Kostenrahmen zu sprengen.

Bei den entziindlichen Nervenerkrankungen wie z.B. Multipler Sklerose (Petereit und
Heiss, 2002; Reske et al., 2005) oder der idiopathischen Polyradikulopathie (Guillain-
Barré-Syndrom) (Wurz et al., 1995; Willison, 2005) wurde die Idee geduBert, dass sich
in Korperfliissigkeiten Marker ansammeln, die Riickschliisse auf eine akute Verdnde-
rung des Entziindungsprozesses zulassen. Einer der genannten Marker ist das kleine
Peptid QYNAD, welches sowohl im Liquor als auch im Blutserum nachweisbar ist
(Brinkmeier et al., 2000; Weber et al., 2002; Meuth et al., 2003). Trotz der Zweifel,
die in letzter Zeit iiber QYNAD aufkamen (Brinkmeier et al., 2003; Cummins et al.,
2003), hat man sich entschlossen, dieses Peptid zur Entwicklung und zur Optimierung
eines Tests zu nehmen, da vermutet wird, dass es ein dhnlich kleines Peptid zu dia-
gnostischen Zwecken gibt (Aulkemeyer et al., 2000). Ein weiterer Grund war, dass

QYNAD einfach in der Synthese ist und im Labor schon vorhanden war.
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In der vorliegenden Arbeit sollte eine Methode entwickelt werden, mit der sich solche
kleinen Peptide, als Marker dienend, in Liquor und Blutserum nachweisen lassen. Eine
wichtige Uberlegung war, dass das ausgesuchte Testverfahren auch in einem kleinen
Labor einfach durchzufiihren ist und dass derartige Peptide mit dieser Methode sicher
nachweisbar sind. Deshalb entschied man sich fiir die Methode enzyme-linked immu-
no sorbent assay (ELISA) (Schuurs und Van Weemen, 1977), die auch im Bezug auf
die Kostenfrage anderen Methoden tiberlegen ist und in vielen Labors zur Routinedia-
gnostik gehort.

Vor Beginn der Arbeit wurde entschieden, fiir die spezielle Entwicklung des Tests vor
allem die entziindliche Nervenerkrankung Multiple Sklerose zu verwenden, weil das
Peptid QYNAD eine wichtige Rolle im Verlauf der Erkrankung spielen konnte (Meuth
et al., 2003).

Der chronisch degenerative Verlauf dieser entziindlichen Nervenerkrankung kann sehr
schwerwiegend sein. Es gibt aber noch keine geeignete Methode, um wiederholte
Entziindungsschiibe rechtzeitig zu erkennen und addquat zu behandeln. Aus diesem
Grund entschied man sich, einen ELISA zu entwickeln, der das kleine Peptid QYNAD
oder dhnliche Peptide als Marker nachweist und somit Aufschluss dariiber gibt, wie
sich der Entziindungsprozess in Bezug auf die klinische Symptomatik verhélt, aber
auch, in wie weit die Erkrankung fortgeschritten ist, ohne aufwendige und teure Ver-

fahren anzuwenden.

Das grof3e Ziel dieser Arbeit war also, einen kompetitiven indirekten ELISA so zu op-
timieren, dass das kleine Peptid QYNAD sowohl qualitativ als auch quantitativ nach-
gewiesen wird. Ein weiterer wichtiger Punkt war auch, den Test so zu entwickeln, dass
er einfach und billig durchfiihrbar ist und somit als Routinemethode im Labor einge-
setzt werden kann.

Weshalb gerade der kompetitiv indirekte ELISA ausgesucht wurde, wird spéter noch

genauer erldutert.
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1.2 Prinzip des enzymgekoppelten Immunabsorptionsassays

Der enzymgekoppelte Immunabsorptionsassay ist ein immunologisches Verfahren.
Hierbei werden mit enzymmarkierten Antigenen die entsprechenden Antikrper bzw.
im umgekehrten Fall die jeweiligen Antigene nachgewiesen. Es gibt drei Hauptvarian-
ten der ELISA-Technik: den antibody capture assay, den antigen capture assay und
den two antibody assay oder sandwich assay. Diese Techniken werden nachfolgend
ndher erldutert. Die Enzymmarkierung findet deshalb Anwendung, da Enzyme schon
in sehr geringen Mengen nachweisbar sind und somit auch eine geringe Menge an An-

tigenen oder Antikdrpern detektierbar ist.

a. Kompetitiver direkter ELISA

Zuerst wird der Antikérper durch unspezifische Adsorption an eine feste Phase gebun-
den, in der Regel ist dies eine Polystyroloberfliche. Nach dem Entfernen der {iber-
schiissigen Antikorper in einem Waschschritt werden mit einer Blockierlosung aktive
Stellen gesattigt und nach einem erneuten Waschschritt wird die Probe, die das Anti-
gen enthélt, zusammen mit einer definierten Menge an enzymmarkiertem Antigen
(Tracer) hinzugefiigt. Wahrend der Inkubation konkurrieren das Antigen aus der Probe
und der Tracer um die Bindungsstellen der an der Platte angelagerten Antikorper.
Nach Inkubation werden iiberschiissige Komponenten durch einen Waschschritt ent-
fernt. Das Verhiltnis, in dem Probenantigen und Tracer die Bindungsstellen besetzen,
dient zur Berechnung der Antigenkonzentration aus der Probe (antigen capture assay).
Dieses wird durch die Zugabe eines geeigneten Substrates fiir das gebundene Enzym
messbar. Dabei ist das gemessene Signal direkt proportional zur Menge an gebunde-
nem Enzym und umgekehrt proportional zur Menge an Antigen aus der Probe (siche
Abbildung 1-1).
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b. Kompetitiver indirekter ELISA

Bei dieser Methode muss das Antigen auf einer Oberflache beschichtet werden (siche
Abbildung 1-2). Die tiberschiissigen Antigene werden durch einen Waschschritt ent-
fernt. AnschlieBend werden aktive Stellen mit einer Blockierlosung gesittigt. Nach
dem Waschschritt wird die Probe mit dem zu bestimmenden Antigen und eine defi-
nierte Menge Antikorper inkubiert. In diesem Schritt findet eine Kompetition zwi-
schen freiem und gebundenem Antigen um die Bindungsstellen der Antikorper statt.
Je mehr freies Antigen aus der Probe vorhanden ist, desto weniger Antikorper binden
an die gebundenen Antigene auf der Platte. Es folgt ein weiterer Waschschritt, und im
Anschluss wird ein enzymmarkierter Sekundéirantikorper zugegeben. Dieser Antikor-
per ist gegen den konstanten Fc Teil des im kompetitiven Schritt eingesetzten Anti-
korpers gerichtet und dient zur Signalerzeugung. Nicht gebundener Sekundirantikor-

per wird durch einen weiteren Waschschritt entfernt. Durch Zugabe eines geeigneten
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Substrates kann die Reaktion gemessen werden. Auch bei dieser Methode ist die In-

tensitdt des Signals umgekehrt proportional zur Menge des Antigens aus der Probe.

Der kompetitive indirekte ELISA wurde in dieser Arbeit eingesetzt.
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Serumantigen-Konzentration

Abbildung 1-2 Prinzip des kompetitiven, indirekten ELISA. In dieser Abbildung sind die Einzel-

schritte des Testes dargestellt.
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5. Waschschritt
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Waschschritt

7. Substratzugabe und
Messung
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Direkte und indirekte ELISAs werden auch als heterogene Immunoassays bezeichnet,
da mindestens ein Element auf einer festen Phase beschichtet werden muss. Im Gegen-
satz dazu gibt es auch homogene Immunoassays, die keine Beschichtung bendtigen.
Alle Reaktionsschritte laufen in Losung ab, und es sind keine Waschschritte notwen-
dig, d.h. eine Trennung des gebundenen vom freien Liganden ist nicht erforderlich.
Homogene Immunoassays sind zwar einfacher in der Anwendung, dafiir sind sie aber
storanfilliger und weniger sensitiv. Ein Beispiel fiir dieses Verfahren ist der EMIT

(Enzyme-Multiplied Immunoassay Technique).

c¢. Nicht kompetitive ELISAs

Neben den kompetitiven gibt es auch nicht kompetitive ELISAs. Zum einen gibt es
den antibody capture assay (siche Abbildung 1-3a), der hauptsdchlich dann zur An-
wendung kommt, wenn man den Immunstatus eines Menschen bestimmen will. Dies
kann bei einer Infektion notwendig sein oder bei der Titerbestimmung nach einer Imp-
fung. Bei dieser Methode wird das Antigen an eine feste Phase gekoppelt. Anschlie-
Bend wird die Probe aufgetragen, in der die zu bestimmenden Antikdrper enthalten
sind. Nach Inkubation folgt ein Waschschritt, und ein enzymmarkierter Sekundéranti-
korper wird dazugegeben, der an dem konstanten Teil der gebundenen Erstantikrper
aus der Probe bindet. Nach einem erneuten Waschschritt wird das Enzymsubstrat fiir
die Quantifizierung zugegeben und anschlieend gemessen. Je mehr Antikorper in der
Probe enthalten sind, desto hoher ist das gemessene Signal.

Bei vielen nicht kompetitiven ELISAs wird mit dem Two Antibody Assay bzw.
Sandwich Assay gearbeitet (sieche Abbildung 1-3b). Dieser wird verwendet, wenn aus
einem umfangreichen Proteingemisch ein ganz spezielles Protein detektiert werden
muss. Beim Sandwich Immunoassay wird ein nicht markierter Antikorper auf die feste
Phase beschichtet. Danach wird die Probe zugegeben. Alle Proteine mit dem passen-
den Epitop binden an den Antikorper, die restlichen werden ausgewaschen. Nun wird
ein zweiter enzymmarkieter Antikorper verwendet. Dieser bindet an einem anderen
Epitop des bereits gebundenen Proteins. Der Uberschuss wird in einem Waschschritt

entfernt, und nach Zugabe des Substrates wird die Reaktion gemessen. Man spricht
11
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also von Sandwich Immunoassay, da das Antigen von zwei Antikorpern an verschie-

denen Stellen gebunden ist. Auch in diesem Assay ist das gemessene Signal umso ho-

her, je mehr Antigen gebunden worden ist.

a. b.
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Steigende Antigen-Konzentration

Steigende Serumantikérper-Konzentration

Abbildung 1-3 Prinzip des nicht kompetitiven ELISA. a. Antibody capture assay. b. Sandwich

assay. In dieser Abbildung sind die Einzelschritte des Testes dargestellt.
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1.2.1 Anwendung des enzymgekoppelten Immunabsorptionsassays

Den ersten Erfolg in immunologischen Verfahren erzielten Yalow und Berson. Ihnen
gelang es erstmals, durch Hormonmarkierung mit radioaktiven Isotopen einen Radio-
immunoassay (RIA) fiir Insulin herzustellen (Yalow und Berson, 1959). Der Einsatz
von radioaktivem Material hat jedoch erhebliche Nachteile. Die markierten Substanzen
haben eine begrenzte Haltbarkeit durch den Aktivitdtsverlust der radioaktiv markierten
Bestandteile und durch die Radiolyse. Aullerdem ist die Entsorgung des radioaktiven
Abfalls problematisch. Um RIAs durchzufiihren, werden ein speziell geschultes Per-
sonal und die Einrichtung eines Isotopenlabors benotigt. Auch ist die Gefahr der Kon-
tamination, die ein potentielles Gesundheitsrisiko darstellt, nicht zu vernachléssigen.
Diese Griinde fiihrten zu einer verstidrkten Suche nach einem alternativen Markie-
rungssystem. Nakane und Pierce gelang es Enzyme zur Markierung in der Immun-
histochemie zu verwenden (Nakane und Pierce, 1967). SchlieBlich kombinierten Eng-
vall und Perlmann das Verfahren der enzymatischen Markierung mit der Immobilisati-
on von Antikdrpern auf Oberflachen und etablierten so den ersten ELISA (Engvall et
al., 1971). Durch die einfache Durchfiihrbarkeit mit hoher Selektivitidt und Sensitivitit
entwickelte sich der ELISA sehr schnell zu einem Standardverfahren. Die Ubertragung
des ELISA-Prinzips auf standardisierte Mikrotiterplatten, die die Testdurchfiihrung
weiter vereinfachten und eine Automatisierung zulieen, beschleunigte die Verbrei-
tung des ELISAs weiter.

Die Anwendung von ELISAs ist sehr vielfdltig. Der wichtigste Einsatzbereich ist die
medizinische in-vitro-Diagnostik (Labormedizin) im klinischen, mikrobiologischen,
serologischen, gynidkologischen und pharmakologischen Bereich. ELISAs werden un-
ter anderem sehr haufig zum Nachweis von Antikérpern oder Antigenen bei Infektio-
nen verwendet. Auch in der Bestimmung des Immunstatus nach Impfungen spielen sie
wie schon erwéhnt eine grof3e Rolle.

Aber auch in anderen Bereichen wie z.B. in der Umweltanalytik zur Bestimmung von
Pestiziden und Insektiziden in Boden- und Wasserproben oder in der Lebensmittelana-

lytik werden diese Testsysteme verstirkt eingesetzt (Beyer, 1998; Pfortner, 1998).

13
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Eine Zusammenfassung der verschiedenen ELISA-Prinzipien und Beispiele zur An-

wendung sind in der Tabelle 1-1 zu finden.

Tabelle 1-1 Unterschiede der verschiedenen ELISA Methoden

Art des ELISAs Kompetition Heterogenitit, Anwendung

Direkter ELISA | Kompetitiv Heterogen Bei der Herstellung von mo-
noklonalen Antikérpern

Indirekte Kompetitiv Heterogen Nachweis eines bestimmten

ELISA Antigens aus einer Patienten-
probe

Indirekter ELISA | Kompetitiv Homogen Nachweis von Pharmaka oder
Hormonen aus Patientenpro-
ben

Sandwich Assay | nicht Heterogen Bestimmung eines speziellen

kompetitiv Proteins aus einem umfang-

reichen Proteingemisch

Als geeignetes Testverfahren haben wir uns fiir den kompetitiven ELISA entschieden,
da bei nicht kompetitiven Verfahren das Antigen aus der Probe zuerst isoliert und dann
an die Testplatte gebunden werden miisste. Diese Methode ist experimentell aufwen-
dig und weniger quantitativ.

Unter den kompetitiven Methoden wurde die indirekte Technik ausgewihlt, da beim
direkten kompetitiven ELISA der Testantikdrper an die Mikrotiterplatte gekoppelt
werden muss. Dies hat zwei entscheidende Nachteile. Zum einen sind die Testplatten
schwieriger und kiirzer zu lagern, da gekoppelte Antikdrper wesentlich instabiler sind
als ein kurzes Peptid. Zum anderen miisste das zu bestimmende Antigen markiert wer-
den oder durch einen markierten Antikdrper nachgewiesen werden. Dies erfordert

mehrere Zwischenschritte im Testablauf und ist somit anfélliger fiir Fehler.

14
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Zusammenfassend lésst sich sagen, dass der kompetitiv indirekte ELISA sowohl in der
Entwicklung als auch im Routinegebrauch weniger kosten- und zeitintensiv ist als die

anderen beschriebenen Methoden.

1.2.2 Messung und Auswertung von ELISAs

Um ein Signal bei ELISAs messen zu konnen, werden verschiedene Enzyme einge-
setzt. Am héufigsten wird die Meerretich-Peroxidase verwendet. Die Vorteile dieses
Enzyms sind der hohe Reinheitsgrad, die Sensitivitit, die Stabilitdt, aber auch, dass es
preisgiinstig ist, so dass dieses Enzym die Methode der Wahl zur Markierung darstellt
(Porstmann und Kiessig, 1992). Fiir die Meerretich-Peroxidase stehen verschiedene
chromogene, fluorogene und luminogene Substrate zur Verfligung, am héufigsten je-
doch wird das chromogene Substrat 3,3" 5,5" Tetramethylbenzidin (TMB) verwendet,
da auf der einen Seite die Photometer, die zur Messung notwendig sind, billiger sind
als Fluoreszenz- oder Lumineszenz-Gerdte. Zum anderen ist TMB weder mutagen
noch cancerogen (Bos et al., 1981). In dieser Arbeit wurde auch ausschlieBlich mit
Meerretich-Peroxidase als Markierung gearbeitet.

Fiir eine quantitative Auswertung von ELISA-Daten muss eine Kalibrierungskurve
erstellt werden. In semilogarithmischer Auftragung erhélt man dann sigmoidale Kalib-
rierkurven. Diese Art von Kurve hat sich in der Auswertung etabliert, da Messdaten
sich nicht immer gut linear darstellen lassen. Die Funktion, die fast ausschlielich zur

Darstellung verwendet wird, lautet:

=

Konzentration des gesuchten Parameters

<

Signal
A Maximales Signal (obere Asymptote)

15
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D Minimales Signal (untere Asymptote)
Testmittelpunkt (1Csp 50 % Wert)

@

B Steigung am Testmittelpunkt
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Abbildung 1-4 Typische Kalibrierkurve im ELISA zur Bestimmung der Konzentration einer

A-D

Substanz in einer Probe. Die Konstanten und Variablen sind aus der Formel Y = —t D zu

(e)

entnehmen.

In Abbildung 1-4 ist der typische sigmoidale Verlauf einer Kalibrierkurve dargestellt.
Diese ergibt sich aus der Kurvenanpassung der Daten nach der oben genannten Funk-
tion. Die Kurvenanpassung erfolgt dabei durch eine nicht lineare Regression mit Hilfe
eines Computerprogramms wie z.B. GraphPad. Die Kurve wird durch die obere und
untere Asymptote begrenzt, die durch die Parameter A und D angegeben sind. Der Pa-

rameter C stellt den Testmittelpunkt ICs, (concentration of 50 % inhibition) in der Ka-
16
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librierkurve dar. Die Auswertung unbekannter Analytkonzentrationen erfolgt im linea-
ren Bereich um den Testmittelpunkt.

Weitere Faktoren, die fiir die Etablierung eines ELISAs eine wichtige Rolle spielen,
sind die Sensitivitit eines Assays, aber auch die Kreuzreaktivitét.

Die Sensitivitdt eines Assays wird neben dem Testmittelpunkt auch durch die Nach-
weisgrenze (LOD, limit of detection) bestimmt. Die Nachweisgrenze gibt die niedrigs-
te Konzentration des zu bestimmenden Analyten an, mit der ein statistisch signifikan-
ter Wert erzielt werden kann. Im Allgemeinen wird diese Grenze als Mittelwert des
Nullwertes angegeben, abziiglich dreier Standardabweichungen (Beyer, 1998; Pfort-
ner, 1998).

Grundlage kompetitiver ELISAs ist die Konkurrenzreaktion zwischen dem in der Lo-
sung befindlichen Antigen und dem beschichteten Antigen. Die Fahigkeit des Anti-
korpers, auch andere Strukturen als das zu seiner Herstellung verwendete Antigen zu
erkennen, bezeichnet man als Kreuzreaktivitit oder Querempfindlichkeit. Als haufigs-
te Definition findet man den Vergleich der Testmittelpunkte. Somit wird folgende

Gleichung zur Berechnung der Kreuzreaktivitdt verwendet:

KR [%]:%x 100

KS

KR [ % ] Kreuzreaktivitét
C Analyt Testmittelpunkt der Standardsubstanz

Cks Testmittelpunkt der kreuzreaktiven Substanz

Bei der Messung wird die Extinktion einer unbekannten Probe mit der Extinktion einer
Standardmischung verglichen und so einer bestimmten Konzentration zugeordnet. Die
Folge daraus ist, dass die Extinktion der unbekannten Probe dhnlich oder gleich einer
definiert zusammengesetzten Standardlosung ist. Dieses ist nur eine Ndherung. Fiir
Screenings ist es aber vollkommen ausreichend, wenn auf das Vorhandensein oder die
Abwesenheit eines Stoffes getestet wird. Um die vollstdndige Zusammensetzung einer

17
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Probe zu ermitteln, werden andere Methoden wie z.B. die Gaschromatographie oder

die HPLC verwendet.

18
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patienten

Serum und Liquor von Kontrollpatienten aus der Abteilung Neurologie des Rehabilita-

tionskrankenhauses Ulm (Dr. Tumani) und der Neurologischen Klinik der Universitit

Greifswald (Dr. A. Dressel).

2.1.2 Puffer und Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung/Firma

PBS Biochrom, Berlin

Tris-Puffer/TBS 3,028 g Tris/HCI, 4,380 g NaCl, pH 8,0
Karbonatpuffer 100 mM Na,CO; / NaHCOs;, pH 9,6
Blockierpuffer s. 2.2.3.3 Tabelle

Waschpuffer s. 2.2.3.3 Tabelle
Verdiinnungspuffer | s. 2.2.3.5 Tabelle

Stopplosung 4N/ IN H,SOy4

Stopplosung Sigma, Deisenhofen

Milchpulver Biorad, Miinchen

Fischgelatine Sigma, Deisenhofen

Tween 20 Biorad, Miinchen
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2.1.3 Enzyme und Antikorper

Bezeichnung Firma
Spezifischer polyklonaler Antikdrper gegen das Pep- | Davids, Regensburg
tid QYNAD (1. Antikorper)

Monoklonales anti-Kaninchen Immunglobulin alkali- | Sigma, Deisenhofen

sche Phosphatase Konjugat

Monoklonales anti-Kaninchen =~ Immunglobulin | Sigma, Deisenhofen

Peroxidase Konjugat

Anti-Kaninchen IgG Peroxidase Konjugat Sigma, Deisenhofen
Extravidin alkalische Phosphatase Sigma, Deisenhofen
Extravidin Peroxidase Sigma, Deisenhofen

Monoklonales anti-Kaninchen Immunglobulin Biotin | Sigma, Deisenhofen

Konjugat

TMB (Tetramethylbenzidin) Sigma, Deisenhofen

2.1.4 Spezielle Verbrauchsmaterialien und Apparaturen

Bezeichnung Hersteller

96 Well Immuno Platten Maxisorb Nunc, Wiesbaden

96 Well Immuno Platten Polysorb Nunc, Wiesbaden

96 Well ELISA Mikroplatten Greiner, Frickenhausen
Halbvolumen Mikrotiterplatten Costar, Schubert-Weiss, Miinchen
Probenfilter (3000 MWCO) Millipore, Schwalbach

Washer Tecan, Crailsheim

Elisa Reader Tecan, Crailsheim
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2.1.5 Software

Software

Easy fit 7.01

‘ Hersteller

Tecan, Crailsheim

GraphPad Prism 5.0

GraphPad Software Inc., San Diego

21




Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Synthese und Aufbereitung des Peptids

Die Synthese des Peptids wurde von der Firma EMC Microcollections (Tiibingen)
tibernommen.

Die Peptidsynthese wurde abgewandelt nach Jung und Beck-Sickinger durchgefiihrt
(Beck-Sickinger et al., 1991). Die synthetischen Peptide wurden mit Hilfe der
Fmoc/tBu Festphasensynthese hergestellt. Losungsmittel, Aminosdauren und Kopp-
lungsreagenzien wurden mit einem robotergestiitzten Verfahren dosiert (Syro, Multi-
SynTech, Bochum). Die Synthese wurde auf einem TCP-Polystyren Tragermaterial
(Rapp Polymere, Tiibingen) durchgefiihrt. Fmoc-L Aminosduren wurden mit den fol-
genden Seitenketten-Schutzgruppen verwendet: fert.-butyl Ether fiir Tyrosin; tert.-
butyl Ester fiir Aspartat; Trityl fiir Glutamin und Asparagin.

Das Triagermaterial wurde in individuelle Filterrdhrchen in 30 mg (15 pmol) Portionen
verteilt und in einem Ventilblock fiir den nachfolgenden Schritt positioniert. Die Fmoc
Entkopplung wurde zweimal fiir 7 Minuten mit 30 % Piperidin in Dimethylformamid
(DMF, 220 pl) durchgefiihrt. Es folgten neun Waschschritte mit jeweils 300 ul DMF.
Das Kopplungsreagenz Diisopropylcarbodiimid [1.5 M in DMF: Dichloromethan
(DCM) (1:2, v/v), 50 pl] und die Fmoc-Aminosduren (200 pl) wurden auf die Reakti-
onsgefafle verteilt. Die Fmoc-Aminosduren (0.5 M) wurden mit HOBt (0.5 M) in DMF
gelost. Zwei Kopplungsschritte von jeweils einer Stunde wurden in offenen Réhrchen
durchgefiihrt. Das Kopplungsreagenz wurde herausgefiltert und das Tragermaterial
dreimal mit DMF gewaschen. Die Peptide wurden vom TCP-Polystyren gespalten und
die Seitenketten innerhalb von drei Stunden mit 1 ml Trifluoressigsédu-
re:Phenol:Ethandithiol: Thianisol:Wasser (96:2:1:2:1, v/w/v/v/v) entkoppelt. Die Tren-
nung der Produkte vom Triagermaterial erfolgte durch Filtration und anschlieBende
Féllung mit 300 pl Essigsdure bei 20 °C durch Zugabe von kaltem Diethylether (5 ml).
Das Prizipitat wurde zweimal unter Ultraschallbehandlung mit n-Heptan:Diethylether

(1:1, v/v) gewaschen und anschlieBend lyophilisiert.
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Die Identitdt der Peptide konnte durch ESI-MS, der Reinheitsgrad (> 90 %) durch
HPLC bestimmt werden.

2.2.2 Herstellung eines peptidspezifischen Antikorpers

Der peptidspezifische Antikorper wurde von der Firma Davids (Regensburg) {iber-
nommen. Laut ihrem Protokoll erfolgte die Konjugation mit KLH und zwei unter-
schiedlichen Methoden. Beide Produkte wurden dann gemeinsam 1 + 1 zur Injektion
verwendet:

1. Glutaraldehyd 0,02 % zur Konjugation liber den N-terminus

2. Bisdiazobenzidin Konjugation iiber das Tyrosin

Als Wirt fiir die Antikdrperproduktion wurden Kaninchen ausgewdhlt. Je Injektion
wurden 0,1 mg des Konjugates bezogen auf das Peptid verwendet.

Es wurde folgendes Injektionsschema verwendet:

Injektion an Tag

0

14

35

56

86

Danach wurde das Serum durch Ausbluten iiber die Halsvene der Wirtstiere gewon-

nen.
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2.2.3 Kompetitiver Enzymgekoppelter Immunabsorptionsassay

(ELISA)
2.2.3.1 Auswahl der Mikrotiterplatten
Samtliche Mikrotiterplatten bestanden aus 96 Kavititen. Die Népfchengeometrie war

ein Flachboden. Um Material zu sparen, wurden auch Halbvolumen-Mikrotiterplatten

beniitzt. Die verschiedenen Platten sind unter 2.1.4 aufgefiihrt.

2.2.3.2 Beschichtung der Messplatte

Die Beschichtung der Messplatte wurde sowohl mit Protokollen der Firma Davids als

auch mit eigenen Methoden ausgetestet.

a. Auswahl des Beschichtungspuffers

Fiir die Beschichtung wurde das Peptid QYNAD in verschiedenen Konzentrationen
(200 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml) in PBS (pH 7,0; 7,5; 8,0),
Tris/HCI (pH 8,5), Karbonatpuffer (pH 9,6) und in destilliertem Wasser aufgelost. Die
Platten wurden mit 100 pl bzw. mit 50 pl (bei Halbvolumen-Mikrotiterplatten) pro
Kavitdt beschichtet. Als Kontrolle diente jeweils die entsprechende Losung ohne Pep-

tid bzw. die leere Vertiefung.

b. Verschiedene Beschichtungsarten und Beschichtungsbedingungen

Kdltebeschichtung

Die Platten wurden ohne Vorbehandlung mit der jeweiligen Peptidlosung bei 4 °C fiir
24 h inkubiert.
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Glutaraldehydmethode
Die Platten wurden mit 100 pul 0,2 %iger Glutaraldehydlosung in PBS (pH 7,4) pro
Kavitét fiir 30 min vorbehandelt. Nach Absaugen der Fliissigkeit wurde das Peptid auf
die Platte pipettiert und {iber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Eintrockenmethode
Die Peptidlosung wurde auf eine unbehandelte Platte pipettiert und bei Raumtempera-

tur fiir 72 h getrocknet. Um die Zeit der Eintrocknung zu verkiirzen, wurde ein Liifter

ohne Heizung bentitzt.

2.2.3.3 Auswahl der Waschlosung und der Blockierlosung

Waschpuffer Blockierlosung

1| PBS +0,042 % Tween 20 1 | PBS + 2,5 % Milchpulver
2 | Destilliertes Wasser 2 | TBS + 4 % Milchpulver + 1 % Fischge-
latine

3125 % Blockierlosung 3 + 0,08 % |3 | TBS + 5 % Milchpulver + 1 % Fischge-
Tween 20 latine

4 | PBS +1 % Tween 20

Es wurden verschiedene Waschpuffer und Blockierlosungen ausgetestet. Die Zusam-

mensetzung der verwendeten Losungen ist in der oberen Tabelle dargestellt.
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2.2.3.4 Waschvorgang der Mikrotiterplatten

Das Waschen der Mikrotiterplatten nach den einzelnen Inkubationsschritten erfolgte
mit Hilfe eines 8-Kanal-Waschkammes. Die Kavititen wurden dreimal mit bis zu
300ul Waschpuffer gewaschen. Anschlieend wurde die Platte auf Zellstoff ausge-
klopft.

Die einzelnen Waschschritte fanden nach Inkubation der Antigenbeschichtung, nach
dem Blockieren, nach Inkubation mit dem spezifischen Erstantikérper gegen QYNAD
und nach Inkubation mit dem Antikdrperkonjugat statt.

2.2.3.5 Auswahl des Verdiinnungspuffers

Bezeichnung Zusammensetzung

Verdiinnungspuffer 1 | 2,5 % Milchpulver, 0,125 % Tween in PBS pH 7,4
Verdiinnungspuffer 2 | 4 % Milchpulver, 1 % Fischgelatine, 0,08 % Tween 20 in TBS
pH 8,0

Verdiinnungspuffer 3 | 5 % Milchpulver, 1 % Fischgelatine, in TBS pH 8,0 ; 1:4

Verdiinnungspuffer 4 | Destilliertes Wasser
Verdiinnungspuffer 5 | 0,9 % NaCl
Verdiinnungspuffer 6 | PBS pH 7,4

Bei der Auswahl des Verdiinnungspuffers wurden verschiedene Losungen ausgetestet.

Die Zusammensetzung ist in der oberen Tabelle aufgelistet.
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2.2.3.6 Probenverdiinnung

Die Ausgangskonzentration fiir den Standard war 1 mg QYNAD in 1 ml destilliertem
Wasser. Daraus wurden verschiedene Verdiinnungen hergestellt, die zwischen 0,01-
200 pg/ml lagen.

Um optimale Ergebnisse zu erzielen, mussten die Proben, der 1. Antikorper und das
Konjugat in einer geeigneten Verdiinnung eingesetzt werden.

Die Proben wurden in den Verdiinnungen 1:10, 1:50, 1:100, aber auch unverdiinnt
verwendet.

Der 1. Antikorper wurde in Verdiinnungen zwischen 1:100 und 1:10 000 ausgetestet.
Das Antikorperkonjugat wurde nach der Vorschrift des Herstellers in einer Verdiin-
nung von 1:10 000 bentitzt.

Die ExtrAvidin-Biotin Konjugate wurden in sdmtlichen Verdiinnungen zwischen
1:1000 und 1:20 000 ausgetestet. Die kovalente Bindung zwischen Biotin und dem
Konjugat ermoglicht es, dass das tetramere Protein ExtrAvidin eine hohe Affinitdt mit
seinen vier Bindungsstellen zum Biotin hat. Dies fiihrt zu einer Verstirkung des Sig-
nals, so dass diese Technik in den Tests eingesetzt wurde, bei der nur sehr niedrige
Werte zu messen waren.

Das Peptid PyroQYNAD wurde zwischen 0,01 pg/ml und 100 pg/ml eingesetzt, Bra-
dykinin wurde mit 200 pg/ml verwendet.

2.2.3.7 Aufbereitung des Patientenmaterials

Es wurde Patientenmaterial aus dem Rehabilitationskrankenhaus Ulm (Abteilung Neu-
rologie) und aus der Universitit Greifswald (Institut fiir Pathophysiologie) verwendet.
Als Kontrolle dienten Proben von Patienten ohne pathologischen Befund. Die Proben
wurden durch Lumbalpunktion und Blutentnahme gewonnen.

Um storende hochmolekulare Proteine aus dem Material zu entfernen, wurden sowohl

die Liquor- als auch die Serumproben filtriert (<3000 MWCO, Fa. Millipore).
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2.2.3.8 Verdringungsreaktion

Bei der Verdrangungsreaktion wurden Standard bzw. Probe und der Antikorper gegen
QYNAD zu gleichen Teilen pipettiert. Dadurch entstand eine Kompetition zwischen
Erstantikorper, an der Platte gebundenem Peptid und freiem Peptid aus der Probe.

Der Standard wurde in den Konzentrationen 0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml,
10 pg/ml und 50 pg/ml in destilliertem Wasser hergestellt und als dreifache Bestim-
mung zu je 50 bzw. 25 ul pipettiert.

Die Probe wurde unverdiinnt eingesetzt und auch als dreifache Bestimmung zu je 50
bzw. 25 ul pipettiert. Bei einer zu hohen Extinktion, die eine Konzentrationsbestim-
mung nicht ermdglichte, wurde die Probe 1:10 und 1:100 verdiinnt und in einem wei-

teren Test erneut eingesetzt.

2.2.3.9 Messung
Die Messung der OD-Werte in den einzelnen Kavititen der 96er Mikrotiterplatte er-

folgte mit dem ELISA Reader der Firma Tecan. Es wurde ein Filter mit 450 nm ver-

wendet.

2.2.3.10 Auswertung
Die Auswertung der Platte konnte mit dem Programm Easy Fit 7.01 erstellt werden.

Die graphische Darstellung und statistische Auswertung der Messwerte erfolgte mit

dem Programm GraphPad Prism 5.0.
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3 Ergebnisse
3.1 Optimierung der Plattenbeschichtung

3.1.1 Auswahl der geeigneten Mikrotiterplatten

Fiir die Etablierung der optimalen Bedingungen der Methode mussten auch verschie-
dene Typen von Mikrotiterplatten getestet werden (siche Tabelle unter 2.1.4). Dies
gestaltete sich relativ schwierig, denn die Auswahl an verfiigbaren Platten ist relativ
groB. Bei der Austestung lagen die OD-Werte auf den MaxiSorp'“-Platten hoher als
bei den PolySorp™, allerdings war der OD-Wert des Leerwertes (Hintergrund-
Absorption) auf den MaxiSorp™™ Platten ebenfalls hoch, so dass PolySorp™™ anfangs
die geeignetere Platte zu sein schien. Es stellte sich jedoch heraus, dass die OD-Werte
trotz verschiedener Konzentrationen der Antigenbeschichtung kaum eine Abstufung
zeigten. Von der Firma Davids wurde die ELISA Mikroplatte der Firma Greiner aus-
getestet mit dem Resultat, dass die OD-Werte des Leerwertes (Hintergrund-
Absorption) niedrig waren und die OD-Werte je nach verwendeter Antigenkonzentra-
tion eine gute Abstufung zeigten. Um Material zu sparen, wurden dquivalente Halbvo-

lumen-Mikrotiterplatten der Firma Costar verwendet.
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Tabelle 3-1 Vergleich der verschiedenen Mikrotiterplatten. OD-Werte von ELISA-Tests in Abhén-

gigkeit vom Plattentyp und der Beschichtungskonzentration mit Antigen. Es wurden je drei Versuche

pro Testgruppe durchgefiihrt und Mittelwert mit Standardabweichung angegeben.

Nunc Maxisorb Nunc Polysorb Greiner / Costar
Mikrotiterplatte [OD] Mikrotiterplatte [OD] Mikrotiterplatte [OD]
8 png/ml 0,242 0,098 0,191
0,239 0,105 0,204
0,257 0,109 0,199
Mittelwert 0,246 £ 0,010 0,104 £ 0,0056 0,198 £ 0,0066
1 pg/ml 0,245 0,096 0,176
0,241 0,098 0,177
0,255 0,094 0,178
Mittelwert 0,247 +0,007 0,096 + 0,002 0,177 £0,001
Leerwert 0,220 0,080 0,046
0,242 0,060 0,043
0,258 0,088 0,049
Mittelwert 0,240 +0,019 0,076 +£0,0144 0,046 £+ 0,0032

3.1.1.1 Auswahl der Beschichtungsmethode

Im néichsten Schritt wurden die Bedingungen fiir die optimale Beschichtung der Platte
mit dem Peptid ausgetestet (siche Tabelle 3-2). Die Auflosung des Peptids QYNAD in
verschiedenen Puffern ergab, dass PBS (pH 7,0; 7,5; 8,0) ein geeigneter Beschich-
tungspuffer fiir die Glutaraldehydmethode war, nicht jedoch fiir die Eintrockenmetho-
de oder die Kéltemethode. Die OD-Werte mit dem Tris-Puffer als Beschichtungslo-
sung waren bei allen drei Methoden fiir eine Auswertung nicht hoch genug. Es stellte
sich heraus, dass destilliertes Wasser nur bei der Eintrockenmethode gute OD-Werte
lieferte, jedoch war Karbonatpuffer als Beschichtungspuffer bei der Eintrockenmetho-
de am geeignetsten, da die OD-Werte des Standards sehr hoch und die OD-Werte der
Leerproben sehr niedrig lagen.
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Nachdem ich mich fiir Karbonatpuffer als Beschichtungspuffer entschieden hatte,
konnte die passende Konzentration des Peptids ermittelt werden. Die glinstigsten OD-
Werte erhielt man mit einer Konzentration von 25 pg/ml, die aus der Stammldsung

1 mg/ml hergestellt wurde. Pro Kavitét sind 100 pl bzw. 50 pl pipettiert worden.

Tabelle 3-2 Vergleich der verschiedenen Beschichtungsmethoden mit unterschiedlichen Be-
schichtungspuffern. Alle Testplatten (Greiner/Costar) wurden mit 50 pg/ml Peptid beschichtet. Eine

genaue Beschreibung der Beschichtungsmethoden ist im Text zu finden. Es zeigte sich, dass die Ein-

trockenmethode mit dem Karbonatpuffer (pH 9,6) die hochsten OD-Werte lieferte.

Beschichtungspuffer Glutaraldehyd- Eintrockenme- Kiiltemethode
methode thode OD Mittelwert
OD Mittelwert OD Mittelwert

PBS pH 7,0 0,833 nicht auswertbar | 0,248

Dest. Wasser nicht auswertbar 0,288 nicht auswertbar

Karbonatpuffer nicht auswertbar 1,910 0,116

pH 9,6

Tris-Puffer nicht auswertbar nicht auswertbar | 0,128

3.1.2 Auswahl der Beschichtungskonzentration

Um die Methode zu standardisieren, ist es auch notwendig, die optimale Beschich-
tungskonzentration des Peptids zu finden. In den ersten Versuchen wurde die Be-
schichtungskonzentration mit 200 pg/ml sehr hoch angesetzt, um die Affinitdt des
Erstantikorpers zum Peptid auszutesten. Als dieses geklért war, konnte an der Opti-
mierung der Konzentration gearbeitet werden. Dazu wurden die Platten mit verschie-
denen Peptidkonzentrationen beschichtet und nach der Testdurchfiihrung gemessen. In
der nachfolgenden Graphik (Abbildung 3-1) sind die Unterschiede der verschiedenen

Beschichtungskonzentrationen dargestellt.
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Abbildung 3-1 Optimierung der Beschichtungskonzentration. Aufgetragen wurde die OD in Ab-
héngigkeit von der Konzentration des Peptids, die zur Beschichtung der Platte verwendet wurde. Die
Peptidkonzentration ist logarithmisch dargestellt. Die optimale Beschichtungskonzentration mit
25 pg/ml ergab einen guten linearen Bereich. Die Standardabweichung wurde aus drei unabhingigen

Messwerten bestimmt.

Im néchsten Versuch wurde die Eigenabsorption der Mikrotiterplatte mit einer be-
schichteten Platte verglichen. Dafiir wurde fiir die ,,Beschichtung® der Kontrollplatte

nur Karbonatpuffer verwendet (Abbildung 3-2).
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OD 450 nm
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Abbildung 3-2 Kontrollexperiment zur Uberpriifung der Eigenabsorption der Mikrotiterplatte.
Aufgetragen wurde die ODys, in Abhéngigkeit von der Konzentration des Peptids, die zur Beschich-
tung der Platte verwendet wurde. Die Peptidkonzentration ist logarithmisch dargestellt. Als Kontrolle
diente eine nicht beschichtete Platte (Pufferkontrolle). Die Werte der nicht beschichteten Kavitdten
zeigten konstante niedrige Absorption im Gegensatz zur beschichteten Platte mit sinkender optischer

Dichte. Die Standardabweichung wurde aus drei unabhéngigen Messwerten bestimmt.

3.2 Auswahl des Waschpuffers, der Blockierlosung und des Ver-

diinnungspuffers

Bei der Austestung des Waschpuffers wurde auf die Schwankung der Leerwerte ge-
achtet. Die geringsten OD-Differenzen des Leerwertes lieferte PBS + 1 % Tween 20.
Die anderen aufgelisteten Waschpuffer zeigten hohere Schwankungen und wurden
deshalb nicht mehr verwendet.

Die deutlichsten OD-Unterschiede zwischen beschichteten und nicht beschichteten
Kavitdten erreichte man mit der Blockierlosung 3, d.h. TBS (pH 8) + 5 % Milchpulver
+ 1 % Fischgelatine.

Um den geeigneten Verdiinnungspuffer fiir die Standards und Proben zu finden, wur-
den die in Tabelle 2.2.3.5. aufgelisteten Puffer ausgetestet. Die hochsten OD-Werte
erhielt man mit destilliertem Wasser. Es stellte sich jedoch heraus, dass destilliertes
Wasser nicht als Verdiinnungspuffer fiir den 1. Antikorper und fiir das Konjugat ge-
eignet war, so dass Verdiinnungspuffer 3, d.h. TBS (pH 8.0) + 5 % Milchpulver + 1 %
Fischgelatine ohne Tween 1:5 verdiinnt, die besten Ergebnisse fiir den Erstantikdrper
und fiir das Konjugat lieferte.

Letztendlich wurden also zwei verschiedene Verdiinnungspuffer verwendet. Die Ver-
diinnung von Standard und Proben erfolgte in destilliertem Wasser, die von Erstanti-

korper und Antikorperkonjugat in Verdiinnungspuffer 3.
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3.3 Verdiinnung des Standards und der Proben

Um eine geeignete Verdiinnung des Standards zu ermitteln, wurden verschiedene Ka-
librierkurven hergestellt, die zur Konzentrationsbestimmung der Proben anwendbar
waren. Dabei lieferten die Standardverdiinnungen mit der Konzentration 0,01 pg/ml,
0,1 pg/ml, 1 pg/ml, Spg/ml, 10 pg/ml und 50 pg/ml in destilliertem Wasser eine Ka-
librierkurve mit einem breiten linearen Bereich um den Testmittelpunkt, die zur Er-
mittlung der Konzentration unbekannter Proben geeignet war (siehe Abbildung 3-3).

Die Proben wurden unverdiinnt eingesetzt. Da die OD-Werte von verschiedenen Pro-
ben nach der Konzentrationsbestimmung zu hoch lagen, wurden diese in den Verdiin-

nungen 1:10 und 1:100 nochmals eingesetzt.
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Abbildung 3-3 Kalibrierkurve fiir die Konzentrationsbestimmung des Peptids Glutamin-
Tyrosin-Asparagin-Alanin-Aspartat (QYNAD) in Losung. Es wurden folgende Standardkonzentra-
tionen verwendet: 0,01 pg; 0,1 pg; 1 pg; 5 pug; 10 pgund 50 pg QYNAD / ml in destilliertem Wasser.
Aufgetragen wurde die ODyso in Abhingigkeit von der Konzentration des Peptids, die zur Beschich-
tung der Platte verwendet wurde. Die Peptidkonzentration ist logarithmisch dargestellt. Die Standard-

abweichung wurde aus drei unabhéngigen Messwerten bestimmt.
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3.4 Verdiinnung des 1. Antikorpers und des Konjugates

Fiir die Auswahl der Verdiinnung des 1. Antikdrpers wurden folgende Verdiinnungen
ausgetestet: 1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:10 000 (Abbildung 3-4). Die besten Ergebnisse
mit einer guten Abstufung und einem geringen Verbrauch des Materials erhielt man
mit der Verdiinnung 1:10 000.

Eine unspezifische Bindung des 1. Antikorpers wurde mit Hilfe eines anderen Peptids
(Bradykinin) tiberpriift. Zudem wurde eine unspezifische Bindung an die Platte durch
das Mitfiihren geeigneter Kontrollen ausgeschlossen.

Zu Beginn der Entwicklung des Tests wurden ein Konjugat, das mit alkalischer
Phophatase, und ein Konjugat, das mit Peroxidase gekoppelt war, ausgetestet. Die OD-
Werte lagen mit dem Peroxidasekonjugat etwas hoher, jedoch nicht zufrieden stellend.
Deshalb wurde ein Biotin-Konjugat eingesetzt, das die OD-Werte erhohen sollte.
ExtrAvidin wurde einmal mit Peroxidase und einmal mit alkalischer Phophatase ge-
koppelt und ausgetestet. In diesem Fall waren die OD-Werte mit dem Biotin-Konjugat
und ExtrAvidin-Peroxidase deutlich hoher, so dass nun die passende Verdiinnung fiir
den Test untersucht wurde. Das Biotin-Konjugat wurde in den Verdiinnungen 1:5000,
1:10 000, 1:20 000, 1:40 000 eingesetzt. ExtrAvidin-Peroxidase wurde 1:250, 1:500,
1:1000, 1:2000, 1:4000 verdiinnt. Die hochsten OD-Werte erlangte man mit der Ver-
diinnung des Biotin-Konjugates 1:5000 und einer Verdiinnung des ExtrAvidin-

Peroxidase 1:1000.

35



Ergebnisse

4_
= 1:2000

X + 1:4000
= 1 + 1:8000
3 + 1:10000
TI'Z— *
o
®

14

0 ' LY | ' L | ' L] | ;__'.

10-60 10-35 10-1.0 101.5

Konzentration [pg/ml]

Abbildung 3-4 Optimierung der Verdiinnung des ersten Antikorpers gegen das Peptid Glutamin-
Tyrosin-Asparagin-Alanin-Aspartat (Anti-QYNAD). Aufgetragen wurde die ODyso in Abhéngig-
keit von der Konzentration des Peptids, die zur Beschichtung der Platte verwendet wurde. Die Peptid-
konzentration ist logarithmisch dargestellt. Die optimale Antikdrperverdiinnung von 1:10000 ergab
einen guten linearen Bereich. Die Standardabweichung wurde aus drei unabhingigen Messwerten

bestimmt.

Im Laufe der Entwicklung bzw. der Optimierung der Analyse wurde ein weiteres Per-
oxidase-Konjugat ausgetestet, welches hohe Werte lieferte, so dass man auf das ver-

stairkende Biotin-Konjugat in den weiterfithrenden Experimenten verzichten konnte.

3.5 Qualititssicherung des ELISA

Um die Giite eines Tests bzw. Messverfahrens zu bestimmen, gibt es verschiedene
Moglichkeiten, unter anderem die Bestimmung der Intra- und Interassayvariabilitit
(Intra- und Interplayte-Variationskoeftizient).

Bei der Intraassay-Variabilitdt wird die gleiche Probe innerhalb eines Messansatzes
mehrfach gemessen und bestimmt, wie stark die Messwerte dieser Probe schwanken.
Als sinnvolles Mal} dient dabei der Variationskoeffizient (VK), der den Quotienten

von Standardabweichung und Mittelwert darstellt.
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Bei der Betrachtung der Interassay-Variabilitdt wird dieselbe Probe zwischen ver-
schiedenen Messdurchgidngen mehrfach gemessen und bestimmt, wie stark die einzel-
nen Messwerte voneinander abweichen. Auch hierfiir erlaubt die Angabe des Variati-
onskoeffizienten eine sinnvolle Aussage.

Auch bei diesem ELISA zum Nachweis des Peptids QYNAD wurden eine Intra- und
eine Interassay-Variabilitit bestimmt. Die Intraassay-Variabilitit des Tests betrug
< 6 %, die Interassay-Variabiltit betrug < 15 %.

Im Rahmen dieser Qualitédtssicherung wurde auch die Genauigkeit der verschiedenen
Pipetten untersucht. Die geringste Genauigkeit konnte mit der 8-Kanal-Pipette nach-
gewiesen werden. Bei der Multipette sind bessere Werte gemessen worden, jedoch
waren die Werte mit der Einzelpipette am besten. Dies hat aber wiederum zur Folge,
dass der Pipettiervorgang bei vielen Proben zu lange dauerte. Deshalb musste je nach

Anzahl der Proben zwischen der Multipette und der Einzelpipette gewechselt werden.

3.6 Weitere Optimierungsversuche

Nur kurz erwdhnt werden sollten hier einige Optimierungsversuche, die im Laufe der
Entwicklung des ELISA ausgetestet wurden.

Zum einen wurde versucht, die Inkubationszeit zu verkiirzen. Dabei wurde nicht 2
Stunden je Antikorper inkubiert, sondern auf jeweils 1 Stunde verkiirzt. Das Ergebnis
war nicht zufrieden stellend, da die OD-Werte zum einen niedriger waren als mit der
vorgesehenen Inkubationszeit, zum anderen schwankten die Werte untereinander.

Die Abstoppreaktion wurde mit 1 N, 4 N Schwefelsdure und dem Abstoppreagenz der
Firma Sigma ausgetestet. Sehr gute Ergebnisse lieferte das Stoppreagenz der Firma
Sigma und wurde darauthin in den weiterfiihrenden Tests verwendet.

Ein weiterer Versuch bestand darin, die eingetrocknete Platte bei Raumtemperatur ii-
ber mehrere Wochen zu lagern, und mit den Platten, die nur 72 Stunden getrocknet
wurden, zu vergleichen. Nachdem die OD Werte bei beiden Platten nur eine gering-
fligige Abweichung gezeigt haben, war bestétigt worden, dass die Lagerung der Plat-

ten kein Problem darstellt (Abbildung 3-5).
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Als néchstes wurde tiberpriift, ob die Temperatur der verschiedenen Reagenzien einen
Einfluss auf das Testsystem hat. Dazu wurden der Waschpuffer, der Verdiinnungspuf-
fer und das TMB sowohl mit 4 °C als auch bei Raumtemperatur eingesetzt. Signifikan-
te Unterschiede wurden beim Waschpuffer gemessen. Der Waschpuffer lieferte mit

4 °C die besseren Ergebnisse als bei Raumtemperatur (Abbildung 3-6).
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Abbildung 3-5 Untersuchung der Lagerungszeit der beschichteten Platten. Aufgetragen wurde die
ODys¢ in Abhéngigkeit von der Konzentration des Peptids, die zur Beschichtung der Platte verwendet
wurde. Die Peptidkonzentration ist logarithmisch dargestellt. Die Standardabweichung wurde aus drei

unabhéngigen Messwerten bestimmt.
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Abbildung 3-6 Optimierung der Temperaturbedingungen. Aufgetragen wurde die OD4so in Abhén-
gigkeit von der Konzentration des Peptids, die zur Beschichtung der Platte verwendet wurde. Die Pep-
tidkonzentration ist logarithmisch dargestellt. Die optimale Temperatur der Reagenzien lag bei 4 °C.

Die Standardabweichung wurde aus drei unabhidngigen Messwerten bestimmt.

3.7 ELISA-Ablauf

Aufgrund der zahlreichen Untersuchungen und ihrer Auswertung wurde folgendes
ELISA Testsystem festgelegt:

Als Festphase wurde hauptsidchlich die Platte der Firma Costar verwendet, da bei
Halbvolumen-Mikrotiterplatten Material gespart werden kann. Die Mikrotiterplatte der
Firma Greiner lieferte dquivalente Ergebnisse. Das Peptid wurde in 0,05 M Karbonat-
puffer aufgeldst, pro Kavitdt 50 pl mit einer Konzentration von 25 pg/ml auf die Platte
beschichtet und bei Raumtemperatur eingetrocknet. Vor der Blockierung wurde die
Platte dreimal mit Waschpuffer (PBS pH 7,4 + 1 % Tween 20) gewaschen. In jede
Vertiefung wurden 100 ul Blockierlosung, mit 5 % Milchpulver und 1 % Fischgela-
tine in Tris Puffer pH 8,0 aufgeldst, pipettiert und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
auf dem Schiittler inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Platte dreimal gewaschen
und auf Zellstoff ausgeklopft. Die Proben bzw. der Standard wurden in destilliertem
Wasser aufgelost und gleichzeitig mit dem Erstantikdrper (Verdiinnung 1:10 000 in

Verdiinnungspuffer) zu je 25 pl pipettiert. Nach 2 Stunden Inkubationszeit bei Raum-
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temperatur wurde dreimal gewaschen und auf Zellstoff ausgeklopft. Das Konjugat
wurde in der Verdiinnung 1:10 000 eingesetzt, zu je 50 ul pipettiert und 2 Stunden bei
Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert. Es folgte wieder ein dreimaliger Wasch-
schritt. Nach dem Ausklopfen wurde in jede Kavitédt 50 ul Substrat TMB pipettiert und
fiir 13 Minuten unter Lichtabschluss bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert.
Die Reaktion wurde mit 50 pl Stopplosung der Firma Sigma abgestoppt. AnschlieBend
wurden die Extinktionen der Losungen in den Kavititen im ELISA Reader bei 450 nm
gemessen und mit dem Programm Easy Fit 7.01 der Firma Tecan ausgewertet. Die

verschiedenen Graphen wurden mit dem Programm GraphPad erstellt.
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Abbildung 3-7 Graphische Darstellung des ELISA Ablaufes. In dieser Abbildung sind die einzelnen

Schritte des etablierten ELISA Tests dargestellt.

1. Beschichtung mit QYNAD
(25png/ml in 0.05 M Karbonatpuffer)

2. Dreimal waschen mit Waschpuffer
(PBS pH 7.4, 1 % Tween 20)

3. Blockierung mit 5 % Milchpulver +
1 % Fischgelatine in Tris Pufter pH 8.0

4. Inkubation mit Probe und Erstantikorper

gegen QYNAD (1:10 000)

5. Dreimal waschen mit Waschpuffer

6. Konjugatinkubation (1:10 000) und
dreimal waschen

7. Substratzugabe (TMB) und
Detektion
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4 Diskussion

Bei der Entwicklung eines neuen ELISAs ist der erste wichtige Schritt, fiir das ge-
wiinschte Antigen eine geeignete Mikrotiterplatte zu finden. Zu diesem Zweck wur-
den, wie im Ergebnisteil geschildert, verschiedene Mikrotiterplatten ausgetestet. Die
Schwierigkeit liegt darin, das geeignete Material fiir die Immobilisierung des ge-
wiinschten Peptids auszuwéhlen, welches unter bestimmten Reaktionsbedingungen das
geringste Hintergrundsignal, aber hohe OD-Werte liefert. Einige der ausgewéhlten
Platten zeigten bei der Messung einen hohen Hintergrund und auch keine Konzentrati-
onsabstufung nach der Beschichtung mit unterschiedlichen Mengen des Testpeptids.
Die Ursache fiir diese Unterschiede kann zum einen in der unterschiedlichen Beschaf-
fenheit des Plattenmaterials liegen, welches zur schlechteren Bindung des gewiinsch-
ten Peptids fiihren kann. Neben dem Material der Platte spielt natiirlich auch die Ober-
flichenladung und aktive Seitenketten der Bindungsfliche der Kavitdten eine ent-
scheidende Rolle. Es hat sich gezeigt, dass Platten aus dem Material Polystyren mit
einer hydrophoben/ionischen Oberfliche der Firma Costar am besten fiir die Analyse
geeignet sind.

Neben der Beschaffenheit der Platten spielt fiir die Beschichtung der Oberflédche auch
die Zusammensetzung der Losungen eine wichtige Rolle. Eine ungeeignete Pufferzu-
sammensetzung kann zur schlechten Bindung des Peptids oder zu einem hohen Hin-
tergrund flihren. Dies kann daran liegen, dass die Blockierlosung nicht alle unspezifi-
schen Bindungsstellen blockiert, so dass unspezifische Substanzen gebunden werden.
Um dies zu iiberpriifen, wurden die ausgesuchten Mikrotiterplatten mit den verschie-
denen Blockierlosungen ausgetestet. Es wurden mehrere ELISAs durchgefiihrt, und
dadurch konnte durch den deutlichen Unterschied zwischen beschichteten und nicht
beschichteten Kavititen eine geeignete Platte gefunden werden, die einen niedrigen
Hintergrund zeigte und auch eine gute Konzentrationsabstufung. Um fiir die weiteren

Tests Material zu sparen, wurden Halbvolumen-Mikrotiterplatten verwendet.
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Nachdem nun die geeignete Mikrotiterplatte festgelegt worden war, sollten nun ver-
schiedene Beschichtungsarten zur Optimierung der Methode ausgetestet werden. Wie
im Ergebnissteil zu sehen ist, erbrachte die Kéltemethode mit den verschiedenen Be-
schichtungspuffern sehr niedrige Werte. Dies kann an einer erniedrigten Bindungsrate
bei 4 °C liegen, d.h., dass das zu bindende Peptid durch die relativ niedrige Tempera-
tur in seiner Molekiilbewegung eingeschrinkt wird und dadurch die Bindung an die
Platte erschwert wird. Ein anderer Grund ist, dass das Peptid eine bestimmte Tempe-
ratur benoétigt, damit eine optimale Interaktion zwischen Platte und Peptid stattfinden
kann. Diese Behauptung wurde auch durch die Beschichtungsarten, die bei Raumtem-
peratur stattgefunden haben, mit eindeutigen Ergebnissen bestitigt. Ein weiterer we-
sentlicher Faktor zur Bestimmung der Beschichtungsart war die Auswahl des geeigne-
ten Beschichtungspuffers. Die unterschiedlichen Ergebnisse kann man sich dadurch
erkldren, dass die Loslichkeit des Peptids durch verschiedene Eigenschaften der Puf-
ferlosungen beeinflusst werden kann. Dabei spielen der pH-Wert, die Elektrolytkon-
zentration und das Losungsmittel eine grofe Rolle. Durch diese Komponenten kann
das Peptid in seiner Struktur verdndert oder auch ungleichmiafBig auf die Platte verteilt
bzw. beschichtet werden, und dadurch schlechter gebunden werden.

Als néchster Schritt sollte ein geeigneter Verdiinnungspuffer fiir die verschiedenen
Bestandteile des ELISAs ausgesucht werden. Auch hier konnte nachgewiesen werden,
dass der pH-Wert, die Elektrolytkonzentration und das Losungsmittel zu verschiede-
nen Ergebnissen fiihren konnen. Aus diesem Grund wurden, auch wie schon erwihnt,
zwei verschiedene Verdiinnungspuffer beniitzt. Sowohl der Erstantikérper als auch das
Zweitantikorper-Konjugat zeigten in einem Tris-Puffer deutlich bessere Ergebnisse.
Der schwierigste Teil dieser Arbeit war der Nachweis und die Konzentrationsbestim-
mung des Peptids in Liquor- und Serumproben. Um die Qualitdt der Methode zu {iber-
priifen, wurden anfangs Kontrollen mit einer bestimmten Menge an Peptid hergestellt
und im Testsystem eingesetzt. Es wurden verschiedene Verdiinnungen dieser Proben
ausgetestet, die sowohl qualitativ als auch quantitativ gute Ergebnisse lieferten. Es
gab aber Schwierigkeiten, als Liquor- und Serumproben von Patienten eingesetzt wur-

den. Der entwickelte ELISA konnte zwar alle Proben qualitativ eindeutig erkennen,

43



Diskussion

bei der Konzentrationsbestimmung waren aber alle gemessenen Werte hoher als die
massenspektrometrisch bestimmte Menge. Ein Grund fiir diese Problematik konnte
sein, dass die Zusammensetzung von Liquor und Serum das Testsystem beeinflusst,
diese beeinflussenden Faktoren aber in einer massenspektrometrischen Messung nicht
erfasst werden.

In dieser Arbeit konnte eine ELISA fiir den Nachweis eines kleinen Peptids aus Li-
quor- und Serumproben etabliert werden. Es wurde gezeigt, dass diese Methode fiir
den qualitativen Nachweis geeignet ist. In weiteren Versuchen konnen nun die Bedin-
gungen verdndert werden, so dass dieses Testsystem auch geringere, quantitative Un-

terschiede im Patientenmaterial erkennen kann.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines Immunoassays flir den
spezifischen Nachweis eines kleinen Peptids aus Liquor- und Serumproben. Fiir die
Analyse wurden verschiedene Mikrotiter-Assayplatten in Verbindung mit unterschied-
lichen Pufferlosungen ausgetestet. Es konnte gezeigt werden, dass Polystyren-Platten
mit einer hydrophoben Oberflidche in Kombination mit Karbonatpuffer bei Raumtem-

peratur die beste Bindung des Testpeptids lieferten.

Desweiteren wurden die Bedingungen fiir den Nachweis des Peptids mit einem spezi-
fischen, polyklonalen Antikorper optimiert. Durch verschiedene experimentelle Modi-
fikationen konnten die besten Bedingungen fiir die Analyse und Detektion bestimmt
werden. Es wurde gezeigt, dass alle Schritte unter Raumtemperatur die optimalen Er-

gebnisse lieferten.

SchlieBlich konnte mit diesem Testverfahren das gewiinschte Antigen auch aus Patien-

tenmaterial wie Liquor- und Serumproben nachgewiesen werden.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe eines Immunoabsoptions-

Assays kleine Peptide spezifisch aus Liquor- und Serumproben nachgewiesen werden

konnen.
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