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Kurzfassung

Sepsis gehdrt nach wie vor zu den haufigsten Todesursachen auf Intensivstationen. Um die
hohe Sterblichkeitsrate zu reduzieren, ist eine schnelle und sichere Diagnose notig, wie es
der Bereich des Point-of-Care-Testing (POCT) gewahrleistet. In diesem Zusammenhang gilt
Procalcitonin (PCT) als vielversprechendster Marker, der zuverlassig zwischen einer Sepsis
und einem systemischen inflammatorischen Response-Syndrom (SIRS) unterscheiden und
zur Verlaufskontrolle der Krankheit bzw. zur Kontrolle der Therapie eingesetzt werden kann.
Die bisherigen Nachweismethoden entsprechen nicht den POCT-Kriterien. Daher wurde in
der vorliegenden Arbeit ein neuer, sensitiver Fluoreszenz-Immunoassay (FIA) fur eine
Anwendung auf einem TIRF (total internal reflection fluorescence)-basierenden POCT-Geréat
entwickelt. In diesem Rahmen wurden weiterhin beide nativen Formen des humanen PCTs
(hPCT) rekombinant hergestellt zur Verwendung als Standard.

Im ersten Schritt wurde ein Sandwich-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) mit neu
entwickelten monoklonalen Antikdrpern (mAk) gegen hPCT entwickelt. Dieser wurde auf das
POCT-Gerat im FIA-Format Ubertragen und erfiillite alle wichtigen Kriterien einer POCT-
Anwendung. Dazu wurde zuerst ein Screening zur Identifikation des geeignetsten Ak-Paares
durchgefuhrt und unspezifische Anbindung durch die Zugabe von passenden Substanzen
verhindert. Weiterhin wurde die Reproduzierbarkeit der Messungen zwischen verschiedenen
Geraten und Cartridgechargen getestet. Mit dem optimierten Assay wurden Standardkurven
in humanem EDTA-Plasma und humanem Vollblut erstellt. Der Assay erreichte jeweils eine
Nachweisgrenze von 0,04 ng/mL bzw. 0,02 ng/mL und eine Bestimmungsgrenze von
0,12 ng/mL bzw. 0,09 ng/mL. Dies entspricht den Anforderungen, um sicher zwischen
gesunden und kranken Personen zu unterscheiden. Der gezeigte Assay ist, nach
Kenntnisstand, der erste in Vollblut anwendbare Nachweis und zeigt zusatzlich die nétige
Sensitivitat. AnschlieBend wurde der entwickelte Assay mit Patientenproben validiert. Im
Vergleich mit dem Goldstandard Kryptor® (Brahms) konnte eine sehr gute Korrelation von R?
zwischen 0,94 und 0,99 fir verschiedene Probensets und Fanger-Ak erzielt werden (n=8-25).
Da Sepsis auch in der Veterindrmedizin eine der h&aufigsten Todesursachen darstellt und
hPCT und equines PCT (ePCT) eine hohe Homologie in der Aminoséauresequenz aufweisen,
wurde der entwickelte Sandwich-ELISA fir ePCT angepasst. Zwischen hPCT und ePCT
ergab sich eine Kreuzreaktivitdt von 409. Als Standard wurde erstmals ePCT rekombinant in
einer Kooperation hergestellt. Der Assay zeigte einen Arbeitsbereich von 25-1000 ng/mL,
Intra-Assay- und Inter-Assay-Variationskoeffizienten lagen je unter 15%. Weiterhin zeigte eine
erste Untersuchung mit septischen und gesunden Pferden einen signifikanten Unterschied
(P =0,0006) in der mittleren PCT-Konzentrationen der gesunden im Vergleich zu den kranken

Pferden.






Abstract

Sepsis is still one of the most common causes of death in intensive care units. To reduce the
high mortality rate a fast and reliable diagnosis is required, a point ensured in the field of Point-
of-Care Testing (POCT). In this context Procalcitonin (PCT) is one of the most promising
markers. It distinguishes reliably between sepsis and systemic inflammatory response
syndrome (SIRS) and can be used for monitoring the state of the illness and the usefulness
of the therapy. None of the current detection systems for PCT fulfills the conditions of a POCT
application. Therefore, the aim of this study was to develop a new and highly sensitive
fluorescence immunoassay (FIA) for the measurement of PCT with a TIRF (total internal
reflection fluorescence) based POCT device. In addition, human recombinant PCT (hrPCT)
used as a standard was developed in the native forms of hPCT.

First a Sandwich-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) was developed with new
monoclonal antibodies (mADb) targeting hPCT. This assay was transferred to the POCT device
in a FIA format and fulfilled all necessary conditions of a POCT application. A screening was
done to identify the most proper Ab pair and unspecific binding was inhibited by adding
appropriate substances. Furthermore reproducibility of measurements between different
devices and different batches of cartridges was tested. Standard curves in human EDTA
plasma and whole blood were performed. The assay achieved a limit of detection of
0.04 ng/mL and 0.02 ng/mL, respectively, and a limit of quantification of 0.12 ng/mL and
0.09 ng/mL, respectively. These results fit the requirements for distinguishing between healthy
and ill persons. According to literature, this assay is the first assay applicable in whole blood
and also shows the necessary sensitivity. Afterwards the developed assay was validated with
patient samples. The assay showed a good correlation to the standard assay Kryptor®
(Brahms) with R? between 0.94 and 0.99 for different sets of samples and capture Ab (n = 8-
25).

As sepsis is also one of the most common causes of death in the veterinary medicine and
hPCT and equine PCT (ePCT) show a high homology in the amino acid sequence, the
developed Sandwich-ELISA was adapted to ePCT. The assay showed a cross reactivity of
409 between hPCT and ePCT. In a cooperation ePCT was developed as a recombinant
protein for use as a standard for the first time. The assay showed a working range of 25-
1000 ng/mL, the intra assay and inter assay coefficients of variation were below 15 %.
Moreover a first study with septic and healthy horses showed a significant difference

(P = 0.0006) in the mean PCT concentration of healthy horses in comparison to the septic

group.
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1 Einleitung und Zielsetzung der Arbeit

1.1 Bakterielle Infektionen und Sepsis beim Menschen

Mit fast 155000 erwarteten Neudiagnosen einer Sepsis oder schweren Sepsis und einer
Sterblichkeitsrate von 55 % bei schwerer Sepsis ist diese Erkrankung die dritthaufigste
Todesursache in Deutschland [1,2]. Einer Studie des Deutschen Kompetenznetzes Sepsis
zufolge sterben téaglich durchschnittlich 154 Menschen in Deutschland an einer Sepsis [2], die
umgangssprachlich auch als Blutvergiftung bezeichnet wird. In einer Studie in den USA von
Martin et al. Gber eine Dauer von 22 Jahren zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Sepsisfalle
um 8,7 % mit einer steigenden Anzahl an Todesfallen [3]. Grunde fir diesen Anstieg kdnnen
u.a. der steigende Gebrauch von Immunsuppressiva und die steigende Anzahl von
Antibiotikaresistenzen aufgrund von Antibiotikatiberdosierung sein. Vincent et al.
untersuchten die Haufigkeit von Sepsis in europaischen Intensivstationen. Hier ergab sich,
dass uber 35 % der Patienten auf Intensivstationen im Laufe ihres Aufenthalts eine Sepsis
entwickeln, wobei sich die Sterblichkeitsrate bei Sepsis auf 27 % und bis zu 50 % bei
septischem Schock beliefen [4]. Eine Reihe weiterer Studien zur Epidemiologie der Sepsis
zeigen, dass in den meisten Landern ein Intensivpatient von zehn eine schwere Sepsis hat
[5]. Das alles macht Sepsis zur haufigsten Todesursache auf nichtkardiologischen

Intensivstationen [6,7].

Sepsis wurde durch das American College of Chest Physicians/Society of Critical Care
Medicine (ACCP/SCCM) definiert als systemisches inflammatorisches Response-Syndrom
(SIRS), das durch eine Infektion verursacht wird [6]. Die Kriterien der verschiedenen Stufen
einer Sepsis sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Tabelle zeigt, dass es bei einer Sepsis

keine spezifischen klinischen Symptome gibt. Das macht die Diagnose fiir den Arzt schwierig.



Tabelle 1 Definition und Kriterien der ACCP/SCCM [6,8 ,9]

Nomenklatur Definition und Kriterien

Infektion (1) Entzindungsreaktion als Antwort auf die Anwesenheit von
Mikroorganismen oder das Eindringen von Mikroorganismen
in sonst steriles Gewebe; Diaghose Uber mikrobiologischen

Nachweis oder durch klinische Kriterien

Bakteriamie Anwesenheit lebensfahiger Bakterien im Blut
Systemisches systemische Entziindungsantwort in Abwesenheit einer
inflammatorisches Infektion; mind. 2 der folgenden Kriterien:

Respons-Syndrom (SIRS)

) e Temperatur >38T oder <36

e Herzfrequenz <90/min (Tachykardie)

* Atemfrequenz >20/min (Tachypnoe) oder PaCO:
<23 mm Hg (Hyperventilation)

e WBC > 12000/mm? (Leukozytose), <4000/mm?
(Leukopenie) oder >10 % unreife Neutrophile im

Differenzialblut

Sepsis systemische Entziindungsreaktion auf eine Infektion,

Kriterien | + 11

Schwere Sepsis Sepsis mit begleitender Organdysfunktion, Hypotension oder

Hypoperfusion

Septischer Schock Sepsis oder schwere Sepsis mit Hypotension und

Hypoperfusion

Die haufigste Infektionsursache ist eine Bakteriamie verursacht durch grampositiv oder
gramnegative Bakterien [10,11]. In einer Studie wurde gezeigt, dass der Einfluss von Acetyl-
Homoserin-Lactonen (AHL, Signalstoff gramnegativer Bakterien) auf die Immunantwort eine
maogliche Erklarung der Deregulierung und Fehlfunktion in der Immunabwehr im Falle einer
Sepsis darstellt [12].



Bei Verdacht auf Sepsis ist nach wie vor die Blutkultur zum Nachweis der Infektion und der
Erregerresistenz empfohlen [8,13]. Manche Forscher sind allerdings der Meinung, dass eine
Infektion nicht notwendigerweise nachgewiesen sein muss, sondern der Verdacht ausreicht;
gerade auch im Hinblick darauf, dass bei bis zur Halfte der Patienten mit Symptomen einer
Sepsis kein definitiver Nachweis einer Infektion mdglich ist [14]. In der Studie von Vincent et
al. konnten nur bei 60 % der Patienten mit Sepsis Mikroben isoliert werden [4]. Zuséatzlich
dauert eine Blutkultur lange, so dass einige Zeit vergeht bis Ergebnisse vorliegen. Dies kann
Tage dauern [15], zu lange fUr Patienten mit Sepsis. Denn eine friilhe Erkennung der Sepsis
und damit ein schneller Therapiebeginn, wie die Gabe von Antibiotika, sind entscheidend, um
die hohe Letalitat zu senken. In einer Studie von Kumar et al. zeigte sich, dass die Zahl der
Uberlebenden von 79,9 % auf 70,5 % sinkt, wenn der Beginn einer antimikrobiellen Therapie
nicht innerhalb der ersten Stunde, sondern erst zwischen der ersten und zweiten Stunde nach
dem Auftreten einer mit einem septischen Schock verbundenen Hypotension erfolgt [16]. In
jeder weiteren Stunde Verzégerung sinkt die Uberlebenschance durchschnittlich um weitere
7,6 % [16]. Allerdings konnten Garnacho-Montero et al. zeigen, dass eine falsche
Antibiotikatherapie bei einer Sepsis zu einer héheren Sterblichkeit oder zumindest zu einem
langeren Aufenthalt in der Intensivstation fuhrt [17]. Das zeigt, wie dringend notwendig es ist
eine Methode zu haben, die einerseits zuverlassig eine bakterielle Ursache von anderen
Ursachen einer Sepsis unterscheidet; und andererseits, dass deren Ergebnisse dem Arzt friih

zur Entscheidungsfindung zur Verfligung stehen.

Eine weitere Moglichkeit der Sepsisdiagnose ist ein Scoring System, wie es Elebute und
Stoner 1983 entwickelt hatten [18]. Hier werden verschiedene Symptome in vier Klassen
eingeteilt. Innerhalb dieser Klassen werden dann verschiedenen Kennzeichen Punkte
zugeordnet und die Gesamtsumme ermdglichte eine Prognose. Dieses System setzte sich
allerdings nicht in der Praxis durch. Fir die Erkennung einer Entzindungsreaktion stehen
weiterhin viele Inflammationsparameter zur Verfiigung, u.a. Zytokine, wie die Interleukine IL-
6 und IL-8 und der Tumornekrosefaktor a (TNF-a), Akut-Phase-Proteine wie das C-reaktive
Protein (CRP) oder andere Parameter wie Neopterin. Diese sind zumeist nicht spezifisch
genug fir eine Sepsisdiagnose bzw. eine Verlaufskontrolle der Sepsis und kénnen dem Arzt
so nur Anhaltspunkte geben [19,20]. Zurzeit gilt Procalcitonin (PCT) als einer der
vielversprechendsten Entziindungsmarker zur zuverlassigen Diagnose von Sepsis und zur

Kontrolle der Therapie und des Krankheitsverlaufes (vgl. 2.1).

In einem friheren Projekt der Arbeitsgruppe wurden monoklonale Antikérper (mAKk)
hergestellt, die gegen humanes PCT (hPCT) gerichtet waren [21]. Hierzu wurden
Peptidbruchstiicke der verschiedenen Domanen des PCTs zur Immunisierung verwendet. Mit

diesen wurde ein Sandwich-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) zur Detektion von



PCT entwickelt. Als Standard wurde ein kommerziell erhéltliches humanes rekombinantes
PCT (hrPCT) verwendet. Bei Versuchen mit Patientenproben konnte mit diesen mAk
allerdings das native hPCT nicht mit einer zufriedenstellenden Korrelation zum etablierten
Detektionssystem fur hPCT, dem Kryptor® von BRAHMS, nachgewiesen werden [22].
Daraufhin wurden neue mAk gegen hPCT hergestellt, indem die gesamte Polypetidsequenz

zur Immunisierung verwendet wurde [22].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein sensitiver hPCT-Assay entwickelt, der auf den neu
entwickelten mAk beruht, und die Hauptcharakteristiken einer Point-of-Care-Testing (POCT)
Anwendung erfillt. Der Bereich des POCT eignet sich besonders fiir die Sepsisdiagnose, da
hier eine einfache Handhabung und schnell zur Verfigung stehende Ergebnisse zwei
Hauptcharakteristiken darstellen (vgl. 2.3.1). Bisher erfillt kein Nachweis fur hPCT alle
erforderlichen Kriterien einer POCT-Anwendung. Der erste Abschnitt war die Entwicklung
eines Sandwich-ELISA zur Quantifizierung von hPCT auf der Basis der neu entwickelten mAKk.
Der entwickelte Assay wurde dann in einem Fluoreszenzimmunoassay (FIA)-Format auf einen
optischen Immunosensor Ubertragen und so angepasst, dass er alle Hauptkriterien fir eine
POCT-Anwendung erfillt. Hierzu zahlte eine einfache Handhabung, die keine Bearbeitung
der Proben bendtigte, d.h. der entwickelte Assay sollte sowohl in humanem Plasma als auch
in humanem Vollblut angewendet werden kénnen. Weiterhin sollte er die bengtigte Sensitivitat
erreichen, die eine sichere Unterscheidung zwischen gesund und einer bakteriellen Infektion
ermdglicht, sowie das Monitoring des Krankheitsverlaufes auch im niedrigen
Konzentrationsbereich. Der Immunosensor wurde von der Firma pes diagnosesysteme GmbH
(Markkleeberg, Deutschland) zur Verfigung gestellt und verwendet eine auf TIRF-beruhende
optische Detektion. Der entwickelte Assay wurde abschliel3end mit Patientenproben validiert,
deren PCT-Konzentration bereits mit dem Goldstandardgerat (Kryptor®, Brahms,
Henningsdorf, Deutschland) ermittelt worden war, um so eine Korrelation zwischen den

Geraten erstellen zu konnen.

1.2 Bakterielle Infektionen und Sepsis beim Pferd

Bakterielle Infektionen bzw. Sepsis sind auch im Bereich der Haus- und Nutztiere ein haufig
auftretendes Krankheitsbild. Bei neugeborenen Fohlen sind bakterielle Infektionen eine der
Haupttodesursachen [23]. Bei adulten Pferden ist dies die Kolik, deren Mortalitatsrate eng mit
dem Grad der Endotoxamie verbunden ist [24]. Pferde sind anfallig fir eine Endotoxamie, da

sie eine grofRe Anzahl an Mikroorganismen im Colon beherbergen. Die Endotoxine der



Mikroorganismen, die Lipopolysaccharide (LPS), kdnnen die Darmschleimhaut bei einer nicht
intakten Mucosabarriere Uberwinden und so in die Blutbahn geraten [25]. Zu einer
Beeintrachtigung der Mucosabarriere kommt es durch eine gestdrte Blutversorgung, wie es
bei einer Kolik der Fall ist. Dies kann dann zur Entwicklung einer Sepsis fihren, deren

haufigster Ausloser bei Pferden Bakterien oder deren Produkte sind [26].

Fur eine Sepsis bei Pferden gibt es keine eigene Definition. Hier werden zumeist die Kriterien
aus der Humanmedizin Ubernommen; d.h. dass fir eine Sepsis mindestens zwei der
folgenden Kriterien erflllt sein muissen (siehe hierzu auch Tabelle 1): Fieber bzw.
Hypothermie, Tachykardie, Tachypnoe bzw. Hypokaponie, Leukozytose, Leukopenie oder
eine erhohte Anzahl unreifer, neutrophiler Granulozyten; flr eine schwere Sepsis muss
zusatzlich ein Multiorganversagen auftreten, wie z.B. in Form von Hufrehe [27]. Weitere
Anzeichen bei Pferden sind u.a. depressive oder lethargische Verstimmung, abdominales

Unwohlsein, schwacher Puls und kalte Extremitéten [26].

Um die Diagnose zu erleichtern, wurde auch fur Pferde ein Scoring System fur Sepsis
eingefuhrt. Zuerst wurde ein System fur Sepsis bei Fohlen mit einem Alter von maximal 12
Tagen entwickelt, bei dem 14 Kriterien beachtet wurden [28]. 2012 entwickelten Breuer et al.
ein Scoring-System fir adulte Pferde. Dieses beinhaltete 16 Parameter, die in der Human-
und Veterindrmedizin Hinweise auf eine Sepsis liefern kénnen. Erreicht der Patient = 13
Punkte wird er als positiv fir Sepsis eingestuft, bei 10-12 Punkten als fraglich und bei < 10
Punkten als negativ. Dieses System zeigte bei der Diagnose eine Sensitivitat von 96 % und
eine Spezifitat von 100 % [27].

Eine weitere Moglichkeit stellt auch in der Veterinarmedizin der Erregernachweis mittels
Blutkulturen dar. Allerdings zeigen Untersuchungen auch hier, dass zwischen 10-67% der bei
einer Sektion gefundenen Bakterien nicht in Blutkulturen nachgewiesen werden konnten.
Hierfur fuhren die Autoren verschiedenen Griinde an: Eine Behandlung mit Antibiotika im
Vornhinein, zu wenig Probenmaterial, Fehler beim Transport usw. [29,30]. Weiterhin dauert
es bei Blutkulturen sehr lange bis Ergebnisse vorliegen (48 — 72 Stunden), bei vielen

Krankheiten zu lange, um darauf zu warten, wie z.B. im Falle einer Kolik [30].

Da PCT ein zuverlassiger Marker fur Sepsis in der Humanmedizin ist, gibt es Uberlegungen,
dass das Prohormon auch fiir die Diagnose equiner Sepsis herangezogen werden kann. Fur
die Detektion von ePCT stehen der Veterindrmedizin allerdings keine Tests zur Verfligung.
Daher war ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit einen Assay zum quantitativen Nachweis
equinen PCTs (ePCT) auf der Basis der fur hPCT hergestellten mAk zu entwickeln. Dieser
wurde anschlieBend fur die Anwendung mit equinem Plasma angepasst und charakterisiert.

AbschlieRend wurde der Assay an Patientenproben von gesunden und erkrankten Pferden



validiert. Hier soll auch gezeigt werden, ob es mdglich ist, als septisch eingestufte Pferde von

gesunden zu unterscheiden.



2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Procalcitonin

Eine richtige und zeitnahe Diagnose einer Sepsis stellt immer noch ein Problem in der Medizin
dar, da fir diese Diagnose kein Goldstandard zur Verfigung steht [31]. Dabei ist der
entscheidende Faktor zur Reduzierung der hohen Letalitat der Zeitpunkt der Diagnhose [20].
Die gangigen mikrobiologischen Methoden haben grof3e Nachteile, z.B. eine zeitliche
Verzégerung und keine ausreichende Genauigkeit, wie bei Blutkulturen, oder sie sind zu
aufwendig fur die Routinediagnostik, wie eine Lungenbiopsie [32]. Oftmals kann mit Kulturen
die verursachende Mikrobe nicht identifiziert werden [33,34]. Daher wird seit Langem ein
zuverlassiger Entziindungsmarker gesucht, der die Anspriiche eines idealen Sepsismarkers
erfullt. Diese sind nach Russwurm die Ermdglichung einer frihen Diagnose, eine Hilfe zur
Unterscheidung zwischen einer systemischen Entziindungsreaktion infektidsen bzw. nicht-
infektidsen Ursprungs, und die Information tiber den Verlauf und die Prognose der Verfassung
des Patienten [35].

In diesem Zusammenhang wurde Procalcitonin (PCT) in zahlreichen klinischen Studien der
letzten Jahre als einer der vielversprechendsten Biomarker zum Nachweis von mikrobiellen

Infektionen und Sepsis angesehen [8,15,36].

2.1.1 Das Protein

PCT ist eine Polypeptid-Vorstufe des Hormons Calcitonin, das den Calcium-Haushalt im
menschlichen Korper reguliert. PCT besteht aus 116 Aminosauren (AS) und hat ein
Molekulargewicht (MW) von ca. 13 kDa [37,38]. Bei gesunden Personen wird PCT in der
Schilddrise gebildet und anschlieBend zum Hormon Calcitonin abgebaut. Die
Plasmakonzentration liegt normalerweise unter 0,05 ng/mL [39]. Das PCT wird in drei
Abschnitte unterteilt: N-terminaler Bereich, Calcitonin und Katacalcin (siehe Abbildung 1)
[40,41].



Preprocalcitonin “1 — 141"

A 4

Procalcitonin “26 — 141"

>
Signal- N-terminale Region Calcitonin Katacalcin
sequenz
1-25 26-82 85-116 121-141
25AS 57 AS 32AS 21AS

Abbildung 1 Bildung und proteolytische Spaltung des PCTs unter normalen Stoffwechselbedingungen:

Das vom Calc-l Gen codierte Preprocalcitonin besitzt zusatzlich ein 25 AS langes hydrophobes
Signalpeptid; das PCT wird selbst in drei verschieden e Fragmente unterteilt, den N-terminalen Bereich,
das eigtl. Hormon Calcitonin und Katacalcin (nach [  42])

PCT wird vom CALC-I Gen auf Chromosom 11p15 kodiert [43]. Das Preprocalcitonin stellt die
erste gebildete Stufe dar, das durch proteolytische Spaltung zum PCT abgebaut wird.
Alternatives SpleiRen des PCTs fiuhrt zu PCT-1, PCT-Il und calcitonin-gene-related peptide
(CGRP), einem Neuropeptid. PCT-I und PCT-Il unterscheiden sich nur in den AS des C-
terminalen Bereiches. Im Falle einer Sepsis werden PCT-l1 und PCT-Il vorwiegend von
anderen Geweben gebildet, wie Leber, Testikel, Lunge und Niere [41,44]. Auch mononukleare
Zellen des peripheren Blutes (PBMC, peripheral blood mononuclear cell) produzieren in vitro
PCT nach einer Stimulierung mit Zytokinen und Lipopolysacchariden (LPS, mikrobielle
Endotoxine) [45,46]. Whang et al. konnten im Hamstermodel zeigen, dass eine Stimulierung
durch die Gabe von TNF-a zu einer Erh6hung der PCT-Konzentration, &hnlich wie bei einer
Sepsis, fuhrt [47]. Diese Zytokine werden durch bakterielle Produkte evoziert, wie z.B. LPS
aus der Zellwand gramnegativer Bakterien oder Teichonsaure aus der von grampositiven
Bakterien. Diese kdnnen extern in den Korper gelangen oder endogen durch die Darmwand
[48]; d.h. die PCT-Expression wird direkt tber mikrobische Toxine und indirekt tber
Entzindungsmediatoren wie Zytokine stimuliert. Die Induktionszeit von PCT betragt zwei bis
vier Stunden, wobei es die Maximalkonzentration nach acht bis 24 Stunden erreicht; die
Halbwertszeit in vivo wird mit ca. 24 Stunden angegeben [46,49,50]. Die erhéhten PCT-Werte
bleiben wahrend der gesamten Entzindungsreaktion erhalten und sinken erst bei einer

Verbesserung des Krankheitszustandes [14].

In einer Untersuchung von Weglohner et al. stellte sich heraus, dass es neben der bisher
bekannten Form des PCTs mit 116 AS (PCT1-116) auch eine Form mit 114 AS bei Patienten

mit Sepsis gibt. Bei dieser Form fehlen die ersten zwei AS des N-terminalen Bereiches [51].



Es konnte gezeigt werden, dass die beiden AS durch die Dipeptidyl Peptidase IV abgespalten
werden [52]. Struck et al. bestétigten die Ergebnisse von Wegléhner et al. und zeigten, dass
PCT1-116 bereits kurze Zeit nach der Bildung zu PCT3-116 abgebaut wird und sich das
Verhdltnis der beiden Arten mit der Zeit zum PCT3-116 verschiebt [53].

Zusatzlich zum intakten PCT und dem Hormon Calcitonin lassen sich verschiedene
Bruchsticke finden: Das Amino-PCT (N-terminale Region), das CT:CCP-1 (Calcitonin und
Katacalcin zusammen) und CCP-1 (Katacalcin) [54]. Bei gesunden Personen fanden Snider
et al. Konzentrationen von 0,19 fmol/mL PCT, 0,17 fmol/mL CT:CCP-1, 4,15 fmol/mL Amino-
PCT, 3,17 fmol/mL CCP-1 und 1,84 fmol/mL Calcitonin [54]. Bei einer Sepsis andert sich die
Verteilung, so dass Calcitonin auf 0 % absinkt und das intakte PCT sowie das Amino-PCT im
Vergleich zu CT-CCP-1 und CCP-1 stark ansteigen [55].

Zur biologischen Wirkung von PCT gibt es mittlerweile zahlreiche Studien, trotzdem ist sie
noch nicht zur Ganze geklart. Studien mit Hamstern und Schweinen zeigten, dass eine
Injektion von hPCT in septische Tiere zu einer hoéheren Letalitatsrate fuhrt. Die
Immunoneutralisation des PCTs hingegen erzielt eine hohere Uberlebenschance, indem die
Behandlung die physiologische und metabolische Verschlechterung hemmt [7,56,57]. U.a.
konnte gezeigt werden, dass PCT die Induktion der NO-Synthase (iNOS) reguliert [58] und es
als Chemokin wirkt, dem eine dhnliche Rolle wie die des CRP zugeschrieben wird. Zudem hat

es einen Einfluss auf das zyklische Adenosinmonophosphat (CAMP) -System [59].

2.1.2 Der Sepsismarke r

Die PCT-Konzentration im Plasma bei gesunden Menschen liegt normalerweise deutlich unter
0,1 ng/mL und steigt innerhalb von 24 Stunden im Falle einer bakteriellen Infektion mit dem
Grade der Schwere auf bis zu Uber 1000 ng/mL an [15,21,36,41,50,60,61]. Zu systemischen
Entzindungen mit erhohter PCT-Konzentration gehdren wu.a. Verbrennungen [62],
Pneumonitis [63], Hitzschlag [64], Endotoxamie [46] und Sepsis [21,60]. Der
schweregradabhéngige Anstieg der PCT-Konzentration macht es mdglich, zwischen einer
SIRS (systemic inflammatory response syndrome), einer Sepsis bzw. schweren Sepsis und
einem septischen Schock zu unterscheiden [65] (siehe Abbildung 2). Eine PCT-Konzentration
von 10 ng/mL und hoéher wird mit einem septischen Schock in Verbindung gestellt,
wohingegen Konzentrationen zwischen 2 und 10 ng/mL fir eine Sepsis und Konzentrationen

zwischen 0,5 und 2 ng/mL fir eine SIRS sprechen und auch andere Mdglichkeiten einer



erhdhten PCT-Konzentration nicht ausschlieRen. Bei Konzentrationen von unter 0,5 ng/mL ist

eine Sepsis unwahrscheinlich, es kdnnte aber eine lokale Infektion vorliegen [15,40].

Lokale _ Septischer
gesund Infektion SIRS Sepsis Schock
hPCT [ng/mL] <0,05 <05 <2 <10 " >10

Abbildung 2 Anstieg der Plasma-PCT-Konzentration und das damit korrelierte Krankheitsstadium (nach
[42])

Steinwald et al. konnten in einem Hamster-Model zeigen, dass die Serum-PCT-Konzentration
mit der Schwere der Erkrankung und der damit einhergehenden Sterberate ansteigt [66]. In
einer Studie von Harbath et al. konnte anhand eines Schwellenwerts von 1,1 ng/mL PCT mit
einer Sensitivitat von 97% und einer Spezifitat von 78% zwischen Patienten mit SIRS und
solchen mit einer Sepsis, schweren Sepsis oder septischen Schock unterschieden werden
(im Vergleich zu IL-6 mit einer Sensitivitat von 67% und Spezifitat von 72% und zu IL-8 mit je
63% und 78%) [36]. Diese Ergebnisse wurden in Meta-Analysen aus den Jahren 2000 [61]
und 2013 [67] bestétigt.

Castelli et al. untersuchten den Nutzen von CRP und PCT als Marker. Sie kamen zu dem
Schluss, dass bei Patienten mit schwerer systemischen Entziindung, schwerer Sepsis und
Organdysfunktion PCT der bessere Parameter hinsichtlich der Einschatzung der Schwere,
der Prognose sowie des zeitlichen Verlaufs der Krankheit ist. PCT reagierte schneller als CRP
(24-48 h fruher), die PCT-Konzentrationen waren erst erhoht bei schwerer Sepsis und
septischen Schock (nicht bei SIRS) und stiegen mit dem Schweregrad an bzw. begannen erst
anzusteigen, wenn sich im Falle eines Traumas eine Sepsis aufgrund einer Infektion

entwickelte [60]. In einer Meta-Analyse von Simon et al. zeigte sich ebenfalls, dass PCT



sicherer zwischen einer bakteriellen und einer nichtinfektios verursachten bzw. einer viralen

Entziindungsreaktion unterscheiden kann [68].

Die PCT-Konzentrationen zeigen auch eine gute Ubereinstimmung mit der klinischen
Entwicklung der Patienten mit Sepsis [36,60,69]. Dauerhaft erhdhte oder sogar steigende
Konzentrationen sind mit einem ungunstigen Verlauf der Erkrankung korreliert. Dabei ist es
egal, ob diese aufgrund einer Infektion entstehen oder eine andere Ursache zugrunde liegt
[14]. RegelmaRige Messungen der PCT-Konzentration machen es mdglich einen Trend der
Erkrankung erkennen zu kénnen, da diese schnell ansteigt und PCT wahrend der
Entziindungsreaktion so lange gebildet wird, bis eine Besserung des klinischen Zustandes
eintritt. Dies ist ein Vorteil im Vergleich zu anderen Entzindungsmarkern, wie TNF-a, IL oder
CRP, die entweder sehr schnell sehr hohe Konzentrationen erreichen, aber eine kirzere
Halbwertszeit haben, oder langsamer ansteigen als Reaktion auf eine Entziindung [49,70].
Weiterhin ist das PCT-Molekiil sehr stabil in Blutproben, wodurch keine spezielle Behandlung

der Proben notig ist [49].

Es konnte in mehreren Studien fur Infektionen der Lunge gezeigt werden, dass die Messung
der PCT-Konzentration eine Reduzierung sowohl der Menge der verschriebenen Antibiotika
als auch die Dauer der Antibiotikagabe ermdglicht. Christ-Crain et al. beschrieben in ihrer
Studie eine Reduzierung der Dauer der Antibiotikagabe um 55% durch die PCT-Messungen
fur ambulant erworbene Pneumonie und eine deutlich geringere Verschreibung von
Antibiotika bei Infektionen der unteren Atemwege bei gleichem klinischen Ausgang [33,34].
Der unangemessene Gebrauch von Antibiotika im Falle von akuten Atemwegserkrankungen
steht im Verdacht einer der Hauptgriinde fur die weite Verbreitung von antibiotikaresistenten
Bakterien zu sein [33]. Die Notwendigkeit, den Einsatz von Antibiotika sinnvoller zu gestalten
und zu reduzieren, ist offensichtlich. Hierfuir scheint die PCT-gesteuerte Behandlung eine gute

Losung zu sein, gerade auch da viele Atemwegserkrankungen viral verursacht sind.

In der 1. Revision der S-2k Leitlinien der Deutschen Sepsis-Gesellschaft e.V. (DSG) und der
Deutschen Interdisziplinaren Vereinigung fur Intensiv- und Notfallmedizin (DIVI) wird die frihe
Messung der PCT-Konzentration empfohlen, um die Mdglichkeit einer schweren Sepsis
auszuschlieRen bzw. die Diagnose zu sichern und um die Effizienz einer antimikrobiellen
Therapie zu Uberprifen [71,72]. Auch die FDA (Food and Drug Administration) befirwortet
das Messen von PCT fur die Risikoabschétzung bei Patienten mit Sepsis [34]. Im Jahr 2008
wurde die ,Surviving Sepsis Campaign“ ins Leben gerufen, die ebenfalls Leitlinien fur die
Handhabung schwerer Sepsis und septischen Schocks herausgab. In ihnen wird empfohlen
bei Patienten, die keinen Beweis fur eine Infektion haben, geringe Konzentrationen an PCT

als Hinweis fir das Einstellen der Antibiotikagabe heranzuziehen [13].



2.1.3 Bestimmung von humanem PCT

Auf Grund der unter 2.1.2 aufgefiihrten Eigenschaften, wie der friihen Induktion, der langen
Halbwertszeit in vivo und der schnelleren Reaktion auf den klinischen Zustand des Patienten,
wird PCT als guter Entziindungsmarker fir eine Point-of-Care-Testing (POCT) Anwendung
betrachtet; sei es alleine oder in Kombination mit anderen Entziindungsmarkern. Gerade bei
einer Sepsis macht diese Anwendung Sinn, da es hier auf eine friihe Erkennung und einen
raschen Therapiebeginn ankommt, um die Mortalitatsrate zu senken [73]. Auf das POCT wird

in Abschnitt 2.3.1 genauer eingegangen.

Zurzeit gibt es mehrere Messsysteme zur Detektion von humanem PCT (hPCT) auf dem
Markt. Diese basieren alle auf einem Sandwich-Immunoassay, der von der Firma Brahms
GmbH (Henningsdorf, Deutschland) entwickelt wurde, und nun zur Anwendung auf
verschiedenen Geréaten verschiedener Hersteller zur Verflgung steht [15,74-77]. Einen
Uberblick tiber diese Immunoassays gibt Tabelle 2 wieder. Diese detektieren alle das intakte
PCT und das CT:CCP-1 Bruchstuck.



Tabelle 2 Charakteristiken der kommerziell erhéltli  chen PCT-Assays, zusammengestellt nach [42,78]

Mess- Analytische Funktionale ~ Proben -
) o o Messzeit
Name bereich Sensitivitat Sensitivitat (] volumen
min
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [pL]
PCT®-Q
- 0.5 - 30 200
(Brahms)
PCT LIA
0.1 -500 0.08 0.3 > 60 20
(Brahms)?
LIAISON®
_ _ 0.1 -500 <0.04 0.3 30 75
(Brahms/DiaSorin)
Sensitiv Kryptor © 0.02 - 50
0.019 0.06 19 50
(Brahms)? (5000)*
ADVIA Centaur ®
CP/XP 0.02 - 75.00 <0.02 <0.05 26 /29 100
(Brahms/Siemens)
ELECSYS®
0.02 — 100 <0.02 0.06 18 30
(Brahms/Roche)
VIDAS®
0.05 — 200 0.05 0.09 20 200

(Brahms/bioMérieux)!

* 0,02 bis 50 ng/mL in der Direktmessung, oder bis zu 5000 ng/mL verdinnt

Lvon der FDA zugelassen

Der PCT®-Q ist ein semi-quantitativer Sandwich-Assay. Es handelt sich hierbei um einen
immunochromatographischen Test, der keine Kalibrierung benétigt. Hierbei wird ein mit
kolloidalem Gold markierter muriner monoklonaler Antikdrper (mAk) gegen die Katacalcin-
Region und ein polyklonale Antikorper (pAk) vom Schaf gegen die Calcitonin-Region
verwendet. Die PCT-Konzentration wird dann durch Vergleich der Farbintensitat der

Testbande mit den Farbfeldern der Referenzkarte ermittelt [9,42].

Der PCT-LIA ist ein immunoluminometrischer Assay (ILMA) und wird manuell durchgefiihrt.
Er verwendet zwei mAKk, die gegen den Calcitonin- und Katacalcin-Teil des PCTs gerichtet
sind, wobei der Katacalcin-Ak auf der Innenseite eines R6hrchens immobilisiert ist und der
lumineszenzmarkierte Calcitonin-Ak mit der Probe fiir 1 h im Réhrchen inkubiert wird. Hierbei
bildet sich ein Sandwich-Komplex aus. Fir jeden Lauf muss eine 2-Punkt-Kalibrierung
durchgefihrt werden. Der Test misst das hPCT quantitativ [9,42,77].



Der LIAISON® (DiaSorin, Saluggia, Italien) ist ein Sandwich-immunoluminometrischer Assay.
Hierbei werden die mit Isoluminol markierten murinen mAk gegen die Calcitonin-Region mit
der Probe fur 10 min inkubiert und anschlieBend mit Magnetpartikeln, die mit dem murinen
mAk gegen die Katacalcin-Region beschichtet sind, fir weitere 10 min inkubiert. Es soll eine
2-Punkt-Kalibrierung der Masterkurve nach ca. zwei Wochen oder bei Chargenwechsel

durchgefuhrt werden (Informationen aus der Packungsbeilage und den Quellen [42,75]).

Der Sensitiv Kryptor® basiert auf der TRACE (time resolved amplified cryptate emission)-
Technik und stellt ein automatisiertes Messsystem dar. Hierbei kommt es zu einem
strahlungslosen Energietransfer von einem Donator- zu einem Akzeptormolekil, die jeweils
an einen fur PCT spezifischen Ak gebunden sind. Bildet sich der Sandwich-Komplex zwischen
dem pAk vom Schaf gegen die Calcitonin-Region und dem mAk gegen die Katacalcin-Region
in Gegenwart des Analyten aus, bringt dies die beiden Tracer so nah zusammen, dass ein
Energie-Transfer moglich wird. Im Vergleich zu den anderen aufgefiihrten Assays handelt es
sich hier um einen homogenen Assay, wohingegen es sich bei den anderen aufgefiihrten
Assays um heterogene Assays handelt. Alle Reagenzien und die Probe werden Uber ein
Pipettiermodul in die Kavitdten pipettiert. Alle 14 Tage muss eine 1-Punkt-Kalibrierung
durchgefuhrt werden [15,42,76,77]. Dieses System findet momentan die weiteste Anwendung
in Kliniken und bei Studien und wird daher als Gold-Standard der automatisierten Systeme

angesehen.

Der ADVIA Centaur® XP/CP von Siemens (Siemens Healthcare Diagnostics Ltd, Camberley,
GrofRbritannien) ist ein Sandwich-Chemilumineszenz-Immunoassay [79]. Hierbei wird ein Ak
auf magnetischen Kigelchen (beads) immobilisiert. Der Detektor-Ak tragt einen Acridinium-
Ester als Label. Nach einem Waschschritt wird Wasserstoffperoxid als Substrat zugegeben

und die Chemilumineszenzreaktion gestartet.

Beim ELECSYS® handelt es sich um einen Elektrochemilumineszenz-Immunoassay (ECLIA),
der auf dem automatisierten Elecsys, Modular oder Cobas e von Roche (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) angewendet werden kann. Der Sandwich-Komplex wird aus einem
biotinylierten mAk und einem mit einem Ruthenium-Komplex markierten mAk gebildet. Uber
Streptavidin wird der Sandwich-Komplex an Mikropartikel gekoppelt, die durch magnetische
Wirkung an die Oberflaiche der Elektrode fixiert werden. Die Chemilumineszenz wird
anschlieend mit einem Photomultiplier gemessen. Zusatzlich wird eine 2-Punkt-
Kalibrierkurve erstellt, Gber die die Ergebnisse berechnet werden (Informationen aus der

Packungsbeilage und den Quellen [42,74]).

Der VIDAS® von bioMérieux (Marcy L'Etoile, Frankreich) verwendet einen automatisierten

Sandwich ELFA (enzyme-linked fluorescent assay). Hierbei sind die mAk gegen die



Calcitonin-Region in einer Art Pipette immobilisiert. Die Probe und verschiedene Reagenzien
werden in dieses Rohrchen gezogen, wobei sich der Sandwich-Komplex mit dem
enzymgekoppelten mAk gegen die Katacalcin-Region bildet. Eine 2-Punkt-Kalibrierung erfolgt
alle 28 Tage [42,76].

Mit den Anti-Katacalcin mAks und den Anti-Calcitonin pAks von Brahms wurde weiterhin ein
PCT-Assay fir den automatisierten SphereLight 180 entwickelt. Dieser wurde damals von der

Olympus Corporation gebaut (Tokio, Japan), ist aber mittlerweile nicht mehr zu erwerben [80].

Weiter wurden auch in der Forschung verschiedene POCT-Assays fiir PCT entwickelt. Sauer
et al. entwickelten einen Protein-Chip zur simultanen Quantifizierung mehrerer Sepsismarker,
u.a. PCT [81]. Sie verwendeten kommerziell erhaltliche mAk von Hytest (Turku, Finnland)
gegen hPCT. Dieser Test erreichte einen LOD (limit of detection) von 0,078 ng/mL und dauert
4 h mit einem Probenvolumen von 50 pL. Dieses Testsystem hat die Gruppe weiterentwickelt,
so dass durch den Einsatz von Magnetpartikeln, die einerseits die Reagenzien und die Probe
intern mischen, und andererseits selbst als Detektionsreagenz dienen, das Probenvolumen
auf 4 uL und die Dauer auf 2,5 h reduziert werden konnte. Allerdings wurde der PCT-Assay
in diesem Ansatz nicht erneut getestet [82]. Dieses System wurde bisher nur auf humanes

Serum und Plasma angewendet.

In einer friheren Studie wurden bereits mAk gegen hPCT in dieser Arbeitsgruppe entwickelt
und in einem Sandwich-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays) eingesetzt [21]. In
phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) erreichte dieser LODs zwischen 1,4 und 8,2 ng/mL
und LOQs (limit of quantificaton) von 2,3 und 12,8 ng/mL. Die mAk wurden dann auf
verschiedenen optischen Immunosensoren angewendet:

Ein  optischer Immunosensor wurde zur  Multiparameter-Detektion  mehrerer
Entziindungsmarker eingesetzt [83]. In verschiedenen Puffersystemen erzielte dieses System
Arbeitsbereiche von 1120 — 3240 ng/mL bzw. 640 — 3400 ng/mL, d.h. deutlich Uber dem
klinisch relevanten Bereich.

Weiterhin wurden diese mAk gegen PCT auf einem fluoreszenzbasierten optischen
Immunosensor fir POCT von Baldini et al. angewendet [84,85]. Dieses Testsystem erreichte
in PBS einen LOD von 88 ng/mL, LOQ von 420 ng/mL und einen Arbeitsbereich von 280 —
50000 ng/mL. In dotiertem humanem Serum erreichte der Assay einen LOD von 20 ng/mL,
einen LOQ von 500 ng/mL und einen Arbeitsbereich von 760 — 20000 ng/mL. Fir eine
klinische Anwendung sind diese Ergebnisse nicht ausreichend.

Ein weiteres kompaktes POCT-System fir die klinische Diagnhose, das die hier entwickelten
mAKk nutzte, wurde von Kemmler et al. entwickelt [86,87]. Hierbei handelt es sich um einen

Immunofluoreszenz-Assay (FIA), der auf TIRF beruht. Die Messung dauert 25 min und



bendtigt 10 — 75 uL Serum bzw. Plasma. In einer 4 % (w/v) HSA (Humanserum Albumin)-
Lésung erreichte der Assay einen LOD von 0,34 ng/mL und in dotiertem humanem Plasma
einen LOD von 1 bzw. 37 ng/mL. Auch hier wurde nicht die benétigte Sensitivitat erreicht.

In spateren Versuchen mit Realproben zeigte sich, dass diese mAk das native hPCT nicht mit
einer zufriedenstellenden Korrelation mit dem Goldstandard Kryptor® von Brahms nachweisen
kénnen [22].

2.1.4 PCT beim Pferd

Da bei Pferden noch keine Standardmethode zur Sepsisdiagnose zur Verfligung steht, rtickt
auch in der Veterindrmedizin die Suche nach zuverlassigen Sepsismarkern in den Fokus.
Bisher gibt es nur wenige Daten bzgl. der Rolle von equinem PCT (ePCT) bei Sepsis von
Pferden. Experimente mit Hamstern, Schweinen und Pavianen zeigten, dass PCT im Falle
einer Sepsis exprimiert wird und somit auch in der Veterindrmedizin als Marker eingesetzt
werden konnte [7,66,88,89]. Pusterla et al. versuchten Transkripte verschiedener
Entzindungsmarker im Blut neugeborener Fohlen nachzuweisen. Hier konnte keine
signifikante Zunahme der PCT-Transkripte festgestellt werden. Dies erklaren Pusterla et al.
damit, dass PCT nicht in weil3en Blutkérperchen gebildet wird und daher wohl keine grof3e
Anzahl an Transkripten zu finden ist [30]. Dies lasst vermuten, dass PCT auch bei Pferden als

Marker verwendet werden kann. Hierfur gibt es allerdings bisher keine Testsysteme.

Das ePCT besteht aus 115 AS mit einem Molekulargewicht (MW) von 12,5 kDa. Toribio et al.
zeigten, dass das ePCT mit mehr als 74 % die gro3te Homologie innerhalb der AS-Sequenz
mit dem hPCT aufweist [90]. Beim Abschnitt innerhalb der AS-Sequenz, der das Hormon
Calcitonin darstellt, betragt die Ubereinstimmung sogar 90 % (siehe Abbildung 3). Durch die
hohe Ubereinstimmung in der AS-Sequenz konnte eine Detektion des ePCTs mit hPCT-
Assays mdglich sein, wenn die verwendeten Ak in den homologen AS-Sequenz Abschnitten

binden und die mAk mit beiden Analyten kreuzreagieren.
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Abbildung 3 AS-Sequenzen des humanen und equinen Prep  rocalcitonins und deren Ubereinstimmung;
grau = Signalsequenz des prePCTs, rot = N-terminaler  Bereich, blau = Calcitonin; schwarz = Katacalcin;
erstellt mit ClustalW2 (nach [90])

2.2 Immunochemische Analysemethoden

Immunochemische Methoden haben eine weite Verbreitung sowohl im Medizin-, als auch im

Umweltbereich. Dies liegt an der hohen Sensitivitdt, mit der noch kleinste Spuren des

gesuchten Stoffes in

einer Fille anderer Substanzen bei relativ einfacher Handhabung

nachgewiesen werden koénnen. Die selektive Erkennungseinheit im Immunoassay ist der

Antikdrper, dessen Interaktion mit dem passenden Antigen die zugrunde liegende Reaktion

darstellt. Zu den immunochemischen Analysemethoden gehdren u.a. der Radioimmunoassay

(RIA), der Fluoreszenzimmunoassy (FIA), der Chemilumineszenzsassay (CLIA) und der

enzymgekoppelte Immunnachweis (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay). Auf

Letzteren wird im Folgenden genauer eingegangen, da dieser Bestandteil der vorliegenden

Arbeit war.

2.2.1 Antikorper

als Erkennungselement in immunoche mischen

Analysemethoden

Antikérper (Ak), auch Immunglobuline (Ig) genannt, sind wichtige Bestandteile der

Immunantwort von Wirbeltieren. Sie erkennen spezifisch ein entsprechendes Antigen (Ag),

binden es und rekrutieren auch andere an der Immunantwort beteiligte Zellen. Somit sorgen

sie fur die Ausschleusung koérperfremder Substanzen aus dem Organismus. Es gibt flnf




Hauptklassen an Immunglobulinen: IgG, IgM, IgA, IgE und IgD, die sich durch die Isotypen
der schweren Ketten unterscheiden. Die Klasse der Immunglobuline G (IgG) tritt von den
genannten Gruppen mit ca. 85% der Gesamtglobulinmenge im Serum am haufigsten auf [91]
und wird daher zumeist im Immunoassay zum Einsatz kommen. Die zwei Aufgaben der Ak

sind in ihrem strukturellen Aufbau wiederzufinden (vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 4 Schematischer Aufbau eines Antikérpers, in diesem Fall eines Immunglobulin G-Molekils;
Fab = fragment antigen binding ; Fc = fragment constant (nach [91])

Ein Immunglobulin besteht aus zwei verschiedenen Typen von Polypeptidketten, der
schweren Kette (heavy chain, H-Kette) und der leichten Kette (light chain, L-Kette). Diese
liegen jeweils doppelt vor und sind tber Disulfidbriicken miteinander verbunden. Es werden
zwei Typen von L-Ketten unterschieden (k,A) und funf Typen von H-Ketten (y, a, y, d, €). Durch
eine proteolytische Verdauung der Gelenkregion mit dem Enzym Papain erhalt man zwei



verschiedene Abschnitte des Ak. Das C-terminale Ende des Ak stellt die konstante Region
dar (Fc-Fragment). Diese ist fUr die biologischen Effektorfunktionen der Ak zustéandig, besteht
ausschlie3lich aus schweren Ketten (Cnz und Cus) und variiert nur in den Klassen der Ak.
Jeweils eine leichte Kette (V. und C.) und die, mit dieser tber Disulfidbindungen verbundenen
schweren Ketten (Cui und V4), ergeben einen von zwei identischen Fab-Teilen (fragment
antigen binding). Der N-terminale Teil des Ak bildet die Ag-Bindungsregion und liegt im Fab-
Teil des Ak. Die Ag-Bindungsstelle wird auch als Paratop, die entsprechende Struktur beim
Ag als Epitop bezeichnet. Die Bindung zwischen dem Paratop und dem Epitop beruht auf der
Ausbildung von nichtkovalenten Bindungen, wie Van-der-Waals-Kréafte,
Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophobe und elektrostatische Bindungen, sowie der
raumlichen Passform (~Schlussel-Schloss-Prinzip*) und wird durch das
Massenwirkungsgesetz bestimmt. Der in dieser Arbeit beschriebene Assay verwendet 1gG-
Molekdile zur Detektion [91-93].

Es gibt verschiedene Herstellungsmethoden fir Ak, die zu polyklonalen Antikorper (pAk) oder
monoklonalen Antikdrpern (mAk) fihren.

Handelt es sich bei dem zu detektierenden Ag um ein Protein, kann dieses meist direkt zur
Immunisierung genommen werden. Ist das Ag eine niedermolekulare Substanz mit Mr < 5000,
z.B. ein Umweltgift, kommt es normalerweise zu keiner Immunantwort [94]. Diese kleinen
Molekiile werden als Hapten bezeichnet. Ein Hapten wird daher an ein héhermolekulares
Molekil (normalerweise ein Protein; Tragermolekil) kovalent gebunden und dann zur
Immunisierung verwendet [95].

Bei der Herstellung von pAk wird dem Tier zuerst das Ag injiziert, woraufhin eine
Immunantwort eingeleitet wird. Das Serum des Tieres enthélt dann sowohl Ak gegen die
verschiedenen Epitope des gesuchten Ag, als auch gegen das Tragermolekll im Falle einer
Immunisierung mit einem Hapten. Ebenso enthalt das Serum Ak gegen Substanzen, mit
denen das Tier friher in Beriihrung kam. Weitere Nachteile sind, dass die Ak-Produktion mit
der Lebensdauer des Tieres zusammenhangt und jedes Tier unterschiedlich auf eine
Immunisierung in Hinblick auf Zusammensetzung des Antiserums und der enthaltenen Ak-
Menge reagiert. Damit variiert auch die Spezifitat der pAk zwischen den Tieren und zwischen
den einzelnen Immunisierungen eines einzelnen Tieres, wodurch es keine Stabilitét zwischen
den Chargen gibt [91-93].

Bei mAK ist der entscheidende Unterschied, dass es sich hier um einen definierten Ak handelt.
Zur Herstellung wird die Hybridomatechnik von Koéhler und Milstein (1975) verwendet. Tiere
(zumeist Mause, aber auch Ratten) werden mit dem Ag immunisiert. Die Tiere produzieren
nun als Immunantwort ebenfalls erst einmal pAk. Den Tieren wird anschlieBend die Milz

entnommen und aus ihr werden B-Lymphozyten isoliert, die als Quelle fur die Ak-Produktion



dienen. Die B-Lymphozyten werden dann mit Krebszellen (Myelomzellen) fusioniert, es
entsteht die sogenannte Hybridomazelle. Diese tragt die Information zur spezifischen Ak-
Bildung der B-Lymphozyten und eine unendliche Teilungsfahigkeit der Krebszelle in sich. Die
Hybridomazellen werden vereinzelt, wodurch Zellkulturen entstehen, die jeweils einen
spezifischen Ak produzieren und nur aus einem Klon bestehen und daher als monoklonal
bezeichnet werden. Die Uberstande der Zelllinien enthalten die sezernierten mAk. Die
Uberstande werden in Immunoassays eingesetzt, wodurch diejenigen Hybridomazellen
gefunden werden, deren Ak die hdchste Affinitat und Spezifitdt zum gesuchten Ag aufweisen.
Die Hybridomazellen werden dann in Zellkulturen vermehrt, so dass eine unbegrenzte Anzahl

des gewinschten Ak identisch gebildet werden kann [91-93].

In beiden Fallen folgt meist ein Aufreinigungsschritt, obwohl, sowohl das Serum mit pAk als
auch der Zelliberstand mit mAk direkt eingesetzt werden kénnen. Die direkte Verwendung
hat oft den Nachteil, dass es u.a. zu Matrix-Effekten kommen kann, die langfristige Lagerung
problematisch ist und ein Markieren der Ak aufgrund der hohen Anzahl irrelevanter Proteine
nicht moglich ist. Mégliche Methoden fiir die Reinigung sind z.B. die Verwendung von Protein-

A bzw. G-Sepharose oder die spezifische Aufreinigung durch Affinitdtschromatographie [91].

Mittels der Hybridomatechnik war es mdglich, Ak auch rekombinant herzustellen. Hier wird
nicht der gesamte Ak produziert, sondern nur die relevanten Abschnitte. Fir die Ag-Ak-
Bindung ist alleinig der Fab-Teil des Ak entscheidend. Bei dieser Technik wird entweder der
Fab- oder der scFv- Teil (single chain fragment variable, V. und V4 mit einem Linker verknipft)
eines spezifischen Ak gebildet. Die passende mRNA wird aus einer Hybridomazelle isoliert,
in eine cDNA umgewandelt und einem zumeist einfacheren Organismus wie Escherichia coli
(E.coli) ins Genom eingebaut. Dieser exprimiert dann das gewiinschte Bruchstiick. Hierbei
handelt es sich um eine aufwendige Methode, die nicht den Stellenwert der pAk oder mAKs in
Immunoassays hat [92], sondern vorwiegend zur Herstellung therapeutischer Ak angewandt
wird [91].

2.2.2 Oberflachenplasmonenresonanzmessung zur Chara  kterisierung eines

Antikorpers

Der Ak ist der entscheidende Faktor fUr die Sensitivitdt und Spezifitat eines Immunoassays.
Um die Affinitat des Ak zu seinem Ag zu bestimmen, wird oft die

Oberflachenplasmonenresonanzmessung (surface plasmon resonance, SPR) verwendet.



Diese Technik wird vom Biacore®-System (GE Healthcare Europe, Miinchen, Deutschland)

genutzt, um in Echtzeit die Kinetik und die Affinitat von Molekilen zu bestimmen [96].

Als Oberflachenplasmonen werden die Schwingungen freier Elektronen an Metalloberflachen
bezeichnet. Diese kdnnen erzeugt werden, indem polarisiertes Licht an eine Grenzflache
zwischen einem Prisma und einem Metallfilm im Winkel einer Totalreflexion eingestrahlt wird.
Auf der Metallseite entsteht daraufhin ein evaneszentes Feld (zur genaueren Erklarung siehe
2.3.2). Dieses dringt in den Metallfilm ein und kann Energie auf die freien Elektronen auf der
Metalloberflache Ubertragen, was zur Schwingung dieser fuhrt. Im Resonanzfall verbleibt die
Energie in den Plasmonen und kein Licht wird reflektiert. Es kommt zu einem Minimum im
Reflektivitatsdiagramm. Die Plasmonen breiten sich in einer elektromagnetischen Welle
(Plasmonwelle) an der Grenzflache von Metalloberflache und umgebenden Medium aus,
wobei deren Intensitdt exponentiell mit Entfernung vom Entstehungspunkt abnimmt.
Oberflachenplasmonen kdnnen allgemein in Metallfilmen entstehen; zumeist wird allerdings
Gold verwendet wegen seiner hohen chemischen Bestandigkeit und da Gold keine natirliche
Oxidationsschicht ausbildet [91].

Die Anwendung im Biacore® beruht auf einer Verschiebung der Resonanz und damit des
Minimums im Reflektivitatsdiagramm aufgrund einer Anlagerung auf der Metallschicht. Durch
die Anlagerung der Molekile &ndert sich die Schichtdicke und damit auch der Brechungsindex
des an der Goldflache anliegenden Mediums. Dadurch verschiebt sich der Einfallwinkel, bei
dem es zum Intensitadtsminimum kommt. Diese Verschiebung kann anschlieRend quantitativ
mit der angelagerten Menge an Molekiilen korreliert werden [91,96,97]. Das Prinzip ist in
Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5 Prinzip der SPR-Messung mit der Kretschman n-Konfiguration (nach [91,96]); n 1,n2 =
Brechungsindex

Bei der SPR handelt es sich um eine markierungsfreie bzw. direkte optische Detektion. Sie
wird genutzt, um minimale Anderungen bei der Schichtdicke oder des Brechungsindices in
dunnen Filmen zu erfassen. Sie ermdglicht in Echtzeit die Untersuchung von biospezifischen
Interaktionen [98]. Daher ist es mdglich, mit dieser Methode u.a. die Bindungsaffinitat eines
Ak zu seinem Analyten zu bestimmen [99]. Ein Nachteil der Methode stellt die Sensitivitat zu
anderen angelagerten Stoffen aus der Begleitmatrix dar.

2.2.3 Enzym-gekoppelter Immunnachweis (ELISA)

Ein weit verbreiteter Immunoassay ist der ELISA, da er leicht durchzufihren ist. Durch die
weiterentwickelte Technik kann ein ELISA in groR3er Anzahl durchgefiihrt werden, was gerade
in Laboren mit grof3en Probenvorkommem hilfreich ist.

Beim ELISA erfolgt der quantitative Nachweis des gesuchten Stoffes direkt tber die Bindung
eines spezifischen Ak an den gesuchten Analyten. Entweder der Ak oder ein Derivat des Ag
wird hierbei mit einem Enzym markiert (z.B. eine Peroxidase oder eine Phosphatase).
Detektiert wird dann der Analyt-Ak-Komplex Uber den Substratumsatz des ebenfalls im
Komplex gebundenen Enzyms. Die Messung erfolgt entweder kolorimetrisch, fluorimetrisch

oder luminometrisch. Dabei ist entweder das Ag oder der Ak an eine Festphase immobilisiert



(zumeist eine Mikrotiterplatte), um eine Trennung von gebundenem und ungebundenem
Material mittels Waschschritten zu erméglichen (heterogener Assay). Der ELISA ist eine sehr
sensitive Methode, da durch die Substratumsetzung des Enzyms eine Signalverstarkung
stattfindet [91,100].

Es gibt verschiedene Prinzipien eines ELISAs. Diese kdnnen in ,direkte* und ,indirekte"
Formate unterteilt werden. Im Falle des direkten Formats tragt der verwendete Ak das Enzym,
wahrend beim indirekten Format das Enzym Uber ein weiteres Molekll an den spezifischen
Ak gebunden wird. Dies ist meist ein gegen den Fc-Teil des spezifischen Primar-Aks
gerichteter Sekundar-Ak, der entweder direkt das Enzym tragt oder zur Signalverstarkung ein
oder mehrere Biotinmolekule, die wiederum mehrere enzymmarkierte Streptavidinmolekile
binden kénnen. Der Vorteil des direkten Assayformats ist, dass er weniger Schritte bendtigt,
somit auch weniger Fehlerquellen bietet. Das indirekte Assayformat hingegen hat den Vorteil,
dass nicht der Primar-Ak oder das Ag markiert werden muss, was eine
Konformationsé&nderung zur Folge haben kann und damit einen negativen Einfluss auf die
Bindungsfahigkeit hatte. Weiterhin ist hier, wie bereits erwahnt, eine Signalverstarkung
maglich und es stehen mittlerweile eine Vielzahl von markierten Sekundér-Ak kommerziell zur
Verfiigung [91,101].

Eine weitere Unterscheidung ist die zwischen dem ,kompetitiven* und ,nichtkompetitiven*
Assayformat. Beim kompetitiven Format wird eine Konkurrenzsituation aufgebaut. Der Analyt
in der Probe und das Ag, das dem Assay in einer vorgegebenen Konzentration zugegeben
wurde, konkurrieren um die Bindungsstellen des limitierten Ak. Hierbei kann sowohl der Ak
als auch das Ag an die Festphase gebunden sein. In diesem Format ist das erhaltene Signal
umgekehrt proportional zur enthaltenen Analytkonzentration. D.h., ist kein Analyt in der Probe,
erhalt man das hochste Signal. Dieses Format wird Uberwiegend fur die Detektion von
niedermolekularen Substanzen verwendet. Beim nichtkompetitiven Format handelt es sich
meistens um einen Sandwich-ELISA. Hierbei wird der Analyt zwischen zwei spezifischen Ak
gebunden. D.h. zugleich, dass nur Molekule mit diesem Format detektiert werden kdénnen, die
zumindest zwei unterschiedliche Epitope aufweisen, die raumlich soweit getrennt vorliegen,
dass gleichzeitig zwei Ak binden kdénnen. Dies trifft vorwiegend auf groRe Proteine zu. Der
sogenannte Fanger-Ak wird auf der Festphase immobilisiert. Dieser bindet dann den Analyten
aus der Probe. Der Detektor-Ak wiederum bindet an dem gebundenen Analyten. Entweder
tragt der Detektor-Ak bereits das Enzym oder ein weiterer Bindungsschritt mit einem
Sekundar-Ak, der das Enzym tragt, folgt. Das erhaltene Signal ist hier direkt proportional zur
Analytkonzentration. Sprich, ist kein Analyt enthalten, gibt es kein Signal, und mit ansteigender
Konzentration steigt auch die Signalstarke an. Dieses Format stellt das Sensitivste der

dargestellten Formate dar [91,101].
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Abbildung 6 zeigt beispielhaft den Ablauf fur einen indirekt kompetitiven Assay (A) am

Coating-Antigen Format und fur einen nichtkompetitiven Assay (B) an einem Sandwich-

ELISA. Letzterer wird in dieser Arbeit zur Detektion des hPCTs verwendet (der genaue Ablauf

ist unter 5.7.2.1 beschrieben).
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In den meisten Féllen wird als Enzym eine Peroxidase eingesetzt, die Wasserstoffperoxid
(H202) umsetzt. Beim Beispiel in Abbildung 7 handelt es sich um eine Meerrettichperoxidase
(HRP, horseradish peroxidase). Fir die Farbreaktion wird dem als Substrat dienendem H;O-
3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) zugesetzt. Bei der Umsetzung des H»O: durch die
Peroxidase wird ein Elektron frei, welches das farblose TMB zu einem blauen Radikalkation
oxidiert. Um diese Umsetzung zu stoppen, wird in einem letzten Schritt Schwefelséure
zugegeben, die einerseits die Peroxidase denaturiert, so dass keine weitere Umsetzung
erfolgt, und andererseits das blaue Radikal weiter zum gelben 3,3',5,5-Tetramethyl-1,1'-
diphenochinon-4,4'-diimoniumion oxidiert [102,103]. Dies ist notig, da geringste Mengen an
Enzym bereits das gesamte Substrat umsetzen wirden. Durch das Abstoppen nach einem

bestimmten Zeitraum wird eine Vergleichbarkeit einzelner Assays ermdglicht.

H5C CHj
e
H5C CHj
Amax = 285 hm

—_ H;C CH

HoC CH, H3C CHj
- L] e
HsC CHj
Amax = 370, 652 nm
l _ e-
H3C CHj
D= o
HsC CHj

Amax =450 nm

Abbildung 7 Oxidation des TMBs; angegeben istdas A bsorptionsmaximum des jeweiligen Molekils [103]



2.2.4 Madgliche Storfaktoren eines Immunoassays

Die Detektion des Analyten im Immunoassay kann durch verschiedene Storfaktoren
beeinflusst werden. Haufig treten Kreuzreaktivitaten, unspezifische Bindungen und
Matrixeffekte auf. Bei Letzteren kommt es zu Interaktionen zwischen dem Analyten bzw. den
Ak mit Stérsubstanzen aus den Realproben, wie z.B. Proteinen, heterophilen Ak, HAAAs
(human anti-animal antibodies) bzw. HAMAs (human anti-mouse antibodies) oder
Rheumafaktoren [91,104]. Da es aber gerade fir den Einsatz im POCT darauf ankommt,
Vollblutproben oder zumindest Plasmaproben messen zu kdnnen, stellt es eine grofe

Herausforderung an die Assayentwicklung dar, diese zu erkennen und zu vermeiden.

Um eine unspezifische Anbindung des Detektor-Aks oder des Analyten an den Boden der
Mikrotiterplatte zu unterbinden, werden die freien Stellen zwischen dem Fanger-Ak mit
Blockierungssubstanzen belegt. Normalerweise werden daflr Proteine wie Casein oder
Milchproteine eingesetzt (vgl. Abbildung 8 b)). Weitere unspezifische Bindungen kénnen
zwischen den verwendeten Ak und Substanzen aus der Matrix auftreten. Gerade humane
Realproben stellen komplexe Matrices dar, die eine Vielzahl verschiedener Substanzen
beinhalten. Plasma enthélt eine groRe Menge an Albumin (55 %) und anderen Proteinen [105].
Diese konnen die Bindungsstellen des Fanger- oder des Detektor-Aks blockieren oder eines
der Epitope des Analyten maskieren, so dass es zu einem falsch negativen Resultat kommt.
Genauso ist es mdglich, dass diese wie der Analyt von beiden Ak erkannt werden und es so

zu einem falsch positiven Signal kommt [91] (vgl. Abbildung 8 €)).

Eine grol3e Fehlerquelle bei der Analyse von Plasma- bzw. Vollblutproben stellen humane Ak
dar, die gegen eine bestimmte Tierart gerichtet sind. Stammen die im Assay verwendeten Ak
von derselben Tierart, kdnnen sie spezifisch von den humanen Ak verknipft werden. Diese
Ak sind monospezifisch und werden als human anti-animal antibodies (HAAA) bezeichnet. Sie
entstehen durch den Kontakt mit Immunoglobulinen von Tieren, z.B. bei Haustieren, oder
einer Behandlung mit Ak im Rahmen einer Krebserkrankung, wobei Ak gegen die tierischen
Immunglobuline gebildet werden. Auch Impfungen und Bluttransfusionen scheinen eine
Quelle zu sein [106]. Eine weitere Hypothese ist, dass Ak gegen lgG-Molekile von Rindern
nach dem Verzehr von Milch gebildet werden [107]. Die bekanntesten Ak dieser Sorte sind
die HAMAs (human anti-mouse antibodies). Sie binden spezifisch und mit hoher Affinitat an
den Fc-Teil von Maus-Ak. Enthélt eine Probe HAMAS, die in einem Sandwich-ELISA analysiert
werden soll, der auf murinen mAks beruht, kann es zu falsch positiven Resultaten kommen.
Die HAMAs kénnen den Detektor-Ak und den Fanger-Ak Uber die Fc-Teile verbinden, wodurch

ein Signal entsteht, wie es sonst nur in Gegenwart des Analyten der Fall wéare. In diesem Fall



bezeichnet man die HAMAs als anti-isotypische Stérer. Genauso kénnen falsch negative
Ergebnisse entstehen, wenn die HAMAs die Bindungsstelle des Fanger- oder des Detektor-
Aks belegt. Dann werden sie als anti-idiotypische Stdrer bezeichnet [91,106] (vgl. Abbildung
8 ¢) und d)).

Eine weitere Fehlerquelle sind heterophile Ak, deren Definition nicht einheitlich ist. Im
Gegensatz zu den HAAA werden die heterophilen Ak nicht durch Kontakt mit Tier-
Immunoglobulinen gebildet, sondern stellen multispezifische Ak der frihen Immunantwort dar
bzw. entstehen aufgrund eines unbekannten Antigens. Sie kdénnen ebenfalls zu falsch
negativen Resultaten durch eine Uberbriickung der Assay-Ak fiihren, wobei diese auch von
verschiedenen Tierspezies stammen konnen [108]. Sie zeigen eine niedrigere Affinitat als
HAAAs, es gibt aber unterschiedliche Gruppen, die entweder den Fc-Teil oder den Fab-Tell
der lgG-Molekile binden kénnen [91,109]. Hierzu gehéren u.a. Rheumafaktoren. Diese sind
IgM-AK, die an den Fc-Teil von humanen 1gG-Ak binden, wodurch es zu einer Agglomeration
kommt [110]. Sie koénnen allerdings auch artenubergreifend an die Fc-Abschnitte binden,
wodurch es bei einer Verknipfung des Fanger- und Detektor-Aks ebenfalls zu einem falsch
positiven Resultat kommt [91] (vgl. Abbildung 8 c) und d)).

Um die Storeffekte, die durch humane Ak in der Probe verursacht werden, zu verhindern, wird
zumeist ein Blockreagenz der Probe zugefligt. Hierbei kann es sich ebenfalls um pAk oder
mAk handeln, die im Uberschuss zugesetzt werden, um tierisches Serum oder auch fertige

kommerziell erhaltliche Blockingreagenzien [106].
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2.3 Biosensoren flur Point-of-Care-Testing (POCT)

Seit einigen Jahren geht die Tendenz zu gemeinschaftlichen Zentrallaboren, die fir mehrere
Kliniken oder Arztpraxen eines Gebietes Proben analysieren. Durch die groRe Durchsatzrate
der Proben, weniger bendtigtes Fachpersonal, Raumlichkeiten und Laborausstattung werden
Kosten eingespart. Der grof3e Nachteil ist die lange TAT (turn-around-time), d.h. die Zeit
zwischen Probennahme und Ergebnis. Gerade bei Erkrankungen, die eine schnelle
Entscheidung zum Therapiebeginn verlangen, wie z.B. im Falle einer Sepsis, bendtigt eine
Analyse im Zentrallabor zu viel Zeit. In solchen Fallen haben sich sogenannte POCT-Gerate
bewahrt, die zumeist auf Biosensoren beruhen.



2.3.1 Point-of-Care-Testing: Patientennahe Labordia  gnostik

Beim POCT finden die Messungen direkt beim Patienten statt, wodurch schnell ein Ergebnis
vorliegt und der Arzt die Moéglichkeit hat sofort die entsprechende Therapie einzuleiten.
Mogliche Anwendungsorte sind der Operationssaal, die Intensivstation, die Ambulanz,
normale Arztpraxen, aber auch beim Patienten zuhause [111]. Ein weiteres
Anwendungsgebiet sind Tests zur Lebensmittelsicherheit und Trinkwassertiberwachung
[112,113]. Wichtige Merkmale des POCT sind [97,111,114,115]:

* Patientennéhe

* (semi-)quantitative Einzelmessungen, meistens eines einzelnen klinisch interessanten
Parameters

» Durchfuhrbarkeit durch ungeschultes Personal

 Kurze TAT

» Gebrauch von vorgefertigten Reagenzien

» Einfache Bedienbarkeit der Analysegerate

» Keine Probenvorbereitung/keine Pipettierschritte

Der letzte Punkt setzt voraus, dass die Analyse mit Vollblut durchgefiihrt werden kann, oder
das Gerat einen integrierten Mechanismus zur Entfernung der zellularen Bestandteile
aufweist. Letzteres wird notig, wenn Storeffekte aufgrund der zellularen Bestandteile
auftreten, wie es bei Absorptionstechniken oder Fluoreszenz mdglich ist [112]. Zu den
getesteten Substanzen gehoren u.a. Proteine, Nukleinsauren, Metabolite, Drogen und
Mikroben [112].

Luppa et al. unterscheiden drei Arten von POCT-Anwendungen: Den qualitativen auf
Testreifen basierenden Nachweis (z.B. Schwangerschaftstests), das Unit-Use-Analysegerat
(z.B. Blutzuckermessgerate, die nur die Teststreifen auslesen) und Tischgerate (bench-top
system) [97,114,115].

Fur die Detektion von Entzindungsmarkern, die auch zur Diagnose einer Sepsis verwendet
werden kénnten, gibt es noch nicht viele Anwendungen im POCT-Bereich. Momentan gibt es
vorwiegend POCT-Systeme fir den Entziindungsmarker CRP. Fir PCT kann gerade einmal
das semiquantitative System des PCT®-Q als POCT-geeignet angesehen werden, dieser
erlaubt allerdings keine Uberwachung des Patienten. Dabei ware gerade PCT gut geeignet
fur eine POCT Anwendung, entweder als alleiniger Marker oder in Kombination mit anderen

Entziindungsmarker wie dem CRP [73].



2.3.2 Biosensoren

2.3.2.1 Definition und Aufbau

Biosensoren finden in der Industrie, in der Umweltiiberwachung und auch in der Medizin
immer groRere Anwendung [116,117]. Nach IUPAC sind Biosensoren, analytische Gerate zur
Detektion von Analyten, die eine biologische Komponente mit einem physikalisch-chemischen
Signalwandler kombinieren [114,118]. Hierbei mussen alle Teile in demselben Gerét vereint
sein, d.h. es muss ein in sich geschlossenes System sein oder der Biosensor muss als
Detektor in einem bioanalytischen System dienen [118,119]. Die biologischen Komponenten
sind zumeist Antikérper, Enzyme, DNA oder Zellen. Deren biochemische Reaktion mit einem
Analyten bzw. Liganden wird dann u.a. in ein elektrisches, optisches oder thermisches Signal
umgewandelt [120]. Die Erkennungselemente (Rezeptoren) werden auf einer Schutzschicht
immobilisiert, die wiederum auf dem Signalumwandler (Transducer) aufgebracht ist (vgl.
Abbildung 9), sie stehen also im direkten Kontakt mit dem Signalumwandler. Wenn das
biologische Erkennungselement ein Ak ist, spricht man auch von einem Immunosensor [119]
oder einem Affinitatssensor. Die hier stattfindende Komplexbildung erzeugt eine physikalisch-
chemische Anderung, z.B. durch die Anderung der Schichtdicke, des Brechungsindexes oder
der Lichtabsorption, die dann gemessen werden kann [121]. Die biochemischen Prozesse
entsprechen in diesem Fall meist den unter 2.2.3 beschriebenen Assayformaten. Den meisten

POCT-Messsystemen liegt ein Immunosensor zugrunde [120].
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2.3.2.2 Totale Interne Reflexionsfluoreszenz (TIRF) als Bei spiel optischer

Detektion

Bei der optischen Detektion handelt es sich haufig um Fluoreszenzspektroskopie, mit der auch
noch sehr geringe Konzentrationen quantifiziert werden kénnen. Weitere Beispiele fir eine
optische Detektion sind Foérster—Resonanzenergietransfer (FRET), Chemilumineszenz und
Oberflachenplasmonresonanz (SPR) [112]. Im Folgenden soll die vom respons® 1Q
verwendete Totale Interne Reflexionsfluoreszenz (TIRF) als optisches Messverfahren
dargestellt werden [97,120,122,123].

An einer Grenzflache zwischen zwei Medien mit unterschiedlichem Brechungsindex wird
Strahlung im Medium mit dem niedrigeren Brechungsindex von der optischen Achse weg
gebrochen. Ab einem gewissen Einstrahlwinkel (kritischer Winkel) erfolgt an der Grenzflache
eine Totalreflexion. Diese erzeugt auf der Mediumseite mit geringerem Brechungsindex ein
elektromagnetisches Feld (evaneszentes Feld), das bis zu einer gewissen Tiefe in das
Medium eindringt und sich auch parallel zur Oberflache ausbreitet. Dieses kann in einem
gewissen Abstand zur Grenzflache Fluorophore anregen. Da die Energie des evaneszenten
Feldes mit der Entfernung zur Phasengrenze exponentiell abnimmt, werden nur
fluoreszierende Molekile bzw. Fluorophore in einer Probenlésung angeregt, wenn sie direkt

an der Oberflache, also in der biomolekularen Erkennungsschicht, gebunden sind (ca. 200 nm



bei Einstrahlung im sichtbaren Spektralbereich [114]). Das Prinzip ist in Abbildung 10

dargestellt.
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Abbildung 10 Prinzip der Totalreflexion und des evan eszenten Feldes: blau = nicht angeregt, orange =
angeregt (nach [114,122])

Die angeregten Fluorophore geben die aufgenommene Energie in Form von Fluoreszenz ab,
die dann gemessen werden kann und proportional zur gebundenen Menge an Fluorophoren
ist. Bei der entstehenden Fluoreszenz handelt es sich um eine Art der Lumineszenz. Gibt ein
Molekdl, das zuvor z.B. durch ein Photon angeregt wurde, diese Energie im Zuge einer
strahlenden Deaktivierung ab, kann ein Leuchten beobachtet werden (falls die Strahlung im
sichtbaren Bereich abgegeben wird). Dies wird als Lumineszenz bezeichnet. Bei der
Anregung durch Licht spricht man von Photolumineszenz. Es gibt zwei Arten der strahlenden
Deaktivierung: die Phosphoreszenz und die Fluoreszenz. Bei der Fluoreszenz erlischt die
emittierte Strahlung sofort, wenn keine weitere Anregung des Molekuls stattfindet. Bei der
Phosphoreszenz kann die Emission Uber einen langeren Zeitraum bestehen bleiben.
Fluoreszenz beruht darauf, dass ein Elektron aus einem angeregten Zustand in ein Orbital
geringerer Energie fallt und hierbei ein Photon emittiert. Die Wellenlange des emittierten
Lichtes entspricht nicht der des eingestrahlten Lichtes, sondern es tritt eine Verschiebung hin
zu einer hoheren Wellenlange auf (Stokes'sche Regel). Der Grund hierflir ist, dass das

angeregte Elektron durch Schwingungsrelaxation, die strahlungsfrei erfolgt, auf ein



niedrigeres Energieniveau féallt. Von diesem Zustand fallt es unter Abgabe eines Photons in
den Grundzustand. Durch diese Verschiebung kann bei der Detektion zwischen der

Wellenlange des eingestrahlten und des emittierten Lichtes unterschieden werden [94,124].

2.3.3 Respons ®1Q

Das Messgerat respons® IQ basiert auf einem bereits zuvor entwickelten Immunosensor, der
sowohl bereits fir medizinische Analysen als auch fir Umweltanalytik eingesetzt wurde
[113,125-128]. Das Bench-Top System (Messgerat und Einweg-Cartridges) wurde von pes
diagnosesysteme GmbH (Markkleeberg, Deutschland) zur Verfigung gestellt. Das
verwendete Gerat ist in Abbildung 11 gezeigt. Fur weitere Informationen zum Gerat und

Messverfahren siehe auch die aufgefiuihrten Patente [129-131].
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Abbildung 11 Das POCT-Analysesystem respons® 1Q; wéh  rend der Entwicklungsphase wird das Geréat
extern Uber einen Computer gesteuert, um verschiede = nen Parameter der Messung Uberprifen zu kénnen
(rechtes Bild); spéter ist zur Steuerung nur noch da s bereits integrierte Display zu verwenden

Cartridge Design

Die Einweg-Cartridge besteht aus drei Teilen: einem Deckel, einem transparenten Korpus und
einem Boden. Weiter ist auf der Cartridge ein RFID-Chip aufgebracht (Aufkleber), der alle
wichtigen Informationen der Cartridge enthalt, u.a. welcher Analyt detektiert wird, die
passende Kalibrierkurve und das Verfallsdatum. Im transparenten Teil ist ein
Mikrofluidkanalsystem integriert, das aus zwei Mischbereichen, einem Bereich zum Ldsen der
gespotteten fluoreszenzmarkierten Tracer und einem Probenabfallbehélter besteht (siehe

Abbildung 12). Fiur die anfanglichen Versuche wurde der Tracer nicht in die Cartridge



integriert, sondern lag extern vor, um mehr Flexibilitdt zu gewahrleisten. Hier wurde der Tracer
zusammen mit der Probe in die Cartridge gegeben. Bei den spateren Versuchen, und auch in

der normalen Produktion, wird der Tracer in der Zone zum Auflésen des Tracers aufgebracht.

» S N ]

B) Optischer Zone zum Auflosen
Bereich des Tracers

Proben-
einfll-
offnung

Fanger-Ak Mischbereich

Abbildung 12 Aufsicht auf A) die ganze Cartridge; B ) die Cartridge ohne Deckel; gekennzeichnet sinddi e
einzelnen Bereiche

Die Detektions-Ak sind mit einem kommerziell erhaltlichen Cyanin-Farbstoff markiert (Cy5
Analog) und werden im weiteren Text mit —F gekennzeichnet, z.B. CALCA 3C5-F. Das
Messgerat enthalt Fluidiksensoren, die den Probenfluss innerhalb des Mikrokanalsystems
Uberwachen und steuern. Dies erfolgt durch Einkopplung von Licht, das an der Grenzschicht
Korpus/Luft gebrochen wird. Bei Vorhandensein der Probe andert sich der Brechungsindex,
wodurch sich auch der Winkel des gebrochenen Lichtes andert. Dadurch trifft der Lichtstrahl
nicht mehr auf den Detektor, das sonst durch einige Aussparungen im Boden der Cartridge

gewabhrleistet ist.

Weiterhin enthélt der transparente Korpus einen optischen Bereich, auf dem die Fanger-Ak
mittels eines Piezodispensiersystems aufgedruckt sind. Pro Streifen werden wenige nL

aufgebracht. Die Ak haften adsorptiv an der Oberflache des Korpus. Die Fanger-Ak sind in



separaten Linien gespottet, die auch ,Streifen“ genannt werden (LO1 — L10). Durch diese
lokale Begrenzung ist es mdoglich, bis zu zehn verschiedene Analyten gleichzeitig zu
detektieren, da in den verschiedenen Streifen verschiedene Fanger-Ak gespottet und diese
Bereiche auch einzeln ausgewertet werden konnen. Die verschiedenen Belegungen (Spotting
1- 3), die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Nachdem
die Probe eingefillt wurde, wird die Cartridge verschlossen, d.h. die Humanprobe kann das
Auslesegerat nicht verunreinigen und ist fir das Personal sicher zu handhaben. Nach
abgeschlossener Messung wird die Cartridge entsorgt, wodurch keine Regenerierung des
Assays notwendig wird. Es handelt sich nach der IUPAC-Definition hier um einen Einweg-
Biosensor [118].

Tabelle 3 Belegungen der Cartridges; PK = Positivkont  rolle; NK = Negativkontrolle

Streifen LO1 LO2 LO3 LO4 LO5 LO6 LO7 LO8 LO9 L10

Spotting CALCA PCT PCT CALCA PCT PCT PCT
PK PCT 42
1 4F6 27A3 6F10 4F6 27A3 42 6F10
Spotting CALCA CALCA CALCA
- NK PK - - - -
2 4F6 4F6 4F6
Spotting PCT PCT PCT PK
3 6F10 6F10 6F10
Messprinzip

Das Messprinzip wird in Abbildung 13 dargestellt. Die Probe (humanes Serum, Plasma oder
Vollblut) wird in die Cartridge eingeflllt und dann mit positiven oder negativen Druck mittels
einer Pumpe durch das Mikrokanalsystem gedrickt bzw. gezogen. Hierbei I6st die Probe die
fluoreszenzmarkierten Detektor-Ak und gleichzeitig wird dieses Ak-Proben-Gemisch
durchmischt. AnschlieRend wird dieses Gemisch Uber den optischen Bereich gezogen, in dem
die Fanger-Ak durch das Spotten immobilisiert wurden, und die Sandwich-Komplex-Bildung
findet statt. Wahrend dieses Prozesses beleuchtet eine Laserdiode den optischen Bereich
kontinuierlich. Sie erzeugt ein evaneszentes Feld an der Grenzflache zwischen dem
transparenten optischen Bereich mit hohem Brechungsindex und der Probe mit niedrigem

Brechungsindex auf Grund einer TIRF. Dieses evaneszente Feld regt ausschliellich



Fluorophore an, die sehr nah an der Oberflache des transparenten Korpus lokalisiert sind, da
die Intensitat des evaneszenten Feldes mit dem Abstand zur Grenzflache in der Probe
abnimmt; d.h. nur diejenigen Fluorophore, die im Sandwich-Komplex gebunden sind, werden
angeregt. Daher kommt es hier zu keiner Anregung nichtgebundener Fluorophore in der Probe
bzw. zu einer Anregung von Molekdlen in der Probe, die zu einer Eigenfluoreszenz fahig sind.
Weiterhin kommt es wahrend die Blutprobe Uber die Fangerstreifen gezogen wird zum
Magnus-Effekt: im Randbereich der Kanéle werden die Zellen zur Rotation angeregt, wodurch
die entstehende Kraft sie in die Mitte treibt. So entsteht ein Plasmasaum, in dem keine
storenden Blutzellen vorkommen. Storeinflisse der Matrix werden weiterhin dadurch
vermieden, dass der benutzte Fluoreszenzfarbstoff im langwelligen Bereich emittiert. Damit
wird verhindert, dass es zu einer Uberlagerung mit der Eigenfluoreszenz des Hamoglobins
kommt. Dies alles macht auch Waschschritte, um ungebundene Fluorophore zu entfernen,
unnotig. Die Fluoreszenz wird von einem Photomultiplier detektiert. Wahrend der Messung
wird die Cartridgeoberflache kontinuierlich gescannt, indem die Cartridge relativ zum

optischen Block bewegt wird.
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Schritt 3: Bewegen der Probe durch die Messzelle, in der sich der Sandwich-Komplex bildet.
Messung des Fluoreszenzsignalsanstiegs im linearen Bereich

Abbildung 13 Schema des Messprinzips des respons® IQ

In diesem Messsystem wird die Kinetik der Sandwich-Komplex-Bildung gemessen. Der
Anfangsanstieg des Fluoreszenzsignals ist linear und héngt proportional von der
Analytkonzentration ab, da zu diesem Zeitpunkt ko vernachlassigt werden kann (siehe
Abbildung 14). Der Fluss durch das konstante Pumpen und die geringe Hohe der
Messkapillare von ca. 200 um wirkt einer Verarmung der Analytkonzentration in der Nahe des
Fangerstreifens entgegen. So hangt die Reaktionskinetik der Sandwich-Bildung vorwiegend
von der Affinitat zwischen Ak und Analyt (kon) und nicht von der Diffusion ab. Bei kleinen

Analytkonzentrationen und einer kurzen Zeitspanne, ist der Signalanstieg dann linear.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Entwicklung des ELISA zur Detektion von hPCT

Kramer et al. entwickelten 2008 mAk aus der Ratte zur Detektion von hPCT [22]. Auf diesen
mAKk basierend wurde ein Sandwich-ELISA entwickelt, der, wie sich spater zeigte, natives
hPCT in Patientenproben nicht binden konnte [21,83]. Daraufhin wurden erneut in einer
Kooperation mit Elisabeth Kremmer (Institut fir Molekulare Immunologie, Helmholtz Zentrum
Minchen, Deutschland) 50 mAk aus der Ratte gegen hPCT hergestellt [22]. Diese wurden
zuerst hinsichtlich ihres Bindungsortes, ihrer Fahigkeit zur Bildung eines sensitiven Parchens
innerhalb eines Sandwich-ELISAs und ihrer Affinitat zum hPCT getestet. Anschlie3end wurde
mit den besten mAk ein Sandwich-ELISA entwickelt. Dieser wurde optimiert und abschliel3end
charakterisiert. Weiterhin wurden verschiedene humane rekombinante PCTs (hrPCTSs) in

einer internen Kooperation hergestellt, die als Standard fur die Assay-Entwicklung dienten.

3.1.1 Auswahl der Antikorper fur den ELISA

3.1.1.1 Antikdérper-Screening und 2-dimensionale Titration

Im ersten Schritt wurden alle neu entwickelten mAk der 50 erhaltenen Hybridomazellen in
Hinblick auf ihre Affinitat getestet, indem die mAk im Zelliberstand mit hrPCT als Standard
und kommerziell erhaltlichen mAk gegen hPCT (Hytest; Turku, Finnland) in einem Sandwich-
ELISA eingesetzt wurden. Neun dieser Ak zeigten hier eine ausreichend hohe Affinitat zum
hrPCT und wurden im n&achsten Schritt auf ihre Bindungsregion im PCT-Molekil untersucht.
Die Kartierung der Bindungsregion eines mAk auf dem Protein wird bendtigt, um Parchen von
vornherein ausschlieRen zu kdnnen, die in einem Sandwich-ELISA nicht funktionieren. Dies
ist der Fall, wenn beide mAk dasselbe Epitop innerhalb eines Proteins binden. Dann belegt
bereits der Fanger-Ak diese Stelle, wodurch die Bindung des Detektor-Ak sterisch gehindert
wird und es zu einem falsch negativen Signal kommt. Die mAk wurden erneut in Sandwich-
ELISA mit kommerziell erhaltlichen Maus-Ak gegen hPCT (Hytest; Turku, Finnland) getestet,
deren Bindungsregion bekannt ist. Ergab der Assay mit dem hrPCT kein Signal, konnte daraus
geschlossen werden, dass der neu entwickelte mAKk in derselben Region bindet, wie der

kommerziell erhaltliche. Eine weitere Variante war, dass eine Bindung mit den zuvor



hergestellten PROC-Peptiden (Bruchstiicke des hPCTs) getestet wurde, die fur die erste
Herstellung der PCT-Ak genutzt wurden und deren AS-Sequenz ebenfalls bekannt ist
(Elisabeth Kremmer, Institut fir Molekulare Immunologie, Helmholtz Zentrum Minchen,

Deutschland) [21]. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4 Bindungsregionen der neu entwickelten mAk ; 0 = keine Bindung; + = Bindung (miindliche
Information, Elisabeth Kremmer, 2011);

Detektor Fanger Fanger Fanger Fanger Fanger Fanger Fanger Fanger Fanger
3C5 2F3 4H6 4A6 4F6 3B12 7D4 6H5 2H8

Katacalcin 0 0 0 0 0 0 + + +
Calcitonin + + + 0 0 0
N-Terminus 0 0 0 + + +
PROC 4
0 0 0 0 0 + 0 0
AS 124-134
PROC 5
+ + + 0 0 0 0 0 0
AS 96-107

Die Ak CALCA 3C5, CALCA 2F3 und CALCA 4H6 bildeten kein Sandwich mit den gegen
Calcitonin gerichteten Ak und binden daher ebenfalls in dieser Region. Dies unterstiitzt das
positive Signal mit dem PROC 5 Peptid, welches der Calcitonin-Region entspricht. CALCA
6H5, CALCA 2H8 und CALCA 7D4 erkennen die Katacalcin-Region, da es zu keiner
Sandwichbildung mit den HyTest Ak kam, die diese Region des PCTs erkennen. Letzterer
erkannte zusatzlich das Peptid PROC 4, ein Abschnitt des Katacalcin-Bereiches. Den N-
Terminalen Bereich erkannten die Ak CALCA 4A6, CALCA 4F6 und CALCA 3B12, die auf die
AS 43-55 kartiert wurden (mundliche Information Elisabeth Kremmer, 2012). Zur Illustration

der einzelnen Abschnitte des PCT, sei der Leser auf Abbildung 1 in 2.1.1 verwiesen.

Im néchsten Schritt wurden die neun mAKk gegeneinander erneut im Sandwich-ELISA
getestet, um die besten Kombinationen fir die hPCT-Detektion zu finden. Die Ergebnisse der

verschiedenen Kombinationen sind in Tabelle 5 zusammengefasst.



Tabelle 5 Vorscreening der neuen PCT-Ak gegeneinander ; 0 = kein Signal; + bis ++++ niedriges bis hohes
Signal (mundliche Information Elisabeth Kremmer, 2011 )

Detektor Fanger Fénger Fanger Fanger Fanger Fanger Fénger Fanger Fanger
CALCA 3C5 2F3 4H6 4A6 4F6 3B12 7D4 6H5 2H8

3C5 0 0 0 ++++ ++++ +++ 0 0 0
2F3 0 0 0 ++++ ++++ ++++ + 0 0
4H6 0 0 0 +++ +++ +++ 0 0 0
4A6 +++ ++++ +++ 0 0 0 ++ 0 0
4F6 ++++ ++++ ++++ 0 0 0 +++ 0 0
3B12 ++++ ++++ +++ 0 0 0 + 0 0
7D4 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 0 0 0
6H5 + 0 0 0 + + 0 0 0
2H8 + + + + ++ ++ 0 0 0

Anhand dieses Vorscreenings wurden die vielversprechendsten Antikérper-Kombinationen
(++++ bzw. +++ Signal) in einer 2-dimensionalen Titration wiederum im Sandwich-ELISA-
Format eingesetzt, um die optimale Konzentration der beiden Antikdrper und das beste
Parchen fur den Assay zu ermitteln. Fur alle Kombinationen wurden 10 pg/mL als optimale
Konzentration fur den Fanger-Ak gefunden und fir den jeweiligen Detektor eine Verdiinnung
von 1:2000. Beim Vergleich der erreichten Signale bei 4 ng/mL hrPCT erkannte die
Kombinationen mit dem CALCA 4F6 als Detektor am sensitivsten hrPCT (siehe Tabelle 6).
Aus den drei Kombinationen zeigte der Fanger CALCA 3C5 die besten Ergebnisse und daher

wurde diese Kombination bei den folgenden Versuchen verwendet.



Tabelle 6 Screening der besten Ak-Kombinationen mit den ermittelten Ak-Konzentrationen; -- nicht
getestet; + bis +++ geringes bis hohes Signal

Detektor  Fanger Fanger Fanger Fanger Fanger Fanger Fanger

CALCA 3C5 2F3 4H6 4A6 4F6 3B12 7D4
3C5 -- -- -- + + + --
2F3 - - - ++ + + -
4H6 - -- -- + + + -
4A6 ++ ++ ++ - -- - -
4F6 +++ +++ +++ -- -- -- +

3B12 + + + - - - -

3.1.1.2 Antikérper-Charakterisierung durch SPR-Messung mitt els Biacore ®

Die intern hergestellten mAk CALCA 4A6, CALCA 3C5, CALCA 4F6 und CALCA 2F3 wurden
auf ihre Affinitdt zum hPCT mittels SPR-Messung getestet. Dies ermdglicht eine Einschatzung
der Bindungseigenschaften der mAk im Sandwich-ELISA und kann somit die Auswahl eines
geeigneten Parchens unterstiitzen. Die ausgewahlten mAk zeigten die besten Resultate im
Vorscreening. Die hier dargestellten Abbildungen wurden mit der Software BlAevaluation® 4.1

(GE Healthcare Europe, Miinchen, Deutschland) erstellt.

Nach der erfolgreichen Belegung der Chips mit 10000 RU (resonance unit) eines
Fangerantikorpers, wurden Tests zur Regenerierung der Chipoberflache durchgefiihrt. Da es
sich bei den entwickelten CALCA mAk um Ratten-Ak handelt, reichte die Belegung des Chips
mit einem anti-Ratte Ak aus, welcher dann die verschiedenen mAk gegen PCT binden konnte.
Mittels eines vorgefertigten Programms konnten die besten Bedingungen fur die
Regenerierung der Chipoberflache ermittelt werden, d.h. unter welchen Bedingungen der
Primarantikdrper moglichst vollstandig vom Sekundéarantikbrper gelost werden kann, ohne
dabei die Oberflache bzw. den Primarantikdrper zu zerstéren. Hierzu wurde Glycin mit
verschiedenen pHs (pH 3,0; 2,5; 2,0; 1,5) und MgCl; als Regenerierungslésung getestet.
Abbildung 15 A) — D) zeigt, dass die Regenerierung mit Glycin unabhéngig vom pH



unvollstandig war. Eine ansteigende Basislinie (baseline level) zeigte, dass die Ak nicht
vollstandig von der Oberflache entfernt werden konnten und die Belegung Uber die einzelnen
Laufe (replicate) anstieg. Auch nahm die Anzahl der RUs bei der Belegung mit den Ak ab,
was sich in einem fallenden response level zeigte. Dieser stellt die Netto-RUs dar, die durch
eine Bindung gemessen werden. Da nicht alle Primar-Ak aufgrund der nicht vollstéandigen
Regenerierung wieder freie Bindungsstellen aufwiesen, konnten weniger PCT-Ak binden,
wodurch eine niedrigere Netto-Belegung gemessen wurde. Die Ergebnisse mit MgCl,
(Abbildung 15 E)) zeigten hingegen eine stabile Basislinie und eine relativ stabile RU-

Belegung Uber die Zyklen hinweg. Daher wurde dieses zur Regenerierung verwendet.
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Im nachsten Schritt wurde ein Surface-Performance-Test durchgefiihrt, der zeigt, wie

reproduzierbar die Messungen unter den gewéhlten Bedingungen ablaufen. Dies soll am
Beispiel des CALCA 4F6 veranschaulicht werden (siehe Abbildung 16). Die Flusszelle 3 (Flow

Cell 3) stellt die Referenzzelle dar, die eigentliche Messzelle ist Flusszelle 4 (Flow Cell 4).

Flow Cell 3
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Abbildung 16 Surface-Performance-Test mit dem CALCA 4
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Wie aus diesem Test zu erkennen ist, konnte die Messung reproduzierbar wiederholt werden.
Auch die Regenerierung war vollstandig. Die Ergebnisse bei der korrigierten Flusszelle
zeigten einen Anstieg der Basislinie. Dies hangt allerding mit der Referenzzelle zusammen.
Diese zeigte Uber die 20 Zyklen hinweg einen Abfall der Basislinie, was durch die Subtraktion
der RU-Werte der Referenzzelle von der Messzelle zu einem sichtbaren Anstieg der Basislinie
fuhrt. Die eigentliche Messzelle (Flusszelle 4) zeigte einen konstanten Verlauf der Basislinie

und des Response-Levels.

Die Messungen wurden daraufhin mit den gefundenen Bedingungen durchgefiihrt (siehe
5.7.1.2). Am Beispiel des CALCA 4A6 wird in Abbildung 17 ein Sensorgramm fir die Messung
verschiedener PCT-Konzentrationen gezeigt. Dargestellt sind die mit der Referenzzelle
korrigierten Messungen. Zu sehen ist, dass der Anstieg der response mit zunehmender
Konzentration steiler wird. Es handelt sich hier um eine Echtzeit-Messung, d.h. der Anstieg

pro Zeit stellt die wirkliche Bindungsgeschwindigkeit des Analyten an den PCT-Ak dar.
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Abbildung 17 Sensorgramm verschiedener PCT-Konzentrat ionen; griin = 31,25 nM, rot = 62,5 nM; lila = 125
nM, blau = 250 nM, dunkelgriin = 500 nM

Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Alle Antikdrper zeigten hohe
Assoziationskonstanten (Ka von 102 - 10° M%) und niedrige Dissoziationskonstanten (Kp von

10° - 10 M). Dies korreliert mit einer guten Antikorper-Antigen-Interaktion mit einer hohen



Affinitat zum Analyten [132] und bestatigt somit die Ergebnisse aus der Voruntersuchung der
Ak. Der Parameter X2 ist ein Indiz fur die Qualitat des 1:1 Langmuir-Bindungsmodels und war

fur alle Messungen gut (d.h. < 1% des maximalen RU-Wertes im Sattigungsbereich).

Tabelle 7 Bindungskonstanten der gemessenen Antikor per

ka (M1s?) ka (s?) Ka (M) Kp (M) X2 PCT-Bindungsregion

4F6 2,2E+05 2,7E-04 8,9E+08 1,3E-09 0.3 N-terminus
3C5 4, 5E+04 9,0E-06 6,5E+09 2,0E-10 0.7 Calcitonin
4A6 5,1E+05 7,3E-05 7,8E+09 14E-10 2.1 N-terminus
2F3 3,1E+04 5,5E-05 8,5E+10 19E-09 0.1 Calcitonin

3.1.2 ELISA Entwicklung fir humanes PCT

Die besten Ak aus den Vorversuchen wurden dann in den optimierten Konzentrationen im
Sandwich-ELISA eingesetzt (Fanger-Ak: CALCA 3C5, [10 pug/mL]; Detektor-Ak: CALCA 4F6-
B, Vdg. 1:2000) und dieser hinsichtlich des Blockings, der Substratldsung und Vermeidung
von unspezifischen Bindungen durch Substanzen in humanem Plasma optimiert. Das
verwendete Protokoll des Assays beruht auf einem bereits zuvor entwickelten und
veroffentlichen Protokoll dieser Gruppe flr einen Sandwich-ELISA zur Detektion von hPCT
[22]. AbschlieBend wurde der optimierte Sandwich-ELISA anhand verschiedener

Validierungsparameter charakterisiert.

3.1.2.1 Optimierung des hPCT-ELISAs

Als erstes wurden vier verschiedenen Substanzen zum Blocken der unbesetzten Oberflache
zwischen den Fanger-Ak in den Kavitaten der Mikrotiterplatten getestet: 1% Magermilchpulver
(MP, alte und neue Charge), 2% BSA und 1% Casein. Die Platten (n = 2, je Blocksubstanz 24
Kavitaten) wurden geblockt und anschlieBend Streptavidin-HRP fur 1 h inkubiert.

AbschlieRend wurde Substrat zugegeben, um zu sehen, welche Blocksubstanz das niedrigste



Hintergrundsignal erzeugt bzw. ob eine Blocksubstanz das zugefiigte Streptavidin gebunden
hat. Die Ergebnisse sind in Abbildung 18 dargestellt. BSA zeigte das hochste
Hintergrundsignal und wurde als Blocksubstanz ausgeschlossen. MP und Casein erzeugten
ahnliche Signale. Da MP Biotin enthalten kann und es somit zu falsch positiven Signalen
kommen kann, wurde Casein als Blocksubstanz ausgewéahlt (mindliche Information Elisabeth
Kremmer, 2011).
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Abbildung 18 Hintergrundsignale der getesteten Bloc kreagentien; MP = Magermilchpulver; alt = alte
Charge, neu = neue Charge; m = 48

Des Weiteren wurden zwei verschiedene Substrate getestet. Einerseits das kommerziell
erhéltliche 1-Step Ultra TMB-ELISA in der Originalkonzentration und eine selbst hergestellte
Substratldsung, die TMB in einer Konzentration von 96 pg/mL enthielt (siehe 5.6). Es wurden
mit den beiden Substraten jeweils mehrere Standardkurven aufgenommen. Es zeigte sich,
dass mit dem kommerziell erhdltlichen Produkt die Farbreaktionen stabiler verliefen (Daten
nicht gezeigt). Der Grund hierfir war die Abweichung der TMB-Einwaage zwischen den
verschiedenen Substratldsungen. Die geringen Mengenunterschiede im Fehlerbereich der
verwendeten Waage fihrten z.T. zu starken Schwankungen bei den erhaltenen

Absorptionswerten, so dass eine Vergleichbarkeit zwischen den Platten nicht mehr gegeben



war. Daher wurde das 1-Step Ultra TMB-ELISA als Substrat fir die weiteren Versuche

gewahlt, da dieses Uber verschiedene Chargen hinweg stabile Werte lieferte.

Zur Reduzierung unspezifischer Anbindung bei der Messung von humanen Plasmaproben,
wurden dem humanen EDTA-Plasma Ratten-Ak mit einer Konzentration von 50 pg/mL
zugesetzt und 1% Ziegenserum. Diese Zusétze waren bei den Versuchen zur Reduzierung
unspezifischer Anbindung auf dem respons® 1Q am geeignetsten. Da der entwickelte
Sandwich-ELISA die gleichen Ak verwendet wie der Sandwich-FIA auf dem respons® 1Q,

wurden diese Zusatze auch fur den Sandwich-ELISA Gbernommen (siehe 3.3.2.1).

3.1.2.2 Charakterisierung des hPCT-ELISAs

Der entwickelte hPCT-Assay (Ak-Paar CALCA 3C5/CALCA 4F6-B) wurde abschliezend
anhand verschiedener Validierungsparameter charakterisiert, die bei der International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals
for Human Use (ICH) gelistet und beschrieben wurden [133,134].

Da die verwendeten mAk gegen Abschnitte des PCTs gerichtet sind, die nach der
proteolytischen Spaltung als Bruchstiicke in humanen Patientenproben vorkommen, ist es
wichtig abzuklaren, dass in dem entwickelten Assay nur das gesuchte intakte PCT detektiert
wird und nicht dessen Abbauprodukte. Die Kreuzreaktivitat (CR) der PCT-Ak gegen die
Bruchstlicke Katacalcin und Calcitonin wurde bereits friher getestet. Es trat keine
Kreuzreaktivitat bis 1000 ng/mL auf [22]. Das zeigt, dass der Assay PCT spezifisch erkennen
kann.

Zusatzlich wurde fur eine Beispielstandardkurve die Nachweisgrenze (LOD) und
Bestimmungsgrenze (LOQ) berechnet sowie der Arbeitsbereich (WR, working range). Der
LOD beschreibt die kleinste Analytmenge, die noch detektierbar, aber nicht zwingend
guantifizierbar ist. Der LOQ zeigt die kleinste quantifizierbare Analytmenge in einer Probe
[126,133]. Die Berechnung des LOD und LOQ wurde gemal der IUPAC-Bestimmungen
durchgefuhrt [135]. Der WR zeigt die untere und obere Grenze, in denen der Assay richtig und
prazise arbeitet [126,133]. Er wurde nach einer in der Literatur gangigen Methode berechnet
[83,84,136].

LOD = Leerwert + 3x Standardabweichung des Leerwertes

LOQ = Leerwert + 10x Standardabweichung des Leerwertes



WR = 10 - 90 % des Signalbereiches

Fir eine Beispielstandardkurve mit einem 1Cso von 0,96 ng/mL wurden ein LOD von
0,06 ng/mL und ein LOQ vom 0,18 ng/mL berechnet. Der WR lag hier zwischen 0,41 —
3,34 ng/mL (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19 Beispiel einer Standardkurve erstellt m it dem Ak-Paar CALCA 3C5/CALCA 4F6-B und PCT1-
116 als Standard; n=11; m=3

Des Weiteren wurden der Intra-Assay-Variationskoeffizient (laA-CV) und der Inter-Assay-
Variationskoeffizient (IeA-CV) als Mal3 fur die Prazision des PCT-Assays bestimmt und die
Wiederfindung des Analyten in dotierten Plasmaproben zur Bestimmung der Richtigkeit des
Assays [91,95,137] berechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengefasst. Die laA-
CVs zeigen, dass der Assay innerhalb einer Platte bis zu einer Konzentration von 7,5 ng/mL
richtig arbeitet (%CVs < 20%). Uber verschiedene Tage und Platten hinweg, zeigt sich eine
zufriedenstellender leA-CV von 0,1 bis einschlief3lich 2 ng/mL mit einer Abweichung von unter

20%. Dieser Bereich zeigt ebenfalls den Arbeitsbereich des Assays und deckt sich gut mit



dem zuvor berechneten WR. Bei der Wiederfindung zeigt sich eine Uberbestimmung der Soll-

PCT-Konzentrationen Uber den gesamten getesteten Konzentrationsbereich. Ein moglicher

Grund hierfur ist, dass die PCT-Konzentration in der Stammlésung nicht direkt vor der

Herstellung der Proben erneut bestimmt wurde und es Hinweise gibt, dass das hrPCT bei der

Lagerung zu Agglomeration neigt und es so zu einer Konzentrationsanderung kommen

kénnte, wenn sich die Agglomerate trennen.

Tabelle 8 Zusammenfassung der Ergebnisse der Assay-C
mit | gekennzeichnet, die der Platte 2 mit Il; angeg

harakterisierung; die Ergebnisse der Platte 1 sind
eben ist der Mittelwert (MW) + StabW.S

Csoll Cist-| [aA-CV, Cist-Il laA-CV
(ng/mL) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
10 9,34 +£2,03 24,7 16,71 + 4,98 29,8
7,5 8,22+1.8 1,8 14,88 £ 2,57 17,3
5 5,97 +£1,05 11,7 8,97 £ 0,96 10,7
2 1,91 £ 0,08 4.7 1,53+0,14 4.9
0,5 0,54 £ 0,02 3,1 0,39+0,01 2,2
0,25 0,31 + 0,02 1,5 0,23+ 0,02 0,9
0,1 0,17 £0,01 2,8 0,16 £ 0,01 7
Csoll Cist leA-CV Wiederfindung
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)

10 14,05+ 7,14 50,80 140,52

7,5 10,89 + 3,04 27,94 145,14

5 6,20+1,91 30,87 124,04

2 1,85+0,35 18,99 92,26

0,5 0,53+0,10 18,12 106,05

0,25 0,28 £ 0,04 14,60 113,10

0,1 0,16 + 0,01 9,32 157,00




3.1.3 Herstellung von rekombinantem humanen PCT fir die Verwendung als

Standard

Im Laufe der Entwicklung des Sandwich-ELISAs wurde beschlossen, innerhalb dieser Arbeit
einen eigenen Standard fir die Assayentwicklung herzustellen. Ein Grund hierfir war, dass
kommerziell die verkirzte Form des hPCTs, das hPCT3-116, weder nativ noch rekombinant
erhaltlich war. Die verkirzte Form wurde bisher nur enzymatisch hergestellt, indem das PCT1-
116 mittels des Nierenenzyms Dipeptidyl Peptidase IV verkirzt wurde [52]. Ein weiteres
Problem war, dass beim kéauflich erwerbbaren humanem rekombinanten PCT (hrPCT) mit His-
Tag von Prospec, das bisher als Standard verwendet wurde, z.T. grof3e Unterschiede in den
Chargen auftraten. Aus diesen Grinden wurden in einer internen Kooperation mit Dr. Arie
Geerlof (Institut fur Strukturbiologie, Helmholtz Zentrum Minchen, Deutschland) hrPCT in
verschiedenen Formen rekombinant hergestellt, d.h. biotechnologisch in gentechnisch
veranderten Organismen. Das Ziel war beide native Formen des hPCTs herzustellen, das
komplette Protein (PCT1-116) und die verkurzte Form, der die ersten beiden AS am N-

terminalen Bereich fehlen (PCT3-116). Tabelle 9 fasst alle hrPCTs zusammen.

Tabelle 9 Zusammenfassung der intern hergestellten und der kommerziell erhéltlichen hrPCTs

HMGU HMGU HMGU HMGU Prospec  Prospec + HyTest
GAM-PCT M-PCT PCT1-116 PCT3-116 1-116 His-Tag 1-116

Molekular 131 pa 128kDa 12, 7kDa 125kDa 12, 7kDa 17,13kDa 12,7 kDa

gewicht
AS- Gly-Ala- Met-1- His-Tag-*-
1-116 3-116 1-116 1-116
Sequenz  Met-1-116 116 3-116
>200 4800 €/
: m
Preis £/mg 9

(*= Unbekannte AS-Sequenz)

Da die Herstellung der verschiedenen hrPCTs nicht im Rahmen dieser Arbeit erfolgte, wird fur
Details auf folgende Publikation hingewiesen: Herstellung und Aufreinigung des hrPCT1-116
und hrPCT3-116 siehe Rascher et al. [138]. Es war mdéglich, beide native Formen des hPCTs



rekombinant herzustellen. Der Methioninrest, der wahrend des Klonens hinzugefuigt wurde,
bzw. die ersten beiden Aminosauren des PCTs wurden durch zwei Durchfihrungen
ortsspezifischer Mutagenesen entfernt. Beide Konstrukte fir das hrPCT wurden in E.coli gut

in einer léslichen Form exprimiert und in einer typischen Ausbeute von 35 mg/Lkutr €rhalten.

3.1.3.1 Vergleich mit kommerziell erhaltlichem humanen reko mbinanten PCT

Die von Dr. Arie Geerlof (Institut far Strukturbiologie, Helmholtz Zentrum Minchen,
Deutschland) intern hergestellten hrPCTs wurden mit kommerziell erhaltlichen hrPCTs von
Prospec und HyTest auf seine Erkennung im ELISA verglichen, um eventuelle Unterschiede
in den Proteinen zu erkennen. Es wurden jeweils Standardkurven von den einzelnen zu
vergleichenden hrPCTs auf einer Mikrotiterplatte erstellt, damit die gleichen Bedingungen fir
die Messung hergestellt wurden. Die eingesetzten Konzentrationen in ng/mL wurden bei der
Auswertung in molare Konzentrationen (mol/mL) mit den in Tabelle 9 aufgefihrten

Molekulargewichten umgerechnet.

Im ersten Schritt wurde ein hrPCT hergestellt, das zusétzlich drei AS am N-terminalen Ende
der AS-Sequenz aufweist (Glycin-Alanin-Methionin, im Weiteren GAM-PCT). Dieses wurde
mit dem bisher verwendeten hrPCT mit His-Tag von Prospec verglichen, indem von beiden
Standardkurven erstellt und diese verglichen wurden. Hier zeigte sich, dass das neu
hergestellte GAM-PCT sensitiver erkannt wurde. Dies hangt wahrscheinlich mit der
Bindungsregion der Ak zusammen. Im verwendeten Assay bindet der Detektor-Ak CALCA
4F6-B im N-terminalen Bereich, der durch den sehr groRen His-Tag teilweise verdeckt werden
konnte. Somit kénnen weniger Sandwich-Komplexe gebildet werden als im Falle eines

Proteins, bei dem der N-terminale Bereich frei zuganglich ist.

Als eine zweite Charge des GAM-PCT zur Verfigung stand, wurde diese mit der ersten
Charge verglichen. Es sollte tberprift werden, wie stabil das hrPCT reproduziert werden
kann. Dies war wichtig, da es bei dem kommerziell erhaltlichen hrPCT mit His-Tag von
Prospec z.T. deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Chargen gab, die Einfluss auf
die Ergebnisse im ELISA hatten (Abbildung 20). Diese Unterschiede konnten nicht auf die
Lagerung zurtickgeftihrt werden, da fir beide Standardkurven frisch aufgetaute
Stammldsungen verwendet wurden und die Lagerung im Gefrierschrank den Abbau des PCTs
hemmt (siehe 3.1.3.1). Auch waren die erhaltenen Standardkurven mit derselben
Stammldsung Uber einen weiten Zeitraum stabil (Daten nicht gezeigt). Das intern hergestellte

hrPCT zeigte hingegen ein weitgehend identisches Verhalten im ELISA (siehe Abbildung 21)



und kann somit reproduzierbar hergestellt werden (ICso (Charge 1) = 1,48e® mol/mL, ICso
(Charge 2) = 1,33e*® mol/mL).
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Abbildung 20 Vergleich zweier hrPCT-Chargen von Prospe ¢ auf derselben Mikrotiterplatte, Ak-Paar CALCA
3C5/CALCA4F6-B;n=11;m=4
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Abbildung 21 Vergleich zweier Chargen des intern her  gestellten GAM-PCTs, Ak-Paar CALCA 3C5/CALCA
4F6-B in PBS-Puffer; n=11;m=4

Im néchsten Schritt wurden von Herrn Dr. Geerlof weitere verschiedene hrPCTs hergestellt.
Es standen am Schluss GAM-PCT, M-PCT (Methionin-Rest), PCT1-116 und PCT3-116 zur
Verfligung. Letztere entsprechen den Formen, die, der Literatur zur Folge, nativim Menschen
bei einer Sepsis gefunden werden kénnen [53]. M-PCT und gerade auch das PCT3-116 waren

bisher nicht kauflich erhaltlich.

Abbildung 22 zeigt den Vergleich dieser vier verschiedenen PCTs mit dem Ak-Paar CALCA
3C5/CALCA 4F6-B in PBS-Puffer (A) und den Vergleich mit dem entwickelten Assay in
humanem EDTA-Plasma (B).
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Abbildung 22 Vergleich der intern hergestellten hrPCT s, Ak-Paar CALCA 3C5/CALCA 4F6-F20; schwarz =
PCT 1-116, rot = PCT 3-116, blau = GAM-PCT, pink = M-PC T; A) in PBS-Puffer; B) in humanem EDTA-
Plasma;n=11, m=2



Einerseits erkennt man an diesem Versuch, dass die zwei natirlichen Formen des PCTs am
sensitivsten vom entwickelten Assay erkannt werden. Da beide gleich sensitiv erkannt
werden, ist es moglich unseren Assay wahrend der kompletten Erkrankung anzuwenden
(CR%piasma = 90%). Des Weiteren ist ersichtlich, dass umso mehr zusatzliche AS am N-
terminalen Bereich des PCTs angefiigt sind, eine Verschiebung des ICso-Wertes zu héheren
Konzentrationen erfolgt. Die Antikdrper erkennen spezifische Abschnitte der
Aminosauresequenz. Der Fangerantikdrper CALCA 3C5 bindet in der Calcitonin-Region,
wohingegen der Detektorantikbrper CALCA 4F6 in der N-terminalen Region des PCTs bindet.
Die zusatzlichen AS scheinen die Bindung des Detektors zu beeinflussen. Bei der geringen
GroRRe einer oder dreier AS im Vergleich zu einem His-Tag ist der Einfluss allerdings sehr
gering. Andererseits kann man ebenfalls erkennen, dass der entwickelte Assay sehr gut in
humanem EDTA-Plasma funktioniert, da hier sogar noch bessere I1Cso-Werte erreicht werden,

d.h. der Assay sensitiver arbeitet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10 Zusammenfassung der IC so-Werte in [mol/mL] der intern hergestellten hrPCTS in PBS-Puffer
und humanem EDTA-Plasma

PBS-Puffer humanes EDTA-Plasma
GAM-PCT 1,458 6,85e 4
M-PCT 1,39¢e2® 5,666
PCT3-116 1,243 52214
PCT1-116 1,04e13 4714

AnschlieRend wurde das intern produzierte PCT1-116 mit zwei kommerziell erhéltlichen
PCT1-116 verglichen. Alle drei hrPCTs werden im entwickelten Assay ahnlich sensitiv
erkannt. Etwas schlechter im Vergleich zeigt sich das hrPCT von HyTest. Die erhaltenen
Standardkurven der drei hrPCTs zeigt Abbildung 23. Die ermittelten 1Cso-Werte sind wie folgt:
ICso (HyTest) = 7,42e** mol/mL; ICso (intern) = 5,5e** mol/mL; ICs, (Prospec) = 4,96e"
14 mol/mL. Damit konnte das intern hergestellte PCT1-116 fur die Entwicklung des PCT-

Assays als Standard verwendet werden, da es qualitativ keine Unterschiede aufwies.
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Abbildung 23 Vergleich der zwei kommerziell erhaltli chen hrPCT1-116 von HyTest und Prospec mit dem
intern hergestellten; Ak-Paar CALCA 3C5/CALCA 4F6-B  in humanem EDTA-Plasma; n = 11; m = 2-3

3.1.3.2 Lagerstabilitat des hrPCT1-116

Mit dem auf dem respons® IQ entwickelten Assay wurde der Einfluss der Temperatur und der
Dauer der Lagerung auf die hrPCT-Konzentration einer Plasmaprobe getestet, um eine
optimale Lagerung des Standards zu gewdhrleisten. Hierzu wurde humanes 0-Plasma mit
1 ng/mL PCT1-116 aufgestockt, diese Stamml6sung aliquotiert und im Kuhlschrank bzw.
Gefrierschrank gelagert. Die Aliquote wurden frisch (am Tag der Herstellung), nach einem,
sieben und 28 Tagen gemessen. Die Wiederfindung bezieht sich in diesem Versuch auf die
erhaltene Signalhdhe der verschiedenen Proben im Vergleich zu der frisch angesetzten
Stammldsung P01, da die Signalhdhe direkt mit der hrPCT-Konzentration zusammenhangt.
Es wurde fir diesen Versuch dieselbe Charge an Cartridges verwendet, wodurch identische
Assaybedingungen herrschten, die ein Vergleichen der Signallintensitaten erméglichten. Die
erhaltenen Unterschiede in den Signalintensitaten hingen so nur von der detektierbaren
hrPCT-Menge ab. Der Abbau stellt den Signalabfall der Proben im Vergleich zur Stammlésung

Uber den gesamten Zeitraum (Abbau gesamt %) bzw. zwischen den einzelnen Proben (Abbau



%) dar. Das erhaltene Signal der Probe P01 wurde als 100% angenommen und die Signale

der weiteren Proben auf die Probe P01 bezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 aufgefihrt.

Tabelle 11 Zusammenfassung der Ergebnisse zum Versuch zur Lagerstabilitat von PCT1-116, K =
Kihlschrank, G = Gefrierschrank; aufgefihrt ist der MW einer Dreifachmessung + Standardabweichung

Wiederfindung (%)  Abbau gesamt (%) Abbau (%)

PO1 - frisch 100+6,2 0 0

P02- 1d K 81,24+3,09 18,8 18,8
PO5- 1d G 92,31+2,16 7,7 7,7
PO3 - 7d K 80,20+2,90 19,8 2,8
P06 - 7d G 89,88+1,48 10,1 15
P04 - 28d K 75,15+0,35 24,9 0,9
P07 -28d G 94,04+0,61 6,0 0,2

Es gibt einen relativ starken Abbau von 8 - 19% bei der frisch angesetzten Stammlésung hin
zur ersten Messung nach einem Tag. Hier macht es dazu einen Unterschied, ob das Aliquot
im Kihlschrank (19%) oder Gefrierschrank (8%) gelagert wurde. Eine Einflussmoglichkeit
ware die Temperatur der Probe bei der Messung, da die frisch angesetzte Stammldsung RT
besal, die nachsten Proben allerdings relativ zeitnah nach dem Herausnehmen aus dem
Kihlschrank gemessen wurden und dadurch etwas kiihler waren. Eine weitere Mdglichkeit ist,
dass es bei dem PCT1-116 wirklich innerhalb der ersten 24 Stunden zu einem starken Abbau
in die Spaltprodukte kommt. Diese Spaltprodukte (Katacalcin, Calcitonin) werden von
unserem Assay nicht erkannt. Insgesamt kommt es zu einem deutlich geringeren Abbau bei
der Lagerung im Gefrierschrank mit 6%. Im Vergleich kommt es bei der Lagerung der Aliquote
im Kihischrank tber die getesteten 28 Tage zu einem deutlichen Abbau des PCT1-116 (25%).
Diese Verhdltnisse sind in Abbildung 24 graphisch dargestellit.
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Abbildung 24 Lagerstabilitdt von PCT1-116 in Kuhlsc  hrank (K) bzw. Gefrierschrank (G) Uber einen Zeitra  um
von 28 Tagen

Meisner et al. fuhrten einen Versuch zum Einfluss der Lagerung von Plasmaproben mit hPCT
von Patienten mit diagnostizierter Sepsis, schwerer bakterieller Infektion oder einer erhdéhten
PCT-Konzentration nach einer Operation durch [50]. In dieser Studie zeigte sich bei einer
Lagerung der Proben bei 4T nach 24 Stunden ein Abb au von 12 %. Da es sich hierbei um
die native Form des PCTs handelt und die Konzentration mit einer unterschiedlichen Methode
durchgefuihrt wurde, sind die hier aufgeflihrten Ergebnisse mit den Ergebnissen von Meisner
et al. eingeschrankt vergleichbar, liegen aber in einem &hnlichen Bereich. Struck et al.
untersuchten ebenfalls die Stabilitédt von nativen PCT1-116 ex vivo. Der Abbau des PCTs in
Plasma bei 4 betrug hier nach 24 h <10 % und lag so geringfligig niedriger als bei Meisner
et al. [53]. In dieser Studie wurden die Patientenproben allerdings mit einem
selbstentwickelten Assay gegen das PCT1-116 gemessen. Der geringere Abbau bei -20C



zeigt, dass dies die beste Lagerungsmaoglichkeit ist. Daher wurden die Stammlésungen an

hrPCTs im weiteren Verlauf im Gefrierschrank gelagert.

3.2 ELISA-Entwicklung fir equines PCT

Da Sepsis und bakterielle Infektionen auch bei Pferden eine grof3e Rolle spielen, gibt es
Uberlegungen, dass auch hier PCT ein méglicher Marker zur Diagnose sein kann. Da das
ePCT eine sehr hohe bis vollstandige Homologie mit dem hPCT aufweist (vgl. Abbildung 3
und Tabelle 4), sollte in einem Teilprojekt der vorliegenden Arbeit getestet werden, ob der fur
das menschliche PCT entwickelte Assay auch bei der Diagnose von ePCT eingesetzt werden
kann. Die mAk, die im Sandwich-ELISA fir hPCT eingesetzt werden, binden an AS-
Sequenzen, die die hdchste Homologie zum ePCT aufweisen. Dies unterstiitzt die Theorie,
dass ein Nachweis von ePCT mit dem entwickelten Assay mdglich sein sollte. Um den Assay
an die Detektion von ePCT anzupassen, war die Herstellung ePCTs als Standard notig, da
diese nicht kommerziell erhéltlich war. In diesem Rahmen wurde zum ersten Mal, nach
meinem Stand des Wissens, ePCT rekombinant hergestellt. Da die Herstellung nicht Teil
dieser Arbeit war, sei fur die Herstellung und Aufreinigung des erPCTs auf die Publikation
Rieger et al. [139] verwiesen. Das Konstrukt fir ePCT wurde in Iéslicher Form gut in E.coli

exprimiert. Hier betrug die Ausbeute 28 mg/Lkuiur.

Der unter 3.1.2 beschriebene entwickelte Assay fir hPCT wurde fir die Anwendung bei
Pferden adaptiert. Hierzu wurden einige zusatzliche Versuche zur Adaption und Optimierung
innerhalb einer Bachelorarbeit durchgefuhrt [140]. Die Ergebnisse werden im Folgenden kurz

zusammengefasst.

Die neun intern entwickelten Ak und zwei Ak von HyTest (PCT 27A3 und PCT 6F10) wurden
in einem erneuten Ak-Screening einerseits mit erPCT und andererseits mit nativen ePCT
getestet. Bei diesem Versuch stellte sich heraus, dass das bereits fir den humanen PCT-
Assay verwendete Ak-Paar CALCA 3C5/CALCA 4F6-B als einziges sowohl das rekombinante
als auch das native ePCT erkennt und ausreichend hohe Signale liefert. Im nachsten Schritt
wurden verschiedene Zusatze gegen das Auftreten unspezifischer Anbindung getestet. Auch
hier zeigte sich, wie bereits beim Assay fur hPCT, dass die Zugabe von 50 pg/mL Ratten-Ak
derselben Subklasse, der die verwendeten mAk angehdren, die beste Reduzierung der
Hintergrundsignale des 0-Plasmas erreicht. Als Blocksubstanz wurde fur den ePCT-Assay
zuerst 5% (w/v), spater 3,3% (w/v) BSA-Lésung verwendet und die selbsthergestellte

Substratlésung (siehe 5.6).



Der  adaptierte Sandwich-ELISA  wurde anschliel3end mittels Intra-Assay
Variationskoeffizienten (laA-CV), Inter-Assay Variationskoeffizienten (leA-CV) und
Arbeitsbereich (WR) charakterisiert (fir Erlauterungen siehe 3.1.2.2). Die Ergebnisse sind in
Tabelle 12 zusammengefasst. Der Arbeitsbereich des Assays wurde in Anlehnung an die
Richtlinien der FDA festgelegt [137]. Diese besagen, dass die zu medizinischen Zwecken
verwendeten ELISAs einen IeA-CV von <15% zeigen muissen. Gemal dessen wurde der
Arbeitsbereich auf 25 bis 1000 ng/mL festgesetzt, da in diesem Bereich die Anforderungen
erfullt werden. Die Wiederfindung im Arbeitsbereich zeigt eine Unterbestimmung der Soll-

PCT-Konzentration, was vermutlich auf Verdiinnungseffekte beruht.



Tabelle 12 Zusammenfassung der Ergebnisse der Assay-  Charakterisierung; die Ergebnisse der Platte 1

sind mit | gekennzeichnet, die der Platte 2 mit I,  die der Platte 3 mit Ill; angegeben ist der Mittelwe  rt (MW)
+ StabW.S
Csoll Cist-| laA-CV, Cist-1l laA-CV Cist-1l laA-CVy
(ng/mL) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
5 76 +23 30,5 10,4 +£0,3 2,6 / /
10 140+£35 24,9 16,4 +£0,9 5,6 9,9+£2,.2 22,5
25 26,9+19 7,2 26,327 10,4 26,0+45 17,2
50 47,4+0,4 0,8 38,4+0,6 15 449+1,0 2,3
100 75,4 +£3,6 4.8 65,0+£25 3,9 79,1+£19 2,4
250 240,3+21,9 9,1 194,7 + 20,2 10,4 215,7+5/4 2,5
500 432,5+33,4 7,7 409,1 £ 27,8 6,8 471,6 £ 33,9 7,2
1000 882,0 £159,9 18,1 865,7 £ 105,0 12,1 795,7 £ 64,3 8,1

2500 1897,8+914,9 48,2 1402,2 +113,0 8,1 1459,7 + 169,6 11,6

Csoll Cist leA-CV Wiederfindung
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
5 9+2 22 178
10 13+4 26 135
25 263 11 106
50 44 + 4 9 87
100 737 9 73
250 214 + 25 12 87
500 438 + 39 9 88
1000 848 + 108 13 85

2500 1587 + 524 33 63




Weiterhin wurde die CR der verwendeten Ak ermittelt. Da die Ak gegen humanes PCT
gerichtet sind, wurden Standardkurven von hrPCT und erPCT verglichen. Der CR-Wert wurde
als 409 ermittelt, d.h. 1 ng/mL erPCT ergibt nur 1/409 des Signales von hrPCT. Dies hat nur
geringe Auswirkungen auf die Detektion, da die Versuche mit equinen Patientenproben

zeigten, dass die PCT Konzentrationen im Pferd deutlich héher sind als im Menschen [41].

Mit dem optimierten und charakterisierten PCT-Assay wurden daraufhin erste
Patientenproben gemessen. Hierbei wurden Proben von 24 klinisch unauffélligen und funf
septischen Pferden verwendet. Diese wurden angelehnt an den Sepsis-Score von Breuer et
al. [27] eingeteilt (fir Details siehe [139]). In der Gruppe der Kontrollpferde wurden vier Pferde
als fraglich hinsichtlich Sepsis eingestuft (4-6 Punkte im Sepsis-Score) und 20 als negativ (<
3 Punkte im Sepsis-Score). Die Gruppe der funf septischen Pferde wurde auch mit dem
Sepsis-Score als positiv fir Sepsis eingestuft (= 7 Punkte im Sepsis-Score). Diese Einteilung
stitzt das Ergebnis des entwickelten ELISAs. Hier zeigte die Sepsisgruppe eine signifikant
hohere mittlere PCT-Konzentration von 8450 ng/mL als die Kontrollgruppe mit 47 ng/mL (P =
0,0006). Zwei Proben der Kontrollgruppe wurden als statistische Ausrei3er identifiziert. Beli
einer zweiten Untersuchung waren diese Pferde immer noch Kklinisch unauffallig und eine
Untersuchung der Plasmaproben drei Wochen spater zeigte die gleichen erhdéhten PCT-

Werte. Die Ursache fir dieses Phanomen ist bislang noch nicht geklart.
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Abbildung 25 Box-Plot von equinen Plasmapatientenprob en; der Median ist durch die gestrichelte Linie
gekennzeichnet

Ein Punkt, der hier noch erwahnt werden muss, ist, dass das verwendete 0-Plasma von einem
klinisch gesunden Pferd stammt, dieses aber eine Grundkonzentration an ePCT besitzt. D.h.,
die erhaltenen Werte stellen relative Konzentrationen in Bezug auf diesen Grundlevel dar.

Bisher wurde noch kein durchschnittlicher PCT-Wert fir gesunde Pferde bestimmt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass es mit dem entwickelten Assay mdglich ist ePCT in einem
klinisch relevanten Konzentrationsbereich zu messen. Weiterhin zeigen die Versuche mit
Patientenproben, dass mit Hilfe eines PCT-Assays die Moglichkeit besteht Sepsis zu

diagnostizieren.



3.3 Entwicklung des PCT-Assay fir eine POCT-Anwendu ng auf dem

Analysegerat respons ® 1Q

Das Kernthema der vorliegenden Arbeit war die Ubertragung des zuvor im Sandwich-ELISA
Format entwickelten Assays zur Detektion menschlichen PCTs auf das POCT-Geréat
respons® 1Q. Der Assay sollte den wichtigen Punkten einer POCT-Anwendung genligen, wie
keine Probenvorbereitung, schnelle Ergebnisse und einfache und sichere Handhabung.
Hierzu wurde der Assay in ein Sandwich-FIA-Format Ubertragen, wobei erneut ein Ak-
Screening durchgefihrt wurde und er fur die Messbedingungen auf dem Gerat optimiert
wurde. Eine direkte Ubertragung des Assays war nicht moglich, da bei der Messung auf dem
respons® 1Q der Detektor-Ak zuerst mit der Probe vermischt wird. Daher ist es wichtig, dass
dieser eine sehr hohe Affinitat zum Analyten aufweist, um diesen aus der Probe binden zu
kénnen. Im ELISA ist dies der Fall beim Fanger-Ak, der hier eine hohe Affinitdt haben muss,
um den Analyten im ersten Schritt aus der Probe zu binden. Daher eignen sich oft Fanger-Ak
im ELISA gut als Detektor-Ak auf dem respons® 1Q. Ein weiterer Punkt ist, dass die Messung
auf dem respons® 1Q eine Kinetikmessung ist, nicht eine Endpunktmessung wie bei einem
ELISA. Weiterhin wurden die Reproduzierbarkeit der Cartridges und die Vergleichbarkeit der
einzelnen Gerate getestet. AbschlieRend wurden Standardkurven mit humanem EDTA-
Plasma und humanem Vollblut erstellt und der Assay mit Patientenproben validiert. Die ersten
Versuche wurden mit einer externen Detektorlésung durchgefihrt (enthélt den Detektor-Ak
und evtl. Zusatze), um eine hdhere Flexibilitdt zu gewéhrleisten. Diese lag als Lyophilisat vor
und wurde mit der Probe gemischt und dann in die Cartridge eingefillt. Nachdem der beste
Detektor-Ak und Zusatze gegen unspezifische Anbindungen gefunden wurden, wurden diese
in die Cartridge integriert. Somit mussen keine weiteren Substanzen der Probe zugefihrt

werden, da alle bendtigten Reagenzien bereits in der Cartridge vorliegen (lab on a chip).

3.3.1 Antikorper Screening

Fur eine Anwendung auf dem POCT Gerat respons® 1Q wurden die fiinf der in einer internen
Kooperation mit Frau Dr. Elisabeth Kremmer (Institut fir Molekulare Immunologie, Helmholtz
Zentrum Munchen) hergestellten Antikérper gegen hPCT, die sich zuvor im Sandwich-ELISA
als am besten geeignet gezeigt hatten, in einem Sandwich-FIA erneut getestet. Des Weiteren
wurden neun PCT-Antikdrper von der Firma HyTest, Turku, Finnland, getestet, um eine

Paarung fur eine sensitive Detektion zu bekommen.



Die mAk wurden anhand ihrer Bindungsregion zu Paaren fir das Screening
zusammengefihrt. In Gruppe 1 wurden die Antikdrper als Fangerantikdrper eingesetzt, die in
der Calcitonin bzw. Katacalcin-Region des PCTs binden, und als Detektoren die Antikorper,
die im N-terminalen Bereich des PCTs binden. Letztere sind fluoreszenzmarkiert und im
Weiteren mit —F gekennzeichnet. In Gruppe 2 wurden die Antikorper andersherum Uberpruft.
Alle Fangerantikorper einer Gruppe waren auf einer Cartridge vorhanden, so dass diese unter
identischen Bedingungen mit derselben Probe getestet werden konnten. Gemessen wurden
eine 0-Probe und eine hohe PCT-Konzentration (10 ng/mL). Die Bindungsregionen der mAk

sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13 Ubersicht der Bindungsregionen der getes  teten mAk gegen hPCT

mAK Bindungsregi on
CALCA 3C5 Calcitonin

CALCA 2F3 Calcitonin

PCT 14A2 Calcitonin

PCT 16B5 Calcitonin

PCT 14C12 Katacalcin

PCT 22A11 Katacalcin

CALCA 4A6 N-terminale Region
CALCA 4F6 N-terminale Region
CALCA 3B12 N-terminale Region
CALCA 4H6 N-terminale Region
PCT 6F10 N-terminale Region
PCT 44D9 N-terminale Region
PCT 38F11 N-terminale Region
PCT 42 N-terminale Region

PCT 27A3 N-terminale Region




Tabelle 14 fasst die Ergebnisse fur das Screening 1 der Gruppe 1 zusammen, in der die
Antikdrper als Fanger eingesetzt wurden, die in der Calcitonin/Katacalcinregion des PCTs
binden. In dieser Gruppe zeigte nur der Fanger-Ak PCT 16B5 gute Signalintensitaten. Als
Detektor-Ak zeigten der CALCA 4A6-F, CALCA 4F6-F und PCT 44D9-F gute Signale. Fur
weitere Tests wurden nur die beiden CALCA-Ak ausgewahlt, da diese ein geringeres Signal

mit dem Leerwert-Plasma ergaben.

Tabelle 14 Ergebnisse Gruppe 1 im Screening 1 (Fanger -Ak: Calcitonin/Katacalcin; Detektions-Ak: N-
terminale Region)
UB = unspezifische Anbindung bei 0 ng/mL; 0 - +++s  chwaches bis ausgezeichnetes Paar

CALCA CALCA PCT PCT PCT PCT
3C5 2F3 14A2 16B5 14C12 22A11
CALCA 4A6-F uB uB @] + O O
CALCA 4F6-F UB UB @] + O O
PCT 6F10-F o o O O O o
PCT 44D9-F o uB @] + O O
PCT 38F11-F @) 0] o @) O o
CALCA 4H6-F UB UB o o O o

Die Ergebnisse der Gruppe 2 im Screening 1, in der die Fanger-Ak in der N-terminalen Region
des PCTs binden, sind in Tabelle 15 zusammengefasst. Aus dieser Gruppe wurden auf Grund
der guten Signale CALCA 4F6, PCT 6F10, PCT42 und PCT 27A3 als Fanger-Ak ausgewahlt
und als Detektor-Ak CALCA 3C5-F, CALCA 2F3-F, PCT 14A2-F und PCT 16B5-F. Der
Fanger-Ak PCT 44D9 zeigte insgesamt niedrigere Signale als der PCT 42 und wurde daher

fur weitere Versuche nicht mehr in Betracht gezogen.



Tabelle 15 Ergebnisse Gruppe 2 im Screening 1 (Fanger -Ak: N-terminal; Detektor-Ak:
Calcitonin/Katacalcin)
UB = unspezifische Anbindung bei 0 ng/mL; 0 - +++s  chwaches bis ausgezeichnetes Paar

CALCA CALCA PCT PCT PCT PCT 42 PCT

4A6 4F6 6F10 38F11 44D9 27A3
CALCA

UB/+++ UB/+++ ++ ++ ++ ++ +++
3C5-F
CALCA

UB/+++ UB/+++ +++ ++ UB/+++ UB/+++ UB/+++
2F3-F
PCT

++ +++ ++ ++ ++ ++ +++
14A2-F
PCT

++ +++ + + uUB/+++ UB/+++ UB/+++
16B5-F
PCT

o O o o O o O
14C12-F
PCT

0] + @) o @) O o
22A11-F

Tabelle 16 fasst noch einmal die im zweiten Screening verwendeten finf Fanger- und sechs
Detektorantikbrper zusammen, die auf Grund ihrer hohen Signale und nur gering auftretender
unspezifischer Anbindung ausgewahlt wurden. Tabelle 17 zeigt dann die Ergebnisse des
Screenings 2. Die Klassifizierung der Ergebnisse des Screening 2 erfolgte nach den erreichten
LOD- und LOQ-Werten in den erstellten Standardkurven. Als Detektor-Ak zeigte der neu
entwickelte CALCA 3C5-F die besten Ergebnisse in fast allen Kombinationen mit den
verschiedenen Fanger-Ak. Da er auch bei der Affinitatsbestimmung mit der SPR-Messung
gute Ka- und Kp-Werte zeigte (siehe 3.1.1.2), wurde dieser als einziger Detektions-Ak fir die
weiteren Versuche ausgewahlt. Die Fanger-Ak PCT 27A3, PCT 42 und PCT 6F10 erreichten
gute LOD- und LOQ-Werte und wurden ebenfalls fiir weitere Versuche ausgewahlt. Der
CALCA 4F6 zeigte ein hoheres Signal mit dem Leerwert, was einer unspezifischen Anbindung
mit Substanzen im humanem EDTA-Plasma zugesprochen werden kann. Da dieser aber sehr
gute Anstiege im Screening und ebenfalls gute Ka und Kp Werte zeigte (siehe 3.1.1.2), wurde

er dennoch fir weitere Versuche herangezogen.



Tabelle 16 Fanger- und Detektions-Ak fir Screening 2

Fanger-Ak CALCA4F6 PCT 27A3 PCT 42 PCTG6F10 PCT 16B5

Detektions- CALCA CALCA PCT PCT CALCA CALCA
Ak 3C5-F 2F3-F 14A2-F 16B5-F 4F6-F 4A6-F

Tabelle 17 Ergebnisse fur Screening 2

— Kein Fitting mdéglich; UB = unspezifische Anbindun g bei 0 ng/mL; 0 - ++ schwaches bis ausgezeichnetes
Paar

CALCA 4F6 PCT 27A3 PCT 42 PCT 6F10 PCT 16B5

CALCA 3C5-F UB/O ++ ++ ot /
CALCA 2F3-F - o) o) + /
PCT 14A2-F o) o) + - /
PCT 16B5-F ++ - - o) /
CALCA 4F6-F / / / / o)
CALCA 4A6-F / / / / +

3.3.2 Optimierung des PCT-Assays

Ein wichtiger Punkt bei der Optimierung des PCT-Assays war die Reduzierung der
auftretenden unspezifischen Anbindung. Diese war unter verschiedenen Umstdnden zu
beobachten. Zum einen kam es in verschiedenen humanen EDTA-O-Plasmen von
Einzelspendern zu einer unspezifischen Bindung zwischen den gespotteten Fanger-Ak und

den Detektor-Ak an den Streifen selbst. Zum anderen trat eine unspezifische Anbindung in



humanem Vollblut an die Cartridgeoberflache zwischen den immobilisierten Fanger-Ak auf.

Ein weiterer Punkt war die Verhinderung eines Basislinienabfalls wahrend der Messung.

3.3.2.1 Zuséatze gegen unspezifische Anbindung

Bei der Messung von 20 Plasmaeinzelspenden gesunder Personen, die von pes
diagnosesysteme, Markleeberg, Deutschland, zur Verfigung gestellt wurden, war das
Auftreten unspezifischer Bindungen an die Fanger-Ak besonders deutlich. Abbildung 26 zeigt
die Signalanstiege der einzelnen Plasmaeinzelspenden. Aufgetragen sind die einzelnen
Scans uber die gesamte Cartridge, wobei die einzelnen Féangerstreifen, d.h. deren Position
auf der Cartridge, zu erkennen sind. Es handelt sich um das Spotting 1, d.h. von links nach
rechts haben die Fanger-Ak folgende Reihenfolge: CALCA 4F6, PCT 27A3, PCT 42, PCT
6F10, CALCA 4F6, PCT 27A3, PCT 42, PCT 6F10. Die Einzelspenden sind nach der Hohe
des Signals farblich markiert, wobei griin fir einen geringen Anstieg, d.h. eine geringe
unspezifische Anbindung, steht, gelb fir einen leichten und orange fiir einen mittleren Anstieg.
Eine Einzelspende (lachsfarben) zeigte einen besonders hohen Signalanstieg und eine
Weitere zeigte vor allem einen Anstieg an den Streifen 2 und 3, mit den kommerziell

erhaltenen Mausantikérpern.
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Abbildung 26 Signalanstiege der einzelnen Scans von verschiedenen Plasmaeinzelspenden an den
jeweiligen Fangerstreifen; griin = geringe Anbindung , gelb = leichte Anbindung, orange = mittlere

Anbindung, lachs = starke Anbindung, rot = starke A nbindung an murinen Fénger-Ak

Da dieses Phanomen vor allem bei den intern hergestellten Antikdrpern sichtbar war und es
sich hierbei um eine Verbindung zwischen zwei Rattenantikérpern handelt, ist anzunehmen,
dass diese unspezifische Bindung wahrscheinlich durch humane Anti-Ratte-Antikdrper
verursacht wurde. Menschliche Anti-Tier-Antikorper sind bereits seit langerem dafur bekannt
Stérungen in Immunoassays zu verursachen, gerade bei Sandwich Assays [106]. Diese
humanen Antikorper erkennen spezifisch AntikOrper einer einzigen Tierart, in diesem Fall die
beiden in Ratten produzierten PCT-Antikorper, und kdnnen Féanger- und Detektor-Ak Gber den
Fc-Teil miteinander verknupfen. Es kommt dadurch zu einem falsch positiven Signal. Diese
Ak konnen bei Kontakt mit Ratten entstehen, die z.B. als Haustiere gehalten werden, oder
wenn Ratten-Ak zu Therapiezwecken eingesetzt werden. Eine weitere Mdglichkeit sind
heterophile Antikorper. Diese sind allerdings weniger spezifisch und kénnen somit auch die
deutlich geringere unspezifische Anbindung erklaren, die zwischen den internen PCT-Ak aus

der Ratte und den kommerziell erhaltenen PCT-Ak aus der Maus erklaren [108,110].



Um die Wirkung verschiedener Substanzen zur Reduzierung dieser unspezifischen
Anbindungen zu testen, wurden obige Einzelspenden nach ihrem endogenen Signalanstieg

zu verschiedenen Plasmapools vereinigt:

Pool I: geringe unspezifische Anbindung
Pool II: leichte unspezifische Anbindung
Pool Il mittlere unspezifische Anbindung.

Es wurden verschiedene Zusétze getestet, um eine unspezifische Anbindung an den
Fangerstreifen zu verhindern: Bovines y-Globulin, Ziegenserum, Rattenserum, Pferdeplasma,
LowCross-Buffer® (LCB) und fur PCT unspezifische Rattenantikérper derselben Subklasse
(IlgG2a) wie die PCT-Antikorper. Ebenfalls wurde geprft, ob es sich bei den Effekten um reine
Verdunnungseffekte handelt, indem PBS mit dem Volumen des Ratten-Ak zugegeben wurde.
Als Matrix fur die Untersuchung geeigneter Zusatze wurde eine Plasmaeinzelspende
verwendet, die im Rahmen der Herstellung von O-Plasmen eine hohe unspezifische
Anbindung zwischen Fénger- und Detektor-Ak aufwies (lachsfarben, siehe Abbildung 26). Die

angegebenen Konzentrationen beziehen sich immer auf die Messlésung.

Die Ergebnisse des ersten Screenings zeigt Abbildung 27 A). Die deutlichste Reduzierung in
der Signalh6he und damit der unspezifischen Anbindung zwischen den beiden Ratten-Ak
wurden mit der Zugabe von y-Globulin und Ratten-Ak erreicht. Bei Letzteren konnte ein
Einfluss durch einen Verdinnungseffekt ausgeschlossen werden, da die Zugabe von reinem
PBS mit dem gleichen Volumen nur eine geringe Reduzierung des Signals erzeugte. Keinen
Einfluss zeigte die Zugabe von 0,5% LCB. Auf die Zugabe der verschiedenen Seren bzw.
Plasmen folgte eine deutliche Reduzierung des Signales, diese war aber nicht so stark wie
beim y-Globulin und Ratten-Ak.

Im nachsten Schritt wurden die Zusatze, die eine gute Signalreduzierung zeigten, in
verschiedenen Konzentrationen getestet. Ziel war die optimale Konzentration zu finden, die
ein gutes Ergebnis erreicht, zugleich aber auch mit zuklnftigen Kosten und der Integrierung
auf den Cartridges vereinbar ist. Hierfir wurden y-Globulin, Ratten-Ak, Ziegenserum und
Pferdeplasma erneut getestet. Letztere vor allem in Hinblick auf die spater zu beachtenden
Kosten in der Cartridgeproduktion. Die Ergebnisse sind in Abbildung 27 B) zusammengefasst.

Das y-Globulin zeigt selbst bei einer Verdiinnung der Stammlésung von 1:100 (auf 130 pg/mL)



noch eine gute Reduzierung des endogenen Signals. Beim Ratten-Ak ist eine Konzentration
von 20 pg/mL anstatt 200 pg/mL immer noch ausreichend fur eine starke Reduzierung der
unspezifischen Anbindung. Beim Ziegenserum und Pferdeplasma hat eine Reduzierung von
5% auf 1% keinen starken Einfluss auf die Wirkung, insgesamt haben diese Zusatze einen

geringeren Reduzierungseffekt.

Die Zugabe von IgG2a Ratten-Ak in einer Konzentration von 20 pg/mL zeigte mit die besten
Ergebnisse fir den Fanger CALCA 4F6, der selbst ein IgG2a Ratten-Ak ist. Dieses Ergebnis
bekraftigt die Vermutung, dass die unspezifische Anbindung durch humane Anti-Ratte-Ak
verursacht wird, die durch die Zugabe von unspezifischen Ratten-Ak im Uberschuss
abgefangen werden. An den Fangerstreifen, auf denen Maus-Ak als Fanger dienen, konnten

mit der Zugabe von 1% Ziegenserum sehr gute Ergebnisse erzielt werden.

Um zu sehen, ob bei einer Kombination der besten Substanzen eine weitere Verbesserung
zu erreichen ist, und dass die ermittelten Zusatze auch in anderen Proben funktionieren,
wurden als nachstes y-Globulin bzw. Ratten-Ak und Ziegenserum in den entsprechend
ermittelten Konzentrationen kombiniert und in den Pools Il und Il aus Plasmaeinzelspenden
getestet (Erlauterung Pools siehe 3.3.2). Die Ergebnisse zeigt Abbildung 27 C). In beiden
Pools und an allen Fangerstreifen konnte mit der Kombination von IgG2a Ratten-Ak mit
20 pg/mL und 1% Ziegenserum anstatt 5% die deutlichste Reduzierung erzielt werden. Das
y-Globulin konnte das endogene Signal in Pool Il nicht im gleichen Mal3e reduzieren wie die
Zugabe von Ratten-Ak. Auch die Kombination von y-Globulin und Ratten-Ak konnte keine

weitere Reduzierung des endogenen Signals herbeiftihren.
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Abbildung 27 Ergebnisse zur Reduzierung unspezifisch er Anbindung an die Fangerstreifen; m = 3
A) Erstes Screening verschiedener Zusétze in einer hu  manen EDTA-Plasmaeinzelspende mit hoher
unspezifischer Anbindung

B) Reduzierung der Konzentration der besten Zusatze aus dem ersten Screening in derselben
Plasmaeinzelspende; die pure Probe ergab ein zu hohes Signal und konnte nicht ausgewertet werden
C) Ergebnisse fiir die Kombination der besten Zusatze in den entsprechenden Konzentrationen getestet

mit humanem EDTA-Plasma Pool Il und Pool Il
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Mit den ermittelten Zusétzen in der entsprechenden Konzentration wurden daraufhin erneut
die aus Einzelspenden nach ihren endogenen Signalen erstellten Pools | — lll, eine
Einzelspende mit sehr hohem endogenen Signal (PE) und zwei kommerziell gekaufte Pools
gemessen (Pool 1 + 2). Die Ergebnisse sind in Abbildung 28 aufgefiihrt, wobei A) die
gekauften humanen EDTA-Plasmapools darstellt und zusétzlich den aus Einzelspenden mit
geringer bis keiner unspezifischen Anbindung hergestellten Pool | (entspricht in der Abbildung
Pool 1). B) zeigt die intern aus Einzelspenden hergestellten Pools (vergleiche 3.3.2). Es
konnte bei allen endogenen Plasmapools, die einen Signalanstieg aufwiesen, eine deutliche
Reduzierung von bis zu 96% der unspezifischen Anbindung erzielt werden. Fir alle weiteren

Versuche wurden daraufhin den Proben Ratten-Ak und Ziegenserum zugegeben.
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Abbildung 28 Reduzierung der unspezifischen Anbindu ng in verschiedenen Plasmapools; das + markiert
die Proben mit 20 pg/mL Ratten-Ak und 1% Ziegenserum ; angegeben ist die prozentuale
Signalreduzierung; m = 3



Des Weiteren zeigte sich unspezifische Anbindung an die Cartridgeoberflache zwischen den
Fangerstreifen bei endogenem humanem EDTA-Vollblut (siehe Abbildung 29). Hier
verknlUpfen Substanzen aus der Matrix die Detektor-Ak an die Oberflache, wodurch es zu

einem Signalanstieg kommt.

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Position auf der Cartridge

Abbildung 29 Sensorgramm einer Beispielmessung mit d em Detektor-Ak CALCA 3C5-F; es ist die
unspezifische Anbindung zwischen den Streifen auf de r Cartridgeoberflache in humanem EDTA-Vollblut
mit dem Fanger-Ak CALCA 3C5-F dargestellt (roter Ka  sten); die Fanger-Ak sind im Diagramm Gber ihrer
Position vermerkt

Die unspezifische Anbindung an die Cartridgeoberflache konnte mit der Zugabe von
LowCross-Buffer® (LCB) in ersten Versuchen verhindert werden (Daten nicht gezeigt). LCB
zeigte allerdings keine deutliche Verbesserung bei der unspezifischen Anbindung zwischen
Fanger- und Detektor-Ak an den Streifen. Es wurde getestet, ob die fur Plasma gefundenen
Zusatze ebenfalls fur humanes EDTA-Vollblut geeignet sind. Hierzu wurde Vollblut einerseits
pur gemessen und andererseits mit 1% Ziegenserum und 50 pg/mL Ratten-Ak. Des Weiteren
wurde erneut 1% LCB getestet. Ebenso wurde getestet, ob die Kombination aller drei Zusatze
eine weitere Verbesserung bringt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 30 dargestellt. Eine
Reduzierung war durch die Zugabe von 1% LCB nicht mdglich. Die Zugabe von Ziegenserum
und Ratten-Ak hingegen zeigte eine Reduzierung des Signals, wohingegen zusatzlicher LCB
keine weitere Verbesserung brachte. Allerdings waren die Signalintensitaten der endogenen
Blutprobe bereits gering, d.h. es lag keine deutliche unspezifische Anbindung vor. Es wurde

daher auch fur Vollblut die fir Plasma gefundenen Zusatze verwendet.
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Abbildung 30 Ergebnisse zur Reduzierung unspezifisch er Anbindung an die Fangerstreifen bei humanem
EDTA-Vollblut; m =3

3.3.2.2 Optimierung der Basislinie

In einigen Versuchen in humanem Plasma zeigte sich im Scan ein Abfall der Basislinie
zwischen den Fangerstreifen. Die Ursache fir diesen Abfall ist noch nicht endglltig geklart.
Mogliche Uberlegungen sind zum Beispiel das Ausbleichen der Autofluoreszenz des Plastiks,
aus dem die Cartridgeoberflache hergestellt ist. Allerdings erklart dies nur einen Teil des
sichtbaren Signalabfalls. Eine weitere Erklarung ist, dass sich Bestandteile der Probe an die
Oberflache binden. Hier gibt es zwei Méglichkeiten: Die erste ist, dass die Bestandteile an das
Prisma binden und somit den Brechungsindex in der Grenzschicht verdndern. Dies héatte
wiederum zur Folge, dass sich die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes éandert. Eine andere
Mdglichkeit ist, dass die fluoreszenzmarkierten Detektor-Ak an freie Bindungsplatze auf dem
Prisma binden. Die Fluorophore kénnen durch die Bestrahlung ausbleichen. Beide Effekte
haben eine zeitliche Komponente (Vroman-Effekt). Um die Basislinie zu stabilisieren, wird
daher eine Blockierldsung in die Cartridge integriert (mit den Detektoren in der Tracer-Zone
aufgebracht), die von pes diagnosesysteme entwickelt wurde. Diese verhindert das Anbinden
von Molekilen an die Oberflache, was einen Teil des Basislinienabfalls verhindert, wie in
Abbildung 31 zu sehen ist.
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Abbildung 31 Einfluss der Blockierldsung auf den Bas islinienabfall; die griinen Scans wurden mit equinem
Plasma ohne Blockierldsung aufgenommen, die blauen Sc ans mit equinem Plasma und Verwendung von
Blockierlésung

3.3.3 Reproduzierbarkeit der Messungen

Gubala et al. [112] wiesen in ihrer Literaturibersicht zur Point-of-Care-Diagnose darauf hin,
dass die Messergebnisse von Einweg-Cartridges von Stichproben und dem Vergleich
verschiedener Cartridges fur eine Kalibrierung abhéangen. Auch die Prozesse des Gerates
stellen eine Fehlerquelle dar, da diese wohl nicht so Uberprift werden wie bei grof3en
Laborgeraten. Daher wurde eine identische Probe auf zwei verschiedenen Messgeraten
getestet, um die Vergleichbarkeit zwischen den Geraten zu zeigen, sowie ein Versuch
durchgefuhrt, der die Reproduzierbarkeit bei der Cartridgeherstellung und der Herstellung der
Detektorldsungen zeigt.

3.3.3.1 Vergleichbarkeit von Messungen mit verschiedenen Ge  raten

Um die Vergleichbarkeit zwischen den Messergebnissen zu testen, wenn diese von zwei
unterschiedlichen Geraten erhalten wurden, wurde eine identische Probe (10 ng/mL hrPCT in
humanem EDTA-Plasma) auf zwei verschiedenen respons® 1Q-Geraten (DT09, DT04)



gemessen. Hier zeigte sich, dass zwar die absolute Signalintensitat auf beiden Geraten
unterschiedlich war, der Signalverlauf und das Verhdltnis zwischen beiden Messungen an
denselben Fangern aber gleich (siehe Abbildung 32). Es handelt sich bei den Geraten um
Prototypen, die noch nicht vollstandig aufeinander abgeglichen sind. Sobald die Gerate
identisch auf die ermittelten Parameter fur den entwickelten PCT-Assay eingestellt sind,

sollten somit identische Messergebnisse erzielt werden.
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Abbildung 32 Vergleich identischer Proben mit zwei ve rschiedenen Geraten des respons  ®1Q; m =3

3.3.3.2 Reproduzierbarkeit bei der Cartridgeherstellung und der Herstellung der
Detektorldsungen

Um die reproduzierbare Herstellung der Cartridges und der Detektorldsungen zu Uberprifen,
wurde mit jeweils zwei verschiedenen Chargen Cartridges und Detektorlésungen je eine
Standardkurve aus identischen Proben erstellt. Abbildung 33 zeigt die Reproduzierbarkeit der
Cartridgeproduktion am Beispiel des Ak-Paars PCT 27A3/CALCA 3C5-F. Hierzu wurde
jeweils eine Standardkurve aus Messungen mit Cartridges identischer Belegung aus zwei
verschiedenen Chargen erstellt. Die Verdinnungsreihen des hrPCTs wurden aus derselben
Stammldsung hergestellt und die verwendete Detektorlosung war identisch. Die
Detektorldsungen lagen extern als Lyophilisate vor und wurden mit der Probe resuspendiert

(Ablauf wie bei Antikorperscreening, siehe 5.9.1.). Hier ist darauf hinzuweisen, dass in diesem



Versuch noch keine Zusatze gegen unspezifische Anbindung zugegeben wurden. Die 0-
Proben liegen daher héher als bei spateren Versuchen. Beide Standardkurven weisen einen

fast identischen Verlauf auf, d.h. eine gleichbleibende Qualitéat in der Cartridgeproduktion ist
sicher gestellt.
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Abbildung 33 Reproduzierbarkeit der Cartridgeproduk tion; Ak-Paar PCT 27A3/CALCA 3C5-F

Des Weiteren wurde die Reproduzierbarkeit bei der Herstellung der Detektorldsungen
getestet. Hierzu wurden Cartridges aus einer einzigen Charge benutzt und die
Verdunnungsreihe des hrPCTs aus derselben Stammldsung hergestellt. Auch hier lagen die

Detektorldsungen extern als Lyophilisate vor und wurden mit der Probe vor dem Einflllen in
die Cartridge resuspendiert.

Die erhaltenen Standardkurven zeigten bei allen Fangern mit beiden Chargen eine
Ubereinstimmung. Abbildung 34 zeigt beispielhaft das Ak-Paar PCT 27A3/CALCA 3C5-F, das
zwei identische Kurvenverlaufe aufweist. Leichte Abweichungen bei einigen Fanger-Ak
(Daten nicht gezeigt) kdnnten davon herrihren, dass die beiden Detektorldsungen aus Ak

hergestellt wurden, die unterschiedlich lange im Kuihlschrank gelagert wurden. Die



Abweichungen sind allerdings sehr gering und hatten daher keinen Einfluss auf die
Messergebnisse.
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Abbildung 34 Reproduzierbarkeit bei der Herstellung der Detektorldsungen; Ak-Paar PCT 27A3/CALCA
3C5-F

Die hier aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Gerate untereinander vergleichbar
messen und auch die Herstellung der Cartridges reproduzierbar ablauft, wodurch Messfehler
bei der Messung durch verschiedene Chargen vermieden werden. Spater wird auf den

Cartridges zusatzlich noch eine chargenspezifische Kalibrierung enthalten sein, die eine
reproduzierbare Messung sicherstellt.



3.3.4 Standardkurven

Mit dem optimierten PCT-Assay wurden anschlieBend Standardkurven mit humanem EDTA-
Plasma und humanem EDTA-Vollblut erstellt. Hierzu wurden Cartridges verwendet, auf denen
nur noch ein Fanger-Ak auf drei Streifen gespottet ist. Fur die Auswertung wurden die Signale
der einzelnen Streifen addiert, um eine héhere Sensitivitét zu erreichen. Da sich in Versuchen
mit Patientenproben zeigte, dass die Fanger PCT 27A3 und PCT 42 natives hPCT nicht
zuverlassig erkennen, wurden diese fir die Erstellung der Standardkurven nicht ausgewahlt.
Daher wurden nur die Fanger CALCA 4F6 und PCT 6F10 getestet. Mit den Standardkurven

wurden dann die LOD- und LOQ-Werte des jeweiligen Assays berechnet.

3.3.4.1 Humanes EDTA-Plasma

In diesem Abschnitt wird beispielhaft je Ak-Paar eine Standardkurve gezeigt.

Die Standardkurve in EDTA-Plasma fur das Ak-Paar CALCA 4F6/CALCA 3C5-F ist in
Abbildung 35 dargestellt. Der berechnete LOD-Wert fur diesen Assay betrug 0,04 ng/mL, der
LOQ-Wert 0,12 ng/mL. Das BestimmtheitsmaR der Standardkurve war mit einem Wert fur R?
von 1 sehr gut (n = 6, m = 3-5). Dieses Paar zeigte eine hohere Sensitivitat als das Ak-Paar
PCT 6F10/CALCA 3C5-F und konnte in dem gezeigten Versuch nur eine Konzentration von
2,5 ng/mL hrPCT messen. Die nachsthéhere Konzentration von 10 ng/mL konnte nicht mehr
ausgewertet werden (bei einem spateren Versuch mit humanem EDTA-Plasma war es mit
diesem Ak-Paar mdglich eine Standardkurve mit einer maximalen Konzentration von
7,18 ng/mL zu erstellen; siehe hierzu den Versuch Vergleich Vollblut und Plasmakurve in
3.3.4.2).
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Abbildung 35 Standardkurve mit humanem EDTA-Plasma mit dem Ak-Paar CALCA 4F6/CALCA 3C5-F:
Gezeigt ist das addierte Signal der drei Fangerstrei fen; fir eine bessere Ansicht sind die geringen

Konzentrationen noch einmal vergréert in der recht en unteren Ecke eingeflgt; LOD = 0,04 ng/mL,
LOQ = 0,12 ng/mL

Die Ak-Kombination PCT 6F10/CALCA 3C5-F erreichte einen LOD-Wert von 0,11 ng/mL und
einen LOQ-Wert von 0,21 ng/mL. Allerdings zeigte dieses Paar ein etwas schlechtere
Bestimmtheitsmalf? als die Kombination mit dem Fanger CALCA 4F6 mit einem R? von 0,998
(n =9; m = 3-5) (siehe Abbildung 36). Dieser Assay zeigt eine etwas geringere Sensitivitat,
wodurch es moglich war PCT-Konzentrationen von 10 ng/mL zu messen.
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Abbildung 36 Standardkurve mit humanem EDTA-Plasma mit dem Ak-Paar PCT 6F10/CALCA 3C5-F:
Gezeigt ist das addierte Signal der drei Fangerstrei fen; fir eine bessere Ansicht sind die geringen
Konzentrationen noch einmal vergréert in der recht en unteren Ecke eingeflugt; LOD = 0,11 ng/mL,
LOQ = 0,21 ng/mL

Beide Assays konnten keine Konzentrationen tiber 10 ng/mL hrPCT messen bzw.es konnten
diese Ergebnisse nicht ausgewertet werden. Das bedeutet auch, dass eine Detektion hoheren
PCT-Konzentrationen in Patientenproben nicht moglich ist. Dies ist allerdings notig, um den
Assay fir eine Verlaufskontrolle der Krankheit bzw. eine Uberwachung der
Medikamentenwirksamkeit einsetzen zu kénnen. Patientenproben kénnen bis zu 100 ng/mL
hPCT und mehr bei einem schweren Krankheitsbild enthalten. In diesem Bereich missen
Modifizierungen des Assays und weitere Versuche durchgefiihrt werden, damit auch hohe
PCT-Konzentrationen gemessen werden kénnen. Dies wurde in spateren Versuchen getestet,
bei denen, durch den Einsatz eines weiteren weniger sensitiven mAk der Messbereich deutlich

erweitert wurde. Auf diese Messbereichserweiterung wird in Kapitel 3.3.6 eingegangen.

Allerdings reichen die hier gezeigten Sensitivitaten der Assays und deren Messbereich bereits
aus, um die PCT-Grenzen der verschiedenen Krankheitsstadien zuverlassig zu
unterscheiden, die in den Leitlinien von Brahms (Henningsdorf, Deutschland) fur die

Interpretation der Testergebnisse in Hinblick auf das Krankheitsstadium beschrieben sind.



3.3.4.2 Humanes EDTA-Vollblut

Da der entwickelte Assay seine Anwendung im Bereich des Point-of-Care-Testing haben soll,
ist es wichtig, dass er mit Vollblutproben angewendet werden kann. Daher wurde mit dem
entwickelten Assay eine Standardkurve aus einer Verdinnungsreihe des hrPCTs in Vollblut
erstellt. Da das Ak-Paar CALCA 4F6/CALCA 3C5-F sensitiver in den Versuchen mit EDTA-
Plasma war als das Paar PCT 6F10/CALCA 3C5-F, wurde ersteres fir den Test mit Vollblut
ausgewahlt. Dies ist, nach Stand des Wissens, der erste beschriebene Test fur PCT in
Vollblut.

Der Assay erreichte einen LOD-Wert von 0,02 ng/mL und einen LOQ-Wert von 0,09 ng/mL.
Das BestimmtheitsmaR war mit einem R%-Wert von 1 (n = 8) erneut sehr gut. Das zeigt, dass
der entwickelte PCT-Assay gleich gut, wenn nicht sogar besser, mit Vollblut arbeitet (siehe
Abbildung 37). Der Assay konnte nur eine Konzentration von 2,16 ng/mL hrPCT messen. Die

nachsthdéhere Konzentration (7,18 ng/mL) konnte nicht mehr ausgewertet werden.
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Abbildung 37 Standardkurve mit humanem EDTA-Vollblut m it dem Ak-Paar CALCA 4F6/CALCA 3C5-F:
Gezeigt ist das addierte Signal der drei Fangerstrei fen; fir eine bessere Ansicht sind die geringen
Konzentrationen noch einmal vergréert in der recht en unteren Ecke eingefiigt; LOD = 0,02 ng/mL,
LOQ = 0,09 ng/mL



Es wurde ein weiterer Versuch durchgefihrt, der zeigen sollte, dass der Assay mit humanem
Plasma und mit humanem Vollblut gleich zuverlassig arbeitet. Daflr wurde eine
Verdunnungsreihe zum Erstellen einer Standardkurve mit humanem EDTA-Vollblut hergestellt
und gemessen (identisch mit 5.9.4). AnschlieRend wurde aus diesen Proben Plasma mittels
Zentrifugieren (5000 U/min, 10 min, RT) erzeugt und ebenfalls gemessen. Da so die gleichen
Matrixbedingungen in Bezug auf das enthaltene Plasma gegeben waren, und es zu keinen
Unterschieden auf Grund unterschiedlicher Spender kommen konnte, war ein Vergleich der

Sensitivitdt und des Verhaltens des Assays in den unterschiedlichen Matrices moglich.

Abbildung 38 zeigt den Verlauf beider Standardkurven. Es ist deutlich zu sehen, dass der
Verlauf identisch ist, was in der Geradengleichung an der identischen Steigung zu erkennen
ist. Die Plasmaproben erzeugten insgesamt etwas geringere Signalstarken. Daher war es hier
auch moglich eine Probe mit 7,18 ng/mL hrPCT zu messen (fir den Vergleich ist in der
Abbildung die Vollblutlinie extrapoliert). Eine Vermutung zu diesem Ergebnis ist, dass die
hoheren Signale im Vollblut auf eine hohere Detektor-Ak-Konzentration zuriickzuftihren sind.
Die Detektor-Ak waren bei diesem Versuch bereits in den Cartridges integriert. Da auf Grund
des im Blut enthaltenen H&matokrits, die reine Flussigkeitsmenge des eingefillten
Probenvolumens nicht den 50 pL entsprach, wie es bei einer Plasmaprobe der Fall ist, ist die
Endkonzentration der Detektor-Ak im Vollblut héher. Das lasst vermuten, dass eine hdhere
Detektor-Ak-Konzentration die Sensitivitdt noch verbessern kann. Dazu sollten weitere
Versuche mit verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt werden, die im Rahmen dieser

Arbeit zeitlich nicht mehr mdglich waren.

Insgesamt ist aus diesem Versuch ersichtlich, dass der entwickelte Assay sowohl in humanem
Plasma als auch in humanem Vollblut gleich gut arbeitet. Nach meinem Stand des Wissens
ist der hier gezeigte Assay der erste, der Vollblutproben messen kann und den bendtigten

Konzentrationsbereich von PCT abdeckt.
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Abbildung 38 Vergleich von Standardkurven mit humanem EDTA-Plasma und humanem EDTA-Vollblut
(VB) mit dem Ak-Paar CALCA 4F6/CALCA 3C5-F: Gezeigti st das addierte Signal der drei Fangerstreifen;
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3.3.5 Validierung mit Patientenproben

Der néachste Schritt war die Validierung des entwickelten PCT-Assays mit Plasma-
Patientenproben. Bei diesen wurde vor der Lagerung im Gefrierschrank die PCT-
Konzentration mit dem Kryptor®-System von Brahms bestimmt. Es gab drei verschiedene
Probensets: Zwei Sets zur Verfigung gestellt vom Forschungszentrum fir Medizintechnik und
Biotechnologie (fzmb) und ein Probenset von der Universitat Graz. Die Proben lagen in
geringen Volumina vor, so dass sie auf Grund der geringen Plasmamenge z.T. nur einmal pur
gemessen werden konnten und fir weitere Messungen mit O-Plasma verdinnt werden
mussten. Daher konnten insgesamt nur wenige Wiederholungen durchgefiihrt werden. Das
erste Set Patientenproben (2 fzmb 1) wurde mit Spotting 1 gemessen, wohingegen das zweite
Set (2 fzmb 2 und Graz) mit Spotting 2 gemessen wurde (siehe 2.3.2). Zur Ubersicht, welche
Proben pur und verdinnt gemessen wurden bzw. welche Probe zu welchem Probenset
gehort, siehe Tabelle 18.

8,0



Tabelle 18 Zusammenstellung der gemessenen Patienten proben; p = pur, v = verdlnnt
fzmb = Forschungszentrum fiir Medizintechnik und Bio technologie, Graz

Erhalten von Konzentration Verdinnung Matrix Gemessen Set
fzmb 1 5,96 1:10 Serum p/v 1
fzmb 1 5,96 1:10 Plasma p/v 1
fzmb 1 0,48 1:10 Plasma p/v 1
fzmb 1 9,32 1:10 Plasma p/v 1
fzmb 1 0,73 1:10 Plasma Vv 1
fzmb 1 3,13 1:10 Plasma p/v 1
fzmb 1 1,99 1:10 Plasma p/v 1
fzmb 2 0,03 / Plasma p 2
fzmb 2 0,06 / Plasma p 2
fzmb 2 0,07 / Plasma p 2
fzmb 2 0,09 / Plasma p 2
fzmb 2 15,83 / Plasma p 2
fzmb 2 22,78 / Plasma p 2
fzmb 2 49,1 / Plasma p 2
fzmb 2 186,4 1:4 Plasma p/v 2

Graz 0,2 / Serum p 2
Graz 0,3 / Serum p 2
Graz 18,5 / Serum p 2
Graz 1,0 / Serum p 2
Graz 43,1 / Serum p 2

Graz 0,8 / Serum p 2



Graz 21,9 / Serum p 2

Graz 0,4 / Serum p 2
Graz 2,4 / Serum p 2
Graz 1,0 / Serum p 2

Mit dem ersten Set des fzmb wurden die Fanger-Ak CALCA 4F6, PCT 27A3, PCT 42 und PCT
6F10 getestet. In diesem Versuch zeigte sich, dass die Fanger-Ak PCT 6F10 und CALCA 4F6
endogenes PCT in Realproben zuverlassig messen. Die erhaltenen Signalintensitéaten
korrelieren gut mit den vom Kryptor®-System bestimmten PCT-Konzentrationen. Die Fanger-
Ak PCT 27A3 und PCT 42 zeigten in zwei Proben zu niedrige Signale fur die darin enthaltene
PCT-Konzentration. Die unterschiedliche Erkennung bei zwei Patientenproben ist in
Abbildung 39 dargestellt. Die zwei unterschiedlich erkannten Proben sind mit roten Pfeilen
markiert. Das Muster der Signalintensitaten Uber alle Patientenproben ist zwischen allen
Fangern gleich. Nur der relative Anstieg der Proben 0,48 ng/mL (dunkelblau) und 1,99 ng/mL
(orange) stellen eine Ausnahme dar. Fur diese Proben ergaben die Fanger-Ak CALCA 4F6
und PCT 6F10 glaubwirdigere Signalanstiege, wenn man die Signalanstiege von anderen
Proben mit Konzentrationen, die um den betrachteten PCT-Wert liegen, anschaut. Die
Fanger-Ak PCT 27A3 und PCT 42 detektierten diese in Korrelation zu den Kryptor®-Werten

Zu niedrig.
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Abbildung 39 Erstes Screening der Fanger-Ak mit Patien  tenproben; v=verdiinnt 1:10 mit 0-Plasma; m = 1-
3; die roten Pfeile markieren die Proben, die bei den Fangern-Ak PCT 27A3 und PCT 42 niedrigere
Signalintensitaten im Vergleich zu den anderen Patien  tenproben ergaben als bei den Fanger-Ak CALCA
4F6 und PCT 6F10 (Plasma: 0,48 ng/mL dunkelblau; Plasm a: 1,99 ng/mL orange)

Mit den Fangern-Ak CALCA 4F6 und PCT 6F10 wurden daraufhin weitere Patientenproben
gemessen (Set 2 vom fzmb und Proben aus Graz).

Zwischen den zuvor mit dem Kryptor®-System bestimmten PCT-Konzentrationen und den mit
dem respons®1Q enthaltenen Signalen wurde eine Korrelation erstellt. Die Ergebnisse fur alle
gemessenen Proben der drei Sets zeigt Abbildung 40. Fir das Ak-Paar CALCA 4F6/CALCA
3C5-F zeigt sich, dass eine gute Korrelation fur niedrige Konzentrationen méglich ist. Die
hoheren PCT-Konzentrationen allerdings geben im Vergleich zu geringe Signale. Ein
ahnliches Bild zeigt sich fur das Ak-Paar PCT 6F10/CALCA 3C5-F. Auch hier zeigt sich bei
den niedrigen Konzentrationen eine gute Korrelation und erst bei hdheren PCT-
Konzentrationen ist keine Korrelation zwischen dem respons® 1Q-Signal und den auf dem
Kryptor®-System bestimmten Konzentrationen mehr gegeben. Dies stimmt mit den
Ergebnissen der erstellten Standardkurven im Hinblick auf die Arbeitsbereiche Uberein, dass
der Assay im PCT-Konzentrationsbereich bis 10 ng/mL gut arbeitet und hohere

Konzentrationen nicht mehr zuverlassig detektiert.
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Abbildung 40 Korrelation zwischen den mit dem Krypt or®-System von Brahms gemessenen PCT
Konzentrationen in Patientenproben und den erhaltene n Signalen des respons ®1Q; A) CALCA 4F6/CALCA
3C5-F; B) PCT 6F10/CALCA 3C5-F

Bei der Betrachtung der Residuen fur beide Fanger-Ak bestatigt sich diese Einschatzung.
Residuen stellen ein Mal’ fur die Abweichung der y-Werte von einer Regressionsgeraden dar
und sollten in einem waagrechten Bereich konstanter Breite liegen. Sie werden berechnet,
indem der x-Wert in die erhaltene Regressionsgeradengleichung eingesetzt wird und das
Ergebnis dann vom y-Wert abgezogen wird. Diese wurden fur den Fanger CALCA 4F6 mit in
Abbildung 42 A) gezeigten Regressionsgerade berechnet. Hier ist deutlich erkennbar, dass
fur den Fanger-Ak CALCA 4F6 die gemessenen Werte fur Konzentrationen bis einschlief3lich
9 ng/mL in einem Bereich zwischen +/- 0,005 liegen (siehe Abbildung 41 A)). Bei hoheren



Konzentrationen liegen die Messwerte aul3erhalb dieses Bereichs. Die Patientenprobe mit
6 ng/mL liegt ebenfalls deutlich aul3erhalb des Bereiches. Das ist ein Hinweis, dass diese
Werte nicht mehr im linearen Bereich des Assays liegen und daher nicht valide gemessen
werden konnten. Auch die Ergebnisse des Arbeitsbereiches beim Erstellen der
Standardkurven zeigen diese Abweichungen bei hohen Konzentrationen auf.

Ahnliches zeigt sich fiir den Fange-Ak PCT 6F10. Die Regressionsgerade aus Abbildung 42
B) wurde zur Berechnung der Residuen herangezogen. Die Messwerte niedriger PCT-
Konzentrationen liegen ebenfalls in einem Bereich von +/- 0,005. Hier ist zu sehen, dass die
Werte fur Patientenproben vom fzmb mit Konzentrationen tber 9 ng/mL deutlich auf3erhalb
des Bereiches liegen und somit ebenfalls nicht mehr korrekt gemessen werden konnten (siehe
Abbildung 41 B)).
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Abbildung 41 Berechnete Residuen fiir die Messungen der Patientenproben; die x-Achse entspricht den
angegebenen PCT-Konzentrationen der einzelnen Proben; A) Fanger-Ak CALCA 4F6, n = 26, m = 1-3; B)
Fanger-Ak PCT 6F10, n =30, m=1-3

Abbildung 42 zeigt Regressionsgeraden mit einem eingeschrénkten Konzentrationsbereich
fur beide Assays, welche nur geringe Residuen aufweisen. Fir das Paar CALCA 4F6/CALCA
3C5-F wurde eine Regressionsgerade der Proben innerhalb des Konzentrationsbereichs bis
9 ng/mL erstellt. In diesem Bereich ergibt sich eine sehr gute Korrelation mit einem R? von
0,94 (n = 23) (siehe Abbildung 42 A)), erst hthere Werte korrelieren nicht mehr, wie es auch
die Residuen vermuten lieRen. Einzige Ausnahme stellt die Probe mit 6 ng/mL dar. Diese
Probe wurde herausgelassen, da sie die Korrelation deutlich verschlechterte und sich somit
das Ergebnis der Residuenberechnung, dass diese Probe wohl einen Ausreil3er darstellt,

bestétigt. Eine Mdoglichkeit ist, dass die angegebene Konzentration wohl nicht der




tatsachlichen enthaltenen PCT-Konzentration entspricht. Das Ergebnis stimmt mit dem
gefundenen Arbeitsbereichen des Assays bei der Erstellung der Standardkurven in humanem
EDTA-Plasma Uberein, der unter 10 ng/mL PCT lag.

Bei dem Paar PCT 6F10/CALCA 3C5-F zeigte es sich, dass ohne die Proben des fzmb tber
6 ng/mL PCT eine sehr gute Korrelation mit R von 0,972 (n = 25) bis zu einer Konzentration
von 21 ng/mL PCT mdglich war (siehe Abbildung 42 B)). Auch hier verschlechterte sich die
Korrelation deutlich, sobald Proben héherer Konzentration mit einbezogen wurden, was
ebenfalls bei der Residuenberechnung erkennbar war. Die Proben des fzmb tber 6 ng/mL
lagen hier nicht mehr im linearen Bereich der Messung. Die Probe mit 9 ng/mL PCT liegt bei
den Residuen auf der Grenze, bei der Erstellung der Regressionsgerade verschlechterte sie
allerdings die Regression, daher wird vermutete, dass auch sie nicht mehr im linearen
Messbereich dieses Assays lag. Da der Assay einen grol3eren Arbeitsbereich aufweist als der
Assay CALCA4F6/CALCA 3C5-F lag die Probe mit 6 ng/mL in diesem Fall noch innerhalb
dessen. Die Ergebnisse fur diesen Assay passen zu dem in humanem EDTA-Plasma
gefundenen Arbeitsbereich. Mit dem Assay PCT 6F10/CALCA 3C5-F war es moglich
Konzentrationen bis einschlieZlich 10 ng/mL PCT zu messen, da er etwas weniger sensitiv
arbeitet als der Assay CALCA 4F6/CALCA 3C5-F. Hohere Konzentrationen wurden bei der
Erstellung der Standardkurven nicht gemessen. Der Versuch mit Patientenproben zeigt, dass

dieser Assay Konzentrationen bis 22 ng/mL messen kann.
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Abbildung 42 Korrelation bei Patientenproben mit nie drigen PCT-Konzentrationen; A) CALCA 4F6/CALCA
3C5-F: Eine gute Korrelation bei PCT-konzentrationen bis 9 ng/mL ohne die Probe mit 6 ng/mL PCT; B) PCT
6F10/CALCA 3C5-F: Eine gute Korrelation der Patiente  nproben ohne der Proben des fzmb tber 6 ng/mL
PCT

Weiterhin fallt bei den Messwerten mit einer hohen PCT-Konzentration auf, dass die fzmb-
Proben Uber 6 ng/mL kleinere Signale liefern als die Graz-Proben mit einer vergleichbaren
Konzentration. Diese fzmb-Proben verschlechtern daher bei beiden Assays die erhaltene
Korrelation. Daher liegt die Vermutung nahe, dass eine weitere Verbesserung der Korrelation
fur das Patientenprobenset aus Graz erreicht werden kann, wenn die Patientenproben nach
Herkunft getrennt aufgetragen werden. Diese Trennung ist in Abbildung 43 dargestellt. Beim
CALCA 4F6 ergibt sich so fiur die Proben des fzmb ein R? von 0,934 (n = 16) und fir die



Proben aus Graz ein R? von 0,996 (n = 8) (siehe Abbildung 43 A)). Ein ahnliches Bild zeigt
der PCT 6F10: Fur die fzmb-Proben wird ein R? von 0,939 (n = 16) erhalten und fir die Graz-
Proben ein R? von 0,972 (n = 10) (siehe Abbildung 43 B)).
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Abbildung 43 Korrelationen der Patientenproben aufge

teilt nach Herkunft; A) CALCA 4F6/CALCA 3C5-F;
B) PCT 6F10/CALCA 3C5-F




Es gibt mehrere mdgliche Griunde fur die bessere Korrelation innerhalb der einzelnen
Patientenprobensets. Einer ist, dass beide Sets auf unterschiedlichen Kryptor®-Systemen
gemessen wurden, d.h. auch mit unterschiedlichen Kalibrierungen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten. So kann es zu leichten Abweichungen bei der Konzentrationsbestimmung
kommen, die sich bei einem Vergleich aller Sets in leichten systematischen Abweichungen
auswirken. Innerhalb eines Sets sind die erhaltenen PCT-Konzentrationen auf Grund einer
Bestimmung vermutlich auf demselben Gerat mit identischer Kalibrierung koharenter. Eine
weitere Ursache kdnnte in einer unterschiedlichen Lagerung begriindet liegen. Es war bei den
Proben nicht bekannt, wie lange diese vor dem Einfrieren bei RT gelagert worden waren, und
eben so wenig wie lange diese bereits eingefroren waren, bevor sie auf dem respons® 1Q
gemessen wurden. In einer Untersuchung von Schuetz et al. zeigte sich ein Abbau bei
tiefgefrorenen Serumproben von ca. 10 %, wobei ein Trend zu einem hdheren Abbau bei
langerer Lagerung zu erkennen war [76]. Bei der Lagerung, gerade bei RT, kommt es zu
einem Abbau des PCTs, wodurch auf dem respons® 1Q niedrigere Signale erzeugt werden
(siehe hierzu 3.1.3.1). Da die Lagerung der verschiedenen Sets sicherlich unterschiedlich war,
innerhalb eines Sets aber durchaus dieselben Bedingungen herrschten, kann es zu
unterschiedlich starkem Abbau zwischen den Sets gekommen sein. Bei den Proben vom fzmb
kénnte bei den Proben mit héheren PCT-Konzentrationen ein starkerer Abbau stattgefunden

haben als bei den Proben aus Graz.

Insgesamt zeigt sich aber, dass in sehr guter Korrelation zu dem vorherrschenden
Messsystem von Brahms, der hier entwickelte Assay natives hPCT in Patientenproben
messen kann. Dieser Assay kann im Vergleich zu dem bereits friher publizierten Assay von
Kramer et al. natives PCT in Patientenproben detektieren [21,22]. Die neu entwickelten mAk
zeigen im Vergleich zu den friher hergestellten Ak gegen hPCT weiterhin eine sehr gute

Korrelation zu dem etablierten Brahms System.

3.3.6 Messbereichserweiterung

Da es zur Verlaufskontrolle der Krankheit bzw. der Uberwachung der Antibiotikawirksamkeit
wichtig ist, auch hohe Konzentrationen des hPCT messen zu kdnnen, wurden Versuche
durchgefiihrt, um den Messbereich zu erweitern. Hierzu wurde ein zusatzlicher Fanger-Ak
getestet, der hPCT weniger sensitiv erkennt. Das Ziel war, dass mit einer Kombination des
CALCA 4F6 bzw. PCT 6F10 und des hinzugenommenen Ak PCT 22A11 von HyTest ein

grolRerer Konzentrationsbereich abgedeckt werden kann. Es wurde jeweils einer der N-



terminalen Fanger (CALCA 4F6, PCT 6F10) und der im Katacalcin-Bereich bindende PCT
22A11 auf einer Cartridge immobilisiert, um einen direkten Vergleich der beiden Fanger-Ak
unter identischen Bedingungen zu ermdglichen. Auf den Cartridges war als Detektor-Ak der
fluoreszenzmarkierte mAk CALCA 3C5 und 1% Ziegenserum enthalten, sowie eine
Blockierlésung gegen den Abfall der Basislinie. 50 pg/mL Ratten-Ak wurden den Proben

extern zugegeben.

Um zu sehen, ob es mit einer dieser Kombinationen mdoglich ist, den Messbereich zu
erweitern, wurde die Patientenproben fzmb 2 und Graz mit Cartridges gemessen, die auch
den PCT 22A11-Ak als Fanger enthielten, und eine Korrelation erstellt. Diese war mit R? gleich
0,96 (n = 20) bis zu sehr hohen PCT-Konzentrationen gut. Der héchste Wert einer Probe, die
gemessen werden konnte, lag bei 186,4 ng/mL PCT (siehe Abbildung 44). Die Vergrof3erung
der Kalibrierkurve fir geringe Konzentrationen zeigt allerdings, dass im unteren
Konzentrationsbereich der Fanger-Ak PCT 22A11 nicht sensitiv genug arbeitet, um auch

kleine PCT-Mengen zuverlassig zu detektieren und zu unterscheiden.
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Abbildung 44 Korrelation der Patientenproben fiir das Ak-Paar PCT 22A11/CALCA 3C5-F; zur

Veranschaulichung sind die Konzentrationen bis 2,5 n g/mL PCT im rechten unteren Eck vergrof3ert
dargestellt



Erstellt man eine Korrelation der Patientenproben bis 2,5 ng/mL PCT fur den Fanger-Ak
22A11, sieht man, dass diese mit einem R? von 0,41 (n = 12) deutlich schlechter ist als bei
den Fangern CALCA 4F6 (R? = 0,94; n = 23) und PCT 6F10 (R? = 0,97; n = 25) (siehe
Abbildung 45). Dieser Fanger-Ak allein zeigt somit nicht die benétigte Sensitivitat bei der
Unterscheidung geringer PCT-Konzentrationen. Allerdings in der Kombination mit einem der
N-terminalen Fanger-Ak CALCA 4F6 oder PCT 6F10, die den unteren Konzentrationsbereich
abdecken, ist es mit dem PCT 22A11-Ak moglich den Arbeitsbereich um ein Vielfaches zu
erweitern. Damit ist die Abdeckung eines groRen Konzentrationsbereiches mit dem

entwickelten Assay mdaglich.
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Abbildung 45 Korrelation der Patientenproben bis 2,5 ng/mL PCT fiur das Ak-Paar PCT 22A11/CALCA 3C5-
F

Als Vorversuch wurden diese Cartridges mit der Kombination eines N-terminalen Fangers und
des Katacalcin-Fangers PCT 22A11 verwendet, um Proben mit verschiedenen hrPCT
Konzentrationen zu messen. Als Standard wurden hier einmal das hrPCT von Prospec mit
His-Tag und das intern hergestellte PCT1-116 verwendet. Dabei zeigte sich, dass der mAk
PCT 22A11 im Vergleich zu den N-terminalen Fangern mit den verschiedenen hrPCTs
unterschiedliche Signalstarken lieferte. Um dies zu Uberprifen, wurden alle zur Verfligung

stehenden kommerziell erhaltlichen hrPCTs und die intern hergestellten Varianten mit jeweils



1 ng/mL als Triplikat gemessen. Zusatzlich wurden zwei Patientenproben, die ebenfalls
1 ng/mL PCT enthalten sollten (PCT-Bestimmung vor der Lagerung mit dem Kryptor®-System

von Brahms), gemessen, um zu sehen, welche hrPCTs eine ahnliche Signalstarke wie die
nativen Proben erreichen.
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Abbildung 46 zeigt die Signalanstiege aller gemessenen Proben. Vergleicht man die
erhaltenen Signale der einzelnen Proben je Fanger-Ak, zeigt sich beim CALCA 4F6 und PCT
22A11 ein ahnliches Verlaufsmuster in den erhaltenen Signalintensitaten der einzelnen
Proben (vgl. Abbildung 46 A)). Die unterschiedlichen Signalintensitaten der einzelnen Proben
kénnen teilweise mit der Konzentrationsbestimmung der verschiedenen Standards
zusammenhangen. Die Konzentrationen der intern hergestellten hrPCTs wurden mit einem
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
bestimmt. Bei den kommerziell erhaltlichen hrPCTs wurden die vom Hersteller genannten
Konzentrationen nicht erneut tberprift. Auch wurden die Stammldsungen nicht direkt vor der
Herstellung der einzelnen Proben erneut gemessen. Bei der Lagerung kann es zu
Agglomeration von PCT-Molekilen kommen bzw. zu einem Abbau.

Die intern hergestellten hrPCTs (PCT-M, PCT1-116, PCT3-116) ergeben im Vergleich zu den
kommerziell erhaltlichen und den beiden Patientenproben hdhere Signale beim CALCA 4F6
von 0,006 — 0,009 V/sec im Vergleich zu 0,001-0,003 V/sec. Dies ist ebenfalls beim PCT
22A11 zu sehen mit 0,001-0,002 V/sec fir die HMGU-hrPCTs im Vergleich zu 0,0004-

0,0003 V/sec fur die Kommerziellen.

Im Gegensatz dazu ergeben im Vergleich zum CALCA 4F6, die intern hergestellten hrPCTs
beim PCT 6F10 geringere Signalintensitaten (0,001-0,002 V/sec), wenn man diese mit den
Signalen der kommerziell erhaltlichen hrPCTs von Prospec, HyTest und Brahms vergleicht
und sind im Falle des Brahms hrPCTs und HyTest PCT1-116 sogar niedriger (0,00003-
0,003 V/sec) (vgl. Abbildung 46 B)). Der Fanger-Ak PCT 22A11 hingegen zeigt auch hier
ahnliche Ergebnisse wie im Versuch mit dem CALCA 4F6: 0,002-0,003 V/sec fur die HMGU-
hrPCTs und 0,00005-0,0004 V/sec fur die Kommerziellen. Dass die Unterschiede durch
Messfehler oder Produktionsfehler verursacht wurden, konnte somit ausgeschlossen werden.
Dies lasst vermuten, dass das intern hergestellte hrPCT in der Region, die vom PCT 6F10
erkannt wird, vom nativen hPCT bzw. den kommerziell erhéltlichen abweicht. Der PCT 6F10
bindet im N-terminalen Bereich des hPCTs, ebenso wie der CALCA 4F6. Bei diesem ist die
Bindungsregion bekannt (AS 43-55; vgl. 3.1.1.1), wohingegen beim PCT 6F10 keine
genaueren Angaben zu finden sind. Da dieses Phanomen beim CALCA 4F6 nicht auftritt, kann

dessen Bindungsregion allerdings ausgeschlossen werden.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION
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Abbildung 47 Relative Signalanstiege mit verschieden en hrPCTs bei verschiedenen Féanger-Ak; A) CALCA
4F6 und PCT 22A11; B) PCT 6F10 und PCT 22A11; HMGU =i ntern hergestelltes PCT, P = Prospec; H =
HyTest, Brahms = Brahms-Kalibrator fiir den Kryptor ~ ®; P13/P19 = Patientenproben

Abbildung 47 zeigt zur Verdeutlichung der Unterschiede in den erhaltenen Signalstarken fur
die verschiedenen hrPCTs die relativen Signalanstiege des Fanger-Ak PCT 22Al11 im
Vergleich zu den im N-terminalen Bereich bindenden mAKk. Hierzu wurde die erreichte
Signalstarke der jeweiligen Probe des N-terminalen Fanger-Ak auf 100% festgelegt und das
erreichte Signal bei der entsprechenden Probe des PCT 22A11 dazu in Relation gesetzt. Beim
Vergleich der Fanger-Ak zeigt sich, dass nur beim Vergleich mit dem PCT 6F10 die intern
hergestellten hrPCTs beim PCT 22A11 ein deutlich héheres relatives Signal aufweisen(179,5-
192,1%; vgl. Abbildung 47 B)). Die kommerziell erhaltlichen hrPCTs geben niedrigere Signale
beim PCT 22A11 als beim PCT 6F10 (10,7-63,0%). Das stimmt mit friiheren Ergebnissen
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eines Vorversuches mit dem PCT 22A11-Ak Uberein, dass dieser weniger sensitiv hrPCT
nachweist als die bisher verwendeten Fanger-Ak (Daten nicht gezeigt). Die zwei getesteten
Patientenproben geben mit dem Ak PCT 22A11 ebenfalls niedrigere relative Signalstarken
(4,2-13,3%). Im Vergleich mit dem CALCA 4F6 liegen alle relativen Signalstarken des PCT
22A11 deutlich unter 100% (vgl. Abbildung 47 A)). Da es nur beim PCT 6F10 zu
Unterschieden kommt, ist dies ein Hinweis, dass sich das intern hergestellte hrPCT in seiner
AS-Sequenz oder seiner Faltung im N-terminalen Bereich zu dem nativen hPCT in
Patientenproben unterscheidet. Die kommerziell erhdltlichen Varianten des hrPCTs
entsprechen der nativen Form in diesem Versuch besser. Diese Ergebnisse haben allerdings
keinen weiteren Einfluss auf die Entwicklung des Assays, da dieser, wie zuvor gezeigt, natives
hPCT mit sehr guter Korrelation zum Kryptor®-System detektiert. Der Assay, der
ausschlie3lich die intern hergestellten mAk verwendet, wird nach diesem Versuch nicht von

den eventuellen Unterschieden beeinflusst.

3.3.7 Vergleich des entwickelten PCT-Assays mit den bisher bekannten
Messsystemen

Verschiedene Immunoassays fur hPCT sind kommerziell erhaltlich. Diese basieren alle auf
einem Sandwich-Immunoassay, der von Brahms GmbH entwickelt wurde (vgl. Tabelle 2).
Diese Assays weisen nicht alle Charakteristiken einer POCT-Anwendung auf (siehe 2.3.1).
Alle Gerate wurden fir einen Gebrauch im Labor konstruiert und die Messzeit ist zu lang fur
eine POCT-Anwendung. Die Kirzeste weist der Elecsys® mit 18 min auf. Hierbei muss
beachtet werden, dass es sich um die reine Messzeit handelt. Die Zeit ist nicht einkalkuliert,
die fir den Transport in das Zentrallabor bendtigt wird, d.h. die TAT ist bei diesen Systemen
deutlich langer. Als einziger Test kann der PCT®-Q direkt am Patientenbett durchgefihrt
werden. Dieser erlaubt allerdings nur eine semiquantitative PCT-Messung und ist somit nicht
fir eine Uberwachung des Zustandes eines Patienten geeignet. Weiterhin brauchen alle
aufgefiihrten Messsysteme eine Probenvorbereitung, da sie nur mit Serum oder Plasma
durchgefiihrt werden konnen. Fur den VIDAS® gibt es zusatzlich noch die Einschrankung,
dass kein EDTA-Plasma verwendet werden soll, da es hierbei zu zu niedrigen Werten bei der
Messung kommt (Hinweis in der Packungsbeilage). Hierfir wird qualifiziertes Personal
gebraucht. Auch fir die Durchfihrung der Messung an den Geraten muss das Personal
geschult werden, da diese u.a. kalibriert werden missen. Weiterhin sind alle aufgefiihrten
Systeme noch zu wenig sensitiv. Mit einer analytischen Sensitivitat von 0,019 ng/mL zeigt der

Sensitiv Kryptor® die hochste Sensitivitat, wobei die funktionelle Sensitivitat auch hier bei



0,06 ng/mL liegt und damit tber der PCT-Konzentration gesunder Individuen, wodurch keine
kleinen Konzentrationsanderungen z. B. zur Verlaufskontrolle im niedrigen PCT-Bereich
zuverlassig gemessen werden konnen [141]. In einer Studie von Barassi et al. zeigte sich,
dass fur die biologische Variabilitait der PCT-Konzentrationen der Kryptor®-Assay nicht
sensitiv genug war, um diese detektieren zu kdénnen [15,142]. Alle kommerziell erhéltlichen
Assays binden die Calcitonin- und die Katacalcin-Region des PCTs. Das heif3t, dass sie in
Patienten mit Sepsis das intakte PCT und das CT:CCP-1-Bruchsttick erkennen. Im Gegensatz
dazu kann der hier vorgestellte Assay nur das intakte PCT erkennen, da er im N-terminalen
Bereich und im Katacalcin/Calcitonin-Bereich bindet. Da bisher kein verfiigbarer Assay das
intakte PCT alleine erkennt, gibt es keine Studien, ob die verschiedenen Bruchstiicke oder
deren Konzentrations&nderung eine Aussage haben fir den Verlauf der Sepsis. Dies ware mit

dem in dieser Arbeit entwickelten Assay mdglich.

Auch in der Forschung wurden verschiedene POCT-Assays fur PCT entwickelt. Kemmler et
al. entwickelten ein kompaktes POCT-System, das allerdings fiir das PCT nicht die nétige
Sensitivitat erreichte [86,87]. Baldini et al. entwickelten einen optischen Immunosensor fir
POCT, der ebenfalls nicht die bendtigte Sensitivitat fir einen klinischen Einsatz erreichte
[84,85]. Die von beiden Gruppen verwendeten mAk gegen PCT waren die Vorlaufer, der in
dieser Studie verwendeten mAk [21,83]. Diese konnten aber das native hPCT in
Patientenproben nicht mit einer annehmbaren Korrelation zu den Brahms-Assays nachweisen
[22,84]. Weiterhin entwickelten Sauer et al. einen Proteinchip zur gleichzeitigen Detektion
mehrere Biomarker flr Sepsis, u.a. PCT [81,82]. Sie benutzten kommerziell erhaltliche mAk
fur PCT und erreichten eine gute Sensitivitat, allerdings war die Messzeit zu lange fir eine
POCT-Anwendung.

Im Gegensatz dazu besitzt der in dieser Arbeit entwickelte PCT-Assay alle notigen
Charakteristika fur eine POCT-Anwendung. Fir den Assay ist keine Probenvorbereitung nétig,
da er sowohl mit humanem Plasma als auch mit humanem Vollblut anwendbar ist. Der hier
entwickelte PCT-Assay ist, soweit bekannt, der einzige, der in Vollblut angewendet werden
kann. Die Einmal-Cartridges ermdglichen einen sicheren Gebrauch, da bereits alle
Reagenzien enthalten sind, die Probe nur eingefillt werden muss und eine Kontamination
nach dem VerschlieRen nicht mehr moglich ist. Die Messzeit von neun Minuten entspricht in
diesem Fall der TAT, da die Messung direkt am Patientenbett durchgefuhrt werden kann und
es so keine Verzégerung durch den Transport zum Zentrallabor gibt. Dies und das geringe
bendtigte Probenvolumen machen den entwickelten Assay geeignet fir eine POCT-
Anwendung, die dem Arzt eine schnelle Hilfe flir Therapieentscheidungen liefern kann. Die
erreichten Sensitivitaten liegen mit einem LOD (entspricht der analytischen Sensitivitat) von

0,04 ng/mL in humanem Plasma bzw. 0,02 ng/mL fir humanes Vollblut bereits im Bereich der



kommerziell erhaltlichen Gerate oder bereits darunter. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
der entwickelte Assay natives PCT in Patientenproben erkennt und die Konzentration in einer

sehr guten Korrelation zu dem Goldstandard Gerat Kryptor® bestimmen kann.



4 Zusammenfassung und Ausblick

Sepsis gehort zu den haufigsten Todesursachen im Klinischen Alltag. Diese frihzeitig zu
erkennen und richtig zu behandeln ist fir Mediziner nicht leicht, da ihre Symptome nicht
spezifisch sind. Auch ihr Ursprung ist nicht immer eindeutig nachweisbar und damit kommt es
haufig zu einem nicht notwendigen Antibiotikaeinsatz. Ein schneller und effektiver
Therapiebeginn ist im Falle einer Sepsis allerdings der entscheidende Faktor, die immer noch
sehr hohe Letalitatsrate zu senken. Daher werden dringend Moglichkeiten fur eine sichere
und schnelle Diagnose bendtigt.

Eine Mdglichkeit stellen Entzindungsmarker dar. Der Vielversprechendste fur die
Unterscheidung zwischen einer bakteriell verursachten Sepsis und einer SIRS (systemic
inflammatory response syndrome) anderen Ursprungs ist Procalcitonin (PCT), eine Vorstufe
des Hormons Calcitonin. Fir eine schnelle Diagnose sind POCT (Point-of-Care Testing)
Geréate sinnvoll, da sie direkt am Patientenbett zum Einsatz kommen. Sie erméglichen eine
schnelle, und einfach zu handhabende Analyse. Die bisherigen Detektionssysteme fir
humanes PCT (hPCT) sind allerdings entweder Gerate fir den Einsatz im Labor oder

erreichen nicht die bendtigte Sensitivitat.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neuer sensitiver Fluoreszenzimmunoassay (FIA) zur
Detektion von PCT fir ein TIRF (total internal reflection fluorescence)-basiertes POCT-Geréat
entwickelt. Die in einer vorherigen Arbeit entwickelten neuen monoklonale Antikérper (mAK)
gegen hPCT wurden zuerst in einem Sandwich-ELISA eingesetzt. In diesem System wurde
die sensitivste Ak-Kombination gesucht, wobei sich der CALCA 3C5 als Fanger-Ak und der
CALCA 4F6 als Detektor-Ak bewahrten. Weiterhin wurden die mAks mittels SPR-Messungen
charakterisiert, wobei auch hier die ausgewahlten mAk mit Ka-Werten von 108 — 10° M* und
Ko-Werten von 10° — 101 M eine hohe Affinitat zum Analyten zeigten. Mit dieser Kombination
wurde der Assay in Hinblick auf Blocking (1% Casein) und Zuséatze gegen unspezifische
Anbindung (1% Ziegenserum, 50 pg/mL Ratten-Ak) optimiert. Der entwickelte Assay wurde
zum Abschluss in humanem EDTA-Plasma anhand von Messbereich, Intra-Assay

Variationskoeffizient und Inter-Assay Variationskoeffizient charakterisiert.

Dieser Assay wurde daraufhin auf ein POCT-Gerét Ubertragen, welches von der Firma pes
diagnosesysteme (Markkleeberg, Deutschland) =zur Verfiigung gestellt wurde. Der
Immunoassay lauft hierbei vollstdndig innerhalb einer Einmal-Cartrigde ab und wird
anschlieRend im Gerat ausgewertet. Es handelt sich hierbei um ein Tischgerat (bench-top
system), das alle nétigen Charakteristiken einer POCT-Anwendung erflillt. Dazu gehért eine

kurze Messzeit von unter neun Minuten, keine Probenvorbereitung, da das System sowohl



mit Plasma als auch mit Vollblut arbeitet und eine Anwendung direkt beim Patienten mdglich
ist. Die neuen mAk wurden zuséatzlich mit kommerziell erhaltichen mAk gegen PCT erneut
getestet, wobei sich auch hier die Ak-Kombination CALCA 4F6/CALCA 3C5 als am
vielversprechendsten zeigte. Weiterhin wurden verschiedene Zusatze getestet, um die
unspezifische Anbindung an die Cartridge-Oberfliche und an die Fangerstreifen zu
reduzieren. Die Zugabe von 50 pg/mL Ratten-Ak und von 1% Ziegenserum zeigten dabei die
besten Ergebnisse. Diese wurden mit den Detektor-Ak in die Cartridge integriert (lab on a
chip). Die Vergleichbarkeit verschiedener Analysegeréte und die reproduzierbare Herstellung
der Cartridges wurden ebenfalls Uberprift. Mit dem entwickelten Assay wurden
Standardkurven in humanem EDTA-Plasma und humanem EDTA-Vollblut aufgenommen. Fir
Plasma erreichte er ein limit of detection (LOD) von 0,04 ng/mL und ein limit of quantification
(LOQ) von 0,12 ng/mL. Bei Vollblut wurden ein LOD von 0,02 ng/mL und ein LOQ von
0,09 ng/mL erreicht. Beides zeigt eine ausreichend gute Sensitivitdt, um kleinste
Schwankungen im PCT-Level erkrankter Personen zu tiberwachen, und sicher zwischen einer
gesunden und einer erkrankten Person zu unterscheiden. Auch stellt dieser Nachweis von
hPCT, soweit der Autorin bekannt, den ersten dar, der in Vollblut durchgefiihrt werden kann.
Erste Plasmapatientenproben wurden gemessen und mit dem Goldstandard-Gerat Kryptor®
von Brahms verglichen. Hier zeigte sich eine sehr gute Korrelation mit R-Werten zwischen
0,94 und 0,99 fur verschiedene Probensets und Fanger-Ak (n = 8-25). Dies ist eine deutliche
Verbesserung zu dem bereits publizierten PCT-Assay von Kramer et al. mit den friher
entwickelten mAk, der kein natives PCT messen konnte und auch eine schlechte Korrelation
mit dem Kryptor®-System aufwies [21,22]. Zuséatzlich konnte durch die Ergéanzung mit einem
weiteren weniger sensitiven Fanger-Ak (PCT 22A11) mit Plasma-Patientenproben gezeigt
werden, dass eine Messbereichserweiterung bis ca. 180 ng/mL mdglich ist. Durch die
Kombination des sensitiven Féanger-Ak mit dem weniger sensitiven Ak, kann sowohl im
unteren Konzentrationsbereich die benétigte Sensitivitdt erreicht werden, um auch einen
leichten Anstieg von PCT zu erkennen, als auch eine Verlaufskontrolle bei Patienten mit sehr
hohen PCT-Werten bewerkstelligt werden, Da dies notwendig ist, um auch stark erhéhte PCT-
Werte messen zu kdnnen und eine Verlaufskontrolle durchzufihren, sollte dieser Ansatz
weiter verfolgt werden. Die nachsten Schritte waren das Messen einer grof3en Anzahl von
Patientenproben, um den Assay nach FDA-Standard charakterisieren zu kdnnen. Diese
sollten auch Vollblut-Patientenproben enthalten. In diesem Rahmen wére es auch sinnvoll,
identische Proben mdglichst zeitgleich mit dem Kryptor®- und dem respons® 1Q-System zu

messen, um eine bessere Vergleichbarkeit zu erzielen.

Der entwickelte Sandwich-ELISA wurde weiterhin fir eine Anwendung fir equines PCT

(ePCT) modifiziert. Sepsis stellt auch bei Pferden eine haufige Todesursache dar. In der



Veterinarmedizin gibt es weder einen Test, der PCT nachweist, hoch gibt es bisher Studien
die einen Zusammenhang zwischen einer Sepsis und dem Level von ePCT untersuchen. Da
allerdings andere Tierarten im Falle einer Erkrankung erhéhte PCT-Werte zeigen, lasst sich
vermuten, dass PCT auch als Sepsismarker beim Pferd Anwendung finden kénnte. Die
Aminosauresequenzen des ePCTs und des hPCTs zeigen eine hohe Ubereinstimmung und
dies auch gerade in den Bereichen, in denen die neu entwickelten mAk binden. Daher wurde
angenommen, dass ePCT mit dem etablieren Assay detektierbar ist. Dies konnte anhand
erster Plasmaproben erkrankter Pferde gezeigt werden. Die Kreuzreaktivitat von hPCT zu
ePCT betrug 409. Der Assay zeigte hier einen Arbeitsbereich von 25 — 1000 ng/mL und IaA-
CV und IeA-CV von unter 15 %. Weiterhin wurden Plasmaproben von 24 gesunden und finf
septischen Pferden gemessen, um zu sehen, ob anhand der PCT-Werte eine Aussage
hinsichtlich der Erkrankung getroffen werden kann. Hierzu wurden die kranken Pferde mit
einem Sepsis-Score beurteilt und als septisch eingestuft. In dieser Gruppe wurden signifikant
erhohte mittlere PCT-Werte von 8450 ng/mL gefunden, im Vergleich zu 47 ng/mL in der
Gruppe der gesunden Pferde (P = 0,0006). Diese Arbeit ermdglichte eine Folgekooperation
mit der FU Berlin, in deren Rahmen zwei Doktorarbeiten entstanden, die den Zusammenhang
zwischen PCT-Werten und dem Krankheitsbild genauer untersuchen. In der Doktorarbeit von
Frau Anna Pelli wird untersucht, welche PCT-Anstiege bei Erkrankungen der Lunge zu
verzeichnen sind. Frau Conny Koopmann untersucht in ihrer Doktorarbeit die PCT-Werte bei
Pferden mit Kolikerkrankungen. Eine Weiterentwicklung des Assays fur ePCT durch die

Entwicklung von mAK, die spezifisch ePCT detektieren, ware maoglich.

In einer internen Kooperation mit Dr. Arie Geerlof (Institut fir Strukturbiologie, Helmholtz
Zentrum Munchen, Deutschland) wurden humanes rekombinantes PCT (hrPCT) und equines
rekombinantes PCT (erPCT) hergestellt, die als Standard fir die Tests eingesetzt wurden.
ErPCT war bisher kommerziell nicht erhaltlich. Beim hPCT gibt es in Patienten verschiedene
native Formen, das PCT1-116, das die gesamte Aminosauresequenz des PCTs enthalt, und
die verkirzte Form PCT3-116, der die ersten beiden Aminoséduren des N-terminalen
Bereiches fehlen. Hier ist nur das PCT1-116 kommerziell erhéltlich. Die hrPCTs wurden mit
hoher Ausbeute hergestellt mit den kommerziell erhdltlichen verglichen. Die intern
hergestellten wurden genauso gut erkannt wie die vergleichbaren rekombinanten PCTs. Im
Vergleich zu den kauflichen Proteinen gab es keine Qualitatsunterschiede bzw. Unterschiede

in den Eigenschaften verschiedener Chargen.
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5 Material und Methoden

5.1 Verwendete Gerate

BIACORE 3000

ELx405 Mikrotiterplatten Washer

Eppendorf Multikanalpipetten,
8-Kanal/12-Kanal, 20-300 pL

Eppendorf Pipetten, variable,
0,1-2,5 pL, 1-10 pL, 2-20 pL, 10-100 pL,
20-200 pL, 1-10 mL

MS2 Minishaker

Micro Centrifuge

Microman® Pipette, 50-250 pL

Milli-Q Gradient und RiOs™

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

pH-Meter/pH-Elektrode SenTix®81

SpectraMax® M5 Mikrotiterplatten-Reader

TITRAMAX 100

Waage Sartorius 3716 MP
Typ 250/75111/43613 und
Typ A210P-0D1; Fab.-Nr. 20800331

Waage SI61; Nr. 27503268

GE Healthcare Europe, Miuinchen,

Deutschland
Bio-Tek, Bad Friedrichshall, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

IKA® Works Inc., Wilmington, NC, USA

Carl Roth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe,

Deutschland
Gilson Inc., Middleton, WI, USA

Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

WTW Wissenschaftlich-Technische
Werkstatte GmbH, Weilheim, Deutschland

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,

Schwabach, Deutschland

sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Denver Instrument, NY, USA



5.2 Software

BlAevaluation 4.1

Clustalw?2
Microsoft Office 2010
SigmaPlot® 12.0

Softmax® Pro v5.2

GE Healthcare Europe, Miinchen,

Deutschland

EMBL-EBI, Cambridge, UK
Microsoft, Redmind, WA, USA
Systat Software Inc., CA, USA

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA



5.3 Verbrauchsmaterialien

96-Kavitat Mikrotiterplatten MaxiSorp™

(442404)

CMS5 Chips

epTIPS Standard

0,1-10 pL (30000.811)
2-200 pL (30000.870)
50-1000 pL (30000.919)
10 mL (Z666564-200EA)

epTIPS LoRetention Dualfilter
0,1-10 pL (30077610)

2-300 pL (30077636)
50-1000 pL (30077652)

Kapillaren fur Microman®
(F148014)

Protein Low Binding Reagiergefal3,

1,5 mL (72.706.600)

NUNC, Roskilde, Danemark

GE Healthcare Europe, Minchen,

Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gilson, Middleton, WI, USA

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,

Deutschland



5.4 Chemikalien und Reagenzien

1-Step Ultra TMB-ELISA

3,3,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB)

Amin-Kopplungsset BIACORE

BlAnormalizing solution (70 % Glycerol-Lésung)

Bovines Serumalbumin (BSA)

Casein Natrium

Citronensaure-Monohydrat

Dimethylsulfoxid 99 % (DMSO)

ePCT

HBS-EP Puffer

hrPCTs:
PCT-HisTag, PCT 1-116

PCT 1-116

PCT-GAM, PCT-M,
PCT 1-116, PCT 3-116

ImmunoPure® Streptavidin-HRP-Konjugat

Pierce/Perbio Thermo Fischer, Bonn,

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland

GE Healthcare Europe, Muinchen,

Deutschland

GE Healthcare Europe, Miuinchen,

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe,

Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

AppliChem GmbH,

Deutschland

Darmstadt,

Dr. Arie Geerlof; Helmholtz Zentrum

Minchen, Deutschland

GE Healthcare Europe, Minchen,

Deutschland

Prospec-Tany Technogene Ltd, Rehovot,
Israel

oder HyTest, Turku, Finnland

oder Institut fur Strukturbiologie,

Dr. Arie Geerlof, Helmholtz Zentrum

Minchen, Deutschland

Pierce/Perbio Thermo Fisher, Bonn,

Deutschland



LowCross-Buffer®

Magermilchpulver (Skim Milk Powder)

Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

PCT Kalibrator von Brahms

Regenerierlésungen BIACORE

Tween® 20
Schwefelsaure 95-97 %

Wasserstoffperoxid 30 % (H205)

CANDOR Bioscience GmbH, Wangen,

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Brahms GmbH,

Henningsdorf, Deutschland

GE Healthcare Europe, Minchen,

Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland



5.5 Immunoreagenzien, Plasmen/Seren und Patientenpr  oben

y-Globulin bovine

Equine Patientenproben

Equines 0-Plasma

Equines Serum

Humanes EDTA-Plasma

Humanes EDTA-Vollblut

Humane Patientenproben

Monoklonale Maus-Antikdrper

PCT 27A3, PCT 42, PCT 6F10,
PCT 14A2, PCT 16B5, PCT 14C12,
PCT 22A11

Monoklonale Ratten-Antikorper

CALCA 3C5, CALCA 4F6, CALCA 2F3,
CALCA 4A6, CACA 3B12, CALCA 4HS,
IgG2a Ratten-Antikorper

Sigma  Aldrich GmbH, Minchen,
Deutschland
Freie Universitat Berlin, Berlin,

Deutschland

Freie Universitat Berlin, Berlin,

Deutschland

GibcolLife Technologies GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Sera Laboratories International Ltd., West
Sussex, United Kingdom

oder PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

oder gepoolte Einzelspenden, zur
Verfligung gestellt von pes
diagnosesysteme GmbH, Leipzig,

Deutschland

Sera Laboratories International Ltd., West

Sussex, United Kingdom

Forschungszentrum fiir Medizintechnik
und Biotechnologie, Bad Langensalza,

Deutschland

HyTest Ltd., Turku, Finnland

Institut fur Molekulare Immunologie,
Serviceeinheit Monoklonale Antikorper,
Helmholtz Zentrum Miinchen,

Deutschland



Monoklonaler Maus-anti-Ratte Antikorper American Type Culture Collection,
TIB 173 gegen IgG2a Fc Manassas, VA, USA

Rattenserum PAA Laboratories  GmbH, Colbe,

Deutschland

Ziegenserum Invitrogen GmbH, Darmstadt,

Deutschland



5.6 Puffersysteme und Lésungen flr immunochemische Methoden

50 mM Carbonatpuffer, pH 9.6 -9,8 (Angaben fur 1 L Milli-Q-Wasser)

15 mM Na,COs (MW 105,99) 1,59 g
35 mM NaHCOs (MW 84,01) 2,94 g

40 mM PBS Puffer, pH 7,6 (Angaben fiur 1L Milli-Q-Wasser)

5 mM NaH,PO, (MW 137,99) 0,689 g
35 mM Na,HPO, (MW 177,99) 6,23 g
100 mM NaCl (MW 58,44) 5,84 g

100 mM Natriumacetatpuffer (Substratpuffer), pH 5,5 (Angaben fur 1 L Milli-O-Wasser)

100 mM Natriumacetat (MW 82,03) 8,29

Mit 1% (w/v) Zitronensaure auf pH 5,5 einstellen

Substratldsung

400 pL TMB-Stammlésung (6 mg TMB (MW 240,35) in 1 mL DMSO)
100 pL 1 % (v/v) H20-
25 mL 100 mM Natriumacetatpuffer, pH 5,5

Waschpuffer

4 mM PBST
(40 mM PBS 1:10 verdunnt + 0,05 % (v/v) Tween 20)



5.7 ELISA

5.7.1 Bestimmung der Antikoérper fur den Einsatz im Sandwich-ELISA

5.7.1.1 Antikorper Screening und 2-dimensionale Titration

Die verschiedenen Antikérper-Kombinationen (Tabelle 19), der in einer internen Kooperation
hergestellten Antikérper gegen hPCT [22], wurden in einer 2-dimensionalen Titration im
Sandwich-ELISA-Format getestet, um die optimale Konzentration der beiden Antikérper und

das beste Parchen fir den PCT-Assay zu ermitteln.



Tabelle 19 Antikbrperkombinationen flr den Einsatz i

Fanger -Antikorper

Detektor -Antikorper

CALCA 4A6 CALCA 3C5-Biotin
CALCA 4A6 CALCA 4H6-Biotin
CALCA 4F6 CALCA 3C5-Biotin
CALCA 4F6 CALCA 2F3-Biotin
CALCA 4F6 CALCA 4H6-Biotin
CALCA 3B12 CALCA 3C5-Biotin
CALCA 3B12 CALCA 2F3-Biotin
CALCA 3B12 CALCA 4H6-Bioin
CALCA 3C5 CALCA 4A6-Biotin
CALCA 3C5 CALCA 3B12-Biotin
CALCA 3C5 CALCA 4F6-Biotin
CALCA 2F3 CALCA 3B12-Biotin
CALCA 2F3 CALCA 4F6-Biotin
CALCA 4H6 CALCA 4A6-Biotin
CALCA 4H6 CALCA 3B12-Biotin
CALCA 4H6 CALCA 4F6-Biotin
CALCA 7D4 CALCA 4F6-Biotin
CALCA 4A6 CALCA 2F3-Biotin
CALCA 2F3 CALCA 4A6-Biotin

m ELISA, kursiv = bereits vertffentlichtes Paar [22]

Dabei werden die beiden Antikorper, der Fanger-Antikérper und der biotinylierte Detektor-
Antikoérper, in unterschiedlichen Konzentrationen auf der Platte eingesetzt und mit

verschiedenen Konzentrationen des Analyten, in diesem Fall humanes rekombinantes



Procalcitonin (hrPCT mit His-Tag, Prospec-Tany Technogene Ltd, Rehovot, Israel), inkubiert.
Abbildung 48 zeigt beispielhaft einen Plattenaufbau zur Verdeutlichung. Die Mikrotiterplatten
werden mit demselben Fangerantikérper in drei verschiedenen Konzentrationen (2 pg/mL,
4 pug/mL, 10 pg/mL) beschichtet. Der Detektorantikorper wird ebenfalls in drei verschiedenen
Verdinnungsstufen getestet (1:2000, 1:4000, 1:10000).

Kontrolle
Fanger-Ak CALCA 4A6
2ug/mL 4pg/mL 10pg/mL 10pug/mL
Detektions-
Ak CALCA 2F3-Biotin
1:2000 1:2000
1:4000 1:4000
1:10000 1:10000
0ng/mL 4ng/mL 100ng/my 0 ng/mL 4ng/mL 100ng/my 0 ng/mL 4ng/mL 100ng/mL| O ng/mL 4ng/mL 100ng/mL|
hrPCT

Abbildung 48 Plattenaufbau zur 2-dimensionale Titrat  ion

Die Analyt-Konzentrationen werden so gewahlt, dass ein Wert im Bereich des Plateaus der
sigmoidalen Standardkurve liegt und einer in den linearen Bereich féllt (aus fruheren
Versuchen ungefahrere Bereich bekannt, siehe [21,22]), um die Sensitivitdt besser
unterscheiden zu kénnen (hrPCT 0 ng/mL, 4 ng/mL, 10 ng/mL). Der Plattenaufbau beinhaltete
zusétzlich einen Vergleichsassay, mit dem bereits gearbeitet wurde [22], und war bei allen zu

testenden Parchen gleich.

Der Ablauf des Sandwich-ELISA entspricht der wunter 5.7.2.1 beschriebenen
Standardprozedur des PCT-ELISAs. Die Auswertung erfolgte bei der Parchentestung mittels

Microsoft Excel.



5.7.1.2 Antikorper-Charakterisierung durch SPR-Messung mit dem Biacore ®©

Oberflachenplasmonresonazmessungen wurden verwendet, um die
Bindungscharakteristiken finf neu entwickelter Antikorper gegen hrPCT zu bestimmen. Die
SPR-Messungen (surface plasmon resonance) wurden mit einem Biacore® 3000 (GE
Healthcare Europe, Minchen, Deutschland) auf CM5 Chips durchgefuhrt. Um mdglichst
wenige Chips zu bendtigen, wurde ein Maus-anti-Ratte Antikorper TIB 173 von ATCC
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) auf der Chipoberflache immobilisiert,
der gegen den Fc Teil der IgG2a PCT-Antikdrper gerichtet ist. Somit konnten alle PCT-
Antikérper mit einem Chip unter gleichen Bedingungen gemessen werden. Als Laufpuffer und
fur etwaige Verdunnungen wurde ein HBS-EP Puffer verwendet. Dieser enthéalt 0,005 % (v/v)
des Tensids P20, 10 mM HEPES [2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure],
3 mM EDTA und 0,15 M NacCl.

Chipbelegung und Regenerierungsmethode

Vor der eigentlichen Kopplung, wurde eine Normierung durchgefiihrt. Hierbei wurde das
Resonanzsignal aller Flusszellen mit einer 70 % Glycerol-Lésung (BlIAnormalizing solution,
Biacore AB) normalisiert, um eventuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Sensorchips

auszugleichen.

AnschlieRend wurde ein Fanger-Ak kovalent auf die Chipoberflache gebunden (mouse-anti-
rat mAb TIB 173; ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) gegen
IgG2a Fc). Hierzu wurde das Amin-Kopplungsset der Firma verwendet. Zuerst wurden Die
Carbonsauren auf der Chip-Oberflache mit einer Mischung aus 0,05 M N-Hydroxysuccinimid
(NHS) und 0,2 M 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) aktiviert. Danach
wurde der Fanger-Ak in einer Konzentration von 4,4 ug/mL in 10 mM Natrium-Acetatpuffer mit
pH 5,5 Uber die Flusszelle geleitet bis das Ziel von ca. 10000 RU (resonance units) erreicht
wurde. Die restlichen aktivierten Carbonsauren wurden durch 1 M Ethanolamin inaktiviert.

Gleichzeitig wurde so nicht-kovalent gebundenes Material entfernt (siehe Abbildung 49).
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f die Oberflache des CM5 Chips

Die Referenzflusszelle wurde wie oben beschrieben behandelt, nur dass hier ein irrelevanter

Antikorper derselben Subklasse gebunden wurde, der keine Ratten-Ak bindet.

Zur

Regenerierung wurden verschiedene Regenerierldsungen getestet: Glycin pH

3,0/2,5/2,0/1,5 und 4 M MgCl.. Es wurde jeweils ein Volumen von 15 pL der Regenerierldsung

mit einer Geschwindigkeit von 30 pL/min tber die Chipoberflache geleitet.

Surface-Performance-Test

Der Surface-Performance-Test zeigt, wie reproduzierbar Messungen unter bestimmten

Umstanden durchgefihrt werden kénnen.

Hierbei wurde der Antikorper CALCA 4A6 in einer Konzentration von 36 pg/mL mit einer

Geschwindigkeit von 30 pL/min fur eine Minute Uber den Chip geleitet. Zur Regenerierung

wird 4 M MgCl> mit einer Geschwindigkeit von 100 pL/min fur zwei Minuten Uber die

Oberflache geleitet. Dies wurde in 20 Zyklen wiederholt, mit einer Stabilisierungszeit von 10

Minuten zwischen den einzelnen Laufen.



Kinetikmessung mit dem Biacore ® - SPR-Messsystem

Es wurden die Antikdrper CALCA 4A6, CALCA 3C5, CALCA 4F6, CALCA 2F3 und CALCA

7D4 vermessen.

Diese wurden in einer Konzentration von 36 pg/mL mit einer Geschwindigkeit von 30 pL/min
fur eine Minute durch die Flusszelle geleitet. Die Dissoziationszeit betrug 15 Minuten.
AnschlieRend wurde das hrPCT in verschiedenen Konzentrationen Gber den Primarantikorper
geleitet (500; 250; 125; 62,5; 31,25; 0 nM), ebenfalls mit 30 pL/min fur eine Minute. Auch hier
betrug die Dissoziationszeit 15 Minuten. Regeneriert wurde mit 4 M MgCl. bei einer
Geschwindigkeit von 30 pL/min fur 30 Sekunden. Zwischen den Zyklen wurde die Oberflache
fur 10 Minuten stabilisiert. Als Laufpuffer und zur Herstellung der Verdinnungen des PCTs

und der Antikorper wurde HBS-EP Puffer verwendet.

Das folgende mit der Referenzzelle korrigierte Sensorgramm veranschaulicht den Ablauf
(Abbildung 50).
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Abbildung 50 Einzelnes Sensorgramm zur Kinetikmessung ; A) Laufpuffer; B) Anti-PCT-AK;

C) Dissoziation; D) PCT-Assoziation; E) PCT-Dissoziati  on, F) Regenerierung; G) Stabilisierung

Fur die Ermittlung der Affinitdtskonstanten sind nur die Assoziation (Bereich D) und die
anfangliche Dissoziationskinetik (Bereich E) relevant, die die Antigen-Antikérper-Reaktion

zeigen.



Die Sensorgramme wurden mit der Referenzflusszelle korrigiert und die Assoziationsraten-
(ka) und Dissoziationsratenkonstanten (kq) wurden mit der Software BlAevaluation 4.1
berechnet unter Anwendung des 1:1-Langmuir-Bindungsmodels. Die Assoziations- (Ka) und
Dissoziationskonstanten (Kp) im Gleichgewicht entsprechen den Quotienten der
Reaktionsraten: Ka = ka/kg bzw. Kp = ka/ka [132].

5.7.2 Sandwich-ELISA fur humanes rekombinantes PCT  (hrPCT)

5.7.2.1 Standardprozedur des Sandwich-ELISAs

Die Mikrotiterplatten (Nunc MaxiSorp™, 96-Kavitaten) werden mit 100 pyL pro Kavitat des
Fangerantikérpers (10 pg/mL in 50 mM Carbonatpuffer, pH 9,6) beschichtet und bei 4 T im
Kihlschrank Uber Nacht inkubiert. Nachdem die Platten mittels eines automatisierten
Mikrotiterplatten Washers (Bio-Tek, ELX405R) dreimal mit je 200 uL 4 mM PBST-Puffer
(pH 7,6) gewaschen wurden, werden sie mit 200 pL pro Kavitat einer 1 % Caseinldsung bei
Raumtemperatur fur eine Stunde geblockt. Nach erneutem Waschen werden 100 pL pro
Kavitat des Analyten (hrPCT: 0,01 — 1000 ng/mL; O ng/mL) zugegeben und ebenfalls fur eine
Stunde bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt werden 100 pL
pro Kavitat des biotinylierten Detektorantikdrpers (Verdiinnung 1:2000 der Stammlésung mit
unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen in 40 mM PBS-Puffer) flr eine weitere Stunde
auf die Platte gegeben. Nachdem die Platte erneut gewaschen wurde, werden 100 pL pro
Kavitat Streptavidin-HRP (50 ng/mL, Verdinnung 1:20000 in 40 mM PBS-Puffer) fur die
Verknlpfung des Enzyms mit dem DetektorantikOrper durch die Streptavidin-Biotin-Reaktion
fur eine Stunde auf der Platte inkubiert. Zuletzt wird die Platte gewaschen und das Substrat
fur die Peroxidase zugegeben (1-Step Ultra TMB, Pierce/Perbio; 100 uL). Dieses wird 5
Minuten auf der Platte umgesetzt, anschlie3end wird die Enzymreaktion mit 50 yL pro Kavitéat
2 M H;SO, abgestoppt. Die Absorption wird mit einem Mikrotiterplatten-Reader
(SPECTRAmMax, Molecular Devices Analytical Technologies) bei 450 nm gemessen (Referenz
650 nm). Die Daten werden mit der Software Softmax® PRO (Molecular Devices) Uiber eine 4-

Parameter-Kurvenfunktion ausgewertet.



Das Kurvenfitting erfolgt Gber folgende Gleichung:

Hierbei ist A der Y-Wert gemal der Asymptote bei niedrigen Werten der X-Achse (untere
Asymptote), D der Y-Wert der Asymptote bei hohen Werten der X-Achse (obere Asymptote),
der Koeffizient C ist der X-Wert geman dem Mittelwert zwischen A und D (ICso, Wendepunkt)

und der Koeffizient B beschreibt die Steigung der Kurve im Testmittelpunkt.

5.7.2.2 Charakterisierung

Der entwickelte Sandwich-ELISA fur hPCT wurde anhand des laVvV-CV, leV-CV und des
Arbeitsbereiches (WR) charakterisiert. Als Standard wurde das intern hergestellte PCT1-116

verwendet.

Fur die Bestimmung des laV-CV und des leV-CV werden sieben identische Proben (0,1; 0,25;
0,5; 2; 5; 7,5; 10 ng/mL; PCT1-116 in humanes 0-Plasma; m=4) an zwei verschiedenen Tagen
auf insgesamt vier Mikrotiterplatten gemessen. Auf jeder Platte wurde eine separat
hergestellte Verdinnungsreihe zur Erstellung einer Standardkurve mitgefuhrt (0,01 —
1000 ng/mL; n=11; m=3).

Der Intra-Assay-Variationskoeffizient wird flr jede Konzentration auf jeder einzelnen Platte
ermittelt. Der Inter-Assay-Variationskoeffizient hingegen wird aus einer Konzentration Uber
alle vier Platten hinweg berechnet. Unter Beachtung der Anforderungen der Food and Drug
Administration (FDA) fur die Validierung von bioanalytischen Methoden wird der
Arbeitsbereich des ELISAs fir den Bereich definiert, in dem der Inter-Assay

Variationskoeffizient und der Intra-Assay- Variationskoeffizient kleiner 15% ist [137].



5.8 Equines rekombinantes PCT (erPCT)

5.8.1 Standardprozedur

Der ELISA wird in 96er Mikrotiterplatten von Nunc (MaxiSorp™) durchgeftihrt. Als Fanger wird
der PCT-Antikbrper CALCA 3C5 in einer Endkonzentration von 10 pg/mL in 50 mM
Carbonatpuffer (pH 9,7) Uber Nacht bei 4C auf der Platte inkubiert. Anschlie3end werden die
Platten mit einem automatisierten Mikrotiterplatten-Washer (Bio-Tek, ELX405R) gewaschen
(dreimal 200 pL pro Kavitat, 4 mM PBST-Puffer, pH 7,6). Noch freie Bindungsstellen der
Platten werden mit 300 pL pro Kavitat einer 3,3 %igen BSA-L6sung (3,3 % (w/v) in PBS-
Puffer, pH 7,6) fir eine Stunde bei RT unter Schitteln (450 rpm) geblockt. Nach einem
erneuten Waschschritt werden Standardreihen von erPCT in equinem Plasma gesunder
Pferde (im Folgenden O-Plasma) mit einer Konzentration zwischen 0 bis 50000 ng/mL und
verschiedene Verdiunnungen von Proben (100, 10, 1, 0,1 0,01 % (v/v) verdinnt in 0-Plasma)
auf der Platte inkubiert (100 uL pro Kavitat; RT, 1 h; 450 rpm). Sowohl den Standards als auch
den Proben werden unspezifische Rattenantikérper gleicher Subklasse in einer Konzentration
von 50 pg/mL gegen unspezifische Anbindung zugegeben. Danach werden die Platten erneut
gewaschen und 100 pL pro Kavitat des Antikérpers CALCA 4F6-B in einer Verdinnung von
1:2000 der Stocklésung (verschiedene Ausgangskonzentrationen) in 40 mM PBS-Puffer als
Detektor fur eine Stunde bei RT und 450 rpm inkubiert. 100 pL pro Kavitat Streptavidin-HRP
wird nach einem weiteren Waschschritt in einer Konzentration von 50 ng/mL (Verdlinnung
1:20000 in 40 mM PBS) auf die Platte gegeben und inkubiert (1 h, RT, 450 rpm). Nach einem
letzten Waschschritt werden 100 pL pro Kavitat der 3,3,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB)
Substrat-Losung zugegeben (200 pL 1 % H>O», 800 pL of 6 mg/mL TMB in DMSO, 50 mL
100 mM Natriumacetat-Puffer, pH 5,5) und die Enzymreaktion unter Lichtausschluss bei RT
inkubiert. Nach funf Minuten wird die Farbreaktion mit 50 pL pro Kavitat 2 M H.SO4 gestoppt
und die Absorption bei 450 nm (Referenz 650 nm) mit einem Mikrotiterplatten-Reader
(SPECTRAmMax, Molecular Devices Analytical Technologies) gemessen und die Ergebnisse

mit der Software Softmax® PRO (Molecular Devices) ausgewertet.



5.8.2 Charakterisierung

Fir den entwickelten Sandwich-ELISA gegen equines PCT wurden die Intra- und Inter-Assay-
Variationskoeffizienten ermittelt. Hierzu werden dieselben Proben (5, 10, 25, 50, 100, 205,
500, 1000, 2500 ng/mL erPCT in 0-Plasma) mit drei Mikrotiterplatten gemessen, die jeweils
eine separat angesetzte Standardkurve enthalten. Der l1aA-CV wird flr jede Konzentration
innerhalb einer einzelnen Platte ermittelt, wohingegen der leA-CV aus derselben
Konzentration auf allen drei Platten berechnet wird. Gemal der Anforderungen der Food and
Drug Administration (FDA) fur die Validierung von bioanalytischen Methoden wird der
Arbeitsbereich des ELISAs fur den Bereich definiert, in dem der leA-CV und der 1aA-CV kleiner
15% liegt [137].

Weiter wurde die Kreuzreaktivitat (CR) der verwendeten Antikérper zwischen erPCT und
hrPCT ermittelt, da die verwendeten Antikorper urspriinglich gegen das menschliche PCT
produziert wurden. Hierzu werden mit dem entwickelten PCT-Assay Standardkurven mit den

beiden rekombinanten PCTs erstellt und die Kreuzreaktivitat wie folgt berechnet:

R= IC,, (erPCT)
IC,,(hrPCT)

5.9 respons ® 1Q-System

Das respons® 1Q-Gerat wurde von der Firma pes diagnosesysteme GmbH (Markkleeberg,
Deutschland) zur Verfligung gestellt. Die gebrauchsfertigen Cartridges wurden ebenfalls von

pes diagnosesysteme nach Absprache hergestellt und geliefert.

Das Auslesegerat basiert auf einem zuvor entwickelten Immunosensor. Fur detailliertere
Angaben zum System, Cartridgeherstellung und der der Messung zugrunde liegenden
Technik siehe auch die Verdéffentlichungen [125-127] und die Patente [129-131], sowie den
Abschnitt 2.3.3 der vorliegenden Arbeit.

Falls nicht anders vermerkt, waren der Detektorantikdrper, 1% Ziegenserum und eine
Substanz zur Verhinderung eines Basislinienabfalls (pes diagnosesysteme, Markkleeberg)

bereits in der Cartridge enthalten.



5.9.1 Ablauf der Messung

50 pL der Probe (humanes Serum, Plasma oder Vollblut) werden in die Cartridge gefiillt.
AnschlieRend wird die Cartridge verschlossen und in das Gerét gegeben. Die Probe wird mit
positivem bzw. negativem Druck finf Minuten im Mikrokanalsystem bewegt, um die mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markierten Detektorantikdrper (Cax in plasma = 2,68 pg/mL) zu l6sen und die
Probe zu mischen. Das Proben—Detektorantikdrper-Gemisch wird nach dem Mischen uber
den optischen Bereich der Cartridge gezogen, in dem die Fangerantikbrper gespottet
vorliegen, und es kommt zur Sandwich-Bildung. Wahrenddessen scannt die Laserdiode den
optischen Bereich (Aex: 636 Nm), wobei jede Position ca. alle drei Sekunden gescannt wird,
und initiiert ein evaneszentes Feld an der Grenzflache zwischen dem transparenten optischen
Bereich und der Probe durch eine interne Totalreflexion (TIRF). Das Scannen und Messen
dauert ca. drei Minuten. Das evaneszente Feld regt nur Fluorophore an, die sehr nahe an der
Oberflache gebunden sind. Die Fluoreszenzemission wird nach optischer Filterung mit einem
Photomultiplier detektiert (Aem: 650 - 655 nm). Die Probe wird nach der Messung in einem in
der Cartridge integrierten Abfallbehalter aufgefangen und anschlieRend wird die gesamte

Cartridge entsorgt, wodurch eine Regenerierung entfallt.

In diesem System wird die Kinetik der Sandwichbildung gemessen. Der Anstieg im linearen
Bereich des Fluoreszenzsignals ist direkt proportional zur Analytkonzentration. Das Signal
wird in [V/sec] angegeben. Die erhaltenen Signhale wurden mit einer firmeneigenen Software
ausgewertet. Hierbei wurden die Signalanstiege jedes einzelnen Scans an den einzelnhen
Fangerstreifen zwischen zwei festgelegten Zeitpunkten betrachtet und hieraus der
Gesamtsignalanstieg von der Software berechnet. Diese Daten wurden anschlieRend mit

Microsoft Excel mittels folgender Gleichung analysiert:

y=ax+hb

Die Nachweisgrenze (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ) wurden wie folgt berechnet:
LOD = Leerwert + 3x Standardabweichung des Leerwertes

LOQ = Leerwert + 10x Standardabweichung des Leerwertes



5.9.2 Antikorper-Screening

Funf der in einer Kooperation mit Dr. Elisabeth Kremmer (Institut fir Molekulare Immunologie,
Helmholtz Zentrum Minchen, Deutschland) hergestellten Antikbrper gegen humanes PCT
(CALCA XXX) und neun kommerziell erhéltliche Antikérper (PCT XXX) von HyTest (Turku,
Finnland) wurden in einem Sandwich —FIA auf dem respons® IQ-System getestet (fur eine
Auflistung siehe Tabelle 13). Im ersten Screening wurden die Antikorper in zwei Gruppen
geteilt: In Gruppe 1 wurden die Antikdrper, die in der Calcitonin- und Katacalcin-Region des
PCTs binden (Anzahl: 6), als Fangerantikdrper eingesetzt und die Antikdrper, die im N-
terminalen Bereich des PCTS binden, als Detektor-Ak. In Gruppe 2 wurden die Antikorper in
umgekehrter Weise Uberprift. Alle Fangerantikdrper einer Gruppe waren auf einer Cartridge
vorhanden, so dass diese unter identischen Bedingungen mit derselben Probe getestet
werden konnten. Die Detektorantikérper lagen als Lyophilisat extern vor und enthielten
zusétzlich eine Positivkontrolle und 10 pg/mL Ziegenserum (& 1,5 pg). Sie wurden mit 150 pL
der Probe resuspendiert, so dass der Detektor eine Konzentration von 2,68 pg/mL in der
Probenldsung hatte. Als Standard wurde in diesem Versuch das hrPCT von Prospec mit His-
Tag verwendet. Die Antikérper wurden mit zwei verschiedenen hrPCT-Konzentrationen in
humanem EDTA-Plasma getestet (0 ng/mL und 10 ng/mL; n = 3). Die Messungen des
undotierten EDTA-Plasmas (0 ng/mL hrPCT) dienten als Leerwert, d.h. das erhaltene Signal
der Messungen mit 10 ng/mL hrPCT wurde mit dem Signal der undotierten Proben korrigiert,
um den eigentlichen Signalanstieg zu erhalten, ohne Einfluss eventuell auftretender

Signalanstiege durch unspezifische Bindungen.

5.9.3 Optimierung

Zur Reduzierung unspezifischer Anbindung, die in undotierten O-Plasmen auftraten, wurden
verschiedene Zusatze getestet: Bovines y-Globulin (13 mg/mL), Ziegenserum (5%, 10%),
Rattenserum (5%, 10%), Pferdeplasma (5%, 10%), LowCross-Buffer® (0,5%) und fir PCT
unspezifische Rattenantikorper (200 pg/mL) derselben Subklasse (IlgG2a) wie die PCT-
Antikorper. Ebenfalls wurde eine Zugabe von PBS getestet, die der Menge des zugegebenen
Ratten-Ak entspricht, um einen eventuellen Verdiinnungseffekt auszuschlieRen. Es wurden
Cartridges mit Spotting 1 verwendet (siehe 2.3.3). Auf diesen war der Detektorantikbrper
CALCA 3C5-F und ein Zusatz gegen den Abfall der Basislinie bereits integriert. Es wurde

jeweils eine Dreifachmessung der verschiedenen Substanzen durchgefihrt. Diese wurden



ebenfalls fur die Messung der humanen Plasma-Einzelspenden verwendet. Letztere wurden

in einer Doppelbestimmung gemessen.

Eine erste Uberprufung der Wirksamkeit der verschiedenen Substanzen wurde mit einer
humanen EDTA-Plasmaeinzelspende durchgefiihrt, die undotiert ein sehr hohes Signal
zeigte. Anschlieend wurden die vielversprechendsten Zusatze in verschiedenen

Konzentrationen in derselben Plasmaeinzelspende im Assay eingesetzt:

* Bovines y-Globulin: 13 mg/mL, Verdinnungen 1:10 und 1:100

Ratten-Ak: 200, 20, 2 pg/mL

* Ziegenserum: 5%, 1%

Pferdeplasma: 5%, 1%

Im nachsten Schritt wurden die Zusatze in den ermittelten Konzentrationen kombiniert, um
eventuell eine weitere Verbesserung zu erzielen. Hierzu wurden humane EDTA-Plasmapools

verwendet, die undotiert ein leichtes (Pool I1) bzw. mittleres (Pool IIl) Signal zeigten.
+ PO1: y-Globulin [1,3 mg/mL], 1% Ziegenserum, Pool IlI
» PO02: y-Globulin [1,3 mg/mL], 1% Ziegenserum, Pool I|
+ PO03: Ratten-Ak [20 pg/mL], 1% Ziegenserum, Pool IlI
* PO04: Ratten-Ak [20 pg/mL], 1% Ziegenserum, Pool Il
e PO5: y-Globulin [1,3 mg/mL], Ratten-AK [20 ug/mL], 1% Ziegenserum, Pool Il

e PO06: Pool Il pur

PO7: Pool Il pur

Mit der besten Kombination wurden im Anschluss sechs verschiedene Pools gemessen, die

pur verschieden starke Signalanstiege auf Grund unspezifischer Anbindung zeigten.

5.9.4 Erstellen der Standardkurven

Mit dem entwickelten Assay (Spotting 2 bzw. 3, siehe 2.3.2) wurden Standardkurven in

humanem EDTA-Plasma und humanem Vollblut von gesunden Personen erstellt.



Hierzu wird dem humane EDTA-Plasma (0,001; 0,01; 0,05; 0,5; 2,5; 10 ng/mL hrPCT) bzw.
dem humane Vollblut (0,0001; 0,0009; 0,003; 0,023; 0,078; 0,65; 2,16; 7,18 ng/mL hrPCT)
PCT1-116 (intern) als hrPCT-Standard zugegeben und eine Verdinnungsreihe hergestellt.
Fur die Vollblutproben wurde der Hamatokrit-Wert des Vollblutbatches mittels Hamatokrit-
Roéhrchen bestimmt. Dieser gibt den Anteil der zellularen Bestandteile an. Mit dem Hamatokrit-
Wert wurde das zuzusetzende Volumen der PCT-Stammldsung berechnet, so dass die
gewiinschte Konzentration in der Probe erreicht wurde. Um eine unspezifische Anbindung
zwischen den beiden Antikérpern des PCT-Assays zu verhindern, wird den beiden Matrices
1% Ziegenserum und 20 bzw. 50 pg/mL 1gG2a RattenantikOrper zugegeben. Jede

Konzentration wird dreifach gemessen, der Leerwert der Matrix wird fiinfmal gemessen.

Beim Vergleich der Standardkurven in Vollblut und humanem EDTA-Plasma, wurden die
gespikten Vollblutproben zentrifugiert, um das Plasma von den zellularen Bestandteilen zu

trennen. Mit diesem wurde dann erneut eine Standardkurve erstellt und dann verglichen.

Der weitere Ablauf der Messung ist unter 5.9.1 aufgefihrt.

5.9.5 Patientenproben

Insgesamt wurden 25 Patientenproben gemessen, deren PCT-Gehalt auf verschiedenen
Kryptor®-Geraten von Brahms zuvor bestimmt wurde. Alle Proben wurden tiefgefroren
gelagert. Den Patientenproben wurden zur Reduzierung unspezifischer Anbindungen 1%
Ziegenserum und 50 pg/mL Rattenantikbrper (Subklasse 1gG2a) zugefugt bzw. war das
Ziegenserum bereits in der Cartridge enthalten. Die Proben wurden in der urspriinglichen
Konzentration gemessen. Zum Teil wurden die Proben mit humanem 0-Plasma verdiinnt und
erneut gemessen. Das o-Plasma wurde fuinffach gemessen. Die erhaltenen Signalanstiege
wurden gegen die mit dem Kryptor®-System ermittelten Konzentrationen aufgetragen und eine
Korrelationsgerade erstellt. Jede Probe wurde ein- bis dreimal gemessen, abhangig vom zur
Verfiigung stehendem Volumen. Der Ablauf der einzelnen Messungen ist unter 5.9.1

beschrieben.

Tabelle 18 in 3.3.5 fasst die Daten der Patientenproben zusammen.
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